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RESUMO

A utilizacdo de plantas tem se tornado de grande relevancia na descoberta de moléculas com
diferentes atividades bioldgicas, como por exemplo, inseticidas. As pesquisas com utilizacéo
de Oleos e extratos vegetais tém ampliado uma série de a¢Bes no controle de vetores de doengas
e pragas, como Aedes aegypti, mosquito transmissor dos virus responsaveis por doeng¢as como
dengue, Zika, chikungunya e febre amarela urbana. Todavia, é importante investigar a
seguridade no uso dessas moléculas e toxicidade a organismos ndo-alvos. Sendo assim, o0
objetivo dessa pesquisa, foi avaliar o potencial toxicolégico do extrato etandlico bruto das
folhas de Hymenaea martiana Hayne (EEBHmM) sobre larvas e pupas de Ae. aegypti e Mus
musculus, bem como a prospeccéo fitoquimica do extrato. Para a analise quimica do extrato,
seguiu-se as metodologias de cromatografia em camada delgada e reagdo quimica propostas
por Harbone (1998) e de Wagner e Bladt (1996). Para avaliacdo da atividade larvicida e
pupicida, foram utilizadas diferentes concentragdes (10, 7,5, 5 e 2,5 mg/mL) do EEBHm. As
analises foram realizadas em triplicata. Para a avaliagdo das toxicidades do EEBHm, foram
utilizadas fémeas de camundongos Swiss (Mus musculus). A toxicidade aguda e subaguda
baseou-se nos protocolos propostos pela Organisation for Economic Cooperation and
Development (OECD). Os dados foram analisados por Analise de Variancia (ANOVA), seguida
do teste de Tukey. Na andlise quimica realizada, foi confirmada no EEBHm a presenca de
flavonoides, cumarinas, terpenos e saponinas. Ap6s 24 horas do experimento larvicida, foi
observado que as larvas expostas apresentaram uma mortalidade superior a 90% em todas as
concentragOes utilizadas, o que ndo foi observado no grupo controle negativo. Sendo também
observado o pico de mortalidade do experimento apds 1 hora do inicio. Em rela¢do ao teste
pupicida no decorrer das 24 horas de exposicdo, as concentragfes de 10, 7,5 e 5 mg/mL
apresentaram superior a 90% de mortalidade e a concentracdo de 2,5 mg/mL um percentual de
53,3%, sendo observado o pico de mortalidade, apds 4 horas de experimento. No teste de
toxicidade aguda, os resultados do ensaio classificaram o extrato na categoria 5 (tendo como
referéncia o Globally Harmonised System — GHS) e sua Dose Letal média (DLso) foi estipulada
como >5000 mg. No teste de toxicidade subaguda, houve auséncia de efeitos clinicos toxicos
graves em Mus musculus e aumento de parametros hematologicos como hemoglobina. Portanto,
foi notado que 0 EEBHmM apresentou acdo larvicida e pupicida sobre Ae. aegypti e ndo mostrou
sinais graves de toxicidade aos camundongos, o que é indicativo de uma maior seguranca ao
utilizar o extrato. Ainda em relagdo aos testes de toxicidade, foi possivel observar agdes
estimulantes do EEBHm sobre o sistema nervoso central e um poder nutricional relacionado ao
aumento da hemoglobina dos animais.

Palavras-chave: Controle Vetorial. Estimulante do Sistema Nervoso Central. Extratos
vegetais. Testes de Toxicidade Aguda. Testes de Toxicidade Subaguda.



ABSTRACT

The use of plants has become of great relevance in the discovery of molecules with different
biological activities, such as insecticides. Research using plant oils and extracts has expanded
a series of actions to control disease and pest vectors, such as Aedes aegypti, the mosquito that
transmits the viruses responsible for diseases such as dengue, Zika, chikungunya and urban
yellow fever. However, it is important to investigate safety in the use of these molecules and
toxicity to non-target organisms. Therefore, the objective of this research was to evaluate the
toxicological potential of the crude ethanolic extract of the leaves of Hymenaea martiana Hayne
(EEBHm) on larvae and pupae of Ae. aegypti and Mus musculus, as well as the phytochemical
prospection of the extract. For the chemical analysis of the extract, the methodologies of thin
layer chromatography and chemical reaction proposed by Harbone (1998) and Wagner and
Bladt (1996) were followed. To evaluate the larvicidal and pupicid activity, different
concentrations (10, 7.5, 5 and 2.5 mg/mL) of EEBHm were used. Analyzes were performed in
triplicate. For the evaluation of the EEBHm toxicities, female Swiss mice (Mus musculus) were
used. Acute and subacute toxicity was based on protocols proposed by the Organisation for
Economic Cooperation and Development (OECD). Data were analyzed by Analysis of
Variance (ANOVA), followed by Tukey's test. In the chemical analysis carried out, the
presence of flavonoids, coumarins, terpenes and saponins was identified in the EEBHm. After
24 hours of the larvicidal experiment, it was observed that the exposed larvae showed a
mortality greater than 90% in all concentrations used, which was not observed in the negative
control group. The peak mortality of the experiment was also observed 1 hour after the
beginning. Regarding the pupicidal test during the 24 hours of exposure, the concentrations of
10, 7.5 and 5 mg/mL showed greater than 90% mortality and the concentration of 2.5 mg/mL a
percentage of 53.3%, with the mortality peak being observed after 4 hours of the experiment.
In the acute toxicity test, the test results classified the extract in category 5 (with reference to
the Globally Harmonized System — GHS) and its average Lethal Dose (LDso) was stipulated as
>5000 mg. In the subacute toxicity test, there was an absence of severe toxic clinical effects in
Mus musculus and an increase in hematological parameters such as hemoglobin. Therefore, it
was observed that the EEBHm presented larvicidal and pupicid action on Ae. aegypti and did
not show severe signs of toxicity to mice, which is indicative of greater safety when using the
extract. Still in relation to the toxicity tests, it was possible to observe stimulating actions of the
EEBHm on the central nervous system and a nutritional power related to the increase of the
hemoglobin of the animals.

Keywords: Vector Control. Central Nervous System Stimulant. Plant extracts. Acute Toxicity
Tests. Subacute Toxicity Tests.
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1 INTRODUCAO

Historicamente, os produtos naturais e seus analogos estruturais tém contribuido
constantemente para a farmacoterapia, oferecendo caracteristicas especiais em comparagao as
moléculas sintéticas convencionais, que conferem vantagens e desafios ao processo de
descoberta de medicamentos. Nos ultimos anos, os avangos nos desenvolvimentos tecnologicos
e cientificos tém aberto novas oportunidades e, consequentemente, facilitado os estudos na area
farmacolégica (Atanasov, 2021).

Esses produtos representam uma fonte inesgotavel para a descoberta de novos agentes
terapéuticos. A estrutura complexa dos vegetais lhes confere propriedades bioldgicas
importantes a sua sobrevivéncia, desempenhando um papel relevante nos programas de
descoberta de novas drogas (Litaudon et al., 2019).

As plantas desenvolveram processos fisioldgicos sofisticados para combater ameagas,
como ataques de patogenos e condigdes fisicas adversas (seca, salinidade, temperatura e
exposicao a radiacdo ultravioleta). Os vegetais reconhecem os sinais de ameaca e criam
respostas de defesa, como a sintese de metabdlitos secundarios. Esses compostos, incluindo
6leos volateis, flavonoides, alcaloides, glicosideos e taninos, auxiliam na sobrevivéncia vegetal
e apresentam atividades biologicas importantes, como no desenvolvimento de produtos
farmacéuticos de grande relevancia industrial (Thakur ef al., 2019).

Esses compostos recebem o nome de metabdlitos secundarios, por ndo serem essenciais
para os processos centrais de crescimento e desenvolvimento das plantas. Essas estruturas
geralmente sdo exclusivas de espécies ou grupos de espécies especificas e mediam interagdes
com outros organismos, interferindo, por exemplo, no metabolismo de insetos ao apresentar
fungdes como atragao ou aversao (Beran ef al., 2019; Savi; Aluizio; Glienke, 2019).

Esse conhecimento tem incentivado pesquisas que utilizam 6leos e extratos vegetais,
ampliando uma série de agdes no controle de vetores de doencas e pragas, e despertado o
interesse da comunidade cientifica. Tal fato contribui para o desenvolvimento de programas de
manejo integrado para o controle de insetos vetores, visto que os inseticidas de origem botanica
sdo biodegradaveis, apresentam baixo impacto ambiental e maior seletividade (Oliveira ef al.,
2014; Freitas et al., 2019).

Um dos maiores vetores de importancia médica no Brasil atualmente ¢ Aedes aegypti,

mosquito originario da Africa e considerado relevante por ser transmissor de arboviroses que
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causam doengas como dengue, zika, chikungunya e febre amarela urbana (Regis et al., 2013;
Wong; Poon; Wong, 2016; Freitas et al., 2019).

Entre as viroses transmitidas por artropodes, a dengue ¢ a de maior distribuigdao e
nimero de casos, causando aproximadamente 100 milhdes de infecgdes anuais aparentes. Sua
transmissdo ocorre em mais de 120 paises, e acredita-se que mais da metade da populagio
mundial esteja em risco de contrair um dos seus quatro sorotipos: DEN1, DEN2, DEN3 e DEN4
(Bhatt et al., 2013; Carvalho et al., 2017). Apesar da primeira vacina contra essa doenca ter sido
licenciada em 2015/2016, ela ndo se mostrou eficaz para todos os sorotipos, € outras candidatas
a vacinas ainda estdo em fase de testes (Prompetchara et al., 2019).

No final de 2019, o mundo foi impactado pela doenga Covid-19, causada pelo Severe
Acute Respiratory Syndrome Coronavirus 2 (SARS-CoV-2), ou Coronavirus 2 da Sindrome
Respiratoria Aguda Grave. Essa doenga rapidamente se tornou pandémica, provocando uma
crise internacional de saude publica com efeitos devastadores. As semelhangas clinicas entre
Covid-19 e dengue levantaram preocupacdes em paises endémicos de dengue, como o Brasil,
devido a recursos limitados. Além disso, a reatividade cruzada de anticorpos entre essas
infeccoes € uma preocupagao emergente, pois anticorpos DENV pré-existentes podem interferir
no Covid-19 por meio de aprimoramento dependente de anticorpos (Harapan et al., 2021; Rabiu
etal., 2021).

Diante disso, faz-se necessaria a aplicagdo eficiente de formas de prevencdo das
arboviroses, como o controle vetorial. Entre as medidas de controle, destacam-se a vigilancia
entomoldgica, a partir da identificacdo e inspecao de possiveis criadouros, e o uso de inseticidas
quimicos, como organoclorados, organofosforados, piretroides e deltametrina. Contudo, o uso
indiscriminado desses inseticidas quimicos vem selecionando populagdes de vetores
resistentes, além de causar impactos ambientais cada vez mais negativos (Braga; Valle, 2007,
WHO, 2009; Zara et al., 2016).

Uma alternativa para diminuir a resisténcia aos inseticidas € o uso de inseticidas naturais
biodegradaveis, que reduzem o impacto sobre a biodiversidade e apresentam baixa ou nenhuma
toxicidade para organismos nao-alvo (Cruz et al., 2016; Pimenta-Neto et al., 2020).

Na busca por inseticidas botanicos, destaca-se a rica biodiversidade brasileira e seus
ecossistemas. A combinacdo entre a diversidade bioldgica do Brasil e o conhecimento
tradicional coloca o pais em uma posi¢do privilegiada para o desenvolvimento de novos
produtos (Balbino; Dias, 2010; Pasa, 2011; Brasil, 2016; Fenalti et al., 2016).

Entre os biomas brasileiros, destaca-se a Caatinga, unica e exclusivamente brasileira.

Entre as espécies de sua flora, figuram as da familia Fabaceae, a terceira maior familia de
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angiospermas. No Brasil, sdo registrados 253 géneros, sendo 18 endémicos, e 3.031 espécies,
das quais 1.586 sao endémicas. No Nordeste, foram catalogados 170 géneros, 1.168 espécies e
637 endémicas da Caatinga (Silva; Freire, 2010; Flora do Brasil, 2023).

Entre as plantas dessa familia, encontra-se o género Hymenaea, neotropical € composto
por 16 espécies no Brasil, das quais 13 sdo encontradas na Caatinga (Flora do Brasil, 2023).
Arvores desse género sdo utilizadas na construgdo civil, ornamentagio e cura de doengas.
Estudos recentes com Hymenaea sp. indicam seu potencial fungicida, bactericida e praguicida,
sendo empregada no sistema organico e agricola (Judd et al., 2009; Mercés, 2015).

A espécie Hymenaea martiana Hayne, em especifico, ¢ utilizada amplamente pelos
habitantes de areas que contam com sua presenga pois, segundo o conhecimento popular, tanto
as cascas como as folhas podem agir em diversas finalidades a citar: antibacteriana,
antiespasmadica, antifungica, anti-inflamatoria, antioxidante, descongestionante, diurética,
expectorante, fortificante, hepatoprotetora e vermifuga (Rocha et al., 2018).

Diante da ampla utilizagdo popular, das diversas aplicacdes e da ampla distribuigdo de
Hymenaea martiana no ambiente da Caatinga, os estudos sobre seu potencial farmacoldgico
sdo de extrema importancia. Tais estudos podem fornecer evidéncias cientificas que assegurem
beneficios para a populacdo e, a0 mesmo tempo, minimizem os riscos associados ao uso da
planta, além de explorar atividades ainda ndo investigadas.

Com base na literatura existente, nos relatos sobre o género Hymenaea e nos desafios
relacionados ao controle de Aedes aegypti, o objetivo deste trabalho foi analisar a composi¢cao
quimica do extrato etandlico de H. martiana e avaliar seu potencial no controle de Aedes aegypti

e sua toxicidade em Mus musculus.

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Aedes aegypti (DIPTERA: CULICIDAE), (LINNAEUS, 1762)

O nome Aedes aegypti, deriva do grego aédes ("odioso") e do latim £gypt ("do Egito"),
essa nomenclatura taxonémica foi dada de acordo com Linnaeus, 1762, para o popularmente
conhecido “mosquito da dengue” (Ferreira, 1986). E originario da Africa e foi descrito pela
primeira vez no Egito, pertence ao filo Arthropoda, classe Insecta, ordem Diptera, subordem
Nematocera, familia Culicidae, subfamilia Culicinae, tribo Aedini e Género Aedes (Braga,;
Valle 2007; Terra et al., 2017).
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Recentemente, estudos demonstraram que o0 mosquito Ae. aegypti esta estabelecido em
167 paises (Wilkerson; Linton; Stickman, 2020). Ae. aegypti € uma espécie cosmopolita e de
ampla dispersdo, sobretudo nas regides tropicais e subtropicais do globo, podendo ser
encontrado em cerca de 23 paises do continente americano, além do territorio africano, se
estendendo a paises europeus, como Portugal, podendo alcancar paises da América do Norte,
como os Estados Unidos da Ameérica. Inicialmente teve sua disseminacdo pelo continente
americano facilitada principalmente por navios, avides e veiculos terrestres que transportavam
ovos, larvas e, até mesmo, mosquitos adultos (Schaffner; Mathis, 2014; Ayuso, 2016).

A distribuicao dessas espécies & em grande parte impulsionada pelo movimento humano
e pela presenca de clima adequado, o que aumenta o risco global de doencas transmitidas por
esse mosquito (Kraemer, 2015). Em revisdo, Gubler (2011) destaca que, além desses fatores, a
falta de medidas de controle efetivas contribui para essa disseminagdo. No Brasil, a alta
incidéncia desse vetor também se deve ao acelerado e desordenado processo de urbanizagéo,
bem como as condic¢des climaticas e sociais que favorecem sua rapida proliferacdo (Busato et
al., 2014).

Nos grandes centros urbanos, onde a popula¢do humana estd em grande nimero e vive
em estreita convivéncia com grandes populacdes de mosquitos, ocorre um favorecimento para
a manutenc¢do dos virus, especialmente para a geracdo periddica de cepas epidémicas (Gubler,
2011). A predominancia do mosquito em ambientes urbanos € favorecida pela grande
quantidade de recipientes artificiais que oferecem condic¢des adequadas para a conclusdo de seu
ciclo (Scott; Takken, 2012; Powell; Tabachnick, 2013).

A transmissdo das arboviroses ocorre através da fémea de Ae. aegypti. Para
desenvolvimento do seu ciclo bioldgico as fémeas realizam a skip-oviposition (colocam seus
ovos em diversos locais, tais como, paredes Umidas de reservatdrios ou até mesmo direto na
agua). Esses ovos podem resistir sem eclodir por longos periodos até entrarem em contato com
a gua e apos a eclosdo o vetor passa por quatro estagios larvais, torna-se pupa e em seguida
adulto, como mostra a figura 1 (Zara et al., 2016; Prud’homme et al., 2017).

O tempo de amadurecimento para que 0 mosquito atinja a fase adulta depende de fatores
ambientais como a temperatura, umidade e nutricdo. Em regides com clima tropical o ciclo
bioldgico dura cerca de 10 dias e comeca quando as fémeas colocam seus ovos diretamente na
agua ou em paredes Umidas de criadouros para que aconteca a ecloséo (Forattini, 2002; Santos,
2008; Clemons et al., 2010). Na Tabela 1 é mostrado os dias do ciclo de vida desde o estagio
larval até a fase adulta deste mosquito em um estudo realizado por Clemons e colaboradores
(2010).
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Figura 1 - Esquematizacéo do ciclo biologico de Aedes aegypti
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Fonte: Elaborada pela autora, 2023.

As fémeas de Ae. aegypti sdo hematofagas e para completar seu ciclo de vida, precisam
inicialmente realizar a ingestdo de sangue, chamada de repasto sanguineo. Esse sangue é
essencial para a maturacdo de seus ovos e para o desenvolvimento larval (Oliveira et al., 2014).
Cada fémea pode depositar entre 150 e 200 ovos, que preferencialmente, sdo depositados em
locais Umidos, que facilmente possam ser inundados ou préximos a agua e que podem ser

criadouros naturais ou artificiais (Varejao et al., 2005; Martins et al., 2010).

Tabela 1 - Estagios de vida de Ae. aegypti

Estadio Dias
Incubacdo de ovos / 1° instar 1-2
2° instar 3
3% instar 4
4° instar 7-8 (machos); 8-9 (fémeas)
Pupa 7-9
Adulto 9 (machos); 10 (fémeas)

Fonte: Adaptado de Clemons e colaboradores, 2010.

Os ovos sdo alongados e medem cerca de um milimetro de comprimento, podendo
resistir a grandes periodos de desidratacdo. Inicialmente os ovos sdo brancos, em vinte e quatro
horas sofrem oxidacéo e exibem coloragdo negra, e para a finalizagcdo da formacao do embrido
é necessario um periodo de quarenta e oito horas, processo estimulado por fatores como a baixa
concentracdo de oxigénio disperso na dgua. Essa etapa é a de maior resisténcia e serve como
uma estratégia de sobrevivéncia para regides com invernos rigorosos (Beserra et al., 2008;
Silva; Poleto, 2012; Assungdo, 2013).
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Apos a ecloséo do ovo, inicia-se a etapa de larva. A larva divide-se em cabeca, torax e
abdome e apresenta um formato vermiforme alongado. A cabeca e o0 tdrax sdo maiores que 0
abdome, que é fino, flexivel e constituido por nove partes, 0 que garante grande mobilidade
(Abed et al., 2007). Possuem ciclo exclusivamente aquético, alimentam-se de restos organicos,
bactérias e algas e a duracdo do seu estadio evolutivo depende de varidveis como temperatura,
umidade, disponibilidade de alimento e densidade das larvas no criadouro, mas em condicGes
normais ndo ultrapassam cinco dias (Beserra et al., 2008). Esse estagio de larvas é crucial para
a dinamica populacional do mosquito, com a taxa de desenvolvimento sendo influenciada pela
temperatura e a qualidade da dgua (Walker; Lynch, 2007).

Logo em seguida, inicia-se a fase de pupa, que dura em média dois dias e meio, ainda
em ambiente aquatico. As pupas sdo divididas em cefalotorax e abdome, e a cabeca junta-se
com o torax, conferindo-lhe um aspecto de virgula, sendo essa a Ultima fase antes da
transformacdo em adultos. Durante o periodo de pupa, 0 mosquito ndo se alimenta, pois esta se
preparando para a metamorfose, passando por modificagfes necessarias para a emergéncia do
adulto. A pupacdo é uma fase sensivel e crucial para o desenvolvimento do mosquito (Aciole,
2009; Palencia, 2012).

O adulto emerge da superficie da agua e pousa nas paredes do reservatério esperando
solidificar o exoesqueleto das asas e do aparelho reprodutor em um angulo de 180°, o que
facilitard a cépula e pode demorar algumas horas. Passando-se 24 horas da eclosdo, fémea e
macho estdo aptos para a cépula e reproducdo, que ocorre durante 0 voo e ap0s uma unica
inseminacdo a fémea ficara fértil por toda a sua vida. Nessa fase, as fémeas de Ae. aegypti
necessitam da refeicdo de sangue, para maturacdo dos ovarios e consequentemente a ovogénese
(Nelson, 1986; Consoli; De Oliveira, 1998; Brasil, 2001; Rey, 2008; Miranda, 2019).

