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RESUMO

Os mosquitos Aedes aegypti e Aedes albopictus sdo vetores importantes na transmissao
da dengue, chikungunya e zika no Brasil e em outros paises. Devido a crescente
resisténcia a inseticidas quimicos entre as populagdes de vetores, estratégias
ambientalmente corretas para o manejo de vetores estdo recebendo cada vez mais
atengdo. Assim, o presente estudo teve como objetivo avaliar a composi¢do quimica dos
6leos essenciais e extratos de Piper capitarianum, bem como seu potencial inseticida,
para o controle de A. aegypti e A. albopictus. A espécie vegetal foi coletada na
EMBRAPA onde foram retiradas as folhas, galhos e inflorescéncias para extracdo dos
6leos e preparacdo dos extratos. Os Oleos essenciais foram analisados por CG-EM e o
extratos foram analisados por CCD e RMN. As nanoemulsdes foram preparadas pelo
método de inversdo de fases, contendo dgua destilada (fase aquosa), 6leo essencial,
e os tensoativos (fase oleosa) misturados sob agitacdo ultrassonico a 100 rpm por
10 min. Os ovos de A. aegypti e A. albopictus foram obtidos do Laboratorio de Malaria
e Dengue do INPA, mantidos até atingirem o terceiro instar larval, quando foram
utilizados nos bioensaios. Os dados obtidos foram analisados no programa POLO PC®,
para calculos das respectivas CLso € CLoo. Nos Oleos essenciais foram identificados,
como substancias principais, o trans-cariofileno, humuleno e linalol. O extrato mais
ativo foi submetido a fracionamento guiado por bioensaio que resultou no isolamento de
flavona e chalcona com atividade biologica. Os resultados deste estudo evidenciaram a
atividade larvicida e adulticida dos 6leos, nanoemulsdes e extratos de P. capitarianum,
indicando alteracdes morfoldgicas no intestino e sifao observados por microscopia
Optica e eletronica. Portanto, 6leos e extratos obtidos de P. capitarianum pode ser
considerada como uma fonte promissora para o desenvolvimento de novos inseticidas

para o controle de insetos vetores.

Palavras-chave: Oleo essencial; Inseticida natural; Piper; Mosquitos; Aedes.



ABSTRACT

The Aedes aegypti and Aedes albopictus mosquitoes are important vectors in the
transmission of dengue, chikungunya and Zika in Brazil and other countries. Due to
increasing resistance to chemical insecticides among vector populations,
environmentally sound vector management strategies are receiving increasing attention.
Thus, the present study aimed to evaluate the chemical composition of essential oils and
extracts of Piper capitarianum, as well as their insecticidal potential, for the control of
A. aegypti and A. albopictus. The plant species was collected at EMBRAPA where they
were removed from leaves, branches and inflorescences for oil extraction and
preparation of extracts. Essential oils were analyzed by GC-MS and the extracts were
analyzed by TLC and NMR. The nanoemulsions were prepared by the phase inversion
method, containing distilled water (aqueous phase), essential oil, and the surfactants (oil
phase) mixed under ultrasonic agitation at 100 rpm for 10 min. Eggs of A. aegypti and
A. albopictus were obtained from the Laboratory of Malaria and Dengue at INPA,
maintained until reaching the third larval instar, when they were used in bioassays. The
data obtained were analyzed using the POLO PC® program to calculate the respective
CLso and CLoo. In essential oils, trans-caryophyllene, humulene and linalool were
identified as the main substances. The most active extract was subjected to bioassay-
guided fractionation which resulted in the isolation of flavone and chalcone with
biological activity. The results of this study showed the larvicidal and adulticidal
activity of oils, nanoemulsions and extracts of P. capitarianum, indicating
morphological changes in the intestine and siphon observed by optical and electronic
microscopy. Therefore, oils and extracts obtained from P. capitarianum can be
considered as a promising source for the development of new insecticides for the

control of vector insects.

Keywords: Essential oil; Natural insecticide; Piper; Mosquitoes; Aedes.
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1. INTRODUCAO

Os mosquitos sdo insetos conhecidos como pernilongos murigocas ou carapanas,
pertencentes ao filo Arthopoda, classe Insecta, ordem Diptera e familia Culicidae, sdo
considerados uma causa importante de problemas de saude no mundo, representando
uma ameaca importante para bilhdes depessoas, sendo o papel predominante na
transmissdao de uma variedade de patdgenos em areas tropicais e subtropicais, incluindo
malaria, filariose, febre amarela, dengue, chikungunya e o virus Zika (BENELLI,
2016a; GLOUD et al. 2017).

Os arbovirus tém sido uma ameaga constante devido a facilidade de adaptagdo
desses virus a novos ambientes e sua capacidade de infectar hospedeiros vertebrados e
invertebrados. No entanto, fatores ambientais antropogénicos, como urbanizagdo
desorganizada, deslocamento populacional e saneamento bésico precario, favoreceram a
transmissdo e disseminagdo desses virus (FORRANTI et al. 2002; LORENCO et al.
2015).

Com base em investigacdes epidemioldgicas relatadas a Organizacdo Mundial da
Saude (WHO), estima-se que mais de 2,5 bilhdes de pessoas ja foram infectadas com
arbovirus em mais de 100 paises endémicos (Figura 1). Além disso, cerca de 5 milhdes
de pacientes necessitaram de hospitaliza¢do e 700.000 morreram como resultado desses
arbovirus (WHO, 2019). No entanto, os casos estdo concentrados em regides tropicais e
subtropicais, uma vez que os insetos vetores estdo amplamente distribuidos nessas areas

(DING et al. 2018).
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Habitat suitability s
~ [ Not suitable for either Ae. Aegypti or Ae. Albopictus

[ Suitable for only Ae. aegypti

I Suitable for only Ae. albopictus

I suitable for both Ae. aegypti and Ae. albopictus

Figura 1. Distribui¢ao global das areas de transmissao por Aedes aegytpi e

Aedes albopictus no mundo. Fonte: WHO, 2020.

Dentre os insetos vetores de patdégenos de maior importdncia ao homem, o
mosquito Aedes aegypti Linnaeus, 1762 ¢ o principal transmissor do dengue no Brasil, e
no continente asiatico o Aedes albopictus Skuse, 1899, sendo que também podem
transmitir os virus chikungunya, zika e a febre amarela em dareas urbanizadas
(FORRANTI, 2002; HARBACH, 2019).

O mosquito Aedes aegypti é nativo da Africa, possivelmente da regido etiopica e,
posteriormente, se propagou para os demais continentes por meio de navios de comércio
de escravos no periodo colonial por sua associagdo com o homem (CONSOLI &
LORENCO 1994). Atualmente esta espécie ¢ totalmente cosmopolita e se encontra
distribuida nas regides tropicais e subtropicais do planeta, dada sua incapacidade de

suportar invernos rigorosos (POWELL et al. 2018).
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O mosquito Aedes albopictus ¢ originario do Sudeste Asiatico, € possui uma
amplitude de distribui¢do (regides tropicais e subtropicais) e capacidade de adaptacdo a
diferentes ambientes e situacdes determina dificuldades para a erradicagdo por meio da
mesma metodologia seguida para 4. aegypti. Além de sua maior valéncia ecoldgica, tem
como fonte alimentar tanto o sangue humano como de outros mamiferos e aves. Além
disso, ¢ mais resistente ao frio do que o 4. aegypti (KAMAL et al. 2018).

Ambas espécies possuem o desenvolvimento do tipo holometabolo, ou seja,
passa pelos estagios de ovo, larva (com quatro estadios), pupa e adulto (Figura 2). O
ciclo de vida desde o ovo até a emergéncia do adulto ocorre em um periodo de 7 a 14
dias, dependendo das condi¢des climaticas, da disponibilidade de alimentos e
quantidade de larvas presentes no mesmo criadouro (FORATTINI 2002; CARVALHO

etal. 2015).
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Figura 2. Ciclo biologico de Aedes aegypti e Aedes albopictus.

Fonte: SILVERIO, 2020
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Apds a imersdo, os adultos realizam a copula e alimentam-se de substancias
acucaradas como as extraidas do néctar e seiva, o que constitui parte essencial da dieta
destes mosquitos. As fémeas realizam ainda o repasto sanguineo, o que proporciona o
desenvolvimento de seus ovarios e, consequentemente, o desenvolvimento e maturagdo
dos ovos. Este comportamento hematéfago ocorre ao amanhecer e pouco antes do
anoitecer, mas pode ser realizado a qualquer hora do dia, caso o hospedeiro venha se
aproximar de seu abrigo (SILVA et al. 2018).

A diferenciagdo entre as duas espécies ¢ relativamente facil a olho nu nos
adultos (Figura 3), por apresentarem um clipeo com dois tufos de escamas branco-
prateadas formando um desenho em formato de lira no mosquito Aedes aegytpi, e um
clipeo com escamas branco-prateadas em formato de uma linha no mosquito Aedes

albopictus (LOURENCO et al. 2015; WRBU 2019).

A

Figura 3. Diferencas entre Aedes aegypti e Aedes albopictus. (A) Clipeo de A. aegypti
com escamas formando uma lira e duas linhas paralelas; (B) Clipeo de 4. albopictus

com escamas formando somente uma linha. Fonte: WRBU, 2019
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Além disso, para a diferenciacdo do sexo, utiliza-se a morfologia da antena e a
estrutura do aparelho bucal, ou seja, os machos podem ser identificados por
apresentarem antenas do tipo plumosa e palpos longos e as fémeas por possuirem

antenas do tipo filiforme e palpos curtos (HARBACH et al. 2019).

Figura 4. Cabeca do mosquito em vista superior: A: fémea, com destaque a antena
pilosa e o palpo menor; B: Macho, destacando a antena plumosa e o palpo maior. a:

Antena; pa: Palpo maxila; pf: Proboscida Fonte: LOURENCO, 2005.

Nesse contexto, Aedes aegypti e Aedes albopictus sao insetos que t€m recebido
grande atencdo em todo o mundo, pois ambas as espécies sdo vetores eficientes para as
doencas dengue, chikungunya e zika, que se destacam entre as doencas de grande
impacto na saude publica em todo o mundo (KRAEMER et al. 2015; LETA et al.
2018). Nos ultimos anos, a incidéncia de doengas causadas por arbovirus mostrou um
aumento global relevante, correlacionado com fatores como dispersdo mais rapida e

geograficamente mais extensa de virus devido ao crescimento intensivo do transporte
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global, adaptacdo de vetores a crescente urbanizagdo, incapacidade para conter a
populacdo de mosquitos e alteragdes nos fatores ambientais (GOULD et al. 2017).

Segundo a OMS, estima-se que houve 100 milhdes de casos de dengue, o que
indica que metade da populacdo mundial esta em risco (WHO, 2019). Outros arbovirus
que afetam a populacdo sdo a chikungunya e o zika, que tém sido motivo de
preocupagdo para os Orgdos de saude publica, principalmente devido a associa¢do do
virus zika com complicag¢des neuroldgicas, como microcefalia e sindrome de Guillain-
Barré (ARAUIJO et al. 2018; SALINA et al. 2017). Em 2019, houve 5 a 10 milhdes de
casos confirmados de chikungunya e zika em 87 paises nas regides (Asia, Américas,
Africa e Asia) (WHO, 2019).

No Brasil, de acordo com o boletim epidemioloégico do Ministério da Satde
(Figura 5), em 2020, 914.310, 63.854 e 2.650 casos confirmados foram registrados no
Brasil para dengue, chikungunya e zika, respectivamente, resultando em um aumento de
48% dos casos de dengue em comparagdo com 2018 (MS, 2019).

Desse total, 782 pessoas morreram como resultado desses arbovirus no pais.
Essas doengas tém um alto impacto social e econdmico, com efeitos sobre as pessoas
infectadas e o mundo ao seu redor, com danos devastadores e permanentes. Além disso,
com a recente pandemia do COVID-19, as autoridades de saide brasileiras estdo
preocupadas com os arbovirus, cujos maiores picos ocorrem nos primeiros cinco meses

do ano e podem ser outra preocupagao a ser adicionada ao COVID-19 (WHO, 2019).
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Figura 5. Taxa de incidéncia de dengue (A), chikungunya (B) e Zika (C) por localidade

no Brasil. Fonte: SINAN, 2020.

A maneira mais eficiente de lidar com essas doencgas é controlar os vetores, uma
vez que a vacina quimérica (CYD-TDV) ndo ¢ totalmente eficaz contra diferentes
arbovirus (ZAHID et al. 2020). Os atuais programas de controle de mosquitos de
importancia médica e veterinaria baseiam-se principalmente no uso de inseticidas
sintéticos, como organofosfatos (temefos e fentido), carbamatos (carbaril e carbofurano)
e reguladores de crescimento de insetos (IGRs) (diflubenzurénio e metopreno)
(HUANG et al. 2017, THOMAS, 2018; ACHEE et al. 2019).

Tais agentes de controle sdo eficazes, mas podem causar efeitos indesejados em
organismos ndo-alvo, além de favorecer a selecdo de insetos vetores e pragas
resistentes. Esse fato foi observado em pragas agricolas como Spodoptera exigua

(Lepidoptera), Tribolium castaneum (Coleoptera) e Drosophila suzukii (Diptera)
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(GOMES et al. 2017; KHAN et al. 2017; GRESS & ZALOM 2018), e, em populacdes
de mosquitos, como Culex quinquefasciatus, Aedes aegypti e Aedes albopictus
(LAWLER et al. 2017). No entanto, foram encontradas evidéncias de resisténcia a
inseticidas de 4 classes como carbamatos, organoclorados, organosfosforados e
piretroides para os vetores A. aegypti e A. albopictus detectadas nos continentes
Américas, Africa ¢ Asia (MOYES et al. 2017). Esta resisténcia possibilita a
sobrevivéncia dos mesmos quando expostos a inseticidas pelos mecanismos como
alteragdes comportamentais, penetracao reduzida pela cuticula, resisténcia metabolica e
alteracdes nas proteinas alvo (BRAGA & VALLE 2007; VALBON et al. 2019; SIMMA
et al. 2018; KARUNARATNE et al. 2018). Além disso, esses produtos podem ser
prejudiciais a satide humana e ao meio ambiente devido a aplicacdo intensiva e
prolongada (ROIZ et al. 2018; BADOLO et al. 2019). Por exemplo, alguns estudos tém
ressaltado o impacto negativo de pesticida quimicos ao meio ambiente como
contaminac¢do do solo (LAWLER 2017), morte de herbivoros (MOSSA et al. 2018) e da
fauna associada (MONTEIRO et al. 2019).

No entanto, outros métodos de controle (Figura 6) foram propostos, incluindo:
larvicidas bacterianos (Bacillus thuringiensis € Bacilus sphaericus) produzindo cristais
toxicos (BENELLI et al. 2016b); criagdo de insetos estéreis por radiagdo (ALPHEY et
al. 2010); e desenvolvimento de tecnologias transgénicas para vetores e pragas de

insetos (CARVALHO et al. 2015, CAMPOS, 2020).
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Figura 6. Estratégias de controle visando diferentes estagios do ciclo de bioldgico do

mosquito. Fonte: BENELLI, 2016b.

Nesse cenario, a nanobiotecnologia tem se tornado uma linha de estudos de
grande interesse mundial, visando o desenvolvimento de nanoinseticida a partir da
nanoencapsulacdo e nanoemulsdo usando substincias bioativas de produtos naturais
(BENELLL 2018b).

As nanoemulsdes sdo sistemas dispersos constituidos por dois liquidos imisciveis
que sdo frequentemente estabilizados por um ou mais surfactantes. Eles t€ém um
tamanho médio de goticula abaixo de 200nm, estabilidade cinética, biodisponibilidade
aprimorada e estabilidade quimica e fisica aprimorada dos compostos bioativos

(CAMPOS et al. 2020). Esses sistemas permitem a dispersdo de ativos lipofilicos em
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meio aquoso, o que ¢ atraente para uso como agentes larvicidas, visto que o
desenvolvimento das larvas ¢ neste ambiente (DUARTE et al. 2015). Além disso, esses
sistemas melhoram a bioatividade dos produtos naturais principalmente devido ao
aumento da area superficial e facilitagdo da absor¢do visto o pequeno tamanho das
particulas. Este sistema tem chamado a aten¢do como agentes de controle de mosquitos
medicamente importantes, sendo empregado como larvicida (PAVELA et al. 2019) ou
como agente repelente (SARWAR et al. 2020).

De fato, as nanoemulsdes a base de 6leo em agua (Figura 8) representam uma
importante ferramenta nanobiotecnoldgica para promover o aumento da estabilidade de
diferentes substancias quimicas, permitindo que sua liberacdo ocorra em taxas
controladas e moduladas, incluindo aumento da poténcia, durabilidade, reducdo na
quantidade de ingredientes ativos que precisam ser usados e seguranga para 0s seres

humanos e o meio ambiente (OLIVEIRA et al. 2017).
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Figura 7. Esquema da nanoemulsdo e do tensoativo. Fonte: CAMPOS, 2020.
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Nos ultimos anos, varios estudos foram realizados com o objetivo de
desenvolver novas formulagdes larvicidas utilizando nanotecnologia. Os produtos
nanoestruturados preparados com o6leos naturais a base de plantas, incluindo dleos
essenciais, sdo considerados uma excelente op¢ao ecologica quando comparados aos
pesticidas sintéticos (BENELLI & PAVELA 2018). Do ponto de vista tecnologico, essa
técnica ¢ considerada relativamente simples e de baixo custo, podendo ser aplicada para
diversas finalidades, como a encapsulacdo de bioinseticidas, produtos para area
alimenticia, produtos destinados a area téxtil, cosméticos e medicamentos.

Portanto, ¢ essencial encontrar alternativas ambientalmente seguras,
potencialmente mais eficazes e adequadas para uso em programas de controle de larvas
de A. aegypti e A. albopictus. No Brasil encontra-se a maior diversidade de plantas do
planeta, com cerca de 55.000 espécies catalogadas correspondendo a 30% da flora
mundial, o que torna o pais promissor na busca de novos compostos com atividade
inseticida (JOLY et al. 2011; ZAPPI et al. 2015). De fato, estudos recentes estdo
renovando o interesse de pesquisas sobre produtos a base de plantas que podem ser
usados como ovicidas, larvicidas, adulticidas e repelentes de adultos contra insetos
importantes na saude publica (BENELLI et al. 2016b; HEMATPOOR et al. 2017).

Esses produtos de origem botanica sdo ferramentas eficazes, ecoldgicas na luta
contra os mosquitos e tornam o desenvolvimento da resisténcia um evento raro, uma
vez que geralmente exercem toxicidade através de multiplos mecanismos de a¢ao (LUZ
et al. 2020). Por exemplo, a lipofilicidade dos produtos naturais tem um papel
importante na absor¢do compostos nos insetos que pode ocorre através da cuticula, sifao
respiratério ou ingestdo, o que esta diretamente relacionado a capacidade de
proporcionar um efeito inseticida (PAVELA et al. 2019). No entanto, estudos apontam

que acdo dos metabolitos secundarios das plantas contra larvas de mosquitos,
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demonstram interferéncias no sistema nervoso central na inibicdo de receptores de
neurotransmissores como colinérgicos (ACh), acido gama-aminobutirico (GABA) e
octopaminérgico (AO), impedindo a transmissdao impulsos nervosos, levando a paralisia
e morte. Por outro lado, estudos informam que a regido intestinal das larvas ¢ um dos
locais-alvo comuns para os compostos inseticidas, que causa graves danos na regido do
intestino médio interrompendo a integridade e funcdo do epitélio intestinal, levando a
morte por intoxicagdio (SILVERIO et al. 2020). Portanto, a compreensio dos
mecanismos de a¢do dos metabolitos secundarios pode ajudar a reduzir a resisténcia dos
inseticidas e auxiliar na produgdo de produtos naturais com atividade em locais de agao
especificos ou multiplos.

Nesse cenario, produtos naturais, especialmente 6leos essenciais (OE), podem
se tornar um método de controle alternativo, pois sdo seguros e biodegradaveis
(PAVELA, 2015). Os 6leos essenciais podem ser obtidos por destilagdo a vapor dos
orgdos da planta em estudo. Esses oOleos geralmente sdo responsdveis pelo odor da
planta e s3o uma importante estratégia de defesa contra microorganismos patogénicos e
pragas com diferentes efeitos nas larvas, como bloquear os orificios de ar (espirais) que
levam a morte por asfixia (TAKEARA et al. 2017).

Em alguns casos, os Oleos essenciais t€ém agdes neurotoxicas, citotoxicas,
fototoxicas e mutagénicas nos insetos (BENELLI et al. 2017c; CHELLAPPANDIAN et
al. 2018a). Por exemplo, o 6leo essencial obtido de Licaria puchury Linnaeus tem um
efeito neurotoxico (inibicdo da AChE) nas larvas de A. aegypti com um valor de CLso
de 98.5ug/mL (concentracao letal que mata 50% das larvas expostas) (AZEVEDO et
al. 2018); Lippia organanoides Kunth possui atividade toxica (efeito fumigante) com
CLso de 25.5ug/mL e 6.8ug/mL em dcaros e pulgdes, respectivamente (MAR et al.

2018); Sphaeranthus indicus e Piper betle Linnaeus tém acdo fototoxica e mutagénica
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(efeito de contato da cuticula) com mortalidade de 96% e 95% em adultos de Culex
quinquefasciatus e A. aegypti, respectivamente (CHELLAPPANDIAN et al. 2018b;
VASANTHA et al. 2017).

