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RESUMO

“Atividade larvicida sobre Aedes aegypti L. (Culicidae) e composicio quimica do dleo
essencial de partes aéreas de Baccharis trimera (Less) D.C.” As doengas transmitidas por
mosquitos ainda persistem como importante problema de saide mundial. Aedes aegypti ¢ um
dos principais vetores de doencas transmitidas por mosquitos, a exemplo da Febre Amarela,
Dengue, Zika, Chikungunya; arboviroses que podem levar ao choque hemorrigico,
malformacdes embriondrias, doencas articulares e Obito. Desse modo, uma das formas
preconizadas pela Organizacdo Mundial de Saude para controle das arboviroses € o combate
ao vetor, 0 mosquito Aedes aegypti. H4 uma tendéncia a busca por produtos naturais que
possam ser utilizados como potenciais larvicidas e inseticidas. Nesse contexto, o objetivo
deste trabalho foi avaliar a composi¢do quimica do 6leo essencial de Baccharis trimera (Less)
DC e verificar se este apresenta atividade contra larvas do vetor Aedes aegypti e avaliar a
seguranca do produto por meio de testes de toxicidade frente organismos nao alvos. O
material vegetal foi obtido do Centro Pluridisciplinar de Pesquisas de Quimicas, Bioldgicas e
Agricolas — CPQBA da Universidade Estadual de Campinas — UNICAMP. Uma amostra foi
enviada ao Herbdrio da Universidade Federal do Maranhao, para confirmacao da espécie. O
Oleo essencial foi extraido por hidrodestilagdo e a identificagdo dos compostos quimicos foi
obtida por Cromatografia Gasosa acoplada a Espectometria de Massas. Foi possivel
identificar 90% das substancias presentes no 6leo essencial em estudo, sendo 10% composto
por monoterpenos hidrocarbonados, 14% de monoterpenos oxigenados, 24% de
sesquiterpenos oxigenados e 45% de sesquiterpenos hidrocarbonados. O dleo essencial neste
estudo teve como compostos majoritdrios o espatulenol (18,45%), 6xido de cariofileno
(15,24%) e e-cariofileno (9,18%). A avaliacdo da atividade larvicida foi realizada para os
quatro estagios larvais (L1, L2, L3, [4) em seis concentracdes. Testes de citotoxicidade frente
Artemia salina e Danio rerio foram realizados e calculadas as respectivas CL’sso. Considera-
se que o Oleo essencial de Baccharis trimera é efetivo contra larvas do 1° ao 4° estagio de
Aedes aegypti, obteve-se CL’sso equivalentes a 38,8; 55,8; 89,7; 171,8 ug/mL para 1°, 2°,3°¢e
4° estagio, respectivamente. O Gleo pode ser considerado téxico para Danio rerio, entretanto

mostrou-se atoxico ou de baixa toxicidade em ensaio de toxicidade frente Artemia salina.

Palavras-chave: Toxicidade; 6leos  voldteis;  terpenos;  pontencial larvicida



ABSTRACT

"Larvicidal activity on Aedes aegypti L. (Culicidae) and chemical composition of the
essential oil of aerial parts of Baccharis trimera (Less) D.C." Mosquito-borne diseases still
persist as an important global health problem. Aedes aegypti is one of the main vectors of
diseases transmitted by mosquitoes, such as Yellow Fever, Dengue, Zika, Chikungunya;
arboviruses that can lead to hemorrhagic shock, embryonic malformations, joint diseases and
death Thus, one of the ways recommended by the World Health Organization for the control
of arboviruses is the vector control, the mosquito Aedes aegypti. In this sense, there is a
tendency to search for natural products that can be used as potential larvicides and
insecticides. In this context, the objective of this work was to evaluate the chemical
composition of Baccharis trimera (Less) DC and to verify if it presents activity against larvae
of the Aedes aegypti vector and evaluate the toxicity of the product against non-target
organizations. Plant material was obtained from the Multidisciplinary Center for Chemical,
Biological and Agricultural Research - CPQBA of the State University of Campinas -
UNICAMP. A sample was sent to the Herbarium of the Federal University of Maranhdo, to
confirm the species. The essential oil was extracted by hydrodistillation and the identification
of the chemical compounds was obtained by Gas Chromatography coupled to Mass
Spectrometry. It was possible to identify 90% of the substances present in the essential oil
under study, being 10% composed of hydrocarbon monoterpenes, 14% of oxygenated
monoterpenes, 24% of oxygenated sesquiterpenes and 45% of hydrocarbon sesquiterpenes.
The essential oil in this study had as its major compounds spatulenol (18.45%), caryophyllene
oxide (15.24%) and e-caryophyllene (9.18%). The evaluation of larvicidal activity was
performed for the four larval stages (L1, L2, L3, L4) at six concentrations. Cytotoxicity tests
against Artemia salina and Danio rerio were performed and the respective LC'sso were
calculated. It is considered that the essential oil of Baccharis trimera is effective against
larvae between the 1st and 4th stage of Aedes aegypti, it was obtained LC'sso equivalent to
38.8; 55.8; 89.7; 171.8 pg / mL for 1st, 2nd, 3rd and 4th stages, respectively. The oil may be
considered toxic for Danio rerio, however it was non-toxic or of low toxicity in a toxicity test
against Artemia salina.

Key words: Toxicity; volatile oils; terpenes; potenticial larvicide
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1. INTRODUCAO

Os mosquitos tem protagonizado o cendrio atual da saide devido o forte impacto sobre
a mortalidade e morbidade humana que as doencas por eles transmitidas tem causado. Este
fato pode ser observado principalmente em regides tropicias e subtropicais. Sendo Anopheles,
Aedes e Culex os gé€neros que mais se destacam por serem vetores responsdveis por doengas
importantes e persistentes como maldria, dengue e filariose, respectivamente
(GOVINDARAIJAN et al., 2016).

Acredita-se que o mosquito Aedes aegypti Lianneus 1762 tenha origem no Egito, se
adaptou bem as diversas alteracOes antrOpicas e teve a capacidade de se dispersar pelas
regides dos tropicos e subtropicos juntamente com o homem, onde encontrou boas condicdes
para sobrevivéncia (CONSOLI; OLIVEIRA, 1994). No Brasil, a introdu¢do do mosquito
aconteceu, provavelmente, no periodo colonial (CONSOLI; OLIVEIRA, 1994; FORATTINE,
2002). No municipio de Sdo Luis, a presenca de A. aegypti foi detectada em 1969 (BRASIL,
2001) e somente em 1996 foi registrada a primeira epidemia de dengue neste municipio, com
a notificacdo de 4.641 casos, causados pelo sorotipo DENV-1 (VASCONCELOS et al., 1999).

Segundo a Organizacdo Mundial de Satde (2016), a dengue é a doenca mais
importante transmitida por mosquitos, é também a de mais répida propagacdo e endémica em
mais de 100 paises, tornando vulnerdvel cerca de 40% da populagdo mundial (WHO, 2016).

Em 2017 foram registrados 251.711 casos provaveis de dengue no Brasil; em 2018,
até a semana 25 (31/12/2017 a 23/06/2018) ja foram registrados 171.582 casos provéveis. Ha
uma incidéncia de 86,6 casos/100 mil habitantes. A alta incidéncia da doenca se deve a grande
dispersdo de A. aegypti, principal vetor da dengue, considerando que as condigcdes
socioambientais para a proliferacdo deste inseto sdo favordveis em nosso pais (BRASIL,
2018).

Além da dengue, o mosquito A. aegypti também € responsavel pela transmissdo de
outras viroses prevalentes em paises tropicais, a exemplo da febre amarela, febre
Chikungunya (CHIKV) e o Zika virus (ZIKV) considerados graves problemas de saude
publica no panorama mundial e nacional (WHO, 2012).

A ocorréncia das arboviroses € crescente tanto no Brasil como em outros paises
tropicais e, apesar dos programas de controle com altos financiamentos, ainda é considerada
pela Organizacdo Mundial de Saide uma doenga negligenciada. Necessita-se, portanto, de
investimentos em pesquisas direcionadas a reducdo da morbimortalidade da doenca e, ao
desenvolvimento de novas tecnologias e metodologias para o combate de A. aegypti, uma vez

até entdo dispde-se apenas de vacina no controle da Dengue, que apresenta limitacdes,
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podendo levar ao aumento da incidéncia da infeccdo mais grave em locais de baixa
transmissdo, e assim, aumentar o numero de hospitalizagdes. No caso de locais com
moderada incidéncia, aumenta os riscos de infec¢do por Dengue para pacientes vacinados
quando soronegativos. A vacina é licenciada em poucos paises, € no Brasil ainda ndo faz parte
do calenddrio de vacinagdo, sendo assim a principal forma de combate a Dengue e demais
arboviroses estd no combate ao vetor (TAUIL, 2006, WHO 2012; MARCOS, 2016;
FERGUSON et al., 2016).

Em relacdo ao combate desse mosquito, sdo poucos os larvicidas convencionais
disponiveis para uso em politicas de sadde, além disso, o aumento da resisténcia dos vetores
aos inseticidas tem demonstrado a necessidade de aplicacdo de dosagens cada vez mais
elevadas para obter-se eficdcia no combate aos insetos (BRAGA et al., 2007). A resisténcia
destes pode ser contornada, ainda que temporariamente, com a formulacdo de produtos a
partir de plantas, uma vez que sdo constituidas por diversas substidncias que podem atuar
sinergicamente, dificultando os mecanismos envolvidos no aumento da resisténcia. Somado a
i1sso, os metabdlitos de espécies vegetais sdo fontes naturais de constituintes inseticidas e
antimicrobianos, justificavel pela sua co-evolucdo com os insetos e microrganismos, tendo
dentre suas funcdes fisioldgicas a protecdo e defesa quimica contra o ataque de patdgenos
(PINTO et al., 2002; BRAZ FILHO, 2010).

O uso de inseticidas de origem vegetal tem aumentado nas dltimas décadas devido a boa
atividade que os compostos tem apresentado e devido a nao dispersdo de residuos t6xicos no
meio ambiente € nem um potencial efeito de acumulacdo (GHRAMH et al., 2018).

O uso de biomoléculas para controle dos insetos e larvas tem sido realizados em muitos
estudos com alguns resultados satisfatorios e como alternativas promissoras (SUGUMAR et
al., 2014), a exemplo de produtos a base de dleos essenciais que tem sido desenvolvidos como
potencial larvicida. (GHOSH et al., 2013).

