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RESUMO

Os constituintes do 06leo de Cinnamomum zeylanicum foram identificados por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM). Também foi avaliada a
atividade deste dleo essencial contra larvas e fémeas de Rhipicephalus microplus (carrapato
bovino). O éleo das folhas mostrou um rendimento de 1,03% e seus principais constituintes
foram Benzoato de Benzila (65,39%), Linalol (5,37%), E-Cinamaldeido (3,97%), a-Pineno
(3,95%), B-Felandreno (3,42%), Eugenol (3,36%) e Benzaldeido (2,68%), correspondendo
aproximadamente a 88% do Oleo. Teste de pacote de larvas e teste de imersdo de fémeas
ingurgitadas foram realizados. Testes semelhantes também foram feitos para o padréo
Benzoato de Benzila, componente principal do éleo essencial. As concentracdes letais do teste
de larvas foram de 1,005 mg.mL™ e 3,368 mg.mL™ para o 6leo essencial e para o padrdo
Benzoato de Benzila, respectivamente, demonstrando assim que o 6leo teve uma melhor
atividade larvicida contra o R. microplus. J& para o teste de imersdo de adultos, foi observado
que, tanto o 0leo essencial como o padréo Benzoato de Benzila ndo ocasionaram mortalidade
direta nas fémeas ingurgitadas de R. microplus, mas interferiram no processo de reproducéo
dos carrapatos, ocasionando diminuicdo na producéo de ovos e diminuicdo na eclodibilidade e
mortalidade das larvas, portanto, apresentando assim, um controle parcial sobre o carrapato

bovino.

Palavras-chave: Canela, Benzoato de benzila, Controle, Carrapato bovino



ABSTRACT

The oil constituent of Cinnamomum zeylanicum were identified by gas chromatography-mass
spectrometry (GC-MS). The essential oil activity were also evaluated against larvae and
engorged females Rhipicephalus microplus(cattle tick). The leaves oil showed a yeld of
1.03% and its main constituints were benzyl benzoate (65.39%), linalool (5.37%), E-
cinnamaldeyde (3.97%), a-Pinene (3.95%), B-phellandrene (3.42%), Eugenol (3.36%) e
Benzaldeyde (2.68%), corresponding approximately to 88% of the oil. Test package larvae
and immersion test of engorged were performed. Similar tests were also performed for the
standard benzyl benzoate, the main component of the essential oil. Lethal concentrations of
the larvae test were 1.005 mg.mL™ and 3.368 mg.mL™ for the essential oil and the standard
benzyl benzoate respectively, thus demonstrating that the oil had a better larvicidal activity
against the R. microplus. As for the adult immersion test, it was observed that both the
essential oil and the standard benzyl benzoate did not cause mortality in direct engorged
female R. microplus, but interfered with the process of reproduction of ticks, causing a
decrease in egg production and decreased hatchability and mortality of larvae, so thus

presenting partial control over the cattle tick.

Keywords: Cinnamon, Benzyl benzoate, Control, Cattle tick
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1. INTRODUCAO

A procura de substancias naturais, biologicamente ativas, tem estimulado a utilizacéo
dos 0leos essenciais. Muitas vezes um mesmo principio ativo pode ser extraido de diferentes
plantas. A escolha é feita tendo em mente o ciclo de vida da planta, o rendimento de extracao,
a natureza dos compostos, 0 custo da planta, o custo de manutencdo e auséncia de compostos
toxicos (FIGUEIREDO et al., 2007).

Neste contexto, os 6leos essenciais representam uma alternativa viavel em diversos
trabalhos envolvendo substancias de origem vegetal. Eles estdo relacionados a diversas
funcbes essenciais & sobrevivéncia do vegetal, exercendo assim um importante papel na
defesa contra microorganismos patogénicos (OLIVEIRA et al., 2006). Atualmente, além da
caracterizacdo, procura-se expandir a utilizacdo dos Oleos essenciais. Esses Oleos ja sdo
usados nas industrias quimica de perfumaria, farmacologia, pesticida, alimentos, bebidas,
anti-sépticos e estimulantes. Por esta razdo, embora ainda de forma lenta, é crescente o
namero de estudos sobre a composi¢do quimica e propriedades biologicas, bem como os
fatores taxonémicos, ambientais e de cultivo que levam a variacdo tanto na quantidade como
na qualidade dessas esséncias. O Brasil é considerado um grande produtor e exportador de
Oleos essenciais e de alguns de seus componentes puros, sendo que as esséncias mais
produzidas sdo as citricas, menta, eucalipto, geranim, citronela, vetiver, pau rosa e cravo
(PIMENTEL, 2008).

A qualidade adequada das matérias-primas deve ser realizada de acordo com bases
cientificas e técnicas. Parametros essenciais para qualidade da matéria-prima vegetal podem
variar dependendo da procedéncia do material. Sendo assim, a origem geogréafica, as
condicdes de cultivo, estagio de desenvolvimento, colheita, secagem e armazenamento devem
ser conhecidos (FIGUEIREDO et al., 2007).

Pesquisas sobre a avaliacdo das atividades inseticida, bactericida, fungicida e,
recentemente, carrapaticida com Oleos essenciais tém mostrado resultados interessantes.
Porém, é de suma importancia a correta caracterizacdo botanica das espécies vegetais com
atividade farmacologica e o estudo de sua composicdo quimica, com a identificacao,
isolamento e dosagem de seus constituintes (CUNHA; RIBEIRO; ROQUE, 2007).

A utilizacdo de plantas aromaticas no controle de carrapatos tem sido foco de pesquisas
em varios paises. O carrapato bovino Rhipicephalus microplus é sem divida um dos parasitos

mais importantes para a pecudria brasileira (CAMPOS et al., 2012).
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Varias pesquisas relacionadas ao controle de R. microplus estdo sendo desenvolvidas,
tais como: o desenvolvimento de vacinas, rotacdo de pastagens, cruzamentos com ragas
bovinas resistentes, controle biolégico com alguns tipos de fungos e uso de homeopatia e
extratos vegetais. Contudo, a maior parte dos pecuaristas utiliza ou tem acesso apenas a
produtos quimicos para fazer o controle desse ectoparasita. Aplicacbes constantes de
pesticidas sintéticos e o descarte indiscriminado da solucédo residual de carrapaticida tém sido
responsaveis pelo aumento da resisténcia dos carrapatos aos pesticidas utilizados, intoxicacao
dos animais e dos aplicadores, residuos de carrapaticidas nos produtos de origem animal e
contaminagdo de solos e dguas. Diante deste contexto, existe a necessidade imediata de uma
alternativa aos produtos organossintéticos utilizados atualmente (CAMPOS et al., 2012).

Dessa forma, a utilizacdo de dleos essenciais de plantas arométicas no controle de R.
microplus pode atenuar os problemas causados por esse ectoparasita, reduzindo assim a
utilizacdo de produtos organossintéticos que sdo toxicos para o animal, homem e meio
ambiente. Além disso, os 0leos essenciais poderdo funcionar como fontes de moléculas para a
sintese de novos carrapaticidas, diminuindo a dependéncia dos pecuaristas aos produtos
organossintéticos existentes no mercado (CAMPOS et al., 2012). Neste contexto, pretende-se
estudar a atividade carrapaticida do Oleo essencial da espécie Cinnamomum zeylanicum
Blume.

A planta canela-da-india (Cinnamomum zeylanicum Blume) € originaria do Sri Lanka
(antigo Ceildo), principal produtor e exportador, seguido de Seychelles, Madagascar e india
(LIMA et al., 2005). De odor suave e sabor adocicado levemente picante, € largamente
utilizada sob forma de cascas e em pé como aromatizante na culinaria. Por destilacdo a vapor
pode-se obter 6leo essencial tanto das cascas quanto das folhas. O Oleo essencial da casca de
canela é rico em aldeido cindmico, enquanto que o das folhas apresenta composicéo diferente,
sendo fonte de eugenol. Os 6leos essenciais obtidos a partir das cascas e das folhas, sdo
matérias-primas de amplo emprego nas indudstrias de alimentos e bebidas, de perfumaria e
farmacéutica (KOKETSU et al.,1997).

Os 6leos essenciais mais importantes do género Cinnamomum no mercado mundial sdo 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 zeylanicum Blume (Cinnamomum
verum J. S. Presl.), conhecida como "canela-da-india" e "canela-do-ceildo™ (LIMA, 2005).

O Brasil importa regularmente de diferentes paises quantidades significativas tanto de
cascas quanto do 6leo essencial, dada a auséncia de cultivo comercial desta especiaria no Pais.

O clima e as condigdes do solo afetam a planta de canela profundamente, de modo que uma
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mesma espécie ou variedade, cultivada em outro pais, pode produzir uma casca de qualidade
muito diferente daquela obtida no Sri Lanka, seu pais de origem (RIBEIRO, 2007).

