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RESUMO

O Aedes aegypti € o mosquito transmissor dos arbovirus da dengue, zika
e chikungunya, pelos quais é estimado que uma a cada trés pessoas no mundo
podem se infectar. Por ndo haver vacina contra essas trés arboviroses, o0 seu
controle € baseado principalmente no controle do vetor. No entanto, desafios
como a crescente resisténcia a inseticidas nas populacdes de Ae. aegypti
expdem a necessidade de se buscar novas tecnologias que possam
complementar as tradicionais ferramentas de controle dos mosquitos vetores.
Diante disto, o presente estudo teve por objetivo analisar o potencial repelente e
deterrente de oviposicdo de 6leos essenciais encontrados na regido Nordeste do
Brasil como ferramentas auxiliares no combate ao mosquito Ae. aegypti. Para
isso, primeiramente, os Oleos essenciais utilizados foram extraidos por
hidrodestilacdo a 160°C durante 3h e caracterizados pelas técnicas de
cromatografia gasosa e cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massas. Em seguida, testes de repeléncia em olfatdbmetro de dupla escolha
foram realizados com os 6leos essenciais de Eugenia uniflora L., Eugenia uvalha
Cambess, Xylopia sericea A. St.-Hil, Algrizea minor Sobral, Faria e Proenca e
Myroxylon peruiferum L.f., onde aproximadamente 15 fémeas, em jejum por 12h,
foram utilizadas em cada teste. Posteriormente, foram realizados testes de
eletroantenografia com o 6leo essencial de E. uniflora para identificar possiveis
compostos ativos ao Ae. aegypti. Os compostos curzereno e germacrona que
apresentaram respostas nos testes eletroantenograficos foram extraidos pela
técnica de cromatografia em camada delgada. Por fim, foram realizados
bioensaios de oviposi¢cdo com microemulsdes do 6leo essencial de E. uniflora e
seus compostos majoritarios, curzereno e germacrona, em gaiolas de metal e
acrilico no tamanho (33x21x30cm), contendo 10 fémeas gravidas de Ae. aegypti.
Os testes de repeléncia mostraram que o Oleo de E. uniflora se destacou na
concentracédo de 5 ppm, apresentando 26,01% de repeléncia, indicando maior
eficacia em comparacdo aos demais Oleos analisados (p<0,05). Nos bioensaios
de deterréncia de oviposicao as microemulsdes formadas pelo 6leo de E. uniflora
a 50ppm e 5 ppm, apresentaram percentuais de deterréncia de 73,66% (p=0,00)
e 65,50% (p=0,00), respectivamente, enquanto que o percentual de deterréncia

para a microemulsdo formada pelo composto puro curzereno a Sppm foi de



66,60% (p=0,02), ja o percentual de deterréncia para a microemulsdo formada
pelo composto puro germacrona, ao contrario das demais amostras, nao foi
eficaz na inibic&o da postura de ovos e seu valor foi de 47,92% (p=0,786). Assim,
podemos concluir que o curzereno foi 0 componente ativo responsavel pelas

variagdes sensoriais causadas no Ae. aegypti.

Palavras-chave: Aedes aegypti. Repeléncia. Deterréncia de oviposicdo. Oleos

essenciais.