O mosquito adulto possui corpo longo, dividido em cabeca, térax, abdémen e pernas
alongadas. As asas funcionais sdo as posteriores, enquanto as anteriores sdo curtas e possuem
halteres para equilibrio durante o voo (Consoli; De Oliveira, 1998; Brasil, 2001).

Na fase adulta, os mosquitos tém habitos diurnos, alimentam-se e colocam seus ovos
com maior incidéncia entre 6h e 8h da manha e entre 16h e 18h (Gomes; Sciavico; Eiras, 2006).
Ae. aegypti tem coloracéo escura e mede cerca de 5 a 10 milimetros. Possui escamas brancas
prateadas que conferem a aparéncia de faixas em sua cabega, pernas e abdémen, conforme

demonstrado na Figura 2 (Becker et al., 2010; Morales Perifian et al., 2019).
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Figura 2 - Imagem ilustrativa de Aedes aegypti e suas caracteristicas morfoldgicas
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Fonte: Adaptado de Torres e colaboradores (2018).

2.2 IMPORTANCIA EPIDEMIOLOGICA E ARBOVIROSES

A importéncia epidemiologica atribuida a este inseto, associa-se principalmente, pelo
fato de transmitir doencas que acometem o homem e outros animais, como a dengue (ONG et
al., 2019), febre amarela (Candido; Silva; Cavalcanti, 2019), zika (Dutra et al., 2016) e a
chikungunya (Cigarroa-Toledo et al., 2016). Dengue, chikungunya e zika sdo consideradas
doencas de notificacdo compulsoria e estdo presentes na Lista Nacional de Notificacdo
Compulséria de Doencas, Agravos e Eventos de Saude Publica, do Ministério da Saude (Brasil,
2019; Brasil, 2020).

No Brasil, anualmente 0s numeros associados a essas doencas Sd0 motivos de
preocupacao para saude publica. Segundo o boletim epidemiologico mais recente do Ministério
da Saude, no periodo de 02 de janeiro de 2022 a 31 de dezembro de 2022, foram registrados no
territorio brasileiro 1.450.270 casos provaveis de dengue, 174.517 casos provaveis de
chikungunya e 9.204 provaveis casos de zika. Foram confirmados também nesse periodo, 1.473
casos de dengue grave e 18.145 casos de dengue com sinais de alarme, além do registro de
1.016 6bitos causados por dengue e 94 por chikungunya (Brasil, 2023).

Essas doencas sdo também chamadas de arboviroses, pois parte do ciclo replicativo
ocorre nos insetos, e sao consideradas um grande desafio de satde publica. As arboviroses que
causam patologias em humanos e animais de sangue quente sdo as pertencentes as familias
Bunyaviridae, Togoviridae, Flaviviridae, Reoviridae e Rhabdoviridae. Situagbes como o
desmatamento, variacdes climaticas e ambientais facilitam a disseminacdo do mosquito e,

consequentemente, da transmissao desses virus (Lopes; Nozawa; Linhares, 2014).
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Os arbovirus transmitidos pelos mosquitos mantém um ciclo de vida que passa de um
mosquito infectado para um hospedeiro saudavel, e continua com a passagem do virus de um
hospedeiro virémico para um mosquito (Yu et al., 2019). A passagem do virus para as fémeas
de Ae. aegypti (apenas as fémeas se alimentam de sangue humano) ocorre ap6s a ingestdo de
sangue contaminado. Apos a contaminacao inicial, ocorre a multiplicacdo dos virus no seu
intestino e a infeccdo de tecidos, fazendo com que eles cheguem as glandulas salivares,
transmitindo a doenca enquanto estiver vivo (Jardim; Schall, 2009).

O processo de transmissdo das doengas para 0s humanos se da no momento do repasto
sanguineo, onde as particulas virais presentes no inseto sdo injetadas na corrente sanguinea da
pessoa, juntamente com a saliva do mosquito. Nos seres humanos o ciclo replicativo comeca
pelas células estriadas, depois ocorre a viremia e dissemina-se por todo o organismo do
hospedeiro (Jardim; Schall, 2009; Valle, 2017).

Para sobreviver e manter um ciclo entre diferentes ambientes, os arbovirus transmitidos
por mosquitos exploram abordagens sofisticadas, incluindo subverter o sistema imunolégico,
sequestrar fatores de defesa do hospedeiro e tirar proveito dos microbios intestinais (Yu et al.,
2019).

As infeccdes transmitidas pelo Ae. aegypti estdo associadas a problemas sérios de satde
e requerem atencdo e cada uma das infecgbGes transmitidas pelo mosquito possuem
caracteristicas especificas. A febre amarela urbana, é transmitida por um virus pertencente ao
género Flavivirus. O quadro clinico da doenga € bifasico, na primeira fase, os sintomas séo
leves e moderados e, posteriormente, 0 caso pode evoluir para a forma mais grave, com
manifestacfes hemorragicas (Anjos et al., 2014).

A chikungunya, tem como agente etiologico o virus do género Alphavirus dificilmente
apresenta sinais de hemorragias, mas apresenta quadro de febre associada a dor articular intensa
e debilitante. A infeccdo é frequentemente caracterizada por artralgia debilitante cronica
acometendo principalmente os punhos, tornozelos e cotovelos (Donalisio; Freitas, 2015;
Moraes et al., 2019).

Ja o Zika virus, do género Flavivirus, apresenta como sintomas principais da sua
infeccdo, exantema, febre, artralgia, mialgia, cefaleia e conjuntivite. Ocasionalmente podem
ocorrer dor de garganta, tosse, vomitos e diarreia. Apesar do quadro clinico assemelhar-se ao
da dengue, a evolugdo costuma ser mais benigna. Mulheres gestantes tém sido de grande
preocupacao para 0s o0rgaos de salde publica devido a sua associagdo ao aumento do nimero

de casos de microcefalia (Portal da Saude, 2016).
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Porém dessas viroses, quem se permanece em destaque continuamente nos Ultimos anos
é a dengue. Essa doenca € considerada um problema de saude publica mundial, sendo os paises
de clima tropical os mais atingidos em virtude do clima quente e imido, que oferece condi¢Ges
para proliferacdo do mosquito. Além do clima, a falta de saneamento basico possibilita ainda
mais a sua proliferacdo. Fatores como esses, foram responsaveis pelo aumento da incidéncia da
dengue em 30 vezes nas Ultimas cinco décadas (Silva; Mariano; Scopel, 2008; WHO, 2012).

Essa doenca é considerada a maior infeccdo causada por arbovirus no mundo, resultando
em 50 a 100 milhGes de casos sintomaticos anuais. Sua transmissdo ocorre em mais de 120
paises, e estima-se que mais da metade da populagdo global esteja sob risco de contrair a
infeccdo (Brady et al., 2012; Bhatt et al., 2013). A distribuicdo mundial do virus da dengue esta
em expansdo, com consequentes aumentos na morbimortalidade e nas taxas de hospitalizacéo,
resultando em cerca de 10.000 mortes por ano (Stanaway et al., 2016).

No Brasil, 0 histérico da doenca mostra que em 2008 foram registrados mais de 800 mil
casos, tornando-se 0 ano com mais casos de dengue (Siqueira Jr., et al., 2010). No ano de 2010
0 numero de mortos superou o da epidemia ocorrida em 2008, registrando-se 478 mortes
(Brasil, 2011). Em 2018 ocorreram 196.036 provaveis casos de dengue no Brasil, em 2019 os
nameros chegaram a cerca de 1,5 milh&o de casos e confirmados 782 6bitos, o que demonstra
um aumento no numero de casos e na gravidade da doenca (Brasil, 2019; Brasil, 2020).

Existem quatro sorotipos de dengue relacionados a antigenos (DENV1-DENV4) com
aproximadamente 65-70% de homologia de aminoacidos. A infecc¢do por qualquer sorotipo do
virus pode causar diferentes sintomas clinicos, que variam de doenca febril aguda a
manifestacbes graves como febre hemorrégica da dengue e até sindrome do choque da dengue
(Green; Rothman, 2006; Monath, 2019).

No intuito de combater diretamente a dengue, pesquisas foram iniciadas com o objetivo
de desenvolver uma vacina eficaz. No ano de 2015 foi licenciada a CYD-TDV (Dengvaxia®),
primeira vacina contra a dengue e aprovada em varios paises como Brasil, México, Tailandia,
El Salvador e Costa Rica (Aguiar; Stollenwerk; Halstead, 2016; Prompetchara et al., 2019).

No entanto, nos ensaios de fase Il a eficicia vacinal foi considerada moderada (56,7%
e 60,8%) e em todos os grandes ensaios clinicos a sua eficidcia contra 0 DENV-2 foi
consistentemente mais baixa. A capacidade de protecdo da vacina também dependia de outros
fatores como status soroldgico prévio dos vacinados e idade. Também foi observado durante os
testes um risco aumentado de hospitalizagdo em individuos com menos de 9 anos de idade
(Capeding et al., 2014; Villar et al., 2015; Prompetchara et al., 2019).
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Uma outra vacina, Butatan-DV (vacina liofilizada tetravalente viva atenuada contra a
dengue, desenvolvida pelo Instituto Butatan e que se encontra em ensaios de fase 11, apresentou
resultados positivos em relacédo a seguranca do imunizante, porém ainda esta em fase de testes
a respeito da eficacia (Mohanty, 2022).

Outras vacinas vém sendo desenvolvidas e passaram pelos ensaios de fase I, séo
exemplos a vacina inativada purificada do virus tetravalente da dengue (TDENV-PIV) com
adjuvante de alimen e a vacina com um virus tetravalente da dengue vacina viva atenuada
(TDENV-LAV). Os regimes de vacinacao testados apresentaram perfis de seguranca aceitaveis,
porém o0s autores indicam a necessidade de avaliagdo adicional para seguranga,
imunogenicidade e potencial para beneficio clinico (Lin, 2021).

Apesar das pesquisas em andamento, esses estudos demandam tempo e, geralmente,
originam produtos onerosos que ndo serdo de facil acesso para a populacdo como um todo.
Sendo assim, o controle vetorial se torna uma das estratégias mais efetivas na tentativa de
controlar as arboviroses, podendo ser efetuado principalmente a partir do controle bioldgico,

fisico, quimico e genético.

2.3 MEDIDAS DE CONTROLE CONTRA Aedes aegypti e RESISTENCIA A INSETICIDAS

Historicamente, as medidas de prevencdo e controle de Ae. aegypti baseiam-se,
especialmente, na reducdo das populagdes do inseto vetor realizado pelo Ministério da Salde
através de pulverizac&o residual de inseticidas quimicos sintéticos interna dentro e ao redor das
residéncias em estagdo chuvosa; em visitas de rotina as residéncias, para aplicar larvicida em
recipientes que contém agua parada para destruir o habitat das larvas; e através de métodos
quimicos, que contém componentes que sao prejudiciais ao meio ambiente e a salde publica
(Ryan et al., 2019; Santos; Paz; Lima, 2019).

Essas medidas intervencionistas, que visam reduzir o nimero de mosquitos imaturos e
adultos por meio do uso de produtos larvicidas ou inseticidas, requerem aplica¢do continua,
apresentam elevados custos e estdo ameacadas pela selecdo de espécies resistentes (Lindsay,
2017).

O impacto do controle vetorial reforcado se baseia na implementacdo de alta qualidade
e para sua implantacao exige cobertura, aceitacdo e uso adequado. Quando se pensa em medidas
de controle vetorial deve-se levar em consideracdo também outros fatores como o controle do

meio ambiente e da biodiversidade. Muitas doencas transmitidas por vetores fazem parte de
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sistemas ecol6gicos complexos e ndo intencionais 0s impactos nos organismos ndo visados
devem ser evitados (Garcia, 2019).

O controle ambiental, € composto por medidas pensadas para eliminar os criadouros de
Ae. aegypti através de praticas como tratamento de residuos e saneamento basico, associado ao
controle social, onde a sociedade participa do combate a dengue (Funasa, 2012; Brasil, 2014a).
Alternativas de controle biologico utilizam animais predadores do mosquito como 0s peixes ou
parasitas (Cavalcanti et al., 2007; Macias et al., 2008).

O controle quimico, que até recentemente era bastante utilizado, é feito a partir de
pesticidas e apresentam resultado em um curto periodo. Sdo chamados de organosintéticos, e
sdo divididos em: piretroides, carbamatos, organofosforados e organoclorados. A nebulizacédo
também era um instrumento bastante utilizado e consistia em um controle quimico onde o
inseticida era espalhado pela maquina matando o mosquito adulto nos periodos de manha e
tarde (Funasa, 2012; Brasil, 2014a).

Entretanto, o controle quimico trouxe algumas caracteristicas negativas associadas ao
seu uso. O surgimento de populac@es de insetos resistentes a inseticidas sintéticos faz com que
sejam utilizadas quantidades maiores e crescentes dessas substancias para garantir um resultado
satisfatorio e, tal fato, contribui com a intensificacdo da contaminacdo do meio ambiente
(Braga; Valle, 2007; Chiele, 2023).

Outra forma de controle € através da manipulacdo genética. Essa metodologia consiste
na criacao e liberagdo de mosquitos submetidos a uma alteracdo do seu material genetico.
Posteriormente os machos modificados sao liberados no ambiente para copular com as fémeas
selvagens, fazendo com que as larvas resultantes deste acasalamento ndo atinjam o estadio
adulto. Em 2011, a Comissdo Técnica Nacional de Biosseguranca (CTNBIio), permitiu a
liberacdo de mosquitos dessa linhagem no municipio de Juazeiro-Bahia e em 2014 foi aprovado
a producdo comercial desses mosquitos (Ostera; Gostin, 2011; Brasil, 2014b).

No entanto, varios autores tém alertado para os riscos oriundos da liberagdo dos
mosquitos transgénicos no ambiente, o que possivelmente acarretard impactos negativos e
significativos a biodiversidade. Alguns fatores devem ser levados em consideracéo, como por
exemplo, reduzir a relacdo de custo com o aumento na quantidade, 0 aumento da qualidade,
liberacdo de fémeas entre os machos irradiados (0 que resulta em aumento de fémeas no
ambiente) (Oliveira et al., 2011; Ostera; Gostin, 2011; Vazquez-Salat; Houdebine, 2013).

A partir disso, algumas alternativas de controle para Ae. aegypti vém sendo estudadas,
a exemplo, o uso de plantas para a formulacdo de inseticidas botanicos, que sdo menos

impactantes para 0 meio ambiente, tendem a reduzir os riscos de populacdes de insetos
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resistentes e minimizam os riscos a satde humana (Corréa; Salgado, 2011; Garcez et al., 2013;
Shivkumara et al., 2019).

O interesse nesses produtos tem crescido gradativamente com intuito de tornar-se uma
alternativa para substituir o uso de inseticidas quimicos que podem prejudicar organismos nao-
alvo e 0 meio ambiente, para controle de Aedes aegypti. Outras vantagens associadas a esses
produtos, sdo: ser biodegradavel, seguro de aplicar e diversidade de uso (capacidade ovicida,
larvicida, desregulador do desenvolvimento, repelente, atraente e estimulante de oviposicéo)
(Kabir; Choudhary, 2013; Shivkumara et al., 2019; Duarte et al., 2020).

2.4 PLANTAS E SEUS METABOLITOS SECUNDARIOS

As plantas constituem parte importante da medicina tradicional, sendo considerada por
séculos como sua base fundamental e fazendo parte da cultura das comunidades tradicionais e,
até mesmo, das contemporaneas. Esse saber empirico, obtido através da observagdo e das
experiéncias vivenciadas e passado de geracdo em geracdo, constitui uma importante fonte de
pesquisa etnobotanica, 0 que favorece a descoberta de novos principios ativos oriundos de
produtos naturais (Fenalti et al., 2016; Santos-Lima et al., 2016; Nébrega et al., 2017; Silva;
Moreira; Felismino, 2017).

Estudos mostram que, cerca de 80% da populacdo dos paises emergentes utiliza
exclusivamente a medicina popular na atencdo primaria a saude e, desses, 85% fazem uso de
extratos vegetais e plantas com efeito farmacologico (Brasil, 2016; lanck et al., 2017).

Partes da planta como raiz, caule, folhas fornecem substancias ativas que podem ser
utilizadas pela industria farmacéutica na obtencdo de um medicamento e, por essa razao, as
plantas estdo sendo cada vez mais estudadas sendo consideradas possiveis fontes de substancias
com atividades bioldgicas. Essas substancias sdo os chamados metabolitos secundarios e
comumente sdo utilizados em produtos e terapias (Rosa; Barcelos; Bampi, 2012; Rezende et
al., 2016).

As plantas produzem uma quantidade imensuravel de compostos bioativos, 0s quais Sao
dotados de estruturas quimicas de altissima complexidade e com um espectro de fungoes
bastante complexo, uma vez que ndo cumprem um papel especifico no metabolismo, no
crescimento e na divisao celular do organismo produtor. Estao, por outro lado, intrinsecamente

relacionados aos mecanismos de defesa do vegetal em face dos mais distintos fatores de pressédo
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de selecdo do ambiente, em especial aqueles voltados contra o ataque de herbivoros (Simdes,
2016).

Esses metabdlitos ndo possuem suas funcdes fisiologicas totalmente definidas. Seus
efeitos terapéuticos podem ser utilizados para o restabelecimento da satde do ser humano, mas
também podem ser tdxicas a eles. Os metabdlitos secundarios podem alterar o conjunto
funcional organico do individuo, podendo conduzir a efeitos bioldgicos diversos e graves ao
individuo, e até o Gbito. Pode ainda ter acdo sinergica com medicamentos de uso cronico e
interferir em exames laboratoriais (Cheng et al., 2019).

A realizacdo de ensaios visando uma investigacdo analitica de forma quantitativa e
qualitativa a fim de determinar a atividade de metabdlitos frente a alguma enfermidade é
imprescindivel. Podendo assim, desvendar os conhecimentos relacionados as propriedades
quimicas, farmacoldgicas e toxicoldgicas, estabelecendo critérios de eficacia, seguranca e
qualidade para a populacdo (Carvalho, 2016; Souza et al., 2017).

Além da utilidade fitoterapica das plantas, outra acdo também tem atraido a atencéo de
pesquisadores, o controle de insetos vetores. Diferentes produtos de origem vegetal estdo sendo
pesquisados a partir de espécies de plantas e vém apresentando resultados promissores em
relacdo ao controle alternativo para vetores como Ae. aegypti (Almeida Viana; Goes Sampaio;
Martins, 2018).

Em resposta aos ataques patogénicos, as plantas ativam mecanismos de defesa que
envolvem a producdo de metabolitos secundarios, como alcaloides, esteroides, terpenoides e
compostos fenolicos. Esses compostos, além de desempenharem funcdes protetoras contra
herbivoros e microrganismos, também coevoluem com insetos e agentes patogénicos, o que
Ihes confere grande diversidade estrutural e funcional. Por essa razéo, tornam-se fontes naturais
de substancias com propriedades inseticidas, amplamente estudadas para o desenvolvimento de
biopesticidas e alternativas sustentaveis no manejo de pragas (Simdes et al., 2010; Marangoni;
De Moura; Garcia, 2013).

A acéo destes compostos bioativos pode atuar de diversas maneiras, como por exemplo,
inibindo a alimentacéo, reduzindo a oviposicdo de insetos, retardando o crescimento de suas
formas imaturas ou atraindo predadores naturais. E importante destacar que a ac&o inseticida
de um extrato vegetal ou 6leo essencial pode variar significativamente conforme a espécie de
inseto desafiada, a espécie e a idade da planta, a regido geografica de sua ocorréncia (incluindo
a existéncia de quimiotipos), as estruturas vegetais utilizadas e a polaridade do solvente

empregado no processo de obtencdo (Beran et al., 2019; Thakur et al., 2019).
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2.4.1 Aflorada Caatinga

O Brasil detém a maior biodiversidade mundial, contendo aproximadamente em torno
de 15 a 20% do namero de espécies da terra, distribuidas em diferentes ecossistemas. A flora é
um dos principais componentes dessa biodiversidade e € nela que estdo incluidas as plantas
medicinais. A associagdo do conhecimento conservado pela populacdo, originado a partir da
miscigenacgdo de indios, europeus e africanos, reflete em uma diversidade de conhecimento
acerca da manipulagdo e uso dessas plantas, das diferentes formas de utilizagdo terapéuticas
desses recursos naturais (Moura; Neves; Coradin, 2021).

Apesar desses fatores, ainda existe um grande distanciamento entre o uso da medicina
tradicional e a medicina ocidental, destacando entre elas, a fitoterapia (Shin et al., 2013;
Antonio; Tesser; Moretti-Pires, 2014).

Um outro problema relacionado ao uso de plantas medicinais € a escassez de estudos
que possam fornecer um acervo de informacGes, a fim de comprovar cientificamente sua
eficacia e seguranca (Coutinho, 2018). Apesar de todo o potencial apresentado pelo Brasil,
pesquisas revelam que menos de 10% da flora nacional foram avaliadas quanto as suas
caracteristicas bioldgicas e farmacologicas (Almeida, 2012).

