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RESUMO

A utilizacdo de plantas para fins medicinais € uma pratica antiga. Dentre varias
espécies de plantas que contém 6leo essencial na sua composi¢cao e que podem vir
a ser utilizadas no combate a varias doencas destaca-se o 6leo essencial extraido
das folhas da canela. O 6leo da canela pode ser utilizado no combate da
esquistossomose, doenca endémica que afeta aréas com saneamento basico
precario. Nesta pesquisa, o Oleo essencial foi extraido das folhas da canela
(Cinnamomum zeylanicum Blume) por meio de hidrodestilacdo, sua acao
moluscicida foi avaliada frente ao caramujo Biomphalaria glabrata (Say, 1818). O
percentual de 6leo nas folhas em média foi de 1,3 mL no intervalo de tempo
variando de 1 a 5 horas, logo ap0s o extraido, passou por caracterizacdes fisico-
guimicas. As quantificacbes dos seus componentes foram feitas por cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM). As analises cromatograficas
mostraram que o 0leo possui 82,67% de eugenol (constituinte majoritario), no tempo
de retencdo de 22,63 min; e 2,47% de Humuleno (componente minoritario), no
tempo de retencao de 25,74 min. O 6leo de canela foi testado quanto a toxicidade e
como agente moluscicida, calculando-se a concentracdo letal (CLsp). O Oleo
estudado, extraido da folha da canela quanto a toxicicidade foi considerado
moderadamente téxico apresentando CLso de 162,1 mg.L™ + 2,80, com um intervalo
de confianca a 95%.

Para o teste piloto, a atividade moluscicida do 6leo apresentou uma mortalidade de
100% em 72 h, indicando a presenca de componentes toxicos nos 6leos frente ao
caramujo. A atividade moluscicida do 6leo essencial extraido das folhas da canela
obteve resultado referente & concentracéo letal 50% (CLsg) de 18,62 mg.L™ + 2,18,
com um intervalo de confianca a 95%. , abaixo do preconizado pela Organizacéo
Mundial de Saude (OMS); mostrando que este Oleo é ativo frente ao caramujo

Biomphalaria glabrata.

PALAVRAS-CHAVE: 06leo essencial, Cinnamomum zeylanicum Blume, Canela,
toxicidade e moluscicida.



ABSTRACT

The use of plants for medicinal purposes is an ancient practice. Among various
species of plants containing essential oils in its composition and that may be used to
fight various diseases highlight the essential oil extracted from the leaves of
cinnamon (Cinnamomum zeylanicum Blume). The cinnamon oil can be used to
prevention of schistosomiasis, an endemic disease that affects areas with poor basic
sanitation. In this study, the essential oil was extracted from the leaves of cinnamon
by hydrodistillation and its molluscicidal action has been assessed against the snail
Biomphalaria glabrata (Say, 1818). The percentage of oil in the leaves was an
average of 1.3 mL in the time interval ranging from 1 to 5 hours, after extraction the
physico-chemical properties of oil were determined. The measurements of oil
components were made by gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS). The
chromatographic analysis showed that oil has 82.67% of eugenol (major constituent),
at retention time 22,63 min and 2.47% of humulene (minor component), at retention
time 25.74 min. The cinnamon oil has been tested for toxicity and molluscicidal
agent, calculating the lethal concentration (LC50). As for toxicity, the oil extracted
from cinnamon leaf was considered moderately toxic LCso = 162.1 mg.L™ + 2,80, with
a confidence interval 95%. For the pilot test, the molluscicide activity of the oll
presented a mortality of 100% in 72 h indicating the presence of toxic compounds in
the oils against the snail indicating the presence of toxic compounds in the oils
against the snail. The molluscicide activity of essential oil extracted from the leaves
of cinnamon obtained results relative to the 50% lethal concentration LCso of 18.62
mg L™ + 2,18, with a confidence interval 95%, lower the level recommended by the
World Health Organization (WHO), showing that this oil is active against the snalil

Biomphalaria glabrata.

Keywords: Essential oil, Cinnamomum zeylanicum Blume, Cinnamon,
Toxicity.,Molluscicide.
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1 INTRODUCAO

O estudo das plantas surgiu juntamente com as civilizagdes antigas.
Como precursores teve Hipdcrates, ilustre médico grego; Cho-Chinkei, pai da
medicina chinesa e Galeno, pai da farmécia, que de forma empirica indicavam o uso
de plantas medicinais para fins terapéuticos. No Brasil, este tipo de terapia teve sua
origem na cultura indigena utilizando como fins terapéuticos diversas espeécies, tais
como: guarana e jaborandi. Durante a colonizacédo, sofreu influéncias de outros
povos, 0s quais trouxeram de seus paises plantas exéticas para o tratamento de
doencas endémicas (camomila, malva, boldo, etc.) (SERAFIN, 2006; SANTOS e
Souza, 2008).

O advento da revolucéo industrial fez com que a utilizacdo de plantas
medicinais diminuisse em funcéo do desenvolvimento de drogas sintéticas. Porém, a
preocupacdo do homem moderno em busca de uma vida saudavel fez com que a
procura por elas voltasse a crescer (Apud Nascimento, 2004).

O mercado mundial de fitoterapicos tem uma receita anual de
aproximadamente 22 bilhdes de dolares. Estima-se que cerca de 80% da populacéo
dos paises em desenvolvimento fez e/ou faz uso de algum tipo de erva, com a
finalidade de aliviar alguma sintomatologia (RATES, 2001; SIMOES e SCHENKEL,
2002). Entretanto, percebe-se que o Brasil tem uma fraca atuacdo no mercado de
fitoterapicos, mesmo quando comparado a outros paises menos desenvolvidos
(CECHINEL e YUNES, 1998).

No Brasil, a venda de todos os medicamentos incluindo os sintéticos e
nao-sintéticos gera uma renda anual de aproximadamente 9 bilhdes de reais . A
classe dos nao-sintéticos correspondem a uma renda 500 milh&es de reais, mesmo
tendo um crescimento de 8-10% anual fica muito abaixo dos lucros obtidos a partir
dos sintéticos (Moraes et al.,2010).

O Brasil é considerado o pais com a maior diversidade genética vegetal,
apresentando uma extensa e diversificada flora, que representa aproximadamente
um terco das espécies de plantas conhecidas no mundo, contando com mais de
55.000 espécies catalogadas de um total estimado de 350-550.000. Isto demonstra
0 potencial que o pais tem e faz surgir assim a necessidade de estudos cientificos

melhor elaborados. Apesar de todo esse potencial o campo fitoterapico no Brasil é

Dissertagdo de Mestrado REIS, J. B.
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praticamente inexplorado (SIMOES e SCHENKEL; 2002; OLIVEIRA e BRAGA,
2003).

Nos ultimos 30 anos, a Organizagdo Mundial de Saude (OMS, 2011) vem
se empenhando no sentindo de incentivar os estudos com extratos de plantas
consideradas medicinais (senso comum). A partir de 1978, segundo Soares (2010),
a instituicdo passou a aconselhar a comunidade cientifica a intensificar e divulgar os
estudos com plantas fitoterapicas.

Entre os produtos obtidos de plantas, encontram-se os 6leos essenciais
de algumas espécies de plantas aroméaticas, os quais ja sdo largamente utilizados
na industria para a producdo de sabonetes, perfumes e outros produtos de higiene
pessoal. Estudos sobre a avaliacdo das atividades inseticida, bactericida e fungicida
e moluscicida dos 6leos essenciais de algumas espécies de plantas tém mostrado
resultados interessantes, em varias pesquisas pelo mundo todo, e em especial em
alguns grupos de pesquisa aqui no Brasil (LEMOS et al., 1990).

A esquistossomose tem como transmissor o trematoide Schistosoma
mansoni, sendo uma importante doenca endémica no Brasil e em muitos paises
tropicais. O ciclo de vida desse parasita envolve um hospedeiro intermediario
representado no Brasil por caramujos do género Biomphalaria (ALVES et al.,2000).

Para o controle da esquistossomose, além dos tratamentos das pessoas
infectadas, é preciso que se fagca um controle da populacdo de caramujos, como
forma de reducéo do risco de transmissédo da doenca.

A utilizacdo de oleos vegetais como atividade moluscicida no tratamento
da esquistossomose data da década de 1930, quando foi sugerido o plantio de
Balanites aegyptiaca L. (Balanitaceae), uma arvore tipica do deserto, nas margens
dos focos de transmisséo, no Sudéo. Seus frutos, ao cairem das arvores, inibiam a
densidade populacional de caramujos (ARCHIBALD, 1933).

No intuito de obter um controle das populacbes de caramujos, varias
substancias foram empregadas ao longo dos anos, sendo a niclosamida a Unica
substancia aprovada pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria e a Unica
disponivel comercialmente (MS, 1995), entretanto esse produto apresenta alto custo,
biodegradacdo lenta, toxidade para o meio ambiente e ainda pode levar os

caramujos a certa resisténcia. Esse fato foi predominante para que os cientistas
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estudassem substancias oriundas de vegetais que pudesse contribuir na eliminagéo
dos caramujos com mais eficiéncia. (KLOOS e McCULLOUGH, 1980).

Algumas plantas sdo conhecidas da comunidade cientificas e alguns
estudos realizados com os 6Oleos essenciais extraidos de algumas espécies tém
mostrado resultados interessantes como, por exemplo: a canela (Cinnamomum
zeylanicum Blume.) tem varias finalidades, sendo utilizada na agricultura, para
controle de nematdides, fungicida, moluscicida, na arborizacdo urbana, nas
induUstrias de cosméticos, na culinaria e na medicina popular (PEREIRA et al., 2004)

Com o intuito de verificar as potencialidades de utilizacdo do 6leo de
canela no controle da populacdo de caramujos, como combate a proliferacdo da
esquistossomose, o presente trabalho caracteriza quimicamente, avalia a toxicidade

e a atividade moluscicida do 6leo essencial extraido da canela.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Caracterizar quimicamente, avaliar a toxicidade e testar atividade
moluscicida do 6leo de canela extraido das folhas (Cinnamomum zeylanicum

Blume.) frente ao caramujo Biomphalaria glabrata.

2.2 Especificos

» Extrair quantitativamente o 6leo essencial das folhas da canela;

» Caracterizar a amostra estudada por processo fisico-quimico, e quantificar
0s componentes do 6leo por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de

massas;

» Avaliar a toxicidade do Oleo de canela, material analisado frente a Artemia
salina, visando determinar a seguranca desses 6leos e suas potencialidades para

outras atividades;

» Avaliar a atividade moluscicida da amostra frente aos caramujos da
espécie Biomphalaria glabrata, para utilizacdo no controle da esquistossomose,

utilizando o método preconizado pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS);

> Verificar e avaliar a concentracdo letal (CLsy) do 6leo de canela na

mortalidade dos caramujos (Biomphalaria glabrata)
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Nocdes gerais sobre plantas medicinais

Desde os primordios da civilizagdo, o homem utiliza plantas para a cura
de doencgas, para o controle de insetos e para a conservagao de corpos, ou seja,
embalsamento, descobertas que ocorreram por acaso e que estdo sendo
comprovadas pela ciéncia. Em toda a parte da planta podem ser encontrados
principios ativos importantes, sintetizados pelo metabolismo secundario das plantas
e que dao origem a uma série de classes de compostos conhecidas como
alcaldides, flavondides, cumarinas, saponinas, 0leos essenciais, entre outras. Uma
das classes mais importante € a dos 0leos essenciais, que Sao compostos volateis
e, quando liberados pelas plantas, agem como principios ativos que vao de encontro
a invasores e, assim, atuam na protecdo contra microrganismos, herbivoros etc.
(LIMA, 2006; FREIRE, 2008).

