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RESUMO

PEREIRA, Nayana de Figueiredo. Avaliacdo de Oleos essenciais das espécies
brasileiras Baccharis trimera (Less.) DC) e Mimosa verrucosa Benth contra
Ctenocephalides felis felis. 2022. Disserta¢do (Mestrado em Quimica). Instituto de Quimica,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2022.

As pulgas da espécie Ctenocephalides felis felis sdo os ectoparasitas mais encontrados nos
cdes e gatos, podendo causar reagcdes e danos mais graves. Estudos comprovam que o Brasil
apresenta uma crescente na populagéo de cées e gatos compondo estruturas familiares, e em caso de
manifestacGes de ectoparasitas nos pets, esse convivio acarreta transmissdo aos humanos. Assim, a
busca por meios que diminuam as contaminag6es vem aumentando consideravelmente. Alguns 6leos
essenciais ja vém sendo utilizados como uma alternativa para o controle desses ectoparasitas, visto
gue sdo produtos naturais que causam menos agressdes ao meio ambiente. Com isso, 0 presente
estudo tem como objetivo identificar os compostos dos 6leos essenciais das espécies brasileiras
Baccharis trimera e Mimosa verrucosa Benth, avaliar a atividade in vitro frente ao ectoparasita C.
felis felis em todas etapas de desenvolvimento e avaliar a toxicidez a partir do modelo eucarioto de
Saccharomyces cerevisiae para determinar a acéo pulicida. Ambos os 6leos essenciais apresentaram
compostos terpénicos, sendo 0s componentes majoritarios encontrados pela analise de cromatografia
gasosa no Oleo essencial de B. trimera foram o acetato de carquejila (33,0%), o S-pineno (5,5%), o
S—elemeno (5,9%), o y-muruleno (5,6) e o alcool cariofileno (7,0%) e no dleo essencial de M.
verrucosa foram o g-pineno (14,2%), o a-pineno (10,7%), o sabineno (9,5%), o E-cariofileno
(13,8%) e o y-himacheleno (8,1%). Os ensaios de toxicidade demonstraram uma baixa toxidez para
ambos os 6leos sob concentragdo de 0,2 mg/mL, ndo apresentaram dano na mitocéndria e
demonstraram crescimento celular regular & curva de controle. Os ensaios in vitro apresentaram
100% de eficécia frente a todas as fases do ciclo de vida das pulgas C. felis felis, sendo o 6leo
essencial de B. trimera ideal contra a as pulgas adultas (800 pg.cm-2; CL50= 369,22 ug.cm-2) em 24
e 48h e o0 6leo essencial de M. verrucosa ideal contra as larvas das pulgas (791,2 pg.cm-2; CL50 =
266,29 pg.cm-2 e CL50 = 240,54 pg.cm-2) em 24 e 48h, respectivamente. E um estudo com resultados
satisfatérios e com potencial para desenvolvimento de produtos alternativos a partir dos 6leos
essenciais de Baccharis trimera e Mimosa verrucosa no controle contra Ctenocephalides felis
felis.

Palavras-chave: Oleos essenciais. Ectoparasitas. Plantas brasileiras.



ABSTRACT

PEREIRA, Nayana de Figueiredo. Evaluation of essential oils from the Brazilian
species Baccharis trimera (Less.) DC) and Mimosa verrucosa Benth against
Ctenocephalides felis felis. 2022. Dissertation (Master in Chemistry). Institute of Chemistry,
Federal Rural University of Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2022.

Fleas of the species Ctenocephalides felis felis are the most common ectoparasites found in
dogs and cats and can promove reactions and damage. Studies show that Brazil has a growing
population of dogs and cats composing family structures, and in case of manifestations of
ectoparasites in pets, this coexistence causes transmission to humans. Thus, the search for ways to
reduce contamination has increased considerably. Some essential oils have already been used as an
alternative for the control of these ectoparasites, since they are natural products that cause less
aggression to the environment. With this, the present study aims to identify the compounds of the
essential oils of the Brazilian species Baccharis trimera and Mimosa verrucosa Benth, to evaluate
the in vitro activity against the ectoparasite C. felis felis in all stages of development and to evaluate
the toxicity from the model eukaryote of Saccharomyces cerevisiae. Both essential oils presented
terpenic compounds, the major components found by gas chromatography analysis in the essential
oil of B. trimera were carquejila acetate (33.0%), g-pinene (5.5%), p-elemene (5.9%), y-murulene
(5.6) and caryophyllene alcohol (7.0%) and in M. verrucosa essential oil were S-pinene (14.2%), a-
pinene (10.7%), sabinene (9.5%), E-caryophyllene (13.8%) and y-himachelene (8.1%). Toxicity
tests showed low toxicity for both oils at a concentration of 0.2 mg/mL, showed no damage to the
mitochondria and showed regular cell growth to the control curve. The in vitro assays showed 100%
efficacy against all phases of the life cycle of C. felis felis fleas, with B. trimera essential oil being
ideal against adult fleas (800 pg.cm-2; LCso= 369 .22 pg.cm-2) at 24 and 48h and the essential oil of
M. verrucosa ideal against flea larvae (791.2 pug.cm-2; LCso= 266.29 ug.cm-2 and LCso= 240 .54
Hg.cm-2) at 24 and 48h, respectively. It is a study with satisfactory results and with potential for the
development of alternative products from the essential oils of Baccharis trimera and Mimosa
verrucosa in the control against Ctenocephalides felis felis.

Key words: Essential oils; Ectoparasites; Brazilian plants.
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1 INTRODUCAO

Historicamente cada civilizacdo fazia uso dos 6leos essenciais de acordo com suas
crengas e costumes. Sabe-se que 0s povos egipcios e chineses foram o0s principais
responsaveis por utilizarem e propagarem os 6leos essenciais na medicina e na cosmetica
(IBERIAN COOPERS LTD., 2021).

No Brasil, o surgimento de 6leos essenciais ocorreu no final do século 20 com a
exploracdo extrativista de esséncias nativas de pau-rosa (Aniba rosaeodora). Nesta mesma
época foram registradas a producao de 6leo essencial de capim-liméo, palmarosa e erva-
cidreira (OLIVEIRA, 2016). Embora a industria de dleos essenciais em nosso pais tenha
passado por muitos avangos ainda se encontra em processo de desenvolvimento
(CARVALHO, 2021).

O estudo sobre a composic¢do de volateis de espécies brasileiras € muito excipiente,
ndo valorizando o conhecimento quimico de nossa flora. Em pesquisa feita no site Reflora,
B. trimera (Carqueja-Amarga), com atividade antimicrobiana apresentada devido aos seus
compostos majoritarios, e M. verrucosa (Jurema Branca), com atividade antioxidante e
citotoxica apresentadas por seus metabolitos, sdo espécies nativas e pioneiras do Brasil.
Sendo assim, a existéncia de poucos trabalhos sobre a composicao de volateis de espécies
brasileiras traz o grande interesse em desenvolver trabalhos utilizando plantas nativas.

As propriedades medicinais dos 6leos essenciais sdo muito exploradas na medicina
popular, como anti-inflamatorios, expectorantes e analgésicos, assim como, exploradas na
medicina veterinaria (BATISTA et al., 2016; DOS SANTOS et al., 2020) uma vez que 0
convivio de humanos com cées e gatos tem aumentado.

Os casos dermatoldgicos apresentam grande prevaléncia em pequenos animais,
sendo a razdo mais comum para serem levados ao médico veterinario. O maior 6rgao do
corpo é a pele, que funciona como uma barreira entre o animal e 0 meio ambiente e fornece
protecao contra diversos tipos de lesdes (SCOTT et al., 2011). As ocorréncias mais comuns
sdo doencas cutaneas alérgicas, como dermatite atopica canina, alergia alimentar e
dermatite alérgica a picada de pulga; doencas cutaneas parasitarias, como sarna sarcéptica,
demodicose e trombiculose; doengas parasitarias sistémicas, como leishmaniose; doengas
enddcrinas, como hipotiroidismo e hiperadrenocorticismo; neoplasias cutaneas, como
carcinoma espinocelular e linfoma epitelotrépico; e outras dermatopatias de origem
infecciosa, como dermatite a Malassezia spp. e dermatofitose (PEREIRA, 2013).

Existe uma enorme variedade de espécies de plantas que podem ser usadas em
animais com fins medicinais, propiciando um tratamento eficaz e barato, muitas das quais
também sdo utilizadas em humanos (BOELTER, 2010; PAIVA et al., 2010; LIMA et al.,
2012; SILVA et al., 2013; FURTADO et al., 2016).

O interesse e 0 uso de plantas bioativas e medicinais nas criagdes de animais vem
aumentando consideravelmente devido a um conjunto de fatores: o alto custo dos
medicamentos sintetizados, a resisténcia crescente as drogas quimicas, a preocupagao com
residuos toxicos destes medicamentos nos alimentos e no ambiente e, ao desenvolvimento
dos sistemas organicos e de base agroecoldgica de producdo animal. Este contexto vem
impulsionando fortemente o0 uso de plantas ou seus extratos tanto na prevencao, com plantas
bioativas, quanto na recuperacdo da salde dos animais, com plantas medicinais
(ESCOSTEGUY, 2018).

Os produtos a base de plantas com atividade ectoparasiticida tém mostrado
resultados significativos in vitro nos ultimos anos (ELLSE & WALL, 2014). A diversidade
dessas plantas, aliada as suas propriedades de biodegradabilidade, baixo custo de producéo,
baixa toxicidade e baixo desperdicio ambiental, confirma o potencial de uso desses
produtos de controle de parasitas (CHAGAS et al., 2012).



O uso de plantas medicinais para tratamento de doengas é oficialmente reconhecido
pela Organizagdo Mundial da Sadde (MELO et al., 2017), aplicando a fitoterapia na
medicina veterindria com a possibilidade de serem empregadas novas substancias, nas
quais 0s patdgenos ndo tiveram contato, evitando assim a resisténcia aos farmacos
(REGNER, 2020).

Em 2006, foi editado o Decreto n° 5813 que instituiu a Politica Nacional de Plantas
Medicinais e Fitoterapicos, com uma série de propostas para ampliacdo e desenvolvimento
dessa terapéutica em varios niveis, buscando aumentar o aproveitamento da biodiversidade
brasileira, estimular a industria farmacéutica, inclusive do setor veterinario, gerar renda
por cadeias produtivas, dentre varias outras propostas.

Na area veterindria, a regulacao esté a cargo do Ministério da Agricultura, Pecuaria
e Abastecimento (MAPA), que possui a atribuicdo legal para regulamentar a producéo de
produtos veterinarios, inclusive os de origem vegetal.

O uso de oleos essenciais e volateis vem sendo utilizado para o controle de pulgas
em animais de estimacdo. Trabalhos prévios publicados pelo grupo do Laboratério chefiado
pelo Dr. Douglas S. Chaves demonstram o0 estudo de cinética de extracdo de O6leos
essenciais, toxidez e agdo pulicida, sendo uma excelente e promissora fonte de novos
farmacos, menos tdxicos, para o combate destes ectoparasitas (DOS SANTOS
CAVALCANTI et al., 2015; BATISTA et al.,, 2016; DOS SANTOS et al., 2020;
NASCIMENTO et al., 2020).



REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Plantas Medicinais

Com registros datando desde 60.000 anos a.C, estando presentes em diversas
culturas, como a Egipcia, Hindu, Persa, Grega e os povos da América pré-colombiana, as
plantas medicinais podem ser consideradas uma das formas mais antigas de praticas
terapéuticas (ROCHA et al., 2015, SARAIVA et al., 2015).

Desde a pré-histdria, o homem j& fazia uso dos recursos naturais para realizacdo de
suas atividades basicas, como a alimentacdo. Entre esses recursos estdo as plantas, que
sempre foram utilizadas com essa finalidade, que ao longo do tempo passaram a ser
utilizadas na confec¢édo de roupas, em construgdes, como abrigo, ferramentas, entre outros.
Acredita-se que o uso medicinal das plantas tenha tido inicio mediante observacgdes de suas
caracteristicas Unicas, como modificacdes estruturais durante as estacGes do ano, e seu
poder de regeneracdo mediante injdrias (ROCHA et al., 2015).

A histdria afirma que na Idade Média, a partir da inser¢do de novas plantas de
caréater fitoterapico e o desenvolvimento de novas tecnologias a partir da incorporacgédo da
medicina grega e indiana, os arabes foram capazes de ao longo dos anos estabelecer sua
medicina a niveis mais complexos, se consolidando como referéncia para as geracdes
posteriores (ALMEIDA, 2011; SAAD, 2014). Ainda no que concerne a complexidade da
medicina arabe, essa se deu principalmente pela incorporacdo de medicamentos
compostos, ou seja, foram introduzidos juntamente as plantas medicinais, os medicamentos
de origem animal, mineral ou outros medicamentos vegetais (PETROVSKA, 2012).

E todo avanco relativo as praticas terapéuticas até o inicio da ldade Moderna
baseavam-se em observacdo e proximidade com a natureza, no entanto o Renascentismo
foi capaz de recuperar influéncias da antiguidade greco-romana a partir da consolidacao
de valores, como o antropocentrismo, humanismo e individualismo, resultando em avangos
de cunho econdmico, politico, social e técnico-cientifico (COSTA, 2017).

A associacdo dos conhecimentos indigenas, europeus e africanos no Brasil foi
responsavel pela transformacéo da fitoterapia em uma pratica sociocultural, integrando
a cultura popular brasileira (IBIAPINA et al., 2014).

Em meados de 1940, em decorréncia das grandes demandas oriundas das industrias
do ocidente, no momento privadas de suas tradicionais fontes de suprimento por conta da
Segunda Guerra Mundial, a producéo de 6leos essenciais no Brasil passou a ser realizada
de maneira mais organizada. Essa organizacao incluiu, por exemplo, a introdugéo de outras
culturas para obtencdo de 6leos tais como: menta, laranja, canela sassafras, eucalipto,
capim-limdo, patchouli, e outros, voltada, basicamente, para o mercado externo. Nas
décadas seguintes, contudo, empresas internacionais produtoras de perfumes, cosméticos,
e produtos farmacéuticos e alimentares passaram a se instalar no pais, contribuindo para a
solidificacdo e desenvolvimento do nosso mercado interno (SEBRAE, 2019).

