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Composicdo quimica e potencial larvicida do 6leo essencial de Anemia tomentosa
(SAV.) Sw: um estudo in vitro e in silico

Autor: Vilisaimon da Silva de Jesus
Orientador: Prof. Dr. Djalma Menezes de Oliveira
Coorientadora: Prof2. Dra. Rosane Moura Aguiar

RESUMO: Anemia tomentosa (SAV.) Sw. é uma espécie importante da familia Anemiaceae
com ocorréncia na maioria de estados brasileiros. Suas partes aéreas sao utilizadas na
medicina tradicional para o tratamento de diferentes doencas, mas os estudos quimicos
com as espécies do género sdo ainda escassos. Neste trabalho foi realizado um estudo
guimico sobre o 6leo essencial de Anemia tomentosa (OEAT) visando conhecer sua
composigdo quimica e seu potencial larvicida frente ao Aedes aegypti, através de métodos
in vitro e in silico. O espécime foi coletado no municipio de Jequié, Bahia, Brasil e o 6leo
essencial (OE) foi obtido por hidrodistilacdo utilizando um aparelho tipo Clevenger. Foram
utilizadas técnicas cromatograficas e espectrometricas (CG-MS, CG-DIC e NMR mono e
bidimensional), caractetrizando e semi-quantificando 10 componentes do OE. A
composicdo quimica do OEAT consistiu de 87,51% de sesquiterpenos, destacando-se
Presilphiperfolan-1-ol (42,13%) e Silphiperfol-5-eno (19,47%). O ensaio larvicida in vitro
com OEAT demonstrou atividade citotoxica, gerando a eliminacdo total das amostras
larvares de A. aegypti em 48h de teste. O estudo in silico com 0s compostos quimicos desta
espécie exibiu potencial de inibicAo da Acetilcolinesterase (AChE) de A. aegypti, com
elevadas energias de afinidade entre a enzima e 0s sesquiterpenos triquinanos, obtendo-
se valores entre -6,8 e -8,2 kcal/mol para esses compostos, destacando-os quando
comparado com o organofosforado Temefés (-7,5 kcal/mol). O hexanal, presente no 6éleo,
apresenta energia de afinidade semelhante a acetilcolina, composto endégeno (-4,3
kcal/mol e -4,0 kcal/mol, respectivamente). Os compostos quimicos identificados no OEAT
tém potencial farmacolégico para o desenvolvimento de formulagbes farmacéuticas
larvicidas, além de baixa toxicidade humana e ambiental, como observado nas previsdes
da ADMETox. O OEAT demonstrou potencial para o desenvolvimento de larvicidas

fitoquimicos e analogos semi-sintéticos contra o A. aegypti.

Palavras-chave: Anemiaceae, A. aegypti, Acoplamento molecular, Inibidores da

Acetilcolinesterase, Sesquiterpenos.



Chemical composition and larvicidal activity of the essential oil of Anemia
tomentosa (SAV.) Sw: an in vitro and in silico study

Author: Vilisaimon da Silva de Jesus
Advisor: Prof. Dr. Djalma Menezes de Oliveira
Coorientadora: Prof2. Dra. Rosane Moura Aguiar

ABSTRACT: Anemia tomentosa (SAV.) Sw. is an important specie from Anemiaceae family
with the occurrence mostly of Brazilian states. This plant is used in traditional medicine for

treatment of different diseases, but the chemistry studies with the species from the genus
are scarce yet. This work was to carry out a chemical study on the essential oil of Anemia
tomentosa (EOAT) aiming to know its chemical composition and larvicidal potential on
Aedes aegypti, through in vitro and in silico methods. The specimen was collected in the
municipality of Jequié, Bahia, Brazil and the essential oil (EO) was obtained by
hydrodistillation using a Clevenger apparatus. Chromatographic and spectrometric
technigues were used (CG-MS, CG-FID and mono and bidimensional NMR), being
characterized from the 10 components of EO. The chemical composition of EOAT consisted
of 87.51% of sesquiterpenes, highlighting Presilphiperfolan-1-ol (42.13%) and Silphiperfol-
5-ene (19.47%). In vitro larvicidal assay with the EOAT demonstrated citotoxity potential
activity up to 48h with 100% of larval deaths of A. aegypti. The in silico study with the
chemical compounds from this species showed potential for inhibition of
Acetylcholinesterase (AChE) of A. aegypti, with the sesquiterpenes triquinanes activity
between -6,8 and -8,2 kcal/mol standing out when compared to the organophosphate
Temephos (-7,5 kcal/mol). Hexanal, contained in the oil, presents similar affinity energy to
the acetylcholine (-4,3 kcal/mol and -4,0 kcal/mol respectively). The chemical compounds
identified in the EOAT have pharmacokinetic potential for the development of larvicidal
pharmaceutical formulations, in addition to low human and environmental toxicity, as
observed in the ADMETox predictions. The EOAT showed potential for the development of
phytochemicals and semisynthetic analogues with larvicidal action against the A. aegypti.

Keywords: Anemiaceae; A. aegypti; Molecular docking; Acetylcholinesterase Inhibitors;

Sesquiterpens.
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Apresentacao

Esta Dissertacdo de Mestrado faz parte dos estudos desenvolvidos no ambito do
Projeto de Pesquisa denominado Avaliacdo da associacdo de extratos de espécies do
género Psychotria e 6leo essencial de Lippia thymoides no combate de doencas
negligénciadas. Este projeto foi contemplado no edital de bolsas de mestrado FAPESB
(Fundacdo de Amparo a Pesquisa no Estado da Bahia) N° BOL0264/2020.

O trabalho de dissertacdo foi desenvolvido nos Laboratério de Oleos Essenciais e
Laboratério de cromatografia Dr. Jailson Bittencourt da Universidade Estadual do Sudoeste
da Bahia, Campus de Jequié. As analises por técnicas de Quimica Computacional foram
realizadas em parceria com o Prof. Dr. Wagner Rodrigues de Assis Soares, no Laboratorio
de Bioinformatica e Quimica Computational - UESB-Jequié, e as avaliacdes da atividade
larvicida in vitro se deram em colaboracdo com o Laboratério de Pesquisa de Inseticidas
Naturais — UESB-Itapetinga, com as Prof. Dr?. Simone Andrade Gualberto e Débora
Cardoso da Silva.

Este trabalho foi escrito seguindo o formato de Publicacdo, conforme as
orientacbes constantes no Manual para Elaboracdo de Dissertacdes do Programa de
Pés-Graduacdo em Quimica (PGQUI-UESB). A escrita da dissertacao seguiu as instrugoes
do periodico Microchemical Journal, para submissédo, e contara com as sugestfes da
banca para possiveis posteriores alteracoes.

Além do trabalho principal apresentado nessa dissertacdo, foram feito alguns
trabalhos de colaboracdo com outros pesquisadores do Programa e externos, 0s quais
geraram publicacdes (apresentadas nos anexos) em revistas ou capitulos de livros.

