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APRESENTACAO

A autora é formada em Licenciatura Plena em Ciéncias Biologicas pela Universidade Federal
Rural de Pernambuco - UFRPE e Tecnologia em Gestdo Ambiental pelo Instituto Federal de
Educacdo, Ciéncia e Tecnologia de Pernambuco - IFPE. Iniciou sua pesquisa com
fitoterapicos, no Departamento de Microbiologia da UFRPE sob orientacdo da Profé. Dra.
Rosa Maria Nunes Galdino. Posteriormente, ingressou na area educacional lecionando no
Ensino Fundamental 11 em escolas publicas e privadas. Ao ingressar no IFPE, participou da
selecdo para o projeto de pesquisa e extensdo, coordenado pela Profé. Dra. Maria Nubia
Medeiros de Araljo Frutuoso, “Acdo interdisciplinar para a sustentabilidade socioambiental
de mercados publicos da regido metropolitana do Recife”, no ano de 2012, sendo aprovada.
Seu primeiro plano de trabalho, como bolsista do Programa PIBIC/CNPq, dentro desse
projeto, intitulou-se “Estudo quimico de plantas comercializadas em mercados publicos na
regido metropolitana do Recife”, tendo como objetivo geral desenvolver um estudo de modelo
de implementacdo e gestdo dos mercados publicos da regido metropolitana do Recife,
observando aspectos relacionados ao manejo e uso de plantas medicinais para elaboragéo de
uma proposta de gestdo ambiental. Em 2013, novamente como bolsista do Programa
PIBIC/CNPq, trabalhou com o plano de trabalho intitulado “Atividade biologica do 6leo
essencial de plantas medicinais comercializadas em mercados publicos da regido
metropolitana do Recife”, tendo como um dos objetivos observar os aspectos relacionados a
salide e seguranca alimentar do manejo e uso de plantas medicinais, realizar levantamento das
plantas produtoras de 6leo essencial comercializadas em mercados publicos, avaliando as
atividades biologicas, objetivando uma proposta de gereciamento ambiental. No ano de 2014,
em seu terceiro ano de iniciacdo cientifica (bolsa PIBIC/CNPq) trabalhou o plano “Avaliagido
do teor e da composicdo quimica do 6leo essencial de plantas medicinais comercializadas em
mercados publicos da regido metropolitana do Recife — PE”, onde estudou a influéncia do
método de conservacdo das plantas medicinais comercializadas por feirantes de mercados
publicos no teor e rendimento de seus 0leos essenciais. Todos os trabalhos foram orientados
pela Prof?, Dra. Sofia Suely Ferreira Branddo Rodrigues do Instituto Federal de Pernambuco.
A culminancia da graduacdo em Gestdo Ambiental se deu com a defesa da monografia
“Avaliagdo do uso e conservagdo de plantas medicinais comercializadas no mercado publico
de Casa Amarela, Recife — PE: problemaéticas e proposi¢des”, orientada pela Prof. Dra. Maria
NUbia Medeiros de Araujo Frutuoso, com co-orientacdo da Profd. Dra. Sofia Suely Ferreira
Branddo Rodrigues. Fruto desse trabalho foi escrito e aprovado artigo na revista Holos. Apés
0 termino da segunda graduacdo prosseguiu com o mestrado na mesma éarea, no qual
trabalhou com o controle de vetores por meio de sistemas de liberacdo controlada com
atividade larvicida frente ao mosquito Aedes aegypti.
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RESUMO

Aedes aegypti € 0 mosquito com maior dispersdo em areas urbanas do mundo e de grande
importancia para a medicina por se tratar de um vetor de quatro sorotipos do flavivirus, agente
causador da dengue classica. Nao existe vacina para a dengue, sendo suas principais formas
de controle as medidas de combate, eliminando os locais onde ocorre a oviposi¢do do
hospedeiro e seu desenvolvimento. Esse controle é realizado através de aplicacbes de
inseticidas, larvicidas e repelentes. No entanto, o frequente uso desses produtos tem causado
a resisténcia ao mosquito transmissor da dengue. Diversas pesquisas tém sido realizadas no
intuito de encontrar substancias de origem vegetal que possam servir de alternativa para o
controle da dengue. Neste sentido, as plantas medicinais tém-se mostrado promissoras quanto
a sua acgéo larvicida, inseticida e deterrente que agregada a novas tecnologias, viabiliza novos
produtos que ndo sejam nocivos ao meio ambiente. Sistemas de liberacdo controlada do
principio sdo alternativas que podem aumentar o periodo de aplicacdo do larvicida a ser
testado, garantindo-lhe um maior tempo de acdo. Tais sistemas contendo Gleo essencial se
apresentam como importantes estratégias para o controle desse vetor. Sendo assim, as plantas
aromaticas, por meio de seus Oleos essenciais, obtidos através do seu metabolismo
secundario, apresentam-se como Vviaveis para 0 combate a esse mosquito. Diante disso, 0
objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade larvicida do 6leo essencial extraido de partes
aéreas de Croton rhamnifolioides puro e em formulacfes de nanocéapsulas frente a larvas na
fase L3 de Aedes aegypti. O dleo essencial foi extraido das folhas por hidrodestilacdo, usando
um aparelho de Clevenger adaptado. A analise dos 6leos essenciais foi feita por cromatografia
gasosa acoplada a um espectdbmetro de massas (CG/MS). Foram produzidas formulacGes
contendo concentracBes que variaram de 40 a 80 pg/mL de dleo essencial puro e
nanocapsulas de policaprolactona com variacdo de 30 a 80 pg/mL com o Oleo essencial
encapsulado. Os ensaios larvicidas foram realizados utilizando-se 20 larvas por teste, em um
copo contendo 100 ml de agua destilada, realizando-se triplicata nas concentracdes pré-
estabelecidas para cada dosagem, de acordo com o protocolo estabelecido pela Organizagéo
Mundial de Saude. Como resultados, obtiveram-se os valores de CLsy que variaram de 26,3
ug/mL a 52,2 pg/mL e CLgo variando de 37,8 pg/mL a 68,7 pg/mL para o 6leo puro. J& para o
6leo encapsulado o valor de CLsg foi 63,4 pg/mL e CLg de 104,8 pg/mL. O 6leo puro foi
considerado fortemente ativo (CLsp < 50 pg/mL) contra as larvas de A. aegypti e
moderadamente ativo (CLsp < 100 pg/mL) para o 6leo encapsulado. Levando em conta a
prospeccdo do 6leo essencial testado, podemos afirmar que 0 mesmo apresentou-se como
fortemente ativo contra as larvas do mosquito Aedes aegypti. Isto sugere que o 6leo dessa
espécie vegetal pode ser uma alternativa no combate ao vetor da dengue, diminuindo o
impacto sobre o ambiente e a salde da populacdo, porém sdo necessarias pesquisas mais
aprofundada, uma vez que o 6leo apresenta diversas variaveis que precisam ser controladas.
Estudos mais profundos também sdo necessarios no método de encapsulacdo do 6leo com os
polimeros sintéticos para que se possa determinar um perfil de liberacdo mais adequada.

Palavras-Chaves: Aedes aegypti. Oleos essenciais. Larvicida. Croton rhamnifolioides. Nanoparticulas.



ABSTRACT

Aedes aegypti is the mosquito with the greatest dispersion in urban areas of the world and of
great importance for medicine because it is a vector of four serotypes of flavivirus, the
causative agent of classical dengue fever. There is no vaccine for dengue, its main forms of
control being the combat measures, eliminating the sites where the oviposition of the host
occurs and its development. This control is carried out through applications of insecticides,
larvicides and repellents. However, the frequent use of these products has caused resistance to
mosquitoes transmitting dengue. Several researches have been carried out in order to find
substances of plant origin that can serve as an alternative for the control of dengue. In this
sense, medicinal plants have shown promise for their larvicidal, insecticidal and deterrent
action, which, combined with new technologies, enables new products that are not harmful to
the environment. Controlled release systems of the principle are alternatives that can increase
the period of application of the larvicide to be tested, guaranteeing a greater time of action.
Such systems containing essential oil present themselves as important strategies for the
control of this vector. Thus, the aromatic plants, through their essential oils, obtained through
their secondary metabolism, are presented as viable to combat this mosquito. Therefore, the
objective of this work was to evaluate the larvicidal activity of essential oil extracted from
aerial parts of pure Croton rhamnifolioides and in formulations of nanocapsules against larvae
in the L3 phase of Aedes aegypti. The essential oil was extracted from the leaves by
hydrodistillation using an adapted Clevenger apparatus. The essential oils were analyzed by
gas chromatography coupled to a mass spectrometer (CG / MS). Formulations containing
concentrations ranging from 40 to 80 pug / mL of pure essential oil and polycaprolactone
nanocapsules ranging from 30 to 80 pg / mL with the encapsulated essential oil were
produced. The larvicidal assays were performed using 20 larvae per test in a beaker
containing 100 ml of distilled water, with triplicate being performed at the pre-established
concentrations for each dosage, according to the protocol established by the World Health
Organization. , LC50 values ranging from 26.3 pg / mL to 52.2 pg / mL and LC90 ranging
from 37.8 pg / mL to 68.7 pg / mL were obtained for pure oil. For the encapsulated oil the
LC50 value was 63.4 ug / mL and the CL90 was 104.8 ug / mL. Pure oil was considered
strongly active (LC50 <50 ng / mL) against A. aegypti larvae and moderately active (LC50
<100 pg / mL) for the encapsulated oil. Taking into account the prospecting of the essential
oil tested, we can affirm that it presented itself as strongly active against the larvae of the
Aedes aegypti mosquito. This suggests that the oil of this plant species may be an alternative
in combating the vector of dengue, reducing the impact on the environment and the health of
the population, however further research is needed, since the oil presents several variables that
need to be controlled . Further studies are also required in the method of encapsulating the oil
with the synthetic polymers so that a more suitable release profile can be determined.

Keywords: Aedes aegypti. Essencial oils. Larvicida. Croton rhamnifolioides. Nanoparticles.
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1 INTRODUCAO

Quando abordamos sobre as condi¢des de salde da populacgdo, as preocupacdes viram
interesse de todos, uma vez que o ambiente onde se vive vai interferir significativamente na
sua qualidade de vida. As transformacdes, quase que irreversiveis no meio ambiente afetam a
qualidade de vida de todos que a rodeiam. Tantas modificagOes tem afetado diretamente a
salde ambiental. Um exemplo préatico dessas modificacdes, podemos visualizar no aumento
da densidade de insetos Aedes aegypti, o qual esta relacionado com seu comportamento
sinantrépico (adaptados a viver em centros urbanos) e ao habito antropofilico (capacidade de
localizar atividade humana).

Para prevenir as doencas ocasionadas por essa espécie, tais como dengue, zika virus e
febre chikungunya, a populacdo e a comunidade cientifica tém-se alarmado, verificando a
necessidade de impedir a infeccdo pelo controle do vetor, reduzindo a transmissao ou
blogueando o mosquito, papel esse exercido por meio das politicas de Saude Publica, uma vez
que ndo existe vacina para combater o virus transmitido (CHIARELLA, 2016; BRAGA e
VALLE, 2007).

Nesse sentido, o controle do mosquito vem sendo realizado por meio do uso de
larvicidas sintéticos, tornando-se um dos métodos mais praticados para o controle de vetores
em Saude Publica (ROSE, 2001). O uso constante desses produtos tem ocasionado diversos
danos a0 meio ambiente, seja no ar ou na agua, interferindo diretamente na satde do ser
humano, além de ocasionar varios transtornos ambientais, sociais e econdmicos (JINTANA et
al., 2015).

Tendo em vista a necessidade de uma tecnologia limpa, de um novo método para o
controle do vetor, que seja viavel no ponto de vista ambiental e econémico, que ndo agridam e
nem degradem o meio ambiente e que contribuam de forma positiva para o crescimento
cientifico, que seja toxico apenas contra o vetor e que ndo cause modificacBes significativas
nas caracteristicas da agua (OMS, 2006), a utilizacdo de plantas medicinais como método
alternativo ao uso dos inseticidas sintéticos tem sido bastante investigado. Muitas destas
plantas apresentam atividade larvicida contra o mosquito A. aegypti devido & presenca de
varias substancias organicas que agem de forma isolada ou sinérgica (SANTQOS, 2014).