Com esse objetivo, o presente trabalho buscou caracterizar a composi¢do quimica e
algumas propriedades fisico-quimicas do dleo essencial das folhas de C. zeylanicum (canela) e
avaliar sua atividade carrapaticida frente ao R. microplus (carrapato bovino).
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Caracterizar a composicdo quimica do Oleo essencial das folhas de Cinnamomum
zeylanicum Blume (canela) e avaliar sua atividade carrapaticida frente ao carrapato bovino

Rhipicephalus microplus.
2.2 Objetivos especificos

e Caracterizar fisico-quimicamente o 6leo essencial de C. zeylanicum Blume;

e [dentificar e quantificar os compostos presentes no dleo essencial por cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM);

¢ Avaliar a eficiéncia carrapaticida do 6¢leo essencial e do padrdo de benzoato de benzila
frente ao Rhipicephalus microplus (carrapato bovino);

e Estabelecer a concentracdo letal 50% (CLsp) para diagnéstico de resisténcia de R.
microplus do Oleo essencial, em testes de sensibilidade larvar e de imersdo de fémeas

ingurgitadas.
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3. FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 Aspectos gerais sobre a familia Lauraceae, o género Cinnamomum e a espécie

Cinnamomum zeylanicum Blume (canela)

A familia Lauraceae apresenta-se amplamente distribuida através das regides tropicais e
subtropicais do planeta, sendo formada por 49 géneros e 2.500 - 3.000 espécies (WERFF e
RICHTER, 1996). Destaca-se entre as demais familias pela sua importancia econémica.
Algumas espécies tém sido utilizadas pelas indUstrias para a fabricacdo de diversos produtos,
porém, a maioria das espéecies tém seu uso restrito as comunidades tradicionais que detém o
conhecimento empirico da utilizacdo dessas plantas.

O género Cinnamomum (Lauraceae) compreende cerca de 250 espécies, que
caracterizam-se por serem arbustos e arvores de pequeno a medio porte. As espécies sdo
encontradas em florestas tropicais onde crescem em montanhas e planicies em solos bem
drenados (JANTAM et al., 2003; JANTAM et al., 2008).

Cinnamomum zeylanicum Blume (sin. Cinnamomum verum Presl) é uma arvore de ciclo
perene que atinge até 9 metros de altura. O tronco alcanca cerca de 35 cm de diametro (figura
1). As folhas sdo coriéceas, lanceoladas, com nervuras na base, brilhantes e lisas na parte superior
e verde-clara, e finamente reticulada na parte inferior. As flores sdo de coloragdo amarela ou
esverdeada, numerosas e bem pequenas, agrupadas em cachos ramificados (BALME, 1978;
SCHIPER, 1999). Suas cascas e folhas sdo fortemente aromaticas. De odor suave e sabor
adocicado levemente picante € largamente utilizada sob forma de cascas em pO como
aromatizante na culinaria e na perfumaria.

Esta planta apresenta, na medicina popular, diferentes funcées contra diversas doencas,
e 0 0leo essencial armazenado em células secretoras encontradas nas folhas e caule representa
um dos principais produtos responsaveis pelas atividades farmacologicas (MARQUES, 2001).
A canela e o seu 0leo essencial sdo empregados como corretivos do odor e do sabor na

preparacdo de alguns medicamentos (LIMA et al., 2005).
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Figura 1. Arvore da Cinnamomum zeylanicum (canela)
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Praticamente se utiliza a parte aérea do vegetal como um todo. As folhas sédo 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 p6 e em cascas enroladas em si mesmas e medindo cerca de 20
a 25 cm de comprimento (MORSBACH, 1997).

O Brasil importa quantidades significativas de cascas e 0leo essencial da canela, dada a
auséncia de cultivo comercial desta especiaria no Pais. O cultivo de canela em diferentes
condicGes ambientais afeta a planta profundamente, de modo que uma mesma espéecie ou
variedade, cultivada em outro pais, pode diferir daquela obtida de seu pais de origem com
conseqliente variacdo nas concentragdes de suas principais substancias. Na canela, a
constituicdo quimica varia significativamente em relacdo as distintas partes da planta. Em
geral, a casca é rica em aldeido cindmico e a folha em eugenol (KOKETSU et al., 1997).

O Oleo essencial de C. zeylanicum apresenta na composicdo quimica as seguintes
substéncias: acido cinamico, aldeido benzénico, aldeido cindmico, aldeido cuminico,
benzonato de benzila, cimeno, cineol, elegeno, eugenol, felandreno, furol, linalol,
metilacetona, pineno, vanilina, entre outras. A C. zeylanicum apresenta algumas propriedades
medicinais, tais como: adstringente, afrodisiaca, anti-séptica, carminativa, digestiva,
estimulante, hipertensora, sedativa, tonica e vasodilatadora (BALME, 1978; SCHIPER,
1999).
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3.2 Oleos essenciais

Os Oleos essenciais, segundo definicdo da ANVISA (Brasil, 1999), sdo produtos
volateis de origem vegetal obtidos por processo fisico e podem se apresentar isoladamente ou
misturados entre si, desterpenados ou concentrados. Podem ser encontrados em todas as
estruturas vegetais, sendo mais freqiiente em folhas, flores, frutos e menos em raizes, rizomas,
lenhos, cortex ou sementes. Ocorrem em diversos géneros de plantas superiores, inferiores,
além de microrganismos e constituem uma mistura complexa de substancias, apresentando
estruturas quimicas heterogéneas (BRENNA et al., 2003).

Oleos essenciais sdo oriundos do metabolismo secundario de plantas aromaticas. S3o
constituidos por substdncias de baixo peso molecular, principalmente misturas de
fenilpropanoides e terpendides, especificamente monoterpenos (Cio) e sesquiterpenos (Cis),
embora diterpenos (Cy) também possam estar presentes. Além destes uma variedade de
hidrocarbonetos alifaticos (lineares, ramificados, saturados ou insaturados), acidos, alcoois,
aldeidos, esteres aciclicos ou lactonas e compostos com nitrogénio e enxofre tambem foram
identificados em 0leos volateis (BELL e CHARLWOOD, 1980). Esses derivados oxigenados
geralmente s@o responsaveis pelo aroma caracteristico de um OGleo essencial, e séo
denominados terpenoides (figura 2) (SERAFINI et al., 2002). Estes compostos podem estar
presentes em diferentes concentracfes, nos quais um deles € o majoritario, que geralmente é
quem determina as propriedades bioldgicas (SANTURIO, 2007; BARBOSA, 2010).



Figura 2. Formacéo dos terpendides no metabolismo secundério das plantas (TORRES, 2010)
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Geralmente os componentes principais determinam as propriedades biologicas do 6leo
essencial (PICHERSKY et al., 2006). Porém para Mendes et al. (2010), os componentes
majoritarios que sdo isolados em maior quantidade nos Gleos essenciais podem refletir as
caracteristicas biofisicas e biologicas destes, mas na maioria das vezes a amplitude dos efeitos
dos Oleos essenciais depende da concentracdo dos componentes principais modulada por
outros componentes de menor importancia, ou seja, 0s constituintes agindo em sinergia. Para
uma mesma espécie de planta, o nimero de compostos, suas quantidades relativas e o
rendimento de Gleos essenciais variam consideravelmente, isto pode ser atribuido ao método
de extracdo do Oleo essencial, além das diferencas climaticas, localizacdo e fatores
agrondmicos como fertilizac&o, irrigacao, colheita e especialmente a fase de desenvolvimento
da planta na data da colheita (BAKKALI et al., 2008).

Os 0leos essenciais sdo obtidos por diferentes processos, dependendo da localizagdo no
vegetal, da quantidade e das caracteristicas requeridas para o produto final. Os métodos mais
usuais para sua obtencdo sdo: hidrodestilagdo, prensagem ou expressao, enfloracdo, extracéo
com solventes organicos, extragdo com fluido supercritico, destilacdo por arraste de vapor e
destilagdo por microondas. Dentre esses, 0 método de maior aplicacdo € o de hidrodestilacéo
(BAKKALLI et al., 2008).

Os 6leos volateis possuem pressao de vapor mais elevada que a agua, sendo, por isso,
arrastados pelo vapor d’agua. Em pequena escala, emprega-se 0 aparelho de clevenger para
realizar a separacdo Oleo/agua. O Oleo volatil obtido, apds separar-se da agua, deve ser seco
com sulfato de sodio anidro, por exemplo. Esse procedimento, embora classico, pode levar a
degradacdo térmica em funcdo da temperatura empregada. (SANTQOS, 2000).

O método da prensagem € muito utilizado para obtencdo de dleos citricos, e bastante
utilizado na industria de processamento de suco de laranja. Os métodos de extracdo através de
solventes organicos podem ser utilizados, mas apresentam indmeras restricdes, pois nao sdo
seletivos, além da preocupacdo com a parte residual do solvente utilizado. Podem-se citar
ainda como uma inovacéo tecnoldgica de grande importancia, a extracdo com a utilizacdo de
dioxido de carbono em meio supercritico. Esta técnica apresenta alta seletividade quando
determinadas previamente as condi¢fes experimentais do processo, além de ser uma
tecnologia totalmente limpa, ndo deixa residuos na amostra, e ndo trabalha em altas
temperaturas, o que diminui o risco de degradacdo térmica da amostra (TORRES, 2010). O

método de destilagdo por microondas, tem como grande vantagem o tempo gasto para a
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extracdo dos Gleos essenciais, que é de aproximadamente de 10% do tempo gasto em uma
destilagdo comum.

