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RESUMO

Na procura pelo controle quimico alternativo contra o mosquito Aedes aegypti,
diversas pesquisas sdo desenvolvidas e estimuladas no intuito de se descobrir
novas substancias inseticidas de origem vegetal. Neste trabalho, a partir da extracao
e do estudo analitico do 6leo essencial das folhas de Cinnamomum Zzeylanicum
Breyn (canela), foi analisado o efeito larvicida do 6leo contra larvas em terceiro
estagio do mosquito Aedes aegypti. Extraiu-se quantitavamente o éleo essencial das
folhas por arraste a vapor. Determinaram-se as propriedades fisico-quimicas do éleo
essencial (densidade, indice de refracao, solubilidade, cor e aparéncia). Determinou-
se 0s seus componentes por cromatografia gasosa acoplada a espectrémetro de
massas. Quantificou-se o componente majoritario do Oleo essencial por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometro de massas. Calculou-se a CLsy do
6leo e do padrao, além do limite de confianca a 95% de probabilidade, a partir dos
métodos de Reed-Muench (1938) e Pizzi (1950), respectivamente. O rendimento do
6leo foi de 0,79% m/m. Foram identificados quatro componentes no 6leo, e a
presenca majoritaria do eugenol foi confirmada pela técnica analitica. A atividade
larvicida do 6leo apresentou mortalidade de 50, 60 e 100% em concentracoes de 50,
60 e 100 ppm, respectivamente. O 6leo essencial obteve CLs, de 56,49 (+2,25) ppm
e 0 padrao de eugenol 79,75 (x2,10) ppm. Os resultados promissores indicam que o
6leo essencial avaliado é composto por substancias que juntamente com o
componente majoritario eugenol propiciam maior efeito larvicida contra Aedes

aegypti.

Palavras-Chave: Oleo essencial. Folhas. Canela. Atividade larvicida. Aedes aegypti.



ABSTRACT

In the search for alternative chemical control against the Aedes aegypti mosquito,
several studies are developed and encouraged in order to discover new substances
of plant origin insecticides. In this work, the extraction and analytical study of the
essential oil from leaves of Cinnamomum zeylanicum Breyne (cinnamon), we
analyzed the effect of oil larvicide against third stage larvae of the mosquito Aedes
aegypti. The essential oil of leaves was extracted quantitatively by steam distillation.
The physicochemical properties of essential oil (density, refractive index, solubility,
color and appearance) were determined. It was determined the components by gas
chromatography coupled to a mass spectrometer. We quantified the major
component of essential oil by Gas Chromatography coupled to mass spectrometer.
We calculated the oil and standard LCsy, besides the confidence limit at 95%
probability, using the methods of Reed-Muench (1938) and Pizzi (1950), respectively.
The oil yield was 0.79% m/m. We identified four components in the oil, and the
majority presence of eugenol was confirmed by analytical technique. The oil larvicidal
activity showed a mortality of 50, 60 and 100% at concentrations of 50, 60 and 100
mol L, respectively. The essential oil obtained LCs, of 56.49 (+2.25) ppm and the
standard of eugenol 79.75 (¥2.10) mol L. The promising results indicate that the
appraised essential oil is consisted of substances that jointly with the major
component eugenol provide greater larvicidal effect against Aedes aegypti.

Key-words: Essential oil. Leaves. Cinnamon. Larvicidal activity. Aedes aegypti.
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1 INTRODUCAO

O Aedes aegypti é atualmente o mosquito que apresenta maior dispersao
em areas urbanas do planeta. Ele é um dos agentes (juntamente com Aedes
albopictus) transmissores da dengue, doenca considerada pela Organizacao
Mundial de Saude (OMS) como um dos principais problemas de saude publica no
mundo, com grande incidéncia nas regides tropicais do globo (WHO, 2011).

Trata-se de uma espécie de grande importancia para a medicina, pois € o
vetor de quatro sorotipos do flavivirus causador da dengue classica e da febre
hemorragica da dengue. Portanto, € urgente que o controle da densidade
populacional do Aedes aegypti ocorra para que a dengue ndo assuma proporcoes
de uma epidemia, pois ndo existe vacina para a doenca, € a melhor forma de
combaté-la € atacar o vetor, principalmente, eliminando os locais onde ocorre a
oviposi¢ao e o desenvolvimento das larvas do mosquito (BRASIL, 2009).

Atualmente, o controle é feito por meio de aplicacdes de inseticidas
organofosforados e piretroides (BRASIL, 2009). Porém, o uso frequente e em doses
cada vez maiores desses produtos tem evidenciado os principais problemas devido
ao uso destes inseticidas: o aparecimento de populagdes resistentes de mosquitos a
esses produtos e os danos ambientais provocados por seu uso intensivo (LUNA et
al., 2004; CARVALHO; SILVA, 2000; POLANCZYK et al., 2003).

Por mais de 30 anos o organofosforado temephos foi o larvicida exclusivo
usado no Brasil para o controle do Aedes aegypti (BARRETO, 2005). Contudo, esta
sendo paulatinamente substituido, e a razdo é o desenvolvimento de grande
resisténcia das larvas, que ndo mais estdo sendo adequadamente controladas por
este produto quimico.

Dessa maneira, tem crescido a busca por extratos vegetais e substancias
naturais que sejam efetivas no combate ao mosquito adulto e/ou a larva de Aedes
aegypti, e que sejam isentas de toxicidade para o meio ambiente. A resisténcia
resulta no aumento da frequéncia de aplicacao de inseticida, dosagens crescentes,
rendimentos diminuidos, danos ambientais e surgimento de doengas, quando os
vetores ndao podem ser controlados (SIMAS et al., 2004).

Produtos de origem vegetal sdo amplamente reconhecidos por sua

diversidade quimica, como por sua consideravel aplicacdo em diversas areas,
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incluindo a farmacéutica (PENIDO et al. 2005). Logo, as plantas oferecem uma fonte
alternativa de controle porque contém uma série de bioativos quimicos.

Consideravel numero de pesquisas tem ressaltado a busca e o
desenvolvimento de substancias derivadas de diversas plantas para controle de
mosquitos (LEYVA et al., 2009; CHENG et al. 2009; GERIS et al. 2008; MULLAI et
al. 2008; PAVELA, 2008; CHAMPAKAEW et al. 2007; GLEISER; ZYGADLO 2007;
SILVA et al. 2006; MENDONGCA et al. 2005; AMER; MEHLHORN, 2006a e 2006b;
SILVA et al. 2006). Portanto, a procura por compostos larvicidas advindos de
espécies vegetais, como o0s 6leos essenciais extraidos de certas plantas, tem se
intensificado na ultima década.

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

A espécie vegetal utilizada neste trabalho é conhecida da comunidade
cientifica e alguns estudos realizados com o 6leo essencial extraido das folhas, tém
mostrado resultados interessantes. Contudo, ndo ha relatos na literatura cientifica
quanto ao uso do 6leo essencial dessa espécie como agente larvicida, apesar de
alguns trabalhos similares indicarem compostos de origem botanica com esse tipo
de atividade e potencial para uso no controle de vetores (MARINHO, 2010;
GONZAGA et al., 2008; SILVA et al., 2004; POHLIT et al., 2004; PARK et al., 2002;
PIZARRO et al., 1999).

Para o Brasil, pesquisas nesta area tém grande significado. No pais a
dengue causa morte de muitas 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 erradicagao da doenca no Brasil, como na contagem dos dias de
trabalho parado (SILVA, 2006).

