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REsumMmoO

Este trabalho determina a toxicidade e o efeito moluscicida do bleo extraido das
folhas de Cinnamomum zeylanicum Blume contra o caramujo Biomphalaria glabrata
(Say, 1818). Para isso, o dleo essencial foi extraido quantitativamente por hidro-
destilagio. Em seguida, quantificagoes de seus componentes foram realizadas por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-MS) e a toxicidade ¢
atividade moluscicida do éleo foram testadas, respectivamente, contra Artemia
salina e caramujos Biomphalaria glabrara (Say, 1818).

A concentragio letal (CLs,) foi calculada a partir dos métodos Reed-Muench
& Pizzi, respectivamente, para toxicidade e teste moluscicida. Os resultados das
andlises cromatogréficas mostraram que o dleo possui 83% de cugenol (consti-
tuinte majoritirio) e 2,5% de humuleno (componente minoritirio). Na avaliacio
de toxicidade, o éleo foi considerado moderadamente téxico com uma CLs, de
162,1 mgL"! £ 2,80, com intervalo de confianca de 95%, enquanto a atividade
moluscicida apresentou concentragio letal de 50% (CLs,) de 18,62 mg.L" + 2,18,

112



Toxicidade ¢ atividade moluscicida do dleo essencial Cinnamomum zeylanicum

com intervalo de confianca de 95%. Portanto, o 6leo ¢ ativo contra o caramujo Biom-

phalaria glabrata.

Palavras-chave: Eugenol, esquistossomose, compostos voldteis, hidrodestilacio, Biom-
phalaria glabrata, Artemia salina.

SUMMARY

Evaluation of toxicity and molluscicidal activity of the essential
oil Cinnamomum zeylanicum Blume against the snail
Biomphalaria glabrata (Say, 1818)

This work determines the toxicity and the molluscicidal effect of the oil extracted
from the leaves of Cinnamomum zeylanicum Blume against the snail Biomphalaria
glabrara (Say, 1818). For this, the essential oil was extracted quantitatively by hydro-
distillation. Then, quantifications of its components were performed by gas chro-
matography coupled to mass spectrometry (CG-MS) and the toxicity and mollus-
cicidal activity of the oil were tested, respectively, against Artemia salina and snails
Biomphalaria glabrata (Say, 1818). The lethal concentration (LCs,) was calculated
from the Reed-Muench & Pizzi methods, respectively, for toxicity and molluscicide
testing. The results of the chromatographic analysis showed that the oil has 83%
eugenol (majority constituent) and 2.5% humulene (minority component). In the
toxicity evaluation, the oil was considered to be moderately toxic with a LCs, of
162.1 mg.L'! + 2.80, with a 95% confidence interval, while the molluscicidal acti-
vity presented a lethal concentration of 50% (LCs,) of 18.62 mg. L' + 2.18, with a
95% confidence interval. Therefore, the oil is active against the snail Biomphalaria

dlabrata.

Key words: Eugenol, schistosomiasis, volatile compounds, hydrodistillation, Biompha-

laria glabrata, Avtemia salina.

INTRODUCAO

O género Cinnamomum (cancla) pertence a familia Lauraceae, muitos dos quais
sio usados como temperos e aromatizantes [1]. Existem duas variedades principais
de canela: o Ceilao ou a verdadeira canela (Cinnamomum zeylanicum Blume), que
¢ cultivada no Sri Lanka e sul da India, e cassia (Cinnamom aromaticum Ness), que ¢
cultivada na China, Indonésia e Vietni [2, 3].
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Além de sua utilidade na culindria, essas variedades sao utilizadas na fitoterapia, devido
a presenca de taninos, mucilagem, agticar, resinas e 6leos essenciais. Dentre estes com-
ponentes o mais importante ¢ o 6leo essencial. Estudos apontam que o dleo possui
em sua maior parte o cinamaldeido e este ¢ responsavel pelo sabor e 0 aroma da canela
[4, 5]. No entanto hé diferencas quanto a isso, em relagio a variedade e as partes da
planta. Estudos realizados com 6leos essenciais extraidos das cascas do Cinnamomum
zeylanicum Blume mostraram de 60 a 80% de cinamaldeido ¢ 2% de eugenol, enquanto
que nas folhas a composi¢io do eugenol ¢ maior, em torno de 60 a 75% [6-8]. Ja dleos
essenciais extraidos da variedade Cinnamomum aromaticum Ness mostraram a pre-
senga de 80 a 90% de cinamaldeido com pouco ou nenhum eugenol [3].

