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Resumo

Ocimum basilicumLinn, pertencente a familia Lamiaceae, € uma espécie de grande valor
econdmico, destacando-se pela sua utilizacdo medicinal, sendo também utilizada para producéo
de oOleos essenciais (OE’s) e na industria de alimentos. Este estudo teve por objetivo a avaliagao
do perfil quimico, fendlicos totais, atividade antioxidante, toxicidade e atividade larvicida
doOEextraido das folhas de O. basilicumL. O OE foi extraido por hidrodestilacéo a 100 °C por
3h. Os parametros fisico-quimicos foram determinados e a caracterizacdo quimica obtida por
Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (CG-EM). O teor de fenolicos
totais foi quantificado conforme a metodologia de Folin-Ciocalteu. A quantificacdo de
antioxidantes foi feita através dos métodos ABTS e DPPH. O ensaio de toxicidade foi realizado
através do bioensaio de letalidade com Artemia salina Leach. Para atividade larvicida
submeteu-se larvas de Aedes aegypti a diferentes concentracfes de solu¢bes do OE. O metil
chavicol e o linalol foram quantificados como os componetes majoritarios no OE obtido sendo
aeles atribuidas propriedades biologicas observadas. O OE foi considerado atdxico pelo critério
adotado. O teor de fendlicos totais totalizou 440,121 mg EAT g*. Os melhores resultados
antioxidantes foram obtidos para o radical DPPH no CEsg. Observou-se acdo do OE como
larvicida onde foi determinada a CLso de 43,84mg L, sendo considerada eficiente. Os
resultados obtidos permitiram concluir que o OE estudado apresentou atividade larvicida
eficiente contra as larvas de Aedes aegypti, sendo importante e incentivado seu uso e aplicacéo.

Palavras-chave: Ocimum; Toxicidade; Aedes.

Abstract

Ocimum basilicum Linn, belonging to the Family Lamiaceae, is a species of great economic
value, standing out for its medicinal use, being also used for the production of essential oils
(EOs) and in the food industry. This study aimed to evaluate the chemical profile, total
phenolics, antioxidant activity, toxicity and larvicidal activity of EO extracted from the leaves
of O. basilicum L.The EO was extracted by hydrodistillation at 100 °C for 3h. The
physicochemical parameters were determined and the chemical characterization obtained by
Gas Chromatography coupled to Mass Spectrometry (GC-MS). The total phenolic content was
quantified according to Folin-Ciocalteu methodology. Antioxidant quantification was
performed using the ABTS and DPPH methods.The toxicity assay was performed using the
lethality bioassay with Artemia salina Leach. For larvicidal activity, larvae of Aedes aegypti
were submitted to different concentrations of EO solutions. Methyl chavicol and linalool were

quantified as the major components in the EO obtained and biological properties were attributed
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to them.The EO was considered nontoxic by the criterion adopted. Total phenolic content
totaled 440,121 mg EAT g. The best antioxidant results were obtained for the DPPH radical
in 1C50. The action of the was observed as larvicidal where the LCso of 43.84 mg L™ was
determined, being efficient. The results obtained allowed to conclude that the EO studied
presented efficient larvicidal activity against the larvae of Aedes aegypti, being important and
encouraged its use and application.

Keywords: Ocimum; Toxicity; Aedes.

Resumen

Ocimum basilicum Linn, perteneciente a la familia Lamiaceae, es una especie de gran valor
econdmico, destacando por su uso medicinal, siendo también utilizado para la produccién de
aceites esenciales (AEs) y en la industria alimentaria. Este estudio tuvo como objetivo evaluar
el perfil quimico, los fendlicos totales, la actividad antioxidante, la toxicidad y la actividad
larvicida de la OE extraida de las hojas de O. basilicum L. AE fue extraido por hidrodestilacion
a 100°C durante 3h. Se determinaron los parametros fisicoquimicos y se obtuvo la
caracterizacion quimica obtenida por Cromatografia de Gases acoplada a Espectrometria de
Masa (GC-EM). El contenido fendlico total se cuantifico segun la metodologia Folin-Ciocalteu.
La cuantificacion antioxidante se realizé utilizando los métodos ABTS y DPPH. El ensayo de
toxicidad se realizd utilizando el bioensayo de letalidad con Artemia salina Leach. Para la
actividad larvicida, las larvas de Aedes aegypti se sometieron a diferentes concentraciones de
soluciones de AE el chavicol de metilo y el linalool se cuantificaron como los principales
componetos en la AE obtenidos y se les atribuyeron propiedades biolégicas. El criterio
adoptado considerd que la AE no era toxica. El contenido fendlico total ascendié a 440.121 mg
EAT g. Los mejores resultados antioxidantes se obtuvieron para el radical DPPH en CEso. La
accion de AE se observo como larvicida en la que se determiné la CLso de 43,84 mg L™,
considerandose eficiente. Los resultados obtenidos permitieron concluir que la AE estudiada
presentaba una actividad larvicida eficiente contra las larvas de Aedes aegypti, siendo
importante y alentado su uso y aplicacion.