O género Baccharis tem sido amplamente estudado desde o inicio do Século XX e, em
relacdo a composi¢do quimica, ja foram isolados mais de 150 compostos, sendo os mais
frequentes os flavondides e os terpendides, como monoterpenos, sesquiterpenos e triterpenos
(VERDI et al., 2005).

A espécie Baccharis trimera, popularmente chamada de carqueja, estd entre as 71
plantas medicinais de interesse do Sistema Unico de Satide, com monografia descrita na
Farmacopéia Brasileira (BRASIL, 2010). Extratos de plantas do género Baccharis ja
demonstraram sua atividade antiftingica, anticancer, antimutagénica (VERDI et al., 2005).

Seu dleo essencial ja demonstrou atividade inseticida e repelente contra insetos da espécie
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Acanthoscelides obtectus (CAMPOS, 2014).

Em estudos realizados com diferentes espécies do género Baccharis para larvas de
mosquitos A. aegypti, obteve-se resultados satisfatorios para toxicidade das larvas. Desse
modo, acredita-se que o 6leo essencial das folhas de Baccharis trimera apresenta constituintes
com acgdo toxica contra larvas do mosquito A. aegypti, podendo ser, dessa forma, uma
importante alternativa de controle de sua proliferacdo e, por conseguinte, o controle da
disseminagao de doengas.

Considerando a problematica dessas viroses no Brasil, o aumento da resisténcia de A.
aegypti aos inseticidas disponiveis e a importancia dos 6leos essenciais, este trabalho foi
desenvolvido visando avaliar o potencial larvicida do 6leo essencial das folhas de Baccharis
trimera, como forma de buscar novas alternativas para o controle da populagdo de A. aegypti

em areas com alta incidéncia de arboviroses.
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2. REFERENCIAL TEORICO
2.1 Arboviroses de interesse para a Sadde e relacionadas ao Aedes aegypti

O termo arbovirus se refere a todo e qualquer virus que possua parte de seu ciclo de
vida associado a um artrépode. Nesse sentido, os mosquitos ocupam um papel importante na
disseminagdo de doencas causadas por virus, incluindo os Flaviviruses (virus da Dengue -
DENYV, da febre amarela - YFV, virus do Nilo Ocidental — WNV, virus da zika - ZIKV); os
Alfavirus (virus chikungunya— CHIKYV, virus Sindbis - SINV); e buanyaviruses como virus
da febre do vale do Rift (RVFV) (KEAN et al., 2015).

Dentre os sintomas mais comuns as viroses associadas aos mosquitos que atingem
humanos, destacam-se: febre, dor de cabeca, alteracdo neuroldgica, vomitos, artralgia, mialgia
e artrite, sendo mais freqiientes em regides tropicais e subtropicais, devido as condi¢des ideais
para seus transmissores, os artropodes (BECKHAM et al., 2015).

Em relacdo a Dengue, pode-se destacar como sintomas associados: febre alta
acompanhada de cefaléia frontal, fadiga, dor retro-orbitaria, artralgia e erupcdo cutinea,
trombocitopenia. Em seu estado mais grave, pode ocorrer o aumento da permeabilidade
vascular acompanhada de eventos hemorrdgicos, plaquetopenia, com riscos de evoluir para
hipotensao e choque (DICK et al., 2012; MORAES et al., 2013).

Juntamente com sua versdo hemorragica, a Dengue se destacou como a virose
transmitida por mosquitos mais importante para o ambito da saide (GUBLER et al., 2011;
WHO, 2013; WHO, 2012). Segundo a Organizacao Mundial de Saide (2016), a incidéncia da
virose cresceu drasticamente nos continentes nos ultimos anos. Sdo cerca de 390 milhdes de
casos por ano, sendo que 96 milhdes apresentam manifestagdes clinicas (BHATT et al.,
2013). Quanto a sua prevaléncia, estima-se que 3,9 bilhdes de pessoas em 128 paises estdo em
risco de infeccao (WHO, 2016).

A doenga € endémica em pelo menos 100 paises entre as regides do Oriente Médio,
Africa, Asia-Pacifico e nas Américas, onde os casos aumentaram drasticamente nas Gltimas
décadas (WHO, 2011; MURRAY et al., 2013).

Acreditava-se que a virose estava relacionada a quatro sorotipos diferentes, DENV-1,
DENV-2, DENV-3, DENV-4; em 2013 foi revelada a existéncia de um quinto sorotipo,
DENV-5. A recombinacdo génica, selecdo natural e os gargalos genéticos s@o responsaveis
pelo surgimento deste novo sorotipo, que juntamente com outros tipos silvestres sdo obstaculo
para o investimento em vacina contra a Dengue (MUSTAFA et al., 2015).

O DENV-5 foi isolado no Sul da Malésia, de material biol6gico de um agricultor

internado em um hospital no ano de 2007. Em estudo de sequéncia do genoma viral, foi
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possivel identificar a presenca de um novo sorotipo, filogeneticamente diferente dos demais,
com proximidade para o DENV-2. O DENV-5 pode ser detectado em outros casos tratados
em ambulatérios do mesmo estado, o que sugere uma manifestacio leve da doenca
(MUSTAFA et al., 2015).

Dengue € apontada como uma importante causa de doenca neurolégica, juntamente
com duas outras arboviroses que se destacaram nos ultimos anos, o Chikungunya e Zika virus,
considerados agentes neuroinvasivos (WHO, 2009; BURT, 2012). Seus sintomas sio
semelhantes aos da Dengue, com énfase para erupgdes cutineas, febre aguda e desordens
neuroldgicas. As arboviroses podem estar associadas também a Sindrome de Guillain-Barré,
doenca auto-imune que causa paralisia flicida aguda ou subaguda (LEBRUN et al., 2009;
CAO-LORMEAU et al., 2016).

A infeccdo ocasionada pelo Zika foi inicialmente descrita como uma doenca febril
leve, com erup¢do cutdnea, conjuntivite, dores articulares e cefaleias; apds o surto na
Polinésia Francesa (Pacifico Sul), entre 2013 e 2014, houve a associac¢io desta com Guillain-
Barré (CAO-LORMEAU et al., 2016).

Sua epidemia foi considerada a maior ja registrada na América Latina e as evidéncias
apontam para a relacdo entre o virus e malformagdes neonatais como a microcefalia. O que
fez da infec¢do um grave problema de saide no Brasil. O surto desta rara condic¢do foi,
recentemente, associado a infeccdo por Zika no utero. Além da microcefalia, outras
manifestacdes tém sido relatadas em recém-nascidos como convulsdes, problemas de
degluticdo, problemas de audi¢do, falhas visuais (WHO, 2016; BRASIL, 2016; DREZETT et

al., 2016). A figura 1 retrata as principais areas de risco para a infec¢ao.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cao-Lormeau%20VM%5BAuthor%5D&amp;cauthor=true&amp;cauthor_uid=26948433
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MAPA MUNDI COM AREAS DE RISCO PARA ZIKA

Areados Estados Unidos Areados Estados Unidos

Estados com relatos de Zika Areas com risco para Zika

Sem conhecimento de casos de Area com risco minimo de Zika

Zika Sem conhecimento de casos de Zika

Figura 1. Mapa mundial para risco de infeccdo por Zika virus. Fonte: CDC, 2017.

J4 a infeccdo por CHIKYV, causador da Chikungunya, fora inicialmente relacionada a
um surto no sul da Tanzénia, na provincia de Tanganyca (Africa), com um quadro similar ao
da infeccdo causada por DENV, com severidade na atralgia, diferenciada por impedir o
paciente de mudar a posi¢do do corpo sem ajuda (MASON; HADDOW, 1957; VU et al,
2017). As manifestagdes articulares podem perdurar por anos, podendo se assemelhar aos
sintomas da artrite reumatéide (BOUQUILLARD et al., 2018).

Além destes, vale ressaltar também a importancia da Febre Amarela no cendrio
nacional atual. Segundo o Ministério da Sadde (2017), o Brasil vive o maior surto de febre
amarela ja observado nos tultimos anos. Esta por sua vez, é causada pelo arbovirus YFV, e
pode ser do tipo urbana, onde o homem atua como o hospedeiro disseminador da doenga e o
mosquido A. aegypti como o vetor no meio urbano. A febre amarela silvestre tem como
vetores, mosquitos do género Haemagogus e Sabethes; na Africa outras espécies de A.
participam da transmissdo, como A. africanus, A.. furcifer e A. simpson (CONSOLI,
OLIVEIRA, 1994; VASCONCELOS, 2004; BRASIL, 2017).

A doenga esteve durante muito tempo sob controle no Brasil com uso de vacinas,
tendo ocorréncia apenas em dreas da regido amazodnica e registros de pequenos surtos em

populagcdes ndo vacinadas. A preocupacdo ressurge diante do nimero de casos registrados
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principalmente nos estados da regido Sudeste, como no estados de Minas Gerais e Espirito
Santo (MONATH, 2001; ALMEIDA et al, 2012).

A febre amarela pode ser caracterizada como doenga infecciosa viral aguda, com
periodo de incubacdo de 3 a 6 dias, tendo curta duracdo (12 dias) e de varidvel gravidade, uma
vez que pode ser oligossintomdtica ou assumir forma mais severa. No ultimo caso, observam-
se ictericia, albumindria e hemorragia, associados a quadros de insuficiéncia renal e hepatica
que podem levar a morte. As formas leves da doenga podem ser detectadas por exames
especificos (VASCONCELOS, 2003; BRASIL, 2004).

A fémea do mosquito se torna um vetor destas arboviroses durante o repasto
sanguineo, ao picar uma pessoa infectada. O flavivirus, por exemplo, interage com receptores
celulares e infecta células epiteliais do intestino médio por onde passam por um processo de
maturacdo e entdo se dispersam para células de orglos-alvos secunddrios, as glandulas

salivares (WOODRING, 1996; BLACK et al.,2002).

2.2 Aspectos sobre o vetor Aedes aegypti
A. aegypti é uma espécie pertencente a familia Culicidae, subfamilia Culicinae e
subgénero Stegomyia, € considerado um mosquito cosmopolita de regides tropicais e
subtropicais. Sendo uma espécie de mosquito nativa da Africa e atualmente distribuido em
todo o mundo (Figura 2) (KRAEMER et al., 2015).