Devido a elevada composicio de eugenol no 6leo essencial das folhas do Cinnamomum
zeylanicum Blume, questiona-se a atividade moluscicida deste dleo frente ao Biomphla-
ria glabrata (Say 1818). Estudos realizados com o eugenol, timol e linalol mostraram
que estes possuem atividade moluscicida contra Biomphalaria alexandrina e Bulinus
truncatus, sendo estes, respectivamente, hospedeiros intermedidrios do parasita
Schistosoma mansoni e Schistosoma haematobium, transmissores da doenga esquitos-
somose [9]. Além disso, sabe-se também que o eugenol possui outras atividades, tais
como: larvicida [10], antimicrobiana [11], antioxidante [12], anti-inflamatério [12],
antifungico [13], antinociceptivo [14], citotdxica [15].

No Brasil, os hospedeiros intermedidrios do S. #ansoni pertencem ao género Biompha-
laria. Até o momento, somente as espécies B. glabrata, B. tenagophila, B. straminea sao
infectadas, enquanto que as espécies B. amazonica e B. peregrina sio consideradas hos-
pedeiras em potencial, justamente por serem infectadas experimentalmente. No estado
do Maranhio, observamos a ocorréncia das espécies B. glabrata ¢ B.straminea em 30 e
39 municipios, respectivamente, principalmente na capital, Sao Luis [16].

Nesse caso, uma das medidas preventivas ¢ uso de moluscicida. Os moluscicidas qui-
micos mais utilizados sao: hidréxido de cdlcio, Gramaxone ®, Frescon® e Bayluscid ®
(niclosamida) [17]. No entanto, o uso destes é desvantajoso e isto acaba limitando sua
utilizagao. Dentre estas, destacam-se: toxicidade para outras espécies, baixa seletivi-
dade, contaminagao ambiental e resisténcia dos moluscos da espécie B. glabrata. Assim,
h4 uma grande necessidade de encontrar novos moluscicidas, preferencialmente de ori-
gem natural, que sejam menos agressivo ao meio ambiente e mais seletivos [18, 19].

Portanto, neste trabalho, determinamos a atividade téxica e moluscicida do éleo essen-
cial das folhas do Cinnamomum zeylanicum Blume frente ao caramujo Biomphlaria
glabrata (Say 1818) que sio encontrados no Municipio de Sao Luis, Maranhao.
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PARTE EXPERIMENTAL

Extragao do 6leo essencial

Obtemos as folhas da canela em supermercado da rede varejista de Sao Luis e levamos
a0 herbario. No Herbério Atico Seabra (SLS) da Universidade Federal do Maranhio
(UEMA) o Cinnamomum zeylamicum Blume, estd registrado como pertencente &
familia das Laurdceas e nimero 1153.

Para a extragio do 6leo essencial do Cinnamomum zeylamicum Blume, utilizamos o
extrator de Clevenger de vidro acoplado a um balao de fundo redondo de 1000 mL ¢ a
uma manta elétrica como fonte geradora de calor. A cada rotina de extracio, pesamos
30 g da amostra ¢ o triturdvamos em um moinho elétrico. Apds essa ctapa, mistura-
mos essa amostra com dgua destilada na propor¢ao 1:10 e colocamos em um balao de
fundo redondo acoplado ao sistema extrator. Em seguida, ligdvamos a manta elétrica
¢ mantinhamos a temperatura em 100 °C. Apés 5,0 horas encerrdvamos a destilagao
recolhendo-se o 6leo essencial. O 6leo foi seco por meio de percolagio em sulfato de
sédio anidro (Na,SO,). Realizamos essas operagdes em triplicatas ¢ armazenamos as
amostras em ampolas de vidro 4mbar sob refrigeracao (15 °C) para evitar possiveis per-
das de constituintes volteis.