Neste contexto, os Oleos essenciais obtidos de espécies do género Piper
receberam consideravel atencdo devido a sua diversidade quimica e propriedades
bioldgicas (CLso = 0.4 - 100pg/mL) (Figura 08) (SILVA et al. 2017; LUZ et al. 2020).
Uma revisdo apresentada por MARQUES & KAPLAN (2015) descreveu que os OEs
obtidos das folhas das espécies P. gaudichaudianum, P. betle, P. tuberculatum, P.
longum, P. nigrum, P. hostmannianum, P. aduncum, P. klotzschianum, P. humaytatum,
P. marginatum e P sarmentosum sdo potencialmente toxicos contra o vetor da dengue
A. aegypti. Por exemplo, o OE extraido das folhas de Piper aduncum apresentou altos
niveis de dilapiol e exibiu CLso de 57pug/mL e 100pug/mL contra larvas e adultos de 4.
aegypti, respectivamente (ALMEIDA et al. 2009; PINTO et al. 2012). O dilapiol
também foi encontrado como o principal componente dos Oleos essenciais de P.
hostmannianum (34,20%) e P. tuberculatum (32,10%), que mostraram ser potentes
contra as larvas de A. aegypti, com CLso de 36pg/mL e 54pg/mL, respectivamente
(MORALIS et al. 2007). Ambas as espécies estdo amplamente distribuidas na Floresta
Amazonica, no norte do Brasil.

Os oleos essenciais extraidos das folhas de outras espécies da Mata Atlantica,
como P. nigrum, P. betle, P. marginatum e P. sarmentosum, mostraram-se ativos contra
larvas de A. aegypti com CLso de 9.21 pg/mL, 28ug/mL, 20ug/mL, 16.03pug/mL,
respectivamente. Os principais constituintes desses 0leos essenciais foram o safrol e o
timol (NAWAZ et al. 2011; AUTRAN et al. 2009; LAVOR et al. 2012). Além disso,
outros estudos indicaram a atividade adulticida dos 6leos obtidos das folhas de P.

nigrum ¢ P. betle, que mostraram 82% e 78,9% de mortalidade ap6s 90 minutos de
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exposicao (CHAITHONG et al. 2006; NAGORI et al. 2011). Por outro lado, alguns
constituintes volateis de Piper mostraram atividade larvicida contra 4. aegypti, como o
B-selineno com CLso 121pug/mL encontrado em P. gaudichaudianum; limoneno com
CLso de 13.5pg/mL encontrado em P. klotzschianum; B-cariofileno com 156pug/mL
encontrado em P. humaytatum e nerolidol com CLso de 10.0pg/mL encontrado em P.

longum (CHAIYASIT et al. 2006; NASCIMENTO et al. 2013; MORAIS et al. 2007).
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Figura 8. Alguns metabolitos larvicidas isolados de espécies do género Piper.
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Embora véarios estudos reconhecam o potencial inseticida de espécies
pertencentes ao género Piper, existem poucos estudos relacionados ao Piper
capitarianum, arbusto abundante na regido amazonica, nativo do Brasil (YUNCK,
1972; GUIMARAES & GIORDANDO 2004). No melhor de nosso conhecimento, o
estudo dessa espécie relata o efeito do extrato em metanol das folhas nas larvas de
Aedes aegypti (POHLIT et al. 2004; 2011). No entanto, hd pouco estudo sobre esta
espéciec do ponto de vista fitoquimico, havendo necessidade de ampliar os
conhecimentos sobre a composi¢cdo quimica e suas atividades bioldgicas visando a
obtencdo de compostos ativos que permitam a sintese de novos produtos inseticidas
com o uso direto no controle de insetos vetores.

Diante essas premissas, o presente trabalho consistiu na caracterizagdo quimica
dos O6leos essenciais e extratos obtidos das partes aéreas (folhas, caules e
inflorescéncias) de Piper capitarianum. As avaliagdes biologicas foram realizadas com
os Oleos e extratos para demonstrar as atividades antimicrobiana com bactérias
patogénicas; larvicidas e adulticidas contra os vetores 4. aegyti e A. albopictus, e o
efeito toxico contra o microcrustaceo 4. salina, um organismo nao-alvo. Para investigar
o mecanismo de agdo do dleo essencial e extratos mais ativo, também foi determinada
sua atividade antioxidante in vitro dos radicais DPPH e ABTS, bem como atividade
inibidora da acetilcolinesterase (AChE), com o objetivo de correlacionar esses
resultados com a dosagem letal obtida nos bioensaios realizados. Além disso, alteragdes
morfoldgicas nas larvas de 4. aegyti e A. albopictus induzidas pelos 6leos e extratos de
P. capitarianum foram demonstradas por microscopia Optica e técnicas de varredura
eletronica. Adicionalmente, a modelagem molecular da interacdo entre os principais
constituintes dos 6leos, como trans-cariofileno e humuleno com a enzima AeSCO-2

também foi determinada. A influéncia de diferentes pares de surfactantes na formagao
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de nanoemulsdo a base de 6leo e extratos de P. capitarianum, bem como sua atividade
larvicida promissora contra os mosquitos Aedes aegypti e Aedes albopictus foi também
investigada.

Este ¢ o primeiro relato sobre composi¢do quimica e atividade bioldgica dos

6leos essenciais, extratos e substancias isoladas de P. capitarianum.
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2. JUSTIFICATIVA

Os insetos Aedes aegypti e Aedes albopictus tém recebido grande aten¢do em
todo o mundo, uma vez que ambas as espécies sdo vetores eficientes para doencas
dengue, chikungunya e Zika, que ocupam lugar de destaque dentre as doengas de
impacto na saude publica do Brasil (KRAEMER et al. 2015; LETA et al. 2018).
Segundo o boletim epidemioldgico do Ministério da Saiude, no ano 2019, foram
registrados no Brasil, 914.310, 63.854, 2.650 casos confirmados respectivamente para
dengue, chikungunya e Zika, resultando um aumento de 48% dos casos em relagdo ao
ano de 2018 (MS, 2019). Desse total, 782 pessoas morreram em consequéncia dessas
arbovirose no pais. Essas doengas tém um alto impacto social e econdomico, com efeitos
entrelacados entre a pessoa infectada e o universo que a cerca, com danos devastadores
€ permanentes.

Neste contexto, a dengue, chikungunya e zika sd3o consideradas doengas passiveis
de intervencdo sendo importante o desenvolvimento de pesquisas para fornecer
subsidios, que contribuam para o combate ao vetor. No que se refere ao meio ambiente,
o uso constante de inseticidas quimicos causa descontrole da populacdo de mosquito,
levando a selecdo de populagdes resistentes e também tem provocado outros efeitos
indesejaveis, como poluicdo ambiental e toxicidade para seres humanos e outros
organismos da fauna associada.

Assim, ha necessidade de buscar novas alternativas ambientalmente seguras,
potencialmente adequadas e mais eficazes para uso em programas de combate aos
vetores. Uma das tendéncias atuais ¢ a bioprospeccdo de plantas e o uso da
nanobiotecnologia na expectativa de conseguir compostos ativos para desenvolvimento

de nanoinseticida visando o controle dos vetores no ambiente urbano.
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3. OBJETIVOS

3.1 Geral

e Analise quimica e bioldgica dos 6leos essenciais e extratos obtidos das partes
aéreas de Piper capitarianum visando o controle de Aedes aegypti e Aedes

albopictus no ambiente amazonico.

3.2 Especificos

e (Caracterizar e isolar os constituintes quimicos presentes nos 6leos essenciais e extratos

ativos de P. capitarianum.

e Avaliar as atividades quimicas e biologicas dos dleos e extratos por meio de ensaios

bioldgicos;

e Sintetizar e caracterizar nanoemulsoes;

e Avaliar o potencial inseticida dos oOleos essenciais, extratos ¢ nanoemulsdes de P.

capitarianum sobre larvas e adultos de Aedes aegypti e Aedes albopictus.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1 Coleta e identificacio do material vegetal
As partes aéreas (folhas, caule e inflorescéncia) de P. capitarianum foram
coletadas em fevereiro de 2015, durante a manhd, no setor de Plantas Medicinais da
Embrapa Amazonia Ocidental, situado na Rodovia AM-010 (03° 06 23 .04 "S e 60° 01
'35,14"W) (Figura 9A), acondicionados em sacos plasticos pretos devidamente
etiquetados e transportado ao Laboratério de Maldria de Dengue do INPA.
Posteriormente foi feita a confeccdo das exsicatas que foram secas em estufa a
temperatura de 50°C por um periodo de 72 horas.
As exsicatas foram identificadas pelo botanico Dr. Jos¢ Gomes, por meio de
comparagdo com material existente na colecdo do herbario do INPA, onde se encontram
depositadas sob o n® 259.231 do herbéario (Figura 9B). O restante do material vegetal foi

submetido a trituracdo separadamente em moinho tipo faca e pesados para obter a massa

triturada que foi utilizada na obtengdo dos 6leos essenciais e preparagdo dos extratos.

Figura 9. Coleta do material vegetal. A) Exemplar de Piper capitarianum cultivada em
area experimental da Embrapa. B) Exsicata confeccionada e depositada no herbario do

INPA.
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4.1.1 Obtenciao dos extratos de Piper capitarianum

Os extratos foram preparados no Laboratorio de Cromatografia (LABCRO) da
UFAM. O material vegetal triturado das partes coletadas (folhas, galhos e
inflorescéncia) foi submetido a extragdo por maceragdo com solventes organicos
(hexano, diclorometano e metanol) em ordem crescente de polaridade (Figura 10) e
agitada com o auxilio de agitador magnético para obtencdo dos extratos. Apos extragdo,
os extratos foram filtrados em papel de filtro, e os solventes foram removidos sob
pressdo reduzida em evaporador rotatorio. Posteriormente, os extratos secos foram
acondicionados em recipientes de vidro ambar nas seguintes quantidades: extratos
Hexano (114g), Diclorometano (140g), Metanol (210g) das folhas; extratos Hexano
(50g), Diclorometano (60g), Metanol (90g) dos galhos; extratos Hexano (14g),
Diclorometano (18g), Metanol (26g) das inflorescéncia, devidamente fechados e

mantidos na geladeira até a aplicagdo dos ensaios bioldgicos.

{ MATERIAL BOTANICO J

Extragdo com n-hexano
3 dias — 3 vezes
Filtragdo e concentragdo do extrato

[ EXTRATO HEXANICO J [ RESIDUO BOTANICO ]

Extragdo com diclorometano
3 dias — 3 vezes
Filtragdo e concentragdo do extrato

EXTRATO . A
[ DICLOROMETANICO J [ RESIDUO BOTANICO ]

Extrag@o com metanol
3 dias — 3 vezes

Filtrag@o e concentracdo do extrato

EXTRATO RESIDUO BOTANICO
METANOLICO

Figura 10. Fluxograma para obtencdo de extratos da Piper capitarianum.



35

4.1.2 Extracao dos dleos essenciais

A extrag@o dos 6leos essenciais das folhas, galhos e da inflorescéncia de Piper
capitarianum (200g triturados de cada uma dessas partes da planta) foi feita pelo
método hidrodestilacdo (Figura 11) utilizando o sistema de Clevenger modificado por
periodo de 4h. Apds o processo de extragdo, o dleo foi coletado e seco em sulfato de
sodio (Na2SO4) anidro comercial para retirar dgua residual, acondicionado em frasco de
vidro ambar devidamente fechados e armazenado a -4°C para uso posterior (MAR et al.
2017). Posteriormente foi realizada a determinag¢do do rendimento dos 6leos com base

no peso do material vegetal utilizado.

Figura 11. Extracdo dos Oleos essenciais por hidrodestilagdo. (A) Sistema
hidrodestilacao modificado; (B) Oleos extraidos de Piper capitarianum submerso em

agua destilada.

4.2 Analises Quimicas
4.2.1 Cromatografia em coluna e camada delgada — CCD
Os extratos de P. capitarianum foram submetidos analise por cromatografia em

camada delgada (CCD), utilizando cromatoplacas de silica gel em fase normal e reversa,
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com suporte de aluminio de tamanho 20 x 20 cm e indicador de fluorescéncia F254 da
MERCK.

Para revelar as placas foram utilizados os reveladores universais: anisaldeido
(ImL de acido acético dissolvidos em 10mL de etanol + adi¢do de SmL de anisaldeido),
vanilina sulftrica (10g de vanilina dissolvidos em 100mL etanol + adi¢do de Iml de
acido sulfurico) e reveladores especificos: KOH (lg de hidréxido de potéssio
dissolvidos em 10mL de etanol), NP/PEG (2g de ester aminoetilico + 10g de
polietilenoglicol dissolvidos em 200mL e acetato de etila) e Dragendorff (100mg de
nitrato de bismuto dissolvidos + 4g de iodeto de potassio diluidos em 100mL de acido
acético). A revelagdo das CCD foi realizada por meio da lampada ultravioleta (365 e
254 nm).

Além disso, os extratos foram submetidos ao fracionamento cromatografico por
meio de uma coluna de vidro com 150 cmde altura e 2,5 cm didmetro, utilizando
Sephadex-LH-20 da Pharmacia como fase estaciondria, e, diferentes sistemas de eluicao
(solventes orgénicos) para o isolamento dos constituintes quimicoss majoritarios. As
fragdes obtidas da coluna foram comparadas e reunidas pela cromatografia em camada

delgada — CCD utilizando folhas de aluminio com camada fina de gel de silica.

4.2.2 Ressonancia Magnética Nuclear — RMN 3C e 'H

Os constituintes quimicos isolados foram analisados por RMN 13C e 'H,
equipado com aparelho BRUKER, modelo DRX-500, operando de 50 a 500 MHz,
utilizando acetona (C3DsO) como solvente para diluicdo das amostras. Os valores dos
deslocamentos quimicos foram referidos em unidades adimensionais (), representando

parte por milhdo da frequéncia aplicada para elucidacdo estrutural dos isolados. As
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analises envolvendo este equipamento foi realizado no Laboratorio de Quimica de

Produtos de Naturais do INPA.

4.2.3 Analise dos 0leos em Cromatografia Gasosa (CG-EM)

A identificagdo dos constituintes dos Oleos essenciais foi realizada por
comparagdo de seus indices de retencdo e espectros de massas com os relatados na
literatura (ADAMS, 2009) ou apresentados na biblioteca de sistemas de dados Wiley do
equipamento CG-EM (NIST, 2016). Os indices de retencao foram calculados para todos
os constituintes volateis usando séries homologas de n-alcano. As analises por CG-EM
foram realizadas usando um cromatédgrafo a gas HP 6890, em interface com um detector
seletivo de massa HP 5973N (tensdo de ionizagdo 70 eV), equipado com uma coluna
capilar DB-5MS (30 m x 0,25 mm, espessura de filme 0,25 um), usando hélio como gés
portador (1,0 mL min!). A temperatura do forno foi programada de 60 ° C a290° C a
uma taxa de 3 ° C min’!, depois isotérmica a 290 ° C por 10 min, usando H2 como gas
transportador (1,0 mL min™"). As temperaturas do injetor € do detector foram de 230 ° C
e 290 ° C, respectivamente. O volume de inje¢do foi de 1,0 uL no modo sem divisdo. A
velocidade linear (@) foi de 14 cm s™'. Temperatura da interface MS: 280°C; faixa de

massa: 40-700 u; velocidade de varredura: 150 u s™!; intervalo: 0,50 s (2 Hz).

4.3 Criacao de Aedes Aegypti e Aedes albopitcus

Os mosquitos Aedes aegypti ¢ Aedes albopictus foram obtidos de coldnias
estabelecidas no Laboratorio de Malaria e Dengue do Instituto Nacional de Pesquisas da
Amazonia - INPA. A coldnia foi estabelecida a partir de coletas de ovos em armadilhas
ovitrampa (SILVA et al. 2018), instaladas em residéncias localizadas na area urbana de

Manaus no ano de 2017. Estes insetos foram mantidos sem exposicao a inseticidas, sob
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condi¢des controladas a temperatura ambiente (26 £ 2 °© C) e umidade relativa de 70-
85%, com fotoperiodo de 12:12 h (claro/escuro). O procedimento de criagdo foi
realizado pela metodologia descrita por TADEI et al. (2010).

Os ovos de 4. aegypti e A. albopictus obtidos de coldnias reprodutoras foram
colocados em recipientes contendo dgua para as larvas eclodirem. As larvas foram
criadas em uma bandeja plastica contendo dgua destilada e alimentadas diariamente
com uma mistura de comida de gato (Whiskas®) e p6 de figado bovino na proporcao de
1:1 (Figura 12 A). As larvas foram mantidas até o terceiro instar larval e algumas foram
selecionadas para os bioensaios larvicidas. O restante foi deixado nas bacias esmaltadas
até atingirem a pupagdo. As pupas emergidas das larvas foram transferidas para
recipientes plasticos redondos (50 mL), contendo dgua destilada e colocadas em gaiolas
de criacdo (dimensdes 30 cm x 30 cm x 30 cm) para o surgimento de adultos (Figura 12
B).

Os adultos foram alimentados com uma solu¢ao de sacarose a 10% e refeicao de
sangue de acordo com o Protocolo CEUA 054/2018 do Comité de Etica no Uso de
Animais - INPA, os hamsters (Mesocricetus auratus) foram anestesiados (cloridrato de
xilazina 2%) por 10 minutos para alimentagdo dos insetos. As fémeas alimentadas com

sangue, com 2 a 5 dias de idade, foram usadas em bioensaios adulticidas.
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Figura 12. Criagdo de A. aegypti € A. albopictus no insetario. (A) Bacias teladas
utilizadas na manuten¢do das larvas no laboratério. (B) Introdu¢do dos mosquitos

adultos nas gaiolas.

4.3.1 Bioensaios larvicidas

Os bioensaios foram realizados no Laboratorio de Maléria e Dengue do INPA,
utilizando o protocolo da OMS com pequenas modificacdes (WHO, 2005).

Os extratos, nanoemulsoes, 0leos essenciais € seus constituintes trans-cariofileno
e humuleno, foram testados separadamente quanto a sua atividade larvicida contra as
larvas de 3° instares de A. aegypti e A. albopictus (Figura 13). Todos os bioensaios
foram realizados a 26 + 2 °C e 90% de umidade relativa (UR). Solugdes das amostras e
dimetilsulféxido (DMSO) (10 mL) foram preparadas a 500, 250, 100, 50 e 25 ug/mL.
Em seguida, 500 larvas de terceiro instar foram divididas em cinco grupos para cada
concentragdo testada. O solvente DMSO e o inseticida temefos (0.12pg/mL) foram
utilizados como controle negativo e positivo, respectivamente. O bioensaio foi realizado
em quintuplicata e a atividade larvicida foi estimada pela mortalidade das larvas apos 24

e 48 horas de exposicao.
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Figura 13. Realizacdo dos bioensaios com extratos, nanoemulsdes e Oleos de P.

capitarianum

As larvas eram consideradas mortas se ndo se movessem quando a dgua era
perturbada (ROBERTSON et al. 2007). Os dados foram analisados em programa
estatistico para célculos do CLso (concentragdo letal que mata 50% das larvas expostas),
CLoo (concentracdo letal que mata 90% das larvas expostas), LCL (limite inferior de
confianga) e UCL (limite superior de confianga) com limites fiduciais de 95%. A
porcentagem de mortalidade foi calculada usando a férmula (1) e as corregdes para

mortalidade, se necessario, foram feitas usando a formula ABBOTT'S (1925) (2).

Mortalidade% = (larvas mortas / nimero total de larvas) x 100 (1)

Mortalidade corrigida% = (n.em T apds o tratamento x 100) (2)

n em C apos o tratamento

onde n ¢ a mortalidade (%) de larvas no grupo controle (C) e no grupo tratado (T).
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4.3.2 Bioensaios adulticida

O ensaio adulticida foi realizado no Laboratdrio de Malaria e Dengue - INPA em
sala com temperatura controlada em 26° + 2°C, umidade relativa de 80% e fotoperiodo
de 12 horas com os mosquitos 4. aegypti e A. albopictus, utilizando o método de teste
biologico em garrafa, descrito por DUNFORD et al. (2016) com modificagdes. As
solugdes das amostras (extratos e Oleos) foram diluidas separadamente em
dimetilsulfoxido a 1% (DMSO) e preparadas em concentragdes de 500, 250, 150, 100,
50 pg/mL. Em seguida, as garrafas de vidro (250 mL) foram impregnadas com 1 ml das
solugdes das amostras e deixadas secar a uma temperatura de 25 + 2°C (Figura 14A).
Posteriormente, um total de 225 fémeas de A. aegypti e A. albopictus com idades entre 2
e 5 dias de idade, foram divididos em 5 grupos de 15 fémeas para cada concentragdo
testada. Estes foram introduzidos separadamente em garrafas impregnadas usando uma

armadilha entomologica (Figura 14B). O solvente DMSO o inseticida deltametrina

(0,60 pg/mL) foram utilizados como controle negativo e positivo, respectivamente.

Figura 14. Realizacio dos bioensaios adulticida com extratos e oOleos de P.
capitarianum; (A) Garrafas utilizadas nos bioensaios. (B) Introducdo de fémeas de A.

aegypti e A. albopictus nas garrafas com capturador entomolégico.
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O bioensaio foi realizado em triplicata e a mortalidade de adultos foi registrada
em intervalos de 15 minutos a 90 minutos de exposi¢ao (tempo final). Os mosquitos
foram considerados mortos se ndo apresentassem resposta ou sinal de movimento
(WHO, 2006; BROGDON & CHAN, 2010). Apds os testes, os dados de mortalidade
foram submetidos a andlise de probit utilizando software estatistico para calculos do

LCso e LCoo € 0 percentual de mortalidade foi calculado pela formula (3).

Mortalidade% = (adultos mortos / nimero total de adultos) x 100  (3)

4.3.3 Estudo morfologico das larvas

Para entender o possivel mecanismo de ac¢do dos extratos e Oleos de P.
capitarianum em insetos, foram realizadas analises morfologicas das larvas de 3 instar
de A. aegypti e A. albopictus tratadas a 90ug/mL apds 24 horas de exposic¢do, utilizando

um estereomicroscopio € microscopio eletronico de varredura (MEV).

