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Este estudo objetivou avaliar a atividade larvicida do 6leo essencial (OE) extraido das cascas

do fruto comumente descartadas de Hymenaea coubaril L. Para extracdo do OE foi utilizada a

técnica de hidrodestilacdo em um sistema extrator de Clevenger modificado. Os constituintes

quimicos foram obtidos por Cromatografia Gasosa acoplada a espectrometria de massas
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(CG/EM). Para atividade larvicida submeteu-se larvas de Aedes aegypti a solugdes do OE em
concentragdes de 10-100 mg L, onde avaliou-se a mortalidade das larvas e determinou-se a
CLso. O B-ocimeno foi quantificado como majoritario no OE. Observou-se a¢do do OE como
larvicida onde foi determinada a CLso de 16,6 mg L. Os resultados obtidos permitiram
concluir que o OE estudado apresentou atividade larvicida eficiente contra as larvas de Aedes
aegypti, sendo importante e incentivado seu uso e aplicacéo.

Palavras-chave: Hymenaea; Larvicida; Aedes.

Abstract

This study aimed to chemically characterize and evaluate the larvicidal activity of essential oil
(EO) extracted from the peels of the commonly discarded fruit of Hymenaea coubaril L. For
EO extraction, the hydrodistillation technique was used in a modified Clevenger extractor
system. The chemical constituents were obtained by Gas Chromatography coupled to mass
spectrometry (GC/MS). Larvae of Aedes aegypti were submitted to essential oil solutions at
concentrations of 10-100 mg L™, where larvae mortality was evaluated and LCso was
determined. B-ocimeno was quantified as the majority in the EO. It was observed the action of
EO as larvicidal where the LCso of 16.6 mg L™. The results obtained allowed us to conclude
that the EO studied presented efficient larvicidal activity against the larvae of Aedes aegypti,
being important and encouraged its use and application.

Keywords: Hymenaea; Larvicidal; Aedes.

Resumen

La técnica de hidrodestaltica se utilizé para la extraccién de oe en un sistema de extractor
Clevenger modificado. Los componentes quimicos se obtuvieron mediante cromatografia de
gases acopladas a espectrometria de masas (CG/EM). La técnica de hidrodestaltica se utilizd
para la extraccién de oe en un sistema de extractor Clevenger modificado. Los componentes
quimicos se obtuvieron mediante cromatografia de gases acopladas a espectrometria de masas
(GC/MS). Para la actividad larvicida, las larvas de Aedes aegypti se sometieron a soluciones
de OE a concentraciones de 10-100 mg de L, donde se evalu6 la mortalidad de las larvas y
se determind LCso. Se cuantifico como la mayoria en la EO. La accion de la AE se observo
como larvicida donde se determind la LCso de 16,6 mg L. Los resultados obtenidos nos
permitieron concluir que el AE estudiado presentaba una actividad larvicida eficiente contra
las larvas de Aedes aegypti, siendo importante y fomentaba su uso y aplicacion.

Palabras clave: Hymenaea; Larvicida; Aedes.
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1. Introducéo

O Brasil é o pais com a maior diversidade genética do mundo, com aproximadamente
55 mil espécies vegetais catalogadas de um total estimado entre 350 e 550 mil espécies em
todo o mundo. As plantas medicinais tém atraido a atencdo de pesquisadores do mundo
inteiro, por suas propriedades medicinais e organolépticas. Estas possuem substancias
biologicamente ativas, podendo ser usadas para fins terapéuticos ou para fornecer precursores
para a sintese quimica farmacéutica (ANVISA, 2014).

Essas substancias sdo atribuidas aos oleos essenciais (OE’s), que sdo misturas
complexas de compostos naturais extremamente volateis, com cardcter hidrofébico,
caracterizadas por odores fortes e por possuirem acOes terapéuticas. Os seus aromas
caracteristicos sdo provenientes da grande variedade desses compostos quimicos(Costa, 2008;
Cunha et al., 2005). Os OE’s exercem efeito antimicrobiano afetando a estrutura da parede
celular do microrganismo desnaturando e coagulando proteinas. Podem também alterar a
permeabilidade da membrana plasmatica causando a interrupcdo de processos vitais, como
transporte de elétrons, fosforilacdo e outras reacOes, resultando em perda do controle
quimiosmotico, levando a morte celular (Lorenzetti et al., 2011). A utilizagdo de OE’s,
isolados ou em combinagdo com outros métodos, podera ter um importante papel no controle
de fitopatdgenos, contribuindo para a reducdo no uso de agrotoxicos e, consequentemente, um
menor impacto ao ambiente( Pereira et al., 2014).

