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Resumo

A Dengue é uma doenga causada por quatro sorotipos antigenicamente diferentes do arbovirus Flavivirus,
transmitidos por mosquitos do género Aedes: A. aegypti nas Américas e A. albopictus na Asia. N&o
existindo vacina que confira imunidade permanente aos sorotipos nem as suas variacdes genéticas, a
principal medida de combate & doenca é o controle vetorial através de inseticidas quimicos. Diante desta
estratégia, observou-se o surgimento de alteracdes da susceptibilidade de A. aegypti a organofosforados e
piretroides em varios paises e o surgimento da selecao de populacdes resistentes. Inseticidas biolégicos e
reguladores de crescimento foram outras alternativas de controle. Porém, outro método através do uso de
compostos semioquimicos provenientes de extratos naturais e de 6leos essenciais de plantas vem sendo
estudado na busca de substancias bioativas que diminuiam a dependéncia aos quimicos. O objetivo deste
estudo foi avaliar o potencial larvicida de 6leos essenciais de cinco plantas da Amazbnia (Guatteria
blepharophylla, G. friesiana, G. hispida e Cordia curassavica) e Mata Atlantica Brasileira (Pimenta
pseudocaryophyllus) contra A. aegypti. De suas folhas extrairam-se os 6leos essenciais por hidrodestilacéo.
Realizou analise por RMN em Guatteria spp. e andlise de CG-MS em C. curassavica. Nos bioensaios larvas
foram expostas a diferentes concentracbes dos o6leos e verificou-se a atividade larvicida, periodo de
atividade larvicida, efeito subletal e alteracdes comportamentais e morfolégicas ocorridas apés exposi¢cdo
aos oleos. Analise Probit estimou as CLsg, CLgs € CLgg, respectivamente, de 85,74, 199,35 e 282,76 ppm
para G. hispida; 58,72, 107,6 e 138,37 ppm para G. blepharophylla; 52,6, 94,37 e 120,22 ppm para G.
friesiana; 87,70, 182,84, 247,88 para C. curassavica e 44,09, 128,14, 199,37 para P. pseudocaryophyllus.
Analise de RMN indicou o oxido de cariofileno em G. blepharophylla como principal constituinte, a-,3- e y-
eudesmols em G. friesiana e a- e B-pinenos e (E)-cariofileno em G. hispida. Analise de CG-MS identificou
26 compostos no 6leo de C. curassavica, sendo cis-Isolongifolano o principal. Os resultados indicaram a

potencialidade inseticida desses 6leos contra larvas de A. aegypti em condic¢des laboratoriais.

Palavras-chave: Inseticidas quimicos, susceptibilidade, semioquimicos e 6leos essenciais.



Abstract

Dengue is a disease caused by four arboviruses serotypes antigenically different of Flavivirus, which are
transmitted by mosquitoes of the genus Aedes: A. aegypti in the Americas and A. albopictus in Asia. There
isn't a vaccine that confers permanent immunity to neither all four serotypes nor their genetic variations the
principal measure to control the disease is the vector control method using chemical insecticides. Given the
use of this strategy the appearance of changes in the susceptibility of A. aegypti to organophosphates and
pyrethroids in several countries and the emergence of selection of resistant populations have been
observed. Biological insecticides and growth regulators were other alternative methods have been used to
control. However, another method through the use of volatile semiochemicals from natural extracts and
essential oils of plants has been studied in the search for bioactive substances that diminish the dependence
on chemicals. The objective of this study was to assess the larvicidal potential of essential oils from five
plants in the Amazon (Guatteria blepharophylla, G. friesiana, G. hispida and Cordia curassavica) and
Brazilian Atlantic Forest (Pimenta pseudocaryophyllus) against A. aegypti. By hidrodistillation oil were
extracted from the leaves. RMN analysis was performed for Guatteria spp. and GC-MS analysis for C.
curassavica. For the bioassays larvae were exposed to different concentrations of oils and larvicidal activity,
period of larvicidal activity, effect of sublethal and behavioral and morphological changes occurring in the
larvae after exposure were measured. Analysis of bioassays estimated lethal concentrations CLsg,, CLgs and
CLgo, respectively, 85.74, 199.35 and 282.76 ppm for G. hispida, 58.72, 107.6 and 138.37 ppm for G.
blepharophylla, 52.6, 94.37 and 120.22 ppm for G. friesiana, 87.70, 182.84, 247.88 to C. curassavica and
44.09, 128.14, 199.37 for P. pseudocaryophyllus. Analysis RMN indicated the caryophyllene oxide in G.
blepharophylla like main constituent; a-,B- e y-eudesmols in G. friesiana and o- e B-pinenos e (E)-cariofileno
in G. hispida. Analysis of GC-MS identified 26 compounds in the oil of C. curassavica, and cis-Isolongifolano
was the main constituent. The results indicated the potential of these oils as insecticides against larvae of A.

aegypti in laboratory conditions and its impact in insect behavioral and morphological changes.

Keywords: Chemical insecticides, susceptibility, semiochemicals and essential oils.
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Introducao Geral

1. DENGUE — A Doenca

De acordo com relatos histéricos, a Dengue derivou, provavelmente, do termo Swahili “ka dinga pepo” o
qual era utilizado para descrever ataques provocados por maus espiritos e, inicialmente, foi um termo
empregado para descrever enfermidades provocadas aos ingleses nos anos 1927-28, durante uma
epidemia, nas indias Ocidentais Espanholas (Holmes et al. 1998)."

E causada por quatro sorotipos antigenicamente diferentes (DENV 1 a 4) do arbovirus Flavivirus (Familia
Flaviviridae), porém sorologicamente relacionados, 0s quais sdo transmitidos por mosquitos do género
Aedes. O principal vetor nas Américas € A. aegypti, embora A. albopictus também desempenhe um
importante papel, nomeadamente na Asia. Possui 0 homem e outros primatas como hospedeiros
vertebrados e, possivelmente, foi uma virose de mosquitos em ciclos silvestres antes de harmonizar-se com
primatas e com o ser humano (Gubler, 1998). E a doenca viral mais importante em termos de mortalidade e
morbilidade transmitida por vetores artrépodes (Rosen, 1999).

Ha 12 anos atras a Organiza¢do Mundial de Saude ja estimava que cerca de 1,3 milhdes de pessoas
estariam em risco de serem infectadas pelo virus da Dengue (WHO, 1997). Hoje, estima-se que dois quintos
da populagdo mundial, ou seja, mais de 2,5 bilhdes de pessoas estdo em risco de dengue e a Organizacdo
Mundial de Saude (OMS) calcula que pode haver 50 milhdes de infec¢des de dengue cada ano no mundo
(WHO, 2009).

Considerada uma das maiores preocupagfes em Saude Publica no mundo, é endémica em cerca de 112
paises (Pinheiro & Corber, 1997). E incidente em paises tropicais e subtropicais, onde latitudes e
longitudes, assim como as condicbes do meio, tais como temperatura e umidade, favorecem o

desenvolvimento e prolifera¢do do vetor (Gubler, 2001).

Normalmente, a infec¢do do vetor com o virus ocorre através da ingestdo de sangue contendo particulas
virais. E para este se infectar precisa ingerir um ndmero elevado destas particulas e iniciar o periodo de
incubacdo extrinseco (Oliveira, 2005). Estando o virus no interior do vetor, este encontrara algumas
barreiras a infeccdo. A primeira a ser enfrentada é o intestino médio. O virus atravessa o limen do intestino
médio e tem de alcancar algumas partes do corpo do inseto, antes que o ambiente hostil do Ilimen o inative.
Assim, superada esta barreira, o virus se multiplica e se replica também em diversos 6rgéos. Este periodo
extrinseco de incubacado dura em torno de 8 a 10 dias. O virus, portanto, infecta, finalmente, as glandulas
salivares e é eliminado através da saliva, sendo transmitido ao hospedeiro vertebrado susceptivel durante
novo repasto sanguineo. E é esta competéncia vetorial que o torna apto a ser um vetor efetivo do patégeno
durante toda a sua vida (Bosio et al. 2000; Mellor, 2004; Acosta-Bas & Gomez-Cordero, 2005).

! As citagBes das referéncias bibliograficas seguem as normas da Revista Brasileira de Entomologia.



Ja no homem, o periodo de incubacado — periodo de incubacao intrinseco — ocorre em torno de 2 a 7dias,
aproximadamente o mesmo tempo que surge a febre. O ser humano infectado torna-se o principal portador
e multiplicador do virus (WHO, 2009).

Por outro lado, os sorotipos virais também podem ser transmitidos entre 0s mosquitos, ocorrendo por via
vertical, ou seja, quando o virus infecta o évulo ou 0 ovo; ou por via venérea, quando os machos, herdeiros

do virus por sua progenitora, o transmitem no liquido seminal (Joshi, et al. 2002).

Existem duas formas da doenca: Dengue Classica (DC ou FD — Febre da Dengue) e a Febre Hemorragica
da Dengue (FHD) — a segunda pode se agravar para Sindrome do Choque da Dengue (SCD) - sendo
ambas sintométicas. Contudo, existe a forma assintomatica a qual € considerada de grande importancia
epidemioldgica, devido representar fonte silenciosa de transmissdo do virus, carreando-o as areas
incélumes, porém infestadas com o vetor (Vasconcelos et al. 1998).

Casos de dengue e de suas complicagfes clinicas tém se manifestado anualmente nos paises de regifes
tropicais e subtropicais, sem no entanto, haver perspectivas promissoras que apresentem uma futura
diminuicdo deste problema (Guzman et al., 2006). Os fatores que aumentam a dispersdo do virus da
dengue e o seu vetor a novos lugares sao a urbanizagdo ndo planejada, as mudancas demogréficas e
climaticas, aliados a possibilidade do homem migrar rapidamente para qualquer lugar do mundo através das

facilidades de transportes aéreo e terrestre (Kroeger & Nathan 2006).

Segundo Gubler & Clark, 1995; Gubler, 1998 e Acosta-Bas & Gémez-Cordero, 2005, o primeiro registro de
epidemias de Dengue ocorreu na Asia (Jacarta), Africa (Cairo) e América do Norte (Filadélfia) nos anos
1779 e 1780, levando a crer que a doenga ja tinha sido reconhecida ha 230 anos e que o virus assim como
0 mosquito tém distribuicdo variada nos trépicos. A sua ocorréncia também foi mencionada por Teixeira et
al. 1999 na Europa e Australia, sendo endémica em todos os continentes, exceto no Europeu (Pinheiro &
Corber, 1997). Na Europa, a primeira epidemia documentada data de 1927 e 1928 (Grécia), e cessou apos
Il Guerra Mundial (L6pez-Vélez & Moreno, 2005). Na ultima década a incidéncia de Dengue tem aumentado
assustadoramente, tornando-se endémica em mais de cem paises, principalmente na Africa, nas Américas,

no Mediterraneo Ocidental, sul e leste Asiatico e oeste do Pacifico.

Relativamente ao Brasil, atualmente, os registros de casos da doenca ja sao identificados em todos os 27
Estados da Federacdo, em 3.794 municipios (Camara et al. 2007), num percentual de 68% do total dos
municipios brasileiros. A doenca é responsavel por 60% dos casos ocorridos nas Américas (Nogueira et al.
2007). Em 1981 ocorreu a primeira epidemia restrita a cidade de Boa Vista — Roraima. Cerca de dois ou trés
anos se passaram e foi registrada uma epidemia no Rio de Janeiro e outros Estados brasileiros
(Pernambuco, Bahia, Minas Gerais, Sdo Paulo e casos autdctones em Alagoas e Ceara) (Camara et al.
2007).



Entre 1981-2006 foram notificados em todo o territdrio brasileiro, um total de 4.234.049 casos de Dengue
Classica (DC), sendo 5.817 de Febre Hemorragica da Dengue (FHD) e Sindrome do Choque da Dengue
(SCD), com 338 6bitos (Nogueira et al. 2007).

Contudo, em 2007 registraram-se 559.954 casos suspeitos da doenca, sendo 1.541 confirmacdes como
FHD, destes 158 foram o6bitos. Os casos foram concentrados no Ceard, Rio de Janeiro, Maranhdao,
Pernambuco, Amazonas, Mato Grosso do Sul, Mato Grosso, Piaui, Gdias, Alagoas, Paraiba e Rio Grande
do Norte, ou seja, regides sudeste e nordeste do pais — as mais afetadas por infecc6es da Dengue. Em
2008, o Ministério da Saude do Brasil registrou 120.570 casos, sendo 647 de FHD, com 48 obitos,
representando uma reducdo em relagdo ao ano anterior.

Em resumo, as regides Sudeste (Rio de Janeiro, Minas Gerais, Sdo Paulo e Espirito Santos) e Nordeste
(Alagoas, Sergipe, Pernambuco, Bahia e Ceard) sdo as mais acometidas pela doenca, seguidas da regido
Centro-Oeste (Mato Grosso, Goias, Mato Grosso do Sul e o Distrito Federal) e Norte (Tocantins, Para,
Roraima, Rondbnia, Acre, Amapa e Amazonas). O Amazonas foi o Ultimo Estado brasileiro a ser re-invadido
pelo vetor A. aegypti, em 1996 apoés a erradicacao de 1955 (Figueiredo et al. 2004).

Na regido Sul, de entre os trés Estados que compdem a regido, surge o Parana com registros da doenca
em suas duas formas clinicas (Ministério da Saude do Brasil, 2007). S6 em 2007 notificou mais de 48.000
casos. Santa Catarina continua sem transmissdo autéctone de Dengue, e registrou 420 casos importados,

enquanto o Rio Grande do Sul notificou 0 seu primeiro caso confirmado de Dengue autoctone.

2. DENGUE - Os Vetores

Pertencentes a Familia Culicidae, Subfamilia Culicinae, Tribo Aedini e Género Aedes Meigen, 1818, os
vetores que transmitem o virus da Dengue sao a espécie A. aegypti, nas Américas, embora seja oriundo do

Velho Mundo, e A. albopictus na Asia.

2.1. Aedes (Stegomyia) aegypti (Linnaeus, 1762)

A. aegypti é uma espécie extremamente antropofilica que se adaptou perfeitamente ao ambiente urbano e
aos recipientes artificiais dos domicilios e peridomicilios. Habitos diurnos, alimenta-se e deposita seus ovos
ao amanhecer, a tarde e a meia-noite (Forattini, 2002).

Este foi reconhecido em 1881 por Carlos Finlay como o transmissor da febre-amarela e em 1906, Brancoft o

evidenciou como sendo também o vetor do virus da Dengue (Sanchez, 1981).



Hoje é considerado o principal transmissor do virus da Dengue nas Américas, embora seja oriundo do Velho
Mundo (provavelmente da regido etidpica, tendo sido originalmente descrito no Egito, o que Ihe conferiu seu
nome especifico) (Consoli & Lourenco-de-Oliveira, 1994).

E responsavel por frequentes epidemias e pela circulagdo dos quatro sorotipos do virus no continente,
estendendo-se do Uruguai ao sul dos Estados Unidos da América (WHO, 1997). Acredita-se que essa
espécie invadiu as Américas durante a colonizagéo e a escravidao, vinda da Europa a bordo de barcos que

cruzaram o Atlantico em direcdo ao Novo Mundo.

2.2. Aedes (Stegomyia) albopictus (Skuse, 1894)

Originalmente silvestre, das selvas asiaticas, habita ambientes naturais como bambus e bromélias, as quais
podem ser consideradas recipientes naturais ou artificiais, dependendo da agdo antropica que elas exercem
(bromélias domesticadas e bromélias domiciliadas) (Marques et al. 2001; Forattini & Brito, 2003). Contudo,
ja foi registrada a sua capacidade de habitar concomitantemente com A. aegypti na regido domiciliar e
peridomiciliar (latas, pneus, jarros com agua, etc.) o que leva a acreditar na possibilidade deste interagir na
transmissdo da Dengue (Fantinatti et al. 2007).

A. albopictus é uma espécie de origem asiatica, no entanto, surgiu no continente americano em 1985,
colonizando-o rapidamente e ocupando locais urbanos, periurbanos, rurais e de mata atlantica (Pontes &
Ruffino-Neto, 1994; Albuquerque et al. 2000; Urbinatti, 2004; Soares et al. 2008), convivendo e adaptando-
se perfeitamente ao homem (Gomes et al. 2005). E responsavel por transmissdo de Febre-amarela urbana
e silvestre, Dengue e encefalite nos paises asiaticos e onde A. aegypti esteja ausente ou em baixa
densidade (Monath, 1994). No entanto, no México foi registrada pela primeira vez sua infec¢do natural por
DENV-2 e DENV-3 (Ibanez-Bernal et al. 1997) e no Brasil por DENV-1 (Serufo et al. 1993). No Brasil ndo é
considerado vetor das doengas supracitadas, apesar de laboratorialmente ter sido comprovado sua
capacidade de transmitir o DENV-2 (Castro et al. 2004).

