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RESUMO

O género Nectandra Rol. ex Rottb, da familia Lauraceae, ¢ amplamente distribuido na América
do Sul, ocorrendo em paises como Argentina, Brasil, Bolivia, Peru, Paraguai, Venezuela,
Colombia, Equador e Guiana. No Brasil, ¢ um dos principais géneros da familia, com 46
espécies relatadas. Neste contexto, a espécie Nectandra nitidula Nees et Mart. (Lauraceae),
conhecida popularmente como canela do mato, destaca-se por sua utilizagio como planta
ornamental e pelo valor comercial de sua madeira, além do uso da casca aromatica para fazer
chd. Trata-se de uma pequena arvore que pode atingir até 8 metros de altura, com tronco de
diametro variando entre 20 a 30 cm, copa rala e folhas alternadas. Diante da auséncia de estudos
sobre a composicdo quimica dessa planta, o objetivo desta pesquisa foi determinar a
composi¢ao quimica do 6leo essencial de Nectandra nitidula Nees et Mart e avaliar sua
atividade biologica em larvas de Aedes aegypti. Para tanto, folhas e flores foram coletadas no
municipio de Itumirim, MG, e a extragao dos 0leos essenciais foi realizada por arraste a vapor.
A composi¢do quimica dos 6leos foi determinada por cromatografia gasosa acoplada a um
espectrometro de massas (CG/MS). A atividade larvicida dos 6leos foi testada em larvas de
Aedes aegypti em diferentes concentragdes. A analise da composicao quimica do 6leo essencial
extraido das folhas frescas de Nectandra nitidula identificou 20 compostos, representando
98,12% do total, sendo os principais o sesquirosefurano (62,51%), t-Elemeno (21,93%), (Z,E)-
a-Farneseno (3,14%), allo-Aromadendreno (2,09%), a-Pineno(1,68%) e Espatulenol (1,18%).
Ja nas flores, foram identificados 15 constituintes, representando 97,87% do total, com destaque
para o sesquirosefurano (78,12%), (Z,E)-a-Farneseno (9,63%), (E)-B-Farneseno (2,33%) e
(E,E)-a-Farneseno (2,22%). Em relagdo a atividade larvicida, observou-se que a mortalidade
das larvas de Aedes aegypti expostas ao 6leo essencial das flores alcancou uma média de 95%
(57 larvas) na concentragdo mais alta (12,96 mg/mL), atingindo 100% de mortalidade ap6s 48
horas. Apo6s 72 horas de exposicdo, a dose de 3,6 mg/ml resultou em uma mortalidade de 45
larvas (75%), nimero semelhante ao obtido com a dose de 9,0 mg/ml, que resultou em 44
mortes (73,3%) apos 48 horas. Da mesma forma, o 6leo essencial das folhas apresentou uma
mortalidade média de 85% (51 larvas) apds 24 horas de exposi¢cdo a concentragdo mais alta
(12,96 mg/mL), atingindo 100% de mortalidade apos 48 horas. Apods 72 horas de exposicdo, a
dose de 3,6 mg/ml resultou em uma mortalidade de 83,3% (tabela 3), nimero semelhante ao
obtido com a dose de 9,0 mg/ml, que resultou em 51 mortes (85%) apds 48 horas.Esses
resultados evidenciam o potencial larvicida do 6leo essencial de Nectandra nitidula contra o
mosquito Aedes aegypti.

Palavras-chave: Lauraceaec. Oleo essencial. Nectandra nitidula. Cromatografia,
Sesquirosefurano. Efeito larvicida.



ABSTRACT

The genus Nectandra Rol. ex Rottb, belonging to the Lauraceae family, is widely distributed in
South America, with occurrences in countries such as Argentina, Brazil, Bolivia, Peru,
Paraguay, Venezuela, Colombia, Ecuador, and Guyana. In Brazil, it is one of the main genera
in the family, with 46 reported species. Within this context, Nectandra nitidula Nees et Mart.
(Lauraceae), commonly known in Brazil as "canela do mato," stands out for its ornamental use
in gardening, commercial value of its wood, and the aromatic bark used for making tea. It is a
small tree that can reach a height of up to 8 meters, with a trunk diameter ranging from 20 to
30 cm, sparse canopy, and alternate leaves. Given the lack of studies on the chemical
composition of this plant, the objective of this research was to determine the chemical
composition of the essential oil from Nectandra nitidula Nees et Mart. and evaluate its
biological activity on Aedes aegypti larvae. For this purpose, leaves and flowers were collected
in Itumirim, MG, Brazil, and the essential oils were extracted by steam distillation. The
chemical composition of the oils was determined by gas chromatography-mass spectrometry
(GC/MS). The larvicidal activity of the oils was tested on Aedes aegypti larvae at different
concentrations. The analysis of the chemical composition of the essential oil extracted from
fresh leaves of Nectandra nitidula identified 20 compounds, representing 98.12% of the total,
with the main ones being sesquirosefurane (62.51%), t-Elemene (21.93%), (Z,E)-a-Farnesene
(3.14%), allo-Aromadendrene (2.09%), a-Pinene (1.68%), and Spatulenol (1.18%). For the
flowers, 15 constituents were identified, representing 97.87% of the total, with the major
compounds being sesquirosefurane (78.12%), (Z,E)-a-Farnesene (9.63%), (E)-B-Farnesene
(2.33%), and (E,E)-a-Farnesene (2.22%). Regarding the larvicidal activity, it was observed that
the mortality of Aedes aegypti larvae exposed to the essential oil from the flowers reached an
average of 95% (57 larvae) at the highest concentration (12.96 mg/mL), reaching 100%
mortality after 48 hours. After 72 hours of exposure, the dose of 3.6 mg/ml resulted in a
mortality of 45 larvae (75%), a number similar to the one obtained with the dose of 9.0 mg/ml,
which resulted in 44 deaths (73.3%) after 48 hours. Likewise, the essential oil from the leaves
showed an average mortality of 85% (51 larvae) after 24 hours of exposure to the highest
concentration (12.96 mg/mL), reaching 100% mortality after 48 hours. After 72 hours of
exposure, the dose of 3.6 mg/ml resulted in a mortality of 83.3% (Table 3), a similar number to
the one obtained with the dose of 9.0 mg/ml, which resulted in 51 deaths (85%) after 48 hours.
These results highlight the larvicidal potential of the essential oil from Nectandra nitidula
against the Aedes aegypti mosquito.

Keywords: Lauraceae. Essential Oil. Nectandra nitidula. Chromatography. Sesquirosefuran.
Larvicidal effect.
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1. INTRODUCAO

Atividade biologica ou farmacoldgica expressa os efeitos benéficos ou adversos de um
composto quimico sobre os seres vivos. Além da atividade biologica e farmacoldgica esses
compostos, também podem agir como antioxidantes que sao substancias capazes de agir contra
os danos causado pelos efeitos do processo fisiologico de oxidagdo no tecido animal. No
organismo, essa fun¢do consiste em proteger as células sadias daacdo de oxidacao
desempenhada pelos radicais livres. Os 0leos essenciais de espécies nativas tém sido estudados
para diversas aplicagdes medicinais, na industria de cosméticos e alimenticia, em funcdo da
composicao quimica, atividades bioldgicas e atividade antioxidante. Sao misturas de compostos
volateis, um importante grupo de metabolitos secundarios de plantas aromaticas (DANIELLI
etal., 2019).

O género Nectandra Rol. ex Rottb, pertencente a familia Lauraceae ¢ amplamente
encontrado na América do Sul, ocorréncia em paises como Argentina, Brasil, Bolivia, Peru,
Paraguai, Venezuela, Coldmbia, Equador e Guiana. E um dos principais géneros da familia,
com 46 espécies relatadas no Brasil (REFLORA, 2020).

Xavier et al. (2020), analisaram a diversidade quimica e as atividades bioldgicas de
Oleos essenciais de trinta e nove espécies de 03 géneros da familia Lauraceae (Licaria,
Nectrandra e Ocotea) nos diversos biomas brasileiros encontraram para o género Nectandra
(em 19 amostras de 09 espécies) uma grande diversidade quimica. As principais classes de
compostos identificados foram hidrocarbonetos sesquiterpénicos e sesquiterpendides
oxigenados, sendo que entre eles os principais compostos identificados foram o -cariofileno,
germacreno D, biciclogermacreno, sesquirosefuran, 6xido de cariofileno, a-bisabolol, e
biciclogermacrenal. Tais componentes apresentaram atividades biologicas como
antifingicas, antidiarreicas, antibacterianas, citotoxicas , leishimanicida,analgésica, anestésica,
antirreumatica e larvicidas.

Muitas espécies do género, tais como Nectandra barbellata Coe-Teix, Nectandra
megapotamica (Spreng.) Mez, Nectandra leucanta Nees e Mart, Nectandra grandiflora Nees e
Mart, Nectandra turbacensis (Kunth) Nees, Nectandra lineatifolia (Ruiz & Pav.) Mez.,
Nectandra lanceolata Nees, Nectandra amazonum Nees, Nectandra cuspidata Nees, Nectandra
gardneri Meisn , Nectandra hihua (Ruiz e Pav.) Rohwer e Nectandra puberula (Schott) Nees,
foram contempladas com relatos na literatura (ROMOFF et al., 2010; TONDOLO et al., 2013;
AMARAL et al., 2015; GRECCO et al, 2015; GARLET et al., 2016; SILVA et al., 2016;
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BOSQUIROLI et al., 2017; COSTA et al., 2017; DA SILVA et al., 2017; DANIELLI et al.,
2017; FARIAS et al., 2018; FERRAZ et al., 2018; GONCALVES et al., 2018). O mesmo nao
aconteceu com a espécie N.nitidula, apesar de existerem 260 exsicatas desta espécie,
depositadas no REFLORA (2020). A maioria desses registros sao oriundos do sudeste do
Brasil, dentre eles, dois s3o do municipio de Itumirim-MG.

A Organizacdo Pan-Americana da Saude (OPAS) divulga que a incidéncia global da
dengue cresceu drasticamente nas ultimas décadas. Aproximadamente metade da populagdo
mundial estd em risco de contrair a doenga, e cerca de 500 milhdes de pessoas nas Américas
correm o risco de contrair dengue (OPAS,2023).

Os ntimeros da dengue no Brasil também sdo alarmantes e crescentes, segundo dados
do Ministério da Satde (MS), foram notificados em 2022, 1.450.270 casos, representando 679,9
casos por 100 mil habitantes. Tais niimeros representam um aumento de 162,5% quando
comparados com 2021, com 1016 6bitos. Em 2023 o cenario continua preocupante, nos 03
primeiros meses a dengue atingiu 75% dos municipios do Brasil, representando um aumento de
casos na ordem de 43% em relacdo a 2022. O controle do vetor, Aedes aegypti (Linnaeus, 1762),
tem sido feito por meio de prevengao, procurando eliminar as condi¢des de reproducao e por
meio de inseticidas convencionais. A dengue esté entre as doengas negligenciadas. (MS, 2023).

As justificativas para a execucdo desta pesquisa foram lastreadas em trés eixos
principais: a) Existem poucos estudos sobre a Nectandra nitidula Nees & Mart., e nenhum de

caracterizagdo quimica do 6leo essencial publicados na literatura.; b) o uso generalizado de
inseticidas pode levar a resisténcia do mosquito Aedes aegypti e causar efeitos adversos sobre
organismos nao-alvo, como humanos, outros animais e insetos.; ¢) Esta espécie, assim como
outras do género tem sofrido uma diminuicao da sua ocorréncia em fun¢do do desmatamento
para producdo de graos no pais. Portanto estudos de caracterizagdo e utilizacdo da espécie em
atividades biologicas, a semelhanga dos estudos realizados com outras espécies do género

precisa ser realizada.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar a composi¢do quimica do 6leo essencial de flores e folhas de Nectandra

nitidula Nees et Mart., bem como sua atividade larvicida.