Entre as plantas com potenciais medicinais no Brasil e com estudos limitados
encontra-se o jatoba (Hymenaea courbaril L.) pertencente a familia Fabaceae e subfamilia
Caesalpinoideae. O termo jatoba vem do tupi e significa: “fruto de casca dura”. E encontrado
em todo o continente americano, em margens de rios e areas de mata(Farias et al., 2006; Silva
Jr et al., 2002; Sousa et al., 2012). Conhecida popularmente pelos nomes de jatob4, jatai,
jatai-amarelo, jatai-peba, imbilva, dentre outros, é uma arvore que alcanca de 15-20 m de
altura, possuindo folhas compostas e fruto do tipo legume indeiscente. Cada fruto possui de
duas a quatro sementes (Lorenzi, 2002).

A espécie, H. courbaril L. possui no Brasil, uma ampla distribui¢do, ocorrendo desde
a floresta amazoénica até a floresta estacional semidecidual no sudeste do pais, atualmente sao
aceitos duas secOes e 14 espécies, distribuidas do Mexico a América do Sul e uma na costa
leste da Africa; 13 ocorrem no Brasil uma delas é H. courbaril (Costa et al., 2011). Tem
importancia florestal e ambiental pelo potencial que possui como planta fixadora e

armazenadora de carbono(Melo&Pdlo, 2007). Os frutos contém uma polpa que origina uma
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farinha muito nutritiva, consumida pelo homem e pelos animais silvestres(Lorenzi&Matos,
2002), além de produzir sementes com abundéncia e regularidade sendo espécie com
possibilidade de uso comercial(Veloso et al., 1991). Além disso, segundo Agarez et al.
(1994), apresenta indicacdo como medicinal, produzindo OE, taninos, materiais resinosos e
pécticos, amido e agucares, sendo as cascas e folhas utilizadas no tratamento de diarreias,
cllicas intestinais, cistite, tosses, bronquite e asma, infeccbes de bexiga e
verminoses(Oliveira, 2006).

Estudos apontam que atividade inseticida, bactericida e fungicida dos OE’s de
algumas espécies de plantas tem mostrado bons resultados em pesquisas(Lemos et al., 1990) e
isto levou este estudo a dar uma aplicacdo as cascas do fruto de H. courbaril que ainda néo
possuiam estudos relatados com respeito a utilizacdo de um produto natural do fruto sendo
utilizado para atividades larvicidas.

Entre as principais problematicas, observam-se recorrentes epidemias de dengue em
todo o globo, na qual paises de clima tropical, com temperatura e umidade favoraveis, tém
apresentado elevados niveis de infestacdo por Aedes aegypti. Ressalta-se que as principais
causas dessas epidemias tém sido a grande capacidade de adaptacdo do vetor, que favorece a
re-emergéncia da doenca, ap6s intensas acdes de controle(Tauil, 2002).

Na tentativa de manter a incidéncia da enfermidade sob controle, sdo destinadas,
sucessivamente, quantias significativas de recursos para programas de combate ao vetor,
porém surtos de epidemias sdo constantes. Esse fato decorre de fatores relacionados a biologia
e ao comportamento do vetor, somados a problemas tipicos dos centros
urbanos(Gadelha&Toda, 1985; Marzochi, 1994).

De acordo com o Ministério da Saude no periodo de 30 de dezembro a 24 de agosto,
foram registrados 1.439.471 casos de dengue em todo o pais. A média é de pouco mais de 6
mil casos por dia. O numero de registros representa um aumento de 599,5%, na comparagao
com 2018. Minas Gerais €, até 0 momento, o estado com o maior nimero de ocorréncias, com
um total de 471.165. Um ano antes, 0s municipios mineiros registravam 23.290 casos. Sao
Paulo (437.047) aparece em segundo lugar, sendo, ainda, a unidade federativa em que a
incidéncia da doenca mais cresceu (3.712%), no intervalo de analise. Em 2018, foram
reportados 11.465 casos (Bond, 2019).