Link para acesso ao Manual de dissertacées do PGQUI:
http://www2.uesb.br/ppg/ppgquimica/wp-content/uploads/2018/09/Manual-para-
elabora%C3%A7%C3%A30-de-disserta%C3%A7%C3%A30-Vers%C3%A3o-Final-
_01.04.pdf


http://www2.uesb.br/ppg/ppgquimica/wp-content/uploads/2018/09/Manual-para-elabora%C3%A7%C3%A3o-de-disserta%C3%A7%C3%A3o-Vers%C3%A3o-Final-_01.04.pdf
http://www2.uesb.br/ppg/ppgquimica/wp-content/uploads/2018/09/Manual-para-elabora%C3%A7%C3%A3o-de-disserta%C3%A7%C3%A3o-Vers%C3%A3o-Final-_01.04.pdf
http://www2.uesb.br/ppg/ppgquimica/wp-content/uploads/2018/09/Manual-para-elabora%C3%A7%C3%A3o-de-disserta%C3%A7%C3%A3o-Vers%C3%A3o-Final-_01.04.pdf

1. INTRODUGCAO

Anemia tomentosa (SAV.) Sw é uma espécie pertencente a familia Anemiaceae,
ocorre frequentemente em regides rochosas e possui folhas extremamente aromaticas,
utilizadas na medicina popular como auxiliar da digestdo, expectorantes, antigripais e no
tratamento da bronquite. Na América do Sul, encontra-se distribuida em areas
montanhosas das regifes nordeste e central do Brasil, além de Bolivia, Paraguai e
Argentina [1-4]. Esse estudo utilizou folhas de Anemia tomentosa coletadas na area do
bioma Caatinga, num afloramento rochoso no municipio de Jequié, Bahia, Brasil.

Os oleos essenciais (OE) sao formados por metabdlitos secundarios volateis e
semivolateis, produzido por mais de 17.500 espécies, sendo armazenado em varios 6rgaos
vegetais como folhas, frutos, flores, raizes e sementes, sendo caracterizados quimicamente
pela presenca de hidrocabornetos e terpenos [5-7]. Os sesquiterpenos sao terpenos com
15 atomos de carbono, oxigenados ou ndo, com um amplo espectro de atuacéo
farmacologica. O Oleo essencial de Anemia tomentosa (OEAT) exibe atividades contra
tuberculose e outras bactérias, além de atividade repelente [1-4].

O mosquito A. aegypti € um dos principais vetores humanos de patdgenos e 0s
virus de dengue, Zika e Chikungunya sdo exemplos destes que séo transmitidos pela fémea
da espécie [8]. Diversos estudos com Oleos essenciais demonstram atividade larvicida,
atribuida a composi¢édo majoritaria sesquiterpenos [9-11].

Diversos alvos moleculares tem sido explorados através da busca de inibidores
para desenvolvimento de novos larvicidas sustentaveis associado a compostos ativos
naturais [12, 13]. Acetilcolinesterase se configura como o principal alvo molecular de acéo
larvicida por conta da interferéncia gerada pelos larvicidas que realizam seu bloqueio
através de receptores mecanotropicos, inibindo o movimento da larva, o que impede a sua
alimentacéo, levando desta forma, ao potencial citotoxico e controle quimico [14].

Dessa maneira, este trabalho apresenta a avaliacdo quimica e farmacologica do
Oleo essencial extraido da espécie Anemia tomentosa (OEAT) no Municipio de Jequié,
Bahia, Brasil. Os resultados da aplicacdo de técnicas cromatograficas (CG-EM e CG-DIC)
e ensaios biolégicos "in vitro" e estudos "in silico” nos permitiram avaliar a composi¢ao
guimica e o potencial larvicida contra o Aedes aegypti deste 6leo essencial. Os dados de

RMN confirmaram a identidade dos principais compostos presentes no EOAT.
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2. PARTE EXPERIMENTAL
2.1. Coleta do material vegetal

Partes aéreas de Anemia tomentosa foram coletadas em fevereiro de 2021 na
regido de Poc¢o Dantas (latitude -13.8575, longitude -40.0836), zona rural do municipio de
Jequié, Bahia, Brasil. As exsicatas da planta foram encaminhadas ao Herbéario da
Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia — HUESB, onde passaram por classificacdo

sistematica sob codigo de registro 8934.

2.2. Extracdo do 6leo essencial e analises cromatogréficas

A extracdo do OE foi realizada por hidrodestilacéo de folhas frescas (1300 g) de
Anemia tomentosa e permitiu a obtencdo do OEAT (5,1 g) com rendimento bruto de
aproximadamente 0,4% m/m. O dleo essencial obtido apresentou coloragdo amarelada e
odor caracteristico citrico-amadeirado. O 6leo bruto obtido foi passado por uma coluna
preenchida com sulfato de sodio anidro para eliminar a umidade. O OEAT (densidade
medida em 0,951 g/mL) foi armazenado em freezer com temperatura em torno de -18 °C.

As andlises cromatograficas para identificacdo dos principais constituintes do
OEAT foram realizadas em um cromatégrafo a gas Shimadzu, modelo QP2010-SE,
acoplado a um detector de espectrometria de massas (CG-EM) equipado com um detector
de filtro ibnico quadrupolo simples, que opera por ionizacdo por impacto de elétrons (El, 70
eV.), configurado com uma velocidade de varredura de 1000 amu/s e deteccdo de
fragmentos de m/z entre 45 e 800 Da. A separagdo cromatografica dos componentes de
EOAT utilizou uma coluna capilar Agilent SLB-5ms (5% difenil/95% dimetil siloxano) com
dimensdes especificas (Comprimento: 30 m x d.i.: 0,32 mm x fd: 0,32 ym). O gas de arraste
utilizado foi Hélio, com velocidade linear de 48,4 cm/s e pressao de 22,2 kPa. As amostras
foram solubilizadas (1%) em diclorometano e injetadas (1uL) em triplicata no modo split
(1:40). O injetor e o detector foram ajustados para operar a 220 e 240 °C, respectivamente.
O forno foi programado com taxa de aguecimento de 3°C/minuto, passando de 40 a 280°C,
e mantendo a temperatura final por mais 4 minutos. A fonte de ions e a interface foram
mantidas a 240 e 280 °C graus, respectivamente. A identificacdo dos componentes do 6leo
essencial foi feita por comparagcdo com seus indices de retencdo (IR), calculados em uma
série de n-alcanos (C8-C36), e por comparacdo de seus espectros de massa com a

biblioteca NIST-14 (match >90%) e literatura [15].
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Os constituintes do EOAT foram quantificados utilizando cromatégrafo a gas
Shimadzu, modelo GC-2010 Plus, com detector de ionizagdo de chama (GC-DIC). Os
parametros de ajuste do tipo de coluna, forno e temperatura de entrada foram iguais aos
do CG-EM. As vazbes dos gases usados como carreador (coluna, split vent e purga, H2),
chama DIC (H2) e gas auxiliar (N2) foram de 14,0 mL.min-1, 40 mL.min-1, e 30 mL.min-1,
respectivamente. Um fluxo de 400 mL.min-1 de ar sintético alimentou a chama do DIC. A
proporcdo de divisdo da amostra foi de 1:10. Os parametros operacionais foram
estabelecidos apds a verificacdo da melhor resolugdo. As injecBes foram realizadas em

triplicata e os volumes de inje¢do foram de 1,0 pL.

2.3. Andlises espectrometricas

Andlises espectrométricas de infravermelho e RMN de 'H e *C de OEAT foram
usadas para melhorar e resolver ambiguidades na identificacdo de seus constituintes
guimicos por CG-EM. Os espectros FTIR (4000 a 450 cm-1) foram obtidos em um
espectrometro Perkin-Elmer ATR-FTIR, modelo Spectrum Two. Espectros uni e
bidimensionais RMN foram registrados em um espectrometro Varian Inova 500 NMR (500

MHz), usando TMS como padrao interno e cloroférmio-D como solvente.