2.2. Objetivos especificos

Fazer a caracterizacgao botanica da planta;

Extrair os 6leos essenciais das folhas e flores de N. nitidula;

Determinar a composigao quimica do 6leo essencial de N. nitidula Nees et Mart.;
Identificar os componentes majoritarios presentes nos 6leos essenciais de folhas
e flores de N. nitidula;

Verificar a atividade larvicida de dleos essenciais extraidos de folhas e flores de
N. nitidula sobre larvas de terceiro instar de Aedes aegypti;

Determinar as concentragoes letais (CL50 e CL90) dos 6leos essenciais frente

as larvas de Aedes aegypti.
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3. REFERENCIAL TEORICO

3.1. A familia Lauraceae (Antoine Laurent de Jussieu)

Conhecidas como “canelas”, a familia de plantas angiospermas chamada Lauraceae ¢
considerada pantropical, que significa que sua distribui¢do cobre as regides dos tropicos
continentais. Se encontram presentes em regides tropicais e subtropicais, Rohwer e Kubitzki
(1993), especialmente na América do Sul e Asia, porém podendo aparecer em Madagascar,
Africa Central e Australia (VAN DER; WERFF; RICHTER, 1996). A familia apresenta cerca
de 52 géneros e aproximadamente 3000 espécies, representados, em sua maioria, por arvores €
arbustos (ALVES ; SARTORI, 2009). Dos citados, podem ser encontrados no Brasil 22 géneros
e 390 espécies, presentes em florestas pluviais, restingas e no Cerrado Brasileiro (MARQUES,
2001; BAITELLO et al., 2003; ALVES ; SARTORI, 2009).

Marques (2001) cita que os primeiros usos de espécies de Lauraceae sao datados de
2800 AC, da Grécia antiga. A familia se destaca pela importancia economica. Embora seja
utilizada pelas industrias para fabricacdo de produtos, variando entre marcenaria, construgao
civil, industria papeleira, reflorestamento de matas ciliares, perfumaria e medicina popular, seu
uso se restringe principalmente a comunidades tradicionais, pois elas detétm o conhecimento
empirico do uso das plantas desta familia.

As plantas desta familia apresentam o6leo essencial armazenado em células secretoras
encontradas na folha, flor casca e lenho. Uma planta da familia Lauraceae produtora de o6leo
essencial muito conhecida ¢ a Cinnamomum canphora (L), a canfora, utilizada e conhecida
desde a Grécia antiga. Também estd presente na Lindera benzion (L) Blume, o benjoin

(MARQUES, 2001).

3.2. O género Nectandra Rol. Ex Rottb.

O género Nectandra foi descrito pela primeira vez por Rottboel, no ano de 1778, com
base em anotagdes do pesquisador Rolander, Rohwer e Kubitzki (1993), reconhecida
inicialmente como um subgénero de Ocotea por Kostermans (1957), pelo fato de,
filogeneticamente falando, se assemelhar as espécies neotropicais de Ocotea (CHANDERBALI
et al., 2001). Apos alguns anos, Nectandra foi reconhecida como género, por (ALLEN, 1966;
ALVES; SARTORI, 2009). O nome Nectandra foi dado pelo autor ap6és uma interpretagdo

erronea em que os estames seriam glandulas nectariferas. Muitos géneros de Lauraceae nao
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podem ser identificados apenas com caracteres vegetativos e um exemplo disso ¢ o género
Nectandra (ROHWER; KUBITZKI, 1993; VAN DER WERFF ; RICHTER, 1996). E
necessario material florido para identificar corretamente e, muitas chaves de identificagdo se
baseiam em caracteres florais (VAN DER WERFF, 1991). Entdo ¢ possivel realizar a
caracterizagdo do género Nectandra por meio de suas flores, sendo elas trimeras, bissexuadas,
com papilas que cobrem a face interna das tépalas e a presenca de nove estames férteis com
quatro locelos dispostos em arco (ROHWER; KUBITZKI, 1993). Nectandra é o segundo maior
género de Lauraceae no novo mundo (ALVES; SARTORI, 2009), com 114 espécies
conhecidas, sendo 43 das mesmas encontradas em solo brasileiro, em especial em biomas de
Mata Atlantica e Floresta Amazonica (BAITELLO et al., 2003). E restrito 4s Américas tropical
e subtropical e, grande parte das 144 espécies sdo encontradas entre os tropicos de Cancer e
Capricornio (VAN DER WERFF; RICHTER, 1996). Planta lenhosa, de grande
representatividade e ampla distribui¢do, fornecem madeira de boa qualidade e algumas espécies
podem ser utilizadas na extragdo de 6leos essenciais (ALVES ; SARTORI, 2009) . Por causa
de sua exploragdo exacerbada, medidas de protecdo com o plantio em areas de recuperagao sao
utilizadas (QUINET; ANDREATA, 2002; QUINET, 2005; ALVES; SARTORI, 2009). O
desenvolvimento das espécies do género se d4 em ambientes imidos, verdes, planicies florestais
montanhosas e poucas espécies se encontram em habitats diferentes do citado. O maior centro
de diversidade se encontra nos Andes € Amazodnia peruana. O Sudeste brasileiro ¢ tido como o
segundo maior centro de diversidade de Nectandra (ROHWER; KUBITZKI, 1993). Quanto ao
uso medicinal, embora o género mais utilizado da familia Lauraceae seja o Ocotea, o género
Nectandra apresenta dois representantes, sendo N. picharim (para problemas gastricos) e a V.
rodiaei (como antipirético e tonico) (MARQUES, 2001).

Em termos filogenéticos, Nectandra ¢ um género provavelmente parafilético (formado
por mais de uma espécie ancestral e seus respectivos descendentes), relacionado mais
proximamente com Pleurothyrium e com as espécies neotropicais de Ocotea (VAN DER
WERFF; RICHTER, 1996; CHANDERBALI et al., 2001). As espécies de Nectandra sio
importantes do ponto de vista econdmico: sua madeira € usada para construcao civil e industria
moveleira, sendo considerada de boa qualidade, com exce¢do daquelas que podem desprender

odor desagradavel, o que limita seu uso (ROHWER; KUBITZKI, 1993).

3.3. A espécie Nectandra nitidula Nees et Mart.
A planta Nectandra nitidula Nees et Mart. ¢ uma pequena arvore que pode alcancar 8

metros de altura, apresenta tronco com didmetro variando entre 20 a 30 cm, sua copa ¢ rala e
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suas folhas se apresentam alternadamente (LORENZI, 1992).(Figura 1).Pode ser encontrada
entre os estados da Bahia até o Parana em matas ciliares, areas de cerrado, florestas estacionais
e semideciduais e prefere solos umidos e/ou encharcados (BAITELLO et al., 2003);
(LORENZI, 1992). Pode ser utilizada como planta ornamental para jardinagem. Sua madeira
tem valor comercial e sua casca (aromadtica) ¢ utilizada para fazer cha (LORENZI, 1992).
(BAITELLO et al., 2003) relatam que quanto a sua morfologia, tem-se que peciolo, pedicelo,
hipanto e ctipula do fruto sao referidos como avermelhados. Apresentam flores, somente nos
meses de setembro e outubro. Seus frutos se apresentam nos meses finais e iniciais do ano. E
possivel diferenciar a espécie N. nitidula pela papilosidade reduzida no apice curto, conectivo

dos estames de séries | e I11.

3.4 Oleos essenciais: Métodos de extracao e caracterizacio

Oleos essenciais (O.Es), 6leos volateis, esséncias ou o6leos etéreos sio misturas de
substancias odoriferas, liquidas, volateis de diferentes classificacdes quimicas, de natureza
lipofilica, geralmente acidos, com densidade menor que a da agua, reagindo principalmente
com a luz, umidade, oxigénio e metais. (SIMOES et al., 2007). Nos vegetais sdo secretados
e/ou armazenados em idioblastos, cavidades, canais e tricomas glandulares; em Apiaceae, o
0leo essencial normalmente é armazenado em canais oleriferos (SAITO; SCRAMIM, 2000).
Segundo a ISO (International Standard Organization), os 6leos essenciais sdo caracterizados
pela forma de obtencdo que se da por arraste a vapor d’agua, hidrodestilagao ou pela expressao
do pericarpo de frutos citricos.

Os oleos essenciais (O.Es), sao misturas de diferentes classes de metabdlitos
secundarios. As principais classes de metabolitos encontrados em o6leos essenciais sdo
monoterpenos, sesquiterpenos, flavonoides e fenilpropanoides. A biossintese dos o6leos
essenciais pode ocorrer pela via do acido chiquimico (fenilpropanoides), do 4cido mevaldnico
(terpenos), pela via do acido citrico (sesquiterpenos) ou por via mista do acido citrico e do acido
galico (flavonoides). Estes metabolitos sdo produzidos e armazenados em idioblastos,
cavidades, canais e tricomas glandulares na maioria das plantas que produzem 6leo essencial e
em canais oleiferos em plantas da familia Apiaceae (SIMOES et al., 2007)

Hé diversas aplicagdes para os 6leos essenciais, tais como antifingico, antibacteriano,
inseticida e inibidores da acetilcolinesterase, entre outras. O uso de 6leos essenciais em sistemas
biologicos deve ser criterioso pois estes podem apresentar toxicidade elevada, causando reagdes
cutaneas, irritacdo, sensibilizacao e fotossensibilidade ou agir sobre o sistema nervoso central

com efeitos convulsionantes ou psicotrépicos (SIMOES et al., 2007).
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Os oleos essenciais sao obtidos por hidrodestilagdo, arraste a vapor ou pela expressao
(prensagem). Tanto a hidrodestilagdo quanto o arraste a vapor sdo fundamentados na geracao
de vapor e no aumento da pressao de vapor do sistema. Esse aquecimento aumenta a pressao
do o6leo dentro dos compartimentos em que esta armazenado até que haja ruptura do
compartimento e liberacdo do 6leo. Como a tensdo de vapor da 4gua € maior que a tensao de
vapor do 6leo essencial, o vapor de dgua arrasta as moléculas de d6leo essencial até que estes
condensem em contato com uma superficie de menor temperatura (KOKETSU e
GONCALVES, 1991; SIMOES et al., 2007).

Na hidrodestilagao, a droga vegetal fica em contato direto com a fonte de calor. O baldo
de destilagdo ¢ aquecido em manta de aquecimento e acoplado a um aparelho de Clevenger,
conectado a um resfriador. O vapor produzido no balao de destilagdo passa através de um
aparelho Clevenger até que este vapor alcance o condensador; o 6leo condensado deposita-se
em um tubo coletor contendo 4gua destilada, formando o hidrolato. Ao terminar a
hidrodestilacdo, o hidrolato é recolhido e passa por um processo de separacdo adequado aos
fins a que o 6leo se propde. (SIMOES et al., 2007; BIASI et al , 2009).