Tendo em vista o crescimento da doenca e os prejuizos causados pela
dengue no pais, torna-se de suma importancia a descoberta de novos materiais e
desenvolvimento de métodos de combate ao seu vetor. Dessa forma, pelo fato de
muitas plantas, por natureza, serem toxicas para os mosquitos, os 6leos essenciais

podem representar uma saida eficiente para esse problema.
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Nesse contexto, na busca por produtos naturais que possam ser usados
como larvicidas contra Aedes aegypti no controle da dengue, foi testado o dleo
essencial extraido das folhas de uma planta da flora brasileira, a Cinnamomum

zeylanicum Breyn, contra as larvas desse mosquito.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Consideracoes sobre Oleos essenciais

De acordo com Mouchrek Filho (2000), o termo “6leo essencial”’ &
empregado para designar liquidos oleosos volateis, dotados de aroma forte — quase
sempre agradavel — extraidos de plantas por algum processo especifico, sendo o
mais freqliente a destilagao por arraste de vapor d’agua®.

A International Organization for Standardization - ISO define Odleos
essenciais como os produtos obtidos de partes de plantas através de destilagéo por
arraste de vapor d’agua, bem como os produtos obtidos por espressao 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 denominacgdes
derivam de algumas de suas caracteristicas fisico-quimicas como, por exemplo, a de
possuirem aparéncia oleosa e aroma agradavel, serem liquidos volateis e sollveis
em solventes apolares (como o éter). Em agua, eles apresentam solubilidade
limitada, mas o suficiente para aromatizar suas solu¢gées aquosas, que, nesse caso,
sao denominadas hidrolatos (TELES, 2003).

E interessante destacar que os 6leos essenciais diferem-se quimicamente
dos Oleos vegetais e dos minerais. Os primeiros sdao misturas de terpenos e
oxigenados, juntos com outros tipos de compostos organicos. Os 6leos vegetais séo
ésteres da glicerina com acidos graxos de longas cadeias. Os ultimos éleos citados
sdo parafinas liquidas misturadas a outros hidrocarbonetos de peso molecular
elevado.

Simobes et al. (2007) afirmam que além dos 6leos obtidos de plantas
(fitogénicos), produtos sintéticos s&o encontrados no mercado. Esses Oéleos

' 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.
% Para extragao industrial, segundo Simdes et al. (2007), o método utilizado é a extragdo por CO,
supercritico, no qual nenhum trago de solvente permanece no produto obtido, tornando o éleo mais
Euro que aqueles obtidos por outros métodos.

Sua principal caracteristica, de acordo com Simoes et al. (2007), € a volatilidade, diferenciando-se
assim, dos o6leos fixos, mistura de substancias lipidicas, obtidos geralmente de sementes.
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sintéticos podem ser imitagcdes dos 6leos naturais ou composicdes de fantasia. A
identificacdo da natureza deste 6leo se torna importante na industria farmacéutica
pelo fato de somente os Oleos de origem natural serem permitidos pelas
farmacopéias (excecbes sao aqueles 6leos que contém somente uma substancia
como é o caso do dleo essencial de baunilha, que possui a vanilina).

A constituigdo quimica dos 6leos essenciais € muito complexa chegando
alguns a centenas de compostos com fungdes organicas diferentes. A esse respeito
Simobes et al. (2007) esclarecem que os constituintes dos 6leos variam desde
hidrocarbonetos terpénicos, alcodis simples e terpénicos, aldeidos, cetonas, éteres,
fendis, oxidos, peroxidos, furanos, acidos organicos, lactonas, cumarinas, até
compostos contendo enxofre. Na mistura, tais compostos apresentam-se em
diferentes concentragdes; normalmente um deles € o composto majoritario, existindo
outros em menores teores e alguns em baixissimas concentragées (tracos).

Os referidos autores explanam que embora todos os 6rgaos de uma
planta possam acumular 6leo essencial, sua composicdo pode variar segundo a
localizagdo na planta. Dessa maneira, 6leos essenciais obtidos de diferentes érgaos
de uma mesma planta podem apresentar composi¢cao quimica, caracteristicas fisico-
quimicas e odores bem distintos. Cabe ressaltar que a composi¢dao quimica de um
6leo essencial extraido de uma mesma espécie vegetal pode variar
significativamente, de acordo com, por exemplo, a época de coleta, condicoes
climéticas, tipo de solo, quimiotipos* e ciclo vegetativo.

Quanto aos métodos de extracdo dos Oleos essenciais eles variam de
acordo com a parte da planta em que ele se encontra, bem como com a proposta de
utilizagdo dos mesmos. Os mais comuns sdo: enfloragdo (enfleurage), arraste por
vapor d’dgua, extragdo com solventes organicos, prensagem (ou espressao) e
extracao por CO; supercritico (MOUCHREK FILHO, 2000).

Em relacdo a importancia econdmica dessas substancias, segundo Teles
(2003) os Oleos essenciais sédo largamente utilizados em muitas industrias para
conferir aromas especiais em inumeros produtos, tais como perfumes, cosméticos,
sabonetes, condimentos etc. Eles sdo empregados também para mascarar odores
desagradaveis em ambientes de trabalho e instalagdes sanitarias, além de serem

4 Vegetais botanicamente idénticos, mas que diferem quimicamente.
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usados como insumos em diversos produtos em industrias 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
composicdo quimica, na adulteracdo ou falsificacdo ou, ainda, na identificacéo
incorreta do produto e sua origem. Geralmente, os produtores de grande parte dos
6leos 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.

Dessa forma, a adulteracao de déleos essenciais que ja € conhecida desde
a Antiguidade, torna-se evidente até o presente século, devido, principalmente, a
grande variedade de estratégias sofisticadas de falsificagdes, 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 Oleos essenciais, como também dos préprios 6leos. Dentre os métodos
estdo o0s organolépticos, o controle de pureza, a analise qualitativa dos
componentes, a analise do teor de 6leo volatil em drogas vegetais e os métodos
cromatograficos.

A analise quimica de separacao e identificacdo dos constituintes dos
6leos é 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 Espectrofotometria de Ultravioleta (UV),
Infravermelho (1V), 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 informagdes existentes na literatura a respeito de um
grande numero de substancias ja conhecidas € amplamente utilizado (TELES, 20083;
MOUCHREK FILHO, 2001).

Sobre a utilizagdo dos béleos essenciais como agentes medicinais, ela vem
ganhando destaque desde o final do século XX, estando em destaque em termos
cientificos. Entretanto, Siani et al. (2000) ponderam que essa importancia é fato
conhecido desde a Antiguidade, 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.
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De acordo com Monteiro (2008), a maior parte dos trabalhos sobre
atividades biolégicas atribuidas aos Oleos essenciais descritos na literatura
especializada versa sobre sua agdo antimicrobiana (bactericida e antifungica,
sobretudo). Siani et al. (2000) relatam que essa capacidade, de certa maneira,
representa uma extensdo do proprio papel que os Oleos exercem nas plantas,
defendendo-as de bactérias e fungos fitopatogénicos.

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., 2002; PIZARRO et al., 1999).

Como o Aedes aegypti € um mosquito com caracteristicas domiciliar e
peridomiciliar, o uso de agentes toxicos aéreos para o controle do mosquito nem
sempre € 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 da dengue n&o ocorram € atacando os locais de
reproducao (GLUBER, 1989).

O controle ideal é feito com o uso de larvicidas nos locais de reproducao.
Normalmente sdo usados inseticidas e larvicidas organofosforados e piretréides
sendo a utilizacdo de produtos naturais uma alternativa para o controle quimico
convencional. Em termos, varias plantas tém mostrado atividade pesticida, como um
mecanismo de defesa contra predacao ou infeccao (GONZAGA et al., 2008; SILVA,
2006).