A maioria dos 6leos essenciais comercializados sdo analisados por cromatografia gasosa
e espectrometria de massas (BAKKALI et al., 2008). Cada componente é identificado por
meio da comparacgéo de seu espectro de massas com espectros avaliados pelo banco de dados
de um equipamento, com espectros existentes na literatura e comparacdo dos indices de
retencdo calculados com os que ja existem na literatura (ADAMS, 2007).

Com relagdo ao controle de qualidade, os Oleos essenciais apresentam constantes
problemas de qualidades, que podem ter origem na variabilidade da sua composi¢do quimica,
na adulteracdo ou falsificacdo, ou ainda na identificagé@o incorreta do produto e na sua origem
(SIMOES, 2007).

Corazza (2002) relata que geralmente dleos essenciais apresentam densidade menor que
a da agua, alto indice de refracdo e sensibilidade a luz e ao ar. Com relacdo a coloragéo,
podem variar de totalmente incolores a fortemente dourados, passando por nuances
esverdeadas, ambarinas ou amareladas.

Atualmente os 6leos essenciais sdo empregados nas industrias farmacéuticas, tanto para
uso humano como veterindrio. Também sdo empregados como cosméticos e produtos
domissanitérios, além de utilizados na aromaterapia. E estimado que cerca de 3000 6leos
essenciais sejam conhecidos, dos quais aproximadamente 300 sdo comercialmente
importantes, destinados, principalmente, para o mercado de fragrancias (BURT, 2004).

Dentre as principais atividades farmacoldgicas ja atribuidas aos Oleos essenciais
destacam-se: antimicrobiana, antiinflamatoria, antioxidante, anticolinesterasica, anti-
helmintica, antiparasitaria, analgésica, sedativa, antitumoral, entre outras. Também ¢é
importante, atualmente, sua utilizacdo pela industria farmacéutica como promotores de

permeacdo de farmacos para administracao pela via transdérmica (YUNES e FILHO, 2009).

3.3 Oleos essenciais do género Cinnamomum

A composicdo dos Oleos essenciais de canela pode apresentar variacBes extremas.
Trabalhos anteriores sobre o 6leo de Cinnamomum zeylanicum indicaram uma grande
diversidade da composicdo quimica, com relato de pelo menos cinco quimiotipos: eugenol
(THOMAS et al., 1987; SENANAYAKE, 1978), (E)-cinamaldeido (VARIVAR e
BANDYOPADHYAY, 1989; SENANAYAKE, 1978; BERNARD et al., (1989);
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MOLLENBECK et al., (1997), benzoato de metila (RAO et al., 1988), linalol (JIROVETZ et
al., (2001) e canfora (SENANAYAKE, 1978).

Nath et al. (1996) relataram uma variedade de Cinnamomum verum cultivadas no Vale
de Brahmaputra, india, contendo benzoato de benzila como principal constituinte no 6leo da
folha (65,4%) e da casca (84,7%), enquanto que os teores de eugenol e aldeido cindmico nédo
chegam a 1%. A presenga de benzoato de benzila foi relatada pela primeira vez na canela pelo
grupo Wijesekera (1974) e mais tarde proposto um mecanismo provavel para sua formagdo na
planta Wijesekera (1978).

Morsbach et al. (1997), trabalharam com 6leos essenciais de cascas e folhas de canela
do Ceildo (Cinnamomum verum Presl, sin. Cinnamomum zeylanicum Blume). As cascas e
folhas foram provenientes de 12 arvores submetidas a adubacdo apenas com matéria organica
(MO) ou associada com adubo quimico (C). O rendimento médio de Oleo essencial foi de
0,2% nas cascas e 2,0% nas folhas. O teor de aldeido cindmico nos 0leos 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 composicao dos dleos 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). Nao foram observadas diferencas na composicéo ou
nos teores dos componentes em funcao do tipo de adubacéo.

Nos 6leos essenciais de C. zeylanicum de trés especimes coletados no municipio de
Belém, estado do Para predominaram nas folhas o acetato de (E)-cinamila, eugenol e acetato
de hidrocinamila; nos 6leos dos galhos foram benzoato de benzila e (E)-cinamaldeido. No
Oleo das flores predominou acetato de (E)-cinamila (MAIA et al., 2007). O dleo obtido no
municipio de Paco do Lumiar, estado do Maranhdo, apresentou como componente majoriario
0 eugenol (87,37%) (DIAS, 2009).

O 6leo de C. zeylanicum apresentou atividades antibacteriana contra Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, Serratia odorifera (DIAS, 2009), antifingica contra Candida
albicans (CASTRO, 2010), acaricida contra Tyrophagus putrescentiae e Suidasia pontifica
(ASSIS, 2010) e moluscicida contra Biomphalaria glabrata, (REIS, 2012), enquanto que seu
extrato etandlico mostrou efeito antioxidante natural, podendo ser usado em industrias de

alimentos, farmacéuticas e cosméticas (DIAS, 2009).
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3.3 Rhipicephalus microplus

O carrapato bovino Rhipicephalus microplus (figura 3) é a Gnica espécie do subgénero
Boophilus que ocorre no Brasil. Sdo carrapatos da familia Ixodidae, conhecida como familia
dos carrapatos duros. Pertencem a ordem Parasitiformes da classe Arachnida e da subordem
Metastigmata ou Ixodides. O ciclo de vida destes carrapatos consiste em: ovo, larva, ninfa e
adulto (FLETCHMAN, 1990).

Figura 3. Imagem de um carrapato macho de Rhipicephalus microplus (A) e de uma fémea
ingurgitada ainda na pelagem do hospedeiro (B) (SEQUEIRA e AMARANTE, 2002).

O R. microplus teria sido introduzido na maioria dos paises tropicais e subtropicais por
meio de importacdo do gado asiatico. Na regido Neotropical, atualmente esta espécie
encontra-se distribuida desde o norte da Argentina até o México, incluindo as ilhas do Caribe
e Antilhas (PEREIRA e LABRUNA, 2008).

O carrapato bovino € monoxeno, isto €, necessita de apenas um hospedeiro para
completar o ciclo de vida que pode ser dividido em fase parasitaria e fase ndo parasitaria
(FURLONG, 2005). A fase parasitaria tem inicio com a fixacdo das larvas no hospedeiro
suscetivel e termina quando os adultos, incluindo as fémeas fecundadas e ingurgitadas caem
do hospedeiro. A fase ndo parasitaria comeca com a teledgina (fémea ingurgitada) depois que
se desprende do hospedeiro e cai no solo para realizar a oviposi¢cdo. Essa fase termina quando
as larvas eclodem dos ovos e acessam o hospedeiro suscetivel (PEREIRA, 1982; PEREIRA et

al., 2008), conforme se observa na figura 4.
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Figura 4. Esquema simplificado do ciclo de vida do carrapato Rhipicephalus microplus.

Fase parasitaria: (1) larva infectante realizando a fixacdo no bovino; (2) ninfa; (3) teledgina
em estdgio final de ingurgitamento. Fase de vida livre: (4) teledgina logo apos
desprendimento, em periodo de postura no solo; (5) ovos no solo, em periodo de incubacéo;
(6) larva no solo (ANDREOTTI, 2002).

’%if*fb’%ﬁw-r i

Andveottic & Malavazi, Piza 2001

A fémea pode colocar de 2000 a 4000 ovos. As larvas recém-nascidas necessitam de
trés a quatro dias para que se formem as pecas bucais e entdo possam procurar e se fixar no
couro dos animais hospedeiros. Normalmente sdo muito vivazes e sobem rapidamente nas
folhas e hastes do pasto aguardando a passagem de um hospedeiro para se fixarem,
preferencialmente onde a pele é mais fina, como: nas axilas, entre as patas, regido genital e
sob a cauda. O inicio e o téermino do ciclo acontecem quase sempre no pasto, onde geralmente
interagem o ectoparasita, 0 hospedeiro e o ambiente (PEREIRA, 1982; PEREIRA et al.,
2008).

O carrapato-do-boi, R. microplus, causa prejuizos econdémicos na pecuaria brasileira
levando a perdas na producdo de leite e carne e danos no couro causados por reagdes
inflamatdrias nos locais de fixacdo do carrapato e pela transmissdao de doencas, como a
tristeza parasitaria bovina (causada por protozoarios do género Babesia e pela bactéria do
género Anaplasma (GRISI et al.; 2002).

O parasitismo pelo carrapato R. microplus em paises tropicais e subtropicais é associado
a grandes quedas nos indices de produtividade dos rebanhos. O controle convencional deste
ectoparasita vem demonstrando ineficacia como estratégia de controle a longo prazo, além

disso, existem relatos recorrentes de populacbes de carrapatos resistentes as formulagdes
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comercialmente disponiveis (BIEGELMEYER et al., 2012). Entre os ectoparasitas de
bovinos, a infestagdo por R. microplus continua a ser uma das principais causas de perdas
econdmicas da pecuaria brasileira (GRAF et al., 2004; RECK JUNIOR et al., 2009).

