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RESUMO

Aedes aegypti € uma espécie de mosquito com ampla distribuigdo mundial,envolvida nos ciclos de
transmissao da dengue, Zika e chikungunya. A inexisténcia de vacinas para a maioria destas arboviroses realca
a importancia do controle vetorial como medida para reduzir a incidéncia dessas doengas. Diversas pesquisas
tém sido realizadas no intuito de encontrar substancias de origem vegetal candidatas ao controle de A. aegypti.
Neste sentido, as plantas medicinais que também apresentam agéo inseticida tém se mostrado promissoras para
o desenvolvimento de novos produtos, ambientalmente mais seguros do que os inseticidas quimicos
tradicionais.O objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade larvicida do 6leo essencial das folhas de Croton
rhamnifolioides e de sua formulacdo em nanocépsulas para A. aegypti. O 6leo essencial foi extraido por
hidrodestilacédo e analisado por cromatografia gasosa acoplada a um espectrémetro de massas (CG/MS). Foram
produzidas formulagdes contendo concentragdes do 6leo puro, que variaram de 40 a 80 yg/mL e nanocapsulas
de policaprolactona com concentra¢des de 30 a 120 pg/mL. Os ensaios larvicidas foram realizados utilizando
concentragdes variadas de uma suspensao aquosa, em triplicatas, contendo 20 larvas/concentragao, além de
um controle ndo tratado. Como resultados, o 6leo essencial apresentou teor médio que variou entre 1,4% e
0,58%, em fungéo da época da coleta e, como principais constituintes, eucaliptol (16,57%) e (E)-cariofileno (11,32
%). Os valores de CLso variaram de 26,3 ug/mL a 52,2 ug/mL e de CLgode 37,8 ug/mL a 68,7 ug/mL para o 6leo
puro. No 6leo encapsulado, a CLso= 63,4 ug/mL e a CLgo=104,8ug/mL. O 6leo puro de Croton rhamnifolioides foi
considerado mais ativo contra as larvas de A. aegypti do que o encapsulado, embora ambos tenham
demonstrando grande potencial para aplicagdo como larvicida.

Palavras-chave: atividade larvicida; plantas medicinais; nanoparticulas.
ABSTRACT

Aedes aegypti is a species of mosquito with wide distribution worldwide, involved in the cycles of
transmission of dengue, Zika and chikungunya. The lack of vaccines for most of these arboviruses highlights the
importance of vector control as a measure to reduce the incidence of these diseases. Several researches have
been carried out in order to find substances of plant origin that are candidates for the control of A. aegypti. In this
sense, medicinal plants that also have an insecticidal action have shown promise for the development of new
products, environmentally safer than traditional chemical insecticides. The objective of this work was to evaluate
the larvicidal activity of the essential oil of the leaves of Croton rhamnifolioides and its formulation in nanocapsules
for A. aegypti. The essential oil was extracted by hydrodistillation and analyzed by gas chromatography coupled
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to a mass spectrometer (CG/MS). Formulations were produced containing concentrations of pure oil, which
ranged from 40 to 80 pg/mL and polycaprolactone nanocapsules with concentrations from 30 to 120 pg/mL.
Larvicide tests were performed using varying concentrations of an aqueous suspension, in triplicates, containing
20 larvae / concentration, in addition to an untreated control. As a result, the essential oil had an average content
that varied between 1.4% and 0.58%, depending on the time of collection and, as main constituents, eucalyptol
(16.57%) and (E) -cariophylene (11, 32%). LC50 values ranged from 26.3 pg/mL to 52.2 pg/mL and CL90 from
37.8 pg/mL to 68.7 ug/mL for pure oil. In encapsulated oil, the LC50 = 63.4 ug/mL and the LC90 = 104.8 pug/mL.
The pure oil of Croton rhamnifolioides was considered more active against the larvae of A. aegypti than the
encapsulated one, although both have great potential for application as a larvicide.

Keywords: /arvicidal test; medicinal plants, nanoparticles.

1. INTRODUGAO:

Modificacbes antropicas, quase que
irreversiveis, no ambiente tém afetado a
qualidade de vida das pessoas (Pontes, 1994) e
propiciado o aumento da densidade populacional
de alguns insetos sinantrépicos. Entre estes,
destacam-se os mosquitos, a exemplo de Aedes
aegypti, adaptados aos centros urbanos, onde em
funcdo do seu habito alimentar antropofilico, tém
atuado como vetor de arbovirus (Souza, Silva e
Silva, 2010; Prezoto, 2016).

