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RESUMO

Este estudo objetivou caracterizar fisico-quimicamente, quantificar o teor de fendlicos totais,
avaliar a toxicidade e a atividade larvicida do 6leo essencial (OE) extraido das cascas do fruto
de Hymenaea coubaril L. Foram utilizadas 597,5 g das cascas do fruto previamente secas em
estufa de secagem de ar convectiva a 45 °C por 24h. Para extracao do OE foi utilizada a
técnica de hidrodestilagdo em um sistema extrator de Clevenger modificado. Os parametros
fisico-quimicos foram realizados de acordo com a 5* edi¢do Farmacopeia Brasileira. O teor
de fendlicos totais foi quantificado conforme a metodologia de Folin-Ciocalteu. Para o ensaio
de toxicidade do OE foi utilizado o bioensaio de Artemia salina Leach para determinagdo da
CLso com classificagao através de Dollabela. Para atividade larvicida submeteu-se larvas de
Aedes aegypti a solugdes do 6leo essencial em concentragdes de 10-100 mg L', onde avaliou-
se a mortalidade das larvas e determinou-se a CLso a partir do método de Reed Muech.
Através da extracdo obteve-se um rendimento de 0,46% (m/m) do OE. No ensaio de Folin-
Ciocalteu foi possivel quantificar o teor de fenélicos totais em 490,4 mg EAT g'. A CLso
para o ensaio de toxicidade foi quantificada em 354,8 mg L'! sendo considerado atdxico pelo
critério adotado. Observou-se acdo do OE como larvicida onde foi determinada a CLso de
16,6 mg L', sendo considerada eficiente de acordo com Cheng, que considera bons agentes
larvicida CLso inferior a 100 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 aplicagao.

Palavras-chave: Oleo essencial. Larvicida. Toxicidade



RIBEIRO, W. R. D. A. Larvicidal activity of Hymenaea courbaril L. (Jatoba) essential oil in
front of aedes aegypti. 2019. 63f. Completion work of chemical engineering course of the

Center for Exact Sciences and Technology of the Federal University of Maranhao, Sdo Luis,
2019.

ABSTRACT

This study aimed to characterize physicochemically, quantify the total phenolic content,
evaluate the toxicity and larvicidal activity of essential oil (EO) extracted from the fruit peels
of Hymenaea coubaril L. A total of 597.5 g of fruit shells previously dried in a convective
air drying greenhouse at 45 °C per 24h were used. For extraction of oe, the hydrodistillation
technique was used in a modified Clevenger extractor system. The physicochemical
parameters were performed according to the 5th edition Brazilian Pharmacopoeia. The total
phenolic content was quantified according to folin-ciocalteu methodology. The Artemia
salina Leach bioassay was used for the EO toxicity assay to determine CLso with dollabela
classification. For larvicidal activity, Aedes aegypti larvae were submitted to essential oil
solutions at concentrations of 10-100 mg L', where the larvae mortality was evaluated and
CLso was determined from the Reed Muech method. Through extraction, a yield of 0.46%
(m/m) of the EO was obtained. In the Folin-Ciocalteu assay it was possible to quantify the
total phenolic content at 490.4 mg EAT g'. CLso for the toxicity assay was quantified in
354.8 mg L' and was considered nontoxic by the adopted criterion. EO action was observed
as larvicidal where CLso of 16.6 mg L-1 was determined and is considered efficient according
to Cheng, which considers good larvicidal agents CLso less than 100 mg L. The results
obtained allowed us to conclude that the oe studied presented efficient larvicidal activity

against the larvae of Aedes aegypti, being important and encouraged their use and application.

Palavras-chave: Essential oil. Larvicidal. Toxicity
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1 INTRODUCAO

As plantas medicinais tém atraido a atengao 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 (BRASIL, 2014). O Brasil ¢ 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 (TELES, 2003).

Os OE’s sao misturas complexas de compostos naturais extremamente volateis, com
caracter hidrofobico, caracterizadas por odores fortes e por possuirem agdes terapéuticas.
Os seus aromas caracteristicos sdo provenientes da grande variedade desses compostos
quimicos (COSTA, 2008, CUNHA et al., 2009). Geralmente, ao serem extraidos
apresentam-se incolores ou ligeiramente amarelados. No entanto, certos 6leos fogem a essa
regra, como por exemplo, o OE de camomila-romana e camomila-alema apresentam uma

tonalidade azul (CUNHA et al., 2012).

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 interrup¢do de processos vitais, como
transporte de elétrons, fosforilagdo e outras reacdes, resultando em perda do controle
quimiosmotico, levando a morte celular (LORENZETTI, 2011). A utilizagdo de OE’s,
isolados ou em combinagao com outros métodos, podera ter um importante papel no controle
de fitopatogenos, contribuindo para a redugdo no uso de agrotdxicos e, consequentemente,

um menor impacto ao ambiente (PERREIRA, 2014).

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).

A dengue ¢ transmitida pelo mosquito Aedes aegypti, vetor de quatro sorotipos do
flavivirus, Dengue, Zika, Chikungunya e Febre Amarela. E precisa de 4gua parada para se
proliferar. O periodo do ano com maior transmissao sao os 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 fisico-quimicamente, quantificar o teor de fendlicos totais,
avaliar a toxicidade e a atividade larvicida do OE extraido das cascas do fruto de Hymenaea

courbaril L.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar a atividade larvicida do Oleo essencial extraido das cascas do fruto de

Hymenaea courbaril L. (Jatobd) frente as larvas de Aedes aegypti.

2.2 Objetivos especificos

e Determinar os pardmetros fisico-quimicos do 6leo essencial de H. courbaril L.;
e Verificar a toxicidade do 6leo essencial frente a Artemia salina Leach;
e (Quantificar o teor de fenolicos totais presentes no 0leo essencial;

e Avaliar atividade larvicida do 6leo essencial frente as larvas do mosquito Aedes

aegypti.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Plantas medicinais

Nao ¢ de hoje que a humanidade utiliza plantas com fins medicinais para o tratamento
de doengas, fazendo com que os povos fossem transmitindo seus conhecimentos ao longo de
geracdes. Comunidades com baixo valor aquisitivo ver nas plantas medicinais a Unica
alternativa para amenizar os efeitos ou encontrar a cura para muitas de suas enfermidades
(ANTONIO et al., 2013; LACERDA et al., 2013). Civiliza¢des primitivas perceberam o
potencial das plantas na cura de suas enfermidades, demonstrando a estreita relagdo do uso
de plantas e a propria evolucao do homem. Muitos povos descreveram a utilizagdo de ervas
e outros vegetais como medicamento, registrando-os em seus manuscritos (DEVIENNE;

RADDI; POZETTI 2004).

No Brasil, o uso das plantas medicinais foi impulsionado, principalmente, pela cultura
indigena. Em nosso pais, plantas medicinais sdo comercializadas em feiras livres, mercados
populares e encontradas em quintais residenciais, tanto nas regides mais pobres do pais,
quanto nas grandes cidades (MACIEL et al.,, 2002). O uso popular, mesmo que
empiricamente, deu margem a observacao dos efeitos das plantas na saude da populagao,
instigando os cientistas a buscar suas atividades farmacologicas (DEVIENNE; RADDI;
POZETTI, 2004).