Analises cromatogréﬁcas

Utilizamos a técnica cromatogréfica em fase gasosa acoplada ao espectrémetro de mas-
sas por impacto de elétrons e analisador fon trap (CG-EM-IE-Ion trap). O equipa-
mento utilizado foi da marca Varian 2100, utilizando hélio como gas de arraste com
fluxo na coluna de ImL.min"; temperatura do injetor de 270 °C, split 1:50; coluna
capilar (15 m x 0,25 mm) com fase estacionaria VF-Ims (100 % metilsiloxano 0,25
um) ¢ programagao de temperatura do forno de 60 a 200 °C com taxa de aquecimento
de 8 °C min™, e de 200 2 290 °C com taxa de aquecimento de 15 °C min™.

No espectrometro de massas as temperaturas do mainfold, fon trap e da linha de trans-
feréncia foram de 50 °C, 190 °C e 200 °C, respectivamente. Injetamos aliquotas de
1,0 pL (injetor automdtico CP-8410) nas amostras diluidas na propor¢ao de 20 pL
em 1,5 mL de hexano. Identificamos os componentes do éleo a partir da comparacio
destes com os dados obtidos de substincias auténticas existente em bibliotecas de refe-
réncia [20, 21].

Coleta dos caramujos

Coletamos as amostras de caramujos em criadouros naturais do bairro Sa Viana, peri-
feria de Sao Luis, Maranhao. Capturamos os mesmos nos perfodos chuvosos (janeiro
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ajunho de 2010), utilizanod EPT’s (equipamento de prote¢ao individual): luvas, bota
sete léguas e pinga metilica. A técnica de coleta consiste em raspar com a concha as
dreas submersas; colocamos os caramujos em um recipiente de vidro com tampa e dgua
do préprio criadouro [22]. A busca dos mesmos foi realizada em diversos pontos de
cada criadouro, a fim de obtermos uma boa amostragem. Apds as coletas, estas foram
etiquetadas por criadouro e levados para anélises.

Teste de positividade parasitaria para caramujos

Em um recipiente de 30 mL de capacidade, adicionamos 25 mL de dgua desclorada e
cinco caramujos. Apds isso, levamos essa mistura para exposi¢ao da luz (lampadas de
100 W) a uma distancia de 30 cm, durante 1 h, para estimular a liberagao das cercarias
[23]. Apds essa exposicio, visualizamos os caramujos com uma lupa estereoscdpica (8x)
para identificar e separar os que estavam parasitados dos que nao estavam. Seleciona-
mos para o teste de atividade moluscicida os caramujos que nao apresentaram sinais de
infecgao pelo trematddeo no periodo de 30 dias.

Apbs isso, em um recipiente de poliestireno, adicionamos dgua desclorada e os cara-
mujos; em seguida, esses foram alimentados com alface hidropénico para futuro teste
da atividade moluscicida. Ressaltamos que o periodo de andlise desse teste foi por sete
dias, em um periodo de um més.

Teste de atividade moluscicida

Realizamos essa atividade de acordo com descrito pela Organizagio Mundial de Satde
(WHO), somente com os caramujos que nio estavam parasitados no teste de posi-
tividade. Para isso, o éleo essencial obtido nesse estudo foi utilizado em dois testes,
sendo estes realizados em triplicata. No primeiro, denominado de teste piloto, em cada
béquer de 500 mL, diluimos o éleo essencial em dgua destilada ¢ 0,15 mL do tensoativo
Tween 80 na concentragao de 100 mg.L"'; em seguida, adicionamos 10 caramujos adul-
tos, negativos para Schistosoma mansoni, a fim de obtermos uma propor¢ao de 50 mL de
solugao para cada caramujo. Expulsemos a solugio por 24 h, sob temperatura ambiente
e apds esse periodo, removemos, lavamos os caramujos duas vezes com dgua desclorada e
os colocamos em cada béquer com 500 mL de 4gua desclorada. Estes foram alimenta-
dos com alface hidrop6nico e observados a cada 12 h (método preconiza 24 h), por 4
dias para avaliar a mortalidade [24].

