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RESUMO

O Aedes aegypti € 0 mosquito vetor dos virus de varias doencas e de grande importancia
epidemiolodgica. Sabe-se que estes vetores se tornaram resistentes aos diversos inseticidas
utilizados para o seu controle, até 0 momento — o que impde a demanda do desenvolvimento de
um produto que tenha uma agéo eficaz sobre estes transmissores. Em busca desta contribuicéo
para a ciéncia humana, foi estudado o efeito inseticida do 6leo essencial de Hyptis marrubioides
em larvas de Aedes aegypti. O vegetal foi cultivado no Horto de plantas medicinais. A extragéo
do oleo foi realizada pela técnica de hidrodestilagdo, empregando-se o aparelho Clevenger
modificado. O 0leo essencial foi caracterizado por Cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas. Obteve-se rendimento de 0.4603 gramas, no qual a a-tujona e a S-
tujona foram componentes majoritarios desta espécie. Nos testes biolégicos, as larvas foram
obtidas a partir do cultivo em laboratorio de ovos da linhagem Rockefeller, em estufa de
demanda quimica do oxigénio. Verificou-se que a concentracdo letal 50% foi 0,026pl/ml, a
dose letal 90, foi de 0,083 pl/ml e a dose letal 99 é 0,218 ul/ml. Os resultados foram
promissores, visto que sdo necessarias pequenas doses para atingir a letalidade dos individuos.
Espera-se que estes resultados contribuam para o desenvolvimento de mais pesquisas e para o
controle do agente transmissor das doengas humanas.

Palavras-Chave: Oleo essencial. Aedes aegypti. Inseticida. Hyptis marrubioides.



ABSTRACT

Aedes aegypti is the mosquito vector of viruses of various diseases and of great epidemiological
importance. It is known that these vectors have become resistant to the various insecticides used
for their control so far - which imposes the demand for the development of a product that has
an effective action on these transmitters. In search of this contribution to human science, the
insecticidal effect of the essential oil of Hyptis marrubioides on Aedes aegypti larvae was
studied. The vegetable was grown in the garden of medicinal plants. Oil extraction was
performed by hydrodistillation technique, using the modified Clevenger apparatus. The
essential oil was characterized by gas chromatography coupled with mass spectrometry. A yield
of 0.4603 grams was obtained, in which a-thujone and B-thujone were major components of
this species. In the biological tests, the larvae were obtained from laboratory cultivation of eggs
of the Rockefeller strain, in a greenhouse with chemical oxygen demand. The 50% lethal dose
was found to be 0.026 pl/ml, the 90 lethal dose was 0.083 pl/ml and the 99 lethal dose 0.218
ul/ml. The results were promising, since small doses are required to achieve the lethality of the
individuals. These results are expected to contribute to the development of further research and
control of the transmitting agent of human disease.

Keywords: Essential Oil. Aedes aegypti. Insecticide. Hyptis marrubioides.
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1 INTRODUCAO

Ha uma diversidade de doencas que sdo disseminadas por mosquitos, destacando-se o
Aedes aegypti, o vetor responsavel pelo aparecimento de doencas humanas de grande
importancia epidemioldgica na conjuntura.

Da mesma forma, é sabido que a composi¢do quimica dos inseticidas industrializados
disponiveis e comercializaveis no mercado ndo apresentam, hoje, alta taxa de letalidade devido
a selecdo artificial dos artropodes. Desta feita, este inseto se tornou resistente a diversos
inseticidas e com isso o seu controle tem sido um grande desafio — incide ai, a contextualizacdo
que origina uma situacdo problema para a pesquisa.

Na expectativa de auxiliar na resolucdo deste problema de salde puablica, a presente
dissertacdo se ocupou da investigativa de possiveis solucdes a epidemiologia de doencas
infecciosas e parasitérias trazidas pelo mosquito em questdo (de Aedes aegypti), partindo-se da
hipotese de que o 6leo essencial de Hyptis marrubioides tem acdo inseticida sobre as suas
larvas.

Hyptis apresenta varias espécies, € comum no cerrado brasileiro, com odor caracteristico
e efeitos medicinais. Dentre as espécies, Hyptis marrubioides, apresenta efeito inseticida.

Os 6leos essenciais sdo misturas complexas de compostos quimicos de origem vegetal
e apresentam como caracteristicas: alta volatilidade, forte e caracteristico odores. Podem ser
sintetizados em folhas, frutos, caules, raizes, sementes, flores, botdes florais e cascas. A
sintetizacdo do 6leo essencial € dependente de muitos fatores, entre os quais destaca-se fatores
ambientais e fase de desenvolvimento do vegetal. Seus componentes presentes e seu rendimento
podem sofrer alteragcdes de acordo com o meio e as condi¢Oes de onde estéo inseridas.

O uso de 0leos essenciais tem sido alvo de pesquisas em busca de substancias naturais
que impliquem no controle dos insetos, uma vez que se tornaram resistentes aos inseticidas
sintéticos. Diante dos impactos causados pelos inseticidas sintéticos, € apontado a necessidade
de desenvolver um inseticida que controle o vetor do virus das doencas de grande impacto ao
homem. Entretanto, sdo descritas diversas espécies de plantas que possuem atividade inseticida.

Tendo como base o conhecimento bibliografico de que o 6leo essencial de Hiptis
marrubioides € rico em terpenoides, e que terpenoides apresentam agéo inseticida, a execucao
desta pesquisa se prop0s a investigar o seu potencial em larvas de Aedes aegypti, uma vez que
0 6leo essencial se trata de uma substancia natural, apresentando menor efeito toxico ao homem
e a natureza, podendo ter resultado satisfatorio e colaborar com o combate e controle desse

agente transmissor de doengas humanas.
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Diante do contextualizado, objetivou-se na presente dissertacdo, avaliar a atividade
inseticida Oleo essencial de Hyptis marrubioides nas concentracdes sobre larvas de Aedes

aegypti.
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2 JUSTIFICATIVA

Os virus de algumas doencas como a febre amarela, zika, chikungunya e dengue sao
transmitidos por mosquitos, conhecidos como Aedes aegypti.

Tendo em vista que a alternativa para combate a estas doencas € o controle vetorial, pois
ndo ha disponivel no mercado vacinas que confiram protecdo aos homens e que os inseticidas
disponiveis ja se apresentam pouco eficientes, além de prejudiciais ao meio ambiente, é de suma
importancia que se descubra outro recurso para controle desse agente transmissor.

Existe, na comunidade de Ciéncias da Saude/Medicina uma demanda em controle de
epidemiologia de doencas infecciosas e parasitérias, entendendo que a proposta de um
inseticida para controle vetorial do Aedes aegypti esteja dentro de tal demanda.

S&o poucos os trabalhos encontrados na literatura que testam e discutem sobre o efeito
inseticida das espécies de Hyptis — podendo citar Jaya et al. (2012), Campos et. al. (2014),
Alcantara et al. (2017) e Wangrawa (2018).

Especificamente, acerca do Hyptis marrubioides com efeito inseticida em artrépodes (a
partir de extracdo de 6leo essencial), pode-se afirmar a inexisténcia de estudos publicados — o
que vem tornar a pesquisa proposta relevante, e impar em relacdo a tentativa de contribuicao

para 0 combate do Aedes aegypti.
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3 HIPOTESE

O oleo essencial de Hyptis marrubioides tem acéo inseticida sobre larvas de Aedes

aegypti.
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4 OBJETIVOS

4.1 Obijetivo geral

Caracterizar e avaliar a atividade inseticida 6leo essencial de Hyptis marrubioides nas

concentragOes sobre larvas de Aedes aegypti.

4.2 Objetivo especifico

1. Extrair e caracterizar os constituintes do dleo essencial de Hyptis marrubioides;

2. Determinar o rendimento da extracao de 6leo essencial de Hyptis marrubioides;

3. Avaliar a susceptibilidade de larvas de Aedes aegypti, provenientes de col6nias puras,
em o6leo essencial de Hyptis marrubioides, determinando a concentracao letal (CL) 50,
95 e 99%.
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5 REFERENCIAL TEORICO

5.1 Aedes aegypti

O Aedes aegypti ¢ originado da Eti6pia na Africa, e disseminou por regides onde as
condicBes climaticas eram favoraveis. E classificado no filo Arthropoda, classe Insecta, ordem
Diptera, subordem Nematocera, familia Culicidae, subfamilia, Culicinae, tribo Aedini, e
Género Aedes (BRAGA; VALLE, 2007; ARAUJO, 2013).

Dados de Braga e Valle (2007) e de Mendonga et. al. (2014), indicam que o Aedes
aegypti sofre influéncias sazonais e isso justifica sua prevaléncia em regifes tropicais,
subtropicais e temperadas. Ainda, de acordo com os autores, outro fator que ganha destaque €
sua urbanizacao, reproduzindo em domicilios ou peridomicilios.

Os artropodes sao eficazes transmissores de virus em todo mundo. O Aedes aegypti é
considerado um dos principais artropodes transmissores de doencas virais de importancia
epidemioldgica e, consequentemente, com grandes comprometimentos a salde humana
(ARAUJO, 2013).

Dentre as arboviroses transmitidas para humanos, destacam-se: Dengue, Chikungunya,
Zika e Febre Amarela. Estando as fémeas infectadas, no momento da hematofagia, elas
repassam esse virus ao hospedeiro. A transmissdo vertical nos insetos também ¢é relatada,
ocorrendo quando a fémea transmite o virus aos seus descendentes ou porcentagem deles via
transovariana (PINHEIRO et al., 2005).

O numero de casos positivos para estas doencas tem ganhado destaque em cerca de 100
paises. O indice de pessoas que contraem a doenga, anualmente, registra em média 80 a 100
milhGes casos. Ainda, é pertinente ressaltar que ha um impactante nimero de casos que evoluem
para a forma mais grave — como a dengue hemorragica (MENDONCA et. al., 2014,
GONZALES et al., 2019).