Palabras clave: Ocimum; Toxicidad; Aedes.
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1. Introducéo

A dengue é uma das mais importantes arboviroses que afeta o ser humano e constitui
sério problema de saude publica no mundo. Nos paises tropicais esta doenga ocorre onde as
condigdes do meio ambiente favorecem o desenvolvimento e a proliferacdo do seu vetor Aedes
aegypti. O Aedes aegypti é um diptero da familia Culicidae proveniente da Africa, atualmente
encontra-se distribuido por quase todo o mundo, com ocorréncia em regides tropicais e
subtropicais (Ootani et al., 2011; Veloso et al., 2015).

H& 12 anos atras a Organizacdo Mundial de Saude j& estimava que cerca de 1,3 milhGes
de pessoas estariam em risco de serem infectadas pelo virus da Dengue (Who, 2012). Hoje,
estima-se que dois quintos da populacdo mundial, ou seja, mais de 2,5 bilhdes de pessoas estdo
em risco de dengue e a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) calcula que pode haver 50
milhdes de infec¢Oes de dengue cada ano no mundo (Zara et al., 2016).

O controle de doencas infecciosas/parasitarias € um desafio continuo para a saude
global, que, por sua vez, exige novos metodos de acdo e o desenvolvimento de agentes
inovadores para serem utilizados em sua prevencdo e/ou tratamento. Nesse contexto, o controle
de vetores e hospedeiros intermediarios de agentes etioldgicos é um método eficiente na
prevencao de doencas humanas e veterinarias (Echeverria&Albuquerque, 2019).

Em estagios posteriores, € necessario ter compostos bioativos que atuem eficientemente
nos agentes que produzem a doenga. No entanto, varios agentes sintéticos tém fortes efeitos
residuais em humanos e outros animais e causam toxicidade ambiental, afetando a fauna, a flora
e desequilibrando o ecossistema local. Portanto, é imprescindivel o desenvolvimento de
métodos de controle alternativos com um modo de acdo diferente daquele dos inseticidas e
larvicidas sintéticos (Espizona et al., 2018).

O uso de plantas com propriedades inseticidas e larvicidas é uma alternativa ao controle
quimico. Eles podem ser aplicados na forma de po, extratos e o6leos (Takagi, 2020),
proporcionando maior seguranca, seletividade, biodegradabilidade, viabilidade econdmica e
baixo impacto ambiental (Porto et al., 2017).

Nos ultimos anos, o uso de 6leos essenciais (OEs) de plantas aromaticas como
inseticidas de baixo risco, antifungicos, anti infectantes, reguladores de crescimento de
antivirus, dissuasores de oviposicdo e repelentes aumentou devido a sua popularidade entre 0s
orgénicos agricultores e consumidores ambientalmente conscientes (Carvajal et al., 2017,
Espinoza et al., 2018)
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A producdo de OE ¢é realizada principalmente através de procedimentos de
hidrodestilacdo. O método de preparacdo mais utilizado é baseado no aparelho de destilacéo a
vapor Clevenger, que foi adaptado ¢ expandido para produc¢do em escala industrial. Os OE’s
das plantas podem atuar sobre os insetos de diferentes maneiras, afetando sua sobrevivéncia ou
causando mudancas de comportamento (Gomes et al., 2016).

Os OE’s encontrados em plantas aromaticas sdo, em sua grande maioria, Compostos por
derivados de terpenos resultantes do metabolismo secundario (Dias et al., 2017). Em vista disso,
as analises fisico-quimicas sdo de extrema importancia, uma vez que aumentam o conhecimento
acerca das substancias presentes nesta espécie, ja que sdo escassos 0s estudos cientificos
referentes a este aspecto (Machado& Junior, 2011). No caso do OE, regularmente €
recomendado o uso do sistema de cromatografia gasosa acoplada ao espectro de massas
(CG/EM), afim de identificar substancias oriundas do metabolismo secundario (Mirzahosseini
etal., 2017; Howyzela et al., 2018).

Alguns OE’s da espécie ocimum ssp. tém sido afirmados por possuir atividade larvicida
contra larvas de mosquitos (Lima, 2018). O manjericdo (Ocimum basilicum L.), pertencente
a familia Lamiaceae, é uma planta anual originaria do Sudoeste Asiético e da Africa Central,
utilizada como planta medicinal, aromética, apresentando substancias de interesse para as
indUstrias alimenticia, farmacéutica, cosmética e também para a medicina tradicional,
principalmente devido ao teor e composicdo quimica do seu 6leo essencial (Al-Maskri,
etal., 2011; Rosado et al., 2013; Bione et al., 2014).

Aos constituintes majoritarios do OE de O. basilicum séo atribuidas as suas
propriedades antimicrobianas, antioxidante, toxicidade e larvicida como sendo
predominantemente associada ao metil chavicol e ao linalol, sendo assim, amplamente utilizada
no combate de infecgdes bacterianas até mesmo como um repelente de insetos (Varga et al.,
2017). Em vista da importancia do OE e dos estudos sobre suas atividades, este trabalho teve
por objetivo determinar o perfil quimico, fendlicos totais, toxicidade, a atividade antioxidante
e a atividade larvicida do OE O. basilicum contra larvas de Aedes aegypti, os resultados do
presente estudo fornecem informacg®es Uteis para o desenvolvimento de um agente eficaz e eco-

seguro de controle.
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2. Metodologia