Apesar dos esfor¢os que o Brasil tem demonstrado para aprofundar os estudos com sua
flora, alguns ecossistemas ainda sdo bastante negligenciados no que se diz respeito a novas
investigacdes e conservagdo, sendo a Caatinga um dos sistemas subestimados e menos
estudados no Brasil (Albuquerque; Andrade, 2002; Schmidit, 2016).

A Caatinga € o Gnico bioma exclusivamente brasileiro, ocorre quase que exclusivamente
na Regido Nordeste, ocupando os estados brasileiros do Ceara, Pernambuco, Maranhao, Piaui,
Rio Grande do Norte, Paraiba, Alagoas, Sergipe, Bahia e no Norte de Minas Gerais. Ocupa uma
area de aproximadamente 862. 818 km? o que corresponde a cerca de 11% do territorio
nacional e ocupa a quarta posi¢do em extensdo no Pais. Localizada em area de clima semiarido,
essa vegetacdo apresenta como caracteristica marcante, a perda das folhagens durante os
periodos de seca e a rapida renovacao nos limitados periodos chuvosos. Apesar do clima dificil,
0 bioma detém certa quantidade de riquezas bioldgicas e espécies Unicas, que ocorrem apenas
nele (Brasil, 2012; IBGE, 2019).

O termo Caatinga vem da lingua Tupi-guarani ¢ significa “floresta branca” ou “mata
branca”. Essa denominagao faz referéncia a penetracao da luz do sol até o solo nos periodos de

seca, quando as plantas perdem suas folhagens. Também pelo fato de apresentarem folhas
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menores, espinhos e vida xerofita, que permite sua sobrevivéncia devido as condicdes
climaticas desfavoraveis. A vegetacdo tipica desse ecossistema é parte de um bioma global
chamado Florestas Arbustais Tropicais Sazonalmente Secos (FATSS, ou, na sigla em inglés,
SDTFW), no qual pode ser observada grande variedade, desde arvores grandes de copas altas
e continuas com caracteristica de floresta, até arbustos do tipo xerofilo, ligados aos baixos
indices pluviométricos (Fernandes; Queiroz, 2018; IBGE, 2019).

Entretanto, apesar das diferencas notaveis dentro do bioma, ha um gradiente estrutural
entre as grandes arvores e a vegetacdo arbustiva mais rasteira, que faz com que sejam
classificados como pertencentes a um s6 bioma (Heusser; Stein; Neckel, 2018). Dentre as
espécies que podem ser encontradas nesse ambiente estdo as pertencentes a familia Fabaceae
gue esta entre as quatro maiores da flora mundial, e desempenha papel importante tanto para a

vegetacao quanto para a fauna (Lee, Langenhein, 1975).

2.5 TOXICIDADE DOS PRODUTOS NATURAIS

Visto a importancia do uso de plantas como possibilidade terapéutica para a ciéncia, é
necessario que haja um controle de qualidade e seguranca desses produtos, para que seu Uso
seja realizado de maneira mais segura e se tenha informacdes a respeito da toxicidade, preparo,
indicagdes, contraindicagdes e dosagens. As substancias bioativas presentes nas plantas
medicinais e nos fitoterapicos sdo conhecidas pelos beneficios obtidos através de seus usos,
mas esses compostos também podem ser nocivos a salde humana. Esse ponto salienta a
importancia de avaliar o grau toxico, pois a sua dosagem pode inviabilizar o uso (Carneiro et
al., 2014; Pereira et al., 2014; Silva et al., 2017b).

A toxicidade desses produtos, assim como suas atividades farmacolégicas, é produzida
pelos metabolitos secundarios e podem causar alteracfes patoldgicas em homens e animais,
podendo levar a sérios distirbios no organismo e até mesmo ao Obito. A maioria das
intoxicac@es por produtos de origem vegetal resulta principalmente por: superdosagem, erro na
via de administracdo, preparo inapropriado, uso ininterrupto e sinergismo com outras plantas.
Além desses fatores, ainda existe um risco associado a variedade no nome popular das espécies,
gue em uma regido pode designar uma espécie, mas em outra localidade pode representar outra.
(Colombo, 2008; Cunha et al., 2008; Jesus; Suchara, 2013; Simdes et al., 2010; Vasconcelos et
al., 2009; Madeiro; De Lima., 2015).

A facilidade para obtencdo desses produtos é um problema inerente aos medicamentos
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naturais pois, muitas vezes, a populacéo subestima sua toxicidade, pelo fato de acreditarem que
estes sdo “inofensivos” ao organismo. No entanto, mesmo aqueles que possuem baixa
toxicidade podem causar sérios danos a saude, quando administrados em conjunto com outros
medicamentos de origem sintética ou natural, ou até mesmo pelo seu uso prolongado (Turolla;
Nascimento, 2006; Balbino; Dias, 2010; Macena; Nascimento; Krambeck Silva, 2012).

As principais formas que as plantas provocam danos a salde sao através da inalacéo,
contato ou ingestdo (Getter; Nunes, 2011). Os efeitos adversos acontecem de forma particular
a cada planta, intensidade do contato e a resposta do organismo a ela. Os sintomas apresentados
majoritariamente sdo: dores de cabega, vOmitos intensos, asfixia, diarreia, irritacdo, queimacao,
até mesmo paradas cardiacas e 6bito (\asconcelos et al., 2009).

De forma geral, as intoxicacdes provocadas por plantas medicinais ndo sdo notificadas,
uma vez que as manifestagdes clinicas apresentadas ndo sdo associadas a utilizacdo ou
exposicao a um determinado vegetal, ja que grande parte dos usuarios, ndo tem conhecimento
que as plantas podem possuir efeitos tdxicos ao organismo. Também ha a crenca de que o
natural ndo oferece riscos a saude, disseminando uma ideia de seguranca para Seu usO
(Padayachee; Baijnath, 2019).

Além disso, o diagnostico do paciente com intoxicacao e a identificacdo da espécie em
casos de acidentes, pode ser uma tarefa dificil. Essa dificuldade é atribuida em grande parte a
escassez de informacges acerca das espécies e da utilizacdo correta dessas plantas por parte dos
pacientes. Esse conjunto de fatores faz com que muitos casos ndo sejam relatados ou sejam
registrados como intoxicagdo por agente desconhecido (Peacok et al., 2009; Monseny et al.,
2015).

Por todos os motivos expostos, as pesquisas realizadas para avaliacdo da acdo dos
compostos bioativos presentes nos vegetais devem priorizar a qualidade e seguranca desses
produtos. Os estudos associando conhecimentos com base nas agdes farmacoldgicas e
toxicologicas, a posologia e aspectos clinicos associados as substancias naturais, evitam uma
propagacao de uso inadequado e permitem que o seu uso seja eficaz e ndo danoso (Seeff, 2007;
Jordan, Cunningham, Marles, 2010).

A avaliacéo da toxicidade pode se dar atraves de varios tipos de ensaios e é necessario
que o protocolo seguido seja padronizado e reprodutivel, para isso, existem diretrizes que regem
tais ensaios. No Brasil, a recomendacdo é que os protocolos estejam de acordo com a
regulamentacdo federal vigente, sob responsabilidade da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA). No ambito mundial, os protocolos realizados e aceitos sdo da

Organisation for Economic Cooperation and Development (OECD), da Food and Drug
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Administration (FDA) e do ministério da Saude do Japdo (Turolla; Nascimento, 2006; Brasil,
2013; Fernandes et. al., 2016).

A OECD estabelece varias metodologias para avaliacdo de toxicidade e sugere como
modelos experimentais a utilizacdo de espécies de roedores, como camundongos e ratos. Das
metodologias propostas, os testes para avaliacdo de toxicidade aguda e toxicidade subaguda sao
muito utilizados e recomendados. A toxicidade aguda é a etapa inicial para investigar a
existéncia do potencial toxico sistémico de uma substancia como os efeitos adversos que
ocorrem dentro de um periodo curto ap6s administracdo de dose Unica, ou doses multiplas,
administradas em 24 horas. J& a toxicidade subaguda, refere-se aos efeitos nocivos,
cumulativos, decorrentes de uma exposicdo repetida, de preferéncia oral, em um periodo
limitado de exposicdo ao longo que deve durar no minimo 28 dias (Oga; Carvalho; Batistuzzo,
2008; OECD, 2008; Rhiouani et al., 2008; Betti et al., 2012).

Dentre 0s géneros que apresentam grande potencial para estudos farmacoldgicos e
toxicoldgicos esta 0 Hymenaea. Pertencendo a familia Fabaceae, possuindo 16 espécies
registradas no Brasil, sendo 13 delas endémicas e 08 delas encontradas no estado de
Pernambuco (Flora do Brasil, 2023).

2.6 Hymenaea martiana HAYNE

H. martiana pertence ao género Hymenaea e a familia Fabaceae. Espécies da familia
Fabaceae podem ser encontradas em diferentes regides do mundo e sdo divididas em trés
subfamilias: Mimosoideae, Papilionoideae e Caesalpinioideae. Na subfamilia Caesalpinioideae
encontra-se o género Hymenaea (Dutra; Garcia; Lima et al. 2008)

Pertencem a familia Fabaceae, cerca de 727 géneros e 19.327 espécies distribuidas em
todos os continentes, com exce¢do do antartico (Souza; Funch; Queiroz, 2016). No Brasil, essa
familia engloba 3.031 espécies distribuidas em 253 géneros, ocorrendo em todas as regifes
brasileiras. Hymenaea é constituido por espécies nativas, porém ndo endémicas do Brasil e
apresenta como dominios fitogeograficos da Caatinga, Amazénia, Cerrado, Mata Atlantica, a
Pampa e o Pantanal. Das espécies encontradas em territério brasileiro destacam-se Hymenaea
courbaril Linnaeus, Hymenaea stigonocarpa Mart. e Hymenaea martiana Hayne (Flora do
Brasil, 2023).

As plantas pertencentes a esse género sdo da tribo produtora de resina (Detarieae).

Mostra-se como um dos mais importantes, e foi estabelecido por Linnaeus em 1753. Apresenta-
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se em climas tropicais e subtropicais, tais como Africa e América do Sul e no Brasil esta
presente em todo territorio nacional (Lee; Langenheim, 1975).

E conhecida por diversos nomes populares designados para esse género, tais como
jutaicicca, jitai, jutaiacu, jatobeiro, jataiba, burandd, imbilva, farinheira, e pertence a ordem
Guarani. Jatoba e jatai sdo os mais comuns, significando, respectivamente, "folha dura" ou
"arvore de fruto duro” e "fruto comestivel” (Lorenzi, 2002).

Estas arvores apresentam variacao de porte que alternam entre 3 e 40 metros de altura a
depender da espécie. A menor espécie pertencente a esse género é a Hymenaea stigonocarpa
conhecida por jatoba-do-cerrado e a mais alta dentre elas é a espécie Hymenaea courbaril,
popularmente conhecida como jatoba amazénico (Langenheim et al., 1982).

De forma geral, Hymenaea apresentam-se em forma de vida arbdrea ou arbustica. As
arvores, arvoretas ou arbustos sdo sempre verdes, de ramos marrons ou acinzentados
apresentando fissuras ou descamacéo em placas. Sua folhagem é bi foliar, podendo apresentar-
se assimétrica, eliptica, ovalada ou oblonga, de aspecto liso ou enrugado. Apresenta flores de 5
pétalas, em geral brancas, frutos do tipo cAmara possuindo epicarpo de coloracdo castanho-
escuro, na maioria das vezes, lustroso ou opaco, de aspecto verrucoso ou liso, contendo até 8
sementes, geralmente castanho-escuras. O endocarpo € finaceo, de sabor adocicado e aroma
forte (Souza et al., 2015; Flora do Brasil, 2019).

O jatoba é uma espécie florestal com alto potencial para multiprodutos e diferentes
formas de comercializagdo. Além de sua importancia ecologica, apresenta potencial
agronémico (caule e os frutos) e alimenticio, pois possui uma polpa farinhenta ao redor das
sementes da fruta, rica em nutrientes. Sua resina exsudada do tronco é rica em terpenos,
tornando-a uma espécie importante para uso comercial (Dias; Luzia; Jorge., 2013; Da Costa,
2019).

Dentre as plantas desse género, encontramos H. martiana, uma espécie popularmente
conhecida no Nordeste do Brasil como “jatoba” e que figura entre as espécies de Hymenaea de
maior expressao econdmica e medicinal. Este vegetal é amplamente utilizado pela populagédo
na construcdo civil, em ornamentacao e principalmente na cura ou amenizacéo de doencas (Judd
et al., 2009; Batista et al; 2011).

Essa espécie se encontra em diversas regides do pais e em outras areas do continente. E
encontrada principalmente na regido da bacia amazonica e sua utilidade se da principalmente
para o uso anti-inflamatdrio e analgésico, em especial pela populagéo da regido nordeste (Da
Cruz Silva et al, 2012). Nessa regido ela possui ampla distribui¢do podendo ser encontrada em

7 (Alagoas, Bahia, Ceara, Maranh&o, Paraiba, Pernambuco, Piaui) dos 9 estados que compdem
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a regido (Pinto, Tozzi, Mansano, 2023).

As propriedades bioativas dessa espécie ja foram alvo de diversas pesquisas. Alguns
desses estudos ja comprovaram sua atividade como: antinociceptiva e antiinflamatoria
(Pacheco et al., 2021), antioxidante (Oliveira et al, 2021), antibacteriana (Peixoto et al., 2016)
e hepatoprotetora (Closa et al., 1997).

Outro alvo das pesquisas em relacdo a essa espécie, sdo 0s metabolitos secundarios que
podem ser encontrados nesse vegetal. A presenca dos flavonoides € constantemente encontrada
em espécies de H. martiana, sendo citadas em pesquisas como as de Da Cruz Silva e
colaboradores (2012), Vieira e colaboradores (2018) e Oliveira e colaboradores (2021).

3 MATERIAL E METODOS

3.1 MATERIAL VEGETAL E PREPARACAO DO EXTRATO

Esta pesquisa esta cadastrada no Sistema Nacional de Gestdo do Patriménio Genético e
do Conhecimento Tradicional Associado — SISGEN sob nimero de protocolo AAE34B3 e
segue todos os protocolos para trabalhos utilizando a flora brasileira.

Para obtencdo do extrato etanolico e realizagdo dos experimentos, foi utilizada a espécie
H. martiana pertencente ao género Hymenaea (Figura 3).

A coleta do vegetal foi realizada no periodo matutino, no més de dezembro de 2019, na
regido do Parque Nacional do Catimbau, situada no Estado de Pernambuco (Figura 4).

Esta regido compreende os municipios de Buique, Ibimirim, Sertania e Tupanatinga, e
se encontra a aproximadamente 280 km da capital Pernambucana, Recife, e sua area geogréfica
situa-se entre o agreste e o sertdo. Possui altitude de 800 metros, e apresenta as seguintes
coordenadas: latitude 8° 35' 46" Sul e longitude 37° 14' 32" Oeste. A espécie foi identificada

no Instituto Agronémico de Pernambuco - IPA e a exsicata depositada sob tombo n°® 94668.



Figura 3 - Imagens de Hymenaea martiana Hayne

Legenda: A; Arvore. B: Flores e botdes florais. C: Flores. 4: Frutos.

Fonte: Dados da pesquisa, 2023.

Figura 4 - Mapa da regido do Parque Nacional do Catimbau — PE

Parna do Catimbau

Catimbau

Buique

Fonte: Google Maps, 2020.
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3.1.1 Processamento do material vegetal

Apo6s a obtencdo, a planta foi encaminhada ao Laboratério de Farmacologia e
Cancerologia Experimental (LAFAC) para processamento e obtencdo do extrato bruto
etandlico. Inicialmente, as folhas foram separadas dos caules e lavadas em agua corrente. Em
seguida, as folhas foram secas com papel toalha e pesadas, obtendo-se o valor de 700g de folhas
frescas, e posteriormente submetidas a estufa de circulacdo de ar modelo NT 513 — Novas

Técnica, durante 72 horas, sob a temperatura de 30-36°C.

3.1.2 Preparagao do extrato bruto etandlico

Depois de submetidas a secagem, as folhas foram pesadas novamente, pesando 427,5 g
e foram fragmentadas com auxilio de tesoura em pequenos pedagos, os quais foram triturados
manualmente e submetidas ao processo de maceragdo, usando como solvente o etanol a 95%,
em uma proporcdo de 4 L de etanol para 200 g das folhas secas, obtendo o extrato fluido. Em
seguida, o extrato foi colocado para agitacdo em agitador automatico por cerca de 10h, filtrado
filtrados em papel filtro qualitativo gramatura (80 g/m2), e o filtrado foi concentrado em
evaporador rotativo a temperatura de + 40° C para obteng&o do extrato etandlico bruto das folhas
de Hymenaea martiana (EEBHm) (Figura 5).

Figura 5 - Evaporador Rotativo usado para concentracdo do EEBHm

Fonte: Dados da pesquisa, 2023.
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O material rotaevaporado foi depositado em um recipiente aberto e deixado a
temperatura ambiente, para a completa evaporacdo do solvente. Posteriormente, o0 extrato bruto
etanolico foi encaminhado ao refrigerador a +4°C e coberto com papel aluminio. Apds a
secagem, foram obtidos 34.63 gramas de extrato e o rendimento total do extrato, de acordo com
a formula:

RE%: Pext/Pfolhas x 100.
Onde: RE = Rendimento total do extrato (%); Pext = Peso do extrato seco (g); Pfolhas

= Peso das folhas frescas ou secas (g).

3.2  ANALISE FITOQUIMICA

Para a realizacdo da prospeccao fitoquimica, seguiu-se, inicialmente, a técnica de
cromatografia em camada delgada, visando verificar, inicialmente, a presenca dos seguintes
compostos: alcaldides, cumarinas, flavonoides, saponinas, taninos, terpenos e quinonas.

A verificacdo da presenca de saponinas foi realizada de acordo com Harbone (1998).
Apos a separacdo dos metabolitos, foram utilizados reveladores adequados e sistema de
desenvolvimento empregando padrbes cromatograficos (Quadro 1).

Quadro 1 - Metabolitos secundarios, fases maveis, reveladores e padres usados no perfil fitoquimico

do EEBHm
Classe Fase mdvel Revelador Padréo
. AcOEt-HCOOH-ACcOH- . .
Alcaloides H,0 (100:11:11:27 V) Dragendorff Pilocarpina
3 -
Cumarinas e Quinonas CHCI3-MeOH (98:2 viv) KOH 10% Cluar:)]:cr;wnoal ¢

Flavonoides, derivados
cindmicos e
fenilpropanoglicosideos

AcOEt-HCOOH-AcOH-

H,0 (100:11:11:27 viv) | NP-PEG(NEU)

Quercetina, rutina e
acido clorogénico

Extrato aquoso de
casca de Zizipus
joazeiro (jud)

Teste de formacéo

Saponinas
de espuma

Protoantocianidinas

ACOEt-HCOOH-AcOH-

condensadas e A - L Catequina
leucoantocianidinas H>O (100:11:11:27 v/v) | Vanilina cloridrica
Triterpenos e esteroides Tolueno:AcOEt (90:10 Lieberman & B-sitosterol
P viv) Burchard
. Tolueno:AcOEt (90:10 Anisaldeido .
Mono e sesquiterpenos . Timol
VIV) sulfurico

Fonte: Adaptado de Wagner e Bladt (1996).
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3.3 ENSAIOS BIOLOGICOS

3.3.1 Ensaios inseticidas

3.3.1.1 Estabelecimento e manutencdo da colonia

Os ovos de Aedes aegypti, foram cedidos pelo Insetario do Instituto Aggeu Magalhdes
(FIOCRUZ), os quais foram depositados em recipientes plasticos (15,0 cm x 5,0 cm) contendo
agua deionizada, na proporcao de, aproximadamente, 1000 ovos para 1 L de agua deionizada e
1 g de alimentacéo. As vasilhas com 0s ovos e a agua deionizada foram acondicionadas em uma
sala climatizada regulada para 27°C £ 1°C, sendo a umidade relativa do ar ideal entre 70 e 80%.
Ap0s o sexto dia, as larvas atingiram a fase de pupa, as quais foram coletadas e colocadas dentro
de recipientes plasticos para posterior emergéncia. Esses recipientes foram colocados dentro de
gaiolas (40,0 cm x 15,0 cm).

Apobs a emergéncia dos adultos, machos e fémeas foram alimentados com solucéo
acucarada, obtida a partir de agua mineral e acucar refinado comercial, na propor¢do de 1:9
(p/v), sendo que, uma vez por semana, foi realizado o repasto sanguineo as fémeas com sangue
de ratos Wistar (Rattus norvegicus), conforme as normas estabelecidas pelo Comité de Etica no
Uso de Animais (CEUA), com o nimero de protocolo 23076.049863/2015-91. No terceiro dia,
apos o repasto sanguineo, foi estimulada a oviposicéo, sendo colocados recipientes com papel-

filtro para a deposicao dos ovos.