Segundo Simdes e colaboradores. (1999) até o século XIX 0s recursos
terapéuticos eram constituidos predominantemente por plantas e seus extratos
vegetais. De acordo com os referidos autores, as plantas medicinais e seus extratos
constituiam a maior parte dos medicamentos que, naguele momento, pouco se
diferenciavam dos remeédios utilizados na medicina popular. Dessa forma, 0s
recursos comecaram a ser estudados com os instrumentos cientificos da época e
paulatinamente surge a tendéncia de utilizacdo das substancias ativas isoladas, os
chamados “principios ativos”.

Nesse contexto, as plantas sdo uma importante fonte de produtos
biologicamente ativos, muitos dos quais se constituem em modelos para a sintese
de um grande numero de farmacos. Simdes e colaboradores (1999) citam que
pesquisadores da area de produtos naturais mostram-se impressionados pelo fato
desses produtos encontrados na natureza revelarem uma gama quase que
inacreditavel de diversidades em termos de estrutura e de propriedades fisico-
guimicas e biologicas. Também, apesar do aumento de estudos nessa area, 0S
dados disponiveis revelam que apenas 15 a 17% das plantas foram estudadas

guanto ao seu potencial medicinal.
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De acordo com Barbosa (2010), dados da OMS informam que em 2003
0s medicamentos derivados de vegetais representaram uma constancia de 25% de
todas as prescricdes médicas nos Estados Unidos, e este percentual torna-se mais
significante na demonstracdo da importancia das plantas medicinais e, também,
como estimulo a sua investigacao.

A respeito desse mercado que vem emergindo acentuadamente, é
interessante ressaltar que as empresas do setor fitoterapico olham para as plantas
de forma diferenciada, levando em conta o conceito da OMS, que preconiza 0 uso
de todos os principios ativos das plantas de forma integral. Camara (2010) diz que
este € o grande diferencial entre o fitofarmaco (principio ativo isolado) e o
fitoterdpico (principios ativos integrais).

Calixto e colaboradores (1997) explanam que as plantas tém sido
empregadas na medicina popular para o tratamento de diversas doencas e alguns
dos constituintes isolados dessas plantas, como os flavondides, taninos, alcaloides,
cumarinas e terpenos, parecem ser 0S principais responsaveis pelas acoes
analgésicas, anti-inflamatérias, antiviral, hipoglicemiante, antiespasmdédica e
antialérgica desses vegetais. Salvat e colaboradores. (2001) relata que muitas
pesquisas com substancias biologicamente ativas, isto €, de plantas medicinais, tém
sido fontes de agentes terapéuticos muito proveitosos.

No Brasil, a utilizacdo de plantas medicinais, para o tratamento de
enfermidades, estd relacionada as culturas indigena, negra e dos imigrantes
europeus. Por muito tempo, tal procedimento representou a principal forma de cura,
especialmente entre a populacao rural. Entretanto, com o processo de urbanizacédo e
o desenvolvimento da industria quimica, os alopaticos sintéticos passaram a
predominar na terapia moderna.

Atualmente, observa-se uma crescente redescoberta do valor das plantas
medicinais em decorréncia ndo s6 de certos efeitos colaterais imprevistos de muitos
remédios sintéticos (alopatas), embora o uso incorreto dos remédios naturais
também possa causa-los, como também do seu elevado preco, visto que esta

atrelado a poderosos interesses capitalistas internacionais.
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3.2 Aspectos gerais sobre a canela (Cinnamomum zeylanicum blume)

A caneleira (Figura 1) é uma arvore originaria do Ceildo, da Birmania e da
india e conhecida ha mais de 2500 anos a.C. pelos chineses. Seu género,
“cinnamomum”, segundo referéncias, é derivado da palavra indonésia "kayu manis",
que significa "madeira doce". Mais tarde, recebeu o nome hebreu "quinnamon”, que
evoluiu para o grego "kinnamon".

A canela € uma arvore de ciclo perene que atinge até 8 a 9 metros de
altura. O tronco alcanca cerca de 35cm de didmetro. As folhas séo coriaceas,
lanceoladas, com nervuras na base, brilhantes e lisas na parte superior e verde-
clara, e finamente reticulada na parte inferior. As flores sado de coloracdo amarela ou
esverdeada, numerosas e bem pequenas, agrupadas em cachos ramificados
(BALME, 1978; SCHIPER, 1999). Essa arvore requer cerca de 1.300 mm de chuva

por ano e temperatura média anual superior a 21°C.

Figura 1 — Cinnamomum zeylanicum Blume.

O género Cinnamomum (Lauraceae) é constituido por aproximadamente
350 espécies, muitas das quais sdo produtoras de 6leo essencial. O valor comercial
dos oleos de Cinnamomum depende da espécie e da parte da planta utilizada (FAO,
1995). Os 6leos essenciais mais importantes no mercado mundial sdo os obtidos de

C. verum ("cinnamomum bark oil" e "cinnamomum leaf oil"), C. cassia ("cassia oil") e
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C. camphora ("sassafras oil" e "ho leaf oil"). Cinnamomum zeylanicum Blume
(Cinnamomum verum), conhecida como "canela-da-india" e "canela-do-ceildo" é
originaria de algumas regides da india e do Ceildo. A parte interna da casca do
tronco e dos ramos constitui a canela do comércio, com vasto uso mundial na
perfumaria e na culinaria, devido suas propriedades aromaticas e condimentares
além de ser, popularmente, utilizada como estimulante, ténica, carminativa e
antiespasmadica. A canela e o seu 6leo essencial sdo empregados como corretivos
do odor e do sabor na preparacao de alguns medicamentos (LIMA et al., 2005).

De acordo com a literatura, Cinnamomum zeylanicum blume apresenta
como composicdo quimica as seguintes substancias: acido cinamico, acucares,
aldeido benzénico, aldeido cindmico, aldeido cuminico, benzoato de benzila,
cimeno, cineol, eugenol, felandreno, linalol, metilacetona, mucilagem, oxalato de
célcio, pineno, resina, tanino e vanilina. As partes da plantas mais utilizadas séo:
Oleo essencial e casca desidratada. Cinnamomum zeylanicum apresenta como
propriedades medicinais: adstringente, afrodisiaca, anti-séptica, carminativa,
digestiva, estimulante, sedativa, tdnica e vasodilatadora (BALME, 1978; SCHIPER,
1999).

Praticamente se utiliza a parte aérea do vegetal como um todo. As folhas
sdo utilizadas para a extracdo de Oleos essenciais, mas a parte mais valorizada é
realmente a casca dos ramos. No comércio encontra-se a canela em po, rasurada e
em cascas enroladas em si mesmas e medindo cerca de 20 a 25 cm de
comprimento (MORSBACH e colaboradores, 1997).

3.3 Oleos essenciais

A International Standart Organization (ISO), defini-se como 0leos
essenciais, produtos obtidos de partes de plantas através de destilacdo por arraste
de vapor d’agua, bem como os produtos obtidos por expressdo dos pericarpos de
frutos citricos (Rutacea). De forma geral, sdo misturas complexas de substancias
volateis, lipofilicas, geralmente odoriferas e liquidas. Também podem ser chamados
de dleos volateis, 6leos etéreos ou esséncias. Eles sdo assim chamados por serem:

geralmente de aparéncia oleosa e liquidos, volateis; geralmente possuem aroma
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agradavel; soluveis em solventes apolares, como o éter. Em agua, eles apresentam
solubilidade limitada, mas o suficiente para aromatizar suas solu¢gdées aquosas, que
nesse caso sdo denominadas hidrolatos.

A constituicdo quimica dos 6leos essenciais é muito complexa, chegando
alguns a centenas de compostos com funcdes organicas diferentes:
hidrocarbonetos, alcoois, aldeidos, cetonas, éteres e fendis , (Monteiro, 2008).

Os 6leos essenciais apresentam as mais diversas acdes farmacologicas,
conforme algumas genéricas:

» acdo eupépticas (digestiva): condimentos como orégano, manjericao,
salvia, tomilho, etc.;

» hiperemizante local: 6leo de menta, que € rico em mentol; a canfora
como principio ativo isolado.;

» antisséptica: O6leo essencial de cravo, devido ao eugenol; oleo
essencial de eucalipto, devido a grande quantidade de cineol.

> Oleos essenciais sdo liquidos de aparéncia oleosa a temperatura
ambiente, de facil volatiidade e aroma agradavel, e normalmente sdo também
chamados de esséncias. Sado geralmente incolores ou ligeiramente amarelados,
sendo raros 0s Oleos essenciais azuis e, normalmente, apresentam o sabor
geralmente acre (acido) e picante. Quimicamente, 0s O0leos essenciais Sao
constituidos principalmente de compostos terpénicos. Os 6leos essenciais podem
estar armazenados em certos 0rgaos vegetais, nas flores (laranjeira, bergamateira),
folhas (capim-limdo, eucalipto, louro) ou ainda nas cascas dos ramos (canela),
madeiras (sandalo, pau-rosa), raizes (vetiver), rizomas (gengibre), frutos (anis-
estrelado, funcho, erva-doce) ou sementes (noz moscada) (SIMOES et al., 2003).

E interessante notar que os 6leos essenciais diferem-se quimicamente
dos dleos fixos e dos minerais. Os primeiros sdo misturas de terpenos e compostos
oxigenados, juntos com outros tipos de compostos organicos. Ja os o6leos fixos séo
ésteres da glicerina com acidos graxos de cadeias longas. Enquanto que os ultimos
Oleos citados sao parafinas liguidos misturados a outros hidrocarbonetos de peso
molecular elevado (WILLIANS, 1996).

Devido a baixa solubilidade dos O6leos essenciais em agua, ha
necessidade de se utilizar um tensoativo hidrofilico, geralmente solUveis ou

dispersiveis em agua, que sdo empregados para se obter uma emulsdo do tipo 6leo
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em &gua (O/A). Neste trabalho sera utilizado o TWEEN 80 como dispersante ou
solubilizante dos dleos, a serem estudados, tem como nome quimico, monooleato
Sorbitan Etoxilado, cuja formula molecular Ce4H124026, de peso molecular 1310,0 e
densidade 1,06-1,09 g/mL, devido a caracteristica hidrofiica da cadeia de
polilioxietileno faz da linha TWEEN, tensoativos hidrofilicos, geralmente sollveis ou
dispersiveis em agua e empregados para obter emulsées do tipo 6leo em agua
(O/A), como dispersantes ou solubilizantes de 6leos (MERCK, 1996).