2.1.Material vegetal

As folhas frescas de O. basilicum, foram coletadas em Palmeirandia (MA), identificadas
pelo Herbario Atico Seabra da Universidade Federal do Maranhdo, e transportadas para o
Laboratorio de Pesquisa e Aplicagdo de Oleos Essenciais (LOVEPAV/UFMA) da Universidade
Federal do Maranhdo (UFMA), ap6s a colheita, foram selecionadas as folhas com coloracéo
verde mais intenso, assim como as que ndo apresentaram nenhum dano mecénico e/ou com
pragas, onde foi submetido a estufa de secagem de ar conectiva FANEM520 a 45 C por 24
horas, e posteriormente, trituradas individualmente em moinho de facas elétrico (Fritsch

Pulverisette 14, Oberstein, Alemanha), e armazenadas para extracdo do seu respectivo OE.

2.2. Extracgdo dos OE’s

Para extracdo do OE de O. basilicum utilizou-se a técnica de hidrodestilacdo, com um
extrator de Clevenger modificado de vidro, acoplado a um bal&o de fundo redondo de 6000 mL
acondicionado em manta elétrica como fonte geradora de calor. A cada rotina de extracéo
utilizou-se 100g de folhas, acrescentando-se agua destilada na proporgdo de 1:10. A
hidrodestilacdo foi conduzida a 100°C por 3h, recolhendo-se o OE extraido. Apds a extracéo o
OE foi seco com sulfato anidro de sédio (Na2SO4) e armazenado em ampola de vidro &mbar
sob refrigeracdo de 4°C para evitar possiveis perdas de constituintes volateis.

2.3.Parametros fisico-quimicos do OE

Foram determinados os parametros fisico-quimicos dos OE’s extraidos das folhas secas
e analisados quanto a densidade, indice de refracdo, solubilidade em alcool 70% (v/v), cor e
aparéncia conforme descritas pela Farmacopeia Brasileira (2019). O rendimento do OE foi
expresso em porcentagem na relacdo massa/volume pela medida de densidade. Para realizacéo
dessa medida, foi utilizado um picnémetro de 1,0 mL, previamente seco, tarado e aferido. Ap6s
essa etapa, observou-se o volume (mL) de OE obtido apds a extracdo do éleo por massa (g) de

material vegetal descrita pela quarta edi¢cdo da Farmacopeia Brasileira (2019).
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2.4. Caracterizacdo quimica do OE

Para a identificacdo dos constituintes presentes OE de O. basilicum, utilizou-se a técnica
de Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (CG-EM).

Foi dissolvido 1,0 mg da amostra em 1000 pL de diclorometano (pureza 99,9%). As
condigdes de analise foram as seguintes: Método: Adams. M; Volume injetado: 0,3 pL; Coluna
. Capilar HP-5MS (5% difenil, 95% dimetil polisiloxano ) (Equivalente DB-5MS ou CP-Sil
8CB LB/MS), nas dimensdes (30 m x 0,25 mm x 0,25 um); Gas de arraste : He (99,9995); 1,0
mL.min; Injetor: 280 °C, modo Split (1:10); Forno : 40 °C (5,0 min.) até 240 °C numa taxa de
4 °C mint, de 240°C até 300°C (7,5 min) numa taxa de 8 °C.min™); tr = 60,0 min; Detector :
EM:; EI (70 eV); Modo varredura (0,5 seg scan™*); Faixa de massas: 40 — 500 daltons (uma);
Linha transferéncia: 280 °C.; Filamento: desligado 0,0 a 4,0 min; Espectrdmetro de massas tipo
quadrupolo linear. Para a identificacdo dos compostos na amostra utilizou-se o programa
AMDIS (Automated Mass spectral Deconvolution Mass & Identification System).

2.5.Toxicidade

Para a avaliacdo da letalidade da Artemia salina Leach, foi realizado o teste de acordo
com a metodologia descrita por Meyer et al. (1982). Onde foi preparada uma solucéo salina de
cada OE na concentragéo de 10.000 mg L e 0,02 mg de Tween 80 (tempo ativo). Aliquotas de
5, 50 e 500 uL foram transferidas para tubos de ensaio e suplementadas com solucdo salina
previamente preparada até 5 mL, obtendo no final concentracdes de 10, 100 e 1000 mg L*,
respectivamente. Todos os testes foram realizados em triplicatas, onde dez larvas na fase de
nauplium foram transferidas para cada um dos tubos de ensaio. Para controle branco, foram
utilizados 5 mL da solugéo salina no controle positivo K2Cr207 e no controle negativo 5 mL de
uma solugéo de 4 mg L™ de Tween 80. Apds 24 horas de exposicéo, foi realizada a contagem
das larvas vivas, considerando morto aqueles que ndo se moveram durante a observagao ou com
a leve agitacdo do frasco.