O arraste a vapor baseia-se nos mesmos principios da hidrodestilagao, porém no método
de arraste a vapor a droga vegetal ndo fica em contato direto com a dgua em aquecimento. O
vapor de dgua ¢ gerado em um reservatorio situado abaixo do recipiente que contém a droga
vegetal. Este vapor aquece o vegetal, aumentando a pressdo interna das estruturas que
armazenam o 6leo, liberando-o sendo arrastado pelo vapor. Em contato com o condensador, o
vapor se condensa e se deposita na agua retida no coletor, formando o hidrolato. Este por sua
vez € recolhido e pode ter o 6leo essencial separado da dgua por centrifugagdo ou com uso de
solventes (SIMOES et al., 2007; BIASI; DESCHAMPS, 2009).

A escolha do método de separacao do 6leo essencial da dgua, depende da finalidade que
se pretende atribuir ao 6leo. Para usos em alimentagao, terapéuticos ou ensaios bioldgicos nao
devem ser utilizados solventes organicos, pois estes podem causar rea¢des adversas ou mascarar
o resultado dos ensaios bioldgicos, sendo indicada a centrifugagdo. Para caracterizacdo da
constituicdo quimica e calculos de teor, rendimento e produtividade, podem ser utilizados
solventes organicos para separar o 6leo presente no hidrolato (BIASI; DESCHAMPS, 2009).

A caracterizagdo dos compostos quimicos que compdem os Oleos essenciais pode ser
feita através de métodos cromatograficos como a Cromatografia Gasosa acoplada a

Espectrometria de Massa ¢ a Cromatografia Gasosa acoplada a Detector de lonizagdo de
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Chama, técnica cromatografica mais emoregada na identificag¢@o e quantificacdo de compostos.
(SIMOES et al., 2007).

A cromatografia ¢ um método fisico-quimico de separagdo de compostos que possui
diversas técnicas, todas com o objetivo de separar e identificar substancias que compdem uma
mistura (DEGANI et al., 1998). Esta fundamentada nas diferentes interagdes entre os
compostos da amostra de 6leo essencial (analitos) e as fases moével (liquido ou gés) e
estaciondria (liquido ou so6lido) que compoem a técnica (COLLINS et al., 1997).

A técnica de separacdo adequada a analise dos constituintes presentes em o6leos
essenciais ¢ a Cromatografia Gasosa (CG) que permite analisar substancias sensiveis a
degradagdo térmica. Na Cromatografia Gasosa a fase estacionaria ¢ uma coluna que pode ser
formada por capilares de aco ou vidro de 0,10 a 0,50 mm, de 5 a 100 m de comprimento com a
fase estacionaria depositada como filme aplicado diretamente a parede do tubo ou empacotadas
com didmetro variando entre 3 e 6 mm, com comprimento entre 0,5 ¢ 5 m feitas de vidro ou
metal onde a fase estacionaria ¢ depositada como filme sobre as particulas de um suporte
adequado. Em ambos os casos, a fase movel, também chamada eluente, ¢ um gas inerte, puro e
compativel com o detector, sendo o hélio (He) o mais empregado (COLLINS et al.; 1997,
DEGANI et al.; 1998).

Para a identificacdo dos constituintes presentes no oleo essencial utiliza-se, detectores
acoplados ao cromatografo. Estes detectores sdo dispositivos que examinam por tempo
determinado as substancias eluidas, gerando um sinal quando ocorre a passagem de uma
substancia que nao o gas inerte. A passagem destas substancias gera os picos do cromatograma.
Os detectores usados em Cromatografia Gasosa sdo detector por condutividade média (DCT ou
TCD), detector por ionizagdo em chama (DIC ou FID) que gera ions a partir da queima dos
analitos em uma chama de hidrogénio (H?) em contato com ar e detector por captura de elétrons
(DCE ou ECD) onde ocorre a supressao da corrente pela absor¢do de elétrons analitos altamente
eletroliticos (PERES; 2002).

A Espectrometria de Massas (EM ou MS) ¢ uma técnica analitica extremamente valiosa
em que moléculas em uma amostra sao convertidas em ions em fase gasosa, que sao
subsequentemente separados no espectrometro de massas de acordo com sua razao massa (m)
sobre a carga (z), m/z. A relagdo massa/carga permite a comparacao dos ions da amostra com
uma biblioteca de moléculas conhecidas, levando a identificacdo da substancia.(WILSON ;

WALKER; 2010).
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3.5 Diversidade de Atividades bioldgicas em Nectandra sp

As atividades bioldgicas do género Nectandra sdo amplas, e vai desde estudos com
finalidade anestésica e antiestresse em peixes (GARLET et al., 2019; RODRIGUES et al.,
2021; SAADAT et al., 2022), até¢ a finalidade ansiolitica testados em camundongos. Em um
trabalho de revisdo (70 artigos), com 65 plantas diferentes (PHOOTHA ef al., 2022), constatou
que as cascas de caule de Nectandra grandiflora Ness. exibiram o efeito ansiolitico mais
significativo na dosagem de 30 mg/kg/dia ou inferior.

A resisténcia aos antibidticos € uma séria ameaca global a saude publica. Isso tem
promovido a pesquisa de novos alvos de drogas e o uso de outras abordagens, como a terapia
combinada antimicrobiana. (RODRIGUES et al., 2021), avaliaram a atividade antibacteriana
de 88 extratos de arvores da Mata Atlantica brasileira, dentre eles o extrato de Nectandra
oppositifolia (Nees & Mart). verificaram que varios extratos foram eficientes, mas o extrato
organico das folhas de Miconia latecrenata (EMI) foi o mais promissor para inibir o
crescimento de Staphylococcus aureus (Robert Koch) (0,3 mg/mL) e Pseudomonas aeruginosa
(2,5 mg/mL).

Trabalhos com atividades bioldgicas anticancerigenas foram realizados também em
Nectandras. Neolignanas segundo a [UPAC sdo dimeros de unidades Cs-C3, que ndo estejam
ligados através de ligacdes 8,8' da cadeia alifatica. Ao isolar o Desidrodieugenol B e cinco
neolignanas naturais relacionados de Nectandra leucanta (Nees & Mart). (DE SOUSA et al.,
2020) verificou que trés desses compostos demonstraram ser ativos contra células de melanoma
murino (B16F10) e humano (A2058), mas nao téxicos para fibroblastos humanos (T75). Os
resultados sugeriram que a presenca de grupos hidroxila ou alcoxila nas posi¢des 3, 4 € 5 (com
cadeias laterais apropriadas) promoveram um aumento na densidade eletropologica e de carga,
que parecem ser importantes para a atividade biologica contra murino (B16F10) e humano
(A2058). células de melanoma. Com a mesma espécie, (DE SOUSA et al., 2019) avaliou a
atividade citotoxica de desidrodieugenol B (1) e metildesidrodieugenol B (2) isolados por meio
de micronucleo em bloco de citocinese (CBMN) e ensaio do cometa, concluiu que os
compostos 1 e 2 sdao sugeridos como agentes citotoxicos promissores contra células resistentes
ao melanoma humano, enfatizando o potencial uso desses neolignanos para o tratamento do
melanoma.

Duas revisdes de literatura estudaram espécies de Nectandra como possibilidade de
atividade anticancerigenas. (GARZOLI et al., 2022), revisou 180 trabalhos cientificos para

verificar o possivel papel dos 6leos essenciais no cancer colorretal (CCR), sua composi¢ao € os
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estudos pré-clinicos envolvendo-os. Os resultados dos estudos analisados mostraram que os
OEs exibiram uma ampla gama de efeitos bioativos, como efeitos citotoxicos, antiproliferativos
e antimetastaticos nas células cancerigenas por meio de varios mecanismos de acdo. Dados os
resultados anticancerigenos positivos obtidos em estudos farmacologicos pré-clinicos, os OEs
podem ser considerados terapias complementares eficientes na quimioterapia do CCR.
(PATEL; PATEL, 2022), incluiu a Nectandra barbellata (Coe-Teix) em seus estudos,
juntamente com diversas outras plantas para verificar a importancia medicinal, atividades
farmacologicas e aspectos analiticos da avicularina (¢ um flavonol bioativo isolado de varias
plantas). Nas duas revisdes os resultados para Nectandra ndo foram efetivos.

Dois outros trabalhos avaliando atividades antienfizematica foram identificados. Ao
avaliar os efeitos terapéuticos do eugenol e seu dimero biseugenol, ambos isolados da planta
brasileira Nectandra leucantha sobre as alteragdes pulmonares em um modelo de enfisema
experimental induzido por elastase pancreatica suina (EPP), (TAGUCHI et al., 2023), verificou
que o eugenol e o biseugenol foram eficazes no controle do enfisema e da inflamacao pulmonar.
Esses efeitos podem ser devidos ao controle de MMP-9 e TIMP-1 e pela reducao de iNOS.
Ambos os compostos podem ser ferramentas eficazes, combinadas ou ndao com medicamentos
convencionais, a serem consideradas no tratamento do enfisema. Em outra revisao de literatura,
os componentes de Nectandra leucantha impediram o aumento no gene IL-1f e IL-6 expressao
e liberagdo de NO (50) (SAADAT et al., 2022). (BITTENCOURT-MERNAK et al., 2021), ja
investigava se o tratamento com dehidrodieugenol B, um composto isolado da planta brasileira
Nectandra leucantha (Lauraceae), modula lesdo pulmonar aguda (LPA) experimental e
comparou os efeitos observados com o eugenol. Os resultados confirmaram que o eugenol e o
desidrodieugenol B melhoram varias caracteristicas da ALI experimental e podem ser
considerados uma ferramenta farmacoldgica para melhorar a inflamac¢ao pulmonar aguda.
Resultados semelhantes com a mesma espécie foram obtidos por (PONCI et al., 2020) ao
veirificar que o biseugenol apresentou efeitos antiasmaticos, observados através da redugdo da
inflamagao e da hiperresponsividade das vias aéreas, com efeitos semelhantes a dexametasona,
em camundongos sensibilizados com ovoalbumina granulocitica mista.

Experimentos também demonstraram a acao antifungica de espécies de Nectandra. (DA
SILVA et al., 2018) observaram que os extratos de folhas de Nectandra grandiflora (Nees e
Mart) (NGLE) possui compostos bioativos eficazes, que inibem o crescimento do Aspergillus
niger (Pietro Micheli), em funcao da presenc¢a de quercetina-3-O-ramnosideo como o composto

majoritario (57,75-65,14%). Ja (BIANCHINI; GOUVEIA, et al, 2022) ao avaliarem a
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atividade antifiingica dos OEs de Blepharocalyx salicifolius (Kunth) Nectandra grandiflora,
Nectandra megapotamica e Piper gaudichaudianum(Kunth) sobre os fungos da podridao da
madeira Trametes versicolor (L.) Lloyd e Gloeophyllum trabeum, constatou que a maior
inibi¢do do crescimento de 7. versicolor foi causada por N. megapotamica OE, com 31,4%. Os
maiores percentuais de inibi¢do do crescimento de G. trabeum foram proporcionados pelos
extrativos de P. gaudichaudianum e B. salicifolius, com 13,9 e 7,5%, respectivamente. No
entanto, o resultado deste ultimo nao diferiu dos demais OEs avaliados. Os resultados indicaram
que, dos extratos da espécie Nectandra, o maior efeito sobre 7. versicolor foi detectado para N.
megapotamica.

A acdo dos 6leos essenciais (OE) de Blepharocalyx salicifolius [BS] e de dois pools de
OE obtidos de Nectandra megapotamica [NM1 e NM2], foram avaliados para suas
propriedades antifingicas contra os fungos Pycnoporus sanguineus (podriddo branca) e
Gloeophyllum trabeum (podridao parda). O EO NMI1 (1pL.mL-1) apresentou o melhor
resultado para atividade antifingica, inibindo cerca de 57,55 + 0,68 % do crescimento de P.
sanguineus e 58,82 + 0,78 % no teste com G. trabeum (BIANCHINI, DA SILVA, et al., 2022).