Entre os 6leos essenciais comercializados no mundo, 0os provenientes de
especiarias representam um nicho de mercado crescente. Dentre esses 0leos,
merecem destaque aqueles ricos em eugenol, pois apresentam um elevado valor de

mercado.

3.4 Extracao do 6leo

Existem varios métodos de extracdo dos Oleos essenciais, variando de
acordo com a regidao da planta em que ele se encontra, e com a proposta de
utilizacdo do mesmo. Os mais comuns sao: enfloracdo, prensagem, extracdo com
solventes organicos, extragao por fluido supercritico e arraste por vapor d’agua

descritos a seguir:

3.4.1 Extracéo por enfloracao

A enfloracdo é um método que ja foi bastante utilizado, mas atualmente é
empregado apenas por algumas industrias de perfumes, no caso de algumas
plantas com baixo teor de 6leo de alto valor comercial. E empregada para extrair
Oleo essencial de pétalas de flores onde as pétalas sao depositadas, a temperatura
ambiente, sobre uma camada de gordura, durante certo tempo. Em seguida, estas
pétalas esgotadas sdo substituidas por novas até a saturacdo total, quando a
gordura é tratada com alcool. Para se obter o 6leo essencial, o alcool é destilado a
baixa temperatura e o produto assim obtido possuem alto valor comercial
(WILLIANS, 1996).
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3.4.2 Extracdo por prensagem

Na prensagem os pericarpos de frutos citricos sdo prensados e a camada
gue contém o Oleo essencial é, entdo, separada. Posteriormente, o 6leo essencial é
separado da emulsdo formada com a agua por decantacdo, centrifugacdo ou
destilac&o fracionada (SIMOES, 1999).

3.4.3 Extragdo com solventes organicos

A extracdo de 6leos essenciais com solventes organicos envolve o uso de
compostos como o éter etilico, éter de petréleo ou diclorometano que, entretanto,
extraem outros compostos lipofilicos, além do 6leo essencial. Por isso, os produtos

obtidos assim raramente possuem valor comercial (SIMOES, 1999).

3.4.4 Extracéo por fluido supercritico

Pela extracdo por fluido supercritico consegue-se recuperar 0s aromas
naturais de varios tipos ndo somente Oleo essencial, de modo bastante eficiente e,
atualmente, € um dos métodos de escolha para extracdo industrial de Oleos
essenciais. Nenhum traco de solvente permanece no produto obtido, tornando-o
mais puro do que aqueles obtidos por outros métodos. Para tal extracdo, o CO; é
primeiramente liquefeito por compressdo e, em seguida, aquecido a uma
temperatura superior a 31 °C. Nessa temperatura, o CO, atinge um quarto estado,
no qual sua viscosidade € analoga a de um gas, mas sua capacidade de dissolugéo
€ elevada como a de um liquido. Uma vez efetuada a extracdo, faz-se o CO;

retornar ao estado gasoso, resultando na sua total eliminacéo (SIMOES, 1999).

3.4.5 Extragdo com arraste por vapor d’agua

A extracao por arraste por vapor d’agua € um dos métodos mais simples

e mais utilizados. Na industria de Oleos essenciais existem trés tipos de extracdes,
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distinguidas pela forma como se estabelece o contato entre a amostra e a agua, na
fase liquida ou de vapor; a primeira é chamada de hidrodestilacdo, onde a amostra
fica imersa na agua contida numa caldeira; a segunda de destilacdo pela agua e
vapor, onde uma rede colocada na parte inferior de uma caldeira mais alta separa a
agua da amostra e a terceira de destilacdo pelo vapor de 4gua, onde a amostra é
colocada em uma caldeira e o vapor de agua ali injetado provém de um gerador
proprio, independente (WILLIANS, 1996).

A industria utiliza, de preferéncia, o vapor d’agua por ser reduzido o
contato com a agua, relativamente aos métodos anteriores, € menos acentuada a
hidrélise dos ésteres e a polimerizagdo de outros constituintes, em particular dos
aldeidos (WILLIANS, 1996).

3.5 Anélises dos componentes dos Oleos essenciais

A andlise quimica de separacdo e identificacdo dos constituintes dos
Oleos é feita por meio de técnicas de cromatografia gasosa (CG), cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE) (ROBLES et al., 1998; WEYERSTAHL et al., 1988;
KIRK & OTHMER, 1981) e espectroscopicas (SILVERSTEIN; BASSLER; MORRILL,
1994), dentre as quais as mais frequentes sao as espectrofotometrias de ultravioleta
(UV), infravermelho (1V), ressonancia magnética nuclear de hidrogénio e de carbono
13 (RMN 1H e 13C) e a espectrometria de massas (EM), além do uso de bibliotecas
contendo informacdes existentes na literatura de um grande numero de substancias
jd conhecidas (KOLLMANNSBERGER; NITZ, 1993; DI STASI, 1996; FAJARDO et
al., 1997; CAVICCHIOLI, 1986; WEYERSTAHL et al., 1988; SILVERSTEIN;
BASSLER; MORRILL, 1994).

3.5.1 Cromatografia gasosa (CG)

A cromatografia permite determinar, qualitativamente e quantitativamente,

as fracdes individuais que podem ser observadas nos cromatogramas (SCHREIER,
1984; LANCAS, 1993).
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Como os dleos sdo misturas complexas requer uma aplicacdo de
métodos analiticos mais modernos e instrumentacdo adequadas. A técnica baseia-
se na separagdo da mistura em componentes individuais, na distribuicdo dos
componentes da amostra entre a fase estacionéria (sélido ou liquido) e uma fase
movel (gas) (SCHREIER, 1984; LANCAS, 1993).

3.5.2 Cromatografia gasosa/espectrometria de massas (CG-EM)

Existem no mercado varias empresas que oferecem 0 conjunto
cromatografico a gas-espectrometria de massas (CG-EM), acoplado por meio de
uma interface que aumenta a concentracdo da amostra no gas de arraste,
aproveitando a maior difusibilidade do gas. A velocidade de varredura é grande o
suficiente para permitir a obtencao de diversos espectros de massas por pico eluido
no cromatografo (BUDZIKIEWICZ; DJERSSAI; WILLIAMS, 1964).

A conexao direta de colunas capilares de cromatografia gasosa ao
espectrometro de massas, sem a interface de enriquecimento, permite varias
varreduras de massas rapidas em pontos diferentes de um pico cromatografico, de
modo a testar sua homogeneidade. Desse modo, € possivel resolver picos
cromatograficos parcialmente superpostos. Assim, a espectrometria de massas
acoplada a cromatografia gasosa fornece as fragmentacdes dos componentes
individuais separados (ADAMS, 1995).

Na técnica de impacto de elétrons (IE), mais comumente usada em
espectrometria de massas, um espectrometro de massas bombardeia moléculas na
fase vapor com um feixe de elétrons de alta energia e registra o resultado do
impacto dos elétrons como um espectro de ions separados na base da razéo
massa/carga (m/z). A maior parte dos ions formados tem carga unitaria. Os
espectros de massas sao obtidos rotineiramente com o uso de um feixe eletrénico
de energia de 70 eV. O evento mais simples que pode ocorrer em fase gasosa € a
remocao de um unico elétron pelo feixe, com formac¢éo do ion molecular, um cation-
radical (M+). O ponto simples representa o elétron desemparelhado. A maior parte
dos fons desintegra-se em 10™° - 10 s, dando, no caso mais simples, um fragmento

carregado positivamente e um radical. Assim, forma-se certo niumero de fragmentos
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ibnicos que podem ser posteriormente decompostos em fragmentos menores
(SILVERSTEIN; BASSLER; MORRILL, 1994).

Pode-se apresentar o espectro na forma de um gréafico ou uma tabela. O
gréfico tem a vantagem de mostrar sequéncias de fragmentacdo que com a pratica
podem ser facilmente reconhecidas. No espectro de massas por impacto de
elétrons, gerado por um computador na forma de um gréfico de barras, a
abundancia relativa dos picos apresentados como percentagem do pico base
(100%), é lancada contra a razdo massa/carga (m/z).

3.6 A importancia dos Gleos essenciais nas plantas medicinais

O valor condimentar de uma planta esta quase sempre associado ao teor
de Oleos essenciais, que sao compostos quimicos gerados durante o
desenvolvimento da planta (SOUZA et al., 2004).

Soares e colaboradores. (2008), discutem que o crescente interesse pelos
antioxidantes naturais de extratos de plantas é devido a sua baixa toxicidade em
relacdo aos antioxidantes sintéticos. Extratos de frutas, vegetais, cereais e seus
subprodutos industriais sé&o ricos em antioxidantes, em acido ascorbico, tocoferais,
carotendides e em compostos fendlicos e tém demonstrado eficaz atividade
antioxidante em sistemas modelos.

Angelo e seus colaboradores (2008) avaliaram os efeitos, isolado e
sinergista, dos antioxidantes, extrato de coentro e palmitato de ascorbila, em Gleo de
girassol submetido ao teste acelerado em estufa. Desta forma, o Oleo de girassol
isolado e adicionado de 1.600mg/kg de extrato de coentro, 500mg/kg de palmitato
de ascorbila e da mistura destes antioxidantes foi submetido ao teste acelerado em
estufa a 60°C por 10 dias, cujas amostras foram tomadas nos intervalos de tempo
de 0, 2, 4, 6, 8 e 10 dias e analisadas quanto ao indice de peroxidos e dienos
conjugados. Os resultados obtidos das determinacdes analiticas foram submetidos
as andlises de variancia e aos testes de Tukey para as médias a 5%, em esquema
fatorial, no delineamento inteiramente casualizado. A partir dos resultados, verificou-
se que os antioxidantes extratos de coentro, palmitato de ascorbila e a mistura dos

antioxidantes quando adicionados no 6leo de girassol apresentaram capacidade em
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retardar a formagéo de peroxidos. A mistura dos antioxidantes adicionada ao 6leo de
girassol apresentou um poder antioxidante maior que os antioxidantes aplicados
isolados, comprovando o efeito sinergistico dos antioxidantes estudados.

3.7 Oleo essencial da canela

Trabalhos prévios sobre o 6leo de Cinnamomum zeylanicum blume.
extraidos das folhas indicaram uma grande diversidade da composi¢cdo quimica,
com relato de pelo menos quatro quimiotipos: eugenol (THOMAS; GREETHA,
SHYLARA, 1987; SENANAYAKE; LEE; WILLS, 1978), (E)-cinamaldeido (VARIYAR
e BANDYOPADHYAY, 1989; SENANAYAKE; LEE; WILLS, 1978; BERNARD et al.
(1989); MOLLENBECK et al., 1997), benzoato de metila (RAO; PAUL; DUTTA,
1988), linalol (JIROVETZ et al.,, 2001) e canfora (SENANAYAKE; LEE; WILLS,
1978).