Adotou-se o critério estabelecido por Dolabela (1997) para classificacdo da toxicidade
de OE, sendo considerado altamente toxico quando CL50 < 80 mg L, moderadamente toxico
a80 mg L-1<LC50>250 mg L e levemente toxico ou ndo téoxico quando CL50 > 250 mg L~
!, A andlise estatistica dos dados para o teste de toxicidade foi realizada de acordo o método de
Probit (Finney, 1952).
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2.6. Determinacdo de fenolicos totais

A metodologia para analise de compostos fendlicos totais do OE foi realizada com
adaptacdo do método de Folin-Ciocalteu (Singleton&Rossi,1965; Waterhouse, 2002). Utilizou-
se 5 mg do OE diluido em 1 mL de etanol. A esta solucdo foi adicionado 3 mL de agua destilada,
500 uL do reagente Folin-Ciocalteu e 2,0 mL de carbonato de sddio a 20%. A solugdo formada
foi levada ao banho-maria a 50 °C por 5 min, retirada e deixada para esfriar; e, entdo, foi
realizada a leitura em espectrofotdbmetro manual, em comprimento de 760 nm. A curva padrdo

foi expressa em mg L™ de acido tanico.

2.7.Determinacdo da atividade antioxidante — Método ABTS

A determinagdo da atividade antioxidante foi realizada pelo método ABTS [2,2-
azinobis-(3- etilbenzotiazolin-6-sulfonico], de acordo com a metodologia sugerida por Re et al.
(1999). O radical ABTSe+ foi preparado pela reag@o de 5,0 mL de uma solugdo de 3840 pug
mL! de ABTS com 88 pL da solugio de persulfato de potassio de 37.840 ug mL™, a mistura
foi deixada em um ambiente escuro por 16 horas. Apo6s formacao radical, a mistura foi diluida
em etanol até a absor¢do de 0,7+0,01 a 734 nm.

A partir das concentragdes dos OE's (5 a 150 ug mL™) foi preparada a mistura de reagéo
com o cétion radical ABTS. Em um ambiente escuro, uma aliquota de 30 uL de cada
concentracdo do OE foi transferida em tubos de ensaio contendo 3,0 mL do cation radical ABTS
e homogeneizada em um agitador de tubos e ap6s 6 minutos a absorcdo da mistura de reacao
foi realizada em espectrofotémetro de 734 nm.

A captura do radical livre foi expressa como um percentual de inibi¢do (%l) da agédo
radical ABTS de acordo com a Equacgéo 1(Babili et al., 2011).

ABS,pre — ABS
%IABTS = ‘jféss M %100 (01)
ABTS

Onde: AbsagTs representa a absorcdo da solucdo radical ABTS e ABSawm representa a absorcao

da amostra.

A partir dos dados obtidos, foram calculadas as concentracBes eficientes ICsoe
ICq0,definidas como a concentracdo da amostra necessaria para sequestrar 50% e 90% dos
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radicais da ABTS. O EO é considerado ativo quando apresenta ICso< 500 ug mL™* (Campos et
al.,2003).

2.8. Determinacéo da atividade antioxidante pelo método DPPH

A atividade antioxidante total foi analisada através da capacidade dos antioxidantes
presentes na amostra em sequestrar o radical estavel DPPHe(2,2-difenil-1-picril-hidrazina),
segundo Brand-Williams (1995). A quantificacdo da Atividade Antioxidante foi expressa como
média + desvio-padrdo em uMTrolox.g-1 extrato (capacidade antioxidante equivalente ao
Trolox).

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

A captura do radical livre foi expressa como um percentual de inibicdo (%l) da acéo
radical DPPH de acordo com a Equagéo 2 adaptada de Babili et al. (2011).

ABSpppn — ABS
%IDPPH = ‘XEHS M 4100 (02)
DPPH

Onde: AbspppH representa a absorgéo da solugéo radical DPPH e ABSpepH representa a absorcao

da amostra.

A partir dos dados obtidos, foram calculadas as concentragdes eficientes CEso € CEqo,
definidas como a concentracdo da amostra necessaria para sequestrar 50% dos radicais ABTS.
O OE é considerado ativo quando apresenta CEsge< 500 pug mL™* (Campos et al., 2003).

2.9.Atividade Larvicida

Os ovos foram coletados na Universidade Federal do Maranhdo, Campus Bacanga em
Sdo Luis/MA, através de armadilhas denominadas ovitrampas. Estas consistem de baldes
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marrons (500 mL), de polietileno, com 1 mL de levedura de cerveja e 300 mL de &gua corrente
e inserida duas palhetas de Eucatex para a ovoposicdo do mosquito. As armadilhas foram
inspecionadas semanalmente para a substituicdo das palhetas e recolhimento dos ovos e
encaminhados para o Laboratorio de Pesquisa e Aplicacdo de Oleos Essenciais (PCQA-UFMA)
do Pavilhdo Tecnoldgico da Universidade Federal do Maranhdo — UFMA.

Inicialmente, os ovos do Aedes aegypti foram colocados para eclodir a temperatura
ambiente em um aquario circular de vidro contendo dgua mineral como apresentado na Figura
2. A identificacdo da espécie seguiu a metodologia proposta por Forattini (1962). As larvas
obtidas foram alimentadas com racdo de gato conforme a metodologia de Silva et al. (1995) até
atingirem o terceiro e quarto estadio, idade em que foram feitos os experimentos.

Os testes para atividade larvicida foram realizados de acordo com a metodologia
adaptada proposta por Silva (2006). Inicialmente, uma solugio mae L de 100 mg de cada um
dos EOs foi preparada e diluida em 2% de solugdo DMSO. Foram preparadas cinco diluicdes
nas concentragdes 10, 20, 50, 70 e 90 mg L. 10 larvas foram adicionadas em cada concentragio
na proporcao de 1 mL/larva.