Para prevenir doengas como dengue, Zika
e febre chikungunya se faz necessério o controle
vetorial da principal espécie envolvida em seus
ciclos de transmissdo, A. aegypti. Para tanto,
foram instituidas no Brasil, nas décadas de
1980/1990, politicas Publica de Saude para o
controle desta espécie de mosquito, uma vez que
nao existem vacinas disponiveis para proteger as
populagdes humanas expostas (Braga e Valle,
2007; Chiarella, 2016).

Nesse sentido, o controle do mosquito vem
sendo realizado por meio do uso de inseticidas
quimicos das classes dos organofosforados e
piretroides desde 1996, quando foi langada a
primeira versdo de erradicagcado/controle de A.
aegypti no pais (Brasil, 2002; Rose, 2001; Penna,
2003; Braga e Valle, 2007). O uso continuo de tais
produtos tem levado a sele¢ao de populagdes do
mosquito resistentes (Araujo et al., 2013; Chediak
et al.,, 2016) e ocasionado diversos danos ao
ambiente, seja no ar ou na &agua, interferindo
diretamente na saude do ser humano, além de
ocasionar varios transtornos ambientais, sociais e
econdmicos (Jintana et al., 2015).

Tendo em vista a necessidade de
alternativas a estes compostos quimicos, que
reduzam  significativamente os  impactos
ambientais e econdmicos, e que a0 mesmo tempo
sejam efetivos contra o mosquito, surgem as
plantas medicinais (Corréa e Salgado, 2011; Lima
et al., 2013; Castillo et al., 2017). Segundo Santos
(2014), algumas destas plantas apresentam

atividade larvicida contra o mosquito A. aegypti
devido a presengca de varias substancias
organicas que agem de forma isolada ou
sinérgica. Ainda segundo Soloway (1976), os
vegetais sdo importantes fontes de substancias
bioativas que possuem estruturas quimicas
diferentes e com distintas atividades contra
insetos.

Em revisao realizada por Dias e Moraes
(2014), foi observado que de 361 6leos essenciais
ja estudados quanto a sua bioatividade larvicida,
60% destes foram considerados ativos e obtidos
de espécies de vegetais das familias Myrtaceae,
Lamiaceae e Rutaceae.

Da familia  Euphorbiaceae, Croton
rhamnifolioides é uma espécie vegetal conhecida
popularmente como “quebra-faca” ou “catinga-
branca” (Randau et al., 2004), apresentando
atividade antimicrobiana (Da Costa et al., 2013),
acaricida (Da Camara et al., 2017) e inseticida,
inclusive para culicideos vetores, como o
mosquito A. aegypti (Santos, 2014).

Aliada a este fato, a biotecnologia tem
investido no desenvolvimento de nanoparticulas
biodegradaveis, tendo como objetivo obter a
liberacdo controlada de ativos, com uma
concentracao ideal (Soppimath et al., 2001, Peng
et al., 2014). Sendo assim, a nanoencapsulagao
de O6leos essenciais pode representar uma
alternativa viavel na protegcdo deste principio
ativo, quando disponibilizado como larvicida em
criadouros de mosquitos (Pavela, 2016).

Diante do exposto, o presente trabalho
avaliou a atividade larvicida do 6leo essencial de
folhas de C. rhamnifolioides, formulado ou ndo em
nanocapsulas, em sistema de liberagéo
controlada, para o controle do mosquito A.
aegypti, visando a obtencdo de novos
biolarvicidas, ambientalmente mais seguros.

2. PARTE EXPERIMENTAL.:

2.1 Coleta e armazenamento de material botanico
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Croton rhamnifolioides foi coletada no
municipio de Serra Talhada, localizado no sertao
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 Professor Vasconcelos Sobrinho na
Universidade Federal Rural de Pernambuco, sob
numero de tombamento 49855. As folhas da
planta foram separadas manualmente e,
posteriormente, realizada a secagem natural por
trés dias consecutivos, a sombra e sem incidéncia
de luz solar. Uma vez secas, as folhas foram
distribuidas em sacos plasticos e conservadas em
refrigeragéo até o momento da sua utilizaggo.