Em contraste com outros alilbenzenos, o eugenol (Figura 2) é
reconhecido pela Food and Drug Administration (FDA) como seguro quando usado
em alimentos em concentracdes de até 1.500ug/mL. Em alimentos, o eugenol
(Figura 2) vem sendo usado basicamente como flavorizante, mas, tem também
aplicacdes como repelente de insetos e em preparacdes farmacéuticas (PEREIRA e
MAIA, 2007).

e

Figura 2 — Férmula estrutural do eugenol.

Benarroz e colaboradores (2008), avaliou o efeito do tratamento in vivo

com um extrato aquoso de canela na marcacdo de constituintes sangiineos com
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99mTc e na morfologia de hemécias de ratos Wistar. Os resultados sugerem que 0
extrato aquoso de canela ndo afetaria, in vivo, as estruturas da membrana
envolvidas no transporte de ions ou o0 estado de oxidacdo dos ions estanoso e
pertecnetato.

Patel e colaboradores (2007) caracterizaram o 6leo essencial extraido das
folhas da Cinnamomum verum (Canela) usando a técnica de cromatografia gasosa
com detector de massa e encontraram um teor de eugenol de 86% em sua
composicao.

Lima e colaboradores (2005), pesquisaram os 6leos essenciais das folhas
e dos galhos de Cinnamomum zeylanicum coletada no municipio de Manaus, estado
do Amazonas, obtidos por hidrodestilacdo e analisados através de CG-EM. Vinte e
trés constituintes foram identificados nas folhas, dos quais o eugenol foi o que
apresentou maior porcentagem (60%). Nos galhos foram identificados trinta e seis
componentes, com predominancia dos monoterpenos d- e B-pineno (9,9%; 3,5%), o-
felandreno (9,2%), p-cimeno (6,2%), limoneno (7,9%), linalol (10,6%); os
sesquiterpenos d-copaeno (3,3%), (B)-cariofileno (6,7%), oxido de cariofileno (3,1%)
e os alilbenzenos (E)-cinamaldeido (7,8%) e acetato de (E)-cinamila (9,7%).

Morsbach e colaboradores (1997) trabalhou com Oleos essenciais de
cascas e folhas de canela do Ceildao (Cinnamomum verum Presl, sin. Cinnamomum
zeylanicum BIl.) cultivada na Estacdo Experimental de Morretes do IAPAR, foram
analisados por CG e CG-EM. As cascas e folhas foram provenientes de 12 arvores
submetidas a adubacdo apenas com matéria organica (MO) ou associada com
adubo quimico (C). Analises do "headspace” foram utilizadas na caracterizacédo das
amostras individuais e no agrupamento para fins de extracdo por arraste a vapor e
coobacédo. O rendimento médio de Oleo essencial foi de 0,2% nas cascas e 2,0%
nas folhas. O teor de aldeido cin@mico nos 0Oleos essenciais das cascas foi de 54,7%
(MO) e 58,4% (C). Os 6leos essenciais de folhas apresentaram 94,1% (5 arvores -
MO) e 95,1% (5 arvores - C) de eugenol. Entretanto, a composicdo dos 6leos
essenciais das folhas de duas arvores distintas, uma de cada tipo de tratamento, foi
diferente da maioria das arvores estudadas, apresentando 58,7% (MO) e 55,1% (C)

de eugenol, com teor elevado de safrol (29,6% e 39,5%, respectivamente).
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3.7.1 Aplicabilidade industrial

As industrias utilizam os 6leos essenciais para conferir aromas especiais
em inumeros produtos, tais como perfumes, cosméticos, sabonetes, condimentos
etc. (BERNALE, 1984; CLAY et al., 1993; FUH et al., 1996; ROBLES et al., 1998),
também para mascarar odores desagradaveis em ambientes de trabalho e
instalacbes sanitarias, e muito usadas como insumos em diversos produtos das
industrias de plasticos, tintas, borrachas, inseticidas e outras. (COSTA, 1975; KALIL
FILHO, 2000).

3.8 Toxicidade

Segundo Forbes e Forbes (1994), o teste de toxicidade tem como
finalidade avaliar ou prever os efeitos tOxicos nos sistemas biolégicos e dimensionar
a toxicidade relativa das substancias.

Muitos ensaios podem ser utilizados, como o ensaio de letalidade com o
microcrustaceo Artemia salina, que foi desenvolvido para detectar compostos
bioativos em extratos vegetais (MEYER et al., 1982).

O bioensaio de toxicidade com Artemia salina € em geral simples, rapido,
sensivel e barato, e consiste na estimativa da concentragcdo de uma substancia
através da medida de uma resposta biolégica, na qual existe apenas um parametro
envolvido: vida ou morte. O ensaio de letalidade permite a avaliacdo da toxicidade
aguda e, portanto, é considerado essencial como bioensaio preliminar no estudo de
compostos com potencial atividade biolégica, sendo atualmente aceito pela
comunidade cientifica (CAVALCANTE et al.,, 2001). Pode ser util também para
prever a toxicidade de extratos de plantas e orientar seu fracionamento fitoquimicos
(CACERES, 1996).

A Artemia salina € uma espécie de microcrustaceo da ordem Anostracea.
Esta espécie € utilizada em testes de toxicidade devido a sua capacidade de formar
cistos dormentes, fornecendo desse modo material bioldgico que pode ser

armazenado durante longos periodos de tempo sem perda de viabilidade e sem
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necessidade de se manterem culturas continuas de organismo-teste. E uma espécie
de facil manipulacdo em laboratério e baixo custo econémico (CALOW, 1993).

A Artemia salina vive em aguas salinas e salobras de todo o mundo.
Possui quatro estagios de desenvolvimento (ovo, nauplio, metanauplio e adulto) e
alguns mecanismos de adaptacao que a torna cosmopolita, como a osmorregulacao,
a presenca de pigmentos respiratérios como alternativas reprodutivas que facilitam a
disperséo e a perpetuacdo dessa espécie. Os individuos adultos apresentam notéavel
dimorfismo sexual e, em condi¢cdes adequadas, é possivel eclodir simultaneamente
as larvas em cultura. O custo da implantacdo e manutencédo da cultura de Artemia
salina € muito baixo, o que faz desta, um excelente modelo experimental, utilizado
nas mais diversas areas da biologia. Artemia salina é amplamente conhecida como
indicador de toxicidade em um bioensaio (Brine Shrimp Test), utilizando-se a
Concentragdo Letal Média (CLsp) como parametro de avaliacdo da atividade
biologica (toxicidade) de um composto ou extrato natural.

Segundo Dolabela (1997) as amostras que demonstrarem CLso menor
gue 80 mg/L sédo consideradas altamente téxicas; com CLso entre 80 a 250 mg/L
moderadamente toxicas e com CLsy maior que 250 mg/L baixa toxidade ou atoxicas.

E crescente a utilizacdo de produtos naturais pela populacio como
alternativa no tratamento de diversas enfermidades. O estudo das possiveis
propriedades farmacolégicas e seus efeitos toxicos correspondentes é

imprescindivel.

3.9 Esquistossomose

A esquistossomose, conhecida como barriga d’agua, xistosa, doenca do
caramujo, xistosomose € transmitida por caramujo da espécie Biomphalaria glabrata
(Say, 1818) (RAGHAVAN et al., 2003). E uma doenca complexa devido aos seus
variados fatores causais e sua ampla distribuicdo geogréafica, motivo pelo qual se
encontra inserida no contexto das doencas consideradas problema de saude publica
(OMS, 2001).

No Brasil, a esquistossomose mansonica € endémica em vasta extensao

do territorio, porque acomete milhBes de pessoas, provocando, anualmente, um
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namero expressivo de formas graves e 6bitos (MS, 1995). Considera-se uma doenca
endémica aquela que existe constantemente em determinado lugar, atacando um
namero maior ou menor de individuos; ja epidemia refere-se ao ataque rapido de
uma doenca, que acomete um grande numero de pessoas ao mesmo tempo. A
epidemia pode, também, ser o surto de agravamento de uma endemia (MS, 2007).

A esquistossomose ocorre em localidades sem saneamento ou com
saneamento basico inadequado, sendo adquirida pela pele e pelas mucosas devido
ao contato do homem com &aguas contaminadas com as formas infectantes de S.
mansoni (MS, 2007).

Entretanto, para que ocorra a transmissdo da doenca, é indispensavel a
presenca do homem na condicdo de hospedeiro definitivo, que excreta 0os ovos do
verme pelas fezes, e dos caramujos aquaticos do género Biomphalaria, que atuam
como hospedeiros intermediarios, liberando as larvas infectantes do Schistosoma
mansoni nas intermediacdes hidricas utilizadas pelos seres humanos susceptiveis a
doenca (MS, 2007).

A presenca do hospedeiro intermediario constitui condicdo necessaria e
indispensavel para que se desenvolva o ciclo do parasita. Atualmente, existem dez
espécies e uma subespécie do género Biomphalaria e, destas, trés sdo hospedeiras
intermediarias naturais (B. glabrata, B. straminea e B. tenagophila) (Figura 3) e duas
(B. amazonica e B. peregrina) sdo hospedeiras intermediarias potenciais, uma vez

gue so se infectam experimentalmente (MS, 1995).

<‘ \
(a) \ (b)

Figura 3 — Espécies hospedeiras intermediarias B. Glabrata (a), B.straminea (b) e B.
Tenagophila (c)

Fonte: Surveillance and Control of Mollusks with Epidemiological Importance: technical
directives: Schistosomiasis.

Dissertagdo de Mestrado REIS, J. B.



36
REVISAO DA LITERATURA

O Biomphalaria glabrata (Say, 1818) (Figura 4), reconhecido
popularmente como caramujo, pertencente ao reino Animalia, da classe Gastropoda,
e da familia Planorbidea é um importante vetor do Schistosoma mansoni nas
Américas, devido ao alto potencial biologico de infeccdo natural e vasta distribuicdo
(SOUZA et al., 1996; BARBOSA et al., 2000), sendo encontrado em todos 0s
Estados brasileiros desde a Paraiba até o Rio Grande do Sul e também em algumas
areas do Para, Maranh&o e Piaui, ao norte e Goias e Mato Grosso no Centro-Oeste.

Figura 4 — Caramujos da espécie Biomphalaria glabrata

Os indices elevados da esquistossomose mansonica correspondem, na
maioria dos casos, a presenca do molusco B. glabrata, principal hospedeiro

intermediario do Schistosoma mansoni (COUTO, 2005).
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3.9.1 Ciclo evolutivo

O ciclo evolutivo (Figura 5) acontece de duas formas, uma no interior do

caramujo e outra no interior do homem.