55

Figura 2. Distribuicio mundial de Aedes aegypti. O mapa mostra a probabilidade de
ocorréncia (de 0 azul para 1 vermelho) em uma resolugdo espacial de 5 km x 5 km. Fonte:
KRAEMER et al., 2015.

De ocorréncia urbana, o mosquito € a espécie mais sinantrépica da familia Culicidae,
estando relacionado ao peridomicilio e domicilio humano (CONSOLI; OLIVEIRA, 1994;
OLIVEIRA et al., 2015). Segundo Consoli e Oliveira (1994), o vetor foi introduzido no Brasil

durante o trafico de escravos, no periodo colonial; por sua importancia como vetor da febre
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amarela, foi severamente combatido e erradicado em 1955. Cerca de dez anos mais tarde, foi
reintroduzido no paifs. Recipientes artificiais como pneus, latas, vidros, frascos de pet, pratos
de vasos, xaxins e vasos de planta sdo criadouros preferenciais. Ambientes como caixas
d’agua, latdes, lagos artificiais, piscinas e aquarios também s3ao focos do mosquito,
principalmente pela capacidade de armazenarem 4gua parada e limpa (CONSOLI;
OLIVEIRA, 1994). Nesse sentido, para Varejao et al. (2005) o ciclo aquético do A. aegypti
depende da qualidade do reservatério de dgua disponivel. Entretanto, sabe-se hoje que o
mosquito se adapta as mais diversas situagdes, utilizando como criadouros, bromélias, pocas
de 4dgua e até ambientes com elevado grau de polui¢do como esgotos domésticos e esgotos a
céu aberto (BEZERRA et al., 2009).

Durante a estacdo chuvosa, a densidade populacional do mosquito é aumentada,
embora ele consiga manter sua populacdo também nas estacdes secas. Este fato pode ser
evidenciado pelo nimero de infec¢Oes as quais o A. aegypti atua como vetor (VIANA;
IGNOTTI, 2013).

Somente as fémeas sdo hematofdgicas, fazendo seu pasto sanguineo em hordrios
diurnos, ao amanhecer e pouco antes do crepisculo vespertino, podendo atacar a noite por
proximidade do homem ao seu abrigo. A cépula acontece nos ambientes domiciliares e
peridomiciliares, assim como a postura dos ovos. O A. aegypti é holometabdlico, passando
por uma fase aquatica que compreende os estdgios de ovo, larva (quatro estadios) (figura 3),
pupa e fase terrestre corresponde ao adulto alado (FORATTINI, 2002). A postura de seus
ovos € feita proximo a superficie, em locais umidos e escuros, ficando aderidos as paredes dos
recipientes (CHUA et al., 2004; CONSOLI; OLIVEIRA, 1994). Uma fémea, em condi¢des
ideais, pode chegar a por até cerca de 270 ovos (BESERRA et al, 2006).
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Figura 3. Representacdo do das fases do ciclo de vida de Aedes aegypti . Fonte: COSMO,
2016
Os ovos sdo elipticos, de contorno fusiforme, medindo cerca de um milimetro e,

imediatamente apds oviposicdo apresentam coloracdo esbranquicada e logo depois
enegrecem. A postura de cada ovo € realizada individualmente pelas fémeas que sdao capazes
de ovipor suas cole¢des em mais de um ponto (CONSOLI; OLIVEIRA, 1994; FORATTINI,
2002). Apos a postura, o desenvolvimento embrionario pode ocorrer em até 48 horas, o pds-
embrionario pode variar de seis a onze dias. Os ovos podem permanecer em quiescéncia
durante meses ou até mais de ano. Esta adaptacdo é uma barreira no controle do vetor, uma
vez que, encontrando condi¢cdes apds uma estacdo seca, por exemplo, esses ovos podem
eclodir; esse € um mecanismo favordvel a dispersdo e permanéncia do vetor (SILVA; SILVA,
1999; SILVA; SILVA, 2000).

ApOs eclosdo, as larvas, como as de outros mosquitos, passam por quatro estadios: L1,
L2, L3 e L4. O préximo estddio € o de pupa, que ndo se alimentam e a respiracdo ocorre por

trompetas. (FORATTINI, 2002).
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Quanto a sua morfologia € um mosquito de cor escura com escamas branco-prateadas
distribuidas pelo seu corpo, formando listras. Sua caracteristica marcante € a presenga de um
padrdo de listras em seu mesonoto em forma de lira. As pernas sdo escuras com manchas
claras em suas articulacdes. Pode-se observar também anéis de escamas claras nas
extremidades basais dos articulos tarsais. Observa-se também o dimorfismo sexual, o macho
possui antenas plumosas e as fémeas, antenas pilosas (Figura 4). As larvas apresentam sifao
respiratério curto, levemente enegrecido, espiculas latero-tordcicas quitinizadas e bastante
desenvolvidas, escamas do segmento VIII com espinhos laterais e um central (figura 5).

(CONSOLI; OLIVEIRA, 1994; FORATTINI, 1962; MARTINS et al, 2003).

Figura 4. Representacdo do Dimorfismo sexual de Aedes aegypti . Da esquerda para a direita:
Macho, fémea.

Figura 5. A: Espiculas latero-tordcicas quitinizadas; sifdo respiratério; B: escamas (Pecten)
do segmento VIII com espinhos laterais e um central de Aedes aegypti.
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2.3 Controle de Aedes aegypti

Os métodos de controle de insetos sdo antigos e se constituiam principalmente em
técnicas de controle bioldgico relacionados a prética agricola. O método de maior impacto,
como o uso de inseticidas quimicos, teve destaque logo apds a Segunda Guerra Mundial com
o desenvolvimento do DDT, cuja atividade de uma aplicacdo perdurava por meses;
diferentemente das técnicas antigas que dispunham de uma a¢do imediata e de curta duragdo
(BRAGA; VALLE, 2007).

Ao final do século XIX, a transmissao de muitas doencas foi associada a insetos como
mosquitos e outros artrépodes e, para algumas destas doencas como a febre amarela, o
combate esteve aliado ao uso de vacinas, e a outras, como Dengue, o combate esteve
diretamente relacionado ao controle do vetor (BRAGA; VALLE, 2007).

Nesse sentido, o controle de vetores deve partir de um conjunto de praticas aplicaveis
em um determinado ambiente e que possam atuar de forma integrada ou seletiva. Os
programas de controle sdo direcionados de acordo com as condi¢des ambientais e dindmica
populacional do vetor, de modo a ndio causar impactos i saide humana. E importante destacar
que o manejo de vetores inclui manejo ambiental, controle biolégico, controle quimico e
manejo da resisténcia aos inseticidas (WHO, 1995).

Este controle pode ser realizado por meio de métodos mecanicos, fisicos, biolégicos
ou quimicos. O mecanico consiste em ado¢do de medidas capazes de eliminar os criadouros e
impedir a dispersao do mosquito (WHO, 2009). Para controle bioldgico, destacam-se o uso de
predadores naturais, uso de insetos transgénicos e também o uso de inseticidas bioldgicos,
como € o caso do Bti, oriundo de Bacillus thuriginensis var israelensis , bactéria capaz de
produzir endotoxina que possui a¢do toxica contra larvas de A. aegypti (CAVALCANTI et al,
2007; WHO, 2009).

Na Saide Publica, o uso de inseticidas quimicos € o método mais utilizado. As
principais classes de inseticidas utilizados sdo os organoclorados, organofosforados,
carbamatos e piretréides (BRAGA; VALLE, 2007).

Carbamatos sdo substancias derivadas do dcido carbamico. Inseticidas deste grupo,
como o propoxur, comercialmente conhecido como Baygon®, possuem alta atividade e baixa
acdo residual devido sua instabilidade quimica e baixa toxicidade em longo prazo; apds
absor¢do sdo amplamente distribuidos para tecidos e orgdos, e sdo de facil eliminacdo; atuam
como inibidores direto da acetilcolinesterase (BARON 1991; MIDIO; SILVA, 1995).

O uso de substancias quimicas no combate ao A. aegypti ¢ uma prética convencional,

tendo como alvo as larvas a partir do uso de larvicidas como temephos, Bacillus thuringiensis
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var israeliensis ( Bti ), em locais de reprodugdo natural. Os adultos sdo combatidos em
situagdes de surto ou quando a densidade populacional dos mosquitos ndo € reduzida somente
por meio de larvicidas, para estes casos dispdem-se da técnica de pulverizacao espacial com o
uso de piretréides e organofosforados (WHO, 1997).

Estes dltimos vieram substituir os organoclorados, cuja formulacdo contém
hidrocarbonetos e cloro, com destaque para o dicloro-difenil-tricloroetano, o DDT, com alta
capacidade residual, deixando de ser utilizado devido aos danos gerados ao meio ambiente.
Os organofosforados, apesar de serem biodegraddveis e se acumularem mais dificilmente nos
tecidos, apresentaram desvantagens relacionadas a sua alta toxicidade em vertebrados e a sua
instabilidade quimica, necessitando de aplicacdes periddicas, com efeitos téxicos de curto
prazo (NDUMU, 1999; CHEN; ROGAN, 2003; BRAGA; VALLE, 2007).

Tanto os organoclorados quanto os organofosforados atuam no sistema nervoso, o
primeiro nos canais de sédio, impedindo a transmissdao de impulso nervoso, ou impedindo a
entrada de cloreto por meio da inibicdo do receptor de dcido gama - aminobutirico. Os
organofosforados atuam semelhante aos carbamatos, inibindo a acetil - colinesterase,
aumentando a quantidade de acetilcolina disponivel nas juncOes nervosas e impedindo a
transmissao dos impulsos nervosos (WALISZEWISKI et al, 2003; BRAGA; VALLE, 2007;
WHO, 2009). Quando o inseto € sucetivel a esse mecanismo de acdo, a hidrélise da
acetilcolina ndo acontece e esta se acumula na fenda sindptica, gerando impulso nevoso
constate, o que leva a excitagdes, tremores e parasilia, levando a morte. Sdo organofosforados
o fenitrothion, temephos, malation (ELDEFRAWT et al., 1985).