Os dleos essenciais, misturas de compostos volateis, sao alvos de pesquisas para novos
antimicrobianos. A fim de verificar o potencial de espécies do género Nectandra, (FARIAS et
al., 2019) avaliaram os O6leos essenciais de Nectandra amazonum, Nectandra cuspidata,
Nectandra gardineri, Nectandra hihua e Nectandra megapotamica para prospectar amostras
com alta concentracdo de um componente e seus efeitos antibacteriano, antibiofilme e
atividades anti-Trichomonas vaginalis. Em geral, o género Nectandra revelou alta variabilidade
quimica e um espécime de N. megapotamica acumulou um composto em alta concentragdo com
grande potencial para exploragdo biotecnoldogica como um novo antibiofilme e anti-T.
vaginalis.

Procurando determinar se a sazonalidade afeta o conteudo, a composicao quimica e a
atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais (OEs) das folhas de trés espécies de Nectandra
(Nectandra megapotamica, Nectandra grandiflora e Nectandra lanceolata) nativas da Mata
Atlantica , Estado de Sao Paulo, Brasil, (FERRAZ et al., 2018) identificaram o0s compostos
potencialmente relacionados a atividade antimicrobiana. As folhas foram coletadas
aleatoriamente no meio do inverno (agosto), primavera (novembro), verdo (fevereiro) e outono
(maio). Os resultados indicaram que as mudangas no perfil quimico dos OE devido a
sazonalidade foram evidenciadas pelas semelhangas entre os OE obtidos na primavera e no

outono e pelas diferengas entre os OE obtidos no verdo e no inverno. O OE das folhas de N.
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megapotamica colhidas no inverno e na primavera apresentou o maior controle do crescimento
de Escherichia coli (Theodor Escherich) e essa agdo antimicrobiana pode estar relacionada aos
monoterpenos a-pineno e B-pineno, bem como mirceno e limoneno. A concentracao inibitdria
minima (CIM) do OE das folhas de N. lanceolata colhidas no verao e no outono foi menor
contra a bactéria gram-positiva Staphylococcus aureus (Robert Koch) e pode estar relacionada
aos hidrocarbonetos sesquiterpénicos isobiciclogermacrenal, epizizanona e germacreno B.
Mas a maior parte dos trabalhos publicados nas diversas bases (Scopus, Web of Science,
Pubmed e Scielo) referem se as atividades antiprotozoarias, contemplando principalmente a
antileihimaniose e antitripanosoma. A atividade antileishmania in vitro de extratos etanolicos,
aquosos ou diclorometanicos de folhas, flores, frutos ou raizes, de seis espécies de plantas
medicinais, a saber, Nectandra megapotamica, Brunfelsia uniflora (Pohl) D.Don, Myrcianthes

pungens (O.Berg) D.Legrand, Anona muricata L., Hymenaea stigonocarpa ( Mart. ex Hayne)
e Piper corcovandesis (Miq.) C.DC. foi testada por (FERREIRA et al., 2021), que concluiu

que extratos etandlicos de 4. muricata (folha), B. uniflora (flor e folha), M. pungens (fruto e
folha), N. megapotamica (folha) e extrato aquoso de H. stigonocarpa (fruto) apresentaram IC50
> 170 ug mL! para Leishmania amazonensis e > 200 ug mL! para Leishimania braziliensis.
Os extratos apresentaram baixa citotoxicidade para macrofagos J774.A1 com CC50 > 1000 pg
mL! e atividade hemolitica de 0 a 46,1 %.

Especificamente, (AMARAL et al., 2015), utilizando quatro derivados de Nectandra
leucantha, preparados a partir de neolignanas, e testados seus efeitos contra amastigotas
intracelulares de Leishmania (L.) infantum avaliados in vitro, concluiu que um composto
causou uma despolarizacdo transitoria do potencial de membrana plasmadtica e induziu um
desequilibrio de Ca(2+) intracelular, possivelmente resultando em um comprometimento
mitocondrial e levando a uma forte despolariza¢ao do potencial de membrana e diminuigao dos
niveis de ATP. O derivado também interferiu no ciclo celular da Leishmania, induzindo um
mecanismo semelhante a morte celular programada e afetando a replicagdo do DNA. Costa-
Silva, Conserva, Galisteo Jr, Tempone, and Lago (2019) atividade antileishmania e
imunomoduladora de compostos isolados de Nectandra oppositifolia foi investigada por meio
de dois compostos 1 e 2 que foram avaliados in vitro contra células de Leishmania (L.) infantum
chagasi e NCTC. Este estudo mostrou a atividade antileishmania dos compostos 1 e 2 isolados
de N. oppositifolia. Além disso, o composto 2 demonstrou atividade antileishmania em

amastigotas associada a um efeito imunomodulador. Efeitos semelhantes foram obtidos por
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(FERREIRA et al.,, 2018; GRECCO et al, 2018), com N. cuspitata e N.leucantha
respectivamente.

Os estudos antitripanosoma ocupam o segundo lugar em numero. (ARAUJIO et al., 2021)
ao realizar um estudo fitoquimico do extrato de n-hexano das flores de Nectandra leucantha
(Lauraceae) forneceu seis neoglicanas conhecidas (1-6) e um novo metabolito (7), que foram
caracterizados por analise de RMN, IR , UV e dados ESI-HRMS. O novo composto 7 exibiu
atividade potente contra as formas intracelulares clinicamente relevantes de Tripanossoma.
Cruzi(Carlos Chagas) (amastigotas), com um valor de IC50 de 4,3 uM e nenhuma
citotoxicidade observada em mamiferos em fibroblastos (CC50 > 200 uM).

Os resultados obtidos a partir dos modelos foram importantes para compreender as
principais caracteristicas estruturais relacionadas a resposta bioldgica dos neoglicanos e auxiliar
no desenho de novos compostos a base de neolignanos com melhor atividade bioldgica.
Portanto, os resultados obtidos a partir de estudos fitoquimicos, bioldgicos e in silico mostraram
que a integragdo de técnicas experimentais € computacionais consiste em uma ferramenta
poderosa para a descoberta de novos protédtipos para desenvolvimento de novos farmacos para
o tratamento da Doenga de chagas. (CONSERVA et al., 2021). A andlise fitoquimica do extrato
EtOH das folhas de Nectandra oppositifolia realizada por (CONSERVA et al., 2021) forneceu
trés flavondides: kaempferol (1), kaempferol-3-O-a-ramnopirandsido (2) e kaempferol-3-O-a-
(3,4-di-E-p-cumaroil )-ramnopiranésido (3), que foram caracterizados por NMR e ESI-HRMS.
Quando testados contra o protozoario parasita Trypanosoma cruzi, agente etiolégico da doenca
de Chagas, os flavonoides 1 e 3 foram eficazes para matar os tripomastigotas com valores de
IC50 de 32,0 e 6,7 uM, respectivamente, enquanto o flavonoide 2 foi inativo. Mais 03 estudos
utilizando N. oppositifolia (CONSERVA et al., 2019; MORAIS et al., 2020; CONSERVA et
al., 2021), 01 com N. barbellata (FERREIRA et al., 2019; LONDERO et al., 2021) ¢ 01 com
N. leucantha (FERREIRA et al., 2019) conseguiram resultados semelhante com controle do

tripanossoma.

3.6 Atividade bioldgica de dleos essenciais oriundos de plantas em Aedes egypti

Diversos 0leos essenciais oriundos de diferentes plantas foram testados para o controle
de Aedes aegypti. Tais estudos contemplam os efeitos em diferentes etapas do ciclo de vida do
inseto, sendo toxicos, impeditivo de oviposicao, ovicidas, larvicidas, repelentes e inseticidas.
(GOVINDARAIJAN et al., 2016) caracterizou quimicamente a planta Origanum scabrum
(Boiss. & Heldr.), identificando como principais contituintes o carvacrol (48.2 %) e o thymol

16.6 %). Tais constituintes foram téXiCOS, larvicidas, inseticidas e repelente.
p
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Alguns trabalhos realizaram estudos com uma s6 planta, outros avaliam um conjunto
delas. Ao avaliar a eficacia dos Oleos essenciais extraidos dos ramos e folhas do eucalipto
Eucalyptus globules (Labill.), Azadirachta indica (A. Juss), hortela-pimenta (Mentha piperita
L.), manjericao (Ocimum basilicum L.) e rizoma de gengibre (Zingiber officinale Rosc.) contra
larvas e pupas de Aedes aegypti L., (NASIR et al., 2015), verificou que os 6leos de E. globules
e M. piperita foram eficazes como larvicida contra os estagios imaturos de A. aegypti.

Experimentos com 6leos essenciais visando testar suas atividades bioldgicas, podem
utilizar trés estratégias basicas, usar o 6leo com todos os componentes, testar os componentes
majoritarios individualmente, e combinar diferentes oleos de diferentes plantas de forma
sinérgica. No trabalho de (GOVINDARAJAN et al., 2012), ele utilizou as duas primeiras
estratégias. O Oleo essencial de Mentha spicata (Linn.) teve como principais componentes
quimicos o carvone (48,60%), cis-carveol (21,30%) e limoneno (11,30%). Tanto o 6leo como
todos os principais componentes de forma individual tiveram um efeito toxico significativo
contra larvas de terceiro estagio de Culex quinquefasciatus (Say, 1823), Aedes aegypti e
Anopheles stephensi (Ronald Ross)

Alguns estudos sao realizados pela primeira vez em determinadas plantas e seus 6leos,
seja na caracterizacdo quimica, seja na atividade biologica, sdo os chamados “first report”. O
6leo essencial (OE) das folhas de Onychopetalum periquino (Rusby) D.M.Johnson &
N.A.Murray (envira-caju), obtido por hidrodestilacdo identificou como constituintes
majoritarios o B-elemeno (53,16%), espatulenol (11,94%) e B-selineno (9,25%), com alta
atividade larvicida em 4. aegypti, sendo o primeiro relato sobre a composi¢ao quimica de O.
periquino e a primeira avaliacdo larvicida com espécies de Onychopetalum (DE LIMA et al.,
2021).

A composicdo volatil dos oOleos essenciais das folhas e raizes de Eupatorium
betonicaeforme doenca de chagas (DC) (Baker) foi analisado por CG-MS. Um total de 12
compostos foram identificados, sendo [-cariofileno (12,4-41,7%), a-humuleno (11,7-14,6%),
y-muuroleno (10,4-19,0%), biciclogermacreno (15,0-17,5%), 2,2-dimetil-6-vinilcroman-4-ona
(10,3-25,5%) e 2-senecioil-4-vinilfenol (8,5-41,0%) os constituintes majoritarios. Os dois
primeiros compostos foram isolados e caracterizados por dados espectroscopicos. Os oleos
essenciais e os compostos isolados foram testados contra sobrevivéncia das larvas de Aedes
aegypti. Os resultados obtidos mostram que o 6leo essencial de raizes e 2,2-dimetil-6-
vinilcroman-4-ona (10,3-25,5%) podem ser considerados como agentes larvicidas naturais.

