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RESUMO: A dengue esta entre as doencgas virais de propagacgéo vetorial mais importante
no mundo, causando sérios impactos de morbidade e mortalidade. Desta forma, o presente
trabalho teve como objetivo analisar a composi¢éo quimica e a toxicidade do 6leo essencial de
Myrcia sylvatica (G. Mey) D.C. frente Aedes aegypti e Artemia salina. Folhas de M. sylvatica
foram coletadas no Parque Nacional da Chapada das Mesas, no municipio de Carolina (MA)
no més de fevereiro de 2012. O 6leo foi obtido por hidrodestilagado e sua composi¢cao quimica
foi determinada por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG/EM). O
bioensaio frente Artemia salina e as larvas de 3° estadio de Aedes aegypti foram realizados
em diferentes concentra¢des. Os dados de mortalidade foram avaliados por regressao linear
para determinar os valores de CL,,. Obteve-se 0,5% de rendimento, sendo o (E)-cariofileno o
constituinte majoritario. O 6leo essencial apresentou uma CL,, = 79,44 ug/mL frente A. salina,
sendo considerado altamente téxico. No entanto, este 6leo ndo demonstrou efeito sobre as
larvas de A. aegypti. Considerando que o teste de Artemia salina tem correlacdo com atividades
biolégicas de grande interesse terapéutico como antitumoral, o 6leo essencial das folhas de M.
sylvatica demonstrou potencial para desenvolvimento de produtos farmacéuticos.

Palavras-chave: Myrcia sylvatica, 6leo essencial, Aedes aegypti, larvicida, Artemia salina.

ABSTRACT: Chemical composition and toxicity against Aedes aegypti L. and Artemia
salina Leach of the essential oil from Myrcia sylvatica (G. Mey.) DC. leaves. Dengue is
among the most important viral diseases of vector spread in the world, causing serious impacts
of morbidity and mortality. Thus, this study aimed to analyze the chemical composition and
toxicity of the Myrcia sylvatica (G. Mey.) DC essential oil against Aedes aegypti and Artemia
salina Leach. Leaves of M. sylvatica. were collected in the Tables Chapada National Park, in
the municipality of Carolina (MA) in february 2012. The oil was obtained by hydrodistillation
and their chemical composition was determined by GC / MS. The bioassay front and Artemia
salina larvae of the 3° stage of Aedes aegypti were performed at different concentrations.
Mortality data were evaluated by linear regression to determine the LC,,. Was obtained 0.5%
yield values, and (E) -caryophyllene the major constituent. The essential oil showed a LC,, =
79.44 mg / mL front A. saline and is considered highly toxic. However, this oil showed no effect
on larvae of A. aegypti. Whereas the brine shrimp test has regard to several biological activities,
as antitumoral property, the essential oil from the leaves of M. sylvatica demonstrated potential
for development of medicines.

Keywords: Myrcia sylvatica, essential oil, Aedes aegypti, larvicide, Artemia salina.

INTRODUGAO

As plantas vem sendo utilizadas com fins de paises em desenvolvimento utiliza plantas na
medicinais desde tempos remotos. Segundo a atencao primaria a saude. No Brasil, acredita-se
Organizagéo Mundial de Saude, 80% da populagdo que 90% da populagéo ja utilizou alguma planta
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medicinal. A rica biodiversidade brasileira e as
herangas culturais de indios, negros e europeus
contribuem para que as plantas sejam consideradas
uma area estratégica para o desenvolvimento do
pais (Boas & Gadelha, 2007; Joharchi & Amiri,
2012).

A dengue, infecgéo viral transmitida por
mosquitos do género Aedes, é considerada uma
das maiores preocupagdes mundiais de Saude
Publica (Who, 2004), estimando-se que a doenga
atinja aproximadamente 390 milhdes de pessoas por
ano (Bhatt et al., 2013). Atualmente, constatou-se
que esses mosquitos sdo também transmissores
de outros virus como: Chikungunya virus (CHIKV)
e Zika virus (ZIKV). Essas viroses vem despertando
interesse de pesquisadores, pois CHIKV causa
sintomas parecidos com a dengue, no entanto
com dores mais severas (Brasil 2014a; Brasil,
2014b), enquanto ZIKV provoca sintomas faceis de
controlar, mas que em alguns paciente é observado
o aparecimento de sindrome neuroldgica e doengas
autoimunes, sendo referida a correlagdo com o virus
(Zanluca et al., 2015).