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS, 1979), plantas medicinais
sdo todas as plantas que contém em um ou mais de seus orgaos substancias que podem ser
utilizadas com propositos terapéuticos ou que sejam precursoras de semi-sintese quimico-
farmacéutica. No entanto, Lorenzi e Matos (2002) mencionam que, com os adventos da
industrializagdo, da urbanizagdo e dos avangos cientificos, a fabricacdo de farmacos
sintéticos no Brasil aumentou. Este fato favoreceu uma maior utilizacdo desses
medicamentos por grande parte da populacdo brasileira. Em contrapartida, o tradicional
conhecimento sobre as plantas medicinais ficou preterido, sendo muitas vezes considerado

pela comunidade cientifica como atraso tecnoldgico.

Contudo, de acordo com Grams (1999), esse panorama comega a ser modificado, pois

embora as drogas sintéticas ainda representem a maioria dos medicamentos utilizados pela



populacdo, as plantas medicinais vém ganhando cada vez mais adeptos das chamadas

farmacias caseiras.

As drogas vegetais t€ém contribuido ao longo dos anos para obtencao de inimeros
farmacos que sdo comumente utilizados na pratica clinica. Estudos objetivando avaliar o
potencial terapéutico de plantas medicinais e de alguns de seus constituintes tem sido alvo
de pesquisas cientificas cujas acdes farmacoldgicas j4 foram determinadas através de testes

pré-clinicos com animais (CECHINEL FILHO; YUNES, 1998).

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude, 80% da populacdo de paises em
desenvolvimento utiliza plantas na aten¢ao primaria a saude. No Brasil, acredita-se que 90%
da populacdo ja utilizou alguma planta medicinal. A rica biodiversidade brasileira e as
herangas culturais de indios, negros e europeus contribuem para que as plantas sejam
consideradas uma darea estratégica para o desenvolvimento do pais (BOAS; GADELHA,

2007; JOHARCHI; AMIRI, 2012).

No Brasil, Martins et al. (2000), mencionam que das 200.000 espécies vegetais que
possam existir no pais, pelo menos a metade pode ter alguma propriedade terapéutica Util a
populagdo, entretanto, nem um por cento dessas espécies em potencial tem recebido estudos
e tratamentos adequados. O conhecimento popular de que plantas medicinais podem ser
utilizadas indiscriminadamente por ser de origem natural, com isto reforgam a importancia
de ensaios de toxicidade. Estes estudos objetivam averiguar a seguranca do uso de plantas na
medicina popular, assim como extratos € outros insumos obtidos através de produtos naturais

(MERINO et al., 2015; BEDNARCZUK et al., 2010).

Entre esses ensaios o de toxicidade em Artemia salina L., um microcrustaceo de agua
salgada (Figura 1), ¢ largamente utilizado em pesquisas preliminares de atividade biologica
de extratos e fragcdes obtidos a partir de produtos naturais. Tem sido estabelecido como um
método sensivel, simples, pratico e econOmico, cujas aplicagdes se ampliam para
investigacao de fontes de toxicidade de amostras ambientais € misturas quimicas, detec¢ao
de toxinas naturais em alimentos e produtos farmacéuticos, além de pardmetros de

citotoxicidade (MEYER et al., 1982; PERSOONE; WELLS, 1987; SUBHAN et al., 2008).



Figura 1 — Artemia salina L.
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Fonte: TEIXEIRA (2019)

3.2 Consideracoes sobre dleos essenciais

De acordo com a resolucdo - RDC n° 2, de 15 de janeiro de 2007 da ANVISA, 6leos
essenciais (OE’s) sdo produtos volateis de origem vegetal obtidos por processo fisico
(destilagdo por arraste com vapor de agua, destilacao a pressdao reduzida ou outro método
adequado). Além disto, podem se apresentar isoladamente ou misturados entre si, retificados
(submetidos a um processo de destilagdo fracionada para concentrar determinados
componentes), desterpenados (aqueles dos quais tenha sido retirada a quase totalidade dos

terpenos) ou concentrados (parcialmente desterpenados) (BRASIL, 2007).

Para a conservacao dos OE’s devem ser dessecados com NaxSOy anidro e livres de
impurezas insoluveis. Seu armazenamento deve ser feito em frascos de pequeno volume,
feitos de aluminio, aco inoxidavel ou vidro &mbar, ja que tais substancias sdo opticamente
ativas e podem sofrer variagdes quando expostos a luz, de preferéncia hermeticamente
fechados e sua estocagem deve ser realizada a baixas temperaturas, preferencialmente em
atmosfera de nitrogénio. O uso de recipientes plasticos, vedagdes de borracha ou couro
devem ser evitadas, j4 que estes materiais podem liberar substdncias contaminantes ao
produto, no caso o 6leo, acarretando em uma perda significativa de seu valor comercial

(SIMOES; SPITIZER, 2004)

Os OE’s podem sao extraidos de plantas através da técnica de arraste a vapor, na
grande maioria das vezes, e também pela prensagem do pericarpo de frutos citricos, que no

Brasil dominam o mercado de exportacdo. Sdo compostos principalmente de mono e



sesquiterpenos ¢ de fenilpropanoides, metabdlitos que conferem suas caracteristicas

organolépticas (BIZZO et al., 2009).

Estudos realizados comprovam que o meio ambiente no qual a espécie vegetal se
desenvolve e o tipo de cultivo, influenciam diretamente a composi¢ao quimica dos 6leos
essenciais. Fatores como temperatura, umidade relativa, exposi¢ao ao sol e regime de ventos
também exercem influéncia na composi¢do, principalmente em espécies que possuem
estruturas de estocagem superficiais (DE MORALIS et al., 2006) que podem estar localizadas

em diferentes partes do material vegetal.

As flores, folhas, cascas, rizomas e frutos das plantas sdo matérias-primas para sua
producdo, a exemplo dos OE’s de rosas, eucalipto, canela, gengibre e laranja,
respectivamente. Possuem grande aplicagdo na perfumaria, cosmética, alimentos € como
coadjuvantes em medicamentos. Sao empregados principalmente como aromas, fragrancias
e fixadores, em composi¢des farmacéuticas e orais e comercializados na sua forma bruta ou
refinada, fornecendo substancias purificadas como o limoneno, citral, citronelal, eugenol,

mentol e safrol (BIZZO et al., 2009).

Os OFE’s se originam do metabolismo secundario das plantas e possuem composicao
quimica de enorme complexidade, destaca-se a presenca de terpenos e fenilpropandides. Sua
produgdo estd integrada a fisiologia de todo o vegetal, por isso sua composicao fitoquimica
e quantidade dependem de enzimas especificas que catalisam a producdo de compostos
volateis em um oOrgdo, do estagio de desenvolvimento e de estresses abidticos como a

salinidade do solo, umidade e temperatura (GONCALVES et al., 2003; SILVA et al., 2003).

De acordo com Alves (2018), os terpenos sao formados pela associagio de isoprenos,
cadeias de cinco carbonos ligados uns aos outros, € os mesmos se diferenciam pelo numero
de unidades que se repetem. Monoterpenos e sesquiterpenos possuem uma pequena massa
molecular e por isso sdo muito volateis, explicando o aroma acentuado e caracteristico dos
OE’s. Um exemplo um terpeno muito comum ¢ o limoneno, que confere o odor caracteristico

do limao, podendo ser visualizada sua estrutura quimica na Figura 2.



Figura 2 - Limoneno

H,Ca_ _CHs

Ha
Fonte: AFFONSO et al. (2014)

Por sua vez, os fenilpropanoides (Figura 3) sdo uma classe de compostos fenolicos
que apresentam trés carbonos ligados a um anel benzoico, um dos compostos mais comuns

dessa classe € o eugenol, que esta presente, por exemplo, no OE de cravo-da-india.