(ALBUQUERQUE et al., 2004).
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Alpinia galanga (L.) tem sido estudada por diversos autores com relacdo as suas
atividades bioldgicas, em pesquisa de (NGUYEN et al., 2022), 6leos essenciais das folhas,
caules, rizomas e raizes (first report) de Alpinia galanga, foram testados quanto a atividade
larvicida de mosquitos contra Aedes aegypti e Culex quinquefasciatus, quanto a atividade
moluscicida contra Gyraulus convexiusculus (T.Hutton, 1849) e Pomacea canaliculata
(Lamarck, 1822). Os o6leos essenciais apresentaram moderada a boas atividades pesticidas
contra esses organismos. No entanto, os 6leos também mostraram letalidade pronunciada para
um inseto d'agua nao alvo, o Diplonychus rusticus (Fabricius 1871).

Alguns estudos procuram testar o maximo de atividades biologicas de uma mesma
planta. O 6leo essencial da planta Actinodaphne pilosa (Lour.) Merr. foi testado por (CHUNG
et al.,2020) quanto a atividade antimicrobiana contra Enterococcus faecalis (Orla-Jensen 1919)
Schleifer & Kilpper-Bilz 1984), Staphylococcus aureus (Rosenbach 1884), Bacillus cereus
(Frankland & Frankland, 1887), Escherichia coli (T. Escherich, 1885) Pseudomonas
aeruginosa (Schroeter , 1872) e Candida albicans ( Berkhout, 1923), bem como larvicida de
Aedes aegypti, Aedes albopictus (Skuse, 1894) e Culex quinquefasciatus (Say, 1823). A agdo
dos principais componentes que foram a-pineno, (Z)-p-ocimeno, (E)-B-ocimeno, B-cariofileno,
germacreno D, biciclogermacreno e espatulenol. mostraram amplo efeito antimicrobiano contra
E. faecalis, S. aureus, B. cereus, P. aeruginosa, ¢ C. albicans, (respectivamente) e excelente
atividade larvicida contra A. aegypti, A. albopictus e C. quinquefasciatus.

Ao analisar o 6leo essencial da folha de Eleutherococcus senticosus (Rupr. & Maxim.)
como fonte potencial de compostos para o manejo de mosquitos, (ZHAI et al., 2017), identificou
como compostos majoritarios o a-bisabolol (26,46%), B-cariofileno (7,45%), germacreno D
(6,87%), P-bisaboleno (4,95%) e a-humuleno (3,50%), que propiciaram atividade repelente
contra o mosquito Aedes aegypti. A maior eficiéncia foi obtida quando tais compostos foram
utilizados em mistura, ap6s terem sido isolados, alcangando uma repeléncia acima de 80%.

Quarenta componentes foram identificados no 6leo essencial das folhas frescas de Plinia
cerrocampanensis Barrie (Myrtaceae). Os constituintes majoritarios, sesquiterpenos
oxigenados, representaram a principal fragdo com a-bisabolol (42,8%). A atividade biologica
do 6leo essencial foi avaliada contra larvas do Aedes aegypti, 100% de mortalidade de A.
aegypti larvas na concentragdo de 500 mg/ml (VILA et al., 2010).

Diversos outros relatos andlogos aos descritos acima demonstram a eficacia do controle
de Aedes aegypt por meio de diversas outras plantas. (NASIR ez al., 2015; BEGUM et al., 2018;
FERREIRA et al., 2019; GHASEMIAN et al., 2019; DA SILVA SANTOS et al., 2020;
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PACHECO-HERNANDEZ et al., 2020; PACHECO-HERNANDEZ et al., 2021; HERRERA-
CALDERON et al., 2022).

Dentro da familia Lauraceae resultados de estudos tem demonstrado a eficicia no
controle do dedes aegypti. (FIGUEIREDO et al., 2018), analisou o 6leo essencial de Ocotea
elegans (Mez) por cromatografia gasosa, ratificado por ressondncia magnética nuclear,
encontrando como principal constituinte o sesquirosefurano (92,2%). Ao avaliar o efeito
repelente e acaricida, in vitro, do 6leo essencial sobre larvas e fémeas adultas de Boophilus
microplus, constatou que a concentracao de 100 mg/mL resultou em mortalidades acima de
70% pelo processo de imersdo, e causou uma repeléncia de 95,8%, a 100 mg/mL.

Machado et al., (2023) avaliou as propriedades larvicidas de uma nanoemulsdo com
oleo essencial das folhas de Ocotea indecora (Shott) Mez contra 4. larvas aegypti e tambem
testou a seguranga da nanoemulsdo do organismo nao-alvo Apis mellifera (Linnaeus, 1758). O
constituinte majoritario encontrado foi o sesquirosefurano (81,4%). A nanoemulsdo apresentou
estabilidade quando armazenada em temperatura ambiente e refrigerada por até um ano, sendo
que os valores de LC50 contra A. aegypti foram 61,4 ¢ 26,8 png/mL apds, 48 e 144 h,
respectivamente. Portanto, o trabalho demonstrou ser um método simples de obtencao de
nanoemulsdo de O. indecora como uma solu¢ao ambientalmente correta.

Chau et al., (2020) caracterizou os 6leos essenciais das folhas de onze espécies de
Lauraceae Beilschmiedia erythrophloia (Nees 1831), Buddleja yunnanensis (Gagnep),
Cryptocarya concinna (Hance. (1882) C. impressa, C. infectoria, Litsea viridis, Machilus
balansa, Myrcia grandifolia (Cambess) Neolitsea ellipsoidea Allen, C. K. (1938 ) e Phoebe
angustifolia (Nees) e verificou que das onze espécies de Lauraceae examinadas neste trabalho,
o0 6leo essencial da folha de Neolitsea ellipsoidea, que tem como componente majoritario o (E)-
B-ocimene, mostrou-se excelente atividade larvicida contra Aedes aegypti.

A analise qualitativa da composicao quimica das folhas de Litsea petiolata (Lauraceae),
realizada por (MUANGMOON et al., 2019), revelou que os constituintes majoritarios do 6leo
essencial (OE), foram 7-octen-2-ona (44,19%) e 2-undecanona (23,29%), juntamente com
(Z,E)-farnesol (8,52%), B-cariofileno (7,46%) e 12-tridecen-2-ona (4,85%). OE forneceu 100%
de protecao repelente por 15 minutos contra Aedes aegypti.

Outros relatos da literatura descrevem plantas da familia Lauraceae que produzem 6leos
essenciais com atividades larvicida e para prevenir picadas de mosquito (LEITE et al., 2009;

GLEISER et al., 2011; BENELLI, 2015; DIAS et al., 2017).
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Em sintese, os estudos realizados demonstram evidéncias sobre o uso de oOleos
essenciais como pesticidas botanicos ambientalmente benignos para substituir os pesticidas
sintéticos, uma vez o uso generalizado de inseticidas pode levar a resisténcia do mosquito
Aedes aegypti e efeitos adversos sobre organismos nao-alvo, como humanos, outros animais e

outros insetos.

3.7 Aedes aegypti

Aedes aegypti (Linnaeus, 1762) ¢ uma espécie de mosquito conhecida por transmitir
arbovirus como dengue, chikungunya e zika virus em todo o mundo. E um mosquito diurno
extremamente adaptado aos ambientes urbanos e domésticos O rapido aumento das taxas de
urbanizacdo nas regides tropicais, a falta de infraestrutura basica e o saneamento limitado ou
inexistente, associados as condi¢des climaticas favoraveis ao desenvolvimento do mosquito,
tém contribuido para a ampliacdo da area de ocorréncia das arboviroses transmitidas pelas
fémeas do A. aegypti (MACIELDE-FREITAS et al, 2012; REBELO et al., 1999;
CARVALHO; MOREIRA, 2016).

Aedes aegypti apresenta ciclo de vida do tipo holometabolo sendo constituido dos
estagios de ovo, larva (4 estadios), pupa e adulto (macho ou fémea). Durante a fase larval e de
pupa o inseto possui habito aquatico enquanto na fase adulta, terrestre. Tem como condi¢des
ideais para seu desenvolvimento, em laboratorio, a temperatura de 28°C (£1°C) e umidade
relativa de 80% (+10%) concluindo o ciclo de desenvolvimento em aproximadamente 10 dias.

Os mosquitos podem ser evitados controlando-os ou evitando suas picadas. Para o
controle, sdo utilizados diferentes produtos quimicos que ndo sdo apenas toxicos para a saude
humana ou de outras criaturas, mas também causam resisténcia nos mosquitos contra esses
produtos quimicos. Diferentes produtos quimicos conhecidos como repelentes de mosquitos
sdo usados para evitar que os mosquitos pousem ou mordam a pele humana. Geralmente, sao
produtos quimicos sintéticos que ndo sao totalmente seguros para seres humanos, especialmente
para bebés, criangas pequenas e fetos em desenvolvimento em mulheres gravidas. Esses
repelentes podem causar doengas respiratdrias ou irritacdo, erupgdes cutaneas, alergia e
sensagdo de calor na pele humana. Devido a essas razoes, os pesquisadores estdo buscando
produtos fitoterapicos alternativos como repelentes que sejam seguros para a saide humana e

ndo perigosos para o meio ambiente. (TJAHJANI, 2008).
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1 Material vegetal

Foram utilizadas folhas e flores de uma espécie nativa do cerrado, coletadas no
municipio de Itumirim MG, nas seguintes coordenadas geograficas, (21°16 48.22"S; 44°48
49.97" 0). As folhas foram coletadas no més de agosto/2022 e as flores no més de setembro,
periodo que se inicia a flora¢do da espécie. Sendo as coletas sempre realizadas no fim do dia,
antes do anoitecer. Foram depositadas exsicatas no Herbario PAMG da Empresa de Pesquisa
Agropecuaria de Minas Gerais-EPAMIG Belo Horizonte-MG (Voucher RB 844567) e
identificada pelo taxonomista Alexandre Quinet, especialista em Lauraceae do Herbario do
Jardim Botéanico do Rio de Janeiro RJ (RB 844567) como Nectandra nitidula pertencente a

familia Lauraceae (Figura 1).

Figura 1. -Localizacao da planta

Fonte: Google Earth.
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Figura 2. — Exsicata da Nectandra nitidula Nees et Mart.
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Fonte: Da autora (2023).

Figura 3. - Planta adulta (A), folhas (B) e flores (C) de Nectandra nitidula coletada em
fragmentos de cerrado no municipio de Itumirim -MG.

Fonte: Da autora (2023)
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4.2 Extracio dos dleos essenciais

O oleo essencial foi extraido das folhas e flores coletadas no més de setembro, época de
floragdao da espécie na regido. A extragao do 6leo essencial foi realizada no Laboratério de
Fitoquimica, no Horto de Plantas Medicinais (DAG/Esal) da Universidade Federal de Lavras
(UFLA). Utilizou-se a técnica de arraste a vapor, em destilador da marca Marconi, modelo MA
480.

Foram utilizadas 1232,04 g de folhas e 1691,27 g de flores frescas, cada extracao teve
a duracao de 1h 30 min. Apos a extragao o 6leo foi recolhido juntamente com parte da dgua do
processo e apds congelamento, o 6leo foi recolhido por pipetagem e armazenado em frasco

ambar e mantido sob refrigeracdo até a realiza¢cdo de andlises quimicas e bioldgicas.
4.3 Determinacao do teor e do rendimento dos 6leos essenciais

O teor de 6leo essencial produzido foi calculado relacionando a massa de 6leo essencial
extraido da amostra e a massa da amostra expresso em porcentagem (%), por meio da seguinte

formula (Santos et al.; 2004) ndo esta nas referencias

Vo
TO = x 100

[Bm — (B 157}

onde: TO = teor de 6leo (mL ou mg de oleo essencial em 100 mg de biomassa seca) ou

rendimento de extra¢ao (%).
Vo = volume (ml) de 6leo extraido ou massa de 6leo essencial extraido (g)
Bm = biomassa aérea vegetal (g) = quantidade de umidade ou 4gua presente na biomassa.