Dentre estas plantas, Croton rhamnifolioides, conhecida popularmente como “quebra-
faca”, € utilizada também no controle de vetores (SANTOS, 2014), podendo ser empregado
como um inseticida natural, sendo uma alternativa sustentavel para programas de controle de

vetor contra a dengue.
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Aliada a este fato, a biotecnologia tem investido no desenvolvimento de
nanoparticulas biodegradaveis, tendo como objetivo obter a liberagcdo controlada de ativos,
com uma concentracdo ideal (SOPPIMATH et al., 2001). Sendo assim, a utilizacdo de
nanoencapsulacdo no controle do vetor, utilizando os Oleos essenciais como agentes
larvicidas, no ambito da Saude Publica, pode-se apresentar como uma alternativa viavel.

Diante do exposto, a presente dissertacdo avaliou a atividade larvicida do dleo
essencial de Croton rhamnifolioides utilizando sistemas de liberacdo controlada por meio de
nanocapsulas que visam o encapsulamento do oéleo essencial extraido da Croton
rhamnifolioides, bem como sua agéo isolada para o combate a0 mosquito Aedes aegypti,
visando a obtencdo de novos biolarvicidas potenciais, que agridam menos 0 meio ambiente e
mais eficazes no controle do vetor, causando um menor impacto ambiental, melhorando

assim, a qualidade de vida dos seres humanos.
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1.1 OBJETIVOS
1.1.1 Objetivo geral

Avaliar a atividade larvicida do 0leo essencial de Croton rhamnifolioides através de sistemas
de liberacdo controlada, com producdo e caracterizacdo de nanocépsulas a base de
policaprolactona e de dleo essencial da planta Croton rhamnifolioides, para o combate ao

mosquito Aedes aegypti.
1.1.2 Objetivos especificos

e Extrair 6leo essencial de partes aéreas de Croton rhamnifolioides e determinar a
composi¢do quimica por CG-MS.

e Produzir e caracterizar nanocapsulas de policaprolactona contendo nucleo oleoso de
Croton rhamnifolioides.

e Determinar a taxa de encapsulacdo do ativo nas nano e microparticulas, através do
doseamento dos componentes principais dos 6leos essenciais por cromatografia
liquida de alta performance (CLAE) e espectrofotometria de absorcdo no UV-Visivel.

e Auvaliar a atividade larvicida do 6leo puro e das nano e microparticulas contendo 6leo

essencial frente a larvas na fase L3 de Aedes aegypti.
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2 REVISAO DA LITERATURA

Esta secdo estd separada em sete subitens que dizem respeito as sete categorias
teoricas classificadas de suma importancia para a contextualizacdo e justificativa do estudo
em questdo, sdo elas: Saude ambiental, Aedes aegypti, biolarvicidas, plantas medicinais,

Croton rhamnifolioides, 6leo essencial e sistemas de liberagéo controlada.
2.1 Saude ambiental

E notério que o discurso em torno das questdes ambientais vem englobando
preocupaces crescentes, quando se referi na relacdo existente entre satide e ambiente. Mesmo
nosso pais sediando importantes eventos ambientais, envolvendo-se inteiramente nestas
discusses e dispondo de diversos marcos legais e normativas que subsidiam a sadude puablica,
como por exemplo, a Constituicdo Federal e Lei Organica da Salde, a realidade no Brasil €
que existe um afastamento exorbitante entre as acdes em salde e sua ligacdo com as questdes
ambientais (SANTOS et al, 2011).

Nesse contexto, o documento que recomenda a formulacdo da Politica Nacional de
Satde Ambiental (PNSA), fundamenta a necessidade de conciliar a atencdo a saude de
individuos e coletividades, beneficiando as a¢bes de atengdo basica, voltada a promogdo da
salde, diante das principais necessidades de salde da populagdo (BRASL, 2007).

A elaboracdo de uma politica nacional de saide ambiental é um grande avanco, uma
vez que se posiciona como uma politica agregadora e interdisciplinar, possibilitando a
promocdo de salde ambiental, onde as enfermidades ndo estdo relacionadas ao funcionamento
biolégico do corpo humano e sim, sua interacdo com o ambiente social e politico, uma vez
que é considerada uma politica pablica intersetorial. A complexidade em interpretar 0s novos
padrdes de salde — doenca propde uma estratégia interdisciplinar, agregando o conhecimento
de diversas areas. Nesse sentido, nasce 0 campo da satde ambiental, procurando demonstrar
uma relacdo entre a salude humana e a dos ecossistemas, de forma interdependente, de
maneira que as questdes ambientais sdo apontadas como questdes de risco para a qualidade de
vida do ser humano. O campo da saude ambiental busca associar a saide humana aos fatores
do meio ambiente natural e antropico, tendo a necessidade de elaborar marcos, capazes de
intervir na relagdo entre meio ambiente-satide-desenvolvimento econémico e social. Para
isto, sua elaboracdo exigiu um novo conceito de salide e de natureza (meio ambiente)
(RAMOS, 2013).

Quando se pensa em meio ambiente, vem logo na mente as areas naturais como,
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matas, florestas, rios, lagos entre outros. No entanto, meio ambiente é muito mais que isso,

compreende-se como:

“O conjunto de condigdes, leis, influéncias e interacdes de
ordem fisica, quimica e bioldgica, que permite, abriga e rege a
vida em todas as suas formas” (Lei n° 6.938 de 31/08, Brasil,
1981).

Este conceito foi aperfeicoado pela Resolucdo do Conselho Nacional de Meio
Ambiente — CONAMA:

“Meio Ambiente ¢ o conjunto de condigdes, leis, influéncias e
interacGes de ordem fisica, quimica, bioldgica, social, cultural e
urbanistica que permite, abriga e rege a vida em todas as suas
formas” - Resolu¢gdo CONAMA N° 306/2002 (BRASIL, 2005).

Nesse contexto, 0 meio ambiente compreende o local onde se vive, existindo uma
relacdo entre 0 meio ambiente criado e a qualidade de vida de quem vive neste ambiente. Ha
décadas, se sabem da relacéo existente entre as modificacbes do meio ambiente, a degradacao
dos recursos naturais e a apari¢do de fatores ambientais de risco. Assim, se partirmos da
origem que a saude do homem esta relacionada diretamente da boa satde do meio ambiente,
entdo, pode-se dizer que essa salde estd muito comprometida.

A Organizacdo Mundial de Satude (OMS) define a saide como um estado de completo
bem-estar fisico, mental e social e ndo somente restringindo o problema sanitario a auséncia
de patologias e enfermidades (OMS, 2000).

A interelacdo entre salde e ambiente foi aos poucos sendo inserida aos marcos
legislativo brasileiro. Esse novo modelo de pensar e promover a satde exige uma modificacdo
dos sistemas de saude, uma vez que Sse constatou que o setor sanitario ndo seria capaz de
atender aos novos determinantes e condicionantes em saude.

Para a implementacdo da salude ambiental, o Ministério da Saide decide implantar o
projeto VigiSUS, em 1997. Com intuito de estruturar o Sistema Nacional de Vigilancia em
Satde Ambiental, conforme as diretrizes do Sistema Unico de Satde - SUS (MINISTERIO
DA SAUDE, 2007). Em 2001, o SUS cria a Comissdo Permanente de Salide Ambiental —
Copesa, instituida pela Portaria n® 2.253 do Ministério da Saude. Em 2002, por meio do
Decreto n° 3.450, a Vigilancia em Saide Ambiental é garantida em todo o territorio nacional,
sendo o marco inicial de institucionalizacdo deste novo setor da saude. Por meio do Decreto
n® 4.726, no ano de 2003, o Centro Nacional de Epidemiologia da Fundacdo Nacional de
Salde - Funasa é alterado para Secretaria de Vigilancia em SaGde (MINISTERIO DA
SAUDE, 2007).
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O Ministério da Salde institui o programa de Fomento as Ac¢des de Educagdo em
Saude Ambiental, em 2012, com objetivo da promogdo da saude e contribui¢cdo da melhoria
da qualidade de vida, entendendo dessa forma a relacdo existente entre Saude Ambiental e
Salde Publica. A salde puablica nos indica a predominancia de varias enfermidades no
individuo, onde algumas delas estdo diretamente relacionadas com os problemas ambientais
(BRASIL, 2013).

As condi¢cbes na infraestrutura sanitaria influenciam diretamente na salde e nas
condicdes de vida do individuo, principalmente em paises em fase de desenvolvimento, onde
0 aumento das doencas infecciosas é a principal razdo da mortalidade, sendo o aumento da
incidéncia de doencas um forte indicativo de vulnerabilidade dos sistemas publicos de
saneamento (DANIEL et al., 2001).

Na realidade do nosso Pais, as situacfes indicadas anteriormente resumem-se na
coexisténcia de doengas infectocontagiosas a qual estd ligada a presenca de vetores e a
contaminacgdo das aguas, interligadas aos fatores e poluicdo ambiental (BRASIL, 1999).

Cerca de 233 mil pessoas falece todo ano no Brasil devido a exposicdo aos fatores de
risco ambiental, tais como a poluicdo da agua, ar e a falta de infraestrutura urbana, onde 19%
das mortes poderiam ser evitadas caso fossem realizadas politicas publicas eficaz (BBC,
2018).

Com a falta de eficiéncia e infraestrutura no saneamento bésico, vérias sdo as doencas
desencadeadas, tais como, a colera, dengue, doenca de Chagas aguda, esquistossomose, febre
amarela, febre tifoide, hepatite, leishmaniose visceral, leptospirose e malaria. Dentre estas, as
principais doencgas associadas a falta de saneamento basico com maior incidéncia de casos
notificados no periodo de 2001 a 2009 foram, em ordem decrescente, a dengue, a hepatite, a
esquistossomose e a leptospirose (BRASIL, 2011).

Atualmente houve uma reemergéncia de febre amarela nas regifes centrais do Brasil.
De acordo com o boletim epidemiol6gico, no periodo de janeiro de 2017 a marco de 2018,
foram registrados e confirmados 1.712 casos e mais de 500 Obitos acometidos pela doenca
(BRASL, 2018), estatistica que inclui também os turistas estrangeiros (GOSSNER et al.,
2018). Estas informacgBes nos mostram o quanto é importante as medidas de controle e a
implementacdo de novas medidas de combate ao mosquito, bem como politicas publicas de
satde mais descentralizadas.

Estas arboviroses, doencas transmitidas por insetos, apresentam grande importancia na
salde publica, principalmente no Estado de Pernambuco, o qual apresentou no primeiro

semestre de 2016, cerca de 93 mil casos registrados de enfermidades ocasionados por Dengue,



23

Chikungunya e Zika virus, 32 ébitos confirmados e 2.104 casos suspeitos de microcefalia,
dando ao Estado o primeiro lugar no pddio do informe epidemioldgico de monitoramento nos
casos de microcefalia, casos estes relacionados as doencgas propagadas pelo vetor Aedes
aegypti (BRASIL, 2016b).

2.2 Aedes aegypti

O mosquito responséavel pela transmissdo da dengue tem origem no Egito, na Africa,
desde o século XVI, na época das Grandes Navegacdes e vem se dispersando pelas regides
tropicais e subtropicais do planeta. Supde-se que o vetor tenha sido inserido no Novo Mundo,
durante o periodo colonial, através dos navios negreiros, durante as primeiras exploracdes e
colonizacdes européias. Cientificamente, foi descrito pela primeira vez em 1762, sendo
denominado Culex aegypti. O nome Aedes aegypti s6 foi estabelecido em 1818, depois da
descricdo do género Aedes (FIOCRUZ, 2017).

Segundo a Organizacdo Pan-Americana de Saude (OPAS) a primeira epidemia de
dengue no continente americano surgiu no Peru, no século XIX, se alastrando no Caribe,
Estados Unidos, Colémbia e Venezuela. Apenas no final do século XI1X foi que surgiram 0s
primeiros relatos do mosquito no Brasil, em Curitiba (PR), e em Niter6i (RJ) no inicio do
século XX. No século XX, o mosquito ja se encontrava como um problema, ndo por causa da
dengue e sim pela transmissdo da febre amarela. No ano de 1955, o Brasil eliminou o Aedes
aegypti, mas em 1960, o ndo cuidado das medidas de controle levou ao reaparecimento do
vetor no pais. Nos dias atuais, 0 mosquito é detectado em todos os Estados brasileiros
(FIOCRUZ, 2018).