2.1.1 Extragcdo do OJleo essencial de Croton
rhamnifolioides

Para a extragdo do d6leo essencial, foi
utilizada a técnica da hidrodestilagdo, adaptada
do sistema de Clevenger (Santos et al., 2015). As
folhas secas foram cortadas e, introduzidas em
um baldo de fundo redondo com capacidade de
5L, sendo adicionada posteriormente agua
destilada. O processo de extragcdo ocorreu em
duas horas, sob aquecimento em manta
aquecedora Lucadema 5000. No condensador de
bolas foi utilizada agua refrigerada proveniente de
uma unidade de refrigeracao Biothec BT SOUR.
O ¢leo foi separado em tubo de Dean Stark, seco
em sulfato de sdédio anidro e armazenado sob-
refrigeracdo até o momento do uso.

2.1.2 Identificagcao dos constituintes quimicos do
oleo essencial

Os componentes do 6leo 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 ionizacao de
chamas e uma coluna capilar Ultra 1
(25mx0,32mmx0,52um). Utilizando o hidrogénio
como gas de arraste, as condicbes 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. Utilizou-se um
cromatografo a gas acoplado a um espectrometro
de massas Finnigan GCQ Mat tipo quadrupolo-ion
trap, 70 eV de energia de ionizagao e Coluna
capilar DB5 (25mx32mmx0,52um), para a
identificacdo dos componentes do 6leo essencial.
O hélio foi utilizado como gas de arraste e as
condigbes de programagao foi inicialmente 60° C,
variando 10° C/minuto até 275° C, mantida por 30

minutos. A temperatura do injetor foi de 250° C.
Os componentes foram identificados por meio de
comparacdo com aqueles encontrados na
biblioteca NIST (Adams, 2001; Lago et al., 2006).

2.1.3 Preparacgao das nanocapsulas

As nanocapsulas de policaprolactona
contendo o 6leo essencial (NP-PCL/OE) foram
preparadas segundo o método de deposigcao
interfacial do polimero pré-formado conforme
descrito por Flores et al (2011), com algumas
modificagbes. 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 solugcéo aquosa (10 mL) contendo o 77 mg
de Tween 80, sob agitacdo magnética durante 10
min. Em seguida, a acetona foi removida por
evaporacao sob presséo reduzida para retirada do
solvente. O volume final das formulagdes foi
fixado em 10 mL para obter uma concentracao
final de 6leo de 10 mg/mL (1%). As formulagbes
sem o OE (NC-PCL) também foram preparadas.

2.1.4 Caracterizacdo das formulagées contendo
oleo essencial

O didmetro médio de particula e o indice
de polidispersao das nanocapsulas foram
determinados no equipamento ZetasizerNano-
ZS90 (Malvern, Worcestershire, UK), utilizando a
técnica de espectroscopia de autocorrelagdo de
fétons (PCS), apods diluigdo adequada da amostra
em agua ultrapura. O potencial zeta foi medido
pela técnica de mobilidade eletroforética usando o
mesmo aparelho a 25°C, apds diluicado da amostra
em NaCl 10 Mm adequada da amostra.