2.2 Cinnamomum zeylanicum Breyn (Canela)

O género Cinnamomum (Lauraceae) é constituido por aproximadamente
350 espécies, muitas das quais séo produtoras de 6leo essencial. O valor comercial
dos éleos de Cinnamomum depende da espécie e da parte da planta utilizada (FAO,
1995). Os 6leos essenciais mais importantes no mercado mundial sao os obtidos de
C. verum ("cinnamomum bark oil" e "cinnamomum leaf oil"), C. cassia ("cassia oil") e
C. camphora ("sassafras oil" e "ho leaf oil"). Cinnamomum Zzeylanicum Blume
(Cinnamomum verum J. S. Presl.), conhecida como "canela-da-india" e "canela-do-

ceilao", é originaria de algumas regides da india e do Ceildo. A parte interna da
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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, tdnica, carminativa e
antiespasmadica. A canela e o seu 6leo essencial sdo empregados como corretivos
do odor e do sabor na preparacgéo de alguns medicamentos (LIMA, 2005).

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

evoluiu para o grego "kinnamon".

Figura 1. Cinnamomum zeylanicum Breyn (canela): arvore e folhas.

A canela era a especiaria mais procurada na Europa e seu comércio era
muito lucrativo. O monopdlio do comércio da canela esteve nas maos dos
portugueses no século XVI, passou para os holandeses, com a Companhia das
indias Orientais, quando esses expulsaram, em 1656, os portugueses do Ceildo. A
partir de 1796, o comércio da canela passou para dominio inglés com a expulsao
dos holandeses do Ceilao.

A caneleira requer cerca de 1.300 mm de chuva por ano e temperatura

média anual superior a 21°C. A casca dos ramos é comercializada em rama (pau),
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s

raspas e pd. A caneleira € utilizada na culinaria, na producdo de bebidas,
medicamentos, perfumes e sabonetes. Outras espécies do género Cinnamomum e
Cassia também produzem canela. A canela é uma arvore de ciclo perene que atinge
até 8 a 9 metros de altura. O tronco alcanca cerca de 40 cm de didmetro. As folhas
sdo coriaceas, lanceoladas, com nervuras na base, brilhantes e lisas na parte
superior e verde-clara, e finamente reticulada na parte inferior. As flores sdo de
coloragcdo amarela ou esverdeada, numerosas e bem pequenas, agrupadas em
cachos ramificados (BALME, 1978; SCHIPER, 1999).

De acordo com a literatura, a Cinnamomum zeylanicum apresenta como
composicao quimica as seguintes substancias: acido cinamico, agucares, aldeido
benzénico, aldeido cindmico, aldeido cuminico, benzonato de benzil, cimeno, cineol,
elegeno, eugenol, felandreno, furol, linalol, metilacetona, mucilagem, oxalato de
calcio, pineno, resina, tanino e vanilina (DIAS, 2009). As partes da plantas mais
utilizadas s&o: 6leo essencial e casca desidratada. A Cinnamomum Zzeylanicum
apresenta como propriedades medicinais: adstringente, afrodisiaca, anti-séptica,
aperiente, carminativa, digestiva, estimulante, hipertensora, sedativa, tonica e
vasodilatadora (BALME, 1978; SCHIPER, 1999).

Praticamente se utiliza a parte aérea do vegetal como um todo. As folhas
sao utilizadas para a extracdo de 6leos essenciais, mas a parte mais valorizada é
realmente a casca dos ramos. No comércio encontra-se a canela em pé, rasurada e
em cascas enroladas em si mesmas e medindo cerca de 20 a 25 cm de
comprimento (MORSBACH et al., 1997).

2.3 Técnicas Analiticas

A andlise de misturas complexas de multicomponentes como os 6leos
essenciais requer a aplicagdo de métodos analiticos modernos e instrumentagéao
adequada.

As técnicas analiticas permitem a avaliacdo das qualidades do oOleo
essencial, garantindo, assim, a identificacdo, constadncia de seus constituintes

quimicos e a seguranca de sua utilizacao.
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A avaliagdo quantitativa e qualitativa envolve a utilizacao de diversas
técnicas basicas que sofreram algumas alteracées nos ultimos anos, devido
essencialmente a revolucao 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 dedug¢do de uma estrutura
coerente. Entre as técnicas citamos a seguir, basicamente, aquelas utilizadas neste

trabalho.

2.3.1 Cromatografia Gasosa (CG)

A cromatografia € um método fisico-quimico de separacdo dos
componentes de uma mistura, realizada através da distribuicdo desses componentes
em duas fases, que estdo em contato intimo. Uma das fases permanece estacinaria,
enquanto a outra se move através dela. Durante a passagem da fase mével sobre a
fase estacionaria, os componentes da mistura sao distribuidos pelas fases de tal
forma que cada um deles é seletivamente retido pela fase estacionaria, o que resulta
em migracdes diferenciais desses componentes, 0s quais sdo registrados por
equipamentos (cromatdégrafos) em graficos denominados cromatogramas. Entre os
métodos de anadlise a cromatografia ocupa lugar de destaque devido a facilidade
com que efetua separacgao, identificagdo e quantificacdo das espécies quimicas, por
si mesma ou em conjunto com outras técnicas instrumentais (COLLINS et al., 2006).

Diferentes técnicas cromatogréficas sado predominantes na andlise de
volateis; em particular, métodos de cromatografia gasosa que resultam na separagéao
da mistura em componentes individuais (BRAITHWAITE; SMITH, 1996; SCHREIER,
1984). Assim, a cromatografia permite determinar, qualitativamente e
quantitativamente, as fragdes individuais obtidas nos cromatogramas. Portanto, a
Cromatografia Gasosa é a técnica por exceléncia para analise de 6leos essenciais,
pois tratam-se de misturas volateis. A separacao baseia-se na diferente distribuicao
das substancias da amostra em uma fase estacionaria (sélida ou liquida) e uma fase

movel (gasosa).
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2.3.2 Cromatografia Gasosa/Espectrometria de Massas (CG-EM)

Existem no mercado varias empresas que oferecem o 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 € grande o
suficiente para permitir a obtencao de diversos espectros de massas por pico eluido
no cromatégrafo. 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, é possivel resolver picos
cromatograficos parcialmente superpostos. Assim, a espectrometria de massas
acoplada a cromatografia gasosa fornece as fragmentagbes dos componentes
individuais separados (ADAMS, 2007).

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 razao
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 eletrdnico
de energia de 70 eV. O evento mais simples que pode ocorrer em fase gasosa é a
remocao de um unico elétron pelo feixe, com formacao do ion molecular, um cétion-
radical (M™) (o ponto simples representa o elétron desemparelhado). A maior parte
dos ions desintegra-se em 10™'° - 103s, dando, no caso mais simples, um fragmento
carregado positivamente e um radical. Assim, forma-se um numero de fragmentos
ibnicos que podem ser posteriormente decompostos em fragmentos menores
(SILVERSTEIN et al., 2007).

Pode-se apresentar o espectro na forma de um grafico ou uma tabela. O
grafico tem a vantagem de mostrar seqiiéncias de fragmentagdo que com a pratica
podem ser facilmente reconhecidas. No espectro de massas por impacto de
elétrons, gerado por um computador na forma de um grafico de barras, a abundancia
relativa dos picos apresentada como percentagem do pico base (100%), € langcada
contra a raz&o massa/carga (m/z).
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2.4 Aspectos sobre o mosquito Aedes aegypti

O mosquito Aedes aegypti (Diptera: Culicidae) (Figura 2) é o principal
responsavel pela transmissdo da febre amarela urbana e da dengue em todo o
mundo (TAUIL, 2001). E doméstico e antropofilico, com atividade hematofagica
diurna e utiliza-se, preferencialmente, de depdsitos artificiais de agua limpa para
colocar seus ovos (CDC, 2011).