CICLO DE VIDA DE SCHISTOSOMA MANSON |

Figura 5 — Ciclo evolutivo
Fonte: Filo Platelmintes, 2009
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O homem, quando doente, elimina ovos do verme pelas fezes. Estes, em
contato com a agua, rompem-se e libertam o miracidio (Figura 6) que € a larva
ciliada, que nada ativamente, penetrando no caramujo onde penetram pelo

tegumento.

Figura 6 — Os ovos (a) e o miracidio (b)
Fonte: Sinclair Stammers/OMS/TDR

Por reproducdo assexuada, o0s miracidios transformam-se em
esporocistos primarios, que produzem internamente esporocistos secundarios; estes

desenvolvem cercarias de cauda bifurcada apés 25 a 35 dias (Figura 7).

Figura 7 — Cercaria da S.mansoni
Fonte: Sinclair Stammers/OMS/TDR

As cercarias, por estimulo de luz e calor, deixam o caramujo e passam

para a agua, onde nadam a procura de contato com o hospedeiro vertebrado; neste

Dissertagdo de Mestrado REIS, J. B.



39
REVISAO DA LITERATURA

penetram ativamente através da pele e perdem a cauda. Apds a penetracdo no
vertebrado, as cercarias dao origem a esquistossémulos, que podem ser destruidos
na derme, ou ganhar a circulacdo geral, sendo arrastadas para o coragao e
pulmdes, de onde migram ativamente até o figado. Ao chegar no sistema porta intra-
hepético, os esquistossémulos desenvolvem-se até a fase adulta 28 a 48 dias ap6s
a penetracao no 6rgado. Os vermes adultos machos e fémeas acasalam-se e migram
para as vénulas da parede intestinal, caminhando contra a corrente sanguinea da
veia porta e das veias mesentéricas. As fémeas eliminam ovos um a um, em fila, até
300 por dia. Cerca de 22% dos ovos chega a luz intestinal e saem com as fezes, e 0
restante fica retido nos tecidos do figado e paredes do intestino, dando origem a
granulomas. Os parasitos podem viver 20 a 25 anos no organismo humano néo
tratado (CUNHA, 1970; SOUZA & LIMA, 1990; REY, 2001).

3.9.2 Atividade moluscicida

Uma substancia € considerada moluscicida quando nas condicbes
ambientais em que o caramujo vive elimina todas as fases do seu ciclo de vida,
desde o ovo até o adulto, sendo que essas substancias devem ser utilizadas em
pequenas concentracdes, devem ainda apresentar baixo custo, ser estavel no
armazenamento em condicdes tropicais; facil de transportar e aplicar; no transporte,
manuseio e aplicacdo deve ser atdxico; ter acdo letal seletiva a caramujos, ser
inbcuo para o homem, animais domeésticos, peixes e plantas, ndo sofrer
decomposicdo na agua e no solo e ser estavel em condicbes de temperatura e
irradiacdo solar (PAULINI, 1965).

No passado, diversos produtos com propriedades moluscicidas foram
testados e utilizados em campo, porém somente a niclosamida é aprovada pela
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) (CAS n.° 50-65-7), sendo a Unica
disponivel comercialmente (MS, 1995).

A niclosamida (Figura 8), substancia conhecida como Bayluscide,
nomenclatura  (IUPAC)  2’,5-dicloro-4’-nitrosalicilanilida,  formula  molecular
C13HsCI2N4O4 de uso exclusivo em Campanhas de Saude Publica, no controle da

esquistossomose, no combate aos caramujos vetores, sob a responsabilidade da
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Fundacdo Nacional de Saude. Devido a sua baixa seletividade, atua também sobre
outras espécies da fauna e a resisténcia dos caramujos a essa substancia, faz com
gue aumente a procura por substancias de origem vegetal, facilmente biodegradavel
(NEVES, 2004).

HO
O

I
O.N NH—C

Cl Cl

Figura 8 — Férmula estrutural da niclosamida

Os estudos com extratos vegetais tém sido realizados de acordo com as
especificacbes da Organizagcdo Mundial de Saude (OMS) para moluscicidas
guimicos. Para padronizacdo dos ensaios fitoquimicos, a OMS publicou um guia
para avaliacdo de plantas com potencial moluscicida, onde define que um bom
moluscicida deve apresentar efeito toxico em moluscos adultos em concentracéo
menor ou igual a 20 ppm do extrato solivel e menor ou igual a 100 ppm do extrato
bruto, além de ser atoxico para os demais organismos.

Segundo Chifundera e colaboradores (1993), as substancias como
terpendides, esteréides e saponinas, oriundas do metabolismo secundario dos
vegetais, sdo atualmente conhecidas como agentes moluscicidas. Ao testar as
saponinas extraidas de Agave decipiens, Abdel-Gawad (1999) obteve 90% de
mortalidade de Biomphalaria alexandrina (espécie transmissora da esquistossomose
no Egito).

O ciclo do Schistosoma mansoni pode ser interrompido com a utilizagéao
de plantas ricas em substancias moluscicidas que sdo eficazes no controle do
caramujo e das cercarias (CARVALHO et al., 1998; RUG & RUPPEL, 2000).

As pesquisas realizadas por Jumberg e colaboradores (1989) em 73
espécies com um total de 344 exemplares, apresentaram mortalidade entre 20% e
100%, nas concentracdes que variaram de 0,5 mg/L a 20 mg/L, ou seja, dentro dos

critérios estabelecidos pela OMS as seguintes espécies: Anacardium ocidentale,
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Dasyphylium brasiliensis, Delonix regla, Eclipta alba, Euphorbia cotinifolia, Euphorbia
splendens, Euphorbia splendens var. hisiopil ,Euphorbia tirucalli, Macrosiphonia
guaranitica, Magonia pubenscens, Pithercolobium multiflocum, Buta gryeolens,

Sphathodea campanulata, Ziziphus loazeiro.
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4 METODOLOGIA

Esses estudos foram desenvolvidos no Laboratério de Fisico-Quimica de
Alimentos do Pavilhdo Tecnolégico da Universidade Federal do Maranhao (UFMA)
em parceria com o Nucleo de Imunologia Béasica e Aplicada (NIBA) da Universidade
Federal do Maranhdo (UFMA) e Central Analitica da Universidade de Campinas
(Unicamp).

4.1 Reagentes e Materiais

Bomba de oxigénio, alcool etilico a 70%, tween 80, agua destilada, sal
marinho, solucdo de iodo 30%, lupa STEMI SV6 marca ZEISS GERMANY,
refratbmetro de ABBE modelo 2 WAJ, Picnbémetro de 1mL ,moinho elétrico Tecnal,
modelo TE—-340, coletor de caramujos, hipoclorito de sodio 50%, camera fotografica
digital, aparelho de Clevenger, cromatdgrafo gasoso acoplado a espectroscopia de
massas GC/EM, HP 5880,agua desclorada,

4.2 Métodos

4.2.1 Coleta das folhas de canela

Para obtencdo da exsicata, as folhas da planta foram secas, prensadas e
acondicionadas em folhas de jornal. A temperatura utilizada para a secagem foi de
38°C, durante 48 horas. Em seguida, as exsicatas foram enviadas ao herbario da
UFMA, que efetuou a caracterizacdo botanica da espécie com base nas
caracteristicas fisicas do material coletado. De acordo com a caracterizacdo
botanica, a espécie de canela estudada, foi identificada pela Profa. Especialista Ana
Zélia Silva, do Departamento de Farmacia da UFMA, como pertencente a familia das
Lauraceas, cujo nome cientifico € Cinnamomum zeylamicum Blume., conforme
caracteristicas das folhas e galhos da espécie. A exsicata encontra-se depositada no
herbario da UFMA sob o n° 1153.
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4.2.2 Extracdo dos 6leos essenciais

O o6leo essencial de canela (Cinnamomum zeylanicum Blume.) extraido
das folhas foi obtido por hidrodestilacdo em sistema de Clevenger de vidro acoplado
a um baldo de fundo redondo de 1000 mL, com uma manta aquecedora controlando-

se a temperatura a 100°C (Figura 9).

Figura 9 — Sistema Extrator de Clevenger

Para a extracdo foram utilizados 30 gramas da amostra com 300 mL de
agua destilada (proporgéao 1:10), sendo realizadas em triplicata e o 6leo obtido foi
seco por meio da percolacdo com Na,SO, anidro , armazenados em coletores de
vidro envolto em papel aluminio sob refrigeracdo, a fim de evitar perdas de
constituintes volateis. Em seguida esse 6leo foi submetido as analises.

O calculo do rendimento da extragcdo do Oleo foi avaliado de duas
maneiras distintas. O primeiro célculo foi baseado na relacdo massa/volume, onde o
volume foi sendo observado no proprio sistema de extracdo, sendo feitas seis
extragcdes nos tempos 0,5; 1,0; 2,0; 3,0; 4,0; e 5,0 horas, e o melhor tempo foi
determinado em funcao do rendimento do 6leo essencial. No segundo, o rendimento
foi expresso em percentagem, na relacdo massa/massa pela medida da densidade,
observando o volume maximo obtido do éleo por massa(g) do vegetal em estudos,
de acordo com a Equacéo 1 (FARMACOPEIA BRASILEIRA 1V, 1996).
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%R = (VxXd/m) X100 (Equacdo 1)

Onde:
¥V = volume total de 6leo extraido (mL)

d = densidade do 6leo (g/mL)

m = massa do vegetal (g)

4.2.3 Caracterizacéo fisica dos 6leos essenciais

As propriedades fisicas do Oleo de canela foram determinadas em fungéo
dos seguintes parametros: densidade, solubilidade em etanol (90% v/v), indice de

refragcéo, cor e aparéncia do oleo.

4.2.3.1 Densidade

Determinou-se a densidade do 6leo essencial utilizando um picnémetro
de 1,0 mL, previamente seco, tarado e aferido, onde foi adicionada a amostra (a
25°C), pesando-a em seguida (IAL, 1985).

4.2.3.2 Solubilidade em etanol (90%)

Para a determinacdo da solubilidade, utilizou-se uma mistura de
alcool/agua a 90% (v/v), mantendo-se constante o volume de 6leo e adicionando-se
proporcionalmente volumes crescentes da mistura alcodlica até a completa

solubilizac&o do 6leo.
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4.2.3.3 indice de refragéo

Na determinacédo do indice de refracdo foram utilizados tubos capilares de
vidro para adicionar a amostra do Oleo diretamente sobre o prisma de Flint do
refratbmetro, a uma temperatura de 25°C.

4.2.3.4 Cor

A andlise foi realizada visualmente, comparando a cor do 6leo essencial

com as cores conhecidas e ja descritas na literatura.

4.2.3.5 Aparéncia

A técnica utilizada foi visual onde se efetuava uma comparacdo das

essenciais quanto a sua limpidez e transparéncia.