Todos os testes foram realizados em triplicados e como controle negativo uma solucéo
formada por DMSO 2%, e como controle positivo, uma solu¢do de temephos (O,0',0'-
tetramethyl O,O'-tiodi-p-phenylene bis (fosfothiotilato) a 100 ppm, equivalente a concentracdo
utilizada pela Fundacdo Nacional de Saude (FUNASA) para o controle de larvicide do vetor,
além de Novaluron (£-1-[3-cloro-4-(1-1-3-trifluroro-2-trifluorometoxiethoxy) fenil-3-(2,6-
diflurobenzoyl) ureia a 0,02 mg L™, dose adotada pela ureia adotada pelo Ministério da Satde,
que indica por quem na faixa de 0,01 a 0,06mg L. Ap6s 24 horas, a contagem de vivos e
mortos foi realizada, e as larvas que nao reagiram ao toque foram consideradas mortas apos 24
horas do inicio do experimento. A analise estatistica dos dados para o teste de toxicidade foi

realizada de acordo o método de Probit (Finney, 1952).
3. Resultados e Discusséo
3.1. Parametros fisico-quimicos
Os parametros fisico-quimicos do OE sdo importantes ndo apenas para determinacao da

qualidade, como também para o controle da sua pureza. Os resultados sdo apresentados na
Tabela 1.
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Tabela 1: Pardmetros fisico-quimicos do OE das folhas de O. basilicum.

_ Indice de Solubilidade _
OE Densidade Rendimento
refracéo EtOH 70%
0. basilicum  0.9396(g mL?)  1.4980(nD 25°) 1:2(vIv) 0.38 %

Fonte: Autores.

De acordo com os resultados expressos na Tabela 1, foi obtido um rendimento de 0,38%
para o OE extraido das folhas de O. basilicum. Resultados apresentados por Al-Maskria et al.
(2011), mostram uma variacdo significativa na producdo de O. basilicum para OE de acordo
com o estudo o rendimento deste OE variou de 0,1% a 0,3% de acordo com a estacdo. Beatovic¢
et al. (2015) relataram rendimentos de O. basilicum entre 0,65% e 1,9%, justificando a grande
variacdo nos niveis em detrimento das diferencas agroclimaticas e das técnicas de cultivo.
Pravuschi et al. (2010) observaram que houve um aumento no rendimento desse OE a partir da
terceira colheita de material vegetal, uma vez que o corte de inflorescéncias pode estimular e
aumentar a concentragdo de OE nas folhas remanescentes da planta.

O OE apresentou baixo rendimento o que pode ser atribuido as condi¢des climaticas,
altas temperaturas durante o periodo em que foi coletada, caracteristico da regido a qual propicia
a evaporacdo precoce de compostos volateis da planta. Segundo Barbosa et al. (2017) o OE de
O. basilicum também sofre influéncia devido a temperatura e velocidade de secagem das folhas.
Esse fendmeno também foi observado no estudo de Hussain et al. (2017), onde o rendimento
de OE foi significativamente menor no verao paquistanés, variando de 30 a 40 ° C.

No que se refere & solubilidade em etanol 70%, o resultado demonstra que o OE de O.
basilicum foi solGvel na proporcéo de 1:2. A cor apresentada pelo OE foi amarelo tipico do OE
O. basilicum (Henrique et al. 2017).

O indice de refracdo é dependente do conteudo total de monoterpenos e seus derivados
oxigenados e auxilia no reconhecimento de falsificagdes (Santos et al., 2015). O indice de
refracio e densidade do OE obtido de folhas de O. basilicum foi de 1,4980 e 0,9396 g.mL™
respectivamente, se observou no trabalho realizado por Santos et al. (2015) utilizando o OE
desta planta o valor do indice de refragdo de 1,5125 e densidade de 0,9396 g.mL™, o que
demostra que os valores foram igual ou muito proximo o0 que aparenta a ndo alteracdo na

qualidade do OE do presente estudo.
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3.2.Perfil quimico

Os espectros obtidos na Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas
seguidos da comparacdo com os dados da biblioteca de NIST (2005) e ADAMS (2007),
permitiram o conhecimento da composi¢do quimica do OE. A Tabela 2 apresenta 0s
constituintes identificados no OE O. basilicum. No OE foi identificado como constituinte
majoritario o metil chavicol com 62,39%, seguido pelo linalol (25,88%) ¢ a-farneseno (6,14%)
registrado que a espécie em estudo, € rica em monoterpenos, monoterpenos oxigenados e

sesquiterpenos,

Tabela 2: Composicdo quimica do OE de O. basilicum.

Ordem RT (min) Compostos Classe %
1 15.66 Eucaliptol Monoterpeno 3.48
2 18.50 Linalol Monoterpeno 25.88
3 21.32 a-Terpineol Monoterpeno 1.43
4 22.16 Metil chavicol Monoterpeno 62.39
5 20.12 a-Farneseno Sesquiterpeno 6.14
6 36.21 a-cadinol Sesquiterpeno 0.67

Onde: RT(min) = tempo de retengdo do composto em minutos; Fonte: Autores.