[Bm-(Bm*U/100)] = quantidade de biomassa seca, isenta de agua ou livre de umidade

U
100

100 = fator de conversdo para porcentagem.

[Bm — <Bm * )] = quantidade de umidade ou 4gua presente na biomassa

O rendimento foi calculado em fun¢ao do teor de 6leo essencial obtido e da massa seca
da planta da qual a amostra foi retirada, expressa em g/planta, seguindo a seguinte formula
(Santos et al.; 2004)

T

R=—
BP

onde: R = rendimento (g/planta)
T = teor de 6leo essencial (%)

BP = biomassa da planta seca
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4.4 Cromatografia de fase gasosa dos dleos essenciais

A composi¢do quimica dos 6leos essenciais extraidos das folhas e flores frescas de
Nectandra nitidula foi obtida por cromatografia acoplada a um detector de espectometro de
massas (CG-EM) em um sistema Agilent® 7890A equipado com coluna capilar de silica fundida
HP-5 (30 m de comprimento, 0,25 mm de didmetro interno e 0,25 um de espessura de filme)
(Califérnia, EUA).

Para as andlises cromatograficas, os OE foram diluidos em acetato de etila (1% v/v)
separadamente ¢ injetados automaticamente no cromatografo usando um volume de inje¢ao de
1,0 uL no modo split a uma razio de inje¢do de 50:1. Para todos os OE utilizou-se o gas hélio
como gas de arraste com fluxo de 1,0 mL/min. As condi¢des de temperaturas do injetor e do
detector foram 250°C e 280°C, respectivamente. A temperatura inicial do forno foi de 60°C,
seguida por uma rampa de temperatura de 3°C/min.”! até 240°C, seguido de outra rampa de
temperatura de 10°C/min.™" até 280°C. Todas as anélises foram realizadas em triplicata e os
resultados expressos pela média da porcentagem de drea normalizada dos picos cromatograficos
+ desvio padrao (n=3).

As analises qualitativas dos OE foram realizadas em Cromatdgrafo Agilent® 7890A
acoplado a um detector seletivo de massas Agilent® MSD 5975C (Agilent Technologies,
California, EUA), operado por ionizacao de impacto eletronico a 70 eV, em modo varredura, a
uma velocidade de 1,0 scan/s, com intervalo de aquisi¢do de massas de 50-500 m/z. As
condig¢des operacionais do CG-MS foram as mesmas empregadas nas analises por CG-DIC.

Os constituintes quimicos dos OE foram identificados por comparagao dos seus indices
de retengdo relativos a co-inje¢do de uma solu¢do padrao de m-alcanos (C8-C20), Sigma-
Aldrich®, St. Louis, USA) e por comparagdo dos espectros de massas do banco de dados da
biblioteca do National Institute of Standards and Technology (NIST, 2008) e de literatura
(ADAMS, 2017; TKAUEB, 2008). Os indices de retengio foram calculados usando-se a equagio
de Van den Dool e Kratz (1963) e para as atribui¢cdes foram consultados indices de retengao

citados em literatura (ADAMS, 2017).
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4.5 Avaliacao do efeito larvicida em Aedes aegypti

4.5.1- Obtencao e manutencio da colonia de Aedes aegypti

Os ovos de Aedes aegypti cepa ‘Rockefeller’ (Figura 1) foram concedidos pelo
laboratorio de fisiologia de insetos hematofagos da Universidade Federal de Minas Gerais
(UFMG), para obten¢do de uma nova coldnia, no laboratério de Biologia Parasitaria II
(BIOPAR II) na Universidade Federal de Lavras (UFLA).

A manutengdo das coldnias foi realizada no insetario do BIOPAR II (Figura 2), com
temperatura ¢ umidade controladas (21,5°C £+ 1,3°C; 53,1% + 4,8% UR) e fotoperiodo de
12C:12E horas. Os ovos foram colocados para eclosdo em recipientes (38x12x28) (Figura3),
contendo 4gua da torneira declorada. Para declorar, a agua foi deixada em um balde e utilizada
no experimento, apos 24horas. As bacias com os ovos ficaram na BOD (Figura 4) sob
temperatura média de 27°C e umidade média de 60% por 6 dias ou até o surgimento das
primeiras pupas. Apds a eclosdo das larvas, foi fornecido ragdo de peixe autoclavada para

alimentagdo das larvas.

Figura 4. - Ovos de Aedes aegypti cepa ‘Rockefeller’.

.."--._ - =—— ==
Fonte: Da autora (2023).

Figura 5. - Insetario do BIOPAR 11.

Fonte: Da autora (2023).
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Figura 6 - Recipiente, contendo agua da torneira declorada onde os ovos foram colocados para
eclosdo.

Fonte: .' autora (2023).

A 4gua da bacia foi trocada a cada dois dias. Cerca de 7 dias apos o surgimento das
primeiras larvas de Aedes aegypti observaram-se as primeiras pupas, as quais foram coletadas
por meio de pipeta pasteur descartavel e transferidas para frascos de coletor universal estéril 80
mL, previamente identificados com a data correspondente ao dia da coleta. Em seguida, foram
levados para as gaiolas (LabCreation®) com as seguintes medidas (50x50x30cm). Os
recipientes com as pupas foram mantidos por aproximadamente 3 dias dentro da gaiola para
que todos os adultos pudessem emergir. Os adultos emergidos foram entdo alimentados com

solucdo agucarada a 30% e fornecidas ad libium.
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4.5.2- Bioensaio larvicida

O bioensaio foi executado de acordo com as normas técnicas estabelecidas pela
Orgaganizacdo Mundial da Satde OMS (2005) com modificagdes Os bioensaios foram
realizados conforme as diretrizes da Organiza¢cdo Mundial da Satde (WHO, 2005) —Guidelines
for Laboratory and Field Testing of Mosquito Larvicides. . Uma quantidade inicial dos
Oleos essenciais das flores e frutos foi micropipetado e em seguida pesados, apresentando um
peso de 0,18g.

Em seguida os 6leos das folhas e das flores foram entdo homogeneizados com 1ml de
solvente (DMSO), onde 0,2ml (200ul) dessa solugdo foi pipetada e adicionada em 0,8ml de
agua deionizada. Com base nesta solucao foi determinada a concentragdo méxima, pela formula
C1.V1 =C2.V2, que foi de 36 ug/ml e retirado o volume necessario para atingir concentragao
final seriada: 36 pg/ml; 28,8 pg/ml; 23,4 pg/ml; 18 pg/ml; 12,96 pg/ml; 9 pg/ml e 3,6 pg/ml.

Em pré teste as concentracdes 36 pg/ml; 28,8 ug/ml; 23,4 pg/ml; 18 pg/ml; 12,96 pg/ml
causaram mortalidade total em 24 horas de exposicao. A partir da concentracao (12,96 ug/ml)
foram feitas novas concentragdes que foram utilizadas no teste final: 12,96 ug/ml; 9 ng/ml; 3,6
png/ml; 2,5; 1,25 e 0, pg/ml.

Estas concentracdes foram adicionadas em copos plésticos descartdveis com capacidade
de 50 mL contendo 24 mL de 4dgua declorada. Em cada copo foram adicionadas 15 larvas de
estadio L3. Como controle positivo foi adicionado em um recipiente, contendo 24,8 ml de agua
declorada, 15 larvas 200ul do solvente (DMSO) e para o controle negativo foi adicionado 25
ml de agua declorada e 15 larvas. Todos os tratamentos foram montados em quadruplicatas,
mantendo com isso os resultados consistentes. Os recipientes foram acondicionados em BOD,
com temperatura fixada em 27 °C.

As avaliacdes foram realizadas 24h, 48h, 72h, observando-se a porcentagem de
mortalidade para estabelecimento da concentragao letal. Ambos os controles foram observados
por lh, 24h, 48h e 72h. Para defini¢do da mortalidade das larvas o critério adotado foi um
estimulo mecanico (toque no fundo do copinho plastico, com uma espatula de ferro autoclavada
e higienizada) as larvas que se mantiveram em estado letargico, quando nao apresentavam
movimentos ou foram irresponsivas ao estimulo mecanico.

Ap6s 24 horas de teste, foi inserida a ragdo de peixe triturada em cada recipiente, para

alimentar as larvas, objetivando ndo morrerem por fome.
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5 - ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram organizados em planilhas, previamente identificadas com os 6leos
essenciais, no software Microsoft Excel (Office 2010). As concentragdes letais (LC do inglés
Lethal Concentrations) 50%, 90% e 99% e o slope foram calculados pelo software PoloPlus®
(RAYMOND, 1985). Os dados que apresentaram diferengas significativas nos valores de LC50
e LCI90 foram baseados de acordo com Hematpoor e colaboradores (2017) e Wang et al.,

(2019), a ndo sobreposicao de intervalos de confianca a 95%.
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6 — RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 - Rendimento e composi¢iao quimica do 6leo essencial

O rendimento dos 6leos e folhas e flores foram de 0,19% e 0,10 respectivamente. A
composi¢ao quimica do 6leo essencial extraido das folhas frescas de Nectandra nitidula obtida
por cromatografia acoplada a um detector de espectometro de massas (CG-EM) identificou 20
compostos, representando 98,12% do total obtido. Os compostos principais encontrados foram
o sesquirosefurano (62,51%), t-Elemeno (21,93%), (Z,E)-a-Farneseno (3,14%), allo-
Aromadendreno (2,09%), a-Pineno(1,68%) e Espatulenol (1,18%). Os compostos identificados
sdo predominantemente sesquiterpenos oxigenados (65,07%), seguido dos sesquiterpenos
hidrocarbonetos (29,59%), dos monoterpenos hidrocarbonetos (2,42%) e outros (1,04%).

Tabela 1. Composi¢ao quimica do 6leo essencial das folhas de Nectandra nitidula.

Pico  Constituinte IR? IR® Area (%)tDP

1 a-Pineno 931 932 1,68+0,01

2 6-Metil-5-hepten-2-ona 975 981 0,89+0,01

3 Mirceno 990 988 0,18+0,00

4 2,6-Dimetil-2-trans-6-octadieno 1001 MS 0,15%0,00

5 p-Cimeno 1023 1020 0,12+0,00

6 Limoneno 1026 1024 0,44+0,00

7 6-Elemeno 1335 1335 0,54+0,01

8 B-Elemeno 1390 1389 0,24+0,00

9 a-Guaieno 1435 1437 0,55+0,09

10 allo-Aromadendreno 1457 1458 2,09+0,01

11 6-Selineno 1489 1492 0,85%0,02

12 t-Elemeno 1495 1488 21,9340,14

13 (Z,E)-a-Farneseno 1508 1496 3,14+0,01

14 (E,E)-a-Farneseno 1512 1510 0,24+0,01

15 Sesquirosefurano 1558 MS 62,51+0,24

16  (E)-Nerolidol 1564 1561 0,49+0,01

17 Espatulenol 1576 1577 1,18+0,00

18 Dendrolasina 1582 1570 0,24+0,01

19 Isoespatulenol 1636 1640 0,28+0,01

20 Farnesoato de metila 1785 1783 0,38+0,00
Monoterpenos hidrocarbonetos 2,42
Sesquiterpenos hidrocarbonetos 29,59
Sesquiterpenos oxigenados 65,07
Outros 1,04
Total 98,12

2 {ndice de retengdo (IR) experimental, relativo a série n-alcano (C8 — C20), em coluna HP-5MS na
ordem de eluicdo. ° IR tedrico conforme ADAMS (2017) ou TKAUEB (2008). DP: desvio padrio (n=3).
MS: constituintes identificados por comparagdo com espectros de massas da biblioteca Nist (2008).
Fonte: Da autora (2023)
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No oleo essencial extraido das flores foram identificados 15 constituintes representando
97,87% do total obtido. Os componentes principais encontrados foram o sesquirosefurano
(78,12%), (Z,E)-a-Farneseno (9,63%), (E)-pB-Farneseno (2,33%), e (E,E)-a-Farneseno (2,22%)
Da mesma forma que nas folhas, os sesquiterpenos oxigenados foram predominantes (80,73%),
seguido dos sesquiterpenos hidrocarbonetos (15,12%), dos monoterpenos hidrocarbonetos
(1,51%) e de outros (0,51%). (Tabela 2).

