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RESUMO

Na procura pelo controle quimico alternativo contra Aedes aegypti L., diversas pesquisas s&o
desenvolvidas e estimuladas no intuito de se descobrirem novas substancias inseticidas de
origem vegetal e neste contexto os 6leos essenciais tém se mostrado bastantes promissores.
Extraiu-se os 6leos essenciais das espécies Pimenta dioica Lindl (folhas) e da Aniba duckei
Kostermans (galhos), pelo método de hidrodestilagdo, utilizando um sistema Clevenger e
promoveu-se sua mistura em partes iguais. Neste trabalho, o efeito larvicida da mistura dos
6leos essenciais extraidos das folhas da espécie Pimenta dioica Lindl e dos galhos de Aniba
duckei Kostermans foram avaliados frente ao mosquito Aedes aegypti (Linnaeus, 1792). Da
mistura de 6leos essenciais obtida foram realizadas analises das constantes fisico-quimicas de
densidade (0,904 g mL™), indice de refracdo (Np 25° = 1,379), solubilidade em etanol a 70%
(1:2), cor (amarela) e aparéncia (limpido). Os seus componentes foram identificados por
Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massa (CG-EM). Identificou-se e
quantificou-se pelo método da normalizacdo os componentes, mirceno (2,36%), limoneno
(1,00%), linalol (63,04%), mircenol (1,13%), alilfenol (1,40%) e eugenol (31,07%). A mistura
dos 6leos essenciais e os padrdes de eugenol e linalol foram testados em cinco concentracdes:
50, 70, 100, 130 e 150 pg mL™?. A CLs, da mistura de 6leos essenciais e os limites de
confianca a 95% de probabilidade foram calculados pelos métodos de Reed-Muench e Pizzi,
respectivamente. A atividade larvicida foi verificada baseada na percentagem de larvas
mortas; a acdo foi avaliada 24h apds o tratamento. A mistura de 6leos essenciais tiveram
atividade larvicida, com CLso de 113,95 (+2,11) pg mL™ e os padrées de eugenol 90,86
(£0,03) pg mL™ e linalol 305,42 (+0,03) pg mL™. Os resultados indicam que a mistura dos
Oleos essenciais avaliada é composta por substancias que juntamente com os componentes
majoritarios eugenol e linalol propiciaram maior efeito larvicida frente ao mosquito Aedes
aegypti L.

Palavras-Chave: Oleo essencial. Pimenta dioica. Eugenol. Linalol. Aniba duckei
Kostermans. Atividade larvicida. Aedes aegypti.
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ABSTRACT

In the search for alternative chemical control against Aedes aegypti L., various studies are
developed and encouraged in order to find new substances insecticidal plant and in this
context essential oils have been shown to be very promising. Extracted from the essential oils
of species Lindl Pimenta dioica (leaves) and Aniba duckei Kostermans (stems) by means of
hydrodistillation using a Clevenger system and promoted its mixture of equal parts. In this
study, the larvicidal effect of the mixture of essential oils extracted from leaves of Pimenta
dioica species Lindl and branches of Aniba duckei Kostermans were evaluated against the
mosquito Aedes aegypti (Linnaeus, 1792). The blend of essential oils obtained were carried
out analysis of constant physical and chemical density (0.904 g mL-1), refractive index (ND
25 = 1.379), solubility in 70% ethanol (1:2), color (yellow) and appearance (clear). Its
components were identified by Gas Chromatography Mass Spectrometry (GC-MS). We
identified and quantified by the method of standard components, myrcene (2.36%), limonene
(1.00%), linalool (63.04%), myrcenol (1.13%), alilfenol (1, 40%) and eugenol (31.07%). The
blend of essential oils and patterns of eugenol and linalool were tested in five concentrations:
20, 50, 70, 90 and 100 pug mL™. The LCs, of the mixture of essential oils and the limits of
confidence at 95% probability were calculated by the methods of Reed-Muench and Pizzi,
respectively. The larvicidal activity was observed based on the percentage of dead larvae, the
action was assessed 24h after treatment. The blend of essential oils had larvicidal activity with
LCso of 113,95 (+2.11) ug mL™ and the patterns of eugenol 90,86 (+0,03) ug mL™ and
linalool 305,42 (£0,03) pug mL™. The results indicate that the mixture of essential oils
evaluated, is composed of substances that together with the major components eugenol and
linalool provided greater larvicidal effect against the mosquito Aedes aegypti L.

Keywords: Essential oil. Leaves. Pimenta dioica. Eugenol. Linalol. Aniba duckei Kostermans
(branches). Larvicidal activity. Aedes aegypti.
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Introducéo

Introducdo

O Aedes aegypti (Linnaeus, 1762) é atualmente 0 mosquito que apresenta maior
dispersdo em é&reas urbanas do planeta. Ele é um dos agentes (juntamente com Aedes
albopictus) transmissores do dengue, doenca considerada pela Organizacdo Mundial de Saude
como um dos principais problemas de saude publica no mundo (com grande incidéncia nas
regides tropicais do globo) (WHO, 2009).

Trata-se de uma espécie de grande importancia para a medicina, pois, € o vetor de
quatro sorotipos do flavivirus causador do dengue classico e da febre hemorragica do dengue.
Portanto, é urgente que o controle da densidade populacional do Aedes aegypti ocorra para
que o dengue ndo assuma proporcdes de uma epidemia, pois ndo existe vacina para a doenca,
e a melhor forma de combaté-la é atacar o vetor, principalmente eliminando os locais onde

ocorre a oviposicdo e o desenvolvimento das larvas (BRASIL, 2009a).

Atualmente o controle é feito por meio de aplicagdes de inseticidas
organafosforados (GUALTIERE et al., 1997). Porém, o uso freqliente e em doses cada vez
maiores desses produtos, tém selecionado populages resistentes do mosquito (CARVALHO
e SILVA, 2000).

Com o surgimento de formas resistentes do mosquito aos inseticidas
convencionais utilizados, tem crescido a busca por extratos vegetais e substancias naturais que
sejam efetivas no combate a0 mosquito adulto e/ou a larva de Aedes aegypti e que sejam

isentas de toxicidade para o ambiente.

Nesse contexto a procura por compostos larvicidas advindos de espécies vegetais,

como os Oleos essenciais extraidos de certas plantas, tem se intensificado.

UFMA - GQOEA Dissertacdo de Mestrado — Aldemir da Guia Schalcher Pereira



Introducéo 2

Esses Oleos de plantas, chamados “Oleos essenciais”, sd3o misturas quimicas
complexas, formadas as vezes por mais de cem componentes, responsaveis, entre outras
coisas, pelo seu aroma. Diferentes partes das plantas tém sido usadas para obtencdo do 6leo
essencial: flores, folhas, sementes, raizes, frutos, cascas, rizomas e tubérculos (ARIDOGAN
et al., 2002).

Uma das espécies vegetais utilizada neste trabalho, a Pimenta dioica Lindl é
conhecida da comunidade cientifica e alguns estudos realizados com 0s 0Oleos essenciais
extraidos (tanto das folhas quanto dos frutos) tém mostrado resultados interessantes. A
exemplo cita-se o seu efeito analgésico, antipirético e antibacteriano, bem como o eugenol seu
constituinte majoritario. (LOPEZ et al., 1998).

Contudo, ndo ha relatos na literatura cientifica quanto ao uso do dleo essencial
dessa espécie como agente larvicida, apesar de alguns estudos similares indicarem compostos
de origem botéanica com esse tipo de atividade e potencial para uso no controle de vetores
(GONZAGA et al., 2008; SILVA et al., 2004; POHLIT et al., 2004; PARK et al., 2002).

Significativamente para o Brasil, pesquisas nesta area tém grande significado. No
Pais o dengue causa morte de varias pessoas todos 0s anos ou a incapacidade de trabalho por
um periodo de aproximadamente 10 dias devido aos sintomas geralmente severos. Isto
representa uma perda de milhdes de reais tanto no investimento para erradicagdo da doenga no
Brasil, como na contagem dos dias de trabalho parado (SILVA, 2006).

Tendo em vista os prejuizos causados pelo dengue no Pais, torna-se de suma
importancia a descoberta de novos métodos de combate ao seu vetor. Dessa forma, pelo fato
de muitas plantas, por natureza, serem toxicas para mosquitos, 0s Oleos essenciais podem

representar uma saida eficiente para esse problema.

Nesse contexto procurou-se avaliar a atividade larvicida do 6leo essencial extraido

de uma planta da flora brasileira frente a0 mosquito Aedes aegypti.

UFMA - GQOEA Dissertacdo de Mestrado — Aldemir da Guia Schalcher Pereira



Revisdo Bibliografica 3

Revisdo Bibliogrifica

2.1 Consideracdes sobre Oleos Essenciais

De acordo com MOUCHREK FILHO (2000), o termo “leo essencial™’ é
empregado para designar liquidos oleosos volateis, dotados de aroma forte — quase sempre
agradavel, extraidos de plantas por algum processo especifico, sendo o mais freqiente a

destilagdo por arraste de vapor d’agua’®.

A International Organization for Standardization — 1SO, define d6leos essenciais
como os produtos obtidos de partes de plantas através de destilacdo por arraste de vapor
d’agua, bem como o0s produtos obtidos por expressdao dos pericarpos de frutos citricos
(Rutaceae). De forma geral, sdo misturas complexas de substancias volateis, lipofilicas,
geralmente odoriferas e liquidas. Também podem ser chamados de 6leos volateis®, 6leos
etéreos ou esséncias. Tais denominacdes derivam de algumas de suas caracteristicas fisico-
quimicas, como, por exemplo, a de possuirem aparéncia oleosa e aroma agradavel, serem
liquidos volateis e soltveis em solventes apolares (como o éter). Em agua, eles apresentam
solubilidade limitada, mas o suficiente para aromatizar suas solucGes aquosas, que, nesse
caso, sao denominadas hidrolatos (TELES, 2003).

! Segundo BURT (2004) esse termo é derivado do nome inventado no século XVI pelo
suico Paracelsus von Hohenheim; foi esse cientista quem nomeou o componente efetivo da
droga Quinta essentia.

2 Para extragdo industrial, segundo Simdes e Spitzer (2003), o método utilizado é a
extracdo por CO, supercritico, no qual nenhum traco de solvente permanece no produto
obtido, tornando o 6leo mais puro que aqueles obtidos por outros métodos.

% Sua principal caracteristica, de acordo com SIMOES et al. (1999), é a volatilidade,
diferenciando-se assim, dos oOleos fixos, mistura de substancias lipidicas, obtidos
geralmente de sementes.
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E interessante destacar que os dleos essenciais diferem-se quimicamente dos 6leos
vegetais e dos minerais. Os primeiros sdo misturas de terpenos e oxigenados, juntos com
outros tipos de compostos organicos. Os 0leos vegetais sdo esteres da glicerina com acidos
graxos de longas cadeias. Os Ultimos 0leos citados sdo parafinas liquidas misturadas a outros
hidrocarbonetos de peso molecular elevado.

Simbes e Spitzer (2003) afirmam que além dos o6leos obtidos de plantas
(fitogénicos), produtos sintéticos sdo encontrados no mercado. Esses 6leos sintéticos podem
ser imitagdes dos 6leos naturais ou composi¢oes de fantasia. A identificacdo dessa natureza se
torna importante na inddstria farmacéutica pelo fato de somente os 6leos de origem natural
serem permitidos pelas farmacopéias (exce¢des sdo aqueles 6leos que contém somente uma

substancia como é o caso do 6leo essencial de baunilha, que possui a vanilina).

A constituicdo quimica dos 6leos essenciais € muito complexa chegando alguns a
centenas de compostos com funcbes organicas diferentes. A esse respeito SIMOES e
SPITZER (2003) esclarecem que os constituintes dos 6leos variam desde hidrocarbonetos
terpénicos, alcodis simples e terpénicos, aldeidos, cetonas, éteres, fendis, 6xidos, peroxidos,
furanos, &cidos organicos, lactonas, cumarinas, até compostos contendo enxofre. Na mistura,
tais compostos apresentam-se em diferentes concentra¢fes; normalmente um deles é o
composto majoritario, existindo outros em menores teores e alguns em baixissimas

quantidades (tragos).