Pinheiro et al., (2017) relataram resultados semelhantes para OE de O. basilicum, foram
descritos que dos 25 compostos caracterizados e identificados por CG/MS, 38,3% foram
compostos por metil chavicol, seguidos por 39,9% metil eugenol. No estudo de Beatovic et al.
(2015), OE de O. basilicum do gendtipo Siam Queen apresentou metil chavicol em 83,6% de
sua composi¢do. O metil chavicol também se apresentou como majoritario no OE do O.
basilicum iraniano relatado por Sajjadi (2006).

O conteudo linalol do OE no presente estudo foi menor do que o encontrado por
Carovic-Stanko et al. (2010) e Al-Abbasy et al. (2015) onde as porcentagens eram 66,40% e
69,86%, respectivamente. Esse resultado pode ser explicado pela sazonalidade e genétipo da
planta coletados neste estudo. O a-farneseno (6,14%), terceiro composto majoritario, nao foi
encontrado em nenhuma variacgdo de O. basilicum do estudo de Carovic-Stanko et al. (2010) e
em qualquer um dos artigos mencionados acima. No trabalho de Labra et al. (2004), o teor de
farneseno variou de 6,97 a 13,53% em detrimento de fatores ambientais e genéticos. No

12




Research, Society and Development, v. 9, n. 8, e203985596, 2020
(CC BY 4.0) | ISSN 2525-3409 | DOI: http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v9i8.5596

trabalho de Calin-Sanchez et al. (2012), as concentragdes de a-farneseno foram afetadas pelas
temperaturas de secagem por conveccdo, apresentando maiores niveis na extracdo da planta
fresca. Ainda deve-se enfatizar que 0s componentes minoritarios presentes nos OE’s
desempenham importante papel na atividade antibactericida, devido ao efeito sinérgico entre

todos os outros componentes (Martins et al., 2010).

3.3.Fendlicos totais

Os resultados do teor total de fenodlicos do OE de O. basilicum séo apresentados na
Tabela 3. O contetdo fendlico total (CPT) foi expresso como equivalentes de acido tanico (mg
EAT / g de material vegetal) a equacio da reta obtida foi y = 0,05857x + 0,06000 (R? = 0,9998),
onde representa a absorbancia e a concentracdo equivalente de acido tanico.

As folhas de O. basilicum utilizadas no presente estudo apresentaram uma quantidade
importante de compostos fendlicos em 440,121 mg EAT g o que se torna de grande relevancia
ja que os fenolicos sdo frequentemente associados a varios efeitos positivos a saude,
responsaveis pela sua acdo antioxidante e anti-inflamatéria (Fischer et al., 2013; Carrico et al.,
2018). Segundo Gongalves et al. (2015), em teste com 0 extrato etanoico do manjericéo in
natura os valores para fenolicos, obtiveram resultados levemente discordantes, chegando a um
total de 295,85 mg EAT g.

Existem varios fatores que podem interferir no conteddo de compostos fendlicos na nas
plantas, dentre os quais se destacam as condigfes ambientais (sazonalidade, temperatura,
disponibilidade hidrica, radiacdo ultravioleta, poluicdo atmosférica) e as agronémicas
(variedade genética, adicdo de nutrientes, danos mecanicos, ataques de patogenos) (Gobbo-
Neto; Lopes, 2007; Llorach et al., 2008) e, ainda, de acordo com Shimano (2019), os diferentes

métodos de extracdo, o que torna dificil comparar os resultados entre os estudos.
3.4. Toxicidade frente a Artemia salina Leach
A Figura 1 apresenta a curva acumulada de mortos e vivos de Artemia salina versus

logaritmo diante da acdo do OE de O. basilicum, onde foi possivel observar a interse¢do das
curvas em 2,55 e CLso em 355 mg L + 3,25 mg L. Classificado, portanto, como n&o toxico.
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Figura 1: Grafico log da concentracdo do OE versus os acumulados de mortos e vivos.
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Fonte: Autores.

O estudo da toxicidade é extremamente importante, pois fornece informacdes sobre a
qualidade do ambiente ou parte dele, possibilitando assim mensurar qual a concentracao letal
de um determinado produto (Botelho et al., 2010).

Os resultados relatados para a toxicidade de OE O. basilicum foram consistentes com
os relatados por Sharopov et al. (2016), onde O OE apresentou letalidade ativa contra Artemia
salina. Hamidi et al. (2014) e Silva et al. (2010) também encontraram um CLso de 9,92 mg mL"
1233,8(200,7-272,0) pg mL?, respectivamente, indicando toxicidade moderada de OE. Neste
estudo, a OE mostrou pouco toéxico devido ao seu perfil quimico singular, onde foram
encontrados menores valores de linalol e principalmente metil-chavicol. Acredita-se que a
baixa concentragdo de outros ativos quimicos possivelmente toxicos no OE deste estudo tenha
causado a ndo toxicidade deste estudo. Deste modo, cabe ressaltar que a baixa toxicidade de

um OE aumenta seu potencial de aplicacgéo.

