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RESUMO

As espécies botanicas alvo deste trabalho, Ampelozizyphus amazonicus (Ducke) (Rhamnaceae), Alpinia
zerumbet (B.L. Burtt & R.M. Sm.) (Zingiberaceae), Blepharocalyx sp. (Kiaerskou; L.R. Landrum) (Myrtaceae),
Endlicheria sp. (Meisn.; C.K. Allen) (Lauraceae), Virola sp. (Warb) (Myristicaceae), Bocageopsis sp. (Mart.)
(Annonaceae), Origanum vulgare L. e Thymus vulgaris L. (Lamiaceae), podem ser encontradas no estado do
Amazonas, e em outras regifes da Amazonia brasileira.Estas plantas possuem ampla utilizagdo na medicina
popular e apresentam diversas classes de metabélitos secundarios na constituicdo quimica de suas partes
vegetativas. No presente estudo o extrato de A. amazonicus foi testado quanto a sua atividade antioxidante por
meio da capacidade de sequestro do radical estavel 2,2-difenila-1-picrilhidrazila (DPPH), utilizando quercetina
como padrédo. Os extratos em metanol dos caules finos e dos caules grossos de A. amazonicus, com capacidade
de sequestro igual a (CSsp) 119,06 + 0,62 pg/mL e 125,03 + 0,68 pg/mL, respectivamente, apresentaram
atividade semelhante.No teste de toxicidade frente & Artemia salina os chas dos caules grossos utilizando duas
metodologias diferentes, apresentaram atividade moderada com concentrac@es letais medianas de 125,8 e 198,0
pg/mL, respectivamente. A simulacdo digestiva in vitro realizada com os chés do caule fresco e seco de A.
amazonicus permitiu um melhor entendimento das possiveis reacGes enzimaticas ocorridas no trato
gastrointestinal devido as mudancas no perfil cromatogréfico observada para os preparados na forma de cha,
utilizando metodologias diferentes de extragdo. As substancias 5-allil-1-(2,3,4,-tris-O-benzoilpentofuranosil)-
2,4(1H,3H)-pirimidinediona (tr 5,5 min. e [M-H]- m/z 595,1665) e phloretin-3°,5’-di-glicosideo (tz 8,6 min. e
[M-H]- m/z 597,1834) foram identificadas como as substancias majoritarias nos perfis cromatograficos dos chés
de A. amazonicus e cujos sinais no cromatograma, apds os processos digestivos in vitro, diminuiram. As analises
dos volateis da espécie A. zerumbet obtidos através da técnica de Headspace indicaram os terpenos 1,8-
cineol e 1,4-terpineol como substancias majoritarias para todas asamostras analisadas, como valores acima
de 10% da composicao dos volateis. Para as espécies Blepharocalyx sp., Endlicheria sp., Virola sp., Bocageopsis
sp., Origanum vulgare e Thymus vulgaris, foi observado que todos os 6éleos essenciais mostraram toxicidade
para as larvas de Aedes aegypti, sendo as espécies Virola sp. e O. vulgare com os menores valores de
concentracdo letal mediana para 24 horas, de 36,6 ug/ mL e 37,5 ug/mL, respectivamente. Nos testes com 0s
mosquitos adultos de Ae. aegypti os dleos das espécies Bocageopsis sp., Virola sp. e T. vulgaris apresentaram
alta atividade adulticida, com CLso de 12,5 pg/mL, 12,7 pg/mL e 12,8 pg/mL, respectivamente. Os resultados
obtidos da acdo repelente dos éleos de O. vulgare e T. vulgaris demonstram potencial nas concetra¢Ges de 0,5%
com um percentual de escape de 37,8% e 68,9%, respectivamente. Os célculos de docking e a dindmica
molecular realizada para os terpenos 4- terpineol, carvacrol, timol, cimeno e terpineno, no sitio ativo da proteina
AeSCP-2, revelou potencial atividade larvicida para os 6leos essenciais com maiores concentracfes de 4-
terpinenol, carvacrol e timol. Os resultados apresentados para os extratos e Oleos essenciais estudados
demonstram a importancia da investigacdo quimica e biologica das espécies vegetais elencadas para o
desenvolvimento de tratamentos profilaticos ou para agdo no combate de vetores responsaveis pela transmissao
de doengas de impacto na salde publica.

Palavras-chave: Plantas medicinais, mosquito, 0leos essenciais, terpenoides.



ABSTRACT

The target botanical species of this work, Ampelozizyphus amazonicus (Ducke) (Rhamnaceae), Alpinia
zerumbet (B.L. Burtt & R.M. Sm.) (Zingiberaceae), Blepharocalyx sp. (Kiaerskou; L.R. Landrum) (Myrtaceae),
Endlicheria sp. (Meisn.; C.K. Allen) (Lauraceae), Virola sp. (Warb) (Myristicaceae), Bocageopsis sp. (Mart.)
(Annonaceae), Origanum vulgare L. and Thymus vulgaris L. (Lamiaceae), can be found in the state of
Amazonas, and in other regions of the Brazilian Amazon. These plants are widely used in folk medicine and
have several classes of secondary metabolites in the chemical constitution of their vegetative parts. In the present
study, the extract of A. amazonicus was tested for its antioxidant activity through the ability to scavenge the
stable radical 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH), using quercetin as a standard. The methanol extracts of
the thin and thick stems of A. amazonicus, with a sequestration capacity equal to (CS50) 119.06 £+ 0.62 pg/mL
and 125.03 £ 0.68 pg/mL, respectively, showed similar activity. In the toxicity test against Artemia salina, teas
from thick stems using two different methodologies, showed moderate activity with median lethal
concentrations of 125.8 and 198.0 pug/mL, respectively. The in vitro digestive simulation carried out with teas
from the fresh and dry stems of A. amazonicus allowed a better understanding of the possible enzymatic
reactions occurring in the gastrointestinal tract due to the changes in the chromatographic profile observed for
the preparations in the form of tea, using different extraction methodologies . The substances 5-allyl-1-(2,3,4,-
tris-O-benzoylpentofuranosyl)-2,4(1H,3H)-pyrimidinedione (tR 5.5 min. and [M-H]- m/z 595, 1665) and
phloretin-3',5'-di-glycoside (tR 8.6 min. and [M-H]- m/z 597.1834) were identified as the major substances in
the chromatographic profiles of A. amazonicus teas and whose signals on the chromatogram, after in vitro
digestive processes, decreased. The analysis of the volatiles of the species A. zerumbet obtained through the
Headspace technique indicated the terpenes 1,8-cineol and 1,4-terpineol as major substances for all the analyzed
samples, with values above 10% of the composition of the volatiles. For Blepharocalyx sp., Endlicheria sp.,
Virola sp., Bocageopsis sp., Origanum vulgare and Thymus vulgaris species, it was observed that all essential
oils showed toxicity to Aedes aegypti larvae, with Virola sp. and O. vulgare with the lowest 24-hour median
lethal concentration values of 36.6 ug/mL and 37.5 pg/mL, respectively. In tests with adult mosquitoes of Ae.
aegypti the oils of the species Bocageopsis sp., Virola sp. and T. vulgaris showed high adulticidal activity, with
LC50 of 12.5 pg/mL, 12.7 pg/mL and 12.8 pg/mL, respectively. The results obtained from the repellent action
of O. vulgare and T. vulgaris oils demonstrate potential at concentrations of 0.5% with an escape percentage of
37.8% and 68.9%, respectively. Docking calculations and molecular dynamics performed for the terpenes 4-
terpineol, carvacrol, thymol, cymene and terpinene, in the active site of the AeSCP-2 protein, revealed potential
larvicidal activity for essential oils with higher concentrations of 4-terpinenol, carvacrol and thymol. The results
presented for the studied extracts and essential oils demonstrate the importance of chemical and biological
investigation of the plant species listed for the development of prophylactic treatments or for action in the fight
against vectors responsible for the transmission of diseases that have an impact on public health.

Keywords: Medicinal plants, mosquito, essential oils, terpenoids.
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1. INTRODUCAO

As arboviroses sdo doencas causadas por arbovirus e sdo transmitidas ao homem por
insetos. Os mosquitos sdo insetos que pertencem a familia Culicidae, uma das mais
primitivas familias da ordem Diptera, na qual se reconhecem 3565 espeécies e subespécies.
A nivel global, estes insetos encontram-se amplamente distribuidos, apresentando maior
diversidade nas regides tropicais e subtropicais. Eles pertencem ao mais importante grupo
de artropodes do ponto de vista médico e veterinario pelo fatodas fémeas picarem e
fazerem refeicBes de sangue em vertebrados, podendo, deste modo, transmitir agentes
patogénicos a humanos e animais, nomeadamente virus (arbovirus), filarias (helmintos)
e protozoarios. Os mosquitos, mais que qualquer outro grupo de organismos, sdo a maior
causa indireta de morbilidade e mortalidade entre os humanos (Lopes, et al. 2014;
Donalisio et al. 2017; Almeida et al. 2020).

Os arbovirus possuem ciclo reprodutivo nos artropodes hemat6fagos e esses virus sao
repassados destes para 0s humanos através de sua picada (Lopes, et al. 2014; Almeida et
al. 2020). Constituem problema de importancia em todos 0s continentes, onde se
apresentam sob forma endémica ou epidémica. A natureza da doenca produzida no
homem varia conforme o tipo de arbovirus responsavel pela infec¢do. A maioria provoca
uma sindrome febril benigna com ou sem exantema, enquanto outros determinam quadro
hemorragico ou de encefalite, acompanhado de significante letalidade (Ledo et al. 1999;
Donalisio et al 2017).

As arboviroses tém se tornado importantes e constantes ameacas em regides
tropicais devido as rapidas mudancas climaticas, desmatamentos, migragaopopulacional,
ocupacdo desordenada de areas urbanas e precariedade das condicGes sanitarias que
favorecem a amplificacdo e transmissdo viral (Segata, 2016; Almeida et

al. 2020). A maior parte dos arbovirus pertence aos géneros Alphavirus (familia
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Togaviridae) e Flavivirus (familia Flaviviridae); outros membros de importancia para a
saude humana sdo das familias Bunyaviridae, Reoviridae e Rhabdoviridae (Donalisio et
al. 2017). Arbovirus, em geral, circulam entre os animais silvestres, com alguma
especificidade por hospedeiros e mantendo-se em ciclos enzo6ticos em poucas espécies
de vertebrados e invertebrados. O homem ou animais domésticos geralmente séo
hospedeiros acidentais (Donalisio et al. 2017).

Os principais vetores das arboviroses pertencem ao género Aedes, onde podemos
destacar as espécies Aedes aegypti e Ae. albopictus (Braga & Valle, 2007; Teich, et al.
2018; Almeida et al. 2020). Porém, as espécies Aedes africanus, Ae. luteocephalus, Ae.
vittatus, Ae. furcifer, Ae. hensilli e Ae. apicoargenteus também podem transmitir doencas,
assim como as espécies dos géneros Anopheles, Eretmapodites e Mansonia, porém com
pouca incidéncia nas Américas (Almeida et al. 2020). Os agentes dasdoencas infeciosas
transmitidas por mosquitos destacam-se, pela sua gravidade, em doencas causadas por
parasitas como a malaria e as filariases, mas também por virus como o Dengue, 0 Zika e
West Nile, Batai, Ockelbo, Inkoo, Tahyna, Usutu, alguns menos conhecidos, mas que
necessitam de um diagnoéstico laboratorial preciso e diferencial. Os fleb6tomos sdo
responsaveis pela transmissdo de agentes como a Leishmania e os Flebovirus (Nancio et
al. 2019).

O Ae. albopictus é um vetor de importancia secundaria na Asia, no entanto, em
algumas areas da Indonésia, tém ocorrido surtos com frequéncia, nas partes rurais do pais,
onde o Ae. albopictus é a espécie predominante (Braga & Valle, 2007; Teich, et al.2018).
Nas Américas, o Ae. albopictus ainda ndo é considerado, de maneira consistente, como
vetor das arboviroses, embora alguns estudos tenham encontrado mosquitos naturalmente
infectados (Braga & Valle, 2007; Teich et al. 2018). De acordo com Guedes e

colaboradores (2017), estudos realizados pela Fundagéo Oswaldo Cruz
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(Fiocruz, 2016) detectaram a presenca do virus Zika ativo na glandula salivar do mosquito
Culex quinquefasciatus, conhecido popularmente como mosquito doméstico, pernilongo
ou muri¢oca (Almeida et al. 2020). Esse estudo demostra a capacidade do mosquito de
replicar o virus Zika, mas ndo necessariamente de transmiti-lo. Porém, ja aponta a
necessidade de monitoramento para um possivel novo vetor das arboviroses.

Nas regides tropicais e subtropicais 0s principais vetores das arboviroses tém sido
0 Aedes aegypti e Ae. albopictus, pois se encontram nos cinco continentes, tendo maior
representacdo nos continentes africano, asiatico e americano (Figura 1) (Braga & Valle,

2007; Kraemer, et al. 2015).

Figura 1. Mapa demostrando a incidéncia dos vetores Aedes Aegypti e Ae. albopictus.
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Fonte: Kamal M, Kenawy MA, Rady MH, Khaled AS, Samy AM (2018). PLOS ONE 13(12): e0210122.
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0210122.

O vetor Aedes aegypti foi introduzido nas Ameéricas por meio de barcos vindosda

Europa, que cruzavam o Atlantico durante as primeiras exploragdes e colonizagdes
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europeias ao Novo Mundo. Os primeiros registros de sua identificacdo em terras do Brasil
foram em 1898, por Lutz, e em 1899, por Ribas (Braga & Valle, 2007).

No Brasil, 0 Ae. aegypti estd presente nos 26 Estados e no Distrito Federal
(OMS, 2018). O combate ao Ae. aegypti no Brasil ocorreu a partir do século XX,
principalmente enquanto um dos vetores da febre amarela, problema de Saude Publica
nas Américas e cresceu com a transmissao de novas arboviroses (Valle et al, 2019). O
Brasil participou dessa campanha de erradicacdo do Aedes e teve éxito na primeira
eliminacdo desse vetor em 1955. Em 1975, entretanto, ele retornou ao pais,
principalmente em decorréncia de falhas na vigilancia epidemiolédgica e de mudancas
sociais e ambientais decorrentes da urbanizacao acelerada dessa época. Neste mesmo ano,
confirmaram-se infestacfes nos estados do Rio Grande do Norte e Rio de Janeiro e,desde
entdo, o Ministério da Salde tem realizado programas de controle do mosquito. As
principais doencas transmitidas por esse mosquito no Brasil sdo febre amarela, dengue,
chikungunya e Zika (Braga & Valle, 2007; Johansen, 2014; Segata, 2016;Teich, et
al. 2018; Valle et al. 2019).

Muitas doengas transmitidas por vetores sdo classificadas como doencas tropicais
negligenciadas, por exemplo, doencas arbovirais como dengue e chikungunya, doenca de
Chagas, tripanossomiase humana africana, leishmaniose e oncocercose. As
consequéncias desta indiferenca, provocou nos ultimos 10 anos, a falta de priorizacédo e
investimentos na investigacdo de tratamentos para essas doengas. Aspectos importantes
da biologia, epidemiologia e prevencdo das doengas transmitidas por vetores ainda séo
mal compreendidos. Entre 1990 e 2013, os acasos de dengue aumentaram mundialmente
aproximadamente 450%, e estas doengas continuam a causar altos niveis de mortalidade

e representam um numero expressivo para a saude publica, pois
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configuram mais de 17% das doencas infecciosas no mundo, causando mais de 700 mil
mortes por ano (OMS, 2018; Wilson et al., 2020).

Na regido das Américas, entre janeiro e junho de 2020, um total de 1.645.678
casos de doencas provocadas por arbovirus foram reportadas. Destas, 1.600.947 (97,3%)
séo casos de dengue, 37.279 sdo casos de chikungunya e 7.452 sdo casos de Zika (Figura
2) (Pan American Health Organization/World Health Organization. Epidemiological

Update: Arbovirus. 10 June 2020, Washington, D.C. PAHO/WHO. 2020).

Figura 2. Distribuicdo dos casos reportados de dengue, Chikungunya e Zika na Regido
das Ameéricas no periodo de 2008-2020.
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Fonte: Pan American Health Organization/World Health Organization. Epidemiological Update:
Arbovirus. 10 June 2020, Washington, D.C. PAHO/WHO. 2020.

A maioria dos casos de dengue nas Ameéricas foi registrada no Brasil, com
1.040.481 casos, representando 65% do total. Outros paises com numeros significativos
sdo: Paraguai, com 218.798 casos (14%); Bolivia, com 82.460 casos (5%); Argentina,
com 79.775 casos (5%); e Coldmbia, com 54.192 casos (3%). Altas taxas de incidéncia
de dengue também foram notificadas em Honduras, México e Nicardgua, com menos

numeros em outros paises da América Central e do Caribe (OPAS, 2020).
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Em 2019, segundo a Secretaria de Vigilancia em Salde e o Ministério da Saude, o
Brasil notificou 1.544.987 casos provaveis de dengue, onde destacam-se os estados de Minas
Gerais, Sao Paulo e Goias que concentram 67, 9% dos casos. Verificou-se também um aumento
de casos de dengue na regido norte, principalmente nos estados do Acre, Roraima e Tocantins
(195,8 casos/100 mil habitantes). Sobre os dados de chinkungunya foram notificados 132.205
possiveis casos no pais. As regides sudeste e nordeste apresentam a maior incidéncia do pais,
104,6 casos/100 mil habitantes e 59,4 casos/100 mil habitantes, respectivamente. Com
relacdo aos dados de Zika, foram notificados 10.768 casos no pais. A regidao Nordeste
apresentou a maior taxa de incidéncia com 9,5 casos/100 mil habitantes (Ministério da
Salde, 2020).

Ainda, de acordo com Secretaria de Vigilancia em Saude, até o dia 14 denovembro
de 2020 foram notificados 971.136 casos provaveis de dengue no pais. Nesse periodo, a
regido Centro-Oeste apresentou a maior incidéncia com 1.187,4 casos/100 mil habitantes,
seguida das regides Sul (931,3 casos/100 mil habitantes), Sudeste (373,2 casos/100 mil
habitantes), Nordeste (258,6 casos/100 mil habitantes) e Norte (114,0 casos/100 mil
habitantes). Sobre os dados de chikungunya, foram notificados 78.808 casos provaveis no
pais. As regides Nordeste e Sudeste apresentam as maiores taxas de incidéncia, 99,4
casos/100 mil habitantes e 22,7 casos/100 mil habitantes, respectivamente. Com relacao
aos dados de Zika, até novembro de 2020, foram notificados 7.006 casos provaveis no
pais. A regido Nordeste apresentou a maior taxa deincidéncia (9,0 casos/100 mil
habitantes), seguida das regides Centro-Oeste (3,6 casos/100 mil habitantes) e Norte (2,0
casos/100 mil habitantes). O estado da Bahia concentra 49,2% dos casos de zika do pais
(Boletim Epidemioldgico 48 - Secretaria de Vigilancia em Saude, Ministério da Saude,
2020). Observa-se uma diminuic¢do dos casosprovaveis em relagdo ao ano de 2019. Esta

reducdo pode ser atribuida a mobiliza¢do que
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as equipes de vigilancia epidemiologica estaduais estdo realizando diante do
enfrentamento da emergéncia da pandemia do coronavirus (Covid-19), o que pode estar

ocasionando atraso ou subnotificacdo das arboviroses.

Figura 3. Identificacdo de sorotipos DENV (A), CHIKV (B) e ZIKV (C), por unidade
federativa, no periodo de 29 de dezembro de 2019 a 14 de novembro de 2020.

Deteccao CHIKY por Biologia Molecular |
msm )

Fonte: Coordenagao-Geral de Laboratérios de Saude Publica (CGLAB). Dados atualizados em 03/11/2020.

Fonte: Boletim Epidemioldgico 48, Secretaria de Vigilancia em Salde - Ministério da Satde, 2020.

Diante desses dados, fica claro que a melhor estratégia para a diminuicdo no
namero de casos é a eliminacao dos vetores de transmissdo. Medidas se fazem necessarias
para prevenir ou minimizar o nimero de infec¢des disseminadas pelo Ae. aegypti.
Campanhas de vacinacdo e requisitos legais de paises para viajantes internacionais
contiveram amplamente a propagacao global da febre amarela. Porém, outras abordagens
para controlar a propagacdo do patégeno, como o controle do vetor, sdo essenciais.
Diferentes formas de controle sdo implementadas contra o vetor Ae. aegypti, como por
exemplo; intervensdo quimica, utilizando inseticidas e larvicidas quimicos; larvicidas ndo
quimicos: peixes larvivoros, cobertura de 6leo e captura em massa de larvas; técnicas
genéticas, como o desenvolvimento de mosquitos transgénicos; ou novos inseticidas

naturais (Weeratunga et al. 2017; OPAS, 2018).
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1.1.  Aedes aegypti

O mosquito Ae. aegypti possui tamanho aproximado de 1 cm, é preto com listras
brancas no tronco, na cabega e nas pernas. Suas asas sdo translucidas e o ruido que
produzem é praticamente inaudivel ao ser humano (Figura 4). Os mosquitos macho e
fémea alimentam-se de néctar e seiva, no entanto a fémea, necessita de sangue para a
maturacdo dos ovos, ocorrendo a partir do segundo ou terceiro dia depois da emergéncia
da pupa e da copula com o macho. Em média, cada mosquito vive em torno de 30 dias e
a fémea produz aproximadamente 400 ovos (Instituto Oswaldo Cruz. Acesso: 9 de janeiro

de 2019).

Figura 4. Mosquito Aedes aegypti.

Fonte: acritica.com.

O ciclo de vida do Ae. aegypti varia de acordo com as condic¢des climaticas e
disponibilidade de alimento. Em condi¢des ambientais favoraveis, apds a eclosdo dos
ovos, 0 desenvolvimento dos mosquitos até a forma adulta, pode levar um periodo de 10
dias, passando pelos quatro estagios larvarios, até alcangar o estagio de pupa seguido da
transformacéo para mosquito adulto (Figura 5) (Instituto Oswaldo Cruz. Acesso: 9 de

janeiro de 2019).
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Figura 5. Ciclo de vida do mosquito Aedes aegypti.
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Fonte: depositphotos.com.

O Ae. aegypti € um mosquito adaptado ao ambiente urbano que se baseia nas
condi¢bes de planejamento urbano, presenca de saneamento bésico, coleta de lixo
eficiente e higiene, o que enfatiza a importancia do planejamento urbano (Almeida et al.
2020). O inseto utiliza os recipientes mais frequentes nos domicilios para o
desenvolvimento de sua fase larvaria, como exemplos, tanques de armazenamento de
agua, vasilhames temporarios, potes, barris, pneumaticos usados, latas, garrafas e vasos
de plantas. As larvas também podem ser encontradas em calhas de telhado, axilas de
folhas, bambus cortados e etc. Essa espécie tem habitos diurnos, alimentando-se e
depositando seus ovos, preferencialmente, ao amanhecer e no periodo vespertino proximo
ao crepusculo (Rose, 2001; Braga & Valle, 2007; Oliveira et al. 2017).