3.3.1.2 Avaliacgéo da atividade larvicida do EEBHmM

Para avaliacdo da atividade inseticida do EEBHm, foram utilizadas larvas de terceiro e
quarto instar. O extrato seco bruto obtido foi ressuspendido em agua esteéril contendo 1% (v/v)
de tensoativo mono laurico (Tween 80) para facilitar a dissolucdo, ajustando a concentracédo
final para 1 g de extrato seco em 1 mL de solugéo. Do volume total do extrato concentrado
foram feitas diluicbes com &gua destilada estéril e foram obtidas as concentragdes da amostra
de 10; 7,5; 5,0 e 2,5 mg/mL. Para a preparacdo do grupo controle, também foi utilizado Tween
80 e agua destilada nas mesmas proporcdes definidas.

No bioensaio, foram usadas 30 larvas por repeticao, e trés repeti¢cGes por tratamento. As
observagdes da mortalidade das larvas foram realizadas nos intervalos de 30 min, 1h, 2h, 4h,
8h, 16h e 24h, apos o inicio do experimento (WHO, 1970).
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3.3.1.3 Avaliagéo da atividade pupicida do EEBHm

Para avaliacdo da atividade inseticida do EEBHm, foram utilizadas pupas. O extrato
seco bruto obtido foi ressuspendido em &gua estéril contendo 1% (v/v) de tensoativo mono
laurico (Tween 80) para facilitar a dissolucdo, ajustando a concentragéo final para 1 g de extrato
seco em 1 mL de solucdo. Do volume total do extrato concentrado foram feitas dilui¢bes com
agua destilada esteril e foram obtidas as concentragdes da amostra de 10; 7,5; 5,0 e 2,5 mg/mL.
Para a preparacdo do grupo controle, também foi utilizado Tween 80 e agua destilada nas
mesmas proporgoes definidas.

No bioensaio, foram usadas 30 pupas por repeticao, e trés repeti¢des por tratamento. As
observacdes da mortalidade das pupas foram realizadas nos intervalos de 30min, 1h, 2h, 4h, 8h,
16h e 24h, ap6s o inicio do experimento (WHO, 1970).

3.3.1.4 Analise dos dados e tabulacdo dos resultados

Os resultados dos ensaios foram tabulados em uma planilha eletrénica do programa
Microsoft Office Excel 2016 e, a partir dos resultados obtidos, foram elaborados os elementos
graficos. Com os resultados da analise dos dados de mortalidade de larvas e pupas, em relacéo
ao controle, foram calculadas as médias + desvio padrdo e realizada a analise de variancia
(ANOVA), utilizando o software GraphPad Prism 8°.

3.3.2 Ensaios de toxicidade

Os testes foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso Animal (CEUA) da
Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), sob protocolo de n® 0053/2019. Os experimentos
foram conduzidos no Laboratérios de Farmacologia e Cancerologia Experimental (LAFAC) do
Departamento de Antibioticos da UFPE.

3.3.2.1 Animais

Nos ensaios de toxicidade, foram utilizadas fémeas (nuliparas e ndo gravidas) de
camundongos albinos Swiss (Mus musculus) provenientes do biotério do LAFAC, do
Departamento de Antibi6ticos da UFPE. Os animais pesavam entre 30 e 45 gramas e tinham
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idades entre 90 e 120 dias, receberam 4gua e rac¢ao “ad libitum” e foram mantidos em condi¢des
normais de temperatura (22 + 2 °C) e umidade (60 + 1%), sob ciclo natural claro e escuro de
12-12 horas.

3.3.2.2 Toxicidade aguda

O teste de toxicidade oral aguda foi realizado segundo o protocolo experimental
Guideline 423 (OECD 423; 2001) com doses sequenciais, seguindo a proposta da Sociedade
Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratorio/Colégio Brasileiro de Experimentacéo
Animal (COBEA).

Como sugerido pelo protocolo, quando houver estudos anteriores que indiquem baixos
efeitos toxicos relacionados a substancia testada, deve-se iniciar a avaliagdo a partir da dose de
2000 mg/kg, onde a préxima dose a ser testada é determinada a partir do resultado da primeira

aplicacdo, conforme apresentado na Figura 6.

Figura 6 - Fluxograma representando a metodologia para o ensaio de toxicidade aguda em dose Unica
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Fonte: OECD (2001)

Os animais foram divididos em grupos experimentais de trés animais e a alimentagéo

foi suspensa por 4 horas, antes do experimento e a agua liberada. A alimentacdo foi reintegrada
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apos 3 horas da administracdo. O EEBHm foi solubilizado em Tween 80 1% (v/v) e em salina
e posteriormente, a solucdo foi administrada por via oral nos camundongos, introduzida no trato
digestorio dos animais, através de canula metalica acoplada a seringa (gavagem). O manejo e
cuidado com os animais seguiram 0s principios éticos da experimentacdo animal, segundo
critérios estabelecidos pelo CEUA.

Apds a administracdo da dose por via oral, os animais foram acompanhados na primeira
hora, periodicamente (6 em 6 horas) nas primeiras 24 horas e diariamente por 14 dias.

Cada animal foi marcado, de forma diferente, para posterior acompanhamento. As
marcacgOes foram realizadas com uma caneta marcadora permanente correspondente aos
nimeros ordinais de 1 a 3. Os animais foram observados quanto as diversas reacdes
comportamentais relacionadas com o Sistema Nervoso Central (SNC) (efeitos estimulantes e
depressores) e com o Sistema Nervoso Auténomo (SNA).

A massa corporal de cada animal e os parametros fisioldgicos (consumo de racdo e
producdo de excretas) foram acompanhados diariamente. Ao fim do periodo de observacao,

todos os animais sobreviventes foram eutanasiados e autopsiados.

3.3.2.3 Toxicidade subaguda

Foi utilizada a metodologia recomendada pela OECD (2008), com modifica¢bes. Foram
estabelecidas trés doses do EEBHm: 25 mg/kg, 50 mg/kg e 100mg/kg. Os camundongos albinos
swiss Mus musculus, foram divididos em 4 grupos com seis animais por gaiola. Os animais
foram tratados durante 28 dias consecutivos por via oral. Os grupos testes receberam as doses
estabelecidas de EEBHM e o grupo controle recebeu uma solucao de &gua mineral e Tween (ha
mesma propor¢éo usada na diluicdo do EEBHm).

A massa corporal, ingestdo de alimentos e agua dos animais foram registrados
diariamente durante todo tratamento. Sinais de toxicidade, como piloere¢do, diarréia, alteragdes
na atividade locomotora e mortalidade, também foram observados durante o periodo
experimental.

No final do vigésimo oitavo dia, os animais foram anestesiados com uma solucao
dexilazina e cetamina de no maximo 0,10mL/100g de massa corpérea, na propor¢ado de 8,75mL
de cetamina e 1,25mL de xilazina (realizando o calculo de acordo com a massa de cada animal)
e aplicada por via intraperitoneal. O sangue dos animais foi coletado por puncdo cardiaca para
a realizacao dos exames hematoldgicos e bioquimicos; e os érgéos (figado, rins e baco) foram

removidos, pesados e suas massas expressas em gramas (g).
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3.3.2.3.1 Analise bioquimica e hematolodgica

Para a analise, foram selecionadas as dosagens bioquimicas de: uréia, creatinina,
aspartato aminotransferase (AST) e alanina aminotransferase (ALT). O sangue foi coletado em
mini tubos secos com ativador de coagulo- Labor Import® e submetido a centrifugacéo por 10
minutos a 3500 rotacdes por minuto (rpm), para obtencdo do soro. Os parametros bioquimicos
foram determinados por meio de kits especificos e foram utilizados na leitura dos resultados o
analisador bioquimico automatico Cobas Mira Plus® (Roche Diagnostic System).

Para as analises hematolégicas, o sangue foi coletado em mini tubo com
Ethylenediamine Tetraacetic Acid (EDTA) - Labor Import® e homogeneizado previamente a
avaliacdo do eritrograma e do leucograma. A analise dos resultados foi realizada no analisador
hematoldgico celular automatico Animal Blood Counter Vet® (Horiba ABX Diagnostics).
Também foram confeccionadas laminas hematoldgicas para a contagem diferencial de
leucdcitos. O esfregaco sanguineo foi feito manualmente, e as laminas foram coradas com

coloracéo panotica e analisadas em microscopio optico.

3.3.2.4 Analise estatistica

Os resultados da avaliagdo da toxicidade subaguda, bem como os parametros
bioquimicos e hematoldgicos, foram expressos como uma média + desvio padrdo. Foi utilizada

uma analise de variancia (ANOVA), utilizando o software GraphPad Prism 8%. Os valores de

p inferior a 0,05 foram considerados significativos.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Apos a realizacdo dos ensaios propostos nesta pesquisa, a seguir, estdo os resultados

obtidos através das atividades testadas.

4.1 RENDIMENTO DO EXTRATO E ANALISE FITOQUIMICA

Para a obtencdo do EEBHm, foram utilizados 200 g do material seco, e resultou em

34,63 g de extrato, sendo de 17,3 % a taxa de rendimento calculada.
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O rendimento total do extrato encontrado neste estudo é semelhante aos dados da
literatura. Em um estudo realizado por Santana (2015) o rendimento do extrato etandlico das
folhas de H. martiana ficou em torno de 20%. Outra pesquisa realizada por Silva (2019)
utilizando uma espécie do mesmo género (Hymenaea eriogyne) obteve o rendimento de 24,89%
para o extrato etanolicos bruto das folhas.

As plantas utilizadas pelo homem com as finalidades curativas tém instigado pesquisas
que pretendem avaliar as suas atividades biologicas e os metabdlitos secundarios. Para elucidar
e caracterizar as substancias presentes nesses vegetais, tem-se investido em estudos
fitoquimicos, buscando registré-las e caracteriza-las.

O resultado da analise fitoquimica do EEBHm coletadas no municipio de Buique — PE,

encontra-se descrito na Tabela 2.

Tabela 2 — Prospeccéo fitoquimica do EEBHm

Metabdlitos secundarios avaliados Resultado
Saponinas +
Flavondides +
Fenilpropandides -
Triterpenos e esteroides +
Mono e sesquiterpenos +
Alcalbides -
Proantocianidinas e leucoantocianidinas +
Taninos hidrolisaveis tr
Cumarinas +
Quinonas -

Legenda: (+) positivo; (tr) tracos e (-) ausente.
Fonte: Dados da pesquisa, 2023.

Os métodos quimicos e cromatograficos sdo o0s procedimentos preliminares mais
utilizados na prospeccao fitoquimica. Os métodos quimicos, como a prospecgao fitoquimica de
Matos (1988), baseiam-se na reacdo entre 0s compostos presentes nos extratos vegetais e
reagentes previamente conhecidos, enquanto a cromatografia € uma técnica utilizada para
identificagdo e analise de misturas e substancias isoladas, podendo ainda utilizar reveladores
para confirmar as substancias (Simdes et al., 2010).

Conforme demonstrado na Tabela 2, foram reveladas, por meio dessas técnicas, a
presenca de catequinas, cumarinas, flavonoides, taninos, terpenos e saponinas.

O género Hymenaea € conhecido por apresentar alguns compostos, como o acido

isocitrico, &cido isopimérico, acido oleico, acido protocatecuico, terpenos, cumarinas,
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flavonoides, taninos e compostos fenodlicos, corroborando os resultados obtidos nesta
prospeccao fitoquimica (Silva Oliveira et al., 2018).

Segundo Tiago e colaboradores (2019 e 2020) as espécies pertencentes ao género
Hymenaea possuem compostos terpénicos e fendlicos e essas substancias sdo algumas das
responsaveis pelas acdes antifungicas, antibacterianas e moluscicidas que comumente sdo
apresentadas por espécies pertencentes a esse género.

A presenca dos flavonoides € constantemente encontrada em espécies de H. martiana,
sendo citadas em pesquisas como as de Da Cruz Silva e colaboradores (2012), Vieira e
colaboradores (2018) e Oliveira e colaboradores (2021). Em uma pesquisa realizada por
Oliveira et al. (2016), utilizando os frutos da espécie, além de flavonoides também foi
identificada a presenca de monoterpenos e diterpenos e saponinas, estando em concordancia
com os dados dessa pesquisa.

Quanto aos compostos encontrados nessa pesquisa e que ndo foram citados por outros
autores, essa diferenca justifica-se em fatores como: sazonalidade, ritmo circadiano e clima em
que um vegetal é coletado, além da forma de processamento do extrato, também podem
influenciar na quantidade e natureza dos constituintes bioativos presente no vegetal no fato dos
metabolitos secundarios serem diversos e representarem atividades bioldgicas distintas
(Mohammed et al., 2018; Ziane et al., 2019; Passos et al., 2012).

4.2 ATIVIDADE INSETICIDA

Em relacdo a atividade larvicida sobre Ae. aegypti, observou-se que a maior
concentracdo utilizada (10 mg/mL) alcangou uma taxa de mortalidade de 94,4%, apds 24 horas
de acompanhamento do experimento. Essa concentracdo, assim como as demais, manteve-se
com taxas de mortalidade elevadas, superior a esse percentual ao longo do tempo de observagéo.
Quando analisadas as concentragdes de 7,5 mg/mL, 5,0 mg/mL e 2,5 mg/mL, as taxas de
mortalidade foram respectivamente 97,8%, 95,6% e 97,8%, revelando um desempenho
consistente entre as diferentes concentracfes do produto testado.

No Gréafico 1, é possivel observar a comparacao estatistica entre 0 nimero de larvas

mortas nos grupos de teste e o grupo controle.



Grafico 1 — Média do nimero de larvas mortas de Aedes aegypti, apds exposicao a diferentes

concentracGes do EEBHm, em 24 horas
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Fonte: Dados da pesquisa, 2023.
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No grafico 2, e possivel observar a relagdo entre a mortalidade larval e o tempo do

experimento.

Grafico 2 — Mortalidade de larvas de Aedes aegypti submetidas ao EEBHmM em relagdo ao tempo de

exposicéo.
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Fonte: Dados da pesquisa, 2023.

Todas as concentracdes utilizadas no teste, 10,0 mg/mL, 7,5 mg/mL, 5,0 mg/mL e 2,5

mg/mL, mantiveram padrées de mortalidade semelhantes, sendo a primeira hora de

acompanhamento de exposi¢cdo 0 momento de maior nivel de mortalidade.
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Também foram observadas as alteragdes comportamentais das larvas durante o
experimento. Em contato com o EEBHm, as larvas alteraram a motilidade ja nos primeiros
trinta minutos de experimento. Com o passar do tempo, 0os movimentos larvais foram sendo
gradualmente comprometidos, ficando parcialmente imobilizadas na primeira hora de
experimentacdo, comportamento estes ndo observados no grupo controle, cujos movimentos
continuaram normais.

Esse efeito causado nas larvas de Ae. aegypti apds entrarem em contato com o extrato
pode estar relacionado a penetracdo dos compostos bioativos no corpo das mesmas. De acordo
com Sparg et. al. (2004), a interagdo com as saponinas presentes nas substancias bioativas e 0s
esterdis presentes na membrana celular da larva, ocasiona uma ruptura gerada pelo aumento da
permeabilidade e desbalanco hidrolitico. O autor Cheeke (2000) afirma que as saponinas sao
consideradas um surfactante natural de alto potencial bioldgico, o que explicaria a facilidade de
penetracdo do EEBHm nas células larvais.

Em relacdo a avaliacdo da atividade inseticida do EEBHm sobre a fase evolutiva de
pupa de Ae. aegypti, obteve-se um percentual de mortalidade acima de 50% em todas as
concentracdes. Sendo eles, 95,6% na concentracdo de 10,0 mg/mL, 96,7% na concentracao de
7,5 mg/mL, 97,8% na concentracdo de 5,0 mg/mL e 53,3% na concentragdo de 2,5 mg/mL. No
grafico 3, é possivel visualizar a comparacdo estatistica entre 0 nimero de pupas mortas nos

grupos testes em relacdo ao grupo controle.

Gréafico 3— Média do nimero de pupas mortas de Aedes aegypti, apds exposicao a diferentes
concentra¢Ges do EEBHm, em 24 horas
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Fonte: Dados da pesquisa, 2023.
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A mortalidade das pupas s6 comecou a ser observada a partir da quarta hora de
acompanhamento, comportamento que foi acompanhado em todas as concentra¢des do extrato,
como mostrado no grafico 4. Nesse gréafico, é possivel observar que as concentracdes utilizadas
no teste, 10,0 mg/mL, 7,5 mg/mL e 5,0 mg/mL, mantiveram o0s padrfes de mortalidade
semelhantes em todos os horarios de acompanhamento. A menor concentracao (2,5 mg/mL) foi
a que apresentou 0 menor quantitativo de mortes no periodo total de 24 horas. N&o foram
observadas mudancgas comportamentais significativas quando comparadas as concentracdes e

0 controle negativo.

Gréfico 4 - Mortalidade de pupas de Aedes aegypti submetidas ao EEBHmM em relacdo ao tempo de
exposicéo.
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Fonte: Dados da pesquisa, 2023.

Analisando os dados acima é possivel observar que o EEBHm atingiu altos indices de
mortalidade em larvas e pupas. Além da presenca das cumarinas, anteriormente citada como
um dos metabolitos secundarios responséveis por essa acdo, podemos citar também a presenca
dos flavonoides que foram encontrados no EEBHm. Em sua pesquisa, Crozier, Jaganath e
Clifford (2009) associaram o poder inseticida dos flavonoides e antocianinas ao seu potencial
de atracdo apresentado. Dessa forma, esses metabo6litos poderiam atuar como sinais visuais para
a atracdo de insetos até as plantas e devido a sua adstringéncia, atuariam como um sistema de
defesa contra eles.

Comparando os testes realizados em larvas e pupas pode se notar pontos de divergéncia

como o atraso na mortalidade das pupas quando comprado as larvas e a auséncia de diminuicao
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de motilidade. Beserra e colaboradores (2008) explicam em sua pesquisa que na fase pupal, o
Ae. aegypti ndo se alimenta, apresenta movimentos reduzidos e é mais resistente a condicoes
adversas. Esses fatos podem explicar o atraso na mortalidade, tanto pela auséncia da
alimentacéo, o que pode diminuir a interagdo das pupas com o extrato, quanto pelo fato de nesse
estagio elas serem mais resistentes a mudancas ambientais.

Sobre tal fato, Souza e colaboradores (2011), bem como, Gupta e colaboradores (2011)
ratificam que, como as pupas nao se alimentam, 0os compostos com agdo pupicida tem
mecanismo de acdo através da absorcdo pela superficie corporal ou causam danos nas trompas
respiratorias. Dessa forma, as diferencas entre o efeito larvicida e pupicida do EEBHmM podem
indicar uma maior acdo do extrato no trato digestivo das larvas e/ou sobre o seu epitélio.

Apdbs a avaliacdo da mortalidade foram calculadas as concentragdes letais 50 e 90
(CL50, CL90) e os resultados estdo demonstrados na Figura 7.

Figura 7- Avaliagdo da CL50 e CL90 do EEBHm sobre larvas (A) e pupas (B) de Aedes agypti
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Quando comparadas a outros estudos que avaliaram o potencial larvicida de espécies de
Hymenaea, os valores de CLso encontrados nessa pesquisa foram maiores. Na pesquisa
realizada por Bezerra-Silva e colaboradores (2015) que analisaram a atividade larvicida do
extrato ciclohexanico do cerne de Hymenaea stigonocarpa a CLsp ficou estimada em 300
ug/mL. Em outro estudo, utilizando os 6leos essenciais das cascas dos frutos verdes de
Hymenaea courbaril, Aguiar e colaboradores (2010) obtiveram a CLso de 28,4 pg/mL.

As diferengas entre as CLso podem ser explicadas por alguns fatores, principalmente
pelo motivo dos estudos envolverem espécies diferentes. Outros fatores importantes sdo as
diferencas entre a parte da planta estudada e o método de extracdo. O estudo que utilizou o 6leo
essencial foi o que apresentou a menor CLsg, porém em estudos anteriores foi demonstrado que
Hymenaea spp. possuem um baixo rendimento de 6leo essencial, o que dificultaria a realizacéo
da pesquisa e a producdo de inseticidas em larga escala (Puga, 2015; Menezes; Oliveira; Castro,
2020).

A escolha do método extrativo dessa pesquisa também levou em consideracdo a parte
da planta escolhida. Porto e colaboradores (2017) estudando o efeito larvicida de extratos de
mais de 40 plantas nativas do Brasil contra Ae. aegypti mostraram que 0s extratos com maior
letalidade eram os obtidos com solventes metandlicos e etandlicos, principalmente quando as
extracdes dos produtos eram realizadas a partir das folhas das plantas.

Em relacdo a CLgo para atividade larvicida e CLso e CLgo para atividade pupicida os
dados na literatura séo escassos. Tal fato mostra a necessidade da realizacdo de pesquisas que
visem estudar essas vertentes sobre a temética.

Apesar da falta de dados de outros autores principalmente em relagdo a atividade
pupicida, Kabaru e Gichia (2001) destacam a capacidade de substancias interferirem em etapas
evolutivas de Ae. aegypti diferentes como qualificadoras de bons inseticidas, pois estes produtos
devem ser capazes de interferir no ciclo de vida do vetor em seus diferentes estagios de

maturacao.