No segundo teste, denominado de concentragio letal (C,), em cada béquer de 500
mL, diluimos o 6leo essencial em dgua destilada e 0,15 mL do tensoativo Tween 80 nas
concentragoes de 75, 50, 25 ¢ 10 mg.L", a fim de obtermos uma propor¢ao de 50 mL de
solucio para cada caramujo. Expulsemos a solugao por 24 h, sob temperatura ambiente
e ap6s esse periodo, removemos, lavamos os caramujos duas vezes com dgua desclorada
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e os colocamos em cada béquer com 500 mL de 4gua desclorada. Estes foram alimenta-
dos com alface hidroponico ¢ observados a cada 12 h (método preconiza 24 h), por 4
dias para avaliar a mortalidade [24].

Para o teste controle, realizamos dois testes. No primeiro, em um recipiente de vidro,
imergimos em 500 mL de 4gua desclorada 10 caramujos; no segundo, em um reci-
piente de vidro, adicionamos 0,15 mL de Tween 80 em 500 mL de 4gua desclorada e
imergirmos 10 caramujos. Nas duas situagoes, alimentamos os caramujos com alface
hidropénico e procedemos a andlise igual a realizada nos testes de concentragao letal
e piloto.

Consideramos os moluscos mortos aqueles cuja massa cefalopodal estava retraida para
o interior da concha, liberando a hemolinfa ou entdo inchando e estendendo o cefals-

pode para fora da concha [25].

Teste de toxicidade

Em um aqudrio com solugao sintética (60 g de sal marinho/litro de 4gua destilada),
saturada com oxigénio a partir de bomba de ar, adicionamos os cistos de Artemia salina
Leach. Antes disso, dividimos o aqudrio em dois compartimentos: um para os cistos e
outro sob iluminagao artificial (lampada de 100 W) para que haja a eclosio ¢ o desloca-
mento dos cistos para esse compartimento [26]. Procedemos de acordo com o descrito
na metodologia de Gomes e colaboradores [15].

Para a avaliagio da letalidade de Artemia salina Leach, adicionamos 20 mg do 6leo
essencial em 0,02 mg de Tween 80, completando-se o volume para 2 mL com salina
artificial. Essa diluicao foi feita para obtermos solu¢ao-mae de 10 mg.mL" e com uma
concentragao de 0,1% de Tween 80. Amostras de 5, 50 e 500 uL dessa solucio-mae
foram transferidas para frascos com 5 mL de solugao final, obtendo-se concentragoes
de 10, 100 ¢ 1000 mg.L", respectivamente. Em cada frasco, transferimos dez larvas na
fase ndauplio e realizamos o branco (solugio salina) com 20 pL e o controle negativo
(solugao salina e tween 80 a 0,1%) com 20 uL. Apds 24 horas de incubacao, contamos
as larvas vivas e consideramos mortas aquelas que estavam ausentes de movimentagao.

Em relagao ao critério de toxicidade, consideramos trés tipos: altamente téxicas (CLs,
menor que 80 mg.L",), moderadamente tdxicas (com CLs, entre 80 a 250 mg.L") ¢
atoxicas (com CLs, maior que 250 mg.L") [27].

Anilise estatistica

A analise estatistica dos dados foi realizada de acordo com o método de Reed-Muench,
o qual parte do principio de que um animal que sobreviva a certa dose, também ira
sobreviver em qualquer outra dose menor que aquela, consequentemente, o animal que
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morrer com certa dose, também ird morrer em doses maiores que aquela. A partir de
uma tabela contendo os dados de mortalidade para cada concentragio testada, é cons-
truido um grafico onde se observa uma curva para o acimulo de animais mortos em
cada concentragio e outra curva para o acumulo de sobreviventes. O ponto de interces-
s3o entre as curvas ¢ a Concentragao Letal 50% (CLs,), pois nesse ponto o numero de
animais sobreviventes ¢ igual a0 nimero de animais mortos [28, 29].

O intervalo de confianga foi calculado a partir da construcao do gréfico do percentual
de mortos versus logaritmo (log) da dose. A seguir determina-se o valor de “R’, que ¢
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 varidvel “h” que consiste na média das diferencas dos
valores de log das doses. Com esses dados determina-se o log do erro padriao (SE), atra-
vés da seguinte férmula: (SE)? = 0,79 x h x R/20. Finalmente, o valor do intervalo de
confianga ¢ igual 2 x 105 [30].