Tabela 2. Composic¢ao quimica do 6leo essencial das flores de Nectandra nitidula

Pico Constituinte IR? IRP Area (%)+DP
1 a-Pineno 932 932 0,94+0,02
2 6-Metil-5-hepten-2-ona 975 981 0,39+0,01
3 2,6-Dimetil-2-trans-6-octadieno 990 MS 0,12+0,00
4 Limoneno 1027 1024 0,36+0,02
5 Terpinoleno 1087 1088 0,21+0,02
6 (E)-B-Farneseno 1457 1454 2,3340,06
7 t-Elemeno 1489 1488 0,94+0,21
8 (Z,E)-o-Farneseno 1496 1496 9,63+0,53
9 (E,E)-o-Farneseno 1508 1505 2,22+0,08
10 Sesquirosefurano 1559 MS 78,12+1,04
11 (E)-Nerolidol 1565 1561 0,56+0,20
12 Espatulenol 1574 1577 0,43+0,09
13 Dendrolasina 1576 1570 0,72+0,49
14 Isoespatulenol 1636 1640 0,23+0,05
15 Farnesoato de metila 1785 1783 0,67+0,03
Monoterpenos hidrocarbonetos 1,51
Sesquiterpenos hidrocarbonetos 15,12
Sesquiterpenos oxigenados 80,73
Outros 0,51
Total 97,87

*Indice de retencdo (IR) experimental, relativo a série n-alcano (C8 — C20), em coluna HP-
5MS na ordem de eluicdo. ° IR tedrico conforme ADAMS (2017) ou TKAUEB (2008). DP:
desvio padrao (n=3). MS: constituintes identificados por comparac¢ao com espectros de massas
da biblioteca Nist (2008). ni: ndo identificado.

Fonte: Da autora (2023)

Este ¢ o primeiro estudo que relata a composicdo quimica de Nectandra nitidula, com
vistas a exploragdo do seu potencial farmacoldgico. O género Nectandra pode ser encontrado
em regides tropicais e subtropicais. No Brasil ocorre especialmente nos biomas de Mata
Atlantica, Floresta Amazdnica (BAITELLO et al. 2003) e matas ciliares presentes no bioma

cerrado, biomas estes ameagados pelo avanco das areas de produgao de graos. Outras espécies

desse género tém sido amplamente estudadas com relatos de sua composicdo quimica e
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atividades biologicas (XAVIER et al. 2020), porém em nenhuma destas espécies foi relatada a
presenga de sesquirosefurano.

Na literatura os relatos de estudos com Nectandra nitidula sdo restritos a levantamentos
florestais, presenca em colegdes, entre outros (PESSOA et al., 2020; MORAIS et al., 2015,
FERREIRA et al., 2009, CARVALHO, et al, 2009). No entanto, apesar da sua ampla
ocorréncia em fragmentos de cerrado e mata atlantica, estudos sobre suas propriedades
quimicas e potencial de uso sdo inexistentes, sendo este, o primeiro relato da sua composi¢ao
quimica dos 6leos essenciais.

O sesquirosefurano, principal constituinte identificado neste estudo, tem sido relatado
como composto majoritario no 6leo essencial de outras espécies de Lauraceae. O primeiro relato
foi o de Nir et al. (1982), que observaram a presenca deste composto no dleo essencial de
sementes (12,95 %) e raizes (79,23%) de Actinodaphne lancifolia (Siebold & Zucc.) Meisn,
no odleo essencial de folhas de Ocotea elegans (92,2%) (FIGUEIREDO et al., 2018) e de Ocotea
indecora (Shott) Mez (81,4%) (MACHADO et al., 2023).

Além da familia Lauracea , He ef al. (2011), identificaram o sesquirosefurano como
componente principal (48,57%) no oleo essencial de Celtis sinensis (Pers), familia
Cannabaceae, visando identificar componentes bioativos de alto valor agregado a partir de
residuos de folhas.

Este composto tambem foi identificado em outras espécies em quantidades menores
(CHUNG, 2012; TTIAN et al. 2022), assim como em outros organismos (GUELLA et al., 1985;
HE et al., 2011; LIANG et al., 2021; ROVIELLO et al., 2022; TIAN et al., 2022).

6.2— Efeito larvicida

Varios estudos demonstram evidéncias sobre o uso de 6leos essenciais como pesticidas
botanicos, ambientalmente benignos para substituir os pesticidas sintéticos. O uso generalizado
destes pesticidas pode levar a resisténcia do mosquito Aedes aegypti € provocar efeitos
adversos sobre organismos ndo-alvo, como humanos, outros animais e outros insetos. Neste
estudo, a exposicao de larvas L3 de Aedes aegypti por 24 horas em 6leo essencial de flores na
concentracdo mais alta (12,96 pg /mL), provocou uma taxa de mortalidade de 95%, atingindo
100% de mortalidade apds 48 horas. Apds 72 horas de exposi¢cdo a dose de 3,6 mg/ml a
mortalidade foi de 75%, e na dose de 9,0 ug /ml, ap6s 48 horas de exposi¢ao de mortalidade foi

de 73,3% (TABELA 3).
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Tabela 3 - Mortalidade de larvas de Aedes aegypti nas diferentes concentracdes de OE das
flores de N. nitidula

Mortalidade — FLOR

Concentracio (ng/mL) 24 h 48 h 72 h
12,96 57 (95%) 60 (100%) -
9 31(51,6%) 44 (73,3%) 54 (90%)
3,6 3 (5%) 6 (10%) 45(75%)
2,5 1(1,6%) 4 (6,6%) 4(6,6%)
1,25 0 1(1,6%) 1(1,6%)
0,7 0 1(1,6%) 1(1,6%)

Fonte: Da autora (2023)

Figura 8 - Mortalidade de larvas de Aedes aegypt expostas a diferentes concentracdes de dleo
essencial de flores de Nectandra nitidula por 24, 48 e 72 horas.

Fonte: Da autora (2023)

A dose letal, LDso (dose necessaria para causar a mortalidade de 50% da populacio),
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apos 24 horas foi de 7,611 pg /ml (-6,548;+8,665), com IC de 95% (indice de confianca), e de
3,567 pg /mL(-2,601;+4,927) em 72 horas (Tabela4).

A dose letal, LD99, para matar 99% da populacdo apds 24 horas foi de 19,59 pg /ml (-
16,378;+27,002), com 95% do IC (indice de confianga), e de 12,780 pg /ml (-8,023;+38,527)
em 72 horas (Tabela4).
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Tabela 4 - LD50, LD90 e LD99 do OE de flores de Nectandra nitidula calculadas utilizando o
software PoloPlus com o intervalo de confianga de 90%, 95% e 99%

Limites com intervalo de confianca

DL (ug /ml) 1C90% 1C95% 1C99%
24 7,611 [-6,763+8,453] [-6,548+8,665] [-6,010+9,191]
DL50 48 - ; _ _
72 3,567 [-2,792+4,577] [-2,601; +4,927] [-2,087 +6,225]
24 12,945 [-11,527+14,989]  [-1,240:15,644] [-0,618+17,616]
DL90 o ’ ) ’ ]
72 7,205 [-5,499+11,778] [-16,3+14,334] [-4,591+31,898]
24 19,959 [16,931425,145]  [16,378+27,002] [15,252+33,151]
DL99 48 - - - -
72 12,780 [-8,605+27,806] [-8,023+38,527] [-,962+151,552]

Fonte: Da autora (2023)

A mortalidade das larvas apos 24 h de exposi¢do ao O.E das folhas foi em média 85%
na concentracdo mais alta (12,96 pg /ml), atingindo 100% de mortalidade apo6s 48 horas de
exposicdo. Apds 72 horas de exposi¢ao a dose de 3,6 pg /ml provocou uma mortalidade de
83,3% (tabela 3), nimeros semelhantes a dose de 9,0 pg /ml, apds 48 horas de exposi¢do (85%).
A dose letal, LDso, para matar 50% da populacdo apos 24 horas foi de 8,511 pg /ml (-
7,090;+9,864) , com 95% do IC (indice de confianca), e de 5,612 pug /ml (-5,078;+6,200) em
48 horas (Tabela4).

A dose letal, LD99, para matar 99% da populag@o apds 24 horas ¢ de 22,478 ng/ml (-
17,581;+34,476) , com 95% do IC (indice de confianga), e de 13,721 pg /mL(-11,676;+17,068)
em 48 horas (Tabela4).

Para a mortalidade com o OE das folhas, a exposi¢do de larvas L3 de Aedes aegypti
por 24 horas na concentragdao mais alta (12,96 pg /mL), provocou uma taxa de mortalidade de
85%, atingindo 100% de mortalidade ap6s 48 horas. Na concentracdo de 9,0 pug /ml, apos 24
horas a mortalidade foi de 45%, em 48 horas de exposicao, a mortalidade foi 85% e em 72horas
a mortalidade foi de 88,3%.Para a dose de 3,6 pg /mL apds 24horas a mortalidade foi de 5%, a
mesma quantidade comparada ao OE das flores, em 48 horas 16,6%, porcentagem estd maior
no OE de folhas do que no OE das flores e em 72 horas a porcentagem de mortalidade foi de
83,3%, também maior para o OE das folhas comparado com o das flores. Nas trés ultimas e
menores concentragdes 2,5 pug /ml, 1,25 pg /ml e 0,7 pg /ml ndo houve mortalidade em 24 e 48
horas. Houve mortalidade de 1,6 % respectivamente nas concentragdes de 2,5 pug /ml, 1,25 pg

/ml em 72 horas, 0 mesmo percentual para ambos os 6leos essenciais. (TABELA 5).
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Tabela 5 - Mortalidade de larvas de Aedes aegypti nas diferentes concentracdes de OE das
folhas de Nectandra nitidula

Mortalidade - folhas

Concentracao ng /ml 24 h 48 h 72 h
12,96 51 (85%) 60 (100%) -
9 27 (45%) 51 (85%) 53 (88,3%)
3,6 3 (5%) 10 (16,6%) 50 (83,3%)
2,5 0 0 1(1,6%)
1,25 0 0 1(1,6%)
0,7 0 0 0

Fonte: Da autora (2023)

Tabela 6 - LD50, LD90 e LD99 do OE de folhas de Nectandra nitidula calculadas utilizando
software PoloPlus com o intervalo de confianga de 90%, 95% e 99%.