2.1.5 Determinagao do conteudo de 6leo nas
nanocapsulas

O conteudo de OE nas nanocapsulas foi
determinado por duas técnicas: cromatografia
liguida de alta performance (CLAE) e
espectrofotometria de absor¢cdo no UV-Visivel
(Natrajan et al., 2015). Para quantificacdo, uma
curva padrao do OE foi preparada em acetonitrila
em concentragdes variando de 50 a 250 pg.mL".
Para efetuar a quantificacdo do OE, uma curva
analitica foi inicialmente preparada com
concentragdes variando de 50 a 300 pg/mL.
Posteriormente, estabeleceu-se correlagdo linear
entre concentragdo, considerada variavel
independente (x), e relacdo entre as areas dos
picos cromatograficos do farmaco e do padrao
interno, considerada variavel dependente (y). A
linearidade foi avaliada através de andlise de
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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
férmula: LD = 3,3 (o /1), e o limite de quantificagéo
foi calculado através da férmula: LQ = 10 (o / 1),
onde o é o desvio padrao do intercepto com
relacdo ao eixo dos Y e | é o valor da inclinagéo
da curva analitica. Quanto ao doseamento do dleo
essencial nas nanocapsulas foi utilizado 0,1 mL da
suspensdo das nanocapsulas as quais foram
solubilizadas em 5 ml de acetonitrila. A solugao
foi, posteriormente, submetida a sonicacao por 5
min, filtrada em filtros Millex® (0,22 pm) e
quantificada. Os experimentos foram realizados
em ftriplicata. Para a eficiéncia da encapsulagao
do OE nas nanocapsulas foi empregado 0,4 mL
da suspensdo das nanocapsulas onde foram
ultrafiltradas em filtros de filtrantes Microcon®
(Millipore, Billerica, EUA) e submetidas a
ultrafiltragdo associada com centrifugagdo a
10.000 rpm durante 1h. A concentracao de OE no
ultrafiltrado foi determinada por CLAE e a
eficiéncia de encapsulagdo (%) calculada pela
diferenga entre a concentracdo total do farmaco
usada na preparagcdo da formulacdo e a
quantidade nao encapsulada (livre no
ultrafiltrado). Quanto as condigdes
cromatograficas sua analise 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 C1s (250 mm x 4,6
mm, 5 mm, XBridge™ Waters) protegida por uma
pré-coluna da mesma composi¢cdo (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 condicbes espectrofotométricas
sua anadlise foi realizada em equipamento
Ultrospec® 3000 pro (Amersham Biosciences,
Alemanha) em um comprimento de onda de 236
nm a temperatura ambiente.

2.1.6 Determinacgdao da atividade larvicida

Os testes larvicidas foram realizados de
acordo com as recomendag¢des do protocolo da
Organizagdo Mundial de Saude (OMS, 2006). As
larvas de Aedes aegypti, linhagem RecL, foram
obtidas no insetario do Departamento de
Entomologia do Instituto Aggeu
Magalhdes/FIOCRUZ/PE. O ensaio bioldgico foi
realizado em condicbes controladas, sendo as
larvas do terceiro estagio mantidas a 26 + 1° C.
Todos os bioensaios foram realizados utilizando
uma solucao de 2g do 6leo essencial para cada

14 ml de etanol do 6leo puro e PCL para as
nanocapsulas, e o controle negativo foi realizado
apenas com etanol. Para a realizacdo dos
bioensaios preliminares, preparou-se uma
solucéo inicial de 200 pg/ml de emulséo do éleo
essencial, dissolvendo-se 50 mg da amostra de
Oleo essencial de C. rhamnifolioides puro em 3,5
mL de etanol, completando-se para 250 mL com
agua destilada. A partir da solugédo inicial foram
preparadas diferentes concentracbes do 6leo
essencial puro(40 a 80ug/ml) e do 6leo essencial
encapsulado (30 a 80 pg/ml), testadas em trés
réplicas com 20 larvas/concentracao. Os niveis de
mortalidade foram registrados apos 24h e 48h de
exposicdo. As larvas eram consideradas mortas
quando ndo respondiam ao estimulo de toque ou
nao emergiam a superficie da solucao.Os valores
de mortalidade por concentracao foram utilizados
para estimar, por regressao linear Log-Probit, as
concentracdes letais para 50% e 90% das larvas
expostas (CLso e CLoo), pelo programa estatistico
SPSS for Windows versao 21.0, a um nivel de
confianca de 95%.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO:

3.1 Extracao do 6leo essencial de Croton
rhamnifolioides

A partir das extracdes realizadas com as
folhas de C. rhamnifolioides foi determinado o teor
do dleo essencial, que apresentou valor médio
variando entre 1,4% e 0,58%, em fungao da época
da coleta. Santos et al. (2014) obtiveram, para a
mesma espécie do género Croton, um teor de
0,80%. Souza et al. (2017), avaliando trés
espécies de Croton verificaram a influéncia da
pluviosidade, temperatura e incidéncia solar sobre
o rendimento e a composicdo dos seus Oleos
essenciais. Diversos fatores como horario de
coleta da amostra, idade da planta, condi¢des
climaticas,influenciam tanto o teor de odleo
essencial como a sua composicado quimica
(Kerrola, 1994; Carvalho, 2006).