O estudo morfologico utilizando o estereomicroscopio foi realizado no
Laboratorio de Malaria e Dengue do Instituto Nacional de Pesquisa da Amazdnia
(INPA), de acordo com OLIVEIRA et al. (2017). Para isso, as larvas foram fixadas em
etanol a 80% e observadas em um estereomicroscopio Leica EZ4HD (Leica
Microsystems Inc., Buffalo Grove, IL, EUA) juntamente com uma camera MDCE 5C
(50x) (Figura 15).

O estudo no MEV foi realizado no Laboratério Tematico de Microscopia
Optica e de Varredura do INPA, segundo FERREIRA et al. (2019) com modificagdes.
As larvas tratadas foram fixadas em solucao de glutaraldeido (4%) e o tampao de sodio
cacodilato (0.1 M, pH 7.2) a 25 °C por 2 h. Em seguida, foram submetidos a

desidratacdo em 4lcool e dgua destilada em uma série crescente (70%, 80%, 90% e
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100%), por 10 minutos cada concentragdo. Ao final dessa etapa, as amostras foram
submetidas ao método de secagem pelo ponto critico utilizando CO, super-seco em
aparelho de BALZERS CPD-030 (Balzers, Tuscon, Arizona, EUA). Em seguida, as
larvas foram montadas em suporte metalicos e cobertas com uma fina camada de ouro
por pulverizagdo catdédica em aparelho de BALZERS SCD-050 (por 10 min) para

possibilitar a visualizacdo e anélise no microscopio eletronico de varredura Jeol 5310

(JEOL Ltd., Téquio, Japao).

Figura 15. Realizacdo das analises morfologicas das larvas de A. aegypti e A.

albopictus. (A) Estereomicroscopio. (B) Microscopio eletronico de varredura (MEV).

4.3.4 Atividade toxica contra Artemia salina

A toxicidade dos 6leos essenciais e extratos de P. capitarianum sobre larvas de
Artemia salina foi realizada no Laboratério de Cromatografia (LABCRO) da UFAM,
conforme metodologia de MEYER et al. (1982) com modificagdes.

Ovos de 4. salina (100mg) foram colocados em um aquario de vidro contendo

solugdo salina a 35% (35g de sal marinho sintético, diluido em 1L de 4dgua destilada)
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deixados sob iluminagdo artificial a 28°C (lampada incandescente) por 48 horas para
incubagdo das larvas (Figura 16 A). Em seguida, foram adicionados 10 nauplios a cada
tubo de ensaio, contendo diferentes concentragdes das amostras a serem avaliadas
(1000, 500, 250, 100, 50 e 25 pug/mL) e mantidas sob iluminag¢do a 28°C por 24h
(Figura 16 B). Os testes foram realizados, em triplicado, para cada concentra¢dao. O
lapachol foi usado como controle positivo e DMSO 1% como controle negativo. O teste
foi avaliado contando as larvas mortas (individuos imoveis) apds 24 horas de exposi¢ao.

O CLso e o CLogo foram obtidos por analise probit.

Figura 16. Realizacdo dos bionsaios com o6leos e extratos de P. capitarianum sobre
larvas Artemia salina. (A) Eclosdo dos ovos em aquario de vidro sob iluminagdo

artificial. (B) Montagem dos bioensaios.

4.3.5 Modelagem molecular

O estudo de modelagem molecular das moléculas (cariofileno e humuleno) sobre
a enzima AeSCP-2, foi realizado no Laboratorio de Quimica Tedrica e Computacional
(LQTC-UFAM). As moléculas presentes nos o6leos essenciais foram submetidas a

calculos de otimizagdo geométrica via mecanica quantica molecular e posteriormente a
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modelagem de docking molecular para obten¢do de afinidade entre ligante e proteina.
Os calculos tedricos da quimica quantica foram realizados usando o Programa Gaussian
09 (Revisdao D.01) (FRISCH et al. 2019) na plataforma Debian LINUX (versdo 5.0). A
abordagem DFT foi usada para otimizar a geometria usando os conjuntos de base 6-
311G + (d, p) e o funcional B3LYP. A estrutura cristalografica da proteina AeSCP-2 foi
obtida do Protein Data Bank (PDB ID: 1PZ4). O software AutoDock 4.2 foi usado para
o estudo da proteina-alvo, usando o algoritmo Lamarckiano. As coordenadas da regido
do sitio de proteina ativa foram validadas por re-docking do ligante cocristalizado, acido
palmitico, que estava presente no arquivo. Para isso, as dimensdes da caixa de grade nos
eixos X, Y e Z foram fixadas em 50 x 50 x 50 com espacamento de 0,375 A, centrado
no local da proteina AeSCP-2 (x = 23,381, y = 28,256 ¢ z = 54,388) e foram
considerados para os céalculos. A validacao do re-docking foi feita pelo critério RMSD <
1,5. Apos a validagdo, as moléculas otimizadas foram submetidas ao docking utilizando
as mesmas dimensdes da grade utilizadas no re-docking. As andlises das interacdes
proteina-ligante foram realizadas usando o software Discovery Studio.

Para o calculo da energia livre de solvatagdo, o servidor oficial de campo da
forca geral CHARMM (CGenFF) (MACKERELL & VANOMMESLAEGHE, 2020)
foi usado para as moléculas de trans-cariofileno e humuleno. Para moléculas de agua,
foi utilizado o modelo TIP3. Em todos os casos, uma caixa cubica de 30 nm3 foi usada
para as simulacdes. Os sistemas formados por trans-cariofileno e humuleno solvatados
em agua continham 2.279 e 2.274 atomos, respectivamente. As simula¢des de todos os
atomos na dindmica molecular foram realizadas com o campo de forca CHARMM?36
(HUANG & MACKERELL, 2013) usando GROMACS, versao 2019 (Gromacs 2019).
Para o calculo de interacdes ionicas de longo alcance, o método de malha de particulas

Ewald (PME) foi usado (ESSMANN et al. 1995). As ligagdes covalentes nas quais os
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atomos de hidrogénio estdo presentes foram restringidas pelo LINCS (LINear
Constraint Solver) (HESS et al. 1997). Para cada sistema, uma minimizagao de 50.000
passos foi usada seguida por uma corrida de balanga de 125-ps com um tamanho de
passo de 1 fs. Isto foi seguido pela produ¢ao de NPT (p / T constante) a 300 K usando 2
fn etapas de tempo para 11 ns, com pressdo (1 bar) controlada usando o método de
Berendsen (BERENDSEN et al. 1984) com um acoplamento a cada 2 ps. A temperatura
foi controlada pelo termostato Berendsen modificado (BUSSI et al. 2007), com
acoplamento a cada 0,1 ps. A energia de hidratacdo das moléculas de humuleno e
cariofileno foi calculada usando a metodologia Klimovich (KLIMOVICH et al. 2015).
As energias livres de hidratagdo de cada molécula foram calculadas em simulagdes
explicitas de dindmica molecular. A taxa de aceitagdo de Bennett multiestado (MBAR)
(Shirts and Chodera 2008) foi usada para calcular as diferencas na energia livre para

cada perturbacdo.

4.4 Analise estatistica

Os dados de mortalidade dos ensaios bioldgicos foram submetidos a andlise
probit com intervalo de confianca de 95% para determinar o CLso e CLoo usando o
programa POLO PLUS ® (LeOra Software, Berkeley, EUA) (FINNEY, 1971;
ROBERTSON, et al. 2007). As diferencas significativas foram determinadas pela
analise de varidncia (ANOVA bidirecional) seguida pelo teste de Tukey (p <0,01 e

p<0,05), utilizando o software BioEstat 5.0 Windows (Califérnia, EUA).
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4.5. Avaliacao das atividades quimicas e biologicas de P. capitarianum
4.5.1 Atividade antioxidante (DPPH)

Os ensaios antioxidantes foram realizados no Laboratorio de Cromatografia
(LABCRO) da UFAM, onde a capacidade inibitéria de radicais livres dos oOleos
essenciais e extratos de P. capitarianum foi feita de acordo com método de Silva et al.
(2014), utilizando o radical estavel DPPH (2,2-Difenil-1-Picril-hidrazil).

Os ensaios foram realizados em microplacas de 96 pocos com capacidade de 300
ul, contendo 30 pL de amostras e 270 uL da solu¢ao de DPPH, sendo que a quercetina
foi utilizada como padrido (controle positivo) e o negativo (metanol sem adi¢do de
amostras). As solucdes das amostras (30 pL) foram obtidas por diluicdo em série de 0,1
a 10,0 pg/mL sendo incubada por 30 minutos na auséncia de luz. Apds a incubagao foi
realizada a leitura da microplaca no espectrofotometro de ultravioleta (Biochrom ASYS
UVM 340) no comprimento de onda de 515 nm sendo realizados em triplicata. Os
valores das absorbancias obtidos foram convertidos em percentual de inibig¢do
calculados através da equagdo (4). Os valores de ICso (concentracdo inibidora de 50%)
foram calculados usando o software GraphPad Prism 5.0 (San Diego, Califérnia, EUA)
(ZHAO et al., 2016).

Inibi¢do (%) = (Abs amostra — Abs branco) x 100 4)
Abs controle

4.5.2 Atividade antioxidantes (ABTS)

A atividade antioxidante com o radical livre ABTS foi feita com base no método
descrito por Silva ef al. (2011) com modifica¢des. O radical livre ABTS foi preparado
numa solucdo de 10 mL, contendo 2.45mM de persulfato de potassio e 7mM de ABTS
utilizando H»0 destilada como solvente, sendo incubados por 16 horas na auséncia de

luz. Posteriormente, foram realizados os ensaios em microplacas de 96 pogos com
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capacidade de 300 pL, contendo 30 puL. de amostras e 270uL da solu¢do de ABTS, nas
concentragdes 1; 0.5; 0.25; 0.125; 0.062; 0.031 e 0.015 pg/mL a partir de dilui¢des
seriadas, controle positvo (Trolox) e o controle negativo (metanol sem adi¢do de
amostras), sendo incubada por 30 minutos na auséncia de luz.

Ap0s a incubagdo foi realizada a leitura da microplaca no espectrofotometro de
ultravioleta (Biochrom ASYS UVM 340) no comprimento de 734 nm sendo realizados
em triplicata. Os valores das absorbancias obtidos foram convertidos em percentual de
inibi¢cdo calculados através da equagdo (5). Os valores de ICso (concentragdo inibidora
de 50%) foram calculados usando o software GraphPad Prism 5.0 (San Diego,

California, EUA) (ZHAO et al. 2016).

Inibicdo (%) = (Abs amostra — Abs branco) x 100 (5)
Abs controle

4.5.3 Atividade enzimatica (Acetilconesterase)

A atividade inibitoria da AChE dos o6leos essenciais de P. capitarianum foi
realizada no Laboratério de Cromatografia (LABCRO) da UFAM, com base nos
métodos descritos na literatura (ELLMAN et al. 1961) com algumas modificagdes. As
solucdes de OE diluidas em metanol foram preparadas nas concentragdes de 7,81,
15,62, 31,25, 62,50 ¢ 125 ng / mL.

Os testes foram realizados em uma microplaca de 96 pogos, cada pogco contendo
20 pL de solugcdes OE (7,8 — 125 pg/mL), 80uL de tampao fosfato (100mM), 40 uL de
acido 5,5’-ditiobis  2-nitrobenzdéico (DTNB, 2.5mM) e 20uL da enzima
acetilcolinesterase (AchE) (1,0 U/mL), sendo incubados a 37°C por 10 min na auséncia

de luz. Em seguida, 40 mL de acetilcolina iodeto (10 mM) foram adicionados e
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incubados novamente nas mesmas condigdes. A galantamina foi usada como controle
positivo (25,0 a 1,0 pg) e o metanol como controle negativo. A absorbancia da mistura
foi medida a 405 nm no espectrofotometro UV (Biochrom ASYS UVM 340) e realizada
em triplicata. A porcentagem de inibicdo da atividade da AchE foi calculada de acordo
com a seguinte equacdo (6). Os valores de ICso (concentracdo inibidora de 50%) foram
calculados usando o software GraphPad Prism 5.0 (San Diego, Califérnia, EUA)

(ZHAO et al., 2016).

Inibigdo (%) = (A2 — (A1 — A3)) x 100 (6)
A2

onde Al ¢ a absorbancia das amostras ¢ a enzima, A2 é a absorbancia da enzima sem a

amostra e A3 ¢ a absorbancia da amostra sem a enzima. ]

4.5.4 Ensaios antimicrobianos
Os ensaios antimicrobianos dos 6leos essenciais e extratos de P. capitarianum
sobre bactérias patogénicas foram realizadas no do Laboratorio de Microbiologia do
INPA pelo método de difusdo em agar-discos descrito por Sayout et al. (2019) com
modifica¢des. Este método ¢ conhecido pela sua simplicidade, reprodutibilidade e
eficdcia para testar a sensibilidade das bactérias.
As cepas bacterianas utilizadas para avaliar atividade antimicrobiana foram as
Gram positivas: Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Bacillus cereus (ATCC 12228)
e as Gram-negativas: Escherichia coli (ATCC 25922), Pseudomonas aeruginosa
(ATCC 29245). Todos os isolados padrdes bacterianos foram obtidos do Laboratorio de
Microbiologia e Virologia da FIOCRUZ da Amazodnia. As bactérias foram mantidas em

tubos contendo dgar Muller-Hinton até atingirem a turbidez correspondente ao tubo 0,5
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da escala de Mac-Farland (1,5 x 108 UFC/ mL) e em seguida inoculadas em placas
contendo discos de papel-filtro (6 mm) impregnados com amostras (6leos ou extratos)
na concentracdo de 100ug/mL, incubadas em estufa a 35°C por 24h. (Figura 17 A e B).
O solvente dimetilsuféxido (DMSO) e o antibidtico amoxicilina foram utilizados como
controle negativo e positivo, respectivamente.

O ensaio foi realizado em triplicata e a atividade antimicrobiana foi estimada

pela medicdo dos didmetros dos halos formados ao redor dos discos (auséncia de

crescimento microbiano) (ALVES et al. 2011; SILVA et al. 2017).

Figura 17. Ensaios antimicrobianos com extratos e 6leos de Piper capitarianum. (A)
Inoculagdo dos microrganismos em meio de cultivo; B) Aplicacdo das amostras nos

discos.

4.6. Nanoemulsao contendo dleos ativos de P. capitarianum
4.6.1 Sintese de nanoemulsdes
As nanoemulsdes foram preparadas pelo método de inversdo de fases onde a

fase oleosa foi adicionada a fase aquosa sob agitacdo ultrassonico em homogeneizador
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de alta energia (Omini Sonic Ruptor 250) a 100 rpm por 10 min, sendo posteriormente
armazenadas em geladeira (RODRIGUES et al. 2018).

A fase oleosa foi constituida pelo 6leo essencial e tensoativo Span 80 (lipofilica; EHL:
4,3) e a fase aquosa com o surfactante Tween 20 (hidrofilica; EHL: 16,7) e agua
destilada. Ambos os surfactantes sdo neutros, ou seja, sem cargas elétricas positivas
(surfactantes catidnicos) ou negativas (surfactante anidnico).

Quatro nanoemulsdes foram desenvolvidas empregando-se como fase oleosa
amostras distintas: uma com o Oleo essencial obtido da inflorescéncia de P.
capitarianum (NanoOEI), e as demais com constituintes principais detectados nos OEs
de P. capitarianum, especificamente, trans-cariofileno (NanoTC), humuleno (NanoHU)
€ a uma mistura do trans-cariofileno + humuleno (NanoTH). As nanoemulsdes foram
preparadas com massa final de 10mg, contendo 80% de 4gua destilada (fase aquosa),
10% da amostra (6leo) e os tensoativos na concentragao de 5% (fase oleosa), onde

foram submetidas a caracterizacdo fisico-quimicas.

4.6.2 Caracterizacao das nanoemulsoes

A caracterizagdo das nanoemulsdes foi realizada seguindo os seguintes
parametros: cor, odor e homogeneidade, pH, tamanho da particula e determinacdo do
equilibrio hidrofilico-lipofilico (EHL).

As nanoemulsdes foram analisados por meio da observagdo visual das
formulagdes ao longo do experimento em relagdo a estabilidade, variagdo de cores
(opacas ou translucidas) e homogeneidade (separagdo de fases e fluidez). A analise do
pH, foi feita inserindo o eletrodo do pHmetro (Lutron® modelo PH-221) devidamente
calibrado diretamente nas amostras onde as andlises foram realizadas em triplicatas apos

o preparo das formulacdes. O tamanho das particulas e sua distribui¢do foram
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determinados através da técnica de espalhamento dindmico de luz (DLS) usando um
Zetasizer® (Nano ZS90, Malvern, UK). As formula¢des foram diluidas utilizando agua
ultrapura (Milli-Q) na propor¢do (1:25), e, analisadas em quintuplicata, onde os
resultados foram expressos didmetro médio + desvio padrao.

Os valores (EHL) da mistura dos sufarctantes com o6leo de acordo com a

seguintes equacdo (KOMAIKO & MCCLEMENTS, 2015):

A+B=100 (7)

EHL Resultante = EHLA x 0,01A + EHLB x 0,01B (8)

Onde: A= porcentagem do tensoativo hidrofilico, B=porcentagem do tensoativo

lipofilico; EHLA=Equilibrio Lipofilico de A; EHLB= Equilibrio Hidrofilico de B;
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Capitulo 1 — Oleos essenciais de Piper capitarinaum
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5.1.1 Rendimentos dos oleos essenciais de Piper capitarianum

Os oleos essenciais (OEs) obtidos de P. capitarianum, apresentaram aspecto
claro e aroma agradavel.

Os rendimentos dos OEs obtidos das folhas, galhos e inflorescéncia foram, 1,2%,
0,9% e 0,6% p/p respectivamente (Tabela 1). Estes resultados corroboram com os
obtidos por Silva et al. (2017), que relataram rendimentos de 6leos essenciais obtidos
das folhas foram superiores a 1% para espécies da familia Piperaceae. Estes
rendimentos podem variar de acordo com a regido geografica e fatores ambientais,
sendo condicionada principalmente a seus diferentes quimiotipos (SILVA et al. 2016).
Por outro lado, foram encontrados em espécies como Piper klotzschianum, P.
marginatum, P.gaudichaudianum e P. hostmanianum os rendimentos de 1.5% dos dleos
essenciais obtidosdas folhas coletadas na regido amazdnica (ALMEIDA et al. 2009;
AUTRAN et al. 2009; NASCIMENTO et al. 2013).

Dessa forma, os Oleos essenciais de alto rendimento sdo valorizados pelo
mercado devido a sua grande importancia para as industrias farmacéutica, de cosméticos
e outras aplicacdes (SILVA et al. 2014).

Tabela 1. Massas e rendimentos dos dleos essenciais de P. capitarianum.

Partes Massa Massa do Rendimento

Coletadas Triturada (g) Oleo (g) (%) +DP

Folhas 200 2,42 1.2+0,3
Galhos 200 1,72 09+04
Inflorescéncia 200 1,20 0.6+0,4

DP: Desvio padrao de triplicata
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5.1.2 Analises dos dleos essenciais por CG-EM.

A composi¢do quimica dos EOs de P. capitarianum esta apresentada na Tabela
2. A andlise do cromatograma obtido por GC/MS do OE das folhas permitiu a
identificacdo de 48 constituintes, dos quais 13.3% sdo monoterpenos, 82.3% sdo
sesquiterpenos € 0.7% sdo relativos a presenca de hidrocarbonetos e uma cetona
correspondendo a um total de 96,3% dos constituintes. Os principais constituintes
identificados foram o trans-cariofileno (20.0%), a-humulene (10.2%) e B-myrcene
(10.5%). Concernente ao OE obtido dos galhos foram identificados 94.7% dos
constituintes, sendo 2.2% de monoterpenos, 91.9% de sesquiterpenos e 0.6% relativos a
presenca de um hidrocarboneto e um éster. As substancias principais identificadas
foram o trans-cariofileno (19.7%), a-humulene (9.1%) e a-selinene (7%). Quanto ao OE
obtido da inflorescéncia a identificagdo dos constituintes foi de 94.1%, sendo 11.9%
representados por monoterpenos, 82.1% por sesquiterpenos e 0.1% relativo a presenca
de um hidrocarboneto. Os constituintes principais identificados no OE obtido da
inflorescéncia foram o trans-cariofileno (15.3%), a-humuleno (12.7%), linalool (6.0%)
e nerolidol (4.5%).

Sabe-se que os métodos de extragdo, fatores ambientais, localizacdo geografica
provavelmente afetam as composig¢des quimicas e a producao secundaria de metabolitos
em Piper spp. (SILVA et al. 2014). De maneira geral, a literatura relata que a
composicdo quimica ¢ bastante varidvel entre espécies do género Piper e entre
individuos da mesma espécie, o que pode influenciar na atividade farmacologica. Os
sesquiterpenos predominam nos 6leos de Piper, e a abundancia de trans-cariofileno e a-
humuleno ¢ frequentemente relacionada (NAVICKIENE et al. 2006; SIMEONE et al.

2011; PACHECO et al. 2016). A quantidade de trans-cariofileno e a-humuleno em OE
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obtida das folhas de Piper pode variar de 5% a 25% em espécies coletadas nas regides
Neotropicais (SILVA et al. 2017).