Os referidos autores explanam que embora todos os 6rgdos de uma planta possam
acumular 6leo essencial, sua composicao pode variar segundo a localizacdo na planta. Dessa
maneira, Oleos essenciais obtidos de diferentes orgdos de uma mesma planta podem

apresentar composi¢do quimica, caracteristicas fisico-quimicas e odores bem distintos.
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Cabe ressaltar que a composi¢do quimica de um 6leo essencial extraido de uma
mesma espécie vegetal pode variar significativamente, de acordo com, por exemplo, a época
de coleta, condices climaticas, tipo de solo, quimiotipos* e ciclo vegetativo. (SIMOES e
SPITZER, 2003)

Quanto aos meétodos de extracao dos 6leos essenciais eles variam de acordo com a
regido da planta em que ele se encontra, bem como com a proposta de utilizacdo dos mesmos.
Os mais comuns sd0”: enfloragdo (enfleurage) arraste por vapor d’agua, extragdo com
solventes organicos, prensagem (ou espressdo) e extracdo por CO, supercritico
(MOUCHREK FILHO, 2000).

Em relacdo a importancia econdmica dessas substancias, segundo TELES (2003)
0s Oleos essenciais sdo largamente utilizados em muitas industrias para conferir aromas
especiais em inimeros produtos, tais como perfumes, cosméticos, sabonetes, condimentos etc.
Eles sdo empregados também para mascarar odores desagradaveis em ambientes de trabalho e
instalacBes sanitarias, além de serem usados como insumos em diversos produtos em

inddstrias de plasticos, tintas, borrachas, inseticidas, entre outras.

TELES (2003) ainda relata sobre os problemas relativos a qualidade de 6leos
essenciais e esclarece que eles podem ter origem na variabilidade da sua composi¢do quimica,
na adulteracdo ou falsificacdo ou, ainda, na identificacdo incorreta do produto e sua origem.
Geralmente, os produtores de grande parte dos oOleos essenciais comercializados nao
apresentam nem a identificacdo correta da planta da qual o produto foi obtido (incluindo o

nome cientifico) e, tampouco, a procedéncia da amostra vegetal.

*Vegetais botanicamente idénticos, mas que diferem quimicamente.
SBURT (2004) relata que o primeiro auténtico escrito acerca da obtencdo de 6leo essencial
foi por destilacdo e atribuido ao fisico cataldo Villanova (que viveu cerca de 1235-1311).
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Dessa forma, a adulteracdo de dleos essenciais que ja é conhecida desde a
Antiguidade, torna-se evidente até o presente seculo, devido, principalmente, a grande

variedade de estratégias sofisticadas de falsificacdes, sendo cada vez mais dificil detecta-las.

Sendo assim, de acordo com CHAAR (2000), foram desenvolvidos diversos
métodos no intuito de avaliar a qualidade, ndo somente de matérias-primas que contém 6leos
essenciais, como também dos proprios 6leos. Dentre os métodos estdo os organolépticos, o
controle de pureza, a analise qualitativa dos componentes, a anélise do teor de 6leo volatil em

drogas vegetais e 0s métodos cromatograficos.

A analise quimica de separacdo e identificacdo dos constituintes dos 0Oleos ¢ feita
por meio de técnicas cromatograficas — Cromatografia Gasosa (CG) e Cromatografia Liquida
de Alta Eficiéncia (CLAE), e por técnicas espectrométricas — dentre as quais as mais
frequentes sdo a Espectroscopia de Ultravioleta (UV), Infravermelho (IV), Ressonancia
Magnética Nuclear de Hidrogénio e de Carbono (RMN *H e *C) e Espectrometria de Massas
(EM). O uso de bibliotecas e bancos de dados informatizados, contendo informacgoes
existentes na literatura a respeito de um grande numero de substancias ja conhecidas é
amplamente utilizado (TELES, 2003; MOUCHREK FILHO, 2001).

Sobre a utilizacdo dos 6leos essenciais como agentes medicinais, ela vem
ganhando destaque desde o final do século XX, estando em voga em termos cientificos.
Entretanto, SIANI et al. (2000) ponderam que essa importancia € fato conhecido desde a
Antiglidade, quando diversos povos, incluindo gregos, egipcios e romanos, praticavam cultos
religiosos associados a cura de males e a busca de bem estar fisico, através dos aromas

obtidos de partes especificas de certos vegetais.

De acordo com MONTEIRO (2008) a maior parte dos trabalhos sobre atividades
bioldgicas atribuidas aos 6éleos essenciais, descritos na literatura especializada, versam sobre
sua acdo antimicrobiana (bactericida e antifungica, sobretudo). SIANI et al. (2000) relatam
que essa capacidade, de certa maneira, representa uma extenséo do proprio papel que os 6leos

exercem nas plantas, defendendo-as de bactérias e fungos fitopatogénicos.
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Por outro lado, alguns estudos apontam compostos de origem botanica com
atividade larvicida e potencial uso no controle de vetores (GONZAGA et al., 2008; SILVA et
al., 2004; POHLIT et al., 2004; PARK et al., 2005; PIZARRO et al., 1999).

Como o0 Aedes aegypti € um mosquito com caracteristicas domiciliar e
peridomiciliar, 0 uso de agentes toxicos aéreos para o controle do mosquito nem sempre é
eficiente, uma vez que a maioria dos mosquitos adultos esconde-se no interior das casas. A
Unica maneira de se reduzir a densidade dos mosquitos a um nivel onde as epidemias do

dengue ndo ocorram é atacando os locais de reproducdo (GLUBER, 1989).

O controle ideal é feito com o uso de larvicidas nestes locais de reproducao.
Normalmente sdo usados inseticidas e larvicidas organofosforados. O uso de produtos
naturais € uma alternativa para o controle quimico convencional. Em termos, vérias plantas
tém mostrado atividade pesticida, como um mecanismo de defesa contra predacao ou infec¢do
(GONZAGA et al., 2008; SILVA, 2006).
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2.2 Pimenta dioica Lindl (Pimenta da Jamaica)

A escolha da espécie Pimenta dioica Lindl deveu-se pelo fato de que néo foi
encontrada na literatura cientifica referéncia sobre a atividade larvicida do éleo extraido das
folhas desta espécie (e nem dos frutos), motivo pelo qual resolvemos testa-lo.

A espécie vegetal Pimenta dioica Lindl, conhecida popularmente como pimenta
da Jamaica® (ou allspice), pertence & familia Mirtaceae que compreende cerca de 140 géneros
e 3.000 especies, distribuidas nas regibes tropicais, subtropicais e Australia temperada
(SOUSA, 2003).

CORREA (1984) diz que a planta (Figura 1) é originaria da india e América
Central e que se trata de uma arvore que pode atingir 10 metros de altura, fortemente
aromatica em todas as suas partes, com numerosas folhas pecioladas, eliptico-alongadas,

flores numerosas, fruto baga, globoso, piriforme, contendo duas sementes, raras vezes uma.

DUKE (2002) relata que esta espécie vegetal tem larga aplicagdo medicinal em
varios paises, sobretudo da América Central. Na Jamaica os frutos sdo utilizados no
tratamento de resfriados, hemorragias e estomatites. Na Costa Rica, as folhas sdo usadas
como carminativas e estomaquicas, além de serem excelentes para diabetes. Na Guatemala
aplica-se externamente em escoriacGes e dores reumaticas. Em Cuba é utilizada como bebida
refrescante, cha depurativo e estimulante tdnico. Nesse pais o 6leo essencial do fruto é usado

ainda no tratamento de diarréia, dispepsia e flatuléncia.

® GUENTHER (1950) explana que na Jamaica, a arvore ndo é plantada, ela é cultivada de
forma espontanea por passaros e morcegos que apreciam seu fruto e por isso, em védo,
deixam cair as sementes que vao formar a vegetagdo. Estas novas plantas desenvolvem-se
sobre extensas areas, formando florestas inteiras com, inclusive, arvores de pimenta em
algumas regides montanhosas.
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Figura 1. Pimenta dioica Lindl: arvore, frutos e folhas.
Fonte: UCLA (2009); Mouchrek Filho (2000).

De acordo com GUENTHER (1950) existem dois tipos de 6leo de Pimenta dioica
Lindl no mercado: o 6leo destilado dos frutos, com fino odor e sabor, caracteristico de

pimenta e o 6leo obtido das folhas.

O referido autor relata que o fruto seco contém 2 a 5% de 6leo essencial e a
quantidade do 6leo no fruto depende do periodo de colheita. O p6 contém eugenol (65 a 85%,
componente majoritario — Figura 2), éter metil eugenol, cariofileno, felandreno, cineol, acido

palmitico, dleos fixos, resinas, acucares, amido, &cido malico, oxalato de célcio e taninos.

OH

CHs

Figura 2. Férmula estrutural do eugenol.
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Estudos fitoquimicos de suas folhas ndo detectaram a presenca de alcaldides e sim
de compostos taninicos e grande quantidade de 6leo essencial (MOUCHREK FILHO, 2000).

A respeito do eugenol é importante frisar que por ser ele o componente
majoritario do 6leo da Pimenta dioica Lindl (tanto de folhas como de frutos) é o responsavel
principal por muitas de suas atividades — sobretudo antimicrobianas e antioxidantes (COSTA
SOBRINHO, 2008).

O eugenol apresenta formula molecular C19H1,0, e massa molecular 164 (sua

nomenclatura IUPAC é 4-alil-2-metoxifenol).

A literatura descreve que esse constituinte da Pimenta dioica Lindl é muito
utilizado como agente antimicrobiano (COSTA SOBRINHO, 2008; MARINHO, 2005;
NACIMENTO, 2004; MONTEIRO, 2004; VAZQUEZ et al., 2001), atrativo de insetos
(MONTEIRO, 2008; SOUSA, 2003; REBELO, 2001), preparo de compoésitos dentais e de
cimentos ortopédicos de ossos (ROJO et al., 2006), anti-séptico, antiinflamatério
(KOBAYSAHI, 1997), antiespasmodico (MYINTE et al., 1996), antialérgico (KIM, 1996),
na composicdo de cosméticos (TOURIYA et al., 1995), antioxidante (COSTA, 1994), no
tratamento da AIDS (KAEMPGEN, 1990) e como flavorizante (CRAVEIRO et al., 1981).

Existem outros trabalhos versando sobre a importante atividade bioldgica do
eugenol, que isoladamente ja se descobriu ser bastante efetiva. Contudo ainda sdo poucos 0s
trabalhos publicados a respeito do 6leo essencial da Pimenta dioica Lindl. A maioria, contudo
converge para algumas conclusées comuns, a mais importante é de que é o eugenol o
componente majoritario e principal responsavel por muitas de suas propriedades anti-sépticas
sobre varios microrganismos, corroborando esta afirmagdo seguem algumas pesquisas com

esse enfoque.
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RODRIGUEZ et al. (1997) avaliaram a atividade bioldgica de um creme do 6leo
essencial da Pimenta dioica Lindl como repelente de insetos em tropas do exército cubano.
Encontraram significativa diferenca entre o grupo testado com o creme e outro com um creme
placebo. Para o creme com o 0leo essencial eles encontraram 100% de repeléncia por um
tempo maior quando comparado com outros repelentes ndo naturais encontrados no mercado.
Devido aos excelentes resultados os autores sugeriram que o creme da Pimenta dioica Lindl
pode ser empregado profilaticamente para evitar enfermidades transmitidas por mosquito,
como o dengue hemorragico, por exemplo. Neste mesmo trabalho eles comentam que outros

investigadores encontraram atividade do 6leo da pimenta sobre fungos e leveduras.

LOPEZ et al. (1998) estudaram o extrato da Pimenta dioica Lindl e comprovaram
seus efeitos analgésico e antipirético em ratos e coelhos de laboratorio. A toxicidade aguda
oral também foi testada usando 0s mesmos seres vivos. Para os autores o eugenol encontrado
em grandes quantidades nas folhas da planta, que atua inibindo a liberacdo de prostaglandinas,
pode ser o maior responsavel por estas atividades, além disso, o ensaio toxicoldgico permitiu

classificar o extrato como nao téxico.

Na Universidade Federal do Maranhdo (UFMA) ha um grupo de pesquisa em
Pimenta dioica Lindl. Monografias, dissertacbes de mestrado e teses de doutorado ja foram
elaboradas, e ainda estdo sendo realizadas, pesquisando a composicdo do 6leo essencial e de
sua atividade sobre microrganismos (MARINHO, 2005; NASCIMENTO, 2004,
MONTEIRO, 2004; SOUSA, 2003"). Atualmente até a acdo como aditivo em combustiveis
estd sendo pesquisa por mestrando e graduandos dessa Instituicdo, reafirmando o interesse
desse grupo pelas muitas propriedades Uteis ja descobertas e ainda as que estdo por serem

descobertas.

