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Este estudo teve por objetivo avaliar o perfil quimico e a atividade larvicida do 6leo essencial

(OE) extraido das folhas de Pimenta dioica L. frente as larvas do mosquito Aedes aegypti. O

OE foi extraido por hidrodestilacdo, com caracterizacdo quimica através de Cromatografia

Gasosa acoplada e espectrometria de massas (CG-EM). Os parametros fisico-quimicos foram

determinados de acordo com os métodos descritos na Farmacopeia Brasileira. O ensaio de

toxicidade avaliou a letalidade do OE frente ao Aedes aegypti. Calculou-se a CLso para acdo do

OE frente as larvas Aedes aegypti a partir do método de Probit. A atividade larvicida do OE

apresentou mortalidade em concentragdes de 10 a 100 mg L™ e a CLsp de 26,91 mg L. Os
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resultados indicam que o OE avaliado é composto por substancias que possuem um bom efeito
larvicida frente ao Aedes aegypti, demonstrando sua eficiéncia no combate e controle do
mosquito Aedes aegypti.

Palavras-chave: Pimenta; Aedes; Toxicidade.

Abstract

This study aimed to evaluate the chemical profile and larvicidal activity of essential oil (EO)
extracted from the leaves of Pimenta dioica L. in front of the larvae of the Aedes aegypti
mosquito. The EO was extracted by hydrodistillation, with chemical characterization through
coupled Gas Chromatography and mass spectrometry (GC-MS). The physicochemical
parameters were determined according to the methods described in the Brazilian
Pharmacopoeia. The toxicity assay evaluated the lethality of EO against Aedes
aegypti. CLso was calculated for EO action against Aedes aegypti larvae using the Probit
method. The larvicidal activity of OE presented mortality at concentrations of 10 to 100 mg L~
Land LCso of 26,91 mg L%, The results indicate that the evaluated EO is composed of substances
that have a good larvicidal effect against Aedes aegypti,demonstrating its efficiency in
combating and controlling the Aedes aegypti mosquito.

Keywords: Pimenta; Aedes; Toxicity.

Resumen

Este estudio tuvo como objetivo evaluar el perfil quimico y la actividad larvicida del aceite
esencial (AE) extraido de las hojas de Pimenta dioica L. delante de las larvas
del mosquito Aedes aegypti. La AE fue extraida por hidrodestestacion, con caracterizacion
guimica a través de cromatografia de gases acoplada y espectrometria de masas (GC-MS). Los
parametros fisicoguimicos se determinaron de acuerdo con los métodos descritos en la
Farmacopea Brasilefia. El ensayo de toxicidad evalud la letalidad de la AE contra Aedes
aegypti. CLso se calculé para la accién OE contra las larvas Aedes aegypti utilizando el método
Probit. La actividad larvicida de AE presentd mortalidad a concentraciones de 10 a 100 mg de
Ly LCso de 26,91 mg L. Los resultados indican que la AE evaluada estd compuesta de
sustancias que tienen un buen efecto larvicida contra Aedes aegypti,demostrando su eficacia en
la lucha y control del mosquito Aedes aegypti.

Palabras clave: Pimenta; Aedes; Toxicidad.
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1. Introducéo

O crescente interesse em produtos de origem natural por consumidores nas industrias
de alimentos, bebidas e farmacos, os 6leos essenciais (OE’s) vém ganhando grande espaco por
apresentar diversas aplicagdes, como no uso contra agentes patoldgicos, além de ser uma opcao
com menor toxicidade em comparacgao a outros produtos de natureza sintética, (Miranda et al.,
2016), incluindo o controle de vetores como o Aedes aegypti (Machado, 2016; Silva et
al.,2017).

Nas ultimas décadas, a utilizacdo de OE's extraidos de diversas plantas mostrara elevado
potencial larvicida e inseticida para a finalidade de controle do Aedes aegypti (Rosa et al., 2016;
Santos et al., 2020), sendo preferencialmente utilizadas por possuirem substancias quimicas
toxicas para os insetos em todas as suas fases e terem outras propriedades associadas a esta
atividade como: eficdcia em pequenas concentra¢fes, biodegradabilidade, auséncia de
fitotoxicidade e baixa toxidade para animais superiores (Voris et al., 2017).

O Aedes aegypti trata-se de uma espécie de grande importancia para a medicina, pois é
vetor de quatro sorotipos de flavivirus causador da dengue classica e da febre hemorragica da
dengue (Brasil, 2009), pode-se ainda verificar que nos anos de 2014 e 2015, no Brasil, ocorreu
o0 surgimento de novas doencas chamadas chikungunya e zika transmitidas pelo mosquito (Silva
et al., 2018), e que crescem de forma exponencial no pais, além de se avaliar cerca de 390
milhdes de infec¢des por dengue por ano, dentre os quais 96 milhdes com manifestacdo clinica
(Bhatt, 2013).