No ano de 2014, o Temephos, larvicida de escolha e recomendado pela Organizacao
Mundial de Saude para uso em agua potavel, foi substituido no Brasil pelo pyriproxyfen
devido a alta resisténcia que as larvas passaram a apresentar (BRASIL, 2014). O pyriproxyfen
€ recomendado pela Organizacdo Mundial de Satde para uso autorizado em 4gua potavel; é
um andlogo de hormdnio juvenil, atuando como inibidor do desenvolvimento do inseto.

As formulagdes larvicidas a base de hormodnio de crescimento como o pyriproxifen (2-
[1-metil-2- (4-fenoxifenoxi) etoxi] piridina) (PPF), methoprene, triflumuron, vém sendo
bastante utilizadas como alternativa no controle de A. aegypti. Estas atuam inibindo o
desenvolvimento e causando danos ao tecido de modo a impedir o desenvolvimento de
caracteristicas adultas (MARTINS; SILVA, 2004; BRASIL, 2014). O pyriproxifen, utilizado
atualmente no Brasil é um andlogo do hormdnio juvenil, capaz de inibir a metamorfose do

mosquito.
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O uso do PPF teve inicio com aplicacdes domésticas e agricolas no controle de
espécies de insetos, como a mosca branca, no qual age inibindo o processo de embriogénese,
¢ amplamente utilizada também para conter pulgdes e minhocas (GINJUPALLI; BALDWIN,
2013; WHO, 2008). E um composto aromatico considerado estdvel com meia-vida entre 16 e
21 dias, sob orinetacdo para ingestdo didria aceitdvel de 100 mg/kg de peso corporal por dia,
para toda a vida. Para dgua potdvel, é permitido a concentracdo final de 0,01 mg/L (WHO,
2007; WHO, 2008; DZIECIOLOWSKA et al., 2017).

Estudos sobre a toxicidade do composto mostram que o PPF pode ser t6xico ou letal
para organismos ndo-alvo como invertebrados e peixes de pequeno porte, nos niveis utilizados
para o controle de mosquitos, por isso seu uso em dguas superficiais ndo € recomendado

(LAWLER, 2017; SULLIVAN; GOH, 2008).

2.4 Oleos essenciais

Os dleos essenciais (OE) sdo metabdlitos secundérios de vegetais volateis, tendo como
caracteristica marcante, o aroma. S3o misturas naturais complexas, contendo de 20 a 60, ou
mais, componentes que compreendem as classes dos terpenos, como sesquiterpenos,
triterpenos e fenilpropandides, podendo compor moleculares menores como alcodis, aldeidos,
cetonas. Sao caracterizados por apresentarem dois ou trés compostos em maior concentragao,
conhecidos como compostos majoritarios, os quais costumam estar relacionados as atividades
bioldgicas (BAKKALI et al., 2008 ).

Os OE ndo estdo relacionados ao crescimento, desenvolvimento ou func¢des bdésicas
para sobrevivéncia da planta tais como os produtos do metabolismo primdrio, e por isso,
durante muito tempo acreditava-se que eram um desperdicio fisiol6gico ou apenas produtos
de desintoxicacio (MOTHES, 1980; KNOBLOCH et al., 1986). Entretanto garantem
vantagens adaptativas, sendo importantes na defesa contra microorganismos e predadores
reduzindo o apetite por estas, e ainda como inbidores de germinag¢ao, atra¢io a polinizadores e
protecdio contra perda de dgua e aumento de temperatura (BRUNETON, 1991; SIMOES,
2000; OUSSALAH et al., 2007; BAKKALI et al., 2008). Além disso, a sua biossintese é
derivada dos processos de fotossintese, glicolise, Ciclo de Krebs. Se encontram armazenados
em estruturas especializadas como células parenquimadticas diferenciadas, canais oleiferos,
tricomas glandulares, bolsas lisigenas ou esquizolisigenas, podem estar estocados em
diferentes o6rgdos das plantas como folhas, flores, cascas de caule, rizomas, frutos e sementes
(SIMOES et al., 2016).

E importante destacar que o 6leo essencial extraido de 6rgdos diferentes da mesma
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planta podem apresentar composicio e caracteristicas organolépticas diferentes (SIMOES et
al., 2016). Além disso, vale ressaltar que a composicdo e a quantidade dos dleos essenciais
podem variar de acordo com as caracteristicas ambientais, sendo o 6leo essencial um
resultado da relagdo entre planta e ambiente. Estudos relatam que os tipos e caracteristicas do
solo, como composicao, disponibilidade de nutrientes, além de intensidade luminosa, clima,
estacdo do ano, herbivoria, fatores genéticos (SIMOES, 2016; GOBBO-NETO; LOPES,
2007; MASSOTI et al., 2003).

A técnica utilizada para a extragdo do 6leo essencial também interfere no seu
conteddo, técnicas de hidrodestilacdo e extracdo por arraste de vapor fazem uso de calor e, as
vezes, a temperatura necessdria para extrair substancias € suficiente para degradar algumas
substancias e formar novos compostos. Além disso, o tempo de destilacio pode ser
determinante na composicao e, compostos com menor pressao de vapor sdo destilados mais
lentamente por serem menos voldteis e terem maior peso molecular. Processos que nao
envolvem calor, como extra¢do por fluido supercritico podem apresentar uma composicao e
quantidade diferenciada das anteriormente citadas (SIMOES, 2016; CANNON et al., 2013).
O estadio de desenvolvimento em que se encontra a planta também pode interferir na
composi¢do e quantidade de 6leo essencial, fato que pode ser justificado pela necessidade que
o vegetal tem de se adequar as suas necessidades (OLIVEIRA et al., 2005).

Os Oleos volateis sdo amplamente explorados na perfumaria, na inddstria de
cosméticos e medicamentos como adjuvantes, alimentos, ou comercializados de forma bruta,
tem sido utilizados, por suas propriedades fungicidas, bactericidas, inseticida, como uma
alternativa para produtos sintéticos biodegraddveis. Sdo encontrados em vdrias plantas e
possuem aroma e sabor caracteristico, insoluveis em dgua e solventes organicos (SILVA-
SANTOS et al., 2006).

Os OE tém sido alvo de diversos estudos devido a riqueza de sua composicao, tendo
apresentado acdo anti-mutagénica relacionada a wuma capacidade anticancerigena
(MANOSROI et al, 2006); antioxidante (AESCHBACH et al, 1994; ALMA, 2003);
antimicrobiana (ALMA, 2003; MARTINEZ et al., 1996; SCHMOURLO et al., 2005);
antiinflamatoéria (GAZZANEO et al., 2005), larvicida (DIAS et al, 2015).

Os mecanismos sobre os quais os 6leos essenciais execem suas atividades biologicas
ainda ndo foram bem elucidados, principalmente pela composi¢ao diversa que pode atuar em
conjunto. Rios et al. (2017), em estudo com Oéleos essenciais e suas misturas evidenciou
atividade larvicida de todos os 6leos essenciais testados frente A. aegypti, com destaque para a

mistura dos 6leos Lippia origanoides e Salvia glutinosa cuja CLso foi equivalente a 38,40
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mg/L, e individualmente apresentaram CL’s equivalentes a 53,37 e 65,71 mg/L
respectivamente; foi apontada o possivel sinergismo entre as substancias como o causador da
atividade.

Outras vertentes buscam a relacdo entre a estrutura das moléculas e seu alvo. Estudos
sobre atividade larvicida de 6leos essenciais relatam que a lipofilicidade dos seus constituintes
podem estar relacionados a modulagdo da atividade, considerando que a interacdo pode levar
a inibicdo ou desativacdo de proteinas e enzimas (RYAN; BYRNE, 1988; SANTOS et al.,
2010).

Quanto a sua composi¢do quimica, os OE compdem duas classes de origem
biossintética distinta, um grupo que compreende terpenos e terpendides e o outro que abrange
os constituintes aromdticos e alifaticos de baixo peso molecular (BETTS, 2001; PICHERSKY
et al., 2006). Os fenilpropandides sao compostos aromaticos que contem uma cadeia lateral de
trés atomos de carbono ligada ao anel aromético, sdo formados a partir do dcido chiquimico.
Ja os terpenos tem origem na via Xxilulose-5-p e da via mevalonato. Apesar de serem
produzidos por vias diferenciadas, os precursores dos metabdlitos secundérios sdo originados

do metabolismo primario vegetal, fotossintese, glicdlise, ciclo de Krebs (Figura 6).
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Figura 6. Esquema representativo da biossintese dos metabdlitos secundarios. Fonte:
DESCHAMPS, 2005. Adaptado por CASTRO, 2006.
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Os terpenos sdo os compostos mais abundantes formados por unidades de isoprenos
(C5), contendo cinco carbonos na sua cadeia principal. Podem ser do tipo monoterpeno,
sesquiterpenos, triterpeno. Os monoterpenos (Figura 7) sdo compostos por duas unidades de
isoprenos (C10), podendo ser aciclico, monocliclico ou biciclico, assumem forma molecular
CioHi6. Ap6s a formacao, podem sofrer ciclizagdo, oxidacdo, hidratacdo que dardo origem a

diversos compostos.
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Figura 7. Esquema da biossintese de monoterpenos a partir de DMAPP E IPP. Fonte:
SILVA, 2006.