Figura 3 — Eugenol (Fenilpropanoide)
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Fonte: AFFONSO et al. (2014)

Os OE’s fazem parte do comércio de produtos in natura e juntos com produtos como
mel, castanha de caju, erva mate, guarand, frutos tropicais, cacau, café e soja abastecem o
mercado brasileiro com exportagdo de produtos organicos, principalmente para a Unido
Europeia e Estados Unidos da América (Tabela 1). O que faz com que o Brasil ocupe um
lugar dentre os maiores produtores e fornecedores mundiais de 6leos essenciais (BIZZO et

al., 2009; ANTUNES et al., 2013).



Tabela 1 - Principais 0leos essenciais presentes no mercado mundial
Oleo essencial Espécie

Menta japonesa (India) Mentha arvensis

Eucalipto (tipo Cineol) Eucalyptus globulus Labill.

Citronela Cymbopogon winterianus Jowitt
Hortela-pimenta Mentha x piperita L
Limao Citrus limon (L.) N.L. Burm
Eucalipto Citriodora Eucalyptus citriodora Hook.
Cravo-da-india Syzygium aromaticum (L.) Merr.
Lima destilada (Brasil) Citrus aurantifolia

Fonte: Adaptado de BIZZO et al. (2009)

No Brasil, o ramo industrial responsavel por consumir a maior parte dos OE’s € o de
perfumaria, do campo de cosméticos. Seguido pelas industrias de produtos de limpeza,

alimentos e medicamentos (SOUZA et al., 2010).

Outro aspecto importante, quanto ao uso dos OE’s, refere se a forma de obtencao.
Estes podem ser extraidos através de inumeras técnicas e suas propriedades dependem do
tipo de extragdo. Os métodos mais utilizados sdo: extragdo por arraste a vapor,
hidrodestilac¢do, prensagem a frio, extracao por solventes organicos, extragao por alta pressao

e extracao por CO; supercritico (OKOH et al., 2010).

Em meio a competitividade do mercado de OE’s, pesquisas envolvendo a extra¢ao
desse material visam o aprimoramento de processos convencionais, como a extragdo com
solvente organico e a hidrodestilacdo, bem como o uso de outras tecnologias, como a extracao
com fluido supercritico. Buscando ampliar a quantidade, qualidade e valor comercial do

produto obtido (COSTA et al., 2006).

A extracdo com solvente consiste em colocar a matéria prima em contato com um
solvente previamente selecionado. As plantas sao imersas neste solvente e apos certo tempo,
suficiente para que os constituintes soluveis da planta sejam transferidos, efetua-se a
separa¢do solido-liquido. Na fase final o 6leo ¢ obtido pela evaporagdao do solvente da fase
liquida. Este método, porém, apresenta algumas desvantagens como residuos do solvente
presente no oOleo. Este residuo pode causar alteragcdes quimicas nas moléculas e assim
provocar efeitos toxicos nos consumidores. Para a remocao de todo o solvente € necessario

equipamento de alto custo (OLIVEIRA; JOSE, 2007; SILVEIRA et al., 2012).



Essa técnica ¢ empregada porque algumas plantas ndo suportam o aumento de
temperatura, por isso € usada a extragdo por solventes, de preferéncia, solventes organicos.
Para esta extracdo € necessario que se conheca a polaridade da substancia a ser extraida, para
que se possa determinar o solvente ou a mistura de solventes usada para determinada extragao

(FERNANDES, 2012; SIMOES et al., 2000).

A hidrodestilacdo em aparelho de Clevenger (Figura 4), ¢ um método onde ocorre o
aquecimento da amostra embebida em 4gua, que atinge cerca de 100°C, temperatura maior
que o ponto de ebulicdo dos componentes do OE, volatilizando-o. Ap6s a volatilizacao, vapor
d'agua e compostos do OE passa por um condensador. Como a dgua ¢ imiscivel com o OE,
formam-se duas fases (6leo e agua), sendo a mistura recebida no frasco separador
(ABDELLATIF; HASSANI, 2015). Sendo esse processo bastante eficiente para obter
informacgodes referentes ao processo industrial de destilagao por arraste de vapor (SARTOR,
2009). A diferenga entre a hidrodestilagdo e a destilacao por arraste de vapor d’agua, € que
na primeira, a massa vegetal esta submersa na agua, j4 na segunda, o vapor passa pela

matéria-prima (CHAVEZ, 2007).

Figura 4 — Aparelho Clevenger

o

Fonte: SP (2019)

Substancias de origem vegetal apresentam ser uma alternativa promissora no controle
de vetores, pois, as plantas sdo fontes naturais de inseticidas, que sdo produzidas pelo vegetal

em resposta a um ataque patogénico (SIMAS et al., 2004).

O emprego de esséncias comegou nas antigas civilizagdes, quando o homem
descobriu o fogo e percebeu que ao queimar determinados arbustos e resinas, estas exalavam
um aroma intenso (JAKIEMIU, 2008). Durante séculos, centenas de culturas desenvolveram

atos simbdlicos e religiosos onde plantas aromaticas eram queimadas nos altares dos templos,
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oferecidas como sacrificios, em busca de favores dos deuses. Com o passar dos anos as
plantas passaram a fazer parte de técnicas de prevengdo e de tratamento das doengas,
principalmente de feridas e contusdes, como mostram documentos chineses e indianos com

mais de 5.000 anos (PALHINHA, 2013).

Os antigos persas e egipcios conheciam os OE’s de Terebintina (madeira de pinheiro)
e resina de mastique (Pistacia lentiscus), sem davida o primeiro OE obtido a partir da
destilacdo a seco. Vasos de alabastro, encontrado em antigas tumbas de faraos, possuiam OE

e datavam de mais de 6.000 anos (PRICE, 1994).

Mas foram os persas que inventaram o aparelho de destilagdo, sendo esse o primeiro
equipamento a obter um OE puro. Os romanos se beneficiaram muito dos conhecimentos
gregos quanto a aplicacdo dos perfumes e dos 6leos aromatizados que normalmente eram
aplicados ap6s o banho. Acreditavam nas virtudes dos banhos aromatizados com plantas, que
usavam para restaurar o vigor sexual e diminuir os efeitos do vinho tomado em excesso

(COSTA, 2010).

Os OE’s eram empregados pelos egipcios, também, em massagens de
embelezamento, para proteger a pele do clima arido e evitar a decomposi¢ao de seus mortos,
demonstrando que conheciam suas propriedades antissépticas. Essas informagdes

difundiram-se para os antigos gregos e deles para os romanos (DE LA CRUZ, 1997).

Em 1920, o quimico francé€s Maurice René de Gattefossé apresentou a denominagao
aromaterapia pela primeira vez, impulsionada por uma experiéncia pessoal, visto que se
acidentou em seu laboratorio de perfume ao queimar seu brago e, na tentativa de apagar o
fogo, ele mergulhou o brago em um barril de liquido que estava préximo contendo 6leo de
lavanda. Rapidamente ocorreu o alivio da dor sem sinais e sintomas detectados habitualmente
em queimaduras, como vermelhidao, calor, inflamacdao, bolhas e cicatrizes, sendo a

queimadura curada (LICHTINGER, 2006).