4.3 TOXICIDADE AGUDA

No ensaio de toxicidade, o primeiro grupo (G1) exposto a dose de 2000 mg/kg néo
apresentou mortalidade ou morbidade nas primeiras 24 horas, apds a exposi¢cdo ao extrato e
nem durante o estudo. Sendo assim, seguiu-se o protocolo e realizou a exposi¢ao de um segundo

grupo de animais (G2), novamente a dose de 2000 mg/kg, onde também ndo foi verificada
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morbidade ou mortalidade. A dose de 5000 mg/kg néo foi realizada, pois a OECD (2008) indica
0 Seu UsO apenas em casos excepcionais, onde exista a necessidade de sua utilizacao.

De acordo com os resultados obtidos diante das doses testadas, o extrato foi classificado
na categoria 5 de acordo com 0 GHS e sua Dose Letalso (DLso) foi estipulada como > 5000 mg
(OECD; 2008).

Apds a exposicao dos animais as doses 2000 mg/kg foram observados os sinais clinicos
em relacdo a um grupo controle (CT), em que os animais receberam apenas solugédo salina +
tween 80, na mesma proporgdo das doses. Os resultados foram tabulados segundo Malone
(1983) e estdo demonstrados na tabela 3.

Tabela 3. Sinais clinicos e taxa de mortalidade apds administracdo por via oral do EEBHmM em
Camundongos Mus musculus no teste de toxicidade aguda

Sinais Clinicos Doses via oral (mg/kg)
2000
Grupo 1 Grupo 2
CM LM RM CM LM RM

1. Sist. Nervoso Central

Auséncia de coord. Motora
Convulsao ténica cronica - - - - - -
Parada cardiorrespiratoria - - - - - -

Refluxo ++ ++ +++ + ++ ++
1.1 Efeitos estimulantes

Agressividade - + - - - -
Ambulago aumentada +++ + ++ ++ + +
Aumento da respiracao ++ + ++ ++ ++ ++
Autolimpeza - ++ + - - -
Bocejo - - - - - -
Erecdo de cauda - - - - - -
Espasmos ++ + +++ ++ + +

Frémito vocal - - - - - -
Inversdo de marcha - - - - - .

Irritabilidade - - - - - -
Movimento circular ++ ++ ++ ++ ++ ++
Movimento das vibrissas + - - - - -
Movimento estereotipado +++ +++ +++ +++ +++ +++
Reacéo de fuga +++ +++ + + ++ +
Sacudir a cabega - - - - - -
Saltos acrobaticos +++ ++ + ++ + ++
Tremores grosseiros +++ ++ +++ ++ + +

1.2 Efeitos depressores

Ambulacdo diminuida - - - - - -

Ataxia - - - - - -

Catatonia - - - - - -

Cauda em straub - - - - - -
(Continua)
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Tabela 3. Sinais clinicos e taxa de mortalidade apds administracéo por via oral do EEBHmM em
Camundongo Mus musculus no teste de toxicidade aguda

(Continuacéo)

Perda do reflexo auricular - - - - - -
Ptose palpebral - - - - - -
Prostracdo ++ - ++ - + ¥
Resposta ao toque diminuida - - - - - -
Sedacéo - - - - - -
2. Sist. Nervoso Auténomo

Cianose - - + - - -
Contorcoes - - - - - -
Diarreia - - - - - -
Dispneia - - - - - -
Distensédo abdominal - - - - - -
Diurese

Edema de focinho
Excrecdo fecal
Piloerecdo
Taquipneia - - - - - -
Salivacéo - - - - - -
3. Mortalidade (%) 0 0 0 0 0 0

+ |+

Legenda: Resultado negativo (-), Resultado positivo (+), Resultado positivo moderado (++) e
Resultado positivo intenso (+++).
Fonte: Dados da pesquisa, 2023.

Observou-se que os efeitos mais pronunciados foram no sistema nervoso central (SNC),
principalmente desencadeando atividade estimulante, tais como aumento da ambulacéo, saltos,
tremores, hiperatividade e movimentos circulares. Além do mais, efeitos positivos intensos
como movimento estereotipado foram observados.

Em relacdo ao sistema nervoso autbnomo (SNA), houve a presenca de sinais como
refluxo e excrecdo fecal, além de sinais moderados, como espasmos e posi¢do estatica, ndo
havendo mortalidade no grupo tratado.

O comportamento estereotipado complexo e 0 aumento da ambulacdo observado nos
camundongos tratados com o extrato, sugere uma possivel atividade sobre o SNC considerando
que, a atividade locomotora espontanea e 0 movimento repetitivo estdo relacionados com o0s
niveis de excitabilidade desse sistema (Da Costa Junior et al., 2011). Prut e Belzung (2003),
relataram em seus estudos que sinais como locomocdo aumentada podem ser indicativos de um

efeito estimulante.
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A maioria dos efeitos clinicos relacionados ao SNC e SNA, como agitagdo intensa,
irritabilidade, reacdo de fuga, prostracdo, refluxo, espasmos, possivelmente estdo relacionados
com o0s potenciais ativos dos metabolitos secundarios encontrados no EEBHm.

Diversos autores ja relataram a capacidade de metabdlitos secundéarios extraidos de
plantas demonstrarem atividades nesse sistema (Girard, 2003; Almeida et al., 2012; Mustad,
2014; Silva et al, 2017a). Alguns dos metabdlitos encontrados no EEBHm sdo conhecidos por
causarem alteracdes a nivel de SNC. Maclennan, Darlington e Smith (2002) afirmam que 0s
terpenos constituem o grupo de metabdlitos com acgdes sobre o SNC, em seu estudo 0s
diterpendides encontrados no extrato de Ginkgo biloba L. (Ginkgoaceae), atuaram modulando
sistemas neurotransmissores, tais como serotoninérgicos, noradrenérgico, dopaminérgico e
colinérgico, aumentando o fluxo sanguineo.

Outra acdo conhecida dos terpenos € a estimulacéo da geragcdo do segundo mensageiro
Trifosfato de Inositol (IP3), que mobiliza o célcio intracelular, levando a excitotoxicidade
celular. Esse processo colabora com a consolidacdo de memoria e apresentam resultados na
reducdo do tempo de sono induzido por pentobarbital sédico, aumentando assim, o tempo de
laténcia para inicio do sono (Maclennan; Darlington; Smith, 2002; Passos et al, 2009). Baseado
nesse fato, podemos pressupor que esses transmissores tenham contribuido para alguns efeitos
apresentados pelos animais como aumento da ambulacéo, e de forma geral nas caracteristicas
de estimulacao do SNC.

Outro grupo de metabolitos encontrado no EEBHm e que possui muitos estudos
voltados a sua atividade no sistema nervoso, séo os flavonoides. Diversas pesquisas estdo sendo
realizadas com a intencdo de compreender como esse metabdlito consegue atuar no SNC. Uma
das suas caracteristicas interessantes descoberta ha alguns anos foi a capacidade de ultrapassar
a Barreira Hemato-Encefalica (BHE) e atingir os neurdnios. Youdim, Shukitt-Hale e Joseph
(2004) executaram um estudo in vitro e in situ para determinar a permeabilidade da BHE a
flavonoides, utilizando culturas celulares e um modelo de perfusdo cerebral in situ, com ratos.
Os flavonoides foram captados em todas as regiGes cerebrais analisadas (cerebelo, cortex,
hipocampo, hipotadlamo, estriato, coliculo superior e medula) apds perfusdo in situ, o que
permitiu a conclusao de que foram capazes de ultrapassar a BHE sem sofrerem transformacoes.

Os avangos no conhecimento da neurofarmacologia dos flavonoides sugerem que eles
tém potencial para tratamento de diversas condi¢cBes neuroldgicas e mentais. A acdo de
moléculas como, por exemplo, a hispidulina, que é capaz de atingir o receptor do Acido Gama-
Aminobutirico (Gamma-AminoButyric Acid — GABA)- A, e tem demonstrado importante papel

na regulacdo da ansiedade e epilepsia, outrora outros flavonoides sdo uteis em condicdes de
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neurodegeneracdo (JOHNSTON; BEART, 2004); e uma gama de estudos sugerem que 0S
flavonoides tém propriedades neuroativas, o que condiz com os efeitos estimulantes
apresentados no teste de toxicidade (Guaraldo et al., 2000; Dhawan; Kumar; Sharma, 2001;
Watanabe et al., 2001; Dhawan; Dhawan; Sharma, 2004).

Outro metabdlito encontrado no EEBHmM que podem estar envolvidos nos efeitos
apresentados no teste de toxicidade sdo as cumarinas. S&o substancias amplamente distribuidas
em plantas, assim como, em espéecies de fungos e bactérias. Sua capacidade de exercer
interacfes ndo covalentes com muitas enzimas e receptores em organismos vivos leva as
cumarinas a exibir uma ampla gama de atividades e aplicacdes bioldgicas, entre elas, acdes
antioxidantes e anti-neurodegenerativas (Franco et al., 2021).

Recentemente, varios autores tém trabalhado no desenvolvimento de séries hibridas de
cumarina gque se apresentam como promissores inibidores de colinesterase (De Souza et al.,
2019; Najafi et al., 2019; Shi et al., 2020). Essa classe farmacoldgica vem sendo bastante
estudada no tratamento de doencas neurodegenerativas como o Alzheimer, mas também possui
alguns efeitos colaterais ja conhecidos como efeitos sobre o sistema gastrointestinal e sistemas
nervoso central (Franco et al., 2021).

Como principais efeitos colaterais gastricos podemos citar o vomito, ndusea e dispepsia,
tais implicacbes podem ser as responsaveis por alguns dos efeitos apresentados no teste de
toxicidade como o refluxo e os espasmos. Ja a nivel de SNC destaca-se como efeitos colaterais
a tontura, tremor, sintomas extrapiramidais e convulsdes, estes podem ter implicado em alguns
sinais apresentados pelos animais como tremores e movimentos circulares e estereotipados
(Cunha et al. 2008). Vale ressaltar que no teste de toxicidade aguda sdo usadas doses maximas
a fim de testar possiveis letalidades do estrato e que em doses menores as a¢gdes apresentadas
pelo EEBHmM podem ser avaliadas como neuroestimuladores.

No que diz respeito a avaliagdo da massa corpdrea dos animais (figura 8), apds
submetidos ao EEBHmM na dose de 2000 mg/kg, ndo houve uma redugéo significativa nos
animais do grupo teste (P>0,05). Com relacdo ao grupo controle, houve um aumento da massa
corporal (Y =0,3111*X + 31,116 e RZz = 0,6341), significativo (P<0,05), sendo a correlacdo
fraca (r=0,66).
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Figura 8 — Peso medio de camundongos fémeas apds administragdo, por via oral (VO), do EEBHm na

dose de 2000 mg/kg.
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Legenda: A: grupo controle, B: grupo tratado.

Fonte: Dados da pesquisa, 2023.

Segundo Janior et al. (2012), a variacdo de peso € um dos parametros mais utilizados
em estudos toxicoldgicos e pode indicar de forma precoce sinais da toxicidade de uma
substancia em um animal. Logo, os dados deste estudo nao sugerem efeitos toxicos de ordem

fisica nos animais, causados pelas aplicagdes das diferentes doses de EEBHm na dose
testada.

4.4 TOXICIDADE SUBAGUDA

Ap0s a determinacdo da DLso, a pesquisa seguiu para a etapa de analise da toxicidade
subaguda. Os estudos de toxicidade de doses repetidas permitem caracterizar o perfil
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toxicologico da substancia por meio da administragdo diaria repetida. A partir desses estudos,
é possivel obter informacdes sobre os efeitos tdxicos, identificar 6rgaos-alvo e avaliar os efeitos
fisiolégicos, hematoldgicos, bioquimicos, anatdmicos e histopatologicos (Brasil, 2013).

Para o teste de toxicidade subaguda os animais foram divididos aleatoriamente em 4
grupos de exposicdo (n=6): Grupo controle tratado com agua mineral e tween 80 (Controle),
Grupo tratado com EEBHm 25 mg/kg (G1), Grupo tratado com EEBHmM 50 mg/kg (G2) e
Grupo tratado com EEBHmM 100 mg/kg (G3).

Durante o teste, os animais foram pesados diariamente em horario fixo para ajuste do
volume da dosagem administrada em cada animal e tiveram seu consumo de agua e racao
medidos.

Também foram observados possiveis alteracbes comportamentais, comparando 0s
sinais apresentados pelos animais dos grupos testes com os do grupo controle. As principais
alteragdes comportamentais estdo demonstradas na tabela 4.

Tabela 4. Principais sinais clinicos ap6s administracao por via oral do EEBHmM em Camundongos Mus
musculus no teste de toxicidade subaguda.

Sinais Clinicos Grupos e doses do EEBHm
Gl- G2- G3- Controle

25mg/mL 50mg/mL 100mg/mL
Ambulagdo aumentada ++ +++ +++ +
Agitacdo +++ +++ +++ -
Agressividade +++ +++ +++ +
Tentativa de fuga ++ ++ + -
Aumento da defecacéo + ++ ++ -
Autolimpeza R ++ -+ n

Legenda: Resultado negativo (-), Resultado positivo (+), Resultado positivo moderado (++) e
Resultado positivo intenso (+++).
Fonte: Dados da pesquisa, 2023.

Esse comportamento apresentado pelos animais pode ter relacdo direta com o0s
metabdlitos secundarios apresentados pelo EEBHm e abordados no item 4.3.

Porém, o fato de os animais estarem sendo expostos a doses diarias do EEBHm pode
desencadear comportamentos de estresse, tanto pelo uso da gavagem, quanto pela
palatabilidade do sabor do extrato. Autores como Mello e colaboradores (2008) evidenciaram
em seus estudos utilizando ratos Wistar que o estresse age de forma deletéria para o
desempenho da memoéria em mamiferos, tanto para a memaria de reconhecimento de objetos a
curto e longo prazo, quanto o estresse cronico, prejudicando apenas a de longo prazo. Nessa

pesquisa, 0 prejuizo de memdria nesses animais poderia ser associado as multiplas tentativas
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de fugas apresentadas pelos animais do grupo teste, bem como a ambula¢do aumentada, como
tentativa de reconhecimento ambiental.

A reacdo de autolimpeza apresentada pelos animais dos grupos teste € outra
caracteristica relacionada ao estresse cronico. Meshalkina e Kalueff (2016) relataram em sua
pesquisa a autolimpeza dos ratos, como uma caracteristica de estresse & um parametro
classificatério, devido ao fato que esses parametros podem auxiliar no entendimento de qual
nivel de estresse o rato se encontra. Isto €, existem padrées de autolimpeza relacionados a estado
de conforto, padrdes encontrados em condigdes de excitacdo moderada e em contexto de
excitacdo e resposta ao estresse de “luta ou fuga”.

O grupo de animais submetidos ao teste de toxicidade subaguda também teve
acompanhamento diario rigoroso, no qual se monitoraram tanto o consumo de agua quanto de
racdo ao longo do experimento. Os dados referentes a esse acompanhamento semanal, durante
os 28 dias de estudo, estdo ilustrados, respectivamente, nos gréficos 5 e 6.

Segundo Santos e Volpato (2015), a atividade toxica sistémica de uma substancia pode
ser indicada pela analise dos dados do consumo de agua e racao e morte dos animais, uma vez
que essas variaveis refletem o estado geral de satde dos mesmos

Durante o desenvolvimento do teste, pode-se observar, através dos graficos variacoes
no consumo de &gua e racao entre os diferentes grupos de tratamento. Notou-se, em particular,
um aumento no consumo de agua pelos animais dos grupos tratados, com destaque para o G3,
que recebeu a maior dose do extrato, evidenciando um possivel efeito fisiologico relacionado a
dose administrada.

Resultados similares foram encontrados na avaliagcdo toxicologica do Rosmarinus
officinalis (SANTOS, 2017) e Olea europaea (BREUNIG, 2021), onde ambos observaram que
0 grupo que recebeu a maior dose da substancia também foi o0 que apresentou maior consumo
de &gua, reforcando uma possivel relacdo entre a administracdo das substancias e a alteracdo no
comportamento hidrico. Por outro lado, segundo Leichter e Lee (1984) e Campbell e
colaboradores (2009), uma reducdo na ingesta de 4gua seria um sinal de alerta importante, pois
poderia comprometer a hidratacdo e o desenvolvimento dos animais. No presente estudo, a
auséncia de diminuicdo na ingesta pode indicar uma seguranca relativa do extrato nas doses

testadas.
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Gréfico 5 — Consumo semanal de agua em mililitros por Mus musculus, durante 28 dias de tratamento

com o EEBHm.
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Legenda: G1 — 25mg/kg, G2 — 50mg/kg e G3 -100mg/kg. Os resultados foram analisados por Analise
de variancia (ANOVA One Way) e Tukey Post Hoc Tests. O nivel de significancia adotado foi * p<
0,05, ** p<0,01, *** p<0,001 e **** p<0,0001

Fonte: Dados da pesquisa, 2023.

Gréfico 6 — Consumo semanal de racdo em gramas por Mus musculus, durante 28 dias de tratamento

com o EEBHm.
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Legenda: G1 — 25mg/kg, G2 — 50mg/kg e G3 -100mg/kg. Os resultados foram analisados por Anélise
de variancia (ANOVA One Way) e Tukey Post Hoc Tests. O nivel de significancia adotado foi * p<
0,05, ** p<0,01, *** p<0,001 e **** p<0,0001

Fonte: Dados da pesquisa, 2023.
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Ainda segundo Campbell e colaboradores (2009), para que a analise dos dados relativos
ao consumo de agua em estudos de toxicidade e desenvolvimento seja considerada um
parametro confiavel de avaliagdo, esses dados devem ser avaliados em associacdo aos
pardmetros de hidratacdo e deplecdo de fluidos dos animais. No entanto, essa andlise
complementar ndo foi realizada neste experimento, 0 que limita uma interpretacdo mais
abrangente dos resultados observados. Apesar disso, os dados apresentados fornecem
indicativos relevantes para estudos futuros.

Quanto ao consumo de racdo, é possivel observar no grafico 6 que houve uma
diminui¢do gradual no consumo de ragdo por todos os grupos durante a primeira e a segunda
semana. Apos esse periodo, 0S grupos testes apresentaram um aumento nesse consumo, com
diferencas estatisticamente significativas quando comparados ao grupo controle. Segundo
Breunig (2021), a diminuigdo no consumo alimentar pode ser um indicativo de toxicidade
sisttmica. Todavia, se essa diminuigdo ndo se mantiver ao longo do tempo, isso pode indicar
uma possivel adaptacdo dos animais aos componentes presentes no extrato testado, como foi
observado neste estudo.

O aumento do consumo de racdo pelos animais dos grupos teste pode ser justificado
pelo potencial nutricional do jatoba. Silva e Silva (2021) relatam o uso popular da planta para
aumento do apetite. Sampaio e colaboradores (2015) revelam, em seu estudo, que nos frutos e
sementes de uma espécie pertencente ao género Hymenaea (Hymenaea courbaril), estdo
concentrados nutrientes como carboidratos, proteinas, lipideos e minerais, que despertam o
apetite de diversos animais.

Por se tratar de espécies do mesmo género e com caracteristicas semelhantes, é possivel
gue H. martiana também apresente esse mesmo potencial nutricional. Embora esses nutrientes
tenham sido relatados em outras partes e especies do género Hymenaea, é fundamental
caracterizar o extrato utilizado neste estudo para investigar a presenga desses compostos e
validar sua relagdo com os efeitos observados.

Durante o experimento, os animais também foram pesados diariamente e, na tabela 5,
estdo demonstradas as medias de peso dos animais ao decorrer das semanas. A variacdo
ponderal do peso dos animais durante as semanas analisadas ndo demonstrou grau de
significancia entre os animais tratados em comparac¢do com o controle, mesmo observando-se

0 aumento no consumo de &gua e racdo, como pode ser observado na tabela 5.
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Tabela 5 — Média do peso corporal (média £ desvio padrdo) de camundongos fémeas Mus musculus
tratados por via oral com 0 EEBHm.

Controle EEBHm 25 mg/kg EEBHmM 50 mg/kg EEBHmM 100 mg/kg
Semana 1 38,29 £ 0,39 37,53 +£0,25 35,51 +0,38 35,59 + 0,39
Semana 2 36,40 £ 0,73 37,01 £0,59 35,48 £ 0,17 35,01 +£0,17
Semana 3 37,64 £0,35 35,89 + 0,32 34,88 £ 0,22 35+0,28
Semana 4 37,29+ 0,16 35,08 £ 0,49 34,81+0,41 35,63 £ 0,40

Legenda: Anova seguido por Tukey *p<0,05 comparados com o controle.
Fonte: Dados da pesquisa, 2023.

Ap0s os 28 dias, os animais foram eutanasiados por puncao cardiaca ap0s anestesia com
xilazina 2% (1 mL) e cetamina 10% (0,5 mL), diluidas em agua destilada, administradas via
intraperitoneal a 0,1 mL/10 g. Os érgdos foram coletados e observados macroscopicamente.
N&o foram observadas alteracdes morfolégicas, como necrose ou hemorragias, nos 6rgaos
analisados, e ndo houve diferencas significativas no peso dos 6rgaos dos grupos tratados quando

comparados ao grupo controle, conforme apresentado na Tabela 6.