"Em todos esses trabalhos utilizaram-se frutos. Apesar de ter menor concentracdo de
eugenol, o 6leo das folhas apresenta um melhor rendimento na extragdo e esta disponivel o
ano inteiro, o que ndo acontece com os frutos disponiveis apenas na época da frutificagdo.
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2.3 Aniba duckei Kostermans (Pau Rosa)

A familia Lauraceae é considerada uma das mais primitivas pertencentes a divisdo
Manoliophyta. Tal fato se deve as suas caracteristicas morfoldgicas e anatbmicas que as
aproximam de outras familias como Calycanthaceae, ldiospermaceae e Hernandiaceae
(CRONQUIST, 1988). As Lauraceae apresentam-se amplamente distribuida através das
regides tropicais e subtropicais do planeta, sendo formadas por 49 géneros e espécies variando
entre 2500 a 3000, (WERFF, H,1996).

Os primeiros registros relativos a utilizacdo das espécies desta familia datam de
2.800 a.C, sendo originarios da Grécia antiga. Isso influenciou o nome de muitos géneros que
fazem uma alusdo aquela época. Laurus L., por exemplo, vem do celta “ lauer” que significa
verde ou ainda “laus” que significa louvor e o género Phoebe, tem o seu nome relacionado ao
deus Apolo. Outras espécies utilizadas desde a Grécia antiga sdo as pertencentes ao género
Cinnamomum Schaeffer, que significa “caneleira” em grego (BARROSO, G. M, COE-
TEIXEIRA, B, 1980).

As Lauraceae destacam-se entre as demais familias pela sua importancia
econdmica. Algumas espécies tém sido utilizadas pelas industrias para a fabricacdo de
diversos produtos, porém, a maioria das espécies tem seu uso restrito as comunidades
tradicionais que detém o conhecimento empirico da utilizacdo dessas plantas (MARQUES, C.
A, 2001).

Sua arvore (Figura 3) pode atingir até 30 metros de altura e seu tronco diametro
de um metro (Figura 4). Tem casca pardo-avermelhada (dai o nome pau rosa), folhas
semicoriaceas, lisas e inflorescéncia em paniculas multifloras delicadas. As flores séo
ferrugineas e o fruto é uma drupa, de 2 a 3 centimetros de comprimento, com cupula bastante
espessa. O tipo de vegetacdo onde ocorre é de floresta tropical umida e terra firme. Possui
reproducdo anual, porém bastante irregular, apresentando crescimento lento e madeira de alta
densidade com reconhecido valor comercial (BIOSAPIENS, 2004).

UFMA - GQOEA Dissertacdo de Mestrado — Aldemir da Guia Schalcher Pereira



Revisdo Bibliografica 13

Figura 3. Arvore do Aniba duckei Kostermans
Fonte: WIKIMEDIA, 2008.

Figura 4. Tronco do Aniba duckei Kostermans
Fonte: WIKIMEDIA, 2008.

Dessa forma, Kalil Filho (2000) destaca que pesquisadores brasileiros estdo
analisando formas de producéo do 6leo que ndo comprometam o ambiente e a0 mesmo tempo
garantam a qualidade dos produtos, inclusive produzindo o éleo a partir de folhas e galhos

finos, ndo sendo necessario, portanto, o corte das arvores.

UFMA - GQOEA Dissertacao de Mestrado — Aldemir da Guia Schalcher Pereira



Revisdo Bibliografica 14

A ameaca de extingdo dessa espécie conduziu a controles crescentes
regulamentados e vigiados por 6rgaos governamentais no Brasil, conscientizando, orientando
tecnicamente na extracdo do Gleo utilizando galhos e folhas ao invés de sacrificar a arvore,
estudos com outras plantas com teor de linalol, reflorescimento desenvolvendo o cultivo

como uns dos meios de alcancar producao de 6leo sustentdvel (CRAVEIRO, A A, 1981).

No Brasil, ocorre ao oeste do Amapa, ao longo de ambos os lados do Rio
Amazonas, tendo grandes concentra¢fes em Curua-Uma (perto de Santarém) para a fronteira
peruana, ao sul e do rio Trombetas para a Colémbia, ao norte. Também é encontrado ao redor
de Belém e na llha de Maraj6 (SUDAM, 1972).

O Aniba duckei Kostermans apresenta diferengas morfoldgicas e na composicao
do 6leo essencial em relago a espécie nativa da Guiana Francesa, Aniba roseaodora ducke. E
sabido que a caracteristica da arvore do Aniba duckei Kostermans é de grande porte, podendo
atingir trinta metros de altura e o tronco € a parte usada para a extracdo do 6leo essencial por
possuir componente principal fonte natural do 6leo tdo rico no monoterpeno linalol (KALIL
FILHO, 2000).

O 6leo essencial dessa espécie, segundo Chaar (2000), caracteriza-se por seu forte
odor, incoloracdo, densidade inferior a da agua, solubilidade em solventes organicos usuais e
alcool 70°GL. De grande valor no mercado internacional (devido seu uso como fixador em
perfumes como, por exemplo, o famoso Chanel nimero 5), é em grande parte o linalol (Figura
5), composto normalmente encontrado sob a forma de uma mistura de isémeros de posicao da

primeira dupla ligacéo e opticamente ativo (CAMPQOS, 2003).

Os compostos terpénicos mais freqlientes nos Oleos essenciais sdo 0S
monoterpenos (aproximadamente 90% dos éleos essenciais) ele se divide em trés sob grupos

monociclicos, biciclicos e aciclicos o “qual faz parte do linalol”.
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De grande valor no mercado internacional (devido seu uso como fixador em
perfumes como, por exemplo, o famoso Chanel numero 5), é em grande parte o linalol
(C10H180, massa molecular 154 g/mol), composto normalmente encontrado sob a forma de
uma mistura de isdmeros de posicdo da primeira dupla ligacdo e opticamente ativo (KALIL
FILHO, 2000).

OH

3

=
|

Figura 5. Formula estrutural plana do linalol

No que diz respeito a testes de atividade antibacteriana, Hammer et al. (1999)
analisaram 52 6leos essenciais, dentre 0s quais o0 pau rosa, frente a dez diferentes bactérias,
incluindo Enterococcus faecalis e Klebsiella pneumoniae. Os autores apontaram que o poder
de inibicdo do 6leo desta planta conforme todos os microrganismos testados foi eficiente,

sobretudo, para esses dois géneros.

Santos (2004), em seu estudo acerca do pau rosa, descreve que o 6leo essencial da
espécie apresentou excelente acdo antibacteriana frente Escherichia coli, Staphylococcus
aureus e Salmonella sp. Entretanto, a referida autora verificou que esse mesmo 6leo quando
testado frente Pseudomonas aeruginosa nao proporcionou atividade, o que pode ser atribuido
ao fato dessa bactéria ser mais resistente. Ademais, o acetato de linalila ndo apresentou

nenhuma inibig&o frente essas bacteérias.

Chaar e Albuguerque (2004) estdo a demonstrar a atividade larvicida deste 6leo
no combate a larva do mosquito da dengue, Aedes aegypti. Em seu estudo os autores
verificaram que o hidrolato de pau rosa pode ser o responsavel e apontam o linalol como

principal causador desse tipo de atividade.
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Nascimento (2004) demonstrou que o Oleo de pau rosa apresentou grande
atividade antibacteriana, principalmente frente as bactérias Salmonella sp. e Staphylococcus
coagulase positiva, mostrando dessa forma que esse 6leo pode ser utilizado para esse

proposito.

2.4 Técnicas analiticas

A avaliagdo quantitativa e qualitativa envolve a utilizacdo de diversas técnicas
basicas, que sofreram algumas alteragbes nos ultimos anos, devidas essencialmente a
revolucdo da informatica (programa de computadores, niveis de automacdo, forma de
integracdo dos dados obtidos) e da sofisticacdo dos experimentos que podem ser realizados,
resultando na deducdo de uma estrutura coerente. Dentre estas podemos citar: a
Cromatografia Gasosa, Espectroscopia Eletronica de Ultravioleta (UV), Espectroscopia
Viracional de Infravermelho (IV) e Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de
Massas (CG-EM), (CHAAR, J da S, 2000, MOUCHREK FILHO, V. E, 2000).

Durante o desenvolvimento da quimica varias técnicas analiticas foram
desenvolvidas, desempenhando importantissimo papel na anélise das mais variadas matrizes.
Na andlise de 6leos essenciais estas técnicas auxiliam na verificacdo de sua qualidade,
quantificacdo de componentes majoritarios ou ndo, e até na separacdo destes componentes

para sua utilizacdo individual.

Com o desenvolvimento tecnoldgico estas técnicas foram se aperfeicoando cada
vez mais, chegando hoje em dia, a equipamentos acoplados a computadores que conseguem
sensibilidades no nivel de ppm (parte por milhdo) para os mais variados fins. A avaliagéo
quantitativa e qualitativa dos Oleos essenciais envolve a utilizagdo de diversas técnicas
bésicas, que passam desde a deducdo de uma estrutura coerente para um dado composto de
interesse, até sua quantificacdo. Dentre as mais utilizadas podemos citar: a Cromatografia
Gasosa (CG), (FALKENBERG et al., 1999), Espectroscopia Eletronica de Ultravioleta (UV),
(SILVERSTEIN et al, 2007), Espectroscopia Vibracional de Infravermelho (1V)
(CRACKER; SIMON, 1987) e Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas
(CG-EM), (ADAMS, 2007).
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2.5 Métodos de quantificacao

Na analise quantitativa sdo necessarias precaucdes em todas as etapas para
minimizar ou evitar erros. A aliquota a ser analisada deve ser representativa da amostra. Em
cromatografia, a etapa de separacdo dos componentes da amostra no cromatografo pode
acarretar erros como: adsorcao irreversivel de parte da amostra na fase estacionaria ou
suporte, resposta do detector afetada por alteracdes de temperatura e vazao de gas, quantidade
de amostra injetada fora da faixa linear do detector etc. (RODRIGUEZ, 1996).

A concentracdo de uma substancia na amostra pode ser determinada por um dos
seguintes métodos: método do padrdo externo, método da adicdo padrdo, método do padrdo
interno e método da normalizacdo. No presente trabalho, utilizou-se o método da
normalizacdo. Neste método, faz-se a integracdo eletrbnica das é&reas dos picos
cromatograficos utilizando um software do equipamento CG-EM (Varian 2100). A
normalizacdo é muito usada em técnicas analiticas, principalmente em amostras complexas,
como € o caso dos 6leos essenciais e, também, quando a concentracdo do analito é muito
baixa e existem efeitos de diluicdo em matrizes (PINO; ROSADO; GONZALEZ, 1989).

2.6 Aspectos sobre o mosquito Aedes aegypti (Linnaeus, 1762)

O mosquito Aedes aegypti (Linnaeus 1792) (Diptera: Culicidae) (Figura 6) é o
principal responsével pela transmissdo da febre amarela urbana e do dengue em todo o
mundo. E doméstico e antropofilico, com atividade hematofagica diurna e utiliza-se
preferencialmente de depositos artificiais de agua limpa para colocar seus ovos (CDC, 2009;
TAUIL, 2001).

Embora oriundo do Velho Mundo, esse mosquito acompanhou 0 homem em sua
longa e ininterrupta migracdo pelo globo, e permaneceu onde as alteracBes antropicas
propiciaram a sua proliferacdo. Hoje, o Aedes aegypti é considerado um mosquito
cosmopolita, com ocorréncia em regides tropicais e subtropicais (CDC, 2009; CONSOLI e
OLIVEIRA, 1994).
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Figura 6. Mosquito Aedes aegypti (Linnaeus, 1762).
Fonte: INFO-E (2009)

A ocorréncia do Aedes aegypti L. se d& principalmente nas regibes tropicais.
Dados de novembro de 2008 indicavam as areas de maior risco (em amarelo no mapa da
Figura 7): América Central, América do Sul (exceto Chile, Uruguai e sul da Argentina),
América do Norte (México), Africa, Australia (norte), Caribe (exceto Ilhas Caymam), China
(sul), Ilhas do Pacifico, india, Sudeste Asiatico e Taiwan® (CDC, 2009). Nos Estados Unidos
a ocorréncia de dengue é incomum, mas em 1995 foram registrados casos de transmissao no
Texas. O mosquito Aedes aegypti esta distribuido na maior parte do Brasil e a regido Nordeste

esta mais suscetivel a ocorréncia de epidemias do dengue.

