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RESUMO

A dengue, o zika virus e a chicungunya sao doencas transmitida pela picada da fémea do mosquito
Aedes aegypti Linn. Por causa disso, essas doengas acarretam um problema de salde publica, especialmente
nos paises tropicais. Até o momento presente, ndo ha vacinas especificas que atue contra os diferentes
sorotipos da doenga. Dessa forma, as medidas adotadas para combaté-la restringem-se no controle do
mosquito. Isso é realizado empregando-se larvicida quimicos e inseticidas, cujo principal componente sdo os
organofosforado, como Temephos e piretroides. No entanto, o uso frequente desses produtos trouxe ao longo
dos anos algumas desvantagens que sao: resisténcia dos mosquitos, contaminagcdo das aguas e o ataque a
seres vivos ndo-alvos. Portanto, este trabalho avaliou o potencial larvicida dos botdes florais da espécie
Syzygium aromaticum contra larvas em terceiro estagio do mosquito Aedes aegypti (Linnaeus, 1762). Para
isso, extraiu-se quantitavamente o 6leo essencial por hidrodestilagao. Determinaram-se as propriedades fisico-
quimicas do 6leo essencial (densidade, indice de refragdo, solubilidade, cor e aparéncia). Além disso,
caracterizou-se quimicamente o 6leo, quantificando seus componentes e identificando seu componente
majoritario por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas. Calculou-se a CLs, do 6leo, além
do limite de confianca a 95% de probabilidade, a partir dos métodos de Reed-Muench (1938) e Pizzi (1950),
respectivamente. O rendimento do 6leo foi de 3,54% m/m e 3,63% v/m. Pelo método utilizado foi possivel
identificar e quantificar os componentes: eugenol (52,53 %), cariofileno (37,25 %), humuleno (4,11 %), acetato
de eugenila (4,05 %) e copaeno (2,05 %), sendo o eugenol o componente majoritario do 6leo. O 6leo exibiu
atividade larvicida sendo totalmente letal a uma concentragéo de 120 pg/mL.

Palavras-chave: Syzygium aromaticum, Eugenol, Atividade larvicida, Aedes aegypti
ABSTRACT

Dengue, zika virus and chicungunya are diseases transmitted by the bite of the female mosquito Aedes
aegypti Linn. Because of this, these diseases pose a public health problem, especially in tropical countries. To
date, there are no specific vaccines that act against the different serotypes of the disease. In this way, the
measures adopted to combat it are restricted in the control of the mosquito. This is done using larvicide
chemicals and insecticides, whose main component are organophosphorus, such as Temephos and
pyrethroids. However, frequent use of these products has brought over the years some disadvantages:
mosquito resistance, water contamination and attack on non-target living beings. Therefore, this work evaluated
the larvicidal potential of the flower buds of the Syzygium aromaticum species against larvae in the third stage
of the Aedes aegypti mosquito (Linnaeus, 1762). For this, the essential oil was quantitated by hydrodistillation.
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The physicochemical properties of the essential oil (density, refractive index, solubility, color and appearance)
were determined. In addition, the oil was characterized chemically, quantifying its components and identifying its
major component by gas chromatography coupled to mass spectrometry. The oil LC50 was calculated, in
addition to the confidence limit at 95% probability, from the methods of Reed-Muench (1938) and Pizzi (1950),
respectively. The yield of oil was 3.54% m / m and 3.63% v / m. Using the method used, it was possible to
identify and quantify eugenol (52.53%), caryophyllene (37.25%), humulene (4.11%), eugenyl acetate (4.05%)
and copaene %), With eugenol being the major component of the oil. The oil exhibited larvicidal activity being

totally lethal at a concentration of 120 pg / mL.

Keywords: Syzygium aromaticum, Eugenol, Activity larvicidal, Aedes aegypti

INTRODUCAO

Atualmente, a arbovirose que ameacga a
saude publica, especialmente dos paises
tropicais, é a dengue. Esta doenca € transmitida
pela picada da fémea do mosquito Aedes aegypti
Linn (Sharp et al, 2014). Além disso, esse
mesmo mosquito € vetor de outras, tais como o
zika virus e a chicungunya. (Ministério da Saude,
2016).