Para o controle desse vetor s@o utilizadas metodologias com base na realidade de
cada regido trabalhada. Sendo as principais medidas, eliminar o vetor e seus focos de
criacdo, drenagem e instalacdo de telas em portas e janelas, controle biolégico, onde séo

usados peixes predadores que comem as larvas e pupas, ou ainda, agentes patdgenos
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como fungos e bactérias. O controle quimico é uma das metodologias mais adotadas para
0 controle de vetores em saude publica. O desenvolvimento de inseticidas que
permanecem ativos por periodos longos foi um dos mais importantes avangos no controle
de insetos no século XX. O primeiro inseticida de efeito prolongado, oupropriedade
residual, foi o dicloro-difenil-tricloroetano (DDT). Os outros produtos sdo constituidos,
principalmente, pelos grupos dos organofosforados, carbamatos ou piretroides. Todos
esses grupos atuam sobre o sistema nervoso central dos insetos e tém sido usados nos
programas de controle de doencas transmitidas por vetores (Rose, 2001;Braga & Valle,
2007; Oliveira et al. 2017).

A resisténcia a esses inseticidas ja vem sendo observada, o que faz necessario a
aumento das concentracfes dos inseticidas quimicos utilizados, podendo causar danos a
salude da populacdo, contaminacdo de rios, solo e animais da regido. Um método
alternativo para o controle desses vetores é o uso de plantas e seus constituintes como
inseticidas naturais, minimizando os efeitos colaterais, provocados pelos inseticidas

quimicos, e sendo efetivos desde a fase larval do mosquito.

1.2.  Produtos naturais para o controle do mosquito Aedes

As plantas s&o organismos que se desenvolvem em simbiose com insetos e outros
microorganismos, logo, sdo fontes naturais de substancias inseticidas e antimicrobianas,
ja que as mesmas sdo produzidas pelas espécies vegetais em resposta a um ataque
patogénico ou com o objetivo de atrair polinizadores. Um dos principais grupos de
substancias produzidas pelas plantas sdo os compostos volateis, como &cidos, aldeidos e
terpenos, que podem apresentar propriedades atrativas (alimentacdo e polinizacéo) e/ou

deterrentes e inseticidas (Benelli, 2020; Benelli et al., 2020; Silverioet al., 2020).
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O uso de inseticidas a base de produtos naturais de plantas constitui uma
alternativa aos inseticidas sintéticos, pois se degradam mais facilmente e sdo menos
nocivos ao meio ambiente, sem falar na menor toxidade para insetos ndo-alvo. De modo
consequente, inseticidas derivados de produtos naturais de plantas, oferecem uma fonte
promissora de novos produtos mais seguros para o controle de mosquitos, devido aos
residuos minimos de sua degradacdo natural no campo e na agua, minimizando o0s
impactos ao ecossistema (Benelli, 2020; Benelli et al., 2020; Silverio et al., 2020). Dentro
deste contexto, algumas familias destacam-se quanto ao numero de estudos de suas
espécies vegetais contra o vetor Ae. Aegypti, como exemplo as familias Fabaceae,
Asteraceae, Piperaceae e Euphorbiaceae (Silverio et al., 2020).

De acordo com Silverio et al., (2020), os extratos organicos de algumas espécies,
como Hypericum japonicum Thunb. (Hypericaceae) apresentam alta atividade larvicida
contra 0s mosquitos de Ae. Aegypti. Sendo 0s principais constituintes presentes nos
extratos testados as substancias palmitato de isopropil, 2,4-Di-tert-butilfenol e &cido

hidrocinnamico (Figura 6).

Figura 6. Metabolitos secundarios presentes nos extratos organicos de Hypericum
japonicum Thunb. (Hypericaceae)
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Outro material vegetal valioso obtido das plantas sdo os 6leos essenciais. Esses
6leos essenciais sdo obtidos principalmente de plantas aromaticas, das quais existem mais
de 3.000 espécies. E composto principalmente por substancias volateis, que apresentam
uma importante vantagem, minimizam os efeitos nocivos ao meio ambiente,diferente dos
inseticidas quimicos. Dentre as véarias familias de espécies vegetais testadas contra o vetor
Aedes, a familia Asteraceae se destaca nos testes realizados contra o mosquito Ae.
Aegypti, pois seus Oleos apresentam efeitos adulticida, repelente, larvicida e oviposicao.
As familias Myrtaceae, Fabaceae, Apiaceae e Lamiaceae também tém grande impacto
nos estudos realizados com os 6leos essenciais contra o vetor (Silverio et al., 2020).

O oleo da espécie Myristica fragans Houtt. (Myristicaceae) apresenta alta
atividade contra as larvas de Ae. Aegypti, com valores de CLso 28,2 pg/mL, e contra o
adulto com CLso 18,5 pg/mg/fémea. Os principais componentes identificados nesses

6leos foram sabineno, a-pineno e 4-terpineol (Figura 7) (Silverio et al., 2020).

Figura 7. Metabolitos secundarios presentes nos 6leos essenciais da espécie Myristica
fragans Houtt. (Myristicaceae).
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1.3.  Oleos essenciais

Os produtos naturais tém servido a humanidade como fontes de agentes
terapéuticos desde os primdérdios da historia. Diferentes culturas, tem se beneficiado das
plantas por suas propriedades medicinais, fomentando a estes grupos o mais alto nivel
de conhecimento sobre 0s beneficios e maleficios das plantas no tratamento e na cura de
doencas (Tangjang et al. 2011; Newman & Cragg, 2020). Estes conhecimentos

populares sdo fontes promissoras para o isolamento de substancias com atividade
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bioldgica, que séo indispensaveis na medicina moderna.

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) considera as plantas medicinais como
importantes instrumentos da assisténcia farmacéutica, por meio de varios comunicados
e resolucdes, expressa sua posicao a respeito da necessidade de valorizar a sua utilizacdo
no ambito sanitario ao observar que 70% a 90% da populacdo nos paises em vias de
desenvolvimento dependem delas no que se refere a Atencdo Primaria a Saude (OMS,
2011). O uso dessas praticas alternativas tem persistido pela dificuldade no acesso a
assisténcia de saude por parte da populacéo, as quais sdo parcialmente supridas pelo uso
das terapias alternativas (Aslam et al. 2016; Oladeji, 2016). Outra acdo importante das
espécies vegetais é quanto a sua acdo de defesa contra isentos oupatdgenos. Algumas
espécies produzem altas concentracdes de terpenos, que sdo geralmente toxicos para
alguns herbivoros, caracterizando-se como um mecanismo de defesa das espécies
vegetais (Anulika et al. 2016; Habermann et al 2016). As substancias produzidas pelas
plantas durante os mecanismos de defesa contraherbivoros podem ter uma acao
significativa ao serem isolados e testados in vivo contra insetos, larvas e etc. Diferentes
autores descrevem acoes larvicida e adulticida dos 6leos essenciais contra insetos vetores.
Franca et al. (2020) relatam uma atividade dos 6leos essenciais de Piper capitarianum
contra os vetores Ae. Aegypti e Ae. Albopictus, exibindo respectivamente uma acéo
larvicida com valores de CLso= 87,6 pg/mL e 76,1 ug/mL, e adulticida com CLso = 126,2
ng/mL e 124,5 pg/mL. O o6leo essencial dos frutos de Callistemon citrinus apresenta
atividade larvicida contra Culex quinquefasciatus com CLso=17,3 ug/mL (An et al. 2020).
Segundo Salman et al. (2020), os 6leos essenciais de Tagetes minuta e Tithonia
diversifolia apresentam uma atividade repelente de 50% contra os acaros da espécie
Rhipicephalus appendiculatus nas concentragdes de 0,002 mg/cm? e 0,26 mg/cm?,

respectivamente.
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Os oleos essenciais tém em sua composicdo classes de substancias que séo
consideradas as responsaveis por atrair oponentes naturais de herbivoros, pela protecéo
contra patdgenos, para comunicacdo entre as espécies vegetais, e na atracdo de
polinizadores de sementes para facilitar a reproducéo das plantas (Rehman et al. 2016;
Malik et al. 2019). A composicao dos 6leos essenciais € complexa e rica em substancias
com caracteristicas hidrofobicas, com derivados de fenilpropanoides ou terpenos
(Rehman et al. 2016; Malik et al. 2019).

Os o6leos essenciais podem ser extraidos por meio do processo de hidrodestilacdo
ou por destilacdo a seco. Sao insollveis em agua e possuem solubilidade em solventes
organicos (exemplo: éter e alcool). Sao liquidos volateis, com odor caracteristico e baixa
densidade. Eles sdo amplamente utilizados na industria de perfumaria, aromaterapia e
cosmética. Os 0Oleos essenciais sdo encontrados em diferentes 6rgaos das plantas, como
nas flores, folhas, frutos, cascas, raizes e sementes (Malik et al. 2019 CAP1).

Nas plantas aromaticas o0s 6leos essenciais se originam de trés grupos principais,
substancias fenolicas, derivados de &cidos graxos e isoprenoides. Comumente 0s
derivados de isoprenoides predominam na composicdo dos Gleos essenciais extraidos
por hidrodestilacdo (Rehman et al. 2016). A estrutura basica dos isoprenoides é obtida a
partir das unidades construtoras chamadas de isopreno (Cs) (Figura 8) (Rehman et al.

2016; Dewick, 2002; Malik et al. 2019).
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Figura 8. Estrutura basica dos isoprenoides (isopreno (C5)).
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Fonte: Modificado de Dewick, 2002 .

A unidade ativa do isopreno Cs, pirofosfato de isopentenila (IPP) e seu isbmero
pirofosfato de dimetilalila (DMAPP) sdo os precursores de todos os terpenoides. A
biossintese de terpenoides ocorre principalmente pela adi¢do de IPP de uma forma cabeca
a cauda ao seu isomero DMAPP, resultando na formacdo de difosfato de geranila (GPP)

(Figura 9) (Rehman et al. 2016; Dewick, 2002; Malik et al. 2019).

Figura 9. Biossintese de terpenoides precursores de difosfato de geranila.
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Fonte: Modificado de Dewick, 2002.
O difosfato de prenila sintase, presente na célula vegetal, condensa 0s precursores

IPP e DMAPP para formar difosfato de prenila, que é um substrato para terpeno-sintases
(TPS). TPS é um grande grupo de enzimas responsaveis pela formacdo de os produtos
terpenoides finais, presentes nos 6leos essenciais.

Os fatores que justificam os estudos das especies vegetais sdo diversos, a
facilidade de cultivo, baixo custo, fatores culturais, entre outros (Aslam et al. 2016;
Oladeji, 2016). As espécies vegetais sdo verdadeiras precursoras de produtos bioativos e

pela necessidade de se explorar novos produtos, fArmacos ou inseticidas naturais contra

29



as arboviroses e vetores, foram selecionadas oito espécies vegetais nativas ou adaptadas
no estado do Amazonas, com 0 objetivo de avaliar seus constituintes quimicos e o

potencial bioldgico de cada uma frente ao Ae. aegypti.

1.4.  Espécies de estudo
Blepharocalyx sp.

A familia Myrtaceae, uma das grandes familias de Angiospermas, engloba quase
6.000 espécies de plantas, apresenta ampla distribuicdo geogréfica, com centros de
diversidade na Austrélia, sudeste da Asia e América do Sul (Wilson et al. 2005). No Brasil
ocorrem quase 1.000 espécies distribuidas em 23 géneros, o que coloca a familia entre as
com maior riqueza de espécies na flora do pais. O género Blepharocalyx possui 41
espécies catalogadas, que se apresentam na forma de arbusto ou arvores com altura de
10 a 20 metros (Giaretta et al. 2016). Blepharocalyx sp. pode ser encontrada nas regides
Norte (Amazonas), Nordeste (Bahia), Centro-Oeste (Distrito Federal, Goids,Mato Grosso
do Sul, Mato Grosso) Sudeste (Espirito Santo, Minas Gerais, Rio deJaneiro, Sdo Paulo)
e Sul (Parana, Rio Grande do Sul, Santa Catarina) (Giaretta et al. 2016). Os componentes
majoritarios de seus 0leos essenciais sao p-cariofileno, a- terpineol, humuleno, B-pineno
(Figura 10) e possui atividade antifingica e antibacteriana (Bianchini et al. 2018). A
espécie Blepharocalyx salicifolius possui varios estudos para avaliar a acéo de seus 6leos
essenciais para o controle de doencgas cardiacas, asma e tosse (Hernandez et al. 2018),
além de inibir a acdo fungica de Gloeophyllum trabeum em moveis de madeira (Bianchine
et al. 2018). Os extratos das folhas e cascas da espécie Blepharocalyx cruckshanksi
apresentam atividade in vitro contra  linhagens de  celulas  cancerigenas,

demonstrando  potencial para 0 uso quimioterdpico (Baez et al. 2020). Séo
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observados poucos estudos para as espécies do género Blepharocalyx, o que demonstra

a necessidade de uma investigacdo quanto a suaac¢ao quimica.

Figura 10. Principais terpenos encontrados nos Oleos esséncias da espécie
Blepharocalyx sp.
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Endlicheria sp.

A familia Lauraceae possui cerca de 2500 espécies distribuidas em 70 géneros,
presente em todos 0s continentes, especialmente na Asia e na América do Sul (Teles et
al. 2019). As plantas do género Endlicheria sdo utilizadas no tratamento de doencas de
pele e para fins cosméticos. Nos estudos envolvendo as espécies desse género a
composicdo de extratos apresenta neolignanas hexahidrobenzofuranoides (disodantina A,
disodantina B, burchelina) e derivados bioativos de benzoato de benzila (2-
hidroxibenzoato de benzila; 2-hidroxi-6-metoxibenzoato de benzila;  2,6-
dimetdxibenzoato de benzila e 2,5-dimetdxibenzoato de benzila) (Yamaguchi & Veiga-

Junior, 2013). Seus 06leos essenciaissdo ricos em componentes aromaticos (benzaldeido,
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benzilbenzoato), fenilpropanoides (safrol, eugenol, miristicina), monoterpenos e
sesquiterpenos, comumente utilizadospara fins comerciais e farmacologicos, como o
linalol, geranato de metila e B- cariofileno (Figura 11) (Yamaguchi & Veiga-Junior,

2013; Oliveira et al. 2015).

Figura 11. Principais terpenos encotrados nos 6leos essenciais do género Endlicheria.
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Estudos in vitro dos 6leos essenciais da espécie Endlicheria bracteolata contra
Leishmania amazonensis indicam a capacidade de induzir danos as formas amastigotas
e promastigotas do parasita, demonstrando uma alternativa no modo de acdo do
tratamento da doenca (Rottini et al. 2019). A espécie Endlicheria arenosa demonstra
promissora atividade antimicrobiana (Silva et al. 2016) e fitopatogénica (Albarracin et al.
2017). Néo se tem muitos estudos sobre a composi¢do quimica ou agdo farmacoldgica
das espécies do género Endlicheria, o que enfatiza a necessidade de novas investigaces

a respeito das diferentes aplicagdes de suas espécies.

Bocageopsis sp.
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A familia Annonaceae possui muitos géneros com pouco ou nenhum estudo, embora
muitos deles tenham sido expandidos do ponto de vista fitoquimico, existem atividades que ainda
precisam ser exploradas. O género Bocageopsis € constituido por quatro espécies, B.
mattogrossensis, B. canescens, B. multiflora e B. pleiosperma, todas restritas a América do Sul, e
no Brasil é encontrada na regido Amazonica, nos estadosdo Amazonas e Para (Soares et al. 2015).

O género Bocageopsis tem sido quimicamente explorado, sendo os 0leos
essenciais de suas folhas caracterizados e avaliados quanto a sua atividade bacteriana
(Alcantara et al. 2017; Bay et al 2019). Na composi¢do quimica dos seus 6leos foram
identificados como 0s seus principais constituintes os terpenos [-bisaboleno,
bergamoteno, B-farneseno, B-selineno, a-selineno e farnesol (Figura 12) (Oliveira et al.
2014; Soares et al. 2015; Alcantara et al. 2017). Oliveira et al. (2014) relata a atividade
dos oleos essencias de B. multiflora contra as formas promastigotas de Leishmania
amazonensis, 0 que possibilita uma alternativa de acdo contra o parasita. Para a espécie
B. multiflora também séo relatadas as atividades bactericida e antimicrobiana (Alcantara
et al. 2017; Bay et al. 2019). As atividades observadas para as espécies de Bocageopsis
demosntram alto potencial quimico e farmacoldgico das espécies, demosntrando a
importancia da continuidade do estudo mais abragente dessas espécies.

Figura 12. Substancias presentes nos o6leos essenciais das espécies do género
Bocageopsis.
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Virola sp.

Virola € um género da familia Myristicaceae, com ocorréncia nas Americas e
pode ser encontrada no Panama, Brasil, Guiana, Bolivia, Colémbia, Equador e Peru. No
Brasil, esta distribuida entre os estados do Acre, Amazonas, MatoGrosso,
Pard, Rondonia e Roraima. Espécies de Virola sdo utilizadas por grupos indigenas como
veneno nas flechas para caga, na produgdo de “cheiros” alucindgenos, onde seus efeitos
sdo muito intensos e desagradaveis para a maioria das pessoas, causando nauseas, dores
de cabeca e outros desconfortos relacionados, juntamente com estados de sonho, sonho
lucido e alucinagdes (Cretton et al. 2016). Suas espéciespossuem aplicacdo medicinal
para o tratamento de infecg¢Ges, reumatismo, asma, hemorroidas, tumores e inflamacdes
(Coutinho et al. 2017; Fernandes et al. 2019). Possui relatos de alcaldides, flavondides,
lignanas e neolignanas em sua composicao (Coutinho et al. 2017; Fernandes et al. 2019),
0 que tornam as espécies desse género objetos de varios estudos quanto a sua composicao
quimica ou acdo farmacoldgica.

A espécie Virola surinamensis apresenta atividade contra as formas
promastigotas de Leishmania chagasi e Leishmania amazonensis (Veiga et al. 2017). A
resina obtida das cascas de Virola oleifera é utilizada no tratamento de Ulceras estomacais
e proporcionam atividade gastroprotetora (Pereira et al. 2017). Os 6leos essenciais das
espécies Virola calophylla, Virola multinervia, e Virola pavonis apresentam baixa

atividade contra as larvas de Ae. Aegypti, de acordo com Mesquita et al. (2020).
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Origanum vulgare

O género Origanum, pertencente a familia Lamiaceae, possui 205 espécies, onde
se destaca a espécie Origanum vulgare, nativa da regido mediterranea (Europa, Norte da
Africa e Oriente Médio) e aclimatada na América do Norte e nas regides aridas da
América do Sul. Foi transportado pelos romanos do Mediterraneo para a Europa e
considerado por eles como simbolo da paz. Esta aclimatado no Brasil, mas ndo é
cultivado em larga escala. E uma planta perene, tem entre 25 a 40 cm de altura, com folhas
opostas, ovais, verde-escuras (Rodrigues et al. 2005). Possui propriedades terapéuticas
como antibacterianas, antifngicas, anti-inflamatorias, antioxidantes, anticancerigenas,
emolientes e digestivas (Lima et al. 2007; Souza et al. 2010).

Os oOleos essenciais dessa espécie sdo ricos em substancias com atividade
bioldgica como timol, carvacrol e terpineol, além de monoterpenos, sesquiterpenos,
acidos fendlicos, flavondides, taninos, resinas e etc. (Rodrigues et al. 2005). Seus 6leos
apresentam atividade antibacteriana, antifingica, anti-inflamatérias e antioxidantes
(Rodrigues et al. 2005; Lima et al. 2007; Souza et al 2010; Giatropoulos et al. 2018).

O oleo essencial de O. vulgare possui atividade inseticida relatada contra larvas
de farinha, pragas de insetos agricolas, baratas, mosquitos e moscas adultas (Paiva et al.,
2011; Govindarajan et al., 2016; Xie et al., 2019). Os estudos com o0s 6leos da espécies
Origanum descrevem atividade bioldgica relevante contra as larvas de Ae. albopictus
(Giatropoulos et al., 2018) e seus principais compostos apresentam atividade contra as
larvas dos vetores da maléria, Anopheles stephensi e Anopheles subpictus (Govindarajan
et al., 2016; Giatropoulos et al., 2018). Esses estudos enfatizam a importancia da

continuidade da insvestiga¢do quimica e de novos testes envolvendo essas espécies.
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Thymus vulgaris L.

Thymus vulgaris, pertecente a familia Lamiaceae, € um arbusto que apresenta
folhas pequenas. Esta espécie vegeta é nativa da Europa, com ocorréncia ao sudeste da
Italia, onde € cultivado para consumo como condimento e do 6leo essencial. O género
Thymus possui 350 espécies, seus Oleos sdo ricos emtimol, com apreciavel poder
antisséptico, muito utilizado contra infecgdes pulmonares e como estimulante digestivo
(Rota et al. 2007; Daugan & Abdullah, 2017). Adicionalmente, sdo descritas para espécies
do género propriedades tonicas, antiespasmadicas, expectorantes e vermifugas (Rota et
al. 2007; Borges et al. 2012). Em infusdo, as folhas de T. vulgaris sdo usadas no combate
a infeccOes de garganta, pulmonares e na eliminacao de parasitas(Rota et al. 2007; Borges
et al. 2012). A espécie T. vulgaris apresenta diversas aplicacdes, entre as quais se
sobressaem: adstringente, digestiva, antisséptica, estimulante da circulacdo, antioxidante
e antibacteriana. Seu 6leo antisséptico € eficaz no combate a infeccBes, tem forte efeito
antibacteriano e antifingico, auxiliando o sistema imunolégico (Rota et al. 2007; Siqueira
et al. 2015). A composicdo quimica de seus extratos engloba terpenos, saponinas,
flavonoides e taninos. Seus 6leos sdo compostos por substancias quimicas, como ésteres,
fendis, alcool, aldeidos e hidrocarbonetos. Como substancias principais sdo identificadas

borneol, timol, linalol e y- terpineno (Figura 13) (Borges et al. 2012).
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Figura 13. Substancias presentes nos 6leoes essenciais de Thymus vulgaris.
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Segundo Sheng et al., (2020), quando testado contras larvas de Ae. albopictus, o
6leo essencial de T. vulgaris apresenta uma CLso 31,60 pg/mL, sendo timol o seu principal
constituinte quimico. Traboulsi et al. (2002) também relata a atividade larvicida dos
monoterpenos timol e carvacrol contra o0 mosquito Culex pipiens com valores de CLso

36,0 e 37,6 mg/L, respectivamente.

Ampelozizyphus amazonicus Ducke

Ampelozizyphus amazonicus pertence a familia Rhamnaceae e é vulgarmente
conhecida como “cerveja de indio” pelos ribeirinhos e pelos povos indigenas pertencentes
a Amazonia brasileira, venezuelana, colombiana e peruana.

No Brasil esta espécie é encontrada nos estados do Amazonas, Para e Roraima
(Lima, 2006), onde recebe outros nomes, tais como saracura-mira, cerveja-do-mato,
cervejeira, cervejinha e curupira-mira (Santos et al. 2005; Amaral et al., 2008; Carmo et
al., 2015). A espécie esta associada ao bem-estar e na fortificacdo do corpo (Andrade-
Neto et al. 2008), este uso medicinal € milenar e bastante difundido na regido do Rio

Negro e também em outras regifes da Amazonia, os habitantes destas regides relatam o
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efeito energético da espécie quando faz-se a mistura da entrecasca das raizes com o caule
em agua (Santos et al. 2005).