De acordo com o Ministério da Salde, os primeiros aparecimentos do virus no Brasil
foram documentados clinica e laboratorialmente entre 1981 a 1982, em Boa Vista (RR),
ocasionada pelo virus DENV-1 e DENV-4. Em 1986, ocorreu uma epidemia no Rio de Janeiro
(RJ) e no Nordeste. Apés isso, a dengue vem crescendo no Brasil de forma continua
(FIOCRUZ, 2018), recentemente e com grande impacto na saude publica, ela surge como
Zika Virus e Chikungunya (GUILHERMINO, 2016).

O seu ciclo de vida é bastante astucioso, ou seja, agil, sendo seu estudo, fundamental
para o desaparecimento do mosquito no territorio nacional, seus habitos de vida sdo bastante
estudados despertando diversas pesquisas que norteiam o controle do vetor. Diversas
descobertas nos mostram que a relagdo do mosquito com a temperatura e a densidade

populacional € bastante estreita, uma vez que a queda da temperatura ambiente para 20°C
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interferi diretamente no desenvolvimento e consequentemente em sua reproducéo, reduzindo-
o drasticamente e com isso diminuindo os casos, na década de 1920 foi controlado na cidade
do Rio de Janeiro pelo sanitarista Oswaldo Cruz e erradicado do Brasil por um periodo de
trinta anos (FIOCRUZ, 2017).

De habitos oportunistas, uma vez que € um mosquito doméstico, vivendo ao redor ou
dentro de domicilios ou em demais locais onde habita pessoas, como por exemplo, lojas,
escolas, igrejas, 0 mosquito Aedes aegypti possui habitos diurnos, alimentando-se de sangue
humano, preferencialmente ao amanhecer e ao entardecer, podendo também picar no periodo
noturno. Por viver ao redor do homem, € mais comum observarmos sua presenca em areas
urbanas, sendo as regides com maior densidade populacional as mais afetadas sobretudo nas
ocupacdes nao planejadas, que oferecem um ambiente propicio (oportunidades de alimentagédo
e criadouros) para a fémea desovar (FIOCRUZ, 2017).

No verdo, a proliferagdo do mosquito é mais intensa, devido a elevagdo da
temperatura, fator este que possibilita a eclosdo de ovos do mosquito. Para prevenir tal
situacdo, é necessario adotar acdes permanentes para o controle do vetor, durante todas as
estacdes do ano, com medidas preventivas de erradicacdo de focos do vetor. Pesquisas feitas
em campo mostram que os grandes reservatorios como tonéis, baldes, caixas d’agua, estdo
como os criadouros que mais proliferam A. aegypti e, consequentemente 0S mais perigosos
(FIOCRUZ, 2017).

O ciclo de vida do A. aegypti pode alterar de acordo com a temperatura, outras
situacbes como a quantidade de larvas disponiveis no mesmo criadouro e a disponibilidade de
alimentos consistem em um empecilho ao amadurecimento do inseto a fase adulta, uma vez
que as larvas nessas condi¢Ges possuem uma competicdo por alimentos quando encontram-se
no mesmo criadouro com agua insuficiente. Encontrando condi¢bes ambientais oportunos,
acontece a eclosdo do ovo e seu desenvolvimento até a fase adulta, durando um periodo de 10
dias. Por isso, recomenda-se a limpeza de criadouros pelo menos uma vez na semana,
interrompendo assim, o ciclo de vida do mosquito (BRASIL, 2018).

Seu ciclo de vida (Figura 1) compreende as fases de ovo, quatro estagios larvais, a fase
de pupa e adulto (TORRES, 2014). Ocorrendo a primeira fase no ambiente aquatico, as
fémeas depositam 0s ovos nas paredes dos reservatorios com agua. Até a formacdo do
individuo adulto, temos um periodo de aproximadamente dez dias, a larva cresce e vira pupa
e, dois dias depois, 0 mosquito estd completamente formado. Alimentando-se na fase adulta
de seiva vegetal e realizando a hematofagia (fémea), alimentos necessarios para o
desenvolvimento dos ovos (TORRES, 2014).
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Figura 1 — Ciclo de vida do Aedes aegypti

Aedes Aegypti / /

Adulto /
///

Fonte: http://isags-unasur.org, 2018.

Bairros com alta densidade populacional e baixa cobertura vegetal possuem o0s
maiores indices de infestacdo por Aedes aegypti, encontrando nesses locais fatores que
influenciam diretamente em seu desenvolvimento. Tanto os machos quanto as fémeas do
Aedes aegypti alimentam-se de produtos agucaradas, como por exemplo, 0 néctar e a seiva.
Sendo a fémea responsavel por absorver sangue do homem, comida indispensavel ao
desenvolvimento dos ovos (BRASIL, 2018).

A reproducéo do A. aegypti ocorre ao redor e dentro das habitacdes, na maioria das
vezes nos primeiros dias apds 0 mosquito chegar a fase adulta, necessitando apenas de uma
copula para o acasalamento ser concretizado, apds o ato sexual, a fémea necessita se alimentar
de sangue, nutriente importante para o desenvolvimento de seus ovos, estando aptas para a
postura de ovos trés dias apds essa ingestdo, procurando dessa forma um local adequado para
procriar (BRASIL, 2018).

Ocorrendo a desova em lugares com agua limpa e parada, 0os ovos sao dispostos nas
paredes dos criadouros, proximo a superficie da agua e ndo de modo direto na agua. Por isso,
a importancia de manter os recipientes que possam acumular agua limpos e sem acumulo de
agua (TORRES, 2014).

A reprodutividade da fémea pode originar 1.500 mosquitos por toda sua vida, 0s quais
sdo distribuidos em diversos criadouros, método que assegura a preservacao e dispersao da

espécie. Quanto as caracteristicas microscopicas, 0s ovos (Figura 2) apresenta a cor branca e,
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posteriormente, escurecem, uma vez que tem contato com o oxigénio (FIOCRUZ, 2018).

Fonte: FIOCRUZ, 2018.

Ainda segundo Fiocruz (2018), os ovos do A. aegypti podem resistir até 450 dias sem
contato direto com a agua, adquirindo resisténcia em apenas 15h apds a postura. Com tanta
resisténcia, o0 mosquito alcanca longos periodos de dessecagdo, sendo uma enorme vantagem,
uma vez que possibilita 0os ovos sobreviverem por periodos longos em ambientes secos, até a
préxima estacdo chuvosa e quente, propiciando sua eclosdo. Possuindo um ambiente
favoravel de umidade e temperatura, o crescimento do mosquito é concluido em 48h. Todas
essas caracteristicas do ciclo de vida do mosquito comprova a necessidade de combater
constantemente seus criadouros, em qualquer época do ano.

Os primeiros programas de controle no combate ao vetor eram baseados em medidas
fisicas e no emprego de 6leo nos criadouros (ROZENDA, 1997).

Mesmo com o0 avan¢o da tecnologia, ainda ndo foi desenvolvida uma vacina que
combata a dengue. Atualmente, sua prevencao é através do controle do vetor, sendo realizado
com a eliminagdo dos criadouros potenciais do vetor com aplicacdo de larvicidas nos
recipientes de agua de consumo, bem como uso de inseticidas nas fases adultas em periodos
de transmisséo (TAUIL, 2001).
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2.3 Biolarvicidas

Na Saude Publica, o controle de vetores compreende diversas metodologias na
perspectiva de limitar ou eliminar insetos ou outros organismos que disseminem patdgenos
transmissores de doencas.

O controle vetorial atualmente é dividido em controle biolégico, mecéanico ou
ambiental e quimico. O controle bioldgico corresponde ao uso de parasitas, patdgenos e/ou
predadores naturais no controle de vetores, entre eles o Bacillus thuringiensis istraelensis
(Bti). Quanto ao controle mecanico ou ambiental, sdo utilizadas praticas que reduzem ou
eliminam as &reas em que os vetores desenvolvem-se, estando entre elas, o esvaziamento de
recipientes que acumulam &gua ou que servem como um ambiente de criadouros de mosquito.
Outros métodos também utilizados incluem o uso de mosquiteiros, roupas de protecao e telas
nas janelas das residéncias. No controle quimico, tem-se 0 uso de inseticidas para o controle
de diferentes fases dos insetos, podendo ser classificados também como larvicidas (o alvo sdo
as fases larvérias) ou adulticidas (BRASIL, 2018).

O Programa Nacional de Controle da Dengue/MS - PNCD, desde 1998, avalia novas
alternativas de controle quimico, como também novas formulagbes que possam ser
desenvolvidas para esta finalidade, além de investigar a resisténcia de populagdes de Aedes
aegypti em véarios municipios do pais perante os inseticidas que sdo recomendados pelo
PNCD (BRASIL, 2018).

Os larvicidas empregados no controle de vetores pertencem, especialmente, aqueles do
grupo dos biolarvicidas. E recomendada pela Organizacdo Mundial de Sadde a utilizagio de
cinco grupos de larvicidas, entre eles podemos citar o temefds empregado entre 1999 e 2012,
diflubenzuron e novaluron, em 2013, e, em 2014, o pyriproxyfen (MINISTERIO DA
SAUDE, 2018). O principal larvicida empregado para o controle de Aedes aegypti nos ultimos
anos foi o temefds. Porém, desde 1999 vem sendo encontrada certa resisténcia do vetor a esse
larvicida, situagdo que fez com que especialistas intervissem no uso do mesmo (BRASIL,
2014).

Assim sendo, o temefos foi empregado de maneira restrita em 2013, sendo, porém
mais utilizado neste mesmo ano os larvcidas diflubenzuron e novaluron e no ano de 2014
deixou de ser aplicado, sendo substituido por pyriproxyfen (BRASIL, 2014). Uma das
metodologias mais adotadas no combate aos vetores é o uso do controle quimico, sendo

reportado como elemento de manejo sustentavel integrado. O uso de inseticidas de origem
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orgénica ou inorgéanica, a busca por inseticidas que permanecam ativos por longos periodos é
um dos enormes progressos no controle de insetos sucedidos do século XX (ROSE, 2001).

O dicloro-difenil-tricloroetano (DDT), foi o marco inicial no desenvolvimento de um
inseticida que tivesse um efeito prolongado, sendo formulado na Segunda Guerra Mundial,
seu efeito permanecia durante varios meses contra 0s insetos, nas paredes e tetos das
residéncias (ROZENDAAL, 1997).

Outra questdo bastante discutida se refere ao impacto ambiental, no uso desses
inseticidas, uma vez que estamos criando populacdes de mosquitos cada vez mais resistentes e
com isso, temos que elevar cada vez mais as dosagens desses produtos, o que causa danos
irreparaveis ao meio ambiente. O uso irracional do controle quimico no combate aos vetores
pode desencadear grandes desequilibrios ambientais, seja no solo, na agua, atmosfera e
principalmente nos seres vivos. No entanto, a utilizacdo desenfreada de larvicidas, biocidas e
inseticidas tem ocasionado uma resisténcia do mosquito A. aegypti, e apesar da liberacéo
perante 0s 6rgdos competentes, esse compostos interferem diretamente na contaminacgdo dos
solos, lencdis freaticos, além de desencadear diversos problemas de salde ambiental como
contaminacdo e intoxicacdes (GUILERMINO, 2016).

Sabe-se, no entanto, que qualquer substancia quimica pode causar danos a saude, iSso
vai depender muito da dose aplicada e das condi¢cBes as quais a populacdo € exposta
(PAUMGARTTEN, 1993).

Sendo a resisténcia a inseticida uma das variaveis que contribui para a reemergéncia
de doencas disseminadas por vetores, 0s inseticidas quimicos continuam exercendo papel de
extrema importancia nos programas de controle (LYRA, 2009). Assim sendo, a resisténcia
pode se espalhar nas populacdes de insetos que contraem habilidade de sobreviver a doses de
compostos toxicos que seriam letais para grande parcela dos individuos suscetiveis da mesma
espécie (GARCIA, 2012; AMORIM, 2013; PAIVA, 2016).