Até o momento presente, ndo ha vacinas
especificas que atue contra os diferentes
sorotipos da doenga. Dessa forma, as medidas
adotadas para combaté-la restringe-se no
controle do mosquito (Bisset et al., 2011; Coelho
2012). Isso é realizado empregando-se larvicida
quimicos e inseticidas, cujo principal componente
sdo os organofosforado, como Temephos e
piretroides. No entanto, o uso frequente desses
produtos trouxe ao longo dos anos algumas
desvantagens que sao: resisténcia dos
mosquitos, contaminagado das aguas e o ataque
a seres vivos nao-alvos (Pocquet et al., 2014;
Muhammetoglu et al., 2010).

Segundo Melo-Santos e colaboradores
(2010) a resisténcia da populagdo de mosquitos
esta relacionada com as atividades de enzimas
presentes nas rotas bioquimicas. Nesse estudo,
esses autores constataram que o principal
caminho para desintoxicacdo do Temephos é
realizado por esterases.

Dessa maneira, é necessario utilizar
outras formas que sejam mais eficientes, baixo
custo e que provoque menor impacto ambiental.
Dentro desta proposi¢cdo, destacam-se os
inseticidas a base de Oleos essenciais. Na
literatura, observa-se que ha uma diversidade de
plantas que possuem atividade larvicida frente ao
Aedes aegypti (Cavalcanti et al., 2004; Costa et
al., 2005; Barbosa et al., 2012; Murugan et al.;
2012, Warikoo et al, 2012; Fayemiwo et al.,
2014; Aravjo et al,2016). Levando-se isso em
consideragéo, este trabalho avalia a atividade

larvicida dos botdes florais do Syzygium
aromaticum (cravo-da-india).

PARTE EXPERIMENTAL

O presente trabalho foi desenvolvido no
Laboratério de Fisico-Quimica do Pavilhao
Tecnolégico, Nucleo de Imunologia Basica e
Aplicada (NIBA) da Universidade Federal do
Maranhdo (UFMA), Central Analitica da
Universidade de Campinas, Central Analitica da
UFMA, Nucleo de Combustivel, Catalise e
Ambiental (NCCA).

Realizou-se o teste de atividade larvicida
calculando-se a CLs, segundo o método Reed-
Muench (Colegate & Molyneux, 1993).

Obtencao do d6leo essencial

Os botdes florais do cravo-da-india foram
obtidos em mercados da rede varejista de Sao
Luis. Em seguida, o material selecionado foi
condicionado em sacos plasticos devidamente
lacrados e guardados em local seco e arejado.
Apoés isso, os botdes secos foram triturados no
moinho elétrico de facas (TECNAL, modelo TE-
340) e o material armazenado em frasco de
polietileno para posterior extracdo do Oleo
essencial.

Para a extracdo do Oleo essencial,
utilizou-se um extrator de Clevenger de vidro
acoplado a um baldo de fundo redondo de 6000
mL acondicionado em manta elétrica como fonte
geradora de calor. A cada rotina de extragdo do
6leo essencial, foram pesados e triturados
68,79g dos botbes florais, adicionando-se 200
mL de agua destilada. Em seguida a mistura foi
colocada em um baldo de fundo redondo
acoplado ao sistema extrator. A hidrodestilagéo
foi conduzida a 100°C por 5 horas, recolhendo-se
o 6leo essencial extraido. O éleo foi seco por
meio de percolacdo em sulfato de sédio anidro
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(NaxSO,). Essas operagbes foram realizadas em
triplicatas e as amostras armazenadas em
ampolas de vidro ambar sob refrigeracao de 4°C
para evitar possiveis perdas de constituintes
volateis. Posteriormente esses Oleos foram
submetidos as andlises.

O rendimento do 6éleo essencial foi
expresso em porcentagem na relagdo
massa/volume pela medida de densidade. Para
realizagdo dessa medida, foi utilizado um
picndémetro de 1,0 mL, previamente seco, tarado
e aferido, onde se adicionaram as amostras a
25°C, pesando-as em seguida. Apds essa etapa,
observou-se o0 volume (mL) de éleo essencial
obtido apds a extragado do 6leo por massa (g) de
material vegetal, conforme a férmula descrito
pela quarta edicdo da Farmacopeia Brasileira
(1996) e por Fabrowski (2002).