Faz-se necessario o controle da densidade populacional do Aedes aegypti para que essas
doencas nao assumam proporc¢des de uma epidemia, pois ndo existe vacina para nenhuma delas,
e a melhor forma de combate-la € atacar o vetor, principalmente, eliminando os locais onde
ocorre a oviposi¢cdo e o desenvolvimento das larvas do mosquito. Nosso atual desafio € dar
sustentabilidade e continuidade a esses resultados (Brasil, 2009).

Dentre as plantas produtoras de OE, destaca-se a pimenta-da-jamaica (Pimenta dioica
L.), que possui as suas propriedades larvicidas frente ao Aedes aegypti pouco difundidas. A
espécie pertence a familia Myrtaceae, nativa do Caribe e América Central, é uma arvore
aromatica de porte médio com folhas pecioladas, elipticoalongadas, com flores numerosas
dispostas em cimeiras axilares (Paula et al., 2010; Oliveira, 2017), apresentando diversas
propriedades bioldgicas como moluscicida (Everton et al., 2018), fungicida (Leal et al., 2017)
e antimicrobiano (Lorenzo-Leal et al., 2018), mas como afirmado anteriormente possui as

propriedades larvicidas pouco estudadas. Desta forma, o presente estudo objetivou avaliar o
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perfil quimico, a toxicidade e atividade larvicida do 6leo essencial extraido das folhas de P.
dioica L. frente ao Aedes aegypti, que é vetor de quatro sorotipos de flavivirus causador da

dengue cléssica e da febre hemorragica da dengue.

2. Metodologia

2.1.Material vegetal

A coleta do material vegetal utilizado nesta pesquisa foi realizada em agosto de 2019.
As folhas de P. dioica (pimenta-da-Jamaica) foram coletadas na regido Pré-Amazonica do
estado do Maranhdo. Apds a coleta, o0 material vegetal foi transportado ao Laboratério de
Pesquisa e Aplicacdo de Oleos Essenciais (LOEPAV/UFMA), onde foi submetido & estufa de
secagem de ar convectiva FANEM 520 a 45°C por 24 horas, e posteriormente, trituradas em
moinho de facas.

2.2.0btencao dos 0Oleos essenciais (OE’s)

Para extragdo dos OE’s, utilizou-se a técnica de hidrodestilagdo com um extrator de
Clevenger de vidro acoplado a um baldo de fundo redondo acondicionado em manta elétrica
como fonte geradora de calor.

Foram utilizadas 30g das folhas secas de P. dioica, adicionando-se &gua destilada
(1:10). A hidrodestilagéo foi conduzida a 100°C por 3h recolhendo-se o OE extraido. Cada OE
foi seco por percolagdo com sulfato de sodio anidro (Na2S0O4) e centrifugado. Essas operacdes
foram realizadas em triplicatas e as amostras armazenadas em ampolas de vidro &mbar sob

refrigeracdo de 4°C. Posteriormente submetido as analises.

2.3.Andlises Quimicas

Os constituintes dos OE’s foram identificados por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (CG-EM). Foi dissolvido 1,0 mg da amostra em 1000 uL de
diclorometano (pureza 99,9%). As condicdes de analise foram as seguintes: Método: Adams.
M; Volume injetado: 0,3 pL; Coluna : Capilar HP-5MS (5% difenil, 95% dimetil polisiloxano
) (Equivalente DB-5MS ou CP-Sil 8CB LB/MS), nas dimensdes (30 m x 0,25 mm x 0,25 um);
Gas de arraste : He (99,9995); 1,0 mL.min%; Injetor: 280 °C, modo Split (1:10); Forno : 40 °C
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(5,0 min.) até 240 °C numa taxa de 4 °C min, de 240°C até 300 °C (7,5 min) numa taxa de 8
°C.min™); tr = 60,0 min; Detector : EM; EI (70 eV); Modo varredura (0,5 seg scan™); Faixa de
massas: 40 — 500 daltons (uma); Linha transferéncia: 280 °C.; Filamento: desligado 0,0 a 4,0
min; Espectrometro de massas tipo quadrupolo linear. Para a identificacdo dos compostos na
amostra utilizou-se o programa AMDIS (Automated Mass spectral Deconvolution Mass &

Identification System).