A inexisténcia de vacinas contra estas
doencas agrava a situagao e concentra seu controle
na eliminagao de seus vetores através da aplicagao
de inseticidas inorganicos e organicos sintéticos. No
Brasil, o vetor desses virus é a fémea do mosquito
Aedes aegypti L. (Diptera: Culicidae) (Braga &
Valled; 2007, Who, 2009).

No entanto, o emprego de compostos
organicos sintéticos nesse controle, por apresentarem
um amplo espectro de agcao e um efeito residual
prolongado, fez surgir uma variedade de problemas
ambientais e toxicolégicos (Santos et al., 2006).
Todos esses fatores alertaram a comunidade
cientifica na busca de formas alternativas para o
controle dos insetos vetores (Barreto, 2005).

Na perspectiva de desenvolver produtos no
controle de pragas, principalmente que transmitam
doencas, o uso de plantas com atividade inseticida
e larvicida tem se mostrado promissor, considerando
que estes organismos sao ricos em substancias
bioativas, principalmente oriundas do metabolismo
secundario, que sao especificas para cada espécie,
ou seja, nao apresentam distribuicdo generalizada
(Barreto, 2005; Rodrigues, 2012; Silva, 2006; Simas
et al., 2004).

Entretanto, o uso de plantas nao se
restringe ao controle de doencgas. Espécies
vegetais sdo de grande importancia para a industria
farmacéutica para a producgéo de fitofarmacos,
a partir do isolamento de substancias com agéao
farmacoldégica ou para a producgao de fitoterapicos,
que agem principalmente por agado terapéutica
sinérgica (fitocomplexo) e, ainda, muito utilizada na
industria de cosmético, materiais de limpeza e de

higiene (Silveira et al., 2008) .

E importante ressaltar que o uso de plantas
para qualquer um dos fins citados acima, exige a
realizacdo de ensaios de toxicidade para verificar
a seguranga nessa utilizagdo. Nesse propdésito,
tem sido estimulado o desenvolvimento de ensaios
in vitro para determinar a possivel toxicidade das
plantas e seus produtos derivados, em virtude das
campanhas de redugéo e/ou eliminagéo do uso de
animais de laboratorio (Andrade et al., 2002).

Dentre esses testes, merece destaque o
bioensaio com Artemia salina Leach que constitui um
microcrustaceo cosmopolita de agua salgada, com
facilidade de reproducéo, o que favorece seu uso
em ensaios de toxicidade, podendo, ainda indicar
possiveis agoes biolégicas como anticancerigena,
inseticida, moluscicida e antifungica (Luna et al.,
2005).

Os dleos essenciais, produtos provenientes
do metabolismo secundario dos vegetais, sdo
considerados misturas de constituintes, sendo
formados principalmente por monoterpenos,
sesquiterpenos e fenilpropanoides. Estes dleos
vem despertando amplo interesse de varios
grupos de pesquisa devido a diversidade de
atividades bioldgicas relacionadas a eles, como:
antibacteriana, antifungica, larvicida, ovicida,
inseticida, antioxidante, dentre outras (Donato &
Morretes, 2011; Guimaraes et al., 2011; Limberger
et al., 2004; Porto et al., 2008; Sherer et al., 2009;
Simas et al., 2004).

Afamilia Myrtaceae vem sendo reconhecida
pelas investigagdes relativas a composigéo
quimica de suas espécies e atividades bioldgicas,
principalmente pela presenca de 6leos essenciais
(Aciole, 2001). Entre as espécies desta familia,
destaca-se Myrcia sylvatica (G.Mey.) DC., conhecida
como murta, murtinha ou pedra-ume-caa, com ampla
distribuicdo na Ameérica do Sul, sendo reconhecida
pelo seu aroma adocicado (Almeida, 2014; Tropicos,
2013; Zoghbi et al., 2002).