Obtencao e Cultivo das Larvas

Como os ovos do Aedes aegypti nao sao
postos diretamente na agua, mas sim milimetros
acima de sua superficie, principalmente em
recipientes artificiais, foi preparada uma
armadilha simples para coleta desses ovos. Para
tanto, foram utilizados jarros de plastico para
planta, de aproximadamente 500 mL,
semipreenchidos com agua e um pedaco de
madeira de dimensbes de aproximadamente
20cmx5¢cm com uma parte imersa e outra ndo. A
fémea do Aedes aegypti deposita seus ovos na
parte imediatamente superior a lamina d’agua, na
parte da madeira ainda umida, mas fora da agua
do jarro.

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

As larvas foram identificadas como Aedes
aegypti por técnicos do Laboratério do Nucleo de

Patologia Tropical e Medicina Social do
Departamento de Patologia da Universidade
Federal do Maranhao.

Analises Quimicas

Para a determinacao quimica do 6leo, foi
utilizada a analise por meio da cromatografia
gasosa contendo uma coluna capilar HP-5MS,
5% difenil, 95% dimetil polisiloxano (30 m x 0,25
mm; 0,25 ym de espessura de filme) com fase
estacionaria. O cromatégrafo do modelo QP-500
fabricado pela Shimadzu tendo hélio como gas
de arraste, com fluxo na coluna de 1 mL.min™"

Para as andlises, foram injetadas
aliquotas de 0,3 yL da amostra diluida (1,0 mg
do 6leo em 1000 uL de diclorometano com
pureza de 99,9 %), fixando-se as seguintes
condigoes: temperatura do injetor em 280°C; split
de 1:10; programacao de temperatura do forno
de 40°C (5,0 min.) a 240°C (com taxa de
aquecimento de 4°C/min.) e de 240 a 300°C
(com taxa de aquecimento de 8°C/ min., 7,5 min).

No Espectrometro de Massas do tipo
quadrupolo linear o modo de varredura foi de 0,5
seg/scan, a faixa de varredura variou de 40 a 500
Daltons cada uma, a linha de transferéncia foi de
280°C e o filamento desligado em 0,0 a 4,0 min.

Determinacéo pelo método de normalizagéao

A determinacdo da concentracdo do
eugenol e dos demais componentes do Oleo
essencial por esse método foi obtida através da
integragdo eletrénica das éareas dos picos
cromatograficos, utilizando o programa AMDIS
(Automated Mass Spectral Deconvolution Mass &
Identification System): Programa utilizado para a
interpretacdo dos espectros de massas quando
havia diferencas significativas entre o espectro
de massas obtido e o encontrado na biblioteca
do CG/EM.

Teste de Toxicidade

Para a realizacdo do teste de toxicidade,
as larvas selecionadas no terceiro estagio foram
transferidas para um béquer contendo 20 mL de
agua mineral com temperatura de 26 a 28°C.
Dez larvas foram capturadas utilizando-se pipeta
Pasteur. Cada teste foi feito em triplicata para
cada concentracdo testada. Os controles
positivos foram realizados com o}
organofosforado temephos em larvas do Aedes
aegypti, na concentracdo utilizada pela Vigilancia
Sanitaria que é de 100 mg/L. Os controles
negativos foram realizados com 20 mL de agua
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mineral (26-28°C) contendo 0,04% de Tween 80
(tensoativo hidrofélico que facilita a aplicagao em
emulsdes do tipo 6leo em agua). As larvas foram
expostas as solugdes por 24 horas, sendo
monitoradas de hora em hora. Ao fim dos
periodos registrou-se a mortalidade.

Para o preparo da solucao teste, pesou-
se 20 mg do 6leo essencial em um recipiente (do
tipo eppendorf), para cada mililitro da solugéo
teste e, em seguida, foi adicionada uma gota de
solvente do tipo Tween 80 sobre o 6leo, fazendo-
se entao a homogeneizagao. A seguir, utilizando-
se uma pipeta automatica, foi adicionado um
mililitro de agua destilada fazendo-se nova
homogeneizagéo.

Esta solucédo foi entdo transferida para o
béquer contendo as larvas separadas para o
teste, de acordo com as concentracées pré-
estabelecidas.

Analise Estatistica

Ap6s os testes, montou-se uma tabela
com os valores das seis concentracoes,
logaritmo das mesmas, o numero de larvas
mortas apos 24 horas (média dos cinco pontos),
namero de larvas vivas ap6s 24 horas (média
dos cinco pontos), 0 acumulado de mortos (soma
das células de mortos abaixo) e o acumulado de
vivos (soma das células de vivos acima).