Os sesquiterpenos (Figura 8) sdo formados por trés unidades isoprénicas (C15),
apresentam formula molecular CisH24, neste caso ocorre a adicio de uma molécula de
isopentil pirofosfato ao geranilpirofosfato, esta reacdo dard origem a sesquiterpenos de cadeia

aberta e sesquiterpenos cilcicos.
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Figura 8. Esquema da biossintese de sesquiterpenos (C15). Fonte: SILVA, 2006

Os triterpenos sdo formados por seis unidades isoprénicas e se origina a partir da
adicao eletrofilica do C1 de uma molécula de difosfato de farnesila (FPP) ao C2 de outra. A
partir de entdo, surge um precursor do esqualeno, o presqualeno (PP), que por sua vez perde a
molécula de difosfato e sofre rearranjo produzindo um ciclopropano. Ocorre quebra entre os
carbonos 1 e 2 da molécula e a entrada de um hidreto, levando a formacdo do esqualeno e
pass por ciclizagdes, formando, nas plantas, o cicloartenol, precursor direto dos triterpenos

(Figura 9).
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()

Figura 9. Esquema da biossintese Triterpenos). Fonte: SILVA, 2006

As técnicas de extracdo desses 6leos podem variar de acordo com a localizacdo dos
Oleos na planta e com a proposta de uso, sendo os principais métodos:

a) enfloracdo: método antigo e bastante empregado em industrias de
perfumaria para casos de plantas com alto teor de Gleo e com alto valor comercial. E utilizado
para extracdo em pétalas de flores, as quais sdo depositadas sobre uma camada de gordura, a
temperatura ambiente, sob determinado tempo, em seguida a gordura € tratada com dlcool
que, por sua vez, € destilado a baixas temperaturas restando o insumo de interesse (6leo

essencial);

b) destilacio: técnica convencional para a extracdo de 6leos volateis. Pode ser

do tipo hidrodestilacdo quando as partes vegetais sdo imersas em dgua no baldo do sistema de
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destilagdo, e por arraste por vapor d’ dgua, a qual o material vegetal fica acima da 4gua em
ebulicdo, entrando em contato apenas com o vapor, responsavel pela retirada do 6leo volétil;

©) prensagem a frio espremedura: processo pelo qual ocorre a ruptura das
glandulas de 6leo por meio de prensagem ou abrasdo, o 6leo é removido com um jato de dgua
e separado da emulsdo por meio de técnicas como decantagdo, destilagcdo, centrifugacao;

d) extracao por solventes: os oOleos podem ser extraidos por solventes
organicos gracas a sua baixa polaridade e seu cardter lipofilico, podendo ser utilizados
hexano, éter etilico, diclorometano e outros, a separacdo se dd com as diferencas de
temperatura de ebuli¢do do solvente e o 6leo. Dentre as desvantagens da técnica, destacam-se
o risco de permanéncia de residuos de solvente no 6leo e consequentemente, riscos
toxicologicos;

e) extracao por fluido supercritico: ¢ o método de escolha por industrias,
permite uma extracdo de maior eficiéncia e sem interferentes que os solventes ou as altas
temperaturas dos outros métodos ocasionam. Neste sistema o CO2 € inicialmente liquefeito
por compressdo € em seguida aquecido a uma temperatura de 31° C. A essa temperatura o
CO2 apresenta viscosidade andloga de um gas e alta dissolu¢do como um liquido, o que faz
com que a extracdo aconteca. Apds essa etapa o CO2 € resfriado e se torna, completamente,
gds; deixando a amostra sem residuos. A desvantagem estd relacionada a alta periculosidade

inerente as altas pressoes (SIMOES, 2016).
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2.5 Baccharis trimera Less D.C.

A Baccharis trimera é uma espécie pertencente a familia Asteracea (figura 10). Sendo
esta uma das familias com maior destaque na produ¢do de compostos de defesa, sdo capazes
de sintetizar substancias de todas as classes de metabdlitos secundarios, sendo muito comum
os terpendides, além de flavandides, cumarinas e taninos (TANG et al., 2000). Sdo cerca de
1500 géneros e aproximadamente 23 mil espécies, compostas por plantas de pequeno porte
como ervas ou arbustos e raramente arvores (ALMEIDA - CORTEZ, 2004). Popularmente
conhecida como carqueja, carqueja amarga, carquejinha, € um arbusto nativo do sul do Brasil,

Paraguai, Uruguai e Argentina (ABAD; BERMEJO, 2007).

A

Figura 10. A. Arbusto de Baccharis trimera com inflorescéncias dispostas
lateralmente nos ramos. Fonte: Heiden, 2015. Flora do Brasil. B. Partes aéreas de Baccharis
trimera. Fonte: autor.

O género Baccharis € o maior em nimero de espécies da familia Aesteracea podem
ser encontradas em toda a América do Sul e algumas regides da América do Norte (ARIZA
ESPINAR, 1973; FIELDING, 2001; VERDI, 2005), é bastante utilizada na medicina
tradicional e producdo de medicamentos fitoterdpicos, por suas propriedades digestivas e
hepatoprotetoras (BORELLA et al., 2006; MARTINS-RAMOS et al., 2010).

Cientificamente, possui diferentes denominacdes, as quais muitas destas ja foram
anteriormente consideradas espécies diferentes: Baccharis genistelloides var crispa (Spreng.)
Backer; Molina crispa (Spreng.) Less; Pingraeae crispa (Spreng.) F.H. Hellw.; Baccharis

subcrispa Malag.; Baccharis crispa Spreng.; Baccharis trimera var carqueja D.C.; Baccharis
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cripta Mart.; Molina trimera Less; Baccharis genistelloides subsp. crispa (Spreng.) Joch Mull
( HEIDEN, 2015).

B. trimera se caracteriza como arbusto ereto, ramoso e glabro, atinge de 0,5 a 4,0
metros, sendo bastante ramificada, apresenta estrutura caulinar trialada, conhecida como
cladédios, ¢ uma caracteristica marcante nas carquejas (figura 9). Possuem inflorescéncias
esbranquicadas do tipo capitulo que se dispdem lateralmente nos ramos (BARROSO, 1976;
LORENZI; MATOS, 2002).

Na medicina tradicional costuma ser utilizada na forma de infusdo, principalmente no
tratamento de distdrbios gastrointestinais e hepaticos, além do uso para tratamento da
diabetes, hipertensdo, processos inflamatérios, dores de cabeca (VERDI, 2005; KORBES,
1995; OLIVEIRA, 2005; GRANCE, 2008;). Utilizada, ainda, no tratamento de reumatismo,
anemia, obesidade e gota (NAKASUGI; KOMALI 1998; DI STASI et al.,2002; LADEIRA,
2002).

Gamberini et al. (1991) apresentou a atividade antisecretora do estdomago e reducdo
nas lesdes gastricas induzidas por estresse. Oliveira (2005) demonstrou o potencial anti-
diabético da espécie em doses altas. Em estudos de atividade antimicrobiana, Avancini et al.
(2000) destacou a atividade antimicrobiana seletiva para bactérias gram-positivas do decocto
obtido a partir de folhas de Baccharis trimera. Seu extrato bruto foi capaz, também, de
reduzir area total de lesdo ulcerativa induzida em cerca de 90% (DIAS et al, 2009).

Quanto a sua composi¢do quimica, encontra-se predominantemente flavandides como
eupatorina, hispidulina, rutina, quercetina e outros; diterpenos como a bacrispina; lactonas,
estigmasterol, saponinas. Em seu 6leo essencial, ¢ comum observar a presenca de compostos
como canfeno, alfa-pineno, limoneno, acetato de carquejilo, carquejol, ledol (ALONSO;

DESMARCHELIER, 2006; MORAIS; CASTANHA, 2011).
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3. OBJETIVOS:

3.1 Geral:

Avaliar a composi¢do quimica e a toxicidade do 6leo essencial das partes aéreas de

Baccharis trimera (Less) DC frente larvas do mosquito Aedes aegypti.

3.2 Especificos:

Obter a identificac@o da espécie vegetal a ser trabalhada;

Determinar os compostos quimicos presentes no 6leo essencial das folhas de
Baccharis trimera;

Avaliar a atividade larvicida do 6leo essencial frente a larvas de Aedes aegypti, para
a obtencao de novos produtos naturais que possam ser utilizados no controle da transmissao
da dengue, febre Chikungunha e Zika;

Analisar o potencial frente os diferentes estdgios larvais da larva de Aedes aegypti;

Verificar a toxicidade do 6leo essencial com ensaios in vitro frente Artemia salina;

Avaliar a ecotoxicidade aguda do Oleo essencial de Bacharis trimera frente

vertebrado Danio rerio.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Obtencao do material vegetal e Identificacio Botanica

O material vegetal de interesse foi obtido comercialmente pela CPQBA-UNICAMP. A
identificacdo botanica foi realizada pelo Herbiario PCMA do CPQBA da UNICAMP, sob
nimero de exsicata 1286. Uma amostra também fora encaminhada para o Herbario do

Maranhdao (MAR) - UFMA e encontra-se depositada sob nimero 9.013.

4.2 Obtencao e analise quimica do é6leo essencial

A extracdo do 6leo essencial foi realizado com as partes aéreas de B. trimera secas e
trituradas, por meio do método de hidrodestilacdo, empregando o aparelho de Clevenger
(BRASIL, 2010).

ApOs a etapa de extracdo, o 6leo foi centrifugado e seco com sulfato de sédio anidro,
com auxilio de pipeta Pasteur de vidro foi separado e armazenado em ampola de vidro do tipo
ambar, hermeticamente fechada e posteriormente conservados em ambiente refrigerado, entre
5-10°C (COUTINHO, 2006).

O rendimento do 6leo essencial foi calculado baseado na relacdo massa/massa, obtida
por meio do calculo de densidade a partir do volume de cada 6leo obtido por massa (g) da
planta em estudo utilizada na extracdo, conforme formula a seguir (FARMACOPEIA

BRASILEIRA IV, 1996).

Considerando:

Calculo de rendimento do 6leo:
%R =V .p /m .100

end dleo 6leo planta

P o= Densidade do Oleo (g/mL)

A\ Sloo = Volume de 6leo extraido (mL)

m planta = Massa da planta utilizada para a extragdo, livre de umidade (g)

Rena = Rendimento (%)
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A identificacdo quimica dos compostos dos dleos foi realizada por Cromatografia de
fase gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (CG-EM) com a injecdo de 1 mL (Auto
injetor AOC-20i) em sistema Shimadzu QP 2010 ultra equipado com coluna capilar de silica
Rtx-5 MS (Restek, EUA) de 30 m de comprimento x 0,25 mm de didmetro interno revestido
com 5%-difenil/95%-dimetil- polisiloxano (0,25 um de espessura do filme). A temperatura do
forno do CG foi programa de 60°C a 240°C (10 min.) a 3°C/min., as temperaturas do injetor
(split 1:20), linha de transferéncia e camara de ionizacdo foram de 250 e 200°C,
respectivamente. Hélio foi usado como gés de arraste a uma velocidade de 1 mL/min.

Os espectros de massas foram obtidos por impacto eletronico a 70 eV com scans
automaticos na faixa massas de 35 a 400 m/z a 0,30 scans/s.

A quantificacdo dos componentes foi obtida por normalizagdo da édrea do pico,
utilizando o sistema FOCUS GC/FID, com temperatura da fonte de ions de 200° C utilizando
nitrogénio como gds de arraste. O indice de retencdo linear foi calculado para todos os
compostos utilizando a série de n-alcanos (C8-C32, Sigma-Aldrich). Foi utilizada para a
identificacdo a interpretacdo e comparacdo dos espectros de massas obtidos com as
bibliotecas do CG, Adams 2006, Nist 2011 e FENSC 2 (ADAMS, 2006). As analises
quimicas foram realizadas no Laboratério de Engenharia de Produtos Naturais da

Universidade Federal do Para.