Esta espécie de inseto consegue completar seu ciclo evolutivo, tanto em areas urbanas,
guanto em areas rurais, acontecendo em decorréncia de necessitar de pequena quantidade de
agua para sua proliferacdo (BRAGA; VALLE, 2007). Pequenos objetos que contenham agua
parada sdo suficientes para que seu ciclo se desenvolva — como por exemplo: caixas d’agua,
tampas de garrafa, latas, pneus, tanques, entre outros (ARAUJO, 2013; MENDONCA et. al.,
2014).
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O ciclo evolutivo deste mosquito compreende quatro fases sendo, em ordem crescente:
(1) ovo; (2) larva com quatros estadios; (3) pupa e; (4) adulto (SILVA; POLETO, 2012;

GUEDES, 2012) — conforme ilustrado pela Figura 1 e explanado na sequéncia.

Figura 1 — Fases do ciclo evolutivo do Aedes aegypti

Fonte: Silva e Poleto (2012)

Os seus ovos — a primeira fase do ciclo evolutivo — apresentam tamanho médio de 1 mm
de comprimento, sdo fusiformes e tem contorno alongado. Sua coloracdo no momento da
postura é branca; entretanto. se tornam enegrecidos e brilhantes rapidamente. O ovo é a fase do
ciclo evolutivo que apresentam maior resisténcia climatica (CONSOLI; OLIVIRA, 1994;
BESERRA et al., 2008; LEITE; ASSOCIADO, 2011; SILVA; POLETO, 2012; GUEDES,
2012).

As larvas — a segunda fase do ciclo evolutivo — apresentam o corpo dividido em cabeca,
torax e abdome, sendo todo recoberto por cerdas. Em sua cabeca esta presente um par de
antenas, olhos e aparelho bucal classificado como mastigador-raspador. Na frente da cabeca
estéo presentes as escovas orais ou palatais, que auxiliam o inseto no processo de alimentagéo,
no qual, em contato com a agua, realizam movimentos e atingem particulas das quais se
alimentam (CONSOLI; OLIVIRA, 1994). O seu térax apresenta-se maior que a sua cabeca,
caracterizando-se como globoso. O seu abdome ¢ dividido em oito segmentos de formato
cilindrico, seguido de mais dois segmentos que formam o anus e a genitalia externa. A

respiracdo das larvas acontece no oitavo segmento, no qual é presente o chamado tubo de ar,



20

sendo curto, grosso e escuro. Apresentam ainda estruturas enfileiradas lateralmente na parte
posterobasal (SILVA; POLETO, 2012; CONSOLI; OLIVIRA, 1994).

As pupas — a terceira fase do ciclo evolutivo —apresentam sua estrutura corporal dividida
em cefalotorax, no qual a cabeca € unida ao térax e abdome, e tem todo corpo recoberto por
cerdas. Em seu cefalotérax ha duas trompas respiratérias, de onde emergem os espiraculos da
pupa. Ainda, nesta regido estdo localizados os olhos. No final do abdome h& um par de paletas
que auxiliam a pupa em sua locomocédo (BESERRA et al., 2008). O lobo genital esta localizado
ao lado das paletas e, em geral, nas fémeas sdo pequenos, enquanto nos machos sdo maiores —
0 que se justifica pela presenca dos gonocoxitos e gonostilos (CONSOLI; OLIVIRA, 1994).

Quando adultos — a quarta fase do ciclo evolutivo —, 0s mosquitos atingem de 3 a6 mm
de comprimento, com coloragdo escura e faixas brancas na base dos segmentos. Tém o corpo
dividido em cabeca, torax e abdome (BESERRA et al., 2008). Os mosquitos adultos apresentam
um par de antenas entre os olhos — na fémea sdo pilosas e nos machos é plumosa —, 0 que

proporciona a distin¢do visual entre machos e fémeas, como ilustrado na Figura 2.

Figura 2 — Aedes aegypti na caracterizacdo macho e fémea
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Fonte: Guedes (2012)

Além disso, os machos apresentam palpos mais alongados. Os adultos apresentam a
denominada proboscide, composta de um par de maxilas e de madibulas, hipofaringe e o labro
(LEITE; ASSOCIADO, 2011).
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O ciclo de evolutivo (completo) — como ilustrado pela Figura 3 e explanado na sequéncia
—se inicia com o repasto sanguineo das fémeas, devido a sua necessidade para a maturagéo dos
ovos. A hematofagia ocorre, normalmente, apds as fémeas copularem, buscando um hospedeiro
e com auxilio das probdscide, realizando o seu repasto que tem duracdo média de trés a dez
minutos, dependendo das condigfes encontradas. O volume estimado de sangue que 0 mosquito
ingere é de 15 a 42 mmd Apresentam caracteristica antropofilica e realizam,
preferencialmente, a hematofagia no periodo matutino ou vespertino (BARATA et al., 2001;
CONSOLLI; OLIVEIRA, 1994).

Figura 3 — Ciclo evolutivo do Aedes aegypti
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Fonte: Wilke et al. (2011)

Posteriormente, segundo Wilke et al. (2011) e Silva et al. (2018), as fémeas buscam
lugares Umidos e repousam para depositar seus ovos. A gquantidade de ovos colocados por
fémea, em cada ciclo gonadotrofico, € muito variavel, sendo de 150 a 200 ovos — variacao esta
que dependente da eficiéncia do seu repasto.

Estando depositados 0s ovos na parede dos recipientes, de forma isolada e em locais
umidos, pouco acima da linha da agua, podem permanecer incubados por dias ou até meses,

dependendo das condi¢des em que se encontram, como por exemplo, auséncia da agua do meio.



22

Esse processo de interrupcdo de evolugdo do mosquito é chamado de quiescéncia. Este é um
mecanismo natural, decorrente da manutencéo da espécie (BESERRA et al., 2008; SILVA et
al., 2018).

Quando as condicBes voltam a favoralidade, a eclosdo do ovo ocorre e seu ciclo segue
normalmente. O volume de agua pode variar desde pequenas quantidades até grandes volumes.
Quando sobrepostos por agua, os ovos evoluem para larvas em até cinco dias. As larvas sao
visiveis a olho nu, mdveis e ativas. Elas se alimentam de detritos organicos presente na agua,
dentre outras fontes, tais como bactérias, fungos e protozoarios (BESERRA et al., 2008; SILVA
etal., 2018).

Seu ciclo segue com a formacéo da pupa, ainda na superficie da dgua. Este estagio dura,
em media, dois dias. Nesta fase ndo ha ingestdo de alimento devido suas as mudancas para
formacdo do mosquito adulto (WILKE et al., 2011).

Quando evoluem para o estdgio de mosquitos adultos, permanecem na parede dos
recipientes até completa formacao do seu exoesqueleto. O ciclo do Aedes aegypti leva cerca de
oito a quinze dias para se completar e tornar um mosquito adulto; contudo, dependera de
diversos fatores do meio, como por exemplo, nutrientes e condi¢fes climaticas (SILVA;
SILVA, 1999; ARAUJO, 2013).

5.2 O combate do Aedes aegypti no Brasil

As primeiras tentativas de controle o Aedes aegypti no Brasil eram baseados em
produtos quimicos — isso ocorreu entre as décadas de 30 e 40. Conhecido, popularmente, como
composto Verde de Paris, acetoarsenito de cobre, tinha por finalidade agir sobre as larvas do
mosquito, e o seu resultado sobre este foi bastante satisfatdrio; no entanto, era altamente toxico
e inorganico (SOPER, 1965).

Os inseticidas sintéticos organicos surgiram na Segunda Guerra Mundial, que ficou
conhecida como a ‘Era Quimica’, sendo o primeiro, conhecido como diclorodifeniltricloroetano
(DDT) (1,1,1-tricloro-2,2-di(p-clorofenil)etano). Como vantagem ele apresentava longo efeito
inseticida e baixo custo, e atingia outros vetores como Lutzomya e Anopheles, sendo usado por
um longo periodo no Brasil. Outro organoclorado utilizado foi o dicloroetileno (DDE) (2,2-bis-
p-clorofenil-1,1-dicloroetileno), oriundo do DDT, contudo, apresentou danos aos animais e a
natureza (CRINNION, 2000).

Por um longo periodo, acreditou-se que o DDT havia erradicado a espécie de Aedes

aegypti, até o seu reaparecimento no estado do Pard. Em busca de novos recursos para o
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controle do mesmo, foi verificado que diversos paises ja utilizavam os organofosforados, como
um grupo de inseticidas. Estes surgiram com finalidade de substituir os organoclorados, pois ja
haviam espécies resistentes a ele em alguns paises; porém, s6 anos mais tarde, 0 uso deste
inseticida foi abolido no Brasil (CRINNION, 2000).

O uso exclusivo de organofosforados foi feito no Brasil por uma média de 20 anos. Em
1986, o seu uso aumentou significativamente com o aparecimento de novos casos. Junto a este
episddio, foram constatadas populacfes dos mosquitos resistentes a este composto em todo o
pais. O larvicida mais conhecido, deste grupo de compostos, ¢ o Temefés (0,0,0',0'-
tetramethyl O,0’-thiodi-p-phenylene diphosphorothioate), utilizado na agricultura e na saude
pUblica (CHAVASSE; YAP, 1997).

Supervisionado pelo Ministério da Satde (MS), foi desenvolvida uma Rede de
Monitoramento de Resisténcia do Aedes aegypti a inseticidas — (Rede MoReNAa) —, tendo por
finalidade a averiguagdo e monitoramento da resisténcia da populagdo de Aedes aegypti as
medidas para controle utilizadas. Com isso foi possivel constatar que havia uma grande
resisténcia da populacdo de mosquitos aos produtos utilizados para seu controle (DAVIDSON;
ZAHAR, 1973; BRAGA; VALLE, 2007).