3.5 Atividade carrapaticida de produtos naturais e o uso de 6leos essenciais no controle
do Rhipicephalus microplus

O desenvolvimento de acaricidas quimicos vem de longa data, aproximadamente no ano
de 1949, quando foram lancados os carrapaticidas arsénicos. Estes foram sendo substituidos
por exemplares como fosforados, amidinas e ultimamente os piretrdides e 0s quimioterapicos
com acdo inseticida (FURLONG, 2005). O uso indiscriminado destes acaricidas traz
problemas como o desenvolvimento da resisténcia por parte dos carrapatos aos carrapaticidas
quimicos, fato que incentiva a busca de novos produtos para esta finalidade.

O mercado de parasiticidas no Brasil movimenta cerca de US$ 960 milhdes por ano e
constitui 34% do mercado de produtos veterinarios (SINDAN, 2010). Para serem registrados,
0s novos produtos para o controle do carrapato devem apresentar pelo menos 95% de eficacia,
segundo critérios do Ministério da Agricultura e Abastecimento (Mapa).

No Brasil, a resisténcia dos carrapatos aos acaricidas estd amplamente difundida
(OLIVEIRA et al., 2000; MENDES et al., 2001; MENDES, 2005). Ha relatos de resisténcia
para diversos compostos nos mais importantes estados produtores de carne e leite do pais,
tornando a situacdo alarmante (GRAF et al., 2004). Casos de resisténcia aos carrapaticidas ja
foram relatados em vérios estados brasileiros como Distrito Federal, Goias, Minas Gerais e
Rio Grande do Sul (SILVA et al., 2000; FARIAS, 1999; FURLONG, 1999; MOLENTO e
DIAS, 2000; MARTINS e FURLONG, 2001).

A necessidade de reducdo do uso de acaricidas sintéticos, visto que 0s mesmos ndo sdo
mais tdo eficientes, bem como a necessidade da criacdo de novos produtos que controlem a
populacdo de carrapatos e que sejam menos nocivos ao meio ambiente, torna os produtos
naturais uma alternativa bastante valiosa. Esta afirmacdo € de senso comum, principalmente
devido ao fato que hd um grande nimero de plantas e seus derivados com acOes
farmacoldgicas, os quais se incluem os efeitos acaricidas desejados para o controle de
carrapatos. Soma-se a este fato, o risco de intoxicacdo e a maior predisposicdo a outras
doencas, quando no manejo do gado submetido a banhos com carrapaticidas quimicos. Para
realizar este procedimento os animais sofrem grande estresse fisico, trazendo problemas na
producéo de carne (CLARK, 1982).
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A utilizacdo de plantas medicinais e aromaticas no controle de carrapatos tem sido foco
de pesquisas em varios paises. Os Oleos essenciais destas plantas possuem atividade
terapéutica, bactericida, fungicida e inseticida e, recentemente, também esta sendo testada sua
atividade carrapaticida. Algumas vezes o efeito carrapaticida é atribuido aos constituintes
isolados em maior quantidade no 6leo essencial que sdo 0os componentes majoritarios. Porém,
é possivel que a atividade do componente principal seja modulada por outros compostos que
estdo em menor quantidade (CAMPQOS et al., 2012)

A utilizacdo de biocarrapaticidas oriundos do metabolismo secundario das plantas
apresenta inimeras vantagens quando comparado ao emprego de produtos organossintéticos.
Dentre estas podemos citar: sdo obtidos a partir de recursos renovaveis, sdo rapidamente
degradaveis, o desenvolvimento da resisténcia a essas substancias compostas da associacao de
varios principios ativos € um processo lento, ndo deixam residuos nos alimentos e, séo de
facil acesso e obtengdo (ROEL, 2001).

Oleos essenciais pertencentes a varias espécies de plantas tém sido extensivamente
testados para avaliar as suas propriedades como um valioso recurso natural no controle de
carrapatos. Silva et al. (2009) testaram a toxicidade da espécie Piper aduncum (Piperaceae)
proveniente da floresta amazbnica em fémeas ingurgitadas e larvas de R. microplus e
demonstraram que a mortalidade das larvas desta espécie foi devida a um constituinte do 6leo
das folhas, derivado de um fenilpropandide. Para Cardona et al. (2007) o uso do Oleo
essencial das folhas de Sapindus saponaria (Sapindaceae) € uma ferramenta promissora para
0 controle de carrapatos em bovinos, pois causam mortalidade nas fémeas ingurgitadas e
reduzem a eficiéncia reprodutiva destas. Broglio-Micheletti et al. (2009) observaram que o
Oleo extraido das sementes de Annona muricata foi eficaz em baixas concentracfes no
controle do carrapato bovino in vitro.

Para Bueno (2005), o uso de produtos naturais deve ser incentivado, mas antes devem
ser submetidos a todos os procedimentos de seguranca da mesma forma que os produtos

sintéticos.
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4. PARTE EXPERIMENTAL

Essa pesquisa foi desenvolvida no Pavilhdo Tecnolégico da Universidade Federal do
Maranhdao (UFMA) em parceria com o Laboratorio de Parasitologia Animal do Centro de
Ciéncias Agrarias e Ambientais (CCAA) da Universidade Federal do Maranhdo (UFMA),
Campos IV Chapadinha — MA e Laboratdrio de Engenharia de Produtos Naturais (LEPRON /
UFPA).

4.1 Equipamentos Analiticos e Acessorios

A metodologia adotada envolveu atividades usuais em um tratamento analitico de
plantas aromaticas, bem como os testes in vitro de atividade carrapaticida usando 0leos

essenciais.
e Liquidificador Industrial

Utilizou-se um liquidificador industrial METVISA, modelo LAR.4 para a trituracdo da

amostra.

e Analisador de Umidade por Infra-Vermelho

Utilizou-se um analisador de umidade por infra-vermelho GEHAKA, modelo 12500

para determinacdo da umidade da planta, afim de calcular o seu rendimento.
e Refratdmetro

Utilizou-se um refratdbmetro marca AABE, modelo 2 WAJ, para a medida de indice de

refracéo.
e Banho Termostatico

Utilizou-se Banho Ultratermostatico com Circulador, modelo Q214S, QUIMIS, para

resfriamento dos condensadores na destilacdo do 6leo essencial por circulacdo externa.

e Extrator de Clevenger

Utilizou-se extratores de Clevenger de vidro, acoplado a baldes de fundo redondo de
1000 mL, para extracdo do Oleo essencial, acoplado a mantas que foram usadas como fonte de

calor.
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e Centrifuga

Foi utilizada uma centrifuga FANEM, modelo 206, para separacdo do hidrolato contido

no 6leo essencial.
e Picndometro
Utilizou-se um picnémetro de 1 mL para a determinacao da densidade do 6leo essencial.
e Estufa

Utilizou-se uma estufa Eletrolab com fotoperiodo, modelo 121FC BOD, para a
realizacdo dos testes de sensibilidade larvar e o teste de imersédo de fémeas ingurgitadas.

e Balanca Analitica

Utilizou-se uma balanga analitica Electronic Balance Bioprecisa, modelo FA-2104N,

para a pesagem das teledginas.
e Compressor a Vacuo

Foi utilizado um compressor a vacuo Prismatec, modelo 131b, adaptado com uma

pipeta para contagem das larvas vivas e mortas.
e Cromatdgrafo a Gas acoplado a Espectrometro de Massas (CG-EM)

O Oleo essencial foi analisado por cromatografia em fase gasosa acoplada a
espectrometro de massas no Laboratorio de Engenharia de Produtos Naturais — (LEPRON /
UFPA) (tabela 1).

Tabela 1. Sistema CG-EM utilizado na analise do 6leo essencial

Sistema do cromatografo

Instrumento FOCUS (Thermo electron)

Auto-injetor Al 3000

Espectrometro de Massas

Instrumento DSQ I

Fonte de ionizagéo Impacto eletrdnico

Software Xcalibur

Bibliotecas de dados NIST (National Institute of Standards and
Technology, Gaithersbury, USA)
ADAMS (Allrued Publishing Corporation,
Carol Stream, IL, 804 p., 2007)
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4.2 Materiais e Reagentes
e Sulfato de sodio anidro P. A, Na;SOs, 99% de pureza; MERCK.
e Etanol, 99% de pureza; MERCK.
e Triton 2%, SIGMA ALDRICH e MERCK.
¢ Benzoato de benzila P.A, SIGMA ALDRICH.
e Pipetadores automaticos DIGIPET e EPPENDORF (2-10 pL, 10-100 uL).
e Tubos de ensaio (10x100 mm).
e Ampolas de vidro ambar.
« Papéis de filtro com tamanho 2 x 2cm (4cm?).

e Placas de Petri.

4.3 Metodologia Experimental
A seguir descrevem-se os procedimentos efetuados experimentalmente para a realizagdo

desse trabalho.