Com o advento da segunda guerra mundial e o desenvolvimento tecnologico da
industria farmacéutica, a terapia através dos OE’s e a fitoterapia foram praticamente
renegadas e esquecidas, posto, era o auge dos antibioticos. No entanto, a perda dos efeitos
curativos de muitos principios ativos sintéticos, devido ao surgimento de microrganismos
cada vez mais resistentes, levou a industria farmacéutica a sintetizar outros bem mais
potentes e por vezes com efeitos adversos ainda mais indesejaveis; esse fato reacendeu o

interesse pelas terapias que fazem uso de OE’s (LAVABRE, 1997).
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A industria dos OE’s iniciou as suas atividades no Brasil em 1927, quando comegou
a extrair o OE de pau-rosa (Aniba dukei K.) para substituir a produgdo franco-guianense. Mas
foi s6 no final da década de 30, com a ocorréncia da Segunda Guerra Mundial, que a industria
nacional passou a se desenvolver. Isto ocorreu porque a guerra afetou e desorganizou todo o
comércio europeu, fazendo com que as empresas daquela regido buscassem novos
fornecedores. O Brasil entdo apareceu como uma alternativa; nosso pais chamava a ateng@o
por sua enorme riqueza natural. A partir dai, novas culturas comegaram a ser exploradas e
passamos a disponibilizar no mercado uma variedade maior de OE’s, como sassafras, menta,

laranja e eucalipto (AZAMBUIJA, 2019).

3.3 Aspectos gerais sobre Hymenaea courbaril L. (Jatoba)

O jatobd (Hymenaea courbaril L.) pertence 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 JUNIOR, 2005; SOUSA et al., 2012).

Conhecida popularmente pelos nomes de jatobd, jatai, jatai-amarelo, jatai-peba,
imbitva, dentre outros, ¢ uma arvore que alcanga de 15-20 m de altura, possuindo folhas
compostas e fruto do tipo legume indeiscente (Figura 5). Cada fruto possui de duas a quatro

sementes (LORENZI, 2002).

Figura 5 — Arvore do Hymenaea courbaril L.,

Fonte: Canovas (2017)
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A espécie, H. courbaril L. possui no Brasil, uma ampla distribui¢do, ocorrendo desde
a floresta amazonica até a floresta estacional semidecidual no sudeste do pais, atualmente sao
aceitos duas secdes e 14 espécies, distribuidas do México a América do Sul e uma na costa
leste da Africa (LEWIS et al., 2005); 13 ocorrem no Brasil uma delas é H. coubaril, (COSTA
et al., 2011). Tem importancia florestal e ambiental pelo potencial que possui como planta

fixadora e armazenadora de carbono (MELO; POLO, 2007).

Os frutos contém uma polpa que origina uma farinha muito nutritiva, consumida pelo
homem e pelos animais silvestres (LORENZI, 2006), além de produzir sementes com
abundancia e regularidade sendo espécie com possibilidade de uso comercial (VELOSO,
1991) (Figura 6). Além disso, segundo Agarez (1997), apresenta indicacdo como medicinal,
produzindo 6leo essencial, taninos, materiais resinosos e pécticos, amido e agucares, sendo
as cascas e folhas utilizadas no tratamento de diarreias, colicas intestinais, cistite, tosses,

bronquite e asma, infecgdes de bexiga e verminoses (OLIVEIRA et al., 2006).

A madeira ¢ muito dura, resistente e bastante comercializada, assim como os frutos
(GRISI, 2008). Pode ser plantado desde a condicao de bordas e clareiras até fechamento de
dossel. Em razdo dos frutos desta espécie serem muito procurados pela fauna, ela ¢
extremamente Util nos plantios de areas degradadas destinadas a recomposicao da vegetacao

arborea (LORENZI, 2006).

Figura 6 - H. courbaril L. (jatobd), (a) frutos e cascas (b) fruto

Fonte: Figuras disponiveis em: <https://www.arvores.brasil.nom.br/new/jatoba/index.htm> Acesso

em:13/10/2019

A espécie H. courbaril vem sendo foco de varias pesquisas, grande parte delas

associadas a estudos agronomicos e fitoquimicos, pois além de sua madeira de qualidade,
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seus frutos apresentam substidncias com propriedades biologicas, como os taninos

(NOGUEIRA et al., 2001).

Para estudos que enaltecem o potencial gastrondmico e o valor nutritivo do jatoba,
apresenta-se aqui o realizado por Silva et al. (2001), os quais investigaram a aplica¢do de
farinhas de jatoba adicionadas a farinha de trigo na elaboracao de biscoitos. Neste estudo, a
farinha de jatoba apresentou alto teor de fibra alimentar total e os biscoitos realizados com
esta farinha ficaram isentos de actcares e com boa qualidade tecnoldgica (SILVA et al.,

2001), demonstrando o grande valor nutritivo e gastrondomico do jatoba.

Dentre os estudos que registram os valores medicinais do jatoba, enaltecem-se aqui
os realizados por Sales et al. (2014), os quais investigaram o efeito antimicrobiano do OE
extraido da casca de frutos de Hymenaea courbaril. Neste estudo, os resultados encontrados
mostram que o OE extraido da casca de frutos possui uma boa atividade antimicrobiana sobre

a espécie Gram-positiva (Staphylococcus aureus), revelando o seu efeito antibidtico.

Outro estudo de grande importancia que evidéncia o potencial medicinal do jatoba,
foi o realizado por Cavazzana Junior et al. (2015), os quais verificaram que extratos de flores
e folhas de jatoba se mostraram toxicos ao protozoario Trypanosoma cruzi, causador da

doenca de Chagas, realizando a paralisagao desse protozoario.

Estudos de cunho tecnologico também sdo apresentados na literatura cientifica como
este realizado por Castelli et al. (2016), os quais analisaram o uso de extrato de Hymenaea

courbaril no processo de fermentagao etanolica.

Estudos in vitro para industria de alimentos demonstraram que a fibra do fruto do
jatoba pode efetivamente neutralizar radicais livres e outras substancias reativas,
apresentando assim uma atividade antioxidante que s6 poderia ser demonstrada de forma

limitada em outras fontes de fibra alimentar (HABER, 2003; PEDAUYE, 2007).

3.4 Aspectos gerais sobre o Aedes Aegypti (Linnaeus, 1762)

A ocorréncia do Aedes aegypti foi primeiramente descrita no Egito por Linnaeus, em
1762 (CHRISTOPHERS, 1960), estando o mosquito presente nos tropicos e subtropicos em
praticamente todo o continente americano, no Sudeste da Asia, ¢ em toda a India
(KRAEMER et al., 2015). Suspeita-se que a introdugdo dessa espécie no Brasil tenha

ocorrido no periodo colonial, entre os séculos XVI e XIX, durante o comércio de escravos.

14



(CONSOLI; OLIVEIRA, 1994; FORANTTINI, 2002). Com a destruicdo dos habitats
naturais, devido as pressdes antropicas, uma parte da populagao silvestre sofreu um processo
seletivo que favoreceu a disseminagdo e sobrevivéncia da espécie em aglomerados humanos

(CHRISTOPHERS, 1960; CROVELLO; HACKER 1972).

No inicio do século XX, o mosquito Aedes aegypti foi identificado como transmissor
da febre amarela urbana e em 1955, ocorre a sua erradicagdo no Brasil, no entanto, houve a
reintroducdo por meio de deslocamentos humanos maritimos ou terrestres (BRAGA;

VALLE, 2007; PERES, 2016).

Na segunda metade do século XX, a partir de 1981, ocorreu na cidade de Boa
Vista/RR, o primeiro registro epidémico da arbovirose dengue, estendendo-se
posteriormente, para outros estados. Na década de 90, a dispersdo do vetor atingiu grande
parte do pais ocasionando varios surtos nos grandes centros urbanos das regides Sudeste e

Nordeste (SANTOS, 2012).