A andlise estatistica dos dados foi
realizada de acordo com o método de Reed &
Muench (1938), o qual parte do principio de que
um animal que sobreviva a certa dose, também
ird sobreviver em qualquer outra dose menor que
aquela, consequentemente, o animal que morrer
com certa dose, também ird morrer em doses
maiores que aquela. A partir de uma tabela
contendo os dados de mortalidade para cada
concentracao testada, é construido um grafico
onde se observa uma curva para o0 acumulo de
animais mortos em cada concentracdo e outra
curva para o acumulo de sobreviventes. O ponto
de intercessao entre as curvas € a Concentragao
Letal 50% (CLs), pois nesse ponto o numero de
animais sobreviventes é igual ao numero de
animais mortos (Colegate & Molyneux, 1993).

O intervalo de confianca foi calculado
segundo o método de Pizzi (1950) no qual se
constr6i um grafico do percentual de
mortos versus logaritmo (log) da dose. A seguir
determina-se o valor de “R”, que é a diferenca
entre o log da dose que mata 75% das larvas e o
log da dose que mata 25% das larvas. Calcula-se
também a variavel “h” que consiste na média das

diferencas dos valores de log das doses. Com
esses dados determina-se o log do erro padréo
(SE), através da seguinte férmula: (SE)? = 0,79 x
h x R/20. Finalmente, o valor do intervalo de
confianca é igual 2 x 10°F.

RESULTADOS E DISCUSSAO
Avaliacao do rendimento dos dleos essenciais

A determinagcdo das condicbes de
extracdo de o6leos volateis € uma etapa muito
importante por ser um fator determinante na
relacdo entre a composicdo quimica e a
qualidade do 6leo extraido (Gomes et al., 2016).
Segundo Mouchrek Filho (2000), o tempo de
extragdo do 6leo essencial € um dos principais
parametros fisico-quimicos da industria de
esséncias, no que se refere a qualidade e a
natureza econémica. Por isso, ha dois tipos de
destilacdo: a rapida que conduz a um produto
com constituintes mais volateis, porém destituido
das melhores caracteristicas, e a lenta que
conduz a uma extragdo que encarece o produto
e também pode sobrecarrega-lo de compostos
de aromas indesejaveis (Chaar, 2000).

O trabalho de extracdo do 6leo essencial
estudado foi realizado em 5 horas, para a massa
de 68,79 g/amostra a 100°C.

Os parametros fisico-quimicos do 6leo
essencial dos botdes florais do Syzygium
aromaticum estao expostos na Tabela 1.

Tabela 1. Propriedades fisicas do oleo essencial
extraido dos botbes florais do Syzygium

aromaticum
Propriedades Fisico- Oleo
quimicas essencial
Densidade(g/mL) 0,973
Solubilidade em &lcool 90% 1:2
Indice de refracéao (Np 259) 1,526
Rendimento (m/m%) 3,54
Rendimento (v/m%) 3,63
Cor Transparente
Aparéncia Limpido

O odleo essencial apresentou valor de
densidade de 0,973 g/mL, a maioria dos 6leos
essenciais apresentam valores de densidade
menores do que 1, sendo normalmente a fase
superior quando em contato com agua. Quanto a
solubilidade, o 6leo mostrou-se solivel em uma

PERIODICO TCHE QUIMICA « www.periodico.tchequimica.com « Vol. 15 N. 29.
+ ISSN 1806-0374 (impresso) * ISSN 1806-9827 (CD-ROM) « ISSN 2179-0302 (meio eletronico)

© 2018. Porto Alegre, RS. Brasil

187



solugéo de etanol a 90% na proporcéo de 1 parte
de 6leo para 2 de solugédo alcodlica.

O 6leo de cravo-da-india apresentou nos
parametros fisico-quimicos analisados um indice
de refracdo (ND 25°) de 1,526. Esse valor é
coerente com valores encontrados na literatura.
Sulieman et al. (2007), determinou o indice de
refracdo de 1,531 para o 6leo do cravo. Reis
(2006) investigando o 6leo de cravo extraido dos
talos e frutos secos do cravo da india, relatou um
indice de refracao 1,523 e 1,525
respectivamente. Além do valor encontrado na
pesquisa se mostrar bem proximo dos
encontrados na literatura, ele se mostra ainda
muito préximo do indice de refragao citado para o
padrdo de eugenol que € de 1,541 (Aldrich,
2001). O eugenol é tido como componente
majoritario do O6leo do cravo, por isso a
proximidade dos valores.