Vaérios estudos buscam alternativas naturais para o controle de mosquitos vetores,
entre eles podemos destacar a utilizacdo da bactéria Wolbachia utilizada para diminuir a
potencialidade de infeccdo viral do vetor (DUTRA et al., 2016). Além disso, testes com
larvicidas de natureza bioldgica tém se apresentado eficiente no combate ao mosquito, sendo
utilizados como opgOes perante os larvicidas quimicos. No meio deles, destacam-se 0s
originados a partir de partes de plantas, algas marinhas e fungos (TORRES, 2014; AGUIAR,
2015; DE PAULA, 2016).

Todos esses indicadores deixam a comunidade cientifica em extremo estado de alerta,

forcando-a a buscar alternativas sustentaveis para o controle dos insetos vetores. Perante esta
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realidade, os inseticidas botanicos e os bioinseticidas mostram-se como uma alternativa
ecologicamente sustentavel e ao mesmo tempo viavel, além de ser mais econémico. Porém
alguns aspectos podem influenciar e alterar a composicdo quimica dessas plantas, uma vez
que a flora responde a estimulos ambientais bastante variaveis, podendo ser de natureza fisica,
quimica ou bioldgica. O tipo de solo, radiacdo solar, umidade, temperatura, vento e poluigdo
atmosférica sdo fatores que também influenciam bastante em sua composicdo (MACIEL et
al.,2002).

Perante esta adaptacdo no meio ambiente, 0s vegetais produzem substancias essenciais
para sua manutencdo e sobrevivéncia. E no metabolismo priméario que a planta produz suas
principais substancias responsaveis pelas suas funcdes vitais, entre elas a celulose, proteinas,
lignina, lipidios, acucares entre outras. No metabolismo secundario sdo produzidas poucas
substancias, as quais podem citar os terpendides, alcaldides e derivados de fenilpropandides,
as quais possuem um papel de defesa do vegetal, protegendo a planta de possiveis predadores.
A presenca, principalmente, de constituintes da classe dos terpendides e do fenilpropandides
no vegetal representa a interacdo planta-inseto (ALVES, 2001).

Na procura por plantas que tenham substancias ativas contra os insetos, a medicina
popular se mostra como uma fonte riquissima de informacdes. A literatura nos mostra que
existe uma maior possibilidade de encontrarmos atividade bioldgica em vegetais ja
conhecidos pelo seu uso na medicina popular do que em plantas escolhidas aleatoriamente
(CECHINEL et al., 1998). Sendo visto como um organismo que co-evolue como qualquer
outro micro-organismo e produz mecanismo de defesa contra seus predadores, as plantas sdo
fontes naturais de substancias antimicrobianas e inseticidas.

A utilizacdo doméstica de plantas medicinais, em todo o mundo, é um héabito comum
na cultura popular. No entanto, sua utilizacdo no combate aos mosquitos portadores de
doencas ainda é vista como uma grande novidade em vigilancia entomoldgica e no mundo
cientifico (SIMAS et al., 2004). Neste contexto, substancias extraidas de diversas partes das
plantas tém apresentado propriedades larvicidas no controle de diversos culicideos (SILVA et
al., 2004).

Apesar do crescente uso destas plantas na medicina popular, ainda se encontra bastante
resisténcia em investimentos no meio cientifico e financeiros, ocasionando poucas
investigaces em estudos toxicoldgicos, quimicos e bioldgicos perante elas.

Apesar da grande biodiversidade existente em nosso pais, sdo poucos os estudos sobre
a capacidade terapéutica das plantas. Tendo como caracteristica 0 ndo ataque ao meio

ambiente, o controle biologico, realizado atraves da flora é natural e biodegradavel, sendo
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improvavel a obtencdo de resisténcia pelo vetor. Uma vez que provém da natureza e pra ela é
destinada, seu tempo de vida é curto, impedindo assim, o acimulo no solo, seus compostos
produzidos, possuem uma caracteristica importante, pois ndo apresenta toxidade a humanos,
sendo uma especialidade importante, uma vez que os agentes de controle sdo aplicados em
areas urbanas (POLANCZYK et al., 2003).

Estudos sobre as propriedades das plantas nos retoma a um provavel controle vetorial
que pode vir a se da com baixo custo econdmico, além de um baixo possivel impacto
ambiental. Os produtos vegetais revelam-se mais eficientes, atacando alvos especificos, uma
vez que ndo ataca outros organismos, diminuindo assim o0 risco de prejuizos ao meio

ambiente.

2.4 Plantas medicinais

A biodiversidade pode ser avaliada pelo seu papel evolutivo e ecoldgico. Mas atraves
de seus recursos bioldgico é que podemos identificar as substancias, dessa vasta diversidade,
que possui em uma utilizagio direta, indireta ou até potencial para a populacdo (LEVEQUE,
1999). Dentre os componentes que fazem parte dessa biodiversidade, encontramos as plantas
medicinais, as quais sdo usadas pela populacdo como remédios caseiros, consideradas
importantes matéria-primas no preparo de fitoterapicos, além de outros medicamentos (LEAO
etal., 2007).

Segundo Lopes et al (2005), planta medicinal é toda aquela que aplicada a0 homem,
por qualquer via ou forma, desempenhe alguma acgdo terapéutica. A fitoterapia € o tratamento
realizado com o uso de plantas medicinais e os fitoterapicos sdo os produtos derivados a parti
dessas plantas. Assim sendo, a fitoterapia € definida pelo tratamento com a utilizacdo de
plantas medicinais e suas inimeras formas farmacéuticas, sem o emprego de principios ativos
isolados (SCHENKEL et al., 2000)

E estimado pela OMS que 80% da populacio mundial faz uso desses recursos por n&o
possuir condicdes favoraveis de assisténcia médica (CECHINEL, 2001). Morgan (1994)
confirma que toda planta que contenha um ou mais principios ativos em seus compostos e que
sdo benéficos a saude dos seres humanos sao consideradas plantas medicinais.

Entre as variedades de plantas, temos as plantas aromaticas e medicinais, as quais por
metabolismo secundario produzem oOleos essenciais, 0s quais estdo contidos em diversas
partes anatomicas das plantas, constituindo elementos volateis (ALVES, 2001).

As plantas apresentam-se como inseticidas boténicos, respondendo a estimulos

ambientais diversos, seja de natureza fisica, bioldgica ou quimica (MACIEL et al., 2002).
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Desta maneira, substancias extraidas de diversas partes da planta como a casca do
caule, das folhas e dos frutos tém demonstrado propriedades larvicidas no
controle de diversos insetos (GUILHERMINO, 2016).

Diversas pesquisas cientificas vém sendo realizadas para validar os saberes populares
quanto ao uso das plantas medicinais. Podemos citar o grande interesse da inddstria
farmacéutica em desenvolver pesquisas com o proposito de encontrar novos principios ativos,
além de aperfeicoar as novas atividades farmacoldgicas de substancias descobertas e aquelas
ja conhecidas e advindas de plantas (GURIB-FAKIM, 2006), porém, seu manejo no
combate aos mosquitos transmissores de doencas ainda tem sido alvo de demasiada
investigacdo (SANTOS et al., 2015; SANTANA et al., 2015; ROSA et al., 2016).

Experimentos realizados em laboratorios especializados comprovaram o potencial
larvicida de diversas plantas, entre elas Sapindus saponaria (Sab&o-de-soldado), perante as
larvas de A. aegypti. Outras plantas como Myroxylon balsamum (6leo vermelho) e Magonia
pubescens (tingui) sobre A. aegypti apresentaram resultados consistentes (SIMAS et al.,
2004). J& para o controle do mosquito Culex quinquefasciatus, transmissor da filariose
bancroftiana, confirmou-se o efeito larvicida do 6leo-resina de Copaifera reticulata, mais
conhecido como o 6leo de copaiba (SILVA et al., 2003).

Pesquisas recentes sugerem a acdo terapéutica de varias plantas como inseticida
natural, o qual € vista como uma alternativa de inseticida seguro para 0 meio ambiente,
tornando-se uma alternativa no controle das larvas de Aedes aegypti (NAVARRO et al., 2014).
Ainda segundo Navarro et al (2014), entre as vantagens de utilizar produtos naturais esta a sua
biodegradabilidade no meio ambiente. Na area da agricultura, por exemplo, 0 manejo de
inseticidas boténicos é antigo e possibilitou enormes beneficios, entre eles a diminuigdo dos
custos de producdo, além da preservacdo do ambiente e dos alimentos contra contaminacgéo
quimica, auxiliando no aprimoramento da qualidade de vida da populacdo (BARRETO,
2005).

2.5 Croton rhamnifolioides

Nosso pais abriga uma grande biodiversidade, apresentando um habitat especifico para
plantas medicinais e aromaticas ndo vista em outras partes do mundo (MAIA, 2004). Embora
a flora tenha grande importancia, seu potencial ainda é pouco explorado, uma vez que existe
uma parcela consideravel de plantas que ndo tiveram suas propriedades conhecidas.

Sendo uma espécie endémica do Nordeste do Brasil, Croton rhamnifolioides é

bastante utilizado na medicina popular, contudo pouco estudada. Devido o seu uso popular ser
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bastante praticada e a mesma ser rica em 6leo essencial, essa espécie atraem bastante interesse
com o intuito de descobrir novos compostos naturais (SILVEIRA, 2005).

O género Croton € um dos maiores da familia Euphorbiaceae contendo
aproximadamente 1.200 espécies, distribuida em sua maior parte no continente americano,
especialmente no Brasil, com cerca de 350 espécies, possui também representacGes também
na Africa, Asia e Oceania (BERRY et al., 2005).

Diversas espécies deste género caracterizam-se por serem odoriferas, além de possuir
uma grande quantidade de Oleo essencial distribuida em todos os 6rgdos do vegetal,
principalmente em suas folhas, cascas e caule (SILVEIRA, 2005). Possuindo constituintes
ativos como terpendides, flavonoides e alcaldides juntamente com os 6leos essenciais
apresentam propriedades terapéuticas ja comprovadas (SALATINO et al., 2007).

Conhecido popularmente como quebra-faca ou caatinga branca, Croton
rhamnifolioides é encontrado vastamente no nordeste brasileiro. Tendo forma de um
subarbusto ou arbusto é usada na medicina popular no tratamento de inflamacdes, Ulceras e
hipertensdo (RANDAU et al., 2004). Apesar de ser encontrada vastamente no continente
Americano e da grande variedade de dados encontrados sobre espécies de Croton, pesquisas
sobre Croton rhamnifolioides é bastante escassa (FERREIRA, 1998).

Sendo as plantas e as algas uma fonte favoravel de compostos com propriedades
larvicidas e inseticidas, os esforcos investidos no estudo de extratos delas, bem como seus
Oleos essenciais e moléculas naturais ativas, sucederam na descoberta de varios compostos
qgue podem ser empregados como agentes de controle em combate as larvas e adultos de
Aedes aegypti (NAVARRO et al., 2014).

O 6leo essencial presente nas folhas de Croton rhamnifolioides, vegetal cujo género
contém varias espécies utilizadas na medicina popular, evidenciou atividade larvicida, bem

como impedimento na oviposicdo em Aedes aegypti (SANTOS et al., 2014).

2.6 Oleo essencial

Obtidos de plantas aromaticas, 0s Gleos essenciais se caracterizam por apresentarem
substancias volateis, extremamente concentradas, sendo utilizada na medicina popular,
industria cosmética, farmacéutica e alimenticia. Os 0leos podem ser encontrados em diversas
partes anatdbmica da planta, contendo composicdo lipofilica, o que lhe diferencia dos

verdadeiros 6leos e gorduras que apresentam em sua composi¢do a gliceridica.
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Estes Oleos estdo relacionados a diversas fungdes as quais sdo necessarias a
sobrevivéncia e protecdo do vegetal. Na medicina popular, os 6leos essenciais possuem uma
grande tradicdo de uso (SIANI et al., 2000). Comprovados em trabalhos cientificos, os 6leos
esséncias contém acdo larvicida perante Aedes aegypti, sendo atribuida a acdo isolada ou
sinérgica de suas substancias (NAVARRO et al., 2013).