Na cidade de Belém (PA), M. sylvatica é
comercializada como pedra-ume-caa e as folhas séo
utilizadas na forma de chas, com indicagbes para
o tratamento de diabetes, diarréia, afta, inflamacéao
intestinal e hemorragia ou utilizada em forma de
banhos de assento, por meio da maceragéo das
folhas, para tratar inflamagoes uterinas (Silva, 2012).

Apesar de ser amplamente utilizada pela
populacao, poucos sédo os estudos desenvolvidos
com essa espécie, constituindo uma lacuna para a
descoberta de substancias e produtos de interesse
ao homem, para uso pelas industrias farmacéuticas,
de cosméticos, dentre outras.

Considerando as caracteristicas da familia
Myrtaceae, com riqueza de 6leos essenciais
bioativos e a necessidade de estudo das espécies
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da nossa flora, buscando solug¢des para problemas
de saude publica, o presente trabalho objetiva
caracterizar os constituintes quimicos do 6leo
essencial das folhas de M. sylvatica, assim como
avaliar sua toxicidade frente Aedes aegyptie Artemia
salina.

MATERIAL E METODOS
Coleta do Material
As folhas de M. sylvatica foram coletadas
no Parque Nacional da Chapada das Mesas, no
municipio de Carolina (MA) em fevereiro de 2012.
A autorizagao de coleta, n° 280007-1, foi concedida
pelo Sistema de Autorizagdo e Informagcdo em
Biodiversidade (SISBIO), 6érgédo do Ministério do
Meio Ambiente (MMA). Exsicatas dessa espécie
vegetal foram depositadas no Herbario Jodo Murga
Pires do Museu Paraense Emilio Goeldi, onde se
encontra registrada sob o codigo L-3149.

Extragdo do Oleo Essencial

As folhas foram dessecadas a temperatura
ambiente e trituradas em moinho de facas, obtendo-
se um po classificado como medianamente
rasurado (4 mm), segundo a Farmacopeia Brasileira
(2010). Em seguida 200 gramas do material
foram submetidos a hidrodestilagdo (Farmacopeia
Brasileira, 2010). O 6leo essencial foi coletado,
seco com sulfato de sddio anidro (Na,SO,) e
acondicionado em frasco ambar, hermeticamente
fechado. O rendimento percentual foi determinado
(Coutinho et al., 2007).

Analise da Composigdo Quimica do Oleo
Essencial
Adeterminacao quimica do 6leo foi feita por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria
de massa (CG/EM)/Hewlett Packard Modelo
5971, sob as seguintes condi¢bes: coluna de
dimetilpolissiloxano DB-1 (30 m x 0,25 mm,
espessura do filme 0,1 ym), gas de arraste-hélio
(vazédo de 1 ml/min), temperatura de injecéao
-250°C,temperatura do detector -200°C; sendo que
a taxa de aquecimento da coluna entre a faixas
de 180-250°C foi de 10°C/min. A identificagdo dos
componentes do 6leo foi realizada comparando seus
dados com os de substancias auténticas existentes
em biblioteca de referéncia (Adams, 2007; Nist,
2005). A porcentagem relativa dos componentes foi
calculada usando a area do pico de cada substancia
no cromatograma.

Ensaio Frente Artemia salina
O teste de toxicidade frente Artemia salina
foi realizado segundo a metodologia de Meyer et
al. (1982) com algumas altera¢des. Apds a ecloséo
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dos ovos e o tempo para as larvas alcangarem o
estadio de metanauplio (24 horas), as larvas foram
transferidas para recipientes plasticos, ficando 10
larvas em cada receptaculo. O teste foi feito em
triplicata, contendo solugao salina e a respectiva
amostra nas concentragdes de 10, 100 e 1000 ug/
mL. O controle positivo foi feito com dicromato de
potassio (K,Cr,0,) a 10 yg/mL e o negativo com
uma solugao de salina e dimetlsulféxido (DMSQO) na
concentracao de 0,01%. Apds 24 horas de contato,
contaram-se 0s animais mortos.