O Oleo apresentou-se transparente logo
apés ser extraido, tornando-se levemente
amarelado com o passar do tempo. Sua
aparéncia foi limpida, ndo sendo observada
nenhuma presenga de impureza ou particulado.
O seu odor foi caracteristico do cravo-da-india,
sendo o odor idéntico ao do eugenol puro, seu
componente majoritario.

O rendimento da extragdo foi calculado
diante da quantidade de 6leo que se obteve a
partir de uma determinada massa vegetal. Nesse
experimento partiu-se de uma massa de 68,79 g
dos botdes florais do cravo da india e obteve-se
2,5 mL de d6leo essencial em cada extracido
dessa forma o rendimento (% v/m) foi de 3,63 %.
Como a densidade do 6leo foi determinada em
0,973 g.mL-1, rendimento (% m/m) foi de 3,54 %.
Segundo Simdes et al. (2007), a composi¢ao do
Oleo essencial de uma planta € determinada
geneticamente, sendo, geralmente, especifica
para um determinado 6rgao e caracteristica para
o seu desenvolvimento, mas as condicoes
ambientais sdo capazes de causar variagdes
significativas. Silvestri et al. (2010), encontrou
rendimento de 1,87% (v/m), ja Lee & Shibamoto
(2001) e Raina et al (2001), obtiveram
rendimentos de 2,75% (m/m) e 4,8% (v/m)
respectivamente.

Avaliacao das caracteristicas quimicas dos dleos
essenciais obtidas por Cromatografia Gasosa
acoplada a Espectroscopia de Massas (CG-EM)

Os resultados desse estudo sao

mostrados na Figura 1. O éleo essencial em
estudo apresentou cinco picos cromatograficos,
sendo que o pico cromatografico 1 é o Eugenol,
cujo tempo de retencédo foi 27,40 min; o pico
cromatografico 2 é o Copaeno, com tempo de
retengao 27,99 min; o pico cromatografico 3 é o
Cariofileno, o qual apresentou o tempo de
retencdo 29,47; o pico cromatografico 4 € o
Humuleno, cujo tempo de retengao foi 30,57 min;
o pico cromatografico 5 é o Acetato de Eugenila,
com tempo de retencao 32,94 min.

A Tabela 2 mostra a identificacdo de cada
pico apresentados na Figura 1, assim como o
seu Tempo de retengdo (T,) na coluna e o
respectivo teor na mistura de 6leos essenciais,
sendo que a quantificacdo dos cinco picos
cromatograficos foi determinada pelo método de
normalizagdo (integragcdo da area do pico
correspondente). Nota-se que o eugenol e o
cariofileno sdo os componentes majoritarios, pois
0S mesmos estao presentes em,
respectivamente 52,53% e 37,25%.

Tabela 2. Composicdo quimica dos botées florais
Syzygium aromaticum

Pico | T, (min) Substancia Teor
identificada (%)
1 27,40 Eugenol 52,53
2 27,99 Copaeno 2,05
3 29,47 Cariofileno 37,25
4 30,57 Humuleno 4,11
5 32,94 Acetato de 4,05
Eugenila

Um comparativo mostrado na tabela 3
entre Oleos essenciais extraidos de Syzygium
aromaticum em diferentes trabalhos ilustra essas
diferencas.

Os d6leos 1,2,3 e 4 foram obtidos pelo
meétodo da hidrodestilagdo, o dleo 5 por
destilagdo por arraste de vapor e o 6leo 6 de
uma amostra comercial.

Na literatura o eugenol ¢é sempre
apresentado como componente majoritario do
6leo de cravo. Seu teor varia muito de um éleo
para outro e o0s teores dos componentes
minoritarios também.
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Atividade Larvicida

A atividade larvicida do éleo essencial
extraido da espécie Syzygium aromaticum
(cravo-da-india) foi testada em seis
concentracoes diferentes: 20, 50, 70, 90, 100 e
120 pg/mL, sendo n € o numero de larvas do
mosquito Aedes aegypti utilizadas no ensaio
larvicida para cada concentragao (totalizando 10
larvas por ensaio).