Também sdo destaque negativo no balanco Goias (108.079 casos), Espirito Santo
(59.318) e Bahia (58.956). Quando o critério é a variacdo por regido do pais, o quadro mais
critico se encontra no Sul (3.224,9%), que contrasta com o do Centro-Oeste (131,8%). Além

disso, nota-se que apenas dois estados apresentaram queda na prevaléncia da dengue:
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Amazonas, que diminuiu o total de 1.962 para 1.384 (-29,5%), e Amap4, onde houve reducgao
de 608 para 141 (-76, 8%). Atualmente, a taxa de incidéncia da dengue no pais € 690,4 casos
a cada 100 mil habitantes (Bond, 2019).

O Aedes aegypti esta entre 0s mosquitos que possuem uma rapida fase imatura. O
ciclo de vida do mosquito Aedes aegypti compreende quatro fases: ovo, larva, pupa e
adultos(Brasil, 2019). Segundo Nelson(1986) o periodo de desenvolvimento de ovo a adulto
pode durar de cinco a sete dias, sendo influenciado principalmente pela temperatura.
Particularmente a fémea do Aedes aegypti deposita 0s ovos nas paredes de pequenos artefatos
que acumulam &gua(Natal, 2002), o que possibilita o facil encontro de locais adequados para
a criacdo na convivéncia proxima ao homem. Esses ovos ficam aderidos na parede dos
recipientes e podem resistir a dessecacdo por até um ano e meio. Uma vez que entrem em
contato com a agua inicia-se a fase aquatica do desenvolvimento(Prezoto, 2016).

O Aedes aegypti, vetor de quatro sorotipos do flavivirus, Dengue, Zika, Chikungunya
e febre amarela, precisa de agua parada para se proliferar. O periodo do ano com maior
transmissdo sdo 0s meses mais chuvosos de cada regido (Brasil, 2019). O método utilizado
para combater o Aedes aegypti no Brasil, vem sendo o uso de inseticidas sintéticos, o que
gerou mosquitos resistentes(Lima et al.,, 2003). Desta forma, este estudo objetivou
caracterizar quimicamente, quantificar o teor de fenolicos totais, avaliar a toxicidade e a

atividade larvicida do OE extraido das cascas do fruto de H. courbaril L.

2. Metodologia

2.1. Material Botanico

A coleta do material vegetal utilizado nesta pesquisa foi realizada em outubro de 2019,
em um unico lote. Esse material foi coletado na regido de Palmeiras - MA. As cascas do fruto
foram identificadas pelo Herbario Atico Seabra da Universidade Federal do Maranho, sob o
registro de n°1079. Apés a coleta, a espécie vegetal foi transportada para o Laboratério de
Pesquisa e Aplicacio de Oleos Essenciais (LOEPAV-UFMA), onde foi submetido a estufa de
secagem de ar convectiva a 45 °C por 24 horas, e posteriormente, triturada em moinho de
facas.
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2.2.  Obtencéo do OE a partir das cascas coletadas

As cascas dos frutos de H. courbaril (jatobd) foram coletadas e transportadas para o
Laboratorio de Pesquisa e Aplicacdo de Oleos Essenciais da Universidade Federal do
Maranhdo (UFMA), onde foram secas em temperatura ambiente, trituradas e armazenadas
para extragdo do OE. Para extracdo 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 (Figura 1). Foram utilizadas 120g das cascas H.

courbaril, adicionando-se &gua destilada (1:10).

Figura 1. Esquema experimental de obtencéo do OE.