4.3.1 Coleta das folhas da Cinnamomum zeylanicum

As folhas verdes desta planta foram coletadas em marco de 2012 no municipio de Santa
Inés, Maranhdo. As exsicatas dos mesmos foram identificadas por comparagdo com exemplar
registrado no Herbario Jodo Murca Pires do Museu Paraense Emilio Goeldi (MPEG), em
Belém - PA, sob o registro MG 165477. As folhas foram secas sob ventilagdo normal e em

seguida trituradas e armazenadas em recipientes de polietileno.

4.3.2 Extracao do oleo essencial e calculo do rendimento

O 6leo essencial foi extraido das folhas previamente secas e trituradas da Cinnamomum
zeylanicum. Foram pesados 100g do material seco para obtencdo do dleo essencial. A
extracdo do Oleo foi feita por hidrodestilacdo em processo continuo por periodo de 3,0h,
usando-se sistemas de vidro do tipo Clevenger modificado, acoplados a sistemas de
refrigeracdo, com temperatura da dgua de condensacdo em torno de 10 °C (figura 5). Os 6leos
obtidos foram centrifugados e secos com sulfato de sddio anidro, armazenados em ampolas de

vidro ambar, na auséncia de oxigénio e conservados em ambiente refrigerado de 5 — 10 °C.
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Figura 5. Extrator de Clevenger acoplado a sistema de refrigeracéo

O rendimento do 6leo foi calculado através da relacdo do volume de 6leo obtido, com a
massa do material vegetal utilizado na hidrodestilagio com a base do material livre de
umidade (b.l.u.) subtraindo-se da massa de amostra a quantidade de agua.

4.3.3 Caracteristicas fisicas do 6leo essencial

Na caracterizacdo das propriedades fisicas do 6leo essencial foram determinadas a
umidade, a densidade, o indice de refracdo, a solubilidade em etanol a 90% v/v, cor e

aparéncia.
4.3.3.1 Umidade (%)

Foi pesado 2,0 g da planta seca (folhas) e colocado no analisador de umidade por infra-
vermelho a uma temperatura de andlise de 115°C por 30 minutos com taxa de secagem de
0,01%/min.

4.3.3.2 Densidade

Para o céalculo da densidade, utilizou-se um picnémetro de 1,0mL, previamente seco,

tarado e aferido, onde se adicionou a amostra do 6leo essencial.

Para calculo da densidade empregou-se a seguinte formula:
Densidade (g/mL) = M1=M
1 mL

Onde: M 1 - massa do picnémetro contendo o0 OECZ.

M - massa do picnémetro vazio.
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4.3.3.3 Solubilidade em etanol a (90%o)

Para a determinacgéo da solubilidade, utilizou-se uma mistura de &lcool/dgua a 90% (v/v)
mantendo-se constante o volume de 6leo e adicionando-se volumes crescentes da mistura

alcoolica até sua completa solubilizacéo.

4.3.3.4 Indice de refragdo

Para a determinacdo do indice de refracdo, foram utilizados tubos capilares de vidro
para adicionar a amostra do 6leo diretamente sobre o prisma de Flint do refratdmetro, a uma
temperatura de 25°C. Os resultados foram corrigidos para essas condi¢cdes experimentais e
temperatura (1AL, 2005).

4.3.3.5 Cor

A técnica realizada € a visual, feita por comparacdo das cores das esséncias com as

cores conhecidas.
4.3.3.6 Aparéncia

A técnica realizada também € a visual, onde se faz uma comparacdo das esséncias no

que diz respeito a sua transparéncia.
4.4 Andlise dos Componentes do Oleo Essencial

Para a amostra foi injetado 0,1uL de 6leo em hexano (10 ng na coluna) no sistema CG-

EM nas condicdes descritas na tabela 2.

Tabela 2. Pardmetros para a analise por CG-EM do 6leo essencial

Instrumento DSQ Il

Coluna Coluna capilar de silica DB-5 MS (30m x 0,25 mm x 0,25 pm)
Gas de arraste Hélio

Fluxo do gés de arraste 1,2 mL/min

Modo de injecédo Splitless (Split flow 20:1)

Energia de ionizacdo EIMS 70 ev

Temperatura da coluna 60 a 240°C (variacao de 3°C/min)

Temperatura do injetor 250° C

Temperatura da fonte de ions | 200° C

Temperatura da MS-interface | 200° C
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Cada composto existente nos ionscromatogramas foi identificado através da
comparagdo de seu espectro de massas (massa molecular e o padréo de fragmentacdo) com os
espectros existentes na biblioteca do sistema (NIST) e na literatura (ADAMS, 2007). Os
indices de retengdo (IR) foram determinados através da equacdo 4.1 que relaciona o tempo de
retencdo de uma série de hidrocarbonetos homélogos. Foi plotada uma curva de calibracdo
com uma série de n-alcanos (Cs-Cy4) injetados nas mesmas condi¢bes cromatogréficas das

analises das amostras.

Al(X)=100 Pz+100.[(RT(X)- RT (P2)] / [(RT (Pz+1)-RT(Pz))]  equacdo 4.1

Al: indice de retencédo aritmético

Pz: indice de retencéo aritimético do hidrocarboneto anterior a X
RT(x): tempo de retencdo do composto desconhecido

RT(Pz): Tempo de retencdo do hidrocarboneto anterior a X

RT(Pz +1): tempo de retengédo do hidrocarboneto posterior a X

4.5 Testes in vitro de atividade carrapaticida
4.5.1 Infestacdo artificial de Rhipicephalus microplus em bezerros

Trés bezerros mesticos, Holandés X Zebu, com quatro meses de idade foram utilizados
para manutencdo da populacdo de Rhipicephalus microplus. Esses procedimentos foram
aprovados pelo comité de ética de uso e experimentacdo animal, sob o registro CEUA/UFMA
n® 23115018061/2011-01 (figura 6). Cada bezerro foi infestado quinzenalmente com 4000
larvas de carrapato e as fémeas ingurgitadas foram coletadas ap6s 21 dias da infestacéo.
Durante as infestacdes, 0s bezerros foram mantidos em baias com piso suspenso, com agua e
sal mineral, e alimentados com capim elefante e racdo balanceada. Esses ensaios foram
realizados no Centro de Ciéncias Agrarias € Ambientais da Universidade Federal do
Maranhdo, Campus 1V Chapadinha - MA.
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Figura 6. Infestacdo artificial de Rhipicephalus microplus em bezerros
F¥ ¥ 2T

4.5.2 Teste de sensibilidade larvar

O teste de sensibilidade larvar foi realizado de acordo com a técnica desenvolvida por
Stone e Haydock (1962) e adaptado pela FAO (1984) e Leite (1988). Foram utilizadas
aproximadamente 100 larvas de carrapato de 14 a 21 dias de idade. Estas foram colocadas
entre dois papéis de filtro com tamanho 2 x 2cm (4cm?), impregnados com 400 pl de cada
concentracdo do Oleo essencial e do padrdo benzoato de benzila (Sigma-Aldrich), os quais
formaram um “sanduiche”. Este sanduiche foi colocado dentro de um envelope de papel filtro
ndo impregnado de tamanho 7,5 x 7,5cm, e vedado com pregadores plasticos, segundo
metodologia. Os envelopes foram acondicionados em estufa BOD com temperatura de 27 + 1
°C e UR > 80%, por um periodo de 24 horas. Apés este periodo, as larvas vivas e mortas
foram contadas com a ajuda de um compressor a vacuo adaptado com uma pipeta. Para cada
tratamento foram utilizados quatro repeticdes e os controles foram realizados com o diluente
utilizado para preparacao do 6leo essencial (triton 2%). Foram testadas as concentracdo de 50,
25, 10, 5 e 1 mg.mL™ do 6leo essencial e do padrdo benzoato de benzila. Os resultados do
teste de sensibilidade larvar foram corrigidos de acordo com a formula de Abbott (Abbott,
1925).

As concentraces letais (CLsp) e o intervalo de confianga, foram calculados para o 6leo

essencial através do software GraphPad Prism 5.0 .
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4.5.3 Teste de imersao de fémeas ingurgitadas

O teste de imersdo de fémeas de Rhipicephalus microplus foi realizado de acordo com a
técnica desenvolvida por Drummond et al. (1973). As teledginas (cepa sensivel) coletadas dos
bezerros infestados artificialmente foram lavadas em agua corrente, secas em papel toalha, e
pesadas em grupos de 10 espécimes, procurando-se obter os pesos dos grupos 0 mais
homogéneo possivel.

Cada grupo de carrapato foi submerso durante 5 minutos em 5 mL, nas diferentes
concentracdes do 6leo essencial e do padrdo benzoato de benzila (Sigma-Aldrich), 75, 50, 25,
10 e 5 mg.mL™. O controle foi realizado com o diluente utilizado para preparacdo do 6leo
essencial (triton 2%). Apoés este periodo, as fémeas ingurgitadas foram secas em papel toalha,
acondicionadas em placas de Petri e levadas a estufa BOD com temperatura de 27 + 1 °C e
UR > 80%, por 23 dias, quando as posturas foram coletadas, pesadas e acondicionadas em
seringas descartaveis modificadas para este uso. As seringas também foram acondicionadas
em estufa BOD, 27 = 1 °C ¢ UR> 80%, por mais 25 dias, para a eclosdo das larvas. Apos a
eclosdo, as larvas foram avaliadas visualmente obtendo o percentual de eclosdo. Os dados
como Peso das Teledginas (PT), Peso dos Ovos (PO) e Percentual de Eclosdo (%E), foram
avaliados e posteriormente calculados o percentual de Eficiéncia do Produto (EP) (Drummond
etal., 1973).