Para cada concentracao os testes foram
realizados em ftriplicata. Os dados sobre o
namero de larvas vivas e de larvas mortas foram
encontrados através de uma média das cinco

repeticbes para cada uma das seis
concentracoes testadas (Tabela 4).
De acordo com a Tabela 4, a

concentracao de 20 ug/mL do 6leo essencial do
Syzygium aromaticum apresentou a menor
atividade larvicida, matando, em média, duas
larvas, o que corresponde a 20% de mortalidade.
A partir da concentragdo de 70ug/mL do 6leo
essencial a atividade larvicida foi constante,
provocando a morte de 100% dos individuos
testados, ou seja, 10 larvas.

A taxa de percentagem da mortalidade
das larvas frente o 6leo € mostrada na Figura 2,
mostrando-se constante a partir do Log dose
1,8451 (concentracao 70 pg/mL).

A Figura 3, mostra que a Concentracao
Letal 50% (CLsy), concentracdo na qual
cinquenta por cento das larvas testadas morrem,
foi encontrada proxima ao Log dose 1,69 (abaixo
da concentracdo de 50ug/mL). De acordo com
Cheng et al. (2003) valores de CLs<100 pg/mL
sdo considerados ativos.

A dose letal 50% para o 6leo essencial do
cravo-da-india foi calculada através da
intersecgdo das curvas de individuos
acumulados mortos e individuos acumulados
vivos da Figura 3, tendo como resultado a
concentracao de 38,86 ug/mL com um intervalo
de confianga de 2,25 pg/mL.

Logo a atividade larvicida do Oleo
essencial de Syzygium aromaticum nao foi de
todo uma surpresa, pois encontra-se na literatura
varios trabalhos sobre o potencial bioldgico
desse 6leo contra insetos e outros organismos.
Segundo Shapiro (2012), o 6leo de cravo tem
sido estudado por suas propriedades
antibacteriana, antimicrobiana e antifungica
contra manifestacbes cutaneas infecciosas,
antiinflamatérias,  repelentes,  citotoxicidade

contra insetos, anestésicas entre outras além de
ter demonstrado ser ambientalmente seguro e
nao téxico para os seres humanos, para uso em
medicina, perfume e aromas alimentares.

De acordo com Chaieb et al (2007), a
atividade Dbiolégica do 6leo de Eugenia
caryophyllata (outro nome de Syzygium
aromaticum) foi investigada contra diversos
parasitas. Foi mostrado que o 6leo tem atividade
contra larvas de Culex pipiens, atividade
inseticida contra Pediculus capitis e mosquitos
Dirus anopheles. Iniang & Emosairue (2005 apud
Lucca, 2009), estudando a atividade repelente de
extratos aquosos de plantas sobre moleque-da-
bananeira (Cosmopolites sordidus Germar)
obtiveram para cravo-da-india e pimenta didica
um nivel de repeléncia de 60 a 80%. Segundo os
autores esse efeito repelente do cravo-da-india
estaria relacionado com sua caracteristica
pungente, que sugere uma agado fumegante
contra insetos.

Dayan et al. (2009), citam o cravo da
india como inseticida eficaz sobre pragas de
artropodes, pulgdes, acaros entre outros. Um
estudo de Bhat & Kempraj (2009), confirmou o
potencial biocida do 6leo essencial das folhas de
S. aromaticum contra o Aedes albopictus. Dessa
forma o 6leo de cravo € usado na agricultura
organica como uma alternativa para os métodos
de agricultura nao-organicos. Pois acredita-se
ser 0 6leo de cravo um biopesticida mais seguro
do que os pesticidas quimicos (Shapiro, 2011).

Oleos essenciais de plantas em geral,
tém sido reconhecidos como importantes
recursos naturais de inseticidas. Sua natureza
lipofilica facilita-lhes interferir com fungdes
metabdlicas,  bioquimicas, fisiolégicas e
comportamentais dos insetos, sendo geralmente
pesticidas ecologicamente menos agressivos e
seguros para os seres humanos e outros
mamiferos (Prajapati, 2005).