4.3 Atividades biologicas

4.3.1 Ensaio de toxicidade frente larvas de Aedes aegypti
4.3.1.1 Obtencao das larvas de Aedes aegypti

A coleta dos ovos aconteceu com uso de armadilhas do tipo ovitrampa, utilizando
paletas de Eucatex de tamanho 15 x 4 cm e vasos pldsticos pretos de 15 cm de didmetro por
15 cm de profundidade. As armadilhas foram instaladas em ambientes peridomiciliares. As
paletas contendo os ovos foram imersas em dgua mineral em uma bandeja apropriada para
que ocorresse a eclosdo destes, o material esteve devidamente coberto com uma tela
mosquiteiro para garantir o isolamento e a seguranca em laboratdrio.

Apds a eclosdo, as larvas foram alimentadas com uma solugcdo de racdo de gato
triturada, dissolvida e filtrada em dgua mineral, e entdo redissolvida no préprio recipiente

onde ocorreu a eclosio.
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4.3.1.2 Bioensaio larvicida contra Aedes aegypti

O ensaio larvicida foi realizado com larvas dos quatro estddios larvais, de acordo com
a metodologia proposta pela Organizacdo Mundial de Sadde com adaptacdes (KAMATCHI et
al., 2016).

Cerca de 10 larvas foram colocadas em cada frasco contendo as solucdes testes com
auxilio de pipeta Pasteur. Para a realizacdo dos bioensaios, uma solugdo estoque foi preparada
com o 6leo essencial, 4gua mineral e solugdo de DMSO (Dimetilsulféxido) a 0,1% (v/v) na
concentracdo de 1000 pg/mL. Foram utilizadas seis concentragdes (25, 50, 75, 100, 200, 250
pg/mL), as quais foram realizadas em triplicata.

A verificacdo de mortalidade foi realizada em 24 horas apds o inicio do teste. O
controle negativo consistiu em solu¢do de dgua mineral e DMSO a 0,1% (v/v) e o controle
positivo em solucdo de Sulfato de Dicromato de potassio (10 pg/mL). Foram calculadas as
CLso e CLoo.

O delineamento experimental foi casualizado, seguindo o esquema fatorial 6 x 4
(concentragdes x estddios larvais), sendo trés repeticdes para cada concentracdo, totalizando

24 tratamentos.

4.3.2 Ensaio de toxicidade ambiental com Artemia salina
O ensaio de toxicidade frente A. salina seguiu metodologia descrita por Meyer et al.

(1982) e adaptada por Ruiz et al., (2005) e ABNT NBR16530 (2016) com adaptacoes.

4.3.2.1 Cultura de Artemia salina

Em um aquario contendo 1L de solugdo salina sintética (60 g de sal marinho/litro d4gua
mineral) foram adicionado aproximadamente 100 mg de cistos de A. salina obtidos
comercialmente, mantendo-se esse sistema saturado com gas oxigénio por meio de auxilio de
bomba de ar e temperatura controlada de 25°C, além de iluminacdo lateral e artificial, feita
com uma ladmpada de 100 W. Em 48 h houve a eclosdo dos ovos e larvas (nduplios) que
migraram em dire¢do a parte mais iluminada do aqudrio, por apresentarem fototropismo
positivo. Estas larvas foram transferidas para um aquario contendo a solucdo salina sintética e
mantidas em incubag@o por mais 24 h, sob as mesmas condi¢des de iluminagdo e oxigenacao,
para que, 72 horas ap0s a eclosdo, as larvas se desenvolvessem para o estdgio de metanduplio

(CARVALHO et al., 2009; ABNT, 2017).
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4.3.2.2 Bioensaio

Para a avaliacdo da letalidade de A. salina, partiu-se de uma solugdo estoque com a
salina de 10000 pg/mL, 6leo e DMSO (0,1% v/v) de onde foram retiradas aliquotas para a
preparagdo de solucdes de 10 mL em cinco concentracdes 10 pg/mL, 100 ug/mL, 250 pg/mL,
500 pg/mL, 1000 pg/mL.

Dez larvas na fase metanduplio foram transferidas para cada um dos frascos com suas
respectivas concentracdes. O controle negativo consistiu em salina sintética e DMSO (0,1%),
ja o controle positivo foi realizado com dicromato de potéssio ( KoCr2O7). Apds 24 horas de
incubacdo foi realizada a contagem das larvas vivas, considerando mortos aqueles
microcrusticeos que ndo se movimentaram durante a observacdo e nem com a leve agitacao
do frasco. Realizaram-se os testes em triplicata. A CLso foi calculada por regressdo linear,
com indice de confianca de 95%, obtida da correlagdo entre a porcentagem de individuos

mortos e a concentracdo do 6leo (CARVALHO et al., 2005).

4.3.3 Ensaio de ecotoxicidade frente Danio rerio

Foi avaliada a atividade toxicoldogica diante de peixes Danio rerio (Teleostei,
Cyprinidae), também conhecida como zebrafish, comumente utilizada como em ensaios de
ecotoxicidade. O peixes foram obtidos comercialmente, aclimatados e acondicionados em
condi¢des controladas de temperatura, oxigénio dissolvido, pH, condutividade. O ambiente
esteve submetido a aeragdo constante, filtracdo e troca parcial da dgua a cada 72h (ABNT
NBR 15088, 2016).

A toxicidade foi obtida de acordo com a norma padronizada pela Associacdo
Brasileira de Normas Técnicas, por meio do método estitico, sem reposi¢do de dgua (ABNT
NBR 15088, 2016), utilizando peixes adultos medindo de 2 a 4,0 cm.

Os testes foram realizados em triplicata, com concentragdes variando entre 5 pg/mL e
25ug/mL. As solugdes testes continham o 6leo dissolvido em dgua e DMSO 0,1%, onde
quatro peixes eram expostos em cada aqudrio (1,5L) e mantidos sob constante aeragdo. O
ensaio fol composto por concentragOes-teste € controles, positivo com sulfato de cobre (10
pg/mL) e negativo com dgua e DMSO 0,1% (v/v). Os experimentos tiveram duragdo de 48 h e
foram calculadas as CL’s 50 e 90 para s peixes. O bioensaio foi realizado com base na
aprovacio do Comité de Etica no Uso de Animal da Universidade Federal do Maranhio

(n°23115009327/2017-10).
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S. RESULTADOS

5.1 Composicao quimica do dleo essencial de Baccharis trimera

O ¢leo essencial obtido das partes aéreas de B.trimera apresentou rendimento de
0,7%.

Em andlise quimica foi possivel identificar 74 constituintes correspondendo a 90%
das substancias do 6leo essencial de B. trimera (Tabela 1).

Os sesquiterpenos Espatulenol (18,45%), Oxido de Cariofileno (15,24%) e E-

Cariofileno (9,18%) foram os principais compostos identificados (Figura 11).

HO

Figura 11. Representacdo estrutural dos componentes majoritdrios presentes no 6leo
essencial de partes aéreas de Baccharis trimera. A- Espatulenol; B- Oxido de cariofileno;

C- (E)- cariofileno.
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Tabela 1. Principais constituintes identificados no 6leo essencial das partes aéreas de
Baccharis trimera

Principais Teor (%)* Indice de
Constituintes Retencao
Hexanal 0,05 801
(z) — 3 — hexenol 0,02 852
n — hexanol 0,07 864
o — pinene 0,39 934
thuja-2,4(10)- 0,02 954
diene
B — pinene 2,85 978
Myrcene 0,31 991
p — cymene 0,03 1024
Limonene 0,12 1029
B — ocimene 0,09 1047
Terpinolene 0,06 1089
Linalool 0,89 1100
n — nonanal 0,03 1105
trans — pinocarveol 0,37 1139
Pinocarvone 0,30 1163
o — terpineol 0,26 1191
Myrtenal 0,61 1197
B — cyclocitral 0,04 1222
Geraniol 0,07 1255
0 — elemene 0,15 1339
o — cubebene 0,13 1351
Eugenol 0,30 1358
Isoledene 0,09 1375
o — copaene 0,73 1378
B — damascenone 0,40 1386
B — cubebene 0,12 1392
B —elemene 0,88 1394
o — gurjunene 0,25 1412
caryophyllene (e-) 9,18 1422
B — copaene 0,27 1431
o- maaliene 0,22 1437
o — guaiene 2,14 1441
myltayl-4(12)-ene 0,13 1445

o — humulene 1,64 1456
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Principais Teor (%)? Indice de
Constituintes Retencao
allo — aromadendrene 0,60 1461
9 — epi — caryophyllene 0,26 1463
cadina - 1, 4 — diene 0,05 1465
trans - cadina-1(6),4-diene 0,38 1476
vy — muurolene 1,21 1479
vy — muurolene 2,84 1483
B — selineno 0,57 1488
trans - muurola-4(14),5-diene 0,30 1493
Bicyclogermacrene 4,36 1499
o — muurolene 0,80 1502
o — bulnesene 0,76 1509
vy — cadinene 0,52 1516
(+) - cycloisolongifol-5-ol 0,09 1521
0 — cadinene 3,94 1526
trans - cadina-1,(2), 4 — diene 0,14 1534
o — cadinene 0,16 1540
o — calacorene 0,71 1545
Italiceneepoxide 1,42 1555
germacrene b 0,28 1559
B — calacorene 0,17 1566
Spathulenol 18,45 1582
caryophyllene oxide 15,24 1587
Viridiflorol 1,65 1594
cubeban-11-ol 0,63 1596
Rosifoliol 1,36 1604
humulene epoxide ii 1,27 1612
Junenol 0,38 1621
1 — epi — cubenol 0,79 1631
caryophylla-4(12),8(13)-dien-5- 0,53 1639
alpha-ol
10 — epi - o — muurolol 1,46 1645
o — muurolol 0,57 1649
guaia-3,9-dien-11-ol<cis-> 0,51 1652
o — cadinol 1,77 1657
14-hydroxy-9-epi-(e)- 1,37 1673
caryophyllene
Cadalene 0,41 1676
germacra-4(15),5,10(14)-trien- 0,35 1688