A medida adotada para contencdo do vetor foi a substitui¢do do larvicida Temefos por
Bacillus thuringiensis israelensis (Bti); no entanto, essa alteracdo nao atingiu todos os paises, €
teve enfoque onde foram constatadas as maiores resisténcias. Os adulticidas também foram

substituidos por piretrdides (LOKE et. a/, 2010).

5.3 Os inseticidas e 0 combate ao Aedes aegypti

Diversos sdo os inseticidas quimicos ja utilizados na tentativa de controle e/ou
erradicacdo do Aedes aegypti, dentre eles: organoclorados (OC), organofosforados (OF) e
carbamatos (CB), piretroides (PI) e reguladores do crescimento de insetos (ARAUJO, 2013).

De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (OMS, 2007), os organoclorados
foram os primeiros utilizados em busca do combate a dengue, e apresentam como vantagens: a
permanéncia por um longo periodo no ambiente, devido sua estabilidade quimica e; baixo custo.
Em contrapartida, por permanecer por um longo periodo no ambiente, houve contaminagéo
ambiental, alem de acumular nos tecidos dos organismos que estavam expostos a0 mesmo,
inclusive humanos.

Os organoclorados apresentam em sua estrutura quimica o carbono, cloro e hidrogénio.

O DDT ¢é o mais conhecido neste grupo de inseticidas. Cinco grupos podem ser mencionados
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nesta classificacdo, sendo: o clorado difenil-etano, neste o qual o DDT estd presente;
hexaclorocicloexano; hexaclobenzenos; ciclodienos e; por fim, hidrocarbonetos clorados
(MENONE et al., 2000).

Organofosforados e carbamatos surgiram logo apos os organoclorados. Pertencem a este
grupo de inseticidas todos que, em sua composicao, apresenta fosforo. Diferentemente dos
organoclorados, apresentam baixa fixacao, e isso implica em baixa impregnagdo no ambiente;
entretanto, apresentam uma toxicidade mais elevada em vertebrados quando comparados com
organoclorados. Os inseticidas desta classe tém acdo adulticida e larvicida (BECKER et al.,
2003).

O mecanismo de acdo dos carbamatos é semelhante aos organofosforados, no qual
apresentam atividade toxica ampla, é facilmente degradado o que implica em uma menor
toxicidade aos mamiferos (WARE; WHITACRE, 2004).

Os Piretrdides sdo compostos subdivididos em Piretrdide Tipo | e Piretroide Tipo 11. A
diferenca se da pela sua estrutura quimica, notando a auséncia ou presenca do grupamento alfa-
ciano. O seu mecanismo de ac¢do esta relacionado ao sistema nervoso central, interferindo no
canal de sodio (BECKER et al., 2003).

S&o conhecidas quatro geracdes deste inseticida, sendo que apenas a terceira teve
producdo voltada para efeito inseticida e aplicacdo agricola. A quarta geracdo evidencia 0s
inseticidas mais utilizados deste grupo, apresentando como vantagens: baixo efeito toxico em
mamiferos e; baixo impacto relacionados ao meio ambiente. Este inseticida apresenta acdo com
baixa dosagem e atinge um nimero grande de insetos (WARE, WHITACRE, 2004).

Os Reguladores do Crescimento de Insetos sdo um grupo de inseticidas que agem no
desenvolvimento dos insetos e também em sua metamorfose. Estes inseticidas se caracterizam
por ndo provocar morte imediata no estagio larval, ele tem sua acdo quando em estagio de pupa,
pode implicar em méa formacdo e morte dos mosquitos adultos (GRAF, 1993).

Durante a metamorfose, pelo bloqueio de quitina, os insetos podem ndo suportar sua
musculatura durante a muda. A morte pode ocorrer também por inanicdo quando néo
conseguem eliminar sua exavia. Os insetos atingidos por esses inseticidas podem perder sua

aptidao fisica e reprodutiva, além de apresentarem limitagdes fisiologicas (GRAF, 1993).
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5.4 Oleos essenciais

Desde os primordios, civilizagdes ja utilizaram as plantas em suas culturas, acreditando
em seus efeitos medicinais, culinarios e até mesmo cosmetoldgicos, devido ao seu aroma. Com
0 decorrer dos anos, muitas pesquisas envolvendo plantas foram desenvolvidas para exploragéo
e conhecimento dos seus efeitos. As industrias comecaram a trabalhar para extracdo de
compostos que pudessem ter aplicacbes nas mais diversas areas, como por exemplo,
agrondmica, medicinal e gastronémica (STRINGARO et al., 2018).

Assim, pode-se afirmar que a utilizag&o de recursos naturais na medicina, no controle
de pragas e em mecanismos de defesa procede desde o desenvolvimento das civilizagOes
Oriental e Ocidental, merecendo destaque as culturas Egipcia, Greco-romana e Chinesa
(JUNIOR; BOLZANI, 2006).

Desde entdo, a partir de diversas e exaustivas pesquisas, foi comprovado que as plantas
apresentam duas vias metabolicas. A primeira é essencial a vida dos vegetais e sdo produzidos
em grande quantidade. A partir desta, surge o metabolismo secundario, apresentando maior
complexidade, produzido em pequena escala e de dependéncia com o meio em que estdo
inseridos, variando de acordo com grupo de plantas, espécie, entre outros fatores (WALLACE,
2004; GIVIZIEZ, 2010).

O metabolismo primario dos organismos vegetais envolve grande nimero de processos
bioquimicos, com a finalidade de metabolizar macromoléculas, dentre as quais, podem ser
citados os lipidios, os carboidratos, as proteinas e acidos nucléicos —, sendo degradados ou
transformados através de processos metabolicos auxiliando na nutricdo e manutencédo da vida
dos vegetais (WALLACE, 2004; SIMOES et. al., 2004).

O metabolismo secundério das plantas envolve metabolizacdo, producdo e/ou acimulo
de substancias que ndo estdo essencialmente ligadas a manutencédo da vida dos vegetais, e esta
relacionado a sua interatividade no ambiente e perpetuacdo da espécie, além de estar
relacionado a sua protecdo (ANDRADE, 2013; GIVIZIEZ, 2010).

Entre os metabdlitos secundarios, citam-se: alcaloides, flavonoides, cumarinas, taninos,
guinonas e 6leos essenciais. Esses podem ser divididos em trés grupos: terpenos, compostos
fenolicos e compostos nitrogenados — sendo todos eles originados do metabolismo da glicose,
a partir de dois intermediarios principais: o acido chiquimico ou acetil-coA (ANDRADE, 2013;

BAKKALI et al., 2008), conforme elucidado pela Figura 4, que segue.
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Figura 4 — Rota Biosintética dos metabdlitos secundarios

GLICOSE 2
v" Polissacarideos
v Heterosideos
Acido chiquimico Acetil - CoA
T v . : \ o alic . Via Condensagido
Imiptofano gepilalaninas Acido galico Ciclo do
R P mevalonato
tirosina acido
a2 . Antraquinonas, citrico ,
Alcaloides, Taninos aquInon: p oo Tos
indélicos e . S 2kl flavonoides ¢
: hidrolisaveis ag: raxos e
c taninos DXPS g %
quinolinicos . . AL ittt
condensados ! g
Omitina ¢
‘ . a3 lisina A
Protoalcaloides, Acido cinamico Isoprenoides
alcaloides,
isoquinolinicos Fenil \a Alcaloides, N )
5 enilpropanoides pirrolidinicos, Terpenoides
benzilisoquinolinico tropanicos, ©:.
Lignanas, ligninas pirrolizidinicos, esterois
¢ cumarinas piperidinicos e

quinohizidinicos

Fonte: Simdes et al. (2007)

O é&cido chiquimico é precursor de cumarinas, alcaloides (derivados dos aminoacidos
aromaticos), lignanas, ligninas e fenilpropanoides. E um composto que possui em comum a
presenca de um anel aromatico na sua constituicdo; ao passo que os derivados do acetil-CoA
sdo os aminoacidos alifaticos e os alcaloides derivados desses terpenoides e esteroides (BRAZ-
FILHO, 2010).

Os 06leos essenciais podem ser formados pela via chiquimato ou acetato. Sao misturas
complexas de compostos quimicos de origem vegetal e apresentam como caracteristicas: alta
volatilidade, forte e caracteristico odores. Sdo liquidos, limpidos e raramente apresentam
alguma coloracgdo, sendo frequentemente incolores. Séo, ainda, lipossollveis e sollveis em
solventes organicos, apresentando baixa densidade quando comparada a 4gua (OUSSALAH,
2007; SIMOES et al., 2007; BAKKALI et al., 2008).

Os oleos essenciais podem ser sintetizados em folhas, frutos, caules, raizes, sementes,
flores, botdes florais e cascas. Sdo estocados em células secretoras, cavidades, canais, células
epidérmicas ou tricomas glandulares. Quando presente em varias estruturas de uma mesma
planta, suas propriedades podem se diversificar em uma mesma espécie (GIVIZIEZ, 2010;
SIMOES; SPITZER 2000; ANDRADE, 2013).
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A sintetizagdo do 6leo essencial é dependente de muitos fatores, entre os quais destaca-
se fatores ambientais e fase de desenvolvimento do vegetal. Os componentes presentes nos
oOleos essenciais, bem como seu rendimento, podem sofrer alteracdes em decorréncia: do estagio
de crescimento da planta, dos periodos do dia, da nutricdo da planta, da forma de cultivo, dos
fatores ambientais, da origem botéanica, origem geografica, da época e periodo de colheita, da
forma de secagem (SIMOES; SPITZER 2000; BAKKALI et al., 2008; ANDRADE, 2013).