2.4. Ensaio larvicida in vitro

As larvas de 3° e 4° instares de A. aegypti foram obtidas de ovos da linhagem
Rockefeller, gentiimente cedidos pelo Laboratorio de Pesquisa em Toxicologia do
Departamento de Antibiéticos da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE). As larvas
foram colocadas em um recipiente de vidro contendo 30 mL de solu¢éo 0,1% (1 mg/mL) de
OEAT solubilizado em 0,5% de Tween 80 em agua. Cada ensaio utilizou 30 larvas e, apés
cinco repeticdes, um total de 150 larvas. As solucdes controle foram: (i) Tween 80 0,5% e
(ii) H2O destilada e deionizada. As medicdes de mortalidade (total de nove) ocorreram apés
1,2,4,6, 8,10, 12, incluindo 24 e 48 horas desde o inicio do experimento. Os experimentos
foram realizados em condicbes de laboratério. O delineamento experimental foi

inteiramente casualizado (DIC).

2.5. Predicdo de modelagem por homologia

A enzima AChE1 de A. aegypti foi modelada atraves de modelagem por homologia

utiizando o Swiss-Modeller PDB e AlphaFold. A sequéncia proteica foi recuperada do
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GenBank para A. aegypti (ID: ABN09910.1). O melhor modelo de pontuagéo usando foi
avaliado no Swiss-Modeller tendo como base o0 QMEAN Global mais préximo de 1,0 e
identidade préoximo de 100% [16]. O modelo identificado e utilizado para a modelagem por
homologia foi o PDB 6ARY. A estrutura modelada passou por um processo de minimizagao
de energia usando o pacote Gromacs 2018 com o campo de forca GROMOS96 [17]. No
modelo finalizado da proteina-alvo, atomos de hidrogénio foram adicionados e utilizados
para analise da acoplagem molecular fazendo o uso do MGL Tools [18]. Todas as imagens
e o0 potencial eletrostatico da superficie foram visualizados usando PyMOL e Discovery
Studio 2021[16].

2.6. Conjunto de dados, triagem virtual, acoplamento molecular e ferramentas

ADMETox

Todas as moléculas foram verificadas e projetadas usando o software Marvin Sketch.
As estruturas moleculares foram baixadas no formato SMILES, e depois, usando o
programa Open babel, foram convertidas para um formato sdf 3D para célculos de docking.
A estrutura cristalogréfica (6ARY) da aceticolinesterase (AChE) do Anopheles gambie foi
obtida do Protein Data Bank (PDB). Todas as simulacdes de acoplamento foram realizadas
com o programa AutoDock Vina. O acoplamento foi realizado entre os ligantes propostos:
10 compostos obtidos no OEAT, acetilcolina (Pub chem CID 187) temefés (pub chem CID
5392) e o receptor, que foram preparados e convertidos para o formato pdbqgt usando o
programa Autodock tools. Os resultados do docking e a avaliacdo de cada complexo
receptor-ligante, como energia de afinidade (Kcal/Mol) e posicionamento do ligante dentro
do sitio ativo da aceticolinesterase foram analisados usando o programa PyMOL 2.1. Nove
conformacdes de ligantes foram geradas para cada complexo e retornaram suas
respectivas energias de afinidade. Em seguida, todas as melhores conformacdes ligante-
proteina selecionadas foram representadas graficamente usando PyMOL 2.1, e seus
respectivos mapas de interacdo 2D foram gerados usando o programa Discovery Studio
4.5. As propriedades do ADMETox foram avaliadas pelos programas Data Warrior™,
PkCSM™ e EPA™,
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. Analise da composicao quimica do OEAT

O OEAT foi obtido (0,4% m/m) na forma de um 0leo de coloracédo amarelada e odor
citrico-amadeirado e densidade (0,951 g/mL) caracteristico de um 6leo essencial rico em
terpenoides. Os dados fisico-quimicos e atributos organolépticos da OEAT séao
semelhantes aos observados em estudos anteriores [4, 19]. O baixo rendimento obtido para
OEAT apresentou similaridade com as espécies A. radianna e A. hirsuta [20] e pode estar
relacionada ao clima quente da regido onde a espécie foi estudada, localizada no semiarido
baiano [21].

. Tabela 1: Constituintes quimicos do OEAT identificados por CG-EM, RMN e FTIR.

TR (min) Constituintes quimicos Classe Area (%) IRcalc IRiit.
5.924 Hexanal (1) AL 1,47+0,66 802 801
25.475 7-epi-Silphiperfol-5-ene (2) SH 0,56 £ 0,02 1329 1328
25.849 Presilphiperfol-7-ene (3) SH 572+0,12 1333 1336
26.291 Silphiperfol-5-ene (4) SH 19,47 £ 0,26 1350 1348
30.288 a-Muurolene (5) SH 4,02+0,13 1496 1500
33.229 Silphiperfolan-6-a-ol (6) oS 3,52+0,16 1509 1507
33.423 Cameroonan-7-a-ol (7) (0N 4,15+0,01 1512 1511
33.671 Presilphiperfolan-1-ol (8) (O] 42,13 +0,23 1515  1518*
35.925 Prenopsan-8-ol (9) (O] 4,69 +0,06 1570 1577
36.365 Presilphiperfolan-8-ol (10) (0N 3,25+0,03 1586 1586
Total 88,98+ 0,19
Aldehydes AL 1,47 + 0,66

Sesquiterpene hydrocarbons SH 29,77 £ 0,13

Oxygenated sesquiterpenes (0N 57,74 + 0,10

IRcaic — indice de retenc&o cromatografico calculado com padr&o seriado de hidrocarbonetos (C8-C26).
IRiit - Indice de retencdo cromatogréfico reportaddo (Base de dados spectral NIST14 e literatura).
*Pinto, et al., 2009

As analises CG-EM e CG-DIC (Tabela 1) permitiram a identificacdo e
semiquantificacdo de dez constituintes quimicos principais do 6leo essencial de folhas
frescas de Anemia tomentosa, revelando prevaléncia de sesquiterpenos (87,5%). O
principal constituinte do EOAT € o sesquiterpeno triquinano, presilphiperfolan-1-ol (8, TR
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em 33,671 min, 42,13%). A andlise dos espectros de RMN mostrou um sinal de *3C (C-OH)
mais intenso a 84,90 ppm, referente ao composto (8) [4, 22]. O composto (8) foi isolado das
folhas de Anemia tomentosa (extrato de acetato de etila) por cromatografia liquida em
coluna de silica gel eluida com hexano:acetato de etila (9:1 v/v) e analise de seus dados
espectrométricos (Atividade Optica [a]D25, FTIR, e RMN) de (8) confirmaram sua
identificacdo como Presilphiperfolan-1-ol [23, 24]. Veja a Tabela 2.

Tabela 2. Estruturas dos constituintes sesquiterpénicos do OEAT elucidados por CG-EM,

RMN e FTIR, e comparacao com dados espectrais da literatura.

CH,

HoCl. AN

C

)
N

H;C

CHg

(2): MS: M* m/z 204 (35%), 189
(33%), 175 (64%), 161 (24%),
133 (54%), 122 (100%); NMR: &H
4.94 (H-5, s-br), &c 133.11 (C-5),
142.43 (C-6).

H3C/,/,

(3): MS: M* m/z 204 (20%), 189
(38%), 161 (53%), 147 (51%)
119 (100%), 105 (58%); NMR: &c
131.55 (C-8), 161.07 (C-7).

CH,

H3c\ N

-

H;C

CHg

(4): MS: M* m/z 204 (21%), 189
(38%), 161 (53%), 147 (51%),
133 (35%), 119 (100%); NMR: &H
4.90 (H-5, s-br), 5c 133.46 (C-5),
140,80 (C-6).

H CHj
HsC .

H
H3C_\i
CHj,

(5): MS: M* m/z 204 (13%), 189
(21%), 161 (40%), 148 (74%),
133 (63%), 91 (100%); NMR: &+
0.71 e 0.79 (H-12 e H-13, d, J=7
Hz), 6c 120.63 e 134.18 (C-5e
C-4), 6c 124.38 e 135.93 (C-9e
C-10).