As propriedades terapéuticas dos chas de A. amazonicus ndo se limitam, somente,
ao seu efeito energético, sendo também empregada no tratamento de disturbios
gastrintestinais, inflamacdes e quadros de febre (Rodrigues, 2006), anemia, diabetes e no
tratamento de veneno de cobra e na prevencdo da malaria. Estas propriedades
farmacoldgicas sdo obtidas a partir do cha das raizes ou do caule de A. amazonicus. Sendo
que estes apresentam efeitos de prevencdo e cura da maléria (Brandao, 1991; Amaral et
al., 2008; Carmo et al., 2015).

As informacdes adquiridas da sabedoria popular necessitam do acompanhamento
cientifico para a comprovacdo do potencial farmacologico da espécie mencionada, alguns
estudos fitoquimicos ja foram realizados e € com pertinéncia que citamos os estudos
realizados por Krettli (2001) e colaboradores, onde mostraram que 0 extrato bruto das
raizes de A. amazonicus é ativo contra os esporozoitos (forma infectante do Plasmodium)
do Plasmodium gallinaceum e /ou contra 0s parasitas que se encontram nos estagios
iniciais do ciclo de vida parasitario desenvolvido nas células parénguima hepético
(esquizogonia tecidual). Posteriormente, Valter (2008) e colaboradores comprovaram
atividade do extrato etandlico 80% contra as formas infectantes de P. berghei. Estas
observac0es justificam o uso popular das raizes dessa planta na profilaxia da maléria.

Estudos fitoquimicos registram o isolamento e identificacdo de triterpenos e
saponinas. Essas substancias apresentam diferentes atividades bioldgicas (Andrade-Neto
et al. 2008, Carmo et al. 2015), por exemplo, saponinas do tipo dammarano foram
associadas ao efeito hepatoprotetor (Yoshikawa et al. 2003) e atividade antioxidantes

observadas (Tung et al. 2010). As saponinas também estdo associadas a inducdo do
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organismo a uma maior resisténcia, o que poderia explicar o papel imunologico de A.
amazonicus ao impedir as recaidas da malaria (Panossian et al. 1999). Carmo e
colaboradores (2015) relatam atividade antiplasmddica contra o Plasmodium falciparum
para os triterpenos lupeol, acido betulinico e betulina (Figura 14), isolados do extrato
cloroférmio das cascas de A. amazonicus. O &cido betulinico isolado apresentou maior
atividade antiplasmddica contra o P. falciparum (Clso 5,6 UM), e 0s extratos com
maiores concentragdes do triterpeno apresentaram melhores atividades contra o

plasmadio.

Figura 14. Triterpenos pentaciclicos isolados do extrato das cascas de Ampelozizyphus
amazonicus.

Acido betulinico Betulina

Algumas das espécies selecionadas ja foram estudadas pelo grupo de pesquisa e
demonstraram a necessidade de uma continuacdo e ampliacdo do seu entendimento
farmacoldgico e quimico, quanto a acdo, aplicacdo e composicdo das substancias

presentes nessas espécies vegetais.

Alpinia zerumbet B.L. Burtt & R.M. Sm.

Zingiberaceae € uma familia de plantas medicinais altamente eficaz que tem sido
amplamente utilizadas como especiarias e/ou no tratamento de vérias doencas. A familia
esta amplamente distribuida nos tropicos da Asia, Africa e Américas com cerca de 49

géneros e 1200 especies (Abubakar et al. 2018; Cruz et al. 2020). Além disso, as
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espécies da familia Zingiberaceae também sdo utilizadas para fins ndo medicinais, como
tinturas, especiarias, perfumes e estética (Abubakar et al. 2018; Cruz et al. 2020).

O género Alpinia é o maior e mais amplamente distribuido, possui 230 espécies. Estudos
relatam o potencial fitoquimico, farmacoldgico e atividades medicinais e ndo medicinais
das espeécies desse género (Abubakar et al. 2018; Cruz et al. 2020). Sdo descritas para
essas espeécies diferentes acGes farmacoldgicas, como o uso no tratamentode reumatismo
e doencas gastrointestinais. Apresentam efeito diurético, sedativo e hipertensivo
(Abubakar et al. 2018; Cruz et al. 2020; Kawai et al. 2020). As flores, folhas e rizomas
da espécie Alpinia zerumbet tem caracteristicas aromaticas e sdoamplamente utilizadas
na medicina popular (Kawai et al. 2020).

Os oOleos essenciais de A. zerumbet possuem alta atividade antioxidante e sdo
utilizados nas industrias alimenticia e cosmética, como aromatizantes ou para o controle
de fungose bactérias, além de relatos do auxilio no controle e regulacéo da presséo arterial
(Abubakar et al. 2018; Cruz et al. 2020; Kawai et al. 2020). A composi¢do quimica do
6leo essencial obtido das folhas de A. zerumbet mostrou uma variedade de compostos
terpénicos, como terpinen-4-ol e 1,8-cineol, que apresentam atividade vasorelaxante,
efeito hipotensivo, ansiolitico e sedativo (Cruz et al. 2020).

No Brasil, A. zerumbet ¢ popularmente conhecida como “colonia” e suas folhas sdo
vendidas para a producdo de chas, como infusdo para o tratamento de hipertensdo arterial
e sintomas de ansiedade (Cruz et al. 2020). Nos extratos de A. zerumbet séo identificados
compostos fenolicos, flavonoides e kavalactonas (Abubakar et al. 2018; Cruz et al. 2020;

Kawai et al. 2020).
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Avaliagdo quimica e farmacologica dos Oleos essenciais e extratos de Alpinia
zerumbet, Ampelozizyphus amazonicus, Blepharocalyx sp., Endlicheria sp., Virola sp.,
Bocageopsis sp., Origanum vulgare e Thymus vulgaris visando o aprimoramento do
conhecimento quimico das espécies e verificacdo de suas propriedades para o controle do

vetor Aedes aegypti.

2.2.  OBJETIVOS ESPECIFICOS
e Auvaliar o perfil quimico das espécies vegetais;
e Avaliar a atividade larvicida e adulticida dos extratos e 6leos essenciais frente ao
vetor Ae. aegypti;

e Auvaliar a atividade antioxidante e a acdo toxicoldgica dos extratos de A.

amazonicus e A. zerumbet;
e Analisar o processo digestivo do cha de A. amazonicus;

e Avaliar a acdo repelente dos 6leos esséncias frente aos adultos de Ae. aegypti;
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Coleta do material vegetal

As espécies vegetais Ampelozizyphus amazonicus, Blepharocalyx sp., Endlicheria
sp., Virola sp. e Bocageopsis sp. foram coletadas na Reserva Florestal Adolpho Ducke,
Km 26, da AM-010, com exsicatas depositadas no herbario do Instituto Nacional de
Pesquisas da Amazonia (INPA). A espécie Ampelozizyphus amazonicus foi coletada em
dezembro de 2016 e sua identificacéo foi realizada por comparagéo da exsicata depositada
no herbéario do INPA sob o nimero 191532. As plantas Blepharocalyx sp., Endlicheria
sp., Virola sp. e Bocageopsis sp. foram coletadas em maio de 2017, e as exsicatas foram
depositadas no herbario do INPA e aguardam a identificacdo boténica das respectivas
espécies.

As folhas da espécie Alpinia zerumbet foram coletadas na &rea de cultivo da
FIOCRUZ no Rio de Janeiro — RJ e Brasilia— DF, em abril de 2016. A exsicata da espécie
foi depositada no herbario da Farmanguinhos/FIOCRUZ com os codigos de identificacdo
CBPM 672 e CBPM 1077, respectivamente.

As plantas Origanum vulgare e Thymus vulgaris foram compradas em julho de 2018
no mercado Municipal Adolpho Lisboa, localizado na rua dos Barés, Manaus, Amazonas
e as respectivas identificacdes foram realizadas pelo Dr. José Luiz Pinto Ferreira da

Universidade Federal Fluminense/RJ.
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Figura 15. Algumas das espécies vegetais de estudo. (A) Alpinia zerumbet, (B) Thymus
vulgaris, (C) Origanum vulgare e (D) Ampelozizyphus amazonicus.

Fonte:http://www.plntasonya.com.br/cuItivos-e-cuidados/cultivo-do-gengbre-concha alpinia
zerumbet.html;  https://theoriginalgarden.com/p/plants/vegetables/vegetable/origanum-vulgare-oregano;
https://floradigital.ufsc.br/busca.php. Acesso em: 24 de janeiro de 2021.

3.2.  Solventes e Reagentes

Os solventes e reagentes das marcas — Tedia ou Merck grau HPLC e P.A. A agua
utilizada nos experimentos foi agua Mili-Q.

A avaliacdo dos perfis cromatograficos das fracdes obtidas nos processos de
fracionamento foi realizada por cromatografia em camada delgada (CCD), com silica gel
60 e RP-18. Para as cromatografias analiticas foram utilizadas cromatofolhas de aluminio
20x20 cm recobertas com gel de silica GF2s4 com 0,2 mm de espessura da marca Merck.

A deteccdo das substancias sobre CCD ocorreu pela visualizagdo sob luz

49


http://www.plantasonya.com.br/cultivos-e-cuidados/cultivo-do-gengibre-concha
http://www.plantasonya.com.br/cultivos-e-cuidados/cultivo-do-gengibre-concha

visivel e ultravioleta (UV) em comprimentos de onda de 254 e 365 nm, seguida pela

aplicacao de agentes de revelacdo, por exemplo, vanilina sulfdrica ou Komarosky.

Reagente Quimico Vanilina Sulfurica (Mattos, 1997).

O revelador é constituido por duas solugdes:

Solucdo A - 1g de vanilina, solubilizada em 100 m de etanol

Solugdo B - 5g H2SOs concentrado, dissolvidos em 100 mL de etanol (96%) sob
resfriamento.

A cromatoplaca foi pulverizada com a solugéo A, seguida da solucdo B e aquecida por 10
min a 100 °C (reagente geral; saponinas: coloracio rdsea ou azul (nGcleo triterpenoidal

oleandlico).

Reagente Quimico Komarowvsky

O revelador é constituido por duas solucdes:

Solucgéo A - acido sulfurico a 50%.

Solucdo B - solugdo de 4-hidroxibenzaldeido a 2%, em metanol.

Antes do uso, misturam-se 2 mL de solugcdo A com 3 mL de solucéo B.

A cromatoplaca foi pulverizada com a mistura das solucdes A e B e aquecida por 10

min a 60 °C (saponinas e as agliconas desenvolvem coloracio do amarelo ao azul).

3.3.  Técnicas de analises

Cromatografia liquida de alta eficiéncia - CLAE

As analises foram realizadas em um sistema integrado a um detector de feixe de

diodos (DAD - Shimadzu SPD-M20A) na regido de 190 a 800 nm e fluxo de 0,5
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mL/min. Todas as analises em CLAE foram efetuadas em coluna de fase reversa, C-18
Shimpack XR-ODSII 2,0 mm x 15 cm, particula de 2,2 um. Equipamento Shimadzu,
utilizando uma injecdo de 2 pL. Todos os solventes utilizados foram de alto grau de
pureza da marca TEDIA, e a 4gua obtida por destilagdo em sistema Milli-Q. Os solventes

foram filtrados em filtro 0,45 um (Millipore®) antes da utilizagéo.

Cromatografia liquida de alta eficiéncia acoplada a espectrdmetro de massas —
CLAE-EM

As separacOes cromatograficas foram realizadas em um cromatografo Bruker
equipado com um sistema de bombas binéarias. As separacdes cromatograficas foram
realizadas em um cromatografo Shimadzu equipado com um sistema de bombas binarias.
Fase estacionaria C-18 Shimpack XR-ODSII 2,0 mm x 15 cm, particula de 2,2 pum.
Injecdo de 2 uL com fluxo de 0,3 mL/min, com monitoramento em 270 nm. O sistema de
CLAE esta acoplado a um espectrdmetro de massas do tipo triplo- quadrupolo. Foi
utilizada uma fonte de eletrospray (ESI) do tipo Z-spray. Os dados foram obtidos no modo
SCAN usando uma faixa de 100 a 2000 m/z. As condi¢bes de ionizacao da fonte foram:
voltagem no capilar: 4kV; temperatura da fonte: 200 °C, fluxo de gas no cone: (4L/min.).
Gas Nitrogénio (pureza >99%) foi utilizado como gas de nebulizacdo. Todas as aliquotas

foram injetadas na concentracdo de 1 mg/mL.

Cromatografia com fase gasosa acoplada a espectrometria de massas - CG-EM

A cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM) foi
realizada em um cromatografo a gas Shimadzu GCMS-QP2010 Ultra, nas seguintes
condigdes: Coluna capilar: Rtx®-5MS (5% difenil e 95% dimetil polisiloxano) com

dimensdes de 30 m x 0,25 mm x 0,25 um; Injetor: 260°C; Impacto de elétrons: 70 eV,
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Gas de arraste: Hélio; Vazdo: 1,5 mL/min; Injecdo sem divisdo de fluxo; Programa de
Temperatura: 50 — 260 °C (7 °C min™). A interpretac&o e identificagdo dos espectros de
massa foram realizadas por comparacao com a base de dados de espectro de massa Wiley
NBS contida no aparelho e com a literatura (ADAMS, 2007). Os resultados foram

expressos como porcentagem relativa da area do pico no cromatograma.

Headspace em microextracgdo de fase solida — HS-SPME

As analises em headspace das folhas de Alpinia zerumbet e dos galhos de
Ampelozizyphus amazonicus foram realizadas utilizando a fibra PDMS
(Polidimetilsiloxano) 100 um, a qual foi condicionada em uma solu¢éo de agua:metanol
50% durante 30 minutos e mantida na porta de injecdo do CG a 260 °C por 10 minutos.
Para as extracdes foram utilizados 3 g do material vegetal a ser analisado, juntamente com
NaCl 25% e 5 mL de agua Milli-Q. A extracdo foi realizada utilizando vails de vidro com
volume de 20 mL, selados com lacre de aluminio e septo. Os vials foram submetidos a
aquecimento em banho-maria a 40 °C com agitador magnético parafacilitar a liberacdo
das substancias volateis (Figura 16A). Apo6s 10 minutos de equilibrio entre a solucdo e a
camara de expansdo, a fibra foi exposta para adsorcdo dos analitos durante 40 minutos

(Figura 16B). Todas as analises foram realizadas em triplicata.
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Figura 16. Preparo dos galhos de Ampelozizyphus amazonicus como exemplo da extragdo
por Headspace-SPME (A). Exposigéo da fibra (B).

Fonte: Oliveira, A, A. 2020.

Ap0s o tempo de adsorc¢do, a fibra foi novamente exposta na porta de injecdo do
cromatdgrafo para inicio da analise cromatografica. A cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (CG-EM) foi realizada em um cromatdgrafo a gas Shimadzu
GCMS-QP2010 Ultra, nas seguintes condicdes: Coluna capilar: Rtx®-5MS (5% difenil
e 95% dimetil polisiloxano) com dimensdes de 30 m x 0,25 mm x 0,25 pum; Injetor:
260°C; Impacto de elétrons: 70 eV; Gé&s de arraste: Hélio; Vazdo: 1,5 mL/min; Injecéo

sem divisdo de fluxo; Programa de Temperatura: 50 — 260 °C (7 °C min™).

3.4.  Preparo dos extratos e chés
Ampelozizyphus amazonicus

Os caules de Ampelozizyphus amazonicus foram separados em caules finos (CF)
(2,532 Kg) e caules grossos (CG) (2,132 Kg) e submetidos a secagem em temperatura

ambiente, e posteriormente triturados para obtencdo dos extratos.
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ExtracBes sucessivas do material vegetal foram efetuadas por maceragdo em
frasco tipo Mariote com solventes de polaridade crescente (hexano, diclorometano e
metanol), por um periodo de 5 (cinco) dias para cada solvente. Apos filtragéo, os solventes
foram concentrados sob pressdo reduzida em evaporador rotatério para obtencdo dos

extratos.

Figura 17. Fluxograma da obtencéo dos extratos e chas de Ampelozizyphus amazonicus.
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Para a producdo dos chas de A. amazonicus foram utilizandas duas metodologias
diferenciadas; Método | (Brandéo et al., 1991) (M1) e Método Il (Rodrigues et al., 1989)
(M2) (Figura 18). O Método | (1991) consiste em utilizar 9,8 g de material vegetal em
38 mL de 4gua destilada agitando-o por 24 horas. Apés esse intervalo o material é filtrado

e liofilizado. Para o Método II, utilizou-se 1g de material vegetal em
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10 mL de agua destilada, agitou-se por 5 minutos seguidos de repouso por 24 horas.

Apds esse intervalo o material foi filtrado e liofilizado.

Figura 18. Obtencéo dos chas de Ampelozizyphus amazonicus.

Fonte: Oliveira, A. A. 2016.

3.5.  Obtencao dos dleos essenciais

Os Oleos essenciais das espécies Blepharocalyx sp., Endlicheria sp., Virola sp.,
Bocageopsis sp., O. vulgare e T. vulgaris foram extraidos por meio do processo de
hidrodestilagdo em aparelho do tipo Clevenger (Figura 19). Foram utilizados 100 g do
material vegetal de cada espécie em 1000 mL de &gua destilada, em aquecimento por um
periodo de 4 horas. Ao final, aos 6leos essenciais obtidos foi adicionado cerca 1 mgde
sulfato de sodio anidro (Na2SOs) e apds centrifugagdo foram armazenados a uma
temperatura de -20°C. O célculo do rendimento para cada oOleo foi realizado com a
foérmula abaixo.

_ Massa do dleo essencial obtido (g)
Rendimento (%) = x 100
Massa do material vegetal (g)
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Figura 19. Sistema Clevenger utilizado no processo de extracao dos 6leos essenciais.
I e

_—

Fonte: Oliveira, :A A. 2016.

3.6. Ensaios Biologicos
3.6.1. Teste frente a Artemia salina

O bioensaio com A. salina foi baseado na técnica descrita por Meyer et al. (1982). Em
um aquario de vidro, os cistos de A. salina (10 mg) foram incubados na solu¢do salina
(38 g de sal marinho sintético dissolvidos em 1L de &gua destilada), sob iluminacédo
artificial a 28 °C. Apds 24 horas foram transferidos os nauplios (primeiro estagio larval)
para outro aquario contendo solucdo salina e mantendo-o0s em nova incubacao por mais
24 horas, iluminacao artificial e a 28 °C. Apo0s a segunda incubacdo,obteve-se apenas o
estagio de metanduplios dos microcrustaceos.

Foram preparadas, em triplicata, solugdes dos extratos e 0leos a serem testados em
seis concentragOes diferentes (1000, 750, 500, 250, 100 e 50 pg/mL), utilizando
dimetilsulfoxido (DMSO) como solvente. Essas solugdes foram adicionadas em tubos
contendo 5 mL de solugdo salina com 10 larvas de A. salina em estagio metanauplios. As

amostras foram submetidas a iluminacdo artificial durante 24 horas (Figura 20), apds
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esse periodo foram contabilizadas as larvas vivas e mortas (individuos imoveis e/ou

depositados no fundo do tubo).

Figura 20. Amostras submetidas a iluminacao artificial.

Fonte: Oliveira, A.A. (2019); http://fenigmasdosaquarios.blogspot.com/2016/05/artemia-salina-pequenos-
truques-i.html. Acesso em 06 de fevereiro de 2021.

A partir dos valores dos microcrustaceos vivos e mortos em cada concentracao
testada, determinou-se a CLso (com 95% de confianga) atraves do método PROBIT de
andlise. A classificacdo dos 6leos e extratos seguiu 0s critérios estabelecidos por Meyer
et al. (1982), onde séo considerados toxicos extratos com CLsg < 1000 pg/mL e atoxicos

se CLso > 1000 pg/mL.

3.6.2. Criacdo, Manutencéo e Bioensaios com Aedes aegypti

Criagdo e manutencgéo da colénia de Ae. aegypti

Os bioensaios larvicida, adulticida e de repeléncia contra o mosquito Ae. aegypti
foram realizados no Laborato6rio de Malaria e Dengue, no Instituto Nacional de Pesquisas
da Amazonia - INPA.

As palhetas de papel filtro contendo os ovos de Ae. aegypti foram submersas em
recipientes plasticos contendo 500 mL de &gua para a eclosdo dos ovos. Apoés eclosao,
as larvas foram alimentadas diariamente com ragdo triturada para gato (Whiskas®). A
limpeza dos recipientes foi realizada trés vezes por semana com remocao de 1/3 da agua

para evitar a formacdo de pelicula na superficie, seguindo a metodologia implementada
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no Laboratorio de Malaria e Dengue (Santos et al 1980, Scarpassa & Tadei, 1990). Ao
atingirem o estagio de pupa, as larvas foram transferidas para novos recipientes plasticos
com agua, os quais foram telados com um tecido do tipo tule contendo uma abertura
central. Essa abertura facilita 0 acesso do capturador (aspirador entomol6gico), ao coletar
os adultos recém-emergidos, e pode ser fechada com algodao. Apds alcancarem a fase
adulta, os insetos sdo identificados e introduzidos em gaiolas para a criacdo da coldnia
(Figura 21). As col6nias de mosquitos foram mantidas a uma temperatura de 28 £2 °C e
a umidade relativa de 80 + 10% e providas de solucdo de 10% de sacarose. As fémeas
foram alimentadas duas vezes por semana, utilizando hamsters anestesiados, para
promover o desenvolvimento de ovos, seguindo o ProtocoloCEUA 054/2018 do Comité

de Etica para o Uso de Animais — INPA.

Figura 21. Criacdo e manutencédo das coldnias de Aedes aegypti.

Fonte: Oliveira, A.A. 2019.

Bioensaio larvicida
Os ovos de Ae. aegypti foram adquiridos no Insetario do Laboratério de Maléaria e
Dengue do Instituto Nacional de Pesquisas da Amazénia — INPA. Os ovos foramimersos

em agua destilada contida em uma bacia plastica para eclosdo. Apds eclosao,

58



as larvas foram monitoradas e alimentadas com ragdo de gato (Whiskas®), por um periodo
de 3 a 4 dias, até que atingissem o terceiro e quarto estadio de desenvolvimento,quando
entdo foram utilizadas para o ensaio larval (Govindarajan et al., 2016).

Os bioensaios de mortalidade larval foram realizados de acordo com o teste de
suscetibilidade, sugerido pela Organizacdo Mundial da Sadde (OMS, 2005). Foram
utilizadas dez larvas no final do terceiro ao inicio do quarto instar para os testes. Os 6leos
foram testados em cinco concentracgdes diferentes (100, 75, 50, 25 e 10 pug/mL), utilizando
solucdo de dimetilsulfoxido (DMSO) 1,0% para diluicdo. Todos os experimentos foram
realizados em quintuplicata com controle positivo (Temephos® 0,12 pg/mL) e negativo
(DMSO 1,0% em agua destilada), para as 5 concentracdes estadas (Figura 22). Apos 24
e 48 horas foram contabilizadas as larvas vivas e mortas (individuos iméveis e/ou
depositados no fundo do copo). Os dados obtidos de cada bioensaio foram submetidos a
analise de Probit, na qual os valores de CLso, CLgo foram gerados considerando o nivel

de significancia de 95%.