ABSTRACT

Aedes aegypti is the mosquito that transmits the dengue, zika and
chikungunya arboviruses, by which it is estimated that one in three people in the
world can become infected. Since there is no vaccine against these three
arboviruses, their control is based mainly on vector control. However, challenges
such as the growing resistance to insecticides in populations of Ae. aegypti
expose the need to search for new technologies that can complement the
traditional mosquito vector control tools. Given this, the present study aimed to
analyze the repellent and deterring potential of oviposition of essential oils found
in the Northeast region of Brazil as auxiliary tools in the fight against the Ae.
aegypti mosquito. For this, first, the essential oils used were extracted by
hydrodistillation at 160°C for 3h and characterized by the techniques of gas
chromatography and gas chromatography coupled with mass spectrometry.
Then, repellency tests in a double-choice olfactometer were performed with the
essential oils of Eugenia uniflora L., Eugenia uvalha Cambess, Xylopia sericea
A. St.-Hil, Algrizea minor Sobral, Faria and Proenga and Myroxylon peruiferum
Lf, where approximately 15 females, fasting for 12h, were used in each test.
Subsequently, electroantenography tests were performed with the essential oil of
E. uniflora to identify possible active compounds in Ae. aegypti. The compounds
curzerene and germacrone that showed responses in the electroanthenographic
tests were extracted using the thin layer chromatography technique. Finally,
oviposition bioassays were carried out with microemulsions of the essential oil of
E. uniflora and its major compounds, curzerene and germacrone, in metal and
acrylic cages in size (33x21x30cm), containing 10 pregnant females of Ae.
aegypti. Repellency tests showed that E. uniflora oil stood out at a concentration
of 5 ppm, presenting 26.01% repellency, indicating greater efficiency compared
to the other analyzed oils (p <0.05). In the oviposition deterrent bioassays, the
microemulsions formed by E. uniflora oil at 50ppm and 5 ppm, showed deterrent
percentages of 73.66% (p = 0.00) and 65.50% (p = 0.00), respectively, while the
deterrent percentage for the microemulsion formed by the pure curzerene
compound at 5ppm was 66.60% (p = 0.02), whereas the deterrent percentage for
the microemulsion formed by the pure germacrone compound, unlike the others

samples, was not effective in inhibiting egg laying and its value was 47.92% (p =



0.786). Thus, we can conclude that curzerene was the active component

responsible for the sensory variations caused in Ae. aegypti.

Keywords: Aedes aegypti. Repellency. Deterioration of oviposition. Essencial
oils.
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1 INTRODUCAO

A Organizagdo Mundial da Saude vem h& anos colocando nas suas pautas 0
apoio ao desenvolvimento de pesquisas que visem a producdo de imunobiologicos
capazes de proteger a populacéo de patégenos causadores de doencas transmitidas
pelo Ae. aegypti (Linnaeus, 1762) (TEIXEIRA; BARRETO; GUERRA, 1999). No ano
de 2015 o laboratério francés Sanofi-Pasteur criou uma vacina contra a dengue
denominada Dengvaxia®, que prometia a imunizacdo da populacdo, porém no ano
de 2018 a anvisa emitiu um comunicado informando que o uso de tal vacina em
pessoas que nunca contrairam o virus da dengue poderia causar riscos de
hospitalizacdo ou maior probabilidade de contrairem dengue grave (ANVISA, 2018;
SWAMINATHAN; KHANNA, 2019).

Até o presente momento ndo ha no mercado qualquer vacina totalmente
eficaz contra a dengue sem contra indica¢cdes, portanto métodos preventivos no
combate ao vetor sdo extremamente importantes, dentre eles podemos destacar o
uso de repelentes tépicos ou espaciais e deterrentes de oviposi¢cao (SCHWARTZ et
al., 2015).

Os repelentes sdo compostos volateis que aplicados em determinado local, na
qual se deseja protecdo, promovem um estimulo quimico captado pela antena do
mosquito e com isso o fara voar em direcdo oposta ao local na qual o produto foi
disseminado (ACHEE et al., 2012).

Um repelente para ser considerado eficaz e viavel deve ter boa volatilidade,
baixa toxicidade, boa absorcéo pela pele, boa fixacdo, possuir tempo prolongado de
acdo, resistir ao suor e a lavagens e possuir valor de mercado compativel com 0s
demais produtos concorrentes (KATZ; MILLER; HEBERT, 2008; BROWN; HERBERT,
1997).