H3C,,

CHy

(6): MS: M* m/z 222 (12%), 207
(23%), 175 (5%), 151 (55%), 135
(%), 107 (28%); NMR: &+ 2.18
(H-1, dd, 8.0, 5.5 Hz); &c 9.49 (7-
Me), 5c 78.48 (C-6),

H,C

//,,

(7): MS: M* m/z 204 (9%), 166
(19%), 135 (100%), 124 (36%),
109 (32%), 96 (45%); NMR &
3.58 (H-7, t, J=6.5 Hz), 5c 89.69
(C-7).

H3C

HO

CH,
(8): MS: M* m/z 222.05 (<1%),
207 (20 %), (%), 189 (3%), 165
(57%), 123 (100%); NMR O 1.64
(H-8, d, J=8.5Hz), 6c 84.90 (C-1).
FTIR cm-1: 3450 (OH), 2950
(CH), 1450 (CHs), 1370 (CH2);
[a]o®5 = -52,0 (CHCls, 2.0).

(9): MS: M* m/z 222 (15%), 207
(27%), 137 (100%), 111 (78%),
95 (45%), 83 (63%); NMR: OH
2.02 (H-2ax, ddd, 15.0, 12.0, 8.0
Hz); 6c 82.11 (C-8).

HSC/,/,

(10): MS: M m/z 222 (<1%), 207
(%), 189 (%), 161 (%), 149 (%),
119 (100%); NMR OH 2,74 (H-1,
dd, J=9.5, 3.0 Hz), 6c 96.93 (C-
8).
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A andlise complementar dos espectros de RMN de H e 3C do OEAT identificou
sinais caracteristicos de deslocamentos quimicos de sesquiterpenos com hidroxilas de
alcoois e uma ligagéo dupla (C=C) [25], permitindo a caracteriza¢do estrutural de seus nove
sesquiterpenos constituintes. Os valores de deslocamento em &+ 1,64 (d, J=8,5, H-8) e &c
84,90 (C-1) foram atribuidos ao Presilphiperfolan-1-ol (8), o constituinte mais abundante da
OEAT [23]. Os valores de deslocamento de prétons em 6x 4,94 (H-5, s-br), 4,90 (H-5, s-br)
e 5,43 (H-5 e H-9, m) foram atribuidos a quatro protons olefinicos dos sesquiterpenos (2),
(4) e (5), respectivamente [26, 27]. No espectro de RMN, quatro outros sinais de
sesquiterpenos oxigenados também foram observados em &c 78,48 (C-6), 89,69 (C-7),
82,11 (C-8) e 96,93 (C-8), atribuidos ao oxigenado sesquiterpenos Silphiperfolan-6-a-ol (6),
Camaronan-7a-ol (7), Prenopsan-8-ol (9) e Presilphiperfolan-8a-ol (10), respectivamente
[28, 29]. Os cinco pares de sinais de RMN 3C de carbono olefinico observados em &c
133,11 e 142,40 (C5=C6), 6c 141,55 e 161,07 (C8=C7), dc 133,46 e 140,80 (C5=C6), 6C
120,63 e 134,18 (C9=C10) (C8=C9), 6¢c 124,38 e 135,93 (C5=C4) (C3=C4) foram atribuidos
aos compostos (2), (3), (4) e (5) do OEAT, este ultimo possuindo duas ligagdes duplas,
respectivamente [22, 26, 27]. Consulte a Tabela 2.

3.2. Avaliacao da atividade in vitro do OEAT

Os resultados encontrados mostram ampla atividade larvicida para OEAT (Figura
1). Apés 24 horas da avaliacdo, 71,31% das larvas de A. aegypti haviam sido eliminadas,
com posterior eliminagcédo total (100%) em 48 horas de teste. A alta concentracdo de
sesquiterpenos encontrada no EOAT justifica a toxicidade para larvas de insetos [8].

A diversidade quimica dos terpenos permite variacdo no seu grau de polaridade,
podendo assim aumentar a absor¢cdo de substancias tanto lipofilicas quanto hidrofilicas
através das membranas, contribuindo para a acéo sinérgica decorrente da combinacéo
entre os componentes do Oleo. Com isso, a variacdo do gradiente de lipofilicidade que
resulta de uma mistura de sesquiterpenos neutros e funcionalizados pode justificar a
atividade larvicida dessa classe de compostos [30, 31].

Os sesquiterpenos presentes nos Oleos essenciais podem apresentar atividades
em diferentes locais-alvo nas larvas. A inibicdo da oviposicéo pode ser obtida pela interacéo
com a proteina de ligacdo de odorante 1 (OBP1), um dos membros mais importantes no

sistema olfativo [32]. As atividades desses constituintes do OE séo relatadas em outros
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receptores e proteinas, como o receptor do acido y-aminobutirico (GABA), causando morte
por superativacao do sistema nervoso; bloqueio da proteina responséavel pelo transporte de
colesterol em insetos (AeSCP2) presente em altas concentragcdes nas larvas; e inibicdo da
acetilcolinesterase (AChE), gerando um efeito neurotdxico semelhante ao produzido por

inseticidas organofosforados e carbamatos [33, 34].

Figura 1: Mortalidade (%) acumulativa das larvas do A. aegypti, em relacdo ao tempo de

exposicao ao tratamento com OEAT.
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Os sesquiterpenos triquinanos como (3), (7) e (10) sdo descritos na literatura
possuindo atividade larvicida [35]. Estudo conduzido por Pavela e cols. (2016) relatou a
acdo larvicida destes compostos frente a espécie de Culex quinquefasciatus Say, o agente
transmissor da filariose [36]. Silphiperfolanos, Presilphiperfolanos, Cameroonanos sao
grupos de sesquiterpenos derivados do cariofileno [37]. O OEAT mostrou-se rico em
compostos que apresentam esqueleto cariofilénico o que corrobora sua alta atividade

larvicida apresentada por esse produto natural [11, 35].

3.3. Docking molecular dos compostos majoritarios do 6leo essencial de Anemia
tomentosa (SAV.) Sw contra acetilcolinesterase (AChE) de Aedes aegypti
O melhor modelo de pontuagéo usado foi avaliado no Swiss-Modeller tendo como

base o QMEAN Global de 0,92 (quanto mais préximo maior a acuracia do modelo) e
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identidade de 92,58%, mostrando que as estrutura modelada mantém alto grau de
homologia para AChE do Aedes aegypti. O resultado do docking molecular indica que todos
0s sesquiterpenos descritos para o 6leo essencial de Anemia tomentosa interagem com 0s
aminoacidos do sitio ativo da (AChE) de Aedes aegypti, apresentando energias de afinidade
gue variam entre -4,0 e -8,2 kcal/mol demonstrando potencial para inibigdo da enzima com
energias superiores ao larvicida Tamefds (-7,5 kcal/mol), com excec¢édo do (1) (-4,3 kcal/mol)
gue apresentou energia similar ao ligante endégeno acetilcolina (-4,0 kcal/mol). O sitio ativo
desta enzima tem um formato de canal ibnico, com 10 residuos aminoacidos mais
representativos, dos quais 0os compostos sesquiterpenos se ligam com um comportamento

bem caracteristico na entrada do canal (Figura 2).

Figura 2: Acoplamento molecular dos componentes do 6leo essencial frente a enzima
AChE de A. aegypti

Em cinza: destaca-se o sitio ativo em forma de “desfiladeiro” da AChE do Aedes aegypti; Vermelho:
Acetilcolina; Verde: Temefos; Azul: Hexanal; Amarelo: Silphiperfol-5-eno; Magenta: Presilphiperfol-7-eno,
Ciano: a-Muurolene, Laranja: Silphiperfolan-6a-ol; Bege: Cameroonan-7a-ol.