Tabela 6 — Peso dos 6rgdos (gramas * desvio padrdo) dos animais tratados com EEBHm ap6s 28 dias.

Controle EEBHm 25 mg/kg EEBHmM 50 mg/kg EEBHmM 100 mg/kg

Figado (g) 1,89+ 0,16 1,72+0,11 1,74 +0,31 1,71+0,12
Baco (g) 0,19 + 0,19 0,21 + 0,06 0,17 + 0,04 0,16 + 0,32
Rins (g) 0,40 + 0,02 0,35 + 0,01 0,33 £ 0,06 0,36 £ 0,21

Legenda: Anova seguido por Tukey * p<0,05 comparados com o controle.
Fonte: Dados da pesquisa, 2023.

A avaliacdo de toxicidade é de extrema importancia para que seja possivel prever
possiveis efeitos toxicos em humanos e animais (Olson et al., 2000). Como procedimento
padrdo, as alteragfes comportamentais e no peso corporal sdo utilizadas como marcadores
preliminares para indicativo de toxicidade, sendo o aumento ou diminuic¢éo do peso dos érgaos
também utilizado para avaliacdo de possiveis alterac@es patoldgicas causadas pela toxicidade
do produto em questdo (OECD, 2008).

N&o foram observadas diferencas estatisticamente significativas sobre o peso dos
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animais e nem de seus 6rgdos isoladamente. Essas informag6es corroboram com a ideia de que
o EEBHm ndo afetou negativamente o desenvolvimento dos animais. Ao avaliar
macroscopicamente 0s 0rgdos ap0s a eutanadsia ndo foram notados quaisquer alteragdes
morfolGgicas entre os animais dos grupos testes e controle.

A toxicidade de H. martiana é pouco estudada e por isso 0s dados a esse respeito sao
escassos. Em um trabalho realizado por Vale e colaboradores (2013), que testou a seiva de
Hymenaea spp. em medula 6ssea de camundongo e na mosca Drosophila melanogaster, nao
foram evidenciados sinais de toxicidade nas doses testadas. E comum que plantas que n&o
apresentem sinais de toxicidade em modelos de toxicidade aguda também ndo apresentem sinais
nos testes de toxicidade subaguda, o que demonstra uma corroboracdo com os resultados
encontrados nesta pesquisa.

Jesus et al. (2012) e Valadares (2017) realizaram estudos com o extrato metandlico de
Vatairea macrocarpa, espécie pertencente & mesma familia de H. martiana. Neles foi possivel
observar que a espécie ndo apresentou sinais de toxicidade frente aos testes de toxicidade aguda
e subcrdnica em suas maiores doses, ndo sendo observada alteracdo histopatolégica nem a
morte dos animais, corroborando com os dados dessa pesquisa.

Além da coleta dos 6rgéos, também foi coletado o sangue dos animais e realizados 0s
exames bioquimicos e hematolégicos. O rim e figado sdo alvos de inUmeras substancias toxicas
(Suk et al., 2012). foram realizados os testes bioquimicos de creatinina, ureia como marcadores
de lesdo renal, e Alanina aminotransferase (ALT) e Aspartato aminotransferase (AST) como
marcadores para lesdo hepatica. Os resultados estdo demonstrados na Tabela 7.

Tabela 7 — Valores médios da dosagem sérica (média + desvio padrdo) de AST, ALT, ureia, creatinina
de camundongos Swiss Mus musculus tratados com EEBHm via oral por 28 dias nas doses de 25, 50 e
100 mg/kg e no grupo controle.

Controle EEBHmM 25 mg/kg EEBHmM 50 mg/kg EEBHmM 100 mg/kg

Ureia

15,21 + 3,28 16,61 + 2,24 175+2,77 15,26 + 2,91
(mg/dL)
Creatinina

0,41+ 0,08 0,41 +£ 0,04 0,47 £ 0,07 0,28 + 0,08

(mg/dL)
AST
(UIL) 10,95 + 4,16 11,08 + 3,75 10,65 + 5,41 12,95 + 4,66
ALT
(UIL) 12,88 + 3,85 13,88 + 4,20 13,08 +5,82 15,03 + 5,20

Legenda: Anova seguido por Tukey * p<0,05 comparados com o controle.
Fonte: Dados da pesquisa, 2023.
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Bezerra et al. (2008) relatam que a toxicidade pode ser também avaliada investigando a
variacdo dos 6rgdos e destaca como 0s principais 6rgaos afetados em caso de intoxicacao sao
figado e rins, por serem os 0rgaos responsaveis pela desintoxicacdo do organismo. Dessa forma,
é importante destacar que os parametros bioquimicos avaliados nesta pesquisa ndo sofreram
alteracdes significativas. Esses resultados corroboram com os dados de toxicidade aguda, massa
corporal dos animais e peso dos 6rgéos, sinalizando que o EEBHmM ndo apresenta sinais de
toxicidade frente a esses mamiferos. Contudo, a realizacdo de exames laboratoriais adicionais
poderia fornecer uma avaliacdo mais detalhada.

Também foram realizados os exames hematoldgicos, para avaliagdo do nimero de
hemacias, leucdcitos e plaquetas, dosagem de hemoglobina e hematdcrito e calculo dos indices
volume corpuscular médio (VCM); hemoglobina corpuscular média (HCM) e concentragdo de

hemoglobina corpuscular média (CHCM). Os resultados se encontram na tabela 8.

Tabela 8 — Efeitos do EEBHm sobre os parametros hematimétricos dos camundongos Mus musculus.

Controle EEBHmM EEBHmM EEBHmM
25 mg/kg 50 mg/kg 100 mg/kg
Hemacias 4,51 + 0,60 5,16 £ 0,57 5,34 £0,37 5,03 £ 0,59
(10%/uL)
Hemoglobina 13,26 + 1,30 1551 +1,88 16,08 + 1,26* 16,08 +1,19*
(9/dL)
Ht 39,83 +3,89 46,66 + 5,64* 48,66 + 3,90* 48,33 £ 3,59*
(%)
VCM 90,05+ 1,63 90,85+ 1,99 91,7 +£0,95 914+1,04
(fm3)
HCM 29,5+0,5 29,8 £ 0,56 30,1 £0,08 30,16 £ 0,12*
(p9)
CHCM 330 33,18 +0,13 33,18 +0,10 33,16 +0,13
(9/dL)
Leucdcitos 5183,3+£898,919 6600 +903,696  6033,3+1206,4 6133,3+1214,7
(10%/mm?)

Segmentado 45+ 1,63 44,33 +2,13 4516 £2,11 45,83 + 2,40
Eosindfilo 35+1,70 2+1,15 1,83 +£0,89 1,83 +£0,89
Linfocito 50,33 + 2,28 51,66 + 1,49 51,16 +1,95 51+ 2

Tipico
Mondcito 1,66 £ 0,37 2+0,81 2+1 1,33+£0,47
Plaquetas (/uL) 176500 166883,3 £ 188333,3 174666,7 £
35831,7 11894,2 43153,4 247835

Legenda: Anova seguido por Tukey * p<0,05 comparados com o controle; (VCM) Volume
Corpuscular Médio; (HT) Hematocrito; (HCM); Hemoglobina Corpuscular Média; (CHCM)
Concentragdo de Hemoglobina Corpuscular Média.

Fonte: Dados da pesquisa, 2023.
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Na anélise realizada dos pardmetros hematimétricos, pode ser observada alteragdo nos
hematdcritos de todos os grupos tratados com EEBHm, na quantidade de hemécias na dose
intermediaria (50 mg/kg) e na dose mais alta (100 mg/kg), e no HCM na maior dose
administrada em comparagdo com o controle.

O sistema hematopoiético € um dos alvos mais sensiveis as substancias quimicas toxicas
e um importante indicador do estado fisiopatoldgico em humanos e animais (Li et al., 2010). O
hemograma é um exame de grande importancia tanto na area veterinaria quanto para 0s
humanos. Constitui um dos mais explorados recursos primarios para apontamento de
desequilibrio orgéanico que pode nortear uma investigacdo mais assertiva. A ingestdo de
substancias toxicas, inclusive plantas e outros produtos naturais, pode alterar as concentracdes
das células sanguineas (Melo et al., 2012; Barros; Davino, 2014).

Os resultados do estudo de toxicidade subaguda indicaram que 0s seguintes parametros
hematoldgicos ndo sofreram alteragBes estatisticamente significativas durante todo o periodo
de 28 dias de tratamento: contagem total de hemécias, VCM, CHCM contagem total de
leucdcitos, contagem diferencial de leucécitos (neutrofilos, linfocitos, mondcitos, eosinofilos,
basofilos). Porém, houve aumento estatisticamente significativo na concentracdo de
hemoglobina do EEBHm de 50 mg/kg e 100 mg/kg, no hematocrito em todas as doses e no
HCM do EEBHmM 100 mg/kg.

A hemoglobina é uma proteina conjugada e € composta por globina e o nucleo
prostetico, heme, cujo principal componente quimico é o ferro (Bicalho; Carneiro, 2010). J& 0
HCM ¢ um indice hematimétrico, que fornece informacdes sobre o conteldo médio de
hemoglobina celular (Polizopoulou, 2010).

Evans (2008) discorre em sua pesquisa sobre o fato de os parametros hematologicos,
como hemoglobina e HCM, no ambito veterinario, especificamente para animais de laboratério,
seria preocupante se estivessem apresentando decréscimo em seus valores. Portanto, considera-
se que as alteracBes observadas nesses parametros hematologicos ndo sdo efeitos tdxicos
induzidos pelo EEBHm.

Outro fator que deve ser levado em consideracao é o potencial nutricional associado as
espécies do género Hymenaea. Estudos relatam o uso dessas espécies como ténico em geral,
fortificante, energizante, restaurador da for¢a organica e da producédo sanguinea, combatendo a
fraqueza em criangas, e sendo bastante utilizadas popularmente no tratamento para anemia
(Barret, 1994; Mendes; Carlini, 2007; Agra et al., 2007; Albuquerque et al., 2007a; Anselmo

et al., 2012). Diversas partes das espécies foram citadas durante os estudos, principalmente as
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cascas, folhas, galhos, resina, seiva e frutos (Barret, 1994; Albuquerque et al, 2007b; Mendes;
Carlini, 2007; Araujo et al, 2008; Cartaxo et al., 2010; Chaves; Barros, 2012).

Um ensaio realizado por Oliveira (2015) usando equipamento de espectrometria
atdmica, mostrou a concentracdo de ferro contido em amostras de H. martiana. Para as folhas,
o teor de ferro foi de 0,690 £ 0,003 ppm, e para as cascas, o teor de ferro foi de 32,280 + 0,402
ppm. Esses dados colaboram para justificar o uso farmacoldgico de espécies do género no
tratamento de anemia, uma vez que segundo a Infinity Pharma® (2017), a ingestdo de plantas
que contém ferro pode levar ao aumento na concentragdo de hemoglobina. Como o HCM ¢é
obtido através da relacdo entre hemoglobina e eritrocitos esse fato também explicaria a
alteracdo desse parametro laboratorial.

Tendo em vista esses dados, é possivel formular a hipdtese de que 0 aumento dos indices
hematol6gicos observados nos animais que receberam doses do EEBHm esté associado ao alto
poder nutricional dessa espécie e em especial aos niveis de ferro encontrados nas partes das
plantas desse género.

A alteracdo nos valores de hematocrito, puderam ser vistas em todos 0s grupos testados.
O hematdcrito € o volume da massa eritrdide do sangue. Quando abaixo do normal indica
anemia ou hemdlise, por erro na colheita do material e quando elevado pode revelar
desidratacdo, choque ou atividade fisica intensa (Bush, 2004).

Associada a essa informacdo, Ko e Luca (2009), relataram em sua pesquisa que, em
relacdo a outras espécies, 0s camundongos sdo animais mais suscetiveis a alteracbes nas
condigbes ambientais, pequenas variacbes na temperatura do ambiente e as respostas
fisioldgicas do animal podem acabar alteradas, correndo grande risco de entrarem em um estado
de desidratacéo.

Dessa forma, além do estresse animal causado pelo tratamento com doses orais de
EEBHmM ha 28 dias, soma-se 0 momento da anestesia, que segundo Council (2010) ndo existe
um agente anestésico ideal ou uma técnica perfeita para ser posta em pratica que ndo cause
nenhum estresse ao animal. Tais fatos podem ter contribuido para alteragdes no hematdcrito
uma vez que o estresse pode levar a desidratacao e essa, por sua vez, € uma das principais causas

de aumento desse parametro (Bush, 2004).

5. CONCLUSAO

Apds andlise fitoquimica, foi possivel observar que 0 EEBHmM mostrou a presenca de

algumas classes metabolicas como: saponinas, flavonoides, terpenos, cumarinas, taninos
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condensados e hidrolisaveis. Esses metabolitos secundarios possuem na literatura ampla
discusséo sobre suas acdes e puderam ser associados com as atividades biologicas apresentadas
pelo EEBHm.

O EEBHm apresenta atividade toxica contra Aedes aegypti, podendo ser considerado
um promissor método de controle alternativo para o combate deste mosquito. A analise
evidenciou indices de mortalidade acima de 95% para todas as concentracdes testadas como
larvicidas e para as trés maiores doses testadas como pupicida.

Os resultados de mortalidade tanto no estagio de larvas como no de pupas, bem como
as alteracdes de motilidade das larvas, sugerem que o EEBHm pode ter acdo tanto no trato
digestivo das larvas e, também, pela penetracdo dos compostos bioativos no corpo das larvas.

Diante do potencial do EEBHm para desenvolvimento de um bioinseticida, é de suma
importancia a analise toxicoldgica, e testes de toxicidade aguda e subaguda, demonstram
auséncia de toxicidade em Mus musculus. Tal fato, indica uma maior seguranca quanto a
utilizacdo do extrato bruto desta espécie como inseticida botanico, podendo ser inserido em
programas integrados de controle populacional do vetor.

Ainda em relacdo aos testes de toxicidade, foi possivel observar agdes do EEBHm sobre
0 SNC, foram observadas diversas ac¢des relacionadas a um potencial estimulantes do extrato
tanto nos testes de toxicidade aguda, quanto nos de toxicidade subaguda. Esses resultados
podem servir de base para posteriores pesquisas a fim de investigar o EEBHmM como
coadjuvante no tratamento de doencas que atingem o sistema nervoso.

Outro aspecto observado a partir desta pesquisa foi o poder nutricional associado ao
EEBHmM, que mostrou dados que sugerem a sua a¢édo no aumento da hemoglobina. Dessa forma,
também é importante que se faca analises posteriores no intuito de verificar quais elementos
contidos no extrato poderiam estar associados a essa relacéo, possibilitando o uso deste extrato

como um suplemento alimentar.
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The researches using vegetable oils and extracts have increased a series of actions in the control
of vectors of diseases and pests, suchas Aedes aegypti. The objective of this research
was to perform a phytochemical prospection of the crude ethanolic extract of the leaves of
Hymenaea martiana Hayne (EEBHmM) and to evaluate its toxicity on larvae and pupae of Ae.
aegypti. The leaves after being collected and dried were immersed in absolute alcohol,
the material was filtered and rotary evaporated to obtain the ethanolic extract. For the
chemical analysis of the extract, we followed the methodologies of thin layer
chromatography and chemical reaction proposed by Harbone (1982) and Wagner and
Bladt (1996). To evaluate the larvicidal and pupicidal activity, concentrations of 10
mg/mL, 7.5 mg/mL, 5 mg/mL and 2.5 mg/mL of BSEBHm were used. After analyzing
the mortality data of larvae and pupae, in relation to the control, the Average Lethal
Concentration (ML50) was calculated using GraphPad Prism 8® software. In the chemical
analysis performed, the presence of flavonoids, coumarins, terpenes and saponins were
identified in the BSEBHmM. After 24 hoursof the larvicidal experiment, it was observed that the
exposed larvae presented a mortality rate higher than 90% in all concentrations used. In relation
to the pupicide test during the 24 hours of exposure, the concentrations of 10, 7.5 and 5 mg/mL
showedmore than 90% mortality. The LC50 for Aedes aegypti in the larval stage was
calculated as 1.79 mg/mL and for the pupal stage as 2.36 mg/mL. From the results
generated it was observed that EEBHm had larvicidal and pupicidal action on Ae. aegypti, this
biological activity may be related to the metabolic classes found in the extract as
coumarins, flavonoids and saponins.

Keywords: plant extracts, chemical analysis, vector control, Aedes aegypti.

1. INTRODUCAO

Um dos maiores vetores em importancia médica no Brasil atualmente é Aedes aegypti,
esse mosquito chegou no Brasil no periodo da colonizacdo e é o vetor do virus causador de
doencas em crescimento, como dengue, zika, chikungunya e febre amarela. Essas doencas virais
sdo caracterizadas como um importante problema de saude publica no pais, de expanséo global,
e com predisposi¢do de rapida expansdo de distribuicdo geografica do vetor e dispersao do virus
(FONSECA et al., 2019; LUCENA et al., 2019).

Nos ultimos anos é constante o alto nimeros de casos associados a arboviroses,
destacando-se a dengue. No Brasil, nos anos de 2020 foram notificados 968.939 casos provaveis
de dengue e em 2021 cerca de 534.743, mantendo altos indices mesmo durante a pandemia
causada pelo Sars-Cov-2, que durante esse periodo de tempo foi responsavel pela
subnotificacdo de diversos tipos de doencas (BRASIL, 2021).

Essa disseminacdo global da dengue é quase totalmente dependente dos ambientes
criados pelos humanos e de fatores importantes como a urbanizagdo ndo planejada, condicGes
de vida susceptivel, ineficiéncia da Vigilancia Epidemiolégica e da Vigilancia em Salde

Ambiental no controle do vetor. Outros fatores incluem variages e flutuagdes climaticas, como
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0 aumento da temperatura, variagdes na pluviosidade e umidade do ar, pois favorecem a
disseminacdo e desenvolvimento do vetor. Os mosquitos passam por quatro etapas de
desenvolvimento (ovo, larva, poupa e vida adulta), sendo que, cada etapa é sensivel as
condigdes ambientais (MOUSTAID; JOHNSON, 2019).

No Brasil, o controle de Ae. aegypti se concentra basicamente na reducao do nimero de
mosquitos imaturos e adultos com o uso de produtos quimicos larvicidas ou inseticidas. Porém
essas medidas intervencionais sdo de dependéncia continua, apresentam altos custos e esta
ameacada pela selecdo de espécies resistentes (LINDSAY, 2017).

Contudo, existem estratégias promissoras e sustentaveis de prevengdo e controle
bioldgico da dengue, como extracdo de 6leos essenciais de plantas que apresentam compostos
com atividade inseticida e podem ser utilizados para controlar o mosquito (BORRERO-
LANDAZABAL; DUQUE; MENDEZ-SANCHEZ, 2020)

Os produtos naturais representam uma fonte inesgotavel para a descoberta de novos
agentes terapéuticos. Suas estruturas complexas conferem a eles propriedades bioldgicas
extraordinarias, dando-lhes um papel importante nos programas de descoberta de novas drogas
(LITAUDON et al., 2019).

Os vegetais reconhecem os sinais de ameaca e criam respostas de defesa como, por
exemplo, a sintese de metabdlitos secundarios. Esses compostos servem a diversos propositos
que auxiliam na sobrevivéncia, persisténcia e competitividade da planta e muitos possuem
atividades biologicas importantes para os seres humanos, incluindo o desenvolvimento de
produtos farmacéuticos industrialmente importantes (THAKUR et al., 2019).

O Brasil é um pais rico em diversidade e que oferece um grande nimero de espécies
vegetais que podem ser utilizadas no desenvolvimento de produtos. Dessas plantas podemos
destacar as que fazem parte da caatinga, e em especial a espécie Hymenaea martiana Hayne
(MOURAO, 2021; SILVA, 2019).

Essa espécie, conhecido popularmente como “jatobda” ¢ comumente encontrada na
regido nordeste do Brasil e possui diversas atividades comprovadas como: antinociceptiva e
antiinflamatéria (PACHECO et al., 2021), antioxidante (OLIVEIRA et al, 2021), antibacteriana
(PEIXOTO et al., 2016) e hepatoprotetora (CLOSA et al., 1997).

Tendo como base a literatura, os relatos a respeito desse género e os problemas
relacionados ao controle de Ae. aegypti, 0 objetivo desse trabalho foi analisar a composigédo
quimica do extrato etanolicos das folhas de Hymenaea martiana Hayne e verificar seu potencial
no controle de Ae. aegypti.

2. METODOLOGIA
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2.1 MATERIAL VEGETAL E PREPARACAO DO EXTRATO

Esta pesquisa esta cadastrada no Sistema Nacional de Gestdo do Patriménio Genético e
do Conhecimento Tradicional Associado — SISGEN sob nimero de protocolo AAE34B3 e
segue todos os protocolos para trabalhos utilizando a flora brasileira.