Planta medicinal é definida como uma espécie vegetal, cultivada ou néo, utilizada
com propositos terapéuticos, sendo denominada planta fresca, quando coletada no
momento do uso, e planta seca, quando submetida a secagem, a qual também chamamos
de droga vegetal (GARLET, 2019). As plantas medicinais representam fator de grande
importancia para a manutencdo das condi¢es de saude das pessoas, pois segundo a
Organizacdo Mundial da Saude, 80% da populagdo mundial recorrem aos saberes
tradicionais, utilizando como um dos recursos as plantas medicinais (BONIL; BUENO,
2017).

O uso de plantas medicinais ou dos fitoterapicos pode ser eficaz no tratamento de
muitas doencas, desde que sejam observados alguns critérios, tais como: identificacdo



das espécies, indicacdo conforme quadro clinico e preparacdo adequada (BETTEGA et al.,
2011; GARLET, 2019). Essa intensificacdo da utilizacdo de plantas medicinais esta
associada, entre outros fatores, a dificuldade de acesso aos medicamentos alopaticos e a
crenga popular de que o natural € inofensivo (PRETTI, 2018). As plantas medicinais
apresentam seus pontos positivos e podem ser recomendadas no tratamento de
patologias, j& que apresentam uma rapida absorcdo pelo organismo e também possui
formas ecologicas de cultivo (ALMEIDA et al., 2021).

A busca por produtos naturais ficou cada vez maior porque tais medicamentos
ndo possuem efeitos colaterais, ou apresentam poucos, e sdo eficientes em casos que a
medicina ndo foi capaz de atingir os resultados esperados (SARTORELLI, 2015). A
diversidade bioldgica e o seu patriménio genético constitui um grande potencial para
medicamentos e de matrizes alimentares. Possui principios ativos de potencial funcional
para uso na medicina, com propriedades farmacoldgicas que atuam nas biomoléculas,
sendo repassado de geracdo a geracdo (BURTET et al., 2022). As plantas medicinais além
de serem utilizadas na medicina para tratamento de diversas doencas possuem alguns
principios ativos que podem causar diferentes efeitos sobre os insetos, atuando
principalmente na agricultura organica como repelentes (BALBINA SILVA; PELLLI,
2022).

O Brasil é o pais com a maior diversidade genética vegetal do mundo, onde mais
de 25 mil espécies de plantas, algas e fungos nativos sdo endémicas, 0 que representa 55%
do total das espécies nativas brasileiras, que chegam a 46,9 mil. Sendo que a Mata Atlantica
é 0 bioma onde existem mais espécies (35,5% da flora brasileira), seguida pela Amazonia
(27,8%) e o Cerrado (27,3%), seguidos pela Caatinga (4,9%), Pampa (2,8%) e Pantanal
(3,6%) (FLORA, 2021).

1.2 Familias Botéanicas

1.2.1 Asteraceae

E a maior familia de angiospermas, compreendendo 25 mil espécies pertencentes a
1.600 géneros dispostos em 17 tribos e trés subfamilias (KOC et al., 2015). No Brasil, a
familia esta representada por aproximadamente 300 géneros e cerca de 2000 espécies
(GIRARDELLI, 2014).

A forma das folhas da espécie varia muito, enquanto a maioria é grande, outras sdo
pequenas e espinhosas, e algumas sdo inexistentes, sendo sua funcdo assumida por um
caule verde. A maioria das folhas é coberta por um indumento e pelos de todos os
comprimentos e cores. A maioria tem um cacho plano de pequenas flores de varias cores
(ACHIKA et al., 2014; MUNIM et al., 2017).

A maioria dos membros da familia Asteraceae tem aplicacdes terapéuticas e tem
uma longa historia na medicina tradicional. Alguns sdo cultivados ha mais de 3000 anos
para fins médicos e comestiveis, mais comuns em regides aridas e semiaridas de areas
subtropicais, mas séo conhecidas e distribuidas por todo 0 mundo. Os membros da familia
Asteraceae apresentam uma ampla gama de atividades anti-inflamatdrias, antimicrobianas,
antioxidantes e hepatoprotetoras (ACHIKA et al., 2014).

As espécies de Asteraceae foram caracterizadas por produzirem numerosos
metabolitos secundarios como polifenodis, flavonoides, diterpendides e lactonas

sesquiterpénicas. Esses metabodlitos sdo dissolvidos ou suspensos na seiva do latex ou
colocados em tricomas especificos, encontrados em Orgaos vegetais, ou seja, folha, caule,
flores, sementes e frutos (SALAPOVIC et al., 2013; JACHULA et al., 2018).

Muitas espécies de Asteraceae demonstram varias atividades farmacologicas, que



sdo atribuidas aos seus componentes fitoquimicos, incluindo éleos essenciais, lignanas,
saponinas, compostos polifendlicos, &cidos fendlicos, esterois e polissacarideos (KOC et
al., 2015).

1.2.2 Fabaceae

Fabaceae representa a terceira maior familia de angiospermas, com 770 géneros e
aproximadamente 19500 espécies (LPWG, 2017). As Fabaceae compreendem também a
maior familia de plantas do Brasil, com ampla distribuicdo e uma estimativa de 2.834
espeécies distribuidas por todo o dominio fitogeografico da Floresta Amazo6nica, Mata
Atlantica, Caatinga, Cerrado, Pampa e Pantanal (BFG, 2015). Estéo entre as plantas mais
valorizadas em todo o mundo (LPWG 2017). No Brasil, é a familia mais bem representada
com 2.807 espécies agrupadas em 222 géneros (15 endémicos) abundantes em quase todos
0s biomas e ecossistemas do pais (BFG 2015).

Os fitoquimicos desta familia tém importancia industrial e farmacolégica
(PASTORINO et al.,, 2018; BATIHA, 2020). Esta familia € uma grande fonte de
fitoquimicos, a saber, flavonoides, lectinas, saponinas, alcaldides, carotendides e acidos
fenolicos, que possuem propriedade anticancerigena, e o0 uso desses fitoquimicos vem
aumentando ao longo do tempo (EL-FEKI, 2018; SEBASTIAO, 2020).

No entanto, os fitoquimicos desta familia ndo foram explorados massivamente por
seu efeito no crescimento de células cancerigenas. Portanto, mais pesquisas sdo necessarias
no futuro para explorar o potencial dos fitoquimicos da familia Fabaceae contra o cancer e
descobrir novos medicamentos contra esta doenca. Varios pesquisadores tém trabalhado
em aspectos anticancerigenos das plantas medicinais da familia Fabaceae.

1.3 Géneros das Plantas

1.3.1 Baccharis

E 0 maior grupo dentro do clado Angiospema e a familia Asteraceae, pois possui
cerca de 1600 a 2000 géneros e 23600 a 30000 espécies (FUNK et al., 2009; JEFFREY,
2021; PANERO, 2021). Segundo Heiden (2014), o género Baccharis ¢ um dos mais
representativos e importantes de Asteraceae, no qual abrange 433 espécies, enquanto 500
espécies sdo consideradas por Malagarriga (1977). Este género € extremamente
diversificado em sua morfologia, abrangendo essencialmente pequenas ervas ou arbustos
e excepcionalmente arvores (HEIDEN, 2014).

No Brasil, o género Baccharis esta entre os maiores em quantidades de géneros da
familia Asteraceae, com 115 espécies nativas das 179 espécies presentes (CASOTI, 2017;
FLORA, 2021; HEIDEN, 2014). Como possuem ampla quantidade de espécies, sdo
capazes de florescer em diversos meses do ano, e dependendo da espécie, podem persistir
floridas por dois a oito meses (HEIDEN et al., 2014). Estas espécies estdo distribuidas por
muitos ecossistemas, com maior dominio na Floresta Atlantica, Cerrado e Pampa, e nas
regides Sul, Sudeste, Centro-Oeste e Nordeste do pais (BFG, 2015; FLORA, 2021).

No género Baccharis existem espécies de uso medicinal, normalmente séo
conhecidas através do mesmo nome popular. Muitas destas geralmente sdo conhecidas no
Brasil e paises vizinhos como carquejas (espécies com caule alado ou cladddios) e
vassouras (espécies com caules e folhas), sendo utilizadas popularmente com fins
terapéuticos similares (BUDEL et al., 2005, 2018). Centenas de espécies do género
Baccharis, além do uso como ervas medicinais, sdo utilizadas como plantas alimenticias,
corantes, plantas ornamentais e agentes aromatizantes (CASOTI, 2017).



1.3.2 Mimosa

E 0 segundo maior género da familia Fabaceae (SIMON et al., 2011), sendo
encontrada principalmente na América do Sul (Brasil, Paraguai, Uruguai e Argentina) e no
Centro-Sul do México (BARNEBY 1991; LEWIS et al., 2005).

No Brasil existem, aproximadamente, 323 espécies (DUTRA & MORIM, 2010),
das quais 38 ocorrem na caatinga (QUEIROZ, 2009).

As plantas desse género possuem algumas propriedades medicinais e ja vém sendo
utilizadas desde muitos anos atras, por indigenas e na medicina popular, devido a presenca
de compostos fendlicos e metabdlitos secundarios presentes em sua composicdo como
terpenos, flavonoides, taninos, esteroides e saponinas, conferindo a elas atividades
antimicrobianas, antifangicas, antioxidantes e citotoxicas que caracterizam a sua atividade
bioldgica (ROMANOSKI; FONSECA, 2017; SILVA et al., 2020).

1.4 Espécies das Plantas

1.4.1 Baccharis trimera (Less.) DC.

Baccharis trimera (Figura 1) é conhecida popularmente como carqueja, possui
diversas utilidades terapéuticas, onde muitas delas j& vém sendo utilizadas como
fitoterapicos ao longo de muitos anos e dentre as acfes farmacoldgicas existentes ja
estudadas, pode-se destacar a sua a¢cdo hepatoprotetora, digestiva, diurética, antioxidante,
seu potencial antimicrobiano e inseticida (KARAM et al, 2013; ALONSO;
DESMARCHELIER, 2015)

Flgura 1 Baccharls trlmera (Less ) DC.

Fonte: UNESP, Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas (2015).

A composicdo quimica dessa espécie apresenta diversos metabolitos secundarios
como flavonoides, saponinas, taninos e lactonas diterpénicas e em seu 6leo essencial sao
encontradas em sua composi¢cdo o carquejol, acetato de carquejila, nerolidol, S-pineno e
espatulenol (Figura 2) (MORAIS; CASTANHA, 2011).



\H/O

0

Carquejol Acetato de Carquejila Nerolidol

Espatulenol S-pineno

Figura 2: Estruturas quimicas dos compostos encontrados na espécie Baccharis trimera.

De acordo com SUZUKI et al. (2017) os principais compostos encontrados no éleo
essencial desta espécie sdo 0 S-pineno que é um monoterpeno biciclico e o acetato de
carquejila, onde ambos apresentaram atividade antimicrobiana. Ainda segundo SUZUKI
et al. (2017) os altos valores comerciais dos 6leos essenciais de B. trimera que s&o
produzidos no Brasil estdo diretamente relacionados ao alto teor de acetato de carquejila
presente no Oleo, devido as condigdes ambientais existentes no pais.

Segundo SILVA et al. (2012) os enantidbmeros positivos dos isdmeros do pineno,
ou seja, 0 (+) a- pineno e (+) S- pineno, demonstraram atividade bactericida e antifingica
sobre todos as bactérias e fungos testados. Ainda de acordo com SILVA et al. (2012) dentre
0s microrganismos testados a Candida Albicans foi altamente suscetivel aos enantidmeros,
tendo 100% de mortalidade apds 1h, enquanto a bactéria Staphylococcus aureus sofreu o
efeito bactericida apdés 6h. O que demonstrou uma promissora estratégia para uma
formulacdo antimicrobiana potente contra a formacéo de biofilme de C. albicans.

1.4.2 Mimosa verrucosa Benth

M. verrucosa (Figura 3) é uma especie endémica do Brasil, que se encontra
presente de maneira majoritaria nos biomas de caatinga e no Nordeste do Brasil, possui
também outros nomes populares como carcara, cassaco, jurema da flor rosa, jurema, saia-
velha, entre outros, e é caracterizada por ser uma planta do tipo arbustiva, arvore, erva ou
trepadeira (DOURADO; CONCEICAO; SANTOS SILVA, 2013; LORENZI, 2014;
ROMANOSKI; FONSECA SANTOQOS, 2017).
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igua 3: Mimosa verrucosa Benth.
Fonte: Reflora, Flora do Brasil (2020).

Segundo ROMANOSKI e FONSECA (2017) o extrato etanolico das folhas de
Mimosa verrucosa apresentou uma boa atividade antioxidante e o extrato das raizes
apresentou uma 6tima atividade citotoxica, que demonstram uma boa opgéo de estudo de
isolamento dos metabdlitos responsaveis por essas atividades.

Os metabdlitos secundarios detectados em extratos vegetais da espécie
desempenham diferentes papéis na planta, como crescimento, defesa contra o0s raios
ultravioleta, contra ataques de patdgenos e predadores e atracdo de polinizadores; Sendo
rica em compostos fenolicos, principalmente flavonoides, que sdo encontrados nas folhas,
esteroides e saponinas nos ramos e raizes e taninos nos caules.

1.5 Metabdlitos Secundarios

As plantas formam varias substancias que sdo usadas em sua propria manutencao,
como a fotossintese, transporte de solutos e a respiracdo, os quais sdo chamados de
metabolitos primarios. Tais compostos se distribuem universalmente nas plantas,
ocorrendo com os aminoacidos, nucleotideos, lipideos, carboidratos, antocianinas e a
clorofila. No caso do metabolismo secundario, 0s compostos ndo Sdo necessarios para
todas as plantas, e derivam do metabolismo primario gerando os produtos naturais. Sua
distribuicdo ocorre de forma restrita entre espécies, géneros ou familia botanica, sendo as
principais classes de flavondides, alcalGides, terpendides, lignoides, policetideos, entre
outros. A descoberta dessas substancias para o desenvolvimento de farmacos representou
um grande passo, pois muitas plantas sdo utilizadas por produzir metabdlitos secundarios
com fungdes farmacolodgicas variadas, como antiinflamatdria, antitumoral, antifingica e
antiparasitaria (SARTORELLI, 2015).