A AChE em artrépodes exerce importantes fungbes fisiol6gicas envolvidas na
manutencdo de mecanismos de transmissdo neuronal e locomocdo, o que favorece o
processo de exploragdo do ambiente e alimentagdo [13, 38], sendo o sitio ativo desta
enzima, conservado evolutivamente entre especies de mosquitos dos géneros Aedes e
Anopheles [39, 40]. A AChE € um dos principais alvos para inseticidas e a perturbacdo
deste receptor leva a acumulacdo de acetilcolina (ACh) causando hiperestimulacdo e

eventual bloqueio da neurotransmissao em insetos [13, 41].
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De forma geral, os sesquiterpenos compde 6leo essencial quase em sua totalidade
e possuem estruturas quimicas similares, com pequenas variacfes estruturais, o que
justifica energias de afinidade muito proximas. Os sesquiterpenos majoritarios, (4) (-8,2
kcal/mol) e (8) (-7,6 kcal/mol) apresentaram melhor afinidade do que o larvicida Tamefos (-
7.2 kcal/mol), sendo o resultado in silico, correspondente com os dados do ensaio in vivo,
no qual a atividade larvicida apresentou 100% de inibicdo em 48h. Foi possivel inferir com
a integracdo de dados computacionais e bioldgicos, que atividade biologica pode estar
associada tanto ao potencial individual dos compostos isolados, inclusive os majoritarios,
guanto pela acéo sinérgica entre eles. Os compostos terpenoides presentes em Oleos
essenciais tem grande potencial neurotdxico e, em insetos, provocam paralisia seguida de
morte, levando a caracterizd-los como bioinseticidas. Dentre os alvos moleculares
associados ao sistema nervoso de insetos a AChE € um dos mais investigados [13]. Os
parametros de energia de afinidade sao exibidos na Tabela 3.

Tabela 3. Interacdes intermoleculares dos sesquiterpenos do OEAT no sitio ativo da AChE

de A. aegipty.

Comp EF HIS567 TYR460 TYR456 PHE416 TRP408 GLY247 GLY246 GLY245
Ligl -8.2 - PiA PiA PiA PiA - - -
Ligz -8.2 - PiA PiA PiA PiA - - -
Lig3 -7,9 - PiA PiA Vw PiA - - -
Ligd -7,9 - PSg PiA Vw PiA - - -
Ligb -7,7 - PSg PiA VW PiA - - -
Ligb6 -7,6 - PiA PiA PiA PiA - - -
Lig7 -7,6 - PiA PiA PiA PSg - - -
Lig8 -7,6 - PIA PiA Vw PSg - - -
Lig9 -7,5 - TS Vw PSu PSu - Vw Pid
ligl0 -6,8 - PiA PiA PiA Vw Vw - -
Ligl1 -4,3 - - PSg - - - Vw Vw
Ligl2 -4 - - Vw Vw - HB Vw Vw
Ligl3d -6.4 Vw - TS PiA - CH Vw Vw

EF (Kcal / Mol): Energia de afinidade; Vw: Interagdo de Van der Waals; TS: Interagdes tipo 1-17; HB: Ligagéo
de hidrogénio; A: Intera¢cdes alquilicas; PiA: Interagbes -alquil; PSg: Ligagéo 1-6; CH: Ligacdo C-H. PSu:
Interacdo T1-S; PID: Ligacdo H - 1-doador; Ligl: 7-epi-Silphiperfol-5-ene; Lig2: Silphiperfol-5-ene Lig3:
Cameroonan-7a-ol; Lig4: Silphiperfolan-6a-ol; Lig5: Presilphiperfol-7-ene; Lig6: Presilphiperfolan-1-ol; Lig7:
Prenopsan-8-al; Lig8: Presilphiperfolan-8-ol ; Lig9: Tamefds; Ligl0: a-Muurolene; Ligll: Hexanal, Ligl2:
Acetylcholine; Lig13: 2-methyl-1-[1-(pentan-3-yl)-1H-pyrazol-4-yllpropan-1-one (Keniya et al., 2018).

Todos os compostos presentes no 6leo essencial interagem na entrada do
“desfiladeiro” da AChE mostrando caracteristicas em potencial para o desenvolvimento de

novos inibidores naturais como alternativa a crescente resistencia aos larvicidas
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organofosforados [40]. Alguns fatores podem estar associados ao maior potencial de
atividade larvicida de um 6leo essencial, tais como: a concentracao relativa de cada
constituinte na mistura presentes no 6leo essencial [48], o tamanho espacial das moléculas
[38], presenca de menos aneis na sua estrutura associado a maior atividade [49, 50].
Portanto, encontrar atividade inibidora sobre a AChE, esta associada ao potencial sinérgico
presente entre seus compostos, bem como sua capacidade seletiva e de irreversibilidade.
Comparado aos sesquiterpenos, 0s monoterpenos sao bem estudados e demonstram ter

um menor potencial inibitério sobre a enzima [51].

Figura 3. Mapa 2D das interacfes dos aminoacidos do bolso de ligacdo do canal da
AChE do Aedes aegypti.
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Diferencas estruturais na posicdo dos aminoacidos podem ser estratégias que levam
a seletividade de compostos ao sitio ativo da AChE de Aedes em detrimento da mesma
enzima em humanos. Divergencias na entrada do “desfiladeiro” entre mosquitos (cisteina
livre) e seres humanos (Phe295) podem ser um alvo potencial para inibidores seletivos
covalentes [52, 53]. O residuo de serina catalitica mostra que € possivel encontrar taxas
elevadas de inibicdo seletiva para enzima do mosquito, em detrimento da enzima de
vertebrados [54, 55, 56]. Embora o potencial de inibidores covalentes tenha sido investigado
em varios estudos, os inibidores com um modo de acédo diferente, tais como inibidores ndo
covalentes, sdo menos bem explorados [38, 56]. Além disso, uma das barreiras para o
desenvolvimento de novos inseticidas € ultrapassar a crescente resistencia aos inibidores
de AChE conferida, por mutacdes no sitio ativo. Apesar da presenca de mutagdes, estudos
mostram que é possivel atingir enzimas mutantes resistentes com inibidores n&o
covalentes, dentre os quais, aqueles obtidos de OEs [33, 42].

Os sesquiterpenos triquinanos estudados possuem estrutura quimica semelhante
em virtude de serem obtidos pela mesma rota quimiossintética, apresentaram
caracteristicas similares de energia de afinidade e interacdo com o sitio enzimatico [57].
Assim, como pode ser exemplificado na Figura 3, para o composto (2), todas as moléculas
formaram um complexo com o sitio ativo da AChE. Os 3 ligantes com melhores energias:
(2) (-8,2 kcal/Mol), (4) (-8,2 kcal/Moal), (6) (-7,9 kcal/Moal), apresentaram melhores interagcdes
intermoleculares, prevalecendo Van Der Waals, Interagbes tr-alquil e polar (r-alquil) com
residuos de aminoacidos (aa) presentes no sitio catalitico da enzima como: Cys414,
Glu415, Phe416, Phe457 (Figura 3). O temefds interage com 19 residuos aa, a acetilcolina
com 13 residuos aa, e 0s compostos naturais variam entre 9 e 11 interacdes, sendo aqueles
compostos que apresentam estruturas triquinanas. Com excec¢do de (1), todos os
compostos interagem com pelo menos 8 aminoacidos semelhantes ao temefés, em
particular aqueles envolvidos no sitio catalitico da enzima (Tyr460, Tyr456, Tyr249, Tyr461,
lle413, Gly412, Glu415, Phe416, Phe457, Trp408).

