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FERREIRA, A. M. Constituintes quimicos, toxicidade, potencial antioxidante e atividade
larvicida frente a larvas de Aedes aegypti do 6leo essencial de Aniba rosaeodora Ducke.
2020. 49f. Trabalho de Conclusdo de Curso de Engenharia Quimica do Centro de Ciéncias
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RESUMO

Este estudo teve por objetivo determinar os constituintes quimicos, toxicidade, potencial
antioxidante e atividade larvicida do dleo essencial de Aniba rosaeodora Ducke frente a larvas
de Aedes aegypti. O bleo essencial (OE) foi extraido por hidrodestilacdo a 100 ° C por 3h. Os
parametros fisico-quimicos foram determinados e a composi¢cdo quimica foi obtida por
Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (GC / MS). A toxicidade foi
realizada através do bioensaio de Artemia salina Leach. Os ensaios 2,2-azinobis-(3-
etilbenzotiazolin-6-sulfonico (ABTS) e 2,2-difenil-1-picril-hidrazina (DPPH) foram utilizados
para avaliar a atividade antioxidante e para atividade larvicida submeteu-se larvas de Aedes
aegypti a solugdes do OE em concentracdes de 10-100 mg L™, para avaliar a mortalidade das
larvas e determinar a CLsg a partir do método de Probit. O principal constituinte quimico
encontrado no EO de A. rosaeodora foi o B-linalool, representando 63,16% da composicao,
sendo considerado promissor para sintese farmacéutica. No ensaio de toxicidade, o LCsg variou
de 582 mg Lt a 282 mg L, sendo classificado como n&o toxico. O OE apresentou atividade
larvicida com CLso de 41,07 mg L? e atividade antioxidante relevante. De acordo com os
resultados encontrados, é possivel afirmar que o OE analisado € composto por substancias que
possuem boa atividade larvicida frente ao Aedes aegypti, 0 que ressalta seu potencial para

possivel aplicacao futura.

Palavras-chave: Aniba. Aedes. Toxicidade.



FERREIRA, A. M. Chemical constituents, toxicity, antioxidant potential and larvicidal
activity against Aedes aegypti larvae of Aniba rosaeodora Ducke essential oil. 2020. 49f.
Completion work of Chemical Engineering course of the Center for Exact Sciences and
Technology of the Federal University of, Maranhdo, S&o Luis, 2020.

ABSTRACT

This study aimed to determine the chemical constituents, toxicity, antioxidant potential and
larvicidal activity of the essential oil of Aniba rosaeodora Ducke against larvae of Aedes
aegypti. The essential oil (EO) was extracted by hydrodistillation at 100 °C for 3h. The
physicochemical parameters were determined and the chemical composition was obtained by
Gas Chromatography coupled to Mass Spectrometry (GC / MS). Toxicity was performed
through the bioassay of Artemia salina Leach. The ABTS and DPPH assays were used to
evaluate antioxidant activity and larvicidal activity was submitted to larvae of Aedes aegypti to
EO solutions at concentrations of 10-100 mgL* to evaluate mortality of larvae and to determine
LCso using the Probit method. The main chemical constituent found in the EO of A.
rosaeodora was B-linalool 63.16%, being considered great promising for pharmaceutical
synthesis. In the toxicity assay, LCso ranged from 582 mg L™ to 282 mg-*and was classified as
non-toxic. The EO showed larvicidal activity with LCsoof 41.07 mg-*!and relevant
antioxidant activity. According to the results found, it was possible to evaluate that the OE
analyzed is composed of substances that have a good larvicidal effect compared to Aedes

aegypti, thus encouraging its application potential.

Keywords: Aniba. Aedes. Toxicity.
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1 INTRODUCAO

O Aedes aegypti é o nome cientifico do mosquito transmissor de doengas comumente
nomeadas por arboviroses como a dengue, febre amarela urbana, além da zika e da
Chikungunya (SRITABUTRA; SOONWERA, 2013). A espécie possui origem africana, em
1955 foi erradicado da histéria do Brasil, porém devidos a falhas de cobertura e acdes de
controle, teve seu retorno em 1976, provavelmente por meio de fronteiras e portos. E importante
salientar que a dengue esta fortemente relacionada com variaveis meteorolégicas. A variagao
sazonal da temperatura e da pluviosidade influenciam a dindmica do vetor e a incidéncia da
doenca em todo o pais (VIANA; IGNOTTI, 2013). Nota-se maior ocorréncia de casos dessa
doenca em regides tropicais e subtropicais (OOTANI et al., 2011; VELOSO et al., 2015).

Nas Ultimas décadas, verificou-se que as doencas transmitidas pelo mosquito Aedes
aegypti, principalmente a dengue, tem crescido de forma elevada no mundo inteiro. Ha 12 anos
a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) ja estimava que aproximadamente 1,3 milhdes de
individuos estariam em risco de serem contaminadas pelo virus da dengue (WHO, 2012).
Atualmente, estima-se que dois quintos da populacdo mundial, isto €, mais de 2,5 bilhdes de
pessoas estdo sujeitas a serem infectadas pelo virus da dengue e a OMS calcula que pode haver
cerca de 50 milhdes de infec¢bes de dengue por ano mundialmente (ZARA et al., 2016).

Segundo o Ministerio Da Saude (2019), foi declarado que em 2019, até a 122 Semana
Epidemiologica (30/12/2018 a 23/03/2019), foram registrados 273.193 casos provaveis de
dengue no pais, o qual teve um crescimento de aproximadamente 382% em relacdo a0 mesmo
periodo do ano de 2018 (71,525 mil).

Notificou-se também o crescimento acelerado nos casos de outras doencas advindas
do Aedes aegypti, tais como a Zika e a Chikungunya (SILVA et al., 2018). Vale ressaltar que
mesmo com 0s avancos tecnoldgicos em busca por vacinas para essas doengas, apenas para a
febre amarela existe uma vacina de longo prazo, aproximadamente 10 anos (ROTHMAN,
2004). Sendo assim, o melhor método de controle é a prevencdo, atacando seu vetor urbano
(GOVINDARANJA, 2013). O controle vetorial € realizado através da eliminacao de locais para
oviposicao ou a eliminacao das larvas (COLLER, 2011).

Dentre os métodos empregados para controle das larvas, tem-se que o uso de inseticida
organofosforado temefds constitui a principal medida adotada pelo Programa Nacional de
Prevencdo a Dengue no Brasil e pela Organizacdo Mundial da Satde (CARVALHO et al.,
2004; CRIVELENTI et al., 2011; PROPHIRO et al., 2011).



Todavia, segundo estudos realizados foram identificadas populagdes de mosquitos
resistentes ao inseticida na Coldmbia e também em diversos estados do Brasil, tais como Minas
Gerais, Paraiba, Ceara e no Distrito Federal (CARVALHO et al., 2004; LIMA et al., 2006;
BESERRA et al., 2007; MAESTRES et al., 2009, HORTA et al., 2011). Diante desse contexto
surge entdo a necessidade de métodos alternativos, principalmente aqueles baseados em
recursos naturais, sendo o inseticida devendo ser sustentavel, ecologicamente correto, eficaz,
possuir baixa toxicidade aos mamiferos e ndo devendo modificar de forma significativa as
caracteristicas da dgua (DIAS; MORAES, 2014).

Como forma de protecdo as plantas produzem metabolitos secundarios como 0s
flavonoides, alcaloides e terpendides que coevoluem com o0s insetos e micro-organismos,
tornando-se fontes naturais de substancias inseticidas (SIMOES et al., 2010). Essas substancias
sdo conhecidas como Oleos essenciais (OE’s), produzidos no metabolismo secundario das
plantas, sendo uma boa fonte de materiais com agéo inseticida, larvicida e repelente (COSTA
et al., 2005).

Entre as plantas com potenciais medicinais no Brasil e com estudos limitados destaca-
se a Aniba rosaeodora Ducke, conhecido como pau rosa, pertence a familia Lauraceae,
descoberta no Brasil em 1925. A espécie € nativa da Amazonia e sua exploracao para a extracdo
de OE esta em andamento desde 1911 (AZEREDO, 1958). Possui como composto majoritario
o linalol, que é um monoterpeno alcoolico e uma das substancias mais importantes para a
industria de fragrancias (VATANPARAST et al., 2017). A espécie de A. rosaeodora também
é conhecida pelo seu potencial antimicrobiano, devido ao alto teor de linalol, o qual € possivel
atribuir sua atividade antimicrobiana (CANSIAN et al., 2010) porém possui poucos estudos
com relacdo a atividade larvicida.

Tendo em vista a importancia dos OE’s e sua ampla aplicagdo o presente estudo visa
determinar os constituintes quimicos, toxicidade, atividade antioxidante e o potencial larvicida
do oleo essencial de A. rosaeodora frente as larvas de Aedes aegypti, visando uma alternativa
segura, ecologicamente viavel e eficiente no combate e controle da populacdo de Aedes aegypti

no pais.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

o Auvaliar o perfil quimico, toxicidade e atividade larvicida do 6leo essencial de Aniba

rosaeodora.

2.1 Objetivos especificos

o Determinar os constituintes quimicos do 6leo essencial de Aniba rosaeodora Ducke;

o Verificar a toxicidade do 6leo essencial frente a Artemia salina Leach;

o Analisar a atividade antioxidante pelos métodos ABTS e DPPH,;

o Determinar a atividade larvicida do 0leo essencial de Aniba rosaeodora Ducke frente

a larvas de Aedes aegypti.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

Atualmente, pesquisas relacionadas ao combate e controle de vetores de doencas, por
meio de metodologias que interrompem o ciclo de reproducdo, e que sejam menos agressivas
para 0 ser humano e para 0 meio ambiente, vem se tornando cada vez mais frequente. Além
disso, o estudo baseado em plantas medicinais tem se tornado um fator primordial, pois tem-
se 0 uso destas desde a antiguidade (BRUNING et al., 2012). A seguir sera abordado uma
revisao bibliogréafica sobre o Aedes aegypti (A. aegypti), plantas medicinais, 6leos essenciais e
a espécie Aniba rosaeodora Ducke (A. rosaeodora).