Os metabolitos secundarios conhecidos séo classificados em trés grandes grupos:
compostos fendlicos, alcaloides e terpenos (TAIZ & ZEIGER, 2017). Toda essa gama de
substancias é sintetizada a partir de quatro vias metabodlicas principais: via do acetato-
malonato (&cido maldnico), via do acetato-mevalonato (&cido mevaldnico), via do
metileritritol fosfato (MEP) e a via do &cido chiquimico, sendo todas provenientes do
metabolismo primario (DEWICK, 2002) (Figura 4). Os compostos fendlicos sao
derivados do acido chiquimico e acido meval6nico. Os terpenos sdo produzidos a partir do
acido mevalbnico (no citoplasma) ou do MEP (no cloroplasto). Os alcaloides sdo
provenientes de aminoacidos aromaticos (triptofano, tirosina), os quais sdo derivados do
acido chiquimico e de aminoacidos alifaticos (ornitina, lisina). Flavonoides, taninos e
ligninas fazem parte dos compostos fendlicos; 6leos essenciais, saponinas, carotenoides e
a maioria dos fitorreguladorres sdo terpenos; nicotina, cafeina e vincristina sdo alguns




exemplos de alcaloides (PERES, 2004; BABY, 2015).
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Figura 4: Visao simplificada das principais rotas de biossintese dos grupos de metabolitos
secundarios e suas conexdes com o metabolismo primario.

Fonte: Taiz e colaboradores (2017).

Nas plantas, € atribuido aos metabolitos secundarios a agédo tdxica e/ou repelente,
sendo portanto, uma estratégia de defesa contra herbivoria (FARIAS, 2012). Dentre 0s
compostos secundarios destacam-se os alcaloides, flavonoides, cumarinas, taninos,
quinonas e 6leos essenciais, como sendo grupos de compostos com atividade bioldgica
(SANDES & DI BLASI, 2000; VEIGA-JUNIOR et al., 2005; CARVALHO 2014). O
crescente interesse na possivel aplicacdo de metabolitos secundarios para manejo de pragas
estimula os pesquisadores a estudar fontes naturais de compostos biologicamente ativos
(MEINWALD, 2001; REGNAULT-ROGER et al., 2012).

1.5.1 Terpenos

Abrangem grande variedade de substancias de origem vegetal e tém importancia
ecoldgica como defensivos das plantas. Os terpenos sdo formados através da justaposicdo
sucessiva de isopentenilpirofosfato (IPP-C5), que da origem a todos os terpenos, que sao



os monoterpenos (C10), sesquiterpenos (C15), diterpenos (C20), triterpenos (C30) e
tetraterpenos (C40).

Os monoterpenos costumam ser substancias volateis devido seu baixo peso
molecular, sdo responsaveis pela fragrancia das plantas, com funcao de atrair polinizadores
e repelir insetos. Como exemplo, o limoneno e o mirceno (Figura 5), que sdo
monoterpenos simples, com funcéo de proteger as plantas que os produzem, atuando a
partir da inibicao da acetilcolinesterase.

Limoneno Mirceno

Figura 5: Estrutura de dois exemplos de monoterpenos.

Muitos sesquiterpenos também sdo volateis como os monoterpenos. Eles tém a
funcdo de defesa da planta contra pragas e doencas e também atuam como antibiotico
natural da planta, em resposta a infec¢es microbianas.

Os diterpenos podem ser derivados pelas vias do mevalonato e da desoxixilulose
fosfato, sdo um importante horménio vegetal responsavel pela germinacdo de sementes,
alongamento caulinar e expansao das frutas de muitas espécies vegetais. E as modificacdes
extensas do esqueleto principal sdo responsaveis pela geracdo de diterpenos altamente
oxidativos com uma ou mais por¢oes de lactonas. As lactonas diterpénicas (Figura 6) sao
compostos ativos nas plantas medicinais.

Figura 6: Estrutura béasica da lactona diterpénica.

Os tetraterpenos sdo compostos lipossollveis que desempenham importante papel
nas plantas, fazendo a antena de captacdo de luz nos fotossistemas. Além disso, séo
importante antioxidantes e dissipadores de radicais livres gerados pela fotossintese,
conferindo as cores amarelas, alaranjadas e avermelhadas das plantas.
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1.6 Oleos Essenciais

O termo 6leo é dado devido ao seu aroma, pois ocorre nas glandulas das plantas ou
entre as células em forma liquida, sendo imisciveis em agua. Ja a palavra essencial é
derivada do latim “quinta esséncia”, sugerindo que o 6leo seja 0 quinto elemento, sendo a
terra, o fogo, o vento e a agua os quatro primeiros elementos (RODRIGUES, 2002).

O oOleos essenciais sdo uma mistura complexa de monoterpenos (C10) -
hidrocarbonetos de formula CioHzs, constituido por duas unidades isopreno, podendo ser
ciclicos ou ramificados; sesquiterpenos (C15) que constituem hidrocarbonetos CisHos,
formados por trés unidades isopreno, podendo ser ciclicos ou ramificados; e diterpenos
(C20) que podem ser aciclicos, mono e biciclicos, e seus produtos oxigenados sdo 0s
alcoois, aldeidos, cetonas e compostos aromaticos (fenilpropandides), principalmente
fendis e éteres (LIMA et al., 2003) (Figura 7). Os 6leos essenciais sdo encontrados em cerca
de 2000 espécies distribuidas em 60 familias do reino vegetal. Dentre as familias estdo a
Asteraceae, Apiaceae, Lamiaceae, Lauraceae, Myrtaceae, Myristicaceae, Piperaceae,
Rutaceae, entre outras.

N =

S-mirceno (E,E)-a-farneseno

Figura 7: Exemplos de monoterpeno e sesquiterpeno.

Os oleos essenciais sdo constituidos por inimeras substancias individuais que,
dependendo de sua concentracdo, podem ser divididas em componentes principais (20-
95%), secundarios (1-20%) e tracos (menos de 1%). A Organizacdo Internacional para
Padronizacdo (I1SO) define um 6leo essencial como um produto fabricado por destilacdo
de &gua ou vapor, por processamento mecanico de cascas de frutas citricas ou por
destilacdo seca (STICHER et al., 2015). Os 6leos essenciais sdo descritos como misturas
complexas de substancias volateis, lipofilicas, geralmente odorificas e liquidas, instaveis
na presenca de luz, calor, umidade e metais. Suas principais caracteristicas sdo o cheiro e
o sabor (FERNANDES; FAVERO, 2014).

A quantidade de 6leo varia de 0,01 a 10%. A variabilidade depende do quimiotipo,
ciclo vegetativo, fatores extrinsecos, como tipo de cultura, temperatura, umidade relativa,
incidéncia da luz, colheita, secagem e armazenamento (RODRIGUES, 2006).

Os oOleos essenciais sdo compostos volateis produzidos pelas plantas para a sua
sobrevivéncia, pois sdo substancias quimicas que exercem as fungdes de defesa e de
atracdo de polinizadores, além de inibir a acdo de alguns herbivoros. Alguns protegem

contra o ataque de bactérias ou fungos, outros sdo conhecidos por serem alelopaticos. Os
componentes majoritarios sdo 0s sesquiterpenodides e monoterpenodides, 0s quais Sao
altamente volateis e contribuem para a fragrancia ou esséncia das plantas que os produzem.
Possuem acéo gastrointestinal (RIAZ; KHAN; QAZI, 2020), atividade citotoxica (TIAN
etal., 2020), antiparasitaria (AZADBAKHT et al., 2020), antinociceptiva (HERNANDEZ-
LEON et al., 2020), acdo anti-inflamatoria (MATULYTE et al., 2020), estimulante do
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sistema respiratorio (LIU et al., 2020), ajudam melhorando quadros de ansiedade e
depressdo (SOHRABI et al. 2017), possuem atividade antioxidante (GHANIMA et al.,
2020) e atividade antitumoral (XIE et al., 2020). A atividade antimicrobiana tem maior
destaque, pois os 6leos essenciais apresentam o potencial de inibir o crescimento de
bactérias (SAMBA et al. 2020), fungos (FERRAO et al., 2020) e virus (ALHAJJ; QASEM;
AL-MUFARREJ, 2020).

As atividades bioldgicas dos 6leos essenciais tém sido largamente pesquisadas nas
ultimas décadas, pois sdo empregados nas industrias alimenticias, bebidas, produtos de
higiene pessoal, cosméticos, perfumes, produtos de limpeza e pela industria farmacéutica
como fonte de novos ativos (NASCIMENTO e PRADE, 2019).

Devido a qualidade dos constituintes de 6leos volateis, a composi¢cdo dos produtos
de extracdo por vapor d’agua pode diferir da mistura inicial do constituinte. Durante o
processo de aquecimento, a acidez e a temperatura podem provocar hidrolise dos ésteres,
rearranjos, isomerizagao, racemizacdo e oxidacdo, com perdas significativas nos valores
de tais substancias (RODRIGUES, 2006).

O método de extracdo de Oleos essenciais de destilacdo por arraste a vapor é o
método mais aplicado a nivel mundial e viavel economicamente. Pode ser utilizado para
extracdo de Oleos de diversos vegetais, tais como: folhas, raizes, ramos, gramineas,
sementes e um pequeno grupo de flores (AZAMBUJA, 2018). Nesse método, agua é
aquecida até sua vaporizacao, o vapor é conduzido sob pressdo para a massa vegetal onde
o calor abre as paredes celulares do material facilitando a retirada do 6leo contido em suas
celulas. O vapor d’agua entéo arrasta o dleo essencial, devido sua maior pressdo de vapor,
e segue por tubos até um condensador onde é condensado e o extrato final € depositado em
um vaso florentino onde a diferenca de densidade separa o 6leo essencial do hidrolato
naturalmente (TISSORT, SCARPA e WINKEL, 2014).

A extracdo com solventes organicos ¢ feita em geral com solventes apolares (éter,
éter de petréleo ou diclorometano) que, entretanto, extraem outros compostos lipofilicos,
além dos o6leos volateis. Nesta operacdo, a separacdo dos componentes depende da
diferenca da distribuicdo dos componentes entre os liquidos imisciveis. A solucdo de
alimentacéo representa uma fase e o solvente a ser usado para efetuar a operacao representa
a segunda fase. A transferéncia de massa do soluto liquido ocorre da solucdo de
alimentacéo para a fase solvente (USP, 2007).

Apdbs a extracdo, purificacdo e concentracdo, os Oleos essenciais devem ser
analisados qualitativamente e quantitativamente, de forma geral pela cromatografia gasosa.
A investigacdo do perfil quimico do 6leo essencial envolve a cromatografia gasosa
acoplada com a espectrometria de massas. Este sistema de analise € vantajoso visto que a
cromatografia gasosa apresenta alta seletividade e eficiéncia de separacdo de substancias
do oleo essencial, fornece ainda o tempo de retencdo das diferentes substancias da amostra,
e que acoplada com a espectrometria de massas torna-se possivel obter informacGes
estruturais, massa molar e aumento adicional da seletividade através dos espectros de
massa, proporcionando uma caracterizacdo quimica com maior confiabilidade
(DUDAREVA; PICHERSKY; GERSHENZON, 2004).

1.7 Ctenocephalides felis felis

De acordo com MAGALHAES e colaboradores (2016) a presenca de animais
domésticos se torna cada dia mais frequente no convivio do lar de muitas pessoas, com
uma grande parcela os considerando como membros da familia. Esse aumento do nimero
de animais de estimacdo em casa traz uma problematica, visto que sdo alvos de
ectoparasitas, o que pode trazer diversas doencas parasitarias e aumentar o risco de

12



transmissdo dessas doencas aos humanos. Segundo a Associacao Brasileira da Indudstria de
Produtos para Animais de Estimacdo (ABINPET), o Brasil tem a segunda maior populagao
de cdes e gatos de todo 0 mundo e é o terceito pais em populacdo total de animais de
estimacdo. Com isso, existe uma crescente preocupacdo em diminuir essa transmisséo de
doencas entre animais e humanos, através do controle e eliminagéo destes ectoparasitas.

Os ectoparasitas sdo um dos maiores responsaveis por doencas graves em animais
de pequeno porte, causando problemas dermatoldgicos e vetores de agentes patogénicos
como virus, bactérias e protozoarios. As pulgas sdo pequenos insetos pertencentes a Ordem
Siphonaptera, ndo possuem asas, tém coloracdo castanha a preta, corpo achatado
lateralmente e um aparelho bucal adaptado para picar e sugar, além de um terceiro par de
pernas para saltar (ZORZENON; JUNIOR, 2006). Elas se alimentam do sangue de animais
vertebrados, sendo mais comumente os animais mamiferos (AZRIZAL-WAHID;
SOFIAN-AZIRUN; LOW, 2020 apud DOBLER; PFEFFER, 2011).

O ciclo de vida da pulga (Figura 8) passa por quatro estagios de desenvolvimento,
considerando condi¢bes controladas de temperatura, umidade e alimentacdo. Em geral, o
ciclo vital do ovo ao adulto pode demorar de 12 a 14 dias ou pode atingir até 180 dias,
dependendo da espécie. Sob as condi¢cdes normais de uma casa, um ciclo de vida completo
demora de 3 a 6 semanas.

Ovo Larva Pupa Adulto

Figura 8: Estagios do ciclo de vida das pulgas.

Fonte: BAYER, Controle de pulgas em ambientes domésticos.

Na primeira fase, os ovos das pulgas se desenvolvem em torno de dez dias e depois
sdo depositadas no habitat natural ou no préprio hospedeiro. Os ovos sdo praticamente
imperceptiveis, possuem 0,4mm, aproximadamente, e ndo sdo aderentes, 0 que permite
estarem no ambiente onde o hospedeiro circula.