Ensaio Frente as Larvas de Aedes aegypti
Foram utilizadas larvas de A. aegypti,
cujos ovos foram capturados em armadilhas nos
bairros da Santa Clara, Cohatrac IV e Sa Viana,
na cidade de Sao Luis (MA), sendo posteriormente
transferidos para agua destilada, onde as larvas
foram alimentadas com racgao para gato triturada
para atingir o terceiro estadio de desenvolvimento
larval. A identificagdo das larvas foi feita de acordo
com as caracteristicas da literatura (Consoli &
Oliveira, 1994; Santos, 2008). Os ensaios bioldgicos
foram realizados segundo metodologia preconizada
pela World Health Organization (WHO) (2009) com
adaptacdes. O o6leo essencial de M. sylvatica foi
testado nas concentragdes de 25, 100, 250, 500
pMg/mL, sendo realizado teste em ftriplicata para
cada concentragdo. A solugao do 6leo essencial
foi preparada usando DMSO 0,01%. O controle
negativo foi feito com DMSO 0,01% em agua
destilada e o controle positivo com o larvicida
sintético Temephds © a 3ug/mL. Depois foram feitas
as leituras das larvas sobreviventes em 24 € 48 h
apos o inicio do teste.

Andlise Estatistica

A acao larvicida foi expressa em CL,,,
concentragao letal capaz de matar 50% das larvas,
com limite de confianga de 95%, por meio do
método de regressao linear, através do grafico do
logaritmo da concentracdo das amostras versus a
percentagem de mortos e determinados através da
analise de probitos, usando programa SPSS 13.0.

RESULTADOS

O ¢leo essencial das folhas de M. sylvatica
apresentou rendimento de 0,5% e o cromatograma
(Figura 1) permitiu identificar 22 constituintes (Tabela
1), representando 99,59% do conteudo total desse
Oleo volatil, com predominancia de sesquiterpenos.

O (E)-cariofileno foi o componente
majoritario com 45,88%, seguido por 14-hidroxi-
(2)-cariofileno (10,15%), B-seleneno (5,97%) e a
selina-3,11-diene (5,43%) (Tabela 1).

Em relagéo aos ensaios bioldgicos, o teste
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FIGURA 1. Cromatograma do 6leo essencial das folhas de Myrcia sylvatica, analisado por cromatografia gasosa.
Condigdes experimentais descritas no texto.

TABELA 1. Constituintes quimicos do 6leo essencial das folhas de Myrcia sylvatica.

Teer RI, Constituintes A%
25,25 1431 (E)-Cariofileno 45,88
31,54 1588 14-Hidroéxi-(Z)-Cariofileno 10,15
27,91 1496 B-Seline 5,97
29,08 1526 Selina-3,7(11)-dieno 5,43
26,55 1463 a-Humeleno 4,83
28,16 1502 Germacreno-B 4
27,66 1490 a-Selinene 3,23
23,82 1396 B-Elemeno 2,09
21,37 1338 Biciclogermacreno 1,31
33,43 1639 Espatulenol 1,31
26,26 1456 Sibirene 1,27
23,22 1381 a-Copaene 0,96
30,56 1563 Germacreno-B 0,44
34,81 1676 Cariofileno -14-hidroxi-9-epi-(E) 0,43
22,93 1375 a-Ylangene 0,35
32,76 1621 Amorpha-4,7(11)-dieno-2-a-hidroxi 0,35
36,97 1727 Amorpha-4,9-dieno-7,14-Anidro 0,28
35,77 1701 a-Eudesmol-10-Epi 0,25
30,26 1556 B-Costol 0,11
36,29 1712 Amorpha-4,7(11)-dieno-2-a-Hidroxi 0,11

22 1353 a-Cubebene 0,06
38,37 1757 Nootkatol 0,06

Tempo de Retencao (TRET); indice de Retencgdo (RI,). Porcentagem relativa da area do pico no cromatograma (A%)

frente A. salina mostrou uma CL,, de 79,44 pg/mL. téxico frente a essa larva. Dessa forma, nao foi
No bioensaio com larvas de Aedes aegypti, ndo foi possivel calcular a DL, o

observada mortalidade destas larvas até a maior ~ Os controles positivos mostraram
concentragdo testada (500 ug/mL), mesmo na leitura efetividade de 100%, enquanto que os controles
de 48 horas de exposicdo, indicando que o 6leo negativos nao apresentaram mortallqade, 0 que
essencial de M. sylvatica ndo apresentou potencial demonstra que o solvente usado € inofensivo e
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que as atividades apresentadas estao relacionadas
somente a amostra testada.