3.1 Aspectos gerais sobre 0 Aedes aegypti

O Aedes aegypti, representado na Figura 1, é o nome cientifico do mosquito
transmissor de doengas comumente nomeadas por arboviroses como a dengue, febre amarela
urbana, além da zika e da Chikungunya (SRITABUTRA; SOONWERA 2013). A espécie
possui origem africana, em 1955 foi erradicada da historia do Brasil, porém devidos a falhas
de cobertura e acdes de controle, teve seu retorno em 1976, provavelmente por meio de
fronteiras e portos (TEIXEIRA, 1996).

Figura 1- Mosquito Aedes aegypti

Fonte — BRASIL (2016)



O mosquito A. aegypti tem transmitido diversas doencas em nivel mundial,
especialmente, em paises em desenvolvimento. As espécies desse vetor possuem
comportamento estritamente urbano e holometébolo, ou seja, sofrem modificacOes tdo grandes
que sdo capazes de mudar até mesmo o local ondem vivem. Durante a fase larval é aquatico ja
na fase adulta é o mosquito que transmite doencas. E possivel notar as seguintes fases:
inicialmente tem-se 0 ovo, em seguida a fase larval, sendo caracterizada por 4 estagios,
posteriormente tem-se 0 estagio de pupa e entfo a fase adulta. E encontrado no mundo inteiro
e destaca-se em climas tropicais e subtropicais, pois as condi¢cBes climaticas continuas
favorecem sua sobrevivéncia e proliferacdo (FORATTINI, 1995).

Dentre as arboviroses transmitidas pelo A. aegypti, nota-se que a dengue € a que mais
se destaca, tendo como agente causador um arbovirus do género Flavivirus pertencente a
familia Flaviviridae. Atualmente, existem apenas cinco sorotipos virais bem caracterizados,
dos quais os DENV-1, DENV-2 e DENV-3 séo encontrados com facilidade no Brasil, ja o
DENV-4 e mais frequente na Costa Rica e na Venezuela. Vale ressaltar que ndo ha evidencias
do sorotipo DENV-5 no Brasil, porém em 2007 foi encontrado na Malasia (MAMANI, 2014).

A dengue ¢ considerada um dos maiores problemas de saude publica mundialmente,
pois tem-se cerca de 390 milhdes de infecgdes por dengue por ano, dentre os quais 96 milhdes
com manifestacdo clinica (BRAHTT, 2013). Salienta-se que as pessoas que residem em areas
urbanas, suburbanas e rurais, especialmente nos paises tropicais, estdo mais sujeitas, pois a
temperatura e a umidade favorecem a proliferacdo do A. aegypti. Desse modo, existe grande
necessidade de estudos em relacdo ao combate e controle desse vetor. Estudos tém provado
que o clima esta relacionado diretamente com a proliferacdo do mosquito, tendo forte impacto
em periodos chuvosos, aumentando em periodos de maior precipitacdo e em climas quentes,
pois tem-se que a fémea adulta alimenta-se com maior frequéncia e digere o sangue mais
rapidamente, elevando o indice de transmissdo. Sendo assim, a regido norte do Brasil, precisa
de maior atencdo, pois vem sendo registrado alto indice de doencas causadas pelo mosquito A.
aegypti (MINISTERIO DA SAUDE, 2018).

De acordo com o Ministério Da Saude, dos 61 municipios do estado do Amazonas,
11 estdo em alerta para dengue, zika e chikungunya. Segundo a pesquisa realizada, destaca-se
a capital e as cidades de Humaita e Itacoatiara como sendo os principais pontos de alerta. No
Amazonas, dentre os principais criadouros do mosquito, é possivel notar que a maior parte foi
encontrada em depdosito de agua e lixo domiciliar (AMAZONAS, 2018).

Diante desse contexto, torna-se preocupante, o fato da predominancia dessa doenca

no mundo inteiro, ressalta-se que o crescimento populacional brusco, acarretou em sérios



problemas nas cidades como por exemplo: saneamento basico precario e falta de tratamento
de 4gua, resultando na necessidade de se utilizar tonéis e caixa d’agua pra reserva de agua, os
quais sdo susceptiveis em se tornar criadouros, tem-se ainda que o saneamento basico precério,
trouxe problemas em relacéo a coleta de lixo, ou seja, facilitou o acumulo de reservatorios. O
aumento na producdo de veiculos, trouxe acimulo de pneus, os quais facilmente podem ser
locais de reproducéo e transportadores passivos de ovos, larvas. A intensa producdo industrial,
trouxe diversos materiais descartaveis, os quais geralmente ndo sdo descartados corretamente
e acabam poluindo, facilitando a proliferagdo desse mosquito (TAUIL, 2002).

Dentre os métodos de controle mais utilizados para combater o A. aegypti, nota-se que
uso de inseticidas (controle quimico) tem sido utilizado por anos e que devido ao uso
desordenado e frequente, foi possivel encontrar populacdo de mosquitos resistentes aos
inseticidas mais comuns, tornando-se de suma importancia a busca por novas metodologias,

tecnologias e formas alternativas de combate e controle desses vetores (TAUIL, 2002).

3.2 Inseticidas e Mecanismos de Resisténcia

E importante salientar que o desenvolvimento de resisténcia é um procedimento
frequente quando uma populacdo é submetida a uma grande quantidade de inseticidas. Os
individuos que desenvolvem esse mecanismo de resisténcia, sobrevivem e propagam seus
genes. Geralmente o mecanismo de resisténcia pode ser adquirido por modificacOes,
adaptacdes bioldgicas e até mesmo comportamental, onde o mosquito tem a capacidade de
evitar parcialmente ou totalmente o contato que seria letal. Com o intuito de bloquear essa
resisténcia sdo utilizados outros tipos de inseticidas ou outros métodos de controle como
bioldgicos e fisicos por exemplo. A resisténcia aos inseticidas pode ser monitorada através de
ensaios biologicos, moleculares e bioquimicos, essa supervisao do avango da resisténcia é uma
das propostas feitas pela OMS (Organizacdo Mundial da Saude) para o controle vetorial
(DONALISIO; GLASSER, 2002).

O uso de inseticidas como forma de controle quimico tem sido utilizado em larga
escala tanto na producéo agricola quanto na protecdo da satde humana, seja na forma organica
ou inorganica. O primeiro inseticida quimico sintético produzido foi o DDT
(diclorodifeniltricloroetano), o qual foi desenvolvido durante a segunda guerra mundial.
Depois disso, outras classes de inseticidas foram desenvolvidas, como: organofosforados,
carbamatos e piretréides (BRAGA; VALLE, 2007).

Diversos tipos de inseticidas foram analisados e foi possivel evidenciar resisténcia



em todos, este é um sério problema de salde publica, pois influéncia diretamente o
reaparecimento de doencas que ja tinham sido controladas (BRAGA; VALLE, 2007).

Inimeras pesquisas estdo sendo realizadas com o intuito de encontrar métodos
alternativos de combate e controle contra o A. aegypti, pois ndo existe vacina para a doenca,
sendo que a melhor forma de combate atualmente é atacando o préprio vetor, isto &, eliminando
os locais onde ocorre a oviposicdo e o desenvolvimento das larvas. Dentre os métodos mais
estudados, destacam-se as plantas, as quais possuem atividade inseticida, larvicida e repelente.
Conforme os estudos, esse método de controle tem se mostrado uma alternativa segura,
ecologicamente viavel e eficiente no combate e controle da populacdo de Aedes aegypti
(OLIVEIRA, 2008).

3.3 Etiologia e Ciclo de Vida do Aedes Aegypti

O A. aegypti € um Artropode da familia dos Culicideos, se alimenta principalmente de
liquidos agucarados como néctares, entretanto as fémeas possuem habitos hematdfagos para
maturacdo dos ovos, dessa maneira acabam tornando-se vetores de diversas arboviroses
(GUARIDO, 2009). Possui como habitat natural as areas tropicais e subtropicais e se localiza
preferencialmente até 1000 metros do solo, € caracterizado pela presenca de manchas branco
prateado em seu dorso, possui habitos diurnos e é facilmente adaptavel ao meio, sendo assim,
precisa somente de uma recipiente com agua parada para se procriar, geralmente é encontrado
tanto no meio natural quanto no meio urbano, como por exemplo: plantas como as bromélias,
folhas secas, tocos de arvores, latas, garrafas, pneus, tambores, caixas d’agua entre outros
(MARCONDES, 2011). A postura dos ovos é realizada frequentemente em locais Umidos, pode
ser nas paredes do recipiente ou até mesmo diretamente na agua, tem-se que o nimero de ovos
esta relacionado diretamente com a quantidade adquirida durante os repastos sanguineos, isto
é, se a quantidade necessaria de sangue for atingida, serdo postos por volta de 120 ovos. Os
ovos sdo elipticos, alongados e fusiformes, tem aproximadamente 1 mm de comprimento. Apds
a postura, apresentam coloragédo branca e passando-se algumas horas, atingem uma coloragéo
negra de aspecto brilhante. Vale ressaltar que se a temperatura e a umidade forem ajustadas 0s
ovos normalmente podem eclodir por volta de 4 a 7 dias, no entanto, caso nao haja condi¢cdes
favoraveis os ovos do A. aegypti ndo irdo eclodir e podem passar meses e até anos resistindo,
isso ocorre devido a uma membrana formada por quitina e lipideos que confere aos ovos
impermeabilizacdo. De acordo com o processo de evolugdo, os ovos foram adquirindo um
mecanismo de resisténcia (FORATTINI, 2002; ACIOLE, 2009).