Fonte: Oliveira, A.. A2019. N

Atividade Adulticida
O bioensaio adulticida foi realizado de acordo com as diretrizes do Centro de

Controle e Prevencdo de Doencas (2012) (CDC, Centers for Disease Control and
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Prevention). Os oleos foram solubilizados em acetona, para a obtencdo das cinco
concentracgdes testadas (50, 20, 15, 10 e 7 pg /mL). Garrafas de vidro de 295 mL foram
utilizadas para o teste, onde 1 mL da solucdo de cada concentracdo foi adicionada ao
frasco. O conteudo de cada garrafa foi agitado girando suavemente, de modo que todos
os lados da garrafa fossem revestidos. Em seguida, as tampas foram removidas e as
garrafas rolaram continuamente na horizontal até que todos os sinais visiveis do liquido

desaparecessem e as garrafas estivessem completamente secas (Figura 23).

Figura 23. Garrafas impregnadas com 6leo essencial para a realizacdo do teste adulticida.
Fonte: Oliveira, A.A. 2019.

Ap6s 12 horas, utilizando um aspirador bucal, 15 mosquitos fémeas sao
introduzidos em cada frasco de teste, incluindo os frascos de controle positivo e negativo.
O nimero de mosquitos vivos e mortos foi registrado a cada 15 minutos por um periodo
de 90 minutos de exposicdo (Figura 24). Todos os experimentos foram realizados em
triplicata com controle positivo Deltamethrine (0,6 pg/mL) e controle negativo acetona.
De acordo com definicbes da OMS, um mosquito é classificado como vivo se for capaz
de voar, independentemente do numero de pernas ainda intactas ou derrubadas, se

imével ou incapaz de voar ou ficar de pé de maneira coordenada ele deveser considerado
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morto.

Figura 24. Avaliacdo dos mosquitos apds o tempo de acao dos 6leos essenciais.

Fonte: Oliveira, A.A. 2019.

Todos os bioensaios foram realizados em temperatura ambiente de 28 + 2 ° C e
umidade relativa de 80 + 10%. Os célculos de CLso e CLgo foram realizados de acordo
com Soonwera & Sittichok (2020), aplicando os valores obtidos na férmula apresentada
e com auxilio do programa Polo Plus version 1.0 (LeOra Software) (CDC, 2012;
Govindarajan et al., 2016).

) Numero de adultos mortos
% Mortalidade = — - - x 100
Numero de adultos introduzidos

Atividade repelente

Para o teste de repeléncia de cada 6leo a avaliacdo foi baseada na contagem de
escapes dos mosquitos, aplicando um protocolo previamente desenvolvido (Govindarajan
etal., 2016; Nararak et al., 2019). Os 6leos esséncias e 0 N, N-diethyl-3-methylbenzamide
(DEET) (controle positivo) foram diluidos com etanol absoluto para fornecer

concentragdes de 0,5, 1,0, 2,5 e 5,0% (v/v). A solucéo teste contendo o 6leo
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testado e etanol (2,8 mL) foi espalhada uniformemente sobre a superficie do papel de
filtro (14,7 x 17,5 cm) usando uma pipeta automatica.

Os papéis tratados com as solugcdes foram preparados para cada concentracdo e 0s
papéis de controle foram tratados apenas com etanol absoluto. Todos os papeis tratados
foram secos ao ar na posi¢cdo horizontal a temperatura ambiente durante 1 h antes de
iniciar o teste. Todas as solucOes e papeis tratados foram preparados precisamente antes
do teste.

O teste foi realizado em um sistema de camaras, contendo uma camara de exposicao
(32 x 32 x 34 cm), e, uma segunda camara (30 x 30 x 32 cm) com protecdo que, quando
colocada na primeira cdmara, impede que os mosquitos facam contato fisico com os
papéis de teste (Nararak et al., 2019). Quinze mosquitos fémeas foram introduzidos na
camara de teste, utilizando um capturador, permitindo uma ambienta¢dodos insetos
dentro da camara por 3 minutos. A porta de saida da cAmara de teste foi aberta para
possibilitar que os mosquitos escapassem para uma caixa de papel receptora conectada a
camara. O escape dos mosquitos foi registrado em intervalos de 1 minutoaté 30 minutos.
Ap0s o tempo de exposicdo, 0s mosquitos que escapavam e 0s restantes eram mantidos
separadamente por 24 horas. A mortalidade ap6s 24 horas foi observada. Foram
necessarias trés repeticdes para cada tratamento e controle de concentracdo. A
porcentagem de repeléncia foi calculada usando a formula:

.. Ta—Tb
% Repeléncia = B x 100
a

onde, Ta € 0 nUmero de mosquitos no grupo controle e Ty € 0 NUmMero de mosquitos no

grupo testado (Govindarajan et al., 2016; Nararak et al., 2019).

Ensaio Fotomicrografico
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O estudo fotomicrografico foi realizado no Laboratério de Malaria e Dengue do
Instituto de Pesquisas da Amazonia. As larvas de 3° estadio do Ae. aegypti foram criadas
em temperatura de 28 + 2 °C, umidade relativa de 80 + 10% e preparadas seguindo a
metodologia do ensaio larval. Foram utilizadas as concentracdes letais para cada 0leo e
como controle foram utilizados DMSO 1,5% e temefos. Apos o periodo de 24 horas as
larvas foram conservadas em paraformaldeido a 4% e tampéo cacodilato de sodio (0,1M),
a temperatura ambiente. Posteriormente a esse procedimento, o material foi submetido a
desidratacdo em uma concentracao crescente de etanol (50, 70, 80, 90 e 95%) por dez
minutos para cada concentracdo. As imagens foram realizadas utilizando microscopio

estereoscopio (Zeiss, Stemi 508) com ampliacdo de 40x.

3.7.  Testes Quimicos
3.7.1. Modelagem Molecular

As avaliacBGes de modelagem molecular dos 6leos essenciais foram realizadas
no laboratério de Quimica Teorica e Computacional, no Instituto de Ciéncias Exatas —
UFAM, pelo professor Doutor Kelson M. T Oliveira. Nessas avaliacfes as moléculas
presentes nos 6leos essenciais sdo geometricamente otimizadas para posteriormenteserem
avaliadas através do método de docking quanto a afinidade e interacdo entre ligantes e
proteinas. Os célculos tedricos de quimica quantica foram realizados utilizando o
programa Gaussian 09 (Revision D.01) (Frisch et al, 2019) no Debian LINUX (versdo
5.0), plataforma INTEL CORETM i7, com 32 Gb de memdria RAM. Aabordagem DFT
foi usada para otimizar a geometria molecular utilizando os conjuntos de base 6-311G+(d,
p) e o funcional B3LYP. A estrutura cristalografica da proteina AeSCP-2 foi retirada do
Protein Data Bank Repository (PDB ID: 1PZ4). O software AutoDock 4.2 foi usado
para o estudo da proteina-alvo, usando o algoritmo
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Lamarckiano. As coordenadas da regido do sitio ativo da proteina foram validadas por re-
docking do ligante cocristalizado, acido palmitico, presente no arquivo pdb. Asdimensées
na caixa de grade no eixo cartesiano foram fixadas em 50 x 50 x 50 com espagamento de
0,375 A, centralizado no local da proteina AeSCP-2 (x = 23,381, y = 28,256 e z = 54,388).
O re-docking foi realizado para validacdo do protocolo de docking, utilizando o critério
RMSD < 1,5. Apoés a validagdo, as moléculas otimizadas foram submetidas ao docking
molecular utilizando as mesmas dimensdes da gradeutilizadas no re-docking. O célculo
RMSD foi realizado entre a estrutura docked e a estrutura de raios-X. Para todos 0s
calculos realizados, os valores de RMSD obtidos foram menores ou proximos a 1. As
analises das interacGes proteina-ligante foram realizadas usando o software Discovery
Studio. Para o célculo da energia livre de solvatacao, o servidor oficial de campo da forca
geral CHARMM (CGenFF) (Mackerell & Vanommeslaeghe, 2020) foi usado para as
moléculas em estudo. Para moléculas de agua, foi utilizado o modelo TIP3.

Em todos os experimentos, uma caixa clbica de 30nm?® foi usada para as
simulacdes. Os sistemas formados pelos constituintes dos 6leos essenciais solvatados com
moléculas de &gua, continham respectivamente: com o terpinenol, 2.276 atomos; com
carvacrol, 2.014 aomos; com timol, 2.269 &tomos; com cimeno, 2.013 &tomos;com
terpineno, 2.279 atomos. As simulac6es de todos os &tomos na dinamica molecular foram
realizadas com o campo de forca CHARMMS36 (Huang & Mackerell, 2013) usando o
GROMACS versdo 2019 (GROMACS, 2019).

Para o célculo das interacfes idnicas de longo alcance, foi utilizado o método
Particle Mesh Ewald (PME) (Essmann et al, 1995). As ligacOes covalentes nas quais 0s
atomos de hidrogénio estdo presentes foram restringidas pelo LINCS (LINear Constraint

Solver) (Hess et al, 1997). Para cada sistema, uma minimizagéo de 50.000
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etapas foi usada seguida por uma corrida de equilibrio de 125 ps com um tamanho de
etapa de 1 fs. Isso foi seguido pela producdo de NPT (pressdo/temperatura constante) a
300 K usando etapas de 2 fn de tempo por 11 ns. A pressao de referéncia (1 bar) foi
controlada pelo método de Berendsen (Berendsen et al, 1984) com um acoplamento a
cada 2 ps, e a temperatura foi controlada pelo termostato de Berendsen modificado com
acoplamento a cada 0,1 ps (Bussi et al, 2007). As energias de hidratacdo das moléculas
foram calculadas utilizando a metodologia usada por Klimovich (Klimovitch et al,2015),
em simulacdes explicitas de dindmica molecular. A taxa de aceitacdo multiestadode
Bennett (MBAR) foi usada para calcular as diferencas na energia livre para cada

perturbacdo (Shirts et al, 2008).

3.7.2. Teste antioxidante —- DPPH

A atividade antioxidante foi testada segundo metodologia descrita por Mensor et
al. (2001), monitorando o consumo do radical estavel DPPH (2,2-difenil-1- picrilhidrazil)
através do decréscimo da absorbancia de solugdes em diferentes concentragdes. As
medidas da absorbancia foram feitas em um espectrofotdmetro UV- Vis EZ-Reader 2000,
tendo como controle positivo Quercetina comercial. Um volume de 30 pL de Quercetina
foi adicionado aum dos 96 pocos de uma placa de Eliza, em seis concentracGes diferentes
(100, 50, 25, 12,5, 6,25, 3,125 pg/mL), sequidos de 170 pL de etanol, proporcionando a
leitura do branco. Em seguida, foram adicionados 100 puL de DPPH e a leitura da
absorbancia da mistura reacional foi realizada a 517 nm ap6s30 minutos. O mesmo
procedimento foi realizado para os extratos apresentados na Tabela 1. O controle
negativo foi preparado apenas utilizando 200 pL de etanol e 100pL de DPPH. Todas as

analises foram realizadas em triplicata.
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Tabela 1. Extratos submetidos ao teste antioxidante DPPH.

Ampelozizyphus amazonicus

Extratos Descricédo dos extratos
EHGF Extrato hexano dos caules finos
EDGF Extrato diclorometano dos caules finos
EMGF Extrato metanol dos caules finos
EHGG Extrato hexano dos caules grossos
EDGG Extrato diclorometano dos caules grossos
EMGG Extrato metanol dos caules grossos
CGFM1 Ché dos caules finos/Método |
CGFM2 Ché dos caules finos/Método 11
CGGM1 Cha dos caules grossos/Método |
CGGM2 Cha dos caules grossos/Método |1

Fonte: Oliveira, A. A. 2019.

Os valores das absorbancias foram convertidos em porcentagem da capacidade de

sequestro (%CS), determinada pela seguinte equacgéo:

Abs amostra — Abs branco
%CS =100 = Abs controle x 100
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A CSxo foi determinada por interpolagéo da curva de calibragdo: capacidade de

sequestro versos a absorbancia da amostra.

3.7.3. Simulacgéo Digestiva in vitro

Meétodo 01 (Pinacho et al., 2015)

O segundo cha foi preparado utilizando 500 mg do caule de A. amazonicus em 12,5
mL de H>O concentracdo de 40 mg/mL. Para a primeira etapa do processo da simulagéo
digestiva foram adicionados a essa solucdo do cha preparado, 125 pL de uma mistura de
a-amilase (1,30 mg/mL em CaCl.0,01 M). Ajustou-se o pH da mistura para 6,5utilizando
NaHCOs; 1 M e incubou-se a 37 °C, em banho maria, por 10 minutos com agitacdo
constante. Apds o tempo de incubacéo, foi retirada uma aliquota de 2,5 mL e armazenada
a uma temperatura de -20 °C (Aliquota 01), no freezer com temperatura controlada. A
solugcdo remanescente teve o seu pH ajustado para 2,5 com HCIl 3 M e a mistura foi
incubada com 132,4 uL de uma solucdo de pepsina (160 mg/mL em HCI 0,1M), a 37 °C,
em banho quente, por 2 horas com agitacdo constante. Apds o tempo de incubacéo, o pH
da mistura foi condicionado para 6,5 e uma segunda aliquota foi retirada e armazenada
conforme recomendacBes anteriores (Aliquota 02). O pH da mistura foi novamente
ajustado para 7,5 e 910 pL de uma solucdo de pancreatina/sais biliares (25 mg de
pancreatina + 4 mg de sais biliares em 1 mL de NaHCO3 1 M) foi adicionada a mistura e
incubada novamente a 37 °C por 2 horas com agitacdo constante. Apés 2 horas de
incubacéo, foi retirada uma terceira aliquota (Aliquota 03) e armazenada a -20 °C para

analises posteriores (Pinacho et al., 2015).
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A simulacdo digestiva in vitro foi feita com o cha dos caules finos de A. amazonicus.
Para cada simulacao foram obtidas trés aliquotas que foram codificadas e encaminhadas
para analise em CLAE-EM.

As separacdes cromatograficas foram realizadas em um cromatografo Shimadzu
equipado com um sistema de bombas binarias. Fase estacionaria C-18 e como fase movel
acetonitrila:agua (Acido férmico 0,01 %), em composicdo gradiente de 5% a18% de
acetonitrila em 6 minutos, 18% a 25% de acetonitrila em 3 minutos e de 25% a
40% de acetonitrila em 7 minutos, de 40% a 100% de acetonitrila em 2 minutos, 100%
de acetonitrila por 2 minutos, de 100% a 5% de acetonitrila em 2 minutos e 5% de
acetonitrila por 2 minutos. Utilizando uma injecdo de 2 uL com fluxo de 0,3 mL/min. O
espectrémetro de massas do tipo triplo-quadrupolo acoplado ao CLAE utiliza uma fonte
de eletrospray (ESI) do tipo Z-spray. As andlises de EM foram adquiridas no modo
negativo de polaridade. Os dados dos espectros de massas foram obtidos no modoSCAN
usando uma faixa de 100 a 2000 m/z. As condicdes de ionizacao da fonte foram: voltagem
no capilar: 4kV; temperatura da fonte: 200 °C, fluxo de gas no cone: (4L/min.). Gas
Nitrogénio (pureza >99%) foi utilizado como gas de nebulizacdo. Todas as aliquotas

foram injetadas na concentracdo de 1 mg/mL.
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RESULTADOS E DISCUSSAO
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CAPITULO I
Composicdao quimica dos 0leos essenciais
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INTRODUCAO

Oleos essenciais sd0 misturas complexas compostas de substancias volateis e n&o
volateis extraidos de diferentes partes de espécies vegetais por processos de destilacao,
compressdo ou extracdo com solventes, geralmente na presenca de calor. A composi¢ao
dos 6leos essenciais é bastante complexa e com um numero significativo de substancias
derivados do fenil propanoico ou terpenos. Essas substancias presentes nesses 6leos tém
aplicacdes valiosas em varios campos, como cosmética, farmacologia, industria
alimenticia, agricultura e medicinal (Dewcki, 2009; Malik et al. 2019).

Os 6leos essenciais sdo biossintetizados e acumulados em estruturas especificas, como
osmaforos, tricomas glandulares, idioblastos, dutos e cavidades. Essas estruturas tém uma
variedade de formas, tamanhos e composicdes e podem ser encontrados em plantas e
6rgdos reprodutivos de plantas. Nas plantas, os 6leos essenciais desempenham papéis
importantes na adaptacdo ao meio ambiente, defesa contra patdgenos, herbivoros,
interagdes com polinizadores e fungos, sinalizagdo entre plantas e protecdo contra
estresses abioticos, como luz, &gua, temperatura, nutrientes, tipos de solo, pH e altitude,
entre outras. Em sua composicao séo encontrados hidrocarbonetos (isopreno, éa principal
unidade de hidrocarboneto basico encontrada nos Oleos essenciais), terpenos
(sesquiterpenes, monoterpenes, and diterpenes), alcoois (os alcoois mais comuns
presentes nos sdo linalol, nerol e geraniol), aldeidos (citral, citronelal e citrus), em menor
quantidade os acidos (acido benzoico e acido cinamico), esteres (acetato delinalil e
bergamota) e cetonas (carvona, mentona, jasmona e thujone) (Dewcki, 2009; Malik et al.
2019).

Endlicheria sp.
O género Endlicheria é um dos 68 géneros pertencentes a familia Lauraceae, a maior

familia das angiospermas. Com 3500 espécies, esta entre as cinco familias com o maior

71



numero de espécies encontrada em regides tropicais e subtropicais, com distribuicdo no
sudeste da Asia, Madagascar, América Central e América do Sul (Suarez & Acosta,
2018). No Brasil, esta familia esta distribuida nos estados do Amapa, Acre, Para e
Amazonas (Rottini et al. 2019).

Dentro dessa familia é reportada uma grande variedade de aplicacdes
etnofamacoldgicas, utilizando diferentes partes das plantas e processos de infusdo e
maceracdo. O 6leo da espécie Ocotea caparrapi € utilizado no tratamento de picadas de
insetos, mordidas de cobras e picadas de arraias (Rozo, 2015; Suarez & Acosta, 2018).
O extrato das folhas de Litsea glutinosa é utilizado no tratamento de doencas respiratérias
(Pradeeraetal. 2011; Suarez & Acosta, 2018). O extrato hexano das folhasde Endlicheria
paniculata apresenta efeitos antiinflamatorios, fibrogénicos e antiangiogénicos em
tratamentos com camundongos, demonstrando potencial terapéutico (Souza et al. 2020).
Estudos dos seus 6leos essenciais das espécies do género Endlicheria relatam uma acéo
antiprotozoaria in vitro contra as formas amastigotas e promastigotas do protozoario
Leishmania amazonensis (Rottini et al. 2019). Além da atividade antifungica e
antimicrobiana (De Jesus et al. 2020).

Na composicdo quimica dos Oleos essenciais das espécies desse género estdo
identificados os terpenos guaiol, 10-epi-y-eudesmol, bulnesol, (E)-cariofileno e a-

felandreno (Albarracin et al. 2019; Rottini et al. 2019) (Figura 25).

Figura 25. Estrutura das substancias presentes no 0leo de Endlicheria sp.

HO

OH

Guaiol 10-epi-gamma-eudesmol Felandreno
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RESULTADOS E DISCUSSAO

O 6leo essencial das folhas da espécie Endlicheria sp. foi obtido utilizando a
técnica de hidrodestilagao e resultou emum dleo de colora¢do amarelada com rendimento
de 3,0% (p/v). A andlise do cromatograma obtido por CG-EM (Figura 26)do oleo
essencial de Endlicheria sp. permitiu a identificacdo das substancias presentes em sua
composicao. As substancias identificadas utilizando os espectros de massas dos sinais do

cromatograma foram analisadas e organizadas de acordo com a Tabela 2.

Figura 26. Cromatograma do 6leo essencial de Endlicheria sp.
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Entre as substancias identificadas (Tabela 2) na composi¢do quimica dos 6leosde

Endlicheria sp. foram observados 56,2 % de monoterpenos e 42,5 % de sesquiterpenos.

O monoterpeno felandreno foi o principal constituinte correspondendo a27,37% da

composicao do 6leo. Outros constituintes de destaque foram o a-guajeno (11,71%), o

trans-cariofileno (9,76%) e o B-chamigreno (9,76%).

Tabela 2. Composicao quimica (%) dos 6leos essenciais da espécie Endlicheria sp.

Constituintes

% Composicao

Monoterpenos
a-pineno
Sabineno
B-pineno
B-mirceno
Felandreno
p-cimeno
1,8-cineole
Sesquiterpenos
a-Copaeno
B-elemeno
Trans-cariofileno
a-guaieno
a-humuleno
[-chamegreno
a-guajeno

Ledeno

Classes Terpenoides

6,63
6,27
5,58
0,93
27,37
3,14
6,27

3,82
1,09
9,76
3,59
1,17
9,76
11,71

1,57

74



Monoterpenos 56,2
Sesquiterpenos 42,5

Total 98,7

Fonte: Oliveira, A. A. 2020.

Estudos apontam diferentes atividades para os 6leos essenciais que possuem em
sua composicao os terpenoides identificados nos éleos de espécie Endlicheria sp. De
acordo com Dias & Moraes (2013), os terpenos trans-cariofileno e felandreno apresentam
acdo larvicida contra as larvas do mosquito Ae. aegypti. Além de atividades relatadas,
como ac¢do antioxidante para dos Oleos essenciais com alta concentracdo dos terpenos
felandreno e a-pineno (Ribeiro et al. 2020). De acordo com Silva et al., (2017),a analise
do 6leo essencial das folhas da espécie Endlicheria arenosa apresenta em sua composi¢ao
os terpenos biciclogermacreno (42,2%), germacreno D (12,5%) e B- cariofileno (10,1%),
como 0s constituintes majoritarios. O 6leo dessa espécie apresenta notavel atividade
antibacteriana e antifungica (Silva et al., 2017; Rottini et al., 2019). Nas folhas da espécie
Endlicheria braceolate o principal constituinte do 6leo essencial éo sesquiterpeno B-
cariofileno com 20,0 % de sua composicdo (Silva et al., 2017). Essas diferencas
observadas na composi¢do quimica dos 6leos, pode estar relacionada com os diferentes

fatores ambientais de coleta das espécies.

Blepharocalyx sp.

A familia Myrtaceae é a familia mais relatada em estudos floristicos e
fitossocioldgicos, e estd presente em mais de 80% do territorio brasileiro (Francoso et al.,

2016; Silva et al. 2018). Algumas espécies de frutas exdticas sdo encontradas na
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familia Myrtaceae, por exemplo Eugenia uniflora L., Plinia cauliflora (Mart.) e Syzygium
cumini (L.). Seus frutos sdo utilizados para o consumo na forma de doces e sucos e suas
folhas séo utilizadas na medicina tradicional (Silva et al. 2018). Estudos recentes sobre
0s Oleos essenciais das espécies de Myrtaceae tém mostrado que eles possuem
propriedades importantes, como inseticida (Kumar et al., 2016), parasiticida (Rodrigues
et al., 2015), fungicida (Hamini-Kadar et al., 2014), bactericida (Sousa et al.,2015),
antimicrobiano (Mouna & Segni, 2014) e antioxidante (Victoria et al., 2013), entre outros.
Além disso, 0s 6leos essenciais ou seu principio ativo isolado podem ser usados para o
controle de pragas por aplicacdo direta em plantacdes ou ainda em regidesurbanas para o

controle de pragas (Pavela & Benelli, 2016; Silva et al., 2018).