Fonte: INFO-E (2011)

Figura 2. Mosquito Aedes aegypti.

Embora oriundo do Velho Mundo, esse mosquito acompanhou o homem
em sua longa e ininterrupta migracao pelo globo, e permaneceu onde as alteracdes
antropicas propiciaram a sua proliferagdo (CONSOLI; OLIVEIRA, 1994). Hoje, o
Aedes aegypti é considerado um mosquito cosmopolita, com ocorréncia em regides
tropicais e subtropicais do planeta (CDC, 2011).

A ocorréncia do Aedes aegypti se da, principalmente, nas regioes
tropicais. Dados do ano de 2010 indicaram as areas de maior risco (mapa da Figura
3): América Central, América do Sul (exceto Chile, Uruguai e sul da Argentina),
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Ameérica do Norte (México), Africa, Australia (norte), Caribe (exceto llhas Caymam),
China (sul), llhas do Pacifico, india, Sudeste Asiatico e Taiwan® (CDC, 2011).

Paises ou areas de risco
em 2010

Fonte: WHO (2011).

Figura 3. Distribuigdo do Aedes aegyptino mundo em 2010: paises ou areas de risco.

Nos Estados Unidos a ocorréncia do mosquito € incomum, mas em 1995
foram registrados casos de transmissdo no Texas. No Brasil o Aedes aegypti esta
distribuido na maior parte do pais e a regido Nordeste esta mais suscetivel a
ocorréncia de epidemias da dengue, onde o mosquito esta restrito as vilas e
cidades, sempre ligado ao peridomicilio e ao domicilio humano (NEVES, 2000).

Percebe-se que o mosquito Aedes aegypti, encontrou no mundo moderno
condi¢coes muito favoraveis para uma rapida expansao, pela urbanizacao acelerada
que criou cidades com deficiéncias de abastecimento de agua e de limpeza urbana;
pela intensa utilizacdo de materiais nao-biodegradaveis, como recipientes
descartaveis de plastico e vidro; e pelas mudangas climaticas. Com essas
condigbes, espalhou-se por uma area onde vivem cerca de 3,5 bilhdes de pessoas
tornando-se o causador de uma doenca que é um grande problema de saude
publica (FUNASA, 2002).

® 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,
2011).
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2.4.1 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 domeéstica, que se
reproduz, preferencialmente, em agua parada e limpa, acumulada em recipientes
fabricados pelo homem, como latas, pneus e vasos, dentro ou perto das habitagées.
Seu ciclo de vida compreende quatro estagios: ovo — larva — pupa — adulto (SILVA,
2006).

a) Ovo: o ovo (Figura 4), mede aproximadamente 1 mm de comprimento,
com contorno alongado e fusiforme. O ovo é depositado individualmente nas
paredes dos depdsitos que servem como criadouros, proximos a lamina da agua; no
momento da postura os ovos sdo brancos, mas nas primeiras 24 horas adquirem a

cor negra; a formagéao do embrido se completa em 48 horas (SILVA, 2006).

Fonte: FIOCRUZ (2011)

Figura 4. Ovos do Aedes aegypti.

De acordo com dados da Fundagao Nacional de Saude (FUNASA, 2002)
sao capazes de resistir a longos periodos de dessecacao: ovos com até 450 dias,
sofrem eclosdo, quando colocados em contato com a agua. A capacidade de
resisténcia dos ovos € um sério obstaculo para sua erradicacdo. Esta condicao
permite que o0s ovos sejam transportados a grandes distancias, em recipientes

secos, tornando-se assim, o principal meio de dispersao do inseto.

b) Larva: nesta fase o Aedes aegypti (Figura 5) possui aspecto

vermiforme, sifao curto, grosso € mais escuro que 0 Corpo e possui quatro estagios
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evolutivos. A duracdo desta fase depende da temperatura e da alimentacdo, em

média dura sete dias. As larvas sdo sensiveis a movimentos bruscos na agua.

Fonte: WIKIMEDIA (2011)

Figura 5. Larvas do Aedes aegypti.

c) Pupa: é o ultimo estagio da fase aquatica (Figura 6) e possui o aspecto
de virgula, sendo bastante movel 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 nao se alimenta (SILVA, 2006).

Fonte: ARBOVIRUS (2011).

Figura 6. Pupa do Aedes aegypti.

d) Adulto: os mosquitos adultos estdo na fase de reproducao e dispersao
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 2). Podem
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acasalar 24h apés emergirem e o acasalamento pode ser durante o véo ou
pousados sobre uma superficie.

O repasto sanguineo das fémeas fornece proteinas para o
desenvolvimento dos ovos e ocorre nas primeiras horas do dia e ao anoitecer (0
macho alimenta-se de carboidratos extraidos dos vegetais). A fémea faz uma
postura (geralmente no fim da tarde) apos cada repasto sanguineo e o intervalo
entre a alimentagdo e a postura é de trés dias. A fémea € atraida por recipientes
sombreados ou escuros e prefere agua limpa e distribui cada postura em varios
recipientes (SILVA, 2006).
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Caracterizar analiticamente e avaliar a atividade larvicida do o6leo

essencial das folhas da Cinnamomum zeylanicum Breyn frente o Aedes aegypti.

3.2 Especificos

a) Extrair quantitavamente o 6leo essencial das folhas da Cinnamomum
zeylanicum Breyn.

b) Determinar as propriedades fisico-quimicas do o6leo essencial:
densidade, indice de refracao, solubilidade, cor e aparéncia.

c) Determinar os componentes do 6leo essencial por cromatografia
gasosa acoplada a espectrébmetro de massas.

d) Quantificar os componentes do 6leo por cromatografia gasosa.

e) Calcular a concentracao letal CLsy do 6leo essencial e do padrdo do
componente majoritario do 6leo a partir do teste de toxicidade (atividade contra

larvas do mosquito Aedes aegypti).
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4 METODOLOGIA EXPERIMENTAL

O presente trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Fisico-Quimica do
Pavilhdo Tecnolégico da Universidade Federal do Maranhdo (UFMA) e Central
Analitica da Unicamp.

A metodologia adotada envolveu atividades usuais em um tratamento
analitico de plantas aromaticas. Realizou-se o teste de atividade larvicida
calculando-se a ClLsg segundo o método Reed-Muench (1938 apud COLEGATE;
MOLYNEUX, 1993).

4.1 Origem, Coleta e Preparo da Amostra Botéanica

As amostras de folhas verdes em estudo foram coletadas nos meses
agosto a setembro do ano de 2009 (escolha aleatéria) em sitio localizado na Maioba,
Municipio de Pago do Lumiar — Maranhao. Apds a coleta, o material foi transportado
até o Laboratério de Fisico-Quimica de Alimentos do Pavilhdo Tecnolégico da
Universidade Federal do Maranhao para a realizacao das analises.

As amostras foram selecionadas e colocadas para secar. Apds o periodo
de secagem utilizou-se um moinho elétrico Tecnal, modelo TE—340 para a trituragao
das folhas. Ap6s a moagem o material em p6 foi armazenado em frascos de
polietileno para posterior extragdo do 6leo essencial. Para as pesagens utilizou-se
balanga digital Marte, modelo AL 500, com preciséo de 0,1 mg.

4.2 Identificacao botanica

Para obtencdo da exsicata, as folhas 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 Atico

SEABRA, da UFMA, que efetuou a caracterizacao botanica da espécie com base
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nas caracteristicas fisicas do material coletado. De acordo com a caracterizacao
botanica, a espécie de canela estudada, foi identificada pela Professora Especialista
Ana Zélia Silva, do Departamento de Farmacia da UFMA, como pertencente a
familia das Lauraceas, cujo nome cientifico € Cinnamomum zeylamicum Breyn,
conforme caracteristicas das folhas e galhos da espécie. A exsicata encontra-se
depositada no herbario da UFMA sob o n® 1153.