O mosquito A. aegypti em seu desenvolvimento p6s embrionério possui as seguintes
fases: ovo, fase larval, pupa e a fase adulta, como apresentando na Figura 2, na fase larval, seu
corpo ¢é alongado e vermiforme com coloracdo esbranquicada. E formado por: abdémen,
cabeca, térax, antenas, olhos, sifao respiratorio e aparelho respirador-mastigador. Alimentam-
se por meio de particulas organicas presentes no reservatorio todo o processo leva em torno de
8 a 10 dias a partir da eclosdo dos ovos, sofrendo influéncia de questbes ambientais
(FORATTINI, 2002; ACIOLE, 2009). Quando atingem o estagio de pupa, deixam de alimentar-
se e inicia-se a mudanca de coloracdo, modificacdes tissulares e a formacgdo de cefalotérax,
porém ainda permanecem em fase movel e na maior parte do tempo se localizam préximo a
superficie, este procedimento permanece por aproximadamente dois dias (FORATTINI, 2002;
ACIOLE, 2009).

Figura 2 - Ciclo de vida do Mosquito Aedes aegypti

Um ovo demora entre 7 e 10 dias para virar um mosquito adulto

As pupas vivem na agua os mosquitos fémeas depositam

e demoram de 2 a e dias para se seus ovos em qualquer recipiente

transformarem em mosquitos que contenha 3gua.

adultos com capacidade de

As larvas vivem na dgua quando os ovos se

e se convertem em encontram em meio aquoso,

pupas em apenas 5 dias. ocorre o processo de incubagfo,

que pode durar de alguns dias
a meses

Fonte — Portal.fiocruz.br (2020)

O mosquito A. aegypti se diferencia dos outros mosquitos principalmente por

apresentar manchas brancas em formato de “lira” e a coloragdo escura. Ressalta-se também as



diferengas entre as fémeas e os machos dentro da prépria espécie (FORATTINI, 2002;
ACIOLE, 2009).

3.4 Plantas Medicinais

H& milénios de anos, os produtos naturais sdo utilizados como fonte de medicamentos
para prevencdo e cuidados com a salde. As civilizagbes antigas, chinesa, norte africanas e
indiana revelaram evidéncias para o uso de produtos de origem natural na ocorréncia de varios
tipos de doengas (NEWMAN e CRAGG, 2007).

As plantas, em particular, sdo utilizadas para a cura de doencas, controle de insetos e
para a conservacgdo de corpos, descobertas que ocorreram de forma empirica e atualmente, estéo
sendo comprovadas pela ciéncia. As plantas s&o ricas em principios ativos, 0s quais podem ser
encontrados em toda a parte da planta e sintetizados pelo metabolismo secundério, que dao
origem a uma série de substancias conhecidas como alcaloides, flavonoides, cumarinas,
saponinas, 6leos essenciais, entre outras. Uma das classes mais importante € a dos 0leos
essenciais, que sdo compostos volateis e, quando liberados pelas plantas, agem como sinais
quimicos para a comunicacgao entre espécies, na protecdo contra microrganismos, herbivoros e
condi¢des ambientais (LIMA, 2006; FREIRE, 2008).

De acordo com MORESCHI et al. (2005) nos paises em desenvolvimento as doencas
estdo relacionadas principalmente com a falta de saneamento basico, desnutricdo e falta de
acesso aos medicamentos. A dificuldade do acesso da populacdo a satde primaria, resulta em
busca de métodos alternativos, isto &, a utilizacdo de produtos de origem natural, tem-se que
aproximadamente 80% da populacdo mundial, principalmente de paises em desenvolvimento,
depende da medicina tradicional para suas necessidades basicas de satde. E aproximadamente
85% destes fazem uso de plantas, suas preparacdes e seus constituintes (WHO, 2011). Entre as
plantas medicinais com maior indice de uso pela populacdo poucas tém acéo cientificamente
comprovada. Apesar disso, o uso popular tradicionalmente consolidado tem sido utilizado como
guia para pesquisas farmacologicas (MORESCHI et al., 2005).

Conforme Soares et. al. (2008), a aumento na procura pelos antioxidantes naturais de
extratos de plantas é devido a sua baixa toxicidade em relacdo aos antioxidantes sintéticos.

Vegetais, cereais, extratos de frutas e seus subprodutos industriais séo ricos em antioxidantes,
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em carotendides, tocoferdis, acido ascérbico e em compostos fendlicos e tém demonstrado
eficaz atividade antioxidante em sistemas modelos.

E de grande importancia o conhecimento relacionado a toxicidade das plantas, pois
apesar de serem de origem natural ndo significa que estdo isentas de causar maleficios a saide
humana. Estudos em relacdo a toxicidade das plantas tem como objetivo averiguar a seguranca
do uso de plantas na medicina popular, assim como extratos e outros insumos obtidos por meio
de produtos naturais. (MERINO et al., 2015)

Dentre os ensaios de toxicidade existentes, o bioensaio de Artemia Salina Leach, um
microcrustacio de agua salgada o qual é representado na Figura 3, tem sido utilizado em larga
escala em pesquisas preliminares de atividade biol6gica de extratos e fragdes obtidos a partir
de produtos naturais, pois é estabelecido como um método sensivel, simples, pratico e
econémico, cujas aplicacGes englobam a investigacdo de fontes de toxicidade de amostras
ambientais, misturas quimicas, deteccdo de toxinas naturais em alimentos e produtos

farmacéuticos, além de parametros de citotoxicidade (MEYER et al., 1982).

Figura 3 — Avrtemia Salina Leach

Fonte — TEIXEIRA (2019)

E interessante salientar que o valor intrinseco de uma planta medicinal est4 no seu

efeito terapéutico. Elas possuem substancias que sdo ponto de partida para a sintese de produtos
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quimicos e farmacéuticos, sendo responsaveis pelo efeito terapéutico; a estas substancias é dado
0 nome de principio ativo (MONTANARI, 2002).

Atualmente, observa-se uma crescente redescoberta do valor das plantas medicinais
em decorréncia ndo so de certos efeitos colaterais imprevistos de muitos remédios sintéticos
(alopatos), embora o uso incorreto dos remédios naturais também possa causa-los, como
também do seu elevado preco, visto que estd atrelado a poderosos interesses capitalistas
internacionais (BRUNING et al., 2012).

3.5 Consideracdes sobre Oleos Essenciais

O 6leo essencial, € um dos principais produtos obtidos das plantas, sdo substancias
produzidas no metabolismo secundario das plantas, sendo uma boa fonte de materiais com acao
inseticida, larvicida e repelente (COSTA et al., 2005). A Organizacdo internacional de
padronizacdo (ISO) define dleos essenciais como sendo os produtos obtidos a partir de partes
de plantas, por meio de técnicas de destilagdo por arraste de vapor d’agua, bem como os
produtos adquiridos por expressdo dos policarpos de frutos citricos (Rutacaceae). De modo
geral, s8o misturas complexas de substancias volateis, lipofilicas, liquidas, geralmente possuem
aroma agradavel, soliveis em solventes apolares, como o éter. Em agua, eles apresentam
solubilidade limitada, mas o suficiente para aromatizar suas solucGes aquosas, que nesse caso
sdo denominadas hidrolatos. S&o conhecidos também como o0leos volateis, 6leos etéreos ou
esséncias (DI STASI, 1996; LEMQOS, 1990).

E interessante notar que os 6leos essenciais podem estar armazenados em certos 6rgaos
vegetais, nas flores (laranjeira, bergamateira), folhas (capim-liméo, eucalipto, louro) ou ainda
nas cascas dos ramos (canela), madeiras (sandalo, pau-rosa), raizes (vetiver), rizomas
(gengibre), frutos (anis-estrelado, funcho, erva-doce) ou sementes (noz moscada) (SIMOES et
al., 2003).

Normalmente os 6leos essenciais sdo constituidos por terpenos, hidrocarbonetos
terpenicos, alcoois simples e terpénicos, ésteres, fendis, aldeidos e cetonas. A predominancia
estd entre os compostos terpénicos como monoterpénos (por exemplo, tujona, canfora, linalol
e limoneno) e sesquiterpénos (exemplo: bisaboleno, farnesol e nerolidol). A maioria destes

compostos sdo utilizados desde a antiguidade pela medicina popular e atualmente tem sido
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eficaz perante comprovacdo cientifica como perfumes, condimentos, analgésicos, laxantes,
antiespasmaodicos, anti-inflamatorios, larvicidas e repelentes de insetos (CAMARGO, 2008).

Por séculos, os Oleos essenciais tém sido utilizados na medicina tradicional,
perfumaria, industria de cosméticos e também adicionados aos alimentos como temperos e
ervas. Inicialmente era utilizado na medicina tradicional, porém no século XIX, notou-se seu
uso frequente como ingredientes de aroma e sabor. Posteriormente, este veio a se tornar seu
principal emprego. No entanto, a alta variabilidade de compostos quimicos presentes em plantas
aromaticas tem se tornado um problema potencialmente grave para a industria de perfumes. Por
esse motivo tem-se intensificado pesquisas em relacdo aos fatores que acarretam a essa
variabilidade, que ndo sejam os estritamente genéticos, como racas distintas da mesma espécie,
clima, precipitacdo ou fatores de origem geografica da espécie (EVANS, 2009; PREEDY,
2015).

E importante salientar que os 6leos essenciais s3o constituidos principalmente de mono
e sesquiterpenos e de fenilpropanoides, metabdlitos secundarios que lhes conferem as
caracteristicas organolépticas (SILVA-SANTOS et al. 2006). Os metabdlitos secundarios sao
compostos que ndo exercem influéncia direta no desenvolvimento ou crescimento. Entretanto,
desempenham fungdes ecologicas preponderantes para as plantas principalmente em ambientes
estressantes, promovendo a defesa contra herbivoria, protecdo contra fungos, virus ou bactérias
patogénicas e atracdo de polinizadores e organismos simbiontes (ANSANTE, 2014). Diversos
fatores podem interferir no processo de producdo dos metabolitos secundarios, como:
sazonalidade, temperatura, indice pluviométrico, exposicdo ao sol, poluicdo, altitude,
nutrientes, competicéo, desenvolvimento e crescimento da planta, ritmo circadiano e estimulos
patogénicos ou mecanicos (ESTEVES-PEDRO, 2013).