3.4. Predicao in vitro de propriedades ADMETox

As predicdes in silico para os parametros fisico-quimicos e farmacocinéticos e
toxicolégicos dos sesquiterpenos identificados no Oleo de Anemia tomentosa,
demonstraram que estes compostos apresentam boa absorgéo oral e biodisponibilidade,
de acordo com a regra dos 5 de Lipinski (Ro5) (Tabela 4). Os sesquiterpenos apresentaram
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uma baixa area de superficie polar (159.6-181.9 A), alta taxa de absorcéo intestinal (94.1-
98.6%) e um melhor perfil de lipossolubilidade (cLogP) quando comparada ao temefés
(88,8%) [58]. Devido a suas estruturas quimicas muito similares, apresentam volumes de
distribuicdo (VDs= 0,78) e elevada ligacdo as proteinas plasmaticas como caracteres
semelhantes. Estas moléculas revelaram uma elevada capacidade de distribuicdo aos
tecidos, demonstrada pela baixa fracdo de droga ndo-ligada no plasma sanguineo (Fu =
0.18) quando comparado ao Temefds (Fu = 0,0) que, com maior concentracao nos tecidos
em detrimento ao sangue, pode vir a induzir maior toxicidade. Desta forma, o0s
sesquiterpenos triquinanos tem um melhor perfil para distribuicdo em tecidos humanos
(Tabela 5). Os sesquiterpenos ndao apresentaram hepatotoxicidade e possuem bom perfil
de excrecdo renal quando comparado ao Temefés, o que pode auxiliar na sua
metabolizacdo e excrecdo caso entrem em contato com o organismo humano durante a

utilizacdo como larvicida [59].

Tabela 4. Parametros fisico-quimicos do temefos e dos sesquiterpenos do OEAT.

Molecules| EF MW | cLogP | HBA HBD RO5 RB TPSA
Ligl -8.2 | 204.35 | 39.82 0 0 - 5 160.11
Lig2 -8.2 | 204.35| 39.82 0 0 - 15 160.11
Lig3 -7,9 | 222.37 | 32.96 1 1 - 14 165.92
Lig4 -7,9 | 204.35| 41.53 0 0 - 15 159.58
Lig5 -7,7 | 204.35 | 41.53 0 0 - 18 159.58
Lig6 -7,6 | 22237 | 3.26 1 1 - 0 165.92
Lig7 -7,6 | 224.39 | 41.00 1 1 - 0 181.94
Lig8 -7,6 | 222.37| 3.26 1 1 - 0 165.92
Lig9 -7,5 [ 204.35| 4.25 0 0 - 0 176.24
Lig10 -6,8 | 100.16 | 16.56 1 0 - 0 100.34
Ligl1 -4,3 | 146.21 | -31.09 3 0 - 0 123.69
Ligl2 -4 466.47 | 56.17 6 0 - 0 337.01

EF (Kcal / Mol): Energia de afinidade; HBA: Aceptor de ligacdo de hidrogénio; HBD: Doador de ligacéo de
hidrogénio; cLogP: Lipossolubilidade; MW (g/Mol): Peso molecular; TPSA (A): Superficie de area polar; RO5:
Regra dos 5 de Lipinski; RB: Numero de ligacbes rotacionaveis. Ligl: 7-epi-Silphiperfol-5-ene; Lig2:
Silphiperfol-5-ene; Lig3: Cameroonan-7-a-ol; Lig4: Silphiperfolan-6a-ol; Lig5: Presilphiperfol-7-ene; Lig6:
Presilphiperfolan-1-ol; Lig7: Prenopsan-8-ol; Lig8: Presilphiperfolan-8-ol; Lig9: Temefés; Ligl0: a-
Muurolene; Ligll: Hexanal; Ligl2: Acetilcolina.

Os sesquiterpenos analizados nao interferem na atividade enzimatica da CYP3A4, a
principal enzima do complexo microssomal hepatico responsavel pela metabolizacdo da

grande maioria das substancias quimicas administradas oralmente, indicando uma

facilidade de biotransformacédo, além de favorecer o processo de desintoxicacdo e
eliminacdo do organismo (Tabela 6) [59]. Somado ao baixo risco de dano hepatico, tais
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compostos exibem maior taxa de clearance renal (0.43-0,99 log mg/kg/dia) quando
comparada ao temefés (0.09log mg/kg/dia) podendo ser mais faciimente excretados.
Devido a caracteristica lipofilica destes compostos (Tabela 5), os mesmos podem fixar e
penetrar com maior facilidade na estrutura das larvas, aumentando, consequentemente,
seu poder de inibicdo, com menor impacto ao ser humano quando comparado ao temefés,
gue pode ser mais facilmente absorvido quando inalado, através da pele ou por ingestao
(Tabela 6) [60, 61].

Tabela 5. Propriedades farmacocinéticas in silico do temefds e dos componentes do
OEAT.

Molecules %Abs | VDss Fu 1A2 | 2C19 | 2C9 | 2D6 | 3A4 | Hept. | TC
Ligl 96,68 0,75 | 0,21 | Sim | Ndo | Nao | Nao | Ndo | Nao | 0.99
Lig2 96,68 0,75 | 0,21 | Sim | Ndo | Nao | Nao | Ndo | Nao | 0.99
Lig3 92.83 0,75 | 0.21 | Sim | Ndo | Ndo | Nao | Ndo | Nao | 0.79
Lig4 98.66 0.78 | 0.01 | Sim | Nao | Nao | Nao | Ndo | Nao | 0.97
Ligh 95.43 0.78 | 0.18 | Nao | Nao | Nao | Nao | Ndo | Nao | 0.82
Lig6 94.14 054 | 0.32| Nao | Sim | Sim | Nao | Ndo | Nao | 0.76
Lig7 93.27 0.4 0.37 | Nao | Ndo | Nao | Nao | Nao | Nao | 0.81
Lig8 95.18 0.57 | 0.35| Sim | Sim | Sim | Nao | Ndo | Nao | 0.78
Lig9 88.80 | -0.21 0 Nao | Sim | Sim | Nao | Nao | Nao | -0.09

Lig10 96.59 0.67 | 0.22 | Nao | Nao | Nado | Ndo | Nao | Nao | 1.18
Ligll 95.79 0.05| 0.58 | Ndao | Nao | Nao | Nao | Nao | Nao | 0.43
Ligl2 100 0.14 | 0.81| Nao | Nao | Nao | Nao | Nao | Nao | 0.84

%Abs: Porcentagem absorvida; VDss: Volume de distribuicdo (logL.kg'), Fu: Fracao livre; 1A2 = CYP1A2;
2C19 = CYP2C19; 2C9 = CYP2C9; 2D6 = CYP2D6; 3A4 = CYP3A4: Se a molécular é um inibidor enzimatico
ou ndo; Hept.: Hepatotoxicidade, TC: Depuragéo renal (log mg/kg/dia), Ligl: 7-epi-Silphiperfol-5-ene; Lig2:
Silphiperfol-5-ene; Lig3: Cameroonan-7a-ol; Lig4: Silphiperfolan-6a-ol; Lig5: Presilphiperfol-7-ene; Lig6:
Presilphiperfolan-1-ol; Lig7: Prenopsan-8-ol; Lig8: Presilphiperfolan-8-ol; Lig9: Temefés; Ligl0: a-
Muurolene; Lig1l: Hexanal; Lig12: Acetilcolina.