As variagdes nas composi¢des de Oleos essenciais certamente afetam as
atividades bioldgicas e os usos medicinais tradicionais das plantas em seus habitats
nativos. Por exemplo, as composi¢des OE das folhas de P. hispidum coletadas em Cuba
(PINO et al. 2004) eram ricas em trans-cariofileno (6.3%), enquanto em uma amostra do
Panamé predominou o dilapiol (16.3%) (SANTANA et al. 2015), e uma amostra da
Coldmbia teve o a-humuleno (10.2%) como seu principal constituinte (BENITEZ, et al.,
2009). Da mesma forma, o OE das folhas de P. aduncum coletadas na regido amazdnica
(Brasil) era rico em dilapiol (32.4%) (ALMEIDA et al., 2009), enquanto o OE extraido
das folhas P. aducun nas montanhas Escambray (Cuba) era rica em trans-cariofileno
(15.2%) e safrol (13.3%) (MONZOTE et al., 2017). P. arboreum mostrou grande
variagdo na composi¢do do OE, com quimiotipos ricos em sesquiterpendides como
trans-cariofileno (13.5%) ¢ a-humuleno (6.5%) do bioma Amazonia (Brasil) (SILVA, et
al. 2016) e amostras coletadas em Monteverde (Costa Rica), com safrol (32.4%), trans-

cariofileno (10.5%) e a-humuleno (7.5%) (SETZER et al., 2008).

No presente trabalho, os 6leos essenciais obtidos das partes aéreas (folhas, caules
e inflorescéncias) de P. capitarianum apresentaram altos teores de trans-cariofileno
(15.3-20.0%) e a-humuleno (9.1-10.2%), que diferem da grande maioria dos 6leos do
género Piper estudado. Este ¢ o primeiro relato sobre a composi¢ao quimica de o6leos

essenciais de P. capitarianum.
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Tabela 2. Composi¢ao quimica dos 6leos essenciais da folha, caule e inflorescéncia de

P. capitarianum

Oleos essenciais (%)

Componentes
LR Folhas Galhos Inflorescéncia

a-pineno 932 0.3 - -
B-mirceno 988 10.5 1.4 53
Limoneno 1024 2.3 0.8 0.3
cis-ocimeno 1032 - - 0.1
Terpinoleno 1086 0.2 - -
Linalool 1095 - - 6.0
(E)-4,8-Dimethyl-1,3,7-nonatrieno 1113 0.3 0.2 0.1
8-Dimethyl-1,3,7-nonatrieno 1123 0.3 - -
Alloocimeno 1128 - - 0.2
Bicicloelemeno 1334 0.5 0.3 0.4
d—elemeno 1335 0.7 0.5 0.1
a-cubebeno 1345 0.4 0.3 0.3
a-ylangeno 1373 0.5 0.7 0.6
a-copaeno 1374 1.1 2.7 1.3
isoledeno 1374 - - 0.2
B-cubebeno 1387 0.4 - 0.2
B-elemeno 1389 3.6 3.1 0.5
a-gurjuneno 1409 0.2 0.3 0.2
a-bergamoteno 1411 - 0.4 -
trans-cariofileno 1417 20.0 19.7 15.3



B-copaeno
a-guaieno
aromadendreno
6,9-guaiadieno
a-humuleno
y-muuroleno
germacreno D

B-selineno

a-selineno

trans-muurola-4(14),5-dieno

a-muuroleno
d-guaieno
d-cadineno
y-cadineno
cis-calameneno
trans-cadina-1,4-dieno
Espatulenol

6xido de cariofileno
epiglobulol

guaiol

epoxido humuleno 11
1,10-di-epi-cubenol
1-epi-cubenol

epi-a-cadinol

1430

1437

1439

1442

1452

1479

1480

1489

1498

1493

1500

1508

1511

1513

1528

1533

1577

1582

1590

1600

1608

1618

1627

1638

3.3

0.7

0.2

0.1

10.2

0.9

0.7

4.9

53

1.6

0.3

1.6

2.7

0.9

0.3

0.4

1.8

43

0.7

0.8

2.6

3.2

0.7

0.9

9.1

0.7

0.5

6.3

7.0

2.0

1.4

3.9

33

1.4

0.3

0.4

1.7

0.4

0.8

0.7

3.5

58

1.4

0.2

0.7

12.7

3.6

6.2

6.6

1.0

0.4

0.8

0.4

1.0

1.4

0.3

0.6

1.9

0.3

2.0

1.1

0.5

1.0

3.3



o-muurolol 1644 2.6 2.9 2.0
B-eudesmol 1650 - 0.5 -
a-cadinol 1652 1.4 1.9 2.2
neointermedeol 1658 0.4 0.5 0.8
intermedeol 1665 1.3 1.7 2.1
trans-calamenen-10-ol 1668 0.4 0.8 0.7
epi-P-bisabolol 1670 - 1.2 -
epi-a-bisabolol 1683 - 0.3 0.2
a-bisabolol 1685 0.2 0.7 0.4
2-pentadecanono 1697 0.1 0.2 -
amorfa-4,9-dien-2-ol 1700 0.1 - -
(E)-nerolidol 1716 2.9 3.5 4.5
acetato guaiol 1725 0.3 0.5 0.5
acetato eudesmol 1794 0.4 0.7 -
cariofila-4(12),8(13)-dien-5-3-ol 1639 0.6 0.5 0.6
Eupatoriochromeno 1761 - - 1.6
Monoterpenos

Monoterpenos hidrocarbonetos 13.3 2.2 59
Monoterpenos oxigenados - - 6.0
Sesquiterpenos

Sesquiterpenos hidrocarbonetos 61.1 68.7 55.8
Sesquiterpenos oxigenados 21.2 23.2 26.3
Outros compostos 0.7 0.6 0.1
Total de componentes identificados 96.3 94.7 94.1

IR= Indice de Retencdo

59
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5.1.3 Atividade larvicida e adulticida dos oleos essenciais

Os oleos essenciais de Piper tém sido relatados como pesticidas naturais
eficazes contra larvas de mosquitos de terceiro e quarto instar (MARQUES &
KAPLAN 2015; LUZ et al. 2020). Nosso trabalho mostra que os 6leos essenciais de P.
capitarianum podem ser eficazes agentes de controle alternativo contra as larvas de 4.
aegypti e A. albopictus. Entre os 6leos essenciais testados, os resultados mostraram que
o OE extraido da inflorescéncia foi o mais ativo, com CLso (24 h) = 87.56pug/mL e CLso
(48 h) de 82.43 ng/mL para larvas de 4. aegypti e CLso (24 h) = 76.13pug/mL e CLso (48

h) de 63.65 pg/mL para larvas de A. albopictus (Tabela 3).

Os resultados da atividade larvicida dos oOleos essenciais (OEs) de galhos e
folhas ndo foram significativamente diferentes. Existem muitos relatos das atividades
bioldgicas dos 6leos essenciais contra larvas de 4. aegypti, mas 0os mecanismos s3ao
suportados por poucos registros da acdo toxica envolvendo mecanismos de
desnaturalizagdo de proteinas, inibi¢do enzimatica e desintegracio de membranas
(BENELLI et al. 2018a). Os 6leos essenciais podem atuar por absor¢do através da
cuticula, via sistema respiratorio ou por ingestdo (RATTAN et al. 2010). Além disso,
devido a sua lipofilicidade, a OE provoca ruptura e penetra através da matriz

lipoproteina da membrana da célula de inseto (DIAS et al. 2014; LUZ et al. 2020).

O uso de oleos essenciais (OEs) como larvicidas encontra varios relatos na
literatura, por exemplo, Luz et al. (2020) apresentaram uma revisdo com 361 Oleos
essenciais de 269 espécies de plantas com atividade contra larvas de 4. aegypti, das
quais, mais de 60% destas os Oleos essenciais foram considerados ativos (CLso
<100pg/mL). Pavela (2015) publicou uma revisdo sobre a atividade larvicida de 122
espécies de plantas de 26 familias, das quais 77 apresentaram CLs inferior a 50 ppm.

Nesse universo, apenas sete plantas poderiam ser consideradas significativamente mais
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eficientes, com CLso menor que 10 ppm. Na composicdo desses OEs predominaram
substancias menos comuns do grupo dos sesquiterpenos, dcidos aromaticos e cetonas.
Testes larvicidas contra 4. aegypti mostraram que o 6leo essencial de P. hispidinervum,
rico em linalol, exibia CLso de 96.25ug/mL apods 24h de exposi¢do, semelhante ao
encontrado anteriormente por (SILVA et al. 2018). A mesma atividade também foi
observada nos 6leos essenciais de P. tuberculatum e P. humaytanum, que possuem
propriedades larvicidas contra o vetor da dengue com CLso de 106.3ug/mL e

121.5pug/mL, respectivamente (LAVOR et al. 2012).

As duas principais substidncias presentes nos Oleos essenciais de P.
capitarianum, trans-cariofileno e humuleno, foram avaliadas quanto a sua atividade
larvicida. As duas substancias testadas juntas, na mesma propor¢do presente nos oleos
essenciais (2:1), apresentaram valores de CLso de 90.50pug/mL e 85.24pg/mL contra A.
aegypti e A. albopictus, respectivamente. Esses resultados sugerem que esses dois
sesquiterpenos sdo substancias ativas presentes nos 6leos essenciais de P. capitarianum.
No entanto, a maior atividade larvicida do 6leo essencial de inflorescéncia ndo pode ser
explicada apenas com base nos principais constituintes (trans-cariofileno e humuleno),
mas também pela presenca de compostos oxigenados como linalool (6.0%) e nerolidol

(4.5%) , cujo contetdo difere em Oleos essenciais das folhas e galhos.
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Tabela 3. Atividade larvicida dos 6leos essenciais de Piper capitarianum contra larvas

de A. aegypti e A. albopictus apds 24 e 48 horas de aplicagao.

Mosquitos IC 95% IC 95%
Amostras Leituras CLso = DP CLy + DP Slope = DP | X?
testados (LCL - UCL) (LCL - UCL)
24h 163.76 £0.6 ¢ 123.40-226.08 326.16+£0.6" 295.13-436.20 3.08+0.2  1.90
A. aegypti
48h 139.50£0.6° 114.09-157.28 29395+0.6° 270.37-321.85 2.84%0.1 1.88
OEF
24h 161.81+£0.5¢ 114.67—182.47 234.19+£0.5° 22827 -329.60 2.99 0.1 1.71
A. albopictus
48h 133.83+0.6¢ 92.43 -14493 203.69+£0.6° 157.46—-236.53 2.67+0.1 1.80
24h 140.92+0.4¢ 106.77—-189.98 213.05+0.4°¢ 181.64-249.08 2.75+0.1 1.88
A. aegypti
48h 118.82+0.4¢ 90.72-154.73 27039+£0.4°¢ 259.48-296.72 2.59+0.1 1.81
OEG
24h 134.08 £0.6¢ 122.16—-176.60 206.36+0.6° 181.72-279.63 3.57+0.2  1.58
A. albopictus
48h 105.01 £0.6° 90.83 -147.19 262.89+£0.6° 209.60 —286.53 3.21+0.2  1.60
24h 87.56+0.3°%  60.09 —89.78 131.98+0.3¢ 80.61-13493 343+02 1.01
A. aegypti
. 48h 82.43+0.4°% 42.26-78.54 113.85+0.4¢ 7698— 193.57 326+02 1.20
OEI
24h 76.13+0.3°  69.80 —96.96 115.68+0.3¢ 107.82-130.81 2.49+0.1 1.06
A. albopictus
48h 63.65+0.3% 51.39-88.53 83.35+£03°%  71.63-126.75 2.46+0.1 1.04
24h 68.90+0.6*  65.45-90.54 112.52+0.6¢ 107.82—-150.56 2.32+£0.1 1.01
A. aegypti
. 48h 66.09£0.5* 64.24-86.34 104.15+0.5°> 102.52-130.81 2.33+0.2 0.99
TC
24h 6036+04* 59.20-85.43 105.08 £0.4% 98.50 —140.43 2.46+0.1 1.06
A. albopictus
48h 5825+04* 57.10-83.54 100.05+0.4% 97.10-128.65 2.48+0.1 1.01
24h 90.50+0.5" 88.45-139.82 140.34+0.5¢ 131.56-229.35 2.44+£0.1 1.18
A. aegypti
48h 88.49+0.5% 84.23-120.67 124.65+0.5° 121.59-218.57 2.46+0.2 1.16
HU
24h 85.24+£0.4°% 83.20-95.43 123.56+0.4¢ 116.20—-14543 245+0.2 1.15
A. albopictus
48h 83.68+0.4b 80.50-90.46 103.37£0.4¢ 101.50-135.72 2.42+0.2 1.12
24h 12535+£04° 12045-164.82 15045+0.4°¢ 131.56-219.35 2.82+0.1 2.21
A. aegypti
48h 122.09+0.4 ¢ 13423 -220.67 224.65+0.4°¢ 221.59-318.57 2.86+0.1 2.20
TH
24h 108.20+£0.3% 104.13-120.67 137.34+0.3b 11523 -220.67 3.25+0.2 1.13
A. albopictus
48h 106.60 £ 0.3° 101.93-118.37 135.44+0.3° 113.53-215.53 3.23+0.2 1.10

CLso: concentragdo letal para 50% das larvas; CLeo: concentragdo letal para 90% das larvas: DP: desvio

padrao (triplicados); Médias seguidas por letras diferentes sdo significativamente diferentes (P <0,05); IC

95%: intervalo de confianga de 95%; LCL: limite inferior de confianga; UCL: limite superior de

confianga; X2: valor do qui-quadrado; Controle= Temefos, 0,12 pg/mL. *Amostra com o efeito larvicida

mais forte.
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OEF- Oleo essencial de folhas; OEG- Oleo essencial dos galhos; OEI- Oleo essencial de inflorescéncias;

TC-trans-cariofileno; HU-Humulene; TH-Trans-cariofileno+ Humuleno.

A literatura relata as atividades bioldgicas devidas ao trans-cariofileno e
humuleno. Por exemplo, o 6leo essencial de Syzygium zeylanicum, com altos niveis de
humuleno, tem atividade com CLso de 61.2ug/mL e 41.6pg/mL, respectivamente para
as larvas de 4. subpictus e A. albopictus (BENELLI et al. 2017a). Piper hispidinervum
da regido amazodnica revelou altos niveis de nerolidol (32,45%) e trans-cariofileno
(21,95%) e mostrou atividade com CLso de 84.8 ng/mL contra larvas de A. aegyipi
(SILVA et al. 2018). Plectranthus barbatus, que possui o B-cariofileno como o principal
constituinte do oleo essencial, apresentou atividade com CLso de 72.5 pg/mL, 84.9
pg/mL  contra as larvas de A. subpictus e A. aegytpi, respectivamente
(GOVINDARAIJAN et al. 2016). O ¢6leo essencial de Capraria biflora mostrou que a
mistura B-cariofileno e humuleno (constituintes principais) tém efeito neurotoxico
(inibicdo da AChE) com CLso de 73.5pug/mL nas larvas de Aedes aegypti. Embora os
sesquiterpenos parecam estar relacionados a atividade larvicida, estudos recentes
indicam que substancias minoritarias ou que ndo causam mortalidade isoladamente
podem ter um efeito significativo em suas misturas (DIAS, et al. 2014; BENELLI et al
2017c). Por esse motivo, nossos resultados podem ser atribuidos ao efeito antagonista
de muitos ou alguns dos constituintes dos 6leos essenciais, devido baixa atividade sobre
larvas de 4. aegypti e A. albopictus.

Com relagdo a atividade adulticida, os resultados também mostraram que o 6leo
essencial da inflorescéncia foi o CLso mais ativo = 126.25ug/mL e 124.51ug/mL e CLoog
= 207.04pg/mL e 205.60ug/mL contra adultos de 4. aegypti e A. albopictus,

respectivamente (Tabela 4). De acordo com esses resultados, hd uma maior tolerancia
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dos adultos de A. aegypti ao oOleo essencial de P. capitarianum se comparado aos

adultos de A. albopictus. Com bases nos resultados, ha uma maior toxicidade do OE de

P. capitarianum sobre larvas de A. albopictus quando comparado a larvas de 4. aegypti.

Todavia, ndo houve diferenca estatistica significativa quando comparada as estimativas

das CLso e os respectivos intervalos de confianga, entre os periodos de observacdo

(p>0,05).

Tabela 4. Atividade adulticida dos 6leos essenciais contra as fémeas de Aedes aegypti e

Aedes albopictus apds 90 minutos de exposicao.

. Mosquitos IC 95% IC 95%
Oleos CLs) + DP CLy + DP Slope + DP | X?
Testados (LCL -UCL) (LCL -UCL)
A. aegypti 13576 £0.5* 129.45-239.82 243.76+0.5° 211.56-319.35 261+0.1 0.21
Folhas
A. albopictus  139.09+0.6* 13423 -220.67 224.65+0.6¢ 210.59-318.57 267+0.1 0.13
A. aegypti 14036 +0.42  128.64 21539 21285047 209.19-289.65 262+0.1 130
Galhos
A. albopictus 13897 +0.3%  132.88-232.95 210.70+03" 203.88-311.68 2.58+0.1 0.43
A. aegypti  126.25+0.5° 119.18 -182.53  207.04+0.57 249.19-310.17 245+0.1 131
Infloresc.*
A. albopictus 12451 £0.5°  110.99 -203.67 205.60+0.5° 203.67-302.47 24101 045

CLso: concentracdo letal para 50% dos adultos; CLso: concentracao letal para 90% dos adultos:

DP: desvio padrio (triplicados); Médias seguidas por letras diferentes sdo significativamente diferentes (P

<0,05); IC 95%: intervalo de confianca de 95%; LCL: limite inferior de confianga; UCL: limite superior

de confianga; X?: valor do qui-quadrado; Controle = a-cipermetrina: 0,4 pg/mL; *Oleo com o efeito

adulticida mais forte.



65

Os o6leos essenciais obtidos de varias espécies possuem potencial adulticida
amplamente descritos na literatura, por exemplo, o OE de Piper betle mostrou efeito
adulticida com LCso= 95.5ug/mL e LCoo = 148.5ug/mL para o mosquito A. aegypti
(RIESNA & HAMID, 2019). Por outro lado, OE obtido das folhas de Sphaeranthus
indicus mostrou potencial adulticida com CLso= 200pg/mL e 300pug/mL contra Culex
quinquefasciatus e Aedes aegypti, respectivamente (CHELLAPPANDIAN et al. 2018b).
Em OEs obtidos das folhas de outras espécies como Piper aduncum, Lippia origanoides
e Croton argyrophyllus, revelaram como principais compostos dilapiol (32%), carvacrol
(50.6%) e trans-cariofileno (22.88%) mostrando ativos contra adultos de 4. aegypti com
CLso = 136.5pug/mL, 190.5pug/mL, 90.4pg/mL respectivamente (PINTO et al. 2012;
CASTILLO et al. 2017; CRUZ et al. 2017). Embora muitos OEs possuam forte
atividade larvicida ou adulticida a mosquitos, ainda existem um potencial inexplorado
para o desenvolvimento de produtos mosquitocidas eficazes (CHAIYASIT et al. 2006;

SOONWERA & PHASOMKUSOLSIL 2017; SILVA et al. 2018).

Os Oleos essenciais de P. capitarianum demonstraram ser promissores para a
produgdo de inseticidas naturais devido a baixa toxicidade aos insetos ndo alvospodendo
ser usados em associacdo com inseticidas sintéticos e subprodutos das industrias
agricolas. Por todos esses motivos, eles podem ser usados em programas de controle de

vetores de insetos, em vez de usar inseticidas sintéticos.

5.1.4 Observacoes morfologicas das larvas

As alteracdes morfologicas observadas nas larvas de A. aegypti e A. albopictus
visam compreender o possivel modo de a¢do do 6leo essencial de P. capitarianum em
insetos. As micrografias de luz obtidas mostram que no grupo controle as larvas de A.

aegypti e A. albopictus (Figura 18A e B) apresentaram aparéncia normal, sem alteragdes
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morfoldgicas na cabecga (h), segmentos abdominais (a), papilas anais (p) e sifao (s). As
larvas de A.aegypti e A. albopictus submetidas ao tratamento com OE da inflorescéncia
apresentaram aspectos morfologicos, isto ¢, cabeca, papilas anais e sifdo, semelhantes
ao do controle, porém, foi observado em todo os segmentos abdominais, pigmentagao

escura, além da eliminacdo do conteudo intestinal coberto pela matriz peritrofica

conforme evidenciado na figura (18C e D) e (19F e H) .

Figura 18. Micrografias de luz das larvas de A. aegypti e A. albopictus. Larvas de
controle de A. aegypti (A) e A. albopictus (B) sem alteragdes na cabega (h), segmentos
do abdomen (a), sifao (s) e papila anal (ap). Larvas de 4. aegypti (C) e A. albopictus (D)
tratadas com OE de P. capitarianum mostrando alteragdes (pigmentacdo escura) nos

segmentos do abdome (a) e extrusdo da matriz peritrofica (e) (seta).
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De acordo com a literatura, o monoterpeno linalol presente no o6leo das
inflorescéncias P. capitarianum pode ser um dos responsdveis pelas alteracdes
morfoldgicas observadas nas larvas de A. aegypti e A. albopictus.. Outros estudos
demonstraram que apés tratamento das larvas de A4. aegypti com linalol, cinamato de
metila, e, a mistura de ambos, houve eliminacdo parcial ou total do contetido intestinal
pela extrusdo da matriz peritrofica resultando em bloqueio da digestdo (escurecimento
do intestino médio) ¢ absor¢ao de nutrientes (FUITWARA et al. 2017).

Nesse contexto, a extrusdo do contetido do intestino da matriz peritrofica sugere
um mecanismo de defesa das larvas, inclusive de Aedes, as quais eliminam todo o
alimento contaminado com substancias toxicas ao inseto (ALVES et al. 2010; NUNES
et al. 2015, BOTAS et al. 2017). De fato, esse tipo de reacdo a um agente toxico ¢ uma
evidencia importante relacionada a mortalidade dos insetos vetores, visto que por vezes,
nem toda substincia toxica é eliminada do corpo da larva (PROCOPIO et al. 2015).
Adicionalmente, outros fatores s3o considerados potencialmente responsaveis pela
atividade larvicida em mosquitos, como danos ao sifao, que estd associado a interrup¢ao
respiratoria das larvas de mosquitos (SUTININGSIH et al. 2018).