2.3. Biologia e Morfologia dos estagios de vida de Aedes (Stegomyia) aegypti
(Linnaeus, 1762)

O mosquito A. aegypti apresenta desenvolvimento por metamorfose completa (holometabolia) e o seu ciclo
de vida é composto por quatro fases: ovo, larva (1° a 4° instar), pupa e individuo adulto (dimorfismo sexual).
O ovo, a larva e a pupa pertencem ao mesmo ecétopo, pois sdo as fases aquaticas do ciclo de vida do
mosquito (FIGURA 01).

i) OVO



Morfologicamente, os ovos de A. aegypti medem cerca de 1 mm de comprimento, séo elipticos, alongados e
fusiformes. No momento da postura sdo brancos, no entanto, adquirem coloragdo enegrecida e tonalidade

brilhante apds algumas horas (Funasa, 2001).

Aduito

Pupa

Larva

FIGURA 01 — Ciclo biolégico do Aedes aegypti. Apos a postura dos ovos isolados e fora d’agua
nas paredes dos recipientes, as larvas eclodem e passam por quatro estagios, transformam-se
em pupas e destas ocorre a emergéncia do adulto. Fonte: A autora.

A oviposicdo é realizada nos mais diferentes substratos, desde as paredes &speras, umedecidas e
escurecidas dos recipientes — em condicdo natural -, como também pode ser diretamente na agua
dependendo do tipo de recipiente, como o vidro, por exemplo, apesar de ser mais raro (Forattini, 2002) ou
também podem as fémeas ovipositarem em papel sulfite, filtro, manteiga e toalha — sob condicbes
laboratoriais — (Gomes et al. 2006).

O numero de postura esta diretamente relacionado com a quantidade de sangue ingerido, onde cerca de
3,5mg é quantia suficiente para considerar o repasto como completo e ideal para o desenvolvimento
ovariano. Sob esse aspecto, uma fémea produz cerca de 120 ovos por postura. Sob condi¢cbes favoraveis
como temperatura e umidade, o embrido esta apto a eclodir por volta de 4 a 7 dias. Estando completamente
amadurecido, o0 ovo resiste as situacfes adversas como dessecacdo, baixa de temperatura, insolacao,
proporcionando a diapausa dentro do ovo. Assim, este resiste meses ou anos no ambiente, s6 eclodindo ao
contanto com a 4gua (Consoli & Lourenco-de-Oliveira, 1994).



Existem fatores genéticos e bioquimicos que favorecem esse mecanismo de resisténcia, como a formagédo
de uma cuticula serosa constituida por quitina e a existéncia de expressdo génica relacionada tanto com a
producdo de quitina quanto de lipideos importantes para o processo de impermeabilizacdo (Rezende et al.
2008). Por outro lado, a temperatura € um outro fator que influencia nomeadamente na viabilidade do ovo e
no processo de embriogénese de A. aegypti (Farnesi et al. 2009).

Essa caracteristica de resistir a dessecacao, sobreviver por meses ou até mesmo anos, torna 0 mosquito A.
aegypti importante epidemiologicamente falando, pois possivelmente estes foram determinantes que
fizeram com que se disseminasse as amplas areas geograficas e se tornasse um obstaculo no que diz

respeito a seu controle.

ii) LARVAS

As larvas, morfologicamente, sao alongadas, vermiformes, esbranquicadas. O corpo é formado por cabeca,
térax e abdome. A cabeca possui um par de antenas, olhos compostos e alguns ocelos e aparelho bucal
mastigador-raspador. O toérax é globoso, mais largo que a cabeca com segmentos fundidos e revestidos por
cerdas. No oitavo e Ultimo segmento localiza-se o siféo respiratério (curto, grosso e escuro) (Lozovei, 2001).
Sao exclusivamente aquaticas, vivendo nos mais variados ecossistemas aquaticos, desde péantanos a
recipientes antropicos. Portanto, habitam quaisquer locais que possam acumular dgua e podendo desta
forma, enfrentarem as mudancas rapidas na salinidade (Donini et al. 2007). De vida livre, representam os
periodos de alimentagdo e crescimento do mosquito. Alimentam-se de particulas organicas presentes na
agua, alguns tipos de algas (Ahmad et al. 2001) e a filtragdo € a forma mais comum de alimentacao,
podendo filtrar 2 litros de dgua por dia (Consoli & Lourengo-de-Oliveira, 1994).

Seu ciclo de vida compreende 4 estagios ou instares (L1-4). O primeiro instar (L1) rompe o ovo através de
um dente quitinoso, existente apenas nessa fase larval. A durabilidade dessa fase depende de fatores, tais
como temperatura da agua, densidade populacional no criadouro e disponibilidade de alimento. O quarto
instar (L4), estando na sua fase final de desenvolvimento, cessa a alimentacdo, em virtude da sua
metamorfose ao proximo estagio de vida — a pupa — o qual ndo se alimenta mais. O seu completo
desenvolvimento leva em 8 a 10 dias e € influenciado pela temperatura, luminosidade, salinidade, poluentes

organicos e inorganicos, entre outros (Consoli & Lourengo-de-Oliveira, 1994; Forattini, 2002).

iii) PUPA

Este é o estagio de vida que representa a transicao do individuo do meio aquatico para o terrestre (Forattini,
2002). A pupa ndo se alimenta, tornando-se quiescente (Ruppert & Barnes, 1996), pois esta sofre
mudancas tissulares, devido ocorrer metamorfose para o individuo adulto. Desenvolve-se totalmente em
dois dias. Tem aspecto de ‘“virgula” em virtude de a cabeca unir-se ao térax, formando o cefalotorax.
Normalmente fica parada na superficie da agua. No entanto, quando perturbada move-se com bastante

agilidade.



Seu corpo tem coloracao esbranquicada semelhantemente a larva, porém, a medida que se aproxima da
transformacgédo em adulto, adquire coloragdo escura. Respiram por trombetas localizadas no cefalotérax que
atravessam a superficie da agua.

iv) ADULTOS

Os espécimes adultos medem de 3 a 6 mm de comprimento. Apresentam coloracdo escura com faixas
brancas nas bases dos segmentos tarsais e um “desenho em forma de lira” no mesonoto (A. aegypti).
Apresentam antenas plumosas nos machos e com palpos mais longos; e pilosa nas fémeas, caracteristica
gue os diferem morfologicamente. As fémeas adultas sdo hematéfagas obrigatdrias. Necessitam de sangue
para maturacéo dos ovos. Apresentam aparelho bucal picador, embora também se alimentem de seivas de

plantas, enquanto os machos possuam aparelho bucal tipo sifonador-sugador (Forattini, 2002).

3. DENGUE — Controle dos Vetores: Um Breve Histoérico

Criada em 1913 por iniciativa do milionario John D. Rockefeller, A Fundacé@o Rockefeller teve como objetivo
implantar em vérios paises medidas sanitarias baseadas no modelo americano, com a prioridade de
empreender o controle internacional da febre amarela e da malaria. Em 1916, diagnosticou no Brasil uma
caréncia de solida base cientifica para suporte de politicas publicas consistentes; auséncia de treinamento
médico quanto a questbes de salde publica e de carreiras especializadas e de organizagdes sanitarias
estaveis e abrangentes.

Dos anos 20 aos 40, tornou-se a primeira instituicdo a iniciar campanhas na América Latina, nomeadamente
no Brasil, objetivando eliminar hospedeiros hematofagos transmissores de doencas, ja que nédo era possivel
“erradicar as doencgas” (Lowy, 1999). Assim, no Brasil desenvolveram-se programas de controle ao vetor A.
aegypti, quando epidemias de febre-amarela conduziram a morte de milhares de pessoas, pois a Dengue
ainda ndo era um problema relevante de Saude Publica.

Também como consequéncia de a dengue ter se tornado uma das doencas de grande relevancia em
termos de Salde Publica e ter re-aparecimento nas Américas no século passado (Pinheiro & Corber, 1997),
a Organizacao Panamericana de Saude (OPAS) junto com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) em
1947, decidem coordenar os programas de “erradicacdo” ao mosquito, em todos os paises latino-
americanos, através do Programa de Erradicacdo do Aedes aegypti (PEAa), resultando na eliminagdo do

inseto em quase toda a América (Soper, 1965).



O Brasil foi bem sucedido na primeira eliminagdo do vetor em 1955, porém 14 anos depois, confirmou-se a
sua reintroducao no pais. Novos esforgos foram iniciados pela Superintendéncia de Campanhas de Saude
Pudblica (SUCAM) e em 1973 este culicideo é considerado erradicado. Passados 3 anos, porém, tem-se
registro do mosquito no Brasil devido a falhas na vigilancia epidemioldgica e a mudancas sécio-ambientais
em virtude da urbanizacéo acelerada da época (Braga & Valle, 2007 [a]).

No inicio da década de 90, o Ministério da Salde Brasileira cria a Fundagdo Nacional de Saude (FUNASA),
responsavel pela coordenacédo de acdes de controle da doenca. Apds seis anos, é elaborado um plano de
erradicacdo do mosquito — o PEAa — cuja preocupac¢éo estava voltada para os casos graves da doenca.
Aliado a outros ministérios, o PEAa atuava nas areas de entomologia, operacfes de campo de combate ao
vetor, vigilancia de portos, aeroportos e fronteiras, saneamento, informacdo e campanhas educativas a
sociedade, vigilancia epidemiolégica e entomoldgica (coleta de larvas ou pesquisa larvaria), suporte
laboratorial etc., porém, apesar de tantos esforcos os casos da doenga continuavam aumentando (Funasa
2001).

Ao final dos anos 90 e inicio dos anos 2000, abandonaram-se oficialmente as metas de erradicacao do
vetor, pois percebeu-se que nado era possivel erradica-lo a curto prazo, e passou-se a atuar em Sseu
controle. Apés introducdo do DENV-3 e sua rapida disseminacao pelo pais em curto espaco de tempo, foi
entdo, em 2002, criado o Programa Nacional de Controle da Dengue (PNCD), 6rgdo que veio substituir o
antigo PEAa. Este responsabilizou-se a dar continuidade as propostas antigas da FUNASA/PEAa, porém
com uma visao voltada as experiéncias passadas nacionais e internacionais de controle da dengue.
Aperfeicoando e direcionando o foco de interesse para acdes que combatessem 0 vetor, minimizassem a
utilizacdo de instecidas, destruissem os potenciais criadouros em imdéveis comerciais, casas abandonadas,
etc. (Funasa, 2002).

N&o existindo uma vacina que confira imunidade permanente aos quatro sorotipos da dengue (DENV 1-4)
nem as suas variagfes genéticas, a principal medida de combate a doenca € mesmo o controle vetorial
(Hombach, 2007; Periago & Guzman, 2007). Assim, para tanto, no controle vetorial usam-se inseticidas
quimicos, tanto organofosforados, como o temefés, que atua no estagio larval, e os piretréides, como as
cipermetrinas, deltacipermetrinas, que atuam na fase adulta do inseto. Existem, assim, trés tipos de
tratamentos quimicos: a) tratamento focal, b) tratamento perifocal e c¢) aplicacdo espacial de inseticida a
ultra-baixo volume (UBV). O primeiro consiste na aplicacdo de um larvicida (temefos, BTi, metoprene —
aprovados pela OMS) nos depésitos positivos que contém agua de consumo humano, mas que nao podem
ser eliminados mecanicamente. O segundo modo de tratamento consiste na aplicacdo de inseticida nas
paredes externas de depdsitos, manualmente por asperséo, atingindo o mosquito adulto. E complementar
ao tratamento focal (Lima & Aragdo, 1987; Funasa, 2001). O terceiro e Ultimo tipo de tratamento € um
método que faz uso de um veiculo motorizado — “fumacé”, o qual por meio de uma bomba compressora
com vazdo de 127mL / min. a uma velocidade de cerca de 10 Km / h, propicia a formac¢&o de uma “nuvem”
de suspensdo com inseticida malatido e 6leo vegetal (1:1) que atinge até 5 metros de altura, perdurando

cerca de 3 horas, cujo alvo é o mosquito adulto durante o véo (Machado, 2000).



Essa dependéncia aos quimicos para o combate ao mosquito vetor tem sido a tatica mais abordada por
anos com pouco ou nenhum impacto na reducdo dos casos da doenca.

Diante da utilizacdo desta estratégia, observou-se o surgimento de alteracées da susceptibilidade do A.
aegypti a estes produtos em varios paises como: Venezuela (Rodriguez e tal. 2001), nas llhas do Caribe
(Rawlins, 1998), Singapura (Ping et al., 2001), Vietnam (Kawada et al. 2001), Cuba (Rodriguez et al 2002,
2005), Peru (Chavez et al., 2005), Tailandia (Ponlawat et al., 2005), Argentina, Bolivia (Biber et al., 2006),
México (Flores et al., 2005, 2006) e em partes do territorio brasileiro (Lima et al. 2003; Macoris et al. 2003;
Braga et al. 2004; Luna et al. 2004; Lima et al. 2006 [a]; Beserra et al. 2007).

Assim, o Ministério da Saude do Brasil ao implantar o PNCD (Programa Nacional de Controle da Dengue),
comecou entdo, a coordenar um programa integrado que monitorasse a resisténcia a inseticidas em A.
aegypti — o MoReNAa — Rede Nacional de Monitoramento da Resisténcia de Aedes aegypti a Inseticidas.
Esta rede se propbe a agregar um determinado ndmero de laboratérios — os chamados laboratérios de
referéncia — que realizem provas bioldgicas, usando bioensaios e ensaios bioquimicos, os quais monitorem
a susceptibilidade do mosquito aos organofosforados e piretroides. A partir das observacdes dos resultados
destes ensaios, pode-se definir novas estratégias de controle ao A. aegypti. Uma delas foi a substituicdo do
temefds pelo biolarvicida Bacillus thuringiensis var. israelensis (Bti) em 2001, nos Estados brasileiros que

apresentaram resisténcia do mosquito ao inseticida (Braga & Valle, 2007 [b]).

Uma outra alternativa de controle que estd sendo muito investigada nos ultimos anos, além de inseticidas
bioldgicos e reguladores de crescimeto, € 0 uso de compostos semioquimicos provenientes de extratos
naturais e de 6leos essenciais de plantas (Trumble, 2002). Estes compostos, uma vez extraidos e
identificados por tecnologias apropriadas (Logan & Birkett, 2007), sdo testados em condi¢Bes laboratoriais
em formas adultas e larvais dos mosquitos transmissores de doencas, nomeadamente A. aegypti, € 0s
resultados encontrados sdo verdadeiras “armas” com propriedades antimicrobianas (fungicidas, bactericidas
e antileishmanial), larvicidas, atuando também como atrativos ou repelentes destes insetos (Ansari et al.
2005; Kamaraj et al. 2008; Costa et al. 2009).

4. DENGUE — Resisténcia dos Vetores a Inseticidas

O uso de inseticidas foi uma das medidas mais utilizadas contra os vetores por décadas. O que levou as
populagBes de mosquito a uma intensa pressao de selecdo, podendo gerar individuos capazes de tolerar
doses que normalmente causariam mortalidade a individuos susceptiveis (Lima et al. 2003).

Dentre estes quimicos destacam-se o0s organoclorados que atuam no canal de soOdio-potassio nas
membranas dos axdnios (D’Amanto et al. 2002); os organofosforados e os carbamatos que inibem a
Acetilcolinesterase (Ache), e os piretroides que semelhantemente aos organoclorados atuam nos canais de
sodio, porém retardando o fechamento destes apds passagem do impluso, mantendo-os abertos (Bisset
2002).
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Como consequéncia dessa intensa utilizagdo de inseticidas, observou-se que em 1946, o nimero de insetos
importantes a Saude Publica resistentes a estes produtos era de apenas 2, em 1962 eram 81 e seis anos
depois esse nimero aumentou para 102 (WHO, 1970; 1992). Nos anos 80 aumentou para 150 e na década
de 90 j& eram mais de 500 (Georghiou & Lagunes-Tejeda, 1991). Até Agosto de 2007 este nimero havia
aumentado para 553 insetos resistentes a um ou mais inseticidas (Whalon et al. 2008).