4.2.4 Analise por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-
EM)

Os constituintes do Oleo de canela foram identificados através da técnica
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM). Foi dissolvido
1,0 mg da amostra em 1000 puL de diclorometano (pureza 99,9%). As condi¢des de
analise foram as seguintes:

» Volume injetado: 0,3 pL;

» Coluna : Capilar, 30 m x 0,25 mm x 0,25 pum. HP-5MS, 5% difenil, 95%
dimetil polisiloxano (Equivalente DB-5MS ou CP-Sil 8CB LB/MS);

» Gas de arraste: He (99,9995); 1,0 mL/min;

> Injetor : 280 °C, modo Split (1:10);

> Forno: 40°C (5,0 min.), 240 °C (4°C /min.); 240 °C 300 °C (8°C /min,
7,5 min.); t = 60,0 min;
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Detector : EM; EI (70 eV)

Modo varredura (0,5 seg/scan),

Faixa de massas: 40 — 500 daltons (uma)
Linha transferéncia: 280 °C.

Filamento: desligado 0,0 a 4,0 min

YV V. V V V V

Espectrometro de massas tipo quadrupolo linear.

Para a identificagdo dos compostos na amostra utilizou-se o programa
AMDIS (Automated Mass spectral Deconvolution Mass & ldentification System).

4.2.5 Amostragem dos caramujos

As amostras dos caramujos vieram dos criadouros naturais do bairro Sa

Viana, periferia de S&o Luis — Maranhé&o.

4.2.5.1 Coleta dos caramujos

A captura foi realizada nos periodos chuvosos (Janeiro a junho), com
utilizacdo de EPI's (equipamento de proteg¢ao individual), como luva, bota sete
Iéguas e pinca metalica.

A técnica de coleta consiste em raspar com a concha as areas submersas
e os caramujos recolhidos foram colocados em um recipiente de vidro com tampa,
com agua do proprio criadouro (BRASIL, 2007). A busca dos mesmos foi em
diversos pontos de cada criadouro, a fim de obter uma boa amostragem, depois da
coleta foram etiquetados por criadouro e levados para o NIBA, para posteriores

analises (Figura 10)
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Figura 10 — Coleta de caramujos com concha metalica

4.2.5.2 Analise para testar positividade dos caramujos

Foram colocados 05 caramujos em frascos de vidro transparente (com
capacidade de 30 mL) com 25 mL de agua desclorada, ou seja, 5 mL/caramujos,
levado a exposicdo da luz (lampéadas de 100 W), com uma distancia de 30 cm,
durante 1 h, para estimular a liberacdo das cercarias (SMITHERS & TERRY, 1965
apud SOUZA, 1992). Apé6s exposicdo, os vidros foram levados para serem
analisados, através de visualizacdo com auxilio de uma lupa estereoscopica (8x),
aqueles que estavam parasitados (positivos) eram etiquetados e separados para
futura analise individual, a fim de verificar qual estd contaminado e 0os que nao
apresentaram sinais de infeccdo pelo trematdodeo no periodo de 30 dias foram
selecionados para o teste de atividade moluscicida.

Os caramujos foram analisados a cada 07 dias, durante um més (30 dias)

para confirmacdo da auséncia de estagios larvais.
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4.2.5.3 Armazenamento dos caramujos apos teste da positividade

Os caramujos ap0s teste da positividade foram colocados em recipientes
de poliestireno, com agua desclorada e alimentados com alface hidroponico, para
futuro teste da atividade moluscicida.

4.2.6 Atividade moluscicida

A atividade moluscicida foi realizada através da técnica preconizada pela
Organizacao Mundial de Saude (OMS), utilizando na andlise apenas 0s caramujos

gue foram negativos para o teste da positividade.

4.2.6.1 Método da Organizacdo Mundial de Saude (OMS)

Foram realizados dois testes para o 6leo essencial a ser estudado, sendo
em triplicata. O primeiro, denominado de teste piloto, foi colocado 10 caramujos
adultos, negativos para S. mansoni em cada Béquer contendo 500 mL de uma
solucdo obtida da diluicdo do 6leo com agua destilada e 0,15mL de Tween 80
(tensoativo) na concentracédo de 100 mg.L™, obtendo-se no final uma proporcéo de
50 mL de solucdo para cada caramujo e alimentando-os com alface hidropénico
ad.libittum (MALEK, 1995). Ficaram expostos na solucdo por 24 h, sob temperatura
ambiente. Os caramujos foram removidos da solucédo, lavados por duas vezes com
agua desclorada, colocados em cada béquer contendo 500 mL de agua desclorada,
alimentando-os com alface hidropdnico e observados a cada 12 h (método preconiza
24 h), por 4 dias para avaliar a mortalidade.

No segundo teste, denominado de concentracdo letal (C.), foram
colocado 10 caramujos adultos, negativos para S. mansoni em cada béquer
contendo 500 mL de uma solucdo obtida da diluicdo de cada 6leo com &gua
destilada e 0,15 mL de Tween 80 (tensoativo) nas concentracdes de 75, 50, 25 e
10 mg.L™, obtendo-se no final uma proporcdo de 50 mL de solucdo para cada

caramujo e alimentando-os com alface hidropdnico ad.libitum (MALEK, 1995).
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Ficaram expostos na solugdo por 24 h, sob temperatura ambiente. Os caramujos
foram removidos da solucdo, lavados por duas vezes com agua desclorada,
colocados em cada béquer contendo 500 mL de 4gua desclorada, alimentando com
alface hidropbnico e observados a cada 12 h (método preconiza 24 h), por 4 dias
para avaliar a mortalidade.

Para o teste controle, foi utilizado dois testes, no primeiro colocou-se em
um vidro transparente 10 caramujos imersos em 500 mL de &gua desclorada e no
segundo 10 caramujos imersos em uma solu¢cdo com 0,15 mL de Tween 80 em
500 mL de &gua desclorada e alimentando ambos com alface hidropbnico e
procedendo-se a andlise igual a realizada nos testes anteriores.

Segundo Mccullough e colaborados (1980), sdo considerados mortos os
moluscos que tiverem sua massa cefalopodal retraida para o interior da concha,
liberando a hemolinfa, ou entdo tornando-se inchado e estende o cefalépode para

fora da concha.

4.2.6.2 Cultura de Artemia salina

Os cistos de Artemia salina Leach foram transferidos para um aquario
contendo solucdo salina sintética (60g de sal marinho/litro de agua destilada) e
saturacao de oxigénio, obtido com auxilio de bomba de ar. O aquéario foi dividido em
dois compartimentos interligados, permanecendo o0s cistos em um dos
compartimentos, deixando o segundo compartimento sob iluminacéo artificial de
uma lampada de 100 W. Apds 24 h, os cistos eclodiram, as larvas migraram para o
compartimento iluminado, por terem fototropismo positivo. Estas foram transferidas
para um aquario contendo solucdo salina sintética e mantidas em incubacéo por
mais 24 h, sob as mesmas condi¢des de iluminacdo e oxigenacdo. A metodologia

utilizada foi a recomendada por Meyer et al. (1982) com modificacdes.
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4.2.6.3 Andlise da toxicidade

Para a avaliacdo da letalidade de Artemia salina Leach, 20 mg do 6leo
foram adicionados a 0,02 mg de Tween 80, completando-se o volume para 2 mL
com salina artificial. Essa diluicdo foi feita para obtermos solu¢cdo-méae de 10 mg/mL
e com uma concentracdo de 0,1% de Tween 80. Amostras de 5, 50 e 500 pL dessa
solucdo-mée foram transferidas para frascos com 5 mL de solucéo final, obtendo-se
concentracfes de 10, 100 e 1000 mg/L, respectivamente. Dez larvas na fase nauplio
foram transferidas para cada um dos frascos. O branco (solugéo salina) foi feito com
20 pL e o controle negativo(solucéo salina e tween 80 a 0,1%) foi feito com 20 pL.
Apbés 24 horas de incubacdo, realizou-se a contagem das larvas vivas,
considerando-se mortos aqueles microcrustaceos que ndo se movimentaram
durante a observagcdo e nem com a leve agitacéo do frasco.

Adotou-se o critério estabelecido por Dolabela (1997) para classificacao
da toxicidade dos oleos essenciais, sendo considerado produto altamente téxico
quando CLso < 80 mg.L™, moderadamente toxico para 80 mg.L™ < CLsp = 250 mg.L™

e levemente toxico ou atéxico quando CLs = 250 mg.L™.

4.2.7 Analise estatistica da concentracao letal (CLso)

A analise estatistica dos dados foi realizada de acordo com o método de
REED-MUENCH (1938), o qual parte do principio de que um animal que sobreviva a
certa dose, também ira sobreviver em qualquer outra dose menor que aquela;
consequentemente o animal que morrer com certa dose, também irA morrer em
doses maiores que aquela. A partir de uma tabela contendo os dados de mortalidade
para cada concentracdo testada, € construido um 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 intercessdo entre as curvas é a
Concentracdo Letal 50% (CLsp), pois nesse ponto o0 numero de animais
sobreviventes é igual ao numero de animais mortos (COLEGATE & MOLYNEUX,
1993).
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O intervalo de confianca foi calculado segundo o método de Pizzi (1950)
no qual se constroi um gréafico do percentual de mortos versus logaritmo (log) da
dose. A seguir determina-se o valor de “R”, que é a diferenca entre o log da dose
gue mata 75% das larvas e o 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
Equacéao 2.

(SE)? =0,79.h.[R/20] (Equacéo 2)

Os valores: 0,79 (encontrado no dividendo) e 20 (situado no divisor) do
guociente 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°F.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Avaliacdo das caracteristicas fisico-quimicas do 6leo essencial de canela

Em geral, os Oleos essenciais na presenca de oxigénio, luz, calor,
umidade e metais sdo muito instaveis, sofrendo inUmeras reacdes de degradacao, o
gue dificulta a sua conservacdo, fazendo com que o0 seu processo de
armazenamento seja fundamental para a manutencéo de sua qualidade (SIMOES et
al., 2003).

De acordo com Simdes e Spitzer (1999), pesquisadores comentam ainda
que, os 6leos essenciais obtidos de diferentes 6érgdos de uma mesma planta, podem
apresentar composicédo, caracteres e odores distintos (VITTI et al., 2003). Portanto,
a qualidade do 6leo essencial é considerada um fator basico a ser vinculado a sua
obtencado, fazendo com que a realizacdo de amostras constantes seja de grande
importancia para a avaliacdo de suas caracteristicas e, desse modo, serem
prevenidos problemas na sua comercializacao e uso (VITTI et al., 2003).

A Tabela 1 mostra as caracteristicas fisicas do 0leo essencial extraido
das folhas da canela no periodo de junho a setembro de 2010. Observa-se que o
Oleo apresentou uma densidade bem préoxima a densidade da agua, no qual vem
sustentar a dificuldade encontrada durante o processo de extracdo pelo sistema
Clevenger (SIMOES et al., 2004). Segundo (MARINI et al., 2005), esses valores
podem sofrer variagdes atribuidas a diferenca de época de colheita, tipo de solo,
clima da regido, tempo de secagem e umidade relativa do ar, no dia da colheita.