De acordo com o perfil de toxicidade, os valores de LD50 e toxicidade maxima
tolerada em humanos (MRTD) observados para os sesquiterpenos estdo numa faixa segura
para a ingestdo humana. Os valores de toxicidade oral crbénica em ratos (LOAEL)
encontrados sdo superiores quando comparados ao larvicida temefds, o que demonstra
gue os compostos naturais tem melhor faixa de seguranca para uso em doses cronicas
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(Tabela 7). Por se tratarem de estruturas quimicas autenticas, os valores de Drug Likeness
(DL) e Drug Score (DS) para os sesquiterpenos diferem daqueles apresentados pelo
temefés, demonstrando potencial para desenvolvimento de novos compostos naturais e
semissintéticos derivados de suas estruturas [61]. Os compostos naturais tiveram ausencia
de alertas toxicolégico com excecdo do hexanal que apresentou potencial atividade
mutagénica, irritante e agressora do sistema reprodutivo, contudo seu potencial agressivo
pode ser avaliado em cultivos celulares (in vitro) e modelos in vivo [60].

Tabela 6. Valores de Drug Likeness, Drug score e toxicidade para temefés e os

componentes do OEAT.

Moleculas DL DS. Mut. Tum. Rep. Irrit. LD50 | LOAEL | MRTD

Ligl 0.4877 | 0.4877 N&o N&o N&o N&o 1.639 | 1.428 0.07

Lig2 0.4877 | 0.4877 N&o N&o N&o N&o 1.639 | 1.428 0.07

Lig3 -2.336 0.4476 Nao Nao Nao Nao 1.681 | 1.219 | -0.22
Lig4 -3.490 0.3885 N&o N&o N&o N&o 1.695 | 1.438 | 0.145
Lig5 -2.922 0.3966 Nao Nao Néo Nao 1.602 | 1.370 | 0.075
Lig6 -1.067 0.5206 N&o N&o N&o N&o 1.771 | 1.473 | 0.236
Lig7 -2.963 0.3975 N&o N&o N&o N&o 1.998 | 1.609 | 0.583
Lig8 -1.747 0.4761 N&o N&o N&o N&o 1.783 | 1.213 | 0.363
Lig9 -3.942 0.0281 Baixa Alta Alta Alta 3.279 | 0.554 | 0.687

Lig10 -3.433 | 0.3884754| Nao Nao Nao Nao 1.543 | 1.503 0.37

Ligll -14.29 | 0.1037099| Alta N&o Alta Alta 1762 | 1.922 | 0.833

Ligl2 -1.438 | 0.590093 N&o N&o N&o N&o 2313 | 1.922 | 0.345

DL: Druglikness, DS: Drugscore, Mut: Mutagenicidade, Tum: Tumorigenicidade, Rep: Efeitos no sistema
reprodutor Irrit: Efeitos irritativos, LDso: Toxicidade aguda oral em ratos (mol.kg-1), LOAEL: Toxicidade
crbnica oral em ratos (log mg.kg-1_bw.day-1), MRTD: Dose méxima tolerada recomendada (log mg/kg/dia).
Ligl: 7-epi-Silphiperfol-5-ene; Lig2: Silphiiperfol-5-ene; Lig3: Cameroonan-7-a-ol; Lig4: Silphiperfolan-6a-ol;
Lig5: Presilphiperfol-7-ene; Lig6: Presilphiperfolan-1-ol; Lig7: Prenopsan-8-ol; Lig8: Presilphiperfolan-8-ol ;
Lig9: Temefds; Ligl0: a-Muurolene; Ligll: Hexanal; Ligl2: Acetilcolina.

A reducdo do niumero de mosquitos vetores € uma estratégia comprovada para

controlar a transmissdo de doencas. As quatro principais classes de insecticidas mais
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utiizados no controle de mosquitos vetores, sado: o0s hidrocarbonetos clorados,
organofosforados, carbamatos e piretroides [39]. A predicdo utilizando o software da
agencia americana de protecdo ambiental (EPA), mostra que os compostos sesquiterpenos
triquinanos, quando comparado ao temefds (organofosforado), podem apresentar

caracteristica de menor impacto ao meio ambiente.

Tabela 7. Par@metros de toxicidade ambiental para os sesquiterpenos obtidos do Oleo

essencial de Anemia tomentosa e temefds.

Molecules | Lkw. [BD. |PT BE Vw HLL TR B TSa Tair
Ligl -4.13 |0.05 | Nao Nao | Alta | Alta | 2.003 |[0.695 | -0.84 | -0.84
Lig2 -0.92 |0.22 | Ala Nao |Baixa | Ndo | 1.849 (1.967 | 0.18 |0.18
Lig3 3.04 |0.90 | Nao Ndao |Nao | Nao |[2.384 |[1.006 | 0.465 | 0.465

Ligd -25.56 |0.21 | Né&o N&o | Nao Ndo | 1.951 |3.075 |-0.627 |-0.627

Lig5 -25.56 |0.24 | Né&o Néo | Nao | Nao | 1.885 |2.994 |(-0.497 |-0.497

Lig6 -28.97 |0.05 | Alta Alta | Nao Alta | 1.887 |3.066 |-0.445 |-0.445

Lig7 -25.22 |0.18 | Né&o N&o | Ndo | Nao | 1.933 |3.291 |(-0.452 |-0.452

Lig8 -25.22 |0.05 | Alta Alta | Nao Alta | 1.888 |3.138 |-0.392 |-0.392

Lig9 -25.22 |0.23 | Né&o Néo | Nao | Nao | 1.869 |3.062 |(-0.348 |-0.348

Lig10 -25.22 |0.09 | Né&o Alta | Néao Alta | 1.855 |2.988 |-0.293 |-0.293

Ligll -25.22 |0.09 | Né&o Alta | Nao | Alta | 1.855 |2.988 |(-0.293 |-0.293

Ligl2 -25.22 |0.09 | Né&o Alta | Nao | Alta | 1.855 |2.988 |(-0.293 |-0.293

Lig13 -25.22 |0.09 | Nao Alta | Nao | Alta | 1.855 |2.988 |[-0.293 |-0.293

Parametros descrios pela Agencia Internacional de protecdo ambiental do EUA (EPA). log kow (Lkw):, fast
biodegradability (BD): biodegradabilidade ambiente, Persistence time (PT): tempo de persisténcia no
ambiente, Bioaccomulation estimation (BE): estimativa de bioacumulagdo no ambiente, Volatilization from
Water (Vw): capacidade de volatitalizacao em agua, half-time lake model (HLL): tempo de meia-vida em
lago, total removal (TR): capacidade de remocdo do ambiente, Total biodegradation (TB): tempo de
biodegradacdo no ambiente, Total sludge adsorption (TSa): tempo de absorcdo em lodos, Total to Air
(Tair): tempo de acumulo de particulas no ar. Ligl: 7-epi-Silphiperfol-5-ene; Lig2: Silfiperfol-5-eno; Lig3:
Cameroonan-7-a-ol; Lig4: Silphiperfolan6-a-ol; Lig5: Presilphiperfol-7-ene; Lig6: 9-p-presilphiperfolan-1a-ol;
Lig7: Prenopsan-8-ol; Lig8: Presilphiperfolan-8-ol ; Lig9: Temefds; Lig10: a-Muurolene; Ligll: Hexanal;
Ligl2: Acetylcholine; Lig13: 2-methyl-1-[1-(pentan-3-yl)-1H-pyrazol-4-yl|propan-1-one

Encontrar a seletividade para estes compostos em mosquitos é o desafio para
desenvolvimento de novos bioinseticidas visto que a AChE de vertebrados tem

similaridades com a dos mosquitos vetores (febra amarela e Aedes). Contudo, as suas
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diferencas estruturais, principalmente associadas a mudanca aminoacidos na entrada do
sitio, tais como os residuos de cisteina livre na entrada do canal do receptor ativo de
mosquitos, que em humanos corresponde a uma Phe295, pode ser um alvo em potencial
para inibidores seletivos covalentes e o alvo para desenvolvimento de novos biopesticidas
mais seletivo e menos agressivos ao ser humano [52, 53]. Embora o potencial dos
inibidores covalentes tenha sido investigado em varios estudos, os inibidores com um modo

de acao diferente, tais como os inibidores ndo covalentes, sdo menos bem explorados [56].
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4. CONCLUSAO

Esta pesquisa possibilitou avaliar a composicao quimica do OEAT e seu potencial
de atuac&o como larvicida em testes in vitro e in silico. De acordo com as analises por CG-
EM, CG-DIC e RMN mono e bidimensional, os triquienanos sesquiterpénicos
Presilphiperfolan-1-ol, Silphiperfol-5-ene e Presilphiperfol-7-ene sdo 0s componentes
majoritarios do OE.