Possuem propriedades antissépticas, medicinais e aromaticas, e podem ser usados na
conservacao de alimentos e, também, como agentes antimicrobianos, analgésicos, sedativos,
anti-inflamatorios, espasmoliticos e analgésicos locais. Na natureza, os Oleos essenciais
possuem um importante papel no sistema de defesa quimico das plantas, devido as interacoes
com predadores (BAKKALI et al., 2008).

Os bleos essenciais sdo compostos por uma diversificada classe de substancias naturais,
além de contem multiplas moléculas menores, com diferentes funcbes organicas e estes sao
conhecidos como alcodis, aldeidos, cetonas, fendis, ésteres, éteres, 6xidos, perdxidos, furanos,
acidos organicos e, em menor frenquéncia, apresentam associa¢do com enxofre e nitrogénio.
Apesar da complexidade da composicdo, os constituintes dos 6leos essenciais sao formados por
fenilpropanoides e terpenos. Os principais terpenos encontrados nos 6leos essenciais podem ser
divididos em monoterpenos e sesquiterpenos. Os fenilpropanoides sdo encontrados em menor
quantidade e apresentam diferentes propriedades bioldgicas (SIMOES et al., 2007).

Os oleos essenciais podem conter de 20-60 componentes em diferentes concentracfes
entre eles, sendo geralmente caracterizados por dois ou trés principais componentes possuindo
concentracdes bastante elevadas entre 20-70%, comparados aos outros componentes que estdo
presentes em quantidades minimas. Esses compostos em maiores quantidades sdo denominados
de constituintes majoritarios. Na literatura, foram registradas varias pesquisas em que esses
constituintes determinam as propriedades bioldgicas dos 6leos essenciais; mas, também ha
relatos em que a acdo do Oleo essencial pode ser atribuida ao sinergismo dos Vvarios
componentes (SIMOES; SPITZER 2000; BAKKALI et al., 2008).

Os compostos terpénicos ocorrem em uma grande variedade de espécies vegetais e
compreendem uma classe de metabolitos secundarios com uma grande variedade estrutural.
Sdo biossintetizados a partir do isopentenil difosfato (IPP) e seu isémero dimetilalil difosfato
(DMAPP) (SIMOES et al., 2007).

Os terpenos sdo formados a partir de combinacgdes de duas ou mais moléculas de 2-
metil-1,3-butadieno, conhecido como isopreno (unidade de cinco atomos de carbono (C5)) —

como na Figura 5, que segue —, e sdo classificados pelo nimero de unidade isoprénica que
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possuem. Um monoterpeno (C10) é constituido por duas unidades de isopreno; um
sesquiterpeno (C15) é constituido por trés unidades de isopreno; um diterpeno (C20) tem quatro
unidades de isopreno, e assim por diante. As unidades de isopreno podem ser ligadas de forma
aoriginar cadeias lineares ou moléculas ciclicas (SIMOES et al., 2007; BAKKALI et al., 2008).

Figura 5 — Estrutura quimica do isopreno
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Fonte: Simdes et al. (2007)

O IPP, precursor fundamental para a formacéo dos terpenos, é biossintetizado a partir
de duas vias: a via do mevalonato, sendo ativa no citosol e no reticulo endoplasmatico e; a via
DXPS, ocorrendo nos plastidios. A rota do acido mevalbnico envolve a condensacgédo de trés
moléculas de acetil-CoA em dois passos, acetil-CoA catalisada por tiolase e
hidroximetilglutaril-CoA sintase, resultando no 3-hidroxi-3-metilglutaril-CoA (HMG-CoA),
que é subsequentemente reduzido por HMG-CoA redutase em duas reacdes acopladas, obtendo
0 acido mevalénico. Duas fosforilacdes sequenciais do acido mevaldnico dependem de
adenosina trifosfato (ATP) e uma subsequente fosforilagdo/descarboxilacdo seguida por
eliminacgéo, obtém-se entdo o IPP (SIMOES et al., 2007; BUCHANAN et al., 2015).

Na rota biossintética para a formacdo do IPP pela via 1-deoxi-D-xilulose-5-fosfato
(DXPS), o piruvato reage com tiamina pirofosfato (TPP), dando origem a um fragmento de dois
carbonos, hidroxietil-TPP, que se condensa com gliceraldeido 3-fosfato por transferéncias C2
da TPP catalisadapela transcetolase. O TPP € liberado para formar um composto de cinco
atomos de carbono intermediario, 1-deoxi-D-xilulose-5-fosfato, o qual é rearranjado e reduzido
para formar 2-C-metil-D-eritritol-4-fosfato e, subsequentemente, transformado para se obter o
IPP (BAKKALI et al., 2008; BUCHANAN et al., 2015).

As diferentes classes de terpenos sdo formadas por adicdes repetitivas do isopentenil
difosfato. O isopentenil difosfato e seu isomero, 0 DMAPP, s&o as unidades penta carbonadas
ativas na biossintese dos terpenos que se unem para formar moléculas maiores. Primeiro o IPP
e 0 DMAPP reagem para formar o trans-geranildifosfato (GPP), uma molécula que possui 10
carbonos, onde sdo formados os monoterpenos. O GPP pode se ligar a outra molécula de IPP,
formando um composto de 15 carbonos, farnesil difosfato (FPP), precursor da maioria dos

sesquiterpenos. A adicdo de outra molécula de IPP forma o geranil geranil difosfato (GGPP),
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composto que contém 20 carbonos precursores dos diterpenos. Assim, as moléculas de FPP e
GGPP podem dimerizar para formar triterpenos (C30) e tetraterpenos (C40), respectivamente
(BUCHANAN et al., 2015).

Os fenilpropanoides sao substancias naturais amplamente distribuidas nos vegetais e sao
caracterizados estruturalmente por apresentarem um anel benzénico unido a uma cadeia lateral
de trés carbonos, sendo derivados biossinteticamente do é&cido chiquimico (SIMOES et al.,
2007; BAKKALI et al., 2008; BUCHANAN et al., 2015).

O éacido chiquimico é formado pela condensacao aldélica de dois metabdlitos da glicose,
o fosfoenopiruvato e a eritrose-4-fosfato. Por meio da reacdo do acido chiquimico e de uma
molécula de fosfoenolpiruvato, ocorre a formagdo do &cido corismico — que é responsavel por
gerar aminoacidos aromaticos, como a fenilalanina e a tirosina que, por sua vez, com a acdo da
enzima fenilalanina amonialiase (FAL), perde uma molécula de ambénia, resultando na
formacdo dos acidos cindmicos e p-cumarico. Por meio de reducdo enzimatica, os acidos
cindmicos e p-cumarico formam propenilbenzenos e/ou alilbenzenos que, consequentemente,
por meio de reacbes de oxidacdo com degradacdo das cadeias laterais e ciclizacdo geram
diversos compostos presentes nos 6leos essenciais, entre eles os fenilpropanoides (SIMOES et
al., 2007; BAKKALI et al., 2008).

5.5 Hyptis marrubioides

Hyptis é um género de vegetal que apresenta uma diversidade de espécies, variando de
300 a 400. E comumente encontrada no cerrado brasileiro e apresenta um odor caracteristico.
Seus principais efeitos medicinais aplicados sdo: para tratamentos grastrointestinais; para
tratamento de caimbras; para infeccdes da pele e; dores (MACHADO; FERNANDES, 2011;
PEDROSO et al., 2017; ECHEVERRIA, ALBUQUERQUE, 2019).

Diversas espécies tém sido estudadas em busca de novas descobertas que contribuam
para medicina (HARLEY, 1988; MELLO et al., 2014; PEDROSO et al., 2017; ECHEVERRIA,
ALBUQUERQUE, 2019). Dentre as tais diversas espécies de Hyptis, este estudo teve como
enfoque a Hyptis marrubioides, justificando-se na assertiva descrita previamente na literatura
de que este vegetal apresenta efeito inseticida (MELLO et. al., 2014; OLIVEIRA et. al., 2011).

A Hyptis marrubioides é conhecida popularmente como Hortela do Campo, pertencente
afamilia Lamiaceae — ordem Lamiales, que compreende uma média de 200 géneros e € formado
por mais de 3.000 espécies (BOTREL et al., 2010).
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A Hyptis marrubioides é classificada como uma planta aromatica e tem o 6leo essencial
como um produto do seu metabolismo secundario. Sua maior prevaléncia é na regido do cerrado
brasileiro (MELLO et. al., 2014).

Esta espécie vegetal apresenta estatura média, formando ramagens ou pequenos
arbustos, podendo chegar a formar arvores. Apresentam caules quadrangulares, folhas opostas,
contendo glandulas com substancias aromaticas. As suas flores estdo presentes no &pice
(HARLEY, 1988), como demonstrado na Figura 6.

Séo conhecidos duas variedades de Hyptis marrubioides, apresentando dois tipos de
inflorescéncia: uma roxa e o outro branca. A diferenca entre os tipos é descrita na pesquisa
realizada por Botrel et al. (2010). Para o pesquisador, existe diferenca entre a composicao
quimica e teor do dleo essencial destas duas variedades, além de diferenca entre o 6leo das
folhas, flores e caules obtidos da mesma espécie e variedade da planta.

Alguns estudos apontam que o género Hyptis apresenta efeitos terapéuticos, como por
exemplo, em casos de infeccBes bacterianas e flngicas, além de ter conhecida aplicacdo em
tratamentos gastrintestinais, acdo anti-inflamatéria e antiespasmddico. Sdo descritas ainda
ac0es inseticidas como um dos seus efeitos biolégicos (HARLEY, 1988; KUHNT et al., 1995;
BOTREL et al, 2010). Tais carateristicas justificam as especulagdes e em torno da espécie e as
pesquisas encomendadas e realizadas pelas industrias, com vistas a exploracao e transformacéo
de descobertas em produtos lucrativos (PINHEIRO; 2003; MELLO et. al., 2014).
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5.6 Extracéo do 6leo essencial

Os oleos essenciais sao extraidos dos tricomas glandulares de plantas aromaticas a partir
de diversos métodos de extracdo, conforme a necessidade de caracteristicas especificas do
produto final desejado e as particularidades de cada 6leo (SILVEIRA et al., 2012).