3.1.1 Identificagdo dos constituintes quimicos do
dleo essencial

Os constituintes quimicos do dleo
essencial foram identificados por cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massas
(CG-MS). Apods andlise dos cromatogramas,
observou-se que os principais componentes do
oleo essencial identificados foram o eucaliptol ou
1,8-cineol (16,57%), o (E)-cariofileno (11,32 %), o
o a-felandreno (5,52%) e o espatulenol (5,35%).
Tais resultados estdo de acordo com dados
obtidos anteriormente na literatura para C.
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rhamnifolioides, reportados por Santos et al.
(2014) e Vidal et al. (2017), que verificaram, para
o eucaliptol, porcentagem de 7,24 e 18,32%,
respectivamente.

3.1.2 Preparagdo das nanocdpsulas e
caracterizagdo das formulagées contendo 6leo
essencial

Os resultados obtidos na caracterizagao
das nanoparticulas estdo apresentados na
Tabela 1.

As NC-PCL e NC-PCL/OE apresentaram
um tamanho de 200,7 + 6,04 nm e 2222 +
0,53 nm, respectivamente. Um aumento de cerca
de 10% foi observado apds a adigédo do dleo,
provavelmente, devido a formagdo do nucleo
oleoso na nanoparticula. Os valores de indice de
polidispersao foram menores que 0,2 indicando a
presenca de populagdes 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 formulagées. A eficiéncia de
encapsulacao das nanocapsulas foi avaliada por
CLAE e por espectrofotometria, nos quais foram
observadas diferencas nos resultados quando
comparados os dois meétodos. A curva analitica
utilizada para efetuar a quantificacdo do dleo
essencial foi ajustada por andlise de regresséo
linear, as quais estao apresentadas na Tabela 2.

O método mostrou-se linear entre as
concentragdes de 50 a 300 ug/mL. A equagéao da
regressao linear obtida foi y = -0,0024 + 0,0027 x
por espectrofotometria e y = -0,088 + 0,052 x, em
que y € a absorbancia ou area e x a concentragao
(ng/mL) em equivalentes de OE, respectivamente
(Figuras 1 e 2).

O coeficiente de correlacao obtido foi de
0,9993, significando que 99,93% da variagado
total em torno da média é explicada pela
regressao linear, comprovando a adequacao do
método ao intervalo avaliado. Os dados da analise
de regressao sao resumidos na Tabela 3.

A eficiéncia de encapsulagédo do OE nas
nanocdpsulas foi de 5166 + 1,76 %
(espectrofotometria) e 32,78 + 1,56 % (CLAE), o
que equivale a wuma concentracdo de
farmaco na formulagéo 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 Ooleo

(10mg/mL), com uma proporg¢ao polimero/OE de
1:2 (p/p). Além disso, ha uma volatilizagao natural
do 6leo essencial, que é intensificada com o
processo de rotaevaporacdo. Sundararajan et al.
(2018), observou uma diminuigdo do tamanho na
nanoemulsao apés 30 dias de armazenamento,
ficando a particula abaixo de 200nm.

3.1.3 Determinacgao da atividade larvicida

Apdés uma série de extragbes, foram
obtidos quatro lotes de éleo essencial, que, para
uso nos testes larvicidas, foram identificados em
funcao dos diferentes tempos de armazenamento
a 4°C (refrigeracao), sendo A (1 ano), B (2 meses),
C (uso imediato) e D (uso imediato). Os dois
ultimos lotes, embora utilizados logo apds a
extragdo do Oleo, foram obtidos em dias
diferentes.

Os valores de concentracao letal
estimados para os 6leos experimentais variaram
entre os diferentes lotes de producao (Tabela 4),
sendo as amostras C e D consideradas as de
maior toxicidade, por exibirem valores médios de
CLgo menores do que 39 ug/ml, apos 24h de
exposicdo. Estas mesmas amostras também
corresponderam as extragcdes mais recentes (C e
D). Para as amostras dos Lotes A e B a expressao
maxima da mortalidade larval em cada
concentracdo foi alcangada de forma tardia, ou
seja, apos 48h de exposicao.