E relatada na literatura a presenca de 361 Oleos essenciais de 229 espécies que
demonstram acdo contra as larvas do mosquito Aedes aegypti. Sendo das familias Myrtaceae,
Lamiaceae e Rutaceae. O Croton rhamnifolioides compde 27% das plantas estudadas no
Brasil, 77% destas se localizam no Nordeste brasileiro (DIAS, 2014). Dentre tantas familias
de plantas localizadas no Brasil, ela vem chamando a atencdo devido as caracteristicas
pertencentes a este género, o qual apresenta cerca de 1.200 espécies de arvores, ervas e
arbustos (LIMA, 2008), destacando-se Croton rhamnifolioides, mais conhecido como
“quebra-faca”, sendo bastante utilizado na medicina popular para dores no estomago, mal-
estar-gastrico, vomitos, entre outros, além de demonstrar também acdo antimicrobiana
(COSTA, 2013).

Segundo Cheng et al. (2003), resultados obtidos com 6leos essenciais em sua LC 50 <
100 ppm apresentam-se ativos frente a larva de Aedes aegypti e resultados com LC 50 < 50
ppm, séo considerados bastante ativos.

Os 0leos essenciais se caracterizam por possuirem misturas complexas de substancias
volateis, odoriferas, lipofilicas e liquidas, que sdo produzidas no metabolismo secundario das
plantas aromaticas, sendo armazenadas em estruturas especializadas em secrecdo, podendo
ocorrer nas folhas, cascas, sementes, madeira, flores e flores (ONOFRE et al., 2008).
Apresenta aparéncia oleosa a temperatura ambiente, aroma agradavel e intenso, sdo soluveis
em solventes organicos apolares, apresenta solubilidade limitada em agua e grande
volatilidade, o que o difere dos 6leos fixos (BOURKE, 2008).

Apresentam aparéncia incolor ou amarelada, sdo instaveis, possuindo indice de
refracdo, além de serem opticamente ativas, propriedades que podem ser usadas no seu
controle da qualidade e na sua identificacdo (SIMOES, 2004).

Tendo como fungdo assegurar a adaptacdo da planta no meio ambiente, protegendo-a
de predadores, perda hidrica e aumento de temperatura, o0 6leo essencial também pode ser
utilizado como aromatizante em cosmeéticos, alimentos e produtos de limpeza industriais e na
medicina alternativa, por causa das suas propriedades bioldgicas (ONOFRE et al., 2008).

Os fatores que influenciam na composi¢do quimica do Oleo essencial sdo a

sazonalidade, a disponibilidade de agua, o ciclo de crescimento da planta, a incidéncia de sol,
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nutrientes presentes no solo, a poluicdo atmosférica, a altitude, ataques de patégenos, sua
localizacdo geografica, o tempo de colheita e a obtengédo do 6leo (ONOFRE et al., 2008).

Outros fatores também podem influenciar na composicdo quimica dos Oleos
essenciais, como por exemplo, o local onde a planta se desenvolve, bem como o tipo de
cultivo (VALBORMIDA et al., 2006).

Podemos obter os Oleos essenciais através de varios processos, no entanto, algumas
caracteristicas sdo importantes, como a localizacdo do Oleo no vegetal, a quantidade e
particularidades requeridas para o produto final. As técnicas utilizadas sdo a prensagem
(vegetais ricos em 0leo volétil e quando o dleo se localiza em tecidos periféricos), extracdo
com solvente orgdnico (matéria prima delicada, como por exemplo, pétalas de flores),
extracdo com fluido supercritico (quando ha o interesse de determinar a fracdo de 6leo) e
destilacdo por arraste de vapor (para substancias termoresistentes) (PRABUSEENIVASAN et
al.,2006).

A técnica de destilagdo por arraste de vapor de 4gua € a mais empregada a nivel
industrial, sendo a sua simplicidade uma caracteristica bem marcante. A amostra extraida é
colocada num recipiente onde passa uma corrente de vapor de dgua, podendo ser com ou sem
pressdo. Uma vez que o 6leo possui pressdo de vapor mais elevada que a agua acaba sendo
arrastada pelo vapor de agua, onde a mistura de vapores é transportada a um condensador,
sendo o 6leo recolhido por um separador (RODRIGUES, 2002).

Porém, em escala laboratorial, 0 método mais utilizado é a hidrodestilacdo, a qual
ocorre em um aparelho chamado Clevenger. Tal extracdo consiste em submergir a matéria
prima diretamente na &gua e ap6s a ebulicdo 0os componentes volateis presentes no vegetal séo
carregados até o condensador, o qual se resfria e posteriormente sdo separados na agua
(MECHKOVSKI, 1992).

2.7 Sistemas de liberagéo controlada

Nas ultimas décadas tem crescido o interesse no desenvolvimento da nanotecnologia,
especialmente depois do avanco da microscopia eletrénica nos anos 80, apds a chegada dos
microscopios de varredura por sonda (KEIPER, 2003). A biotecnologia tem contribuido com a
crescente pesquisa na nanotecnologia para o desenvolvimento de nanoparticulas
biodegradaveis, com o objetivo de obter a liberacdo controlada de substancias ativas contidas
em seu nicleo (SOPPIMATH et al., 2001). A nanotecnologia vem desempenhando importante
papel em Varios setores, tendo aplicagdes na area de biomedicina, engenharia, farmacologia,

parasitologia e entomologia (BENELLI, 2018).
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Definidas como particulas sélidas, as nanoparticulas podem ser classificadas como
nanocdpsulas (NC) ou nanoesferas (NS). A substancia pode estar encapsulada ou
uniformemente dispersa em uma matriz (SOPPIMATH et al., 2001). De acordo com Azevedo
(2008), as nanocéapsulas (Figura 3A) se caracterizam por ser um sistema parecido a um
reservatorio onde o principio ativo estd englobado por uma membrana polimérica, quanto as
nanoesferas (Figura 3B) sdo aquelas em que o principio ativo encontra-se disperso de modo
homogéneo no interior da matriz polimérica, nao diferenciando o nucleo.

Figura 3 — Desenho esquematico de uma nanocépsula (A) e nanoesfera (B)
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Fonte: Schaffazick, 2003.

Caracterizada pelo seu tamanho, as nanoparticulas possui tamanho minimo de cerca de
5-10 nm até no maximo 1000 nm, aproximadamente, entretanto o tamanho das nanoparticulas
obtidas mostra-se geralmente entre 100 e 500 nm (QUINTANAR et al., 1998). Contudo as
nanocapsulas podem arrastar a substancia ativas adsorvida em sua superficie ou empregada a
parede polimérica (KHOEE & YAGHOOBIAN, 2009). Sendo uma das vantagens das
nanocapsulas sobre as nanoesferas, o baixo contetdo polimérico e a elevada capacidade de
carregamento de farmacos (BLOUZA et al., 2006).

Outra forma bastante estudada é a técnica da microencapsulacdo o qual consiste em
sistemas de liberagdo que proporciona protecdo a materiais instaveis e liberacdo lenta
(BENITA, 2006). As microcapsulas constitui-se uma alternativa viavel na veiculagdo de
substancia, devido & sua instabilidade e liberagdo controlada do principio ativo
(DINARVAND et al., 2003). A microencapsulagéo caracteriza-se por proporcionar a liberacéo
constante de uma substancia por um periodo determinado, ndo necessitando de uma segunda

aplicagdo. Em virtude disto, o uso de nano e microparticulas no controle de vetores em saude
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publica torna-se um método eficiente e eficaz, sendo comprovado em estudos os quais foram
abordados como método de liberacdo controlada de principios ativos para 6leos essenciais
(PENG, 2014) e medicamentos (VELLOSO, 2009).

Sendo utilizada na agricultura, a nanotecnologia desenvolve varias aplicaces,
principalmente no campo de pesticidas, fertilizantes e prote¢céo de plantas (CHHIPA, 2017).
Sendo encontrado na literatura relatos sobre formulagGes especificas para pesticidas,
incluindo nanoparticulas inorgénicas, nano-suspensdo e nanoemulsao (ANJALI et al., 2010).

Possuindo uma vantagem em relacdo aos pesticidas tradicionais, uma vez que 0S
nanopesticidas tém menor tamanho de particula, com maior area superficial especifica, o qual
Ihe torna melhor distribuido na superficie da lavoura, penentrando melhor nas pragas e
bactérias, aumentando o efeito curativo mesmo em dosagens mais baixas (RAI et al., 2012;
KAH etal., 2013; YU et al., 2017).

Diversos estudos que reportam sobre a liberacdo gradual dos principios ativos,
ressaltam a utilizacdo de polimeros biodegradaveis (CHRISTOFOLI, 2014) e uma das
fundamentais classes de polimeros biodegradaveis sdo os poliésteres alifaticos sintéticos, o0s
quais englobam o poli-€-caprolactona (PCL), que em contato com a &gua, sua degradacdo
inicia pela hidrolise das ligacBes ésteres dando origem aos oligbmeros ou mondmeros
soliveis e ndo toxicos, o qual posteriormente venha a sofrer alguma acdo de algum
mecanismo biolégico (BARBANTI et al., 2006).

Os estudos por alternativas que visam melhorar as caracteristicas fisico-quimicas de
substancias ativas nos leva a descobertas de inovacdes tecnoldgicas como a nanotecnologia.
Nanoesferas, nanoemulsdes, nanocapsulas, bem como os demais materiais nanoestruturados
sdo produtos de interesse atual. Tais sistemas coloidais estdo sendo alvo de estudos
importantes no que se refere a questdo de aperfeicoamento da liberacdo de substancias em
determinado local, operando como um sistema carregador de farmaco, proporcionando sua
distribuicdo em locais especificos (SCHAFFAZICK et al., 2003).

Uma vez que seu emprego em formulagdes topicas garante a protecdo da area afetada
perante a toxicidade do ativo, livrando-o de possiveis reacGes de sensibilidade. Tal efeito
protetor se deve a diminuicdo do contato direto do ativo com a regido alvo, além de atribuir
uma melhora nas propriedades fisico-quimicas de farmacos, promovendo assim um aumento
no tempo de permanéncia do ativo, aparentando grande potencialidade (GUTERRES;
ALVES; POHLMANN, 2007).
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3METODOLOGIA

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Pesquisa da Coordenagédo
Académica do Curso Técnico de Quimica Industrial do Instituto Federal de Educacéo, Ciéncia
e Tecnologia de Pernambuco (IFPE) — Campus Recife, no Laboratorio de Nanotecnologia
Farmacéutica (LNFarm), do Laboratério de Imunopatologia Keizo Asami (/LIKA-UFPE) da
Universidade Federal de Pernambuco, no Laboratdrio de Biologia Quimica do Departamento
de Quimica Fundamental da Universidade Federal de Pernambuco (DQF-UFPE) e no
Laboratorio de Servico de Referéncia em Controle de Culicideos Vetores (SRCCV) do
CPgAM-Fiocruz/ PE na Universidade Federal de Pernambuco. As atividades constaram da
extracdo do Oleo essencial, identificagdo da composicdo do O6leo essencial, produgdo de

nanocapsulas contendo 6leo essencial e determinacao da atividade larvicida.
3.1 Coleta e armazenamento de material botanico

Croton rhamnifolioides foi coletada no municipio de Serra Talhada, localizado no
sertdo de Pernambuco, entre os meses de janeiro a marco de 2017. Foi realizada a
identificacdo botanica da planta pela professora Dra. Elba Ferraz, sendo uma exsicata
depositada no Herbario Vasconcelos Sobrinho na Universidade Federal Rural de Pernambuco,
sob numero de tombamento 49855. As folhas da planta foram separadas manualmente e
posteriormente depositadas em recipientes (Figura 4), ficando trés dias consecutivos para
secar naturalmente, a sombra e sem incidéncia de luz solar. Uma vez secas, as folhas foram
distribuidas em sacos plasticos e conservadas em refrigeracdo até o momento da sua

utilizacéo.

Figura 4- Folhas de Croton rhamnifolioides

Autoria: Ligia Sotero, 2017.
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3.2 Extracdo do 6leo essencial de Croton rhamnifolioides

Para a extracdo de 0leos essenciais foi utilizada a técnica da hidrodestilagéo, utilizando
uma adaptacdo do sistema de Clevenger (Figura 5). As folhas secas foram cortadas para
aumentar a superficie de contato. Em seguida, foram introduzidas em um baldo de fundo
redondo com capacidade de 5L, sendo adicionada posteriormente dgua destilada. O processo
de extracdo ocorreu em duas horas, sob aquecimento em manta aquecedora Lucadema 5000.
No condensador de bolas foi utilizada &gua refrigerada proveniente de uma unidade de
refrigeracdo Biothec BT SOUR. O o6leo foi separado em tubo de Dean Stark, seco em sulfato

de sodio anidro e armazenado sob-refrigeracdo até 0 momento do uso (Figuras 6A e 6B).