No mercado temos repelentes que sao do tipo sintético e natural. O DEET (NN-
dietil-3-metilbenzamida) € o repelente sintético mais conhecido e utlizado na
atualidade, sua concentracdo esta entre 7,0 e 50,0 % nos produtos vendidos
comercialmente (THAVARA et al., 2001). Apesar de ser largamente utilizado esse

composto pode vir a causar efeitos toxicos em adultos e principalmente em criancgas,


https://onlinelibrary-wiley.ez16.periodicos.capes.gov.br/doi/full/10.1111/mve.12044#mve12044-bib-0019
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tais como irritacbes na pele, dorméncia, dermatites de contato e urticaria (MARK;
FRADIN, 1998; MARK; FRADIN; DAY, 2002; SWALE et al., 2014).

Os repelentes naturais surgiram como uma opc¢ado em geral mais segura e
menos toxica que 0s repelentes sintéticos, esses produtos possuem em sua
composicdo Oleos essenciais extraidos de plantas (NERIO; OLIVERO-VERBEL;
STASHENKO, 2010). A Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos relatou
que os 6leos de Cymbopogon winterianus Jowitt ex Bor, Citrus limon (L.) Osbeck e
Eucalyptus globulus Labill sdo exemplos de op¢des seguras e eficazes de repelentes
naturais contra picadas de insetos hematéfagos (KATZ; MILLER; HEBERT, 2008).

Os Oleos essenciais utilizados para producdo de repelentes naturais sao
oriundos de metabdlitos secundérios de plantas e sdo constituidos por uma mistura
de compostos organicos volateis tais como: hidrocarbonetos (terpenos e
sesquiterpenos) e compostos oxigenados (alcoois, ésteres, éteres, aldeidos, cetonas,
lactonas e fendis) (GUENTHER, 1972).

Estudos tem demonstrado que alguns compostos repelentes tem causado uma
diminuicdo na resposta olfativa de insetos apés cerca de 3 h de pré-exposicao, ou
seja, o0 inseto vetor passa a ser direcionado ao atrativo mesmo que este esteja com
repelente, isso ocorre porque ao se utilizar o produto com certa frequéncia ocorrem
mudancas na funcdo do sistema olfativo periférico e as sensilas olfativas, presentes
nas antenas dos mosquitos, se adaptam ao odor de tais componentes (STANCZYK et
al., 2013; STANCZYK et al., 2010; SYED; LEAL, 2008).

A fim de amenizar ou eliminar tais inconvenientes se faz necessario pesquisas
gue visem a descoberta de novos componentes quimicos repelentes para que sejam
utilizadas combinacbes dos mesmos nas formulacdes de produtos comerciais
gerando uma maior dificuldade de adaptacdo ao odor captado pelas sensilas olfativas
do inseto vetor (MISNI; NOR; AHMAD, 2016; LOMBARDO et al., 2017)

Uma outra alternativa para o controle vetorial do Ae. aegypti € o estudo de
componentes que sejam capazes de evitar a oviposicdo das fémeas. Compostos
quimicos oriundos de Oleos essenciais s8o0 uma excelente alternativa, pois sao
comumente toéxicos para mosquitos e causam interrupcdo no seu ciclo de
desenvolvimento e propagacdo, nao agredindo o meio ambiente (GOMES et al.,

2016). Os Oleos de Mentha x piperita L., Ocimum basilicum L., Rosmarinus officinalis
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L., Cymbopogon nardus (L.) Rendle e Commiphora leptophloeos (Mart.) J. B. Gillett
sao alguns dos exemplos de deterrentes de oviposicao de eficacia jA comprovada pela
literatura (WARIKOO; WAHAB; KUMAR, 2011; SILVA, R et al., 2015).

O presente trabalho teve por objetivo estudar novos compostos oriundos de
Oleos essenciais de plantas encontradas na regidao nordeste do Brasil como repelentes

e deterrentes de oviposi¢ao para 0s mosquitos Ae. aegypti.
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

Avaliar o potencial repelente e deterrente de oviposicdo de Oleos essenciais

extraidos de espécies da regido Nordeste do Brasil, como ferramenta complementar

ao combate do vetor Aedes aegypti.