Os componentes majoritarios presentes nos 6leos essenciais podem ser derivados de
hidrocarbonetos ou compostos oxigenados. Em um numero menor de espécie, 0S mesmos
podem ser derivados de compostos alifaticos ou aciclicos e em alguns casos, podem ter
estruturas aromaticas (PREEDY, 2015). Espécies da Amazodnia, produtoras de 6leos essenciais,
sdo utilizadas na medicina tradicional, entre outras propriedades, por seus efeitos sedativo,
anticonvulsivante e antidepressivo. Dentre elas estdo a Aniba rosaeodora Ducke (pau-rosa), a
Aniba parviflora (Meisn.) Mez (macacaporanga) e a Aeollanthus suaveolens Mart. ex Spreng
(catinga-de-mulata) (ELISABETSKY et al. 1995; ELISABETSKY et al. 1999; PRICE e
PRICE, 1999; LAWLESS, 2002).
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3.6 Extracéo de Oleos Essenciais

A determinagdo das condigBes e métodos de extracdo de dleos volateis € uma etapa
muito importante, por ser um fator determinante na relacdo entre a composi¢do quimica e a
qualidade do 6leo extraido, embora todas as partes de uma planta possam acumular 6leo
essencial, sua composicao pode variar de acordo com a localizagdo na planta (SIMOES, 2001).

Conforme Mouchrek Filho (2000), o tempo de extracdo do 6leo essencial € um fator
primordial dos pardmetros fisico-quimicos da industria de esséncias, no que se refere a
qualidade e a natureza econdmica. Salienta-se que uma destilacdo rapida pode conduzir a um
produto contendo predominantemente constituintes mais volateis, porém destituido das
melhores caracteristicas; ao contrario, uma extracéo prolongada encarece o produto e também
pode sobrecarrega-lo de compostos de aromas indesejaveis (CHAAR, 2000).

Existem varios métodos de extracdo dos 6leos essenciais, variando de acordo com a
regido da planta em que ele se encontra, e com a proposta de utilizacdo do mesmo. Os mais
comuns sdo: enfloracdo, prensagem, extragdo com solventes organicos, extracdo por fluido
supercritico, destilacéo de arraste por vapor d’agua e hidrodestilagcdo em aparelho de Clevenger
(MOUCHREK FILHO, 2000).

A hidrodestilacio em aparelho de Clevenger, é uma técnica na qual ocorre o
aquecimento da amostra submersa em agua, que atinge uma temperatura superior ao ponto de
ebulicdo dos compostos do OE, cerca de 100°C, volatilizando-0s. Apos a volatilizacdo o vapor
d’agua e os compostos do OE passam por um condensador, como a dgua € miscivel com o OE
formam-se duas fases (6leo e agua), sendo uma mistura recebida no frasco separador
(ABDELLATIF; HASSANI, 2015) Esse processo utiliza o0 mesmo principio da extracao por
destilagdo por arraste de vapor d’agua, sendo que a diferenca esta na maneira na qual o material
vegetal é preparado, ou seja, na hidrodestilacdo o material vegetal fica submerso na dgua ja na

arraste a vapor, o vapor passa pela matéria-prima (CHAVEZ, 2007).
3.7 Aspectos sobre o Aniba Rosaeodora Ducke

O pau-rosa, representado na Figura 4, conhecido cientificamente como Aniba
rosaeodora Duckei pertence a familia Lauraceae. A familia botanica Lauraceae possui uma
distribuicio pantropical sendo bem representada na América, Asia Tropical, Australia,
Madagascar e Africa sub-saariana. Esta familia apresenta cerca de 50 géneros e 2.500 espécies,

contendo cerca de 29 géneros e 900 espécies nas Américas. No Brasil podem ser encontradas
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cerca de 400 espécies (corresponde a 16% do total de espécies), distribuidas em 25 géneros.
(ROHWER, 1993; BARROSO et al., 2002).

Figura 4- Arvore Ani
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Os 25 géneros de Lauraceae relatados como nativos do Brasil sdo: Aiouea, Anaueria,
Aniba, Beilschmiedia, Cassytha, Cinnamomum, Cryptocaria, Dicypellium, Endlicheria,
Kubitzkia, Licaria, Mezilaurus, Misanteca, Nectandra, Ocotea, Paraia, Persea, Phoebe,
Phyllostemonodaphne, Pleurothyrium, Rhodostemonodaphne, Sextonia, Systemonodaphne,
Urbanodendron e Williamdendron. Os géneros Laurus e Litsea, que ndo sdo nativos, foram
cultivados no Brasil devido a sua importancia econémica (SOUZA e LORENZI, 2005).

Na Reserva Florestal Ducke, que esta localizada a 25 km de Manaus-AM, foram
encotradas 99 espécies, pertencentes a 13 géneros, como: Ocotea (41 especies), Licaria (15
espécies), Aniba (13 espécies), Endlicheria (11 espécies), Rhodostemonodaphne (8 espécies),
Aiouea (3 espécies) e Mezilaurus (3 espécies). Os demais géneros sdo representados por apenas
uma espécie. (RIBEIRO et al., 1999).

Lauraceae é considerada uma das familias botanicas mais representativas, que tem se
destacado por sua importancia econémica, quando comparada com as outras familias. Algumas
espécies possuem uso industrial, porém, a maior parte da sua utilizacdo esti restrita ao

conhecimento empirico. As espécies de Lauraceae apresentam grandes diversidade de usos,
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como por exemplo, na culindria, em marcenaria, na construcédo civil, na fabrica de papel, nas
industrias de perfumaria e quimica, e na medicina popular, assim destacando as espécies
correspondentes aos géneros: Ocotea, Aniba e Nectandra, que possuem as maiores quantidades
de espécies utilizadas (MARQUES, 2001).

As espécies do género Aniba destacam-se pelo alto valor econdmico que possuem,
devido ao 6leo essencial, sendo importante destacar as espécies do género Aniba usadas na
perfumaria, como: A. roseadora Ducke, A. canellila (H.B.K.) Mez e A. parviflora (Meissn)
Mez. Outras espécies dessa familia que sdo importantes produtoras de éleos sdo: Cinnamomum
camphora (L.) Presl., usada na medicina popular, e Sassafras albidum Nutt., muito utilizada na
industria farmacéutica, em perfumaria e também na inddstria quimica (MARQUES, 2001).

O potencial econdmico das espécies da familia Lauraceae € descrito ha muito tempo,
e pode ser evidenciado pela exploracdo da espécie Aniba roseadora Ducke, conhecida por ser
produtora de um 6leo essencial com componente majoritario correspondente ao alcool terpénico
linalol, que é utilizado na industria de perfumes. O Oleo essencial de pau-rosa, conforme
representada na Figura 5, ja foi relatado em terceiro lugar na pauta de exportacdo da Regido
Amazonica, com a borracha em primeiro e a castanha-do-Brasil em segundo lugar. Esta
exploracdo demasiada para producéo de 6leo essencial fez com que essa espécie fosse levada
proxima a extingdo (MARQUES, 2001).7

Figura 5 — Oleo Essencial extraido das cascas de A. rosaeodora

Fonte — Alibaba.com (2020)
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O Aniba roseadora Ducke é uma &rvore perene que ocorre predominantemente em
areas de terra firme, possui uma distribuicdo geogréfica ampla, sendo encontrado em toda a
bacia amazénica, nos estados brasileiros do Acre, Amapa, Amazonas, Pard, Roraima, e nas
por¢des amazonicas da Guiana, Venezuela, Peru e Coldmbia (DUCKE, 1938; SUDAM, 1972).
Caracteriza-se por ser de grande porte, podendo atingir 30 metros de altura por 2 metros de
didmetro, possui tronco reto e cilindrico e uma casca pardo-amarelada ou avermelhada, que se
desprende facilmente em grandes placas. Ocupa o dossel intermediario ou superior da floresta,
com sua copa estreita ou ovalada (KUBITZKI e RENNER, 1982). A florag&o ocorre de outubro
a 23 fevereiro e a frutificacdo de novembro a mar¢o, periodo em que muda suas folhas
(MAGALHAES e ALENCAR, 1979).

A espécie de Aniba rosaeodora Ducke, possui como composto majoritario o linalol,
podendo ser visualizada sua estrutura quimica na Figura 6, que € um monoterpeno alcodlico e
uma das substancias mais importantes para a industria de fragrancias (VATANPARAST et al.,
2017). A espécie de A. rosaeodora tambem é conhecida pelo seu potencial antimicrobiano,
devido ao alto teor de linalol, o qual é possivel atribuir sua atividade antimicrobiana (CANSIAN
et al., 2010).

Figura 6- Linalol
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Fonte - ALKHEMYLAB (2017)
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material

As amostras do caule de A. rosaeodora foram coletados na Reserva Florestal de Ducke
do Parque Nacional Instituto de Pesquisas da Amazonia, localizado no Km 26 da Rodovia AM-
010 (Manaus-Itacoatiara), no municipio de Manaus, Amazonas.

4.2 Local da pesquisa

Os materiais vegetais foram transportados ao Laboratério de Pesquisa e Aplicacdo de
Oleos Essenciais do Pavilhdo Tecnologico (LOEPAV / UFMA) da Universidade Federal do
Maranhdo (UFMA), onde foram secos a temperatura de 29 °C dentro de um periodo maximo
de sete dias. Posteriormente, sendo triturados e sua massa medida para calculos de rendimento

subsequentes.

4.3 Obtencéo do oleo essencial (OE)

Para extracdo do OE, 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 conforme mostra a Figura 7.