Observam-se recorrentes epidemias de dengue em todo o globo, na qual paises de
clima tropical, com temperatura e umidade favoraveis, t€ém apresentado elevados niveis de
infestagdo por Aedes aegypti. Ressalta-se que as principais causas dessas epidemias tém sido
a grande capacidade de adaptagdo do vetor, que favorece a re-emergéncia da doenca, apos

intensas a¢des 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; ISHAK 1987; MARZOCHI; MONATH, 1994).

De acordo com o Ministério da Satide no periodo de 30 de dezembro a 24 de agosto,
foram registrados 1.439.471 casos de dengue em todo o pais (Figura 7). A média ¢ de pouco
mais de 6 mil casos por dia. O numero de registros representa um aumento de 599,5%, na
comparagdo com 2018. Minas Gerais €, at¢ 0 momento, o estado com o maior numero de
ocorréncias, com um total de 471.165. Um ano antes, os municipios mineiros registravam
23.290 casos. Sao Paulo (437.047) aparece em segundo lugar, sendo, ainda, a unidade
federativa em que a incidéncia da doencga mais cresceu (3.712%), no intervalo de andlise. Em

2018, foram reportados 11.465 casos (BOLD, 2019).
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Figura 7 - Casos de dengue no pais entre o periodo de 30 de Dezembro de 2018 a 24 de
Agosto de 2019
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Fonte: BOLD (2019)

Também sdo destaque negativo no balango Goias (108.079 casos), Espirito Santo
(59.318) e Bahia (58.956). Quando o critério ¢ a variagdo 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:
Amazonas, que diminuiu o total de 1.962 para 1.384 (-29,5%), e Amapa, onde houve reducao
de 608 para 141 (-76, 8%). Atualmente, a taxa de incidéncia da dengue no pais ¢ 690,4 casos
a cada 100 mil habitantes (BOLD, 2019).

3.4.1 Etiologia e ciclo de vida do Aedes aegypti

A etiologia do Aedes aegypti beneficia sua ampla dispersdo, favorecida nos ambientes
urbanos, preferencialmente no intra e no peridomicilio humano. Raramente sdo encontrados
em ambientes semi silvestres ou onde ndo ha presenca intensa do homem. Seus criadouros
preferenciais sdo recipientes artificiais, tanto aqueles abandonados a céu aberto, que servem

como reservatorio de agua de chuva, como os utilizados para armazenar agua para uso
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doméstico. A presenga dos criadouros em ambiente de convivio com o homem favorece a
rapida proliferacao da espécie, por dois aspectos: condi¢des ideais para reproducao e fontes

de alimentagao (CONSOLI; OLIVEIRA, 1994).

Caracteristicamente, o Aedes aegypti ¢ um mosquito de habito diurno e que possui
coloragdo preta, com listras e manchas brancas, adaptado ao ambiente urbano (TAVEIRA et
al., 2001). Ao longo de sua trajetdria evolutiva essa espécie desenvolveu um comportamento
estritamente sinantrépico e antropofilico, sendo reconhecido entre os mosquitos da familia

Culicidae como a espécie mais associada ao homem (NATAL, 2002) (Figura 8).

Figura 8 - Mosquito Aedes aegypthi

Fonte: Brasil (2016)

Somente as fémeas sdo hematofagas, sendo muito agil ao picar e, quando perturbada
durante a ingestao de sangue, interrompe o processo, voa e logo ap0s, estara novamente apta

a ser atraida ao mesmo ou outro hospedeiro, para completar sua refeicdo (NATAL, 2002).

Essa alimentagdo se restringe ao horario diurno e seus picos de atividade sdo ao
amanhecer e ao final da tarde. Os machos costumam seguir as fémeas no ambiente domiciliar
para copular e se alimentar de substancias agucaradas de plantas (CONSOLI; OLIVEIRA,
1998).

Por picarem, na maioria das vezes, no intradomicilio, em voos préximos ao solo, em
ambientes com pouca luz e "vestidos" com uma camuflagem, representada pelas listras e
manchas claras em fundo escuro, suas investidas sao dificilmente notadas, e quando se

percebe, a fémea ingurgitada ja voou, e deixou no local da picada a reagdo as proteinas
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estranhas de sua saliva, na marca de um pequeno prurido (NATAL, 2002). E durante a picada

que o mosquito transmite o virus da dengue, através da saliva que inocula no hospedeiro.

O Aedes aegypti esta entre os mosquitos que possuem uma rapida fase imatura. O
ciclo de vida do mosquito Aedes aegypti compreende quatro fases: ovo, larva, pupa e adulto

(BRASIL, 2019).

Segundo Nelson (1986) o periodo de desenvolvimento de ovo a adulto pode durar de
cinco a sete dias, como apresentado na Figura 9, sendo influenciado principalmente pela
temperatura. Particularmente a fémea do Aedes aegypti deposita os ovos nas paredes de
pequenos artefatos que acumulam agua (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 dessecag@o por até um ano e meio. Uma
vez que entrem em contato com a agua inicia-se a fase aqudtica do desenvolvimento

(PREZOTO, 2016).

Figura 9 - Ciclo de vida
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Apo6s a emergéncia a fémea do mosquito copula e inicia a procura por um hospedeiro

para se alimentar e assim iniciar o ciclo reprodutivo colocando cerca de 30 a 100 ovos, cerca



de trés dias apds a alimentacdo, em diferentes criadouros, compostos preferencialmente por
recipientes artificiais, abandonados pelo homem a céu aberto e preenchidos com agua das
chuvas (CONSOLI; OLIVEIRA, 1998). Esses criadouros sao na maioria das vezes pneus,
latas, vidros, pratos de vasos, xaxins, vasos de cemitério, caixas d’agua, tonéis, cisternas
destapadas, lagos artificiais, piscinas e aquarios abandonados, sempre com a condi¢do de que
a dgua armazenada seja limpa (ndo turva), pobre em matéria organica em decomposi¢do e
em sais, acumulada principalmente em locais sombreados ¢ de fundo ou paredes escuras

(PREZTO, 2016).

3.4.2 Doencas relacionadas e combate ao Aedes aegypthi

Além do virus da dengue, a espécie Aedes aegypti também transmite o virus da febre
amarela urbana, chikungunya e zika. O virus da febre amarela pertence a familia Flaviviridae,
género Flavivirus e tem carater endémico em regides tropicais da Africa e da América Latina,
representando um grave risco a saide publica. Apesar da disponibilidade de vacina para a
prevengio desta doenga seu ressurgimento é significativo em algumas regides da Africa e

das Américas (MASCHERETTT et al., 2013).

O virus da febre chikungunya pertence a familia Togaviridae, género Alphavirus e
possui sintomas similares ao da dengue, porém esta doenga tem carater agudo e cronico com
alta taxa de morbidade devido a artralgia prolongada. Sua recente presenca nas Américas
alerta os governantes para a execucao de medidas preventivas ja que ainda nao hé vacinas ou
medicagdo especifica para o tratamento. Além disso, as semelhancas clinicas entre febre
chikungunya e dengue podem dificultar o diagnostico em casos onde ha infec¢ao por ambas

arboviroses (NSOENSIE et al., 2016; DONALISIO; FREITAS, 2015).

Por ultimo, tém-se as recentes epidemias ocasionadas pelo zika virus (familia
Flaviviridade, género Flavivirus) em diversas regides do mundo. O zika virus foi isolado pela
primeira vez em 1948 de um macaco da floresta Zika, na Uganda. Este virus teve sua
emergéncia, em 2007, nas ilhas do pacifico e desde entdo tem se disseminado por todo o

globo devido a grande facilidade de adaptacdo e migragao do seu vetor Aedes aegypti.