8 O contorno das linhas das isotermas de janeiro e julho indicam os limites geograficos
potenciais dos Hemisférios Norte e Sul do planeta para sobrevivéncia do Aedes aegypt ao
longo do ano (WHO, 2009).
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Figura 7. Distribuicdo do Aedes aegypti no mundo em 2008 (paises ou areas de risco).
Fonte: WHO (2009).

O mosquito Aedes aegypti L., encontrou no mundo moderno condi¢gdes muito
favoraveis para uma rapida expansdo, pela urbanizacdo acelerada que criou cidades com
deficiéncias de abastecimento de &gua e de limpeza urbana; pela intensa utilizacdo de
materiais nao-biodegradaveis, como recipientes descartaveis de plastico e vidro; e pelas
mudancas climaticas. Com essas condi¢des, espalhou-se por uma area onde vivem cerca de
3,5 bilhdes de pessoas em todo o mundo (FUNASA, 2002).

No Brasil 0 mosquito estd restrito as vilas e cidades, sempre ligado ao
peridomicilio e ao domicilio humano. Nas cidades brasileiras € encontrado nos locais de
maior concentracdo humana e raramente em ambientes semi-silvestres ou onde a populacédo
humana é mais escassa (NEVES, 2000).

Os resultados obtidos no Brasil e o proprio panorama internacional, onde
inexistem evidéncias da viabilidade de uma politica de erradica¢do do vetor, em curto prazo,
levaram o Ministério da Saude a fazer uma nova avalia¢do dos avancgos e das limitagdes, com
0 objetivo de estabelecer um novo programa que incorporasse elementos como a mobilizagédo
social e a participacdo comunitaria, indispensaveis para responder de forma adequada a um
vetor altamente domiciliado (FUNASA, 2002).
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Atualmente, muitas pesquisas sobre a atividade larvicida de 6leos essenciais tém
sido publicadas, porém, quase nenhum discute a relacdo entre essa atividade e a composicao

quimica dos 6leos essenciais (SILVA, 2006).

Em trabalho recente TELES (2009) testou a atividade do 6leo essencial de Aniba
duckei Kostermans (pau rosa) e ao investigar a CLsy 0 0leo essencial apresentou CLsy de
250,61 (+2,20) ug mL™ (sem atividade larvicida conforme descrito por CHENG et al., 2003).

CHENG et al. (2009) investigaram a composi¢do quimica e a atividade larvicida
do 6leo essencial extraido das folhas de duas espécies de eucalipto contra as espécies de
mosquito Aedes aegypti e Aedes albopictus. Os resultados foram satisfatorios: os valores para
as Clso foram de 31,0 e 553 pg mL™ contra as larvas de A. aegypti e A. albopictus,

respectivamente.

PORTO et al. (2008) estudando o 6leo extraido das folhas de Anacardium humile
frente larvas de Aedes aegypti apontaram CLsy de 20,9 ug mL™ demonstrando atividade

larvicida.

RODRIGUES et al. (2007) promoveram o estudo quimico e avaliacdo da
atividade larvicida sobre Aedes aegypti de Oleos essenciais (folhas e talos) de Stemodia
maritima L. (conhecida popularmente por “melosa”) e encontraram CLsg de 22,93 pg mL™

para o 6leo dos talos.

FURTADO et al. (2005) ao analisarem amostras de dez tipos de 6leos essenciais
contra 0 mosquito verificaram que o 6leo essencial de Vanillosmopsis arborea Baker induziu
a maior atividade larvicida, com CLs, de 15,9 pg mL™, enquanto o de Ocimum gratissimum

L. apresentou a menor atividade com CLs, de 95,80 ug mL™.

A partir do exposto, verifica-se que a procura por larvicidas naturais para o Aedes
aegypti, tem motivado pesquisadores do mundo inteiro a realizar diversos trabalhos e,
portanto, este trabalho é uma contribuicdo nesse sentido (os produtos naturais com esta
finalidade diminuem o impacto que atualmente os inseticidas sintéticos causam a salde da

populacéo e ao ambiente).
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O uso freqliente e em doses cada vez maiores desses produtos, a exemplo do
temefos, tém selecionado populacdes resistentes do mosquito. Reafirma-se que diversas
pesquisas sdo desenvolvidas no sentido de encontrar substancia de origem vegetal, como
alternativa para o controle do dengue. Os Oleos essenciais, produzidos no metabolismo
secundario das plantas, tém apresentado atividades inseticidas, larvicidas, fumigantes,
deterrentes e outras (SILVA, 2006).

Partindo do principio de que o dleo essencial € um produto natural e, portanto,
menos nocivo a salde das pessoas e dos animais domésticos, pode se afirmar que o 6leo
essencial da espécie estudada poderd ser futuramente usado como larvicida em possiveis

locais de crescimento de larvas do Aedes aegypti.

2.6.1 O ciclo de vida do Aedes aegypti

O conhecimento do ciclo de vida do mosquito contribui para melhoria das formas
de combate a esse vetor. O Aedes aegypti € uma espécie doméstica, que se reproduz,
preferencialmente, em &gua parada e limpa, acumulada em recipientes fabricados pelo
homem, como latas, pneus, vasos etc., (Figura 8) dentro ou perto das habitac6es. Seu ciclo de
vida compreende quatro estagios: OVO — LARVA — PUPA — ADULTO (SILVA 2006).

Figura 8. Locais de reproducdo dos ovos do Aedes aegypti (Linnaeus, 1762).
Fonte: FIOCRUZ (2009)
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a) O ovo

O ovo do Aedes aegypti (Figura 9), mede aproximadamente 1mm de
comprimento, com contorno alongado e fusiforme e é depositado individualmente, nas
paredes dos depdsitos que servem como criadouros, proximos a lamina da dgua; no momento
da postura os ovos sao brancos, mas nas primeiras 24 horas adquirem a cor negra; a formagéo
do embrido se completa em 48 horas; sdo capazes de resistir a longos periodos de dessecacao
(SILVA 2006).

Figura 9. Ovos do Aedes aegypti (Linnaeus, 1762).
Fonte: FIOCRUZ (2009).

De acordo com dados da FUNASA (2002), ovos com até 450 dias, sofrem
eclosdo, quando colocados em contato com a agua (Figura 10). A capacidade de resisténcia
dos ovos é um sério obstaculo para sua erradicacdo. Esta condicdo permite que 0s 0vos sejam
transportados a grandes distancias, em recipientes secos, tornando-se assim, o principal meio

de dispersao do inseto.
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Figura 10. Obteng¢do dos ovos do Aedes aegypti (Linnaeus, 1762) e eclosdo das larvas.

b) A larva

Na fase de larva o Aedes aegypti (Figura 11) possui aspecto vermiforme, siféo
curto, grosso e mais escuro que o corpo e possui 4 estadios evolutivos. A duracao desta fase
depende da temperatura e da alimentacdo, em média dura sete dias. As larvas sdo sensiveis a

movimentos bruscos na agua.

Figura 11. Larvas do Aedes aegypti (Linnaeus, 1762).
Fonte: WIKIMEDIA (2009)
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c) A pupa

A pupa € o ultimo estagio da fase aquatica (Figura 12) e possui 0 aspecto de
virgula, sendo bastante moével quando perturbada; seu corpo escurece a medida que se
aproxima o momento da emergéncia do adulto. Esta fase dura de dois a trés dias e durante
este periodo a pupa ndo se alimenta.

Figura 12. Pupa do Aedes aegypti (Linnaeus, 1762).
Fonte: ARBOVIRUS (2009).

d) O adulto

Os mosquitos adultos estdo na fase de reproducdo e dispersdo da espécie. Seu
corpo é escuro, com faixas brancas nas bases dos segmentos tarsais e possui um desenho em
forma de lira no mesonoto (Figura 6). Eles podem acasalar 24h apds emergirem. O
acasalamento pode se da durante o vO6o ou pousados sobre uma superficie. O repasto
sanguineo das fémeas fornece proteinas para o desenvolvimento dos ovos. Ocorre nas
primeiras horas do dia e ao anoitecer. O macho alimenta-se de carboidratos extraidos dos
vegetais. A fémea faz uma postura apOs cada repasto sanguineo. O intervalo entre a
alimentacdo e a postura é de trés dias. A postura se da geralmente no fim da tarde. A fémea é
atraida por recipientes sombreados ou escuros, com superficie aspera. Prefere agua limpa e

distribui cada postura em varios recipientes (SILVA 2006).
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2.6.2 O Dengue

O dengue é um dos principais problemas de saude puablica no mundo. A
Organizagdo Mundial da Salde (OMS) estima que entre 50 a 100 milhGes de pessoas se
infectem anualmente, em mais de 100 paises, de todos os continentes, exceto a Europa. Cerca
de 550 mil doentes necessitam de hospitalizacdo e 20 mil morrem em conseqliéncia dessa
doenca (BRASIL, 2009a).

Trata-se de uma virose transmitida pela picada dos mosquitos Aedes aegypti ou
Aedes albopictus, que apos terem picado uma pessoa doente, adquirem o flavivirus, causador
da doenca, passando a dissemina-lo. Seu periodo de incubacdo é de oito a dez dias (FUNASA,
2002).

E uma doenca transmitida por um arbovirus do género Flavivirus, pertencente a
familia Flaviviridae. Sdo conhecidos quatro sorotipos: 1, 2, 3 e 4. A presenca do virus no
organismo provoca alteracbes bioquimicas como a diminuicdo da albumina no sangue,
albuminaria e discreto aumento dos testes de funcdo hepatica: aminotransferase, aspartato
sérica (conhecida anteriormente por transaminase glutdmico — oxalacética — TGO) e
aminotransferase alanina sérica (conhecida anteriormente por transaminase glutamico
piravica — TGP) (SILVA, 2006).

A doenca manifesta-se de duas formas. A forma benigna ¢é difundida e tem
sintomas semelhantes aos de uma forte gripe. A forma maligna é a hemorragica e atinge
principalmente as pessoas que ja foram acometidas pela forma benigna da doenca. Esta forma
hemorragica é letal na maioria dos casos, pois provoca hemorragias internas. Nao existe
tratamento especifico contra o dengue. Os mosquitos séo responsaveis por mais doengas que
qualquer outro grupo de artropodes. O mosquito Aedes aegypti atua como um vetor para um

arbovirus responsavel pela febre amarela nas Américas Central e do Sul e no oeste da Africa.
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Este mosquito também é o vetor do dengue hemorragico, que se tornou endémico
no Brasil. Ele é atualmente um mosquito que apresenta a maior dispersao em areas urbanas do
mundo. Esta espécie é de grande importancia para a medicina, pois se trata do vetor de quatro
sorotipos do flavivirus causador do dengue classico e da febre hemorragica do dengue. O
aumento na densidade desse mosquito esta relacionado ao comportamento sinantropico e ao
habito antropofilico dessa espécie (SILVA et al., 2004).

Os machos de todas as espécies de mosquitos ndo sugam o sangue humano ou de
animais, eles se alimentam de frutos. Apenas as fémeas sugam o sangue que ela precisa de
modo a amadurecer 0s seus ovos. Os ovos da maioria das espécies de insetos sdo postos
juntos, mas o Aedes pde 0s ovos separadamente, consequientemente permitindo a difusdo dos

0ovos e aumentando a chance de sobrevivéncia.

A maioria dos mosquitos pde seus ovos em qualquer tipo de agua, entretanto o
Aedes aegypti pde seus ovos na maioria das vezes em agua limpa. Porém, segundo SILVA et
al. (1999), o Aedes tem uma capacidade de adaptacédo a condicdes adversas, desenvolvendo-se
ate mesmo em aguas poluidas. De acordo com SILVA e SILVA (1999), a quiescéncia dos
ovos do Aedes aegypti se da em ambientes inGspitos. Os seus ovos podem sobreviver por
longos periodos, mesmo em ambientes secos, geralmente por mais de um ano. Uma vez que 0
virus pode ser transmitido do adulto para o ovo, o virus também consegue sobreviver até o
proximo periodo de chuvas, quando as cidades ficam alagadas. O virus se instala nas
glandulas salivares do mosquito, que ao picar o individuo, injeta saliva na ferida, de modo a
evitar a coagulacdo sanguinea e facilitar a alimentacdo. Durante a alimentacdo, as fémeas do

mosquito injetam o virus na circulacdo sanguinea.

O primeiro relato de doenca semelhante ao dengue foi descrita numa enciclopédia
chinesa da Dinastia Chin (265 a 420 A.C.). Foi denominada pelos chineses de veneno da
agua, pois achavam que de alguma maneira estava associada a insetos (SILVA e SILVA,
1999).