ER = PO x %E x 20000*
PT

* = NUmero de larvas por um grama de ovos.

EP = ER Grupo Controle — ER Grupo Tratado X 100
ER do Grupo Controle
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Rendimento e caracteristicas fisicas do 6leo essencial

O 06leo essencial obtido das folhas de C. zeylanicum por hidrodestilacdo apresentou um
rendimento de 1,03% em relagcdo ao peso de material seco utilizado (b.l.u.). O valor de
rendimento para o 6leo e algumas caracteristicas (densidade, indice de refracdo, solubilidade,
cor e aparéncia) séo apresentados na tabela 3, e comparados com dados da literatura.

Tabela 3. Caracteristicas fisicas do 6leo essencial extraido das folhas de Cinnamomum zeylanicum

Propriedades ) ) )
Oleo essencial @ | Oleo essencial ® Oleo essencial ©!

Fisico-quimicas

Rendimento (%) 1,03 1,3 1,1
Densidade (g. mL™) 1,055 1,023 1,048
indice de refracdo (Np %) 1,533 1,533 1, 533
11 1:1 1:1

Solubilidade em etanol

90% (v/v) 70%(Vv/v) 70%(v/v)
Cor Amarelo Amarelo Amarelo
Aparéncia Limpido Limpido Limpido

@ Dados do autor; ® Reis (2011); © Dias (2009)

Comparando os valores para os 6leos essenciais das folhas de C. zeylanicum com os da
literatura, pode-se observar que ha uma similaridade entre eles, no que diz respeito aos
parametros analisados. Pequenas diferencas nos valores encontrados podem ser atribuidas a
fatores tais como época de coleta, quimiotipo, diferentes tipos de solo, condi¢des e tempo de

armazenamento das folhas, entre outros.
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5.2 Composicdo quimica do 6leo essencial das folhas Cinnamomum zeylanicum

Os constituintes quimicos foram analisados por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (CG-EM). A identificacdo foi feita com base na analise dos
espectros de massa e do indice de retencdo (IR) em comparacdo com os dados da literatura
(ADAMS, 2007).

Foram identificados no total 36 diferentes compostos com concentragdes de 0,04 a
65,39%, correspondendo a 99,88% da composicao total do éleo, que é apresentado na tabela
4, com 41,62% de monoterpenos alifaticos, 5,55% de monoterpenos aromaticos, 30,52% de
sesquiterpenos, 13,87% de fenilpropandides e 8,32% de ésteres aromaticos. Com
percentagens superiores a 2%, 0s principais compostos encontrados no 6leo da folha de C.
zeylanicum foram Benzoato de Benzila (65,39%), Linalol (5,37%), E-Cinamaldeido (3,97%),
a-Pineno (3,95%), B-Felandreno (3,42%), Eugenol (3,36%) e Benzaldeido (2,68%).
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Tabela 4. Constituintes identificados no 6leo essencial de Cinnamomum zeylanicum

Constituintes IR* %

a-Pineno 932 3,95
Canfeno 946 1,68
Benzaldeido 952 2,68
B-Pineno 974 1,51
Mirceno 988 0,46
a-Felandreno 1002 0,09
a-Terpineno 1014 0,34
p-Cimeno 1020 0,2

B-Felandreno 1025 3,42
y-Terpineno 1054 0,04
Terpinoleno 1086 0,08
Linalol 1095 5,37
cis-p-Menth-2-en-1-ol 1118 0,06
Cénfora 1141 0,05
2-etenil-3-metil Fenol 1166 0,21
Benzoato de etila 1169 0,18
Borneol 1165 0,23
Terpinen-4-ol 1174 0,19
a-Terpineol 1186 0,43
Z-Cinamaldeido 1217 0,05
E- Cinamaldeido 1267 3,97
d-Elemeno 1335 0,31
a-Cubebeno 1345 0,09
Eugenol 1356 3,36
Acetato de 3-fenil-propan-1-ol 1359 0,14
a-Copaeno 1374 1,05
B-Elemeno 1389 0,18
E-Cariofileno 1417 1,4

E-Acetato de cinamila 1443 1,27
a-Humuleno 1452 0,31
D-Germacreno 1484 0,27
Biciclogermacreno 1500 0,53
d-Candineno 1522 0,1

Espatulenol 1577 0,13
Epdxido de humuleno 1608 0,16
Benzoato de benzila 1759 65,39
Monoterpenos alifaticos 41,62
Monoterpenos aromaticos 5,55
Sesquiterpenos (hidrocarbonetos e oxigenados) 30,52
Fenilpropandides 13,87
Esteres aromaticos 8,32
Total 99,88

* |R: indice de retencdo biblioteca Adams

O cromatograma do 6leo essencial extraido das folhas da espécie de C. zeylanicum €

mostrado na Figura 7 seguindo a ordem de eluicéo.
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Figura 7. Cromatograma do 6leo essencial da espécie Cinnamomum zeylanicum

RT: 3,23 - 45,04

38,80 NL:
100 6,40E8
953 TICF: MS
OECANEL
903 LA
85
803
757
703
653
60
557
503
453
403
35 ,\
303 ‘
255 11,64
20
E 18,90 22,25
153
102 5’?8 9,00 25, 02 26 11
3 [ &7t f\ r 28,08
53
e 1552 .
=N 575J\f\M 11103} 1454 I 21?\5}\ L ” 4] 2000 3143 348 36,54 / - 4125 4238
St s e L P |
5 10 15 20 30 45

Time (mln)

O pico 36 do cromatograma com o tempo de retencdo em 38,80 min, corresponde ao
benzoato de benzila. Todos os picos referidos ao cromatograma do 6leo essencial das folhas
de C. zeylanicum foram identificados por meio de seus espectros de massas.

E notéavel o alto teor relacionado ao pico 36 (TR=38,80) do cromatograma (65,39%),
posteriormente identificado como sendo o benzoato de benzila, o que evidencia esse
composto como o componente majoritario do 6leo essencial.

Abaixo estdo relacionados o0s espectros de massas dos principais picos apresentados
na Figura 7, seguindo a ordem do tempo de retencdo, e as respectivas propostas de
identificacdo através da comparacdo com os dados da literatura (ADAMS, 2007) e das

espectrotecas NIST e Adams.
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Figura 8. Espectros de massas de (A) composto com TR=5,98 do cromatograma da figura 7 e (B)
propostas de identificagdo através das espectrotecas NIST e ADAMS (a-Pineno).
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Os espectros de massas referentes a figura 8 indicam, com base na literatura (ADAMS,
2007) e nas espectrotecas NIST e ADAMS, a presenca no 0Oleo essencial do composto o-
pineno. O pico do ion molecular apresenta m/z=136, confirmando a formula CioHis. O pico
de m/z=93 para 0 a-pineno é provavelmente produzido por uma estrutura de férmula C;Hg"

formada por isomerizacéo, seguida por clivagem alilica (SILVERSTEIN et al., 2007).
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Figura 9. Espectros de massas de (A) composto com TR=11,64 do cromatograma da figura 7 e (B)
propostas de identificacdo através das espectrotecas NIST e ADAMS (Linalol).
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Os espectros de massas referentes a figura 9 indicam, com base na literatura (ADAMS,
2007) e nas espectrotecas NIST e ADAMS, a presenca no 6leo essencial do composto linalol.
Segundo a literatura, o pico do ion molecular é de dificil visualizacdo no caso de alcodis
terciarios, o que é o caso do linalol. Para este composto, cuja formula molecular é C1oH;50, 0
pico do ion molecular é m/z =154 [M]. O pico 136 [M — 18], corresponde a perda de agua,
enquanto o pico m/z =121 [M — 18 — 15] é correspondente a perda de dgua e grupo metila. O
linalol € um alcool terciario, e para compostos dessa natureza é frequente a quebra de ligacao
carbono—carbono vizinha ao 4tomo de oxigénio, com eliminacdo do maior grupo, o que fica
evidenciado no pico de m/z=71 (H,C=CH-COH"-CHa) e pelo pico de m/z=83 [(CH3),C=CH-
CH,-CH_]. O pico com m/z=93 ¢ devido a eliminacio de agua (M - 18) e do grupo CsHg" (M
- 44) (SILVERSTEIN et al., 2007).
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Figura 10. Espectros de massas de (A) composto com TR=18,90 do cromatograma da figura 7 e (B)
propostas de identificacdo através das espectrotecas NIST e ADAMS (E-Cinamaldeido).