Figura 5 - Sistema Clevenger modificado para extracdo de 6leo essencial de Croton
rhamnifolioides.

Autoria: Ligia Sotero, 2016.

Figura 6 — Oleo essencial extraido de Croton rhamnifolioides.

Autrla: Andréla Santos, 2016.
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3.3 Identificacdo dos constituintes quimicos do 6leo essencial

Os componentes do O6leo essencial de C. rhamnifolioides foram quantificados e
identificados através dos métodos de CG e CG-MS no Departamento de Quimica
Fundamental da UFPE, utilizando um cromatografo a gas GC HP5890 Series Il com detector
de ionizacdo de chamas e uma coluna capilar Ultra 1 (25mx0,32mmx0,52um). Utilizando o
hidrogénio como gas de arraste, as condi¢cdes de programacdo foram de inicialmente 60 °C,
variando 10 °C/minuto até 280 °C, mantida por 35 minutos. A temperatura do injetor foi de
200 °C e do detector de 290 °C. Utilizando-se um cromatografo a gas acoplado a um
espectrometro de massas Finnigan GCQ Mat tipo quadrupolo-ion trap, 70 eV de energia de
ionizacdo e Coluna capilar DB5 (25mx32mmx0,52um), para a identificagdo dos componentes
do 6leo essencial. O hélio foi utilizado como gés de arraste e as condi¢Bes de programacéo foi
inicialmente 60° C, variando 10° C/minuto até 275° C, mantida por 30 minutos. A temperatura
do injetor foi de 250° C.

3.4 Producéo das nanocapsulas

3.4.1 Reagentes

O Policaprolactona (PCL, MW~14000), span 80, tween 80 foram adquiridos da
Sigma-Aldrich. Os solventes P.A. utilizados foram da Merck Millipore. O 6leo essencial foi

extraido da planta Croton rhamnifolioides.
3.4.2 Preparacdo das nanocapsulas

As nanocépsulas contendo o 6leo essencial (NP-PCL/OE) foram preparadas segundo o
método de deposicao interfacial do polimero pré-formado conforme descrito por Flores et al
(2011), com algumas modificacdes (Figura 7 e 8). Solubilizados, 50 mg de polimero (PCL),
77 mg de Span 80 e 100 mg de dleo essencial foram dissolvidos em 5 mL de acetona. Esta
fase organica foi introduzida lentamente numa solucdo aquosa (10 mL) contendo o 77 mg de
Tween 80, sob agitacdo magnética durante 10 min. Em seguida, a acetona foi removida por
evaporacdo sob pressdo reduzida para retirada do solvente. O volume final das formulacbes
foi fixado em 10 mL para obter uma concentracdo final de 6leo de 10 mg/mL (1%). As

formulacdes sem 0 OE (NC-PCL) também foram preparadas.
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Figura 7 — Esquema de producéo das nanoparticulas contendo o éleo essencial (NC-PCL/OE)

FASE ORGANICA |

FASE AQUOSA

Fonte: Schaffazick, Guterres et al., 2003.

Figura 8 - Nanoparticulas contendo o 6leo essencial (NC-PCL/OE)

Autoria: Andréia Santos, 2018.
3.5 Caracterizacao das formulagcbes contendo 6leo essencial

3.5.1 Tamanho de particula, indice de polidispersdo e potencial zeta

O diametro médio de particula e o indice de polidispersdo das nanocapsulas foram
determinados no equipamento ZetasizerNano-ZS90 (Malvern, Worcestershire, UK),
utilizando a técnica de espectroscopia de autocorrelacdo de fétons (PCS), apés diluicdo
adequada da amostra em &gua ultrapura. O potencial zeta foi medido pela técnica de
mobilidade eletroforética usando o mesmo aparelho a 25°C, apés diluicdo da amostra em
NaCl 10 Mm adequada da amostra.



41

3.5.2 Determinacdo do contetdo de 6leo nas nanocapsulas

O contetdo de OE nas nanocépsulas foi determinado por duas técnicas: cromatografia
liquida de alta performance (CLAE) e espectrofotometria de absor¢do no UV-Visivel. Para
quantificacdo uma curva padrdo do OE foi preparada em acetonitrila em concentracdes
variando de 50 a 250 pg.mL™. Para efetuar a quantificacio do OE, uma curva analitica foi
inicialmente preparada com concentracdes variando de 50 a 300 ug/mL. Posteriormente,
estabeleceu-se correlacdo linear entre concentracdo, considerada variavel independente (x), e
relacdo entre as areas dos picos cromatograficos do farmaco e do padréo interno, considerada
varidvel dependente (y). A linearidade foi avaliada através de andlise de regressao linear,
utilizando ajuste dos dados pelo método dos minimos quadrados.

Os limites de deteccdo (LD) e quantificacdo (LOQ) foram estimados de acordo com as
diretrizes do ICH. O limite de deteccdo foi calculado através da formula: LD =33 (6 /1), e 0
limite de quantifica¢do foi calculado através da formula: LQ = 10 (¢ / I), onde o ¢ o desvio
padrdo do intercepto com relacdo ao eixo dos Y e | é o valor da inclinagdo da curva analitica.

Quanto ao doseamento do 6leo essencial nas nanocapsulas foi utilizado 0,1 mL da
suspensdo das nanocapsulas as quais foram solubilizadas em 5 ml de acetonitrila. A solucéo
foi, posteriormente, submetida & sonicac&o por 5 min, filtrada em filtros Millex® (0,22 pum) e
guantificada. Os experimentos foram realizados em triplicata. Para a eficiéncia da
encapsulacdo do OE nas nanocépsulas foi empregado 0,4 mL da suspensdo das nanocapsulas
onde foram ultrafiltradas em filtros de filtrantes Microcon® (Millipore, Billerica, EUA) e
submetidas a ultrafiltracdo associada com centrifugacdo a 10.000 rpm durante 1 h. A
concentracdo de OE no ultrafiltrado foi determinada por CLAE e a eficiéncia de encapsulacao
(%) calculada pela diferenca entre a concentracdo total do farmaco usada na preparacdo da
formulacdo e a quantidade ndo encapsulada (livre no ultrafiltrado). Quanto as condigdes
cromatograficas sua andlise foi realizada em equipamento Aliance 2695 (Waters, EUA)
acoplado a um detector de arranjos de diodos (PDA) 2998 (Waters, EUA), operado a 263 nm.
Uma coluna de fase reversa Cig (250 mm x 4,6 mm, 5 mm, XBridge™ Waters) protegida por
uma pré-coluna da mesma composicdo (20 mm x 4,6mm). A fase movel foi composta por
agua: acetonitrila (20:80) (v/v). O fluxo utilizado foi de 1,5 mL/min a 30°C e um volume de
injecdo de 50uL. Para as condigOes espectrofotométricas sua andalise foi realizada em
equipamento Ultrospec® 3000 pro (Amersham Biosciences, Alemanha) em um comprimento

de onda de 236 nm a temperatura ambiente.
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3.6 Determinagéo da atividade larvicida

Os testes larvicidas foram realizados de acordo com as recomendacdes do protocolo da
OMS (OMS, 2006). As larvas de Aedes aegypti foram obtidas no Centro de Pesquisa Aggeu
Magalhédes (Universidade Federal de Pernambuco, Brasil). O ensaio bioldgico foi realizado
em condigdes controladas, sendo larvas do terceiro estagio mantidas a 26 + 1° C (Figura 9).

Figura 9 - Larvas de Aedes aegypti mantidas em temperatura controlada

Autoria; Andréia Santos, 2018.

Todas as experiéncias foram realizadas em triplicata com 20 larvas em cada amostra,
utilizando 2g do 6leo essencial para cada 14 ml de etanol para concentracdo com o 6leo puro e
PCL para as nanocéapsulas (Figura 10).

Figura 10 - Bioensaio contendo diferentes concentragcbes com o 6leo essencial de C.
rhamnifolioides.

Autoria; Andréia Santos, 2018.
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O controle negativo foi realizado com etanol na mesma concentracdo de amostras
testadas (Figura 11). Os niveis de mortalidade foram registrados apos 24 e 48 h de exposicéo.
As larvas eram consideradas mortas quando ndo respondiam ao estimulo ou ndo emergiam a
superficie da solucao.

Figura 11 - Teste controle contendo etanol.

Autoria; Andréia Santos, 2018.

Para a realizacdo dos testes larvicidas preliminares, preparou-se uma solucgéo inicial
com concentracdo de 200 pg/ml de emulsdo do 6leo essencial. Dissolvendo-se 50 mg da
amostra de 6leo essencial de Croton rhamnifolioides puro em 3,5 mL de etanol, completando-
se para 250 mL com agua destilada. A partir da solucdo inicial, foram preparadas formulac6es
com o 0leo essencial em diferentes concentragdes até obtencdo dos probits os quais obtivemos
os valores da Concentracdo Letal (CLsp e CLg). FOoram testadas amostras no intervalo de 2 a
160 pg/ml com o objetivo de observar a faixa de concentragdo onde o composto é mais ativo.
Para determinacédo da CLsg e CLgo, 0s valores foram tratados usando-se o software Probit com
0 programa estatistico SPSS for Windows versdo 21.0 a um nivel de confianca de 95%.

Foram realizados pré-testes com o intuito de encontrar o intervalo onde o composto
obtivesse uma mortalidade crescente. Ao todo foram realizados 34 testes, com intervalo de

concentracdes que ficaram entre 2 e 160 pg/ml.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os principais resultados obtidos com a presente pesquisa estdo abaixo apresentados e
discutidos em topicos especificos, visando o cumprimento dos objetivos especificos

estabelecidos para a presente pesquisa.
4.1 EXTRACAO DO OLEO ESSENCIAL

A partir das extracOes realizadas com as folhas de Croton rhamnifolioides foram
obtidos os seguintes teores de Oleo essencial: 1,4% (w/w) para a primeira coleta e 0,58%
(w/w) para a segunda coleta do material botanico. Estes valores foram calculados pela média
dos teores apresentados nas Tabelas 1 e 2, comparaveis aos reportados anteriormente por
Santos et al., (2014), para a mesma espécie do género Croton, que correspondeu a 0,80% e
Carvalho et al., (2016), que correspondeu a 2,73% para Croton tetradenius.

Quando comparada a primeira amostra com a segunda, observou-se a partir da analise
dos dados que houve uma diminuicdo na média dos teores de Oleo essencial da segunda
coleta. As variacdes nos teores de 6leo essencial podem ser justificadas por diversos fatores,
como por exemplo, o horario de coleta da amostra, a idade da planta, as condigdes climaticas
entre outros pardmetros, uma vez que esses fatores influenciardo tanto o teor de 6leo essencial
como a composicdo quimica deste (KERROLA, 1994; FILHO, 2006).

Tabela 1- Teores de 6leo essencial da primeira coleta de material botanico.

Amostras Massa fresca (g) Massa de 6leo (g) Teor de bleo (%)
1 249,8 3,5633 1,43
2 249,6 3,4496 1,38
3 249,4 3,1262 1,25
4 250,1 3,8713 1,55

Autoria: Ligia Sotero, 2017.

Tabela 2 - Teores de 6leo essencial da segunda coleta de material botanico.

Amostras Massa fresca (g) Massa de 6leo (g) Teor de 6leo (%)
1 250 1,3703 0,55
2 250 1,4526 0,58
3 250 1,6755 0,67
4 250 1,3601 0,54

Autoria: Ligia Sotero, 2017.



45

4.2 COMPOSICAO QUIMICA DO OLEO ESSENCIAL DE C. rhamnifolioides

Os constituintes quimicos do 6leo essencial foram identificados por cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-MS). Apds andlise dos cromatogramas
(Tabela 3), observou-se que os principais componentes do 6leo essencial identificados foram
0 eucalyptol ou 1,8-cineol (16,57%) e o (E)-Caryophyllene (11,32 %), os quais apresentaram
maiores porcentagens, perante os demais constituintes. Tais resultados estdo de acordo com
dados obtidos anteriormente na literatura para Croton rhamnifolioides, reportados por Santos
et al. (2014) e Vidal et al. (2017), que verificaram porcentagem de eucalyptol de 7,24 e 18,32
%, respectivamente.