O género Blepharocalyx é um dos 121 géneros que pertencem a familia
Myrtaceae. Esse género possui apenas quatro espécies, que se distribuem por toda a
extensdo da América do Sul, sdo elas Blepharocalyx cruckshanksii, Blepharocalyx
eggersii, Blepharocalyx myriophyllus e Blepharocalyx salicifolius (Mazine & Souza,
2007). Estudos com os extratos das cascas de B. cruckshanksii apresentam excelente
atividade citotoxica in vitro contra as linhagens de células cancerigenas (Baez et al. 2020).
Hernandez et al. (2018) confirmaram as atividades observadas pela populacéo para o uso
de Oleos essenciais das folhas da espécie B. salicifolius no tratamento de doencas
respiratorias, sendo eficazes no tratamento da tosse e broncoespasmo.

Furtado e colaboradores (2018) identificaram nos 6leos essenciais das folhas da
espécieBlepharocalyx salicifolius varios terpenos como 1,8-cineol, a-pineno, limoneno,
B-pineno, a-terpineol, (E)-cariofileno e linalool, como substancias majoritarias (Figura

27).
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Figura 27. Estrutura das substancias presentes no 6leo essencial de Blepharocalyx
salicifolius.

OH

o-pineno

OH Linalool
a-terpineol trans-cariofileno

RESULTADOS E DISCUSSAO

O oleo essencial das folhas de Blepharocalyx sp. foi obtido utilizando a técnica de
hidrodestilacdo com rendimento de 0,49%p/v. A anélise do cromatograma obtido porCG-
EM do 6leo essencial de Blepharocalyx sp. conduziu (Figura 28) a montagem da Tabela

3 onde estdo listadas as substancias presentes em sua composic¢ao.

Figura 28. Cromatograma dos 6leos da espécie Blepharocalyx sp.
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No cromatograma obtido para o éleo essencial das folhas de Blepharocalyx sp. foi
observada a presenca de uma mistura complexa de substancias, sendo as majoritarias
identificadas como 6-cadineno, responsavel por 10,4 %, cis-calameneno por 7,1%, a-

cubebeno por 6,8% e a-cubeno por 6,1% da composicao do 6leo essencial obtido.
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Tabela 3. Composicdo quimica (%) do Oleo essencial obtido das folhas de

Blepharocalyx sp.

Constituintes

% Composic¢ao

Monoterpenos
a-pineno
B-pineno
Sesquiterpenos
Biciclo-elemeno
d-elemeno
a-cubeno
a-Ccopaeno
B-cubebeno
Ciclopropeazuleno
Trans-cariofileno
Calorene
a-cubebeno
a-humuleno
Germacreno D
d-cadineno
Cis-calameneno
a-guajeno

Ledol

a-cadinol
Copaeno

Outros
Octatrieno

NI

2,13
1,03

0,43
0,8
6,08
4,45
2,88
1,22
4,37
1,99
6,8
1,25
4,39
10,43
7.1
1,04
1,45
2,32
5,78

5,54
4,91
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NI 5,09
NI 4,28

Classes Terpenoides

Monoterpenos 3,16
Sesquiterpenos 62,0
Outros 19,8
Total 85,0

Fonte: Oliveira, A. A. 2020.

De acordo com Maleski et al. (2019), o 6leo de Raulinoreitzia crenulata
(Asteraceae), que possui 0 terpeno &-cadineno em sua composi¢do, apresenta acéo
inseticida contra o pulgdo-da-raiz (Aphis forbesi), e ainda, segundo Zhu et al. (2015), o
6leo essencial das partes aéreas de Salvia plebeia (Labiate), que possui o terpeno em sua
composicao, possui atividade larvicida relatada para as larvas de Ae. aegypti com CLsg
46,26 pg/mL. No oleo essencial da espécie Blepharocalyx salicifolius os principais
constituintes identificados foram biciclogermacreno (17,50%), globulol (14,13%),
viridiflorol (8,83%), y-eudesmol (7,89%) e a-eudesmol (6,88%). O oleo essencial
apresenta atividade citotdxica contra a linhagens de células de cancer de mama MDA-
MB-231, com concentracdo de 46,60 pg/mL, e atividade antifungica contra
Paracoccidioides brasiliensis com concentragao 156,25 pg/mL, mas foi inativo contra
outros fungos e bactérias (Furtado et al, 2018). Silva et al., (2021) realata a acdo larvicida
do dleo essencial das folhas de Eugenia calycina (Myrtaceae) contra as larvas de Ae.

aegypti, sendo valores de CLso 199, 3 e 166,4 pg/mL para 24 e 48 horas, respectivamente.
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Bocageopsis sp.

A familia Annonaceae € uma das mais antigas das Angiospermas, e esta
distribuida por todas regido tropical e sub-tropical. Possui 5130 espécies reconhecidas
distribuidas em 128 géneros (Chacdn et al. 2016). O género Bocageopsis é constituido
por quatro espécies, B. mattogrossensis, B. canescens, B. multiflora e B. pleiosperma,
todas restritas a América do Sul, e no Brasil € encontrada na regido Amazonica, nos
estados do Amazonas e Para (Soares et al. 2015).

O género Bocageopsis tem sido quimicamente explorado, sendo os 06leos
essenciais de suas folhas caracterizados e avaliados quanto a sua atividade bacteriana
(Alcantara et al. 2017; Bay et al 2019). Na composi¢do quimica dos seus 6leos foram
identificados como 0s seus principais constituintes o0s terpenos [-bisaboleno,
bergamoteno, B-farneseno, B-selineno, a-selineno e farnesol (Oliveira et al. 2014; Soares
et al. 2015; Alcantara et al. 2017). Oliveira et al. (2014) relatam a atividade dos 6leos
essencias de B. multiflora contra as formas promastigotas de Leishmania amazonensis, 0
que possibilita uma alternativa de acdo contra o parasita. Para a espécie
B. multiflora também séo relatadas as atividades bactericida e antimicrobiana (Alcantara

etal. 2017; Bay et al. 2019).

RESULTADOS E DISCUSSAO

O ¢leo essencial das folhas de Bocageopsis sp. foi obtido utilizando a técnica de
hidrodestilagdocom um rendimento de 1,30% p/v. A anélise do cromatograma (Figura 29)
deste 6leo obtido por CG-EM resultou na identifica¢do das substancias listadas na Tabela

4.
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Figura 29. Cromatograma dos 6leos da espécie Bocageopsis sp.
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As principais substancias identificadas foram os sesquiterpenos B-elemeno,
responsavel pela composi¢ao de 28 % do dleo essencial dessa espécie, a-selineno com
9,8 % da composigao do 6leo, B-selineno com 8,6 % e 0 5-epi-neointermedeol com 7,94%

da composicao do 6leo essencial.
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Tabela 4. Composicao quimica (%) dos 0leos essenciais da espécie Bocageopsis sp.

Constituintes

% Composicao

Sesquiterpenos

Biciclo-elemeno
Ciclohexeno
B-elemeno
Trans-cariofileno
y-elemeno
Biciclo-hepteno
Aromadendreno
a-gurjuneno
a-humuleno
Germacreno D
B-selineno
B-bisaboleno
d-cadineno
B-sesquifelandreno
a-selineno
a-guajeno
Viridiflorol

Ledol
5-epi-neointermedeol
Ledeno

Outros

NI

NI

Classes Terpenoides

6,21
2,07
28,83
1,46
4,83
3,54
1,21
0,55
1,51
1,18
8,64
0,36
0,65
0,29
9,84
2,51
3,49
1,52
7,94
0,71

3,78
1,64
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Sesquiterpenos 87,3
Outros 5,42

Total 92,7

Fonte: Oliveira, A. A. 2020.

Na literatura estdo relacionadas diferentes atividades para esses sesquiterpenos,
como as atividades antimicrobiana e antifungica. Govindarajan e colaboradores (2016)
descreveram a atividade larvicida para o B-elemeno com CLso de 90,45 pug/mL frente as
larvas de Ae. albopictus. O 6leo essencial de B. multiflora apresenta atividade contra as
formas promastigotas de Leishmania amazonensis, 0 que possibilita uma alternativa de
acdo contra o parasita, além de atividades bactericidas e antimicrobianas relatadas para
0 Oleo da espécie (Oliveira et al., 2014; Alcantara et al. 2017; Bay et al. 2019). Essas
atividades referenciadas e a composicdo do 6leo indicam uma acdo promissora para o

6leo da espécie Bocageopsis sp.

Virola sp.

Myristicaceae é uma familia de plantas que inclui 21 géneros com cerca de 500
espécies, com distribuicdo natural nos trépicos de todos os continentes. A familia inclui
diversas espécies utilizadas como especiaria, com destaque para Myristica fragrans, a noz
moscada, o produto comercialmente mais importante da familia. Algumas espécies,
especialmente dos géneros Myristica e Virola, sdo utilizadas como planta medicinal,

como especiarias e como fonte de alucindgenos (Schultes, 1979;Mesquita et al. 2020).
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O género Virola possui 60 espécies e, dentro de sua familia, € o mais abundante
nas Ameéricas (Santamaria-Aguilar et al., 2019). Os frutos da Virola sdo distintos e
marcantes: descem por duas valvulas quando maduros, exibindo sua Unica semente, que
é recoberta por um arilo laciniado de cor viva, rico em proteinas, lipidios e actcares (Von
Roosmalen et al., 1996; Santamaria-Aguilar et al., 2019). E um género amplamente
explorado do ponto de vista fitoquimico, sendo identificados em suasespécies diferentes
lignoides, policetideos, flavonoides, diarilpropanoides e alcaloides de N, N-
dimetiltriptamina (Mesquita et al. 2020). O 6leo extraido de sementes de espécies de
Virola é popularmente usado para dores reumaticas, asma, tumores nas articulacoes,
vermes intestinais, halitose, hemorroidas e doencas de pele (Pereira et al., 2017). A casca
ralada produz uma resina que se utiliza contra feridas cronicas, diarreia, leucorreia e

hemoptise (Boa et al., 2015; Pereira et al., 2017).

RESULTADOS E DISCUSSAO

O rendimento do 6leo essencial com coloracdo amarelada obtido das folhas de
Virola sp. utilizando a técnica de hidrodestilacdo foi de 0,69% p/v, percentual alto para
as espécies do género que demosntram rendimento entre 0,1 e 0,2% p/v (Mesquita et al.,
2020). A analise deste 6leo por CG-EM resultou no cromatograma da Figura 30. As
substancias identificadas no cromatograma e nos espectros de massas foram organizadas

e seguem apresentadas na Tabela 5.

Figura 30. Cromatograma do 6leo das folhas de Virola sp.
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As principais substancias identificadas foram o B-selineno com 40,71%, o-
selineno com 20,3%, o trans-cariofileno com 17,8% e o a-humuleno com 5,42% da

composicdo do 6leo.
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Tabela 5. Composicao quimica (%) do 6leo essencial das folhas de Virola sp.

Constituintes % Composicao

Sesquiterpenos

a-Ccopaeno 0,42
B-elemeno 1,26
Trans-cariofileno 17,84
Biciclo-hepteno 0,05
a-guaieno 1,13
a-gurjuneno 1,09
a-humuleno 5,42
B-selineno 40,71
B-sesquifelandreno 0,59
a-selineno 20,32
Guaiol 0,28
5-epi-neointermedeol 1,59
Total 89,02

Foram identificados apenas sesquiterpenos nos éleos de Virola sp. Segundo
Govindarajan e colaboradores (2016), o trans-cariofileno possue atividade larvicida
frente as larvas de Ae. aegypti com CLso 88,30 pug/mL. Para o 6leo de Virola surinanensis
foram identificados sesquiterpenos como o nerolidol que apresenta atividade contra
espécies de Leishmania (Veiga et al., 2017). Gonzales-Rodriguez et al.,(2021) apontam
que o Oleo essencial obtido das folhas de Virola surinamensis é composto principalmente
por monoterpenos, sesquiterpenos e fenilpropandides. Esse 6leo foi resonsavel por 100%
de inibicdo do crescimento e desenvolvimento do protozoario Trypanosoma cruzi, e 0

sesquiterpeno nerolidol foi identificado como um dos constituintes ativos, indicando
87



potencial uso de antimalaricos. Essas atividades podem indicar uma acdo do oOleo da

espécie Virola sp. contra as larvas e adultos de Ae. aegypti.

Origanum vulgare e Thymus vulgaris

A familia Lamiaceae, possui 205 espécies, onde se destacam as espécies
Origanum vulgare e Thymus vulgaris, nativas da regido mediterranea (Europa, Norte da
Africa e Oriente Médio) e aclimatada na América do Norte e nas regides aridas da
América do Sul (Vinciguerra et al., 2019).

O. vulgare e T. vulgaris possuem propriedades terapéuticas como antibacterianas
(Busatta et al., 2007), antifungicas (Vittorio et al., 2019), anti-inflamatérias (Han &
Parker, 2017), antioxidantes, anticancerigenas (Han & Parker, 2017), emolientes e
digestivas (Elshafie et al. 2017; Leyva-Lépez et al. 2017; Majdi et al. 2017; Bhat et al.
2018; Giatropoulos et al. 2018; Fikry et al., 2019). Os 6leos essenciais obtidos de O.
vulgare e T. vulgaris sdo ricos em substancias com atividade biolégica como timol,
carvacrol e terpineol, além de monoterpenos, sesquiterpenos, 4acidos fenolicos,
flavonoides, taninos, entre outras classes quimicas (Govindarajan et al., 2016; Bouguerra
et al., 2016; Elshafie & Camele 2017; Dhinakaran et al., 2019; Fikry et al., 2019; Xie et
al 2019).

Os estudos com os 0Oleos das espécies do género Origanum descrevem atividade
bioldgica relevante contra as larvas de Ae. albopictus (Giatropoulos et al., 2018) e seus
principais constituintes apresentam atividade contra as larvas dos vetores da malaria,

Anopheles stephensi e Anopheles subpictus. O 06leo essencial de O. vulgare possui
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atividade inseticida relatada contra larvas de farinha, pragas de insetos agricolas, baratas,
mosquitos e moscas adultas (Paiva et al., 2011; Govindarajan et al., 2016; Xie et al.,
2019). Seus 6leos sd@o compostos principalmente por carvacrol, acetato de linalila,(2)-a-

bisaboleno, (E)-p-cariofileno e 6xido de cariofileno (Morshedloo et al. 2018)(Figura 31).

Figura 31. Estruturas das substancias presentes nos 6leos de Origanum vulgare.
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A espécie T. vulgaris é uma planta medicinal que tem sido usada ha milhares de
anos para tratar alopecia, placa dentaria, infeccdes por dermatofitos, bronquite, tosse,
doencas inflamatorias da pele e desconforto gastrointestinal (Satyal et al. 2016). Segundo
Sheng et al., (2020), quando testado contras larvas de Ae. albopictus o 6leo essencial de
T. vulgaris apresentou uma CLsp 31,60 pg/mL, sendo timol o seu principal constituinte
quimico. Estudos apontam efeito toxico significativo do timol contra as larvas de Ae.
albopictus, com uma CLso 24,83 pg/mL (Govindarajan et al., 2016; Sheng et al 2020). O
o-cimeno presente no 6leo de T. vulgaris também apresenta atividade contra as larvas de
Ae. albopictus, com uma CLso 46,70 pg/mL (Cheng et al 2009; Sheng et al 2020).
Traboulsi e colaboradores (2002) também relata a atividade larvicida dos monoterpenos

timol e carvacrol contra 0 mosquito Culex pipiens com valores de

CLso 36,0 e 37,6 mg/L, respectivamente. Os componentes principais (Figura 32)
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presentes nos 6leos de T. vulgaris sdo linalool, borneol, geraniol, sabineno hidratado,

timol e carvacrol (Satyal et al. 2016).

Figura 32. Estruturas das substancias presentes nos 6leos de Thymus vulgaris.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

O rendimento do 6leo essencial com coloracdo amarelada obtido da espécie O.
vulgare utilizando a técnica de hidrodestilacdofoi de 0,20% p/v, valor dentro da
porcentagem comumente obtida para as espécies do género Origanun (Khan et al., 2019).
A andlise deste 6leo por CG-EM resultou no cromatograma da Figura 33. As substancias
identificadas no cromatograma e nos espectros de massas foram organizadase seguem

apresentadas na Tabela 6.

Figura 33. Cromatograma do 6leo essencial da planta inteira Origanum vulgare.
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Os principais componentes do 6leo essencial de O. vulgare foram o 4- terpineol
com 17,42% da composicao de seu 0leo, seguido do carvacrol com 16,0%, timol (10,44%)

e y-terpineno (10,17%).
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Tabela 6. Composicao quimica (%) dos 6leos essenciais da planta inteira de Origanum

vulgare.

Constituintes

% Composicao

Monoterpenos
Tujeno
a-pineno
Sabineno
B-mirceno
Felandreno
a-terpineno
p-cimeno
1,8-cineole
Octatrieno
y-terpineno
a-terpinoleno
Linalol
2-ciclohexenol
Terpinen-4-ol
a-terpineol
Acetato de linalil
Geraniol
Timol
Carvacrol
Sesquiterpenos
Trans-cariofileno
a-humuleno
B-bisaboleno

Oxido de cariofileno

0,35
1,44
2,32
1,12
0,48
5,87
2,13
4,61
0,19
10,27
2,08
6,6
1,23
17,42
4,14
1,34
0,24
10,4
16,0

1,61
0,21
0,15
0,4
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Classes Terpenoides

Monoterpenos 88,2
Sesquiterpenos 23,7
Total 90,6

O carvacrol tem sido constantemente relatado como um dos constituintes
principais do 6leo de O. vulgare, a variagdo na concentragdo de carvacrol nesse 6leo pode
ser devido a fatores ambientais, métodos de extracdo ou diferencas genéticas

(Govindarajan et al., 2016; Elshafie & Camele 2017; Xie et al 2019).

O rendimento do 6leo essencial com coloracdo amarelada obtido da espécie
Thymus vulgaris utilizando a técnica de hidrodestilacdofoi de 0,30% p/v. A anélise
deste 6leo por CG-EM resultou no cromatograma da Figura 34. As substancias
identificadas no cromatograma e nos espectros de massas foram organizadas e seguem

apresentadas na Tabela 7.
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Figura 34. Cromatograma do 6leo essencial da planta inteira de Thymus vulgaris.
Abundance TIC: EMO1_19_02_0318 D\datams

3.4e+07 26 D66 S

320407

p-cimeno
3e+07

\

2.8e+07

/

2.6e+07
OH

2.4e+07

Thymol
220407

2e+07

1 8e+07,
y-terpineno
17.578

1.6€+07
1.4e+07 16,114

1.2e+07!

1e+07

£000000

0
Time—> 10.00 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500 5000 5500 600

Os principais componentes identificados em seu 6leo séo timol, componente
majoritario com 39,97% da composicao do 6leo, p-cimeno com 17,3% e y-terpineno com
19,25%. Todas as substancias identificadas nos 6leos de T. vulgaris estdo organizadas na
Tabela 7.
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Tabela 7. Composicao quimica (%) do 6leo essencial da espécie Thymus vulgaris.

Constituintes

% Composicao

Monoterpenos
Tujeno
B-pineno
B-mirceno
Felandreno
a-terpineno
p-cimeno
y-terpineno
Trans-sabineno
a-terpinoleno
Linalol
Terpinen-4-ol
a-terpineol
Timol
Carvacrol
Ciclohexeno
Sesquiterpenos
Trans-cariofileno

Germacreno D

Oxido de cariofileno

a-cadinol

Classes Terpenoides

Monoterpenos
Sesquiterpenos

Total

1,25
0,4
2,18
0,41
2,27
19,25
17,3
0,9
0,12
1,19
0,7
0,23
39,97
4,0
1,69

1,42
0,1
0,1
1,26

91,9
2,88
94,8

Fonte: Oliveira, A. A. 2020.
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A composicdo quimica da espécie T. vulgaris sdo observadas diferentes classes de
substancias como, substancias fendlicas (flavonoides e flavonas) (D & Mathew, 2017),
triterpenos (acido ursolico e acido oleanoico) e terpenoides, presentes principalmente nos
6leos essenciais (D & Mathew, 2017; Kuete, 2017). O 6leo essencialdessa espécie €
principalmente composto de monoterpenos e sesquiterpenos, e seus componentes
majoritarios sao timol, cimeno e terpineno (Fierascu et al., 2019). As variacGes na
composicdo desse Oleo também poderdo ser atribuidas aos fatores ambientas ou

climaticos da regido de coleta do material vegetal.

Modelagem Molecular

A proteina AeSCP-2 (Aedes aegypti Sterol Carrier Protein-2), usada no docking
molecular, foi obtida do Protein Data Bank Repository (http://www.rcsb.org/pdb/) com
PDB ID 1PZ4. A proteina AeSCP-2 foi cristalizada junto com o ligante do acido
palmitico, conforme trabalho de Dyer e colaboradores (2003). O teste de protocolo de
docking consistiu na remocdo do acido palmitico co-cristalizado da proteina e, em
seguida, docking-lo no mesmo local. A sobreposicdo das estruturas resultou em um
RMSD (desvio padrdo médio da raiz) de 1,04, conforme esperado para valores aceitaveis

até 2A para um protocolo de docking confiavel (Kirchmair, 2008).

O é&cido palmitico na estrutura do PDB utilizada, ndo atua exatamente como um
inibidor da proteina AeSCP-2, mas serve para avaliar as moléculas que competem pelo
sitio ativo da proteina. Essas moléculas podem bloquear o transporte de colesterol,
desempenhando um papel importante nas doencas virais transmitidas por insetos, como o
mosquito Ae. aegypti, por ndo possuirem enzimas essenciais para a sintese do colesterol,

resultando na dependéncia de vias externas para sua obtencdo (Zdobnov et al. 2002).
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De acordo com Radek e colaboradores (2010), a proteina AeSCP-2 se liga ao
colesterol e os aminoacidos criticos na estrutura da proteina parecem ser 0s responsaveis
pela mudanca na afinidade de ligacdo ao ligante, o que implica em um papel muito
importante para a descoberta de novos compostos antivirais. Nesse contexto, o colesterol
€ um agente critico nos processos fisioldgicos, sem 0s quais, com 0s insetos, eles nao
podem crescer e se reproduzir (Larson et al. 2008). Proteinas carreadoras, comoa Sterol
Carrier Protein (SCP), tém a funcéo de levar colesterol para certas regiées do organismo
hospedeiro, sendo alvo de estudo no desenvolvimento de compostos que possam inibir a

atividade larvicida (Larson et al, 2008; Silva et al, 2015).

Ao calcular o docking molecular, a interacdo do acido palmitico no sitio ativo
original da proteina foi calculada primeiro para testar o protocolo de docking. Assim, a
interagdo ligante-proteina (&cido palmitico no sitio ativo da proteina) mostrou energia

de ligacdo de re-docking igual a -8,05 kCal / mol Figura 35).