UFMA - GQOEA Dissertacdo de Mestrado — Aldemir da Guia Schalcher Pereira



Revisdo Bibliografica 27

Epidemias foram também descritas nas Indias Ocidentais em 1635. Os primeiros
relatos de uma sindrome febril aguda semelhante ao dengue foram detectados na ilha de
Jakarta, na Asia, e no Cairo e em Alexandria, no Egito, em 1779. Em 1903, Graham forneceu,
pela primeira vez, evidéncias da transmissao por mosquito, e, em 1906, Bancroft concluiu ser
0 Aedes aegypti o vetor do dengue. No final da Segunda Grande Guerra, Sabin e
colaboradores fizeram importantes contribuicfes como a defini¢do dos sorotipos dengue 1 e 2,
do tamanho da particula viral, das vias de infeccdo, de agentes inativantes, da duracdo da
imunidade homologa e heteréloga (SILVA, 2006).

Até os dias atuais, o dengue ainda € um dos principais problemas de satde publica
no mundo. A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) estima que 80 milhdes de pessoas se
infectem anualmente, em 100 paises, de todos os continentes, exceto a Europa. Cerca de 550
mil doentes necessitam de hospitalizagdo e 20 mil morrem em conseqliéncia do dengue
(FUNASA, 2002).

O dengue classico e o dengue hemorragico sdo problemas importantes de sadde
publica em regiBes tropicais e subtropicais. O dengue esta presente em mais de 100 paises e
2,5 bilhGes de pessoas vivem em &reas endémicas. No inicio desta década, foi estimada a
ocorréncia de 50-100 milhdes de casos de dengue, em plena crise epidémica. Estima-se que
cerca de 250.000-500.000 casos de dengue hemorragico sdo oficialmente notificados
anualmente (GUZMAN e KOURI, 2001).

De acordo com SILVA (2006) ha referéncias de epidemias em 1916, em Sao
Paulo, e em 1923, em Niter0i, sem diagndstico laboratorial. A primeira epidemia
documentada clinica e laboratorialmente ocorreu em 1981-1982, em Boa Vista - Roraima,
causado pélos sorotipos DEN-1 e DEN-4 (Figura 13).
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Figura 13. Sorotipos DEN-1, DEN-2, DEN3 e DEN-4 do Aedes aegypti (Linnaeus, 1762).
Fonte: ARBOVIRUS (2009).

A partir de 1986, foram registradas epidemias em diversos estados. A mais
importante ocorreu no Rio de Janeiro onde, pelo inquérito sorolégico realizado, estima-se que
pelo menos | milhdo de pessoas foram afetadas pelo sorotipo DEN-1 nos anos 1986/1987.
Outros estados como Ceard, Alagoas, Pernambuco, Bahia, Minas Gerais, Tocantins, S&o
Paulo, Mato Grosso e Mato Grosso do Sul notificaram surtos no periodo de 1986/1993
(SANTOS, 2003).

Em nosso pais, as condi¢cBes socioambientais favoraveis a expansdo do Aedes
aegypti L. possibilitaram a dispersdo do vetor desde sua reintroducdo em 1976 e o avango da
doenca. Essa reintroducdo ndo conseguiu ser controlada com os métodos tradicionalmente
empregados no combate as doencgas transmitidas por vetores. Programas com baixissima ou
mesmo nenhuma participacdo da comunidade, sem integracdo intersetorial e com pequena
utilizacdo do instrumental epidemioldgico mostraram-se incapazes de conter um vetor com
altissima capacidade de adaptacdo ao novo ambiente criado pela urbanizacdo acelerada e
pelos novos habitos (BRASIL, 2009a).

UFMA - GQOEA Dissertacdo de Mestrado — Aldemir da Guia Schalcher Pereira



Revisdo Bibliografica 29

Um levantamento de dados realizado em fevereiro de 2009 pelo Ministério da

Saude mostra 0 mapa da incidéncia da doenca no Pais (Figura 14).
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Figura 14. Taxa de Incidéncia do dengue no Brasil por regides entre os anos de 1990 e 2008.
Fonte: BRASIL (2009b).

E notavel que desde o ano de 1990 a incidéncia da doenca tem crescido em todas
as regides do Pais. Contudo, até marco de 2009, os casos de dengue cairam no Brasil. O
balanco parcial de casos, divulgado Ministério da Saude, aponta que nas dez primeiras
semanas deste ano foram notificados 114.355 casos da doenca, representando uma queda de
28,6% em relacdo ao mesmo periodo de 2008, quando 160.137 pessoas foram vitimas do
mosquito. Houve reducdo no nimero de casos da doenca em 19 estados e no Distrito Federal.
Ocorreu aumento de notificacdes na Bahia, Acre, Roraima, Amapa, Minas Gerais, Espirito
Santo e Mato Grosso do Sul (BRASIL, 2009c).
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Apesar dos esforcos para o controle da doenca, até 0 momento nao existe uma
vacina para prevencdo do dengue. Enquanto néo se pode contar com esta medida de controle,
0 Unico elo vulneravel da cadeia epidemiologica € o vetor. A luta contra 0s mosquitos consiste
principalmente na eliminacdo dos seus criadouros potenciais, que se constituem em
recipientes artificiais de agua, como pneus usados expostos ao ar, depositos de ferro velho
descobertos, latas, garrafas e plasticos abandonados. As medidas de controle consistem na
limpeza de terrenos baldios; aplicacdo de larvicida em depositos de dgua de consumo; uso de

inseticida para as formas adultas do mosquito, durante os periodos de transmissao.

Claro que as ac¢des de prevencdo do dengue necessitam de envolvimento de outros
setores da sociedade, particularmente na questdo da melhoria de condi¢des de urbanizacéo e
habitacdo, coleta regular de lixo, abastecimento permanente de &gua encanada e educacdo
escolar (TAUIL, 2001).

Além disso, a conscientizacdo de cada cidaddo sobre as medidas de prevencdo e
controle do dengue é de fundamental importancia para a diminuicdo do nimero de casos da
doenca. E necessaria uma acéo efetiva dos 6rgdos publicos de satde, no que diz respeito ao
controle da doenga, em parceria com a populagéo.
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Objetivos

3.1 Objetivo geral
Caracterizar analiticamente e avaliar o uso da mistura dos 6leos essenciais das

folhas da espécie Pimenta dioica Lindl (folhas) e Aniba duckei Kostermans (galhos) como

agente larvicida frente ao mosquito Aedes aegypti.

3.2 Objetivos especificos

Extrair quantitativamente o 6leo essencial das folhas da Pimenta dioica Lindl e galhos
Aniba duckei Kostermans pelo método de hidrodestilacéo.

= Caracterizar fisico-quimicamente o 6leo essencial, no que diz respeito a densidade,

indice de refracdo, solubilidade em alcool a 70%, cor e aparéncia.

= Caracterizar analiticamente e quantificar os componentes majoritarios da mistura dos

6leos essenciais por CG-EM.

= Calcular a concentragéo letal a 50% (CLsg) do 6leo a partir do teste de toxicidade

(atividade larvicida frente as larvas do mosquito Aedes aegypti).
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Parte Experimental

O presente trabalho foi desenvolvido com a utilizacdo de varios equipamentos e
contou com a parceria dos seguintes laboratorios e institui¢cbes: Laboratdrio de Pesquisa em
Quimica Analitica (LPQA), Central Analitica, Laboratério de Fisico-Quimica e Microbiologia
do Pavilhdo Tecnoldgico da Universidade Federal do Maranhdo — UFMA e da Central

Analitica da Unicamp-SP.

4.1 Origem, coleta e preparo da amostra vegetal

As amostras de galhos foram coletadas de trés arvores da Aniba duckei
Kostermans cultivadas na Reserva Florestal Ducke, rodovia AM — 010 km 26 — Manaus —
AM — Brasil.

Uma exsicata da espécie Aniba duckei Kostermans foi preparada a partir da coleta
de trés ramos de folhas, com frutos de aproximadamente 30 a 40 cm de comprimento. Em
seguida foram colocados em jornais e acondicionados para transporte entre folhas de papeléo,
presos por um barbante. Estes foram prensados e secos a 37 — 40 °C por 24 horas e depois
foram presas e montadas em cartolina na qual foi afixada uma ficha adesiva contendo: nome
cientifico, nome vulgar, familia, local de coleta, identificador. Essa exsicata foi depositada no

herbario da Universidade Federal do Amazonas.

Para o preparo das exsicatas, foram coletados trés ramos de folhas da Pimenta
didica Lindl, de aproximadamente 30 a 40 cm de comprimento, em seguida foram colocados
individualmente em jornais de papeldo presas por barbantes. Estas foram prensadas e secas a
uma temperatura de 37 a 40°C por 24 a 36 horas, em seguida foram montadas em cartolinas,

numeradas e depositadas no Herbario da UFSCar (Apéndice 2).
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4.2 Moagem do material vegetal

As amostras coletadas das folhas (Pimenta dioica Lindl) e dos galhos (Aniba
duckei Kostermans) foram colocadas para secar em uma sala, por um periodo de 7 dias. Apds
0 periodo de secagem utilizou de um moinho elétrico Tenal, modelo TE-340 do pavilhdo
tecnoldgico para trituracdo das folhas e dos galhos isoladamente. Ap6s a moagem o material
em po foi armazenado em frascos de polietileno para posterior extracdo dos respectivos 6leos

essenciais.

4.3 Extracdo do 6leo essencial

Para extracdo do 6leo essencial da Pimenta dioica Lindl e da Aniba duckei
Kostermans, utilizou-se o Sistema Extrator de Clevenger acoplado a um baldo de fundo
redondo de 1000 mL e uma manta elétrica como fonte geradora de calor. A cada extra¢do do
oleo essencial, eram pesadas 30 gramas da biomassa da Pimenta dioica Lindl e adicionou-se
300 mL de agua destilada, e também eram pesadas 30 gramas de galhos moidos da Aniba
duckei Kostermans e adicionou-se 300 mL de agua destilada, ambos em bal6es de fundo
redondo acoplado ao Sistema de Clevenger. Em seguida, ligava-se a manta elétrica e
mantinha-se a temperatura de 100° C e apds 3 horas e meia encerrava-se a destilacdo
recolhendo-se 0s 0Oleos essenciais. Os 6leos eram secos por meio de percolacdo em Na,SO4
anidro. Essas etapas foram realizadas em triplicatas e as amostras eram armazenadas em

recipientes de vidro sobre refrigeracdo para evitar possiveis perdas de constituintes volateis.

O rendimento da extracdo foi calculado na relacdo massa/volume, observando o

volume obtido no proprio sistema de extracao.

O rendimento da extracdo pode ser calculado a partir da quantidade de dleo que se
obteve com uma determinada massa vegetal. Como nesse experimento partiu-se de uma
massa de 30 g de folhas moidas da Pimenta dioica Lindl e obteve-se em média 0,75 mL de
oleo essencial em cada extracdo o rendimento m/v foi de 2,50%. Como a densidade do 6leo

foi determinada em 0,982 g mL™, rendimento m/m foi calculado em 2,45%.
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O presente estudo demonstrou que a espécie Aniba duckei Kostermans, forneceu
um 6leo essencial cujo rendimento foi de 1,93% (m/m), o qual foi considerado de bom valor

em relacdo a extracéo de outros 6leos essenciais de plantas aromaticas.
4.4 Caracteristicas fisico-quimicas do 6leo essencial

Na caracterizacdo das propriedades fisico-quimicas dos 6leos essenciais realizou-
se as analises de densidade, solubilidade em etanol a 70% v/v, indice de refracdo, cor e
aparéncia.
4.4.1 Densidade

A densidade da mistura de Oleos essenciais foi obtida e determinada com o

emprego de um picndmetro de 1,0 mL previamente seco, tarado e aferido. Em seguida era

cheio com as amostras do 6leo essencial a 25 °C e entdo pesado.
4.4.2 Solubilidade em etanol (70%)

Para esse teste, foram utilizados balGes volumétricos de 10 mL contendo um
volume constante do 6leo essencial, sobre o qual era adicionado proporcionalmente volume
crescente da mistura de alcool/agua destilada a 70% (v/v) até a sua completa solubilizacao.