3.5.Atividade antioxidante

Os antioxidantes auxiliam na desaceleracdo da oxidacdo e consequentemente na
prevencao de doencas. A Figura 2 apresenta a representacdo grafica da concentracdo do OE
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versus o percentual de inibicdo dos radicais ABTS e DPPH. Observou-se que o percentual de
inibicdo foi proximo para o radical ABTS e DPPH na concentragdo de 80 mg L.

Figura 2: Representacao grafica do percentual de inibi¢éo dos radiais pelos métodos
ABTS(a) e DPPH(b).

100 & %lInibi¢io 100 & %Inibicao
(a) (b)

. +W . B
. ++ RS
+
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Fonte: Autores.

A Tabela 3 apresenta a CEso, CEg, equagéo da reta e regresséo linear para a capacidade
antioxidante do OE de O. basilicum para 0os métodos empregados. Observou-se que os melhores
resultados foram obtidos para o radical DPPH no CEsp.

Tabela 3: Capacidade antioxidante do OE de O. basilicum.

Método CEso CEw y=ax+b R?
ABTS 39,96 g m 73,02 ug m-: y=1,21x+1,6424 0,9872
DPPH 25 35 11g m"? 7217 ug m-? y=0,8545x+28,335 0,856

Fonte: Autores.

Os antioxidantes podem ser definidos como substancias capazes de retardar ou inibir a
oxidacdo de substratos oxidaveis, podendo atuar em alimentos ou sistemas bioldgicos (Alves et
al., 2017).

Assim quanto maior 0 consumo de uma amostra, menor sera a sua concentracdo
inibitdéria (CE) e maior a sua atividade antioxidante do OE (Sousa et al. 2011; Mishra et al.
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2012). Em razdo da simplicidade de alguns testes na rotina laboratorial, diversas metodologias
tém sido empregadas para determinar a capacidade antioxidante de produtos naturais in vitro,
principalmente os métodos indiretos como o0 ABTS e DPPH, os quais foram utilizados neste
estudo (Christodouleas et al., 2015).

O método utilizado para determinagdo da atividade antioxidante, mais conhecidos e
utilizados é o método do radical livre DPPH, um método quimico capaz de sequestrar radicais
livres, determinando, dessa forma, a capacidade antioxidante que o composto possui (Borges;
et al.,, 2011). O método ABTS também é utilizado para determinacdo de atividades
antioxidantes diversas. Tem como vantagem a capacidade de reagir com solucdes
hidrossollveis e lipossollveis. Através da mudanca da coloragdo, é observado a presenca dos
compostos antioxidantes (Sucupira; et al, 2012).

O potencial inibitério de radical seja pelo método DPPH ou ABTS varia
aproximadamente de 50 a 80%, seja para extratos e/ou OE’s (Koroch; Simon; Juliani, 2017;
Hussain et al., 2017). Sendo assim, pode-se confirmar o grande potencial antioxidante da folha
de O. basilicum deste presente estudo, apresentando pelo método DPPH o valor de 25,35 para
ICso e 72,17 para 0 ICg valore inferiores ao método ABTS.

Em um estudo feito por Hussain et al. (2008) adotando a mesma metodologia ao desta
pesquisa, compararam a composicdo quimica e atividade antioxidante do OE de O. basilicum
apresenta atividade antioxidante eficaz, mostrando I1Cso de 4,8 a 6,7 pg/mL em plantas coletadas
no inverno e verdo pelo método DPPH valor superior ao deste estudo, mas que destaca a
significancia da acdo antioxidante deste OE.

Kwee &Niemeyer(2011), ao avaliarem o OE de O. basilicumtambém obtiveram boa
eliminacdo do radical livie DPPH com ICsp 3.36 + 0.50 pug mL™ e ICs0 0.28 + 0.18 pug mL™*
para 0 método ABTS. Ztotek et al. (2016) em ensaios de eliminacdo de DPPH e ABTS o IC50
foi de 543,15 £ 6,29 € 50,6 + 3 ug. mL-1

Em outros estudos com objetivo de obter a capacidade antioxidante de O. basilicum,
também foram encontrados resultados positivos (Gird et al., 2015; Irondi et al.,2016). Pitaro &
Jorge (2012) obtiveram uma otima capacidade eliminadora de radicais livres DPPH, quando
comparado aos extratos aquosos e etanolicos.

A capacidade antioxidante de extratos vegetais depende de algumas caracteristicas
estruturais, sendo elas a presenca de compostos fenolicos e flavondides, que s&o uns dos alvos
mais importantes na busca por antioxidantes (Leite, 2019). Fernandes et al. (2018). obtiveram
para 0 manjericdo uma capacidade de sequestrar o radical DPPH de 92,6% com extracdo

etandlica.Os antioxidantes podem ser definidos como substancias capazes de retardar ou inibir
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a oxidac&o de substratos oxidaveis, podendo atuar em alimentos ou sistemas bioldgicos (Alves
etal., 2017).

3.6. Atividade larvicida

A atividade larvicida frente as larvas do mosquito Aedes aegypti do OE de O. basilicum

com os dados obtidos atraves dos ensaios de concentracfes estdo dispostos na Tabela 4.