Destes, mais de 100 eram mosquitos, dos quais 56 eram anofelineos e 39 culicideos. Dos culicideos, 21
sdo espécies do género Aedes resistentes a 16 tipos de inseticidas (Fonseca & Quifiones, 2005). Em
mosquitos Aedes a resisténcia foi observada, pela primeira vez em 1947 ao DDT em espécimes de Aedes
taeniorhynchus Wiedemann, 1821 e A. sollicitans Walkers, 1856, na Fldrida (Brown, 1986). O que mostra
gue o amplo uso de inseticidas quimicos tem levado ao desenvolvimento da resisténcia, como um resultado
de selecéo de certos genes.

Confirmando este dado, Pridgeon et al. 2008 selecionaram, aleatoriamente, 19 inseticidas dos muitos
listados no Comité de Acdo a Resisténcia a Inseticidas (IRAC) e avaliaram suas atividades contra trés
espécies de mosquitos, entre eles A. aegypti. Demonstraram que esta espécie apresentava diferentes
susceptibilidades aos varios pesticidas, e que para ter sucesso nos programas de controle vetorial,

urgentemente, se faz necessario encontrar compostos mais eficientes as espécies susceptiveis.

Entretanto, existem alguns fatores que influenciam, nos insetos, a evolucdo da resisténcia aos inseticidas.
Estes referem-se a gentética da resisténcia, a biologia, a ecologia do inseto e ainda a execucao de medidas
operacionais utilizadas (Georghiou & Taylor, 1986).

Os fatores genéticos da resisténcia dizem respeito, especialmente, a presenca e a frequéncia na populacéo
de alelos que conferem resisténcia (Georghiou & Taylor, 1986). Sendo, portanto, a resisténcia uma
caracteristica herdada e estabelecida por alelos os quais podem ser recessivos, dominantes ou co-
dominantes (Brown, 1986). Ja os fatores bio-ecoldgicos referem-se, sobretudo, ao ciclo de vida e a ecologia
do inseto, pois estes aspectos podem alterar a resposta da selecdo que conduz a resisténcia. Ou seja,
guanto maior o numero de geracdes por ano, mais rapida serd a evolucdo da resisténcia. Finalmente, os
fatores operacionais sdo aqueles relacionados com a aplicacdo dos pesticidas e estdo sob o controle do
homem. Relacionam-se com o tempo, a dose e a formulacdo do inseticidas a serem usados (Georghiou &
Taylor, 1986) (TABELA 1).

Segundo a Organizacao Mundial de Saude, a resisténcia a inseticidas é a capacidade de uma populacao de
insetos tolerar doses de um determinado inseticida, as quais exerceriam uma acao letal sobra a maioria dos
individuos de uma populacao normal da mesma espécie. E de acordo com Miller 1988, classifica-se em (1)

resisténcia por comportamento (quando o inseto ndo entra em contato com o inseticida); (2) resisténcia por

penetracdo (quando a composicdo do exoesqueleto do inseto modifica-se inibindo a penetracdo do

inseticida); (3) resisténcia do sitio-alvo (quando o sitio quimico de agéo do inseticida modifica-se reduzindo

a sensibilidade da forma ativa do inseticida e este ndo se liga ao sitio-alvo); e (4) resisténcia metabdlica (a
via metabdlica do inseto é modificada detoxificando, por meio de enzimas, a acdo do inseticida ou

impedindo a metabolizagdo do composto em sua forma téxica).
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De entre estes, 0s mecanismos mais importantes nos insetos séo o sitio-alvo e a resisténcia metabdlica

(Bisset, 2002).

TABELA 1: Fatores que influenciam o surgimento da resisténcia a inseticidas nos insetos
segundo Georghiou & Taylor, 1986.

1. Genéticos

frequéncia de alelos R (Resistentes)

ndamero de alelos R

dominancia dos alelos R

penetracdo, expressividade e interagfes dos alelos R
resisténcia conferida por outros inseticidas

boa introdugdo ao genoma da resisténcia

2. Bio-ecologicos

I. Bidticos

multiplas geragdes em periodos curtos
individuos por geragdo

monogamia, poligamia e partenogénese
1. Comportamento/Ecologia
isolamento, mobilidade e migragcéo
monofagia, polifagia

sobrevivéncia acidental e refligio

3. Operacional

I. Produto quimico

caracteristica do pesticida

relacdo com o produto utilizado anteriormente
efeito residual do pesticida e formulacao

1. Aplicagao

limiar da aplicagcéo

selecéo do limiar do pesticida

foco da aplicacéo (larva ou adulto)

modo de aplicagéo

tempo selecionado para a aplicacédo

produto alternativo

5. Produtos de Origem Botéanica - Atividade Inseticida

A utilizacdo de plantas e dos seus derivados, pelo homem, como inseticida data hd muitos anos. Como por

exemplo, Roark, 1947 in Shaalan et al. 2005 [a], j& descrevia cerca de 1.200 espécies de plantas

apresentando esse potencial.
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Desta forma, enfatiza-se que produtos de origem boténica surgem como alternativa promissora de controle
de vetores, apdés serem preteridos em meados das décadas de 1930 a 1950 com a descoberta dos
inseticidas quimicos e sintéticos (organocloranos, organofosfatos, carbamatos e piretroides). Os produtos a
base de plantas, além de terem efeito inseticida comprovado, apresentam uma diversidade de compostos
ativos, 0s quais agem sinergicamente, apresentado caracteristicas atraentes, desalojantes ou repelentes
gue poderiam ser empregados em sistemas de manejo integrado de pragas, como alternativas dirigidas
para controle e monitoramento das popula¢cdes de mosquitos (Isman, 2006; Navarro-Silva et al., 2009).

6. Composicdo Quimica das Plantas

Normalmente as plantas apresentam em sua composi¢do quimica metabdlitos primarios e secundarios. Os
primeiros sdo encontrados em todas as células vegetais e sdo importantes para o desenvolvimento da
planta. J4 os segundos sao produzidos pelas plantas como forma de prote¢do aos microrganismos e insetos
predadores (Raven, 2001) caracterizados por suas propriedades aromaticas (Girard, 2005) e sao
candidatos naturais para o descobrimento de novos produtos que possam ser utilizados no controle de A.
aegypti (Cavalcanti et al. 2004).

De entre os metabdlitos secundérios destacam-se 0s 0leos essenciais. Estes sdo substancias volateis,
lipofilicas, odoriferas e liquidas extraidas das folhas, flores, frutos, caules e raizes, com aparéncia oleosa a
temperatura ambiente (Simfes & Spitzer 2000). Geralmente, apresentam-se como misturas de substancias
qguimicas de natureza terpénica, incluindo seus derivados alcodlicos e aldeidicos. Comercialmente, séo
usados na indastria farmacéutica, na inddstria coméstica e como inseticidas (Girard, 2005; Shaalan et al.
2005 [a]).

A utilizagcdo de plantas e de produtos preparados a partir de seus constituintes, tais como extratos e 6leos
essenciais, contra culicideos tem aumentado nos paises industrializados, inclusive no Brasil. E por ser um
pais com uma flora rica e diversa, este tipo de estudo vem se desenvolvendo largamente.

Se formos observar os achados na literatura envolvendo publicacdes que utilizaram Oleos essenciais
percebe-se o0 quanto é vasta esta abordagem e observamos a eficacia destes como alternativa de controle
contra mosquitos. Pois estes apresentam compostos biodegradaveis, produtos ndo toxicos e

potencialmente adequados para utilizagdo no controle de larvas de mosquito (Amer & Mehlhor, 2006 [a]).

Diante do imenso numero de trabalhos envolvendo os extratos e os 6leos essenciais extraidos de diferentes
partes das plantas, serdo exemplificados resumidamente, aqueles que nos ultimos sete anos fizeram uso,
nomeadamente, dos 6leos essenciais sobre os diferentes tipos de organismos e seus estagios de vida para
enfatizar a importancia desta nova abordagem cientifica no estudo do controle de vetores transmissores de

doencas.
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Exemplificando a agdo inseticida de Oleos essenciais ndo apenas a dipteros, mas a outras classes de
insetos, Tellez et al 2002 investigaram a agdo do 6leo de Lepidium meyenii (Walp.) (Brassicaceae) contra
térmitas (Insecta: Isoptera) e este demonstou ser um inibidor de alimentagéo para estes insetos.

No ano seguinte, Carvalho et al. 2003 analisaram o 6leo essencial de brotos de Lippia sidoides Cham.
(Verbenaceae) a fim de investigar a sua atividade larvicida contra A. aegypti. Os autores encontraram forte
atividade larvicida, pois 0 mesmo causou mortalidade em 100% das larvas quase que instantaneamente na
concentracao de 0,017% de timol, principio ativo encontrado em sua composi¢ao quimica.

Cheng et al. 2004, em estudo pioneiro com a espécie Cinnamomum osmophloeum Kaneh (Lauraceae),
analisaram a atividade larvicida e composi¢éo quimica do seu 6leo essencial contra larvas de A. aegypti. Os
autores evidenciaram que esta espécie apresentou monoterpenos, sesquiterpenos e diterpenos em sua
constituicdo quimica e CLsg variando entre 36 a 177 ug/mg dependendo do tipo quimico analisado.

Prajapati et al. 2005 avaliaram as atividades inseticida e repelente e o efeito inibidor na oviposicdo dos
Oleos essenciais extraidos de diferentes partes de 10 plantas medicinais, entre cascas, sementes, brotos,
rizomas, frutos e folhas, contra A. aegypti, Anopheles stephensi e Culex quinquefasciatus. No que diz
respeito a atividade larvicida e ovicida, os Oleos de Juniperus macropoda Boiss (Cupressaceae) e
Pimpinella anisum L. (Apiaceae) tiveram uma elevada potencialidade contra as trés espécies de mosquitos.
Na acdo inibitéria de oviposicdo destacou-se Cinnamomum zeylanicum Blume (Lauraceae). Quando
analisadas conjuntamente as acdes de repeléncia e adulticida os 6leos de Cyperus scariosus (Cyperaceae),
J. macropoda Boiss, Nigella sativa L. (Ranunculaceae) e Zingiber officinale Roscoe (Zingiberaceae)
obtiveram melhores resultados. No entanto, quando analisadas separadamente, na acgdo repelente
destacaram-se os 6leos de C. zeylanicum Blume, Rosmarinus officinalis L. (Lamiaceae) e Ocimum basilicum
L. (Lamiaceae).

Ja abordando apenas analise adulticida, C. zeylanicum foi o que apresentou maior potencial. Assim,
demonstra-se que tanto isoladamente quanto de forma sinergética, compostos bioativos podem agir sob
diversas maneiras e em diferentes espécies de mosquitos.

Chaiyasit et al. 2006 estudaram a eficicia dos 6leos essenciais extraidos dos frutos, sementes e rizomas de
Apium graveolens L. e Carum carvi L. (Umbelliferae), Curcuma zedoaria Roscoe (Zingiberaceae), Piper
longum L. (Piperaceae) e lllicium verum Hook (llliciaeceae) contra populacées de mosquitos adultos de A.
aegypti na Tailandia, e encontraram Clg, de 5,96; 5,44; 5,94; 6,21 e 8,52 pg/mg, respectivamente,
concluindo que os Oleos essenciais destas cinco espécies mostraram potencial adulticida contra os
mosquitos, sugerindo o desenvolvimento de estratégias para o controle principalmente onde existem
mosquitos resistentes a piretroides.

Tiwary et al. 2007 registraram a atividade larvicida do 6leo essencial extraido das sementes de Zanthoxylum
armatum DC (Rutaceae) contra A. aegypti, Anopheles stephensi e Culex quinquefasciatus, mostrando que
de entre as trés espécies a que exibiu maior sensibilidade ao 6leo foi C. quinquefasciatus, seguido de A.
aegypti e A. stephensi com CLs, de 49, 54 e 58 ppm, respectivamente. Sugerindo assim, o uso deste para

controle de larvas de mosquitos.
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Costa et al. 2008 [a] analisaram a composi¢do quimica e a atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais
extraidos de folhas de Guatteriopsis spp. (atualmente incluido no grupo Guatteria [Erkens & Maas 2008]) e
encontraram mono e sesquiterpenos na composicdo quimica e atividade antimicrobiana contra fungos
(Candida albicans) e bactérias (Bacillus subtilis, Staphylococcus epidermides, etc.). O que indica que os
produtos derivados de plantas podem ser usados e se obtém diferentes respostas a diferentes organismos.
Finalmente, Autran et al. 2009 analisaram a composi¢do quimica do 6leo essencial das folhas, sementes e
inflorescéncias de Piper marginatum Jacq. (Piperaceae), assim como a sua atividade larvicida e sua
influéncia no processo de oviposicdo de A. aegypti. Os autores encontraram mono e sesquiterpenos nos
6leos, o que indica atividade larvicida cujas CLs, das folhas, sementes e inflorescéncias foram de 23,8 ppm,
19,9 ppm e 19,9 ppm, respectivamente. A oviposicdo foi alterada nas concentragbes de 50 e 100 ppm, o
gue é vantajoso, pois poderia ser usado na construcdo de armadilhas para capturar ovos, mesmo que estes
nao fossem afetados, porém o desenvolvimento do adulto seria evitado.

Foram apresentados os efeitos dos 6leos essenciais de diferentes plantas, suas partes e diferentes familias,
para demonstrar que esses derivados de plantas podem exibir varios graus de toxicidade para mosquitos e

outros organismos.

A seguir serdo apresentadas algumas particularidades das familias boténicas Annonaceae, Boraginaceae e
Myrtaceae, as quais exibem interesse inseticida e foram investigadas neste estudo.

a) Familia Annonaceae

A Familia Annonaceae compreende aproximadamente 200 géneros com 2500 espécies de distribuicao
tropical e subtropical (Doyle & Thomas, 1997). Este grupo de plantas tem reconhecida importancia
econdmica, devido a comercializacdo de seus frutos e de seus produtos derivados, e sua atividade
farmacolégica como matéria-prima de cosméticos e perfumaria, uso na medicina natural, além de
apresentar atividade antimicrobiana e inseticida devido a presenca de acetogeninas (Isman, 2006).

Dentro desta familia encontra-se o género Guatteria Ruiz & Pav., com aproximadamente 290 espécies
distribuidas na Mesoamérica, Caribe e América do Sul (Erkens & Mass, 2008) sem nenhum estudo em
relagdo a atividade inseticida. De entre o género Guatteria encontram-se G. blepharophylla Rodriguez, G.
friesiana R.E. Fries. e G. hispida Martius (FIGURA 02), distribuidas nas Américas Central e do Sul. Sdo
popularmente conhecidas com “envireira” e sdo utilizadas como fonte de matéria-prima nas industrias
farmacéutica e cosmética.

Quimicamente sdo constituidas por alcaldides, carboidratos, lipideos, aminoacidos, proteinas, polifenais,
terpenos, compostos aromaticos e acetogeninas (Alali et al. 1999), destacando-se o 6xido cariofileno, o --
eudesmol, y-eudesmol e o a-eudesmol, 0s quais apresentam atividade antimicrobiana, possivelmente por

acao sinergeética, segundo Costa, et. al. 2008 [a].
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Devido ao histérico do potencial biolégico da Familia Annonaceae e dos antecedentes de atividade
antimicrobiana apresentados no trabalho de Costa et al., 2008 [a], assim como a composicdo quimica dos
Oleos essenciais destas trés espécies, levantou-se a hipotese de um possivel efeito inseticida levando-se a
esta investigacao.

FIGURA 02 - Ramos de (a) Guatteria blepharophylla, (b) G. friesiana e (c) G. hispida. FONTE:
Dr. Emmanoel Villaga Costa.

b) Familia Boraginaceae

E uma familia de grande riqueza de espécies, reunindo cerca de 130 géneros e 2.500 espécies que
distribuem-se nos trépicos e regides temperadas. No Brasil, engloba 9 géneros e 150 espécies sendo o
género Cordia L. o melhor representado no pais. Apresenta-se como arbustos ou arvores (Akisue et
al.1983; Melo & Lyra-Lemos, 2008).
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Cordia é um dos mais importantes géneros desta familia e suas plantas sdo reconhecidas na medicina
popular, por atuarem como agentes cicatrizantes, diuréticos, antialérgios, antiinflamatorios, além de
apresentar atividade larvicida, pois, quimicamente, apresentam em sua composicdo diterpenos,
sesquiterpenos, flavonoides (Oliveira 2002; Costa et al 2008 [b]).