As imagens obtidas por MEV, demonstraram o dano na estrutura dos espiraculos
no apice do sifao (s) nas larvas de A4. aegypti e A. albopictus tratadas com OE das
inflorescéncias de P. capitarinaum (Figura 19G e H).

Essa alteragdo morfoldgica causa danos a motilidade e sugerem uma contribui¢do
a atividade larvicida observada (OLIVEIRA et al. 2016). Com relagao a atividade de OE
sobre formas imaturas de mosquitos, estudos anteriores revelaram alteracdes
morfoldgicas semelhantes ao encontrado no presente trabalho, incluindo danos no sifao
respiratdrio, mas nao a extrusdo da matriz petritroéfica (YU et al. 2015; LEE et al. 2018).

O trans-cariofileno ¢ o principal constituinte do OEs de P. capitarinaum. Ele é capaz de
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exercer diversos efeitos sobre insetos, devido a sua lipofilia que permite a penetragdo
em toda a cuticula, causando irritagdes e sérios danos as diversas estruturas (RATTAN
et al. 2010). O presente estudo, apresenta o primeiro registro dos efeitos larvicida do OE

de P. capitarianum sobre a morfologia externa das larvas de 4. aegypti e A. albopictus.
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HV:15.0kV | 500 um HV: 15.0kV Sl HV: 15.00V < HV: 15 0kV

r \ ¢
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Figura 19. Micrografia eletronica de varredura das larvas de 4. aegypti e A. albopictus.
Larvas de controle de A. aegypti (a) e A. albopictus (b) sem alteragdes na cabega (h),
segmentos de abdomen (a) e papilas anais (ap). Larvas de controle de A. aegypti (c) e A.
albopictus (d) mostrando um lobo perispiracular intacto (pl) e sifao (s). Larvas de 4.
aegypti (e) e A. albopictus (f) tratadas com OE das inflorescéncias de P. capitarianum
apresentando alteracdes na extrusdo da matriz peritrofica (e) (seta). Larvas de 4. aegypti
(g) e A. albopictus (h) tratadas com OE das inflorescéncias de P. capitarianum

mostrando estruturas danificadas no lobo perispiracular (pl).
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5.1.5 Toxicidade dos oleos essenciais sobre Artemia salina

Os testes de letalidade com Artemia salina sao usados como evidéncia confiavel
sobre a toxicidade de uma amostra em organismos nao-alvo (MAHIAN, et al. 2016).
Além disso, este teste serve como monitoramento de substancias bioativas devido a sua
simplicidade, rapidez e baixo custo, o que favorece seu uso em diversos estudos.
Segundo Santos e colaboradores (2017), amostras com baixa toxicidade apresentam
CLso superior a 500pg/mL; amostras com toxicidade moderada tém um CLso de 100 a
500pg/mL, enquanto que aquelas consideradas muito toxicas tém um CLso abaixo de
100pg/mL. Nesse contexto, todos os 6leos essenciais testados demonstraram baixa
toxicidade contra as larvas de 4. salina (Tabela 5). O OE da inflorescéncia foi o mais
ativo testado no presente trabalho, com CLso de 465.30ug/mL contra larvas de A. salina
apoOs 24 horas de exposi¢do comparados os demais 0leos testados. O 6leo essencial das
folhas exibiu CLso de 583.26ug/mL e o dleo essencial de galhos apresentou CLso de

542.23pg/mL).

Tabela 5. Atividade toxica dos oleos essenciais de Piper capitarianum em Artemia

salina ap6s 24 h de exposicao.

Oleos IC 95%
CLso = DP Slope + DP X2
essenciais (LCL -UCL)
Folhas 583.26+0.3* 43578 -680.77 0.22+0.1 1.31
Galhos 54223 +0.4*  415.01 —668.53 0.34+0.1 1.35
Inflores.* 465.30+£0.6°  380.56 —574.51 0.52+0.1 1.49
Lapachol 3045+0.4 ¢ 26.98 —48.97 1.51+0.1 1.12

CLso: concentragdo letal para 50% das larvas; DP: desvio padrdo (triplicados); Médias seguidas por letras

diferentes sdo significativamente diferentes (P <0,05); IC 95%: intervalo de confianga de 95%; LCL:
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limite inferior de confianga; UCL: limite superior de confianga; X2: valor do qui-quadrado; Controle =

Lapachol; * Oleo com o efeito toxico mais forte

O ensaio de toxicidade com A. salina mostra uma boa correlagdo com outras
atividades bioldgicas como antitumoral, antibacteriano, antifingico e inseticida
(MEYER et al. 1982; OLIVEIRA et al. 2010; NASCIMENTO et al. 2012). Por outro
lado, estudos indicam que os inseticidas naturais sdo considerados valiosos somente
quando sdo mais letais para o inseto alvo do que para uma espécie ndo-alvo ou benéfica
(SILVA et al. 2017). Até onde sabemos, foram feitas tentativas limitadas para testar a
OE em organismos ndo-alvo de interesse para programas de biocontrole. No entanto,
um numero crescente de OE e metabolitos relacionados foram relatados como toxicos
para organismos ndo-alvo apenas em altas concentragdes (PAVELA et al. 2015). Por
exemplo, um estudo recente mostrou baixa toxicidade de Bryopsis pennata em larvas de
A. salina, com CLso de 591,82 pg/mL, demonstrando similaridade com nossos
resultados (YU et al. 2015). O OE de Blumea eriantha também foi considerado nao
toxico para os agentes de biocontrole do mosquito, como os predadores naturais
Diplonychus indicus (CLso de 628.50ug/mL) e Anisops bouvieri (CLso de 413.97ug/mL)
(BENELLI et al. 2017b). Em nosso estudo, o OE da inflorescéncia de P. capitarianum
induziu um forte efeito larvicida nos insetos 4. aegypti € A. albopictus, mas com baixo

efeito toxico nos microcrustaceos A. salina (como organismo nao-alvo).

Os dados atuais suportam o potencial para o desenvolvimento de inseticidas
com OE de P. capitarianum. Com base em nossos resultados, sugere que o OE de P.
capitarianum poderia ser considerado uma fonte natural promissora de agentes

larvicidas de mosquitos que podem auxiliar os esfor¢os para reduzir as doengas de
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insetosvetores . Além disso, pode ser indicado como um potencial biotecnoldgico para o

desenvolvimento de inseticidas acessiveis, renovaveis e ecoldgicos.

5.1.6 Modelagem molecular

Algumas proteinas do vetor do virus da dengue podem ser utilizadas como alvo
para substancias com atividade inseticida em estudos teoricos. Proteinas ndo estruturais
(NSPs) tém sido utilizadas como alvo promissor em estudos de docking, uma vez que
sdo importantes na replicacdo viral do virus da dengue (BALASUBRAMANI et al.
2018). Tradicionalmente, a proteina transportadora de esterol (SCP) tem sido usada
como um alvo na modelagem de docking sendo um alvo de inibi¢do reconhecido em
varias espécies de mosquitos (LARSON et al. 2008; KUMAR et al. 2010; RADEK et al.
2010; PENG et al. 2012; PERERA & WIJERATHNA 2019). Por esse motivo, neste
estudo, optamos por trabalhar com a proteina AeSCP-2 (Adedes aegypti esterol
carreadora proteina-2), obtida no Protein Data Bank (DYER et al. 2003). Esta proteina ¢é
responsavel pela transporte intracelular de colesterol em insetos, como Aedes aegypti e
Aedes albopictus.

Os insetos dependem de fontes exdgenas de colesterol para atuar na biossintese
de esteroides e na manuteng@o de suas reservas de energia e metabolismo (ATELA et al.
2012). A proteina alvo, junto com o ligante de acido palmitico, esta incluida na estrutura
original em estudo. O valor RMSD obtido para a sobreposi¢ao das estruturas foi 1,04
RMSD. Valores até 2 sdo aceitaveis para um protocolo de docking e, portanto, geram
confiabilidade nas coordenadas da caixa de grade (KIRCHMAIR et al. 2008). Vale
ressaltar que o acido palmitico, o ligante original, ndo atua como inibidor da proteina
AeSCP-2, mas serve para avaliar moléculas que competem pelo sitio de ligagdo da

proteina (ZDOBNOV et al. 2002). A analise da proteina com o ligante original revelou
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uma energia de ligacdo de re-docking (do acido palmitico no local ativo da proteina) de
-8,05 kcal / mol. O protocolo de validagdao obteve 1,04 RMSD para re-docking, que
valida as dimensdes utilizadas na caixa de grade utilizada neste trabalho, caracteriza o
sitio de ligacdo da proteina AeSCP-2 com alto grau de confiabilidade (Figura 20).

O trans-cariofileno e o humuleno apresentaram bons resultados para a energia
de ligacdo livre quando comparados ao 4cido palmitico e apresentaram boa afinidade
com o sitio da proteina; entretanto, ¢ mais baixo do que o original. Humuleno, com
AGbind = - 6,28 kcal / mol, tem um valor de afinidade menor do que o trans-cariofileno,
indicando menor interagdo com a enzima. Essas duas moléculas apresentaram valores
de energia de ligacdo (AGbind) inferiores a - 6 kcal / mol, o que sugere que os 6leos que
contém uma alta concentracdo desses constituintes t€ém boa atividade. A Figura 20
ilustra as interacdes de cada uma das moléculas com a proteina AeSCP-2. A analise da
possibilidade de ligagdo mostrou que o trans-cariofileno tem mais interagdes com a
proteina AeSCP-2 (Figura 20a, b) do que o humuleno. Isso ¢ esperado, uma vez que a
energia de interagdo da proteina com este ligante foi menor (-7,7 kcal \ mol). O
cariofileno mostrou duas vezes mais interagdes com aminoacidos do que o humuleno,
trés das quais sdo comuns a ambos (Leul09, Ile12 e Leul02). Nenhuma das interagdes
observadas em qualquer estrutura ¢ caracteristica de uma ligacdo de hidrogénio. As
interagdes sdo predominantemente do tipo alquil-alquil, com excecdo da interagdo
Phel05, que apresenta uma interacdo do tipo m-alquil razoavel e sugere que este residuo

de aminodcido € o principal responsavel pela diferenca na afinidade inibitodria.



73

ILE ot !
A2 ! AMIN03

N .o AwNo-t
N Y AMIN91 \ Hydrogen
MET . A blndlng
A:46 “ : 1
Le v AMlNos
LEU s vy AIllE9 AMINDZ
A:16 ARG .
A:15 )
VAL LEU
A:26 A:48
LEU
A:109 LEU
A:102
Interactions
[ Alkyl I Pi-Alkyl

Hydrophobic
(a ) Y cloud

LEU
A:109

LEU

ILE :
s . A:102

ILE
A:106

Interactions
[ Alkyl

(b) (c)
Figura 20. Interacdes entre as moléculas e AeSPC-2. (a) Cariofileno. (b) Humuleno. (¢)
Diagrama da interag¢do do acido palmitico com a proteina AeSPC-2 (adaptado de DYER

et al. 2003)

Andrade Ochoa et al. (2018) encontraram um resultado semelhante ao modelar
a sequéncia de AeSCP-2 de Culex quinquefasciatus com monoterpenos e
monoterpenoides, e concluiram que atividades larvicidas maiores sdo aquelas capazes
de interagir com o residuo Phel05. Quando essas duas estruturas sdo comparadas com o
ligante original, observa-se que a interagdo m-alquil com o residuo Phe105 também esta
presente no acido palmitico, além da presenca de ligagdes de hidrogénio, o que parece

ter um papel importante na ancoragem do molécula para o sitio ativo.
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Nesse contexto, Dyer et al. (2003) mostraram que a cadeia de acido graxo acil
se estende da superficie da proteina até o fundo da bolsa do sitio de ligagdo (Figura
20c), que ¢ cercada por residuos hidrofobicos, via interacdo de Van der Waals, como
Leul6, Val26 , Ser108, Leu48, Phel05, Met46, I1le106, Leul02, Ilel2, 11e99, Met71,
Leu64, Phe32, Met90, Ile74 e Met66. Essas interagdes estabilizam o ligante no local da
enzima ativa de uma maneira forte. Assim, o0leos essenciais contendo constituintes com
uma grande cadeia acila podem apresentar atividade quando comparados com estruturas
com cadeias curtas. Os residuos de aminoécidos 4 e 5 (Figura 20c) mostraram boa
interagdo por meio da ligagdo de hidrogénio com Arg24 e GIn25, enquanto os residuos
1, 2 e 3 mostraram fracas interacdes de Van der Waals com residuos Argl5 e Asp20,
que estdo ausentes em ambos os cariofileno e humuleno. O cariofileno mostra 10
interagdes com terminagdes de aminodcidos, enquanto o acido palmitico mostra 16
interagdes. Sete interagdes de cariofileno sdo iguais as do 4cido palmitico, com exce¢do
dos residuos Argl5, Isol9 e Leul09, o que pode indicar a diferenca na afinidade
inibitoéria entre as duas estruturas. As duas moléculas estudadas ndo apresentam
interagdes por meio da ligagdo de hidrogénio, o que enfraquece a ideia de que as
ligagdes de hidrogénio sdo responsaveis pela atividade enzimatica. Como o cariofileno e
o humuleno ndo competem exatamente pelos mesmos residuos de aminoacidos (apenas
dois residuos de aminoacidos interagem com o humuleno e o cariofileno), eles podem
ter um efeito sinérgico se formulados juntos, com o cariofileno em uma propor¢ao mais
alta na mistura. Isso ndo seria possivel se ambas as substincias interagissem com 0s
mesmos residuos.

A interacdo do cariofileno e humuleno com a dgua também foi estudada, com
o objetivo de analisar a capacidade de solvatacdo e estabilidade em meio aquoso. O

conhecimento da energia livre de solvatacdo (ou energia livre de hidratagdo, se o
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solvente considerado for agua), AGhyd, ¢ necessdrio para determinar a constante de
equilibrio para a associagdo proteina-ligante (ZOU et al. 1999; LIPINSKI et al. 1997),
Em termos concretos, AGhyd indica, por meio de seu sinal e magnitude, quao soluvel
serd a molécula de interesse (uma vez inserida em um meio aquoso na presenga de
outras moléculas) (negativo) ou se tera potencial para se ligar a outras moléculas (sinal

positivo) (Figura 21).
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Figura 21. Energia livre de hidratacdo total (AGns) das moléculas cariofileno e humuleno (em

kcal/mol), com as respectivas contribuigdes das interagdes de Coulomb e van der Waals.

Pode-se observar que os solutos, cariofileno e humuleno, apresentaram valores
totais negativos de AGhyd, ou seja, sdo soluveis em agua, principalmente cariofileno,
com valor de - 0,904 kcal/mol em contraste com -0,38kcal do humuleno. As
contribui¢cdes parciais de AGhyd para a solvatagdo mostram que sdo devidas

principalmente as forcas de Van der Waals, que tém maior magnitude na molécula de
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trans-cariofileno, com - 2.075 kcal/mol contra -1.438 kcal/mol de humuleno. Por outro
lado, as contribui¢des coulombicas foram positivas para ambas as estruturas, ou seja, a
interagdo com o meio aquoso ndo ocorre por meio de interagdes mais fortes, como
ligagdes i0nicas ou ligagdes de hidrogénio. Esses resultados estdo de acordo com as
interagdes entre as moléculas e o sitio ativo da enzima, que ndo apresentaram interagdes

via pontes de hidrogénio, apenas ligacdes hidrofobicas fracas, como a de Van der Waals

5.1.7 Atividade antioxidante (DPPH e ABTS) e enzimatica (AChE)

Os resultados das atividades antioxidantes dos OE de P. capitarianum sobre
radicais DPPH e ABTS estdo descritos na Tabela 6. Os Oleos essenciais de P.
capitarianum apresentaram baixa atividade antioxidante frente aos radicais livres DPPH
e ABTS devido aos valores de ICso serem distantes dos valores obtidos pelos padrdes
antioxidantes Quercetina (20.89ug/mL) e Trolox (12.95ug/mL). Segundo Silva et al,
(2017) relataram que os Oleos essenciais das espécies sdo considerados como bons
agentes antioxidantes os que apresentam valores de ICs inferiores a 100pg/mL.

Dessa forma, foi observado no OE da inflorescéncia a maior atividade com ICsg
de 189.56ug/mL e 159.50ug/mL respectivamente para o teste de DPPH e ABTS
comparados aos demais Oleos testados. Estes resultados podem ser atribuidos as
composi¢des quimicas presente nos Oleos os quais predominam hidrocarbonetos
sesquiterpénicos, classe de compostos que exibem baixa a capacidade sequestradora de
radicais livres (SILVA et al. 2018).

Em outras espécies, tais como P. aleyreanum P. anonifolium P. hispidum, foram
identificados os compostos E-cariofileno, selineno e mirceno como constituintes
majoritarios dos Oleos e mostram baixa atividade antioxidante, demonstrando

similaridade com os resultados encontrados em nosso trabalho (SILVA et al. 2014). A
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mesma a¢do também foi observada no trabalho realizado por Silva et al. (2017),
mostrando que atividade antioxidante tem baixa relagdo com os hidrocarbonetos
sesquiterpénicos presentes nos 6leos de espécies do género Piper coletadas na regido
neotropical. Por outro lado, outros autores relatam que os compostos fenolicos possuem
habilidade de sequestrar radicais livres tornando prejudiciais a saude humana, o que
explica a baixa atividade antioxidante apresentada em nossos resultados (MAR et al.
2018).

O papel na inibicdo da enzima acetilcolinesterase (AChE) ¢ descrito para um
nimero consideravel de inseticidas, como organofosforados e carbamatos (GUPTA et
al. 2019), além de varios oleos essenciais. Por esse motivo, o ensaio enzimatico para
inibicdo da AChE foi utilizado para avaliar o mecanismo de acdo dos OEs de P.
capitaranum para justificar sua atividade inseticida em vetores de insetos do ambiente
amazonico.

Os resultados (Tabela 6) indicam que os 6leos essenciais testados t€ém uma alta
atividade inibitoria da AChE, sendo o OE da inflorescéncia a mais ativa com um valor
de ICso de 14.25ug/mL. Nas mesmas condigdes, a galantamina (controle positivo)
apresentou atividade inibitéria da AChE com um ICso de 10.25pg/mL. Xiang e
colaboradores (2017) avaliaram 16 espécies de Piper e observaram importante atividade
de inativacdo da AChE nos oleos essenciais de quatro espécies: P. austrosinense, P.
puberulum, P. flaviflorum, P. betle e P. hispidinervium, que apresentaram forte
atividade inibitoria da AChE , com valores de ICso na faixa de 1.51 a 13.9ug/mL. Os
6leos essenciais de P. hispidum e P. anonifolium, compostos principalmente de
sesquiterpenos (selineno, trans-cariofileno e a-humuleno), inibiram a enzima
acetilcolinesterase com ICso de 0.012 pg/mL, eram cerca de 100 vezes mais ativos que

o fisostigmina de controle positivo (ICso = 1.0png/mL) (SILVA, et al. 2018). Silva et al.
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(2016) também demonstraram na bioautografia a atividade do o6leo essencial de P.
hispidimervium (ICso = 1.51 £ 0.05pg/mL) e por seu principal constituinte ativo,
asaricina (ICso = 0.44 + 0.02pg/mL). A asaricina havia sido previamente isolada e
identificada a partir do extrato de hexano das raizes de P. sarmentosum e investigada
quanto a atividade de inibicdo da AChE, que exibia um valor de ICso de 0.73pg/mL
(HEMATPOOR et al. 2017). Além disso, a afinidade de ligacdo da asaricina as trés
bolsas de ligacdo da AChE foi explorada e comparada, mostrando alta afinidade de
ligagdo na bolsa anionica e, assim, contribuindo para explicar o mecanismo de acao dos
farmacos que agem dessa maneira

A literatura mostra alguns resultados da atividade da AChE de 6leos essenciais
de outras espécies de Piper, por exemplo, a andlise bioautografica de 6leos essenciais de
P. anonifolium, P. hispidum e P. aleyreanum apresentou resultados com o valor limite
de deteccao de 0.01 pg/mL) (SILVA, et al. 2014). Os estudos realizados por Karak et al.
(2015), indicaram uma atividade anti-AChE promissora para o 6leo essencial de P. betle
de diferentes locais de coleta, com valores de ICso de 0.10 a 0.47pg/mL. A propriedade
inibidora da AChE também foi relatada para vérios sequiterpenos testados
isoladamente, como trans-cariofileno (ICso = 20pug/mL) e a-humuleno (ICso= 24pg/mL)
(BORRERO et al. 2019). Para o monoterpeno oxigenado linalol, foi encontrada uma
atividade inibidora forte da AChE, com ICso = 28ug/mL e sugeriu que a posi¢ao do
grupo hidroxila em sua estrutura molecular teve um papel importante no efeito

inibitorio da AChE (GNANKINE et al. 2017).
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Tabela 6. Atividade antioxidante e de inibicdo da AChe observada para os dleos

essenciais obtidos de P. capitarianum.