Figura 35. Sobreposicao da estrutura cocristalizada de &cido palmitico (em cinza) no local
de atividade da proteina AeSCP-2 (PDB ID: 1PZ4), juntamente com a estrutura re-
dockada (em azul). Valor RMSD = 1,04.

Os compostos hidroxilados apresentaram afinidade de ligagdo com valores

intermediarios muito proximos, mas abaixo da energia do ligante padrdo. Estes
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compostos podem apresentar atividade inibitoria se estiverem em quantidades apreciaveis
na mistura, que € o caso da mistura do 6leo essencial de O. vulgare com y- terpineno
(10,3%), terpinen-4-ol (17,4%), timol (10,4%) e carvacrol (16,0%). Essas quatro
moléculas apresentaram valores de energia de liga¢ao (AGbind), inferiores a -7 Kcal/mol,
0 que nos permite afirmar que 6leos essenciais que contenham maior concentragdo dessas

moléculas podem apresentar razoavel atividade (Tabela 8).

Tabela 8. Valores de energia de ancoragem (AGbind) das moléculas constantes em
6leos essenciais ancorados no sitio ativo da proteina AeSCP-2, em ordem decrescente, e
interacGes com residuos de aminoacidos.

, AGbind n . - Interacdes Ligacdo
Molécul I Hidrof . A
olécula (kcal/mol) nteracOes Hidrofobicas de Hidrogénio
Acido -8,05 * Leul6, Val26, Ser108, Leud8, * Arg24, GIn25
Palmitico Phel05, Met46, 11e106,

Leul02, lle12, 11€99, Met71,
Leu64, Phe32, Met90, lle74,

Met66
4-Terpineol -6,91 Leul02, Leu48, Phel05 GIn25, Arg24,
Val26
Carvacrol -6,76 Leul02, lle19, Phel05, Leu48  GIn25, Arg24,
Val26
Timol -6,75 lle19, Phel05, Leu48 GIn25, Arg24,
Val26
Cimeno -5,23 Leul02, Leu48, Val26, 1lel9,
Phel05
y-Terpineno -5,08 11e19, Leu48, Leul02, Phel05,
Val26

* Dyer et al., 2003.

A mistura presente nos 6leos de T. vulgaris, que contém como substanciais

majoritarias os terpenos cimeno (19,2%), y-terpineno (17,3%) e timol (40%), por sua vez,
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também deve apresentar atividade antilarvicida apreciavel, mesmo que os valores das
energias de Afinidade Cimeno e y-Terpineno sejam comparativamente baixo, -5,23e -
5,08 kCal/mol, respectivamente. Deve-se considerar que a percentagem de timol na
mistura é superior a dos outros dois constituintes, o que aumenta consideravelmente a sua
atividade anti-larvicida. Uma forma simples de comparar o grau teérico de atividadeanti-
larvicida das misturas € calcular o indice médio das energias de afinidade tedrica com as
porcentagens dos constituintes da mistura experimental. Logo, se 0o material testado
contendo acido palmitico puro (neste caso, indice igual a 8,05) for tomado comopadrao,
a mistura do 6leo de T. vulgaris mostrara um indice de atividade de 57% do valor padréo
(indice igual a 4,58), enquanto a mistura do 6leo essencial de O. vulgare mostrard um
indice de 44% (indice igual a 3,51). Ambos sdo valores apreciaveis de atividade anti-
larvicida para misturas. As interacdes de cada composto com residuos de aminoécidos da

proteina AeSCP-2 estdo resumidas na Figura 36.

Figura 36. InteracGes dos aminoacidos da proteina AeSCP-2, em 3D e 2D,respectivamente,
com a molécula de (a) Cimeno, (b) y-Terpineno, (c) Terpinen-4-ol, (d) Timol, ( e) Carvacrol,
(f) diagrama esquematico das principais interacdes da proteina com o acido palmitico.
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Os hidrocarbonetos monoterpénicos, cimeno e y-terpineno, foram as moléculas
que apresentaram as interacbes menos favoraveis (Figura 36 a e b). Por possuirem
estruturas menores, comparadas aos sesquiterpenos avaliados, ndo séo tdo favorecidos
por possuirem cadeia carbonada para interagdes hidrofdbicas. Por outro lado, localizados
em uma faixa intermediaria de afinidade, 4- terpinenol, Timol e Carvacrol apresentaram
afinidades mais favoraveis do que estruturas ndo oxigenadas de mesmo tamanho (Figura
36 ¢, d e e). Porém, a quantidade de interacGes apolares existentes para sesquiterpenos
com cadeias maiores € maior, a ponto de estabilizar melhor a interagdo com a proteina do
que com estruturas oxigenadas via ligacdo de hidrogénio. As interacdes das moléculas
estudadas com os aminoacidos da proteina AeSCP-2 sdosemelhantes as interacdes do

acido palmitico, o ligante original no modelo de docking.
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Segundo Dyer et al. (2003), as interacdes nao polares do &cido palmitico,
responsaveis pela forte estabilidade de ligacéo, estdo localizadas dentro da cavidade do
sitio da proteina ativa (Figura 35 e Figura 36f). A estrutura tridimensional da proteina
AeSCP-2 mostra que os residuos de aminoacidos hidrofébicos alinham a cavidade de
ligacdo do ligante interior, o quesugere que as moléculas com longas cadeias nao
polares podem exibir boa atividade antiparasitaria contra 0os mosquitos Ae. aegypti.
Dentre as moléculas constituintes dos 0leos essenciais, apenas aquelas contendo hidroxila
apresentaram interacdes do tipo ligacdo de hidrogénio, no caso, 4-terpinenol, Carvacrol e
Timol. Essas moléculas, com trés ligacdes de hidrogénio cada, ndo apresentaram 0s
melhores indices de afinidade quando comparadas ao acido palmitico, que apresentou
apenas duas ligacbes de hidrogénio, o que enfraquece a hipotese tradicional de que as
ligacGes de hidrogénio sdoas principais responsaveis pela afinidade da ligacdo (Tabela
8). Essas moléculas apresentam resultados muito proximos de AG e todas interagem, via

ligacdo de hidrogénio, com os mesmos residuos de aminoacidos (GIn25, Arg24 e Val26).

A molécula Terpinen-4-ol, que apresentou o0 melhor resultado AGuing €ntre as
moléculas estudadas, apresentou intera¢fes do tipo alquil hidrofébico com o Leul02,
residuos Leu48 e interacdo Pi-Alquil com o residuo Phel05, interacdes residuais que
coincidem com as do palmitico acido. As moléculas de timol e carvacrol, além de
apresentarem interacdes com os residuos Leu48 e Phel05, exibiram interac¢Ges do tipo Pi-
Alquil do anel aromatico presente em suas estruturas com o residuo llel9, este ndo
apresentado pelo acido palmitico. As moléculas cimeno e y-terpineno, por sua vez,
apresentaram resultados de AGing Semelhantes, porém muito baixos em comparagdo com
0 acido palmitico.

Em relacdo as interacbes apresentadas na Figura 36, a estrutura do cimeno

apresentou interacdes hidrofobicas do tipo alquil com os residuos Leul02, Leu48 e
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Val26 e do tipo pi-alquil com 1le19 e Phel05. Dentre estes, apenas a interagdo com o
residuo Ile19 néo foi observada no acido palmitico. A molécula de y-terpineno apresentou
interacdes hidrofdébicas do tipo alquil com os residuos Leu48, Leul02 e Val26, do tipo
pi-alquil com os residuos Phel05 e Ilel9, e do tipo pi-pi com Phel05 (destes, apenas a
interacdo com lle19 nao foi observado no acido palmitico). Embora tenham apresentado
interacdes coincidentes com as do &cido palmitico, por apresentarem energia de ligacédo
muito baixa, € improvavel que essas duas substancias sejam capazes, isoladamente e em
pequenas quantidades, de inibir o transporte de colesterol ou exibir atividade

antiparasitaria satisfatoria.
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CAPITULO II
Analise dos extratos e chas
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Ampelozizyphus amazonicus

A espécie Ampelozizyphus amazonicus (Rhamnaceae) é amplamente utilizada na
medicina popular, principalmente por comunidades ribeirinhas, através dos chas de suas
cascas e raizes. Essa espécie é conhecida como “cerveja de indio”, “cervejinha”,
“cervejeira” ou “cerveja do mato”, isso porque seus chas apresentam coloragdo intensa,
espuma e sabor amargo, semelhante a cerveja (Brand&o et al. 1985; Andrade Neto et al.
2008; Oliveira et al. 2011).

Em toda regido amazénica A. amazonicus é considerada uma espécie de extrema
importancia na prevencdo e no tratamento da malaria. Sendo a atividade profilatica ja
comprovada in vitro e in vivo, contra a forma esporozoita da malaria (Andrade Neto et al.
2008; Oliveira et al. 2011). E considerada uma planta com ac&o estimulante, energética,
afrodisiaca e tonificante, e também € empregada no tratamento de disturbios
gastrointestinais, inflamacoes e febre (Oliveira et al. 2011; Mendonca et al. 2020). Essas
propriedades estdo relacionadas a alta concentracdo de saponinas presentes nessa espécie
(Mendonca et al. 2020). Saponinas pertencem a classe de compostos bioorganicos
encontradas em abundéncia na composicdo quimica de espécies vegetais. Mais
especificamente, sdo substancias glicosidicas com uma ou mais unidades de acUcares
hidrofilicos combinados a um triterpeno lipofilico, de ocorréncia natural nas espécies
vegetais (El Aziz et al. 2019; Mendonca et al. 2020). S8o relatadas diferentes acGes
farmacoldgicas para essa classe de substancias, como hemoliticas, fator anti-
inflamatdrio, antibacteriano, antifingico, antiviral, inseticida, anticancer, citotoxico e
acdo moluscicida (El Aziz et al. 2019). Nesse contexto, fica evidente a importancia da

avaliagdo antioxidante e citotoxica dos extratos de A. amazonicus.
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Teste Quimico — DPPH

Substéncias com agdo antioxidante sdo de grande importancia para o sistema biolégico, pois, de
modo geral, contribuem para a manutencdo e o bom funcionamento do organismo, diminuindo o
estresse oxidativo e suas possiveis sequelas. A avaliacdo dacapacidade de sequestro do radical

estavel 1,1-difenil-2-picrilhidrazil (DPPH) é uma dastécnicas empregadas para medir a acao

antioxidante de substancias isoladas, extratos e infusdes (Oliveira, 2014).

Os resultados da avaliacdo da atividade antioxidante dos extratos de A. amazonicus

estdo dispostos na Tabela 9 e foram expressos em capacidade de sequestro (CSso), que é

a concentracdo do extrato necessaria para diminuir a concentragdo inicial de DPPH em

50%. Quanto maior o consumo de DPPH por uma amostra, menor sera a CSso e maior a

sua atividade antioxidante. O padrdo utilizado para a determinacdo da atividade

antioxidante foi a quercetina comercial que apresentou CSsoigual a 3,33+ 0,19 pg/mL.

Tabela 9. Avaliacdo da atividade antioxidante dos extratos de Ampelozizyphus

amazonicus.
Extratos™ CSso+ DP (ug/mL)
EHGF 2742,36 + 0,56
EDGF 1520,48 + 0,80
EMGF 119,06 + 0,62
EHGG 3117,01 £1,01
EDGG 1476,68 + 0,83
EMGG 125,03 + 0,68
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CGFM1 590,00 £ 0,56

CGFM2 476,06 + 0,67
CGGM1 493,01 + 0,57
CGGM2 398,06 + 0,49

DP (desvio padrdo). Fonte: Oliveira, A. A. 2020. *Extratos: EHGF — Extrato hexano dos caules finos;
EDGF — Extrato diclorometano dos caules finos; EMGF — Extrato metanol dos caules finos; EHGG —
Extrato hexano dos caules grossos; EDGG — Extrato diclorometano dos caules grossos; EMGG — Extrato
metanol dos caules grossos; CGFM1 — Chéa dos caules finos/método |I; CGFM2 — Cha dos caules
finos/método 11; CGGM1 — Ché dos caules grossos/método I; CGGM2 — Cha dos caules grossos/método
.

Os extratos com os melhores valores de atividade antioxidantes foram EMGF e
0 EMGG, com CSsp 119,06 + 0,62 pg/mL e 125,03 + 0,68 pg/mL, respectivamente. Os
extratos polares normalmente possuem substancias com grupo hidroxila, as quais podem
ser responsaveis pela melhor atividade antioxidante destes extratos brutos. Estas
substancias sdo responsaveis por retardar a acdo oxidativa, reduzindo a velocidade de
processos de oxidacdo no organismo e apresentam diferentes propriedades protetivas, ja
que elas tém a capacidade de proteger o organismo dos danos causados pelos radicais
livres, prevenindo ou adiando o inicio de varias doencas. Esse resultado mostra a
importancia da espécie para o controle do estresse oxidativo e sequestro dos radicais
livres, que favorecem a formacdo de agentes pro-oxidativos no organismo (Halliwell &
Gultteridge, 2007; Fabbri, 2012).

Estudos relatam que o estresse oxidativo pode ser determinante no
desenvolvimento de complicagdes sistémicas na maléria, como por exemplo, 0 processo
envolvendo a degradagédo da hemoglobina, durante a infec¢do (Dockrell et al., 1986; Guha

et al., 2006; Sohail et al., 2010). Para os extratos EHGF (2742,36 ug/mL), EDGF
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(1520,48 pg/mL), EHGG (3117,01 pg/mL) e EDGG (1476,68 pg/mL) ndo foi observada
atividade antioxidante significativa para o sequestro de radicais livres DPPH, podendo
ser associada a esse comportamento a origem desses extratos (solvente utilizado no
processo de extracao), indicando a auséncia de substancias com capacidade de estabilizar

o radical DPPH, porém se faz necessaria a avaliacdo frente a outros testes antioxidantes.

Teste de toxicidade frente a Artemia salina

Testes de toxicidade tém o intuito de estudar e quantificar os efeitos que uma
substancia pode causar em organismos vivos. Existem diversos organismos que podem
ser utilizados nos testes de toxicidade, dentre eles ratos e coelhos, entretanto, tem um
custo elevado e apresentam dificil manejo. Uma alternativa é a utilizacdo de
microcrustaceos, como por exemplo, Artemia salina, que sao de pequeno porte e de facil
manuseio, acessiveis, de baixo custo, e ja sdo utilizados para 0 monitoramento de
efluentes, como a determinacdo da toxicidade aguda, facilitando assim o procedimento
das andlises e viabilizando os testes (Lima et al. 2011; Bueno & Piovezan, 2015; Maia
et al. 2018).

Os resultados do ensaio de toxicidade foram expressos em CLso (com intervalo de
confianga de 95%), foram utilizados Lapachol e DMSO como controles positivo e
negativo, respectivamente. Os dados obtidos estdo descritos na Tabela 10.

Dentre os extratos testados 0s que apresentaram maior toxicidade foram CGGM1

e CGGM2 com as concentracgdes de 125,8 e 198,0 pg/mL, respectivamente.

Tabela 10. Resultado do teste de toxicidade frente & Artemia salina dos extratos de
Ampelozizyphus amazonicus.

Extratos* CLso pg/mL
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EMGF 276,0

EMGG 380,8
CGFM1 250,2
CGFM2 287,1
CGGM1 125,8
CGGM2 198,0
Lapachol 52,3

Fonte: Oliveira, A. A. 2020. *Extratos: EMGF — Extrato metanol dos caules finos; EMGG — Extrato
metanol dos caules grossos; CGFM1 — Cha dos caules finos/método |I; CGFM2 — Cha dos caules
finos/método 11; CGGM1 — Ché dos caules grossos/método |I; CGGM2 — Cha dos caules grossos/método
.

Segundo critérios estabelecidos por Meyer et al. (1982), todos os extratos listados
na Tabela 10 acima podem ser considerados de toxicidade moderada (CLso de 100 a 500
pg/mL), indicando uma acdo preliminar ndo toxica, o que corrobora para o estudo
etnofarmacologico quanto ao consumo de chas dessa espécie pela populacdo. Sendo
assim, o teste de letalidade € considerado essencial como bioensaio preliminar noestudo
de extratos e substancias com potencial atividade biologica, sendo atualmente aceito pela

comunidade cientifica (Hamidi et al., 2014).

Amarante e colaboradores (2011) destacam a relagdo entre ensaios bioldgicos de
toxicidade frente a A. salina e a atividade contra o Plasmodium falciparum, parasita
causador da malaria. Onde a toxicidade apresentada para 0 microcrustaceo pode servir

como um indicador para a atividade antiplasmadica.
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Headspace em microextracédo de fase solida — HS-SPME

Os aromas sdo misturas complexas de componentes volateis, nos quais estdo
presentes varias classes de substancias como ésteres, aldeidos, cetonas, alcoois e outros.
Os aromas naturais podem ser obtidos por extracdo de folhas, flores, caules e frutos das
plantas (Valduga, et al, 2010). A técnica de Micro-Extracdo em Fase Sélida (Solid
Phase Micro-Extraction - SPME) foi utilizada como ferramenta para identifcacdo dos
constituintes volateis, dos caules frescos de A. amazonicus.

Apds a analise do cromatograma e espectros de massas obtidos por CG-EM
identificacdo dos constituintes foi feita a partir da comparacéo do indice de retencédo e dos
espectros de massas da biblioteca Wiley do aparelho e dados da literatura (Adams, 2007).
Para os caules frescos de A. amazonicus foi possivel identificar como substancias
majoritarias os sesquiterpenos a-gurjuneno (5,11%), a-selineno (4,14%) e d-cadineno
(2,38%), substancias comumente encontradas em plantas aromaticas e 6leos essenciais,
estando associadas a mecanismos de comunicacdo, atracdo de insetos polinizadores ou
repeléncia de insetos predadores (Reisenman et al., 2013; Asmare et al., 2017). Todas as
substancias identificadas no cromatograma obtido estdo organizadas e apresentadas na

Tabela 11.

Tabela 11. ldentificacdo dos componentes dos caules frescos de Ampelozyziphus
amazonicus por Headspace em microextracdo de fase solida.

Tr (Min.) IR Area % Subtancias
3,4 1525 6,2 NI
11,2 28047 6,4 3-Octanol
12,4 14896 11 2,4-Hexanediona
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16,2 52976 35 Acido benzoico

16,8 - 2,9 Nonanoato de metila
18,3 69348 0,7 5-(2-propenila)-1,3-Benzodioxola
18,8 - 2,9 Decanoato de metila
20,0 152287 1,8 a-Copaeno

20,2 151783 1,1 Zingibereno
20,3 152383 1,4 B-Elemeno

20,7 152200 51 a-Gurjuneno
20,9 151908 1,6 trans-Cariofileno
21,1 152175 3,0 a-Bergamoteno
21,2 152287 1,1 NI

22,2 15251 3,6 NI

22,3 152397 4,1 a-Selineno

22,4 151799 0,7 -Bisaboleno
22,5 - 1,0 NI

22,6 174526 1,2 Acido Dodecanoico
22,8 152048 2,4 d-Cadineno

25,9 241481 2,0 Acido Tetradecanoico
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28,9 307423 71 Acido Hexadecanoico

31,1 371092 2,3 1-Eicosanol

31,2 361819 25 Acido 9,12-Octadecadienoico

31,3 366334 4.4 Acido 9-Octadecenoico
Total (%) 72,2

IR — indice de Retencdo; Tr — Tempo de Retencdo; NI — N&o Identificado.

A andlise dos caules secos de A. amazonicus seguiu a mesma metodologia
estabelecida para os caules frescos. Apds as analises do cromatograma e espectros de
massas foi possivel verificar a presencga de terpenos e outras classes de substancias na
composicdo voldtil. As substancias com maior composi¢do foram os acidos decanoico
(2,9%), 1,2-benzeno dicarboxilico (5,6%) e hexadecanoico (9,1%). Também foram
identificados os terpenos 8-cadineno (1,8%), a-longipineno (1,1%) e a- copaeno (1,3%)

(Tabela 12).

Tabela 12. ldentificagdo dos componentes dos caules secos de Ampelozizyphus
amazonicus por Headspace em microextracao de fase solida.

Tr (Min.) IR % Composicao Compostos
11.217 28047 1,92 3-Octanol
18.835 113853 2,91 Acido Decanoico
19.900 151937 1,00 NI
20.230 151783 1,47 Zingibereno
20.744 152311 1,12 a-Longipineno
21.016 152516 1,28 Biciclo[5.2.0]Jnonano
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21.125 152173 1,78 a-Bergamoteno

21.519 152543 1,97 NI

21.952 152287 1,27 a-Copaeno

22.355 152135 1,14 NI

22.766 152048 1,85 d-Cadineno

23.837 366737 1,35 Heptadecano

25.444 592031 1,61 Acido Decanodioico

25.892 241481 1,67 Acido Tetradecanoico

27.017 475991 1,12 Pentacosano

27.164 335439 1,02 Hexadecano

28.195 324690 5,59 Acido 1,2-benzeno dicarboxilico

28.896 307410 9,12 Acido Hexadecanoico

30.949 204291 2,53 Dipropil-nonan-5-ona

31.248 387347 1,28 Acido 9,12-Octadecadienoico

31.313 366302 2,57 Acido 9-Octadecenoico

31.625 370806 0,85 Acido Octadecanoico
Total (%) 52,63

IR — indice de Retencdo; Tr — Tempo de Retencdo; NI — N&o Identificado.

E possivel observar uma variacido na concentracido dos acidos presentes nos
volateis dos caules frescos e secos de A. amazonicus analisados. Essa variagdo observada
na concentracdo das substancias pode estar associada a aspectos como armazenamento,
mudanca de temperatura e degradacdo de substancias. Esta € a primeiradescricdo dos
componentes volateis dos caules de A. amazonicus. Estes resultados sdo importantes

porque evidenciam a presenca de substancias volateis nos caules frescos e secos de A.
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amazonicus, possibilitando a otimizacdo da extracdo das susbtancias atraves de seus chas,

de modo a obter maior concentracdo das sushtancias observadas.

Simulacéo Digestiva in vitro

A digestdo € um processo de desintegracdo dos alimentos pelo trato
gastrointestinal, onde os macronutrientes séo transformados em moléculas menores, a fim
de facilitar a absorcdo desses nutrientes pelo nosso organismo (Tortora & Derrickson,
2009; Ménard et al., 2014; Ding et al. 2019). A ingestdo de alimento conduz a diversas
mudanc¢as no trato gastrointestinal, pois ocorrem trés fases principais no processo
digestivo: a fase oral que ocorre na boca, a fase gastrica no estdbmago e a fase final que
ocorre no intestino (Axson et al. 2015; Pinacho et al., 2015; Ding et al. 2019). Determinar
como a ingestdo afeta as substancias dos chéas ingeridos pela populagéo para o tratamento
de doencas é fundamental para garantir uma dosagem adequada e eficaz, além de
contribuir para o entendimento do uso popular da espécie vegetal estudada.