Cordia curassavica (Jacg.) Roem. & Schult. (FIGURA 03), cujo sinénimo nomenclatural é C. verbenacea’,
encontra-se desde a América Central até ao Sul do Brasil (amplamente distribuida na Amazénia até o Rio
Grande do Sul - de 500 a 1000 metros do litoral), podendo atingir até 3 metros de altura. Seu 6leo essencial
apresenta um forte odor caracteristico (mas ndo desagradavel) em virtude da presenca de pineno e
mirceno. Vulgarmente é reconhecida por diversos nomes, no entanto, “erva-baleeira” é o mais comum. E
utilizada na medicina popular por seu potencial poder anti-inflamatério devido a elevada concentracdo de
bioflavonodides (Arrebola et al. 2004; Lapa, 2006).

(@)

FIGURA 03 - (a) Aspecto geral da folha de Cordia curassavica, (b) seus frutos e (c) sua flor
pentamera. FONTE: Araujo, 2007, modificado.

¢) Familia Myrtaceae

E uma das mais importantes familias de angiospermas no Brasil dominante na Mata Atlantica. E constituida
por cerca de 3.500 espécies de plantas, distribuidas em 100 géneros, dispersas nas regides tropicais e
subtropicais, sendo uma das mais importantes do neotropico. No Brasil acredita-se que possam ocorrer

aproximadamente 1.000 espécies (Landrum & Kawasaki, 1997).

? Cordia curassavica e C. verbenacea s&0 nomes sinénimos para a mesma espécie.
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Em virtude da sua ampla diversidade é utilizada, dependendo do género e da espécie, na medicina devido
as suas diversas propriedades teraupéuticas, como antiinflamatoria, antidiarréica, antisséptica das vias
urinarias, antioxidante, etc.

Embora, poucos sdo os estudos etnomedicinais, fitoquimicos e farmacoldgicos existentes sobre essa
importante familia (Cruz & Kaplan, 2004; Ramos et al. 2007). E reconhecida pelo seu grande potencial de
produzir 6leos essenciais de interesse econémico.

Na literatura registra-se a relevancia desta familia frente as diversas acdes de suas inUmeras espécies.
Como por exemplo, cita-se o género Eugenia com E. stipitata McVaugh ssp. sororia devido ao seu poder
antimicrobiano (Medeiros et al. 2002) e os géneros Eucalyptus e Pimenta com atividade larvicida (Lee,
2006; Cheng et al. 2008).

O género Pimenta Lindl. € economicamente importante na Bolivia, onde os frutos de algumas espécies sao
utilizados como condimento. Este género possui 14 espécies, sendo distribuidas desde as Antilhas e o
sudeste do México até o Brasil e a Bolivia (Killen et al. 1993 in Girard, 2005).

Pimenta pseudocaryophyllus, popularmente conhecida como “craveiro-do-mato”, “louro-cravo” (FIGURA 04),
€ a Unica espécie pertencente ao género Pimenta que ocorre no Brasil (Cardoso & Sajo, 2006) e ja teve seu
potencial microbiano testado (Lima et al. 2006 [b]). Por isso, levantou-se a hipétese desta espécie vegetal,

talvez, apresentar atividade inseticida.

(b)

FIGURA 04 — (a) Aspecto geral de Pimenta pseudocaryophyllus em seu habittat natural e (b)
detalhes das folhas. FONTE: Eduardo Aguiar Girard e Dr. Palimécio Guerrero-Junior,
respectivamente.
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Portanto, com base nos aspectos relatados anteriormente, as Familias Annonaceae, Boraginaceae e

Myrtaceae apresentam indicios que incitam a investigacdo de possiveis atividades inseticidas de Guatteria
spp, Cordia curassavica e Pimenta pseudocaryophyllus sobre larvas de A. aegypti.

18



Enquadramento no Ambito do Mestrado

O uso de inseticidas quimicos foi a estratégia encontrada ha muitos anos com a finalidade de combater os
mosquitos vetores da dengue, sobretudo A. aegypti, em todo o mundo, 0 que nao é muito diferente nos dias
atuais. Esta pratica levou ao surgimento de alteracdes da susceptibilidade da espécie a estes produtos.
Assim, os inseticidas passaram a selecionar as populacdes resistentes de mosquitos, ja que a resisténcia é
uma caracteristica genética que pode ser herdada até a décima geracao dos mesmos.

Muitos sdo os estudos utilizando inseticidas especificos como os organofosforados e piretréides para as
formas larvais e adultas, respectivamente e, no entanto, ja se tem conhecimento da resisténcia aos

produtos quimicos em grande parte do territério brasileiro e em outras partes do mundo.

Assim, para contornar este problema, a proposta deste trabalho justifica-se, sobretudo, por buscar uma
diferente alternativa de controle vetorial na expectativa de conseguir outros compostos, a partir de derivados
de plantas, como os 6leos essenciais, que apresentem atividade inseticida que possam diminuir a
dependéncia dos produtos quimicos convencionais.

Por pertencerem a familias que tém suas propriedades inseticidas reconhecidas, levantou-se a hipotese
destas espécies de plantas Guatteria blepharophylla, G. friesiana, G. hispida, Cordia curassavica e Pimenta
pseudocaryophyllus poderem desempenhar um importante papel no controle de A. aegypti. Assim, neste
trabalho serd explanada a atividade inseticida dos O6leos essenciais das plantas Guatteria spp.
(Annonaceae) e sera discorrido sobre a atividade larvicida, o periodo desta atividade larvicida e o efeito sub-
letal dos 6leos essenciais de Cordia curassavica (Boraginaceae) e Pimenta pseudocaryophyllus (Myrtaceae)

contra Larvas de A. aegypti (Linnaeus, 1762) (Diptera: Culicidae) sob condi¢des de laboratorio.
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Objetivos

1. Geral

e Avaliar a atividade larvicida dos 6leos essenciais de cinco espécies diferentes da flora brasileira -
Guatteria blepharophylla, G. friesiana, G. hispida, Cordia curassavica e Pimenta pseudocaryophyllus

- sob condig¢8es laboratoriais, na busca de novos compostos com possivel acdo inseticida.

2. Especificos

e Confirmar a presenca dos compostos majoritarios nos 6leos essenciais das espécies Guatteria
blepharophylla, G. friesiana e G. hispida com base nos espectros de Ressonancia Magnética
Nuclear (RMN).

o Determinar os compostos quimicos de Cordia curassavica através de Cromatografia Gasosa
acoplada a Espectrometria de Massa (GC-MS).

o Determinar a susceptibilidade das larvas de Aedes aegypti, provenientes da colénia Rockefeller
CDC (Center of Disease Control), expostas aos 6leos essenciais de Guatteria blepharophylla, G.
friesiana e G. hispida, Cordia curassavica e Pimenta pseudocaryophyllus, para estimar os valores
das concentracdes letais 50, 95 e 99% (CLsp, CLgs € Clgg);

e Determinar o periodo de atividade larvicida dos 6leos essenciais das espécies Cordia curassavica e

Pimenta pseudocaryophyllus sobre as larvas de terceiro instar final ou quarto instar inicial

e Avaliar a influéncia das doses subletais CL;y € CLg, dos 6leos essenciais das espécies Cordia
curassavica e Pimenta pseudocaryophyllus sobre as larvas de terceiro instar final ou quarto instar

inicial.
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Materiais e Métodos

1. Coleta das Amostras Vegetais

As folhas de G. blepharophylla foram coletadas em Janeiro de 2008 no Campus Universitario da
Universidade Federal do Amazonas (UFAM). As folhas de G. friesiana também foram coletadas em Janeiro
de 2008, porém na Fazenda Experimental da Universidade Federal do Amazonas (UFAM), uma éarea de trés
mil hectares, localizada no Km 38 da BR-174. Ja as folhas de G. hispida foram coletadas em Julho do
mesmo ano, porém na Reserva Florestal Adolpho Ducke, uma area de 100 Km?, pertencente ao Instituto
Nacional de Pesquisas da Amazonia (INPA), situada no Km 26 da AM-010, estrada que liga Manaus ao
municipio de Itacoatiara.

As espécies G. blepharophylla, G. friesiana e G. hispida foram identificadas pelo Prof. Dr. Antdnio Carlos
Weber, do Departamento de Biologia, do Instituto de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal do
Amazonas (UFAM), e as exsicatas foram depositadas no herbario da prépria UFAM sob os nameros de
registro 7340, 7341 e 7707, respectivamente.

As folhas de Cordia curassavica foram coletadas em Novembro de 2007 em S&o Paulo, e a confirmacdo de
sua identificacdo foi realizada pelo Dr. Renato Goldenberg do Departamento de Botanica da Universidade
Federal do Parana.

As folhas de Pimenta pseudocaryophyllus também foram coletadas em Novembro de 2007 em uma restinga
no municipio de llha Comprida, Estado de Sao Paulo. Foi identificada pelo Dr. Jodo Coffani-Nunes da
Universidade Estadual Paulista (UNESP) e uma amostra foi depositada no Herbario Hermogenes Leitdo
Filho-UNESP sob o namero 760.

2. Extrac&o dos Oleos Essenciais

Os métodos de extragdo dos 6leos essenciais variam de acordo com a localizacdo destes na planta e com a
finalidade de sua utilizagdo, podendo serem extraidos por cinco métodos diferentes segundo Simdes et al.
2003: enfloragéo, prensagem, extragcdo com solventes organicos, extracao por fluido supercritico e extracéo
por arraste de vapor de dgua. O método escolhido neste trabalho para extracdo dos 6leos essenciais das
plantas, dentre os cinco diferentes métodos, foi o de arraste por vapor d’agua, mais especificamente por
hidrodestilagdo, onde a amostra fica imersa na agua contida numa caldeira.

Para as trés espécies de Guatteria utilizaram-se 250 g de folhas obtidas de espécimes floridas. As folhas
foram secas a temperatura ambiente por trés dias e moidas, sofrendo hidrodestilacdo por quatro horas e
utilizando um aparelho do tipo Clevenger (FIGURA 05). Em seguida, os 6leos foram secos sob sulfato de
sodio anidro (Na,SO,4) e a percentagem dos seus contetdos foram calculadas baseadas no peso do
material seco. A extracao foi realizada em triplicata.

Para a extracdo dos 6leos essenciais das espécies Cordia curassavica e Pimenta pseudocaryophyllus
utilizaram-se 500 g de folhas secas da primeira e 500 g de folhas frescas da segunda. Em ambos os casos

o tempo de extragdo foi de 4 horas e seguiu 0 mesmo procedimento supracitado.
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FIGURA 05 - Técnica de hidrodestilacdo utilizando aparelho de
Clevenger. FONTE: Silva et al. 2003.

3. Analise dos Oleos Essenciais de Guatteria blepharophylla, G. friesiana e G.
hispida por Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) para confirmacdo dos compostos

majoritarios:

A espectometria por Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de Hidrogénio e de Carbono é utilizada para a
identificaco destes compostos organicos deteminando sua natureza e o seu ambiente quimico. E a técnica
mais importante para a investigacdo da estrutura molecular (Maciel et al. 2002).

A fim de confirmar que os 6leos avaliados nos bioesaios obtinham os compostos majoritarios registrados
por Costa et al. (2008 [a]) optou-se em analisar os 0leos essenciais in natura destas espécies via
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de 'H e 3C 1D/2D. Os espectros de Ressonéncia Magnética
Nuclear (RMN) foram registrados em um espectrdmetro Bruker Avance 400 operando a 9,4 Tesla,
observando 'H a 400 MHz e **C a 100 MHz. Como solvente deuterado foi utilizado o cloroférmio. Os valores
de deslocamentos quimicos foram dados em partes por milhdo (ppm) relativos ao tetrametilsilano (TMS),

utilizado como padréo de referéncia interna (6 0,00).

4. Analise do Oleo Essencial de Cordia curassavica por Cromatografia Gasosa
acoplada a Espectrometria de Massa (GC-MS).
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Normalmente, esta identificacdo dos compostos quimicos dos 6leos essenciais em GC-MS é realizada
através de um método amplamente utilizado conhecido como “computer library search”, onde o 6leo é
cromatografado em diferentes dias e é obtida a média do tempo de retengdo, e através dos indices de
Kovatz encontrados sdo consultados na literatura (Alencar et al. 1990).

A andlise GC-MS foi realizada num sistema Varian Saturn 2000/GC/MS constituido de coluna capilar de
silica fundida CP-Sil 8 CB Low Bleed MS (5% fenilmetilsiloxano - 30m x 0.25 mm x 0.25 mm de espessura
de filme) e hélio (1.0 mL/min) como o gas de arraste. As temperaturas do injetor e do detector foram
ajustadas para 250°C e do forno regulada na faixa de 60° - 280° C ajustado a 180°C.

Os constituintes quimicos foram identificados em relagdo aos indices de retencao referentes a uma série
homodloga de Cy-C, € auxilio de espectometria de massa. Além disso, os resultados obtidos foram também
comparando aos indices de retencdo descritos na literatura. A percentagem da composicdo dos
constituintes quimicos na amostra de 6leo foi obtida a partir das areas do pico GC, sem corregdo para 0s
fatores de resposta.

Essa analise ndo foi realizada para o 6leo essencial de Pimenta pseudocaryophyllus pois ja existe
publicacdo com esse tipo de abordagem em Marques et al. (no prelo). Portanto realizou-se apenas para

Cordia curassavica.

5. Obtencéo das Larvas e Realizagdo dos Bioensaios

5.1. Manejo das Larvas

As larvas foram obtidas a partir de ovos da colénia “Rockefeller-CDC (Center of Disease Control), os quais
foram submersos em copos plasticos com capacidade para 770 mL. Adicionou-se 0,026g de ragdo Purina®
Cat Chow® triturada para induzir a eclosdo larval. ApOs observacdo da eclosdo larval, mediante
visualizacao das larvas nadando na agua desclorada dentro dos copos, e passadas 24 horas, estas foram
transferidas para bandejas plasticas (35,5cm x 21,5cm x 6,5cm) contendo 3.000mL de agua também
desclorada.

Estas larvas foram mantidas sob condi¢cdes de temperatura (25°C £ 1), umidade (70% * 10) e fotoperiodo
(12:12) controlados em camara climatizada Modelo 347 CDG, no Laboratério de Entomologia Médica e
Veterinaria (LEMV) da Universidade Federal do Parana (UFPR). Assim permaneceram até atingirem o
estagio de 3° instar final ou 4° inicial. Ndo sofreram nenhum tipo de tratamento quimico, porém foram

alimentadas com a mesma racgédo supra citada (FIGURA 06).
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FIGURA 06 — Esquema da realizacdo do bioensaio: a) ovos de Aedes aegypti da colénia
Rockefeller; b) larvas de 3° instar final ou 4° instar inicial; ¢) contagem e separacéo das larvas; d)
diferentes concentracdes do produto; e) armazenamento em cémara climatizada e f) leitura da
mortalidade apds 24 horas. Fonte: A autora.

5.2. Preparo das Solugdes dos Oleos Essenciais

No Laboratério de Produtos Naturais e Ecologia Quimica do Departamento de Quimica da Universidade
Federal do Parana, foram preparadas as “solugfes estoque” dos cinco 6leos essenciais das plantas a
serem utilizadas em todos os testes.

A partir do rendimento total dos 6leos essenciais de Guatteria blepharophylla, G. friesiana e G. hispida
prepararam-se “solucdes estoque” nas concentracdes de 10.000 ppm (partes por milh&o). Para C.
curassivaca e P. pseudocaryplhyllus as concentracdes da solugdes foram de 100.000 ppm. Estas “solu¢cbes
estoque” foram preparadas pesando-se 1g dos 6leos, numa balancga analitica de preciséo, pré-solubilizando
os 6leos com 9mL de dimetilsulféxido (DMSO - PA) - marca Biotec® e pureza 99% - num volume final de 10
mL. Estas solu¢des foram homogeneizadas e mantidas em frascos &mbar envolvidos com papel aluminio,
protegendo-os da luminosidade, e guardados a temperatura ambiente em local seco e seguro.

A partir dessas “solucdes-estoque” realizou-se a calibracdo de todos os 6leos com uma série de

concentracdes de 10 a 120 ppm, sendo escolhidas aquelas que apresentaram bons resultados.
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5.3. Bioensaios

a) Atividade Larvicida

Os bioensaios de atividade larvicida seguiram o protocolo da Organizagao Mundial de Saude (WHO, 1981
[a, b]), com ligeiras modificacdes.

Os testes foram realizados entre trés e quatro dias diferentes e, em geral, o desenho experimental esteve
de acordo com Robertson & Preisler, 1992. Todos os testes foram realizados com larvas da colbnia
Rockefeller-CDC e mantidos em camara climatizada sob as mesmas condi¢cdes de temperatura, umidade e
fotoperiodo anteriormente relatadas.