Investigando os componentes do Oleo extraido das folhas da canela,
Miyazawa e Kameoka (2008) obtiveram um valor da densidade de 1.15 g/mL e
Jirovetz (2001) de 0,993 g/mL. Para o indice de refracdo, Tripathi, Dubey e Shukla
(2008) obtiveram um valor de 1,4842 e Jirovetz (2001) de 1,4826. No que diz

respeito a solubilidade, o valor obtido por Jirovetz (2001) foi de 1:2(alcool 90%).
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Tabela 1 — Caracteristicas fisicas do 6leo essencial extraido das folhas da espécie
Cinnamomum zeylanicum Breyn.

Caracteristicas fisico-quimicas Oleo de canela
_ Densidade (g/mL) 1,023
Indice de refragdo (Np 25) 1,533

Solubilidade em alcool a 70% (v/v) 1:1
Rendimento (mL) 1,3

Cor Amarelo

Aparéncia Limpido
Rendimento ( m/m) (%) 4,43

Comparando os valores para o Oleo essencial estudado com os da
literatura, pode-se observar que ha similaridade entre eles, no que diz respeito aos
parametros analisados. As pequenas diferengas nos valores encontrados podem ser
atribuidas a fatores tais como época de coleta, diferentes tipos de solo, condicdes e
tempo de armazenamento (KOKETSU et al., 1997).

5.2 Avaliacédo da cinética de extracdo e rendimento dos Oleos essenciais

Devemos sempre levar em conta as condicbes de extracdo de Oleos
volateis, pois a mesma € uma etapa muito importante, por ser um fator determinante
na relacdo entre a composicao quimica e a qualidade do 6leo extraido.

Segundo Mouchrek Filho (2000), o tempo de extracdo do 6leo essencial €
um dos principais parametros fisico-quimicos das industrias de esséncias, ou seja,
no que se refere a qualidade e a natureza econdmica. Uma destilacao rapida pode
conduzir a um produto contendo predominantemente constituintes mais volateis,
porém destituido das melhores caracteristicas, ja& uma extracdo prolongada
encarece o0 produto e também pode sobrecarrega-lo de compostos de aromas
indesejaveis (CHAAR, 2000).

A extracdo do Oleo essencial estudado foi realizada num tempo de
5 horas para uma massa de 30g/amostra, com uma temperatura de 100°C. Pode-se

observar o tempo maximo de extracdo dos 6leos conforme a Tabela 2.
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Tabela 2 — Rendimentos da extracdo do 6leo de canela

Tempo de extragdo  Quantidade extraida
(h) (mL)

0
0,3
0,6
0,8
1,3

~AWNEFO

O rendimento da extracéo do 6leo de canela é mostrado na Figura 11.
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Figura 11 — Cinética referente a extracao do Oleo essencial da canela em funcao do
tempo, com massa de 30g e temperatura de 100°C.

Analisando a Figura 11 observamos que o tempo maximo de rendimento
do 6leo essencial em estudo e o volume obtido, com relacdo as folhas da canela
guanto ao tempo foi de 4,0 horas para um volume de 6leo essencial igual a 1,3 mL;
sendo que quando chegou em 5 horas, o0 volume permaneceu constante.

O rendimento da extracdo foi calculado através da quantidade de 6leo
gue se obteve a partir de uma determinada massa do vegetal. Neste experimento

partiu-se de uma massa constante do 6leo estudado sendo obtido um determinado
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rendimento: para as folhas da canela. O rendimento m/v foi de 4,33% e como a
densidade do 6leo foi determinada em 1,023 g.mL™ (Tabela 1) entdo o rendimento
m/m foi calculado em 4,43%.

Observou-se que grande parte do 6leo essencial € extraida nas primeiras
horas da destilagdo, mantendo os niveis de rendimento satisfatério até 4 horas. Logo
apos as 4 horas a destilacao cessa e a hidrodestilacdo estd completa para as folhas
da canela. O rendimento determinado esta acima da faixa de valores encontrados na
literatura. O valor encontrado foi confirmado segundo os autores (GUENTHER,
1950; PURSEGLOVE, 1981) de 0,2 a 2,0 mL nas cascas e de 0,7 a 1,2 mL
(GUENTHER, 1950; PURSEGLOVE, 1981; VERNON et al.,, 1976) nas folhas
(KOKETSU et al.,1997).

Conforme Ozcan e Chalchat (2002), a variagdo sazonal e a localidade séo
fatores importantes para diferentes variedades de plantas com relacdo aos

rendimentos de extracdo encontrados na literatura.

5.3 Avaliacdo das caracteristicas quimicas do 06leo essenciais obtida por
Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (CG-EM)

O cromatograma do 0leo essencial extraido das folhas da cinnamomum
zeylanicum Blume. (canela) obtido na analise de CG/EM pode ser observado na
Figura 12. Os picos cromatograficos foram identificados através da comparacéo dos
respectivos espectros de massa com os dados das espectrotecas (1) WILEY 139; (2)
NIST107 e (3) NIST21.
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Figura 12 — fon-cromatograma da amostra do 6leo das folhas da Cinnamomum
zeylanicum Blume. (Canela), apresentando os picos selecionados e identificados
através da comparacao dos respectivos espectros de massas com a espectroteca.

Na Figura 12 apresentam-se quatro picos cromatograficos, sendo que o
pico cromatografico 1 é o Linalol, cujo tempo de retencdo foi 13,20 min; o pico
cromatografico 2 é o Eugenol, com tempo de retencdo 22,63 min; o pico
cromatografico 3 é o Cariofileno, o qual apresentou o tempo de retencédo 24,63 min;
0 pico cromatografico 4 € o Humuleno, cujo tempo de retencéo foi 25,74 min, sendo
gue o que apresentou maior rendimento foi o Eugenol.

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 3, os compostos
identificados no 6leo essencial extraidos das folhas da cinnamomum zeylanicum

Blume. estdo em ordem de tempo de retencéo.
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Tabela 3 — Compostos identificados na amostra do 6leo essencial extraido da canela

Pico’ tr? (min.) Componentes % A* Qualidade®
1 13,20 Linalol 2,68 80
2 22,63 Eugenol 82,67 98
3 24,63 Cariofileno 12,18 97
4 25,74 Humuleno 2,47 72

Nota: “Numero do pico pela ordem de eluicdo da coluna; “tr: Tempo de retencdo dos composto na
coluna em minutos; %A”*: Porcentagem da area normalizada a qual indica a distribuicdo relativa dos
componentes na amostras e Qualidade® indice de pesquisa na base de dados que reflete a
similaridade do espectro de massas obtido com os registros nas bibliotecas utilizadas.

Como pode ser observado na Tabela 3 foram identificados quatro
componentes na amostra, sendo o constituinte majoritario do 6leo o eugenol com
82,67%, seguido do Cariofileno com 12,18%, do Linalol com 2,68% e por ultimo do
Humuleno apresentando 2,47%.

A Figura 13 mostra o espectro de massas correspondente ao constituinte
majoritario identificado no 6leo essencial e os possiveis fragmentos.

Comparando os compostos extraidos das folhas da canela com a
literatura, iremos notar que o constituinte Cariofileno pode ser encontrando também

na forma Trans e Cis ja 0 Humuleno também ser encontrado na forma a ou 3.
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Figura 13 — Espectros de massas: composto majoritario (eugenol) da amostra
referente ao pico 2 do cromatograma (a) e proposta de identificacdo através da
espectroteca NISTO02 (b).

O pico intenso com m/z=164 [M*], correspondente a férmula CioH12,02
mostra a presenca majoritaria do componente eugenol no Oleo. Conforme
Silverstein; Webster; Kiemle (2007) os fenois apresentam um pico intenso
correspondente ao ion molecular, o que facilita a sua identificacéo.

Segundo Silverstein; Webster; Kiemle (2007) a quebra de fendis e éteres
aromaticos mostram ainda picos tipicos, sendo o pico m/z=149 [M - 15]
caracteristico da perda do radical metila (CH3z¢) e os picos m/z=77 e m/z=65 sao
correspondentes aos fons [CeHs'] e [CsHs'], respectivamente, originados por
rearranjo — com a saida do grupo CO; ja o fragmento com pico em m/z=133 [M - 31]
é referente a perda do grupo OCH3; da molécula do eugenol.

Conforme Cortez et al. (1998) o mecanismo de fragmentacdo dos

principais picos caracteristicos formados pelo eugenol sdo mostrados na Figura 14.
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Figura 14 — Fragmentacéo do eugenol.

Um dos compostos do Oleo de canela que pode ser o grande responsavel
pela acdo bactericida, fungicida, anestésico, anti-séptico, anticoagulante,
antioxidante, inseticida, repelente, efeito alelopatico € o composto majoritario
eugenol como mostra a Tabela 3, porém 0s outros componentes podem também

influenciar no processo.
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5.4 Avaliagcéo do teste de toxicidade

As culturas de Artemia salina foram incubadas a temperatura média de
aproximadamente 28 °C, sendo feita a leitura do nUmero de mortos apds 24 horas.
Foram consideradas larvas mortas todas que n&o apresentavam qualquer
movimento ativo em um tempo de observacdo. A Tabela 4 mostra a média dos

testes de toxicidade do 6leo extraido das folhas de canelas.

Tabela 4 — Mortalidade das larvas apés testes nas diferentes concentracdes do 6leo
essencial extraido das folhas da canela

Concentracéo Log Mortos  Vivos Acumul. Acumul. Mortalidade
(mg.L™) Concentragéo Mortos Vivos (%)
1000 3 10 0 14 0 100
100 2 3 7 4 7 30
10 1 1 9 1 16 10

Na Figura 15 observa-se a taxa de percentagem da mortalidade das

larvas frente ao 6leo.
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Figura 15 — Taxa de percentagem de mortalidade das larvas,nas diferentes
concentracfes do 6leo essencial da canela.
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A Concentragdo Letal 50% (CLsg) do o6leo essencial foi encontrado
proxima ao Logaritmo da concentracdo 2,21, sendo calculada através da intersecgéo

das curvas de acumulados mortos e vivos, como mostra a Figura 16.
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Figura 16 — Estimativa da CLsy do 6leo essencial da canela pelo método Reed-
Muench a partir do acumulado de Larvas vivas e mortas em funcéo do logaritmo da
concentracéo aplicada. A CLsp € 0 ponto de interseccdo das duas curvas

No bioensaio de letalidade das larvas de Artemia salina, os dados foram
calculado utilizando o método Reed-Muench e expressos como CLso (Concentragcdes
letais 50%). As amostras que apresentam Cls, menor que 80 mg.L™, sdo
consideradas altamente toxicas; com CLso entre 80 a 250 mg.L™, moderadamente
toxicas e com CLso maior que 250 mg.L™, baixa toxicidade ou atéxicas (DOLABELA,
1997).