2.4.Fendlicos totais

A determinagdo dos compostos fendlicos totais do OE foi realizada com adaptacdo do
método de Folin-Ciocalteu (WATERHOUSE, 2002). Utilizou-se 5 mg do OE diluido em 1 mL
de etanol. A esta solucdo foi adicionado 3 mL de agua destilada, 500 pyL do reagente Folin-
Ciocalteu e 2,0 mL de carbonato de sddio a 20%. A solucao formada foi levada ao banho-maria
a 50 °C por 5 min, retirada e deixada para esfriar; e, entdo, foi realizada a leitura em
espectrofotbmetro manual, em comprimento de 760 nm. A curva padrdo foi expressaem mg L

1 de 4cido tanico.

2.5.Coleta dos ovos

Os ovos foram coletados na Universidade Federal do Maranhdo, Campus Bacanga em
Sdo Luis/ MA, através de armadilhas denominadas ovitrampas. Estas consistem de baldes
marrons (500 mL), de polietileno, com 1 mL de levedura de cerveja e 300 mL de &gua corrente
e inserida duas palhetas de Eucatex para a ovoposicdo do mosquito. As armadilhas foram
inspecionadas semanalmente para a substituicdo das palhetas e recolhimento dos ovos e
encaminhados para o Laboratorio de Pesquisa e Aplicagdo de Oleos Essenciais
(LOEPAV/UFMA) do Pavilhdo Tecnoldgico da Universidade Federal do Maranhdo — UFMA.

Inicialmente, os ovos do Aedes aegypti foram colocados para eclodir a temperatura
ambiente em um aquério circular de vidro contendo agua mineral. A identificacdo da espécie
seguiu a metodologia proposta por Forattini (1962). As larvas obtidas foram alimentadas com
racao de gato conforme a metodologia de Silva (1995) até atingirem o terceiro e quarto estadio,

idade em que foram feitos os experimentos.




Research, Society and Development, v. 9, n. 8, €151985518, 2020
(CC BY 4.0) | ISSN 2525-3409 | DOI: http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v9i8.5518

2.6.Atividade larvicida

Os ensaios para atividade larvicida foram realizados de acordo com a metodologia
adaptada proposta por Silva (2006). Inicialmente, foi preparada uma solucdo mée de 100 mg L
! de cada um dos OE’s sendo diluidas em solucdo de DMSO 2%. Desta solucio, foram
preparadas cinco diluicdes nas concentrag@es 10, 20, 50, 70 e 90 mg L. A cada concentragio
foram adicionadas 10 larvas na propor¢éo 1 mL por larva.

Todos os testes foram realizados em triplicatas e como controle negativo foi utilizado
uma solucdo formada de DMSO 2%, e como controle positivo, uma solucdo de temefos
(0,0,0°,0’- tetrametil O,0’-tiodi-p-fenileno bis (fosforotioato) a 100 ppm, equivalente a
concentracdo utilizada pela Fundacdo Nacional de Saude (FUNASA) para o controle larvicida
do vetor, além do Novaluron (x-1-[3-cloro-4-(1-1-3-trifluro-2-trifluoromethoxyethoxy)
phenyl-3-(2,6-diflurobenzoyl) urea a 0,02 mg L™, dose adotada pelo ministério da Satde, que
indica pelo OMS no intervalo de 0,01 a 0,05mg L.

Apbs 24h foram realizou-se a contagem de vivas e mortas, sendo que foram
consideradas mortas, as larvas que ndo reagiram ao toque apds 24 horas do inicio do
experimento. Para quantificagdo da eficiéncia dos OE’s foi aplicado o teste estatistico de Probit
(Finney, 1952).

3. Resultados e Discussdo
3.1.Constituintes quimicos
Os constituintes quimicos identificados no OE extraido das folhas da P. dioica séo

apresentados na Tabela 1. Os picos cromatograficos foram identificados através da comparagao

dos respectivos espectros de massa com os dados das espectrotecas NISTO08.
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Tabela 1: Constituintes quimicos identificados no OE.

Pico RT (min) Componentes NIST 08 % Teor
1 8,772 octenol 1,177
2 9,164 mirceno 2,642
3 10,488 limoneno 1,621
4 13,251 linalol 0,864
5 16,122 terpineol 0,933
6 19,026 chavicol 6,592
7 22,755 eugenol 85,680

Nota: RT (min): Tempo de retengdo dos compostos na coluna em minutos; Fonte: Autores.

Foram identificados 07 componentes na amostra do OE, sendo o constituinte
majoritario o eugenol com (85,680%), seguido do chavicol (6,590%) e do mirceno (2,642%).
O teor de eugenol (85,68%) relatado neste estudo torna-se significativo ao compararmos com
Oliveira (2017) que extraiu o OE das folhas de P. dioica coletadas em Montes Claros-MG em
2016, onde obtiveram o eugenol (44,9%) como constituinte majoritario da sua amostra. Vale
ressaltar que o Oliveira (2017) utilizou um tempo de extragéo de 4h.