Os bioensaios da atividade larvicida seguiram o mesmo padrdo para todos os 6leos essencias das cinco
espécies de plantas. Contudo, diferiram uns dos outros apenas nas concentrac@es utilizadas e respectivas

guantias de 6leos, assim como no volume final da solug¢éo (FIGURA 07).

Atingindo o estagio larval descrito anteriormente, as larvas foram contadas, separadas e transferidas, com
auxilio de pipeta de Pauster, para copos plasticos decartavéis de capacidade 50mL contendo 20mL da
mesma agua desclorada, totalizando 10 a 20 larvas por copo (por concentracao).

Estas larvas foram expostas a concentracdes diferentes dos 6leos essenciais de Guatteria spp. (12, 15, 20,
35, 40, 50, 60, 65, 80, 85,95 e 120 ppm), e cada concentracdo foi preparada em quadriplicata, além do
controle. No entanto, destas concentracdes foram selecionadas as sete que obtiveram melhores resultados
(12, 15, 20, 35, 40, 60 e 85 ppm). A quantidade do 6leo para cada concentragdo foi colocada em recipientes
plasticos de capacidade de 330mL contendo DMSO 1% (marca BIOTEC® e pureza 99%) e 80mL de agua

mineral, num volume final de 100mL.

Outras larvas também foram expostas a seis concentracdes diferentes do 6leo essencial de Cordia
curassavica (50, 60, 70, 80,100 e 200 ppm) e cada concentracdo foi preparada também em quadriplicata,
além do controle. A quantidade do 6leo para cada respectiva concentracdo foi colocada em recipientes
plasticos de capacidade de 330mL contendo DMSO 1% e 180mL de agua mineral, num volume final de
200mL.

Por fim, as larvas restantes foram submetidas a oito concentrancdes diferentes do seu 6leo essencial de
Pimenta pseudocaryophyllus (3, 10, 50, 60, 70, 80,100 e 120 ppm), num volume final igual ao de C.
curassivica.

Apo6s homogeneizacao da solucdo, com auxilio de bastdo de vidro por 20 segundos, esperou-se cerca de
cinco minutos e entdo as larvas acondicionadas foram adicionadas. Para o tratamento controle uma parcela

das larvas foi exposta apenas a DMSO 1% e agua mineral.
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FIGURA 07 - llustragdo esquemética do desenho experimental do bioensaio de atividade larvicida utilizado para os
6leos essenciais das cinco espécies de plantas: Guatteria spp, Cordia curassavica e Pimenta pseudocaryoplyllus,
diferindo apenas no nimero de concentracdes e volume final da solugdo.Fonte: A autora.

b) Periodo de Atividade Larvicida

Na verificagdo do periodo de atividade larvicida, de entre os cinco 6leos essenciais estudados neste
trabalho, somente utilizaram-se os 6leos de C. curassavica e P. pseudocaryophyllus, em virtude da
qguantidade disponivel apés o bioensaio da atividade larvicida. Selecionaram-se as concentragdes letais
CLyo (39,61 ppm) e CLsp (90,98 ppm); CLyo (18,34 ppm) e CLs, (43,35 ppm) respectivamente de ambos os
Oleos essenciais — anteriormente obtidas nos resultados do ensaio anterior.

Os oleos de Guatteria spp., ao final do bioensaio da atividade larvicida encontraram-se em quantidades

insuficentes a este experimento.
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O teste foi realizado utilizando as CL,o e CLso dos 6leos essenciais, e para cada uma destas concentracfes
usou um numero de quatro réplicas (com 20 larvas por copo), além do controle com agua mineral e DMSO
1%, num volume final de 200mL. O experimento foi realizado em triplicata para P. pseudocaryophyllus
duplicata em dias diferentes. Para C. curassavica seguiu-se a mesma metodologia, no entanto o
experimento foi realizado em duplicata ambém em dias diferentes (FIGURA 08)

A mortalidade das larvas foi acompanhada ap6s 1, 2, 4, 6, 8, 10 e 24 horas de exposi¢ao destas aos 6leos.

FIGURA 08 - llustracédo esquematica do desenho experimental do bioensaio de periodo de atividade larvicida
de Pimenta pseudocaryophyllus e Cordia curassavica. Fonte: A autora.

c¢) Efeito Sub letal

Para estabelecer o efeito sub-letal dos 6leos essenciais de C. curassavica e P. pseudocaryophyllus também
fez-se uso das CLg e CLso € semelhantemente ao ensaio anterior, quatro réplicas foram usadas, cada uma
contendo 20 larvas.

A fim de acompanhar o desenvolvimento larval até o estagio de adulto foi adicionado, como fonte de
alimentacdo a cada 3 dias, racdo Purina Cat Chow® triturada em pequena quantidade (0,026g por copo).
Diariamente foram realizadas as leituras onde verificaram-se o comportamento larval, a mudanca de
estagio, a presenca de exlvia, a emergéncia dos individuos adultos e a eventual mortalidade nas larvas e
pupas.
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Foram considerados adultos vivos apenas aqueles que conseguiram se libertar completamente da exlvia.
Caso houvesse individuos mortos na fase pré-pupa estes eram quantificados como pupa, ja os individuos
mortos no momento em que se iniciava a emergéncia do adulto, foram quantificados como adultos. O
mesmo procedimento foi realizado para os controles. O experimento foi conduzido até a Ultima pupa ou

adulto morrer ou o Ultimo adulto emergir completamente.
d) Calibracdo do DMSO

Paralelamente realizou-se a calibracdo do DMSO em cinco concentracdes de 1 a 5% para confirmar que a

percentagem de 1% utilizada nos ensaios, de fato, ndo causava mortalidade das larvas.
e) Alterac6es Morfoldgicas das Larvas expostas ao Bioensaio de Efeito Subletal

Foram observadas e descritas as alteracbes morfologicas externas que as larvas e subsequentes estagios
de vida de A. aegypti apresentaram em resposta ao efeito subletal dos 6leos essenciais em questao.

As alteragbes morfoldgicas externas foram inicialmente observadas a “olho desarmado” e posteriormente
em microscopio esterioscopio, desde o inicio do experimento até o seu término. Em seguida, larvas e pupas
mortas foram removidas e fotografadas nas instalacfes do TAX on-line — Rede Paranaense de Colec¢Ges
Biolégicas — em equipamento videofotografico acoplado a um computador (Fotos: Leica IM50 Versao 5;
Montagem: Auto-Montage-Pro 5.03 Syncroscopy; Camera: Leica DFC500 e Lupa: Leica Mz16).

6. Mortalidade das Larvas e Tempo de Exposi¢do aos Oleos

A mortalidade das larvas foi verificada apds 24 e 48 horas para C. curassavica e P. pseudocaryophyllus,
enquanto para Guatteria spp. foi observada ap6s 24 horas de exposi¢do ao tratamento

Larvas incapazes de atingir a superficie da dgua ou iméveis quando submetidas a estimulos (batidas
sucessivas na parede dos copos com pipeta de Pauster) foram consideradas como larvas mortas (WHO,
1981 [a, b]).

7. Andlise dos Dados

A estimativa das concentra¢des capazes de ocasionar mortalidade de 50% (CLsp), 95% (CLgs) € 99% (ClLgg)
das larvas,o x%, o coeficiente angular (Slope) e os intervalos de confian¢a foram determinados pela analise
Probit com o auxilio do software PROBIT GW-Basic (Finney, 1971) a partir dos dados de mortalidade
obtidos nos bioensaios, com nivel de significAncia de p <0,05. O modelo Probit pode ser expresso

matematicamente por:
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Onde:

P = Probabilidade da resposta

F = Distribuicio da funcéo

o = Interceptacao da regresséao linear

B = “slope” ou &ngulo da regressao linear

xi = Funcéo da dose - logaritmo da dose [logy, (dose)].

Os gréficos da atividade larvicida foram confeccionados pelo software Biostat 2008 Professional for
Windows, sob a analise do tipo Sobrevivéncia — Andlise Probit, e os graficos do periodo de atividade
larvicida foram executados pelo Software Statistc 7.0, usando analise dos testes nao paramétricos - Teste

de Kruskal & Wallis (KW) com nivel de significancia de p <0,05.

Para realizar a diluicdo dos 6leos essenciais na execugao dos bioensaios utilizou-se a seguinte formula:

lcivi=c2 v

Onde:

C1 = Concentragao inicial
V1 = Volume inicial

C2 = Concentragéao final

V2 = Volume final
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Resultados & Discussao

1. Extrac&o dos Oleos Essenciais

A partir da extracao dos 6leos essenciais das espécies de Guatteria, Cordia e Pimenta por arraste de vapor
de agua, tipo hidrodestilacdo, foi possivel obter suas caracteristicas fisico-quimicas e seu rendimento, os
guais sédo expostos na TABELA 02.

O rendimento de extracdo dos extratos ou Oleos essenciais de origem vegetal € um fator para levar em
conta num produto de origem boténica com acdo biolégica. O maior rendimento foi obtido para o 6leo
essencial de G. friesiana (0,52%), seguido por G. hispida (0,44%). Enquanto, G. blepharophylla foi a
espécie que apresentou menor rendimento (0,27%). Quando comparados com alguns rendimentos de
espécies de Annonaceae publicados na literatura (Boyom et al., 2003), observou-se que os rendimentos
destas espécies de Guatteria foram relativamente superiores.

Para as espécies Cordia curassavica e Pimenta pseudocaryophyllus obteve-se um rendimento de 0,25% e
0,48% (m/m), respectivamente. Araujo, 2007 encontrou valores de rendimento do 6leo essencial de C.
curassavica, a partir de 50 g de folhas, que variaram de 0,03 a 0,15%. Ja para P. pseudocaryophyllus,
Girard et al. 2007 registraram um rendimento percentual de 2,42 a 3,02, a partir de 200 g de folhas.

Os nossos resultados mostram bons rendimentos, principalmente se considerarmos que apenas usaram-se
250 g de folhas por cada espécie de Guatteria spp. e 500 g para .C curassavica e P. pseudocaryophyllus
para todo o processo de extracdo. Indicando que eventualmente numa producdo em grande escala, o
rendimento de producdo ndo seria um problema devido estas cinco espécies serem ricas em Oleos
essenciais.

A utilizacdo desses inseticidas botanicos pode ser vantajosa em relacdo aos sintéticos, pois esses sao
provenientes de recursos renovaveis e por ser uma mistura de varios compostos ativos agindo
sinergicamente, a resisténcia pode ocorrer mais lentamente (Barreto, 2005 [a]). Além disso, esses

fitoquimicos ndo colocam em risco outros organismos.

TABELA 2 - Caracteristicas fisico-quimicas e rendimento dos o¢leos essenciais de Guatteria spp., Cordia
curassavica e Pimenta pseudocaryophyllus obtidos no Laboratério de Produtos Naturais e Ecologia Quimica —
Depto. de Quimica - Universidade Federal do Parana.

Espécies Aspecto Densidade (g.mL™) Rendimento (%)
G. blepharophylla Oleo amarelado 0,95 0,27
G. friesiana Oleo escuro 0,93 0,52
G. hispida Oleo incolor 0,90 0,44
C. curassavica Oleo amarelado - 0,25
P. pseudocaryophyllus Oleo amarelo claro 2,4 0,48
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2. Anéalise dos Oleos Essenciais de Guatteria spp. por Ressonancia Magnética
Nuclear (RMN) para confirma¢cdo dos Compostos Majoritarios

Costa et al. 2008 [a] identificaram a presenca de mono e sesquiterpenos na composi¢cao quimica destes
Oleos: os compostos a-, f- e y-eudemols (23,70%, 51,60% e 23,60%) (1, 2 e 3 respectivamente) presentes
no 6leo essencial de G. friesiana; 0xido de cariofileno (69,25%) (4) presente no éleo de G. blepharophylla; e
o- € B-pinenos (30,77%, 38,18%) (5 e 6), e (E)-cariofileno (20,59%) (7) presentes no 6leo de G. hispida
(FIGURA 09 e Anexo 1). E em nossa andlise de RMN confirmamos a presenca destes compostos e em
seguida utilizamo-nos na avaliacdo da atividade inseticida contra larvas de A. aegypti.
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FIGURA 09 - Constituintes majoritarios identificados nos 6leos essenciais das folhas de Guatteria
spp. (1) a-eudemol; (2) p-eudemol; (3) y-eudemol; (4) 6xido de cariofileno; (5) a-pineno; (6) S-pineno
e (7) (E)-cariofileno. Fonte: Costa et al.2008 [a].

A presenca desses compostos nos 6leos aqui estudados foi confirmada com base nos seus respectivos
espectros de RMN de 'H e *C.

Pela analise do espectro de RMN de "H (200 MHz, CDCl;) do 6leo essencial de G. friesiana verificou-se a
presenca de trés constituintes majoritarios: a-, - e y-eudesmols (1, 2 e 3) quando comparado com os dados

descritos na literatura (Raharivelomanana et al. 1995; Costa et al., 2008 [a]).
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Pelo espectro observou-se dois sinais em 6 4,71 (1H) e 6 4,44, ambos duplos dubletos (J = 3,2 e 1,6 Hz)
tipicos dos hidrogénios metilénicos terminais H-14b e H-14a do composto S-eudesmol (2).

Observou-se também um sinal emé 5,31 (1H, s), caracteristico de hidrogénio vinilico compativel com o H-3
do composto a-eudesmol (1). Verificou-se ainda um sinal em § 2,63 (1H, dt, J = 13,4 e 2,3 Hz) compativel
com o H-6b do composto y-eudesmol (3) (FIGURA 10).
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FIGURA 10 - Espectro de RMN de *H do éleo essencial das folhas de Guatteria friesiana

A ocorréncia desses trés compostos no 6leo essencial de G. friesiana foi confirmada principalmente pela
andlise do espectro de RMN de 3¢ (100 MHz, CDCl3), sendo o B-eudesmol (2) o composto majoritario
presente na mistura, devido as intensidades dos seus respectivos carbonos. Os sinais dos carbonos sp2 do
p-eudesmol (2) foram observados em 6 151,1 (C-4) e 6 105,3 (C-14), enquanto os sinais dos carbonos sp2
do a-eudesmol (1) foram verificados em § 135,2 (C-4) e § 121,0 (C-3). Ja os sinais dos carbonos sp2 do
composto y-eudesmol (3) foram observados em 6 134,8 (C-5) e 6 124,4 (C-4) (FIGURAS 11 e 12, TABELA
3). Na TABELA 3 séo apresentados os corretos valores dos carbonos dos compostos 1-3 determinados com
base no espectro de RMN de 3C, bem como comparacdes com os dados descritos na literatura
(Raharivelomanana et al., 1995).
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FIGURA 11 - Espectro de RMN de **C do 6leo essencial das folhas de Guatteria friesiana.
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TABELA 03 - Dados de RMN de **C dos compostos y-, a- e f-eudesmols presentes no 6leo essencial das folhas de
Guatteria friesiana

l3C (8)
a- | y-
Posicao eudesmol a- ~ peudesmo p-eudesmol® eudesmol  yeudesmol®

(1)° eudesmol 2 3)°
1 37,8 37,8 41,8 41,8 42,2 42,3
2 22,9 22,9 23,5 23,4 19,1 19,1
3 121,0 120,9 36,9 36,8 33,2 33,2
4 135,2 135,1 151,1 150,9 124,4 124,4
5 46,6 46,6 49,8 49,7 134,8 134,9
6 24,3 24,3 25,0 24,9 26,3 26,4
7 50,0 49,9 49,4 49,4 50,5 50,5
8 22,4 22,3 22,4 22,3 23,2 23,3
9 40,1 40,1 41,1 41,1 40,2 40,2
10 32,2 32,1 35,9 35,8 34,4 34,5
11 73,0 73,0 72,9 72,7 72,9 72,8
12 27,6 27,4 27,14 27,08 27,1 27,1
13 26,8 26,7 27,19 27,08 26,8 26,8
14 21,2 21,1 105,3 105,3 19,2 19,2
15 15,5 15,5 16,3 16,2 24,6 24,6

@ Experimento realizado a 50 para ~°C em CDCls, utilizando o TMS como padrdo de referéncia interna. °

Raaharivelomanana et al., 1995 (100 MHz, CDCl3). (6) Deslocamentos em ppm.

Pela anélise do espectro de RMN de *H (400 MHz, CDCl;) do 6leo essencial de G. blepharophylla observou-
se praticamente a presenca de um constituinte majoritario: o O0xido de cariofileno (4). Pelo espectro
(FIGURA 13) verificou-se 0s sinais para trés metilas em & 1,19 (3H, s), 6 1,00 (3H, s) e 60,98 (3H, s), bem
como dois sinais de hidrogénio de grupo metilénico terminal em 64,97 (1H, d, J = 1,0 Hz) e 64,85 (1H, d, J
= 1,0 Hz). Verificou-se também um sinal em § 2,87 (1H, dd, J = 10,6 e 4,2 Hz) tipico de hidrogénio de grupo

epoxido compativel com o H-5 do composto 6xido de cariofileno (4).