Apo0s os dez dias de maturacdo do ovo as larvas eclodem. Elas se alimentam de
residuos organicos (LINARDI; GUIMARAES, 2000), séo praticamente translicidas, com
aproximadamente 2,5mm de comprimento, encontradas em locais abrigados de luz e de
altas temperaturas, como por exemplo em tapetes, assoalhos ou rodapés das casas
(GUIMARAES; MARSHALL, 1987; LINARD; GUIMARAES, 2000). Essa fase
permanece em desenvolvimento de cinco a onze dias (RUST & DRYDEN, 1997), se
alimentando de residuos organicos (LINARDI; GUIMARAES, 2000), principalmente de
tecidos epiteliais, ja que ndo se alimentam de sangue. Esta € a fase do ciclo de vida que
representa 40% da problematica geral no tratamento deste ectoparasita.

Logo se inicia a fase de desenvolvimento ja como pupas, que sdo casulos
praticamente impenetraveis, com aproximadamente 5 mm. Elas sdo formadas por uma seda
altamente pegajosa fabricada pela larva, onde ficam aderidos os pelos dos animais, poeira
e outras sujeiras do ambiente. Essa fase dura de cinco a nove dias, seguindo pela eclosdao
dos adultos (SILERMAN & RUST, 1985). Caso as condi¢des ambientais ndo estejam
favoraveis, com baixa temperatura ou auséncia de hospedeiro, a pupa pode hibernar e
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permanecer viavel, escondida por até seis meses nos mesmos locais em que as larvas
vivem, aguardando o momento ideal para transformacéo.

Ja adulta, com comprimento variando de 1 a 6 mm, iniciam o reposto sanguineo do
hospedeiro. As pulgas fémeas se alimentam apenas de sangue e podem ingerir até quinze
vezes 0 seu peso corpéreo, causando irritacdo, prurido e varios desconfortos ao animal.

As principais espécies de pulgas sdo: Ctenocephalides felis, Ctenocephalides canis,
Pulex iritanis e Tunga penetrans. A espécie Ctenocephalides felis pode parasitar gatos e
caes e possuem uma diferenca em seu ciclo de vida, que é o fato de as adultas
permanecerem no corpo do hospedeiro durante todo o ciclo. O acasalamento, geralmente,
ocorre no animal hospedeiro e apenas uma pulga pode colocar até 50 ovos por dia, ou seja,
€ uma manifestacédo rapida e exponencial tanto no animal quanto no ambiente.

A Ctenocephalides felis felis (Figura 9) é a subespécie de pulga mais prevalente
que parasita animais de companhia em todo o mundo, responsavel por causar perda de
sangue e irritacdo dos animais parasitados (RUST, 2020). Infestacdes de C. felis felis séo
comuns e podem provocar desconfortos e reacGes alérgicas em humanos. A transmissao
para humanos é ocasionada pelo contato com cdes e gatos, tanto quanto a ambientes
infestados, consistindo assim em uma importante zoonose, portanto, o controle destes
ectoparasitas tanto nos animais domésticos como no ambiente consiste em um tema de
importancia na saude publica (ESCCAP, 2017).

Figura 9: Ctenocephalides felis felis.

Fonte: BIOMAX, Controle de pragas (2016).
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Vérias revisoes sobre controle de pulgas e novos tratamentos terapéuticos tem sido
publicada (DRYDEN; RUST, 1994; RUST, 2017). Inimeros avancos resultantes do
desenvolvimento de novas terapias spot-on e orais ocorreram desde entdo. E, esses avangos
mudam a abordagem para o0 gerenciamento das pulgas em animais de estimagdo e no
ambiente interno. Segundo NISBET e HUNTLEY (2006) mais de US$ 15 bilhGes sdo
gastos anualmente em todo o mundo, visando & prevencgdo, protecdo e controle destes
ectoparasitas para que ndo infectem seus animais de estimagdo (ZHANG et al., 2021 apud
NISBET; HUNTLEY, 2006).

O controle de pulgas geralmente é combinado mecanicamente com o controle
quimico, o que levanta vérias questdes relacionadas ao impacto ambiental e ao
desenvolvimento de resisténcia pelos ectoparasitas, reduzindo a eficacia dos produtos
(GEORGE et al., 2014; RUST, 2016). Sendo assim, a busca por alternativas mais naturais,
menos agressivas e menos toxicas tem aumentado cada vez mais e produtos fitoterapicos
com atividade ectoparasiticida tém apresentado resultados significativos in vitro nos
ultimos anos (ELLSE & WALL, 2014), onde diversos trabalhos publicados mostram a
acdo de Oleos essenciais como uma dessas alternativas (ANDRADE, 2014).

1.8 Saccharomyces cerevisiae

O género Saccharomyces pertence ao Reino Fungi e ao Filo Ascomycota.
Caracteriza-se por leveduras fermentadoras de agucares (C6). A sua reproducao pode ser
assexuada, por gemulacdo, ou sexuada atraves da diferenciacao de ascdsporos contidos em

ascos (Figura 10). A sua parede celular é constituida por B-glucanos, manoproteinas e
quitina (FLEURI e SATO, 2008).

Mitose 8\/——'—_ ®
ol .. ¢
haploide Meiose

Esporos

Figura 10: Ciclo de vida de Saccharomyces cerevisiae.

(RESCAN, 2017).
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A levedura Saccharomyces cerevisiae (Figura 11), integrante do complexo
Saccharomyces sensu stricto, € o principal micro-organismo utilizado na atualidade nos
processos de fermentacdo alcoolica industriais de alimentos e bebidas (KURTZMAN,
2011; SICARD & LEGRAS, 2011; BORNEMAN & PRETORIUS, 2015). Esta
elegibilidade ¢ justificada por um desenvolvimento evolucionario que resultou na adaptacéao
de S. cerevisiae a diversos fatores de pressao seletiva, permitindo a esta levedura a ocupagao
de um lugar de importancia historica Unica, tanto econdmica quanto cultural, e cunhando a
denominacdo de organismo domesticado para essa espécie (LEGRAS et al., 2007; SICARD
& LEGRAS, 2011; LITI, 2015). O inicio da relacdo direta de S. cerevisiae com a
humanidade se deu por meio de fermentacdes espontaneas, sendo que 0s registros mais
antigos de relatos sobre o processo fermentativo datam de 7000 a.C. na regido da Asia
menor, Caucaso e Mesopotdmia (PRETORIUS, 2000; SICARD & LEGRAS, 2011;
STEENSELS & VERSTREPEN, 2014).

Figura 11: Leveduras de Saccharomyces cerevisiae VL3 em suspenséo celular.
(Ampliagéo 400x, Sara Rodrigues).

Tem sido usada com sucesso por muitos anos como organismo modelo para
desvendar processos bioldgicos em eucariotos superiores. Por ser de facil cultivo e
manipulacdo genética, sempre esteve na vanguarda dos avangos técnicos. Por exemplo, S.
cerevisiae foi o primeiro organismo eucariotico cujo genoma foi sequenciado. O genoma
completo da levedura é conhecido desde 1996 e compreende 6.000 genes, dos quais mais
de 60% tém uma funcdo atribuida. Notavelmente, a andlise genémica comparativa mostrou
que aproximadamente 40% dos genes de levedura compartilham sequéncias de
aminoéacidos conservadas com pelo menos uma proteina humana conhecida ou prevista
(PARSONS et al., 2003). Além disso, 30% dos genes humanos com envolvimento
reconhecido em doencgas humanas possuem ort6logos em leveduras (FOURY, 1997), ou
seja, 0s genes sao de espécies diferentes mas possuem um gene ancestral comum. Devido
a essa notavel homologia génica e a alta conservacao de vias bioquimicas fundamentais,
estudos em leveduras tém sido essenciais para a compreensdo de processos celulares
fundamentais, como mecanismos de traducdo e degradacdo de mRNA (COLLER, 2004;
SCHWARTZ, 2000), reparo de DNA (TSUKUDA et al., 2005) e o ciclo celular
(HARTWELL, 1994).

Previamente usada em investigagOes de toxicidade da Microcistina-LR (MC-LR)
(VALERIO et al., 2014), apresenta o tempo de duplicacio de 90 minutos, é estavel na
forma haploide e na forma diploide, ou seja, ndo sofrem muitas mutacdes espontaneas
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(MENACHO-MARQUEZ e MURGIA, 2007).
1.9 Cromatografia Gasosa

A cromatografia gasosa é uma técnica de separa¢do usada para isolar componentes
volateis de uma mistura dependendo das diferencas no modo de particdo entre uma fase
movel em um fluxo e uma fase estacionaria, ndo utiliza uma fase movel para interagir com
o analito (RAHMAN et al, 2015). O objetivo da cromatografia é separar individualmente
os diversos constituintes de uma mistura de substdncias seja para identificacéo,
quantificacdo ou obtencdo da substancia pura para os mais diversos fins (MICHAEL et al,
2016).

Esta técnica possui uma vasta aplicacdo, além da determinacdo de metabolitos
presentes no organismo, € um dos principais recursos utilizados em laboratorios na
determinacéo de pesticidas em frutas, vegetais e cereais que geralmente estdo presentes em
guantidades muito baixas e que torna possivel a confirmacgédo e determinacdo de muitos
compostos simultaneamente. A CG também tem sua aplicacdo no controle de qualidade
em laboratérios farmacéuticos, na determinacdo da pureza de compostos organicos
especificos em medicamentos, determinacdo de impurezas em drogas de abuso e outros
(NICKLER et al., 2015).

Para a identificacdo de compostos em misturas complexas, além da espectrometria
de massas (EM), a CG pode ser acoplada ainda a outras técnicas como Espectroscopia no
Infravermelho (EI) e Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN). Isto
oferece ao instrumentista mais possibilidades de trabalho na identificacdo desses
compostos, pois além da separacdo cromatografica permite também uma andlise
qualitativa e quantitativa dos elementos. Esta combinagdo de técnicas que tem principios
diferentes é capaz de tornar o método ainda mais sensivel e eficiente (LEI et al., 2011).

A amostra é vaporizada e introduzida em um fluxo de um gas adequado
denominado de fase mdvel (FM) ou gas de arraste. Este fluxo de gas com a amostra
vaporizada passa pela coluna cromatografica contendo a fase estacionaria (FE), onde
ocorre a separacdo da mistura. A FE pode ser um solido adsorvente (Cromatografia Gas-
Sélido) ou, mais comumente, um filme de um liquido pouco volatil, suportado sobre um
solido inerte (Cromatografia Gas-Liquido com Coluna Empacotada ou Recheada) ou sobre
a propria parede do tubo (Cromatografia Gasosa de Alta Resolugdo) (CEFET, 2016). O
equilibrio de distribuicdo dos componentes entre as duas fases determina a velocidade com
a qual cada componente migra através do sistema. As substancias presentes na amostra,
depois de separadas, chegam ao detector, que gera um sinal para um sistema de registro e
tratamento dos dados (ARGENTON, 2010). O registro deste sinal em funcéo do tempo é
0 cromatograma, sendo que as substancias aparecem nele como picos area proporcional a
sua massa, 0 que possibilita a analise quantitativa. A CG é aplicavel para separagdo e
analise de misturas cujos constituintes tenham pontos de ebuli¢do de até 300°C e que sejam
termicamente estaveis (CEFET, 2016) (Figura 12).
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Figura 12: Fluxo do cromatografo gasoso.

Em um sistema cromatografia gasosa acoplada ao espectro de massas (CG-EM)
(Figura 13) as amostras provenientes do cromatdgrafo a gas, no estado gasoso, séo
bombardeadas por elétrons e sdo quebradas gerando ions positivos, negativos e radicais e
a partir da diferenca entre massa/carga dos ions gerados ird separa-los (CEFET, 2016).

O espectro de massa funciona a partir de um feixe de elétrons de alta energia, que
bombardeia a amostra, em fase gasosa, e 0 aparelho detecta e registra os fragmentos
gerados pelo impacto dos elétrons. A partir do valor da massa molecular de cada um dos
fragmentos, se modula a molécula, e esses fragmentos gerados podem ser ions, radicais ou
moléculas neutras. No aparelho séo detectados apenas o0s ions moleculates, que possuem
alta energia e sdo capazes de romper ligacGes covalentes, fragmentando-se em partes
menores. Logo, a partir de um fragmento, podem surgir varios outros fragmentos menores
(ARGENTON, 2010).

A identificacdo de compostos geralmente é feita atraves do indice de Kovats e de
tempos de retencdo, medidos com o uso de detectores, de dados de espectrometria de
massa, ou pela combinacdo desses métodos. O indice de Kovats é um indice de retencdo
gue descreve o comportamento de reten¢do do composto comparativamente ao de uma
mistura de alcanos de diferentes nimeros de atomos de carbono e fornece informacéo
sobre a sequéncia de eluicdo do composto, do mais volatil ao menos volatil, a partir dos
valores que variam de 900 a 1900 (RUBIOLO et al., 2012).
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Figura 13: Fluxo do cromatdgrafo gasoso acomplado ao espectrometro de massas.

1.10 Importancia da implantacdo de novos métodos de tratamento de ectoparasitas
As pulgas sdo insetos hematdfagos e em grandes infestacbes sdo capazes de
provocar grande irritagdo, prurido intenso e anemia em cées e gatos (SIAK; BURROWS,
2013). Os antigenos presentes na saliva de pulgas, estes inoculados durante o repasto
sanguineo, sdo capazes de provocar um quadro de hipersensibilidade do tipo | levado ao
quadro de Dermatite Alérgica a Picada de Pulga. Essa patologia cursa com prurido intenso,
levando ao quadro de alopecia, eritema e predispondo a infeccdo secundaria da pele por
fungos ou bactérias (LEE; JACKSON; OPDEBEECK, 1997; PATERSON, 2015; SOUSA;
HALLIWELL, 2001).

No que diz respeito ao controle de pulgas em animais de companhia existem pontos
cruciais para 0 sucesso, pois estes parasitos possuem uma fase de vida ndo parasitaria, que
corresponde a fase em que estes estdo no ambiente. Cerca de 5% da populacdo total de
parasitos estdo sobre os animais, o restante se encontra no ambiente (CAMPOS, 2018).

A importancia médico- veterinaria esta relacionada com a acdo irritativa,
espoliadora e com a transmisséo de patdgenos para 0 homem e para 0s animais; esse fato
tem maior importancia quando se associa que 0 homem e o0s animais de companhia vém
estabelecendo uma relagdo de estreito convivio, frequentando muitas vezes 0 mesmo
ambiente. A acdo espoliadora é determinada pelo hematofagismo, a acgdo irritativa é
determinada pelo prurido provocado pela sua picada e pela acdo da saliva inoculada,
podendo provocar um quadro de dermatite alérgica a picada de pulga (CORREIA, 2007).