DISCUSSAO

Apredominancia de sesquiterpenos ciclicos
assemelha-se aos obtidos com outras espécies de
Myrtaceae americanas previamente analisadas,
cuja predominancia de desses compostos € uma
constante, principalmente dos grupos do cariofileno
e germacrano (Limberger et al., 2004). Na literatura,
verifica-se pelos menos quatro quimiotipos para a
espécie analisada: B-cariofileno, selin-11-en-4-a-
ol, cis-calameneno e o espatulenol (Zoghbi et al.,
2002). A analise quimica do 6leo permite classificar
a espécie M. sylvatica, coletada em Carolina-MA,
como pertencente ao quimiotipo B-cariofileno, visto
que seu constituinte principal foi o (E)-cariofileno e
estes s&o sinbnimos (Adams, 2007).

O B-cariofileno, espatulenol, B-elemeno,
a-humuleno e o y-eudesmol, componentes do
6leo essencial de M. sylvatica tem demonstrado
diversas atividades bioldgicas, dentre elas atividade
anticarcinogénica, por meio de vias apoptoticas e
inibicdo de proliferagéo celular de células tumorais
(Alcantara et al., 2010; Lunguino, 2012).

Comparando-se os constituintes obtidos
em nosso estudo com os ja descritos na literatura
para esta espécie, verificamos diferengas quanto
aos marcadores quimicos (Limberger et al., 2004;
Zoghbi et al., 2003).

Alguns autores sugerem que o polimorfismo
quimico de 6leos essenciais pode estar relacionado
a influéncia de fatores ambientais, tais como
temperatura, umidade, duragéo e intensidade das
radiacdes solares; fatores edaficos e variabilidade
genética (Cerqueira et al., 2009; Duarte, 2012; S&
et al., 2012; Sabino et al., 2012).

Segundo os critérios de Dolabella (1997), o
6leo de M. sylvatica é classificado como altamente
téxico. Em estudo toxicologico das folhas de M.
sylvatica frente a Artemia salina, Batista et al. (2010)
obtiveram DL, de 38,1 ug/mL, pode ser classificado
como potencialmente toxico.

Embora a alta toxicidade de um produto
frente as larvas de A. salina tenha correlagéo
com ensaio de toxicidade in vivo, podendo ser
considerado um bom teste para prever toxicidade
oral de produtos (Parra et al., 2001), este teste
também & um bom indicativo para potencial atividade
bioldgica, como antimicrobiana e anticancerigena
(Harada, 2009; Kanwar, 2007; Lunguino, 2012). A
dose efetiva (DE,,) em teste com o microcrustaceo
A. salina é geralmente dez vezes a concentragao
necessaria para inibir 50% do crescimento celular
(Cl,,) em testes antitumorais (McLaughlin et
al., 1998), transformando estes ensaio em uma
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alternativa aos testes realizados em animais.

De acordo com David et al. (2001), a
classificagdo de substancias puras obtidas de
extratos de plantas, quanto a sua atividade citotdxica
em A. salina, correlacionando com atividade
anticancerigena, pode ser assim atribuidas:
substancias que apresentam DE,>1000 pg/mL sao
consideradas inativas e aquelas com DE, <100 pg/
mL sdo muito ativas, comparaveis a camptotecina
e ao sulfato de vincristina, substancias usadas no
tratamento de leucemia (Schripsema et al., 2004).

Siqueira et al. (1998) observaram a validade
e confiabilidade do bioensaio da A. salina, em estudo
de toxicidade de fragdes de Unonopsis lindmanii que
continham substancias reconhecidamente ativas
sobre células tumorais in vitro (Ceplenau, 1993;
Valter et al., 2008).

El-Mensshawi et al. (2010) enfatizaram
a representatividade do ensaio com A. salina,
sendo considerado, por esses autores, um teste
robusto para ser empregado como pré-screning
em investigacdo de atividade terapéutica contra
tumores salidos.

A possibilidade de se prever uma atividade
especifica de uma determinada substancia a partir
de um bioensaio geral facilita o direcionamento de
estudos de prospecgao de novas drogas (Harada,
2009; Kanwar, 2007; Lunguino, 2012).