DPPH ABTS AChE
Oleos essenciais
ICs0 = DP ICs50 = DP ICs50 = DP
Folhas 293.73+ 0.5 243.25 + 0.4° 18.10 +0.34
Galhos 272.78 +£0.42 247.74 + 0.3 16.53 + 0.34

* Inflorescéncia 189.56 +0.5°¢ 159.50 + 0.4¢ 14.25 + (.34

Quercetina 20.89+0.3 - -
Trolox - 12.95 £0.1 -

Galantamina - 10.25+0.1

ICso: Concentragdo inibitoria 50%; DP: Desvio padrdo (médias de triplicata); Médias seguidas por letras
diferentes sdo significativamente diferentes (P <0,05); Controles: Quercetina, Trolox e Galantamina

*Qleo com o efeito antioxidade e enzimatico mais forte

Neste contexto, este ¢ o primeiro relato sobre a atividade inibidora da AChE dos
OEs de P. capitarianum. Com esses resultados, podemos sugerir que a mortalidade de
vetores de insetos ocorre pelo mesmo mecanismo de toxicidade de inseticidas, como os
compostos organofosfato e carbamato, que se baseia na inibicdo da acetilcolinesterase
(GNANKINE et al. 2017). Nos insetos, a AChE hidrolisa o neurotransmissor
acetilcolina para finalizar a excitacdo neuronal na membrana pos-sindptica, causando
paralisia e morte do invertebrado (HEMATPOOR et al. 2017). Outros autores relatam
que a atividade também pode ocorrer devido ao modo de acdo neurotoxico, que afeta o

transporte de ions e AChE, e a interrup¢do da octopamina, que desempenha um papel
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fundamental como neurotransmissor, neurohormonio e neuromodulador em sistemas de

invertebrados (BENELLI et al. 2018d).

5.1.8 Atividade antimicrobiana dos dleos essenciais de P. capitarianum

A atividade antimicrobiana dos OEs de P. capitarianum sobre bactérias
patogénicas constam na Tabela 7. Os resultados mostram que os Oleos testados
apresentaram atividade antimicrobiana com halo de inibicdo torno de 2 4 5 mm
diametro sobre as bactérias patogénicas. A literatura relata que os OEs sdo considerados
como bons agentes antimicrobianos os que apresentam halos de inibi¢do superiores 3
mm didmetro (PRAKASH et al. 2018). No entanto, nossos resultados mostraram que o
maior nivel de inibi¢do foi observado no OE da inflorescéncia com halo em torno de 3 4
5 para as bactérias S. aureus, B. cereus e E. coli respectivamente. A bactéria P.
aeruginosa mostrou resisténcia devido a auséncia de halo para todos os OEs testados.
No controle negativo (DMSO) nio houve formagdo de halo e no controle positivo
(amoxilina) mostrou a presenca de halo em torno de 8 a 6mm para as cepas
microbianas. Este ¢ o primeiro trabalho na literatura que evidencia a atividade
antimicrobiana dos 6leos de Piper capitarianum.

Em relag@o aos componentes majoritario trans-cariofileno e humuleno, presentes
nos OEs de P. capitarianum foram avaliados quanto sua atividade antimicrobiano. Os
resultados mostram que o trans-cariofileno testado isoladamente foi mais ativo com halo
de inibicdo de Smm e 6mm para as bactérias gram positivas, de 4mm e Imm para as
gram negativas. As duas substancias testadas em conjunto, na mesma propor¢ao
detectada nos OEs, mostraram halo de 1mm para as cepas microbianas testadas, que

evidenciam que ndo houve qualquer efeito.
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Tabela 7. Atividade antimicrobiano dos Oleos de P. capitarianum sobre bactérias

patogénicas.
Halo de inibicao (mm)
Microrganismos
Amostras
Gram Positiva Gram negativa
S. aureus B. cereus E. coli P. aeruginosa

OEF 24032 3+0.2° 1+0.1° -
OEG 24032 3+0.2° 2+0.1° -
OEI 3+£032 5+0.2° 4+0.1° -

*TC 5£03° 6+0.2° 4+0.12 1£0.12
HU 24032 3+0.2° 1+0.1° -
TH 1+0.32 1+0.2% - -
DMSO - - - -
Amoxicilina 8+03° 6+0.3° 5+0.28 -

DP: Desvio padrio (médias de triplicata); Médias seguidas por letras diferentes sdo significativamente
diferentes (P <0,05); Controle = DMSO e Amoxicilina; (-) Auséncia de halo. *Amostra com o efeito

antimicrobiano mais forte

OEF- Oleo essencial das folhas; OEG- Oleo essencial dos galhos; OEI- Oleo essencial das

inflorescéncia; TC- Trans-cariofileno; HU- Humuleno; TH- Trans-cariofileno + Humuleno

A possivel razdo para o efeito antibacteriano dos OEs de P. capitarianum pode
ser atribuida a presenca de compostos bioativos (trans-cariofileno, humuleno, linalol e
nerolidol) que sdo descrito na literatura por possuem atividade antimicrobiano

(MAJOLO et al. 2019). Estes sdo encontrados em outras espécies do género Piper da
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regido amazoOnica e capazes de romper a parede celular, inibir a capacidade respiratdria
e perturbar a homeostase de microbios, portanto, a chance de desenvolvimento de

resisténcia ¢ reduzida (DANIEL et al. 2019).

5.2 Nanoemulsdes contendo oleos essenciais de P. capitarianum

As analises macroscopicas, tamanho, polidispersao (PDI), pH e equilibrio
hidrofilico e lipofilico (EHL) das nanoemulsoes desenvolvidas com misturas dos
tensoativos Tween e Span constam na Tabela 8. Os resultados mostraram que em todas
as nanoemulsdes apresentaram aspecto leitoso, homogéneo, sem precipitacdo (Figura
22) e com pH em torno de 5-6 (moderadamente acido). Por outro lado, as nanoemulsdes
apresentaram tamanho de 13-28 nm de didmetro com baixa polidispersdo (0.3-0.5) e o
equilibrio EHL de 10.5. Assim, todas as nanoemulsdes caracterizadas apresentaram uma
boa estabilidade (48 horas) em relacdo aos parametros analisados, de acordo com
pesquisas anteriores, as nanoemulsdes com menor tamanho de particula apresentam
melhores atividades inseticidas como ovicida, larvicida e adulticida (SILVA et al. 2017;
OSANLOO et al. 2018). Além disso, valores PDI menores sdo frequentemente
preferidos para melhorar a estabilidade fisico-quimica (OSANLOO et al. 2017) e a

capacidade de carga (SILVA et al. 2018).
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Tabela 8. Caracterizacdo das nanoemulsdes.

Tamanho
Amostras Surfactantes (nM) £ DP PDI pH EHL

Nano OEI Tween/Span 1842 £0.5 0.38 5 10.5

Nano TC Tween/Span 1340+ 04 0.20 6 10.5
Nano HU Tween/Span 1430+04 0.18 6 10.5

Nano T+H Tween/Span 2826 £0.5 0.53 5 10.5

NanoOEI- Nanoemulsdo do 6leo da inflorescéncia ; NanoTC- Nanoemulsdo do trans-cariofileno;
NanoHU- Nanoemulsdo do humuleno; NanoTH- Nanoemulsao do trans-cariofileno + humuleno;

EHL- Equilibrio hidréfilo-lipéfilo

Figura 22. Nanoemulsdo contendo 6leo formulado com os tensoativos Tween80 e Span

A literatura afirma que os sistemas estaveis possuem aparéncia leitosa com
auséncia de precipitagdo e homogéneo (OLIVEIRA et al. 2017). Isto ¢ devido aos
surfactantes desenvolvem um papel principal na formacdo de nanoemulsdo, uma vez
que reduzem a tensdo interfacial e possibilitam a formagdo de um filme em torno de
goticulas, permitindo a estabilidade fisica do sistema (OLIVEIRA et al. 2017). Eles

podem ser classificados de acordo com a escala EHL (balango hidrofilico-lipofilico), na
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qual surfactantes mais hidrofilicos (EHL= 8-16) tém valores mais altos quando
comparados aos surfactantes lipofilicos (EHL= 2-6), que possuem valores mais baixos.
No entanto, os valores mais altos de HLB permitem a formacdo de goticulas de 6leo
dispersas em meios aquosos (emulsdes de dleo em dgua) que sdo especialmente
importantes para agentes larvicidas contra vetores que se desenvolvem em meios
aquaticos (OLIVEIRA et al. 2017).

Dessa forma, os aspectos macroscopicos observados sdo importantes, pois pode
influenciar nas propriedades fisico-quimicas das nanoemulsdo, além das atividades
bioldgicas dos ativos, sendo assim necessarios avaliagdes microscopicas como potencial
zeta confirmar a estabilidade das nanoemulsdes (RODRIGUES et al. 2018). Nesse
contexto, o presente trabalho fornece pela primeira vez informagdes sobre a formagao e

avaliagdo biologica de nanoemulsdo a base do dleo essencial de P. capitarianum.

5.2.1Atividade larvicida das nanoemulsées

A atividade larvicida das 4 nanoemulsdes (Twen/Span) preparadas com 6leo da
inflorescéncia de P. capitarianum (NanoOEI), trans-cariofileno (NanoTCA), humuleno
(NanoHM) e trans-cariofileno e humuleno (NanoT+H) sobre as espécies testadas
constam na Tabela 9. Os resultados mostram que as nanoemulsdes foram capazes de
aumentar significativamente (p <0,05) a atividade larvicida dessas substancias em todos
os sistemas testados quando comparados aos OEs.

A nanoemulsdo contendo trans-cariofileno (NanoTCA), apresentou a melhor
atividade com CLso (47.32pg/mL e 40.56pug/mL) e CLoo (88.54pug/mL e 76.20pug/mL),
seguido da nanoemulsdo (NanoHM) com CLso (55.45ug/mL e 46.86pug/mL) e da CLog
(90.43ug/mL e 84.43ug/mL) para as larvas de A. aegypti e A. albopictus ap6s 24 horas

exposicao.
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Em relagdo a nanoemulsdo (NanoT+H) nenhum efeito sinérgico foi observado
quando testados juntos, resultando em um efeito antagonista o que explica sua baixa
atividade devido dos valores de CLso € CL9o serem significativamente (p <0,05) maiores
que os demais testados. A nanoemulsdo também melhorou a atividade do 6leo da
inflorescéncia (NanoOEI), em relacdo aos resultados dos o6leos essenciais de P.
capitarianum, onde exibiu a CLso de (56.15ug/mL e 52.74 pg/mL) e CLoo
(104.31pg/mL e 100.33pg/mL) respectivamente, sobre espécies de mosquito testados.
Essa melhoria deve ser atribuida ao tamanho particula reduzida e sua natureza
hidrofilica e lipofilica que favorece a uma elevada superficie de contato e penetragdo
dos ativos 4 células alvos (DUARTE et al. 2015). A literaturarelata a relevancia de
nanomulsdes a base de 6leo essencial como agentes larvicidas promissores contra
vetores de doencas tropicais (BENELLI et al. 2018e; CAMPOS et al. 2020). Por
exemplo, nanoemulsdo preparada com OE de frutos de P. emarginatus na formulagao
polissorbato 80, induziu atividade com CLso de 43.3ug/mL e 36.6pg/mL, nas larvas de
Aedes aegypti e Culex quinquefasciatus apos 24h (OLIVEIRA et al. 2017). Em outra
nanoemulsdo contendo OE das folhas de Ocimum sanctum mostrou potencial larvicida
com CLso de 50ug/mL e 65ug/mL para Aedes aegypti ¢ Culex quinquefasciatus
(RAMAR et al. 2017). Por outro lado, nanoemulsdo na formulagdo tween 80, preparada
com OE das folhas de Vitex negundo,
mostrou atividade com CLso de 70.3ug/mL sobre as larvas de Aedes aegypti
(BALASUBRAMAN et al. 2017).

Nesse contexto, as nanoemulsdes baseadas em produtos naturais preparadas
com surfactantes biodegradaveis aparecem como uma alternativa promissora devido as
vantagens dos sistemas coloidais como aprimoramento da estabilidade quimico-fisica de

compostos que podem ser facilmente volatilizados ou degradados em condicdes
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ambientais, melhor disponibilidade de 4gua de compostos lipofilicos, baixo custo e pode
ser liberado de forma controlada (PINTO et al. 2017; SILVA et al. 2018).

Dessa forma, nosso trabalho mostra que o 6leo essencial da inflorescéncia foi
promissor ¢ uso da nanotecnologia melhorou significativamente sua atividade,
demostrando potencial para ser utilizado como método alternativo no controle destes

vetores da dengue, chikungunya e zika no ambiente amazonico.

Tabela 9. Atividade larvicida das nanoemulsdes do 6leo da inflorescéncia (OEI), trans-

cariofileno (TCA), humuleno (HM) contra Aedes aegypti e Aedes albopictus em

laboratorio.
Mosquitos IC 95% IC 95%
Amostras CLso + DP CLy = DP X2
Testados (LCL - UCL) (LCL - UCL)
A. aegypti 56.15£0.9* 45.45 - 63.32 104.31£0.9 4 96.56 — 152.35 0.57
NanoOEI
A. albopictus 52.74+£0.8°? 44.23 —-72.27 100.33+0.84 91.39 - 138.67 0.60
A. aegypti 47.32+0.3° 38.54 -61.33 88.54+ 0.3 ¢ 74.19 - 100.35 0.50
* NanoTC
A. albopictus 40.56+ 0.6 ° 32.88 —62.25 76.20+ 0.6 ¢ 55.88-91.48 0.53
A. aegypti 55.45+04¢2 37.18 -78.53 90.43+ 0.4 4 81.19-120.17 0.55
NanoHU
A. albopictus 46.86+0.5° 30.19 - 63.67 84.43+0.5°¢ 63.67-102.17 0.51
A. aegypti 80.73£03° 71.22 -100.27 101.34+ 0.3 4 95.54 — 123.67 0.54
NanoTH
A. albopictus 77.53£0.5¢ 40.33 - 81.45 90.32+ 0.5 4 80.23 -112.31 0.58

CLso: concentragdo letal para 50% das larvas; CLeo: concentragdo letal para 90% das larvas: DP: desvio

padrao (triplicados); Médias seguidas por letras diferentes sdo significativamente diferentes (P <0,05);

IC 95%: intervalo de confianga de 95%; LCL: limite inferior de confianga; UCL: limite superior de

confianga;

X2: valor do qui-quadrado; Controle= Temefos, 0,12 ng/mL. * Nanoemulsdo com o efeito larvicida mais forte.
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NanoOEI- Nanoemulsdo de Tween80/Span do 6leo da inflorescéncia ; NanoTCA- Nanoemulsdo de Tween80/Span do trans-cariofileno;

NanoHM- Nanoemulsido de Tween80/Span do humuleno; NanoT+H- Nanoemulsdo de Tween80/Span do trans-cariofileno + humuleno.

5.2.2 Atividade antimicrobiana das nanoemulsoes

A atividade antimicrobiana das nanoemulsdes preparadas com OE da
inflorescéncia de P. capitarianum (NanoOEI), com compostos trans-cariofileno
(NanoTC), humuleno (NanoHU) e a mistura de trans-cariofileno + humuleno (NanoTH)
sobre bactérias patogénicas constam Tabela 10.

Como esperado, todas as nanoemulsdes foram capazes de aumentar o halo de
inibicdo, demonstrando elevada atividade antimicrobiano dessas substancias devido os
valores de halos inibicdo serem semelhantes aos obtidos pela amoxilina (controle
positivo) em todos os sistemas testados. No entanto, o maior nivel de inibicdo foi
observado na nanoemulsdo (NanoTC) com os seguintes halos 11mm, 12mm, 9mm e
3mm para as bactérias S. aureus, B. cereus , E. coli e P. aeruginosa respectivamente,
seguido da na nanoemulsdo (NanoOEI) que mostrou halos em torno de 5 a 9mm. Os
menores niveis de inibicdo foram encontrados na nanoemulsdo (NanoHU) que atingiu
halos em torno de 3 a Smm, seguido da nanoemulsdo (NanoTH) que exibiu halos de em
torno 1 a 3mm respectivamente, sobre cepas microbianas testados. No controle da
nanoemulsdo sem adigdo da amostra (NanoCtr) ndo houve formacdo de halo de

inibicao.



Tabela 10. Atividade antimicrobiana das nanoemulsdes sobre bactérias patogénicas

88

Halo de inibicao (mm)

Microrganismos
Amostras
Gram Positiva Gram negativa
S. aureus B. cereus E. coli P. aeruginosa
NanoOEI 7+03° 9+03° 5£03° 1+0.12
* NanoTA 11+ 0.4° 12+0.4° 9+04°" 3£0.2°
NanoHU 5£03° 5£03° 3+£0.12 1+0.12
NanoTH 3+£03° 3+£03° 1+0.1° 1+0.12
NanoCtr - - - -
Amoxicilina 8+03" 6+0.3¢° 540.22 -
DMSO - - - -

DP: Desvio padrao (médias de triplicata); Médias seguidas por letras diferentes sdo significativamente

diferentes (P <0,05). Controle = NanoCtr, Amoxicilina DMSO (dimetilsulféxido); (-) Auséncia de halo.

*Amostra com o efeito antimicrobiano mais forte.

NanoOEI- Nanoemulsdo do 6leo da inflorescéncia ; NanoTC- Nanoemulsao do trans-cariofileno;

NanoHU- Nanoemulsdo do humuleno; NanoTH- Nanoemulsdo do trans-cariofileno + humuleno;

NanoCtr- Nanoemulso branco (sem adi¢ao de amostra).

Estes resultados revelam que a eficidcia antimicrobiana da nanoemulsdo ¢

influenciada pelo agente emulsionante, pois antes de seu uso como agente transportador,

os OEs e seus compostos bioativos (trans-cariofileno e humuleno) mostraram moderada

atividade antimicrobiana. Essa melhoria na atividade das nanoemulsdes, podem ser

explicada quanto tamanho pequeno da particula (<100nm), pois aumenta superficie de
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contato e assim interagem mais eficientemente com a membrana celular devido fusao
das goticulas emulsificantes com a bicamada fosfolipidica que promove a morte celular
em doses menores (LU et al, 2018). Além disso, os agentes emulsionantes
(surfactantes) fazem o escudo entre os 6leos essenciais (OEs) e a matriz superficial, e os
distribuem em locais especificos como fases ricas em agua onde os microrganismos
preferencialmente proliferam com maior estabilidade e dispersabilidade (PRAKASH et
al. 2018).

Dessa forma, nosso trabalho mostrou que a nanoemulsdo contendo os OE da

inflorescéncia de P. capitarianum exibiu forte atividade antimicrobiana.



5. RESULTADOS E DISCUSSAO
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Capitulo 2 — Extratos de Piper capitarinaum
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5.3.1 Rendimentos dos extratos de Piper capitarianum

O material vegetal das partes coletadas (folhas, galhos e inflorescéncia) foi
selecionado para a investigacdo fitoquimica e atividade bioldgica, sendo que suas
massas com seus respectivos pesos estdo descritas na Tabela 11. Durante o
processamento das partes coletadas, observou-se que nas folhas (1,210g), obteve-se
maior quantidade de material triturado, seguido dos galhos (730g) e da inflorescéncia

(280g), material suficiente para preparagdo dos extratos deste trabalho.

Tabela 11. Descricdo e quantificagdo das partes coletadas de Piper capitarianum

Partes Massa Massa Massa Massa

Coletadas  Verde (g) Seca (g) Perdida (%) Triturada (g)

Folhas 4.720 1.280 54 1.210
Galhos 3.310 846 49 730
Inflorescéncia  1.507 400 50 280

Apobs o processo de extragdo com material triturado e retirado do solvente sob
vacuo, foi feita a determinagdo dos rendimentos dos extratos que estdo descritos na
Tabela 12. Os extratos metanol apresentaram maiores rendimentos das partes coletadas
(folhas, galhos e inflorescéncia) seguidos dos extratos diclorometano e hexano. Estes
resultados sdo semelhantes aos obtidos por Souza et al. (2007), que obtiveram o mesmo
rendimento nos extratos metanol das folhas (17%) com mesma quantidade de material
vegetal (1.200g) dos espécimes de Piper aduncum coletadas em vérias localidades da
regido amazonica. Outros autores como Choochote et al. (2006), também encontraram

valores aproximados de rendimentos nos extratos etandlicos (10,5%) e metanolicos das
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folhas (11%) e galhos (13,5%) das espécies Piper longum, Piper ribesoides e Piper

sarmentosum coletadas em duas localidades na Tailandia.

Tabela 12. Rendimentos dos extratos obtidos das partes coletadas de P. capitarianum

Rendimento (%)
Partes Coletadas

HEX DCM MEOH
Folhas 9,5 11,6 17,5
Galhos 6,8 8,1 12,5
Inflorescéncia 5,0 6,5 9,5

HEX: Extrato hexano; DCM: Extrato diclorometano; MEOH: Extrato metanol.

5.3.2 Analise dos extratos por cromatografica em camada delgada -CCD

Os extratos de P. capitarianum foram analisados por cromatografia em camada
delgada (CCD), utilizando cromatoplacas de silica normal (SiOz) com suporte de
aluminio como fase estacionaria e na fase mdvel a mistura dos eluentes hexano e acetato
de etila na proporcao 7:2 (Figura 23). Os reveladores quimicos utilizados nas placas de
CCD para a revelagdo das classes de substancias presentes nos extratos de acordo com
sua colorag¢do sendo visualizadas na luz normal e UV (365 e 254 nm) estdo descritos na

Tabela 13.
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Tabela 13. Reveladores quimicos e classes de quimicas identificadas nos extratos de

Piper capitarianum em placas de CCD.

Reagente Classes
Coloracao
revelador Quimicas
Dragendorrf Alcaloides Laranja ou Marron
Antraquinonas Vermelho
KOH

Cumarinas Azul (UV - 365 mn)

Saponinas Vermelho ou Roxo
Vanilina Sulfurica
Esteroides Amarela
NP/ PEG Flavonoides Verde ou Laranja
Anisaldeido Terpenos Lilas ou Rosa

Os resultados mostraram que na placa revelada com Dragendorff, é possivel
notar que nos extratos EMF (4) e EMG (5), existem uma intensa banda marrom, com o
mesmo RF, indicando a presenca de alcaloides, sendo que o revelador € para essa classe
quimica, que reage quimicamente com o grupo amina presente na sua constitui¢do.
Portanto, os demais extratos avaliados nao apresentaram compostos alcaloidicos em sua
constitui¢do quimica.