No entanto, segundo Lahlou (2004), a
atividade biolégica de Oleos essenciais esta
diretamente relacionada com sua composi¢ao
quimica. Essa relacdo de composicdo e
atividade, muitas vezes sugere que a atividade
biolégica de um éleo pode ser atribuida tanto a
seus componentes majoritarios, quanto a
componentes presentes em menor concentragao.
E possivel que eles ajam em conjunto
sinergicamente, contribuindo para toxicidade total
do 6leo testado. Nesse trabalho o componente
majoritario foi identificado como sendo o Eugenol
com (52,53%), segundo a literatura (Brewer,
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2011), os principais componentes do Oleo
essencial de cravo sdo fenilpropanoides tais
como eugenol, carvacrol, timol, e cinamaldeido.
O cravo também contém uma variedade de
compostos nado volateis (taninos, esterdis,
flavonoides e triterpenos). Algumas dessas
substancias como terpenos e fenilpropandides
volateis sintetizados por espécies vegetais
podem ter, dependendo do inseto em analise,
propriedades atrativas (alimentacao, polinizacao)
e/ou inseticidas (Simas et al., 2004).

O eugenol pertence a classe dos fenois e
também ¢é classificado como fenilpropandide.
Encontra-se na literatura relatos sobre a
atividade larvicida desses compostos. Segundo
(Simas et al., 2004), os fenilpropandides safrol,
eugenol e aldeido cindmico foram ativos contra
larvas do Aedes aeypti com CLs, de 49,0; 44,5 e
24,4 ppm, respectivamente. O eugenol e outros

compostos das folhas de Cinnamomum
osmophloeum mostraram ainda uma forte
atividade contra cupins (Coptotermes

formosanus). Possui também atividade inseticida
comprovada contra espécies de besouros
Sitophilus zeamais e Tribolium castaneum
(Huang et al., 2002).

Em um estudo da acgéo larvicida de 6leos
contendo limoneno, linalol e eugenol frente ao
mosquito Aedes aegypti, Furtado et al. (2005)
confirmaram atividade larvicida para esses
compostos e segundo os autores os Oleos
apresentaram melhores atividades que o0s
padrdes testados isoladamente (como ocorreu no
presente trabalho). Ainda segundo eles ha a
possibilidade de outros compostos serem
responsaveis pela atividade larvicida do o6leo
essencial ou ainda a existéncia de um sinergismo
entre 0 composto majoritario e outro(s)
componente(s) do o6leo, existentes em menor
fracéo.

Esse tipo de comportamento de Oleos
essenciais ja foi relatado em outros trabalhos.
Em estudo de Gillij et al. (2008), com atividade
repelente de 6leos essenciais, o autor sugere
que fendmenos sinérgicos entre os diversos
componentes dos O6leos essenciais podem
resultar em uma maior bioatividade (um aumento
de resposta repelente) do éleo como um todo em
relagdo aos seus componentes isolados.

Geralmente se atribui o potencial
biolégico ao componente majoritario. Logo, o
efeito sinérgico no éleo em questdo nédo é
responsavel por conferir a atividade larvicida,
mas sim potencializa essa atividade. Outras

substancias presentes em menor quantidade no
6leo também possuem atividade contra insetos, o
sesquiterpeno B-cariofileno é citado como um
forte repelente contra o Aedes aegypti (Gillij et
al., 2008).

Em trabalho de Simas et al. (2004), o
autor destaca a importancia da lipofilicidade de
terpenos para a atividade larvicida em Aedes
aegypti, quando se compararam monoterpenos e
sesquiterpenos de  estruturas  correlatas.
Também foi observada a menor atividade de
fenilpropandides contendo nucleos benzénicos
que possuem substituintes nucleofilicos, como
hidroxila, metoxila e benzodioxola.

O numero de ligagbes duplas conjugadas
parecem contribuir para um aumento na
poténcia, jA que compostos aroméaticos, tais
como, timol, carvacrol, e eugenol apresentam
potencial larvicida mais elevado do que a
carvona (Santos et al., 2011).

De acordo com Rattan (2010), os Oleos
essenciais e seus constituintes afetam os
processos bioquimicos, que especificamente
perturbam o equilibrio endécrino dos insetos.
Eles podem ser neurotéxicos ou podem atuar
como reguladores de crescimento de inseto,
interrompendo o processo  normal de
morfogénese. Esse modo de ag&o neurotoxica
possui 0s seguintes sintomas em artrépodes:
hiperatividade seguido por hiperexcitagcao
levando rapidamente a queda e imobilizagao.