Atualmente, existem diversos produtos e associac¢des disponiveis no mercado para
o controle de pulgas e carrapatos em cées. O fipronil é uma molécula sintética da classe
dos fenilpirazoles com excelente atividade acaricida e inseticida. Seu mecanismo de acao
estd associado ao bloqueio da passagem do anion cloreto nos neurbnios pré e pés-
sinapticos levando o parasito a morte por hiperexcitacdo. Entretanto, o fipronil possui acao
somente nos exemplares que estéo se alimentando no animal, ndo promovendo o controle
das formas evolutivas que estdo no ambiente, ndo prevenindo reinfestagdes (BONNEAU,
et al., 2010; CONSALVI, 1995; GUPTA; CADIERGUES, 2010; KUZNER et al., 2013;
POSTAL; JEANNIN; BONNEAU, 1995).
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O uso de produtos quimicos sintéticos para o controle de artropodes levanta vérias
preocupacOes relacionadas ao meio ambiente e a salde humana. Uma alternativa é usar
produtos naturais que possuem boa eficacia e que sejam ecologicamente seguros. Entre os
produtos vegetais, 0s Oleos essenciais de plantas medicinais e arométicas tém sido
extensivamente testados para avaliar suas propriedades pesticidas como um valioso recurso
natural (NERIO et al., 2010).

Os ectoparasitas estdo se tornando resistentes a determinados medicamentos e esse
fator esté relacionado muitas vezes ao uso indiscriminado do produto ou ao seu alto grau
residual, podendo prejudicar o meio ambiente, agua, ar e solo. Com isso vém crescendo a
preocupacéo e o interesse de utilizar produtos alternativos com menor impacto a0 meio
ambiente, as pessoas e a fauna, amenizando os riscos (SOUZA, 2013).

O uso de o6leos essenciais de plantas com atividade pulicida vem sendo estudado,
devido ao seu baixo grau de toxicidade e com eficacia significativa, para uso em ambientes
domésticos, aonde a grande preocupacdo de aplicar o produto toxico é devido ao contato
das pessoas e dos animais domésticos (SOUZA, 2013).

Varios monoterpenos contidos nos 6leos essenciais sdo neurotdxicos para os insetos
(HUIGNARD et al., 2008) descrevem varios tipos de receptores, incluindo os neuronais
(GABA), gue sdo os sitios de destino dos compostos. Octopamina é um alvo da atividade
dos Gleos essenciais nos insetos. A octopamina € uma amina biogénica multifuncional de
origem natural e desempenha papel chave como neurotransmissora, neuromoduladora e
neurohormonio no sistema de invertebrados. Compostos presentes causam intoxicacoes de
forma aguda ou subletal em insetos e em alguns vertebrados. Este fato deve-se ao destino
octopamenérgico desses compostos nos insetos, que atuam no blogqueio dos receptores de
octopamina (ENAN, 2001).

A partir de experimentos eletrofisiol6gicos, Price e Berry (2006) mostraram que
monoterpenos atuam sobre aacetilcolinesterase (KOSTYUKOVSKY et al., 2002);
Confirmando que a atividade inseticida dos 6leos essenciais é devida a varios mecanismos
que afetam multiplos alvos, alterando de maneira eficaz a atividade celular e 0s processos
bioldgicos de insetos.

Vaérios 06leos essenciais tém sido avaliados contra insetos. Por exemplo, Sitophilus
zeamais e Tribolium castaneum foram susceptiveis ao 6leo essencial de Illicium difengpi
por via tépica (CHU et al., 2011). Da mesma forma que A. obtectus, ao 6leo essencial de
Clausena anisata Willd; Callosubruchus maculatus ao 6leo essencial de Mentha longifolia
L. (NDOMO etal., 2008; KHANI e ASGHARI, 2012); Ephestia kuehniella Zeller ao 6leo
essencial de Elettaria cardamomum L. (Maton) (ABBASIPOUR et al., 2011).
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JUSTIFICATIVA

O Brasil € um dos paises com maior numero de animais domesticos por domicilio.
Segundo a Pesquisa Nacional de Saude (PNS) 2019, realizada pelo Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica (IBGE), os cées estdo presentes em 33,8 milhdes de domicilios e 0s
gatos em 14,1 milhdes, totalizando 47,9 milhdes de lares. Segundo dados do Instituto Pet
Brasil (IPB), a populacdo mundial de pets aumentou cerca de 1,7% em 2020, em
comparagdo ao ano anterior (2019), em especial de cdes (2,1%) e gatos (3,1%). Existem
mais de 140 milhdes de animais de estimacdo, segundo a ABINPET.

Estima-se que mais da metade da populagéo global compartilha suas vidas com um
ou mais animais de estimacdo (GFK, 2016). Milhdes de cées, gatos, peixes, passaros,
répteis e outras especies compartilham nossos espacgos e vidas domésticas (GFK, 2016;
AMA, 2019). Donos de animais de estimacdo sdo supostamente mais felizes, saudaveis e
possuem maior probabilidade de viver mais tempo (MUBANGA et al., 2017). E observado
que ter um animal de estimacdo tem sido fator para reduzir a pressao arterial, solid&o,
ansiedade, medo e geralmente para contribuir para a melhoria do bem-estar (BROOKS et
al, 2018; HAJEK & KONIG, 2019). Os animais de estimacdo estdo emergindo como
importante impacto na salde das populagdes mais vulneraveis, como as pessoas com
condicdes de satde mental (BROOKS et. al., 2018) ou fisica (BROOKS et al., 2013). Ha
também evidéncias de seus beneficios para os idosos (GEE & MUELLER, 2019) e criangas
com doenca grave (EINBERG etal., 2016). Em resumo, os animais de estimacdo podem
ser particularmente importantes quando as pessoas estao socialmente isoladas ou excluidas,
proporcionando conforto, companheirismo e uma sensacao de auto-estima.

Devido ao aumento da populacdo de animais domésticos houve um impacto
econémico significativo, apresentando alta de 4,6% nas vendas de produtos do segmento
no ano de 2018, segundo o Instituto Pet Brasil, com faturamento de R$34,4 bilhdes. Em
2019 o mercado pet seguiu com crescimento de 3% em relacdo ao ano anterior. O setor de
cuidados com pet representa 8,4% da fatia de faturamento desse seguimento. No ano de
2020 o Brasil alcancou o faturamento de mais de R$20 bilhdes, com aumento de 5% de
exportacOes de produtos do setor pet em relagcdo ao ano anterior e de 7% das importagoes.
Assim como o mercado global de dleos essenciais, estimado em U$18,6 bilhdes em 2020
e com previsao de taxa de crescimento anual de 7,5% entre os anos de 2020 a 2027. O
Brasil apresenta posicéo de relevancia no mercado mundial em relagéo a extragao de 6leos
essenciais citricos obtidos como subprodutos da inddstria de sucos (B1ZZO, HOVELL &
REZENDE, 2009; SILVA et al., 2019). Apresentando no ano de 2017 a producéo total de
0leos essenciais de, aproximadamente, 1583 toneladas (SILVA et al., 2019).

Como o uso frequente e indiscriminado de produtos quimicos para tratamento e
repeléncia dos ectoparasitas presentes em cdes e gatos, muitas vezes leva ao
desequilibrio bioldgico, contaminagBes ambientais,
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intoxicagOes de seres humanos e animais, ressurgéncia de pragas, surtos de pragas
secundarias e linhagens de parasitos resistentes (DEQUECH et al., 2008), o uso de
substancias obtidas de espécies vegetais, como 0s 6leos essencais pode ser uma alternativa
quando associado a outros métodos de controle, mantendo o equilibrio ambiental e
reduzindo os efeitos negativos ocasionados pela aplicacdo descontrolada de produtos
sintéticos (MACHADO; SILVA; OLIVEIRA, 2007).

Os o6leos essenciais sdo uma mistura complexa de compostos e a composicao
quimica se baseia principalmente em terpenos e/ou fenilpropanoides. Eles tém se mostrado
muito promissores devido ao seu potencial inseticida, e aos diferentes compostos bioativos
presentes neles. Os registros de pesquisa sobre eles descrevem sua atividade contra
mosquitos e carrapatos (BENELLI e PAVELLA, 2018). Seu uso a partir da extracdo das
plantas para o controle de ectoparasitas veterindrios mostra alta eficacia, multiplos
mecanismos de acao e baixa toxicidade em vertebrados ndo-alvo (ELLSE & WALL, 2014).
Segundo Agostini e colaboradores (2015) existem poucos estudos e informacGes sobre
Oleos essenciais de espécies de Baccharis, em que aproximadamente 15% das espécies
desse género foram estudadas e identificadas quimicamente, obtendo-se seus perfis
fitogquimicos. Segundo Romanoski e Fonseca (2017) o extrato etandlico das folhas de M.
verrucosa apresentou uma boa atividade antioxidante, avaliada a partir da concentragédo
inibitéria (ICso: 372,7 pg.mL-1), e o extrato das raizes apresentaram Otima atividade
citotoxica, avaliada a partir da dose de letalidade (LDso: 145,5 pg.mL-t), que demonstram
uma boa opcao de estudo de isolamento dos metabolitos responsaveis por essas atividades.

Portanto, diante de toda a problematica apresentada, 0 aumento da resisténcia de
ectoparasitas, como a pulga C. felis pelo uso de agentes quimicos, 0 acometimento ao meio
ambiente que esses produtos podem causar e a importancia dos 6leos essenciais, 0 presente
trabalho foi desenvolvido visando uma alternativa natural e menos toxica utilizando os
6leos essenciais de B. trimera e M. verrucosa, duas espécies brasileiras, de modo a avaliar
seus potenciais ectoparasiticidas frente a pulgas em todas fases de desenvolvimento da
espécie Ctenocephalides felis, como meio de mortalidade e repeléncia das mesmas.
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OBJETIVOS

1.1 Gerais

Caracterizar quimicamente os 0Oleos essenciais de Baccharis trimera e Mimosa
verrucosa, avaliar as acdes pulicidas em modelos in vitro, assim como identificar as doses
toxicas utilizando um modelo de célula eucariota.

1.2 Especificos

Obter os 0leos essenciais das espécies Baccharis trimera e Mimosa verrucosa
comercialmente;

Caracterizar quimicamente os 6leos essenciais por Cromatografia Gasosa acoplada
ao detector de ionizacdo por chamas e espectrometro de massas (CG-DIC e CG-EM);

Determinar a acdo pulicida dos 6leos essenciais nas diferentes fases do ciclo de
desenvolvimento de pulgas: ovo, pupa, larva e adulta;

Determinar a dose toxica dos Gleos essenciais em células de Saccharomyces
cerevisiae;

Avaliar o impacto dos Oleos essenciais na sobrevivéncia das células e na
funcionalidade mitocondrial.
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METODOLOGIA

1.1 Selecéo das espécies

Os oOleos essenciais das espécies Baccharis trimera e Mimosa verrucosa foram
obtidos comercialmente. A marca Emporio Laszlo foi selecionada uma vez que foi
disponibilizado laudo de autenticidade das espécies, e registro na agéncias Nacional de
Vigilancia Sanitéria (ANVISA).

1.2 Andlise dos 6leos essenciais por CG-FID e CG-EM

As analises foram realizadas em um Cromatdgrafo Gasoso 5890 Séries I (Agilent,
USA), equipado com um detector de ionizagdo de chama (DIC) e injetor no modo “split”
(1:20); as substancias foram separadas em uma coluna capilar de silica fundida similar a
DB-5 (30 m x 0,25 mm x 0,25 um). O hélio foi utilizado como gas carreador com fluxo de
1 mL min. As temperaturas do forno, detector e injetor foram programadas de acordo
com a literatura (ADAMS, 2017). A temperatura do forno foi programada em 60°C por 2
min com incremento de 5°C min? até 110°C, seguido por incremento de 3°C min™? até
150°C e, finalmente, seguido por incremento de 15°C min* até 290°C, mantidos por 15
min. As temperaturas do injetor e do detector foram de 220 e 290 °C, respectivamente. Um
Cromatdgrafo Gasoso acoplado ao espectrometro de massa QP-2010 Plus (Shimadzu, JPN)
foi utilizado para separar e analisar as substancias presentes nos 6leos essenciais. O fluxo
de hélio, a coluna capilar e a programacéo de temperatura para a analise por CG-EM foram
as mesmas descritas para a analise por CG-DIC também relatados na literatura (ADAMS,
2017). As temperaturas do injetor e de interface foram de 220 e 250 °C, respectivamente.
O espectro de massa foi obtido em um detector quadrupolo operando a 70 eV, com
intervalo de massa entre 40 e 400 m/z e a razdo de 0,5 scan s*. A identificacdo dos
constituintes dos 6leos essenciais foram entdo realizadas, baseando-se na comparacdo dos
indices de retencdo calculados e dos espectros de massas obtidos com aqueles descritos na
literatura € no banco de dados do equipamento (KRATZ, 1963; ADAMS, 2017)
(Biblioteca NIST 2008).

1.3 Atividade in vitro dos 6leos essenciais contra C. felis felis em todas as fass do ciclo
de desenvolvimento da pulga: ovo, larva, pupa e adulta

1.3.1 Teste de Mortalidade

Os experimentos seguiram os padrdes estabelecidos pelo Comité de Etica para Uso
Animal do Instituto de Veterinaria (CEUA/IV n°091/14) e as pulgas (adultas) foram obtidas
de uma colonia de C. felis felis mantida desde 1998 no Laboratorio de Quimioterapia
Experimental em Parasitologia Veterinaria (LQEPV) da Universidade Federal Rural do
Rio de Janeiro (UFRRJ).