1.1.2 Objetivos Especificos

Obter Oleos essenciais das espécies E. uniflora, E. uvalha, X. sericea, A. minor

e M. peruiferum através de hidrodestilacéo;

Identificar e quantificar os compostos presentes nos 6leos essenciais utilizando
as técnicas de cromatografia gasosa (GC) e cromatografia gasosa acoplada a

espectrometria de massas (GC-MS);

Realizar ensaios de repeléncia com 6leos essenciais de E. uniflora, E. uvalha,
X. sericea, A. minor e M. peruiferum contra fémeas de Ae. aegypti em

olfatdmetro de Dupla-Escolha.

Efetuar testes eletroantenograficos (CG-DEA) em fémeas de Ae. aegypti com
0 6leo essencial que obtiver melhor resultado nos testes de repeléncia.

Isolar os compostos majoritarios presentes no 6leo essencial que apresentar

resultado nos testes eletroantenogréficos.

Realizar testes de deterréncia de oviposicdo com o 6leo essencial que
apresentar resultados mais promissores nos testes de eletroantenografia,

juntamente com seus compostos majoritarios.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 ASPECTOS GERAIS SOBRE O AE. AEGYPTI

O mosquito Ae. aegypti € um inseto que pertence a ordem Diptera, subordem
Nematocera e familia Culicidae (VOGEL; BROWN; STRAND, 2015).

A origem etimoldgica do binbmio especifico Aedes aegypti vem do grego e
significa “desagradavel” e do latim “do Egito”, regido de origem desse mosquito. Sua
disseminacdo comecou inicialmente em regides de climas subtropicais por volta do
século XVI, através do transporte de escravos em navios negreiros (FIOCRUZ, 2019).
Com o processo de colonizagdo esse inseto chegou até as Américas e passou a se
proliferar em ambientes urbanos que continham agua parada (FONSECA; BRAZ,
2010).

Atualmente o mosquito A.aegypti apresenta comportamento cosmopolita,
sendo capaz de acompanhar populagdes urbanas em busca de condi¢des ideias de
umidade e temperatura para o desenvolvimento do seu ciclo de vida (FONSECA;
BRAZ, 2010). Nas condicdes ideais a larva eclode e passa pelo processo de
metamorfose completa, também chamado de holometabolia (CONSOLI; OLIVEIRA,
1994; UTSUNOMIYA et al., 2008; BARRETO et al., 2006). Seu ciclo de vida possui
quatro fases: ovo, larva, pupa e adulto. O estagio larval possui quatro instares L1-L4
gue em condicdes ideais dura em média cinco dias (SILVA; MARIANO; SCOPEL,
2008). Por possuirem fototropismo negativo as larvas tendem a ficar aglomeradas nos
locais mais escuros do criadouro na qual se alimentam (VARGAS, 1998).

Apbs chegar no quarto instar larval o Ae. aegypti passa para a fase de pupa,
durante a qual ndo se alimenta e permanece na superficie da agua apenas realizando
0 processo de respiracdo aeroObia, estagio que dura cerca de dois dias (Figura 1)
(SILVA; MARIANO; SCOPEL, 2008).
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Figura 1- Ciclo biolégico do mosquito Ae. aegypti.

Fonte: http://educaaedes.federalcubatao.com.br/index.php/noticia/16-fases-do-aedesaegypti. Acesso
em 14/05/2019.

O Ae. aegypti adulto possui dimorfismo sexual, ou seja, machos e fémeas tém
caracteristicas morfoldgicas distintas (ALMEIDA, 2011). O macho possui antenas do
tipo plumosas e os palpos (estrutura do aparelho bucal) alongados em relacédo as
fémeas que possuem antenas pilosas e palpos menores (Figura 2) (CONSOLI,

OLIVEIRA, 1994).