4.3 Extracao do oleo essencial

Para a extracdo do 6leo essencial da Cinnamomum zeylanicum Breyn
utilizou-se um extrator de Clevenger de vidro acoplado a um baldo de fundo redondo
de 6000 mL e a uma manta elétrica como fonte geradora de calor. A cada rotina de
extracao do 6leo essencial, foram pesadas 400g das folhas moidas e colocadas com
4000 mL de agua destilada em baldo de fundo redondo acoplado ao sistema
extrator. Em seguida ligava-se a manta elétrica e mantinha-se a temperatura em
100°C. Ap6s 3,5 horas encerrava-se a destilacao recolhendo-se o 6leo essencial. O
6leo foi seco por meio de percolacdo em Na,SO, anidro. Essas operacdes foram
realizadas em triplicatas e as amostras armazenadas em frascos de vidro sob
refrigeracdo para evitar possiveis perdas de constituintes volateis. Posteriormente
esses 0Oleos foram submetidos as andlises.

O rendimento da extracdo foi calculado pela relagdo massa/volume,
observando o volume obtido no préprio sistema de extracdo, conforme a equagéo
abaixo:

Ro, - Yolume dleo x densidade x 100
massa

Onde:

R% = rendimento em porcentagem,;

volume 6leo = volume de 6leo em mL;
densidade = massa de um ml de 6leo em g;

massa = massa seca de folhas em g.
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Para a determinacao da cinética de extracao fez-se a hidrodestilacado em
sistema de Clevenger variando-se os tempos de extracao em 1,0; 2,0; 3,0; 3,5; 4,0 e
5,0 horas, a temperatura de 100°C (em cada extracdo usou-se uma massa de 400g
de amostras para 4000 mL de agua — 1:10). A seguir mediu-se o volume do 6leo,
coletou-se, filtrou-se em Na,SO4 anidro e armazenou-se sob refrigeragao para evitar

perda por volatilizacao.

4.4 Caracterizacao fisico-quimica do 6leo essencial

Foram realizadas analises de densidade, solubilidade em etanol a 70%

v/v, indice de refracao, cor e aparéncia.

4.4 1 Densidade

Para o célculo da densidade, utilizou-se um picnémetro de 1,0 mL,
previamente seco, tarado e aferido, onde se adicionaram e pesaram as amostras do

6leo essencial (25°C).

4.4.2 Solubilidade em etanol (70%)

Na determinagéo da solubilidade, utilizou-se uma solugéo de etanol/agua
a 70% (v/v), mantendo-se constante o volume de Oéleo e adicionando-se,
proporcionalmente, volumes diferentes e crescentes da solugdo alcodlica até se

atingir a completa solubilizagdo.
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4.4.3 indice de refragao

Para a determinacdo do indice de refragdo, utilizaram-se pipetas de
Pasteur em vidro para adicionar as amostras dos 0leos diretamente sobre o prisma
de Flint do refratbmetro, a temperatura de 25°C; fazendo-se entdo as leituras. Para

as medidas de indice de refragao utilizou-se um refratdmetro ABBE 2 WAJ.

4.4.4 Cor e Aparéncia

A técnica utilizada foi visual, onde, sob um fundo branco, se comparou a
cor do 6leo essencial com cores conhecidas e para a aparéncia se fez uma inspegao

do 6leo no que diz respeito a sua transparéncia ou limpidez.

4.5 Caracterizacao quimica

4.5.1 Analise por Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (CG-
EM)

A identificacdo da composicdo quimica do Oleo essencial extraido das
folhas de canela foi feita através da cromatografia gasosa acoplada a espectrometria
de massas. As andlises foram realizadas em equipamento CG/EM modelo QP-5000,
marca Shimadzu, usando-se uma coluna capilar (30m x 0,25mm x 0,25um, HP-
5MS), tendo como fase estacionaria 5% difenil, 95% dimetil polisiloxano. Utilizou-se
hélio como gas de arraste a um fluxo de 1,0 mL/min. Aliquotas de 0,3uL das
amostras foram injetadas no modo split, com razao de divisdo 1:10, com fonte de
ionizacdo a 70 eV. As condi¢des de operacdo do equipamento foram as seguintes:
temperatura do injetor: 280°C, programacao de temperatura do forno: 40°C (5,0
min.) — 240°C (40C/min.) — 240°C - 300°C (80°C/min., 7,5 min.) e linha de



38

transferéncia 280°C. O detector de massas do tipo quadrupolo linear e a varredura
de 0,5 seg/scan.

Para a identificacdo dos compostos detectados na amostra utilizou-se as
bases de dados de espectros de massas NIST105, NIST21 EWILEY139. O
programa AMDIS (Automated Mass spectral Deconvolution Mass & Identification
System) foi utilizado para a interpretacdo dos espectros de massas quando havia
diferengas significativas entre o espectro de massas obtido e o encontrado no banco
de dados. E fundamental salientar que o espectro de cada constituinte da amostra
foi comparado com cada um dos espectros armazenados no banco de dados do
computador. Apds esta comparagao, o programa faz uma lista triplice de compostos
com sua respectiva probabilidade de ser ou ndoum determinado composto. Se p >
70%, existe uma grande probabilidade de ser este o composto identificado. O banco
de dados é limitado e, em alguns casos, indica quais seriam 0s provaveis

constituintes, por aproximagao.

4.5.2 Quantificacao do eugenol por Cromatografia Gasosa

Para avaliar a concentracdo cromatogréafica construiu-se um grafico
registrando a concentracdo de eugenol pelo valor médio (n = 4) das respectivas

areas e interpolando-se o valor da amostra.

4.6 Padrao

Utilizou-se um padrdo concentrado de eugenol (98% de pureza) nas
analises quimicas, procedente da Industria Dierberger de Oleos Essenciais.
As solucbes padrdao foram preparadas por diluicao a diferentes

concentragbes em etanol e cloroférmio.
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4.7 Atividade larvicida

4.7.1 Obtencao e cultivo das larvas

Como os ovos do Aedes aegypti nao sao postos diretamente na agua,
mas 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 500 mL, semi-preenchidos com agua e
um pedaco de madeira de dimensdes 20cmx5cm com uma parte imersa e outra ndo
(Figura 7). A fémea do Aedes aegypti, deposita seus ovos na parte imediatamente
superior a lamina d’agua, na parte da madeira ainda umida, mas fora da agua do

jarro.

Figura 7. Armadilha utilizada para a coleta dos ovos do Aedes aegypti.

Os ovos do Aedes aegypti foram imersos numa bacia plastica, de formato
retangular, com trés litros de agua mineral, para a eclosdo. Apds a imersao dos
ovos, 0,5 g de ragdo para ratos foi adicionado a agua 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
contaminagdo por ovos de outras espécies de mosquito. ApGs a ecloséo, as larvas
foram acompanhadas até que atingissem o 3° estagio do desenvolvimento, quando
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entdo foram utilizadas nos ensaios de atividade larvicida. Foram necessarios de
quatro a cinco dias para que as larvas atingissem o tamanho ideal para os ensaios.

As larvas foram identificadas como Aedes aegypti por técnicos do
Laboratério do Nucleo de Patologia Tropical e Medicina Social do Departamento de
Patologia da Universidade Federal do Maranhdo (MARINHO, 2010).