100 131

A _

BDE ff \\

RO~ 32 — \\ g

_ 103 H

20— 51 —
12, " 01 flees |13
S

100

me)
1

oo
=
]

103 i

o
L=

i
=1

oo vl ool
[
oo

51

=]
L]

=]

Os espectros de massas referentes a figura 10 indicam, com base na literatura (ADAMS,
2007) e nas espectrotecas NIST e ADAMS, a presenca no 0leo essencial do composto E-
Cinamaldeido. O pico do ion molecular apresenta m/z=132, confirmando a formula CqHsgO.
Aldeidos aromaticos exibem picos de ion molecular intensos, e a perda de um atomo de
hidrogénio por segmentagdo o ¢ um processo muito favoravel (PAVIA et al., 2010). O pico
M-1 resultante pode ser mais intenso do que o pico do ion molecular, e este é o caso do E-
Cinamaldeido. E comum também para aldeidos arométicos a formacéo do fragmento M-29,
no caso do E-Cinamaldeido o pico com m/z= 103. E possivel observar na figura 10 a presenca
do pico com m/z=77, corresponde ao ion CgHs', tipico de aromaticos, que, por sua vez,
elimina HC=CH para dar o ion C4Hs" (m/z=51) (SILVERSTEIN et al., 2007).
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Figura 11. Espectros de massas de (A) composto com TR=38,80 do cromatograma da figura 7 e (B)

propostas de identificacdo através das espectrotecas NIST e ADAMS (Benzoato de Benzila).
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Os espectros de massas referentes a figura 11 indicam, com base na literatura (ADAMS,
2007) e nas espectrotecas NIST e ADAMS, a presenca no 6leo essencial do composto
benzoato de benzila. O pico do ion molecular apresenta m/z=212, confirmando a formula
C14H120,. O pico com m/z=194 é resultante da eliminacdo de H,O [M — 18]. Ja o pico base,
m/z=105, é em decorréncia da formacéo do ion estavel C¢HsC=0", caracteristico de ésteres. O
pico com m/z=91 é caracteristico do cation tropilio (C;H;") e o pico de m/z=65 é resultante da
eliminacdo neutra de acetileno (C;H;) do ion tropilio. Ja o pico com m/z=77, corresponde ao
fon CsHs", tipico de aromaticos (SILVERSTEIN et al., 2007).

De acordo com trabalhos anteriores sobre o 6leo de C. zeylanicum, percebe-se que o
quimiotipo mais comum encontrado no 6leo das folhas é o eugenol. Em outros trabalhos foi
observado que o 6leo das folhas de C. zeylanicum revelou quantidades significativas de
eugenol, safrol, benzoato de benzila, acetato de (E)-cinamila e acetato de hidrocinamila (
DIAS, 2009, LIMA et al., 2005, REIS, 2012, MORSBACH et al., 1997, NATH et al., 1996,
MAIA et al., 2007). Portanto, deve-se considerar que estes quimiotipos de C. zeylanicum
podem resultar do gendétipo da planta, levando em consideragdo, principalmente, a estacdo do
ano, o clima e o local de coleta.

A espécie de C. zeylanicum estudada pertence ao quimiotipo benzoato de benzila, que

segundo literatura, € utilizado comercialmente como um medicamento sarnicida de uso topico
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que possui acdo acaricida contra varios parasitoses, 0 que sugere 0 uso potencial deste 6leo
para esta finalidade (SILVA et al., 2009), portanto, pode apresentar interesse para a
farmacéutica tradicional. No presente trabalho, obteve-se uma agdo carrapaticida com este
componente no controle do carrapato bovino R. microplus. J& em um trabalho recente no
municipio de Olinda — PE (NEVES et al., 2009), relataram que o 6leo essencial das fohas de
C. zeylanicum contendo como componente majoritario o benzoato de benzila (64,4%), obteve
uma acdo acaricida contra o acaro rajado (Tetranichus urticae). C. zeylanicum contendo
elevada porcentagem de benzoato de benzila (65,4%) no dleo das folhas foram coletadas no
Vale de Brahmaputra, india (NATH et al., 1996). No entanto, embora esse tipo de 6leo de
folhas contendo benzoato de benzila tenha sido relatado anteriormente, a sua ocorréncia como
um componente principal ¢ pouco conhecida. Glichitch, citado por (GUENTHER, 1950)
observou, baseado em investigacdo de amostras de diferentes origens, que 0leos com baixos
teores de eugenol continham, em geral, quantidades relativamente grandes de benzoato de
benzila e de ésteres cinamilicos, como é o caso do exemplar estudado e também os
exemplares estudados por (NATH et al., 1996 e NEVES et al., 2009), onde valores
surpreendentemente altos de benzoato de benzila sdo encontrados para o 0leo essencial de

folhas de C. zeylanicum.

5.3 Avaliacdo da atividade larvicida

No teste com 0Oleo essencial de C. zeylanicum foi observado que nas concentracfes de
50, 25, 10, 5 e 1 mg.mL™ a taxa de mortalidade das larvas foi de 100%, 99,8%, 99%, 98,9% e
41,1%, respectivamente (tabela 5). Diante deste resultado, o intervalo testado foi reduzido
para concentragdes abaixo de 1mg.mL™, onde constatou-se que o 6leo ndo demonstrou uma
boa eficiéncia sobre larvas de R. microplus. J4 para o padrdo de benzoato de benzila,
componente majoritario do Oleo essencial, a atividade larvicida foi testada nas seguintes
concentracdes 25, 15, 10, 5, 4 mg.mL™, onde a taxa de mortalidade das larvas foi de 100%,
100%, 100%, 85% e 68,2%, respectivamente (tabela 5). Em concentracdes abaixo de 4
mg.mL™ também constatou-se que o padrdo ndo apresentou resultado satisfatorio para larvas
de R. microplus.

Analisando o 6leo e o padrdo do seu constituinte majoritario, constatou-se que nas
concentracdes a partir de 5 mg.mL™ e 4 mg.mL™, obteve-se um percentual de mais de 50%

para as taxas de mortalidade, apresentando eficiéncia sobre as larvas de R. microplus.
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Balbino et al., (2008), reportaram a atividade larvicida de 6leo essencial de Piper
xylosteoides rico em safrol, a-pineno, limoneno, aristoleno e zingibereno sobre as larvas de R.
microplus, constatando que na concentragdo mais elevada, este 6leo chegou a matar 97% do
total de larvas do carrapato. No presente estudo 0 a-pineno apresentou um teor de 3,97%.

A concentracdo letal para 50% da populacdo foi de 1,005 mg.mL™ para o éleo de C.
zeylanicum (tabela 5) e 3,368 mg.mL™ para o padréo do seu componente majoritario (tabela
5). Comparando-se estas taxas de mortalidades, percebe-se que o 6éleo essencial das folhas de
C. zeylanicum demonstrou melhor atividade larvicida contra o R. microplus, indicando que a
mistura de componentes do Gleo age de maneira mais eficaz que o padrdo isolado, ou seja,
isto sugere que os demais constituintes do éleo podem ter interagido de forma sinérgica ou
aditiva com o benzoato de benzila, contribuindo para seus efeitos toxicos. De fato, é
frequentemente observado que as complexas composi¢des quimicas dos 6leos essenciais sao
mais eficazes do que compostos puros (DON-PEDRO, 1996, MIRESMAILLI et al., 2006,
SINGH et al., 2009). Combinagdes de compostos sdo em geral mais desejaveis, de vez que
ndo somente o espectro de acdo € aumentado, mas também porque varias pragas tornam-se
mais suscetiveis a elas (SINGH et al., 2009).

Apel et al., (2009), testaram o 6leo essencial das folhas de cinco espécies de Cunila em
concentracdes de 2,5, 5 e 10 uL.mL ™ (20,25, 0,5 e 1%). C. angustifolia e C. incana causaram
100% de mortalidade de larvas de R. microplus na concentracdo mais baixa e C. spicata, a
uma concentracdo de 5 uL.mL ™, C. incisa e C. microcephala tiveram ago insignificante. Os
principais compostos encontrados nestas plantas foram a-pineno, B-pineno, sabineno,
mentofurano e 1,8-cineol. Neste estudo também encontrou-se 0S compostos o-pineno
(3,97%.), B-pineno (1,51%).

Embora o modo de acdo da grande maioria dos dleos essenciais ndo seja conhecido
(KIM et al., 2004), a rapida acdo de alguns 6leos contra os acaros € indicativa de uma acgéo
neurotéxica (ISMAN, 2006). A acdo do Oleo essencial de C. zeylanicum poderia estar
associada a uma resposta neurotdxica, contudo estudos adicionais Sdo necessarios para

esclarecer esta hipotese.
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Tabela 5. Percentual de mortalidade e CLs, do 6leo essencial de C. zeylanicum e de Benzoato de

Benzila (padréo) para larvas de R. microplus.