\ /

\ Aedes aegypti fémea /

\

. Aedes aegypti macho /’ ~N
~\

Figura 2- Dimorfismo sexual entre machos e fémeas de Ae. aegypti.

Fonte: http://www.minutobiomedicina.com.br/postagens/2016/04/07/estudo-propoe-edicao-genetica-

para-eliminar-femeas-de-aedes-aegypti/. Acesso em 14/05/2019.
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Os insetos adultos sdo diurnos com atividades mais intensas nos periodos
matutino (6h e 7h) e vespertino (17h, 18h e 19h) (FORATTINI, 2002).

Machos e fémeas necessitam de uma fonte de carboidrato para garantir energia
necessaria para suas atividades vitais, como realizacdo de voo e atividades
metabdlicas, a qual é obtida na natureza através de seiva vegetal e néctar de plantas
(FOSTER; TAKKEN 2004; RIBEIRO et al., 2016; CHADEE; SUTHERLAND; GILLES,
2014).

A alimentacdo da fémea difere um pouco da alimentagédo do macho pelo fato
da mesma realizar hematofagia, processo necessario para obtencdo de aminoacidos
usados na maturacdo de ovos (SYLVESTRE; GANDINI; MACIEL-DE-FREITAS,
2013).

Apbs a copula, a fémea deposita seus ovos, em superficies proximas a locais
com agua limpa para dar inicio ao seu ciclo reprodutivo (TAUIL, 2002). Se o ambiente
no qual os ovos foram depositados estiver em condicbes desfavoraveis de
temperatura e umidade, o processo de embriogénese sera interrompido e ocorre o
fenbmeno de diapausa, ou seja, 0s ovos sofrem uma retencdo temporaria no seu
desenvolvimento e sdo capazes de resistir a condicdes adversas por 6 meses ou mais,
até que o ambiente ideal para seu desenvolvimento seja restabelecido (FARNESI et
al., 2009).

Na busca por repasto sanguineo mosquitos fémeas de Ae. aegypti apresentam
preferéncias por determinados hospedeiros, podendo haver mudanca da espécie
hospedeira quando recursos sanguineos estiverem escassos. Essas alteracfes de
preferéncias sdo moduladas por fatores genéticos e fisiologicos como conservacao de
receptores olfativos para determinado individuo e experiéncias anteriores de
aprendizado com determinadas espécies (VINAUGER et al., 2018).

ApoOs encontrar o hospedeiro disponivel e mais adequado 0s mosquitos
hematéfagos pousam sobre a pele do individuo e fazem a inser¢do das pecas bucais
em busca de vasos sanguineos, esse processo de busca intradérmica por vasos
sanguineos é denominado tempo de sondagem (RIBEIRO, 2001).

Ao realizar a penetragdo vascular os mosquitos liberam juntamente com a
saliva compostos anticoagulantes, antiplaquetarios e vasodilatadores afim de evitar o
processo de hemostasia (CIPRANDI; HORN; TERMIGNONI, 2003; RIBEIRO, 2001).



22

Nesse processo de penetracdo o hospedeiro pode ser contaminado por patégenos
caso 0 mosquito que realize a leséo esteja infectado (SIM; RAMIREZ; DIMOPOULOS,
2012).

O patdégeno chega até as glandulas salivares do mosquito por diversas vias,
dentre elas através da passagem pelo epitélio intestinal até a hemolinfa (SIM;
RAMIREZ; DIMOPOQULOS, 2012). Ao picar o hospedeiro o inseto vetor inocula o virus
presente na sua saliva na corrente sanguinea do vertebrado para da continuidade ao
processo de replicacao viral (LUPLERTLOP et al., 2011).

Nesse processo de repasto sanguineo a fémea detecta o hospedeiro a partir
de estimulos que podem ser térmicos, quimicos e mecanicos realizados a partir de
orgaos sensoriais. As sensilas sdo os 0rgdos sensoriais que captam os estimulos
atraves do sistema nervoso e os transformam em informacdo (CABRINI; ANDRADE,
2006)

Os 6rgdos sensoriais estdo localizados em diversas partes do corpo do
mosquito como olhos, tegumento, halteres, pernas, pecas bucais e antenas
(MEIJERINK; VAN LOON, 1999).