Os métodos de extragdo mais utilizados sdo os de: hidrodestilacdo; extracdo por
solventes organicos; destilacdo a vapor; extracao por fluido supercritico; enfloracdo; prensagem
a frio; dentre outros (CASSEL et al., 2009; BIZZO et al., 2009; SILVEIRA et al., 2012).

A hidrodestilacdo consiste no contato do vegetal com a 4gua em ebuli¢cdo, no qual o
vapor abre a paredes celulares onde ficam armazenado o 6leo essencial (OE) e este é arrastado
pelo vapor. Por sua vez, este € composto de dgua e 6leo, 0s quais passam por um condensador,
resfriando. Os componentes da agua e OE ndo se misturam, implicando em uma solugédo
bifasica. O OE é separado e armazenado em frasco vedado e protegido da luz (BIZZO et al.,
2009; SILVEIRA et al., 2012).

A destilacdo por arraste a vapor € utilizada uma caldeira para geracdo do vapor, um
destilador, a matéria prima, o condensador e um frasco coletor. O vapor é percolado através do
leito de sélidos, no interior do vaso extrator, arrastando o 6leo essencial (CASSEL et al., 2009;
SILVEIRA et al., 2012

A extracdo por meio de solvente é realizada com solvente organico em contato com a
matriz vegetal. O processo respeita um tempo determinado para a ocorréncia da transferéncia
dos constituintes solUveis presentes na planta, efetuando-se por meio de separacdo das fases
solida e liquida. Obtém-se, entdo, o 6leo a partir da evaporacao do solvente na fase liquida. Por
meio de tal método, tém-se 6leos essenciais com maior qualidade, o que vai potencializar seu
processo terapéutico, haja vista a capacidade de manutencdo significativa a integridade dos
extratos em termos de compostos ativos (CASSEL et al., 2009; BIZZO et al., 2009).

O método de enfloragdo resume-se numa técnica empregada para flores, cuja
caracteristica principal é o baixo teor de OE. O baixo teor o0 deixa instavel e ndo permite sua
destilacdo por arraste a vapor, haja vista as perdas quase completas de seus compostos
aromaticos. O método se da pela decomposi¢cdo de pétalas sobre uma camada de gordura
durante certo periodo de tempo. Em seguida, estas pétalas esgotadas sao substituidas por novas
até a saturacao total, quando a gordura é tratada com alcool. A obtencdo de 6leos volateis ocorre
a partir de baixas temperaturas, para que possa ter valor comercial. E um processo lento,
complexo e caro (CASSEL et al., 2009; BIZZO et al., 2009; SILVEIRA et al., 2012).
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Por fim, a prensagem a frio resume-se num método para extracdo de 6leos volateis de
frutos citricos. Especificamente, no Brasil, a exportacdo do 6leo da laranja é significativa.
Resume-se na disposicdo de frutos inteiros em uma prensa hidraulica para a coleta do suco e do
oOleo presente na casca. Na sequéncia, o 0leo € separado da emulsdo formada com a agua através
de decantacéo, centrifugagédo ou destilacdo fracionada (CASSEL et al., 2009; BIZZO et al.,
2009.

5.7 O uso de 6leo essencial como inseticida

A utilizacdo dos 6leos essenciais com atividade inseticida tem sido alvo de pesquisas
em busca de substancias naturais que impliguem no controle dos insetos, uma vez que se
tornaram resistentes aos inseticidas sintéticos. Além disso, existe a problematica quanto a
presenca e residuos quimicos no meio ambiente, levando a contaminacdo dos alimentos e a
intoxicagdo de pessoas e animais (ESTRELA et al., 2006).

Diante dos impactos causados pelos inseticidas sintéticos, é apontada a necessidade do
desenvolvimento de inseticidas que controlem o vetor do virus das doencas de grande impacto
aos homens (FEITOSA-ALCANTARA et al., 2017).

Dentro da literatura contemporanea, sdo descritas diversas espécies de plantas que
possuem atividade inseticida, podendo ser preparadas e aplicadas na forma de pd, extratos e
oleos (KIM et al., 2003). Dentre as vantagens, 0 emprego de plantas inseticidas favorece
especialmente o pequeno produtor, pelo menor custo, facilidade de utilizacdo, ndo exigindo
pessoal qualificado e pelo fato de ndo afetar o meio ambiente (MAZZONETTO,;
VENDRAMIM, 2003).

Alguns trabalhos vém testando e discutindo sobre o efeito inseticida das espécies de
Hyptis, como o realizado recentemente por Wangrawa (2018), que testou o efeito de Hyptis
suaveolens, Hyptis spicigera em mosquitos obtidos do campo, concluindo que os Oleos
essenciais destas plantas apresentaram resultados satisfatorios.

Jaya et al. (2012) testaram OE de Hyptis1 suaveolens em Tribolium castaneum Herbst,
0 inseto de grdos de armazenamento, e puderam perceber que uma pequena quantidade de OE
(250ppm) foi suficiente para atingir a mortalidade de 100% da espécie testada.

Varios outros 6leos esséncias apresentam propriedades inseticidas, como descrevem,
ainda, alguns autores. Campos et. al. (2014) avaliaram o efeito inseticida do OE de Baccharis
articulata no caruncho do feijdo, no qual demonstraram nos resultados que a dosagem, o tempo

de exposicdo e a interacdo tiveram efeito significativo na mortalidade dos insetos. Feitosa-
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Alcantara et al. (2017) avaliaram a atividade formicida de Hyptis pectinata, também mostrando
resultados promissores.

Registra-se que buscas acerca da utilizacdo de 6leos essenciais em artropodes foram
realizadas na literatura; entretanto sem resultados exitosos. Ndo foram encontrados trabalhos
com abordagens de a¢do inseticida, de dosagens, de métodos de extracdo, métodos de anélises
e analises das acdes inseticidas especificas em artropodes— estudos necessarios e relacionados

ao tema de estudo dessa dissertacao, para fundamentacéo.
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6 MATERIAIS E METODOS

6.1 Cultivo e obtencdo das amostras vegetais

A regido de cultivo do vegetal Hyptis marrubioides foi a regido sudeste, com latitude de
21° 14" 43" S e longitude de 44° 59' 59" W, tendo 919 metros de altitude, no horto de plantas
medicinais da Universidade Federal de Lavras (UFLA), municipio de Lavras/MG.

Foram feitas mudas da espécie vegetal em estudo — Hyptis marrubiodes — no referido
horto, para obtencdo da quantidade de massa vegetal desejavel para desenvolvimento do
projeto.

Foram selecionadas ramagens do apice dos galhos que estivessem vistosas e bem
nutridas, com bom desenvolvimento de folhagens. As mudas apanhadas foram selecionadas, a
partir do critério de aparéncia de melhor desenvolvimento, com uma média de seis folhas —

conforme caracterizadas pela Figura 7.

Figura 7 — Aspectos das mudas de Hyptis marrubioides

Fonte: Da autora (2019)

As mudas foram acondicionadas em local fresco e arejado, sendo regadas diariamente.
Apos 20 dias, as mudas atingiram o tamanho ideal para plantio, conforme Figura 8. Pedroso et
al. (2017), com base em pesquisas realizadas, afirmaram que apds 20 a 30 dias de plantio, a
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planta ja possui massa suficiente — conforme, o achado na pesquisa proposta por essa

dissertagéo.

Fonte: Da autora (201)

Obtidas as mudas, um canteiro foi preparado somente para este vegetal. A terra para o
plantio estava bem afofada e rica em nutrientes. Foram cavados buracos de aproximadamente
10 cm de profundidade para cultivo das mudas. Foram alocadas uma a uma em suas covas —

conforme a Figura 9. Apds o plantio, eram aguadas diariamente.

Figura 9 — Canteiro
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Fonte: Da autora (2019)
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Aproximadamente, apds 90 dias, o vegetal atingiu o tamanho desejavel — conforme a
Figura 10.

Figura 10 — Hyptis marrubioides em fase de colheita
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Fonte: Da autora (2019)

O vegetal, ja se apresentava adulto, entdo pronto para colheita das folhagens e extragdo

do 6leo essencial.
6.2 Identificacdo da espécie vegetal

Visto que foram feitas mudas e também plantio da espécie vegetal, considerou-se
necessaria a identificacdo, bem como o registro junto ao herbario da UFLA, com vistas a
certificacdo de manutencdo e reproducdo da mesma espécie.

Para o processo de identificacdo, é necessario deixar o vegetal passar por todas as fases
de diferenciacéo celular, sendo elas: crescimento, maturacdo e desenvolvimento do corpo para
atingir a fase adulta. Apds esse estagio, deve-se coletar uma amostragem que seja representativa
da espécie vegetal.

Coletou-se uma ramagem representativa da espécie cultivada, contendo: caule, folhas
e flores — como elucidado pela Figura 11, que segue.
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Figura 11 — Amostram de Hyptis marruboides para identificagdo vegetal

Fonte: Da autora (2019)

A amostra foi envolta por jornais, deixando-a secar — conforme a Figura 12 — e,
posteriormente, encaminhada ao herbario da UFLA.

Figura 12 — Amostra seca de Hyptis marrubioides para identificacdo vegetal

Fonte: Da autora (2019)
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Utilizando a chave taxonémica, especialistas da area identificou a planta em estudo
como Hyptis marrubioides.