Os bioensaios foram realizados pelo método de impregnacdo com papel filtro
(LAMBERT etal., 2020), onde foi preparada uma soluc&o estoque a 200 mg.mL dos 6leos
essenciais, e a partir dela foram realizadas 10 dilui¢fes 1:2 em acetona, solvente in6cuo
usado como controle negativo capaz de solubilizar o extrato, com concentragédo variando
de 1200 a 100000 pg.mL™. E o fipronil a 400 pg.cm-2 foi usado como controle positivo,
sendo obtidas solugdes em concentra¢fes que variaram de 49,5 ug.cm-2. a2 1978,1 pg.cm-2

Para cada concentracdo foram realizadas seis repeticdes, com tiras de papel filtro
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(10 cm?) para pulgas adultas e discos de papel filtro (23,76 cm?) para imaturos. As tiras
foram impregnadas com 200 pL e os discos com 475 pL de suas respectivas dilui¢des, de
modo que as concentracdes finais para B. trimera e M. verrucosa ficaram na faixa de 49,5
a1978,1 ug.cm?

Apdbs impregnacdo e secagem, as tiras foram colocadas em tubos de ensaio
contendo 10 adultos nédo alimentados de C. felis felis, que foram vedados com tecido nio
tecido (TNT) e elastico. Dez ovos, larvas e pupas de C. felis felis foram adicionados em
seus respectivos discos impregnados, depois selados na placa de Petri. Os tubos e discos
foram mantidos em cémara climatizada a 28+1°C 75+£10% UR. Os resultados do teste
ovicida foram avaliados ap6s 72 h, o teste larvicida apos 24 e 48 h, o teste pupicida foi
avaliado ap6s 15 dias e o teste para pulgas adultas foi avaliado apds 24 e 48 h. Todos
avaliaram o numero médio de pulgas vivas por concentragdo com o auxilio de um
microscopio estereoscopico.

A avaliacdo da eficicia in vitro de cada concentracdo seguiu a formula
desenvolvida por Abbott (ABBOTT, 1925):

(n° médio de pulgas vivas no grupo controle — n°® médio de pulgas vivas no grupo tratado)

(n° médio de pulgas vivas no grupo tratado x 100)

A avaliacdo das concentraces letais que mataram 50% e 90% da populagéo tratada,
LCs0 e LCoao respectivamente, foi estabelecida usando analise no programa RStudio. A
significancia estatistica foi fixada em 5% (P<0,05). Para comparar as médias de
mortalidade entre as diferentes concentracdes foi realizado o teste de Shapiro Wilks para
determinar a normalidade dos dados. As médias foram comparadas pelo teste ANOVA
seguido do teste T (LSD). O programa BioEstat versdo 5.3 foi utilizado para a anélise
estatistica dos dados, considerando um nivel de significancia (o) de 5%.

1.4 Avaliagdo da toxicidade dos 6leos essenciais em modelo eucarioto de Saccharomyces
cerevisiae

1.4.1 Crescimento celular

Para avaliar o crescimento celular, o indculo foi realizado a partir de subculturas
frescas de células de Saccharomyces cerevisiae em meio YPD liquido estéril a 2% (glicose
a 2%, peptona a 2% e extrato de levedura a 1%). Apds 24h de crescimento celular sob
agitacdo a 160 rpm em shaker a 28°C, uma aliquota da suspens&o foi retirada para cada
ensaio determinado.

1.4.2 Avaliagdo da atividade por viabilidade celular

Para avaliar a atividade por viabilidade celular, uma suspensao celular (1 mg.mL"
1y foi incubada com dleos de B. trimera e M. verrucosa, ambos na concentragio de 0,2
mg/mL, separadamente, por 1 h a 28°C e agitacdo a 160 rpm. Por centrifugacdo os pellets
foram coletados e incubados com perdxido de hidrogénio (ImM) por 1h.Os ensaios foram
realizados com um grupo controle que nao for exposto a nenhum agente, células sob
estresse oxidativo expostas ao peroxido de hidrogénio e células incubadas com o0s 0leos
antes do estresse oxidativo. s  0s os tratamentos, a viabilidade celular foi determinada por
plagueamento em duplicata em meio YPD 2% solidificado, apds 48 h de incubagdo em
estufa BOD a 28°C, as colonias foram contadas e a viabilidade foi expressa em
porcentagem ou unidades formadoras de col6nias.
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1.4.3 Impacto dos 6leos essenciais na sobrevivéncia das células e na funcionalidade

Para avaliar o impacto dos Oleos essenciais na sobrevivéncia celular e na
funcionalidade mitocondrial seguiu-se 0 mesmo protocolo, mas as células foram
plaqueadas em meio de cultura YPLGLY solidificado. Apds 48 horas de incubagdo em
estufa BOD a 28°C, as colonias foram contadas e a viabilidade foi expressa em unidades
formadoras de col6nia.

Em uma anélise qualitativa de toxicidade, o ensaio foi realizado com o reagente
resazurina, onde uma aliquota de células foi colocada em uma placa de 96 pocos e 6leo de
carqueja ou jurema foi adicionado ao primeiro poco e as diluicdes subsequentes foram
realizadas ap0s 24 horas. ApoOs exposicdo a diferentes concentracdes dos oOleos, foi
adicionado o reagente resazurina e apds 30 minutos, observou-se a cor de cada pogo. Como
€ um corante indicador de Oxido redugdo, a resazurina é usada para avaliar a viabilidade,
contaminacéo bacteriana e para testar a atividade antimicrobiana.

Para a avaliacdo da toxicidade por curva de crescimento, inicialmente as células
foram incubadas com 0leos de B. trimera e M. verrucosa, ambos na concentracdo de 0,2
mg/mL, separadamente, e a absorbancia foi avaliada em tempos de exposicao crescentes.
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RESULTADOS
1.5 Componentes e caracterizacdo quimica dos 0leos essenciais
Espectros da espécie B. trimera (Figura 14), seguido pela lista dos compostos

identificados (Tabela 1). Todos os espectros de massas se encontram em Anexo, dispostos
nas Figuras 27 a 32.

33497
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Figura 14: Cromatograma do 6leo essencial da Baccharis trimera obtido a partir de uma coluna
capilar de silica fundida similar a DB-5 (30 m x 0,25 mm x 0,25 um).

Tabela 1: Composicdo quimica do 6leo essencial de Baccharis trimera.

OEC Composto I.R. Calculado |.R. Literatura % Area
1 Sabineno 974 969 0,8
2 [S-pineno 980 974 55
3 Mirceno 990 988 0,5
4 Limoneno 1031 1024 2,6
5 pS-felandreno 1033 1025 2,0
6 (E)-p-ocimeno 1047 1044 3,0
7 Isoforona 1125 1118 0,5
8 ni 1162 ni 71
9 ni 1181 ni 2,2

10 Terpinen-4-ol 1184 1174 0,6

11 Acetato de carquejila 1299 1298 33,0

12 ni 1308 ni 0,8

13 a-Copaeno 1376 1374 0,8

14 pS-elemeno 1391 1389 59

15 (2)-cariofileno 1408 1408 1,2

16 (E)-cariofileno 1421 1417 18

17 (E)-B-farneseno 1453 1454 1,0

18 a-humuleno 1457 1452 0,7

19 ni 1474 ni 1,6

20 a-neocalitropseno 1477 1474 1,2
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21 y-muroleno 1483 1478 5,6

22 D-germacreno 1485 1480 1,7
23 a-zingibereno 1491 1493 3,7
24 Biciclogermacreno 1497 1500 2,7
25 a-muroleno 1500 1500 0,8
26 a-germacreno 1509 1508 0,5
27 o-amorfeno 1520 1511 3,1
28 Alcool cariofileno 1573 1570 7,0
29 Viridiflorol 1607 1592 1,0
30 pS-eudesmol 1659 1649 1,0
Hidrocarbonetos monoterpénicos 14,9
Monoterpenos oxigenados 33,6
Monoterpenos totais 48,5
Hidrocarbonetos sesquiterpénicos 30,7
Sesquiterpenos oxigenados 9,0
Sesquiterpenos totais 39,7
Total identificado 88,2

OEC: Ordem de eluicdo na coluna cromatogréfica; I.R: indice de retengdo; ni: Composto néo

identificado.

Espectros da espécie M. verrucosa (Figura 15), seguido pela lista dos compostos
identificados (Tabela 2). Todos os espectros de massas se encontram em Anexo, dispostos
nas Figuras 33 a 35.
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Figura 15: Cromatograma do 6leo essencial de Mimosa verrucosa obtido a partir de uma coluna
capilar de silica fundida similar a DB-5 (30 m x 0,25 mm x 0,25 um).
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Tabela 2: Composicdo quimica do 6leo essencial de Mimosa verrucosa.

OEC Composto IL.R. ILR. %

Calculado Literatura Area
1 a-tujeno 927 924 2,3
2 a-pineno 935 932 10,7
3 Sabineno 975 969 9,5
4 S-pineno 981 974 14,2
5 Mirceno 990 988 19
6 a-terpineno 1019 1014 15
7 p-cimeno 1027 1020 1,6
8 Limoneno 1031 1024 16
9 pS-felandreno 1033 1025 49
10 1,8-cineol 1034 1026 1,3
11 y-terpineno 1060 1054 2,9
12 p-mentha-2,4(8)-diene 1087 1085 15
13 Terpinen-4-ol 1184 1174 48
14 a-terpineol 1199 1186 0,6
15 a-ylangeno 1370 1373 2,5
16 a-Copaeno 1377 1374 2,3
17 p-bourboneno 1385 1387 0,6

18 (E)-cariofileno 1422 1417 13,8
19 [S-copaene 1431 1430 0,3

20 Trans-muurola-3,5-

dieno 1451 1451 0,4
21 a-humuleno 1457 1452 2,2
22 9-epi-(E)-cariofileno 1462 1464 0,5
23 D-germacreno 1483 1480 3,4
24 y-himacheleno 1485 1481 8,1
25 Biciclogermacreno 1497 1500 1,7
26 p-bisaboleno 1503 1505 14
27 o-cadineno 1520 1522 0,9
28 cis-calameneno 1524 1528 0,5
29 Espatulenol 1580 1577 0,6
30 Oxido de cariofileno 1585 1582 15
Hidrocarbonetos monoterpénicos 53,9

Monoterpenos oxigenados 54

Monoterpenos totais 59,3

Hidrocarbonetos sesquiterpénicos 38,6

Sesquiterpenos oxigenados 2,1

Sesquiterpenos totais 40,7

Total identificado 100,0

OEC: Ordem de eluig&o na coluna cromatografica; I.R: indice de retencéo
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1.2 Mortalidade contra as pulgas Ctenocephalides felis felis em diferentes estagios do

ciclo de vida

Relacdo entre as concentracdes testadas e as porcentagens de mortalidade
apresentada nas Tabelas 3, 4 e 5. Seguido pelos resultados das concentragdes letais Tabela

6.

Tabela 3: Mortalidade nas fases do ciclo de vida (ovo, larva, pupa e adulta) da pulga
Ctenocephalides felis felis com 6leo essencial de Baccharis trimera.

Concentracdo  %Mortalidade Concentracéo %Mortalidade %Mortalidade
(Mg.cm-2) (ug.cm™?) (24h) (48h)
Fase ovo Fase larva
49,5 10,00 23,7 0,00 0,00
98,9 25,00 27,7 15,00 19,67
197,8 34,48 31,6 30,00 33,33
395,6 45,16 35,6 53,33 56,67
791,2 68,33 39,6 81,67 83,33
1186,9 91,67 49,5 93,33 93,33
1582,5 100,00 59,3 100,00 100,00
Concentracdo  %Mortalidade Concentracao %Mortalidade %Mortalidade
(Hg.cm-?) (ug.cm?) (24h) (48h)
Fase pupa Fase adulto
49,5 1,79 100 3,33 3,33
98,9 14,29 200 8,33 8,33
197,8 37,50 300 23,33 23,33
395,6 57,14 400 50,00 50,00
791,2 64,29 600 75,00 75,00
1186,9 85,71 800 100,00 100,00
1582,5 100,00

Tabela 4: Mortalidade nas fases do ciclo de vida (ovo, larva, pupa e adulta) da pulga com dleo
essencial de Mimosa verrucosa.

Concentracdo  %Mortalidade Concentracédo %Mortalidade %Mortalidade
(ug.cm™) (ug.cm™) (24h) (48h)
Fase ovo Fase larva
49,5 9,09 49,5 0,00 0,00
98,9 23,64 98,9 13,33 13,33
197,8 45,45 197,8 31,67 31,67
296,7 65,45 296,7 65,00 65,00
593,4 83,64 5934 76,67 86,67
791,2 100,00 791,2 90,00 100,00
1186,9 100,00 100,00
Concentracdo  %Mortalidade Concentracéo %Mortalidade %Mortalidade
(ug.cm™) (Mg.cm) (24h) (48h)
Fase pupa Fase adulto
197,8 1,89 100 3,33 3,33
395,6 15,09 200 8,33 8,33
791,2 20,75 300 23,33 23,33

30



1186,9 22,64 400 50,00 50,00
15825 37,74 600 75,00 75,00
1978,1 41,51 800 100,00 100,00

Tabela 5: Mortalidade eficaz no ciclo de vida da pulga com 6leo essencial de Baccharis trimera e
de Mimosa verrucosa.

Fase de vida Concentracdo  %Mortalidade Concentragdo % Mortalidad

da pulga (Mg.cM-2) (Mg.cM-2) e

Ovo (72h) 1582,5 100 791,2 100
Larva (24h) 59,3 100 1186,9 100
Larva (48h) 59,3 100 791,2 100
Pupa (15 1582,5 100 - -
dias)

Adulto (24h) 800 100 800 100
Adulto (48h) 800 100 800 100

Tabela 6: Concentracdo letal 50 dos OE Baccharis trimera e Mimosa verrucosa contra C. felis felis.

Fase da CLso CLa

pulga (Mgcm?d)  (ugem?) Sloee R
Oleo essencial B. trimera
Ovo (72h) 309,52 1391,85 1,96 0,984
Larva (24h) 34,56 44,93 11,25 0,912
Larva (48h) 34,57 44,93 11,25 0,912
Pupa (15 dias) 324,13 1160,35 1,87 0,977
Adulto (24h) 369,22 678,13 2,58 0,979
Adulto (48h) 369,22 678,13 2,58 0,979
Oleo essencial M. verrucosa
Ovo (72h) 194,5 563,08 2,19 0,960
Larva (24h) 266,29 731,34 2,92 0,925
Larva (48h) 240,54 551,09 3,56 0,913
Pupa (15 dias) - - - -
Adulto (24h) 369,22 678,13 2,58 0,979
Adulto (48h) 369,22 678,13 2,58 0,979
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1.3 Avaliagdo da toxidez dos 6leos essenciais

1.3.1 Viabilidade celular e impacto na funcionalidade mitocondrial

Figura 16: Diluicdo em placa de 96 pocos para verificagdo das concentragdes toxicas.