Aparelho de
Clevenger

Cascas trituradas em
agua destilada

Fonte: Autor (2020)

A hidrodestilagdo foi conduzida a 100°C por 3h recolhendo-se o OE extraido. Cada
OE foi seco por percolacdo com sulfato de sédio anidro (Na:SOs) e centrifugado. Essas
operacOes foram realizadas em triplicatas e as amostras armazenadas em ampolas de vidro
ambar sob refrigeracdo de 4°C obtendo-se rendimento médio de 0,46%. Posteriormente

submetido as analises.
2.3.  Analises dos constituintes quimicos
Os constituintes dos OE’s foram identificados por cromatografia gasosa acoplada a

espectrometria de massas (CG-EM) no Nucleo de Combustiveis, Catalise e Ambiental
(NCCA) da Universidade Federal do Maranhdo (UFMA).
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Foi dissolvido 1,0 mg da amostra em 1000 pL de diclorometano (pureza 99,9%). As
condigdes de andlise 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 (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); tt =
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;
Espectrébmetro 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 determinacdo dos compostos fenolicos 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 solucéo foi adicionado 3 mL de &gua destilada, 500 pL do reagente Folin-
Ciocalteu e 2,0 mL de carbonato de sédio a 20%. A solucdo formada foi levada ao banho-
maria a 50 °C por 5 min, retirada e deixada para esfriar; e, entdo, foi realizada a leitura em
espectrofotdbmetro manual, em comprimento de 760 nm. A curva padrdo foi expressa em mg

L* de 4cido tanico.

2.5. Atividade Antioxidante

A determinagcdo da atividade antioxidante foi realizada pelo método ABTS [2,2-
azinobis-(3- etilbenzotiazolin-6-sulfonico], de acordo com a metodologia sugerida por Re et
al. (1999). O radical ABTSe+ foi preparado pela reagdo de 5,0 mL de uma solucdo de 3840
ug mL? de ABTS com 88 pL da solugdo de persulfato de potassio de 37.840 pg mL?, a
mistura foi deixada em um ambiente escuro por 16 horas. Apo6s formacdo radical, a mistura
foi diluida em etanol até a absor¢édo de 0,7+0,01 a 734 nm.

A partir das concentragdes dos OE's (5 a 150 pg mL™) foi preparada a mistura de
reagdo com o cation radical ABTS. Em um ambiente escuro, uma aliquota de 30 uL de cada
concentra¢do do OE foi transferida em tubos de ensaio contendo 3,0 mL do cétion radical
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ABTS e homogeneizada em um agitador de tubos e ap6s 6 minutos a absor¢do da mistura de
reacdo foi realizada em espectrofotémetro de 734 nm.

A captura do radical livre foi expressa como um percentual de inibicdo (%]l) da ccao
radical ABTS de acordo com a Equacdo 1(Babili et al., 2011), onde AbsagTs representa a

absorcéo da solucéo radical ABTS e ABSawm representa a absorcéo de a amostra.

ABS g1

YonibicioABTS = Eq. 01

A partir dos dados obtidos, foram calculadas as concentracgdes eficientes CEso e CEgp,
definidas como a concentracdo da amostra necessaria para sequestrar 50% dos radicais abts. O

OE é considerado ativo quando apresenta CEso < 500 pg mL* (Campos et al., 2003).

2.6. Toxicidade

Este teste foi realizado de acordo com a metodologia descrita por Meyer et al. (1982).
Em um recipiente retangular, com uma diviséria contendo orificios de aproximadamente 0,02
cm de espessura espacados por 0,5 cm e distribuidos uniformemente, foram adicionadas
solugbes salinas artificiais (60 g L™ de agua destilada) (60 g de sal marinho/1L de agua
destilada). O recipiente foi colocado dentro de uma incubadora iluminada por uma lampada
fluorescente, com aeracao.

De um lado deste recipiente, foram adicionados cerca de 64 mg de cistos Artemia
salina, tendo em vista que eles ndo cruzaram a divisoria. A parte do sistema contendo cistos
de Artemia salina foi coberta com papel aluminio, de modo gque 0s organismos, ao nascer,
foram atraidos pela luz do outro lado do sistema, for¢cando-os a atravessar a particdo. Este
procedimento visa homogeneizar as condic¢des fisicas dos organismos de teste. A incubacéo
foi realizada por um periodo de 48h. Durante todo o teste a temperatura foi monitorada.