Resultados semelhantes a este estudo foram relatados por Fernandes (2011) utilizando
plantas coletadas na Cooperativa Agricola Mista do Projeto Onga LTDA, no municipio de
Taperoa — BA, em abril de 2009, onde obtiveram o eugenol (85,673%) como constituinte
majoritario da sua amostra do OE das folhas de P. dioica. O eugenol é uma molécula
extraordinariamente versatil, além de possuir propriedades biol6gicas comprovadas por
Kamatou et al. (2012), assim € de vital importancia o estudo do OE extraido da Pimenta dioica
como uma fonte natural significativa de eugenol tanto para aplicagdes bioldgicas quanto para

as inddstrias em geral.

3.2.Fendlicos totais

A equacio da reta obtida foi y = 0,05857x + 0,06000 (R? = 0,9998), onde y representa
a absorbancia e x a concentracdo equivalente de &cido tanico. O teor de fendlicos totais
quantificado no OE foi de 490,353 mg EAT g, confirmando um quantitativo importante de

compostos fenolicos.
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Resultado semelhante foi encontrado na literatura em base de equivaléncia grama de
acido galico para o extrato aquoso, Kumar et al. (2010) relatam 524 mg/100g para o teor total
de fenolicos do extrato aquoso da folha P. dioica L. Os resultados apresentados e encontrados
na literatura se tornam de grande relevancia, visto que os fenolicos sdo frequentemente
associados a varios efeitos positivos a satde, incluindo efeitos antioxidantes, diminui¢do do
risco de doengas cardiovasculares, mecanismos anticancer e propriedades anti-inflamatérias
(Singh et al., 2012).

3.3.Atividade larvicida
Foi possivel observar através da Tabela 2 que o OE apresentou a CLso de 26,91 mg L™
frente as larvas do mosquito Aedes aegypti, incentivando assim, seu potencial de aplicacédo

larvicida. Desta forma, de acordo com a literatura o potencial desse OE € confirmado.

Tabela 2: CLso do OE frente as larvas de Aedes aegypti.

Log Concentracéo Mortos ClsomgL* 5 R? X2

1,000 2
1,301
1,477
26,91 0,479 0,9992 0,999*
1,699

1,845

© o0 ~N o1 b~

2,000

Nota: *ndo significativo, indica bom ajuste da curva; Fonte: Autores.

Voris et al (2017), ao avaliarem a atividade larvicida do OE do fruto da P. dioica L.
adquirido em um mercado varejista do Rio de Janeiro (RJ), observaram agéo larvicida contra
larvas do mosquito Aedes aegypti, os autores atribuiram o potencial larvicida aos seus dois
constituintes majoritarios: eugenol e methyl-eugenol. Esses dois componentes ja demostraram
em diversos estudos terem atividade inseticida, além de atividades antifungicas e
antimicrobianas (Oussalah et al., 2006, Oussalah et al., 2007, Voris et al., 2017).

Feitosa et al. (2017) ao avaliarem a atividade larvicida do OE do cravo-da-india,
observaram o eugenol como seu composto majoritario e a acdo larvicida do seu produto, contra

larvas do mosquito Aedes aegypti. Santos et al., (2020) ao analisar a atividade larvicida do OE
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de C. zeylanicum também observou acéo larvicida do seu produto contra larvas do mosquito
Aedes aegypti. No OE C. zeylanicum, a atividade larvicida também foi atribuida ao componente
majoritario do OE, caracterizado por Castro&Lima (2013) atraves da analise CG-EM
identificaram 17 componentes presentes no OE de C. zeylanicum B, entre os fitoquimicos, o
eugenol foi apresentado como o principal componente, respondendo por 73,27% dos
constituintes, seguido pelo trans- - cariofileno (5,38%) e benzoato de benzila (4,04%).

A atividade larvicida de um OE ¢ principalmente atribuida a sua constituicdo quimica
(Santos et al., 2020). Segundo Nascimento et al. (2016), o efeito inseticida pode ser decorrente
de um somatorio de substancias presentes, que apesar de se encontrarem em concentraces

menores, também possuem atividade inseticida.

4. Consideracoes Finais

Conforme os resultados obtidos na avaliagdo da toxicidade e atividade larvicida do OE
extraido da folha da P. dioica Lindl, conclui-se que a constituicdo quimica do OE estudado
apresenta valores semelhante aos encontrados na literatura. A atividade larvicida do 6leo
revelou-se eficiente frente as larvas de Aedes aegypti, sendo interessante e importante no

controle e combate a0 mosquito transmissor da dengue.
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