Assim como observado para o espectro de RMN de 'H, a analise do espectro de RMN de 3¢ (100 MHz,
CDClz) também revelou a presenca de um Unico constituinte majoritario, confirmando a presenca do
composto 6xido de cariofileno (4) (FIGURA 14). Os carbonos sp2 do composto 6xido de cariofileno (4) foram
verificados em 6 151,7 (C-8) e 6 112,7 (C-13), assim como os carbonos do grupo epéxido em §59,8 (C-4) e
6 63,7 (C-5). Os grupos metilicos foram verificados em 6 16,9, 6 21,6 e § 29,8. Os outros sinais dos
carbonos do 6xido de cariofileno sédo apresentados na TABELA 4, comparados com os dados descritos na
literatura (Ragasa et al., 2002, 2003).
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TABELA 4 - Dados de RMN de **C do composto 6xido de cariofileno presente no 6leo essencial
das folhas de Guatteria blepharophylla

l3C (8)

Posicao Oxido de cariofileno (4) Oxido de cariofileno”
1 50,7 50,8
2 27,1 27,2
3 39,1 39,2
4 59,8 59,8
5 63,7 63,7
6 29,8 29,9
7 29,7 29,8
8 151,7 151,9
9 48,7 48,7
10 39,7 39,8
11 33,9 34,5
12 16,9 17,0
13 112,7 112,7
14 21,6 21,6
15 30,1 30,2

2 Experimento realizado a 100 MHz para “°C em CDCls, utilizando o0 TMS como padrdo interno. ® Ragasa et al.,
2003 (100 MHz, CDCls). (6) Deslocamentos em ppm.

Assim como observado para o 6leo essencial de G. friesiana, a andlise dos espectros de RMN de *H (400
MHz, CDCl;) e 3¢ (100 MHz, CDCl3) do 6leo essencial de G. hispida também revelou a presenca de trés
constituintes majoritario, a- e S-pinenos (5 e 6), e (E)-cariofileno (7), sendo os compostos (5) e (6) os
principais constituintes. Pelo espectro de RMN de ‘H (400 MHz, CDCl;) observou-se a presenca de dois
grupos metilicos em 60,71 (3H, s, H-9) e 61,23 (3H, s, H-8), bem como dois sinais em §4,61 (1H, m) e &
4,55 (1H, m) tipicos dos hidrogénios metilénicos terminais H-10b e H-10a do composto S-pineno (6). A
presenca trés grupos metilicos, sendo dois em 60,83 (3H, s, H-8) e 61,26 (3H, s, H-9), e um §1,65 (3H, q,
J = 2,13 Hz, H-10) sob dupla ligacdo, bem como um sinal de hidrogénio vinilico em § 5,18 (1H, m, H-1)
evidenciaram o composto a-pineno (5). Pelo espectro de RMN de ‘H observou-se ainda trés grupos
metilicos, sendo dois em § 0,97 (3H, s, H-13) e 6 0,99 (3H, s, H-12), e um 6 1,60 (3H, s, H-14) sob dupla
ligacdo, bem como trés sinais de hidrogénios ligados a carbonos spz, sendo dois em §4,93 e 64,81 ambos
dubletos (J = 1,3 Hz) tipicos dos hidrogénios metilénicos terminais H-15b e H-15a, e um sinal em &6 5,30
(A1H, m), caracteristico de hidrogénio vinilico atribuido a H-5 do composto (E)-cariofileno (7) o
envidenciando na mistura (FIGURA 15).

Os trés compostos presentes na mistura (5, 6 e 7) foram confirmados com base na analise do espectro de
RMN de *C (FIGURAS 16 e 17, TABELA 5), bem como amostras auténticas de a- e B-pinenos, e dados da

literatura (Barero et al., 1995; Kolehmainen et al., 1997).
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A presenca dos carbonos sp2 do composto a-pineno (5) foi evidenciada em & 144,5 (C-2) e §116,0 (C-1),
assim como os grupos metilicos em em 6 26,3

(C-8), 622,9 (C-9) e 20,8 (C-10). Os carbonos sp2 do composto S-pineno (6) foram observados em 6 152,0
(C-1) e §106,0 (C-10), enquanto os grupos metilicos foram verificados em § 26,1 (C- 8) e § 21,8 (C-9).

Para (E)-cariofileno (7) verificou-se os sinais para dois pares de carbonos spz, um em 6 154,8 (C-8) e &
111,6 (C-15) e outro em 6§ 135,3 (C-4) e 6 124,3 (C-5), bem como trés sinais de grupos metilicos, sendo
dois em 6 30,0 (C-13) e 6§ 22,6 (C-12), e um em 6 16,2 (C-14) novamente sob dupla ligagdo. Na Tabela 5 é
apresentado os corretos valores dos carbonos dos compostos 5-7 determinados com base no espectro de
RMN de **C, amostras auténticas, e comparacdo com os dados descritos na literatura (Barero et al., 1995;

Kolehmainen et al., 1997).
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TABELA 5 - Dados de RMN de **C dos compostos a- e B-pinenos, e (E)-cariofileno presentes no 6leo essencial das
folhas de Guatteria hispida.

TC (5) TC (5)
Posi¢cd0 ", oineno _ . B-pineno 3 Posi¢do  (E)-cariofileno (E)-
p(5)a a-pineno g p(6)a pin[r;nob (7) cariofileno®
1 116,0 116,0 152,0 151,9 1 53,6 53,7
2 144,4 1445 51,8 51,9 2 28,3 28,4
3 47,0 47,1 26,9 27,0 3 39,9 40,1
4 31,4 31,4 40,7 40,6 4 135,3 135,6
5 40,7 40,8 23,5 23,6 5 124,3 124,4
6 31,2 31,3 23,6 23,7 6 29,4 29,5
7 37,9 38,0 40,4 40,5 7 34,8 34,9
8 26,3 26,4 26,1 25,9 8 154,5 154,8
9 22,9 22,9 21,8 21,9 9 48,5 48,6
10 20,8 20,8 106,0 106,2 10 40,3 40,4
11 33,0 33,1
12 22,6 22,7
13 30,0 30,2
14 16,2 16,4
15 111,6 111,7

? Experimento realizado a 100 MHz para **C em CDCls, utilizando 0 TMS como padréo de referéncia interna; ® Amostra
auténticas de a- e S-pinenos (Padrées); © Barero et al., 1995 (100 MHz, CDCls). (6) Deslocamentos em ppm.

Através da analise de RMN de 'H e *C 1D/2D dos dleos essenciais in natura das trés espécies em estudo
foi possivel a determinac&o estrutural e confirmagéo dos constituintes majoritarios utilizados nos bioensaios,

corroborando nossos compostos com Costa et al. (2008 [a]).

3. Anélise do Oleo Essencial de Cordia curassavica por Cromatografia Gasosa
acoplada a Espectrometria de Massa (GC-MS).

Foi obtida a lista completa dos componentes volateis e a composi¢cdo em percentagem do 6leo essencial de
C. curassavica que estdo exibidas na TABELA 6. Apds andlise do Oleo através de GC-MS foram
identificados vinte e seis compostos, todos sesquiterpenos, representando 84,03% da composicdo total do
oleo. O principal componente foi o cis-Isolongifolano (30,16%), seguido de epi-Longipinanol (9,06%), delta-
Cadineno (5,41%) e allo-Aromadendreno (5,30%), sendo cis-Isolongifolano o componente majoritario.

Os resultados obtidos nesse estudo permitem levantar a hipotese de que 06leos essenciais ricos em
sesquiterpenos podem ser considerados mais ativos para o controle de A. aegypti em relacdo aos que tem
mais monoterpenos. Isto é evidente ao comparar-se os resultados de atividade de G. friesiana, G.
blepharophylla contra G. hispida. As duas primeiras séo significantemente mais ricas em sesquiterpenos

que a outra que contém majoritariamente monoterpenos (Costa et al. 2008 [a]).
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O mesmo padrao que respalda esta hipotese é observado no trabalho de Santos et al. 2006 com Cordia
leucomalloides e C. curassavica (Jack) Boraginaceae, ativas para controle de larvas de A. aegypti, sendo
gue a primeira espécie, com maior atividade, a mais rica em sesquiterpenos. Igualmente, observa-se nos
resultados de Simas et al. 2004 que a melhor atividade inseticida foi detectada para o sesquiterpeno E-
nerolidol isolado de Myroxylon balsamun (L.) Harms (Fabaceae).

Embora os estudos desenvolvidos pelos autores supracitados demonstrem mais uma vez acdo maior dos
sesquiterpenos, em Costa et al. 2005 este padrao nao € seguido com 6leos de Hyptis martiussi Benth.
(Labiateae), Lippia sidoides Cham. (Verbenaceae) e Syzigium aromaticum (L.) Merr. & Perry (Myrtaceae),
cujos compostos majoritarios sdo os monoterpenos 1,8-cineol, timol e eugenol, apresentando CLs s
similares as reportadas por Santos et al. 2006 e Simas et al. 2004 contra larvas de A. aegypti.

Quando comparam-se as CLsg e CLgs observa-se que diterpenos poderiam ter um efeito ainda mais toxico
gque sesquiterpenos para esta espécie de mosquito, como demonstrado em Copaifera reticulata Ducke
(Fabaceae) com os diterpendides acido 1[(-)-3p-acetoxilabdan-8(17)-13-dien-15-oico ] (CLso = 0,8 ppm €
Clgs = 8,2 ppm) e acido 2{alepterolico [(-)-3B-hidroxilabdan-8(17)-13-dien-15-oico ]} (CLsy = 87,3 ppm e
Clgs

menor efeito que monoterpenos, sesquiterpenos e triterpenos, segundo as CLs para A. aegypti

128,8 ppm) (Geris et al. 2008). E provavelmente tetranortriterpendides (azadiractina) apresentem

(Wandscheer et al. 2004). Finalmente, observando-se os resultados descritos em Furtado et al. 2005 e
Cavalcanti et al. 2004, os 6leos essenciais de poucas plantas apresentam CLs com valores proximos aos
determinados neste estudo, colocando as espécies estudadas entre as mais promissorias em relacéo a sua

atividade larvicida.
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TABELA 6 - Identificacdo dos vinte e seis compostos volatéis do 6leo essencial de Cordia curassavica através
da Analise de Cromatografia Gasosa acoplada a Espectometria de Massa (GC-MS).

Composto Res(l;/lot)ado Kovatz'| C,? Cni” T, ¢ Tha® | Ty
alpha-Ylangene 0,67 1376 15 13 41,613 32,668 | 36,067
beta-Elemene 0,58 1390 15 13 41,613 32,668 | 36,708
beta-isocomene 0,40 1408 15 13 41,613 32,668 | 37,483
alpha-gurjunene 0,22 1411 15 13 41,613 32,668 | 37,650
(E)-Caryophyllene 2,21 1420 15 13 41,613 32,668 | 38,033
beta-Gurjunene 2,32 1431 15 13 41,613 32,668 | 38,517
alpha-Humulene 0,89 1455 15 13 41,613 32,668 | 39,608
allo-Aromadendrene 5,30 1460 15 13 41,613 32,668 | 39,833
trans-Cadina-1(6),4-diene 0,96 1475 15 13 41,613 32,668 | 40,475
gamma-Muurolene 0,45 1481 15 13 41,613 32,668 | 40,742
germacrene D 1,92 1488 15 13 41,613 32,668 | 41,075
bicyclogermacrene 2,37 1494 15 13 41,613 32,668 | 41,367
alpha-Muurolene 1,33 1498 15 13 41,613 32,668 | 41,508
trans-calamenene 4,88 1511 17 15 49,623 41,613 | 42,042
delta-Cadinene 5,41 1519 17 15 49,623 41,613 | 42,358
alpha-Calacorene 0,88 1542 17 15 49,623 41,613 | 43,300
epi-Longipinanol 9,06 1556 17 15 49,623 | 41,613 | 43,858
beta-Calacorene 0,49 1564 17 15 49,623 41,613 | 44,158
germacrene D-4-ol 1,59 1570 17 15 49,623 | 41,613 | 44,417
caryophyllene oxide 0,72 1585 17 15 49,623 | 41,613 | 45,000
Viridiflorol 1,05 1598 17 15 49,623 | 41,613 | 45,525
cis-Isolongifolane 30,16 1611 17 15 49,623 | 41,613 | 46,067
epi-alpha-Muurolol 1,75 1647 17 15 49,623 | 41,613 | 47,500
eudesma-4(15),7-dien-1-beta-ol 0,63 1681 17 15 49,623 41,613 | 48,875
eudesm-7(11)-en-4-ol 2,85 1696 17 15 49,623 41,613 | 49,467
?27?? 3,03 1751 19 17 56,965 | 49,623 | 51,483
14-hydroxy-alpha-Muurolene 1,91 1773 19 17 56,965 49,623 | 52,308

TOTAL 84,03

! indice de retencdo de Kovatz; * Nimero de carbonos do alcano posterior; ® Nimero de carbonos do alcano anterior; ©
Tempo de retencéo do Cn; d Tempo de retencéo do Cn-1; ° Tempo de retencdo do Composto X.
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4. Bioensaios

4.1. Atividade Larvicida dos cinco Oleos Essenciais

Quanto a atividade larvicida dos cinco 6leos essenciais, observou que todos eles apresentaram resultados

significativos contra as larvas de A. aegypti (TABELA 7).

TABELA 7 — Andlise da atividade larvicida dos 6leos essenciais de Guatteria spp., Cordia curassavica e Pimenta
pseudocaryophyllus com suas respectivas concentracdes letais (CL), intervalos de confianca, qui-quadrado (xz) e
coeficiente angular (Slope) ap06s leitura de 24 e 48 horas de exposicao das larvas de Aedes aegypti aos 6leos.

G. P.
blepharophylla G. friesiana G. hispida C. curassavica pseudocaryophyllus
58,72 ppm 52,60 ppm 85,74 ppm 87,70 ppm 44,09 ppm
Clso (55,08 - 62,81) (50,11 - 55,17) (74,05 - 112,78) (83,11 — 95,20) (39,87 — 47,42)
107,64 ppm 94,37 ppm 199,35 ppm 182,84 ppm 128,14 ppm
ClLos  (95,28-128,16) (85,96 —107,09) (140,19 -435,37) (150,13 - 256,50) (113,41 — 152,91)
24h 138,37 ppm 120,22 ppm 282,76 ppm 247,88 ppm 199,37 ppm
ClLos (117,98-174,53) (106,09 —142,82) (180,92 -769,05) (191,04 -388,28) (164,76 — 263,63)
X 3,20 3,58 0,31 3,26 3,36
Slope 6,25 + 0,62 6,48 + 0,55 4,48 + 0,89 5,15+ 0,70 3,55+0,34
62,52 ppm 39,42 ppm
Clso - - - (59,12 - 65,68) (35,16 — 42,86)
176,73 ppm 119,07 ppm
Clgs - - - (144,70 — 245,11) (106,74 — 138,71)
48h 271,80 ppm 188,23 ppm
Clgg - - - (204,73 — 433,16) (158,02 — 241,42)
X - - - 7,53 3,98
Slope - - - 3,64 + 0,45 3,42+0,31

De entre as espécies de Guatteria, o 6leo de G. friesiana foi 0 mais eficaz com concentracdes letais (CL s,

95 € g9) iguais a 52,60; 94,37 e 120,22 ppm, respectivamente. Comparando os intervalos de confianca de

cada concentracdo letal das trés espécies, observou-se que G. hispida ndo se enquadra entre as demais

espécies do seu género, devido ao distanciamento de seus valores. Entretanto, G. blepharophylla e G.

friesiana foram consideradas similares. Todos os experimentos foram ajustados ao modelo Probit (p <0,05).

A atividade larvicida demonstrada pelos 6leos essenciais das espécies de Guatteria pode ser atribuida aos

compostos a-, - e y-eudemols presentes no 6leo essencial de G. friesiana; éxido de cariofileno presente no

Oleo de G. blepharophylla; e a- e p-pinenos e (E)-cariofileno presentes no 6leo de G. hispida, conforme

trabalho publicado por Costa et al. 2008 [a], indicando assim, suas atividades antimicrobianas e inseticidas.
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Relativamente ao 6leo essencial de Cordia curassavica os valores das CLs 5 o5 € 99 €stimados foram iguais
a 87,70; 182, 84 e 247,88 ppm, respectivamente. Evidenciando assim, sua eficaz agdo contra as larvas do
mosquito em questao, embora também possa agir em outros organismos, 0 que pode ser observado nos
trabalhos de loset et al. 2000 [a], Kaufmann, 2002 e Santos et al. 2006. Muito provavelmente sejam o0s
compostos majoritarios (sesquiterpenos) os responsavéis pela atividade larvicida apresentada, atuando seja
isoladamente ou sinergicamente com o0s outros compostos. Pois estudos demonstram que o0s
sesquiterpenos possuem importante atividade larvicida (Simas et al. 2004; Yajima et al. 2007).