Para a avaliacdo da letalidade de Artemia salina Leach, foi preparada uma solucdo
salina estoque de cada OE na concentragdo de 10.000 mg L™ e 0,02 mg de Tween 80 (tenso
ativo). Aliquotas de 5, 50 e 500 pL desta foram transferidas para tubos de ensaio e
completados com solucdo salina ja preparadas anteriormente até 5 mL, obtendo-se no final
concentragdes de 10, 100 e 1000 mg L™, respectivamente. Todos os ensaios foram realizados
em triplicatas, onde dez larvas na fase nauplio foram transferidas para cada um dos tubos de

ensaio.
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Para o controle do branco utilizou-se 5 mL da solucéo salina, para o controle positivo
K2Cr,07 e para o controle negativo 5 mL de uma solucdo 4 mg L de Tween 80. Apds 24
horas de exposicdo, realizou-se a contagem das larvas vivas, considerando-se mortas aquelas
gue ndo se movimentaram durante a observacdo e nem com a leve agitacdo do frasco.

Adotou-se o critério estabelecido por Dolabela (1997) para classificacdo da toxicidade
do OE, sendo considerado altamente toxico quando CLso < 80 mg L, moderadamente téxico

para 80 mg L™ < CLso > 250 mg L e levemente toxico ou atoxico quando CLso > 250 mg L.
2.7.  Atividade Larvicida

Os ovos foram coletados na Universidade Federal do Maranhdo, Campus Bacanga em

Sdo Luis/MA, através de armadilhas denominadas ovitrampas (Figura 2).

Figura 2. Obtencdo das larvas de Aedes aegypti.

.\\'1?1::{ s’

Larvas de Aedes aegypti

% 3 g Y \
Larvas de Aedes aegypti
em dgua mineral em dgua mineral

Fonte: Autor (2020)

Estas consistem de baldes marrons (500 mL), de polietileno, com 1 mL de levedura de
cerveja e 300 mL de agua corrente e inserida duas palhetas de Eucatex para a ovoposi¢do do
mosquito. As armadilhas foram inspecionadas semanalmente para a substituicdo das palhetas
e recolhimento dos ovos e encaminhados para o Laboratério de Pesquisa e Aplicacdo de
Oleos Essenciais (LOEPAV-UFMA) da Universidade Federal do Maranhdo — UFMA.

Inicialmente, os ovos do Aedes aegypti foram colocados par eclodir a temperatura
ambiente em um aquario circular de vidro contendo dgua mineral como apresentado na Figura
2. A identificacdo da espécie seguiu a metodologia proposta por Forattini(1962). As larvas
obtidas foram alimentadas com ragdo de gato conforme a metodologia de Silva (1995) até

atingirem o terceiro estadio, idade em que foram feitos 0s experimentos.

10
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Os ensaios para atividade larvicida foram realizados de acordo com a metodologia
adaptada proposta por Silva(W. J. d. Silva, 2006). Inicialmente, foi preparada uma solucéo
mae de 100 mg L do OE diluida em solucio de dimetilsulfoxido 2% (DMSO). Desta
solucéo, foram preparadas cinco dilui¢des nas concentragdes 10, 20, 50, 70 e 100 mg L. A
cada concentracdo foram adicionadas 10 larvas na propor¢cdo 1 mL/larva. Todos os testes
foram realizados em triplicatas e como controle negativo foi utilizado uma solucdo formada
de DMSO 10%, e como controle positivo, uma solu¢do de temefos (0,0,0°,0’- tetrametil
0,0’-tiodi-p-fenileno bis (fosforotioato) a 100 ppm, equivalente a concentragéo utilizada pela
fundacdo nacional de satde (Funasa) para o controle larvicida do vetor, além do Novaluron
(£-1-[3-cloro-4-(1-1-3-trifluro-2-trifluoromethoxyethoxy) phenyl3-(2,6-diflurobenzoyl) urea a
0,02 mg/L, dose adotada pelo ministério da Saude, que indica pelo OMS no intervalo de 0,01
a 0,05mg/L.

Ap6s 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 quantificacdo da eficiéncia do OE foi aplicado o teste estatistico de Reed &

Muench(Lj & Muench, 1938) com célculo do intervalo de confianga por Pizzi(1950).

3. Resultados e Discussao

3.1. Constituintes quimicos

A Tabela 1 apresenta os 25 constituintes quimicos identificados no OE de H.

courbaril.
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Tabela 1. Constituintes quimicos identificados no OE de H. courbaril.