Foram utilizadas 30g do caule seco de A. rosaeodora, adicionando-se agua destilada
(1:10). A hidrodestilacédo foi conduzida a 100°C por 3h recolhendo-se o OE extraido. O OE foi
seco por percolagdo com sulfato de sddio anidro (Na2SOs) e centrifugado. Essas operacdes
foram realizadas em triplicata e as amostras armazenadas em ampolas de vidro ambar sob

refrigeracdo de 4°C. Posteriormente submetido as analises.
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Figura 7 - Técnica de hidrodestilacéo.
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Fonte — AUTOR (2020)

4.4 Caracterizacao fisico-quimica do OE

As propriedades fisico-quimicas do OE foram determinadas em funcdo dos
parametros: densidade, solubilidade em etanol 70% (v/v), indice de refracdo, cor e aparéncia
do ¢6leo, utilizando as metodologias para 6leos essenciais da Farmacopeia Brasileira (2019). A
densidade do OE foi realizada utilizando-se um picndmetro de 1,0 mL, previamente seco, tarado
e aferido, onde foram adicionados as amostras a 25°C, pesando-as em seguida. O rendimento
do éleo essencial foi expresso na pela razdo massa/volume, utilizando-se a formula descrita na

quarta edicdo da Farmacopeia Brasileira (1996).
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4.5 Analises Quimicas

Os constituintes do OE foram identificados por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (CG-EM). Foi dissolvido 1,0 mg da amostra em 1000 pL de
diclorometano (pureza 99,9%). As condicOes 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 pm);
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!); 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; Espectrémetro de massas tipo quadrupolo linear. Para a identificagdo dos compostos na
amostra utilizou-se o programa AMDIS (Automated Mass spectral Deconvolution Mass &

Identification System).

4.6 Toxicidade

Este ensaio foi realizado de acordo com a metodologia descrita por Meyer et al. (1982).
Para a avaliacdo da letalidade de Artemia salina Leach, foi preparada uma solucéo salina
estoque do 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 concentracGes de 10,
100 e 1000 mg L, respectivamente. O ensaio foi realizado 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 solucéo salina, para o controle positivo
K2Cr,07 e para o controle negativo 5 mL de uma solugdo 4 mg L™ de Tween 80. Apds 24 horas
de exposicdo, realizou-se a contagem das larvas vivas, considerando-se mortas aquelas que 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 toxico para
80 mg L < CLso >250 mg L e levemente téxico ou atéxico quando CLso > 250 mg L.

A analise estatistica dos dados para o ensaio de toxicidade foi realizada de acordo com o0 método
de Reed&Muench (1938), a partir da tabela contendo os dados de mortalidade para cada

concentragdo testada, é construido um grafico onde se observa uma curva para o acimulo de
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animais mortos em cada log da concentragdo e outra curva para o acumulo de sobreviventes. O
ponto de intercessdao entre as curvas é a Concentracdo Letal 50% (CLso), pois nesse ponto o
nimero de animais sobreviventes é igual ao numero de animais mortos (COLEGATE;
MOLYNEUX, 2007).

4.7 Atividade Antioxidante pelo Método ABTS

Determinou-se a atividade antioxidante pelo método ABTS [2,2-azinobis-(3-
etilbenzotiazolin-6-sulfénico], de acordo com a metodologia sugerida por RE et al. (1999). O
radical ABTSe+ foi preparado pela reacdo de 5,0 mL de uma solucéo de 3840 ng mL™* de ABTS
com 88 uL da solugdo de persulfato de potassio de 37.840 pg mL™, a mistura foi deixada em
um ambiente escuro por 16 horas. Apos formacéo radical, a mistura foi diluida em etanol até a
absorc¢éo de 0,7+0,01 a 734 nm.

Tomando-se as concentragdes do OE (5 a 150 ug mL™?) preparou-se a mistura de reagdo
com o cétion radical ABTS. Em um ambiente escuro, retirou-se uma aliquota de 30 uL de cada
concentracdo do OE e transferiu-se para tubos de ensaio contendo 3,0 mL do cétion radical
ABTS e posteriormente homogeneizou-se em um agitador de tubos e ap6s 6 minutos, realizou-
se a absorcdo da mistura de reacdo em espectrofotdmetro de 734 nm.

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

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

ABS 575 — ABS
%Inhibition ABTS = i’f};ss AM %100 (01)
ABTS

A partir dos dados obtidos, foram calculadas as concentragdes 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 ug mL™* (Campos et al., 2003).
4.8 Atividade Antioxidante pelo Método DPPH
A atividade antioxidante total foi analisada através da capacidade dos antioxidantes

presentes na amostra em sequestrar o radical estavel DPPHe(2,2-difenil-1-picril-hidrazina), de

acordo com Brand-Williams (1995). A quantificacdo da Atividade Antioxidante foi expressa
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como média + desvio-padrao em uMTrolox.g-1 extrato (capacidade antioxidante equivalente
ao Trolox).

Com o intuito de determinar a capacidade antioxidante pelo método DPPH do OE
utilizou-se a metodologia adaptada de Brand-Williams et al. (1995). O radical foi preparado
pela dissolugdo de 3,94 mg de DPPHe(2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl) em 100 mL de etanol.
A partir das concentragdes dos OE's (5 a 150 ug mL-1) foi preparada a mistura de reacdo com
o cation radical ABTS. 50 puL de EO foi misturado a 950 pL de etanol, 2 mL de solucao radical
DPPH, e completado até 4 mL com etanol, e novamente homogeneizado. A mistura foi deixada
para reagir no escuro por 30 minutos e a absor¢cdo da mistura de reacdo foi realizada em
espectrofotdmetro de 517 nm.

A captura do radical livre foi expressa como um percentual de inibicdo (%l) da agéo
radical DPPH de acordo com a Equacéo 2 adaptada de Babili et al. (2011), onde AbsDPPH
representa a absorcao da solucéo radical DPPH e ABSDPPH representa a absor¢do da amostra.

ABSpppy — ABS
%InhibitionDPPH = ‘:1‘;“8 A 100 (02)
DPPH

A partir dos dados obtidos, foram calculadas as concentracgdes eficientes CE50 e CE90,
definidas como a concentracdo da amostra necessaria para sequestrar 50% dos radicais ABTS.

O OE é considerado ativo quando apresenta CE50% < 500 pg mL-1 (Campos et al., 2003).

4.9 Coleta dos ovos

Os ovos foram coletados na Universidade Federal do Maranhdo, Campus Bacanga em
S&o Luis/ MA, através de armadilhas denominadas ovitrampas de acordo com a Figura 8. 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) do Pavilhdo Tecnologico da Universidade Federal do Maranhdo — UFMA.

Inicialmente, 0s ovos do Aedes aegypti foram colocados para eclodir a temperatura
ambiente em um aquario circular de vidro contendo agua mineral. A identificacdo da espécie

seguiu a metodologia proposta por Forattini (1962). As larvas obtidas foram alimentadas com
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racdo de gato conforme a metodologia de Silva et al., (1995) até atingirem o terceiro e quarto

estadio, idade em que foram feitos os experimentos.

Figura 8 — Ovitrampas.

Fonte — AUTOR (2020)

4.10 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~
1 do OE sendo diluidas em solugdo de DMSO 2%. Desta solucéo, foram preparadas cinco
diluigBes nas concentragdes 10, 20, 50, 70 e 90 mg L. A cada concentragdo foram adicionadas
10 larvas na propor¢do 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 wvetor, 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 Satide, que
indica pelo OMS no intervalo de 0,01 a 0,05mg L.
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Apos 24h realizou-se a contagem de vivas e mortas, sendo que foram consideradas
mortas, as larvas que ndo reagiram ao toque apos 24 horas do inicio do experimento. Para

quantificacdo da eficiéncia do OE foi aplicado o teste estatistico de Probit (FINNEY, 1952).
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Resumo

Este estudo teve por objetivo determinar os constituintes quimicos, toxicidade, potencial
antioxidante e atividade larvicida do dleo essencial de Aniba rosaeodora Ducke frente a larvas
de Aedes aegypti. O 6leo essencial (OE) foi extraido por hidrodestilagdo a 100 ° C por 3h. Os
parametros fisico-quimicos foram determinados e a composi¢cdo quimica foi obtida por
Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (GC / MS). A toxicidade foi
realizada atraves do bioensaio de Artemia salina Leach. O ensaio ABTS e DPPH foram
utilizados para avaliar a atividade antioxidante e 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 a partir do método de Reed Muech. O principal
constituinte quimico encontrado no EO de A. rosaeodora foi o B-linalool 63,16%, sendo
considerado grande promissor para sintese farmacéutica. No ensaio de toxicidade, o LCso variou
de 582 mg Lt a 282 mg L, sendo classificado como n&o toxico. O OE apresentou atividade
larvicida com CLso de 41,07 mg L? e atividade antioxidante relevante. De acordo com os
resultados encontrados, foi possivel avaliar que o OE analisado é composto por substancias que
possuem um bom efeito larvicida frente ao Aedes aegypti, incentivado assim seu potencial de

aplicacao.

Palavras-chave: Aniba; Aedes; Toxicidade.

Abstract

This study aimed to determine the chemical constituents, toxicity, antioxidant potential and
larvicidal activity of the essential oil of Aniba rosaeodora Ducke against larvae of Aedes
aegypti. The essential oil (EO) was extracted by hydrodistillation at 100 ° C for 3h. The
physicochemical parameters were determined and the chemical composition was obtained by
Gas Chromatography coupled to Mass Spectrometry (GC / MS). Toxicity was performed
through the bioassay of Artemia salina Leach. The ABTS and DPPH assays were used to
evaluate antioxidant activity and larvicidal activity was submitted to larvae of Aedes aegypti to
EO solutions at concentrations of 10-100 mgL* where the mortality of larvae was evaluated
and LCso was determined using the Reed Muech method. The main chemical constituent
found in the EO of A. rosaeodora was B-linalool 63.16%, being considered great promising for

pharmaceutical synthesis. In the toxicity assay, LCso ranged from 582 mg L to 282 mgl
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tand was classified as non-toxic. The EO showed larvicidal activity with LCso of 41.07 mg"
! and relevant antioxidant activity. According to the results found, it was possible to evaluate
that the OE analyzed is composed of substances that have a good larvicidal effect compared
to Aedes aegypti, thus encouraging its application potential.