4.4.3 Indice de refracéo

As leituras eram feitas a 25 °C com o 6leo colocado diretamente sobre o prisma de

Flint do refratdmetro, para o qual era utilizada uma micropipeta.
4.4.4 Cor
A técnica utilizada foi visual, foi avaliado visualmente comparando-se a cor da

mistura de 6leos essenciais com cores conhecidas e sobre um fundo branco, com as cores

conhecidas e descritas na literatura especializada.
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4.4.5 Aparéncia

A técnica empregada, também nesse caso, foi a visual na qual se fez uma
comparacdo das esséncias no que diz respeito a sua transparéncia ou limpidez por testes

sensoriais.
4.5 Analises quimicas da mistura de 0leos essenciais
4.5.1 Analise por espectrofotometria no UV-Vis

Utilizou-se um espectrofotdometro UV—Vis modelo “Cary 50” da Hewlett Packard.
As amostras foram adicionadas em uma solucdo a 70% v/v de etanol/agua para viabilizar a
completa diluicdo do 6leo, ja que esta relacdo foi a que apresentou a menor proporcdo de

etanol sem que a solucéo turvasse.
4.5.2 Andlise por cromatografia gasosa acoplada a espectroscopia de massas

Analisou-se o0 6leo essencial CG-EM no cromatografo a gas HP 5890, coluna HP -
1 de metil silicone entre-cruzada (25 m x 0,22 mm i.d.; 0,3 um de espessura de filme),
acoplado a um detector seletivo de massas HP 5970 de impacto eletrdnico, com uma energia
de 70 eV, temperatura de transferéncia de 300 °C e banco de dados NBS_Reve (40.000
registros). Para as andlises foram injetados 1 pL da amostra diluida em cloroférmio e
efetuaram-se as medidas fixando-se as seguintes condi¢des: temperatura inicial: 60 °C, final:
300 °C, tempo inicial: 2 min., final: 15 min., rampa: 2 °C min.™, gas de arraste: He, solvente:

cloroformio.
4.6 Padrdes de eugenol e linalol

No presente estudo foram usados padrbes concentrados de eugenol e linalol os

quais foram gentilmente fornecidos pela Industria Dierberger de Oleos Essenciais S.A.

As solucOes padrdes foram preparadas por diluicdo a diferentes concentragdes em

etanol e cloroférmio.
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4.7 Obtencéo e cultivo das larvas

Como os ovos do Aedes aegypti ndo sdo postos diretamente na dgua, mas sim
milimetros acima de sua superficie, principalmente em recipientes artificiais, foi preparada
uma armadilha simples para coleta desses ovos. Para tanto, foram utilizados jarros de plastico
para planta, de aproximadamente 500mL, semi-preenchidos com &gua e um pedago de
madeira de dimensdes aproximadamente 20cmx5cm com uma parte imersa e outra ndo. A
fémea do Aedes aegypti, deposita seus ovos na parte imediatamente superior a lamina d’agua,

na parte do madeirite ainda imida, mas fora da &gua do jarro.

Os ovos do Aedes aegypti foram imersos numa bacia plastica, de formato
retangular, com cerca de 3 litros de agua mineral para a eclosdo. Apds a imersdo dos ovos,
0,59 de ragdo de rato foi adicionado a &gua para auxiliar no crescimento das larvas. Todo o
material foi mantido no interior de uma gaiola de madeira e coberta com uma tela de tecido,
apropriada para insetos, a fim de evitar a contaminacdo por ovos de outras espécies de
mosquito. Apods a eclosdo, as larvas foram acompanhadas até que atingissem o 3° ou 4°
estagio do desenvolvimento, quando entdo foram utilizadas nos ensaios de atividade larvicida.
Sao necessarios de quatro a cinco dias para que as larvas atinjam o tamanho ideal para os

ensaios.

As larvas foram identificadas, como Aedes aegypti, por técnicos do Laboratorio
do Nucleo de Patologia Tropical e Medicina Social, Departamento de Patologia, Universidade

Federal do Maranhéo.
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4.8 Teste de toxicidade

Para realizacdo do teste de toxicidade, as larvas selecionadas, entre o terceiro e 0
quarto estagios (10 por teste), foram transferidas para um béquer contendo 20mL de agua
mineral (26-28°C). As larvas foram capturadas utilizando-se uma pipeta de Pasteur. Cada
teste foi feito em quintuplicata para cada concentracdo testada. Os controles positivos foram
realizados com o organofosforado temefos em larvas do Aedes aegypti, na concentracao
utilizada pela vigilancia sanitéria que é de 100mg L™. Os controles negativos foram realizados
com 20mL de agua mineral (26-28°C) contendo 0,04% de Tween. As larvas foram expostas
as solucgdes por 24 horas e ao fim deste periodo registrou-se a mortalidade.

Para o preparo da solucdo teste, pesou-se 20mg do 6leo essencial, em um
recipiente do tipo eppendorf, para cada mililitro da solucéo teste e, em seguida, foi adicionada
uma gota de solvente, do tipo Tween 80, sobre o dleo, fazendo-se entdo a homogeneizacéo. A
sequir, utilizando-se uma pipeta automatica, foi adicionado um mililitro de &gua destilada

fazendo-se nova homogeneizacéo.

Esta solucdo foi entdo transferida para o béquer contendo as larvas separadas para

o teste, de acordo com as concentracOes pré-estabelecidas apés testes iniciais.
4.9 Anédlise estatistica

A andlise estatistica dos dados foi realizada de acordo com o método Reed-
Muench, o qual parte do principio de que, um animal que sobreviva a certa dose, também ira
sobreviver em qualquer outra dose menor que aquela, conseqlientemente o animal que morrer
com certa dose, também ird morrer em doses maiores que aquela. Desse modo, os dados de
mortalidade para cada concentracdo testada, € construido no grafico onde se observa uma
curva para o acumulo de animais mortos em cada concentracao e outra curva para o acumulo
de sobreviventes. O ponto de intercesséo entre as curvas é a Concentragdo Letal 50% (CLsy),
pois nesse ponto o nimero de animais sobreviventes é igual ao nimero de animais mortos
(COLEGATE e MOLYNEUX, 1993).
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O intervalo de confianca foi calculado segundo o método de PIZZI (1950). Para
tanto, constroi-se um gréfico do percentual de mortos versus logaritmo (log) da dose. A seguir
determina-se o valor de “R”, que ¢ a diferenga entre o log da dose que mata 75% das larvas ¢
0 log da dose que mata 25% das larvas. Calcula-se também a variavel “h” que consiste na
média das diferencas dos valores de log das doses. Com esses dados determina-se o log do

erro padrdo (SE), através da seguinte formula:

" R | R
(SE)? = 0,79.h. [—] = (SE) = |0,79.h. [—]
20 ! 20
N
Os valores: 0,79 (encontrado no dividendo) e 20 (situado no divisor) do quociente
da radiacdo acima se referem aos fatores de conversdo necessarios para calcular o erro padrao

estabelecido nas amostras.

Finalmente, o valor do intervalo de confianca é igual a 2x10°,
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Resultados e Discussdo

5.1 Caracteristicas fisico-quimicas da mistura dos 6leos essenciais

A comparagdo entre os valores encontrados e os valores da literatura mostra que
algumas caracteristicas fisico-quimicas sdo concordantes entre si e que outra como densidade
e indice de refracdo, apresentam similaridade dos resultados. A variacdo observada no
rendimento € atribuida a época e regido de colheita, uma vez que ambos utilizaram 0 mesmo
método e procedimento de extracdo. Forma de armazenamento e periodo de extracdo podem

também influenciar no rendimento do 6leo obtido (FARIAS, 2001).

Os parametros fisico-quimicos dos 6leos esséncias das folhas de Pimenta dioica
Lindl e dos galhos da Aniba duckei Kostermans e da mistura de 6leos (Tabela 1),
apresentaram similaridade com os padrfes. Este fato era esperado uma vez que a mistura foi

preparada na proporc¢éo de 1:1.

UFMA - GQOEA Dissertacdo de Mestrado — Aldemir da Guia Schalcher Pereira



Resultados e Discussao

40

Tabela 1. Parametros fisico-quimicos das espécies Pimenta dioica Lindl e Aniba duckei Kostermans comparadas

com a mistura de 6leos essenciais.

Parametros Pimenta didica | Aniba duckei | Mistura de 6leos
Fisico-quimicos Lindl Kostermans® | Essenciais °
Densidade (g mL™) 0,949 0,866 0,904
Solubilidade em etanol a (70%) 1:2 1:2 1:2
indice de refracdo (Np 25°) 1,332 1,466 1,379

Cor Amarelo Amarelo Amarelo
Aparéncia Limpido Limpido Limpido
Odor Caracteristico Caracteristico Caracteristico

®@Monteiro (2008);
®)Teles (2003);
©Trabalho em estudo

5.2 Caracterizacao Quimica

5.2.1 Andlises espectrofotométricos da mistura de Oleos essenciais na regido do

ultravioleta — visivel

No presente trabalho utilizou-se a espectrofotometria de UV-Vis tanto para

investigar a presenca do eugenol e linalol na mistura de 6leos essenciais, bem como para a sua

caracterizacgdo eletronica.

Os espectros de absorcdo na regido da ultravioleta, para a mistura de Oleos

essenciais (A), para a solugédo etanol/agua a 60% em volume (B), padrdo de linalol (D) e

padréo de eugenol (C) sdo apresentados na Figura 15.
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Figura 15. Espectros de absor¢do no UV-Vis. (A) padrdo de eugenol; (B) padrdo de linalol; (C) mistura de 6leos
essenciais; (D) solugdo etanol/agua & 60%.

Nessa analise espectrofotométrica, a solucdo de etanol/agua a 60% em volume foi
escolhida ap6s um estudo sobre a solubilidade dos éleos essenciais em varias concentraces

dessa solucéo.

Na Figura 15, essas bandas podem ser atribuidas a presenca de compostos
alifaticos insaturados (230 nm) e a compostos aromaticos com substituicdo auxocrémica (280
nm) como o grupo hidroxila, sendo que ambas com transi¢des eletronicas*, embora unidades
fenilpropilicas apresentem bandas com méximo de absor¢cdo no mesmo intervalo dos
comprimentos de onda observados (UGAZ, 1994; SILVERSTEIN et al, 2007). No entanto, ao
se comparar 0 espectro da mistura de Oleos essenciais com 0s espectros dos padrbes de
eugenol e linalol, nota-se que 0s mesmos praticamente se sobrepdem, indicando que o
eugenol e o linalol encontram-se presente na mistura de 0leos essenciais como componentes

majoritarios.
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5.2.2 Analises por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas

Por meio da cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas foi
possivel separar e identificar seis constituintes da mistura de 6leos essenciais, 0s quais Sao

apresentados na Figura 16, seguindo a ordem de eluigéo.

TIC 3 1475122

0 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60

Figura 16. Cromatograma da mistura de 6leos essenciais.

Na Figura 16 apresenta seis picos cromatograficos, sendo que o pico
cromatografico 1 é o -mirceno, cujo tempo de retencdo foi 14,08 min; o pico cromatografico
2 é o Limoneno, com tempo de reten¢do 15,52 min; o pico cromatografico 3 € o Linalol, o
qual apresentou o tempo de retencdo 18,46 min; o pico cromatografico 4 é o Mircenol, cujo
tempo de retencdo foi 21,76 min; o pico cromatografico 5 é o Alilfenol, com tempo de
retencdo 24,05 min; e o pico cromatografico 6 € o Eugenol, cujo tempo de retencdo foi de
27,56 min.

A Tabela 2 mostra a identificacdo de cada pico apresentados na Figura 17, assim
como 0 seu tempo de retencdo (T,) na coluna e o respectivo teor na mistura de Oleos
essenciais, sendo que a quantificacdo dos seis picos cromatogréficos foi determinada pelo
método de normalizacdo (integracdo da area do pico correspondente). Nota-se que o linalol
apareceu com 63,04%, e o eugenol com 31,07%, 0 que caracteriza serem estes 0s

componentes majoritarios.
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Tabela 2. Composic¢do quimica da mistura de 6leos essenciais.

Pico T, (Min) Substancia identificada Teor (%)
1 14,08 B-Mirceno 2,36
2 15,52 Limoneno 1,00
3 18,46 Linalol 63,04
4 21,76 Mircenol 1,13
5 24,05 Alilfenol 1,40
6 27,56 Eugenol 31,07

A seguir sdo discutidos os sete picos cromatograficos da Tabela 2 que se

apresentaram com seus respectivos teores.

O pico 1 da Figura 17 foi identificado, segundo a espectroteca NIST02 e a
literatura (ADAMS, 2007), como sendo o B- mirceno de férmula CioHi6 € massa molecular
correspondente a 136 g mol™ (Figura 17). Esse hidrocarboneto monoterpénico apresenta o
pico molecular m/z 136 e o pico intenso em m/z 93, o qual é referente & estrutura C;Hg"

formada por isomerizacdo, seguida de clivagem alilica (SILVERSTEIN et al, 2007).