Utilizamos a Anova de tnico fator para avaliar associa¢ao da concentracio do dleo
essencial com mortalidade a nivel de significAncia de p <0,05.

REsuLTADOS

Andlise cromatogréfica do 6leo essencial

A partir de comparages dos dados obtidos dos cromatogramas com os da biblioteca de
referéncia [20, 21], identificamos e quantificamos a presenca de quatro constituintes,
sendo estes: Eugenol com 83,0% (componente majoritdrio), Cariofileno com 12,2%,
Linalol com 3,0% e por ultimo Humuleno com 2,5% (componente minoritdrio).

Avaliagao do teste de toxicidade

Nesse estudo, observamos que a mortalidade foi 100% na concentragio de 1000 mg.L"!
(ver tabela 1) e concentragao letal (CLs,) de 162,1 mg.L™ (ver figura 1).

Tabela 1. Mortalidade das larvas apds testes nas diferentes concentragoes do 6leo essencial extraido

das folhas da canela

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

Nutmero de larvas (n=10)
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Acumulados

_2 L L L L L L L L L
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M Acumulados mortos @ Acumulados vivos

Figura 1. Estimativa da CLs, do 6leo essencial das folhas do Cinnamomum zeylanicum Blume pelo
método Reed-Muench a partir do acumulado de larvas mortas e vivas em fungio do logaritmo
decimal da dose aplicada. A CLs, ¢ 0 ponto de interseccao das duas curvas. (Logaritmo da concen-
tragio = 2,21, com um intervalo de confianca de 95% a 2,80 mg.L™").

Depois do periodo de exposi¢ao, ou seja, 24 horas, observamos que nao houve morta-
lidade das larvas (ver tabela 2) para o teste controle.

Tabela 2. Avalia¢io da mortalidade do teste controle para as larvas da Artemia salina

Controle Reagentes Mortalidade
Branco 1 Solugao salina Todas as larvas ativas
Branco 2 Solugio salina + tween 802 0,1% Todas as larvas ativas

Avaliacao da atividade moluscicida T2

No teste piloto com 6leos essenciais do C. zeylanicum Blume na concentragao de 100
mg.L", observamos que a mortalidade porcentual dos caramujos foi méxima no tempo
de 72 de horas. Essa concentragao ¢ ideal para considerarmos a atividade do éleo essen-
cial em um tempo de 24 h [31].

No estudo para as concentragoes de 100, 75, 50, 25 e¢ 10 mg.L", observamos que a
mortalidade foi maxima na concentragio de 100 mg.L"! (ver figura 2) e que hd efeito da
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concentragio com mortalidade a nivel de significAncia de p <0,05 (Anova: F = 1,91;
p =0,21). A partir disso, constatamos que a concentracao letal (CLs) foi 18,62 mg.L™!
(ver figura 3).

100
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20
0
100 75 50 25 10

Concentragio (mg.L")

Mortalidae (%)

Figura 2. Avaliagio da mortalidade em fungio da concentragio.
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Log da concentragao

M Acumulados mortos @ Acumulados vivos

Figura 3. Estimativa da CLs, do 6leo essencial da canela pelo método Reed-Muench a partir do
acumulado de caramujos vivos e mortos em funcio do logaritmo da concentracio aplicada. A CL,
¢ o ponto de intersec¢io das duas curvas. Logaritmo da dose = 1,27, com um intervalo de confianca
de 95% 22,18 mg.L'.
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Passados do periodo de exposi¢ao, observamos que nao houve mortalidade dos cara-
mujos (ver tabela 3) para o teste controle.

Tabela 3. Avaliagio da mortalidade do teste controle para os caramujos.

Controle Reagentes Mortalidade

Branco 1 Agua desclorada Todos os caramujos ativos

Branco 2 Agua desclorada + tween 802 0,1% Todos os caramujos ativos
DiscussAo

De fato, concluimos que o 6leo essencial extraido das folhas de C. Zeylanicum Blume
¢ constituido, majoritariamente, por eugenol e atribuimos a este componente a sua
eficicia moluscicida contra o caramujo Biomphalaria glabrata. No entanto, este 6leo
essencial possui atividade téxica moderada.