2.1.1 Orgéos sensoriais, deteccdo de hospedeiro, hematofagia e comunicagéo
interespecifica

As fémeas de Ae. aegypti detectam o hospedeiro a partir de estimulos térmicos,
guimicos e/ou mecanicos realizados a partir de 6rgdos sensoriais que podem estar
localizados em diversas partes do corpo do mosquito como olhos, tegumento,
halteres, pernas, pecas bucais e antenas (MEIJERINK; VAN LOON, 1999).

Nos processos de hematofagia essas fémeas voam em direcdo a pluma de
odor emitida pelo hospedeiro a partir da respiracdo e de emanacdes cutaneas
(ZWIEBEL; TAKKEN, 2011). Os sistemas olfativos séo os responsaveis pela captacédo
desses odores através das sensilas que transformam os estimulos em informacéo
através de impulsos nervosos (CABRINI; ANDRADE, 2006).

As antenas dos mosquitos possuem as sensilas quimiorreceptoras, cuja cavidade
distal é preenchida por um fluido denominado linfa sensilar na qual moléculas volateis

de odor séo dissolvidas e entram em contato com o neurdnio sensorial olfativo (NSO)
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que faz a deteccdo desses estimulos olfatativos (FOX et al.,, 2001; HALLBERG;
HANSSON, 1999).

O processo de interacdo entre alguns seres vivos se da a partir da producao de
substancias volateis, pela fonte vegetal, capazes de agir na comunicacao entre as
espécies. Esses compostos quimicos produzidos recebem o nome de semioquimicos
(BRUCE; WADHAMS; WOODCOCK, 2005). No caso de interacdes entre individuos
de espécies distintas, como interagBes planta-inseto, esses semiquimicos sao
chamados de aleoquimicos (BREZOLIN et al., 2018).

Os aleoquimicos presentes nos Oleos essenciais de plantas podem ser
atrativos ou repelentes (GANESAN et al., 2006). Como esses volateis estdo presentes
em grande numero e com diferentes composicbes quimicas a identificacdo do
componente biologicamente ativo torna-se extremamente dificil (BECK; LIGHT; GEE,
2012). Analises eletrofisioldgicas sdo utilizadas afim de identificar essas espécies
ativas através do uso da antena do inseto como sensor biologico (PATRICIO; CRUZ-
LOPEZ; MORGAN, 2004).

Em casos onde os compostos naturais possuem efeitos neutdxicos para
mosquitos as mudancas comportamentais do inseto podem ser explicadas pelos
mecanismos de inibicdo da acetilcolinesterase e modulacéo alostérica positiva dos
receptores (JANKOWSKA et al.,, 2018). No primeiro caso 0s compostos atuam
modificando a atividade da enzima acetilcolinesterase presentes nas funcdes neurais
dos insetos, enquanto que no segundo caso 0S cOMpostos quimicos presentes nos
Oleos essenciais agem sobre o acido gama-amminobutilico se ligando a receptores
especificos presente no sistema olfativo dos mosquitos (INGKANINAN et al., 2003;
JANKOWSKA et al., 2018).

2.1.2 Importancia para a saude publica

Os insetos vetores séo considerados uma ameaca a saude global, pois podem
transmitir varios patégenos causadores de doengas (LING; RAIKHEL, 2018; KING,
2020). O Ae. aegypti é o transmissor dos dois flavivirus mais disseminados na
atualidade, virus da dengue (DENV) e virus do zika (ZIKV) e do alfavirus chikungunya
(CHIKV), aléem da transmissao de doencas que podem levar a 6bito esse mosquito

também €& comumente utilizado como um indicativo de pobreza e debilidade social
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(VIEIRA et al., 2020; SUWANMANEE; LUPLERTLOP, 2017; KOVENDAN et al., 2012;
RAULT et al., 2019).