Picos RT (min) Compostos Classe %Teor
1 6,697 (E)-2-hexenal Monoterpeno 0,90
2 6,760 (2)-hex-3-en-1-ol Monoterpeno 0,44
3 8,823 a-pineno Monoterpeno 12,33
4 9,196 canfeno Monoterpeno 4,31
5 9,843 B-pineno Monoterpeno 11,79
6 10,118 p-myrceno Monoterpeno 11,38
7 10,427 (E) 3-hexen-1-ol Monoterpeno 0,08
8 10,816 0-cimeno Monoterpeno 3,36
9 10,925 d-limoneno Monoterpeno 13,51
10 10,976 eucaliptol Monoterpeno 0,20
11 11,085 B-ocimeno Monoterpeno 23,33
12 11,261 B-cis-ocimeno Monoterpeno 10,59
13 11,466 y-terpineno Monoterpeno 0,20
14 11,745 a-pineno epoxido Monoterpeno 0,36
15 11,958 d-careno Monoterpeno 0,56
16 12,122 a-pineno oxido Monoterpeno 0,26
17 12,207 linalol Monoterpeno 0,25
18 12,576 2-fencanol Monoterpeno 0,14
19 12,706 1-noneno-3-ino Monoterpeno 0,20
20 12,875 oxirano Monoterpeno 0,17
21 13,201 canfenilanol Monoterpeno 0,15
22 13,596 p-ment-1-en-4-ol Monoterpeno 0,16
23 13,826 a-terpineol Monoterpeno 1,56
24 14,173 acetato de fenila Monoterpeno 0,48
25 15,179 borneol Monoterpeno 0,63

Fonte: Autor (2020)

Sales(2015) analisaram a composi¢do quimica do OE de H. courbaril a partir das
cascas secas e trituradas dos frutos maduros e encontraram 28 constituintes quimicos, sendo
0s majoritarios: Germacreno-D (17,61%), (Z)-B-cariofileno (17,56%), Oxido de cariofileno
(14,65%) e a-copaeno (8,46%).

Mercés(2015) avaliaram a composicdo quimica do OE dos frutos de H. courbaril,
encontrando 0s seguintes componentes quimicos majoritarios: p-cariofileno (43,7%) e o 6xido
de cariofileno (11,9%). As propriedades bioldgicas do OE de H. courbaril podem estar
associadas a alta concentracdo de monoterpenos hidrocarbonados, especialmente o f-
cariofileno.
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Mercés et al. (2018), verificaram as analises cromatograficas realizadas em CG/EM do
OE das folhas de Jatoba, foi possivel detectar 36 compostos, 26 foram identificados,
representando 76,03% dos constituintes do OE. A analise revelou o o0xido de cariofileno e B-
cariofileno como compostos majoritarios do OE desta espécie 20,63% e 16,78%,
respectivamente.

Segundo Pereira et al. (2007), a composi¢do do OE de uma espécie desta planta esta
relacionada a aspectos ambientais, trais como: o ciclo vegetativo da planta; o processo de
obtencdo do OE; o ambiente no qual a espécie se desenvolve, o tipo de cultivo, a temperatura,
umidade relativa, a quantidade de &gua e o0s nutrientes no terreno, entre outros. Essa
dependéncia da composicdo do OE das condi¢cbes ambientais pode ser verificada ao se
comparar a composicdo e o rendimento de 6leos essenciais extraidos em diferentes locais e

partes de planta.

3.2. Toxicidade

Na Tabela 2 é apresentada a CLso referente a acdo do OE H. courbaril L. frente a

Artemia salina L. e sua posterior classificacdo segundo o critério de Dollabela (1997).

Tabela 2. Toxicidade do OE.

Concentracéao
% Mortalidade CLso Classificacao
mg L1
1000 60
Atdxico
100 30 354,8 1;_%,02 mg
(potencial de aplicacdo incentivado)

10 10

Fonte: Autor (2020)

O OE analisado apresentou valor de CLso > 250 mg L, indicando assim, ser atoxico
de acordo com a metodologia de referéncia utilizada para o teste (Dolabela, 1997). N&o tendo
na literatura toxicidade frente Artemia salina L. do OE de H. courbaril L. para fins
comparativos.