Limites com intervalo de confianca

DL (ug /ml) 1C90% 1C95% 1C99%
24 8,511 [-7,426+9,556]  [-7,090+9,864] [-,039+10,787]
DL50 48 5,612 [-5,163;6,099]  [-5,078:6,200] [-4,913;6,407]
72 - - - -
24 14,532 [-,704+17,629]  [-13,05+18,971]  [-13,79+25,116]
48 9,184 [8,307;10,376]  [8,163;10,659] [7,899;11,283]
DL90 Y ) ’ ’ ’
24 22,478 [-13,68+31,120]  [-15,81+34,476]  [-19,18+59,941]
DL99 48 13,721 [9,50+16,392]  [-6,76+17,068] [-11,85+18,613]

72 -

Fonte: Da autora (2023)
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As curvas que expressam o desempenho do O.E das folhas com 24 e 48 de exposicao
podem ser visualizadas na Figura 9.

Figura 9 - Mortalidade de larvas de Aedes aegipt expostas a diferentes concentragdes de 6leo
essencial de folhas de Nectandra nitidula por 24 e 48 horas.
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Fonte: Da autora (2023)

Visando avaliar a semelhanca entre o efeito dos dleos essenciais de folhas e flores,

calculou-se as hipdtese de igualdade e paralelismo e estes resultados indicaram que os 6leos

essenciais das flores e das folhas de Nectandra nitidula possuem efeitos semelhantes no que se

refere as suas atividades bioldgicas no controle das larvas de terceiro estagio de Aedes aegypti

(hipoteses nao rejeitadas, P>0,05) ), conforme valores da Tabela 7 e figura 8. Tais resultados

permitem estabelecer uma estratégia de coleta e extragao dos 6leos das flores e folhas conforme

a disponibilidade e rendimento dos mesmos.

Tabela 7 — Teste de hipdteses (igualdade e paralelismo) calculadas utilizando o software

PoloPlus.
Graus Probabilidade
Qui-quadrado de liberdade de cauda
Hipdtese de igualdade
(inclinagdes iguais, nao rejeitada 0,45 2 0,800
interceptacdes iguais)
Hipotese de paralelismo nao rejeitada 0,41 1 0,524

(inclinagdes iguais)

(p>0,05)

Fonte: Da autora (2023)
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Figura 10 - Mortalidade de larvas de Aedes aegipt expostas a diferentes concentracdes de 6leo
essencial de florees e folhas de Nectandra nitidula por 72 horas.
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Fonte: Da autora (2023)

Com as hipoteses de igualdade e paralelismo aceitas pode-se discutir os resultados de
forma unificada no que se refere a efetividade da agdo biologica dos 6leos essenciais das flores
e folhas. Os resultados apresentados nas tabelas 2 e 4 indicam uma alta efetividade tanto dos
0leos das flores quanto das folhas, com um tempo de exposicao de 24 horas, em concentragdes
variando de 7,611 pg/ml nas flores a 8,511 pg/ml nas folhas. Em 72 horas de exposi¢ao esses
numeros foram ainda mais expressivos nas flores (3,657 pg/ml ).

Tal efetividade baseia-se em critérios de classificagao do potencial larvicida dos 6leos
essenciais encontrados na literatura. Mesmo ndo havendo valores médios padronizados de
concentracgdo letal para determinacdo da eficiéncia das substancias analisadas, alguns autores
mencionam tal classificagdo. Dois deles sao mais mencionados, por Kiran et al., (2016), onde
o efeito larvicida ¢ considerado significativo em o6leos essenciais com DLso menor que (100
pg/ml ou ppm) em 24h de exposi¢do. O segundo critério € o proposto por Komalamisra et al.,
(2005), segundo a qual substancias que apresentam DLso menor que 50 (ug/ml ou ppm) sdo
considerados fortemente ativos, DLso entre 50 e 100 (ng/ml ou ppm), moderadamente ativos,
e DLso entre 100 e 750 (ug/ml ou ppm), eficazes, enquanto aqueles com valores de LCsg

superiores a 750 (ug/ml ou ppm) sdo considerados inativos, abaixo de 48h de exposicao.
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Considerando o exposto por estes autores, os 0leos essenciais analisados neste estudo
foram altamente efetivos no controle de larvas L3 de 4. Aegipt, visto que todas DLso foram
significamente inferiores a 50 pg/ml.

Rocha et al. (2022), ao avaliar o potencial larvicida de 6leos essenciais de plantas (65)
brasileiras em Aedes aegypti utilizou o critério de Komalamisra et al., (2005) e encontrou 27
plantas menor que 50 (pg/ml ou ppm), 13 entre 50 e 100(pg/ml ou ppm), 24,100 e 750 (ng/ml
ou ppm) e 01 acima de 750 (ug/ml ou ppm). Na TABELA 8, foram listados alguns destes
trabalhos, que utilizaram como teste larvas de estagio L3 de Aedes aegypti. Somente uma
espécie (Tagetes minuta L.) do trabalho de Rocha et al. (2022) apresentou resultado mais
expressivo do que os deste experimento, 0,21 — 0,25 (ug/ml ou ppm). Também foi acrescentado
outros trabalhos de Lauraceas para comparagao dentro da familia. Dentre as Lauraceas listadas,
apenas Neolitsea ellipsoidea, Chau et al. (2020) com 4,038 (ng/ml ou ppm) foi mais efetiva que

as deste trabalho.
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Tabela 8: Potencial larvicida de 6leos essenciais de plantas contra Aedes aegypti.

Espécie Familia Componentes majoritarios DL50 (pg/ml) Referéncias

Syzygium aromaticum (L.) Merr Myrtaceae Eugenol (65.99%) 92,97-06,90 Aratjo et al. (2016)
Citrus sinensis (L.) Osbeck Rutaceae Limoneno (91,88%) 11,92-16,30 Aratjo et al. (2016)
Croton tetradenius Baill Euphorbiaceae Camphor (25,49%) 152,0 Aratjo et al. (2016)
Citrus limonia Osbeck Rutaceae Limoneno (82%) 519,00 Cavalcanti et al. (2004)
Alpinia zerumbet (Pers.) Burtt & Smith  Zingiberaceae 1,8-Cineol (17.9%) e 4-Terpineol (7.8%) 313,00 Cavalcanti et al. (2004)
Citrus sinensis (L.) Osbeck Rutaceae Limoneno (98%) 538,00 Cavalcanti et al. (2004)
Cymbopogon citratus Stapf Poaceae Geraniol (60.3%) 69,00 Cavalcanti et al. (2004)
Hyptis suaveolens Poit. Lamiaceae 1,8-Cineol (44.2%) 261,00 Cavalcanti et al. (2004)
Lippia sidoides Cham. Verbenaceae Thymol (80.8%) 63,00 Cavalcanti et al. (2004)
Ocimum americanum L. Lamiaceae Methyl e-cinnamate (70.9%) 67,00 Cavalcanti et al. (2004)
Ocimum gratissimum L. Lamiaceae Eugenol (43.7%) 60,00 Cavalcanti et al. (2004)
Syzygium jambolana DC. Myrtaceae Z-ocimene (27.2%) e Eocimene (12.2%) 433,00 Cavalcanti et al. (2004)
Hyptis martiusii Benth Lamiaceae 1,8-Cineol (24.3%) &-3-Carene (22.5%) 18,20 Costa et al. (2005)
Lippia sidoides Cham. Verbenaceae Thymol (43.5%) 19,50 Costa et al. (2005)
Syzygium aromaticum (L.) Myrtaceae Eugenol (80.8%) 21,40 Costa et al. (2005)
Eugenia piauhiensis Vellaff. Myrtaceae v-elemene (17.48%) e E- B-caryophyllene (16.46%) 230,00 Dias et al. (2015)
Lippia gracilis Schauer. Verbenaceae 1,8-Cineol (56.16%) 282,00 Dias et al. (2015)
Mpyrcia erythroxylon O. Berg Myrtaceae Germacrene D (26.79%) > 1000 Dias et al. (2015)
Psidium myrsinites DC. Myrtaceae E-B-Caryophyllene (26.05%) ¢ a-humulene (23.92%) 292,00 Dias et al. (2015)
Siparuna camporum (Tul.) A. DC. Siparunaceae v-patchoulene (28.63%) 251,00 Dias et al. (2015)
Citrus sinensis (L.) Osbeck Rutaceae R-limoneno (96.3%) 21,50 Galvio et al. (2015)
Tagetes minuta L. Asteraceae - 0,21-0,25 Lima et al. (2009)
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Mentha x villosa Huds.
Mesosphaerum suaveolens (L.) Kuntze
Thymus vulgaris L.

Lippia origanoides Kunth.

Schinus terebinthifolia Raddi
Mentha piperita L.

Pogostemon cablin (Blanco) Benth.

Schinus terebinthifolia Raddi.

Vitex gardneriana Schauer.
Bauhinia cheilantha (Bong.) Steud.
Myristica fragrans Houtt.

Licaria puchury major
Cinnamomum sp

Actinodaphne pilosa

Cryptocarya concinna
Cryptocarya infectoria

Neolitsea ellipsoidea

Lamiaceae
Lamiaceae
Lamiaceae
Verbenaceae
Anacardiaceae
Lamiaceae
Lamiaceae
Anacardiaceae
Verbenaceae
Fabaceae
Myristicaceae
Lauraceae
Lauraceae
Lauraceae
Lauraceae
Lauraceae

Lauraceae

Piperitenone oxide (70.96%)
1,8-Cineol (30,15 - 64,44%)
Thymol (53.2%)
Carvacrol (48.31%)
4-3-carene (55.36%), a-pinene (15.62%), e sylvesthrene (10.69%)
Linalool (51.8%) and epoxyocimene (19.3%)
(33.25%) e Seychelene (6.12%)
d-3-carene (55.43%) e a- pinene (16.25%)
6,9-guaiadiene (10.13 - 30.15%) and calamenene<cis> (21.29 -
(E)-caryophyllene (21?55325/z\1nd a-pinene (11.75%)
Sabinene (52.1%) a-pinene (12.8%)

safrole (38.80%), 1,8-cineole (21.70%), e limonene (8.27%)

45,00
90,9-135,20
43,43
138,60
476,23
367,60
28,43
172,44
28,0 - 84,3
40,84
28,20
98.9
17,44-64,20
14.78
32,03
18,94
4,038

Lima et al. (2013)
Luz et al. (2020)
Maia et al. (2019)
Mar et al. (2018)
Pratti et al. (2015)
Ramos et al. (2017)
Santos et al. (2019)
Silva et al. (2010)
Silva et al. (2019)
Silva et al. (2020)
Voris et al. (2018)
Azevedo et al. (2018)
Dai, Chung et al. (2020)
Chung, Huong et al.(2020)
Chau et al. 2020
Chau et al. 2020
Chau et al. 2020

Fonte: Modificado de Rocha et al. (2022), acrescido pelos autores.
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7. CONCLUSOES

Este ¢ o primeiro relato sobre a composi¢ao quimica do dleo essencial de Nectandra
nitidula.

Os principais compostos presentes no 6leo essencial das folhas de Nectandra nitidula,
foram o sesquirosefurano (62,51%), t-Elemeno (21,93%), (Z,E)-a-Farneseno (3,14%), e das
flores, o sesquirosefurano (78,12%), (Z,E)-a-Farneseno (9,63%), (E)-B-Farneseno (2,33%).

Os dleos essenciais das folhas e flores foram altamente efetivos na mortalidade de larvas

(L3) de Aedes aegypti.
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