CONCLUSOES:

No presente estudo as constantes fisicas
do dleo essencial do Cravo-da-India (Syzygium
aromaticum), apresentaram resultados
satisfatorios no que se diz respeito a avaliacao
da qualidade do 6leo extraido; A identificacao
positiva do eugenol no 6éleo essencial foi
realizada  utilizando-se as  técnicas de
Cromatografia Gasosa acoplada a
Espectrometria de Massas, baseado nos seus
tempos de retencdo comparados com seus
padrdes e aos seus fragmentos de massas, nas
mesmas condi¢cdes de analises; A quantificacao
por normalizagdo dos componentes do O6leo
essencial por cromatografia gasosa mostrou que
0 eugenol apresentou-se como componente
majoritario apresentando um teor de 52,53%. A
letalidade larval causada pelo 6leo ocorreu na
primeira hora de teste com a dose 120 pg/mL,
acusando uma mortalidade de 60% * 0,3 e uma
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CLso de 38,86 pg/mL; tornando-se crescente ao
final de 24 horas de monitoramento.
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Figura 1. Cromatograma do dleo essencial do cravo da india.

Tabela 3. Comparativo da composi¢cao quimica de diferentes dleos do Syzygium
aromaticum

Trabalhos Eugenol Cariofileno Humuleno Acetatode  Copaeno

(%) (%) (%) Eugenila (%)
(%)

Proposto 52,53 37,25 411 4,05 2,05
Oleo 1 88,38 0,64 - 10,98 -
Oleo 2 90,3 4,83 - 1,87 -
Oleo 3 94,41 2,91 0,36 - 0,04
Oleo 4 88,58 1,38 0,19 5,62 -
Oleo 5 87,00 3,56 0,40 8,01 0,10
Oleo 6 59,3 24,9 2,8 4,2 1,2

Oleo 1 (Oliveira et al., 2009); Oleo 2 (Silvestri et al.,2010); Oleo 3(Raina et al.,2001); Oleo
4(Chaieb et al., 2007); Oleo 5 ( Alma et al., 2007); Oleo 6 (Fichi et al., 2007)
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Tabela 4. Mortalidade das larvas do mosquito Aedes aegypti apds 24 horas de
exposicao em vdrias concentragbes do dleo essencial Syzygium aromaticum

Acumul .
0%, 45 Moros vives ados Acumusdorziia
120 2,0791 10 0 48 0 100
100 2,0000 10 0 38 0 100
90 1,9542 10 0 28 0 100
70 1,8451 10 0 18 0 100
50 1,6989 6 4 8 4 60
20 1,3010 2 8 2 12 20
Numero de larvas (n=10)
e ] —&— Mortalidade
100 | . [P
%0
80
o ]
% 60
40
30
20] "
13 14 15 16 17 18 19 20 21
Log dose

Figura 2. Taxa de mortalidade das larvas do mosquito Aedes aegypti —
expostas a seis concentragées diferentes do dleo essencial do Syzygium aromaticum
(cravo-da-india), apds 24 horas — versus o logaritmo de cada dose aplicada
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Figura 3. Estimativa da CLs, do 6leo essencial do Syzygium aromaticum
pelo método Reed-Muench a partir do acumulado de larvas mortas e vivas em fungcao
do logaritmo decimal da dose aplicada. A CLs, é 0 ponto de intersec¢do das duas
curvas.

PERIODICO TCHE QUIMICA « www.periodico.tchequimica.com « Vol. 15 N. 29.
+ ISSN 1806-0374 (impresso) * ISSN 1806-9827 (CD-ROM) « ISSN 2179-0302 (meio eletronico)
© 2018. Porto Alegre, RS. Brasil 195

The Periodico Tché Quimica (ISSN: 1806-0374; 2179-0302) is an open-access journal since 2004. Journal DOI: 10.52571/PTQ. http://www.tchequimica.com.

This text was introduced in this file in 2021 for compliance reasons.

© The Author(s)

OPEN ACCESS. This article is licensed under a Creative Commons Attribution 4.0 (CC BY 4.0) International License, which permits use, sharing, adaptation, distribution, and reproduction in any medium or format, as long as
you give appropriate credit to the original author(s) and the source, provide a link to the Creative Commons license, and indicate if changes were made. The images or other third-party material in this article are included in the
article 's Creative Commons license unless indicated otherwise in a credit line to the material . If material is not included in the article’s Creative Commons license and your intended use is not permitted by statutory regulation
or exceeds the permitted use, you will need to obtain permission directly from the copyright holder. To view a copy of this license, visit http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/.



	Binder1
	19_Paulo_Gomes_pgs_184_195