A coleta do material vegetal (folhas de Hymenaea martiana) foi realizada no periodo
matutino, no més de dezembro de 2019 na regido do Parque Nacional do Catimbau, situada no
Estado de Pernambuco, apresentando as seguintes coordenadas: latitude 8° 35' 46" Sul e
longitude 37° 14" 32" Oeste. A espécie foi identificada no Instituto Agronémico de Pernambuco

- IPA e a exsicata depositada sob tombo n°® 94668.

2.1.1 Processamento do material vegetal

Apds a obtencdo, a planta foi encaminhada ao Laboratorio de Farmacologia e
Cancerologia Experimental (LAFAC) para processamento e obtencdo do extrato bruto
etandlico. Inicialmente, as folhas foram separadas dos caules e lavadas em agua corrente. Em
sequida, as folhas foram secas com papel toalha e pesadas, obtendo-se o valor de 700 g de
folhas frescas, e posteriormente submetidas a estufa de circulacdo de ar modelo NT 513 — Novas

Técnica, durante 72 horas, sob a temperatura de 30-36°C.

2.1.2 Preparacdo do extrato bruto etanolico

Depois de submetidas a secagem, as folhas foram pesadas novamente, pesando 427,5 g
e foram fragmentadas com auxilio de tesoura em pequenos pedagos, os quais foram triturados
manualmente e submetidas ao processo de maceragdo, usando como solvente o etanol a 95%,
em uma proporcdo de 4 L de etanol para 200 g das folhas secas, obtendo o extrato fluido. Em
seguida, o extrato foi colocado para agitacdo em agitador automatico por cerca de 10h, filtrado
em papel filtro qualitativo gramatura (80 g/m2), e logo ap6s, concentrado em evaporador
rotativo a temperatura de + 40° C para obtencdo do Extrato Etanolico Bruto das folhas de

Hymenaea martiana (EEBHm).

2.2 ANALISE FITOQUIMICA
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Para a realizacdo da prospeccdo fitoquimica, seguiu-se, inicialmente, a técnica de

cromatografia em camada delgada, visando verificar, inicialmente, a presenca dos seguintes

compostos: alcaloides, cumarinas, flavonoides, saponinas, taninos, terpenos e quinonas.

A verificagdo da presenca de saponinas foi realizada de acordo com Harbone (1998).

Apobs a separacdo dos metabdlitos, foram utilizados reveladores adequados e sistema de

desenvolvimento empregando padrdes cromatograficos (Quadro 1).

Quadro 1 - Metabdlitos secundarios, fases moveis, reveladores e padrdes usados no perfil

fitoquimico do EEBHm.

Classe Fase movel Revelador Padréo
AcOEt-HCOOH-
Alcaloides AcOH-H20 Dragendorff Pilocarpina
(100:11:11:27 viv)
. . CHCI3-MeOH (98:2 KOH 10% Cumarinae
Cumarinas e Quinonas
VIV) lapachol

Flavonoides, derivados
cinamicos e
fenilpropanoglicosideos

AcOEt-HCOOH-
AcOH-H0
(100:11:11:27 viv)

NP-PEG (NEU)

Quercetina, rutina
e acido
clorogénico

Teste de Extrato aquoso de
Saponinas formacéo de casca de Zizipus
espuma joazeiro (jud)
Protoantocianidinas AcOEt-HCOOH-
condensadas e AcOH-H0 Vanilina Catequina
leucoantocianidinas (100:11:11:27 viv) cloridrica
: : Tolueno:AcOEt (90:10 Lieberman & B-sitosterol
Triterpenos e esteroides
VIV) Burchard
. Tolueno:AcOEt (90:10 Anisaldeido .
Mono e sesquiterpenos . Timol
vIv) sulfarico

Fonte: Adaptado de Wagner e Bladt (1996).

2.3 ENSAIOS INSETICIDAS

2.3.1 Estabelecimento e manutenc¢éo da col6nia
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Os ovos de Ae. aegypti, foram cedidos pelo Insetéario do Instituto Aggeu Magalhaes
(FIOCRUZ), os quais foram depositados em recipientes plasticos (15,0 cm x 5,0 cm) contendo
agua deionizada, na proporcao de, aproximadamente, 1000 ovos para 1 L de agua deionizada e
1 g de alimentacéo. As vasilhas com 0s ovos e a 4gua deionizada foram acondicionadas em uma
sala climatizada regulada para 27°C £ 1°C, sendo a umidade relativa do ar ideal entre 70 e 80%.

Apbs o sexto dia, as larvas atingiram a fase de pupa, as quais foram coletadas e
colocadas dentro de recipientes plasticos para posterior emergéncia. Esses recipientes foram
colocados dentro de gaiolas (40,0 cm x 15,0 cm). Ap6s a emergéncia dos adultos, machos e
fémeas foram alimentados com solugcdo acgucarada, obtida a partir de 4&gua mineral e agUcar
refinado comercial, na proporc¢éo de 1:9 (p/v), sendo que, uma vez por semana, foi realizado o
repasto sanguineo as fémeas com sangue de ratos Wistar (Rattus norvegicus), conforme as
normas estabelecidas pelo Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA), com o nimero de
protocolo 23076.049863/2015-91. No terceiro dia, apds o repasto sanguineo, foi estimulada a

oviposicao, sendo colocados recipientes com papel-filtro para a deposi¢do dos ovos.

2.3.2 Avaliacdo da atividade larvicida do EEBHmM

Para avaliacdo da atividade inseticida do EEBHm, foram utilizadas larvas de terceiro e
quarto instar. O extrato seco bruto obtido foi ressuspendido em agua estéril contendo 1% (v/v)
de tensoativo monolaurico (Tween 80) para facilitar a dissolucdo, ajustando a concentracédo
final para 1 g de extrato seco em 1 mL de solugédo. Do volume total do extrato concentrado
foram feitas diluicbes com &gua destilada estéril e foram obtidas as concentragdes da amostra
de 10; 7,5; 5,0 e 2,5 mg/mL. Para a preparacdo do grupo controle, também foi utilizado Tween
80 e agua destilada nas mesmas proporcdes definidas.

No bioensaio, foram usadas 30 larvas por repeticao, e trés repeti¢cGes por tratamento. As
observagdes da mortalidade das larvas foram realizadas nos intervalos de 30 min, 1h, 2h, 4h,
8h, 16h e 24h, apos o inicio do experimento (WHO, 1970).

2.3.3 Avaliacéo da atividade pupicida do EEBHmM

Para avaliacdo da atividade inseticida do EEBHm, foram utilizadas pupas. O extrato
seco bruto obtido foi ressuspendido em agua estéril contendo 1% (v/v) de tensoativo
monolaurico (Tween 80) para facilitar a dissolucdo, ajustando a concentracao final para 1 g de

extrato seco em 1 mL de solucdo. Do volume total do extrato concentrado foram feitas diluices
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com agua destilada estéril e foram obtidas as concentragdes da amostra de 10; 7,5; 5,0 e 2,5
mg/mL. Para a preparacdo do grupo controle, também foi utilizado Tween 80 e agua destilada
nas mesmas proporcdes definidas.

No bioensaio, foram usadas 30 pupas por repeticao, e trés repeti¢des por tratamento. As
observacdes da mortalidade das pupas foram realizadas nos intervalos de 30min, 1h, 2h, 4h, 8h,
16h e 24h, apos o inicio do experimento (WHO, 1970).

2.4 ANALISE DOS DADOS E TABULACAO DOS RESULTADOS

Os resultados dos ensaios foram tabulados em uma planilha eletrénica do programa
Microsoft Office Excel 2016 e, a partir dos resultados obtidos, foram elaborados os elementos
graficos. Com os resultados da analise dos dados de mortalidade de larvas e pupas, em relacéo
ao controle, foram calculadas as médias * desvio padrdo e Concentracdo Letal Média (CLso)

utilizando o software GraphPad Prism 8®.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Apbs a realizacdo dos ensaios propostos nessa pesquisa, a seguir, estdo os resultados
obtidos através das atividades testadas. O perfil fitoquimico € um estudo preliminar que busca
detectar a presenca dos compostos de determinada planta e caracteriza-los. Servem de base para
a investigacdo de plantas medicinais e como orientagdo para analises mais especificas e
producéo de fitoterdpicos ou medicamentos de origem vegetal.

A analise fitoquimica preliminar do EEBHm coletadas no municipio de Buique — PE,

encontra-se descrita na Tabela 1.

Tabela 1 — Prospeccéo fitoquimica preliminar do EEBHm.

Metabolitos secundarios avaliados Resultado

Saponinas +

Flavonoides +
Fenilpropandides -
Triterpenos e esteroides +

Mono e sesquiterpenos +
Alcaloides -
Proantocianidinas e leucoantocianidinas +
Taninos hidrolisaveis Tr
Cumarinas +

Quinonas -
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Legenda: (+) positivo; (tr) tracos e (-) ausente.

Fonte: Dados da pesquisa.

Conforme demonstrado nas tabelas 1, foram reveladas atraves dessas técnicas a
presenca de: catequinas, cumarinas, flavonoides, taninos, terpenos e saponinas. O género
Hymenaea é conhecido por apresentar alguns compostos, dentre eles, o acido isocitrico, acido
isopimarico, acidooleico, acido protocatecuico, terpenos, cumarinas, flavonoides, taninos
e compostos fenolicos, corroborando com os resultados obtidos na prospeccédo fitoquimica
(SILVA OLIVEIRA, et al., 2018).

Segundo Tiago e colaboradores (2019 e 2020) as espécies pertencentes ao género
Hymenaea possuem compostos terpénicos e fendlicos e essas substancias sdo algumas das
responsaveis pelas acdes antifungicas, antibacterianas e moluscicidas que comumente sdo
apresentadas por espécies pertencentes a esse género.

A presenca dos flavonoides € constantemente encontrada em espécies de H. martiana,
sendo citadas em pesquisa como as de Silva e colaboradores (2012), Vieira e colaboradores
(2018) e Oliveira e colaboradores (2021). Em uma pesquisa realizada por Oliveira et al. (2016),
utilizando os frutos da espécie, além de flavonoides também foi identificada a presenca de
monoterpenos e diterpenos e saponinas, corroborando com os dados da pesquisa.

Quanto aos compostos encontrados nessa pesquisa e que ndo foram citados por outros
autores, essa diferenca justifica-se em fatores como: Sazonalidade, ritmo circadiano e clima em
gque uma vegetal é coletada, além da forma de processamento do extrato, também podem
influenciar na quantidade e natureza dos constituintes bioativos presente no vegetal no fato dos
metabdlitos secundarios serem diversos e representarem atividades bioldgicas distintas
(MOHAMMED et al., 2018; ZIANE et al., 2019; PASSOS et al., 2012).

Em relagdo & atividade larvicida sobre Ae. aegypti, a maior dose (10 mg/mL) atingiu a
taxa de mortalidade de 94,4%, durante as 24 horas de acompanhamento do experimento. Todas
as doses mantiveram a sua taxa de mortalidade acima desse percentual. Nas doses 7,5 mg/mL,
5,0 mg/mL, 2,5 mg/mL, as taxas de mortalidade foram respectivamente 97,8%, 95,6% e 97,8%.

Em relacdo a avaliagdo da atividade inseticida do EEBHm sobre a fase evolutiva de
pupa de Ae. aegypti, obteve-se um percentual de mortalidade acima de 50% em todas as
concentracdes. Sendo eles, 95,6% na concentracdo de 10,0mg/mL, 96,7% na concentracdo de

7,5 mg/mL, 97,8% na concentracdo de 5,0 mg/mL e 53,3% na concentracdo de 2,5 mg/mL.
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Apos a avaliacdo da mortalidade foram calculadas as concentragdes letais 50 e 90 (CLso,

CLoo) e os resultados estdo demonstrados na Figura 1

Figura 1. Avaliacdo da CLsg e CLgo do extrato etanolico bruto de Hymenaea martiana sobre

larvas (A) e pupas (B) de Aedes agypti.

A . -
Acéo larvicida

120 -
110 -
100 -

................... Clgg = 2,69 mg/mL

LT ™ [P CL50 = 1,79 mg/ml_

Mortalidade %
3

T T 1
0.8 1.0 1.2

Log concentragcdo (mg/mL)

Acao pupicida

120 7
110 9

Clgy = 4,22 mg/mL

CLsy = 2,36 mg/mL

Mortalidade %

0 T T T T T 1
0.0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0 1.2

Log concentragdo (mg/mL)

Fonte: Dados da pesquisa.

Analisando os dados acima é possivel observar que o0 EEBHm atingiu altos indices de

mortalidade tanto em larvas quanto em pupas. Além da presenca das cumarinas, anteriormente
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citada como um dos metabdlitos secundarios responsaveis por essa acdo, podemos citar também
a presenca dos flavonoides que foram encontrados no EEBHm.

Em sua pesquisa, Crozier, Jaganath e Clifford (2009) associaram o poder inseticida dos
flavonoides e antocianinas ao seu potencial de atracdo apresentado devidos a suas cores; dessa
forma, elas poderiam atuar como sinais visuais para a atracdo de insetos e devido a sua
adstringéncia, atuam como um sistema de defesa contra os insetos que sdo prejudiciais as
plantas.

Comparando os testes realizados em larvas e pupas pode se notar pontos de divergéncia
como o atraso na mortalidade das pupas quando comprado as larvas e a auséncia de diminuicao
de motilidade. Beserra e colaboradores (2008) explica em sua pesquisa que na fase pupal, Ae.
aegypti ndo se alimenta, apresenta movimentos reduzidos e é mais resistente a condi¢fes
adversas. Esses fatos podem explicar o atraso na mortalidade, tanto pela auséncia da
alimentacéo, o que pode diminuir a interagcdo das pupas com o extrato, quanto pelo fato de nesse
estagio elas serem mais resistentes a mudancas ambientais.

Sobre tal fato, Souza e colaboradores (2011), bem como, Gupta e colaboradores (2011)
ratificam que, como as pupas ndo se alimentam, 0os compostos com agdo pupicida tem
mecanismo de acdo através da absorcdo pela superficie corporal ou causam danos nas trompas
respiratorias. Dessa forma, as diferencas entre o efeito larvicida e pupicida do EEBHmM podem
indicar uma maior acdo do extrato no trato digestivo das larvas e/ou sobre o seu epitélio.

Sobre as altas taxas de mortalidade encontradas nos testes tanto larvicidas como
pupicida, Porto e colaboradores (2017) estudando o efeito larvicida de extratos de mais de 40
plantas nativas do Brasil contra Ae. aegypti mostraram que os extratos com maior letalidade
eram os obtidos com solventes metandlicos e etandlicos, principalmente quando as extracfes
dos produtos eram realizadas a partir das folhas das plantas. Tal fato, consolida os resultados
encontrados nessa pesquisa, onde foi utilizado nos testes um extrato etandélico obtido a partir
das folhas de Hymenaea martiana.

Em relagdo aos altos percentuais de mortalidade atingidos pelo EEBHm tanto contra
larvas como contra pupas, Kabaru e Gichia (2001) destacam essas caracteristicas como
qualificadoras de bons inseticidas, pois estes produtos devem ser capazes de interferir no ciclo
de vida do vetor em seus diferentes estagios de maturacao.

Também foram observadas as altera¢cbes comportamentais das larvas e pupas durante o
experimento. Em contato com o EEBHm, as larvas alteraram a motilidade ja nos primeiros
trinta minutos de experimento. Com o passar do tempo, 0os movimentos larvais foram sendo

gradualmente comprometidos, ficando parcialmente imobilizadas na primeira hora de
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experimentacdo, comportamento estes ndo observados no grupo controle, cujos movimentos
continuaram normais. J& em relacdo as pupas ndo foram observadas mudancas
comportamentais significativas quando comparadas as concentragdes e o controle negativo.
Esse efeito causado nas larvas de Ae. aegypti apds entrarem em contato com o extrato
pode estar relacionado a penetra¢do dos compostos bioativos no corpo das mesmas. De acordo
com Sparg et. al. (2004), a interacdo com as saponinas presentes nas substancias bioativas e 0s
esterdis presentes na membrana celular da larva, ocasiona uma ruptura gerada pelo aumento da
permeabilidade e desbalanco hidrolitico. Cheeke (2000) afirma que as saponinas sdo
consideradas um surfactante natural de alto potencial biol6gico, o que explicaria a facilidade de

penetracdo do EEBHm nas células larvais.

4. CONCLUSAO

Apds andlise fitoquimica, foi possivel observar que 0 EEBHmM mostrou a presenca de
classes metabolicas associados as atividades biologicas apresentadas pelo EEBHm. Através dos
bioensaios de atividade insetida realizados foi possivel averiguar que o EEBHm apresenta
atividade inseticida contra duas formas evolutivas de Ae. aegypti, as larvas e as pupas, podendo
ser considerado um promissor método de controle alternativo para o combate deste mosquito.

A analise das diferentes concentracOes testadas evidenciou indices de mortalidade acima
de 95% para todas as concentragdes testadas como larvicidas e para as trés maiores doses
testadas como pupicida. Os resultados de mortalidade tanto no estagio de larvas como no de
pupas, bem como as alteragcdes de motilidade das larvas, sugerem que o EEBHm possa ter acéo
tanto no trato digestivo das larvas e também pela penetracdo dos compostos bioativos no corpo
das larvas.

Diante do potencial apresentado pelo EEBHm, é de suma importancia o
desenvolvimento de estudos futuros que busquem realizar ensaios farmacoldgico voltados para
o desenvolvimento de férmulas farmacéuticas bioinseticidas que sejam seguras para a

populacéo e eficazes com combate ao mosquito Ae. aegypti.
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ABSTRACT

Hymenaea martiana is popularly used in the treatment of several diseases due to the
pharmacological properties of its bioactive compounds. Despite its wide use in popular
medicine, there is a lack of studies in the literature on the toxicity of this species. Thus, the
objective of the present study was to perform the phytochemical analysis and evaluate the acute
toxicity of the ethanolic extract of Hymenaea martiana Hayne leaves. After being collected,
the leaves were dried in an oven and immersedin absolute alcohol. The material was
filtered and rotary evaporated to obtain the ethanolic extract. The phytochemical profile
research was based on the methodology proposed by Matos (1997) and the Thin Layer
Chromatography (TLC) technique. To evaluate the toxicity of the BSEBHm, female Swiss
(Mus musculus) mice were used. Acute toxicity followed the protocol proposed by OECD
(2001) starting with a dose of 2000 mg/mL. Afterwards, the data were tabulated and the
results were analyzed. In the chemical analysis performed, the presence of flavonoids,
coumarins, terpenes, tannins and saponins were identified in the BSEBHm. In the acute toxicity
test the assay results classified the extract in category 5 (as reference the Globally Harmonised
System -GHS) and its Lethal Dose50 (LD50) was stipulated as >5000 mg. During the
observation of the animals stimulant effects at the Nervous System level could also be observed.
From the results generated it was observed that EEBHm has indicative of safety for its use and
that the secondary metabolites found in the extract may be useful for the development of drugs
that stimulate brain functions.

Keywords: plant extracts,chemical analysis,acute toxicity tests,central nervous system
stimulant.

1. INTRODUCAO

Historicamente, os produtos naturais e seus analogos estruturais tém contribuido
constantemente para a farmacoterapia, oferecendo caracteristicas especiais em compara¢do as
moléculas sintéticas convencionais, que conferem vantagens e desafios para o processo de
descoberta de medicamentos. Nos ultimos anos, os avangos nos desenvolvimentos tecnolégicos
e cientificos estao abrindo novas oportunidades e, consequentemente, facilitando os estudos na
area farmacoldgica (ATANASOV, 2021).

Esses vegetais sintetizam compostos quimicos bioativo e apresentam-se como uma
fonte inesgotavel para a descoberta de novos agentes terapéuticos. Suas estruturas complexas

conferem a eles propriedades biologicas extraordinarias, dos quais podem ser obtidos
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medicamentos fitoterapicos ou substancias com propriedades farmacoldgicas, dando-lhes um
papel importante nos programas de descoberta de novas drogas (LITAUDON et al., 2019;
MOURA; NEVES; CORADIN, 2021).

Visto a importancia do uso de plantas como possibilidade terapéutica para a ciéncia, é
necessario que haja um controle de qualidade e seguranca desses produtos, para que seu uso
seja realizado de maneira segura e se tenha informacgdes a respeito da toxicidade, preparo,
indicacgdes, contraindicacdes e dosagens. As substancias bioativas presentes nas plantas séo
conhecidas pelos beneficios obtidos através de seus usos, mas esses compostos também podem
ser nocivos a salde (CARNEIRO et al., 2014; PEREIRA et al., 2014; SILVA et al., 2017a).

De forma geral, as intoxicacdes provocadas por plantas medicinais ndo sdo notificadas,
uma vez que as manifestacGes clinicas apresentadas ndo sdo associadas a utilizacdo ou
exposicao a um determinado vegetal, ja que grande parte dos usuarios, ndo tem conhecimento
que as plantas podem possuir efeitos tdxicos ao organismo. Também ha a crenca de que o
natural ndo oferece riscos a saude, disseminando uma ideia de seguranca para Seu USO
(PADAYACHEE & BAIINATH, 2019).