Analisando as placas reveladas com KOH, observam-se uma banda de coloragdo
avermelhada intensa nos extratos EHF (1), EHG (2), EMF (3) ¢ EMG (4), devido a
presenga de grupos cromoforos (ligacdes duplas), possivelmente da classe
antroquinonas, onde os demais ndo apresentam essa caracteristica em sua constitui¢ao.
J& nas placas reveladas com vanilina sulftrica, foi possivel identificar a classe quimica

esteroides nos extratos EMG (5) e EMI (6), devido a presenca da coloragdo amarela.
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As placas reveladas com NP/PEG tém a fun¢do de identificar compostos da
classe de flavonoides, que apresentaram bandas de coloragdo esverdeadas com o mesmo
RF em todos os extratos EHF (1), EHG (2), EHI (3), EMF (4) EMG (5) e EMI (6), que
foram visualizadas sobre a luz UV (365 nm), que possivelmente sdo anéis aromaticos,
indicando a presenca da classe de flavonoides.

O anisaldeido ¢ um revelador universal, sendo que nas placas foi possivel
observar a presencga da classe terpenos para os extratos EHF (1), EHG (2), EHI (3) e
EMI (6), devido a intensa banda de coloracdo rosa, caracteristica de hidrocarbonetos

com ligacdes duplas presente em sua constituicdo (AGATONOVIC et al. 2020)

=]

. - - T .- - —

1 2 3|4 5 6
Dragendorrf KOH Vanilina Sulfurica

S——

1 2 3 ] 4 5 6

NP/PEG Anisaldeido

EHF- Extrato hexano das folhas; (2)EHG- Extrato hexano dos galhos; (3)EHI- Extrato hexano das inflorescéncias;
(4)EMF- Extrato metanol das folhas; (S)EMG- Extrato metanol dos galhos; (6)EMI- Extrato metanol das

inflorescéncias;

Figura 23. Perfil cromatografico dos extratos de Piper capitarianum por cromatografia

em camada delgada -CDD.
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Dentre as classes de substiancias identificadas nos extratos, encontram-se 0s
terpenos, alcaloides e flavondides considerados os principais grupos de metabolitos da
planta, associados pela atividade inseticida em varios insetos (PARMAR et al. 1997;
MARQUES & KAPLAN 2015; PAVELA et al. 2019). Os terpenos, encontrados nos
6leos essenciais de espécies do género Piper, como o limoneno, a-felandreno, mirceno,
humuleno entre outros, apresentam atividade inseticida contra larvas de A. aegypti
(SCOTT et al. 2008; BENELLI et al. 2018d). Aparentemente sua a¢do inseticida seria
decorrente da inibi¢do dos receptores especificos da acetilcolinesterase nos insetos,
provocando paralisia e morte (GNANKINE et al. 2017).

Os alcaloides naturais encontrados no género Piper, foram isolados de espécies
como: Piper longum, P. nigrum, P. chaba, P. retrofractum e P. officinarum, resultando
no isolamento de 145 alcaldides que apresentam diversas atividades biologicas como ;
antibacteriano, antifungico, antiinflamatério, antimaldrico e inseticida (PARMAR et al.
1997; BENELLI et al. 2018c). Os flavonoides representam uma grande classe de
metabolitos secundarios de plantas derivados de duas vias metabolicas distintas, como o
dcido chiquimico e acetil-coenzima A. Eles consistem em um sistema triciclico formado
por um anel aromatico apresentando um ou dois grupos hidroxilicos, um anel piranico
central e um segundo anel aromatico, substituido de véarias maneiras, ligado ao primeiro
na posi¢do do carbono (2). Estes por sua vez, desempenham um papel importante como
mediadores ecologicos, dando uma contribui¢do importante também na defesa das
plantas contra microrganismos e insetos (MUTHU et al. 2015). Em trabalho de revisdo
quimica do género Piper, verificou que ja foram isoladas 7 flavononas e 17 flavonas
(PARMAR et al. 1997; MARQUES & KAPLAN 2015). Entre as flavonas, um dos
compostos mais promissores ¢ a pectolinaringenina (5,7-di-hidroxi-4 ', 6-dimetoxi-

flavona) obtida dos frutos de Piper nigrum que exibiu toxicidade sobre as larvas dos
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mosquitos Anopheles stephensi, Culex quinquefasciatus e Aedes. aegypti (MUTHU et
al. 2012). Portanto poucos flavonoides tém sido isolados de espécies de Piper.
Dessa forma a prospeccdo fitoquimica tem grande importdncia para o

conhecimento preliminar da constituicdo quimica de uma espécie em estudo

5.3.3 Atividade larvicida e adulticida dos extratos

Com o surgimento de novas formas de mosquitos resistentes aos inseticidas
convencionais, aumentou a demanda por substancias naturais toxicas, que sdo eficazes
contra mosquitos adultos ou larvas (ACHEE et al. 2019). Nosso trabalho mostra que os
extratos de P. capitarianum podem ser eficazes agentes de controle alternativo contra as
larvas de A. aegypti e A. albopictus. Entre os extratos testados, os resultados mostraram
que o extrato metanol da inflorescéncia (EMI) foi o mais ativo, com CLso (24 h) =
103.85ug/mL e CLso (48 h) de 101.16ug/mL para larvas de 4. aegypti e CLso (24 h) =
91.15pg/mL e CLso (48 h) de 90.96pug/mL para larvas de A. albopictus (Tabela 14). Os

resultados dos extratos dos caules e folhas ndo foram significativamente diferentes.
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Tabela 14. Atividade larvicida dos extratos de Piper capitarianum contra larvas de

Aedes aegypti e Aedes albopictus ap6s 24 e 48 horas de aplicacio.

Aedes aegypti
Partes IC 95% IC 95%
Extratos Leituras CLsy+ DP CLgy = DP Slope £ DP  X?
coletadas (LCL -UCL) (LCL -UCL)
HEX 24 17836 £0.6¢ 129.02-195.35 29530+0.6°¢ 211.54-33721 266+0.1 1.62
48 176.27+0.6 ¢ 101.65-182.23  29391+0.6°¢  263.90 305.23 2.63£0.1 1.60
24 162.52 £0.6° 129.02-195.35 27340+£0.6°¢ 211.54-33721 2.65+0.1 1.59
Folhas DCM
48 160.23+£0.6¢ 101.65-182.23 271.58+0.6¢ 263.90-305.23 2.64+0.1 1.58
MEOH 24 15535+0.5° 118.63-154.85 25637+0.5°¢ 207.07-267.24 2.71+£0.1 1.70
48 15438+£0.5° 107.67—-14791 25438+0.5°¢ 140.73-26840 2.68+0.1 1.68
24 14426 +£0.6° 129.02-17591 27430+£0.6°¢ 201.59-297.12 2.65+0.1 138
HEX
48 14045+0.6° 101.65-162.81 27032+£0.6¢ 163.90-291.03 2.63+0.1 1.35
24 136.19+0.6° 9437 - 153.890 267.20+0.6°¢ 184.96-28848 239+0.1 1.39
Galhos DCM
48 130.62+0.62* 86.11-127.31 22834+0.69 157.08— 240.13 223+0.1 1.35
o 24 124.18+0.7% 7943 — 141.44 223.68+0.7¢ 183.12-243.14 2.12+0.1 138
MEOH
48 120.14+0.7* 71.19-132.14 220.08+0.7¢ 170.21-23945 225+0.1 1.34
HEX 24 112.03+£0.6* 72.60-131.26 217.28+0.69 164.11-24434 233+0.1 1.82
48 109.32+0.6* 68.03— 119.07 21537+0.69 141.34-245.13 229+0.1 1.78
24 107.45+£052 84.17-138.05 196.85+0.59 106.55-24829 2.78+0.1 1.34
Inflorescéncia * DCM
48 104.64+0.5% 89.76 —135.45 194300549 104.29-23474 275+0.1 1.30
MEOH * 24 103.85+0.82 84.10-107.98 190.50 £0.89 149.70-22630 2.82+0.1 1.38
48 101.16 £0.8*  78.70 —99.89 188.60+0.8¢ 115.15-198.10 2.78+0.1 1.32
Aedes albopictus
24 17528 £0.6°¢ 129.02-195.35 292.50+0.6¢ 211.54-33721 2.62+0.1 1.65
HEX
48 17256 £0.6¢ 101.65—-182.23 29034+0.6°¢ 263.90-305.23 2.60+0.1 1.62
24 157.32+£0.6° 129.02-195.35 265.64+0.6°¢ 211.54-33721 2.65+0.1 1.70
Folhas DCM
48 155.34+£0.6° 101.65-182.23 26345+0.6° 263.90-305.23 2.67+0.1 1.71
MEOH 24 142.95+0.8° 118.63-154.85 24297+0.8¢ 207.07-25721 271+0.1 1.73
48 13726 +£0.8° 107.67—-14791 240.88+0.8¢ 140.73-25820 2.68+0.1 1.70
24 14090 +£0.6° 129.02-17591 22320+0.6¢ 201.59-297.12 2.72+0.1 1.75
HEX
48 137.86£0.6° 101.65-162.81 220.58+0.69 163.90-291.03 2.69+0.1 1.73
24 13426+0.6° 129.02-14591 20820+0.6¢ 201.59-237.12 2.66+0.1 1.62
Galhos DCM
48 12627 +0.6° 101.65—-132.81 18841+£0.6°¢ 163.90—-201.03 2.63+0.1 1.58
o 24 121.81+£0.6% 114.67-242.47 234.19+0.69 17827-259.60 287+0.1 1.58
MEOH
48 113.83+0.6* 92.43-19493 213.69+0.69 157.46-236.53 284+0.1 1.45
HEX 24 105.15+0.7* 81.49-123.01 209.29+£0.7¢ 173.74-237.79 25101 191
48 9545+0.7*  87.58-107.45 197.57+0.79 166.02-21720 236+0.1 1.86
24 9448 £0.62 84.17 — 98.05 126.85+0.6% 106.55-21829 2.65+0.1 1.73
Inflorescéncia * DCM
48 93.02+0.6% 89.76 —101.45 11690+ 0.62 104.29-164.74 2.60+0.1 1.69
MEOH * 24 91.15+0.6%  88.79-109.54 119.77+£0.62 118.55-149.82 2.75+0.1 1.78
48 9096 +0.6*  71.54-102.94 11649+0.6* 104.37-136.73 2.72+0.1 1.75
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HEX: Extrato hexano; DCM: Extrato diclorometano; MEOH: Extrato metanol,;

CLso: concentragdo letal para 50% das larvas; CLeo: concentragdo letal para 90% das larvas; DP: desvio
padrao (triplicados); Médias seguidas por letras diferentes sdo significativamente diferentes (P <0,05);

IC 95%: intervalo de confianga de 95%; LCL: limite inferior de confianga; UCL: limite superior de
confianga; X?: valor do qui-quadrado; Controle = Temefos, 0,12 pg/mL. *Extrato com o efeito larvicida

mais forte.

Com relagdo a atividade adulticida, os resultados também mostraram que o
extrato metanol da inflorescéncia (EMI) foi o mais ativo com CLso= 180.85ug/mL e
177.16pg/mL e CLgo = 312.50pug/mL e 309.60pug/mL contra adultos de 4. aegypti e A.
albopictus, respectivamente (Tabela 15). Com bases nos resultados, h4 uma maior
toxicidade do extrato EMI de P. capitarianum sobre larvas de A. albopictus quando
comparado a larvas de A. aegypti. Todavia, ndo houve diferenca estatistica significativa
quando comparada as estimativas das CLso e os respectivos intervalos de confianca,
entre os periodos de observagdo (p>0,05).

A literatura relata que os extratos de plantas oferecem uma diversidade
extraordinaria de metabolitos secundarios com eficicia comprovada contra espécies de
mosquitos de importancia médica e veterindria, bem como contra outras pragas
(ISMAN & GRIENEISEN 2014; BENELLI & PAVELA 2018). Por exemplo, o extrato
metanol obtido das folhas de Piper aduncum exibiu atividade com CLso = 57ug/mL e
100pg/mL contra larvas e adultos de A. aegypti, respectivamente (POHLIT et al. 2004;
PINTO et al. 2012). Em outras espécies como P. variabile , P. peltata, P. retrofractum e
P. sarmentosum, mostraram ativos contra larvas de 4. aegypti com CLso = 76pug/mL,
39ug/mL, 81pg/mL, 15ug/mL respectivamente (CRUZ et al. 2011; CHANSANG et al.

2005; CHOOCHOTE et al. 2006). Por outro lado, trabalhos realizados por Tennyson et
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al. (2012) com extrato metanol das folhas de Piper betle, foi ativos contra A. aegyti,
com valores de CLso = 116.73pg/mL e 98.45ug/mL, respectivamente nas leituras de 24
e 48 horas, demonstrando similaridade com os resultados deste trabalho. Além disso, foi
observados em outros estudos, que os extratos metanol obtidos folhas, caules e frutos de
Piper nigrum conhecida como pimenta de macaco, foram eficazes contra 4. aegypti,
com CLsp = 40pg/mL, 100pg/mL 79ug/mL respectivamente ap6s 24 horas de
exposicao, podendo ser usado como alternativa de controle no ambiente (SARITA et al.
2012; LEE et al. 2005; CHAITHONG et al. 2006).Embora as revisdoes atualmente
publicadas at¢ o momento se concentrem principalmente em 6leos essenciais, deve-se
ressaltar que hd poucos estudos na literatura sobre a eficacia de extratos de plantas,
incluindo a planta Piper capitarianum abundante na regido amazonica que mostram
potencial para o desenvolvimento de inseticida natural.

Por esta razdo o nosso trabalho mostra que o extrato EMI foi o mais promissor,
mostrando potencial para ser utilizado como método alternativo no controle destes
vetores em areas urbanizadas devido aos baixos valores de CLso e a presenga de classes
quimicas que apresentam essa ac¢do inseticida (GARCEZ et al. 2013). Nesta oOtica, sera
necessario o fracionamento deste extrato para a identificagdo dos principios ativo

presentes objetivando ag¢des direcionadas para um controle mais efetivo.
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Tabela 15. Atividade adulticida dos extratos de Piper capitarianum contra as fémeas de

Aedes aegypti e Aedes albopictus ap6s 90 minutos de exposi¢ao

Partes Mosquitos IC 95% IC 95%
Extratos CLs) = DP CLgy = DP Slope = DP | X?
coletadas testados (LCL -UCL) (LCL -UCL)
A. aegypti 24676 £0.6 > 182.50-296.95 403.69+0.69 311.49-427.18 18602 1.53
HEX
A. albopictus  239.82+£0.6° 165.56-282.12 389.50+£0.69 243.03-418.57 1.82+0.2 1.50
A aegypti 23252 £0.6° 129.02-29535 373.40+06 ¢ 211.54-39721 1.65+£02 1.59
Folhas DCM
A. albopictus 22923 +0.6® 101.65-282.23 371.58+0.6 ¢ 263.90-39523 1.64+02 1.58
A. aegypti 218.66+03°% 142.02-227.55 381.81+0.3¢ 211.83-392.80 1.76+0.2 1.73
MEOH
A. albopictus  215.45+0.3% 10429-291.80 376.69+039 260.11-399.19 1.78+0.2 1.63
A. aegypti 23539+04° 184.42-297.66 374.10+£0.4¢ 299.97-420.80 190+0.2 1.55
HEX
A. albopictus  232.99+0.4° 167.18-278.37 371.73+0.49 324.54-41859 1.72+02 143
A. aegypti 227.19+£0.6° 9437 253.89 357.20+0.6 ¢ 184.96-38848 139+0.2 1.39
Galhos DCM
A. albopictus  221.62+0.6* 186.11-237.31  352.34+0.6¢ 157.08- 370.13 1.35+£02 1.35
A. aegypti 218.18+0.7° 179.43 — 24144 343.68+0.7¢ 183.12-373.14 142+0.2 1.38
MEOH
A. albopictus  215.14£0.7% 171.19-232.14 340.08+0.7 © 170.21 -359.45 1.45+0.2 1.34
A. aegypti 192.84+0.42 136.05-229.09 32832+04°¢ 184.81-35749 157+02 1.68
HEX
A. albopictus  190.95+0.4°* 127.93-215.05 32247+0.4° 167.42-350.70 1.54+£02 142
A. aegypti 186.45+0.52 84.17-138.05 320.85+0.5¢ 106.55-348.29 1.78+0.2 1.34
Inflorescéncia * DCM
A. albopictus  184.64+0.5* 89.76 -13545 31830+£0.5 ¢ 10429-33474 1.75£02 130
A. aegypti 180.85+0.82 84.10—197.98 312.50+0.8 © 149.70—-326.30 1.82+0.2 1.38
MEOH*
A. albopictus 17716 +0.8*  78.70-199.89  309.60+0.8°¢ 115.15-318.10 1.78+0.2 1.32

HEX: Extrato hexano; DCM: Extrato diclorometano; MEOH: Extrato metanol,;

CLso: concentracao letal para 50% dos adultos; CLso: concentragao letal para 90% dos adultos:

DP: desvio padrio (triplicados); Médias seguidas por letras diferentes sdo significativamente diferentes (P

<0,05); IC 95%: intervalo de confianca de 95%; LCL: limite inferior de confian¢a; UCL: limite superior

de confianga; X?: valor do qui-quadrado; Controle = a-cipermetrina: 0,4pg/mL; *Extrato com o efeito

adulticida mais forte.
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5.3.4 Fracionamento cromatografico do extrato EMI de P. capitarianum

No presente estudo, o material vegetal (280g) da inflorescéncia de Piper
capitarianum foi submetido extracdo para obter o extrato EMI com um rendimento de
9.5%. O extrato metanol da inflorescéncia (EMI) apresentou atividade larvicida sobre
larvas de Aedes aegypti (CLso = 103.85ug/mL) e Aedes albopictus (CLsy =
101.16pg/mL), demonstrando a apresentar a melhor atividade em relacdo os demais

extratos testados.

O extrato metanol da inflorescéncia (EMI), foi submetido ao fracionamento por
cromatografia em coluna, utilizando Sephadex-LH-20 como fase estacionaria e na fase
moével a mistura dos eluentes (Cloroférmio/Etanol (8:2), (7:3), (6:4), (1:1), seguido da
etanol 100% e no final Etanol/agua (8:2), (7:3), (6:4), (1:1) respectivamente. Neste
procedimento cromatografico foi utilizado 2,60g do extrato, resultando em apenas 7
fragdes (F1-F7) (Figura 24).

Nas fracdes F4 e F7, ocorreu a formagdo de cristais amarelados, sendo
recristalizadas em cloroférmio (CHCls3), e submetidas a andlise por métodos
espectroscopicos de RMN !3C e 'H para identificagdo e elucidagdo estrutural das

moléculas isoladas.



Bionsaio larvicida CLs

(ng/mL)
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Piper capitarianum
(Inflorescéncia)
(280 g)

v

soresuaorq Jod opend ojenxy

Screening | Extrato EMI
Aedes aegypti 103.85 -—
Aedes a[f,gg,’,-cm 101.16 2609 Coluna Cromatogrifica em Sephadex
1. CHCI3/EtOH (8:2), (7:3), (6:4), (1:1)
l 2. EtOH 100%
3. EtOH/H20 (8:2), (7:3), (6:4), (1:1)
Fragdes
F1 F2 F3 F4 F5 Fé6 F7
(400 mg) (300 mg) (150 mg) (120 mg) (150 mg) (200 mg) (100 mg)
Screening
A aegypti 176 136 124 72 143 120 75 pg/mL (CLso)
A. albopictus 164 125 120 71 140 117 73 pg/mL (CLso)
Recristalizacdo em CHCl;

k|

sa03ea

soresuaolq aod sopemns

Analise de RMN 3C e 'H

|

Isolados ativos

5031d9as0.4333ds3 sasieuy

Figura 24. Fracionamento cromatografico do extrato metanol da inflorescéncia (EMI)

de Piper capitarinaum.
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As fracdes geradas apods o fracionamento foram avaliadas por cromatografia em

camada delgada-CCD conforme pode ser observado na Figura 25.

NP/ PEG Vanilina sulfurica

Anisaldeido

Figura 25. Perfil cromatografico das fragdes do extrato (EMI) por CDD.

Quando reveladas com vanilina sulfurica, as fragdes 2, 3 e 5 apresentam bandas
de coloracao roxas, indicando a presenca de saponinas € compostos aromaticos.

A revelagdo da CCD com KOH, apresentou bandas de coloracdo azul nas
fragdes 1 e 2, que indica a presenca de cumarina. As CCD reveladas com NP/PEG,
apresentaram intensa bandas alaranjadas e verdes nas fragcdes 4, 6 ¢ 7 com mesmo RF,

indicando a presenca de flavondides (Tabela 16).




Tabela 16. Classes quimicas identificadas nas fragdes em placas de CCD.

Numeracio Fracoes

Classes quimicas

1

2

F1

F2

F3

F4

F5

Fo6

F7

Cumarinas
Saponinas, Cumarinas
Saponinas
Flavonoides, Terpenos
Saponinas
Flavonoides, Terpenos

Flavonoides, Terpenos
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Entre todas as amostras, F4 e F7 apresentaram atividade mais potentes contra

larvas de A. aegypti (CLso = 72.23ug/mL e 75.25ug/mL) e A. albopictus (CLso =

71.64pg/mL e 73.13ug/mL) respectivamente, demonstrando que houve diferenca

estatistica significativa quando comparada as estimativas das CLso e CLoo das demais

fragdes (Tabela 17)
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Tabela 17. Atividade larvicida das fragdes do extrato metanol da inflorescéncia (EMI)

de P. capitarianum contra larvas de 4. aegypti e A. albopictus apds 24 de aplicagao.