O Brasil passou por uma epidemia de zika virus ao final de 2015, o que foi inesperado
para a sociedade pela falta de conhecimento acerca do virus e da doenga. Durante a epidemia
houve a suspeita de que o zika virus teria associacdo com os surtos de microcefalia e

Sindrome de Guillain-Barréque, que ocorreram na mesma época. Ressalta-se que a infec¢ao
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por zika virus pode ser assintomatica, o que oferece maiores riscos e dificuldades
relacionadas ao diagndstico e tratamento. Tal fato levou o Ministério da Satde a declarar
estado de emergéncia no pais (BRASIL, 2015) e a OMS a declarar estado de emergéncia em
saude publica internacional no inicio de 2016 (OMS, 2016). E deste entdo estudos tém sido
desenvolvidos para melhor compreensdao da doenga e do virus para novas opgdes de

prevencao a doenga (VOROU, 2016).

O método utilizado para combater o Aedes aegypti no Brasil, sdo os inseticidas
sintéticos (piretrdides, fosforados e os organoclorados), e com o passar do tempo foram
gerando resisténcia aos mesmo, assim fomentando a busca por inseticidas de origem vegetal
(LIMA et al., 2003). E por apresentarem compostos biodegradédveis, produtos ndo toxicos e

potencialmente larvicida(AMER; MEHLHORN, 2006).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Local da pesquisa

O presente trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Pesquisa e Aplicacdo de

Oleos Essenciais (PCQA-UFMA) da Universidade Federal do Maranhio (UFMA).

4.2 Material

A coleta do material vegetal utilizado nesta pesquisa foi realizada em outubro de
2019, em um tunico lote. Esse material foi coletado na regido de Palmeiras - MA. As cascas
do fruto, conforme mostra a Figura 10, foram identificadas pelo Herbario Atico Seabra da
Universidade Federal do Maranhao, sob o registro de n°1079. Apos a coleta, a espécie vegetal
foi transportada para o Laboratério de Pesquisa e Aplicagdo de Oleos Essenciais (PCQA-
UFMA), onde foi submetido a estufa de secagem de ar convectiva a 45 °C por 24 horas, e

posteriormente, triturada em moinho de facas.

Figura 10 - Cascas de Jatoba

Fonte: Autor (2019)
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4.3 Extracao do dleo essenciais da Hymenaea courbaril L. (Jatoba)

Para a extragdo do dleo essencial foi empregado o processo por hidrodestilagao,
utilizando-se um sistema de Clenveger modificado, em vidro acoplado a um baldo de fundo
redondo de 6000 mL, com uma manta aquecedora controlando-se a temperatura a 100 °C/3h,
como demostra a Figura 11. Para a extracdo, foram utilizados 597,5 g da amostra de casca de
jatobd com a propor¢do 1:10 de dgua destilada. O dleo extraido foi seco por meio da
percolagdo com Na>SO4 (Sulfato de s6dio anidro) e centrifugado, armazenado em um coletor
de vidro envolto em papel aluminio sob refrigeragdo, a fim de evitar perdas de constituintes

volateis.

Figura 11 - Extrator de Clevenger
I gy |

1 | gw H {

Fonte: Autor (2019)

4.4 Rendimento da extracao do dleo essencial da Hymenaea courbaril L. (jatoba)

O calculo do rendimento da extragdo foi expresso em percentagem, na relagdo
massa/massa pela medida da densidade, observando o volume maximo obtido de cada 6leo

por massa (g) dos vegetais em estudo, conforme Equacao 1 (FARMACOPEIA, 2010).

V *d
m

% R=

(1)
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onde:
V = volume total do dleo extraido (mL)
d = densidade do 6leo (g/mL)

m = massa do vegetal (g)

4.5 Caracterizacao fisico-quimica

As propriedades fisico-quimicas determinadas do 6leo essencial foram: densidade,

solubilidade em etanol (70% v/v), indice de refragdo, cor e aparéncia.

4.5.1 Densidade

Determinou-se a densidade do 6leo essencial utilizando um picnémetro de 0,5 mL,

onde foi adicionada a amostras a 25 °C, pesando-as em seguida (IAL, 1985).

4.5.2 Solubilidade em etanol (70%)

Para se determinar a solubilidade, foi colocado um volume constante do 6leo e foram
adicionados volumes proporcionais da solucdo alcodlica previamente preparada a 70% (v/v)

até solubilizacao total (FARMACOPEIA, 2010).

4.5.3 Indice de refracdo

A determinacdo do indice de refragdo foi realizada com auxilio de uma pipeta de
Pasteur de vidro para adicionar as amostras do Oleo diretamente sobre o prisma do
refratdbmetro de ABBE, a uma temperatura de 25 °C, fazendo-se, entdo, as leituras

(FARMACOPEIA, 2010).

4.5.4 Cor e Aparéncia

A técnica utilizada foi visual, em que, sob um fundo branco, se comparou a cor do
6leo com cores conhecidas e para a aparéncia se fez uma inspecao do 6leo no que diz respeito

a sua transparéncia ou limpidez (IAL, 1985).

4.6 Teste de Toxicidade
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Para a avaliagdo da letalidade de Artemia salina Leach, foi empregada a metodologia
de Meyer et al. (1982), onde foi preparada uma solugdo salina estoque de cada OE (6leo
essencial) na concentracdo 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 solugdo
salina ja preparadas anteriormente até 5 mL, obtendo-se no final concentracdes 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.

Para o controle do branco utilizou-se 5 mL da solugdo salina, para o controle positivo
foi usado o dicromato de potassio (K2Cr.0O7) e para o controle negativo 5 mL de uma solucao
4mg. L' de Tween 80. Apds 24 horas de exposigio, realizou-se a contagem das larvas vivas,
considerando-se mortas aquelas que ndo se movimentaram durante a observacao e nem com
a leve agitagdo do frasco. Adotou-se o critério estabelecido por Dolabella (1997) para
classificagdo da toxicidade dos OE’s, sendo considerado altamente toxico quando CLso < 80
mg. L', moderadamente toxico para 80 mg. L' < CLso > 250 mg. L' e levemente téxico ou

atoxico quando CLso> 250 mg L.

4.7 Teste Larvicida

Os ovos foram coletados na Universidade Federal do Maranhao, Campus Bacanga
em Sao Luis/MA, através de armadilhas denominadas ovitrampas (Figura 12). 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¢ao 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 (PCQA-UFMA) do Pavilhdo Tecnoldgico da Universidade Federal do Maranhao
— UFMA.
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Figura 12 - Armadilha utilizada para a coletas dos ovos do Aedes aegypti

Ghp Ol o ANNCEN RS
Fonte: Autor (2019)

Inicialmente, os ovos do Aedes aegypti foram colocados par eclodir a temperatura
ambiente em um aquario circular de vidro contendo 4dgua mineral como apresentado na
Figura 13. A identificagdo 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 e quarto estadio, idade em que foram feitos os experimentos.

Figura 13 - Larvas Aedes aegypti

Fonte: Autor (2019)

Os ensaios para atividade larvicida foram realizados de acordo com a metodologia

adaptada proposta por SILVA (2006). Inicialmente, foi preparada uma solu¢do mae de 100
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mg L' do OE diluida em solugdo de Dimetilsulfoxido 10% (DMSO). Desta solugdo, foram
preparadas cinco dilui¢des nas concentragdes 10, 20, 50, 70 e 100 mg L. A cada

concentragio foram adicionadas 10 larvas na propor¢do 1 mL larva™.