Além disso, o diagndstico do paciente com intoxicacao e a identificacdo da espécie em
casos de acidentes, pode ser uma tarefa dificil. Essa dificuldade é atribuida em grande parte a
escassez de informacdes acerca das espécies e da utilizagdo correta dessas plantas por parte dos
pacientes. Esse conjunto de fatores faz com que muitos casos ndo sejam relatados ou sdo
registrados como intoxicacdo por agente desconhecido (MONSENY et al., 2015; PEACOK et
al., 2009).

Por todos 0s motivos expostos, as pesquisas realizadas para avaliacdo da acdo dos
compostos bioativos presente nos vegetais devem priorizar a qualidade e seguranca desses
produtos. Os estudos associando conhecimentos com base nas acgdes farmacoldgicas e
toxicologicas, a posologia e aspectos clinicos associados as substancias naturais, evitam uma
propagacao de uso inadequado e permitem que 0 seu uso seja eficaz e ndo danoso (JORDAN,
CUNNINGHAM, MARLES, 2010; SEEFF, 2007).

Dentre os géneros que apresentam grande potencial para estudos farmacologicos e
toxicoldgicos estd Hymenaea sp. Esse género pertence a familia Fabaceae, possuindo 18
espécies registradas no Brasil, sendo 12 delas endémicas e 07 delas encontradas no bioma
Caatinga, dentre essas, podemos destacar Hymenaea martiana Hayne (PINTO, TOZZI,
MANSANO; 2023).

Hymenaea martiana € uma espécie popularmente conhecida no Nordeste do Brasil

como “jatoba” e figura entre as espécies de Hymenaea de maior expressao econémica e
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medicinal. Este vegetal é amplamente utilizado pela populagdo na construgdo civil, em
ornamentacdo e principalmente na cura ou amenizacdo de doencas (BATISTA et al; 2011;
JUDD et al., 2009).

Dessa forma, faz-se necessarios estudos que visem identificar e caracterizar as
potencialidades dessa espécies uma vez que suas substancias podem auxiliar a na fabricacéo de
medicamento e no tratamento de muitas doencas. Dito isso, esta pesquisa teve como objetivo
realizar a analise fitoquimica e avaliar a toxicidade aguda do extrato etanolico das folhas de

Hymenaea martiana Hayne.

2. METODOLOGIA

2.1 MATERIAL VEGETAL E PREPARACAO DO EXTRATO

Esté pesquisa esta cadastrada no Sistema Nacional de Gestdo do Patrimdnio Genético e
do Conhecimento Tradicional Associado — SISGEN sob nimero de protocolo AAE34B3 e
segue todos os protocolos para trabalhos utilizando a flora brasileira.

A coleta do material vegetal (folhas de Hymenaea martiana) foi realizada no periodo
matutino, no més de dezembro de 2019, na regido do Parque Nacional do Catimbau, situada no
Estado de Pernambuco, apresentando as seguintes coordenadas: latitude 8° 35' 46" Sul e
longitude 37° 14" 32" Oeste. A espécie foi identificada no Instituto Agronémico de Pernambuco

- IPA e a exsicata depositada sob tombo n°® 94668.

2.1.1 Processamento do material vegetal

Apbs a obtencdo, a planta foi encaminhada ao Laboratorio de Farmacologia e
Cancerologia Experimental (LAFAC) para processamento e obtencdo do extrato bruto
etandlico. Inicialmente, as folhas foram separadas dos caules e lavadas em agua corrente. Em
seguida, as folhas foram secas com papel toalha e pesadas, obtendo-se o valor de 700 g de
folhas frescas, e posteriormente submetidas a estufa de circulacdo de ar modelo NT 513 — Novas

Técnica, durante 72 horas, sob a temperatura de 30-36°C.

2.1.2 Preparacao do extrato bruto etandlico
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Depois de submetidas a secagem, as folhas foram pesadas novamente, pesando 427,5 g
e foram fragmentadas com auxilio de tesoura em pequenos pedacos, os quais foram triturados
manualmente e submetidas ao processo de maceracgdo, usando como solvente o etanol a 95%,
em uma proporcao de 4 L de etanol para 200 g das folhas secas, obtendo o extrato fluido. Em
seguida, o extrato foi colocado para agitagdo em agitador automatico por cerca de 10h, filtrado
em papel filtro qualitativo gramatura (80 g/m2), e logo apds, concentrado em evaporador
rotativo a temperatura de £ 40° C para obtencdo do Extrato Etandlico Bruto das folhas de

Hymenaea martiana (EEBHm).

2.2 PROSPECCAO FITOQUIMICA

Para a realizacdo da triagem fitoquimica tomou-se como base a metodologia proposta
por Matos (1997) e a técnica de Cromatografia em Camada Delgada (CCD) em placas de gel
de silica (MERCK-Germany,15553), empregando-se o sistema de solventes. As técnicas foram
trabalhadas com algumas adaptacdes a fim de realizar a prospec¢do das seguintes substancias:
Alcaloides, Cumarinas, Flavonoides, Taninos, Terpenos e Saponinas.

Os alcaloides foram revelados com reagente de Dragendorff e utilizado escopolamina
como substancia padrdo. Para flavonoides, uma aliquota do extrato foi solubilizada em alcool
70 % (ETOH 70 %), adicionado Cloroformio (CHCIs) e agitado para obtencéo de duas fases,
cloroformica e hidroalcéolica. Empregou-se uma mistura de acetato de etila: cido formico:
acido aceético glacial: agua (100:11:11:26 v/v) como fase mével e foi revelada com o reagente
de NEU, com observac¢do em camara de U.V. (365 nm), que utilizou como substancia padrdo a
quercetina.

Para a pesquisa de terpenos empregou-se como fase movel uma mistura, tolueno: acetato
de etila (93:7 v/v), revelada com vanilina sulfdrica a 1 %, seguida de aquecimento em estufa
(100°C). O surgimento de manchas com coloragdo roxo/verde/azul foi usado como critério
diagnostico. Para as Cumarinas, a fase mdvel utilizada foi éter (1:1) apds secagem utilizou-se
o revelador KOH/EtOH e colocou sob uma luz UV. Para taninos o efluente utilizado foi acetato
de metila: tolueno: &cido férmico: agua (80:10:5:5) e o Revelador FeCls e para as saponinas

foi usado o indice de espuma apds a agitacao.

2.3 ENSAIO DE TOXICIDADE AGUDA
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Os testes foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso Animal (CEUA) da
Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), sob protocolo de n° 0053/2019. Os experimentos
foram conduzidos no Laboratorios de Farmacologia e Cancerologia Experimental (LAFAC) do
Departamento de Antibioticos da UFPE.

No ensaio de toxicidade, foram utilizadas fémeas (nuliparas e ndo gravidas) de
camundongos albinos Swiss (Mus musculus) provenientes do biotério do LAFAC, do
Departamento de Antibioticos da UFPE. Os animais pesavam entre 30 e 45 gramas e tinham
idades entre 90 e 120 dias, receberam agua ¢ ragao “ad libitum” ¢ foram mantidos em condigdes
normais de temperatura (22 + 2 °C) e umidade (60 + 1%), sob ciclo natural claro e escuro de
12-12 horas.

O teste de toxicidade oral aguda foi realizado segundo o protocolo experimental
Guideline 423 (OECD 423; 2001) com doses sequenciais, seguindo a proposta da Sociedade
Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratorio/Colégio Brasileiro de Experimentacdo
Animal (COBEA).

Como sugerido pelo protocolo, quando houver estudos anteriores que indiquem baixos
efeitos toxicos relacionados a substancia testada, deve-se iniciar a avaliacdo a partir da dose de
2000 mg/kg, onde a proxima dose a ser testada é determinada a partir do resultado da primeira
aplicacdo.

Os animais foram divididos em grupos experimentais de trés animais e a alimentacédo
foi suspensa por 4 horas, antes do experimento e a agua liberada. A alimentacao foi reintegrada
ap6s 3 horas da administracdo. O EEBHm foi solubilizado em Tween 80 1% (v/v) e em salina
e posteriormente, a solucdo foi administrada por via oral nos camundongos, introduzida no trato
digestorio dos animais, através de canula metalica acoplada a seringa (gavagem). O manejo e
cuidado com os animais seguiram 0s principios éticos da experimentacdo animal, segundo
critérios estabelecidos pelo CEUA.

Apos a administracdo da dose por via oral, os animais foram acompanhados na primeira
hora, periodicamente (6 em 6 horas) nas primeiras 24 horas e diariamente por 14 dias. Cada
animal foi marcado, de forma diferente, para posterior acompanhamento. As marcac¢des foram
realizadas com uma caneta marcadora permanente correspondente aos numeros ordinais de 1 a
3. Os animais foram observados quanto as diversas reacfes comportamentais relacionadas com
o Sistema Nervoso Central (SNC) (efeitos estimulantes e depressores) e com o Sistema Nervoso
Autbnomo (SNA).
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A massa corporal de cada animal e os parametros fisiologicos (consumo de ragéo e
producdo de excretas) foram acompanhados diariamente. Ao fim do periodo de observacao,
todos os animais sobreviventes foram eutanasiados e autopsiados.

Posteriormente, os dados foram tabulados utilizando o Microsoft Office Excel® verséo
2016. A relacdo entre o peso corporal dos camundongos e o tempo de observagéo foi obtida
segundo a andlise de regressao linear. Tal relacdo foi avaliada pelo célculo do Coeficiente de
correlacédo de Pearson. Diferencas significativas foram analisadas pelo teste t de Student a 5%

de probabilidade.

3. RESULTADO E DISCUSSAO

As plantas utilizadas pelo homem com a finalidades curativas tém instigado pesquisas
que pretendem avaliar as suas atividades bioldgicas e os metabdlitos secundarios. Para elucidar
e caracterizar as substancias presentes nesses vegetais, tem se investido em estudos
fitoquimicos buscando registra-las e caracteriza-las. A analise fitoquimica preliminar do

EEBHmM encontram-se descritos na Tabelas 1.

Tabela 1 — Resultado da prospeccéo fitoquimica do extrato etandlico bruto das folhas de Hymenaea martiana

Classe de metabdlitos Presenca/Auséncia
Alcaloides -
Cumarinas +
Flavonoides +

Taninos +
Terpenos Tr
Saponinas +

Legenda: Resultado positivo (+), Resultado negativo (-), Tracos (Tr).
Fonte: Dados da pesquisa.

Como é possivel observar na tabela 1, a analise dos fitoconstituintes demonstrou a
presenca de cumarinas, flavondides, taninos, terpenos e saponinas.

A presenca dos flavonoides é comumente apontada em espécies de H. martiana, sendo
citadas em pesquisa como as de Da Cruz Silva e colaboradores (2012), Vieira e colaboradores
(2018) e Oliveira e colaboradores (2021).

Em uma pesquisa realizada por Oliveira et al. (2016), utilizando os frutos da espécie,
além de flavonoides também foi identificada a presenca de terpenos e saponinas, corroborando

com os dados da pesquisa.
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No ensaio de toxicidade, o primeiro grupo (G1) exposto a dose de 2000 mg/kg nao
apresentou mortalidade ou morbidade nas primeiras 24 horas, ap0s a exposi¢do ao extrato e
nem durante o estudo. Sendo assim, seguiu-se o protocolo e realizou a exposi¢do de um segundo
grupo de animais (G2), novamente a dose de 2000 mg/kg, onde também ndo foi verificada
morbidade ou mortalidade. A dose de 5000 mg/kg néo foi realizada, pois a OECD (2008) indica
0 Seu Uso apenas em casos excepcionais, onde exista a necessidade de sua utilizacéo.

De acordo com os resultados obtidos diante das doses testadas, o extrato foi classificado
na categoria 5 de acordo com 0 GHS e sua Dose Letal50 (DLso) foi estipulada como > 5000 mg
(OECD; 2008).

Apds a exposicao dos animais as doses 2000 mg/kg foram observados os sinais clinicos
em relacdo a um grupo controle (CT), em que os animais receberam apenas solugdo salina +
tween 80, na mesma proporcao das doses.

Os resultados foram tabulados segundo Malone (1983) e estdo demonstrados na tabela
2. Observou-se que os efeitos mais pronunciados foram no sistema nervoso central (SNC),
principalmente desencadeando atividade estimulante, tais como aumento da ambulacéo, saltos,
tremores, hiperatividade e movimentos circulares. Além do mais, efeitos positivos intensos
como movimento estereotipado foi observado. Em relacdo ao sistema nervoso autbnomo
(SNA), houve a presenca de sinais como refluxo e excrecdo fecal, além de sinais moderados,

como espasmos e posicdo estatica, ndo havendo mortalidade no grupo tratado.

Tabela 2. Sinais clinicos e taxa de mortalidade em Camundongos Mus musculus apds administracéo por via oral

do extrato etandlico bruto no teste de toxicidade aguda.

Sinais Clinicos Doses via oral (mg/kg)
2000
Grupo 1 Grupo 2
CM LM RM CM LM RM

1. Sist. Nervoso Central

Auséncia de coord. Motora - - - - - -
Convulsao ténica crénica - - - - - -
Parada cardiorrespiratdria - - - - - -

Refluxo ++ ++ +++ + ++ ++
1.1 Efeitos estimulantes

Agressividade - + - - - -
Ambulacdo aumentada +++ + ++ ++ + +
Aumento da respiragéo ++ + ++ ++ ++ ++
Autolimpeza - ++ + - - -
Bocejo - - - - - -

Erecdo de cauda - - - - - -
Espasmos ++ + +++ ++ + +




101

Frémito vocal - - - - - -
Inversao de macha - - - - - -

Irritabilidade - - - - - -
Movimento circular ++ ++ ++ ++ ++ ++
Movimento das vibrissas + - - - - -
Movimento estereotipado +++ +++ +++ +++ +++ +++
Reacdo de fuga +++ +++ + + ++ +
Sacudir a cabeca - - - - - -
Saltos acrobaticos +++ ++ + ++ + ++
Tremores grosseiros +++ ++ +++ ++ + +

1.2 Efeitos depressores

Ambulacédo diminuida - - - - - -
Ataxia - - - - - -
Catatonia - - - - - -
Cauda em straub - - - - - -
Perda do reflexo auricular - - - - - -
Ptose palpebral - - - - - -
Prostracéo ++ - ++ - + +
Resposta ao toque diminuida - - - - - -
Sedacédo - - - - - -
2. Sist. Nervoso Auténomo

Cianose - - + - - -
Contorcoes - - - - - -
Diarreia - - - - - -
Dispneia - - - - - -
Distensdo abdominal
Diurese

Edema de focinho
Excregéo fecal
Piloerecao
Taquipneia - - - - - -
Salivacéo - - - - - -
3. Mortalidade (%) 0 0 0 0 0 0

+ |+
1
1
+
1
+

Legenda: Resultado negativo (-), Resultado positivo (+), Resultado positivo moderado (++) e Resultado positivo
intenso (+++).

Fonte: Dados da pesquisa.

O comportamento estereotipado complexo e 0 aumento da ambulagdo observado nos
camundongos tratados com o extrato, sugere uma possivel atividade sobre o SNC considerando
que, a atividade locomotora espontanea e 0 movimento repetitivo estdo relacionados com os
niveis de excitabilidade desse sistema (DA COSTA JUNIOR et al., 2011). Prut e Belzung
(2003), relataram em seus estudos que sinais como locomogcdo aumentada podem ser um

indicativo de um efeito estimulante.
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A maioria dos efeitos clinicos relacionados ao SNC e SNA, como agitagdo intensa,
irritabilidade, reacdo de fuga, prostracdo, refluxo, espasmos, possivelmente estdo relacionados
com o0s potenciais ativos dos metabolitos secundarios encontrados no EEBHm.

Diversos autores ja relataram a capacidade de metabdlitos secundéarios extraidos de
plantas demonstrarem atividades nesse sistema (ALMEIDA et al., 2012; GIRARD, 2003;
MUSTAD, 2014; SILVA et al, 2017b). Alguns dos metabdlitos encontrado no EEBHm séo
conhecidos por causarem alteracdes a nivel de SNC. Maclennan, Darlington e Smith (2002)
afirmam que os terpenos constituem o grupo de metabolitos com ag6es sobre 0 SNC, em seu
estudo os diterpendides encontrados no extrato de Ginkgo biloba L. (Ginkgoaceae), atuaram
modulando sistemas neurotransmissores, tais como serotoninérgicos, noradrenérgico,
dopaminérgico e colinérgico, aumentando o fluxo sanguineo.

Outra acdo conhecida dos terpenos € a estimulacéo da geragdo do segundo mensageiro
Trifosfato de Inositol (IP3), que mobiliza o célcio intracelular, levando a excitotocidade celular.
Esse processo colabora com a consolidacdo de memdria e também apresentam resultados na
reducdo do tempo de sono induzido por pentobarbital sédico, aumentando assim, o tempo de
laténcia para inicio do sono (MACLENNAN; DARLINGTON; SMITH, 2002; PASSOS et al,
2009). Baseado nesse fato, podemos pressupor que esses transmissores tenham contribuido para
alguns efeitos apresentados pelos animais como aumento da ambulacéo, e de forma geral nas
caracteristicas de estimulacdo do SNC.

Outro grupo de metabolitos encontrado no EEBHm e que possui muitos estudos
voltados a sua atividade no sistema nervoso, séo os flavonoides. Diversas pesquisas estdo sendo
realizadas com a intencdo de compreender como esse metabdlito consegue atuar no SNC. Uma
das suas caracteristicas interessantes descoberta nos ultimos anos foi a capacidade de
ultrapassarem a Barreira Hemato-Encefalica (BHE) e atingir os neur6nios.

Youdim, Shukitt-Hale e Joseph (2004) executaram um estudo in vitro e in situ para
determinar a permeabilidade da BHE a flavonoides, utilizando culturas celulares e um modelo
de perfuséo cerebral in situ, com ratos. Os flavonoides foram captados em todas as regides
cerebrais analisadas (cerebelo, cortex, hipocampo, hipotalamo, estriato, coliculo superior e
medula) apds perfuséo in situ, o que permitiu a conclusao de que foram capazes de ultrapassar
a BHE sem sofrerem transformagdes.

Os avancos no conhecimento da neurofarmacologia dos flavonoides sugerem que eles
tém potencial para tratamento de diversas condi¢cBes neuroldgicas e mentais. A agdo de
moléculas como, por exemplo, a hispidulina, que é capaz de atingir o receptor do Acido Gama-

Aminobutirico (Gamma-AminoButyric Acid — GABA)- A, e tem demonstrado importante papel
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na regulacdo da ansiedade e epilepsia, outrora outros flavonoides sdo Uteis em condigdes de
neurodegeneracdo (JOHNSTON; BEART, 2004); e uma gama de estudos sugerem que 0S
flavonoides tém propriedades neuro ativas, o que condiz com os efeitos estimulantes
apresentados no teste de toxicidade (DHAWAN; DHAWAN; SHARMA, 2004; DHAWAN;
KUMAR; SHARMA, 2001; GUARALDO et al., 2000; WATANABE et al., 2001).

Outro metabolito encontrado no EEBHmM que pode estar envolvidos nos efeitos
apresentados no teste de toxicidade sdo as cumarinas. S&o substancias amplamente distribuidas
em plantas, assim como, em espécies de fungos e bactérias. Sua capacidade de exercer
interacfes ndo covalentes com muitas enzimas e receptores em organismos vivos leva as
cumarinas a exibir uma ampla gama de atividades e aplicacBes bioldgicas, entre elas acbes
antioxidantes e antineurodegenerativos (FRANCO et al., 2021).

No que diz respeito a avaliacdo da massa corpérea dos animais, apds submetidos ao
EEBHmM na dose de 2000 mg/kg, ndo houve uma reducéo significativa nos animais do grupo
teste (P>0,05).

Segundo Junior et al. (2012), a variacdo de peso é um dos parametros mais utilizados
em estudos toxicologicos e pode indicar de forma precoce sinais da toxicidade de uma
substancia em um animal. Logo, os dados deste estudo ndo sugerem efeitos toxicos de ordem

fisica nos animais, causados pelas aplicacGes das diferentes doses de EEBHm na dose testada.

4. CONCLUSAO

Apos analise fitoquimica, foi possivel observar que o EEBHmM mostrou a presenca de
algumas classes metabolicas como: saponinas, flavonoides, terpenos, cumarinas, taninos
condensados e hidrolisaveis. Esses metabolitos secundarios possuem na literatura ampla
discusséo sobre suas a¢des e puderam ser associados as atividades bioldgicas apresentadas pelo
EEBHmM.

O extrato foi avaliado em relagdo a sua toxicidade aguda, mostrando auséncia de efeitos
toxicos graves sobre Mus musculus. Tal fato, indica uma maior seguranca quanto a utilizaco
desta espécie pela populacdo e para o desenvolvimento de formulas farmacéuticas, uma vez que
essa espécie tem sido alvo de diversos estudos sobre seu potencial farmacoldgico.

Ainda em relacdo aos testes de toxicidade, foi possivel observar agbes do EEBHm sobre
0 SNC, onde o extrato apresentou diversas a¢des associadas a substancias estimulante. Esses
resultados podem servir de base para posteriores pesquisas a fim de investigar o EEBHm como

coadjuvante no tratamento de doencas que atingem o sistema nervoso.
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