Tabela 4: Capacidade larvicida do OE de O. basilicum

Log Concentracgdo n  Mortos CLso c %2 R?
1,48 20 7
1,60 20 8
1,70 20 10 43,84
0,2940 0,9310 0,9460
1,85 20 15 (34,68-55,41)
1,90 20 17
2,00 20 20

Onde: n= nimero de individuos por solugdo; 6= desvio-padrio; y2=chi quadrado; R?>=
coeficiente de linearidade; Fonte: Autores.

O CLso apresentou valor de 43,84mg L. De acordo com Dias & Moraes (2014), a
atividade larvicida dos compostos é classificada segundo critérios baseados em concentraces
letais. Os OE’s que apresentarem CLso superior a 100 mg L™ devem ser considerados néo
ativos. Para serem considerados ativos, os OE’s devem apresentar CLso inferior a 100 mg L™ e
altamente ativos quando os valores de CL50 forem inferiores a 50 mg L™, confirmando assim
o0 alto potencial larvicida do OE avaliado no presente estudo incentivando seu potencial e
aplicabilidade larvicida.

Os resultados mostraram a notavel capacidade do OE de O. basilicum como agente
prospectivo de controle e gerenciamento de larvas. O bioensaio nédo resultou na formacéo de
nenhuma pupa ou de qualquer intermediario, resultado em mortalidade de larvas completas. Os
ensaios de controle também ndo resultaram em nenhuma mortalidade indicando os efeitos

inécuos do solvente.
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Esses resultados concordam com Faraone et al. (2015), que estudaram o pontecial
larvicida do OE de O. basilicum. Um estudo realizado por Murugan et al. (2015) relatou variada
atividade larvicida do OE de O. basilicum contra diferentes fases das larvas do mosquito Aedes
aegypti apresentando uma CLso 105 mg L.

Ghosh et al. (2013) demonstraram a atividade do OE de Ocimum basilicum L. contra
larvas de Aedes aegypti. Aidaross & Galalb (2005) investigou extratos de folhas de O. basilicum
por sua atividade larvicida e observou mortalidade de 50% entre 1000/10000 ppm. Os OE’s de
algumas espécies de Ocimum spp sdo conhecidas por suas propriedades repelente contra
mosquitos e insetos e possuir atividade larvicida contra moscas domésticas, moscas-azul e
mosquitos (Kumar et al., 2017).

Em outros estudos realizados com o objetivo de combater o Aedes aegypti, também
foram encontrados OE’s com potencial larvicida. Em estudos desenvolvidos por El-Akhal et al.
(2015) ressaltam que o OE de Citrus aurantium L. apresentou grande eficiéncia, com o valor
de CLso de 22,64 mg Lt. Kumar & Warikoo (2011) relatou propriedades repelentes notaveis
do OE de M. piperita contra larvas de Aedes aegypti. Mais recentemente, a atividade larvicida
contra Aedes aegypti também foi demonstrada pelo trabalho de Botas et al. (2017) eles
produziram nanoemulsdes baseadas em OE de Baccharis reticulata, além de D-limoneno, seu
principal componente (25%). As duas nanoemulsdes causaram mortalidade nas larvas de A.
aegypti, com valores de CLso de 118,94 ug mL™ e 81,19 ug mL ™,

Vale ressaltar que o OE de O. basilicum apresentou CLso semelhante aos compostos
majoritarios linalol e chavicol que séo responsaveis por 88,27% dos constitui¢do deste OE. Este
fato sugere que sua acdo inseticida se deve provavelmente a estes compostos. O Linalol € um
exemplo de um terpendide que opera em conjunto com outros compostos no sistema colinérgico
de insetos, promovendo a rapida quebra do sistema nervoso. (Silva et al., 2017). O chavicol
(estragol) é um fenilpropandide com propriedade inseticida (Soares et al., 2012)

O uso de OE de O. basilicum na formulacdo de produtos de controle de mosquitos e
larvas pode ser vantajoso em relacdo a outros métodos de controle, devido a sua producéo facil
e econdmica, eficacia residual em ambiente natural e seguranca a organismos e ambiente. No
entanto, a literatura revela que, embora existam alguns relatos disponiveis sobre a bioeficacia
de extratos de folhas de manjericdo contra larvas de dengue, o OE de O.basilicum néo foi

explorado extensivamente contra eles na fase larvas.

18




Research, Society and Development, v. 9, n. 8, e203985596, 2020
(CC BY 4.0) | ISSN 2525-3409 | DOI: http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v9i8.5596

4. Consideracodes Finais

O OE de O. basilicum. apresentou atividade larvicida eficiente contra as larvas de Aedes
aegypti. onde o critério utilizado considera bons agentes larvicidas as substancias com valor de
CLso inferior a 100 mg L. Evidenciando, assim a sua potencialidade e sendo uma alternativa
no controle das larvas de Aedes aegypti. A toxicidade frente Artemia salina L. do OE apresentou
uma CLso de 355,0 mg L de acordo com o descrito na literatura, sendo este classificado como
atoxico pelo critério utilizado. Na andlise da atividade antioxidante e fendlicos totais, as
amostras apresentaram acao antioxidante para o método DPPH e um teor de fendlicos de
440,121 mg EAT g 1. E preciso que se conhega nio somente as propriedades bioldgicas dos
produtos naturais, mas também 0s seus respectivos potenciais toxicos para se possa aplica-los

de modo seguro.
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