Todos os testes foram realizados em triplicatas e como controle negativo foi utilizado
uma solugdo formada de DMSO 10%, e como controle positivo, uma solugdo de temefos
(0,0,0’,0’- tetrametil O,0’-tiodi-p-fenileno bis (fosforotioato) a 100 ppm, equivalente a
concentragao utilizada pela fundacao nacional de saude (Funasa) para o controle larvicida do
vetor, além do Novaluron (#-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 Satude, que indica

pelo OMS no intervalo de 0,01 a 0,05mg/L.

Apds 24h foram realizou-se a contagem de vivas e mortas, sendo que foram
consideradas mortas, as larvas que ndo reagiram ao toque apo6s 24 horas do inicio do
experimento. Para quantificagdo da eficiéncia do OE foi aplicado o teste estatistico de Reed

& Muench (1938) com calculo do intervalo de confianga por Pizzi (1950).

4.8 Compostos Fenoélicos Totais

A determinag@o dos compostos fendlicos totais do OE foi realizada com adaptacdo
do método de Folin-Ciocalteu (WATERHOUSE, 2012). Utilizou-se 5 mg do OE diluido em
1 mL de etanol. A esta solucdo foi adicionado 3 mL de adgua destilada, 500 pL do reagente
Folin-Ciocalteu e 2,0 mL de carbonato de sodio a 20%. A solug¢do formada foi levada ao
banho-maria a 50 °C por 5 min, retirada e deixada para esfriar; e, entdo, foi realizada a leitura
em espectrofotdmetro manual, em comprimento de 760 nm. A curva padrao foi expressa em

mg L! de 4cido tanico.

4.9 Analise estatistica

De acordo com método de Reed & Muench (1938), foi realizada anélise estatica, em
que tem como principio, se um animal sobrevive a uma certa concentracdo, também ird
sobreviver em concentragcdes menores. Entdo, o animal que morrer a uma certa concentragao,
ird morrer em concentragdes maiores. A partir dos dados de mortalidade ¢ construido um
grafico, em que apresenta uma curva para o acimulo de animais mortos € outra para o

acumulo de animais vivos. O ponto de intercessdo entre as curvas ¢ a Concentragdo Letal



50% (CLso), ou seja, nesse ponto o nimero de animais mortos ¢ igual ao nimero de animais

vivos (COLEGATE; MOLYNEUX, 1993).

Segundo o método de Pizzi (1950), foi calculado o intervalo de confianga, em que se
constroi um grafico de percentual de mortos versus logaritmo da concentragdo. Entdo,
determina-se o valor de R, que ¢ a diferenca entro o log que mata 75% e o log da dose que
mata 25% das larvas. Posteriormente, encontra-se a varidvel H, que ¢ a média das diferengas
dos valores de log das concentracdes. Obtendo-se esses dados, encontra-se o log do erro
padrao (SE), através da Equagdo 2. Para calcular o intervalo de confianga, aplica-se o valor

de SE encontrado na expressdo 2X105E,

R
SE)2=0,79*H* — 2
(SE)~=0, 20 (2)
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Avaliacao dos parametros fisico-quimicos do 6leo essencial das cascas da Hymenaea

courbaril L. (Jatoba)

Os parametros fisico-quimicos dos OE’s sdo importantes ndo apenas para
determinagdo da qualidade, como também para o controle de sua pureza. Os resultados sdao

apresentados na Tabela 2.

Tabela 2 - Parametros fisico-quimicos do 6leo essencial (OE) de H. Courbaril L
Parametros fisico-quimicos OE H. Courbaril

Densidade (g mL™) 0,9182
Solubilidade (EtOH 70%) 1:9
Aparéncia Limpido
Cor Amarelo
Indice de refragdo (nD 25°C) 1,500
Rendimento (% m/m) 0,46

Fonte: Autor (2019)

O rendimento da extracdo foi calculado, a partir da Equagdo 1, a partir de uma massa
de 597,5 g do material vegetal. Foi obtido um volume de 3 mL, sendo o rendimento m/m de
0,46%. De acordo com Mercés (2014) o valor de rendimento da hidrodestilagdo das cascas
de H. courbaril L. encontradas neste trabalho estdo condizentes com a literatura que

especifica a faixa de 0,003 a 0,6% para a espécie em estudo.

Conforme pode-se verificar na Tabela 2, o 6leo estudado teve aparéncia limpida, cor
amarelada, solubilidade em etanol 70% na propor¢do 1:9 e a densidade foi de 0.9182 g mL~
!, De acordo com Ribeiro & Seravalli (2004), a medida de densidade do 6leo esté relacionada
ao grau de ligacdes duplas ou triplas, ou seja, quanto menor for o peso molecular do 6leo,
maior € o grau de insaturagdes. Ao comparar o valor obtido de densidade, o OF em relacao
a agua destilada, cujo peso especifico é de 1 g mL! a 20 °C, nota-se que o OE ¢ menos denso
(SANTOS et al., 2014). Durante a hidrodestilacdo, esta caracteristica ja havia sido notada
uma vez que se verificou uma nitida separagao de fases, ficando o 6leo na parte superior do

tubo coletor.
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O indice de refragdo obtido foi de 1,500 nD, que ¢é caracteristico para cada tipo de
6leo, dentro de certos limites, sendo relacionado ao grau de saturacdo das ligagdes, mas €

afetado por outros fatores tais como: oxidacao e tratamento térmico (IAL, 1985).

5.2 Toxicidade

O ensaio de toxicidade frente ao microcrustaceo Artemia salina L. foi realizado no
OE de H. courbaril L., e os dados obtidos sdao apresentados na Tabela 3. Observou-se que a

maior taxa de mortalidade foi encontrada na concentra¢io de 1000 mg L' com 60% em 24h.

Tabela 3 - Percentual de mortalidade da espécie de Artemia salina L. frente a acdo do OE
de H. Cubaril L.

ACUMULADOS

I€] " LoG[c] MORTOS vIVOs vivos mMorTos MORTALIDADE
(mg L) (%)
1000 3 6 4 2 0 s
100 2 3 7 0 4 30
10 I I 9 20 I 10

Fonte: Autor (2019)

Para o célculo do intervalo de confianca, foi utilizado do método de Pizzi (1950), no
qual foi construido um grafico do percentual da mortalidade versus logaritmo (log) da

concentragdo como apresentado na Figura 14.

Na Tabela 3, encontra-se os dados de mortalidade para as trés concentragdes (1000,
100, 10 mg L), sendo assim construido um grafico onde se observa uma curva para o
acumulo de animais vivos em cada concentragdo e outra curva para o acimulo de animais
mortos como apresentado na Figura 15. O ponto de intercessdo entre as curvas ¢ a

Concentracao Letal 50% (CLso).
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Figura 14 - Grafico do percentual da mortalidade versus logaritimo (log) da concentragao,
segundo o método de Pizzi (1950)
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Fonte: Autor (2019)

Figura 15 - Grafico log da concentracdo versus os acumulados de mortos e vivos, segundo
o método Reed & Muench (1938)
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Fonte: Autor (2019)

Na Tabela 4 ¢ apresentada a CLso referente a agdo do OE H. cubaril L. frente a

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



Tabela 4 - Concentracao Letal 50% para a¢do do OE frente a Artemia salina L. e
classificagdo dos 6leos quanto a sua toxicidade pelo critério de Dolabella (1997)

Log da intersecciio das curvas Concentracdo (CLso) mg L' Classificacdo

2,55 354,8 £2,02 Atoxico

Fonte: Autor (2019)

Encontrou-se o log da interseccdo de 2,55 e de CLso igual a 354,8 mg L. O ¢leo
analisado apresentou valor de CLso>250 mg L™, indicando assim, ser atoxico de acordo com
a metodologia de referéncia utilizada para o teste (DOLABELLA, 1997). Nao tendo na
literatura toxicidade frente Artemia Salina L. do OE de H. Courbaril L. para fins

comparativos.