Devido a estas evidéncias, o numero de trabalhos relacionados ao género Cordia vem gradativamente
aumentando, envolvendo outras espécies do género. Tais como, Cordia alliodora (Ruiz & Pav.) Oken contra
fungo Cladosporium cucumerinum e larvas de A. aegypti (loset, et al. 2000 [b]); C. piauhiensis Fresen e C.
leucomalloides Taroda também contra larvas de A. aegypti (Santiago et al. 2005; Santos et al. 2005); e
Arrebola et al. 2004 que investigaram os teores lipidicos do 6leo das sementes de C. ecalyculata Vell., C.
myxa L. e C. sellowiana Cham. para uso nas industrias farmacéutica e alimenticia, areas estas onde

também apresentam relevante utilizacao.

O dleo essencial de Pimenta pseudocaryophyllus também apresentou potencial larvicida. Suas CLS 5 o5 € g9
foram iguais a 44,09, 128,14 e 199,37 ppm, respectivamente.

Acredita-se que pelo fato do género Pimenta ser constituido apenas por uma Unica espécie no Brasil - P.
psuedocaryophyllus — (Landrum & Kawasaki, 1997), isto leva ao desconhecimento de sua existéncia e da
pouca informacdo acumulada sobre sua utilizacdo como inseticida. No entanto, Lima et al. 2006 [b]
avaliaram a atividade antimicrobiana do seu 6leo essencial contra fungos (Candida albicans) e bactérias
Gram-negativas (Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa) e Gram-positivas (Staphylococcus aureus). Os
autores observaram bons resultados bactericidas e fungicidas no 6leo desta espécie, pois encontraram em
sua constituicdo quimica os compostos eugenol (71,9%) e 4-metil-eugenol (94,6%), que segundo a literatura
tém propriedades contra bactérias Gram-positivas quanto Gram-negativas (Friedman et al. 2002).

Santos et al. 2009 isolaram o composto chavibetol (35,3%) do 6leo essencial de P. pseudocaryophyllus e
seguindo a mesma linha de raciocinio, Marques et al. (no prelo) descreveram pela primeira vez a
composi¢do quimica completa do 6leo essencial de P. pseudocaryophyllus através de cromatografia gasosa
em espectometria de massa e também identificaram o seu composto majoritario — o chavibetol (70,9%).
Segundo Kumbar et al. 2006 este composto €é utilizado na inddstria cosmética na fabricacdo de perfumes,
na industria médica por suas atividades antisépticas e analgésicas, além de ter acéo atrativa para insetos.
Em virtude desta Ultima propriedade estar relacionada a insetos, levantou-se a hipotese deste 6leo
provavelmente agir como larvicida, e apds execugédo dos bioensaios, verificou-se tal atividade.

Assim, o tipo de composto e suas caracteristicas quimicas séo fatores primordiais para determinar se um

extrato ou 6leo essencial servem como inseticida.
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As FIGURAS 18 a 20 ilustram graficamente a andlise Probit da atividade larvicida dos 6leos essenciais das
trés espécies de Guatteria sobre as larvas de A. aegypti apds 24 horas de exposicao. Nestes graficos
observa-se que a partir da concentragdo em log 1,6 tem-se um aumento mais acentuado da mortalidade
das larvas. Observa-se também que o 6leo essencial de Guatteria blepharophylla comporta-se um pouco
diferente, em relacdo aos Oleos das outras duas plantas. Nas concentracbes mais reduzidas o efeito
inseticida é discreto com sua acédo mais efetiva ocorrendo a partir de 1,6. Assim, pode-se dizer que todos os
trés Gleos tém compartamento similar sobre a mortalidade das larvas de A. aegypti.

Analise Probit
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FIGURA 18 - llustragéo gréafica da analise Probit da atividade larvicida do 6leo
essencial de Guatteria blepharophylla sobre larvas de Aedes aegypti, apos 24
horas de exposicdo ao tratamento.
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FIGURA 19 - llustracdo grafica da analise Probit da atividade larvicida do
6leo essencial de Guatteria friesiana sobre larvas de Aedes aegypti, apés
24 horas de exposicdo ao tratamento.
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FIGURA 20 - llustrac8o gréfica da andlise Probit da atividade larvicida do
6leo essencial de Guatteria hispida sobre larvas de Aedes aegypti, apds 24
horas de exposicdo ao tratamento.

As FIGURAS 21 e 22 ilustram graficamente a andlise Probit da atividade larvicida dos 6leos essenciais das
espécies de Cordia curassavica e Pimenta pseudocaryophyllus, sobre as larvas apds 24 e 48 horas de
exposicao, respecitvamente. Os graficos demonstram a relacao direta entre 0 aumento da concentracéo e a
taxa de mortalidade das larvas, ou seja, seus efeitos larvicidas sdo observados ja nas concentracdes
iniciais.

Assim, em todos os graficos (FIGURAS 18 a 22) as retas da regressao linear encontraram-se bem
ajustadas ao modelo matematico confirmando que os resultados encontrados séo previsiveis. Mostram que
os dados obtidos em relagdo aos esperados estdo muito proximos, ou seja, 0s pontos estdo bem ajustados
a uma linha de regressédo (nivel de confianca de 95%) o que influencia nos estreitos intervalos das
concentracdes letais (TABELA 7). Relativamente aos valores do x* e do slope, isto indica que existe uma
heterogeneidade sistematica dos dados, isto &, varios pontos consecutivos acima ou abaixo da linha
calculada.

Portanto, os resutados mostram a eficicia como larvicida dos 6leos essenciais das espécies vegetais
testadas.
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FIGURA 21 - (a) llustracdo grafica da andlise Probit da atividade
larvicida do éleo essencial de Cordia curassavica sobre larvas de Aedes
aegypti, apos 24 horas de exposicdo ao tratamento e (b) apés 48 horas
de exposicao.
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FIGURA 22 — (a) llustracéo gréfica da analise Probit da atividade larvicida
do 6leo essencial de Pimenta pseudocaryophyllus sobre larvas de Aedes
aegypti, apos 24 horas de exposicdo ao tratamento e (b) apés 48 horas de
exposicao.



4.2. Periodo de Atividade Larvicida dos Oleos Essenciais de Cordia curassavica e

Pimenta pseudocaryophyllus

O periodo de atividade larvicida determinou o tempo de acdo em que os 6leos essenciais atuaram sobre as
larvas de A. aegypti em relacdo as concentracdes letais CL;g € CLgo (CLyg = 18,34 ppm e CLso = 43,35 ppm)
— previamente calculadas.

Na literatura consultada ndo foi comum encontrar estudos que realizassem esta abordagem. Na grande
maioria dos trabalhos era feita unicamente a avaliacao da atividade larvicida de determinado 6leo essencial,
concluindo, apenas, o quanto potencialmente este era eficaz. Porém, o presente estudo se propds também
acompanhar o periodo da atividade larvicida dos 6leos essenciais de C. curassavica e P.
pseudocaryophyllus a cada duas horas, num intervalo de 10 horas e 24 horas apds a andlise ter sido
inciada.

Observou-se em C. curassavica que a concentracdo que causa mortalidade de 10% (CL,), atuou sobre as
larvas nas 24 horas de exposicao destas ao tratamento. Ja o efeito letal da CLso do mesmo 6leo deu inicio a
partir da quarta hora de exposi¢cdo, embora sua acdo comecou intensivamente sobre as larvas oito horas
apo6s o inicio do tratamento, alcangcando seu efeito propriamente dito as 24 horas (FIGURA 23). Houve
diferenca significativa na CLo (x* =13 e p <0,05), da mesma forma para a CLs (x> = 12 e p = 0,05).

Ja para o 6leo essencial de P. pseudocaryophyllus, a CL;, comegou a atuar sobre as larvas a partir da sexta
hora, intensificando-se e 24 horas de exposi¢do ao tratamento. Enquanto na ClLgy, a mortalidade ocorreu a
partir da segunda hora de exposicdo, com maior mortalidade na quarta hora. A andlise mostra que néo
ocorrem diferencas significativas na porcentagem ndo acumulada de mortalidade na CLyq (x2 =13 ep
<0,05), enquanto para CLsg (x2 = 7,5 e p> 0,05) ha diferenca significativa (FIGURA 24).

Resultados estes que divergem de Prophiro 2008. A autora submeteu larvas de 3° instar inicial ou 4° final de
mosquitos A. aegypti a diferentes concentragGes de dois Gleos essencias das espécies vegetais Carapa
guianensis (Aublet) (Meliaceae) e Copaifera sp. (Linnaues) (Leguminosae). Foi analisado o efeito letal nas
1, 2, 4, 6, 8, 12 e 24 horas. Em seus resultados foi observado que o efeito letal dos 6leos sobre as larvas
ocorreu principalmente entre as duas ou trés primeiras horas de exposicao destas aos 6leos.

No entanto, 0s nossos resultados corroboram com Amer & Mehlhorn 2006 [a]. Os autores avaliaram a
potencialidade larvicida de 41 6leos essenciais, analisando esse efeito apés 1, 12 e 24 horas. Mais de 48%
destes oOleos s6 agiram apés 12 horas de exposi¢do, ou seja, ndo durante as primeiras horas, tal como
Prophiro et al. 2008. Porém, deve-se levar em conta que os autores citados investigaram plantas diferentes,

com talvez principios ativos diferentes.
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** Difere signifcativamente dos intervalos 1, 2, 4, 6, 8 e10 na CL,, pelo teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis, p =0,05

FIGURA 23 — Mortalidade Nao Acumulada no Periodo de Atividade Larvicida analisado em 1, 2, 4, 6, 8
10 e 24 horas ap0s a exposicao das larvas de Aedes aegypti ao 6leo essencial de Cordia curassavica
nas concentracdes CLio e CLso.
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** Difere signifcativamente dos intervalos 1, 2, 4, 6, 8 e10 na CL,, pelo teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis, p <0,05

FIGURA 24 — Mortalidade Nao Acumulada no Periodo de Atividade Larvicida analisadoem 1, 2, 4, 6,8 10 e 24
horas apds a exposicdo das larvas de Aedes aegypti ao 6leo essencial de Pimenta pseudocaryophyllus nas
concentragcdes CLig e Clsg.
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Nossos resultados também corroboram com Amer & Mehlhorn 2006 [b], onde os autores analisando a agao
larvicida de 13 6leos perceberam que estes atuaram de forma menos intensificada com o passar das horas
e semanas — fator também investigado.

Em nosso estudo, o tempo de exposicdo foi importante para os valores das CLss,. Estes valores tiveram
uma relacdo inversamente proporcional ao tempo, ou seja, a toxicidade diminuiu rapidamente com o tempo,
o que foi ratificado na pesquisa semelhante dos autores.

Estes dados fazem supor que, os referidos 6éleos nédo iniciam seu efeito larvicida sobre as larvas de 3° instar
final e 4° instar inicial de A. aegypti nas primeiras horas de exposi¢do destas ao tratamento, mas sim em
quatro a oito horas apos esta exposicdo ter sido iniciada, atingindo o efeito letal correspondente a
determinada concentracé@o 24 horas apds inicio.

Acredita-se que, por se tratar de substancias derivadas de plantas estas estdo sujeitas a alteracdes na sua
composigdo devido ao fato dos 6leos essenciais serem volateis, sensiveis a luminosidade, estocagem, entre
outros fatores. Os compostos volateis dos o6leos essenciais tém um papel importante para produzir
toxicidade, da mesma forma que eles também evaporam rapidamente quando armazenados e expostos por

longos periodos de tempo.
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4.3. Efeito Sub letal

O bioensaio do efeito sub letal pretendeu analisar a agdo das concentragdes CL;o € CLso (CLip = 18,34 ppm
e CLso = 43,35 ppm) nos organismos envolvidos neste estudo, uma vez que estas ndo sdo totalmente letais
qguando aplicadas. Para isto, usaram-se os 6leos essenciais de C. curassavica e P. pseudocaryophyllus.

Os experimentos do efeito sub letal com C. curassavica na concentracdo CLj, duraram cerca de 11 dias
(£1,41), ja com a concentracédo CLsg duraram 07 dias (+ 1,41). Durante todos estes dias os individuos foram
acompanhados e observado seu comportamento, se conseguiram desenvolver-se e atingir o estagio adulto.
No experimento da CL,o, ao final de 11 dias, das 160 larvas expostas a esta concentracdo, houve uma
mortalidade de 66,8%. Entre as que conseguiram desenvolver-se, 53 transformaram-se em pupas, porém
ocorreu uma mortalidade de 2,5% ainda neste estagio e 26,8% finalmente chegaram a adulto. J& no
experimento da ClLs,, ao final dos 07 dias, a mortalidade foi de 98,75% das larvas expostas, com 1,25%
atingindo o estagio adulto. No grupo controle os experimentos duraram 14,5 dias (+ 2,12) e houve apenas
mortalidade de duas larvas e uma pupa. Caso a mortalidade no grupo controle estivesse entre 5% a 20%,
esta seria reajustada pela férmula de Abbott ou entdo descartado todo o experimento, segundo
recomendag¢fes da Organizacao Mundial de Sadde (WHO, 1981 [a, b]) (TABELA 8).

Os experimentos do efeito sub letal com P. pseudocaryophyllus na concentragdo CL,o duraram cerca de 18
dias (+1,53), ja com a concentragdo CLs, duraram 15 dias (+ 3,5). Durante todos estes dias os individuos
também foram acompanhados e observado seu comportamento, e se conseguiram atingir o estagio adulto.
Na CL,o, ao final de 18 dias, das 240 larvas expostas a esta concentracdo, a mortalidade foi de 14,17%.
Entre as que conseguiram se desenvolver, 206 transformaram-se em pupas, porém ocorreu mortalidade de
17,5% ainda neste estagio e 68,33% finalmente chegaram a adulto. J4 no experimento da CLsg, ao final dos
15 dias, a mortalidade das larvas expostas foi de 54,2%. Contudo, 6,2% se desenvolveram em pupas, e
também morreram, e 39,6% emergiram para adultos. No grupo controle os experimentos duraram 20 dias (+
5,7) e ndo houve nenhuma mortalidade (TABELA 8).

Espécimes de A. aegypti foram expostos a concentrages sub letais de inseticidas quimicos por Adanan et
al. 2005 e a inseticidas sintéticos e extratos de Callitris glaucophylla Thompson & Johnson 1986
(Cupressaceae) por Shaalan et al. 2005 [b], onde demonstrou-se que, mesmo ndo sendo fatal, estas
concentracbes sub letais conduzem a uma desordem na biologia do inseto, morfologicamente e
fisiologicamente falando, atuando no tempo de duracdo de larvas e pupas expostas a estas concentracdes
refletindo na emergéncia de adultos.

Assim, acredita-se que concentracfes sub letais podem servir como eficaz ferramenta em novas estratégias
de controle aos vetores e inibir a resisténcia aos inseticidas sintéticos existentes (Haynes, 1988) e reforca o

interesse que estas podem acarretar a inddstria, independente do produto a ser manipulado.
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TABELA 8 — Tempo de duracdo dos experimentos do Efeito Sub Letal dos 6leos essenciais de Cordia
curassavica e Pimenta pseudocaryophyllus nas concentracBes letais CLip e Clso, apresentando o
percentual das mortalidades larval, pupal e emergéncia de adultos.

Duracéo do
] Experimento Mortalidade das Mortalidade das Emergéncia de
Oleos Essenciais (Dias) Larvas (%) Pupas (%) Adultos (%)
Cordia curassavica % 1 66,8 2,5 26,8
Clso 07 98,75 - 1,25
Pimenta ClLio 18 14,17 17,5 68,33
pseudocaryophyllus
ClLso 15 54,2 - 39,6
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4.4, Calibragdo do DMSO - dimetilsulféoxido (CH3),SO

Por se apresentarem, geralmente, na forma oleosa esses derivados das plantas ndo sdo soliveis em agua
apos sua extragdo e se faz necessario 0 uso de substancias que possam solubiliza-los para realizacdo de
estudos laboratoriais e bioensaios. Existem, portanto, na literatura muitos trabalhos que para este fim,
fazem uso de DMSO.