6.3 Extracéo do Oleo essencial

No processo de extracdo, as folhas foram coletadas as 6:30 da manhd, do dia 20 de
marc¢o de 2019, préximo ao nascer do sol. No momento da coleta, estava um pouco nublado e
a temperatura ambiente era de 23°C. A umidade do ar era de 81%. Adotou-se tal critério para
prevencéo de interferéncia nos resultados da extracdo, haja vista que a umidade da natureza e
fortes temperaturas implicam diretamente nos resultados de extragcdo do 6leo essencial.

Apbs a coleta, as folhas foram levadas, de imediato, para o processo de extracdo no
Laboratorio de Quimica Organica da UFLA. A metodologia utilizada para extracdo do éleo
essencial foi de hidrodestilag&o, em aparelho Clavanger. Entretanto, realizou-se antes o preparo
do vegetal para o processo.

O preparo do vegetal para extracdo consistiu em, inicialmente, separar as folhas do
caule. O caule é descartado e as folhas sdo cortadas com auxilio de uma tesoura, em pequenos
pedacos. Em seguida, as amostras foram fracionadas e pesadas em balanca de preciséo digital.
Apurou-se, aproximadamente, 300 gramas de massa de planta — volume este suficiente para
completar o baldo volumétrico do destilador.

Foi introduzida a massa foliar pesada no baldo volumétrico, que era de 5 litros e
completado com &gua de torneira até a metade do baldo — conforme recomendacdes da
Farmacopeia Brasileira, da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA, 2010).

O balédo foi acoplado ao aparelho destilador, na manta aquecedora, e foi mantido por
duas horas em ebulicdo — 0 tempo é cronometrado a partir do momento de inicia a ebuligéo,
também, como recomendado pela ANVISA (2010).

O processo de ebulicdo consiste na separacdo da porgao organica e aquosa — conforme
mostra a Figura 13, que segue. O processo consiste em hidrodestilacdo, no qual, apds a fervura
do vegetal imerso na agua, 0os componentes volateis sdo arrastados por vapores, que
posteriormente, com o resfriamento no equipamento Clavenger, sofrem condensacdo e se

separam da parte aquosa por decantacao.
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Figura 13 — Hldrodestlla do do dleo essencial de Hyptis marrubioides

) «‘ LT | 11

Fonte: Da autora (2019)

Ap0s esse processo, todo o volume condensado e decantado foi recolhido em um tubo
de ensaio e submetido a centrifugacédo a 3.000 rotagdes por minuto (RPM), por 15 minutos para
separar a por¢cdo aquosa da porcdo do Gleo, obtendo apenas Oleo essencial de interesse —

conforme Figura 14.

Figura 14 — Separacdo do 6leo essencial de Hyptis marrubioides

= 4 \
Fonte: Da autora (2019)
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A literatura recomenda que para 0 processe, recorra-se ao auxilio de uma micropipeta,
para que o 6leo seja retirado do tubo de ensaio e armazenado em um fraco de vidro estéril e,
ainda, seja envolto com papel aluminio (LIMA et. al., 2009). Obtido o 6leo essencial, ele foi
devidamente identificado e armazenado em geladeira, na temperatura de 2° a 8°C. Este processo
foi repetido em triplicata no mesmo dia, mantendo as mesmas condi¢fes para obtengdo do

rendimento do 6leo essencial.

6.4 Determinacéo do teor de umidade

A determinacéo do teor de umidade foi realizada concomitante ao processo de extracao
do bleo essencial, no qual foram pesados 5g de planta picada e, em seguida, submergida em 80
ml de ciclohexano em baldo volumétrico. O bal&o foi acoplado ao condensador de Dean Stark
aquecido, por meio de uma manta aquecedora, por um periodo de duas horas.

O volume de &gua presente na amostra foi quantificado com auxilio de tubo de ensaio

volumetricamente graduado, como mostra a Figura 15.

Figura 15 — Aspecto geral do processo para determinacdo de umidade com o aparelho Dean
Stark em Hyptis marrubioides

Fonte: Da autora (2019)

A determinagdo da umidade foi realizada em triplicata, seguindo a metodologia descrita

por Pimentel et al. (2006). O rendimento da extracdo do 0Oleo essencial de cada planta foi



41

determinado em porcentagem de peso/peso (%p/p) em Base Livre de Umidade (BLU),
utilizando-se a Equagao (1):

massa de planta seca
teor de umidade .massa de planta fresca

100

= massa e planta fresca — (

O rendimento do 0leo essencial foi calculado e expresso em peso de 6leo por peso de
material livre de umidade. Este procedimento € essencial para calcular o rendimento de dleo do
vegetal coletado e, assim, comparar com as referéncias literérias, analisando se o resultado é

equivalente.

6.5 Caracterizacdo quimica do 6leo essencial

A caracterizacdo quimica do 6leo essencial de Hyptis marrubioides foi realizada,
qualitativamente e quantitativamente, na Central de Analises e Prospeccdo Quimica (CAPQ)
do Departamento de Quimica (DQI) da UFLA.

Para determinagdo dos compostos foi utilizada a técnica de Cromatografia Gasosa
Acoplada a Espectrometria de Massa (CG-EM), com a utilizacdo do equipamento modelo ‘QP
2010 Plus’ (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japdo), e sob as seguintes condi¢cdes experimentais:
coluna capilar de silica fundida (30 m x 0,25 mm, 0,25 um) com fase ligada composta por filme
de DB5 (5% fenil, 95% dimetilpolisiloxano); fase mdvel He 5.0 (White Martins, Rio de Janeiro,
Brasil) como gés de arraste; fluxo de 1,0 mL min; temperatura do injetor: 220 °C; temperatura
do detector: 240 °C; volume de injecdo da amostra de 0,5 pL, diluido em hexano (1%) (Sigma-
Aldrich®, St. Louis, MO, EUA); taxa de particdo do volume injetado (split) de 1:100; rampa
de temperatura iniciada a 60°C, com um aumento para 240°C a uma taxa de 3°C min "1, seguida
de aumento a 10°C min™! até atingir 300°C, sendo a temperatura final mantida por 7 min.

A pressdo na coluna foi em torno de 71,0 kPa. Os pardmetros operacionais do
espectrOmetro de massas foram os seguintes: potencial de ionizacao de 70 eV; temperatura de
fonte de ions de 200°C.

A anélise de massas foi realizada em modo de varredura total, variando de 45 a 500 Da,

com velocidade de varredura de 1000 Da seg™ e intervalo de varredura de 0,5 fragmentos s;
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0os dados foram processados e obtidos utilizando-se o software ‘LabSolutions LC/GC
Workstation 2.72°.
O indice de retencao dos compostos foi calculado em relagdo a uma série homdloga de

n-alcanos (nCq-nC1s), empregando-se a Equacéo (2):

100tR (i) — tr(n) (2)

IR = 100n +
n tr(n+1) — tg(n)

Em que:

tr € 0 tempo de retencdo do composto avaliado;

i representa 0 composto avaliado;

n é nimero de atomos de carbonos do alcano padrédo antecessor ao composto avaliado;

n + 1 € numero de 4&tomos de carbonos do alcano padrdo sucessor ao composto avaliado.

Os constituintes foram identificados com base na comparacgéo dos indices de retencédo
da literatura (ADAMS, 2007).

Na avaliagdo quantitativa, que foi realizada por meio de normalizacdo de areas (%),
utilizou-se um cromatégrafo gasoso (CG) ‘Shimadzu GC-2010’, equipado com detector por
ionizacdo de chamas (DIC) e as condi¢des experimentais foram as mesmas empregadas na

identificacdo dos constituintes dos 6leos, realizada por CG-EM.

6.6 Cultivo de larvas de Aedes aegypti

As larvas de Aedes aegypti foram obtidas a partir da coldnia pura da linhagem
Rockefeller, fornecida pelo Laboratério de Entomologia da Universidade Federal de Minas
Gerais (UFMG). A estimulacdo a eclosdo larval ocorreu em recipientes plasticos de 5
litros, no qual foram preenchidos com média de 1 litro de &gua mineral. Os ovos foram
adicionados na &gua e acrescentado racdo de peixe macerada — como mostra a Figura 16, que
segue —, para que, apés eclosao, as larvas (L1) ja tenham acesso ao alimento auxiliando em seu
desenvolvimento. Observado o primeiro estagio larval, foram transferidas uma média de
300 larvas para outro recipiente plastico de mesmo porte, contendo um litro de 4gua e ragéo de

peixe. Esse processo foi realizado para cada estagio larval.
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Figura 16 — Estimulacéo a ecloséo de ovos e Aedes aegypti

A é&gua foi trocada diariamente. Os ensaios foram realizados em estufas incubadoras
BODY?, para que as larvas fossem mantidas em condigdes ambientais favoraveis a sua evolugéo,
sendo uma temperatura média de 26°C, apresentando variacdo de mais ou menos 1°C e
fotoperiodo de 12hs. Foram mantidas sobre estas condic¢Ges até atingirem o 3° instar. Apds este

estagio, elas foram submetidas a diferentes concentracdes de 6leo essencial.

6.7 Bioensaios

Inicialmente, testou-se a solubilidade do dleo essencial em um solvente, visto que o
mesmo ndo é soluvel em &gua, selecionando o dimetilsulfoxido (DMSO), o qual solubilizou
todo o 6leo essencial. Posteriormente, foi testado se o solvente ndo afetaria o desenvolvimento
larval. Para isso, foram submetidas, em triplicata, 10 larvas em uma concentracdo de 0.5% de
DMSO e, ap0s 24 horas, foi observado que todas as larvas permaneceram vivas.