Em geral, os compostos bioativos sdo tdxicos as larvas de A. salina. Assim, a
letalidade a este microcrustaceo pode ser utilizada como um teste preliminar rapido e simples
durante o isolamento de produtos naturais (Choudhary&Thomsen, 2001). A toxicidade de

13




Research, Society and Development, v. 9, n. 10, 1389108437, 2020
(CC BY 4.0) | ISSN 2525-3409 | DOI: http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v9i10.8437

uma planta é tida como a capacidade do produto estudado causar algum desequilibrio, um
dano grave ou mesmo levar a morte(Alves et al., 2015). Ensaios com produtos naturais tém
revelado atividades bioldgicas relevantes. Um ensaio que pode demonstra tais atividades é o
bioensaio utilizando Artemia salina. Existem inimeras vantagens em se utilizar o mini
crustaceo em ensaios cientificos, as principais delas incluem o baixo custo, rapidez, fécil
manutenc&o e a utilizagdo de pouca amostra(Seyfried, 2017).

Em geral, os compostos bioativos sdo toxicos as larvas de A. salina. Assim, a
letalidade a este microcrustaceo pode ser utilizada como um teste preliminar rapido e simples

durante o isolamento de produtos naturais(Choudhary & Thomsen, 2001).
3.3.  Fendlicos totais e atividade antioxidante

A quantidade de fendlicos totais encontrada no OE em estudo foi de 490,353 mg EAT
g 1. Observa-se na Tabela 3 que o OE de H. courbaril foi capaz de inibir 50% dos radicais

livres numa concentracdo de 10,12 pug mL™* e pelo critério apresentado no procedimento

metodoldgico, tal concentracdo classifica 0 OE como potencialmente de forte inibicéo.

Tabela 3. Capacidade antioxidante do OE.

ABTS CEso/1Cso ABTS CEgo/ICg0 %lnibicdo maxima

10,12 pg mL*? 20,70 pg mL? 99,10%

Fonte: Autor (2020)

A gquantidade de fendlicos totais encontrada no OE em estudo foi de 490,353 mg EAT
g 1. O valor encontrado por Veggi et al. (2014) foi de 335,0 mg EAT g mostrando que o
resultado encontrado no estudo esta de acordo com a literatura. Os compostos fendlicos estdo
relacionados com a quantidade de antioxidantes das plantas, por isso a quantificagdo dos
mesmos é importante(Silva et al., 2010).

Estes compostos englobam moléculas simples e também moléculas com alta
polimerizacdo, presentes em vegetais na forma livre ou ligados a agucares ou proteinas. Ja
foram encontrados mais de 8000 tipos diferentes em plantas e estdo classificados em pouco ou
altamente distribuidos na natureza. Dentre os de pouca distribuicdo estdo os fendis simples, o
pirocatecol, a hidrogquinona, o resorcinol, taninos, lignina e também aldeidos derivados de
acidos benzoicos que estdo presente em alguns Oleos essenciais. No grupo dos altamente
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distribuidos estdo os flavonodides e derivados e os acidos fendlicos e cumarinas(Silva et al.,
2010; Soares, 2002).

Estes compostos agem como antioxidantes, pois além de fornecerem elétrons ou
hidrogénio, também ocorre a formacdo de radicais intermediarios estaveis durante a reacao
com os radicais livres. Sdo caracterizados como moléculas que possuem anel benzénico
ligado a um ou mais grupos hidroxila (Barreiros et al., 2006; Jardini, 2010; Silva et al., 2010).

Vecanto et al. (2016) ao analisarem o potencial antioxidante dos extratos aquosos das
cascas de H. courbaril observou atividade com ICso= 33,97 + 0,55 pug mL™. Veras et al.
(2020) analisaram o OE da Hymenaea cangaceira e observaram seus resultados para
atividade antioxidante comlCso variando de 127.51 = 0.01 pg mL™ a 467.29 £ 0.12 pg mL™.
Farias et al. (2013) avaliaram o extrato das sementes de H. courbaril encontrando a
ICs0 247,95 ugmL 1.

Agentes antioxidantes reduzem o estresse oxidativo um dos principais mecanismos
envolvidos na patogénese e progressdo de doencas cronicas como cancer, doencas
cardiovasculares e inflamatdrias (Krishnaiah et al., 2011). Nesse sentido, as indicacfes de uso
popular das cascas de H. courbaril para tratar processos inflamatorios, Ulceras, artrite e
reumatismo (Fernandes et al., 2015; Jayaprakasam et al., 2007) parecem estar ligadas ao seu

potencial antioxidante e a sua constituicdo quimica.