4.7.2 Teste de toxicidade

Para realizacao do teste de toxicidade, as larvas selecionadas no terceiro
estagio (Figura 8) foram transferidas para um béquer contendo 20 mL de &gua
mineral (26-28°C). As larvas foram capturadas utilizando-se uma pipeta de Pasteur

(Figura 8). Cada teste foi feito em triplicata para cada concentragéo testada.

Figura 8. Larvas do Aedes aegypti em terceiro estagio.

Os controles positivos foram realizados com o organofosforado temephos
em larvas do Aedes aegypti, na concentracao utilizada pela Vigilancia Sanitaria que
é de 100mg L. Os controles negativos foram realizados com 20 mL de agua mineral
(26-28°C) contendo 0,04% de Tween. As larvas foram expostas as solugoes por 24
horas, sendo monitoradas de hora em hora. Ao fim dos periodos registrou-se a
mortalidade.
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Para o preparo da solucao teste, pesou-se 20 mg do éleo essencial em
um recipiente (do tipo eppendorf), para cada mililitro da solucao teste e, em seguida,
foi adicionada uma gota de solvente do tipo Tween 80 sobre o éleo, fazendo-se
entdo a homogeneizacdo. A seguir, utilizando-se uma pipeta automatica, foi
adicionado um mililitro de 4gua destilada fazendo-se nova homogeneizagéo.

Esta solucdo foi entdo transferida para o béquer contendo as larvas
separadas para o teste, de acordo com as concentragdes pré-estabelecidas apos
testes iniciais. Semelhantemente procedeu-se com o padrao de eugenol.

4.7.2.1 Analise Estatistica

Apoés os testes de toxicidade com o 6leo e o padrdo de eugenol, montou-
se uma tabela com os valores das seis concentracdes, log das mesmas, 0 numero
de larvas mortas apés 24 horas (média dos cinco pontos), numero de larvas vivas
apos 24 horas (média dos cinco pontos), o acumulado de mortos (soma das células
de mortos abaixo) e o acumulado de vivos (soma das células de vivos acima).

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 ird 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 concentragao e outra curva para o
acumulo de sobreviventes. O ponto de intercessao entre as curvas € a Concentragéo
Letal 50% (CLso), pois nesse ponto o numero de animais sobreviventes € igual ao
nuamero de animais mortos (COLEGATE; MOLYNEUX, 1993).

O intervalo de confianga foi calculado segundo o método de Pizzi (1950)
no qual se constréi um grafico do percentual de mortos versus logaritmo (log) da
dose. A seguir determinou-se o valor de “R”, que é a diferenca entre o log da dose

que mata 75% das larvas e o log da dose que mata 25% das larvas.
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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 padrao
(SE), através da seguinte férmula: (SE)? = 0,79 x h x R/20. Finalmente, o valor do

intervalo de confianca é igual 2 x 105E.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Extracao do oleo essencial

5.1.1 Rendimento

O rendimento da extracao foi calculado diante da quantidade de éleo que
se obteve a partir de uma determinada massa vegetal. Como nesse experimento
partiu-se de uma massa de 400g de folhas moidas da Cinnamomum zeylanicum
Breyn e obtiveram-se em média 3,0mL de Oleo essencial em cada extracao o
rendimento v/m foi de 0,75%. Como a densidade do 6leo foi determinada em 1,048 g
mL" (Tabela 1) o rendimento m/m foi calculado em 0,79%.

O rendimento determinado esta dentro da faixa de valores encontrados na
literatura, 0,7 a 1,2% por processos extrativos nas folhas (KOKETSU, 1997).

5.1.2 Cinética

A Figura 9 representa a relacao entre o rendimento percentual do éleo
extraido e o tempo de extragédo, para uma mesma quantidade de massa (400g) das
folhas secas em p6 nas condi¢des do item 4.3. Observa-se ainda que o rendimento
maximo do Oleo extraido foi obtido apdés a coleta em quatros horas de
hidrodestilagdo. Durante a cinética de extracdo observou-se nitidamente que houve
perda no rendimento, pois o éleo extraido das folhas da canela se mostrou denso e

com muita facilidade de formar hidrolato, ou seja, mistura de agua com o6leo.
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Figura 9. Cinética referente ao rendimento de extragdo do 6leo essencial da espécie Cinnamomum

zeylanicum Breyn em fungao do tempo, com massa de 400g e temperatura de 100°C.

Na industria de esséncias a cinética de extracao do 6leo essencial € um

dos principais parametros fisico-quimicos pesquisados. Além de estar diretamente

relacionado com a qualidade do 6leo essencial, o tempo de extragao reflete-se na

natureza econdémica do processo. Por isso, uma destilacédo rapida pode conduzir a

um produto contendo predominantemente constituintes mais volateis, porém

destituido das melhores caracteristicas; ao contrario, uma extragdo prolongada

encarece o produto e também pode sobrecarrega-lo de compostos de aromas
indesejaveis (CHAAR, 2000).

5.2 Caracterizacao fisico-quimica do oleo essencial

Os resultados obtidos na caracterizagao fisico-quimica do éleo essencial

extraido das folhas da Cinnamomum zeylanicum Breyn estao na Tabela 1.
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Tabela 1. Propriedades fisicas do 6leo essencial extraido das folhas da Cinnamomum zeylanicum
Breyn (canela).

Propriedades fisico-quimicas Resultados
Densidade (g mL™) 1,048
Solubilidade em alcool a 70% (v/v) 1:1
indice de refracdo (Np %) 1,533
Cor Amarelo
Aparéncia Limpido
Rendimento (%) 0,79

Os valores obtidos (Tabela 1) apresentaram valores semelhantes aos
relatados pela literatura (KOKETSU, 1997).

A composicdo do Oleo essencial de uma planta é determinada
geneticamente, sendo, geralmente, especifica para um determinado 6rgéo e
caracteristica para o seu desenvolvimento, mas as condicdes ambientais sao
capazes de causar variagdes significativas. Alguns desses aspectos sdo: o ciclo
vegetativo; o processo de obtencao; os fatores extrinsecos (ambiente no qual o
vegetal se desenvolve, tipo de cultivo, temperatura, umidade relativa, grau de
hidratacdo do terreno e a presenca de micronutrientes como N, P e K) (SIMOES et
al., 2007).

Caracteristicas como o indice de refragdo podem revelar se o0 6leo em
questdo sofreu alguma alteracdo®, devido, por exemplo, adulteragcdes. Este
parametro corresponde a relacao entre a velocidade da luz no ar e a velocidade na

substancia em ensaio.

® Por comparagao com o indice de refragcdo da agua (1,3330).
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5.3 Caracterizacao quimica
5.3.1 Identificacao e quantificacao dos constituintes do 6leo essencial

As analises realizadas na Central Analitica da Unicamp permitiram a
identificacdo de quatro constituintes do 6leo essencial das folhas de Cinnamomum
zeylanicum Breyn (cromatograma da Figura 10), os quais sdo apresentados na

Tabela 2, conforme ordem de eluigao (com as respectivas concentracoes).

TIC: AMIIAA D
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Figura 10. Cromatograma obtido na andlise do 6leo essencial das folhas da espécie Cinnamomum

zeylanicum Breyn.
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Tabela 2. Compostos identificados na amostra de 6leo essencial de folhas da espécie Cinnamomum
zeylanicum Breyn.

Pico tRET? Nome do Composto % AP
1 13,20 Linalol 2,68
2 22,63 Eugenol 82,67
3 24,63 Cariofileno 12,18
4 25,74 Humuleno 2,47

*Tempo de retencéo do pico pela ordem de eluigéo da coluna.
PoLA = Porcentagem de area normalizada.