Larvas
Amostra Mortalidade CL 5o IC 95% R?
(%) (mg.mL™)

Controle Triton 2% 0,0

50 mg.mL™ 100,0

25 mg.mL™* 99,8

Oleo essencial 10 mg.ml__ll 99,0

de C. zeylanicum 5 mg.mL ) 98,9 1,005 0,989-1,021 0,8421

1 mg.mL" 41,1
0,95 mg.mL™ 1,9
0,85 mg.mL™ 1,6
0,75 mg.mL™* 1,1
Controle Triton 2% 0,0

25 mg.mL™* 100,0

15 mg.mL™ 100,0

10 mg.mL™ 100,0

gzgzﬁzt(()piz 0) 5 mg'mL_i 84,9 3,368 3,14-3,60 0,9700

4 mg.mL’ 68,1
3mg.mL* 36,7
2 mg.mL* 1,7
1 mg.mL* 0,0

CL 50 = Concentracdo (mg.mL™), IC = Intervalo de Confianca, R? = Coeficiente de Correlacio

5.4 Acdo sobre fémeas ingurgitadas

No que se refere ao teste de imersdo de adultos, foi observado que, tanto o Oleo
essencial como o padrdo benzoato de benzila ndo ocasionaram mortalidade direta nas fémeas
ingurgitadas de R. microplus, mas interferiram no processo de reproducdo dos carrapatos,
ocasionando diminuicdo na producdo de ovos e diminuicdo na eclodibilidade e mortalidade
das larvas.

De acordo com a tabela 6, observou-se que, conforme as concentracBes do Oleo
essencial e do padrdo de benzoato de benzila aumentavam, a oviposicao foi reduzindo e a
diminuicdo da eclodibilidade foi se tornando mais acentuada, demonstrando aqui que ambos
agiram prioritariamente na eclosdo dos ovos e, consequentemente, suas eficiéncias também

foram aumentando, portanto, apresentando assim um controle parcial sobre o carrapato
bovino.
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Assim como no teste de larvas, percebeu-se que o Oleo essencial das folhas de C.
zeylanicum demonstrou ser mais eficiente que o padrdo benzoato de benzila contra o R.
microplus, fator que pode ser atribuido a presenca dos componentes minoritarios do 0leo.

No presente trabalho, assim como descrito por Gazim et al (2011), observou-se que 0s
6leos essenciais de algumas plantas arométicas podem interferir nos processos reprodutivos
dos carrapatos, ocasionando diminuigdo do nimero e peso dos ovos, diminui¢do de eclosdo de
larvas e mortalidade de larvas.

Né&o foram encontrados trabalhos na literatura que reportem a atividade carrapaticida de
C. zeylanicum com o quimiotipo benzoato de benzila, mas sdo conhecidas atividades acaricida
e inseticida dos diversos componentes quimicos do 6leo essencial das folhas desta planta. Um
estudo sobre a relagcdo de monoterpenos estrutura/atividade como acaricida contra Psoroptes
cuniculi (PERRUCI et al.,1995) mostrou uma alta atividade in vitro do linalol e eugenol nessa
espécie de acaro. Em estudos realizados por Yang et al. (2005), linalol e acetato de cinamila
mostraram atividade inseticida contra Pediculus humanus capitis, confirmando assim 0s
relatorios anteriores sobre propriedades inseticidas de acetato de cinamila (CHENG et al.,
2004). Recentemente (NEVES et al., 2009) relataram que o 6leo das folhas de C. zeylanicum,
contendo como componentes majoritarios benzoato de benzila, E-cariofileno e a-copaeno,
exercem acdo fumigante contra o acaro rajado (Tetranidus urticae), os quais podem ser
usados no controle integrado deste acaro. Oh et al. (2012) demonstraram que o 6leo essencial
e extratos de Lindera melissifolia (Lauraceae), que apresenta fracdes de p-cariofileno, a-
humuleno, germacreno-D e p-elemeno, apresentaram uma repeléncia significativa em
carrapatos e um efeito repelente moderado em mosquitos.

O oleo essencial de Copaifera reticulata, a arvore de copaiba, apresenta atividade
carrapaticida sobre larvas de R. microplus (FERNANDES et al., 2007). Segundo Gazim et al.
(2011), a planta Tetradenia riparia (Lamiaceae) apresenta alta atividade carrapaticida sobre
R. microplus. Estes autores observaram alta mortalidade de fémeas ingurgitadas em baixas
concentracdes do 6leo essencial desta planta, reducdo do niumero e peso de ovos, diminuicédo
de eclosdo de larvas e mortalidade de larvas. Soares (2003) testando Azadirachta indica
(neem) in vitro sobre fémeas ingurgitadas de R. (B) microplus obteve eficacia acima de 95%
tanto para solucdo aquosa quanto para alcodlica. No entanto, testando o Cymbopogon citratus
(capim cidreira) obteve eficacia de apenas 48%.

Assim como no presente experimento, existem diversos 6leos essenciais de varias
plantas aromaticas, que em baixas concentragdes, ndo apresentam 100% de eficcia sobre o R.

microplus, mas poderiam ser utilizados de forma auxiliar no manejo, uma vez que possuem
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acdo acaricida e apresentam controle parcial do parasita. Portanto, o uso de éleos essenciais é
uma interessante opgdo para diminuir a aplicagdo de acaricidas quimicos, embora geralmente
apresentem uma eficéacia inferior a estes produtos.

Desse modo, estes resultados indicam que o 6leo de C. zeylanicum poderia representar
uma alternativa possivel para o controle do R. microplus e incentivar ainda mais estudos para
avaliar a sua eficiéncia também em outros tipos de acaros.

Estes resultados sugerem que o Gleo essencial de C. zeylanicum é uma alternativa
promissora para 0 manejo sustentdvel de carrapatos bovinos, pois a utilizacdo destes
compostos tendem a apresentar menor toxicidade aos mamiferos, rapida degradacdo ao meio
ambiente, desenvolvimento lento de resisténcia, eficacia e seguranca para os aplicadores e
consumidores. Constata-se, no entanto, a necessidade de se realizar novos estudos para

otimizar a aplicacdo do 0leo de C. zeylanicum como agente acaricida.

Tabela 6. Eficiéncia do 6leo essencial de C. zeylanicum e de Benzoato de Benzila (padrdo) no teste

de fémeas ingurgitadas de R. microplus

Fémeas Ingurgitadas

Amostra IPO Red. O Eclodibilidade EP (%)
Controle Triton 2% 53,2 100,0%
75 mg/ml 48,0 9,9% 49,6% 55,3
) . 50 mg/ml 48,4 9,1% 58,5% 46,8
og";;?:ﬂicc'ﬂ'rnde 25 mg/ml 55,4 0,0% 69,9% 27,3
10 mg/mi 57,6 0,0% 75,5% 18,3
5 mg/ml 56,2 0,0% 85,0% 10,4
Controle Triton 2% 62,4 96,0%
25 mg/mi 53,7 14,0% 83,8% 24,9
Benzoato de 15 mg/mi 57,5 7,8% 92,8% 10,9
Benzila (padréo) 10 mg/ml 58,1 6,9% 94,0% 8,8
5 mg/ml 59,0 5,4% 94,8% 6,6
1 mg/ml 59,4 4,8% 96,3% 45

IPO = Indice de Produgéo de Ovos, Red. O = Reducéo da Oviposicio, EP = Eficiéncia do Produto
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6. CONCLUSOES

A anélise da composicdo quimica do 6leo essencial por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (CG-EM) permitiu a identificacdo de monoterpenos, sesquiterpenos,
fenilpropandides e ésteres aromaticos, confirmando a diversidade metabdlica existente na
espécie de C. zeylanicum.

O 6leo essencial de C. zeylanicum mostrou uma composicdo em que Benzoato de
Benzila, Linalol, E-Cinamaldeido, a-Pineno ¢ B-Felandreno foram os principais constituintes,
onde o Benzoato de Benzila foi caracterizado como quimiotipo.

O presente estudo demonstrou que a espécie C. zeylanicum forneceu um éleo essencial
cujo rendimento foi de 1,03% (m/m), o qual foi considerado de valor elevado em relacéo a
extracdo de outros 0leos essenciais de plantas aromaticas, e as constantes fisicas apresentaram
valores semelhantes aos valores obtidos pela literatura e pelo padrdo usado para as suas
comparagoes.

A atividade larvicida do 6leo essencial das folhas de C. zeylanicum contra as larvas de
R. microplus foi maior que o padrdo benzoato de benzila, fator que pode ser atribuido a
presenca dos componentes minoritarios do 6leo. Ja para o teste de imersdao de adultos,
observou-se que tanto o 0leo essencial como o padrdo benzoato de benzila ndo ocasionaram
mortalidade direta nas fémeas ingurgitadas de R. microplus, mas interferiram no processo de
reproducdo desses carrapatos, ocasionando diminuicdo na producdo de ovos e diminui¢do na
eclodibilidade e mortalidade das larvas, apresentando assim, controle parcial para o carrapato
bovino.

Considerando-se os resultados obtidos, constatou-se que este € o primeiro trabalho que
registra a atividade carrapaticida do 6leo essencial de C. zeylanicum sobre R. microplus,
configurando-o como uma possivel alternativa para produtos convencionais sintéticos, e que
podem fazer parte de nova geracdo de compostos biologicamente ativos com potencial para
utilizacdo no controle sustentavel de carrapatos bovinos. No entanto, apesar das vantagens da
utilizacdo de biocarrapaticidas convencionais, € preciso que se desenvolvam mais pesquisas

para comprovar a eficiéncia destes novos produtos com carrapatos.
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