Varios 6leos esséncias e seus componentes
aromaticos individuais ja demonstraram atividade
supressora tumoral quando testado em um
significante nimero de linhagens tumorais humanas,
incluindo tumor hepatico, cancer de mama,
leucemias, cancer de colén, dentre outras (Edres,
2007; Lunguino, 2012).

Em relacéo ao teste de atividade larvicida
contra Aedes aegypti, o 6leo de M. sylvatica néo
mostrou ac¢ao téxica em nenhuma das concentracdes
utilizadas, apesar de haver indicagdo que 6leos com
padrdo sesquiterpénico, teoricamente, sdo mais
ativos para o controle de larvas de A.aegypti (Santos
et al., 2006).

No entanto, esta teoria pode ser questionada,
visto que estudos com outras espécies da familia
Myrtaceae como M. guianensis, M. lundiana, M.
ovata que apresentaram padrao sesquiterpénico,
comprovaram que as duas primeiras apresentaram
atividade moderada, enquanto que M. ovata nao
apresentou potencial larvicida (Fontes et al., 2011;
Monteiro et al., 2011). Desta forma, a presenga
de um padréao sesquiterpeno nao é garantia da
atividade larvicida. Padrdo monoterpénico pode
também apresentar atividade larvicida contra A.
aegypti como mostrado para os Oleos de Hyptis
martiussi, Eucapliptus sp e Syzigium aromaticum,
que apresentaram uma CL, bem proxima daqueles
com padrao sesquiterpenos (Costa et al., 2008;
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Santos et al., 2006; Simas et al., 2004).

Para entender melhor a relagao entre o 6leo
essencial e a sua atividade larvicida, alguns autores
testaram isoladamente os principais componentes
dos o6leos essenciais. Na maior parte dos estudos,
observou-se que todo o 6leo essencial foi mais
ativo do que os seus compostos isolados (Dias
& Moraes, 2014). Os sesquiterpenos oxigenados
B-eudesmol e 6xido de cariofileno, que sdo os
principais compostos ativos dos 6leos essenciais
da Guatteria friesiana e Guatteria blepharophylla,
respectivamente nado apresentaram atividade
quando testados isoladamente em comparagao ao
6leo (Cheng et al., 2009). Isto pode ser explicado
pelas interagdes entre os constituintes presentes
nos o6leos (Aciole, 2001; Santos et al., 2006). Em
alguns casos, a bioatividade da mistura é mais
elevada do que os dos compostos purificados.

Em estudo realizado por Silva et al.
(2008), B- cariofileno e 6xido de cariofileno foram
identificados como os principais compostos do 6leo
essencial de folhas de Hyptis pectinata (L.) Poit,
exibindo um valor de CL,, 1.202 mg/L e 125 mg/L
respectivamente, enquanto que o valor de CL, do
oléo foi de 366 mg/L. Cheng et al. (2009) estudando
0 6leo essencial de folhas de Cryptomeria japonica
(Thunb. Ex L.F.) D.Don, também constataram que
o oleo (CL,, =28,4 mg/L) foi mais toxico para A.
aegypti do que o seu constituintes majoritarios
16-kaurenos (CL,, = 57,0 mg/L) e elemol (CL,>
100,0 mg/L), ambos presentes na amostra em
propor¢des que se aproximam de 20%, sugerindo
que o compostos minoritarios 3-careno (CL,, = 25,3
mg/L), terpinoleno(CL,, = 32,1 mg/L), a-terpineno
(CL,,=28,1mg/L), e y-terpineno (CL,,=26,8 mg/L)
também contribuem para a atividade larvicida.
Assim, evidencia-se que a classe dos compostos
majoritarios de um éleo essencial, nem sempre é um
fator primordial na determinagao de sua atividade,
pois seus constituintes podem agir por sinergismo e
0s componentes minoritarios podem influenciar na
atividade bioldgica do 6leo.

Com os resultados obtidos nesse estudo,
podemos concluir que o 6leo essencial de M.
sylvatica, coletada em Carolina-MA, ndo demonstrou
agao sobre as larvas de Aedes aegypti e apresentou
forte toxicidade no bioensaio com Artemia salina,
indicando possivel potencial para o desenvolvimento
biotecnolégico de formulagdes farmacéuticas, com
especial atencéo a agao antineoplasica.
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