1-alpha-ol
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Principais Teor (%)? Indice de
Constituintes Retencio®
eudesma-4(15),7-dien-1-beta-ol 0,33 1694
B — costol 0,06 1767
Neophytadiene 0,31 1841
Phytone 0,04 1846
Geranyllinalool 0,03 2029

a Calculado a partir da integrag@o das areas relativas dos picos nos cromatogramas
b Indice de retencao calculado durante a corrida em uma coluna capilar de silica fundida, RTx 5/30m

Dos compostos identificados, cerca de 45% corresponde a sesquiterpenos
hidrocarbonetos, 24% de sesquiterpenos oxigenados, dos quais dois sdo os majoritdrios;
14% de monoterpenos oxigenados, 7% de monoterpenos hidrocarbonetos, além de 10% de

terpenos, alcodis, cetonas, aldeidos e ésteres (Figura 12).
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Figura 12. Porcentagem de monoterpenos hidrocarbonetos (MH), monoterpenos
oxigenados (MO), sesquiterpenos hidrocarbonetos (SH) e sesquiterpenos oxigenados (SO)
identificados no 6leo essencial de Baccharis trimera.
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5.2 Ensaio de toxicidade frente larvas de Aedes aegypti

Observou-se que o 6leo essencial de partes aéreas de B. trimera se mostrou ativo e
moderadamente ativo contra larvas de A. aegypti nos quatro estdgios (L1, L2, L3, L4)
(KOMALAMISRA et al., 2005). Apresentando toxicidade dependente de dose e do estigio
larval. Quanto maior o estdgio larval, maior foi a concentracdo necessdria para a

mortalidade de 50% das larvas (Figura 13).
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150 - —o—CL50
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Figura 13. Gréfico das concentra¢des (CLso e CLoo) do 6leo essencial de Baccharis trimera
para os diferentes estdgios larvais de Aedes aegypti.

Assim, o Oleo essencial frente larvas do primeiro estagio apresentou CLso e CLoo
com valores de 38,8 e 76,3 pug/mL, respectivamente; com aumento de concentragdes nos
estagios seguintes, chegando a apresentar no dltimo estagio CLso 171,8 e CLoo 316,7 para o

quarto estagio. Os dados de mortalidade e CLs¢ e 90 estao representados na tabela 2.
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Tabela 2. Avaliacdo do 6leo essencial Baccharis trimera sobre Aedes aegypti em diferentes
estdgios larvais.

ESTAGIOS LARVAIS DE Aedes aegypti

Concentragdes letais (ug/mL)*

1 estagio 2° estagio 3° estagio 4° estagio
CLso 38,8 55,8 89,7 171,8
CLoo 76,3 87,7 143,1 316,7

*Andlise realizada 24h apds exposicao. Nao foi observado mortalidade de larvas expostas no controle negativo,

solucdo de DMSO a0,1%.

E importante destacar que mesmo as larvas que permaneceram vivas apds 24 horas de
tratamento, apresentaram diferencas no comportamento, se mostrando menos ativas e com
movimentos mais lentos quando expostas a luz do estéreo, diferente das larvas do controle

negativo que apods 24 horas ainda estavam bastante ativas e ageis.

5.2.1 Alteracdes morfoldgicas causadas nas larvas de A. aegypti pelo dleo essencial de
Baccharis trimera

Neste estudo, o grupo controle, contendo dgua e DMSO, apresentou larvas ativas e
com um aspecto vermiforme definido bastante caracteristico para a larva. As regides da
cabeca, torax e abdomen estavam bem definidos, com espiculas laterais, aculeos, sifao
respiratorio integro, corpo transparente e segmentos visiveis (Figura 13:A).

Nos grupos testes, os quais as larvas estiveram em contato com o 6leo essencial
dissolvido, foi possivel obervar modificagcdes morfolégicas como o deslocamento da cabeca
(Figura 13:B, F), escurecimento do corpo (Figura 13: D), saida da matriz periotréfica (MP)
pelo anus (Figura 13: E), escurecimento do sifdo respiratorio (Figura 13: H), perda dos
actleos ou cerdas (Figura 13: C, H) , partes impostantes na respiragdo. Algumas apresentaram
espessamento ou entumecimento no corpo larval (Figura 13: G, E ), outras, aspecto mais

delgado ou de estiramento do corpo da larva (Figura 13: F).
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s

Figura 14. Morfologia das larvas de Aedes aegypti apds 24 horas de tratamentos nas
diferentes concentragdes do Oleo essencial de Baccharis trimera. A: Larvas do Controle
negativo; B:Larva com segmentacdo pouco delimitada, espalhamento interno da MP,
espessamento do anus; C: Perda da segmentacdo, perda das cerdas, deformidade; D:
deformidade e escurecimento da cabeca; E: Larvas apresentando saida da MP pelo anus;
F:Larvas apresentando alongamento ou estiramento do corpo; G: Larva apresentando
entumecimento do corpo; H: Sifdo respiratério com espessamento e enegrecido.
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5.3 Toxicidade frente Artemia salina Leach.
Os testes de toxicidade com A. salina realizados neste trabalho com 6leo essencial

de B. trimera apontaram baixa toxicidade, com CL50 de 264,59 pg/mL. Os dados de
mortalidade e CL50 estdo descritos na tabela 3.

Tabela 3. Taxa de mortalidade e CLso em ensaio de toxicidade do Oleo essencial de

Baccharis trimera frente Artemia salina.
TOXICIDADE EM Artemia salina

Oleo Essencial ~ Concentragdes Mortalidade
CLs0 (ug/mL)

(ug/mL) (%)
10 0
100 5
Baccharis trimera 250 40 264.59
500 55

1000 100
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5.3 Toxicidade frente Danio rerio

Em relacdo a toxicidade aguda para peixes, o 6leo essencial pode ser considerado
téxico, uma vez que sua CLso para o peixe foi inferior a CLso apresentada para A. aegypti
(Tabela 4). As varidveis, temperatura, oxigénio dissolvido e pH apresentaram-se constantes,
assumindo valores em média de 24.2°C para temperatura; 8,4 mg.L'1 O.D.; e pH de 8,4. Os
valores ndo interferem na sobrevida dos peixes (ABNT NBR 15088:2016).

Tabela 4: Taxa de mortalidade e CLso em ensaio de toxicidade do 6leo essencial de B.

trimera frente Danio rerio.

TOXICIDADE Aguda em Danio rerio

Oleo Essencial .
Concentragcoes Mortalidade  CLso (ug/mr)

(ug/mL) (%)
5 0
Baccharis trimera 10 & 12,68

25 87,5
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6. DISCUSSAO

Em estudo de andlise quimica do 6leo essencial realizado por Morais e Castanha
(2011) para amostras comerciais de B. trimera, o composto majoritdrio foi o E-cariofileno
(22%), seguido do espatulenol (20%) e do o6xido de cariofileno (12%), os mesmos
majoritdrios encontrados neste trabalho, o que sugere que se trata do mesmo quimiotipo
(SIMOES, 1999).

O espatulenol (Figura 10), sesquiterpeno classificado como constituinte majoritario da
espécie B. trimera, é apontado como responsdvel por propriedades antibacterianas e moderada
citoxicidade (CHINOU, 1996). Esse composto também esteve entre os majoritarios no 6leo
essencial em outras espécies do mesmo género, como Baccharis dracunculifolia, sendo o
composto que se apresentou (MORAIS; CASTANHA, 2011; PALACIO et al., 2007).

O o6xido de cariofileno € outro sesquiterpeno, assim como o E - cariofileno, ja
identificados em espécies do género Baccharis (SANTOS et al., 2012; MORAIS;
CASTANHA, 2011), sendo reconhecido pela sua propriedade anticarcinogénica (ZHENG et
al., 1992).

Suzuki et al. (2016), em caracterizacdo quimica do O6leo essencial de Baccharis
trimera, destacou como compostos majoritarios J — pineno (23,4%) e acetato de carquejila
(19%), o espatulenol esteve em baixo teor. Silva et al. (2007), identificou o germancreno D
(26%) e o B — cariofileno (17%) como majoritdrios. As diferencas encontradas na composicao
quimica dos Oleos essenciais da mesma espécie podem estar relacionadas ao método de
extracdo; o processo de hidrodestilacdo, por exemplo, pode levar a rearranjos, hidrélise de
ésteres, oxidacdes; essa variacdo também pode ocorrer por fatores ambientais, composicao do
solo ou por existéncia de quimiotipos, no qual a mesma espécie botanica pode apresentar
diferenca significatica na composicio quimica (SIMOES, 1999). Além disso, devemos levar
em consideracdo também outros fatores ambientais, bidticos e abidticos, fatores genéticos e
fisopatoldgicos, que podem interferir no metabolismo vegetal (GLOBBO-NETO; LOPES,
2007; PAVARINI et al., 2012).

Estes fatores podem justificar a auséncia de acetato de carquejila e carquejol,
considerados marcadores quimicos do 6leo essencial de Baccharis trimera (SIQUEIRA et al.,
1985; SOUSA et al., 2004).

Quanto a atividade larvicida, Furtado et al. (2005) em estudo com 6leo essencial de
dez espécies de plantas aromdticas de diferentes géneros ( Ageratum, Citrus, Lippia, Ocimun,

Vanillosmopsis, Tagetes), obteve a menor CLso para larvas de A. aegypti equivalente a 15,91



48

mg/mL (15910 pg/mL), valor superior ao encontrado no presente trabalho; este dleo teve
como composto majoritario o sesquiterpeno oxigenado a - bisabolol. Cheng et al. (2003)
considerou como 6leos essenciais ativos ou com potencial para uso larvicida aqueles cujas
CLso fossem iguais ou inferiores a 100 pug/mL. Por outro lado, Komalamisra et al. (2005)
considerou como sendo efetivos os seus produtos que tiveram atividade em concentragcdo
abaixo de 750 mg/L (ug/mL) e acima de 750 pg/mL, inativos; sendo ativos todos com CLsg
menor que 50 pg/mL e moderadamente ativos, os que possuem CLso entre 50 e 100 pg/mL.
Dentro desta classificacdo, podemos considerar o Oleo essencial de Baccharis trimera,
moderadamente ativo. Entretanto ndo h4d nenhuma consideracio a esse respeito pela
Organizacdo Mundial de Saude.