Tabela 3- Principais constituintes quimicos do 6leo essencial de C. rhamnifolioides.

Composto RI Cal. Ri. Lit. A% D.P.
tricyclene 918 921 0,27 0,01
a-thujene 924 924 1,55 0,04
a-pinene 930 932 4,34 0,11
camphene 944 946 1,39 0,03
Sabinene 971 969 6,84 0,15
B-myrcene 990 988 0,74 0,02
a-phellandrene 1002 1002 5,52 0,08
a-terpinene (trace) 1015 1014 0,01 0,00
0-cymene 1022 1022 6,69 0,01
eucalyptol 1028 1026 16,57 0,22
(E)-B-ocimene 1048 1044 0,38 0,03
y-terpinene 1057 1054 0,19 0,03
cis-sabinene hydrate 1065 1065 0,20 0,02
terpinolene 1087 1086 0,11 0,01
trans-sabinene 1096 1098 0,01 0,00
hydrate (trace)
linalool 1099 1095 1,39 0,02
cis-p-menth-2-en-1- 1120 1118 0,01 0,00
ol (trace)
camphor 1142 1141 0,57 0,01
cis-chrysanthenol 1162 1160 0,30 0,04
borneol 1164 1165 0,40 0,01

terpinene-4-ol 1176 1174 0,60 0,01
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Composto RI Cal. Ri. Lit. A% D.P.
a-terpineol 1190 1186 1,34 0,01
myrtenol 1194 1195 0,26 0,01
linalool acetate 1253 1254 0,17 0,03
cis- 1261 1261 0,18 0,03
chrysanthenylacetate
bornyl acetate 1285 1284 0,17 0,01
d-elemene 1337 1335 2,35 0,05
a-copaene 1376 1374 0,11 0,01
B-bourbonene 1385 1387 0,29 0,01
B-elemene 1392 1389 3,30 0,03
cis-a-bergamotene 1415 1411 0,01 0,00
(trace)
(E)-Caryophyllene 1420 1417 11,32 0,17
trans-a-bergamotene 1436 1432 0,16 0,01
a-humulene 1454 1452 2,27 0,04
allo-aromadendrene 1461 1458 1,34 0,03
y-muurolene (trace) 1477 1478 0,01 0,00
germacrene D 1482 1480 1,07 0,01
B-selinene (trace) 1487 1489 0,01 0,00
bicyclogermacrene 1497 1500 2,80 0,06
germacrene A 1506 1508 0,32 0,00
sesquicineole 1514 1515 3,70 0,06
d-cadinene 1524 1522 0,72 0,86
spathulenol 1578 1577 5,35 0,02
caryophyllene oxide 1584 1582 3,29 0,04
cis-beta-elemenone 1590 1589 0,01 0,00
(trace)
ledol 1604 1602 1,39 0,04
humulenepoxide 11 1610 1608 0,01 0,00
(trace)
caryophylla- 1634 1639 0,31 0,02
4(12),8(13)-dien-5a-
ol
cadinol 1642 1638 4,77 0,07
a-muurolol 1647 1644 0,92 0,05
B-eudesmol 1652 1649 0,24 0,01
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Composto RI Cal. Ri. Lit. A% D.P.
a-cadinol 1656 1652 0,25 0,01
germacra- 1687 1685 0,24 0,01
4(15),5,10(14-trien-
1-o-0l
shyobunol 1691 1688 0,21 0,02
Heptadecane 1699 1700 0,19 0,02
amorpha-4,9-dien- 1704 1704 0,15 0,01
14-al
cedroxyde 1719 1713 0,18 0,01
eremophilone 1737 1734 0,36 0,03
Total 97,86

4.3 PRODUCAO DAS NANOCAPSULAS COM E SEM OLEO ESSENCIAL

Legenda: RI cal, RI lit, A%, D.P

Os resultados obtidos na caracterizacdo das nanoparticulas estdo apresentados na

Tabela 4.

Tabela 4 - Tamanho de particula, indice de polidispersdo (PDI), potencial Zeta, doseamento
eficiéncia de encapsulacéo (EE %) determinado por cromatografia liquida de alta performace

(CLAE) e espectrofotometria de absorc¢do no UV-Visivel (UV-Vis) nas hanocapsulas sem
(NC-PCL) e com 6leo essencial (NC-PCL/OE).

Formulacéo Tamanho de Potencial Zeta  Doseamento EE %
particula (CLAE)
NC-PCL 200,7 + 6,04 nm -10,1 £ 2,09 -
NC-PCL/OE 222,2+0,53 nm -15,5+ 3,45 525+1,44 70,7 +1,86

Autoria: Milena Ferraz, 2018.

As NC-PCL e NC-PCL/OE apresentaram um tamanho de 200,7 £ 6,04 nm e 222,2 +
0,53 nm, respectivamente. Um aumento de cerca de 10% foi observado apos a adicdo do

oleo, provavelmente, devido a formacdo do nucleo oleoso na nanoparticula. Os valores de

indice de polidispersdo foram menores que 0,2 indicando a presenca de populacdes

monodispersas de particulas ou apresentando uma faixa estreita de distribuicdo do tamanho

das particulas.

Os valores de potencial zeta das nanoparticulas foram de -10,1 + 2,09 mV (NC-PCL) e

-155 £ 3,45mV (NC-PCL/OE), respectivamente. Estes resultados indicam uma boa

estabilidade das formulagGes. O potencial zeta é um parametro que esta relacionado a carga de

superficie de particulas em suspensdo e depende principalmente da natureza quimica do
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polimero, da natureza quimica do agente estabilizante e do pH do meio. Quando as
nanoparticulas sdo preparadas a partir de polimeros de poliéster, sdo obtidos valores de
potencial negativos devido a presenca de grupos carboxilicos terminais do polimero.

A eficiéncia de encapsulacdo das nanocapsulas foi avaliada por CLAE e por
espectrofotometria, nos quais foram observadas diferencas nos resultados quando comparados
os dois métodos. A curva analitica utilizada para efetuar a quantificagdo do 6leo essencial foi
ajustada por andlise de regressao linear, as quais estdo apresentadas na Tabela 5.

Tabela 5- Curva analitica do 6leo essencial de Croton rhamnifolioides a 236 nm.

Concentracao teorica de OE Valor da absorbancia Valor da Area OE
(ng/mL) (mAU/min)
50 0,135 2,69
100 0,262 5,05
150 0,392 7,65
200 0,532 10,27
250 0,654 12,97
300 0,802 15,69

Autoria: Milena Ferraz, 2018.

O método mostrou-se linear entre as concentragfes de 50 a 300 ug/mL. A equacdo da
regressao linear obtida foi y = -0,0024 + 0,0027 X por espectrofotometria e y = -0,088 + 0,052
X, em que y é a absorbancia ou &rea e x a concentra¢do (ug/mL) em equivalentes de OE,

respectivamente (Figura 12).

Figura 12 - Analise de regressdo linear do 6leo essencial por espectroscopia (A) e por
CLAE (B). A linha vermelha representa o ajuste a regressdo linear.
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O coeficiente de correlagdo obtido foi de 0,9993, significando que 99,93% da variagao
total em torno da média € explicada pela regressdo linear, comprovando a adequagdo do

método ao intervalo avaliado. Os dados da anéalise de regressao sdo resumidos na Tabela 6.

Tabela 6 - Parametros do método espectrofotométrico e CLAE para a quantificacdo do 6leo
essencial (OE).

Parametros Espectrofotometria CLAE
Comprimento de onda de medigdo (nm) 236 236

Faixa linear (ug.mL™) 50-300 50-300
Intercepto + (desvio padréo) -0,0024 (+ 0,006) -0,088 (+ 0,118)
Inclinag&o + (desvio padrao) 0,0027 (£ 0,00003) 0,052 (+ 0,0006)
Coeficiente de correlagdo (r?) 0,9993 0,9993
Limite de detecgdo, LD, (ug.mL™) 7,33 7,49
Limite de quantificacio, LQ, (ug.mL™) 22,22 22,69

Autoria: Milena Ferraz, 2018.

A eficiéncia de encapsulacdo do OE nas nanocapsulas foi de 51,66 + 1,76 %
(espectrofotometria) e 32,78 + 1,56 % (CLAE), o que equivale a uma concentragdo de
farmaco na formulacdo de 5,17 mg/mL e 3,28 mg/mL, respectivamente. De acordo com estes
resultados, sugere-se que o sistema ficou saturado pela grande quantidade de 6leo (10mg/mL),
com uma proporcao polimero/OE de 1:2 (p/p). Além disso, ha uma volatilizagdo natural do
6leo essencial, que € intensificada com o processo de rotaevaporacéo.

4.4 DETERMINACAO DA ATIVIDADE LARVICIDA DO OLEO ESSENCIAL DE C.
rhamnifolioides

Apds uma série de extracbes, foram obtidos 4 (quatro) lotes de déleo essencial, que,
para uso nos testes larvicidas, foram identificados como Lote A (composto pela mistura dos
6leos essenciais obtidos nas sete primeiras extracdes), Lote B (composto pela juncdo dos
6leos de outras quatro extracdes), Lote C e Lote D (provenientes cada um de apenas uma
extracdo). As misturas foram realizadas para uma maior uniformidade dos compostos
existentes nos 6leos essenciais.

Para os bioensaios larvicidas utilizando o 6leo essencial puro, utilizou-se o Lote A e 0s
resultados dos probits obtidos estdo expresso na Tabela 7, apresentando um valor médio de X
CLsp = 48,2 pg/mL com uma variagao de limite inferior e superior (38,8 pg/mL — 60,5 pg/mL)
respectivamente, apresentando um valor médio de +10 pg/mL mais alto e 12 pg/mL abaixo

(Tabela 7), apresentando um valor médio de ¥ CLsg= 48,2 ug/mL com uma variagdo de limite
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inferior e superior (38,8 pg/mL — 60,5 pg/mL) respectivamente.

Tabela 7 — Valor da CLs e CLgy dos bioensaios com o 6leo puro lote A

Estimativa (ug/mL)  Limite inferior Limite superior Leitura (h)
44 43,3 44,5 24
CLs 42,5 38,8 45,2 24
58 55,9 60,5 24
Média (X) 48,2 Variacéo (38,8 pg/mL — 60,5 pg/mL)
Estimativa (ug/mL)  Limite inferior Limite superior Leitura (h)
48,7 47,6 50,2 24
CLg 62,0 58,7 67,0 24
71,3 67,6 76,4 24
Média () 60,7 Variag&o (47,6 ug/mL — 76,4 pg/mL)

Autoria: Andréia Santos, 2018

Quanto ao valor médio de, X CLg = 60,7 ug/mL, com variacdo de limite inferior e
superior de 47,6 pug/mL e 76,4 pug/mL, respectivamente, observou-se-que quanto menor for o
intervalo entre o limite inferior e o superior, maior sera a seguranca nos resultados obtidos. Os
trés testes com o 6leo essencial das folhas de C. rhamnifolioides apresentarmm resultados
semelhantes indicando aumento na mortalidade de larvas do mosquito A. aegypti a medida
gue houve aumento na concentracdo do 6leo, com relacdo aos controles.

Os quatro componentes majoritarios do 6leo foram a-phellandrene, eucalyptol (1,8 —
cineol), (E)-Caryophyllene, Spathulenol. Estudos prévios realizados por Santos (2014)
demonstram que o a-phellandrene revelou forte atividade frente as larvas de A. aegypti com
um valor de CLsg de 39, 3 pg/mL. Ja 0 1,8 — cineol néo foi efetivo. De acordo com a literatura
0 (E)-Caryophyllene tem atividade larvicida de moderada a baixa (NAVARRO et al., 2014).
Sugere-se que os dois principais componentes do 6leo ndo estdo diretamente responsaveis
pela sua forte atividade larvicida. Porém o o-phellandrene mesmo em concentracdo mais
baixa no 6leo apresenta forte acdo larvicida.