IC 95% IC 95%
Mosquitos Fracoes CLs = DP CLy = DP Slope £ DP | X?
(LCL -UCL) (LCL -UCL)

F1 17636 £0.3°%  152.25-195.09 25532+03°¢ 214.81-29359 255+£0.1 1.88

F2 136.53£0.4° 11626-19242 200.10+0.4° 193.03-251.27 230+0.1 1.84

F3 12435 £03* 97.32-15245 155.40+£03° 131.54-197.20 19002 1.68

Aedes aegypti *F4 7223+£04* 61.55-112.23 131.38+0.4 % 103.90-17525 1.60+02 147
F5 14336 +£0.4° 12243 -190.25 226.85+04° 21333-270.80 231+02 1.83

F6 120.27+£0.5>  106.10-183.16 225.70+0.5°¢ 213.15-263.80 1.70+£0.2 1.66

*F7 75.25+£0.32 66.25 —100.12 128.95+0.32 89.35-150.25 1.58+0.2 145

F1 16425+03° 13830-198.95 246.65+£0.5¢ 22839-277.58 253+£0.1 1.84

F2 12535£0.4° 11226-19045 19830+04° 176.23-273.70 2.28+0.1 1.83

F3 120.55+0.3*  94.61 —132.35 147.25+03°% 130.65-17839 1.88+0.2 1.66

Aedes albopictus *F4 71.64£04° 69.36 — 125.45 130.50+£0.4° 11549-175.74 159+0.2 1.46
F5 140.85+0.4° 11420-18736 22280£0.4° 209.20-26430 230+02 1.82

F6 11726 £0.5°  113.60—-181.97 221.10+£0.5°¢ 205.15-251.20 1.68+£0.2 1.65

*F7 73.13£0.32 62.75-99.82 125.15+£0.3" 86.85 — 148.85 1.57+£02 144

CLso: concentragdo letal para 50% das larvas; CLeo: concentragdo letal para 90% das larvas: DP: desvio

padrao (triplicados); Médias seguidas por letras diferentes sdo significativamente diferentes (P <0,05);

IC 95%: intervalo de confianga de 95%; LCL: limite inferior de confianga; UCL: limite superior de

confianga; X%: valor do qui-quadrado. Controle = Temefos, 0,12ug/mL. *Fragdo com o efeito larvicida

mais forte.

A partir do conjunto de informagdes obtidos por métodos espectroscopicos

(RMN BC e 'H), e, comparagdo com os dados obtidos na literatura as substancias com

maior atividade, F4 e F7, foram identificadas como uma flavonona e uma chalcona.
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A amostra F4 foi identificada como (S)-8-formil-3’,5-dihidroxi-7-metoxi-6- metil-
flavanona, uma substancia isolada anteriormente de Piper montealegreanum, enquanto
F7 foi identificada como 3’-formil-3,4’,6’-triidroxi-2’-metoxi-5’-metilchalcona,

substancia isolada também de P. montealegreanum (ALVES et al 2011) (Figura 27).

Este ¢ o primeiro relato da atividade bioldgica contra larvas de Aedes aegypti e

Aedes albopictus atribuida a essas duas substancias.

OH
CHO
H,CO (0] o
H,C
OH (0]
3-formil-3,4,6-triidroxi-2-metoxi-5-metilchalcona (S)-8-formil-3,5-dihidroxi-7-metoxi-6- metil-flavanona

Figura 26. Estruturas quimicas das amostras F4 e F7

5.3.5 Atividade antioxidante sobre os radicais (DPPH) e (ABTS)

Os resultados das atividades antioxidantes dos extratos de P. capitarianum sobre
radicais DPPH e ABTS estdo descritos na Tabela 18 e foram expressos em valores de
ICso (Concentragdao capaz de sequestrar 50% dos radicais livres DPPH ¢ ABTS). Os
extratos que apresentarem a maior atividade antioxidante, ou seja, a maior capacidade
de seqiiestrar os radicais livres, terdo menores valores de ICso sendo posteriormente
comparados com os padrdes antioxidantes Quercetina (20.89ug/mL) e Trolox

(12.95ug/mL) (CRAFT et al. 2012).
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Os resultados dos ensaios antioxidante mostram que os extratos metanol dos
galhos (EMG) e inflorescéncias (EMI) apresentaram as melhores atividades
antioxidante com ICso = 78.34ug/mL, 82.32ug/mL e 85.95ug/mL, 93.52pg/mL,
respectivamente para os radicais DPPH" e ABTS™. Todavia, ndao houve diferenga
estatistica significativa quando comparada as estimativas das ICso (p>0,05). Este
resultados sdo semelhantes aos obtidos por Silva et al. (2017) que avaliaram a atividade
antioxidante dos extratos de P. arboreum, P. dilatatum e P. divaricatum coletados na
regido amazonica, ¢ encontraram ICso de 83pug/mL e 123ug/mL para os radicais livres
(DPPH e ABTS), o que sugerem um forte potencial antioxidante ao extratos EMG e
EMI presente neste trabalho.

Segundo Pavela et al. (2015), os valores abaixo de 100pg/mL sdo
considerados de alto potencial antioxidante. Nesse sentido, nossos resultados mostraram
alta atividade antioxidante, o que pode ser explicado pelas diferentes composi¢des dos
metabolitos secundarios presentes nos extratos de P. capitarianum, como monoterpenos
e terpenos fendlicos, que sdo capazes de atuar em substratos oxidaveis inibindo ou
retardando significativamente os processos oxidativos e protegendo os sistemas
bioldgicos dos danos produzidos por doengas degenerativas e cancer (MAR et al. 2018).
Outros autores relataram importantes propriedades antioxidantes desses compostos
atestadas por diversos métodos antioxidantes (BENELLI et al. 2016a; AZEVEDO et al.

2018).



Tabela 18. Os valores de ICso das atividades antioxidante dos extratos de Piper

capitarianum.
Partes DPPH ABTS
Extratos
coletadas ICs0 £ DP ICso £ DP
HEX 137.60 £0.5¢ 15130 £0.5°¢
Folhas DCM 123.72 £0.5¢ 14722 £0.5°¢
MEOH 118.23+0.5°¢ 134.61 £0.5°¢
HEX 107.52+0.3° 125.27 £0.3 ¢
Galhos* DCM 93.66 +0.3° 112.34£0.3°¢
MEOH*  78.34+0.3° 92.76 £0.3°
HEX 116.66 £0.4 2 138.36 £0.4°¢
Inflorescéncia DCM 101.37+0.4 2 118.87£0.4°¢
MEOH  8595+04° 93.52+£0.4°
Quercetina Ctr 20.89 +0.32 -
Trolox Ctr - 12.95+0.17

HEX: Extrato hexano; DCM: Extrato diclorometano; MEOH: Extrato metanol,;

ICso: Concentragdo inibitoria 50%; DP: Desvio padrdo (médias de triplicata); Médias seguidas por letras
diferentes sdo significativamente diferentes (P <0,05); Ctr = Controle positivo (Quercetina e Trolox).

* Extrato com o efeito antioxidante mais forte.
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5.3.6 Atividade toxica dos extratos sobre Artemia salina

A atividade toxica dos extratos de P. capitarianum sobre larvas de Artemia salina
como um organismo ndo-alvo consta na Tabela 19, onde foram expressos os valores da
concentragdo letal (CLso) considerando o intervalo de confianga no nivel de
significancia de 95%. Em todos os extratos testados, apresentaram baixa toxicidade
sobre as larvas de 4. salina, sendo que o extrato metanol da inflorescéncia (EMI)
mostrou a melhor atividade com CLso de 659.20pg/mL ap6s 24 horas de exposigdo. O
lepachol utilizado como controle positivo mostrou-se altamente toxico com CLso de
30.40ug/mL.

A literatura relata que extratos de plantas sdo consideradas muito toxicas com
valores de CLso abaixo de 100pg/mL e considerada de baixa toxicidade com CLso
(500-1000pg/mL) (SILVA et al. 2017). Além disso, alguns trabalhos relatam como
indicador de toxicidade em bioensaios como pardmetro de avaliacdo das atividades
bioldgicas e mostram boa relagdo com outras atividades farmacoldgicas tais como:
antitumoral, antibacteriano, antifungica e inseticida (SILVA et al. 2014; 2016; 2017).
Por esta razdo, nosso trabalho mostra o extrato metanol da inflorescéncia (EMI), poderia
ser considerada uma fonte natural promissora de agentes larvicidas e adulticidas para
serem utilizados no controle de vetores como uma ferramenta alternativa aos inseticidas
sintéticos existentes no mercado, pois mostrou-se eficaz, além de ser menos danoso a

saude e ao meio ambiente.



Tabela 19. Atividade toxica dos extratos de Piper capitarianum em larvas de Artemia

salina ap6s 24 h de exposicao.

Partes IC 95%
Extratos CLso+ DP Slope +tDP | X2
coletadas (LCL - UCL)
HEX  696.60 £0.6° 398.22-72545 1.92+0.1 1.05
Folhas DCM  693.72 £0.6° 389.02—-728.65 1.90+0.1 1.04
MEOH 690.23+0.5%  356.20-725.90 1.77+0.1 1.07
HEX  687.52 £0.6° 365.34-69591 1.75+0.1 138
Galhos DCM  683.66+0.8° 353.01 - 698.53 1.70+£0.1 1.03
MEOH 67844+0.6* 341.58— 697.46 144+0.1 0.53
HEX  666.66+0.6* 346.98-690.97 1.85+0.1 0.70
Inflorescéncia* DCM  662.37+£0.5* 340.16-695.61 1.89+0.1 0.58
MEOH* 659.20+0.6* 350.90-697.46 1.82+0.1 0.67
Lapachol Ctr 30.45+04 ¢ 26.98 — 48.97 1.51+0.1 1.12

HEX: Extrato hexano; DCM: Extrato diclorometano; MEOH: Extrato metanol,

CLso: concentragdo letal para 50% das larvas; DP: desvio padrdo (triplicados); Médias seguidas por letras
diferentes sdo significativamente diferentes (P <0,05); IC 95%: intervalo de confianga de 95%; LCL:
limite inferior de confianga; UCL: limite superior de confianga; X?: valor do qui-quadrado; Ctr =

Controle positivo (Lapachol). * Extrato com o efeito toxico mais forte.

5.3.7 Atividade antimicrobiana dos extratos de P. capitarianum

O uso indiscriminado de antimicrobianos comerciais tem causado resisténcia
multipla em microrganismos patogénicos humanos, tornaram-se uma causa de grandes
problemas de satde, e novos agentes antimicrobiano sdo necessarios para lidar com esse
problema (MAAJIDA & THANGAVELU 2019). Os produtos naturais tém grande

demanda por suas extensas propriedades bioldgicas e componentes bioativos, que se
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provaram tteis contra um grande nimero de agentes causadores de doencas (SOYER &
TUNALI 2019). Este ¢ o primeiro estudo que investigou a atividade antimicrobiana dos
extratos de Piper capitarianum sobre bactérias patogénicas. De acordo com nossos
resultados, todos os extratos testados apresentaram atividade antimicrobiana com halo
de inibi¢do torno de 3 4 7 mm didmetro sobre as bactérias patogénicas (Tabela 20). No
entanto, o extrato metanol da inflorescéncia (EMI) mostrou a melhor atividade
antimicrobiana com halo de inibicdo em torno de 4 4 7 para cepas microbianas. No
controle negativo (DMSO) nao houve formac¢do de halo e no controle positivo
(amoxilina) mostrou a presenca de halo em torno de 8§ a 6mm para as cepas
microbianas.

A literatura relata que produtos naturais como extratos sdo considerados como
bons agentes antimicrobianos os possuem halos de inibi¢do superiores 3 mm didmetro
(ZAZHARSKYT et al. 2019). No entanto, alguns trabalhos mostram a atividade da
antimicrobiano dos extratos de outras espécies de Piper. Por exemplo, o extrato metanol
extraido das folhas de Piper retrofractum mostrou atividade antimicrobiano com
inibicdo de em torno de 5 a 8 mm sobre patdgenos bacterianos e fiungicos (PANPHUT
et al. 2020). Em outras espécies como Piper betle e Piper nigrum, foraam obtidos das
folhas, os extratos metanol que mostram atividades com inibicdo em 7 e 10 mm
respectivamente para o fungo Candida albicans (MAKKAR et al. 2017; TAKOOREE
et al. 2019). Com base em nossos resultados, sugere-se o extrato EMI, possui grande
potencial para o estudo e desenvolvimento de medicamentos para tratamento de

infec¢des bacterianas.
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Tabela 20. Atividade antimicrobiano dos extratos de Piper capitarianum sobre

bactérias patogénicas.

Halo de inibi¢cdo (mm)

Microrganismos
Amostras Extratos

Gram Positiva Gram negativa

S. aureus B. cereus | E. coli P. aeruginosa

HEX 3+£03* 2+£02* |1+£0.1* -
Folhas DCM 5+£03°% 44022 [2+0.1° -

MEOH 7+0.3% 5+0.2°% |3+0.12 1+0.12

HEX 3+£0.3% 3+0.2* | 2+0.1° -
Galhos DCM 5+403* 4+£02* |3+£0.1? 1+0.12

MEOH 7+0.3°% 5+0.2°% |3+0.2% 1+0.12

HEX 44032 3022 |2+0.1% -
Inflorescéncia* DCM 6+03> 5+02% [4+0.12 1+0.12

MEOH* 7+03° 7+£02° [5+0.2° 1+0.12

DMSO Ctr - - - -

Amoxicilina Ctr 8+03b 6+0.3Y | 5+0.2° -

HEX: Extrato hexano; DCM: Extrato diclorometano; MEOH: Extrato metanol,

DP: Desvio padrao (médias de triplicata); Médias seguidas por letras diferentes sdo significativamente
diferentes (P <0,05); Controle = DMSO e Amoxicilina; (-) Auséncia de halo. *Extrato com o efeito

antimicrobiano mais forte
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5.3.8 Observacoes morfologicas das larvas

Como o extrato metanol da inflorescéncia (EMI) de P. capitarianum exibiu a
melhor atividade larvicida sobre as larvas de mosquitos, foi investigado ndo apenas por
seu potencial inseticida, bem como seu modo de agdo e local alvo, que até o momento
ndo foi totalmente elucidado em comparagdo com outros compostos inseticidas
derivados de plantas. Em nossos resultados, as larvas tratadas com extrato EMI,
mostraram sinais de intoxica¢do no intestino médio das larvas de A. aegypti e A.
albopcitcus (Figura 27C e D) que expeliram o contetido intestinal, pela extrusdo da
matriz peritroéfica resultando em bloqueio da digestdo e absor¢do de nutrientes que
podem fazer parte do mecanismo que causa a morte de larvas de mosquitos. Além disso,
foram observados nas imagens obtidas por microscopia eletronica, danos ao sifao que
prejudicam o sistema respiratorio das larvas favorecendo sua morte (Figura 28C e D).

A literatura relata que a sobrevivéncia das larvas de mosquitos depende de sua
capacidade respiratoria sob a dgua e absorcdo de nutrientes pelas células epiteliais do
intestino médio (FUJIWARA et al. 2017; SUTININGSIH et al. 2018). No entanto
estudos relatam que a regido intestinal das larvas ¢ um dos locais-alvo comuns dos
compostos inseticidas. Isto pode ocorre devido a sua natureza lipofilica dos compostos
presente nos extratos que consegue penetrar com facilidade nas células intestinal
causando danos graves ao intestino médio interrompendo a integridade e fungao
(BOTAS et al. 2017). Por outro lado, estudos demonstram que compostos quimicos
presentes nos extratos alteram a tensdo superficial da 4gua, contribuindo
significativamente para a abertura e o fechamento do sifdo mosquitos resultando na
morte das larvas certas espécies de mosquitos (LEE et al. 2017). Além disso, impede
que oxigénio atmosférico de se dissolver na 4dgua, bloqueando a respiracdo cutdnea e

sifonal, diminuindo assim seu tempo de sobrevivéncia (LEE et al. 2018). Como esses
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estudos corroboram com nossos resultados, podemos sugerir que esses achados (danos

no intestino e sifao) podem indicar que existam outras vias de ag¢do desse extrato EMI.

Figura 27. Micrografias de luz das larvas de A. aegypti e A. albopictus. Larvas de
controle de A. aegypti (A) e A. albopictus (B) sem alteragdes na cabega (h), segmentos
do abdomen (a), sifao (s) e papila anal (ap). Larvas de 4. aegypti (C) e A. albopictus (D)
tratadas com extrato EMI de P. capitarianum mostrando alteragdes (pigmentagao

escura) nos segmentos do abdome (a) e extrusdo da matriz peritrofica (e) (seta).
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Mag: 1.67kx |—| 3 Mag; 1.67kx |—
HV: 15.0kV 50 ym P b y HV: 15.0kV 50 um

Mag: 1.67kx |—| S A Mag: 1.67kx '_l
HV: 15.0kV 50 um s e HV: 15.0kV 50 um

Figura 28. Micrografia eletronica de varredura das larvas de A. aegypti e A. albopictus.
Larvas de controle de A. aegypti (A) e A. albopictus (B) mostrando um espiraculo do sifao
(s) aberto e intacto. Larvas de A. aegypti (C) e A. albopictus (D) tratadas com extrato EMI

mostrando estruturas danificadas no espiraculo do sifao (s).
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6. CONCLUSAO

Em conclusido, os resultados deste estudo evidenciaram a atividade larvicida e
adulticida dos oleos essenciais, e, substancias isoladas de P. capitarianum. A analise
morfologica das larvas apresentou alteragdes que sugerem o possivel mecanismo de acdo
larvicida deste oleo essencial em insetos. A modelagem molecular sugere que o trans-
cariofileno e humuleno tém afinidade com o sitio ativo da enzima AeSCP-2, que ¢
responsavel pelo transporte intracelular em insetos. No entanto, mais estudos serdo
necessarios para uma avaliagdo mais completa deste oOleo essencial, incluindo a
caracterizacdo e avaliacdo da estabilidade das nanoformulagdes obtidas no presente estudo,
além da validacdo em campo, com o objetivo de desenvolver produtos mais seletivos, e,
com maior eficacia na area de inseticidas comerciais. Nesse contexto, alguns resultados

merecem destaque conforme descri¢do a seguir:

e O Oleo, extrato e a nanoemulsdo das inflorescéncias apresentaram a melhor
atividade inseticida, (larvas e adultos), antimicrobiana (bactérias patogénicas) e

toxica (larvas).

* O fracionamento cromatografico do extrato EMI, resultou no isolamento de
flavona e chalcona que exibiram atividade sobre as larvas de A. aegypti e A.

albopictus.

* As andlises morfologicas das larvas revelaram danos no intestino medio e sifao

(sinais de intoxicacdes) que indicam outras vias de agdo desses dleos.



117

* A modelagem molecular dos compostos volateis (trans-cariofileno e humuleno)
possibilitaram a desativagdo da uma enzima AeSCP-2, responsavel pelo

transporte de colesterol em insetos.

* Os dleos e extratos apresentaram baixa atividade antioxidante (DPPH e ABTS) e
forte atividade as enzimas acetilcolinesterase (AChE) que indicar uma via de

acao sobre os insetos.

Diante essas premissas, as nossas descobertas podem ser consideradas uma
contribui¢do para o arsenal disponivel de larvicidas e de inseticidas, uma vez que o
6leo essencial contém ingredientes ativos promissores que podem ser incluidos em
formulagdes de novos produtos com possibilidade de substituir produtos sintéticos.
Adicionalmente, os produtos obtidos desta espécie vegetal abundante na regido
amazoOnica, terdo, provavelmente mais impacto comercial, podendo, inclusive,
serem elaborados com menor custo, além de terem menos impacto para o meio

ambiente.
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Abstract

Mosquitoes are responsible for serious public health problems worldwide, and as such, Aedes aegypti and Aedes albopictus are
important vectors in the transmission of dengue, chikungunya, and Zika in Brazil and other countries of the world. Due to
growing resistance to chemical insecticides among populations of vectors, environmentally friendly strategies for vector man-
agement are receiving ever more attention. Essential oils (EOs) extracted from plants have activities against insects with multiple
mechanisms of action. These mechanisms hinder the development of resistance, and have the advantages of being less toxicity
and biodegradable. Thus, the present study aimed to evaluate the chemical composition of the EOs obtained from Piper
capitarianum Y unck, as well as evaluating their insecticidal potential against Aedes aegypti and A. albopictus. and their toxicity
in relation to Artemia salina. The yields of the EOs extracted from the leaves, stems, and inflorescences of P. capitarianum were
1.2%, 0.9%, and 0.6%, respectively, and their main constituents were trans-caryophyllene (20.0%), a-humulene (10.2%), [3-
myrcene (10.5%), o-selinene (7.2%), and linalool (6.0%). The EO from the inflorescences was the most active against A. aegypti
and A. albopictus, and exhibited the respective larvicidal (LCso=87.6 pg/mL and 76.1 pg/mL) and adulticide activities (LCso =
126.2 pg/mL and 124.5 pg/mL). This EO was also the most active in the inhibition of AChE, since it presented an IC5, value of
14.2 pg/mL. Its larvicidal effect was observed under optical and scanning electron microscopy. Additionally, non-toxic effects
against A. salina were observed. Docking modeling of trans-caryophyllene and a-humulene on sterol carrier protein-2 (SCP-2)
suggests that both molecules have affinity with the active site of the enzyme, which indicates a possible mechanism of action.
Therefore, the essential oil of P. capitarianum may be used in the development of new insecticide targets for the control of
A. aegypti and A. albopictus in the Amazonian environment.
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