ABUNDANCIA

53 -
107 121 136
I lhll Ll l|l | I 1l | |

m/fz

Figura 17. Espectro de massa do 3-mirceno.

De acordo com o banco de dados da espectroteca NIST02 e de padrbes constantes
na literatura (ADAMS, 2007), o pico 2 da Figura 21 corresponde ao limoneno, CioHasg,
evidenciado pela presenca do ion molecular m/z=136 observado no espectro de massas da

Figura 18.
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O referido espectro de massas mostra ainda picos caracteristicos de
hidrocarbonetos: o pico m/z 121 [M-15] é referente a perda do grupo metila, enquanto que 0s
picos m/z 107 [M-15-14] e m/z 93 [M-15-14-14] sdo decorrentes da subsequente perda do
grupo metileno. O aparecimento do pico com m/z 68 (CsHg") pode ser decorrente da quebra
das ligacBes carbono-carbono semelhantemente a reacdo retro-Diels-alder, o qual é bastante
comum em alquenos ciclicos, resultando ainda numa molécula neutra, conforme demonstrado
na Figura 19 (SILVERSTEIN et al, 2007).

| 68
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Figura 18. Espectro de massa do Limoneno.
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Figura 19. Ocorréncia da reacéo de retro-Diels-Alder na fragmentacéo do limoneno.
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O espectro de massa da Figura 20 foi relacionado ao linalol, percebe-se que o pico
do ion molecular m/z = 154 (o qual ndo aparece no espectro por causa da sua instabilidade),
confirmado como CyoH;0 a sua férmula molecular, de baixa intensidade, caracteristico dos
alcoois terciarios. Os picos m/z = 136 [M-18] e m/z = 121 sdo caracteristicos da perda de agua

e do grupo metila, respectivamente.

Para alcoois terciarios, ocorre fregiientemente a quebra de ligacdo C-C vizinha do
atomo de oxigénio, com eliminacdo do maior grupo, o que fica evidenciado no pico de
m/z=71 (H,C=CH-COH'-CHs) e pelo pico de m/z=83. O pico com m/z=93 é devido a
eliminacdo de 4gua e do grupo CsHg+ [M-44]. (SILVERSTEIN; BASSLER; MORRILL,
2006).
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Figura 20. Espectro de massa do Linalol.

O espectro de massas da Figura 21 serve como parametro para a proposta de
identificacdo do ion-molecular, estd situado no ponto em que a relagdo m/z = 154,
confirmando como férmula C,oH150, que caracteriza o alcool terciario chamado de mircenol.
O pico m/z = 136 ¢ devido a perda de agua, que frequentemente ocorre pela decomposicéao
térmica de alcodis superiores nas paredes quentes da cAmara de injecdo, (SILVERSTEIN,;
BASSLER.; MORRILL, 2006). O pico m/z = 121 é resultante da perda de agua e de grupo

metila, caracteristica de alcodis terpénicos.
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Figura 21. Espectro de massa do Mircenol.

O espectro de massa da Figura 22, refere-se ao composto Alilfenol. O pico do ion
molecular apresenta m/z=134, com pico base de m/z=133, caracteristico de fendis

substituidos.
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Figura 22. Espectro de massa do Alilfenol.

O espectro de massas da Figura 23 serve como parametro para a proposta de
identificagdo das massas apresenta o pico do ion molecular m/z = 164 [M"], confirmando
como CyoH120, a férmula do eugenol. Para fendis, € comum o pico de o ion molecular ser
também o pico base, como é o caso do eugenol. O pico m/z = 149 [M-15] é caracteristico da

perda do radical metila (CH3) e 0 pico m/z = 77 é caracteristico do fon (C¢Hs").
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Figura 23. Espectro de massas do Eugenol.

5.3 Atividade Larvicida da mistura de 6leos essenciais da Pimenta dioica Lindl e Aniba

duckei Kostermans

A atividade larvicida da mistura de 6leos essenciais extraido das folhas da espécie
Pimenta dioica Lindl e galhos Aniba duckei Kostermans foi testada em cinco concentragdes
diferentes: 50, 70, 100, 130 e 150 ug mL™, sendo n é o nimero de larvas do mosquito Aedes
aegypti utilizadas no ensaio larvicida para cada concentracdo (totalizando 10 larvas por
ensaio).

Para cada concentracdo os testes foram realizados em quintuplicata. Os dados
sobre 0 nimero de larvas vivas e de larvas mortas foram encontrados atraves de uma média

das cinco repeti¢cdes para cada uma das cinco concentracdes testadas (Tabela 3).

Tabela 3. Mortalidade das larvas do Aedes aegypti apds 24 horas de exposi¢cdo em Vvérias concentragdes da
mistura dos dleos essenciais extraido das folhas da espécie Pimenta dioica Lindl e galhos Aniba duckei
Kostermans.

Dose, ) Acumulados  Acumulados Mortali-
, Logdose  Mortos Vivos )

Mg mL Mortos Vivos dade, %
150 2,176 10 0 20,667 0 100

130 2,114 6,333 3,667 10,667 3,667 63,33
100 2,000 2,667 7,333 4,334 11 26,67
70 1,845 1,667 8,333 1,667 19,333 16,67
50 1,699 0 10 0 29,333 0

NUmero de larvas (n = 10).
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De acordo com a Tabela 3, a concentracdo de 70 pug mL™ da mistura do 6leo
essencial da Pimenta dioica Lindl apresentou a menor atividade larvicida, matando, em
média, 1,667 larvas, o que corresponde a 16,67 % de mortalidade. Na concentracdo de 150
ng mL™ da mistura dos 6leos essenciais, a atividade larvicida atingiu a mortalidade de 100%

dos individuos testados, ou seja, 10 larvas.

A taxa de percentagem da mortalidade das larvas frente ao Oleo essencial da
Pimenta dioica Lindl é mostrada na Figura 24, o qual apresentou-se constante a partir do Log

dose 2,176 (concentrag&o 150 pg mL™).
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Figura 24. Taxa de Mortalidade das larvas do mosquito Aedes aegypti — expostas a cinco concentracdes
diferentes do 6leo essencial de Pimenta dioica Lindl, apds 24 horas — versus o logaritmo de cada dose aplicada.
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De acordo com CHENG et al. (2003) valores de CLse< 100 pg mL™ séo
considerados ativos.

A Figura 24 mostra que a Concentracdo Letal 50% (CLsp), concentracdo na qual
cinglienta por cento das larvas testadas morrem, foi encontrada proxima ao Log dose 1,950
(abaixo da concentragdo de 100 pg mL™). A dose letal 50% para a mistura de 6leos essenciais
da Pimenta dioica Lindl e Aniba duckei Kostermans foi calculada através da interseccédo das
curvas de individuos acumulados mortos e individuos acumulados vivos da Figura 25, tendo
como resultado a concentracdo de 113,95 ug mL™ com um intervalo de confianca de
2,11 pg mL™ para mais ou para menos, isto é, CLsode 113,95 (+ 2,11) pg mL™.

30 4 —m— Acumulados Mortos
—#— Acumulados Vivos

N4

10 H

Acumulados %

CLsp=113.95 (= 2,11) pg mL-!

S T

T T T T T T T T T T T
1.7 1.8 1,8 2.0 2.1 2.2

Lr

Log dose

Figura 25. Estimativa da CLs, da mistura dos dleos essenciais da Pimenta dioica Lindl e da Aniba duckei
Kostermans pelo método Reed-Muench a partir do acumulado de larvas mortas e vivas em funcgdo do logaritmo
decimal da dose aplicada. A CLs, € 0 ponto de interseccdo das duas curvas.

Para o padrdo de linalol o componente majoritario do 6leo essencial da espécie
Aniba duckei Kostermans, a atividade larvicida foi testada nas mesmas cinco concentragdes
em que a mistura dos Oleos essenciais foram testadas, sendo n o numero de larvas do
mosquito Aedes aegypti utilizadas no ensaio para cada concentragdo, num total de 10 larvas

por ensaio.
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De forma analoga o padrdo de linalol foi testado para cada concentracdo em
quintuplicata. Os dados sobre o nimero de larvas vivas e de larvas mortas foram encontrados
através de uma média das cinco repeti¢cbes para cada uma das seis concentracOes testadas
(Tabela 4).

Tabela 4. Mortalidade das larvas do Aedes aegypti ap6s 24 horas de exposi¢do em varias concentragdes do
padrdo de linalol.

Dose, Acumulados  Acumulados Mortali-
1 Logdose Mortos  Vivos .

pg.mL Mortos Vivos dade, %
350 2,544 10 0 19,667 6 100
300 2,477 4 6 9,667 12,333 40
250 2,398 3,667 6,333 5,667 20,666 36,67
200 2,301 1,667 8,333 2 30,333 16,67
150 2,176 0,333 9,667 0,333 40 3,33
100 2 0 10 0 50 0
50 1,699 0 10 0 60 0

Numero de larvas (n = 10).

Analisando-se a Tabela 4 verifica-se que para o padréo de linalol, a concentragao
de 50 e 100 pg mL™ ndo apresentou atividade larvicida. A concentracdo de 350pg mL™

apresentou a maior atividade larvicida, provocando a morte de 100% dos individuos testados.

A Taxa de percentagem da mortalidade das larvas frente ao padrdo do linalol é
mostrada na Figura 26, apresentando 100% de mortalidade no Log dose 2,544 (concentracao
350 pg mL™Y).
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Figura 26. Taxa de Mortalidade das larvas do mosquito Aedes aegypti expostas a sete concentra¢des do padrdo
de linalol, apds 24 horas.

Partindo-se dos valores da Tabela 4 foi possivel calcular a Concentracdo Letal
50% para o padrdo de linalol (CLsp). A Figura 27 mostra sua estimativa de CLso pelo método
Reed-Muench a partir do acumulado de larvas mortas e vivas em fungéo do logaritmo decimal
da dose aplicada, tendo sido a concentragéo letal 50%, CLsp, 0 ponto de interse¢do das duas

curvas.
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Figura 27. Estimativa da CLs, do padrdo de linalol pelo método Reed-Muench a partir do acumulado de larvas
mortas e vivas em funcdo do logaritmo decimal da dose aplicada. A CLsy € 0 ponto de interse¢do das duas
curvas.

Observando-se a Figura 27 percebe-se que o valor encontrado estd proximo ao
Log dose 2,501 (entre as concentragdes de 200 e 300 pg mL™). O resultado obtido foi o valor
de concentragdo 305,42 pg mL™, com intervalo de confianca de 0,03 ug mL™, para mais ou
para menos, ou seja, CLso de 305,42 (+ 0,03) ug mL™.

Para o padrdo de eugenol, componente majoritario do 6leo essencial da espécie
Pimenta dioica Lindl, a atividade larvicida foi testada nas mesmas cinco concentragdes em
gue a mistura dos 6leos essenciais foram testadas, sendo n o niumero de larvas do mosquito

Aedes aegypti utilizadas no ensaio para cada concentracdo, num total de 10 larvas por ensaio.
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De forma anéloga, o padrdo de eugenol foi testado para cada concentragdo em
quintuplicata. Os dados sobre o nimero de larvas vivas e de larvas mortas foram encontrados
através de uma média das cinco repeti¢cdes para cada uma das quatro concentracfes testadas
(Tabela 5).

Tabela 5. Mortalidade das larvas do Aedes aegypti apds 24 horas de exposicdo em quatro concentragfes do
padréo de eugenol.

Dose, ) Acumulados  Acumulados  Mortali-
, Logdose Mortos  Vivos )
pg.mL” Mortos Vivos dade, %
120 2,079 10 0 22,667 0,667 100
100 2 9,333 0,667 12,667 8,000 93,33
70 1,845 2,667 7,333 3,334 15,333 26,67
50 1,699 0,667 9,333 0,667 16 6,67

Ndmero de larvas (n = 10).

Analisando-se a Tabela 5 verifica-se que para o padrdo de eugenol, a concentracao
de 50pg mL™ apresentou baixa atividade larvicida. A concentragdo de 120pg mL™ apresentou

a maior atividade larvicida, provocando a morte de 100% dos individuos testados.

A Taxa de percentagem da mortalidade das larvas frente o padrdo de eugenol é
mostrada na Figura 28, apresentando 100% de mortalidade no Log dose 2,079 (concentracéao
120 pg mL™?).
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Figura 28. Taxa de Mortalidade das larvas do mosquito Aedes aegypti expostas a quatro concentragdes
diferentes do padréo de eugenol, apds 24 horas.