Os ensaios in vitro realizados para a simulagéo digestiva consistem numa sucessao
de etapas que recriam o ambiente nos diferentes compartimentos do trato digestivo por
onde o alimento passa. Em cada compartimento (boca, estomago e intestino) as condi¢fes
de pH, temperatura e concentracdes enzimaticas sdo recriadas. Estes modelos sdo simples
e relativamente faceis de reproduzir, mas, no entanto, ndo sao fisiologicamente realistas
uma vez que é extremamente complicado recriar todas as condi¢cdes complexas existentes
no trato gastrointestinal, porém permitem visualizar paramentros e possiveis
comportamentos para o material testado, o que o torna eficaz (Ferreira, 2014; Axson et

al. 2015; Pinacho et al., 2015; Desrosiers & Weathers, 2016;Ding et al. 2019).

Analises por CLAE-EM do cha de Ampelozizyphus amazonicus
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Andlises por CLAE-EM do chd de A. amazonicus e simulacdo géstrica das
amostras obtidas pelos Método 1.

O cromatograma do cha de A. amazonicus (Controle) (Figura 3737), obtido por
CLAE-EM, apresenta dois sinais principais em 5,5 e 8,6 minutos, sendo que o sinal com
tempo de retencdo de 5,5 minutos tem ion molecular [M-H]- m/z 595,1687 e fragmentacdo
m/z 385 e 355 correspondente a substancia  5-allil-1-(2,3,4,-tris-O-
benzoilpentofuranosil)-2,4(1H,3H)-pirimidinediona (Pu et al. 2017), e o pico com tr 8,6
minutos tem ion molecular [M-H]- m/z 597,1840 e fragmentacbes m/z 477, 387 e 357

caracteristicas da substancia Ploretin-3’,5’-di-glucosideo (Pu, et al. 2017).
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Figura 37. Cromatograma do Cha (Controle) de Ampelozizyphus amazonicus.
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Foi possivel identificar as saponinas Jujubosideo H, Jujubosideo J, 3-O-R-L-

rhamnopiranosil-(1f2)-[(4-sulfo)-a-D-glucopiranosil-(13)]-a-D-galactopiranosil-

(20R,22R)-160,22:16R,30-diepoxidammar-24-ene-3a,20-diol e Jujubosideo B, com 0s

tempos de retencdo de 1,1 (m/z 1087,3047), 8,3 (m/z 1249,4923), 15,0 (m/z 1021,5255)

e 18,0 (m/z 1043,5502) minutos, respectivamente (Maciuk, et al., 2004; Wu et al., 2013;

Yang et al., 2013; Fu et al., 2016) (Tabela 13).
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Tabela 13. Tabela das substancias identificadas no Cha de Ampelozizyphus amazonicus.

Chéa de Ampelozizyphus amazonicus.

[M-H]- Fragmentacéo

TR [M-H]- m/z Fragmentagéo (m/z) m/z Lit. (m/z) Lit, Substancia Referéncia
23,24-

0.8 517,1105 - 517 517,473, 455,493 . . L Pu, 2017

dihidrocucurbitacina D
899,2670; 637,1619; . .

1.1 1.087,3047 449 1299 1087,5668 - Jujubosideo H Fu, 2016

1.6 685,1844 397,0748; 329,0884 - - - -

3.3 839,0000 417,1052 - - 15-Acetoxi-lotosideo 1V Bozicevic, 2017

559,1271;

45 935,3409 491,1413;300 ) ) ) )

4.8 611,1627 411 - - - -
5-allil-1-(2,3,4,-tris-O-
benzoilpentofuranosil)-

55 595,1687 - 595,1694 595, 475, 385, 355 2 4(1H,3H)- Pu, 2017

pirimidinediona

5.9 1.019,2693 - - - - -
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6.1

6.4
6.7

7.5

7.6

8.0
8.3

8.6

9.0
9.5

9.7

10.1

10.3

959,2498

599,1626
965,3310

943,3384

868,2301

597,1837

1249,4923

597,184

459,1305
1057,4717

771,2159

993,3027

1039,5297

479,1208

304,0472
621,1839
613,1780; 433,1129

647,1578;
579,1727,288,0521

743,2787; 551,2148

479,1202

745,1996,;493,1343
527,1167; 459,1305

771,2168;
523,2057;317,1976

771,2157; 659,1630;
417,1179

959,5225

1249,6188

597,1825

941, 817, 655

597, 477, 387,
357, 315

16-keto-
tetrahidroxidammar-23-
ene glicisideos

Lotosideo 11

Jujubosideo J

phloretin-3°,5’-di-
glucoside

Simen, 2016

Bozicevic, 2017

Fu, 2016

Pu, 2017
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10.5

10.9

11.3

11.6

12.4
12.9
13.3
14.2

15.0

969,3055

1057,3255

1053,5448

921,4365

747,2171
1197,5604
1137,5746

1005,5312

1021,5255

747,2171; 565,2302;
327,1083

969,3076; 729,2074;
533,0943; 335,0390

659,1235;503,0841,;
401,0786

803; 567; 499
951,;643;499

686

875,5022; 717,2025

969,515

22a-Acetoxi-christinina
A

3-O-R-L-

rhamnopiranosil-(1f2)-
[(4-sulfo)-D-
glucopiranosil-(1f3)]-D-
galactopiranosil-
(20R,22R)-
16,22:16R,30-

diepoxidammar-24-ene-

3,20-diol

Bozicevic, 2017

Maciuk, 2004
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154
15.8
16.3
16.6
16.7
16.9
17.2
17.4
17.5
17.9

18.0

18.3

18.5

1035,5413
1035,5428
1035,5423
1151,5718
1177,5696
1119,5637
1045,5256
1019,5479
987,5216
1001,5383

1043,5502

485,3295

471,3496

297
665,3914; 329,2331
1021,5599; 873,4887
989,4997
975,5435
873,486

857,4929

971,4894; 503,3391

1043

485,3269

911,749, 310.6

Jujubosideo B

Acido 3-hidroxilup-
20(29)-eno-27,28-
dioico

Wu, 2013; Yang, 2013

Simen, 2016
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Ao analisar por CLAE-EM os cromatogramas das aliquotas 01, 02 e 03 (Figura
38) foi possivel observar a presenca das substancias 5-allil-1-(2,3,4,-tris-O-
benzoilpentofuranosil)-2,4(1H,3H)-pirimidinediona (tr 5,5 min. e [M-H]- m/z 595,1665)
e Ploretin-3’,5’-di-glucosideo (tr 8,6 min. e [M-H]- m/z 597,1834), porém, em menor
concentracdo. A aliquota 01 foi obtida apds o primeiro processo digestivo, a fase oral.
Durante esse processo sdo reproduzidas as condi¢des da boca, na qual a saliva possui a
enzima amilase, que digere o amido e polissacarideos, reduzindo-os a moléculas menores.
Essa acdo pode ser a responsavel pela diminuicdo da concentracdo das substancias
mencionadas. A enzima amilase perde sua acdo em pH acido, logo sua acéo é inibida ap6s
novo condicionamento para o segundo processo de incubagdo (Pinacho etal., 2015;

Desrosiers & Weathers, 2016).

Figura 38. Cromatogramas obtidos por CLAE-EM das aliquotas 01, 02 e 03 da
simulagdo digestiva Método 01.

Aliquota 01 n
| ﬁ
| . % |
£ My Il |
f ' e ! ! o il f"f".-f*’*m ' Wll N
Aliquota 02 \
] |
I
! o b /
Ak, -:.»l\;".:. )|t\ ,\ ,ML‘{ Aeofin 2 }h /ﬁ\vd‘}}‘h | ‘J “‘\
Aliquota 03
T, u
ikl
i L
(‘ Rs 23z 5.5 HJ i Jl\-*l, ﬁ'v ‘\/'«A\P.L,hf‘w :&._‘/H“,;Q ﬂ' . ’

119



Para a segunda aliquota, os parametros foram ajustados para a simulacdo do
sistema gastrico. O suco gastrico é constituido principalmente de cido cloridrico, o que
mantém o seu pH em 2,5. Esse pH favorece a acdo da enzima pepsina, que quebra as
ligacBes quimicas entre aminoacidos e proteinas (Pinacho et al., 2015; Desrosiers &
Weathers, 2016). Essas quebras de ligaces justificam as mudancas observadas no perfil
cromatogréafico da aliquota 02, onde hd um aumento da intensidade dos picos com tr 17,0
e 18,2 minutos. O sinal com tempo de retencdo em 17,0 minutos possui ion molecular
[M-H]- m/z 1119,5630 e fragmenta¢fes com m/z 1073,927 caracteristico da perda de uma
unidade de deoxihexose, m/z 911 perda de hexose e m/z 749 caracteristicas da substancia
Jujubosideo | (Simen et al., 2016; Pu, et al., 2017). O sinal com tempo de retencdo em
18,2 minutos possui ion molecular [M-H]- m/z 1171,5266 e fragmenta¢cdes com m/z 1065
e 909 (Simen et al., 2016; Pu, et al., 2017).

Para a andlise cromatografica da aliquota 03 foram condicionados parametros do
intestino delgado. No intestino delgado ocorre a maior parte da digestdo e absorcao dos
nutrientes, isso é ocasionado devido as mudancgas no pH e a adicdo de sais biliares, o
que permite a quebra de lipideos em digestdo para a formacdo de micelas, facilitando a
absorc¢do pelo intestino (Pinacho et al., 2015; Desrosiers & Weathers, 2016). Na aliquota
03 os sinais com tempo de retencdo entre 15 e 19 minutos apresentam maior intensidade,
e a diminuicdo do pico com tempo de retencdo em 8,6 minutos o que pode ser justificado
pelas mudangas nas condig¢des de incubacao.

Essas mudancas nos perfis cromatograficos ocorrem devido ao processo
enzimético da simulacdo digestiva, que provoca uma alteracdo no perfil quimico das
substancias. Essa analise da simulacdo digestiva proporciona um melhor entendimento

do processo enzimatico que ocorre durante a ingestdo, fornecendo informagGes sobre o
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funcionamento do Chéa de A. amazonicus como uma alternativa eficaz e acessivel para a

prevencdo da malaria.

Alpinia zerumbet

Alpinia zerumbet é uma espécie da familia Zingiberaceae muito utilizada pela
populacdo por apresentar propriedades medicinais. Para essa espécie sdo descritas
diferentes acbes farmacoldgicas, como o uso no tratamento de reumatismo, doencas
gastrointestinais, efeito diurético, sedativo e hipertensivo (Abubakar et al. 2018; Da Cruz
et al. 2020; Kawai et al. 2020).

As flores, folhas e rizomas da espécie A. zerumbet tem caracteristicas aromaticas e
sdo amplamente utilizadas devido aos seus 0leos essenciais (Kawai et al. 2020). Os 6leos
essenciais de A. zerumbet possuem atividade antioxidante e sdo utilizados nas industrias
alimenticia e cosmética, como aromatizantes ou para o controle de fungos e bactérias,
além de relatos populares no auxilio do controle e regulacdo da pressao arterial
(Abubakar et al. 2018; Da Cruz et al. 2020; Kawai et al. 2020). A composi¢do quimica
do oleo essencial obtido das folhas de A. zerumbet mostrou uma variedade de
constituintes terpenoides, como terpinen-4-ol e 1,8-cineol, que apresentam atividade
vasorelaxante, efeito hipotensivo, ansiolitico e sedativo (Cruz et al. 2020). Suas folhas
sdo vendidas para a producdo de chas, como infusdo para o tratamento de hipertenséo
arterial e sintomas de ansiedade (Cruz et al. 2020). Nos extratos de A. zerumbet sdo
identificados compostos fenodlicos, flavonoides e kavalactonas (Abubakar et al. 2018;

Cruz et al. 2020; Kawai et al. 2020).
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Headspace em microextracgdo de fase solida — HS-SPME

A identificacdo dos constituintes volateis presentes nas folhas frescas e secas de
A. zerumbet coletadas no Rio de Janeiro e Brasilia foi feita a partir da comparacdo dos
espectros de massas da biblioteca do equipamento e dos dados da literatura (Adams,

2007). As substancias identificadas sdo apresentadas na Tabela 14.

Tabela 14. Identificacdo dos compostos das folhas de Alpinia zerumbet por Headspace em
microextracao de fase solida.

% Composicao

(n-wri?}.) Compostos FFDF FSDF FFRJ FSRJ
7,015 Hexanal 2,38 5,0

9,2 7-Hidroxihepteno-1 3,6 4,66
12,375 a-tujeno 1,9 1,38 11
12,63 a-pineno 0,94 0,71 0,68 0,23
14,419 Sabineno 10,02 9,25
14,504 B-pineno 7,21 1,52 0,97
15,152 1,6-Octadieno 0,6 0,35
15,179 B-mirceno 0,85
15,668 a-pineno 0,39
15,698 Felandreno 0,29 0,18
16,214 a-terpineno 2,36 3,1 0,6 0,35
16,573 p-cimeno 6,14 3,59 10,86 2,83
16,706 DI-limoneno 5,84
16,958 1,8-cineole 15,91 17,76 17,92 12,77
18,023 y-terpineno 6,30 6,31 6,36 1,91
18,341 Trans-sabineno 2,9 3,07 0,08 0,63
19,179 a-terpinoleno 1,89 2,02 0,85
19,599 Trans-sabineno 4,64 3,08
19,645 Linalool 2,75 1,19 511
20,653 Ciclo octanona 0,2 0,24
21,388 Camfora 0,18 0,84 0,13 1,95
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21,702 Citronela 0,40 2,93

22,822 1,4-terpineol 11,77 10,8 15,37 12,95
23,193 a-terpineol 1,0 1,46 1,35 2,14
26,040 Citral 0,22 1,33
26,841 Fenol 0,10 0,43 2,41
27,361 Ascaridola 0,68 0,61 1,59 0,80
28,773 Acetato de alfa terpinenil 0,31 1,83
31,226 Trans-cariofileno 4,33 4,66 1,80 4,46
31,627 a-bergamoteno 0,65 0,6 0,21 0,51
31,752 a-guaieno 0,17 0,05
32,283 a-humuleno 1,08 1,21 0,37 1,02
33,3 B-selineno 0,68 0,55 0,25 0,51
33,879 B-bisaboleno 0,49 0,53 0,22 0,39
34,410 y-gurjuneno 1,27 1,23 0,30
35,491 Nerolidol 0,4 0,91 0,54 0,52
36,293 Oxido de cariofileno 1,77 3,09 2,84 3,01
Total 92,1 81,9 76,3 67,7

Os aromas sdo misturas complexas de componentes volateis, nos quais estdo
presentes varias classes de substancias como ésteres, aldeidos, cetonas, alcoois e outros.
O aroma dos compostos naturais pode ser obtido por meio da extracdo de folhas, flores,
caules e frutos das plantas (Valduga, et al, 2010). De maneira a aperfeigoar 0 processo
de identificacdo dos componentes volateis das espécies vegetais.

As espécies coletadas no Distrito Federal e no Rio de Janeiro apresentam perfis
semelhantes, porém com algumas particularidades. Foi observada a presenca dos
monoterpenos sabineno e trans-sabineno apenas nas folhas frescas (Figura 39) e secas
(Figura 40) coletadas em Brasilia. O monoterpeno sabineno estava presente nas folhas
frescas e secas de A. zerumbet na composicdo de 10,02% e 9,25%, respectivamente, e 0

trans-sabineno em 4,64% e 3,08%, respectivamente.
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Figura 39. Cromatograma dos constituintes volateis obtidos das folhas frescas de

Alpinia zerumbet coletadas em Brasilia por Headspace em microextracéo de fase solida.
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Figura 40. Cromatograma dos constituintes volateis obtidos das folhas secas de Alpinia
zerumbet coletadas em Brasilia por Headspace em microextracdo de fase sélida.
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Estudo demonstram que o sabineno possui propriedades antiinflamtorias,
antifangica, antimicrobiana, antioxidante e antibacteriana, podendo a sua presenca na
composicao da espécie vegetal estar associada a possiveis ataques de predadores naturais
da espécie, ou ainda a acdo de fungos ou bactérias (Cao et al. 2017; Kuraya et al. 2017,
Ghareeb et al. 2018; Cruz et al, 2020; Souissi et al. 2020). O monoterpeno p- cimeno foi
uma das substancias presentes em todas as amostras das folhas de A. zerumbet analisadas,
incluindo os diferentes locais de coleta. O p-cimeno foi uma das substancias majoritarias
na composi¢do dos aromas da espécie com porcentagem de 6,14% e 3,59% para as folhas

frescas e secas coletadas no Distrito Federal, respectivamente.

125



Para a espécie coletada no Rio de Janeiro o p-cimeno representa 10,86%, nas
folhas frescas (Figura 41) e 2,83% nas folhas secas (Figura 42). As substancias presentes
nos constituintes volateis que podem estar mais associadas as propriedades
farmacoldgicas da espécie vegetal sdo os terpenos 1,8 cineole e 1,4-terpineol, que estdo
presentes em altas concentracbes em todas as amostras analisadas, e possuem
propriedades antimicrobiana e antifungicas relatadas (Kuraya et al. 2017; Ghareeb et al.
2018; Cruz et al, 2020).

Figura 41. Cromatograma dos constituintes volateis obtidos das folhas frescas de Alpinia
zerumbet coletadas no Rio de Janeiro por Headspace em microextracdo de fase solida.
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Figura 42. Cromatograma dos constituintes volateis obtidos das folhas secas de Alpinia

zerumbet coletadas no Rio de Janeiro por Headspace em microextracdo de fase solida.
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CAPITULO III
Bioensaios frente as larvas e adultos de
Aedes aegypti
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INTRODUCAO

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) indicou que doencas transmitidas por
vetores, como a dengue, febre amarela, malaria, esquistossomose, leishmaniose e doenca
de Chagas, representam mais de 17% das doencas infecciosas no mundo, causando mais
de 700 mil mortes por ano (Ministério da Saude, 2018). A dengue nas Américas atingiu
0 maior numero de casos ja registrado, com mais de 2,7 milhGes de casos, incluindo
22.127 casos graves e 1.206 mortes notificadas até o final de outubro de 2019, conforme
nova atualizacdo epidemioldgica da Organizacdo Pan-Americana da Saude (OPAS,
2019).

Os principais vetores das arboviroses pertencem ao género Aedes, onde podemos
destacar as espécies Aedes aegypti e Aedes albopictus (Lopez-Latorre & Neira, 2016;
Dias et al., 2018; Giatropoulos et al., 2018). Nas regides tropicais e subtropicais o
principal vetor das arboviroses tem sido o Aedes aegypti, pois se encontra nos cinco
continentes, tendo maior representacdo nos continentes africano, asiatico e americano
(Lopez-Latorre & Neira, 2016; Kraemer, et al. 2019). No Brasil, 0 A. aegypti esta presente
nos 26 Estados e no Distrito Federal (OMS, 2018). As principais doencas transmitidas
por esse mosquito sdo Febre Amarela, Dengue, Chikungunya e Zika (Londono-Renteria
et al., 2016; Lopez-Latorre & Neira, 2016; Kraemer, et al. 2019).

Para o controle desse vetor sdo utilizadas medidas para eliminar seus focos de
criacdo, atraves de drenagem e instalacdo de telas em portas e janelas, controle quimico,
controle bioldgico, ou ainda, agentes patdgenos como fungos e bactérias (Weeratunga et
al., 2017). O controle quimico € uma das metodologias mais adotadas para o controle de
vetores em Saude Publica. O primeiro inseticida de efeito prolongado, ou propriedade
residual, foi o dicloro-difenil-tricloroetano (DDT). Os outros compostos pertencem,

principalmente, aos grupos dos organofosforados, carbamatos ou piretrdides. Todos
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esses grupos atuam sobre o sistema nervoso central dos insetos e tém sido usados nos
programas de controle de doencas transmitidas por vetores (Weeratunga et al., 2017).
Um método alternativo para o controle desses vetores € o uso de plantas como
inseticidas naturais, minimizando os efeitos colaterais provocados pelos inseticidas
quimicos, como a contaminacdo de solos e rios, danos aos trabalhadores, como
intoxicacdo ou inflamagbes na pele, e podendo ser efetivos desde a fase larval do
mosquito (Cheng et al 2009; Zu et al., 2010; Deb et al., 2011; Jayakumar et al 2012;
Elshafie et al., 2017; Elshafie & Camele 2017; Weeratunga et al., 2017; Fikry et al., 2019;
Sheng et al 2020). Dias & Moraes (2014) descrevem varios estudos envolvendo a
atividade de extratos de plantas para o controle de Ae. aegypti, como espécies
pertencentes as familias Annonaceae, Apocynaceae, Asteraceae, Myrtaceae, Pinacea,

Piperaceae, Poaceae, Rutaceae, and Zingiberaceae, entre outras.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os Oleos essenciais das seis espécies vegetais foram testados contra as larvas e
adultos de Ae. aegypti, no Laboratério de Malaria e Dengue, no Instituto Nacional de
Pesquisas da Amazonia - INPA, sobre orientacéo do professor Dr. Wanderli Pedro Tadei

e com o auxilio do doutorando Leandro Pereira Franca.

Teste Larvicida

Os valores obtidos para CLsg e CLgo dos 6leos essenciais apds 24 e 48 horas de
aplicacdo estdo na Tabela 15. Todos os Oleos essenciais testados foram considerados
altamente ativos, de acordo com paramentros da literatura, pois apresentaram

concentragdes de CLso abaixo de 50 pg/mL para 24 e 48 horas (Cheng, et. al. 2003;
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Dias & Moraes, 2013). Ndo houve mortalidade para os controles negativos (DMSO e

H20).
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Tabela 15. Valores das CLso e CLgo dos dleos essenciais contra larvas de Aedes aegypti.

24 h 48 h

Especies CLso(ug/mL) _ CLso (ng/mL) CLso(ug/mL) _ CLso (ug/mL)

Vegetais 50 (Hg 2 (g Slope X2 20 (H % tH Slope X2
(95% LC)t (95% LC)' (95% LC)t (95% LC)

Blepharocalyx 38,9 53,2 9,397 81,521 36,1 46,5 11,639 217,68

SP- (36,6 -41,4) (48,6 —62,5) (325-39,4) (42,0 -58,2)

Bocageopsis sp. 40,8 71,5 5260 150,81 39,4 68,7 5,307 133,20
(351-51,3) (554 —127,0) (343-47,8) (54,4 111,6)

Endlicheria sp. 43,0 52,8 14,4 86,9 42,9 54,7 12,145 1055
(41,1-454)  (49,3-59,7) (40,6 —46,0) (50,0 64,7)

Origanum 37.5 47.4 12.685 241.84 37.1 47.6 11.901 105.49

vulgare (34.7-403)  (43.5-56.1) (35.3-38.9)  (44.6-52.6)

Virola sp. 36,6 52,8 8,040 83,719 36,3 52,3 8,052 87,317
(34,0-39,4)  (47,6-62,1) (33,1-39,2)  (47,1-61,7)

Thymus vulgaris 38.9 46.5 16.692  16.266 37.7 46.5 14.178 455.18
(38.4-395)  (455-47.7) (33.6-41.7)  (41.9-62.2)

T Limites de confianca de 95%.
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A Concentracdo Letal Mediana (CLso) obtida qualifica os 6leos essenciais como agentes
larvicidas em potencial, pois, segundo Cheng (2003), consideram-se bons agentes larvicidas as
substancias com valor de CLso menor que 100 pg/ mL, e substancias de alta atividade aquelas
com CLsgmenor que 50 ug/mL (Cheng, et. al. 2003; Dias & Moraes, 2013; Gomes et al. 2016).
Todos os Oleos essenciais testados apresentam valores de concentragdo letal <50 pg/mL,

mostrando-se promissores para a acdo larvicida.