Nas andlises realizadas in vitro com larvas de 3° e 4° instares, ha eliminacéo
completa das larvas de A. aegypti apds 48 horas do inicio do teste. As avaliagdes in silico
mostram altas energias de ligacdo entre os componentes do 6leo essencial e o sitio ativo
da enzima AchE, superiores inclusive ao larvicida organofosforado temefos.

Os resultados encontrados indicam que o OEAT e seus constituintes isolados podem
ser explorados como potenciais larvicidas seguros tanto para o ambiente quanto para os
humanos. Mais investigacfes para o OEAT e os constituintes isolados sdo necessarios
para avaliar os efeitos em organismos nao-alvo e para avaliar as concentragdes efetivas na
atividade larvicida. Tais resultados sao importantes no objetivo de produzir novos larvicidas

seguros, sustentaveis e biodegradaveis.

5. PERSPECTIVAS

Os resultados obtidos neste estudo sé&o significativos e contribuem com informagoes

a respeito de novas substancias naturais com atividade larvicida. Com proposta de incluséo
de estudos que possibilitem o calculo da DL50 da ac¢éao larvicida, nos estudos in vitro, para
além de testes in vivo, para caracterizacdo das suas caracteristicas farmacocinéticas.
Outras avaliacGes ainda podem ser realizadas: Verficacao da sinergia entre 6leos de
diferentes espécies vegetais da regido; isolamento dos componentes presentes no 0leo,
através de técnicas como a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), e avaliacao
de sua atividade in vitro e in vivo de forma individual; processos de sintese e modificacdo
dos compostos com intuito de obter maior atividade/seguranca sao exemplos de objetivos

gue podem resultar em novas publicacdes do mesmo ambito.
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APENDICES

APENDICE A - Mapa 2D das interacdes dos aminoacidos do bolso de ligacédo do
canal da AChE do mosquito Aedes aegypti.
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Abstract: Anemia tomentosa (SAV.) Sw. is an important specie from Anemiaceae family with the
occurrence mostly of Brazilian states. This plant is used in traditional medicine for
treatment of different diseases, but the chemistry studies with the species from the
genus are scarce yet. This work was to carry out a chemical study on the essential oil
of A. tomentosa (EOAT) aiming to know its chemical composition and larvicidal
potential on Aedes aegypt, through in vitro and in silico methods. The specimen was
collected in the municipality of Jequié, Bahia, Brazil and the essential oil (EO) was
obtained by hydrodistillation using a Clevenger apparatus. Chromatographic and
spectrometric techniques were used (CG-MS, CG-FID and mono and bidimensional
NMR), being characterized from the 10 components of EO. The chemical composition
of EOAT consisted of 87.51% of sesquiterpenes, highlighting Presilphiperfolan-1-ol
(42.13%) and Silphiperfol-5-ene (19.47%). In vitro larvicidal assay with the EOAT
demonstrated citotoxity potential activity up to 48h with 100% of larval deaths of A.
aegpity. The in silico study with the chemical compounds from this species showed
potential for inhibition of Acetylcholinesterase (AChE) of A. aegpity, with the
sesquiterpenes triquinanes activity between -6,8 and -8,2 kcal/mol standing out when
compared to Temephos (-7,5 kcal/mol). Hexanal presents similar affinity energy to the
acetylcholine (-4,3 kcal/mol and -4,0 kcal/mol respectively). The chemical compounds
identified in the EOAT have pharmacokinetic potential for the development of larvicidal
pharmaceutical formulations, in addition to low human and environmental toxicity, as
observed in the ADMETox predictions. The EOAT showed potential for the
development of phytochemicals and semisynthetic analogues with larvicidal action
against the A. aegypti.
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RESUMO: Schinus terebinthifolius pertence a

familia Anacardiaceae, uma planta endémica

da América do Sul. Muito utilizada como

espécie ornamental de ruas e pragas, cresce

espontaneamente em terrenos baldios, beiras

de rios e em areas litoraneas, € conhecida
-

popularmente como «aroeira-vermelha”, “aroeira

da praia”, “ pimenta rosa “ e “pimenta vermelha

Ciéncias Biologicas Realidades e Virtualidades 2

(ANACARDEACEAE)

do Brasil”. Seus frutos sao muito procurados
como temperos em alimentos e bebidas; frutos
maduros doces e aromaticos produzem Oleo
essencial de composicao quimica variada,
predominantemente  rico em  compostos
monoterpénicos e poucos sesquiterpenos. Os
Oleos essenciais de S. fterebinthifolius obtidos
neste estudo mostraram constituicoes que
combinam a-pineno (2,8-22,0%), B-pineno (0,3-
31,4%), p-ocimeno (0,0-35,0 %), B-mirceno
(0,70-13,3%), o&*-careno (3,0-83,4%), Oxido de
B-cariofileno (2,6-6,8%) e limoneno (3,2-5,9%)
como os principais constituintes. A partir de
acessos de frutos de S. terebinthifolius em trés
periodos de frutificagao anual, foram obtidas
amostras de oOleos essenciais distintos, as
quais foram identificadas e semiquantificadas
por GC-MS. O o6leo essencial dos frutos de S.
terebinthifolius obtido no més de novembro, rico
em a-pineno (22,0%), f-pineno (31,4%), 6xido de
cariofileno (6,8%) e limoneno (4,5%), apresentou
expressiva atividade antifingica contra linhagens
dos fungos Cryptococcus gatti e C. neoformans,
bem como revelou moderadas atividades contra
cinco espécies de Candida spp. Este trabalho
descreve a obtengao do 6leo essencial dos frutos
de Schinus terebinthifolius, seu estudo quimico
por cromatografia gasosa e a avaliagao de suas
acoes antifingicas contra varias espécies de
fungos patégenos.

PALAVRAS - CHAVE: Schinus terebinthifolius,
6leo essencial, monoterpenos, agao antifingica.
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RESUMO: Aloysia gratissima (Verbenaceae)
conhecida na medicina popular como “Mimo do
Brasil”, ¢ amplamente empregada e pesquisada
por atividades antivirais, antioxidante,
antisséptica, em tratamentos de doencgas
respiratérias e digestivas, entre outras. Estudos
apontam alto rendimento de Oleo essencial,
com grande diversidade de compostos e a
existéncia de quimiotipos diferentes em suas
espécies devido influéncias externas, tais como
geograficas e climaticas. O presente trabalho
visa determinar a composi¢ao do 6leo essencial
das partes aéreas de A. gratissima, observando
a influéncia da sazonalidade em seu rendimento
e composicao, além de avaliar seu potencial em
inibicao da enzima acetilcolinesterase (AChE).
Os espécimes foram coletados no Pogo Dantas,
regiao do municipio de Jequié, na Bahia, num
periodo entre outubro de 2015 e agosto de 2017
e tiveram identificagcao pelo HUESB. A extragao
dos 0leos essenciais se deu por destilacao de
arraste a vapor com auxilio de aparelho tipo
Clevenger. Os compostos foram identificados
por meio de Cromatografia Gasosa acoplada a
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