Na literatura € aceito que um Oleo essencial € ativo contra as larvas de A. aegypti
guando sua CLsp < 100 pg/mL e fortemente ativo quando a CLsg for < 50 pg/mL (NAVARRO,
2014). Desta forma, acredita-se que a alta atividade larvicida deste 6leo ndo pode ser atribuida
a um componente quimico isolado, podendo estar vinculada a acdo sinérgica dos seus
componentes.

Para o Lote B, que corresponde a uma segunda amostra de mistura do 6leo essencial

de diferentes extracdes, obtiveram-se os resultados apresentados na Tabela 8, com valor de X
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CLso= 52,2 pg/mL, com variacdo de limite inferior e superior entre 45,0 pug/mL e 62,0 pg/mL)
e valor de X CLgo= 68,7 pg/mL, com variacdo de limite inferior e superior entre 53,7 pg/mL e
93,7 pg/mL.

Tabela 8 — Valor da CLsp e CLgo dos bioensaios com o 6leo puro lote B

Estimativa (ug/mL)  Limite inferior Limite superior Leitura (h)
46,0 45,0 47,1 24
ClLso
58,3 55,2 62,0 24
Média (X) 52,2 Variacdo (45,0 pg/mL — 62,0 pg/mL)
Estimativa (ug /mL)  Limite inferior Limite superior Leitura (h)
55,7 53,7 58,8 24
CLg 81,6 74,9 93,7 24
Média () 68,7 Variagdo (53,7 pg/mL — 93,7 pg/mL)

Autoria: Andreia Santos, 2018.

Para os resultados gerados nos bioensaios referentes ao Lote C (extracdo realizada em
maio/2018), chegaram-se as seguintes conclusdes: X CLso= 26,3 pg/mL com uma variacdo
minima que vai de 20,2 ug/mL a 30,8 pug/mL e X CLgo= 39,0 pg/mL com variacdo minima de
27,8 pg/mL e méxima de 51,0 pg/mL, conforme Tabela 9.

Tabela 9 — Valor da CLsp e CLgg dos bioensaios com o 6leo puro lote C

Estimativa (ug/mL) Limite inferior Limite superior Leitura (h)
28,4 26,9 30,0 24
CL50 21,7 20,2 23,1 24
28,8 27,0 30,8 24
Média () 26,3 Variagdo (20,2 ug/mL — 30,8 pg/mL)
Estimativa (ug/mL) Limite inferior Limite superior Leitura (h)
41,0 38,5 44,3 24
CL90 30,0 27,8 32,3 24
46,0 42,5 51,0 24
Média (X) 39,0 Variagdo (27,8 pg/mL — 51,0 pg/mL)

Autoria: Andréia Santos, 2018.

Para o Lote D (extracdo realizada em junho/2018), foram obtidos os valores de X CLs
= 26,4 pg/mL, com variacdo correspondente de 23,5 pg/mL a 29,9 pug/mL e X Clgo= 37,8

ug/mL, com variacao inferior de 31,7 pg/mL e superior de 46,1 pg/mL, conforme Tabela 10.
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Tabela 10 — Valor da CLsg e CLgo dos bioensaios com o 6leo puro lote D

Estimativa (ug/mL) Limite inferior Limite superior Leitura (h)
25,1 23,5 26,6 24
CLs 25,8 24,4 27,3 24
28,3 26,7 29,9 24
Média (X) 26,4 Variagdo (23,5 pg/mL — 29,9 ug/mL)
Estimativa (ug/mL) Limite inferior Limite superior Leitura (h)
33,8 31,7 37 24
CLg 37,3 34,8 40,8 24
42,2 39,6 46,1 24
Média (X¥) 37,8 Variagdo (31,7 pug/mL — 46,1 pg/mL)

Autoria: Andréia Santos, 2018.

Os valores obtidos para a CLsp € a CLgy dos 6leos provenientes dos Lotes C e D foram

semelhanca entre si. Observou-se que as amostras de extragdes mais recentes apresentaram

uma maior mortalidade. Fazendo uma comparacao entre as amostras dos lotes C e D, conclui-

se que as amostras mais recentes, com até 15 dias da data inicial de producdo, apresentam

resultados de bioensaios que demonstraram ser mais ativas do que as amostras dos bioensaios

iniciais.

Para os bioensaios com as nanoparticulas (NC-PCL/OE), utilizando os o6leos

provenientes do Lote A, obtiveram-se os seguintes valores: X ClLso= 63,4 pg/mL com

variacdo de limite inferior e superior de (51,6 pg/mL — 74 pg/mL) e X Clgo = 104,8 pg/mL,

com variagdo de limite inferior e superior de (84,5 pg/mL — 146,4 pg/mL), para
concentracdes na faixa de 40, 42, 43, 45, 46, 48, 50, 60, 70 e 80 pg/mL (Tabela 11).
Tabela 11 — Valor da CLsy e CLgg dos bioensaios com as nanoparticulas lote A

Estimativa (ug/mL) Limite inferior Limite superior Leitura (h)
66,3 60,5 74,0 48
CL50 67,3 64,5 70,6 48
56,7 51,6 62,3 72
Média () 63,4 Variagdo (51,6 pg/mL — 74,0 pg/mL)
Estimativa (pg/mL) Limite inferior Limite superior Leitura (h)
90 84,5 97,8 48
CL90 121,4 106,5 146,4 48
103,1 92,6 119,2 72
Média () 104,8 Variagao (84,5 ug/mL — 146,4 ug/mL)

Autoria: Andréia Santos, 2018.
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Conforme a Tabela 11, foi observado que as larvas comegaram a ter mortalidade a
partir das 48h, porém, com este bioensaio utiliza o 6leo essencial encapsulado, a atividade
larvicida ficou mais baixa nestas primeiras 48h, quando comparada com os resultados obtidos
no bioensaio utilizando o éleo essencial puro. Por esta razdo, houve necessidade de estender o
tempo dos testes para 72h, objetivando obter a efetividade da mortalidade, a qual ja se obtinha
com o 6leo puro no periodo de 24h.

O mesmo comportamento foi constatado por Kanes (2011), ao utilizar o polimero
sintético PCL na nanoencapsulacdo do 6leo de copaiba, observando um retardo da liberagédo
no periodo de 48h nos testes realizados. O mesmo sugere estudos residuais no periodo de 28
dias para que se possa ser detectado um perfil de mortalidade. Assim seria possivel constatar
se 0 6leo esta sendo liberado de forma constante ou se a formagdo da membrana polimérica
mais o Oleo essencial impossibilitou a liberacdo do principio ativo. Christofoli (2014)
avaliando nanoesferas de PCL com O&leo essencial de Zanthoxylum rhoifolium e Z.
riedelianum obteve aproximadamente 81% e 80%, respectivamente, de difusdo em 72 horas
de ensaio.

Segundo Marques et al (2014), a diminuicdo na mortalidade pode ser ocasionada pelo
efeito de repeléncia ou até mesmo pelas condi¢fes do inseto. Ainda de acordo com Martinez
(2002), os insetos possuem quimiorreceptores nos tarsos, o que possibilita detectar a presenca
do 6leo essencial. Fato este que pode ocasionar a inquietabilidade, que ao detectarem a
presenca de uma substancia estranha, fazem com que ndo parem em um ponto fixo para se
alimentar (YANG et al.,2010), deduzindo assim, um efeito de repeléncia.

Esmeraldo (2016) demonstra uma variagdo de concentracdo na faixa de 10 a 1000
ug/mL, apés encapsulacdo de bioprodutos, a fim de se estabelecer as concentracdes letais
(CLso), valor ideal para ocasionar a mortalidade ou toxidade a metade das larvas expostas aos
testes, além de precisar de 5 dias para obtencdo de mortalidade acima de 80%, confirmando
assim sua atividade larvicida.

Kanes et al. (2011) demonstra que a utilizagdo de gelatina possibilitou uma liberacéo
mas rapida do 6leo quando comparada a outros polimeros, fato que pode esta atribuido a
espessura e integridade da particula formada ao redor do principio ativo. Outra varidvel a se
levar em conta é o fato de que a gelatina por ser uma proteina faz parte da alimentacéo das
larvas, circunstancias que pode ter possibilitado a atividade larvicida.

Apesar das variaveis encontradas, o bioensaio com as nanoparticulas contendo 6leo
essencial de C. rhamnifolioides apresentou uma boa mortalidade das larvas de A.aegypti na

fase L3, semelhante aos testes realizados com o 6leo puro.
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De acordo com os bioensaios, ndo houve diferenca em ambos os controles
(nanocapsulas vazias e etanol), demonstrando assim que o0s produtos utilizados nas
nanoparticulas ndo interferiram na mortalidade das larvas. Os resultados dos ensaios com 0
0leo essencial e as nanoparticulas contendo 6leo essencial de folhas de C. rhamnifolioides
foram significativos, uma vez que ambos tiveram mortalidade a medida que se aumentou a
concentra¢do. Porém, mesmo que as nanoparticulas ndo tenham conseguido potencializar o
efeito do oOleo essencial em até 24h, o uso das mesmas pode ser justificado pela protecdo que
oferece ao ativo, ocasionando uma liberacdo gradual, da solubilidade em &agua sem a
necessidade de adi¢do de solventes, além de ndo ter a necessidade do contato do principio

ativo com o homem.
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5 CONCLUSAO

O desenvolvimento de produtos naturais é uma das alternativas eficazes no combate ao
Aedes aegypti, gracas ao sinergismo entre os ativos vegetais, que atuam de forma conjunta.
Diante disso, foram observadas as seguintes conclusdes para os bioensaios utilizando 6leo
essencial de Croton rhamnifolioides perante 0 mosquito Aedes aegypti.

Para os bioensaios com o 6leo puro se obteve os valores para CLsy que variaram de
26,3 pg/mL a 52,2 pg/mL e Clg variando de 37,8 pg/mL a 68,7 pg/mL, demonstrando que o
6leo puro é considerado fortemente ativo (CLsp < 50 pg/mL) contra as larvas de A. aegypti.
Sugerindo desta forma que o0 Gleo dessa espécie vegetal pode ser uma alternativa no combate
ao vetor da dengue, diminuindo o impacto sobre o ambiente e a salude da populacdo, no
entanto, sdo necessarios estudos mais aprofundos, uma vez que o 6leo apresenta diversas
variaveis, entre elas, a idade da planta, o horéario de coleta, fatores climéticos, volatizacdo do
oleo, producédo do 6leo e o tempo habil para utilizacdo do mesmo, conservacdo do 0leo, que
precisam ser controladas.

Quanto a nanoparticulas testadas, foi observada uma mortalidade apds 48h, com valor
para CLsy de 63,4 pg/mL e ClLgo de 104,8 pg/mL, atingindo um grau de mortalidade
moderadamente ativo, uma vez que na literatura se aceita que um Gleo essencial é ativo contra
as larvas de A. aegypti quando sua CLsp < 100 pg/mL e fortemente ativo quando a sua CLsg
for < 50 pg/mL. Os resultados apresentados demonstram que as formulacGes apresentaram
atividade mais baixa aquela observada para o 6leo puro. Este comportamento pode ser
atribuido a encapsulacdo do 6leo de C. rhamnifolioides, necessitando também de estudos mais
profundos no método de encapsulacdo do 6leo utilizando-se polimeros sintéticos, para que se
possa determinar um perfil de liberacdo mais adequada do principio ativo.

No que se refere a diferenca entre os dois métodos utilizados na nanoencapsulacéo,
sugere-se realizar um ensaio de exatiddo para verificar possiveis interferentes nos excipientes
das formulacbes, bem como retengdes na coluna cromatografica, com uma possivel troca de
coluna do HPLC.

Os resultados demonstraram que existe a possibilidade de nanoencapsular o 6leo de
Croton rhamnifolioides para aplicagédo como larvicida.

Contudo, a pratica de medidas de controle deve estar sempre ligada a uma campanha
de esclarecimento a populacédo, informando-os da importancia do papel de cada um deles no

combate a esse mosquito, destruindo criadouros existentes, evitando assim, sua proliferacéo.
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Diante do exposto, é cabivel investir o desenvolvimento de um produto a base de 6leos
essenciais de C. rhamnifolioides, empregando nanotecnologia para o controle da liberagédo e
prolongamento da acdo do ativo, como ja ocorre com diversos farmacos, aumentando assim

sua estabilidade e reduzindo a toxicidade.
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