De acordo com a metodologia utilizada foi possivel a identificdo da
composicao do 6leo na amostra utilizada. A classe aromatica esta representada
pelo eugenol, como mostrado na Tabela 2, é o composto majoritario 82,67%. A
fracdo sesquiterpénica esta representada pelos compostos cariofileno 12,18% e
humuleno 2,47%.

O composto majoritario eugenol, identificado no 6leo essencial extraido
das folhas da canela (Tabela 2), segundo a literatura apresenta propriedades
comprovadas como, bactericida, fungicida, anestésico, anti-séptico, anticoagulante,
antioxidante, inseticida, repelente, efeito alelopatico, e na producdo de outros
fendlicos como a vanilina (MARINHO, 2010).

5.4 Atividade larvicida

A atividade larvicida do éleo essencial extraido das folhas da espécie
Cinnamomum zeylanicum Breyn foi testada em quatro concentragdes diferentes: 30,
50, 70 e 100 ppm, sendo n € o numero de larvas do mosquito Aedes aegypti
utilizadas no ensaio larvicida para cada concentracdo (totalizando 10 larvas por
ensaio).

Para cada concentragdo os testes foram realizados em ftriplicata. Os
dados sobre o numero de larvas vivas e de larvas mortas foram encontrados através
de uma média das trés repeticbes para cada uma das quatro concentragées
testadas (Tabela 3). Os controles utilizados ndo apresentaram resposta positiva ao
teste.
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Tabela 3. Mortalidade das larvas do mosquito Aedes aegypti apds 24 horas de exposicao em varias
concentragbes do 6leo essencial extraido das folhas da espécie vegetal Cinnamomum zeylanicum
Breyn.

Dose, ppm Log dose Mortos Vivos Arﬁg::ou; ACVL;TOL;L Mortalfade
100 2,0000 10 0 21 0 100
70 1,8450 6 4 11 4 60
50 1,6989 5 5 5 9 50
30 1,4771 0 10 0 19 0

Numero de larvas (n = 10).

De acordo com a Tabela 3, a concentragdo de 30 ppm do 6leo essencial
da Cinnamomum zeylanicum Breyn, ndo apresentou a menor atividade larvicida, ou
seja, nenhuma das larvas morreu nessa concentracao (0% de mortalidade). A partir
da concentracdo de 50 ppm do éleo essencial a atividade larvicida foi aumentando,
provocando a morte de 50, 60 e 100% dos individuos testados, ou seja, 5, 6 e 10
larvas.

A taxa de percentagem da mortalidade das larvas frente o oOleo é
mostrada na Figura 11.

Na Figura 12 mostra-se que a Concentragdo Letal 50% (CLsp),
concentracdo na qual cinquenta por cento das larvas testadas morrem, foi
encontrada proxima ao Log dose 1,75 (abaixo da concentragéo de 70 ppm).
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Figura 11. Taxa de mortalidade das larvas do mosquito Aedes aegypti — expostas a quatro

concentragbes diferentes do 6leo essencial da Cinnamomum zeylanicum Breyn, apds 24 horas —

versus o logaritmo de cada dose aplicada.
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Figura 12. Estimativa da CLs, do 6leo essencial da Cinnamomum zeylanicum Breyn pelo método
Reed-Muench a partir do acumulado de larvas mortas e vivas em fungdo do logaritmo decimal da
dose aplicada. A CLs, € 0 ponto de intersecgao das duas curvas.
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A dose letal CLsg para o 6leo essencial da Cinnamomum zeylanicum
Breyn foi calculada através da interseccdo das curvas de individuos acumulados
mortos e individuos acumulados vivos da Figura 12, tendo como resultado a
concentracdo de 56,49 ppm. De acordo com Cheng et al. (2003) valores de
CLso<100 pg mL™" sao considerados ativos.

Para o padrao de eugenol, componente majoritario do 6leo essencial, a
atividade larvicida foi testada em seis concentragées do 6leo essencial, sendo n o
namero de larvas do mosquito Aedes aegypti utilizadas no ensaio para cada
concentracdo, num total de 10 larvas por ensaio.

De forma analoga ao Oleo, para cada concentragdo os testes foram
realizados em triplicata. Os dados sobre o numero de larvas vivas e mortas foram
encontrados através de uma média das trés repeticdbes para cada uma das seis
concentracdes testadas (Tabela 4).

Tabela 4. Mortalidade das larvas do Aedes aegypti apdés 24 horas de exposicao em varias
concentragbes padrao de eugenol.

Dose, ppm Log dose Mortos Vivos Al\ﬁgp,:ou;' ACVL;\?;L;L Mortalfade
120 2,0791 10 0 30 0 100
100 2,0000 9 1 20 1 90
90 1,9542 8 3 11 4 80
70 1,8451 2 7 3 11 20
50 1,6989 1 9 20 10
30 1,3010 0 10 0 30 0

Numero de larvas (n = 10).

Analisando-se a Tabela 4 verifica-se que para o padrao de eugenol, a
concentracao de 30 ppm ndo apresentou atividade larvicida. A concentracao de 120
ppm apresentou a maior atividade, provocando a morte de 100% dos individuos
testados.

A taxa de percentagem da mortalidade das larvas frente o padréo de
eugenol é mostrada na Figura 13, apresentando 100% de mortalidade no Log dose
2,0791 (concentracao 120 ppm).
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Figura 13. Taxa de mortalidade das larvas do mosquito Aedes aegypti expostas a seis concentragdes
diferentes do padrao de eugenol, apds 24 horas.
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Partindo-se dos valores da Tabela 4 calculou-se a Concentragdo Letal
50% para o padrao de eugenol (CLsp). A Figura 14 mostra a estimativa da CLsp do
eugenol pelo método Reed-Muench (1938) a partir do acumulado de larvas mortas e
vivas em funcéo do logaritmo decimal da dose aplicada, tendo sido a CLsg 0 ponto

de intersec¢éo das curvas.

35 -
—m— Acumuladosmortos
—@&— Acumuladosvivos
30 4 ° -
25 -
20 - ° .

Acumulados
o
1

10 ° .
5 _
[ ]
] /. \o
0 - - =~ o

| |
12 13 14 15 16 1,7 18 19 20 21
Log dose

Figura 14. Estimativa da CLs; do padrdao de eugenol pelo método Reed-Muench a partir do
acumulado de larvas mortas e vivas em fungao do logaritmo decimal da dose aplicada. A ClLs, € 0
ponto de intersegao das duas curvas.
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Observando-se a Figura 14 verifica-se que o valor encontrado para a ClLsg
esta préximo ao Log dose 1,90 (entre as concentracdes 70 e 90 ppm). O resultado
obtido foi o valor de concentragdao 79,75 ppm, com intervalo de confianca de 2,10 ug
mL™".

Comparando-se as mortalidades apresentadas pelo 6leo e padréo de
eugenol, percebe-se que o 6leo essencial das folhas da Cinnamomum zeylanicym
Breyn demonstrou melhor atividade larvicida contra o Aedes aegypti, indicando que
a mistura de componentes do 6leo age de maneira mais eficaz que o padrao isolado.

A esse respeito, a potencialidade dos 6leos essenciais varia segundo a
espécie vegetal, a origem, a composicdo e 0s mecanismos de agao contra a praga
em questdo (LEYVA, 2009; TELES, 2009).

Contra o Aedes aegypti alguns estudos mostram que os componentes
terpénicos, alcodis e aldeidos dos 6leos essenciais sdo 0s principais responsaveis
pela atividade inseticida ou larvicida (LUCIA et al., 2007; LEE, 2006; PANELLA et al.,
2005; CARVALHO et al., 2003; ARAUJO et al., 2003; KARR; COTAS, 1998).