A composi¢ao de eugenol que obtemos em nosso estudo foi 83%. Apesar desse resul-
tado estd dentro da faixa, que é de 70 a 94% [32, 33], observamos em outros estudos
diferencas na composi¢io centesimal desse componente para a mesma espécie. Oleos de
folhas coletadas no municipio de Manaus, Amazonas, ¢ de duas arvores cultiva-
das em Morretes, que foram adubadas com matéria organica e com adubo quimico,
apresentaram eugenol em 60% [6, 34], apesar do estudo realizado [34] mostrar compo-
sicoes de outras partes da planta com valores de 90%. Assim a explicacio que atribui-
mos para essas diferencas estd nas variagdes espago-temporais, tais como, temperatura,
umidade relativa, fotoperiodo, irradiincia, genétipo, método de extragio e condi-
¢oes agrondmicas que de alguma forma afetam o perfil quimico do 6leo essencial
extraido para a mesma espécie de planta [35-38].

No presente estudo, o 6leo essencial extraido das folhas C. Zeylanicum Blume exibiu
atividade moluscicida contra o caramujo B. glabrata com concentragio letal (CLs)
de 18,62 mg.L"". De acordo com os critérios adotados pela Organizagao Mundial de
Satde (WHO) a atividade moluscicida ¢ eficaz quando a concentragio letal (CLs)),
em um periodo de 24 h a uma determinada temperatura ¢ inferior a 100 mg.L" para
vegetal bruto e 20 mg.L" para extratos [31]. Dessa forma, os resultados do nosso estudo
confirmam e ampliam o nimero de espécies da familia Lauraceae que possuem ativi-
dade moluscicida. O estudo realizado por [39] comprovou a atividade moluscicida do
dleo essencial Ocotea bracteosa (Meisn) Stem Bark contra o caramujo B.glabrata com

concentragio letal (CL;) de 4,6 pg.mL".

121



Paulo Roberto Barros Gomes, Jonas Batista Reis, Jeremias Caetano da Silva ez /.

No entanto, esse critério nao pode ser levado ao pé da letra. Quando se compara a
eficicia da atividade moluscicida com concentragio ou tempo nos capitulos do livro
editado pela Organizagio Mundial de Saade (WHO) de 1987, observamos que hd
dualidade [40]. No capitulo Guidelines for evaluation of plant molluscicides, a atividade
em moluscos aquaticos ¢ eficaz quando a concentragio for menor ou igual a 100 mg.L"!
¢ matar em 90% os caramujos em 24 horas sob temperatura constante. Em outro capi-
tulo, as plantas que apresentam mortalidade de concentragio em até 100 mg.L" sao
consideradas positivas, enquanto que superiores a essa sio negativas, independente
da porcentagem [41]. Apesar dessa dualidade na porcentagem, observamos o ponto
comum a toda atividade moluscicida de dleos essenciais. Esta ¢ eficaz quando for igual
ou menor que 100 mg.L™.

Avaliar o teste de moluscicidade iz vitro é essencial, porém quando complementado
com o teste de toxicidade, este nos d4 uma dimensao de como seria a agio desse 6leo em
um sistema real. Nesse contexto, estudos de toxicidade realizados com Artemia salina
tem suas vantagens, que sao: capacidade de formar cistos dormentes, ficil manipulacio
em laboratério e baixo custo econdmico, além de ser um 6timo indicador para avaliar
a interferéncia da substincia com outros organismos. [42, 43]. Assim, o resultado do
nosso estudo revelou toxicidade moderada do 6leo essencial. A partir disso, conclui-
mos que este 6leo pode afetar outros organismos que nio sejam alvos. Mas para isso
¢ necessario a realizagao de estudos em campo para confirmar ou negar essa hipdtese.

CONCLUSAO

Concluimos que o 6leo essencial da canela ¢ constituido em sua maior parte pelo euge-
nol e que este componente possui atividade moluscicida contra os caramujos Biompha-
laria glabrata e toxicidade moderada frente a Artemia salina. Portanto, esse Sleo
essencial pode afetar outros organismos que nao sejam o caramujo.
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