Partindo do ponto que o solvente ndo interferiu no desenvolvimento larval, foi iniciado
os testes para verificacdo do efeito do 6leo essencial sobre as larvas. Foram testadas nove
diferentes concentragdes de 6leo essencial (0.5, 0.25, 0.125, 0.0625, 0.0312, 0.0156, 0.0078,
0.0039 e 0.0095 pL/mL).

! Incubadora ou Estufa Incubadora Biochemical Oxygen Demand (BOD) — Demanda Biogquimica de Oxigénio
(DBO)
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Os testes foram realizados em tubo conico devidamente identificado com suas
respectivas concentra¢fes a serem testadas. Foram adicionados 5 pL de 6leo essencial, 50 pL
de DMSO e completado para 10 mL com &gua mineral. A partir desta primeira dilui¢do, foram
realizadas diluicGes seriadas para demais concentragdes.

Juntamente com as concentragGes testadas, foi realizado o teste controle da &gua e da
dgua com DMSO, com vistas a constatar que estes ndo estariam interferindo no
desenvolvimento larval.

Com auxilio de uma pipeta de Pasteur, foram captadas as larvas e colocadas no tubo
conico, adicionando-se ragdo. Foram adicionadas 10 larvas por concentragdo testada.
Preparados os testes — conforme a Figura 17 —, estes foram alocados em um estande e colocados
na estufa de BOD, mantendo assim as condi¢6es de desenvolvimento. Depois de 24 horas, foi

observado o nimero de larvas vivas e nimero de larvas mortas.

Figura 17 — Ensaios do efeito inseticida de Hyptis marrubioides em larvas de Aedes aegypti

As condicBes submetidas as coldnias de Aedes aegypti foram as mesmas para todos o0s
ensaios, os quais foram realizados em triplicata, em dias diferentes, para eliminar quaisquer

erros analiticos e contatar a reprodutibilidade dos ensaios.
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7 RESULTADOS E DISCUSSAO
7.1 Cultivo e identificacdo da espécie vegetal

A identificacdo vegetal foi realizada para fidedignidade da espécie em estudo e a
exsicata estd deposita no herbario da UFLA, sobre registro 31865, confirmando a espécie
vegetal ser Hyptis marrubioides — conforme comprovacao da Figura 18.

Figura 18 — Registro de identificacdo da espécie de Hyptis marrubioides

> ESAL - Universidade Federal de Lavras
TSAL 31865

Fonte: Da autora (2019)

E descrito por Botrel et al. (2010), que a regido de maior prevaléncia da espécie é o
cerrado; contudo, o cultivo de Hyptis marrubioides néo foi prejudicado, visto que o vegetal teve
um bom desenvolvimento quando comparamos o seu cultivo com outras pesquisas. Ou mesmos
autores relatam que entre o periodo de transplantagem das mudas até sua florescéncia, leva
certa de 110 dias, o que valida a boa evolugéo do plantio da pesquisa em questao, sendo de uma
média de 100 dias.
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7.2 Rendimento do 6leo essencial

Realizado o processo de hidrodestilacdo, foram realizados os célculos para obter o
rendimento do Oleo essencial. Para chegar ao rendimento do Oleo essencial, deve obter
primeiramente o teor medio de umidade da planta.

Realizada a extragdo em triplicata, o rendimento médio de dleo essencial apresentado

foi de 0,4603% com desvio de 0.01 para mais ou para menos — conforme descrito na Tabela 1.

Tabela 1 — Extracdo em triplicata e o rendimento médio de 6leo essencial

1% Extracao massa de planta seca = 303,05 — (—?4’BU'EDH’DE) = 76,37
76,37 - 100%
0,3457 (massa de 6leo essencial) - X
X =0,4527

2% Extragao massa de planta seca = 303,31 — (w) = 76,43
(YT p— 100%
0,3366 ------------- X
X =0,4402

3% Extracao massa deplanta seca = 320,38 — (w) = 80,73
80,73 ------- 100%
0,3939 -------- X
X =0,4879

Média X =0,4603

Fonte: Da autora (2019)

Obtido a teor da umidade, o qual foi de 74.80%, segue com o calculo do rendimento,

sendo calculado pela Equagéo (3):

massa de planta seca
teor de umidade .massa de planta fresca) (3)

= massa e planta fresca — ( 100
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Realizada a extracdo em triplicata, foram feitas as médias da massa de cada extracao,

conforme mostra a Tabela 2.

Tabela 2 — Médias da massa das extracdes de 6leo Hyptis marrubioides

Extracio Massa de Massa Volume de Massa de 6leo
planta fresca utilizada na H20 medido
(9) umidade (g)
12 303,05 5,05 3,8 0,3457
22 303,31 5,03 3,8 0,3366
32 320,38 5,05 3,7 0,3939

Fonte: Da autora (2019)

Comparando a pesquisa realizada por Botrel et al. (2010), o presente trabalho obteve
maior rendimento de 6leo essencial. Os autores demonstraram um rendimento de OE obtido
das folhagens do género Hyptis marrubioides roxa, de apenas 0,0668 gramas.

Esta diferenca, entre o resultado deste estudo e o resultado do estudo dos autores, pode
ser oriunda da forma de cultivo, pois, enquanto o cultivo dos pesquisadores citados foi
desenvolvido in vitro, na presente pesquisa foi realizado in vivo.

E sabido que as condi¢des de cultivo implicam diretamente no metabolismo dos vegetais
e consequentemente nos produtos oriundos deste metabolismo (BOTREL, 2010).

Independente da metodologia adotada para extracdo do OE, a quantidade de 6leo obtida
para qualquer espécie de planta € relativamente baixa, sendo geralmente, inferior a 1%. Raras
sdo as espécies que apresenta grande producdo de OE. Como exemplo de espécie produtoras de
grande quantidade de OE, pode-se mencionar botdes florais de cravo — podendo este render até
15% (SERAFINI et al., 2002).

O rendimento do OE tem interferéncia direta da fase de crescimento em que estava o
vegetal no momento da colheita, periodos do dia em que foi obtido, nutri¢cdo da planta, forma
de cultivo, fatores ambientais, origem geogréafica, além de época de colheita, entre outros
fatores (SIMOES; SPITZER 2000BAKKALI et al., 2008; ANDRADE, 2013).

Essa inconsisténcia de resultados pode presumir que, quanto mais natural estes vegetais
forem cultivados e com maior riqueza em nutrientes, maior serd sua producéo de 6leo essencial.

Branquinho (2015) estudou sobre a influéncia de diferentes temperaturas e velocidades
do ar de secagem, que pudessem promover varia¢des no teor e composicao dos 0leos essenciais
de Hyptis marrubioides Epling, Hyptis suaveolens (Linnaeus) Poiteau e Hyptis pectinata

(Linnaeus) Poiteau. Foi possivel verificar que Cis- e trans-tujona foram 0s compostos
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majoritarios da espécie Hyptis marrubioides. Para a espécie Hyptis suaveolens, o éxido de
cariofileno teve maior concentracdo e, por fim, para Hyptis pectinata, as analises quimicas
também apontaram o composto 6xido de cariofileno como majoritario em todas as condicdes
de secagem, ndo sofrendo interferéncia em suas composicdes frente as diferentes temperaturas.

Zouari-Bouassida et al. (2018), investigaram a interferéncia sazonal para o rendimento
de OE de Mentha longifolia — tendo, também, os monoterpenos como componentes
majoritarios. Os autores concluiram que ha diferenca de rendimento entre as estacoes,

apontando a primavera como melhor periodo para rendimento do OE.

7.3 Identificacao dos constituintes do dleo essencial

Os resultados obtidos para a caracterizacdo quimica do OE de Hyptis marrubioides estdo

apresentados na Tabela 3. Foram identificados 8 constituintes no OE da espécie cultivada.

Tabela 3 — Caracterizacdo quimica por CG-EM do OE de Hyptis marrubioides

Composto % Area IRT IRC

a —tujona 30,78 1112 1118

B —tujona 28,23 1101 1107

y — cadineno 9,63 1484 1481

p — cariofileno 7,38 1417 1419

Copaene 6,81 1374 1376

Cis -pinocanfona 4,19 1172 1176

Sabinene 2,22 969 974

o — cadineno 0,42 1522 1518

% de constituintes 89,66%

identificados

Legenda: TR — tempo de retencao; IRIit — indice de retencao da literatura; IRcal — indice de retencdo calculado;
N. Area — Normalizagdo da area

Fonte: Da autora (2019)

Pelos dados apresentados na Tabela 3, observa-se que o constituinte majoritario a-
tujona, uma cetona monoterpénica, representando 30,78%.
O estudo realizado por Botrel et al. (2010), aponta 0 mesmo constituinte de maior

porcentagem em sua pesquisa, evidenciado em 25.1%.
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O segundo constituinte de maior percentualidade foi a S-tujona, também classificado
como cetona monoterpénica, com 28,23%, seguidos de outros constituintes de menor
porcentagem, os quais sao y — cadineno (9,63%), S — cariofileno (7,38%), Copaene (6,81%),
que sdo hidrocarbonetos; Cis -pinocanfona (4,19%), classificado como cetona; Sabinene
(2,22%), monoterpeno e por fim ¢ — cadineno, um hidrocarboneto com 0,42%.

Tais dados corroboram com o que descrevem Botrel et al. (2010), no qual identificaram-
se, de maneira semelhante, 0s mesmos compostos de maior predominancia na caracterizacdo
do oleo.

Botrel et al. (2010) descreveram que a espécie de H. marrubioides, no serrado brasileiro,
apresenta a cariofila-4(14),8(15)-dien5 £ -ol, eudesma-4(15),7-dien-1 g -ol, Oxido de
cariofileno e (f)-cariofileno como os principais constituintes.

A partir de tais dados, pode-se inferir que a diferenca na identificacdo dos compostos
majoritarios pode ser justificada pela regido de cultivo e tipo de solo, mudando o perfil dos
compostos da planta em estudo, visto que estes fatores implicam na producéo e composicao do
oleo essencial.