A atividade larvicida apresentada pelo 6leo
essencial utilizado no presente estudo pode estar
relacionada a acgao sinérgica de seus constituintes
quimicos (Andrés et al., 2017). No caso do dleo
de C. rhamnifolioides, os estudos prévios
realizados por Santos (2014) demonstram que a
presenca do a-felandreno, na composicao
quimica do Oleo, pode ter relagdo com sua
atividade larvicida. Ainda neste estudo, verificou-
se que o efeito inibitério da atividade da tripsina
pode estar associado a atividade larvicida.

Para os bioensaios com as nanoparticulas
(NC-PCL/OE), foi utilizado apenas o Lote D, pois
este apresentou o menor valor de CLg nos testes
com o 6leo essencial. Os valores de concentragao
letal revelaram uma diminuicdo importante da
toxicidade, bem como um aumento no tempo
requerido para alcangar a mortalidade final nas
concentracoes testadas de até 48h, comparados
ao 6leo essencial puro ndao encapsulado. Nossos
resultados sdo em parte semelhantes aos
observados por Sundararajan et al. (2018),
embora os mesmos tenham referido o inicio da
mortalidade a partir das 48h. O mesmo
comportamento foi constatado por Kanes (2011),
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ao utilizar o polimero sintético PCL na
nanoencapsulagdo do 6leo de copaiba, observou
um retardo da liberacdo do principio ativo no
periodo de 48h. De acordo com este autor,
estudos sobre a atividade larvicida residual do
produto seriam necessarios para saber se o 6leo
esta sendo liberado de forma constante ou se a
formagado da membrana polimérica impossibilitou
a liberagdo do principio ativo. Neste mesmo
estudo Kanes et al. (2011) demonstram que a
utilizacdo de gelatina possibilitou uma liberagao
mais rapida do 6leo quando comparada a outros
polimeros, fato que pode estar associado a
espessura e integridade da particula formada ao
redor do principio ativo. Outra variavel a ser
considerada neste contexto, segundo os autores,
€ o fato da gelatina ser uma proteina, e que as
proteinas fazem parte da alimentacao das larvas
e isso pode ter potencializado a atividade
larvicida.

Christofoli et al. (2015) avaliando
nanoesferas de PCL com o6leo essencial de
Zanthoxylum rhoifolium e de Z. riedelianum,
obteve aproximadamente 80% de difusdo em 72h
de ensaio.

Em nossos bioensaios nado foram
observadas diferengas em ambos os controles, ou
seja, nanoparticulas vazias e etanol,
demonstrando assim que o produto utilizado nas
nanoparticulas nao promoveu qualquer
mortalidade larval. Apesar disso, as
nanoparticulas contendo o dleo essencial de C.
rhamnifolioides retardaram a mortalidade das
larvas (L3) de A. aegypti e exigiram uma
quantidade maior do composto quando
comparado ao dleo puro. Embora isso tenha
acontecido, a atividade larvicida descrita para o
6leo nanoencapsulado foi maior do que o referido
para outros compostos de origem vegetal
(Manimaran et al., 2012; Soonwera, 2015).

Uma grande vantagem do uso das
nanoparticulas foi promover a solubilidade do
produto em agua sem a necessidade da adi¢cao de
solventes. Estudos complementares podem
revelar ainda vantagens adicionais desta
nanoencapsulagédo do 6leo de C. rhamnifolioides,
relacionadas a atividade residual, ligada por
exemplo, a protecdo do principio ativo e sua
liberagdo gradual no ambiente aquatico. Outro
aspecto importante seria a redugao do contato do
larvicida com o homem (Vishwakarmaa et al.,
2016).

4. CONCLUSOES:

A prospeccao de compostos naturais com
atividade larvicida para mosquitos representa uma
importante area do conhecimento, necessaria ao
desenvolvimento de produtos mais seletivos e
ambientalmente seguros, como alternativa ao uso
de inseticidas quimicos sintéticos. A reducéo da
carga de uso destes compostos no combate ao
mosquito A. aegypti surge como uma tendéncia
mundial, nos ultimos cinco anos, sobretudo em
funcao da resisténcia da espécie a tais inseticidas,
largamente documentadas na ultima década.

Os resultados encontrados para o 6leo
essencial das folhas de C. rhamnifolioides
mostraram-se promissores tanto em sua
apresentagao pura quanto em nanocapsulas de
policaprolactona, cujos valores de CLso foram <30
Mg/mLe <75ug/mL, respectivamente. Assim, o

6leo de C. rhamnifolioides pode ser uma
alternativa viavel, embora estudos
complementares sejam  necessarios para

compreender o efeito de variaveis como: idade do
vegetal, periodo de coleta, fatores climaticos,
volatilizagdo do dleo, técnica de obtencéo do dleo,
tempo de armazenamento e forma de
conservagdo do Oleo, sobre sua performance
larvicida.