Keywords: Aniba; Aedes; Toxicity.

Resumen

Este estudio tenia como objetivo determinar los componentes quimicos, toxicidad, potencial
antioxidante y actividad larvicida del aceite esencial Aniba rosaeodora Ducke contra las larvas
de Aedes aegypti. El aceite esencial (AE) fue extraido por hidrodestilacion a 1000C durante 3h.
Se determinaron los parametros fisicoquimicos y la composicion quimica se obtuvo mediante
cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC / EM). La toxicidad se realizo
a través del bioensayo de Artemia salina Leach. The ABTS and DPPH assays were used to
evaluate antioxidant activity and larvicidal activity was submitted to Larvae of Aedes aegypti
to EO solutions at concentrations of 10-100 mg L%, where the mortality of larvae was evaluated
and CLso was determined from the Reed Muech method. The main chemical constituent found
in the AE of A. rosaeodora was B-linalool 63.16%, being considered great promising for
pharmaceutical synthesis. In the toxicity assay, CLso ranged from 582 mg L™ to 282 mg L™* and
was classified as non-toxic. The AE showed larvicidal activity with LC50 of 41.07 mg L™ and
relevant antioxidant activity. According to the results found, it was possible to evaluate that the
OE analyzed is composed of substances that have a good larvicidal effect against Aedes aegypti,
thus encouraging its application potential.

Palabras clave: Aniba; Aedes, Toxicidad.

1. Introducao

O Aedes aegypti € o nome cientifico do mosquito transmissor de doengas comumente
nomeadas por arboviroses como a dengue, febre amarela urbana, além da zika e da
Chikungunya (Sritabutra; Soonwera 2013). A espécie possui origem africana, em 1955 foi
erradicado da historia do Brasil, porém devidos a falhas de cobertura e a¢des de controle, teve
seu retorno em 1976, provavelmente por meio de fronteiras e portos. E importante salientar que
a dengue esta fortemente relacionada com variaveis meteoroldgicas. A variacdo sazonal da
temperatura e da pluviosidade influenciam a dinamica do vetor e a incidéncia da doenca em
todo o pais (Viana; Ignotti, 2013). Nota-se maior ocorréncia de casos dessa doenga em regides

tropicais e subtropicais (Ootani et al., 2011; Veloso et al., 2015).
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Nas Ultimas décadas, verificou-se que as doencas transmitidas pelo mosquito Aedes
aegypti, principalmente a dengue, tem crescido de forma elevada no mundo inteiro. H& 12 anos
a Organizacdo Mundial de Satde (OMS) ja estimava que aproximadamente 1,3 milhGes de
individuos estariam em risco de serem contaminadas pelo virus da dengue (Who, 2012).
Atualmente, estima-se que dois quintos da populacdo mundial, isto é, mais de 2,5 bilhGes de
pessoas estdo sujeitas a serem infectadas pelo virus da dengue e a OMS calcula que pode haver
cerca de 50 milhdes de infec¢Oes de dengue por ano mundialmente (Zara et al., 2016).

Segundo o Ministério Da Saude (2019), foi declarado que em 2019, até a 122 Semana
Epidemioldgica (30/12/2018 a 23/03/2019), foram registrados 273.193 casos provaveis de
dengue no pais, o qual teve um crescimento de aproximadamente 382% em relagdo ao mesmo
periodo do ano de 2018 (71,525 mil).

Notificou-se também o crescimento acelerado nos casos de outras doengas advindas do
Aedes aegypti, tais como a Zika e a Chikungunya (Silva et al., 2018). Vale ressaltar que mesmo
com o0s avancgos tecnoldgicos em busca por vacinas para essas doencas, apenas para a febre
amarela existe uma vacina de longo prazo, aproximadamente 10 anos (Rothman, 2004). Sendo
assim, o melhor método de controle ¢é a prevencéo, atacando seu vetor urbano (Govindaranja,
2013). O controle vetorial é realizado atraves da eliminacdo de locais para oviposi¢cdo ou a
eliminacéo das larvas (Coller, 2011).

Dentre os métodos empregados para controle das larvas, tem-se que 0 uso de inseticida
organofosforado temefds constitui a principal medida adotada pelo Programa Nacional de
Prevencdo a Dengue no Brasil e pela Organizacdo Mundial da Saude (Carvalho et al., 2004;
Crivelenti et al., 2011; Prophiro et al., 2011).

Todavia, segundo estudos realizados foram identificadas populacdes de mosquitos
resistentes ao inseticida na Coldombia e também em diversos estados do Brasil, tais como Minas
Gerais, Paraiba, Ceara e no Distrito Federal (Carvalho et al., 2004; Lima et al., 2006; Beserra
et al., 2007; Maestres et al., 2009, Horta et al., 2011). Diante desse contexto surge entdo a
necessidade de métodos alternativos, principalmente aqueles baseados em recursos naturais,
sendo o inseticida devendo ser sustentavel, ecologicamente correto, eficaz, possuir baixa
toxicidade aos mamiferos e ndo devendo modificar de forma significativa as caracteristicas da
agua (Dias; Moraes, 2014).

Como forma de protecdo as plantas produzem metabolitos secundarios como 0s
flavonoides, alcaloides e terpendides que coevoluem com 0s insetos e micro-organismos,
tornando-se fontes naturais de substancias inseticidas (Simdes et al., 2010). Essas substancias

sdo conhecidas como Oleos essenciais (OE’s), produzidos no metabolismo secundério das
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plantas, sendo uma boa fonte de materiais com acéo inseticida, larvicida e repelente (Costa et
al., 2005).

Entre as plantas com potenciais medicinais no Brasil e com estudos limitados destaca-
se a Aniba rosaeodora Ducke, conhecido como pau rosa, pertence a familia Lauraceae,
descoberta no Brasil em 1925. A espécie € nativa da Amaz6nia e sua exploracao para a extragdo
de OE esta em andamento desde 1911 (Azeredo, 1958). Possui como composto majoritario o
linalol, que ¢ um monoterpeno alcodlico e uma das substancias mais importantes para a
industria de fragrancias (Vatanparast et al., 2017). A espécie de A. rosaeodora também é
conhecida pelo seu potencial antimicrobiano, devido ao alto teor de linalol, o qual é possivel
atribuir sua atividade antimicrobiana (Cansian et al., 2010) porém possui poucos estudos com
relacdo a atividade larvicida.

Tendo em vista a importancia dos OE’s e sua ampla aplicacao o presente estudo visa
determinar os constituintes quimicos, toxicidade, atividade antioxidante e o potencial larvicida
do oleo essencial de A. rosaeodora frente as larvas de Aedes aegypti, visando uma alternativa
segura, ecologicamente viavel e eficiente no combate e controle da populacéo de Aedes aegypti

no pais.

2. Metodologia
2.1.Material vegetal

As amostras do caule de A. rosaeodora foram coletados na Reserva Florestal de Ducke
do Parque Nacional Instituto de Pesquisas da Amazénia, localizado no Km 26 da Rodovia AM-
010 (Manaus-Itacoatiara), no municipio de Manaus, Amazonas. Os materiais vegetais foram
transportados ao Laboratorio de Pesquisa e Aplicagdo de Oleos Essenciais (LOEPAV / UFMA)
da Universidade Federal do Maranhdo (UFMA), onde foram secos a temperatura ambiente
dentro de um periodo maximo de sete dias. Posteriormente, sendo triturados e sua massa medida

para célculos de rendimento subsequentes.

2.2.0btencgado dos oleos 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 do caule seco de A. rosaeodora, adicionando-se agua destilada
(1:10). A hidrodestilacao foi conduzida a 100°C por 3h recolhendo-se o OE extraido. Cada OE

foi seco por percolagdo com sulfato de sodio anidro (Na2SO4) e centrifugado. Essas operacdes
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foram realizadas em triplicata e as amostras armazenadas em ampolas de vidro &mbar sob

refrigeracdo de 4°C. Posteriormente submetido as anélises.

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 puL de
diclorometano (pureza 99,9%). As condicfes 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 pum);
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!); 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; Espectrémetro 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.Toxicidade

Este ensaio foi realizado de acordo com a metodologia descrita por Meyer et al. (1982).
Para a avaliacdo da letalidade de Artemia salina Leach, foi preparada uma solucdo salina
estoque de cada OE 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
solucdo salina ja preparadas anteriormente até 5 mL, obtendo-se no final concentracGes 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 solucéo salina, para o controle positivo
K2Cr,0; e para o controle negativo 5 mL de uma solugdo 4 mg L de Tween 80. Apds 24 horas
de exposicdo, realizou-se a contagem das larvas vivas, considerando-se mortas aquelas que nédo
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
dos OE’s, sendo considerado altamente toxico quando CLso < 80 mg L, moderadamente toxico
para 80 mg L™ < CLso > 250 mg L e levemente toxico ou atoxico quando CLso > 250 mg L.
A analise estatistica dos dados para o ensaio de toxicidade foi realizada de acordo com o0 método

de Reed&Muench (1938), a partir da tabela contendo os dados de mortalidade para cada
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concentracéo testada, é construido um grafico onde se observa uma curva para o acimulo de
animais mortos em cada log da concentragdo e outra curva para o acumulo de sobreviventes. O
ponto de intercessao entre as curvas é a Concentracdo Letal 50% (CLso), pois nesse ponto o
namero de animais sobreviventes é igual ao nimero de animais mortos (Colegate; Molyneux,
2007).