Sesquiterpenos € monoterpenos tiveram destaque em Oleos essenciais de duas plantas
da familia Boraginaceae, Cordia curassavica € Cordia leucomalloides, que se apresentaram
ativos contra larvas de A. aegypti. A espécie C. curassavica apresentou atividade larvicida
com CLso de 97,7 pg/mL relacionada aos monoterpenos majoritarios a-pineno (20,5%) e B-
pineno (13,1%) que, no presente trabalho, apresentaram teor de 0,39 e 2,85%,
respectivamente. O sesquiterpeno E- cariophylleno foi o quarto composto em maior teor no
Oleo de C. curassavica (12,4%), terpendide também encontrado no 6leo de B. trimera. Em
relacdo ao 6leo essencial da espécie C. leucomalloides da familia Boraginaceae, espécie que
apresentou melhor atividade com CLso de 63,1 pg/mL, teve como componentes majoritarios
os sesquiterpenos o — cadineno (17,4%), E- cariophylleno (15,7%) bicyclogermancrene
(12,5%) (SANTOS et al., 2006).

Gomes et al. (2016) demonstrou que o 6leo essencial de Zingiber officinale foi ativo
contra larvas de A. aegypti do terceiro estdgio, apresentando CLso 76,07 ug/mL e teve como
composto majoritario um sesquiterpeno (o-zingibereno), classe de terpenos também detectada
nos componentes majoritarios deste trabalho.

Mar et al. (2018) demonstrou que, apds 24 horas, o 6leo essencial de Lippia
origanoides apresentou atividade larvicida frente A. aegypti com DLso equivalente a 187,3
pg/mL, valor superior ao encontrado no presente trabalho. Quanto a composi¢do do 6leo de
Lippia origanoides, compostos identificados em maior quantidade pertenciam a classe dos
monoterpenos oxigenados, totalizando aproximadamente 61,45% seguidos dos monoterpenos
hidrocarbonetos, 16,29% e, sesquiterpenos hidrocarbonetos (8,76%) e oxigenados (0,73%);
diferentemente dos dados deste estudo, o qual apresentou maior percentual de sesquiterpenos

hidrocarbonetos e melhor atividade larvicida.
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O ¢leo essencial de B. trimera analisado neste trabalho se apresenta como efetivo ou
moderadamente ativo na atividade larvicida contra A. aegypti. Tem como componentes
majoritdrios sesquiterpenos e contém alto teor destes, o que pode sugerir que a atividade
bioldgica do composto esteja relacionada a lipoficidade dos compostos encontrados neste
6leo. A presenca da dupla ligagcdo exociclica, presente no espatulenol, no 6xido de cariofileno
e no E- caripfileno, por exemplo, jd foi apontada como importante fator para garantir a
lipofilicidade, uma vez que diminui o ndmero de hidrogenacdes, e assim facilita a penetragao
da substancia através da cuticula da larva (LOMONACO et al., 2009).

Pode-se perceber também que quanto maior o estdgio larval, maior foi a CLso; este
fato também foi evidenciado por Kamatchi et al. (2016) com extrato aquoso de Lantana
camara e extrato aquoso de Catharanthus roseus e por Waliwitiya et al. (2008) com
compostos do 6leo essencial de Rosemarinus officinalis, pdéde chegar a mesma conclusdo.
Assim, o estdgio larval ou grau de desenvolvimento, pode comprometer a atividade de um
composto ou de uma mistura, o que pode estar associado a maior capacidade de
desintoxicacdo das larvas em maior estdgio de desenvolvimento, bem como a alteracdo na
espessura da cuticula (DIAS et al., 2014).

Em relacdo as modificagdes morfoldgicas, Fujiwara et al. (2017) mostraram alteracdes
como saida do material da matriz peritréfica, também observado no presente estudo, assim
como o escurecimento do abdomen. A saida da matriz peritréfica também pdde ser observado
por Valotto et al. (2010), e esse efeito pode ser associado a necessidade de expulsar a
substancia toxica de seu interior.

Os efeitos letargicos causados pelos 6leos essenciais podem estar relacionados a acdo
deste no sistema nervoso, o que a deixa impossibilitada de mover-se normalmente, do mesmo
modo o excesso de contracdes musculares pode causar o alongamento ou o encurtamento do
corpo (ACIOLE, 2009).

A perda de pilosidade lateral, o escurecimento do corpo de algumas larvas também foi
observada no trabalho de Abinaya (2018) com atividade larvicida de nanoparticula. Estudos
apontam que as principais alteracdes relacionadas a toxicidade em larvas de mosquito
ocorrem no intestino médio e nos musculos (VIJAYAKUMAR et al., 2015).

Esmeraldo (2016) também constatou a perda de cerdas, diminui¢do da espessura no
citoesqueleto para um de seus bioprodutos, destruicdo corporal interna para larvas expostas a
trés tipos de bioprodutos diferentes, e o inchado ou entumecimento do térax também foi
obervado. De modo geral, os dados de acdo téxica observada morfologicamente frente as

larvas de A. aegypti, convergem com as alteracdes observadas no presente estudo.
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Nao foram encontrados estudos que relatem da toxicidade do 6leo essencial de B.
trimera frente A. salina. De acordo com Dolabella (1997), os produtos testados sao
classificados com base nos niveis de CLy, frente A. salina. Assim, os extratos vegetais ou
6leos essenciais com CLs;, < 80 pg/mL s3o considerados altamente téxicos, os que
apresentam CLs, entre 80 pg/mL e 250 pg/mL sdo moderadamente tdxicos e os 6leos com

CLs,> 250 pg/mL possuem baixa toxicidade ou sdo atéxicos.

Outros estudos realizados com objetivo de determinar a toxicidade de extrato
mostraram que B. trimera apresentou ac¢do abortiva comprovada (GUPTA, 1995; ALONSO,
1998); reducao do ciclo mitético em meristemas radiculares de Allium cepa e surgimentos de
anormalidades cromossOmicas em altas concentragdes (SOUZA; ROCHA, 2005). Também
ndo foi relatado na literatura teste de toxicidade frente Danio rerio para 6leo essencial desta
espécie. Ribeiro (2016), em estudo de toxicidade de 6leos essenciais de plantas da Amazdnia,
relatou seus Oleos em estudo sendo téxicos frente zebra-fish em relacdo a seus organismos-
alvos, tendo o seu 6leo menos toxico, apresentado CLso de 6,78 e o mais toxico, CLso 5,2
pg/mL. O dleo essencial deste estudo também pode ser considerado toxico frente Danio rerio,
uma vez que a CLso para o peixe foi inferior a CLso para larvas de Aedes aegypti. Entretanto,

a CLso para o zebra-fish foi 12,68 ug/mL.
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7. CONCLUSAO

O presente estudo relatou a atividade larvicida do 6leo essencial de B.trimera, que se
mostrou ativo do primeiro ao quarto estidgio larval, demonstrando que quando maior é o
estdgio larval, maiores sdo as concentracdes necessdrias para a letalidade das larvas.

Em comparagdo com as atividades relatadas em outros trabalhos, verifica-se que a
atividade relatada no Odleo estudado, provavelmente estd relacionada a estrutura dos
compostos encontrados na maior fragdo do 6leo essencial (sesquiterpenos hidrocarbonetos),
necessitando ainda de testes com compostos isolados, para melhor elucidacao.

Além disso, foi possivel avaliar a composicdo quimica e obter os constituintes em
cerca de 90%. No estudo da literatura, observaram-se as diferencas tanto relacionadas a
composi¢do quanto as concentracdes dos constituintes nos 6leos da mesma espécie botanica,
enfatizando a variabilidade que ocorre nos Oleos essenciais; essa variabilidade permite
também que em uma mesma espécie de diferentes cultivos sejam detectados diferentes
compostos em difentes concentracdes, 0 que instiga a constante pesquisa e ndo limita o estudo
do 6leo de uma espécie vegetal uma unica vez para 0 mesmo objetivo.

Constatou-se também que as alteracoes morfoldgicas encontradas no atual trabalho ja
foram evidenciadas em outros estudos de atividade bioldgica de diferentes produtos, o que
leva a inferir que os mecanismos de acdo envolvidos sdo similares. Os dados apresentados sao
relevantes na elucidacdo das possiveis vias de mecanismos de a¢cdo e, consequentemente na
possivel formulacao de novos produtos larvicidas.

O OE de B. trimera se mostrou atoxico frente microcrustaceo A. salina. Entretanto, o
teste de toxicidade com vertebrado Danio rerio mostrou que o OE foi téxico se compararmos
a CLso do 6leo para peixe e para as larvas de A. aegypti. Este fato ndo inviabiliza a pesquisa e
busca de produtos com origem nos resultados apresentados no presente trabalho, apenas
sugere atencdo ao descarte de possiveis produtos oriundos deste 6leo essencial ou de seus
compostos isolados ou, ainda, de produtos sintetizados com base nas moléculas aqui

identificadas.
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ANEXO I

UNIVERSIDADE FEDERAL DO MARANHAO
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS-CEUA
CIAEP:01.0341.2014

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada “Controle de doengas negligenciadas: estudo
quimico e atividade moluscicida e larvacida frente Aedes aegypti de espécies
vegetais do Maranhio” registrada com o n° 23115.009327/2017-10, sob a
responsabilidade de Denise Fernandes Coutinho, que envolve a produgio, manutengio
ou utilizagio de amimais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto
humanos), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) - encontra-se de acordo com os
preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n° 6.899, de 15 de julho
de 2009, ¢ com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de
Expenimentacio Animal (CONCEA), ¢ foi considerado APROVADO pela Comissio
de Etica no Uso de Animais (CEUA - UFMA) da Universidade Federal do Maranh3o.

FINALIDADE (OENSINO(X)PESQUISA () EXTENSAO

Vigéncia da autorizagiio 20/03/2018 a 20/10/2019

Espécie/lmhagem/raga Peixe Danio rerio ou Poecilia reticulata

N° de animais 180

Peso/Idade 0,70-0,3g/Peixe Danio rerio: 4 meses/
Poecilia reticulata: 30 dias

Sexo Machos ¢ Fémeas

Origem ACQUA RIO IMP E EXP DE PEIXES
LTDA-ME; CNPJ: 10.863.168/001-84
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Prof. Dr. Rafaclr Cardoso Carvalho
Presidente da Comissido de Etica no uso de Animais - CEUA
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