O 6leo essencial da espécie Virola sp. destaca-se por apresentar os menores valores de CLso
36,6 pg/mL e 36,3 pg/mL, para 24 e 48 horas, respectivamente. Atividade essa que pode estar
associada a composi¢do quimica do 6leo essencial dessa espécie. Substancias como f3- selineno
e trans-cariofileno, presentes em alta concentracdes nos 6leos de Virola sp. (40,7% e 17,84%,
respectivamente) ja possuem atividades relatadas contra as larvas de Ae. aegypti e outros insetos
do género (Huang et al., 2020; Mesquita et al., 2020; Nunomura et al., 2020). O sesquiterpeno [3-
selineno possui relato de CLso 136,03 pg/mL e 151,74 pg/mL contra as larvas de Ae. aegypti e
Ae. albopictus, respectivamente (Huang et al., 2020). Mesquita et al., (2020) relatam valores de
CLso para algumas espécies do género Virola; V. calophylla (CLso 179,6 pg/mL), V. multinervia
(CLs0 200,5 pg/mL) e V. pavonis (CLso 185,1 ug/mL) e para fragdo rica em - selineno valores
acima de 350 pg/mL, baixa agdo larvicida quando comparado com relatos da literatura para o
sesquiterpeno isolado. Essa baixa atividade pode indicar uma acgdo sinérgica provocada pelos
outros constituintes do 6leo essencial.

As especies vegetais O. vulgare e T. vulgaris mostraram atividade com valores de CLsg
37,5 ng/ mL e 38,9 pg/ mL, respectivamente, para o intervalo de 24 horas. Alguns estudos das
espécies do género Origanum apresentam alta atividade contra as larvas de Ae. albopictus
(Giatropoulos et al., 2018) e seus principais componentes, carvacrol e 4-terpineol apresentam
atividade contra as larvas dos vetores da malaria, Anopheles stephensi e Anopheles subpictus, o

carvacrol com CLsp 21,15 e 24,06 pg/mL e o 4-terpineol com CLso 43,27 e 47,73 pg/mL,
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respectivamente (Govindarajan et al., 2016; Giatropoulos et al., 2018). O dleo essencial de T.
vulgaris apresenta alta atividade contra as larvas de Ae. aegypti com uma concentracdo letal
média de 38,90 pg/mL. Quando testado contras larvas de Ae. albopictus o 6leo essencial de T.
vulgaris apresenta CLso de 31,60 pg/mL, sendo thymol o seu principal constituinte quimico
(Sheng et al 2020). Estudos mostram efeito téxico significativo do timol contra as larvas de Ae.

albopictus, com CLso de 24,83 pg/mL (Govindarajan et al., 2016; Sheng et al 2020). O p- cimeno

presente no 6leo de T. vulgaris também apresenta alta atividade contra as larvas de Ae. albopictus,

com uma CLs0 46,70 pg/mL (Cheng et al., 2009; Sheng et al., 2020).

O 6leo essencial de Bocageopsis sp. apresentou baixos valores para as concentragdes letais
para 24 e 48 horas, com CLso de 40,8 pg/ mL e 39,4 ug/ mL, respectivamente. Essa atividade
pode ser associada a composi¢do quimica de seus 6leos. Os constituintes em maior concentracao
foram B-selineno (8,6%), a-selineno (9,8%) ¢ B-elemeno (28,0%), onde o Ultimo possui atividade
relatada contra as larvas de Ae. albopictus (Govindarajan et al. 2016).

A concentracdo letal mediana encontrada para os 6leos da espécie Endlicheria sp. foram
CLgo de 43,0 pg/ mL e 45,9 pg/ mL, no periodo de 24 e 48 horas, respectivamente. Como
observado na composicao quimica do 6leo essencial dessa espécie, o felandreno foi identificado
como componente principal, sendo 27,37% da composi¢do do 6leo, seguidos do trans-cariofileno
(9,76%) e B-chamigreno (9,76%). Essas substancias podem estar associadas aacao larvicida do
Oleo essencial dessa espécie, uma vez que, algumas delas ja possuem atividade contra as larvas

de Ae. aegypti relatadas na literatura (Dias & Moraes, 2013).

As concentragOes letais dos Oleos essenciais das espécies Blepharocalyx sp. (38,5
png/mL), Bocageopsis sp. (34,3 pg/mL), Endlicheria sp. (39,3 pg/mL) e Virola sp. (36,6 pg/mL)
sdo relatadas de maneira inédita para o controle de larvas de Ae. aegypti. Podemos sugerir que as
substancias que compdem os 6leos testados desempenham um papel fundamental

na toxicidade observada frente as larvas de Ae. aegypti.
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Os ensaios larvicidas realizados para os extratos de A. zerumbet ndo indicaram a acéao
larvicida contra as larvas do mosquito Ae. aegypti. Todos os extratos testados apresentaram

valores de CLso > 500 ug/mL, sendo considerados inativos.

Teste Adulticida

Os 0leos essenciais extraidos das seis espécies vegetais foram utilizados para a avaliagdo
da atividade adulticida frente as fémeas adultas de Ae. aegypti de acordo com as diretrizes do
Centro de Controle e Prevencédo de Doencas (2012) (CDC, Centers for Disease Control and

Prevention). Apds 90 minutos de exposicao, foi possivel o calculo da concentracaoletal mediana

apresentada na Tabela 16.

Tabela 16. Valores das CLsoe CLgo dos 0leos essenciais para a atividade adulticida de Aedes aegypti.

90 min
Espécies vegetais L Cso (Hg/mL) LCoo (ug/mL) Slope s
(95% CL)* (95% CL)*
Blepharocalyx sp. 15,2 (13,5 - 16,9) 29,8 (25,6 — 37,1) 4,372 16,357
Bocageopsis sp. 12,5 (11,6 — 13,3) 17,1 (15,7 - 19,3) 9,258 5911
Endlicheria sp. 14,2 (13,2 - 15,3) 20,8 (19,0 — 23,7) 7,730 13,533
Origanum vulgare 13,3 (11,9 -14,9) 27,4 (23,6 — 33,9) 4,125 21,321
Virola sp. 12,7 (11,3 -14,0) 22,3 (19,4 -27,3) 5,243 17,915
Thymus vulgaris 12,8 (11,7 - 13,9) 25,0 (22,2 - 29,3) 4,384 7,070

T Limite de confinga de 95%.

Todos os 6leos essenciais testados demonstram-se fortemente ativos contra os adultos

de Ae. aegypti, visto que apresentam concentracOes de letalidade abaixo de 50 pg/mL (Cheng,

et. al. 2003; Dias & Moraes, 2013; Gomes et al. 2016).
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Destacam-se as espécies Bocageopsis sp., Virola sp. e T. vulgaris, pois apresentam CLsg
de 12,5 pg/mL, 12,7 pg/mL e 12,8 pg/mL, respectivamente, sendo considerados 6leos com alta
atividade adulticida, com CLso < 50 pg/mL (Cheng, et. al. 2003; Dias & Moraes, 2013; Gomes
et al. 2016).

A acdo adulticida dos 6leos essenciais dessas espécies pode ser atribuida as substancias
majoritarias desses 6leos, como o trans-cariofileno, B-elemeno, timol, 8-cadineno e felandreno.
O terpeno trans-cariofileno possui capacidade de inibicdo da enzima acetilcolinesterase, enzima
responsavel pela degradacédo do neurotransmissor acetilcolina. Quando essa enzima éinibida, impede
a interrupcdo da propagacdo de impulsos nervosos, causando um processo de paralisia que pode
ocasionar a morte do inseto (Cabrini, 2013). O sesquiterpeno trans-cariofileno esta presente na
composi¢do quimica de todos os 6leos essenciais analisados. Para o0 6leo de T. vulgaris testado essa
alta atividade pode estar associada ao composto principal do seu 6leo, o timol (40,0%). Estudos
apontam efeito tdxico significativo do timol contra as larvas de Ae. albopictus e Ae. aegypti com
CLso 24,83 pg/mL e 58,00 pg/mL, respectivamente (Govindarajan et al., 2016; Sheng et al
2020).

Para as espécies Blepharocalyx sp. e Bocageopsis sp. ndo sdo encontrados na literatura
dados que relatem testes adulticidas contra Ae. aegypti, 0 que reforca a importancia do estudo
da atividade e composi¢do quimica desses 6leos essenciais para o controle vetores.

Os resultados do presente trabalho demonstram o potencial dos 6leos essenciais dessas
especies no controle de Ae. aegypti, tanto nos estagios de larvas como adultos. A analise da
atividade inseticida de Oleos essenciais é de extrema importancia na descoberta de novas
moléculas, e para a producdo de produtos alternativos que ndo causam danos ao ambiente

(Bakkali et al., 2008; Dias & Moraes, 2013; Gomes et al. 2016).
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Acéo Repelente

Os oleos essenciais de O. vulgare e T. vulgaris apresentam uma taxa de repeléncia
significativa, com valores que variaram de 8,89% a 37,78% para os 6leos de O. vulgare e
4,44% a 68,89% para os Oleos de T. vulgaris. Foram testadas as concentra¢es 0,01%, 0,1%,
0,5%, 1,0%, 2,5% e 5,0% para cada 6leo em um intervalo de 30 minutos. Os valores de escapes
sdo baseados no numero de fugas dos mosquitos ao longo dos 30 minutos do teste, sendo

observada essa acdo a cada 1 minuto (Tabela 17) (Govindarajan et al., 2016; Nararak et al., 2019).

Tabela 17. Atividade repelente dos 6leos esséncias de Origanum vulgare e Thymus vulgaris
contra Aedes aegypti.

Espécie vegetal Concentracéao (%) Na % Escape’
0.01 45 17.8
0.1 45 35.6
0.5 45 37.8

Origanum vulgare
1.0 45 37.8
2.5 45 26.7
5.0 45 8.9
0.01 45 28.9
0.1 45 66.7
0.5 45 68.9

Thymus vulgaris
1.0 45 20.0
2.5 45 6.7
5.0 45 4.4
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DEET 6.7 45 73.3

a NUmero total de insetos; T Taxa de escape ajustada com a formula de Abbott.

Os 6leos de O. vulgare demonstram uma agdo repelente moderada com valores entre
8,89% e 37,78% de escape, sendo observada o maior percentual de escape (37,78%) para duas
concentragdes distintas (0,5% e 1,0%), podendo indicar uma agéo de paralisia do mosquito (efeito
Knockdown) impossibilitando seu escape. As porcentagens de escape para os 6leos de T.vulgaris
sdo mais elevadas, variando entre 4,44% e 68,89%. As concentracfes 0,1% e 0,5% s&oas mais

ativas, com porcentagem de escape de 66,67% e 68,89%, respectivamente.

Estudos apontam a acao repelente de terpenos comuns em 6leos essenciais, como o 6xido
de B-cariofileno que apresenta acéo repelente com variada porcentagem de escape entre 22% a
59% (Nararak et al., 2019) ou ainda o linalool com uma acéo que varia entre 48,13% e 77,5 %
de escape para os adultos de Ae. aegypti (Estrada et al., 2019). Estudos realizados com timol e
carvacrol demonstram alta atividade repelente contra os adultos de Ae. albopictus,sendo o
carvacrol com excelentes resultados de repeléncia em baixas concentracdes 0,04 mg/cm?
(Giatropoulos et al., 2018). A acdo repelente significativa dos 6leos essenciais de O. vulgare e T.
vulgaris pode estar associada a presenca do carvacrol e timol na composicdo de seus 6leos em
altas concentracdes, visto que, compostos oxigenados desempenham papel significativo na acdo

repelente dos terpenos contra mosquitos (Costa et al., 2017).

Estudo morfoldgico

A morfologia das larvas de Ae. aegypti foi observada ap6s 24 horas de exposi¢do aos
Oleos essenciais de O. vulgare e T. vulgaris para CLeo (46,6 € 46,5 pg/mL, respectivamente). Este
procedimento, foi executado seguindo metodologia aplicada nos ensaios larvicidas, conforme
OMS (2005). O estudo estereomicroscopio das larvas demonstrou alterages fisioldgicas apos

0 tratamento com ambos os 6leos e com temefos, controle positivo e controle negativo (Figura
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43). As larvas tratadas com os 6leos de O. vulgare (Figura 43A) e T. vulgaris (Figura 43B),
evidenciaram alteracfes morfologicas, com o escurecimento da regido do térax e de alguns
segmentos abdominais (Figura 43A e 43B). Nessa regido, ambas as larvas testadas com os 6leos
apresentam uma curva no abddémen, contudo, a tratada com T. vulgaris apresentou um
encurtamento mais pronunciada do abdémen em relacdo aquela tratada com O. vulgare.
Contrario ao observado para as larvas tratadas com os 6Oleos essenciais, as larvas- controle
testadas com a solugdo de DMSO 1,0%, apresentam um aspecto alongado e uniforme, com siféo
respiratorio curto e tubular e com grande numero de cerdas bem definidas nasuperficie do corpo,
mostrando a fisiologia bem delimitada e sem alteracdes visiveis (Figura 43C) (Borges et al.,
2004). As larvas tratadas com o controle temephos (Figura 43D) demonstraram uma
desregulacdo no abddmen, coloracdo esbranquicada no tubo digestivo, comportamento
compativel com o descrito na literatura para o organofosoforado (Arruda et al., 2003; Borges et
al., 2004; Vasantha-Srinivasan et al., 2017; Chantawee et al., 2018). Esse escurecimento pode
ser resultado de danos as células epiteliais ou alteracbes da matriz peritréfica das larvas, e a
auséncia de epitélio subjacente nas larvas sujeitas ao tratamento como 6leo essencial, o que pode
indicar que a atividade larvicida dos 6leos provavelmente foi devida a danos na célula do intestino
de Ae. Aegypti (Arruda et al., 2003; Borges et al., 2004; Vasantha-Srinivasan et al., 2017;

Chantawee et al., 2018).

Figura 43. Fotomicrografia das larvas de Aedes aegypti tratada com o 6leo de Origanum vulgare
(A), Thymus vulgaris (B), DMSO 1,0% (C) e Temefds (D). As imagens foram obtidas em
aumento de 50x em microscopio estereoscopio, modelo binocular, Stemi 508 (fabricante Carl

Zeiss).
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Os oOleos essenciais sdo compostos por varias substancias que podem ter acbes
diferenciadas contra as larvas, como inundacéo fisica do sistema traqueal, toxicidade quimica,
interferéncia nas forcas da superficie ou acGes combinadas, podendo pormover diferentes
modos de acdo para o controle do vetor Ae. aegypti. O estudo estereomicroscopio mostra que
as concentraces testadas dos 6leos de O. vulgare e T. vulgaris provocaram danos na fisiologia
das larvas e o controle temefds exibiu danos diferenciados no segmento intestinal, conforme
relatado por Vasantha-Srinivasan et al., (2017).

Os resultados do presente trabalho demonstram o potencial dos 6leos essenciais dessas
espécies no controle de A. aegypti, tanto nos estagios de larvas como adultos. A analise da
atividade inseticida de Oleos essenciais € de extrema importancia na descoberta de novas
moléculas, e para a producdo de produtos alternativos para o controle de pragas e insetos, e que

ndo causam danos ao ambiente (Bakkali et al., 2008; Dias & Moraes, 2013).
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4. CONCLUSAO

As espécies desse projeto obtidas no estado do Amazonas, Ampelozizyphus amazonicus,
Alpinia zerumbet, Blepharocalyx sp., Endlicheria sp., Virola sp., Bocageopsis sp., Origanum
vulgare e Thymus vulgaris, podem ser encontradas na Amazonia e em outras regides do Brasil.
Possuem ampla utilizacdo na medicina popular e apresentam diversas classes de metabolitos
secundarios na constitui¢cdo quimica de suas partes vegetativas.

O estudo cromatografico do cha da espécie A. amazonicus possibilitou a identificacdo
das saponinas jujubosideo H, jujubosideo J, 3-O-R-L-rhamnopiranosil-(1f2)-[(4-sulfo)-a-D-
glucopiranosil-(1p)]-a-D-galactopiranosil-(20R,22R)-16a,22:16R,30diepoxidammar-24-ene-
30,20-diol e jujubosideo B, classe de metabdlitos muito comum em espécies do género.

Os valores obtidos para a atividade antioxidante dos extratos de A. amazonicus foram
relativamente baixos, indicando pouca atividade, sugerindo baixa capacidade de sequestro do
radical pelas substancias presentes no extrato. Os extratos com os melhores valores de atividade
antioxidantes foram EMGF e o EMGG, com CSg 119,06 + 0,62 pg/mL e 125,03 + 0,68
pg/mL, respectivamente. Para o teste com Artemia salina, os extratos CGGM1 e CGGM2 com
as concentracOes de 125,8 e 198,0 pug/mL, respectivamente, foram considerados moderadamente
ativos. A simulacéo digestiva in vitro realizada com os Chas de A. amazonicus permitiram um
melhor entendimento das possiveis reacGes enzimaticas ocorridas no tratogastrointestinal apos
ingestdo do cha. Esse estudo permitiu a observacdo de alteracdes na composi¢cdo quimica do cha
de A. amazonicus, podendo a essas ser associada a agdo farmacoldgica dessa espécie, o que indica
a necessidade da continuidade de estudos relacionados a espécie.

As analises dos volateis da espécie A. zerumbet obtidos atraves da técnica de Headspace

indicaram os terpenos 1,8-cineol e 1,4-terpineol como substancias majoritarias para todas as
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amostras analisadas (IFFRJ, IFSRJ, IFFDF e IFSDF), como valores acima de 10% da
composicao dos volateis.

Para as espécies Blepharocalyx sp., Endlicheria sp., Virola sp., Bocageopsis sp.,
Origanum vulgare e Thymus vulgaris, foi observado que todos os 6leos essenciais das folhas
mostraram toxicidade para as larvas de Ae. aegypti. No entanto, o 6leo essencial da espécie Virola
sp. demonstrou maior eficacia para o controle de larvas desse mosquito, pois apresenta omenor
valor de concentracdo letal mediana para 24 horas, CLso 36,6 pg/mL.

Nos testes com 0s mosquitos adultos de Ae. aegypti os éleos das espécies Bocageopsis
sp. e Virola sp. apresentam satisfatoria agdo adulticida, com CLsode 12,5 pg/mL e 12,7 pg/mL,
rescpetivamente. Todos os 6leos testados foram considerados ativos, pois apresentaram CLso <
50 pg/mL.

Compostos organicos possuem diferentes componentes bioativos que podem ser
utilizados para o controle de larvas e mosquitos. Neste trabalho, tanto os dados experimentais
quanto a modelagem teérica, permitem concluir que os 6leos essenciais de O. vulgare e T.
vulgaris, com 4-terpineol, carvacrol e timol como principais componentes, possuem potencial
larvicida e adulticida para o controle de Ae. aegypti.

Novos estudos sobre preparacdo de produtos repelentes sdo necessarios para recomendar
o desenvolvimento de quimicos destes 0leos essenciais para controle de larvas e mosquitos de
insetos hematdfagos. Além disso, informacGes sobre os efeitos desses Oleos essenciais no
crescimento e reproducdo dos insetos sdo necessarios. Os resultados relatados evidenciam o
potencial dos 6leos essenciais dessas espécies para o controle de larvas e adultos de Ae. aegypti,
o que reforca a importancia do estudo da atividade e composi¢do quimica desses 0leos essenciais
para o controle de vetores. O trabalho possibilitara o desenvolvimentode bioinseticidas
baseados na prospeccdo fitoquimica, que representa uma alternativa promissora na

substituicdo de inseticidas quimicos, para serem utilizados no controle destesvetores no
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ambiente amazonico.
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ABSTRACT

Alpinia =rnumbet (Zingiberaceas) is an important medicinal plant found in several countries and used in ok
medidne. The hypotensive and anxiolytic effects of the preparations made from this plant are mainly attributed
to flavonaids and Javalactones, respectively. The aim of this shaly was to compare infusions, hydroalamhal
extracts and tinctures obtained with fresh and dried leaves of A. zeumbet callected in two Brazilian ciies Rio de
Janeir/RJ and Brasilia/DF. Calarimetric methods were wsed © evaluate the antiaxidant activity, total phenolic
and total flavonokl contents of the extracts. The flvonoils and dihydro-5 6 -dehy drakavain (DDK) contents were

anmalyzed by HPLC-DAD and the volatile compounds were evah d by headsp solid phase extraction (SPE)
followed by GC-MS analyses, which ahneuluxed the m:poln fractions. The fresh and dried Jeaves from bath
Brazilian cities contain high of fi with idant activity. The 80 % hydroakohol extract

prepared with fresh leaves collected in Brasilia exhibited he highest antaxidant activity by the phosphomo-
Iybdenum and DPPH methods. HPLC analyses of éhe infusions prepared with fresh leaves milleced in Rio de
Janeiro showed the highest DDK content, 6.63mg/g of e extract. The GC-MS analyses of the nonpalar frac.
tians from he aqueous extracts, from both cities, showed the presence of two major substances, the kavalactones
DDK and 5§ 6 dehydrokavain. The evaluation of the lass of valatile substances by hexdspace SPE showed that
even after a storage time of 30 days, there were stll valatile substances in the dried plant material from both

cities. In addition, the Joss of terpi 4.al and y-terpi from the fresh kaves was very low, showing the slow
release of these substances under the snu!md conditions. In mndwsion, this work shows that the chemical
Jardization of A. bet prey cantains ids, kaval and phenolic compounds related

to the bidlogical activities which are mmportant © mmhume the different uses of this species.
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The high incdence of dengue, chikungunya, and Zika indicates the importance of contralling the vector af
these arboviruses in the tropical and subtropical regions of the world. However, vedior contral is hindened
by pesticide resistance and the limited sworess of biocontrol programs against Aedes mosquitoes. Despite
these difficulties, the study of common plant species, inchading those with commencial valwe, can offer effec-
tive and ecological tools in the fight against mosquitoes. In the present study, the essential oils obtained from
the aerial parts of Qrigamem vulgare L and Thymees valganis L were analyzed by GC-MS and evaluated for
their larvicidal, adulticidal and repellent activities against Aedes gegypti L The main constituents of the O,
wislpare essential ail were terpinen-4-ol (17.4%] carvacrol [16.0%) and thymol [ 104X}, and the main constitu-
ents of the T. vuigoris essential oil were thymol [40.0%0), p-cymene (19.3%) and j~terpinene (17.3%) Bath
essential oils were taxic te Ae. oegyph larvae with LG, values of 375 pgiml for 0. valgare and 389 pgiml
fior T. vuigors. For adult mosquitoes, the L., values were 143 and 11.7 pg/ml, respectively. The essential
oils of (& vulgare and T. vulgaris showed a significant repellency effect. with values ranging from 8.9% o 37 8%
and 4.4% to 68 9%, respectively. In addition, morphological differences between larvae treated with the EOs
and the control group were evidenced by optical microscopy. Thus, the results suggest that the essential oils
of O vuigore and T. vulgoris have potential use as an ecofriendly source o develop new insscticides for the
contral of Ae. asgypti.

© 2021 SAAR. Published by Elsevier BV, All rights reserved.
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