2.5.Atividade Antioxidante pelo Método ABTS

Determinou-se a atividade antioxidante pelo método ABTS [2,2-azinobis-(3-
etilbenzotiazolin-6-sulfénico], de acordo com a metodologia sugerida por RE et al. (1999). O
radical ABTSe+ foi preparado pela reacdo de 5,0 mL de uma soluc&o de 3840 ng mL™* de ABTS
com 88 uL da solugdo de persulfato de potassio de 37.840 pg mL™, a mistura foi deixada em
um ambiente escuro por 16 horas. Apos formacéo radical, a mistura foi diluida em etanol até a
absorcéo de 0,7+0,01 a 734 nm.

Tomando-se as concentragdes do OE (5 a 150 ug mL™?) preparou-se a mistura de reagdo
com o cétion radical ABTS. Em um ambiente escuro, retirou-se uma aliquota de 30 uL de cada
concentracdo do OE e transferiu-se para tubos de ensaio contendo 3,0 mL do céation radical
ABTS e posteriormente homogeneizou-se em um agitador de tubos e ap6s 6 minutos, realizou-
se a absorcdo da mistura de reacdo em espectrofotdmetro de 734 nm.

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

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

ABS 575 — ABS
%Inhibition ABTS = i’f};ss AM %100 (01)
ABTS

A partir dos dados obtidos, foram calculadas as concentracdes 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 ug mL™* (Campos et al., 2003).

2.6.Atividade Antioxidante pelo Método DPPH
A atividade antioxidante total foi analisada através da capacidade dos antioxidantes
presentes na amostra em sequestrar o radical estavel DPPHe(2,2-difenil-1-picril-hidrazina), de

acordo com Brand-Williams (1995). A quantificacdo da Atividade Antioxidante foi expressa
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como média + desvio-padrao em uMTrolox.g-1 extrato (capacidade antioxidante equivalente
ao Trolox).

Com o intuito de determinar a capacidade antioxidante pelo método DPPH do OE
utilizou-se a metodologia adaptada de Brand-Williams et al. (1995). O radical foi preparado
pela dissolugdo de 3,94 mg de DPPHe(2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl) em 100 mL de etanol.
A partir das concentragdes dos OE's (5 a 150 ug mL-1) foi preparada a mistura de reacdo com
o cation radical ABTS. 50 puL de EO foi misturado a 950 pL de etanol, 2 mL de solucao radical
DPPH, e completado até 4 mL com etanol, e novamente homogeneizado. A mistura foi deixada
para reagir no escuro por 30 minutos e a absor¢cdo da mistura de reacdo foi realizada em
espectrofotdmetro de 517 nm.

A captura do radical livre foi expressa como um percentual de inibicdo (%l) da agéo
radical DPPH de acordo com a Equacéo 2 adaptada de Babili et al. (2011), onde AbsDPPH
representa a absorcao da solucéo radical DPPH e ABSDPPH representa a absor¢do da amostra.

ABSpppy — ABS
%InhibitionDPPH = ‘:1‘;“8 A 100 (02)
DPPH

A partir dos dados obtidos, foram calculadas as concentracgdes eficientes CE50 e CE90,
definidas como a concentracdo da amostra necessaria para sequestrar 50% dos radicais ABTS.

O OE é considerado ativo quando apresenta CE50% < 500 pg mL-1 (Campos et al., 2003).

2.7.Coleta dos ovos

Os ovos foram coletados na Universidade Federal do Maranhdo, Campus Bacanga em
Séo 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 agua 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 Aplicacdo de Oleos Essenciais
(LOEPAV/UFMA) do Pavilhdo Tecnologico da Universidade Federal do Maranhdo — UFMA.

Inicialmente, 0s ovos do Aedes aegypti foram colocados para eclodir a temperatura
ambiente em um aquario circular de vidro contendo agua mineral. A identificacdo da espécie
seguiu a metodologia proposta por Forattini (1962). As larvas obtidas foram alimentadas com
racdo de gato conforme a metodologia de Silva et al., (1995) até atingirem o terceiro e quarto

estadio, idade em que foram feitos os experimentos.
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2.8.Atividade larvicida

Os ensaios para atividade larvicida foram realizados de acordo com a metodologia
adaptada proposta por Silva (2006). Inicialmente, foi preparada uma solu¢do mée de 100 mg L
! de cada um dos OE’s sendo diluidas em solugdo de DMSO 2%. Desta solugdo, foram
preparadas cinco diluicBes nas concentracdes 10, 20, 50, 70 e 90 mg L%, A cada concentragéo
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 temefds
(0,0,0’,0’- tetrametil O,0’-tiodi-p-fenileno bis (fosforotioato) a 100 ppm, equivalente a
concentracdo utilizada pela Fundacdo Nacional de Satide (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 Sadde, que
indica pelo OMS no intervalo de 0,01 a 0,05mg L™.

Ap0s 24h realizou-se a contagem de vivas e mortas, sendo que foram consideradas
mortas, as larvas que ndo reagiram ao toque ap0s 24 horas do inicio do experimento. Para

quantificacdo da eficiéncia dos OE’s foi aplicado o teste estatistico de Probit (Finney, 1952).
3. Resultados e Discusséo
3.1.Perfil quimico

Os parametros fisico-quimicos sao apresentados na Tabela 1.

Tabela 1: Parametros fisico-quimicos do OE de A. rosaeodora.

Parametros fisico-quimicos OE de A. rosaeodora
Densidade (g mL™Y) 0,8660
Solubilidade (EtOH 70%b) 1:2
Cor Amarelo
Indice de refracdo (nD 25°C) 1,4660
Rendimento (%) 1,87

Fonte: Autores, 2020

Na Tabela 1 foi observado um rendimento de 1,87% no OE de A. rosaeodora. Este valor
mostrou-se superior ao resultado encontrado por May et al. (2004) e Lara (2012) onde relatam
que o rendimento do OE de A. rosaeodora pode variar de 1 a 1,2%. Contudo, segundo Takeda
(2008) o rendimento do OE A. rosaeodora varia de 2,24% para 0s galhos e 3,37% para as folhas

em plantio de cinco anos, tornando-os potenciais para producdo industrial. Vale salientar que
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no presente estudo, o OE foi extraido do caule e apresentou rendimento satisfatério, o que

incentiva sua extragéo e aplicacao.

A Tabela 2 apresenta os constituintes identificados no OE de A. rosaeodora.

Tabela 2: Constituintes quimicos identificados no OE de A. rosaeodora

Pico Y%r (min) COMPOSTO (NIST 08) %
2 8,797 a-pinene 2,50
6 9,671 2,2,6-trimethyl-6-vinyltetrahydropyran 4,52
11 10,896 d-limonene 4,00
12 10,960 Eucalyptol 2,80
16 11,698 trans-furan linalool oxide 9,73
17 11,988 cis-furan linalool oxide 7,69
18 12,268 B-linalool 63,16

Outros 5,6

Nota: ltr: Tempo de retengdo dos compostos na coluna em minutos; Fonte: Autores, 2020

As substancias identificadas na CG/EM estéo contidas na Tabela 2, € possivel destacar o
B-linalool como sendo o composto majoritario (63,15%), seguido por trans-furan linalool oxide
(9,73%) e cis-furan linalool oxide (7,69%).

Essas informagdes estdo de acordo com as encontradas na literatura destacada por Teles
et al., (2015) e Cunha et al. (2011), que encontraram também um elevado teor de linalol
(89,34%). Cunha et al. (2011) ressaltam que a influéncia sazonal pode interferir no teor de
linalol presente nas folhas e galhos do EO de A. rosaeodora.

A influéncia sazonal pode ser comprovada pelo estudo realizado por Pimentel et al.,
(2018), onde analisaram o OE extraido de folhas e galhos de A. rosaeodora coletados nas
estacOes chuvosa e seca, 0s quais apresentaram quantificacdo e diferencas qualitativas nas
composic¢es quimicas. A quantificacdo por padrdo externo mostrou maior concentracdo de
linalol no periodo chuvoso (74,4 £ 3,9% nas folhas e 81,8 + 5,7% nos galhos) do que no periodo
seco (47,5 £ 2,2 nas folhas e 49,2 + 1,6% nos ramos), encontrou-se ainda a presenca de 15
compostos no OE das folhas durante a esta¢do chuvosa, enquanto o OE dos galhos continha 11
compostos. Confirmando a presenca de um numero satisfatorio de constituintes quimicos
presente neste OE. No presente trabalho, foi possivel encontrar 28 compostos, sendo condizente

com a literatura.
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3.2.Toxicidade
A Figura 1 apresenta a curva acumulada de mortos e vivos de Artemia salina versus

logaritmo da concentragdo diante da acdo do OE.

Figura 1: Log da concentracdo do OE versus os acumulados de de Artemia salina
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Fonte: Autores, 2020

De acordo com a Figura 1, é possivel observar a interse¢do das curvas em 2,45 e CLso em
282 mg L +2,95 mg L* e segundo Dolabela (1997) é classificado como néo tdxico. Os estudos
na literatura referentes a toxicidade pelo bioensaio de Artemia salina Leach frente ao OE de A.
rosaeodora ainda se encontram escassos e pouco divulgados.

Logo, os resultados referentes a toxicidade foram comparados a estudos que apresentam
o linalol como componente majoritario. Ramos et al. (2017) utilizaram a cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas (CG/MS) e identificaram o linalol (51,8%) como
componente majoritario do OE de Mentha piperita e na avaliacdo da toxicidade pelo bioensaio
de Artemia salina Leach obtiveram a CLso 414,6 ug mL™ classificando o OE como atéxico.

A composicdo quimica correlaciona o composto majoritario linalol como atdxico sendo
empregado na area medica, justificando o resultado encontrado da classificacdo do mesmo.
Fujiwara et al. (2017) verificaram a toxicidade do linalol pelo bioensaio de toxicidade
preliminar in vitro de Artemia salina obtendo a CLso 275,2 pg mL™ classificando 0 composto
linalol como atoxico.