Fonte: autor.

Concentragdes de resazurina
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Figura 17: Concentracbes em mg/mL de resazurina com 6leos essenciais de Baccharis trimera e
Mimosa verrucosa.
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Tabela 7: Unidades formadoras de col6nias em meio YPD ap0s tratamentos com os 6leos essenciais
de Baccharis trimera e Mimosa verrucosa.

Controle H202 OE OE
B. trimera M. verrucosa
200 73 182 168
203 82 176 172
210 70 176 175
209 75 172 175
193 - - 169
- - - 162
MEDIA
203 75 176,5 170,16

Tabela 8: Unidades formadoras de col6nias em meio YPGLY ap0s tratamentos com o0s 6leos
essenciais de Baccharis trimera e Mimosa verrucosa.

Controle H202 OE OE
B. trimera M. verrucosa
197 57 178 162
189 61 172 173
199 69 191 176
200 71 172 170
194 - 180 159
186 - - -
MEDIA
194,16 64,5 178,6 168
Viabilidade
250
200 T
150
100
0
Controle H202 Jurema Carqueja

EHYPD B YPGLY
Figura 18: Viabilidade e Danos na Ativacdo Mitocondrial
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1.3.2 Controle de crescimento celular

Curva de Crescimento
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Figura 19: Absorbancia versus tempo de avaliacdo das células Saccharomyces cerevisiae.
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DISCUSSOES
1.1 Componentes e caracterizacdo quimica dos 0leos essenciais

A andlise dos 6leos essenciais por cromatografia gasosa permitiu observar a
complexidade destes produtos naturais, de maneira a possibilitar a identificacdo dos
inimeros constituintes que os compdem e que Sao responsaveis por suas propriedades.

O Oleo essencial de B. trimera apresentou 30 compostos, dentre eles foram
identificados como compostos majoritarios o S-pineno (5,5%), o acetato de carquejila
(33,0%), 0 p-elemeno (5,9%), o y-muruleno (5,6%) e o alcool cariofileno (7,0%) (Figura
20). Dos compostos identificados, 23,3% sao hidrocarbonetos monoterpénicos, 6,7%
monoterpenos oxigenados, 46,7% hidrocarbonetos sesquiterpénicos e 10% sesquiterpenos
oxigenados.

Pode-se observar entdo que o OE apresentou uma quantidade significativa do composto
acetato de carquejila, que corresponde a 33,0% da composi¢do do mesmo. O acetato de
carquejila é considerado o marcador quimico desta espécie, sendo o indicativo de que o
6leo essencial € mesmo da espécie B. trimera. Segundo Suzuki et al. (2017) o acetato de
carquejila de maneira sinérgica com o S-pineno, que também se encontra presente na
composic¢do do bleo, consegue produzir atividade bactericida, onde ele apresentou efeitos
positivos sobre bactérias das espécies Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Streptococcus
uberis. Quanto a fragdo sesquiterpénica os resultados encontrados corroboram os estudos
de FERRI e colaboradores (2007), que identificaram o D- germacreno presente, diferente
do estudo de PALACIO e colaboradores (2007) e SIMOES e colaboradores (2005), que
identificaram o ledol presente na analise. De acordo com Alonso e Desmarchelier (2006)
as lactonas sesquiterpénicas presentes na composicdo do 6leo essencial de B. trimera
apresentam atividade antimicrobiana e inseticida. 1sso pode explicar o potencial pulicida
que o Oleo de carqueja obteve frente as pulgas adultas, conforme resultados apresentados

O /\

[-pineno Acetato de carquejila S-elemeno

\OoH

y-muroleno  Alcool cariofileno

Figura 20: Estrutura quimica dos compostos majoritarios do OE de B. trimera.

Para o Gleo essencial de M. verrucosa foram identificados 30 compostos, dentre 0s
quais foram identificados como compostos majoritarios o a-pineno (10,7%), o sabineno
(9,5%), 0 S-pineno (14,2%), o E-cariofileno (13,8%) e o y-himacheleno (8,1%) (Figura
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21), sendo possivel observar que o S -pineno esta presente no 6leo essencial em maior
quantidade, seguido do E-cariofileno. Dos compostos identificados, 40% sao
hidrocarbonetos monoterpénicos, 6,7% monoterpenos oxigenados, 46,7% hidrocarbonetos
sesquiterpénicos e 6,7% sesquiterpenos oxigenados.

5% ¢

a-pineno  Sabineno  S-pineno E-cariofileno y-himacheleno

Figura 21: Estrutura quimica dos compostos majoritarios do OE de Mimosa verrucosa.

De acordo com Suzuki et al. (2017) o #-pineno é um dos bioativos mais importantes
gue se encontra presente na composi¢do quimica de diversos 6leos essenciais e € capaz de
produzir efeito antimicrobiano, por possuir caracteristicas que sdo capazes de realizar
alteragbes na membrana de células bacterianas. Enquanto o E-cariofileno é um
sesquiterpeno, considerado agente anti-inflamatorio, também com acdo inibidora de
plaquetas.

Segundo Avelar et al. (2016) os extratos e 0s 6leos essenciais da planta da espécie
Schinus molle, que assim como a planta Mimosa verrucosa apresenta em sua composi¢éo
quimica majoritariamente compostos terpénicos como f-pineno, a-pineno e sabineno,
demonstraram atividade repelente, inseticida e antimicrobiana, e, de acordo com Batista et
al. (2016) o 6leo essencial da S. molle obteve 100% de eficacia contra pulgas da espécie
C. felis. Essa semelhanca na composi¢do quimica de ambos os éleos descritos acima é um
indicativo de que o 6leo essencial de M. verrucosa, por possuir compostos terpénicos em
sua composicdo, pode obter também uma boa eficécia contra pulgas.

1.2 Mortalidade contra as pulgas Ctenocephalides felis felis em diferentes estagios do

ciclo de vida

Para determinar se os 6leos essenciais de Baccharis trimera e Mimosa verrucosa
foram capazes de causar mortalidade em pulgas da espécie C. felis felis, em suas diferentes
fases (ovo, larva, pupa e adulta), visando encontrar a dose eficaz e segura, para que no
futuro o estudo siga com os testes in vivo, foi realizado o experimento de impregnacéo dos
oleos em papel filtro, em seis repeticfes para cada concentracdo, assim as faixas de
concentracdo em que esses 6leos foram eficazes foram avaliadas.

Dentre todos resultados encontrados ao longo dos testes, houve 100% de eficiéncia
de mortalidade em ambos os 6leos sob determinadas concentragdes (Tabela 5). Apenas
para a avaliacdo do 0leo essencial de M. verrucosa contra as pupas ndo houve resultados,
isso porque, mesmo quando aplicada a maior concentracdo contra as pulgas, a mortalidade
permaneceu na faixa de 40%, o que impossibilitou o calculo de concentracdes letais.

Com as concentragfes Otimas apresentadas nas tabelas anteriores é possivel
identificar o valor ideal para seguir com os estudos contra a C. felis felis, pois, serdo
avaliadas junto aos resultados de toxicidade para determinacéo de um valor em comum.

A concentracéo letal encontrada para Syzygium aromaticum contra pulgas adultas
da espécie C. felis felis apresentou valores baixos, CL50 = 5,7 pg.cm-2em 24h e CLso = 3,9
pg.cm-2 em 48h (LAMBERT et al, 2020). O estudo com o OE de Illicium verum obteve
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CLs0=121,7 pg.cm-2em 24h e CL50=119,1 pg.cm-2em 48h, e com o OE de Pelargonium
graveolens, CLso = 173 pg.cm-2 em 24h e CLso = 164,6 pig.cm-2 em 48h (FREITAS et al,
2021). Ja o estudo com as folhas e frutos de Schinus molle (BATISTA et al, 2016)
apresentou atividade inseticida para os com OE das folhas CLs0 = 12,02 pg.cm-2em 24h e
CLs50=9,10 pg.cm-2 e para os OE dos frutos CL50 = 353,95 pg.cm-2em 24h e CLs0=138,2
pg.cm-2, A selecdo de algumas espécies do estudo de SANTOS e colaboradores (2020)
apresentou valores maiores, com os OE de Alpina zerumbeti (CLso = 553,31 pg.cm-2 em
24h e CLso = 456,27 pg.cm-2 em 48h), Cinnamomum spp. (CLso = 67,87 pg.cm-2em 24h e
CLso = 41,87 pug.cm-2 em 48h), Laurus nobilis (CLso = 412,09 pg.cm-2 em 24h e CLs0 =
454,88 pg.cm-2 em 48h), Mentha spicata (CLso = 597,56 pg.cm-2 em 24h e CLso = 380,09
pg.cm-2 em 48h), Cymbopogon nardus (CLso = 597,05 pg.cm-2 em 24h e CLso = 486,05
pg.cm-2em 48h) e Ocimum gratissimum (CLso = 5,85 pg.cm-2em 24h e CLso0 = 4,49 pg.cm-
2 em 48h).

Com isso, é possivel afirmar que o resultado para pulgas adultas para ambos OE
analisados, B. trimera e M. verrucosa (CL5s0 = 369,22 pg.cm? em 24h e 48h), corrobora
com os dados da literatura, com concentracdo letal inferior aos OE citados e equivalente
ao OE de Schinus molle (frutos em 24h), Alpinia zerumbeti, Laurus nobilis, Mentha spicata
e Cymbopogon nardus.

Como a fase pupa é mais resistente, devido ao seu um casulo, apenas um dos
estudos citados anteriormente na andlise das pulgas adultas testou OE contra as pupas. O
OE Ilicium verum, que obteve CLso = 35,4 pg.cm-2, e 0 OE Pelargonium graveolens, que
obteve CLs0= 67,6 pug.cm-2 (FREITAS et al, 2021). Enquanto o OE de B. trimera
obteve CLs0 = 324,13 pg.cm-2, resultado com menor efetividade comparado aos da
literatura, com potencial letal equivalente ao encontrado com os testes nas pulgas adultas.
Porém, devido a baixa mortalidade das pupas com o OE de M. verrucosa (% mortalidade
méaxima de 41,51), ndo foi possivel calcular a concentracado letal, o que significa que ele
ndo foi eficiente contra essa fase da C. felis felis.

Com os resultados dos testes em larvas da C. felis felis do presente estudo é possivel
verificar que foi obtido uma letalidade baixa, comparado com recentes estudos da
literatura, pois o OE de B. trimera obteve CLs0 = 34,57 pug.cm-2 em 24h e 48h e 0 OE de
M. verrucosa obteve CLs0 = 266,29 pg.cm-2 em 24h e CLso = 24,54 pg.cm-2 em 48h.
Enquanto os OE de Illicium verum obteve CLso = 14,4 pug.cm-2 em 24h e CLso = 12,1
pg.cm-2 em 48h e Pelargonium graveolens obteve CLso = 16,3 pg.cm-2 em 24h e CL50 =
20,1 pg.cm-2 em 48h (FREITAS et al, 2021), e os OE de Alpina zerumbeti (CLs0 = 7,29
pg.cm-2em 24h), Cinnamomum (CLs0 = 0,43 pug.cm-2em 24h), Laurus nobilis (CLso = 0,52
pg.cm-2 em 24h), Ocimum gratissimum (CLso = 1,21 pg.cm-2 em 24h) e Cymbopogon
nardus (CLso = 7,32 pg.cm-2 em 24h) (SANTOS et. al, 2020).

Assim como o OE de Schinus molle foi testado contra pulgas adultas, também foi
testado contra os ovos das pulgas, porém nédo obteve atividade ovicida contra C. felis felis
(BATISTA et. al, 2016). Ja os OE analisados por SANTOS (2020) obtiveram atividade
ovicida, mas com resultados com maior potencial letal, com o OE de Alpina zerumbeti
(CLso =13,07 pg.cm-2), Cinnamomum (CLso = 1,8 pg.cm-2), Laurus nobilis (CLso = 2,41
pg.cm-2), Ocimum gratissimum (CLso = 1,79 pug.cm-2) e Cymbopogon nardus (CLs0=11,98
Hg.cm-2) (SANTOS et. al, 2020). Assim como FREITAS (2021) com OE Illicium verum
(CLso= 36,9 pg.cm-2) e com OE Pelargonium graveolens (CLso= 18,8 pg.cm-2). Os

resultados encontrados no é)resente trabalho apresentaram fara 0 OE de B. trimera (CLso =
309,52 pug.cm-2) e para o OE de M. verrucosa (CLso = 194,5 pug.cm-2).

Para entender melhor a relagao entre o 6leo essencial e a sua atividade larvicida,
alguns autores testaram Isoladamente os principals componentes dos 0leos essenciais. Na
maior parte dos estudos, observou-se que todo o 6leo essencial foi mais ativo do que 0s
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seus compostos Isolados (DIAS & MORAES, 2014). Os sesquiterpenos oxigenados /-
eudesmol e Oxido de cariofileno, que sdo compostos ativos dos oleos essencials da B.
trimera e M. verrucosa, respectivamente, ndo apresentaram atividade quando testados
Isoladamente em comparacao ao 6leo (CHENG et al, 2009). Isto pode ser explicado pelas
InteracBes entre os constintuintes presentes nos 6leos (ACIOL, 2001; SANTOS et al.,
2006). Em alguns casos, a bioatividade da mistura é mais elevada do que a dos compostos
purificados. Assim como 0 a- terpineno e o y- terpineno também contribuem para a
atividade larvicida (SILVA et al., 2008).

A partir dos resultados do presente estudo e dos comparativos com a literatura
existente podemos observar que existe uma variacao significativa entre as concentragdes
letais encontradas. O que pode ser explicado devido & composi¢do quimica das plantas as
quais originaram os Gleos essenciais em questao.

Em especial o caso das avaliagdes das atividades adulticida e larvicida, as quais
apresentaram efetividade intermediaria, pois alguns estudos encontraram potencial
pulicida muito superior, com concentracdes letais minimas, enquanto outros estudos
encontraram potencial pulicida inferior aos do nosso estudo, com concentracfes letais
muito altas. Ou seja, os resultados obtidos séo efetivos e promissores.