Outras espécies de Hyptis, como H. suaveolens e H. spicigera, apresentaram como
componentes majoritarios os monoterpenos e hidrocarbonetos (WANGRAWA, 2018).

A composicdo quimica dos 6leos essenciais pode ser determinada por fatores genéticos.
Mas, outros fatores podem causar alteracdes significativas na composicdo dos metabdlitos
secundarios. Dentre eles, citam-se: as estacGes do ano, a idade e o estadio de desenvolvimento
da planta, o horério de coleta, o fator hidrico, a temperatura, a nutricdo do solo, os processos de
colheita e a pds-colheita (GOBBO-NETO; LOPES, 2007).

7.4 Efeito inseticida de Hyptis marrubioides em larvas de Aedes aegypti

Foi avaliada para o 6leo essencial de Hyptis marrubioides, a menor concentracdo que
apresentou um efeito inseticida sobre larvas de Aedes aegypti; ou seja, a concentracao letal (CL)
minima. Essa concentragdo é aquela necessaria para causar 100% de morte das larvas. Os

valores referentes as concentragdes testadas estdo representadas na Tabela 4.
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Tabela 4 — Efeito inseticida do 6leo essencial de Hyptis marrubioides em larvas de Aedes

Concentracéo de 6leo Total dea:?:gf; vivas Total de larvas mortas

0,50 pl/ml 00 30

0,25 pl/ml 00 30

0,125 pl/ml 01 29
0,0625 pl/ml 08 22
0,0312 pl/ml 11 19
0,0156 pl/ml 16 14
0,0078 pl/ml 21 09
0,0039 pl/ml 26 04
0,00195 pi/ml 30 00

Fonte: Da autora (2019)

Os dados obtidos estdo representados na Figura 19, mostrando que o efeito inseticida é
dose dependente, ou seja, quanto maior a concentracdo de 6leo essencial utilizado, maior a

letalidade dos individuos.

Figura 19 — Efeito inseticida do 6leo essencial de Hyptis marrubioides em larvas de Aedes

aegypti
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Testadas as amostras controles apenas com agua e com diluente, certificou-se que 0s
resultados obtidos ddo somente ao efeito do 6leo essencial.

Utilizou-se o programa Probit para analise de dados. Este modelo é utilizado,
especificamente, para averiguar a dose resposta de uma dada substancia em um determinado
individuo ou em grupos de individuos. Ele permite identificar com grande eficiéncia a CL50, e
para determinacdo das demais doses que se deseja obter, como CL95 e CL99.

Apdls computados os dados obtidos, foi encontrada a CLso, que corresponde a 0.026
pl/ml, a DLgo, que é 0.083 ul/ml e a CLgg, 0.218 pl/ml.

Massoud (2000) observou em sua pesquisa com OE de Commiphora molmol, o efeito
inseticida sobre larvas de mosquitos, apresentando atividade letal mediana contra larvas de
segundo, terceiro e quarto instar de Culex pipiens a 0,016 x 10 (2), 0,17 x 10 (2) e 1,6 x 10 (2)
g/ 1, respectivamente. Enquanto a CL50 contra larvas de Aedes caspius de terceiro instar foi de
0,2x 10 (2) g/ 1., pode-se observar uma baixa concentragdo de OE para obtencédo do resultado
esperado, como foi 0 apresentado nesta presente pesquisa.

Foi possivel constatar, com base nos dados neste estudo constatados, que o 6leo
essencial de Hyptis marrubioides apresentou ativo efeito inseticida sobre as larvas de Aedes
aegypti. Com base em dados numéricos, evidenciou-se a necessidade de uma pequena
concentracédo para que obtivesse as doses letais, tendo isso como grande vantagem.

Na literatura existem poucas descri¢des sobre o efeito inseticida e composi¢do quimica
de Hyptis marrubioides. Entretanto, Mello et al. (2014), descreveram em pesquisa, um efeito
inseticida semelhante quando testou o efeito do OE de Hyptis marrubioides em Zabrotes
subfasciatus (gorgulho do feijdo mexicano) e obtiveram grande éxito, observando sua
mortalidade, utilizando pequena concentracdo de 6leo e obtendo o efeito em curto espaco de
tempo.

Foi desenvolvida uma revisao bibliografica por Luna (2019), no qual foi pesquisado,
dentre a diversidade de 6leos esséncias, os que apresentam melhor efeito inseticida. Concluiu-
se que das classes de OE, os monoterpenos sdo os que atuam melhor com efeito inseticida em
Aedes aegypti. Tal pesquisa corrobora com os resultados obtidos no presente trabalho, visto que
Hyptis marrubioides apresenta os hidrocarbonetos monoterpenos como compostos majoritarios
e com efeito inseticida para Aedes aegypti.

Hari e Mathew (2018) testaram o0 0leo essencial de Hyptis suaveolens, a qual tem
caracteristicas semelhantes, e observou que com 55,41mg/L foi possivel atingir a CL50.

Quando comparado aos inseticidas atuais utilizados para controle do Aedes aegypti,

pode-se apontar como vantagem, o uso do OE, por ser um produto natural, que causa menor
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dano a fauna e a flora, e que é necessaria uma pequena concentracdo para que atinja 0s
resultados esperados.

Importante abordar sobre a biodisponibilidade dos 6leos essenciais, uma vez que Sao
foto sensiveis. Foi constatado o efeito do Oleo essencial; todavia, € essencial realizar mais
pesquisas para estudo da sua forma de utilizacdo, para que néo perca seu efeito quando exposto
a luz. Todos estes testes foram realizados com fotoperiodo, sendo 12 horas de exposicéo e 12
horas sem a presenca de luz.

Hari e Mathew (2018) desenvolveram um estudo comparativo por meio da
disponibilidade do OE por nanoencapsulacdo e sem encapsular. Foi possivel observar que,
embora o OE nanoemcapsulado tenha apresentado menor atividade inseticida, ele oferece uma
vantagem maior sobre o OE livre, devido a protecdo conferida pelo polimero contra a
fotodegradacéo.

Silva et al. (2018), testaram o efeito inseticida de Hyptis fruticosa (Lamiaceae) e Hyptis
pectinata (Lamiaceae) em larvas de Aedes aegypti nas mesmas condi¢Oes do presente trabalho
—no qual 30 larvas foram submetidas a diferentes concentracdes de OE e, apds 24 horas, foram
avaliadas os efeitos. Constataram-se que Hyptis fruticosa apresenta menor efeito inseticida que
Hyptis pectinata, uma vez que apresentam diferentes compostos organicos.

Aradjo (2013), testou a atividade inseticida de Hyptis martiusii em larvas de Aedes
aegypti. Foi observado em seu experimento que esta espécie apresenta 100% de mortalidade
apos 1 dia de exposicdo na concentracdo de 250mg/l. Salienta-se que, devido a grande
variabilidade genética e evolucdo das espécies, sempre vai existir um individuo que conseguira
sobreviver as condi¢fes submetidas, buscando com a pesquisa um controle mais eficaz deste
grupo de individuos.

Com base em algumas pesquisas ja realizadas com Hyptis, é possivel presumir que esta
espécie € uma promissora inseticida e que poderd auxiliar no combate a disseminacédo de

doengas virais de importancia epidemioldgica.
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8 CONCLUSAO

Por meio da pesquisa desenvolvida, cumpriu-se o objetivo de avaliar a atividade
inseticida Oleo essencial de Hyptis marrubioides nas concentracdes sobre larvas de Aedes
aegypti. Para tanto, inicialmente foram extraidos e caracterizados os constituintes do 6leo
essencial de Hyptis marrubioides; na sequéncia, determinou-se o rendimento da extracédo de
Oleo essencial de Hyptis marrubioides; posteriormente, identificaram-se 0s compostos
presentes no Oleo essencial de Hyptis marrubioides e; por fim, avaliou-se a susceptibilidade de
larvas de Aedes aegypti, provenientes de coldnias puras, em Oleo essencial de Hyptis
marrubioides, determinando a concentracao letal 50, 95 e 99%.

Neste percurso, constatou-se pelo processo de extracdo do 6leo essencial de Hyptis
marrubioides, que 0s componentes majoritarios deste vegetal sdo 0s monoterpenoides
o—tujona e B —tujona. Também, que esta espécie apresenta um bom rendimento de 6leo
essencial quando cultivada adequadamente. E, ainda, que o dleo essencial estudado apresentou
efeito inseticida sobre as larvas de Aedes aegypti, sendo necessario baixas concentracdes para
atingir a dose letal 50, 95 e 99%.

Desta feita, confirmou-se a hipotese de pesquisa, sendo possivel concluir que o 6leo
essencial de Hyptis marrubioides tem agéo inseticida sobre larvas de Aedes aegypti.

Dentre as limitacOes de pesquisa, considera-se que a escassez de estudos e pesquisas
acerca da investigativa do efeito inseticida sobre larvas de Aedes aegypti (ou artropodes
diversos), a partir de 6leos essenciais (inclusive, Hyptis marrubioide), impediram uma
discussdo mais direta com os resultados e achados da pesquisa proposta por esta dissertacéo.

Contudo, acredita-se que tal limitagdo tenha-se transformado em contribui¢des para a
comunidade académico-cientifica, haja a vista da edificacdo de um estudo impar, reunindo
informac@es importantes para as Ciéncias da Saude e Medicina, bem como para programas de
Epidemiologia de doencas infecciosas e parasitarias.

Assim, este trabalho pode servir de base para mais estudos voltados ao desenvolvimento
de um inseticida a base do 6leo essencial de Hyptis marrubioides, que contribuira para controle
e combate ao mosquito, disseminador do virus de varias doengas de grande impacto a satde do

homem.
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