3.4. Atividade Larvicida

A atividade larvicida do OE da H. courbaril L. com os dados obtidos referentes ao
namero de larvas vivas e de larvas mortas foram encontrados atraves de uma média das trés
repetices para cada uma das seis concentragdes testadas.

A concentracdo de 10 mg L* do OE da H. courbaril L. apresentou uma baixa
atividade larvicida, matando 5 larvas e correspondendo a 50% de mortalidade. A
concentragéo de 30 mg L™ apresentou uma mortalidade de 80%. A partir da concentragdo de
50 mg L™ do OE a atividade larvicida comegou a crescer exponencialmente, até chegar na
concentracdo de 100 mg L, onde ocasionou a morte de 100% das larvas. A CLso para o OE
de H. courbaril L. foi calculada através da intersecdo das curvas de individuos acumulados
vivos e individuos acumulados mortos da Tabela 6, tendo como resultado a CLsg de 16,60 mg

L com um intervalo de confianga de 3,20 mg L™ apresentado na Tabela 4.

15




Research, Society and Development, v. 9, n. 10, 1389108437, 2020
(CC BY 4.0) | ISSN 2525-3409 | DOI: http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v9i10.8437

Tabela 4. Concentragdo Letal 50% e 90% para ac¢éo do OE frente ao Aedes aegypti.

Concentracao
%Mortalidade CLso CLoo Classificacéo
mg L1

100 100

70 90

50 80 16,60 = 69,18 + Eficiente

30 20 3,20 mg 3,20 mg (potencial de aplicacéo

L Lt incentivado)
20 70
10 50

Fonte: Autor (2020)

A CLso obtida qualifica 0 OE como um agente larvicida em potencial Cheng et al.
(2003), que considera bons agentes larvicidas as substancias com valor de CLsg inferior a 100
mg L. De acordo com a literatura, Aguiar et al. (2010), o valor da CLso foi de 14,8 + 0,4 mg
L, podendo ser considerado semelhantes ao do estudo. Estudos apontam que 0s componentes
terpénicos, alcoois e aldeidos dos OE’s sdo responsaveis pela atividade inseticida ou larvicida
contra o Aedes aegypti (Leite et al., 2009; Lima et al., 2009; Lucia et al., 2007).

Diversas substancias extraidas da casca, do caule, das folhas e dos frutos de diversos
vegetais tém demonstrado propriedades larvicidas e de repeléncia no controle de diversos
culicideos, em especial para o Aedes aegypti(Silva Jr et al., 2002; Kaushik&Saini, 2008;
Bagavan & Rahuman; Sivakumar et al., 2011; El-Sheikh et al., 2012).

De acordo com Aguiar et al. (2010) a composicdo quimica do OE das cascas dos
frutos de H. courbaril L. € constituida por sesquiterpenos que representam 86,1% do OE. Na
amostra os autores identificaram a- copaeno (11,1%), espatulenol (10,1%), B - selineno
(8,2%), ymuurolene (7,9%) e éxido de cariofileno (6,9%) como os concluintes majoritarios da
amostra. A estes sdo atribuidas as propriedades larvicidas para 0 OE em estudo. A acédo
observada também pode ser justificada pela maior concentracdo de sesquiterpenos oxigenados
(28,6%), principalmente espatulenol, presente no OE a partir das cascas do fruto (Aguiar et
al., 2010).
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4. Considerac0es Finais

O OE de H. courbaril L. apresentou atividade larvicida eficiente contra as larvas de
Aedes aegypti. onde o critério utilizado considera bons agentes larvicidas as substancias com
valor de CLso inferior a 100 mg L. Evidenciando, assim a sua potencialidade e sendo uma
alternativa no controle das larvas de Aedes aegypti. A toxicidade frente Artemia salina L. do
OE apresentou uma CLso de 354,8 mg L * de acordo com o descrito na literatura, sendo este
classificado como atoxico pelo critério utilizado. E preciso que se conheca ndo somente as
propriedades biologicas dos produtos naturais, mas também 0s seus respectivos potenciais
toxicos para se possa aplica-los de modo seguro.
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