E importante ressaltar, nesse contexto, que ndo se pode apenas atribuir a
acao larvicida descrita neste estudo, portanto, ao composto eugenol particularmente;
apesar de estar presente na ordem de 82,67%, nas folhas da amostra de
Cinnamomum zeylanicum Breyn.

Outro fator importante a ser levado em consideragdo sao 0s
fenilpropandides (como o eugenol) e, especialmente, os terpendides, descritos por
Alves (2001) como os principais constituintes que estdo envolvidos nas interacoes
planta-inseto.

Essa premissa é fortuitamente alegada quando nos reportamos a diversos
achados na literatura referentes a alguns dos compostos identificados pelas técnicas
analiticas utilizadas neste trabalho e que, possivelmente, podem ter contribuido na
acao larvicida do oleo essencial das folhas da Cinnamomum zeylanicum Breyn.

Santos et al. (2006) reportaram a atividade larvicida de mono e
sesquisterpenos extraidos de dleos essenciais da familia Boraginaceae frente ao
Aedes aegypti. Entre os compostos majoritarios os monoterpenos a- e B-pineno
foram destacados como responsaveis pela acao larvicida (no presente estudo esse
ultimo composto apresentou um teor de 6,51%).

Simas et al. (2004) pesquisando produtos naturais no controle da dengue

identificaram diversas classes de terpenos, como os compostos a- pineno, B-pineno,
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linalol e eugenol. Os referidos autores indicam também que algumas caracteristicas
estruturais quimicas sao importantes para a atividade bioldgica, como por exemplo,
a indicacdo de que a ligacdo dupla exociclica no B-pineno parece ser mais
importante que a ligacao dupla endociclica do a-pineno.

Os Oleos essenciais podem atuar também em enzimas digestivas e
neurolégicas bem como interagir com o tegumento do inseto (ISMAN, 2006). Kim et
al. (2003) demonstraram a importancia da relacdo entre a estrutura quimica e
atividade bioldgica dos compostos; reportando que quanto maior a lipofilicidade,
maior a penetragdo no tegumento do inseto.

Outra observagédo de Simas et al. (2004) é também quanto a importancia
da lipofilicidade de terpenos para a atividade larvicida em Aedes aegypti, quando se
compararam monoterpenos e sesquiterpenos de estruturas correlatas.

Coats et al. (1991) estudando biorreguladores de pragas identificaram
terpenos e fenilpropandides, como o eugenol, e verificaram que o composto repeliu
0 mosquito Aedes aegypti, tendo a ressalva de que foi evidenciado nesse estudo a
menor atividade de fenilpropandides contendo nucleos benzénicos que possuiam
substituintes nucleofilicos, como hidroxila, metoxila e benzodioxola.

Furtado et al. (2005) reportaram em seu estudo a agéo larvicida de 6leos
contendo limoneno, linalol e eugenol frente ao mosquito Aedes aegypti. Na ocasiao
esses compostos foram confirmados como majoritarios e apresentaram menores
atividades quando testados isoladamente (como ocorreu no presente trabalho). Os
autores também sugerem a possibilidade de outros compostos serem responséaveis
pela atividade larvicida do 6leo essencial ou ainda a existéncia de um sinergismo
entre o composto majoritario e outro(s) componente(s) do éleo, existentes em menor
fracéo.

Como ja relatado neste estudo, pesticidas quimicos organofosforados e
piretréides sdo uma poderosa ferramenta contra vetores e continuardo
desempenhando papel importante no controle integrado. No entanto, eles tém
desvantagens, como o custo elevado, riscos a saude humana e a organismos nao-
alvo, bioacumulacdo e desenvolvimento de resisténcia dos organismos alvo
(THATHEYUS 2007; PROPHIRO, 2008).

Em comparagao ao principal larvicida utilizado no combate a dengue, o
temephos, estudos recentes quanto a susceptibilicade deste composto referem que

se trata de um produto que com o passar dos anos perdeu a sua forca frente ao
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mosquito, sendo necessarias doses cada vez maiores no seu combate (FURTADO
et al., 2005).

Prophiro (2008) estudou os efeitos do temephos sobre larvas do Aedes
aegypti no terceiro estagio e verificou um processo de estabelecimento de
resisténcia ao organofosforado em algumas cidades da regido sul do Brasil.

Nesse contexto é valido relatar outra importante observacao quanto a
ineficiéncia crescente do pesticida temephos utilizado no Brasil pelo Programa de
Erradicacdo do Aedes aegypti (PEAa): ele tem aspectos diferenciados no consumo
do produto — enquanto na regido Nordeste sdo consumidos 87,59, no Sudeste o
consumo € de 54,0g e no Sul 48,0g do produto (FUNASA, 2002).

Diante desse panorama, os resultados alcangados com o éleo das folhas
da Cinnamomum zeylanicum Breyn mostram a importdncia da necessidade de
novas alternativas usando produtos de origem natural, especialmente se levarmos
em conta que estes podem minimizar a dependéncia aos inseticidas quimicos
sintéticos.

Partindo dos resultados alcancados e do principio de que o 6leo essencial
€ um produto natural e, portanto, menos nocivo a saude das pessoas e dos animais
domésticos (ISMAN, 2000), pode-se afirmar que o 6leo essencial das folhas da
Cinnamomum zeylanicum Breyn € um promissor agente larvicida natural em locais

de crescimento de larvas do Aedes aegypti.
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6 CONCLUSAO

Os resultados analiticos mostraram a eficiéncia do 6leo extraido das
folhas de Cinnamomum zeylanicum Breyn juntamente com a metodologia adotada
tanto na extracdo do 6leo essencial, quanto a identificacdo e quantificagdo do
composto majoritério.

As folhas da Cinnamomum zeylanicum Breyn forneceram um 6éleo
essencial cujo rendimento foi de 0,79%, para extragéo por hidrodestilagéo.

A caracterizagdo por CG-EM permitiu identificar quatro componentes
presentes no 6leo essencial (linalol, eugenol, cariofileno e humuleno), sendo o
eugenol o componente majoritario na amostra (82,67%).

A atividade larvicida do Oleo essencial das folhas da Cinnamomum
zeylanicum Breyn frente as larvas do Aedes aegypti foi maior que o padréo de
eugenol mostrando-se, portanto, ser promissora a sua aplicacao para esse fim, com
CLso de 56,49 ppm.

Nesse contexto o 6leo das folhas da Cinnamomum zeylanicum Breyn
pode oferecer uma alternativa larvicida natural no combate a dengue. Os resultados
foram considerados promissores, no entanto, pesquisas adicionais sao necessarias
para que se proporcione o uso deste 6leo essencial para essa finalidade contra o
Aedes aegypti.

Finalmente, por se tratar de uma multimistura que apresenta
caracteristicas como volatilidade e baixa solubilidade em agua, sugerem-se outros
estudos no intuito de se realizar, por exemplo, um processo de encapsulagéo, o qual
pode ser uma saida para resolver essas limitagdes do Oleo, favorecendo uma
liberacdo mais prolongada do composto na agua onde o mosquito deposita suas
larvas.
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7 PERSPECTIVAS FUTURAS

Isolar e testar como agentes larvicidas outros componentes do 6leo
essencial da Cinnamomum zeylanicum Breyn.

Investigar o efeito residual do 6leo essencial das folhas no ambiente
(persisténcia larvicida).

Testar o 6leo em diferentes intervalos de temperatura para verificar se ha
resposta no monitoramento das larvas do mosquito Aedes aegypti.

Testar o hidrolato do éleo essencial da Cinnamomum zeylanicum Breyn
como larvicida do mosquito Aedes aegypti.

Estudar metodologias eletroquimicas para as determinac¢des qualitativas e

quantitativas do outros componentes dos 6leos essenciais.
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