1.3 Avaliacgdo da toxidez dos 6leos essenciais

1.3.1 Viabilidade celular e impacto na funcionalidade mitocondrial

Avaliando o impacto dos 6leos essenciais na sobrevivéncia das células e na
funcionalidade mitocondrial, inicialmente, uma suspenséo celular foi incubada em placas
de 96 pocos (Figura 18) com o reagente resazurina, onde foi avaliada uma faixa de
concentragOes toxicas as células de levedura para os OE de B. trimera e M. verrucosa
(Figura 19).

O método de diluicdo em microplacas usando a resazurina como revelador torna
possivel observar que apenas o Oleo de B. trimera em maiores concentracdes (157,3
mg/mL e 78,65 mg/mL) foi toxico para as células, o que pode ser evidenciado pela
permanéncia da cor azul, o que indica que as células sofreram danos no metabolismo.
Enquanto para o 6leo de M. verrucosa, todas as concentrac@es testadas ndo foram tdxicas
para as células, o que pode ser evidenciado pela coloracdo résea. Entdo foi escolhida
uma concentracao inferior (0,2 mg/mL) para continuidade dos testes, que apresentou baixo
nivel de toxicidade, sendo aceitavel paraa M. verrucosa e para a B. trimera.

O ensaio de viabilidade teve como objetivo analisar o numero de células viaveis
geradas a partir da exposicdo das células aos 6leos essenciais de B. trimera e M. verrucosa
e ao agente estressor utilizado (H202). Isso revelou o quanto as substancias influenciaram
ou ndo a geragdo de células filhas.

As células foram tratadas com H202, 0,2 mg/mL de 06leo essencial de M. verrucosa
e 0,2 mg/mL de 6leo essencial de B. trimera em meio de cultura YPD (meio rico em
glicose, com a levedura atuando na fase fermentativa) e YPGLY (meio sem glicose e rico
em glicerol, com a levedura ativando as mitocéndrias, atua na fase respiratoria), com
resultados expressos em numero de unidades formadoras de colonias. As analises foram
realizadas em seis amostragens (Tabelas 7 e 8), seguidas por suas respectivas médias
(Figura 20).

O meio YPGLY, representado pela barra de cor vermelha é onde se apresenta se
houve dano a ativagcdo mitocondrial ou ndo, pois usando este meio de cultura a levedura é
forgcada a utilizar as mitocondrias, e a partir dos resultados obtidos, os valores foram bem
proximos aos valores encontrados no meio de cultura padrdo, o YPD, representado pela
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barra de cor azul.

Os resultados das analises de viabilidade celular e impacto na funcionalidade
mitocondrial mostram que M. verrucosa e B. trimera, na concentracdo utilizada, nao
apresentaram danos a ativagdo mitocondrial, pois seu comportamento foi muito préximo
quando comparado ao meio de cultura YPD, onde ndo é usado a mitocondria. Se 0s
6leos essenciais tivessem causado algum dano na ativacdo da mitocdndria, a quantidade de
colbnias encontradas no meio de cultura YPGLY seria menor do que a quantidade de
coldnias encontradas no meio YPD. Quanto a viabilidade, pode-se observar que as células
colocadas em contato com os 0leos essenciais obtiveram resultados bem proximos nos dois
meios de cultura, e também resultados proximos ao controle, enquanto o agente estressor
utilizado, mostra viabilidade baixa nos dois meios. O que demonstra a capacidade dessas
células em gerar celulas filhas, sendo contabilizadas através de colonias.

O estresse oxidativo decorre de um desequilibrio entre a geracdo de compostos
oxidantes e a atuacdo dos sistemas de defesa antioxidante. A geracédo de radicais livres e
espécies reativas ndo radicais € resultante do metabolismo de oxigénio. O sistema de defesa
antioxidante tem a funcao de inibir e/ou reduzir os danos causados pela acdo deletéria dos
radicais livres e espécies reativas ndo radicais (BARBOSA et al., 2010). Os compostos
fendlicos tém como mecanismo de prevencdo aos danos oxidativos a protecdo das
moléculas de modo direto, atuando como citoprotetores e/ou antioxidantes, ou de modo
indireto, induzindo mudancas celulares nas respostas de defesa (resposta ao estresse)
(MITJAVILA; MORENO, 2012).

Assim como o estudo de LOSQUI (2009), que apresentou efeito ndo toxico, mas
sim um efeito tréfico inibido pela acdo do OE de B. trimera. Recentes estudos sobre
propriedades quimicas de plantas medicinais, associando o extrato da B. trimera
demonstram que as atividades toxicofarmacoldgicas, sdo pouco encontradas em células de
medula 6ssea de ratos Wistar (PERON et al, 2008). Entre 0s poucos estudos, encontra-se
0 de LUIZE e colaboradores (2005), o qual sugere que apesar da acdo hemolitica
encontrada para extrato de B. trimera, a eficacia biol6gica nas concentrac@es testadas ndo
revela citotoxicidade in vitro. Porém, outros dados da literatura demonstram que 0s ensaios
utilizando a carqueja apontam para uma acao abortiva em ratas Wistar e uma reducdo do
ciclo mitotico celular além do surgimento de anormalidades cromossémicas (VERDI et al,
2005). Os resultados obtidos apontam para uma reducgdo no processo proliferativo celular
com visivel reducdo na proliferacdo glial de culturas tratadas com extrato de B. trimera. As
interacOes neurdnio/glia tém sido responsaveis por diversos processos ligados a construcao
da arquitetura neuronal (GOMES et al, 2001).

1.3.2 Controle do crescimento celular

No ensaio de controle de crescimento celular, o0 comportamento de crescimento das
células em contato com os 6leos essenciais foi analisado por 24 horas (Figura 21).

Pode-se observar pela Figura 21 que a M. verrucosa apresentou um
comportamento préximo ao controle, enquanto a B. trimera obteve um resultado de
crescimento ligeiramente inferior, apresentando uma maior toxicidade, mas ainda superior
guando comparada ao agente estressor (H202).

O crescimento celular é estipulado atraves da concentracdo de uma suspensao
celular na presencga dos 6leos essenciais, pois a absorbancia nao distingue a leitura entre
células mortas, vivas ou velhas, apenas absorve a luz, ndo detectando o composto,
identificando o quanto a célula foi capaz de reter a luz. Assim, quanto mais turva, maior a
quantidade de células. Conclui- se também que B. trimera em 24 horas apresentou alguma
inibicdo no crescimento celular e isso ndo foi revelado na ativacdo mitocondrial.
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Em 1998 e 1999 NAKASUGI ja descrevia sobre a baixa toxicidade da espécie B.
trimera e os efeitos antimutagénicos, sugerindo seu uso como prevencdo para o0 cancer a
partir da fracdo metanolica purificada. Em 2005, VERDI e colaboradores constataram a
atividade antimutagénica e hepatoprotetora e MENDES (2005) avaliou a toxicidade da
espécie B. trimera em camundongos tratados de forma aguda, verificando sua baixa
toxicidade por via oral e toxicidade moderada por via intraperitoneal. Os testes de
toxicidade aguda, além de permitirem a observacdo dos efeitos toxicos da droga sobre
diversos sistemas do corpo, séo usados como referencial para a selecéo das doses que serdo
usadas nos testes de toxicidade subcrénica (curta duracdo) e crénica (longo prazo)
(ARAUJO, 2006; SA; ALMEIDA, 2006).

Os terpenos apresentaram baixa toxicidade contra larvas de Aedes aegypti e adultos
do &caro Dermatophagoides pteronyssinus (MORAIS et al, 2007; YATAGAI et. al, 1998).
Enquanto o0s sesquiterpenos oxigenados apresentaram toxicidade superior aos
monoterpenos (SIMAS et al, 2004). O composto quimico 1,8-cineol, presente na espécie
M. Verrucosa, possui acao repelente e inseticida para Periplaneta americana, assim como
larvicida e repelente ovipositivo para mosquitos (MISHRA, 2016). A predominancia de
sesquiterpenos ciclicos, com predominancia dos grupos cariofileno e germacreno
(LIMBERGER et al, 2004), como espatulenol, s-elemeno e a- humuleno, tem demonstrado
diversas atividades bioldgicas por meio de inibic&o de proliferacéo celular (ALCANTARA
et. al, 2010; LUNGUINO, 2012).

Existe uma diferenca de toxidez entre as espécies B. trimera e M. verrucosa, que
pode ser explicada pela composi¢cdo quimica dos seus 6leos. O OE de B. trimera tem o
acetato de carquejila e o0 S-pineno como compostos majoritarios, juntos possuem efeito
bactericida, conforme afirmado em estudo de Suzuki et al. (2017) exercendo uma
mortalidade superior sob as células de S. cerevisiae, comparado ao OE de M. verrucosa,
que possui 0 S-pineno como composto majoritario.
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CONCLUSOES

Como conclusdo podemos afirmar que ambos Oleos essenciais estudados no
presente trabalho sdo ricos em compostos terpénicos, conferindo diversas propriedades
farmacoldgicas. Os 0leos das espécies B. trimera e M. verrucosa apresentaram baixa
toxicidade frente a cultura de células de S. cerevisiae, j& que ndo houve dano na
mitocdndria, e quando testados com as pulgas da espécie C. felis felis em suas diferentes
fases foi possivel observar que os 6leos demonstraram eficacia. A escolha da fase do ciclo
de vida da pulga para tratamento com os 0leos essenciais foi feita corroborando a
concentracdo ideal de toxicidade, de 0,2 mg/mL para ambas as espécies.

A partir disso, verificou-se que, para o 6leo essencial de B. trimera, a concentracéo
ideal € de 800 pg/cm-2, que corresponde ao teste na fase adulta de pulgas nos tempos de 24h
e 48h. Ja para o 0leo essencial de M. verrucosa, a concentracdo ideal é de 791,2 pug/cm-2,
que corresponde ao teste nas fases ovo e larva, sendo esta Ultima escolhida para a avaliacdo
dos resultados, j& que representa aproximadamente 40% da populacéo total de todo ciclo
de vida da pulga. Assim, o 6leo essencial da B. trimera é a base para produto controle da
forma infestante, para aplicagdo no pet, atingindo a pulga na fase adulta do ectoparasita,
impedindo a sequéncia do ciclo de vida e protegendo a saude do animal. Da mesma forma
que o 6leo essencial de M. verrucosa € a base para produto controle, sé que da forma
imatura, interrompendo o ciclo de desenvolvimento do ectoparasita. Portanto, pode-se
concluir que os objetivos do estudo proposto foram alcancados, visto que ambos os 6leos
foram identificados quimicamente, que demonstraram potencial pulicida em determinadas
fases do ciclo de vida das pulgas apresentando baixa toxicidade. Estes dados sdo Uteis para
seguimento dos estudos com outros autores, visando o desenvolvimento de produtos para
serem utilizados como uma alternativa no controle de ectoparasitas.
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PERSPECTIVAS FUTURAS

e Testar os compostos majoritarios isoladamente;

e Anadlise da atividade anticolinesterasica com a enzima acetilcolinesterase;

e Determinacdo de pardmetros de inibicdo, como o tipo de inibicdo e a constante de
inibicao;

e Testes in vivo e proposi¢édo de formulagdo para uso em animais.
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ANEXOS

Espectros da identificacdo dos compostos por cromatografia gasosa da espécie B.
trimera (Figuras 22 ao 27).
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Figura 22: Espectro da espécie Baccharis trimera nas eluicdes 1 a 4.
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Figura 23: Espectro da espécie Baccharis trimera nas elui¢des 5 a 9.
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Figura 24: Espectro da espécie Baccharis trimera nas elui¢fes 10 a 14.
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Figura 25: Espectro da espécie Baccharis trimera nas elui¢cdes 15 a 19.
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Figura 26: Espectro da espécie Baccharis trimera nas elui¢des 20 a 25. ‘
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Figura 27: Espectro da espécie Baccharis trimera nas elui¢des 26 a 30.
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Espectros da identificacdo dos compostos por cromatografia gasosa da espécie M.
verrucosa (Figuras 28 ao 33).
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Figura 28: Espectro da espécie Mimosa verrucosa nas eluigdes 1 a 5.



Line#:6 R.Time:9.9(Scan#:825)

ES
90+
80 121
70
g 91
50+
40+
n 136
og 105
20+ 43 a5
10+ 51 80 103‘ 2
l||"“‘ II.l!ssl '!'681 P ] T .-ll. ; '-'I'| i : =18
40 50 o0 70 80 90 100 110 120 130
m'z
Line#7 R.Time:10.2(Scan#864)
100 o
90+
80
70
60+
504
40 91
) 134
4 65 77
41 115
10+ 51 58 103 I
| 1 el |, 80 ol o it L1 133,
T T 1) T T T T T T T T T T T T T T T T 2
40 50 60 70 80 90 100 110 120 130
mw/z
Line#:8 R.Time:10.4{Scan#:885)
3
90+
80+ 67|
70+
60+
504
40+
30+ 94
79
o] 4 53 f iy 121
10+ ]
40 50 ) 70 50 % 100 10 120 130
mz
Line#9 R.Time:10.4(Scan#895)
100 5
90+
80
704
60+
50 91
404 7
30
20+ 136
41 65 80
o laa 5, = [, ol il 103 107 5 121
» A P £ - e T T M
m/z
Line# 10 R.Time:10.5(Scan#:902)
10()-—46
90+
80
704 81
o 71
4(50; 108
5
sl 9
20+ 59 | | 139 154
10 125 |
R 1 Y T 8 X S N
40 50 60 70 80 9% 100 110 120 130 140 150
m/z

Figura 29: Espectro da espécie Mimosa verrucosa nas eluigdes 6 a 10
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Figura 30: Espectro da espécie Mimosa verrucosa nas elui¢bes 11 a 15
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Figura 31: Espectro da espécie Mimosa verrucosa nas eluices 16 a 20
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Figura 32: Espectro da espécie Mimosa verrucosa nas elui¢des 21 a 25
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Figura 33: Espectro da espécie Mimosa verrucosa nas elui¢des 26 a 30
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