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 (RAHMAN et al., 2001).

A toxicidade de uma planta ¢ tida como a capacidade do produto estudado causar
algum desequilibrio, um dano grave ou mesmo levar a morte (ALVES, 2014). Ensaios com
produtos naturais tém revelado atividades biologicas relevantes. Um ensaio que pode
demonstrar tais atividades ¢ o bioensaio utilizando Artemia salina. Existem inimeras
vantagens em se utilizar o mini crustdceo em ensaios cientificos, as principais delas incluem

o baixo custo, rapidez, facil manutencao e a utilizacao de pouca amostra (SAYFELD, 2010).

5.3 Fenolicos Totais

A curva padrao de 4cido tanico obtida experimentalmente ¢ apresentada na Figura 16.
A equagdo da reta ¢ apresentada no grafico, juntamente com o coeficiente de determinagao,

demonstrando uma boa linearidade da curva.
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Figura 16 - Grafico curva padrdo acido tanico

Curva padrdo Acido tanico
1,4
1,2 - '
E_ 1 - - '
20,8 -
G
£ 0,6 1
:
20,4 1 y = 0,05857x + 0,06000
021 o Rz = 0,9998
0 I N T N N TN NN TN N AN TR TN TR T N TN TN NN A N TN T N |
0 5 10 15 20 25
Concentragao (ug mL1)

Fonte: Autor (2019)

A equagio da reta obtida foi y = 0,05857x + 0,06000 (R? = 0,9998), onde y representa
a absorbancia e x a concentragdo equivalente de acido tdnico. A Tabela 5 apresenta a

quantidade de fendlicos totais do OE H. Courbaril L.

Tabela 5 - Quantificagdo de fenolicos totais (mg EAT g!)
OE H. courbaril L.

Fenolicos totais

490,353 mg EAT ¢!
Fonte: Autor (2019)

A quantidade de fenolicos totais encontrada no OE em estudo foi de 490,353 mg EAT
g’l. 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 fenolicos estdo relacionados com a quantidade de antioxidantes das
plantas, por isso a quantificagdo dos mesmos ¢ importante (SILVA et al., 2010). Estes
compostos englobam moléculas simples e também moléculas com alta polimerizagdo,
presentes em vegetais na forma livre ou ligados a agticares 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 fenodis simples, o



pirocatecol, a hidroquinona, o resorcinol, taninos, lignina e também aldeidos derivados de
acidos benzdicos que estdo presente em alguns 6leos essenciais. No grupo dos altamente
distribuidos estdo os flavonodides e derivados e os acidos fenolicos e cumarinas (SILVA,

2010; SOARES, 2002).

Estes compostos agem como antioxidantes, pois além de fornecerem elétrons ou
hidrogénio, também ocorre a formacgao de radicais intermedidrios estdveis durante a reagdo
com os radicais livres. Sdo caracterizados como moléculas que possuem anel benzénico
ligado a um ou mais grupos hidroxila (SILVA et al., 2010; JARDINI, 2010; BARREIROS;
DAVID; DAVID, 20006).

5.4 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 através de uma média das trés

repeticdes para cada uma das seis concentragdes testadas como apresenta a Tabela 6.

Tabela 6 - Percentual de mortalidade frente ao Aedes aegypti. frente a agdo do OE de H.
courbaril L.

ACUMULADOS
[Cl(mg.L") LOG [C] MORTOS VIVOS VIVOS MORTOS MORTALIDADE %
100 2,00 10 0 0 46 100
70 1,85 9 1 1 36 90
50 1,70 8 2 3 27 80
30 1,48 7 3 6 19 70
20 1,30 7 3 9 12 70
10 1,00 5 5 14 5 50

Fonte: Autor (2019)

Conforme apresentado na Tabela 6, a concentragio 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 concentracdo de 30 mg L' apresentou uma mortalidade de 80%. A
partir da concentragio 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.
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A taxa de porcentagem da mortalidade das larvas frente o OE é mostrada na Figura
17, na qual a concentragdo ¢ diretamente proporcional a mortalidade, ou seja, conforme

aumenta-se a concentra¢ao, aumenta a mortalidade.

Figura 17 - Grafico do percentual da mortalidade versus logaritimo (log) da concentragao,
segundo o método de Pizzi (1950)
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Fonte: Autor (2019)

A Figura 18 apresenta o grafico da Concentragao Letal 50% (CLso), concentragdo em

que cinquenta por cento das larvas testadas morrem, foi encontrada préoximo ao Log da

concentragao de 1,22.

Figura 18 - Grafico log da concentrag@o versus os acumulados de mortos e vivos, segundo
o método Reed-Muench (1938)

50 |
45 Acumulados mortos
—8— Acumulados Vivos

Acumulados
- N m w

Log concentragao
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A CLsopara o OE de H. courbaril L. foi calculada através da interse¢do das curvas
de individuos acumulados vivos e individuos acumulados mortos da Tabela 6, tendo como
resultado a CLso de 16,60 mg L' com um intervalo de confianca de 3,20 mg L' apresentado

na Tabela 7.

Tabela 7 - Concentragao Letal 50% para acdo do OE frente ao Aedes egypeti e
classificagdo dos oleos quanto a sua toxicidade.

Log da intersecciio das curvas  Concentracio (CLso) mg L!

1,22 16,60 + 3,20

Fonte: Autor (2019)

A CLso obtida qualifica o OE como um agente larvicida em potencial (CHENG et al.,
2003), que considera bons agentes larvicidas as substincias com valor de CLso inferior a 100
mg L. De acordo com a literatura, Aguiar (2010), o valor da CLso foi de 14,8 + 0,4 mg L',

podendo ser considerado semelhantes ao do estudo.

Estudos apontam que os componentes terpénicos, alcoois e aldeidos dos OE’s sdo
responsaveis pela atividade inseticida ou larvicida contra o Aedes aegypti (LUCIA et al.,

2007; LIMA, 2009; LEITE, 2009).

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 et al., 2002; KAUSHIK; SAINI, 2008;
BAGAVAN; RAHUMAN, 2011; SIVAKUMAR et al., 2011; EL-SHEIKH et al., 2012).

De acordo com Aguiar (2010) a composi¢ao 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%), y-
muurolene (7,9%) e 6xido de cariofileno (6,9%) como os concluintes majoritarios da
amostra. A estes sdo atribuidas as propriedades larvicidas para o OE em estudo. A agdo
observada também pode ser justificada pela maior concentragdo de sesquiterpenos
oxigenados (28,6%), principalmente espatulenol, presente no 6leo essencial a partir das

cascas do fruto (AGUIAR, 2010).
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5 CONCLUSAO

Os resultados obtidos através dos experimentos realizados do OE das cascas da

H.courbaril L. permitiram concluir que:

O rendimento do OE de H. courbaril L foi de 0,46% indo de encontro a literatura que

apresenta uma faixa de 0,003% a 0,6%.

Os parametros fisico-quimicos foram determinados e tiveram dentro dos parametros

esperados.

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 os seus respectivos potenciais toOxicos para se possa aplica-los de modo

seguro.

Por fim, o teor de fendlicos totais obtidos auxilia na avaliagdo do potencial do OE por

Cromatografia Gasosa acoplada a espectrometria de massas.
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