E possivel ainda sugerir quanto a
nanoparticula testada que, outros polimeros
sintéticos possam promover um perfil de liberacao
mais adequado do principio ativo e,
consequentemente, possam potencializar a acéo
larvicida do éleo de C. rhamnifolioides.

Diante do exposto, investir no
desenvolvimento de um produto a base de 6leos
essenciais de C. rhamnifolioides, empregando
nanotecnologia para o controle da liberagéo e
prolongamento da agdo do ativo, como ja ocorre
com diversos farmacos, podera aumentar sua
estabilidade e atividade téxica para larvas de A.
aegypti. Contudo, a destruicdo e eliminagdo de
criadouros larvais desta espécie de mosquito
devem continuar a ser a principal acao de
controle, trabalhada junto a populagao, a fim de
reforcar a importancia do papel de cada um no
combate ao mosquito.
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Tabela 1 - Tamanho de particula, indice de polidispersdo (PDI), potencial Zeta, doseamento

eficiéncia de encapsulagéo (EE %) determinado por cromatografia liquida de alta performace (CLAE)

e espectrofotometria de absor¢cdo no UV-Visivel (UV-Vis) nas nanocapsulas sem (NC-PCL) e com
Oleo essencial (NC-PCL/OE).

Formulagao Tamanho de PDI Potencial Doseamento EE% (CLAE)
Particula (nm) Zeta (mV) (%)
NC-PCL 200,7 £ 6,04 0,160 -10,1 £ 2,09 - -
NC-PCL/OE 222,2 £ 0,53 0,116 -15,5+ 3,45 52,5+ 1,44 70,7 £ 1,86

Autoria: Milena Ferraz, 2018

Tabela 2- Curva analitica do 6leo essencial de Croton rhamnifolioides a 236 nm.

Concentragao tedrica

Valor da absorbancia

Valor da Area OE

de OE (ug/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

Tabela 3- Parametros do método espectrofotométrico e CLAE para a quantificagdo do éleo essencial

(OE).
Parametros Espectrofotometria CLAE
Comprimento de onda de medig&o (nm) 236 236
50-300 50-300

Faixa linear (ug/mL")
Intercepto + (desvio padréo)
Inclinagdo % (desvio padréo)
Coeficiente de correlacao (r?)

Limite de detecgéo, LD, (ug/mL")
Limite de quantificagdo, LQ, (ug/mL-")

-0,0024 (+ 0,006)
0,0027 ( 0,00003)

-0,088 (+ 0,118)
0,052 (+ 0,0006)

0,9993 0,9993
7,33 7,49
22,22 22,69

Autoria: Milena Ferraz, 2018
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Tabela 4 - Toxicidade de diferentes lotes de produg¢ao do 6leo essencial de folhas de Croton
rhamnifolioides para larvas de Aedes aegypti, provenientes da colbnia Recife-Laboratério (ReclL).

Lote Tempo de ClLso? Clgo?
exposicao (h) (Intervalo de confianca 95%) (Intervalo de confianca 95%)

A 48 48,2 60,7
(38,8 -60,5) (47,6 -76,4)

B 48 52,2 68,7
(45,0 - 62,0) (53,7 -93,7)

C 24 26,3 39,0
(20,2 - 30,8) (27,8 - 51,0)

D 24 26,4 37,8
(23,5-29,9) (31,7 - 46,1)

D' 48 63,4 108,8
(51,6 — 74,0) (84,5-146,4)

1= Amostra de 6leo essencial do lote D nanoencapsulada.
2 = Concentragdo letal média (ug/ml) para 50% (LCso) ou para 90% (LCso) das larvas expostas.

Autoria: Melo-Santos, 2019
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Figura 1 - Analise de regressao linear do 6leo essencial por espectroscopia (A). A linha vermelha
representa o ajuste a regresséo linear.
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Figura 2- Analise de regressao linear do 6leo essencial por CLAE (B). A linha vermelha representa o
ajuste a regressao linear.
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