Resultados semelhantes também foram observados por Brasil et al. (2009) ao analisarem

o OE da casca de tronco de Croton palanostigma, cujo o linalol era 0 componente majoritario
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e através do bioensaio de Artemia salina verificaram uma CLso 371 pg mL™, confirmando
atoxicidade do OE utilizado. Goel et al. (2019) afirmam que o linalol é atdxico, confirmando
assim a aplicabilidade como ferramenta para manipulacdo em células cancerigenas, por
apresentar um efeito citostatico (Rodenak-Kladiniew et al., 2018). Assim pode-se afirmar que
os OE’s atoxicos também podem ter uma relativa eficiéncia em propriedades antimicrobianas
em contraste ao que foi afirmado por Macbae et al. (1988), onde os autores afirmam que quanto
maior a toxicidade melhores seréo as propriedades antimicrobianas do OE.

3.3.Atividade Antioxidante

A Figura 2 mostra a representacao grafica que relaciona a concentracdo de OE em pug L-
! e a porcentagem de inibicdo do radical ABTS e DPPH. As equagdes das retas obtidas pelo
teste ABTS (Figura 1a) foram y =0,9692x + 2,8203 (R? = 0,9917) e para o teste DPPH (Figura
2b), as equacdes das linhas foramy = 0,7693x + 19,184 (R2=0,9817). A partir dessas equagdes,

calculou-se os respectivos valores da concentragao efetiva (CEso e CEg).

Figura 2: Concentracdo do OE de A. rosaeodora versus a inibi¢do percentual de (a) radicais
ABTS (b) radicais DPPH
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Fonte: Autores, 2020

Os resultados dos célculos dos potenciais antioxidantes de OE de A. rosaeodora descritos
na Tabela 3, foram interpretados com base na concentracéo eficiente CEso € CEgo, em mg L.

A Tabela 3 apresenta os resultados obtidos para a capacidade antioxidante dos OE.
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Tabela 3: Capacidade antioxidante do OE quantificada em CEsg e CEgo
EO Metodo ICso mg L* ICgo mg L*
ABTS 48,67 89,94
DPPH 40,06 92,05
Fonte: Autores, 2020

A. rosaeodora

Segundo Sousa et al. (2007), quanto menor o valor de CEso, maior a atividade
antioxidante do composto vegetal, pois € necessaria uma menor concentracdo de 6leo para
reduzir o radical DPPH e ABTS em 50%. Assim, ao analisar a Tabela 4, verificou-se que o OE
de A. rosaeodora apresentou melhor atividade antioxidante pelo método DPPH no CEsy.

Em busca de literatura, ndo foi possivel encontrar estudos sobre a atividade antioxidante
do OE de A. rosaeodora o que ressalta a importéncia deste trabalho. Entretanto, foi possivel
encontrar estudos que relatam o composto majoritario do OE A. rosaeodora (linalol) como
agente antioxidante. Segundo estudos realizados por Sepahvand et al., (2014), encontraram no
OE de Salvia sclareoides os compostos majoritarios Linalol (27,6%) e B-cariofileno (16,6%),
0S quais apresentaram boa atividade antioxidante no Teste de DPPH e propriedades
antibacterianas.

Posteriormente, Jabir et al. (2018) estudaram de forma isolada o0 monoterpeno linalol,
principal constituinte do OE de A. rosaeodora, quanto a atividade antioxidante, pelos métodos
DPPH e Peroxido de Hidrogénio, e obtiveram bons resultados quando comparados ao
antioxidante padrdo. A atividade antioxidante dos terpenos pode ser atribuida a presenca de
ligacGes duplas conjugadas, por um mecanismo de quebra de cadeia, para a remocao de radicais
livres (Wojtunik, et al., 2014), sendo definidos como substancias capazes de retardar ou inibir
a oxidacdo de substratos oxidaveis, podendo atuar em alimentos ou sistemas biolégicos (Sousa
et al., 2007; Alves et al., 2010).

3.4.Atividade Larvicida

De acordo com varios estudos realizados mundialmente pode-se destacar que alguns OE’s
de plantas ndo tém apenas a capacidade de repelir insetos, mas apresentam também acdo
inseticida através do contato direto ou pelas vias respiratorias dos insetos (Corréa; Salgado,
2011) e a atividade larvicida no combate as larvas do mosquito Aedes aegypti do OE de A.
rosaeodora e os dados obtidos por meio do ensaio de concentracdes estdo dispostos na Tabela
4,
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Tabela 4: Atividade larvicida do OE de A. rosaeodora

Log da concentracdo n  Mortos Clso z x2 R?

1,48 20 6

1,60 20 10

1,70 20 12 41,07

0,2480 0,9980* 10,9840

1,85 20 16 (33,37-50,56)

1,90 20 18

2,00 20 20

Onde:*= ndo significativo, indica bom ajuste de curva; n= nimeros de individuos por
solucio; 6= desvio padrdo; 2= chi quadrado; R?= coeficiente de linearidade;
Fonte: Autores, 2020

Segundo Dias&Moraes (2014), o potencial larvicida é classificado de acordo com 0s
critérios baseados na concentragdo letal (CL), os OE’s que obtém CLsp >100mg L™, sdo
considerados ndo ativos, os que obtém CLso <100 mg Ls&o considerados ativos e os que obtém
CL50 <50mg/L sdo altamente ativos. Desta forma, o OE de A. rosaeodora mostrou agao
larvicida altamente eficiente, por manter a CLso abaixo dos 50 mg L™, incentivando seu
potencial e uso.

De acordo com os resultados obtidos, € possivel observar o potencial larvicida presente
no OE de A. rosaeodora. O bioensaio ndo apresentou a formacgdo de pupa ou até mesmo
qualquer intermediario, apenas resultou na eliminacdo total das larvas. Tem-se ainda que 0s
ensaios de controle ndo resultaram em mortalidade, o qual pode-se indicar os efeitos in6cuos
do solvente. O OE de A. rosaeodora é conhecido pelo seu alto teor de linalol, o qual possui
diversas atividades biologicas, dentre elas a acdo larvicida. O linalol é um exemplo de um
terpendide que opera em conjunto com outros compostos no sistema colinérgico de insetos,
promovendo a rapida quebra do sistema nervoso. (Pandey et al., 2013).

Em estudos realizados por Knio et al., (2008), esses autores ao estudarem os compostos
majoritarios das principais ervas usadas no Libano contra Ochelerotatus caspius que foram:
timol, sabineno, carvacol, anetol e linalol, determinaram que todos os compostos estudados
mostraram fortes propriedades larvicidas. Mais recente, estudos realizados por Tabari et al.,
(2017) sobre a toxicidade do OE de Pelargonium roseum ¢ dos compostos isolados: -
citronelol, geraniol e linalol em adultos, larvas e ovos de C. pipens, concluiram que 0s
compostos possuem boa acdo larvicida e ovicida, uma atividade mais branda contra adultos,

apresentando ao final, maior toxidade para o geraniol e menor para o linalol.
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Estudo quimico de uma das espécies do género Aniba, mostraram que 0s compostos
isolados exibiram elevada atividade larvicida sobre a espécie de mosquito Aedes aegypti.
Segundo Teles et al., (2017) ao analisarem a atividade larvicida do OE de Aniba duckei
Kostermans, para os padrGes de linalol (dI-linalol e I-linalol), componente principal do 6leo
essencial de Aniba duckei Kostermans, tem-se que o I-linalol matou 100% das larvas em
concentragdes mais baixas, de 350 ug mL-1, onde o dleo sozinho atingiu apenas 100% a 400
ug mL-1 e o dl-linalol ndo atingiu esse nivel na faixa de concentracdo analisada. Assim,
concluiram que o linalol responsavel pela atividade larvicida deve ser o I-linalol.

Vale ressaltar que o potencial toxico de OE’s ¢ os seus componentes contra o Aedes
aegypti pode variar significativamente de acordo com os fatores intrinsecos e extrinsecos,
espécies de plantas, partes de plantas, idade de fabricacdo, quimiotipos e as condicfes
geograficas (tal como temporada de ocorréncia, precipitacdo, porcentagem de umidade,
temperatura, luz solar, e altitude), em que a planta foi recolhida, a fonte de larvas, e os métodos

utilizados, em geral, para induzir diferentes respostas larvais (Dias&Moraes, 2014).

4. Consideragdes Finais

Portanto, através dos resultados obtidos, foi possivel classificar o OE de A. rosaeodora
como n&o tdxico, pois obteve-se a variagdo da LCso em torno de 582 mg L™ e 282 mg L™,
determinou-se o linalol (63,16%) como sendo 0 composto majoritario e grande promissor nos
resultados da acdo antioxidante e ainda apresentou-se acao larvicida altamente eficiente, por
manter a CLso abaixo dos 50 mg L™, o valor da CLso encontrado foi de 41,07 mg L. Com base
nesses resultados, conclui-se que o OE de A. rosaeodora é composto por substancias que
propiciam e incentivam sua aplicacdo em virtude de seus potenciais para atividade bioldgica

larvicida.
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5 CONCLUSAO

Portanto, através dos resultados obtidos e o critério utilizado, foi possivel classificar o
OE de A. rosaeodora como nao tdxico, pois obteve-se a variagdo da CLso em torno de 582 mg
L e 282 mg L. E necessario que se conhega 0s potenciais toxicos dos produtos naturais, para
que se possa aplica-los de forma segura.

Determinou-se o linalol (63,16%) como sendo 0 composto majoritario e grande
promissor nos resultados da acdo antioxidante e ainda apresentou acéo larvicida altamente
eficiente, pois o critério utilizado considera bons agentes larvicidas as substancias que mantém
a CLso abaixo dos 50 mg L™ e o valor da CLso encontrado foi de 41,07 mg L™,

Com base nesses resultados, conclui-se que o OE de A. rosaeodora é composto por
substancias que propiciam e incentivam sua aplicagdo em virtude de seus potenciais para

atividade bioldgica larvicida.
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