Partindo-se dos valores da Tabela 5 foi possivel calcular a Concentracdo Letal
50% para o padréo de eugenol (CLsp). A Figura 29 mostra a estimativa de CLso pelo método
Reed-Muench a partir do acumulado de larvas mortas e vivas em funcdo do logaritmo decimal
da dose aplicada, tendo sido a concentracdo letal 50% (CLsg), 0 ponto de intersecdo das duas

curvas.
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Figura 29. Estimativa da CLs, do padrdo de eugenol pelo método Reed-Muench a partir do acumulado de larvas
mortas e vivas em funcdo do logaritmo decimal da dose aplicada. A CLsy € 0 ponto de interse¢do das duas
curvas.

Observando-se a Figura 29 percebe-se que o valor encontrado esta proximo ao
Log dose 1,980 (entre as concentracdes de 70 e 100 pg mL™). O resultado obtido foi o valor
de concentracdo 90,86 pg mL™, com intervalo de confianca de 0,03 pg mL™, ou seja, CLs de
90,86 (+ 0,03) pg mL™.

Percebe-se que a mistura dos 6leos essenciais das folhas de Pimenta dioica Lindl
e dos galhos de Aniba duckei Kostermans bem como o padrdo de eugenol e linalol
demonstraram possuir atividade larvicida contra o Aedes aegypti. Contudo, a mistura dos
Oleos essenciais apresentou melhor resultado que o padrdo de linalol e préximo ao valor
registrado para o padréo de eugenol, indicando que os demais componentes colaboraram para

eficacia da mistura como larvicida.

Para qualificar o grau de atividade larvicida da mistura dos 6leos essenciais e dos

padrdes de eugenol e linalol, consideraram-se alguns parametros.
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No Brasil, os agentes da Fundacéo Nacional de Satde (FUNASA, 2002), érgdo do
Governo Federal, aplicam o inseticida temefés, numa concentragdo de 100 mg L™ nos locais
que servem de criadouros para larvas do mosquito Aedes aegypti. Nessa concentracdo, obtém-

se taxa de mortalidade de 100%, para o inseticida organofosforado temefos.

Dessa forma, o uso de solucdo da mistura dos 6leos essenciais da Pimenta dioica
Lindl e do Aniba duckei Kostermans além de ndo agredir o meio ambiente, proporciona ainda
uma fonte de renda para familias que vivem proximas as plantacdes dessas plantas, sem que
haja destruicdo das arvores para obtencdo do Oleo essencial, como foi demonstrado neste
trabalho com a extracdo do 6leo essencial do Aniba duckei a partir dos galhos, diferentemente

da industria de cosméticos que as extraem do tronco dessa arvore.
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Conclusdo

O estudo analitico e avaliagdo da atividade larvicida da mistura dos Oleos
essenciais das folhas de Pimenta dioica Lindl e dos galhos de Aniba duckei Kostermans

concluem-se o que se segue.

» As folhas da espécie Pimenta dioica Lindl e os galhos da espécie Aniba duckei
Kostermans forneceram OGleos essenciais que ao serem misturados apresentaram
similaridade com os parametros fisico-quimicos dos 6leos essenciais de cada espécie

isoladas.

= A técnica espectrométrica de UV-Vis usada para a caracterizacdo da mistura dos 6leos
essenciais apresentou resultado satisfatorio, quando comparados aos seus padrdes, no
que diz respeito as suas absorbancias.

= A atividade larvicida da mistura dos 0Oleos essenciais das folhas da Pimenta dioica
Lindl com os galhos do Aniba duckei Kostermans frente ao mosquito Aedes aegypti L.
sugere que essas plantas podem oferecer uma alternativa natural e de baixo custo no
combate ao dengue. Os resultados com esta mistura sdo promissores na busca de
larvicidas naturais (CLso de 113,95 + 2,11 pg.mL™).

= As atividades larvicidas dos padrdes de eugenol (CLso de 90,86 + 0,03 pg mL™?) e
linalol (CLso de 305,42 + 0,03 pg.mL™) componentes majoritarios dos 6leos em
estudo, apresentaram respectivamente valores de CLsy menor e maior que a mistura
dos 6leos essenciais (CLso de 113,95 + 2,11 pg.mL™), demonstrando uma maior

eficiéncia do constituinte eugenol.
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Perspectivas de Trabalhos
Futuros

= Testar a atividade larvicida da mistura de 6leos essenciais da folha da Pimenta dioica
Lindl com os galhos do Aniba duckei Kostermans em outras proporcdes, tais como
2:1,1:2,3:1, e 1:3.

= Promover a metilacdo do eugenol e linalol, principais constituintes dos 6leos essencial
da Pimenta dioica Lindl e do Aniba duckei Kostermans, respectivamente, na
perspectiva de se obter o metileugenol e metillinalol e testad-los como agentes

larvicidas.

=  Desenvolver uma forma farmacéutica, onde a mistura de 6leos essenciais das folhas da
Pimenta didica Lindl com os galhos do Aniba duckei Kostermans possa atuar como

principio ativo de um agente larvicida.

= EXxecutar testes especificos a mistura dos 6leos essenciais das folhas da Pimenta dioica
Lindl com os galhos do Aniba duckei Kostermans para desenvolver varios produtos de

limpeza ou em cosmeéticos.
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APENCIDE 1

GLOSSARIO

Carminativa — agente que alivia a flatuléncia e a cdlica, impedindo a formacdo de

gases no tubo digestivo ou lhes facilitando a eliminagéo.

Deterrentes — relativo a identificagdo de um gene que controla a producdo de

substancias gque sdo prejudiciais a nutricdo dos insetos.

Dispepsia — (do grego dyspepsia - "évg-" <Dys->, significando ruptura ou dificuldade, e
"téyn" <Pepse>, que significa digestdo) é como, na Medicina, é chamada a dificuldade
na digestdo dos alimentos - vulgarmente chamado de indigestdo. E um mal que pode ser
esporadico e passageiro, mas que também pode ser cronico e apresentar necessidade de

terapias medicinais.

Estomaquicas — relativo ao estimulante da digestéo.

Exsicar — fazer secar, evaporar até a secura.

Flatuléncia — (do latim flatus, sopro) é uma ventosidade anal que pode ser ruidosa ou
ndo e tem um cheiro fétido. Tem origem dos gases que sdo ingeridos juntamente com a
comida e, minoritariamente, dos gases acumulados durante o processo de digestdo dos
animais, na etapa de decomposi¢do dos residuos organicos dentro do intestino. Um
desses processos € a fermentacdo de carboidratos por bactérias. A intensificacdo da
flatuléncia pode ocorrer em pessoas ansiosas, que falam ao comer ou que comem muito

depressa, ou em pessoas que sofrem de parasitoses intestinais.

Flavorizantes — relativo as substancias (naturais ou sintéticas) ou misturas que

adicionadas a um alimento ou medicamento lhes conferem um sabor caracteristico.

Fumigantes — a fumigacdo é um método de controle quimico de pragas no qual sdo

utilizados defensivos agricolas: os fumigantes.
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Fusiforme — a um objecto ou organismo em forma de fuso (antigo instrumento usado
para fiar), ou seja, alongado e com as extremidades mais estreitas que o centro;

elipsoide alongado.

Hematofagica — trata-se da utilizacdo preferencialmente de depdsitos artificiais de agua
limpa para colocar seus ovos, embora ja tenha sido observado também em ambientes

poluidos, sendo que estes se mantém viéveis na auséncia da agua por até 450 dias.

Lipofilica — tem afinidade e é soltvel em lipidios. Substancias lipofilicas sdo também

hidrofdbicas, ou seja, ndo séo sollveis na agua.

Mesonoto — é revestido em todas as suas por¢oes por escamas lanceoladas branco-sujas
esparsas, que deixam claros aos lados da porcdo anterior da faixa negra mediana e das
faixas laterais. Mesonoto castanho-escuro, com uma faixa negra longitudinal e mediana,
que se termina na parte posterior em uma mancha semi-circular da mesma cor. Esta
faixa é ladeada, na metade posterior, por duas faixas negras. Ao lado externo da
extremidade anterior de cada uma destas faixas ha uma mancha igualmente negra e

arredondada.

Odoriferas — a maioria das moléculas sentidas através do olfato, e que sdo chamadas
odoriferas, ¢ formada por compostos vegetais (frutos e flores), outros compostos
resultantes do apodrecimento animal e vegetal, ou os produzidos por certas glandulas de
animais, que servem como uma espécie de sinalizador. Através dos cheiros os bichos
podem reconhecer e localizar alimentos, fugir de animais predadores e encontrar
parceiros para o acasalamento. Nessa hora, os animais liberam uma secre¢do com

algumas substancias que atraem o parceiro, como os feromonios, por exemplo

Organolépticos — relativo a todas as propriedades que podem ser percebidas com 0s

sentidos humanos, que séo a visdo, audicao, olfato.

Percolacdo — em quimica percolagéo é a extracdo exaustiva de um principio ativo.
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Quiescéncia — as condi¢cbes desfavoraveis do meio determinam o chamado estado de
quiescéncia, que se manifesta sob duas formas: estivacdo e hibernacdo. A estivacdo é
uma parada do desenvolvimento que acontece quando a temperatura é muito elevada e a
umidade muito pequena. Os ovos de mosquitos postos em lugares secos permanecem
quiescentes até que a chuva venha encher as cavidades em que se encontram. A
piramboia, peixe pulmonado do norte brasileiro, habita rios e pantanos que se dessecam
periodicamente. Durante a seca, 0 peixe vive enterrado e envolvido por um casulo
formado pela secrecdo e endurecimento de muco. Na parte superior do casulo existe
uma abertura de onde parte um tubo que penetra na boca do animal, o qual, gracas ao
seu pulmdo, vive respirando o ar atmosférico. Durante o processo de estivacao, o animal
utiliza para a nutricdo gorduras acumuladas em torno dos 6rgdos. Como o metabolismo
é reduzido, o animal excreta diminuta quantidade de uréia que se acumula no sangue e é
eliminada quando o peixe volta a vida ativa. A hibernacdo € provocada por baixas
temperaturas e consiste num sono profundo provocado pela redugdo das atividades
vitais. Morcegos e hamsters sdo mamiferos que hibernam nas estacdes frias, obtendo

energia a partir das gorduras armazenadas.

Repasto Sangiineo — é o ato do inseto se alimentar de sangue diretamente do animal.

Segmentos Tarsais — todo inseto adulto possui 6 pernas (hexapodos), sendo que um
namero variavel de "falsas pernas" (pseudopodos) abdominais pode ocorrer nas formas
jovens, como € o caso de lagartas. A perna tipica de um inseto € composta de 5 partes
coxa, trocanter, fémur, tibia e tarso. O numero de segmentos tarsais (tarsémeros) em

geral varia de 1 a 5, e este numero tem grande importancia sistematica.

Sorotipos DEN-1, DEN-2, DEN-3 e DEN-4 — Em 1930, demonstrou-se a ocorréncia de
transmissdo experimental da doenca, entre humanos voluntarios, tendo esse mosquito
como vetor (SIMMONS e col. 1931, citado por KNUDSEN 1986, p. 421). Foi isolado
virus DEN-2 dessa espécie em Cingapura, em periodo de epidemia de dengue
(RUDNIK E CHAN 1965 citado por KNUDSEN 1986, p. 421). Durante o periodo que
compreendeu 0s anos de 1966 e 1968, isolou-se o virus DEN-2 do Ae. albopictus, em
Cingapura. Naquela oportunidade, circularam os virus DEN-1 e DEN-2, considerados
0s responsaveis pela epidemia de dengue. Ambos os virus foram isolados do Ae.
albopictus e, apenas 0 DEN-2, do Ae. aegypti.
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Vetores — é uma molécula de DNA em que o fragmento de DNA a ser clonado é ligado.
Este vetor de ter um gene de resisténcia a antibi6ticos, se replicar com auténomia e

possuir seqiiencia reconhecida por endonuclease de restri¢ao.

UFMA - GQOEA Dissertacao de Mestrado — Aldemir da Guia Schalcher Pereira



Apéndice 73

APENCIDE 2

UBIVIRSIDADE PEDERAL DE SAO CAMLOS

DIPARTAMINTO OF BOTANICA
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Exsicata da Pimenta dioica Lindl, depositada no Herbario da Universidade Federal de Séo Carlos.
Fonte: Mouchrek Filho (2000).
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