Este é solvente eficiente que solubiliza substancias insol(veis tanto em agua como em meios organicos
devido a sua molécula ser anfipatica com grande dominio polar e apresentar dois grupos metil, apolares
(Santos et. al., 2003). Portanto, € amplamente utilizado nas areas médicas e farmacolégicas. O mesmo
autor citou os aspectos farmacoldgicos, celulares e moleculares causados pela administragdo do DMSO em
humanos e animais de laboratério, os quais variaram desde acao anti-inflamatéria, acdo oxidante, até seu
uso no tratamento de diversas doencas. No entanto, ndo esta livre de efeitos colaterais, mesmo em
pequenas doses (Melo, et al. 2008).

Em virtude do conhecimento de algumas desvantagens ao uso do DMSO, surgiu a preocupagdo se este
solvente poderia interferir nos resultados de mortalidade das larvas no estudo em questdo. Assim,
paralelamente a execucdo dos bioensaios realizou-se a calibracdo do produto em concentragdes que
variaram de 1 a 5%, e apés calibracdo e andlise Probit verificou que de fato, a utilizagdo deste a 1% em
relagédo ao volume total de 200 ml utilizados nos bioensaios ndo causou mortalidade das larvas (TABELA 9).
A literatura aponta trabalhos que utilizam percentagens relativamente elevadas de DMSO nos bioensaios
guando comparados aos nossos (loset et al. 2000 [b]; Costa et al. 2005; Furtado et al. 2005; Morais et al.
2006), embora também seja possivel encontrar aqueles que utilizem concentragcdo semelhante a este
estudo (Cavalcanti et al. 2004; Rodrigues et al. 2006; Omena et al. 2007).

Em estudos desta natureza é relevante realizar a calibracdo do solvente utilizado a fim de elucidar que o
uso do produto ndo esta contribuindo com a mortalidade e o resultado encontrado seja somente atribuido

aos 6leos essenciais.

TABELA 9 — Analise Probit da calibragdo do DMSO
exibindo CLsp e Clgg, intervalos de confianga, qui-
quadrado e slope.

DMSO
%
Clsy 4,70 (4,45 - 5,00)
ClLgy 12,66 (10,71 - 15,87)
xi? 0,72
Slope 5,40 + 0,42
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4.5. Alteragbes Comportamentais e Morfoldgicas das Larvas

Acredita-se que observar as aletracdes morfolégicas e comportamentais de larvas submetidas a
tratamentos com derivados de plantas seja relevante, pois provavelmente levara a um amplo
esclarecimento da ac&o toxica dos 6leos essenciais sobre larvas de culicideos. Afinal, apresentando
indicacBes da forma de atuacdo no organismo das larvas, pode-se potencializar os seus efeitos e produzir

um inseticida de elevada efetividade e que néo interfira em outros organismos e nem no meio ambiente.

Nossos resultados demonstram que em ambos 0s experimentos, as larvas apresentaram padrbes de
alteracbes comportamentais e morfolégicas, os quais sdo descritos e ilustrados a seguir.

As larvas-controle (FIGURA 28 [a]) apresentaram aspecto vermiforme, alongado e coloragéo
esbranquicada, como normalmente se apresentam. Sifdo respiratorio curto e tubular, com cerdas bem
definidas na superficie do corpo, exibindo uma morfologia robusta e demarcada.

Nos primeiros momentos de contato das larvas com a solugdo contendo 6leo de P. pseudocaryophyllus,
estas mantiveram-se ativas semelhante ao estudo de Chaitong et al. 2006. Entretanto, alteracfes
comportamentais foram observadas posteriormente, as quais caracterizaram-se por movimentos natatérios
acelerados e/ou lentos, movimento corporal serpentiforme, mesmo quando estimuladas, corroborando desta
forma com os autores. Observou-se, todavia em ambas as concentracdes e em ambos 0s experimentos,
gue essas mesmas larvas continuaram a se alimentar normalmente, apenas dimiuindo a intensidade

guando comparadas ao controle, onde praticamente ndo foi observado restos de alimento.

Morfologicamente, as larvas expostas a CL;o deste mesmo 6leo apresentaram alteragdes no tamanho do
corpo (aspecto encolhido) e aspecto curvado, concordando em parte com Barreto et al. 2006 que também
fizeram uso de extrato botanico. J4 na CLsy as larvas exibiram escurecimento das partes posteriores do
corpo, além de esticamento do corpo, nomeadamente no cérvix (conectivo das regides cefalica e toracica)
(FIGURA 29 [a, b]). Estes resultados sao similares a Abed et al. 2007 onde os autores também investigaram
as alteracBes causadas por O6leo essencial, embora tenha sido de Copaifera reticulata Ducke
(Legumonosae) em larvas de A. aegypti. Em nossos resultados também observaram-se larvas letargicas.
Segundo 0s mesmos autores, este escurecimento ocorre, provavelmente, em virtude da sobreposicdo das
cuticulas dos segmentos abdominais.

Ja para o 6leo essencial de C. curassavica na concentracdo CLy as larvas exibiram leve escurecimento
dorso- posterior. Enquanto na CLs, as larvas mostraram forte escurecimento na cépsula cefalica e em
ambas as extremidades do corpo, acentuando o escurecimento nas papilas anais. Além de desordem
comportamental a partir da quarta hora de exposicdo a esta mesma concentracdo (FIGURA 30 [a, b].

Aparentemente as altera¢cdes na morfologia das larvas assemelharam-se nas duas concentragoes.
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Borges et al. 2004, no entanto, investigaram a acdo de reguladores de crescimento de insetos (IGR — Insect
Grow Regulator) — o diflubenzuron — sobre larvas de A. aegypti. Este tipo de inseticida ocasiona alteracdes
fisiolégicas e morfoldgicas interferindo no ciclo larval, pois age na ecdise do inseto entre uma mudanca e
outra de fase (Awad & Mulla, 1984) e interrompendo o desenvolvimento e o crescimento ao invés da

intoxicagdo direta (Martins & Silva, 2004).

Os autores submeteram as larvas a duas diferentes concentragfes de diflubenzuron e estas apresentaram
comportamentos e alteragfes morfoldgicas semelhantes aos descritos neste trabalho. Outros estudos desta
natureza também tém sido realizados com outras espécies de mosquitos de interesse a Salde Publica
como Anopheles gambiae (Kihampa et al. 2009) utilizando reguladores de crescimento de insetos, como em
Anopheles stephensi (Sharma et al. 2006) utilizando o fitoextratro de Artemisia annua L. (Asteraceae),

Chenopodium album L. (Amaranthaceae) e Sonchus oleraceus L. (Asteraceae).

Percebe-se portanto, que tanto os produtos botanicos quanto os inseticidas reguladores do crescimento
alteram consideravelmente a morfologia e a fisiologia das larvas. Provavelmente este comportamento
letargico deve-se a acdo destas substancias no sistema nervoso da larva, deixando-a incapaz de
movimentar-se normalmente. O esticamento, encurtamento e/ou encurvamento do corpo pode ser causado
por contrac6es musculares.

Ja o escurecimento das suas extremidades, possivelmente, se dar devido sobreposi¢do das cuticulas dos
segmentos abdominais como foi levantado por Abed et al. 2007.

FIGURA 25 — Aspectos morfolégicos das larvas (a) e das pupas (b) de A. aegypti pertencentes ao tratamento
controle. A imagem da larva foi aumentada em 25x e da pupa em 20x, ambas numa escala de 1mm. Fonte: A
autora.
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FIGURA 26 — Aspectos morfolégicos das larvas de A. aegypti expostas a concentracdo CLjo do dleo de
Pimenta pseudocaryophyllus (a) e das larvas expostas a concentracdo CLso do mesmo 6leo essencial (b). As
imagens (a) das larvas foram aumentadas em 40x e em (b) em 25x, todas numa escala de 1mm. Fonte: A
autora.

FIGURA 27 — Aspectos morfoldgicos das larvas de A. aegypti expostas a concentragéo CLio do 6leo de Cordia
curassavica (a) e das larvas expostas a concentracdo CLso do mesmo 6leo essencial (b). Todas as imagens
das larvas foram aumentadas em 20x e escala de 1mm.
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Em relagdo as pupas, normalmente estas permanecem imoveis, contudo quando pertubadas ficam agitadas
e se movimentam de forma muito rapida. Aquelas pupas que tiveram contato com as solu¢des contendo os
Oleos essenciais, quando comparadas ao tratamento controle ndo apresentaram este tipo de
comportamento e estiveram mais tempo na interface entre a superficie da solugdo. Por vezes, na solugdo
gue continha o 6leo essencial de C. curassavica, foram encontradas pupas mortas com deformacdes e
sinais de despigmentacéo. Esta mortalidade e deformagfes aconteceram antes da formacéo da pupa (pré-

pupa) ou no momento de transicao a fase adulta do inseto (FIGURA 31 [a, b]).

Estes resultados séo ratificados com o trabalho de Costa 2007 em que o autor investigou a acdo de
diflubenzuron sobre larvas de Anopheles darlingi Root 1926, e apesar de serem substancias diferentes
atuando em culicideos diferentes, os resultados imensamente assemelharam-se, quando o autor menciona
0 acometimento de pupas incompletamente formadas, coloracdo clara com pouca melanizacdo e pupas que
ndo se trandormaram completamente em adultos, ficando presos a exavia. Tudo isto reforca a especulagao
anteriormente ja citada sobre a possivel analogia entre o efeito dos derivados de plantas e outras

substancias como os reguladores de crescimento dos insetos.

FIGURA 28 — Aspectos morfologicos das pupas despigmentadas (a) e das pupas com formacdo de adulto
ficando preso a exivia (b) submentidas as concentragfes CLip do tratamento com o 6leo essencial de C.
curassavica. As imagens foram aumentadas em 20 e 25x, respectivamente, ambas numa escala de 1mm.
Fonte: A autora.

As observacdes para os adultos foram quanto a emergéncia dos adultos, nomeadamente ao dimorfismo
sexual. A emergéncia de individuos machos (67,4%) foi maior que a de individuos fémeas (32,6%),
corroborando com Forattini 2002 que descreve que os primeiros 10% de individuos que emergem séo
machos. Portanto, este padrdo nao foi alterado. J4 quanto ao aspecto morfolégico, os adultos que

conseguiram emergir ndo apresentaram alteracdes morfoldgicas visiveis.
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Conclusodes

Os bioensaios realizados ofereceram excelentes resultados quanto ao potencial ativo dos cinco 6leos sobre
as larvas de A.aegypti. Diante dos experimentos apresentados conclui-se que os 6leos tém forte atividade
larvicida, e mesmo sobrevivendo algumas larvas, estas tém seu desenvolvimento alterado, sendo
interrompido na fase pupal e/ou adulto. E dos adultos que ainda possam sobreviver, estes ficam
vulneraveis. Estas observagfes sdo importantes no que diz respeito a controle biolégico pois acarretam em
alteracbes bioecoldgicas. Assim como, abrem possibilidade de mais investigacdes da eficiéncia das
propriedades larvicidas destes 6leos essenciais.

As plantas da flora brasileira estudadas neste trabalho, sendo ricas em 6leos essencial que contém em sua
estrutura 0s monoterpenos como o, € B-pinenos, 0s sequiterpenos como o cis-Isolongifolano séo alternativas
interessantes que podem ser usadas para o controle de larvas do mosquito A. aegypti, oferecendo um
método de controle mais seguro ambientalmente do que o uso de inseticidas quimicos.

Diante dos resultados dos compostos majoritarios presentes nos 0Oleos essenciais € sugerido entéo,
elaborar formulacbes que possam ser produzidas sinteticamente e comercializadas, posteriormente
utizadas como alternativa natural para o controle vetorial.

Este estudo demonstrou e enfatizou a potencialidade de Annonaceae, Boraginaceae e Myrtaceae contra
larvas de A. aegypti e seu beneficio ao desenvolvimento de novos tipos de larvicidas usados no controle
vetorial.

Num trabalho que envolva o uso de produtos derivados de plantas como inseticidas, é importante estudar a
composicdo quimica destes produtos. Pois através deste tipo de abordagem pode inferir ao certo quais
compostos possivelmente estdo atuando sobre o inseto, se de forma sinergética ou isolada.

Tendo em vista que existe um aumento de populacdes resistentes de A. aegypti a inseticidas, se faz
necessario no controle de mosquitos encontrar candidatos que substituam os pesticidas quimicos por outros
produtos que tenham efetividade inseticida comprovada e também que sejam ambientalmente seguros.
Novos registros de plantas com poder biolégico surgem dia-a-dia com esta caracteristica e podem ser
incorporados ao combate de culicideos.

Em virtude de mosquitos vetores de doenca afetarem milhares de pessoas em todo o mundo a cada ano,
sdo necessarias pesquisas com produtos a base de plantas com potencial larvicida, nomeadamente com
Oleos essenciais, visto que estes exercem resultados diversos sobre as diferentes fases de vida dos

mosquitos servindo como uma nova alternativa de controle de vetores.
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Anexos

Anexo 1 - Constituintes quimicos identificados por CG/EM nos 6leos essenciais das folhas das espécies de
Guatteria segundo Costa e tal. 2008.

G. G. G.
Constituentes RI? hispida blepharophylla friesiana
(%) (%) (%)

1  o-Pineno (5) 934 30,77

2 Camfeno 944 0,43

3  B-Pineno (6) 977 38,18

4 Myrceno 991 0,47

5 p-Cymeno 1022 0,10

6 Limoneno 1026 0,36

7  Citronellal 1152 0,08

8 a-Terpinen-4-ol 1174 0,08

9  @-Terpineol 1188 0,13

10 &-Elemeno 1336 0,11

11 Cyclosativeno 1368 0,12

12 o-Ylangeno 1373 0,27 0,89

13 p-Bourboneno 1388 0,21

14 pB-Elemeno 1390 1,18

15 (E)-Cariofileno (7) 1420 20,59 0,99

16 pB-Ylangeno 1425 0,12

17 o-Trans-bergamoteno 1434 0,13 0,33

18 Aromadendreno 1441 0,10

19 a-Humuleno 1451 0,70

20 (E)-p-Farneseno 1458 0,46

21 Trans-cadina-1-(6),4-dieno 1475 0,16

22  y-Gurjuneno 1479 0,63 0,24

23 y-muuroleno 1478 0,15

24  y-curcumeno 1482 0,68

25 y-Himachaleno 1485 1,44

26 Germacreno D 1489 0,14

27 epi-Cubebol 1492 0,14

28 p-Selineno 1493 0,78 0,39

29 Cupareno 1496

30 p-Bisaboleno 1507 0,31

31 y-Cadineno 1511 0,18

32 §-Cadineno 1523 1,20 1,07

33 Trans-cadina-1(2),4-dieno 1531 0,38

34 @-Calacoreno 1541 0,69

35 Elemol 1551 2,16

36 Trans-ether-cadineno 1551 2,03

37 Germacreno B 1554 0,31

38 Espatulenol 1578 2,64

39 Oxido de cariofileno (4) 1581 2,77 69,25

40 p-Copaen-4-o-ol 1592 0,70

41 Epédxido de humuleno I 1609 0,12 1,98

42 10-epi-y-Eudesmol 1617 1,40

43 1-epi-Cubenol 1627 0,33

44 Cis-cadin-4-en-7-ol 1631 1,84

45 Cariofila-4(14),8(15)-dien-5-0l° 1636 0,55

46 y-Eudesmol (3) 1638 23,70

47 Hinesol 1641 0,89

48 Cubenol 1641 0,42

49 p-Eudesmol (2) 1660 51,60

50 @-Eudesmol (1) 1662 14,56

51 14-hydroxy-9-epi-(E)-cariofileno 1670 2,50

52 Ishwarono 1679 2,01

53 14-oxy-o-muuroleno 1770 0,22

54 Carissono 1926 0,18
Monoterpenos identificados 70,52 0,08
Sesquiterpenos identificados 29,25 90,56 97,13
Total 100 100 100
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Anexo 2 — Composicao quimica do 6leo essencial da folha de Pimenta pseudocaryophyllus identificada por
GC-MS, segundo Marques et al. (no prelo).

Percentage

Compostos RI? (%)
1 Tricyclene 932 0,5
2 o-cimene 1023 2,8

1,8-cineole 1031 1,2
4  p-mentha,2-4 (8)-diene 1088 0,9
5 Terpinen-4-ol 1177 0,8
6 Eugenol 1350 tr
7  Chavibetol 1371 70,9
8 Methyl eugenol 1405 20,7

TOTAL 97,8
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