Conforme Dolabela (1997), a avaliagcdo da toxicidade do 6leo essencial
nas concentracoes testadas frente ao microcrustaceo Artemia salina, mostrou, no
periodo de exposicao de 24 horas, toxicidade moderadamente toxico, ou seja, Clsg
(mg.L™) igual a 162,1, com um intervalo de confianca de 95% a 2,80 mg.Lpara o

6leo extraido da folha da canela.
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Através de estudos feitos por Nascimento (2004) e Monteiro (2008), do
uso dos Oleos extraidos do rizoma de Zingiber officinale Roscoe e das folhas de
Pimenta didica Lindl respectivamente, como agente bactericida, fungicida entre
outras; assim o uso para fins de atividade larvicida requer cuidados mais criteriosos,
necessitando ainda de maiores estudos sobre seu potencial de intoxicagao, a fim de

assegurar a saude de seus usuarios.

5.5 Avaliacéo do teste controle

Depois do periodo de exposicdo, ou seja, 24 h observou-se que nédo

houve mortalidade das larvas, conforme demonstrado na Tabela 5.

Tabela 5 — Avaliacdo da mortalidade do teste controle para as larvas da artemia
salina

Controle Reagentes Mortalidade

Branco 1 Solucéo salina Todas as larvas ativas

Branco 2  Solucédo salina + tween 80 a 0,1%  Todas as larvas ativas

Conforme Dolabela (1997), a avaliacao da toxicidade do Oleo essencial na
concentracdo indica a importancia do ensaio de toxicidade geral, para comprovar a
seguranca contra organismos nao-alvo nas regides de ocorréncia dos caramujos. Na
literatura ndo foi encontrado estudos referentes a toxicidade de plantas deste

género.

5.6 Captura e teste da positividade dos caramujos

A captura dos caramujos foi realizada em periodos chuvosos por existir
uma maior proliferacdo, onde as areas ficam alagadas pela falta de saneamento,
propiciando um excelente habitat. Os testes de positividade mostraram a presenca
de estagios larvais em alguns caramujos, fato muito preocupante, visto que somente

um caramujo pode liberar varias cercérias diariamente (NEVES, 2004).
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5.7 Avaliagéo da atividade moluscicida

A metodologia da Organizacdo Mundial de Saude é a referéncia oficial
para pesquisas de plantas e seus principios ativos, com finalidade de averiguar seus

potenciais quanto a atividade moluscicida.
5.8 Avaliacéo do teste piloto
Neste estudo foi realizado um teste piloto com os 6leos essenciais, na

concentracdo de 100 mg.L™. O percentual de mortalidade pelo tempo de exposicdo

e observagéo sdo mostrados na Figura 17.
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Figura 17 — Percentual de mortalidade dos caramujos por tempo de exposicao e
observacéao para o teste piloto

Embora o 6leo essencial extraido da espécie de planta em estudo ja
tenham algumas publicagbes em atividades bioldgicas, a sua atividade moluscicida,
na literatura consultada, ainda ndo havia sido avaliada. Esta € a primeira vez que
esse 0Oleo é submetido a ensaios de atividade moluscicida contra caramujos adultos

do género Biomphalaria glabrata.

Dissertagdo de Mestrado REIS, J. B.



66
RESULTADOS E DISCUSSAOQ

Inicialmente, foram realizados os testes pilotos na concentracdo de
100 mg.L™ para verificar se existe ou néo atividade moluscicida do 6leo. O estudo
mostrou que o Oleo extraido das folhas da Cinnamomum zeylanicum Breyn eliminou
80% dos caramujos exposto no periodo de 24 horas, notando-se ainda hemorragia,
e no tempo de 72 horas 100% dos caramujos haviam morrido. Caracterizando assim
que o Oleo possui componentes capazes de eliminar os caramujos adultos do

género Biomphalaria glabrata.

5.9 Avaliagdo da concentragéo letal

Para o 6leo essencial foram realizados testes nas concentracdes de 100,
75, 50, 25 e 10 mg.L™, onde determinou-se a menor concentracao letal.

Para avaliacdo da concentracao letal do 6leo essencial extraido da folha
da canela pode-se observar na Figura 18 os percentuais de mortalidade pela

concentracéo e na Figura 19 os percentuais de mortalidade pelo tempo.
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Figura 18 — Percentual de mortalidade pelas concentragcbes do oleo essencial
extraido da canela.
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A Figura 18 mostra que a mortalidade esta diretamente ligada ao aumento
da concentracdo do dleo de canela, ou seja, conforme a concentracdo aumenta a
mortalidade também aumenta. Comparamos ainda a mortalidade com a condicdo de
normalidade (CN), usado como parametro na determinagdo da mortalidade. Quando
comparamos a CN com a mortalidade, observa-se que a concentragdo que mais se
aproxima da mesma é a de 100 mg.L™, sendo que as demais sdo inferiores a ela.

Quando comparamos a concentracdo (mg.L™ Figura 18 com o tempo (h)
Figura 19 observamos que com o aumento da concentracdo e do tempo a
mortalidade também aumenta, ou seja, denotando assim que o tempo € indicador de
mortalidade Observa-se ainda que na Figura 19, que conforme o tempo passa a
mortalidade aumenta e quando o tempo chega em 120 horas, a mortalidade é de
guase 90% isso demonstra que 6leo de canela tem acao gradativa quando aplicado

como moluscicida.
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Figura 19 — Percentual de mortalidade pelo tempo do 6leo essencial da canela

Para cada concentracdo em um determinado tempo em (h) o teste foi
realizado em triplicata e os dados sobre o nimero de caramujos vivos e mortos
foram encontrados através de uma média das trés repeticdes para cada uma das

cinco concentracoes testadas (Tabela 6).
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Tabela 6 — Mortalidade dos caramujos apoés testes em vérias concentracdes do 6leo
essencial extraido das folhas da canela

Concentracéao Log Mortos  Vivos Acumul. Acumul. Mortalidade
(mg.L™) Concentragéo Mortos Vivos (%)
100 2 10 0 38 0 100
75 1,8751 9 1 28 1 90
50 1,699 8 2 19 3 80
25 1,398 6 4 11 7 60
10 1 5 5 5 12 50

A taxa de percentagem da mortalidade dos caramujos frente ao 6leo da
Cinnamomum zeylanicum Breyn., o que observa-se € que a mortalidade é
diretamente proporcional ao logaritmo da concentracéo, ou seja, quando o logaritmo
da concentragcdo aumenta, a taxa de mortalidade também aumenta, conforme

mostra o grafico da Figura 20.
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Figura 20 — Taxa de mortalidade dos caramujos nas cinco concentracdes diferentes
do oleo essencial da canela.

A Figura 21 mostra que a Concentracao Letal 50% (CLsp), foi encontrada

proxima ao Logaritmo da concentracdo 1,27 calculada através da intersec¢cdo das
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curvas de acumulados mortos e acumulados vivos, tendo como resultado a
concentracéo letal de 18,62 mg.L™ com um intervalo de confianca de 95% a 2,18
mg/L". A CLso € 0 ponto de intersec¢do das duas curvas.
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Figura 21 — Estimativa da CLsy do 6leo essencial da canela pelo método Reed-
Muench a partir do acumulado de caramujos vivos e mortos em funcdo do logaritmo
da concentracao aplicada.

O resultado encontrado, em termos de potencial moluscicida, obtido com
0 Oleo essencial da folha da Cinnamomum zeylanicum Breyn, onde a concentracao
letal em 50% (CLso) foi de 18,62 mg.L™, entando dentro do estabelecido pela OMS
(1983), na qual indica que a planta s6 deva ser considerada moluscicida quando a
mortalidade nas concentra¢es iguais ou inferiores a 20 mg.L™" para extratos e

100mg.L™ para o vegetal bruto e possam ser submetidos a ensaios em campo.
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5.10 Avaliacéo do teste controle

Passado do periodo de exposicdo, ou seja, 120 h observou-se que ndo
houve mortalidade dos caramujos, conforme mostrado na Tabela 7.

Tabela 7 — Avaliacdo da mortalidade do teste controle para 0s caramujos na
Figura 22.

Controle Reagentes Mortalidade

Branco 1 Agua desclorada Todos os caramujos ativos

Branco 2 Agua desclorada + tween 80 a 0,1% Todos 0s caramujos ativos

Podemos concluir que o0s caramujos permaneceram ativos e se
alimentando, ndo havendo interferéncia na bioatividade como pode ser visto na
Figura 22.
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Figura 22 — Grupo controle do branco e do Tween 80
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6 CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos nos estudos analiticos e na
avaliacdo da toxicidade e atividade moluscicida dos 6leos essenciais extraidos da

folha Cinnamomum zeylanicum Blume., podemos concluir que:

» O rendimento do 6leo essencial extraido das folhas da Cinnamomum
zeylanicum Blume. (canela) foi de 4,43%, ficando acima de valores encontrados na
literatura para extracao por hidrodestilacao;

» Os parametros fisico-quimicos dos Oleos essenciais estudados
apresentaram valores semelhantes ao obtidos pela literatura;

» A caracterizagdo por CG-EM permitiu identificar os componentes
majoritarios e minoritarios do 6leo em estudo, para o extraido das folhas da
Cinnamomum zeylanicum Blume. ,0 componente majoritario foi o eugenol com teor
de 82,67% no tempo de retencédo de 22,63 min e o componente minoritario foi o
Humuleno com teor de 2,47%, no tempo de retencao de 25,74min;

» O ensaio biolégico com Artemia salina para a concentracédo letal 50%
(CLso) realizado com o 6leo essencial em estudo, mostrou que o extraido das folhas
da Cinnamomum zeylanicum Blume., apresentou resultado, de 162,1 mg.L™" , com
um intervalo de confianca de 95% a 2,80 mg.L"sendo considerado moderadamente
toxico, segundo critérios de Dolabela (1997), indicando a importancia deste ensaio.

» Para o teste piloto, a atividade moluscicida dos 6leos apresentou uma
mortalidade de 100% em 72 h, indicando a presenca de componentes toxicos nos
Oleos frente ao caramujo da espécie Biomphalaria glabrata;

» A atividade moluscicida do 6leo essencial extraido das folhas da
Cinnamomum zeylanicum Blume. obteve resultado referente a concentracéo letal
50% de 18,62 mg.L™ com um intervalo de confianca de 95% de 2,18 mg.L™, abaixo
do preconizado pela organizacdo mundial de saude (OMS), ou seja, (CLsp) < a 20

mg.L-1 mostrando-se, portanto, ser ativo frente ao caramujo Biomphalaria glabrata.
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7 PERSPECTIVAS FUTURAS

> Extrair os Oleos essenciais das folhas da Cinnamomum zeylanicum
Blume. (canela), por meio de outras técnicas de extracdo e comparar 0S

rendimentos obtidos;

> Isolar e testar atividade moluscicida e toxicidade dos componentes

majoritarios e minoritarios dos 6leos essenciais;

» Avaliar a atividade moluscicida e toxicidade da planta estudada, utilizando

somente o0s extratos brutos.
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