A dengue é a arbovirose que mais atinge a populacdo mundial, sua extensao
assume mais de 100 paises. As Américas e Sudeste Asiatico sdo os locais onde
ocorre uma maior incidéncia de casos de dengue registrados mundialmente (WHO,
2016) (Figura 3). Anualmente sdo registrados mais de 390 milhdes de casos, sendo
96 milhdes com manifestagbes aparentes em niveis distintos de gravidade que
resultam em aproximadamanete 12.000 casos de Obitos, com a maior parte dos casos
registrados em paises em desenvolvimento com clima subtropical (OLIVEIRA; BAHIA;
VALE, 2020; ZHANG; WANG, 2020).

A dengue é causada por cinco sorotipos diferentes (DEN 1-5) e pode se
manifestar como febre da dengue (FD), febre hemorragica da dengue (FHD) e
sindrome do choque da dengue (SCD), sendo as duas Uultimas formas de
manifestacdo mais agressivas que a primeira e a taxa de mortalidade da FD costuma
ser entre 1 a 5% menor que as formas FHD e SCD (ZHANG; WANG, 2020).

Os principais sintomas da doenca incluem febre subita, fadiga, perda de apetite,
nausea, dores de cabeca, dor ao redor dos olhos, dor muscular, dor nos 0ssos e
articulacées e vermelhiddo que pode ser observada nas regides da face, pescoco e
peito (HEILMAN et al., 2014; GURUGAMA et al., 2010).

Segundo dados da Organizacdo Pan-Americana da Saude (OPAS) no ano de
2019 o continente Americano superou 0 maior nimero de casos de dengue ja
registrados chegando a 2,7 milhdes, sendo 22.127 casos graves e 1206 Obitos. Nesse
mesmo ano o Brasil ocupou a quinta posicdo no nimero de casos registrados por
habitantes nas Américas perdendo apenas para Belize, El Salvador, Honduras e
Nicaradgua. Houve um crescimento de 13 % no namero total de casos em 2019 em
relacdo a 2015, onde a epidemia registrava os maiores indices (OPAS, 2019).

Nesse ano de 2019, o Brasil apresentou um aumento de 600 % no nimero de
casos de dengue, em comparacdo com dados do ano anterior, e registrou 591 mortes
(MS, 2019). A regiao sudeste foi responsavel pela maior elevagcéo no nimero de casos
de dengue (Figura 4).

Em Pernambuco, o nimero de casos passou de 9.135 para 31.056 tendo uma
variacdo de 240% (MS, 2019).
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Figura 3- Distribuicao geografica mundial dos casos de dengue entre os anos de 2010 a 2016, por
transmisséo autoctone.

Fonte: World Health Organization, 2019.
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Figura 4- Numero de casos de dengue no Brasil separados por regiées no ano de 2019 em
comparag¢do com 0 mesmo periodo do ano anterior.

Fonte: Adaptado de Boletim Epidemiol6gico do Ministério da Saude, 2020.

O virus da zika foi descoberto em 1947 na Uganda, leste da Africa. Inicialmente
foi isolado do macaco sentinela Rhesus e posteriormente, cerca de um ano depois, foi
isolado do mosquito Aedes africanus (KESARI et al.,, 2020). Esse flavivirus é

comumente encontrado em mosquitos do género Aedes especialmente os da espécie
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Ae. aegypti (AL-ABDELY, 2016). Na Africa, o zika foi descrito clinicamente como uma
doenca praticamente assintomatica, durante mais de 60 anos foram registrados
apenas 14 casos, com sintomas de febre leve (GRUBOR-BAUK et al., 2019). No ano
de 2007 ocorreu a primeira epidemia de zika na Micronésia com quadros clinicos sem
grandes complicacdes (SALGADO et al., 2020). Apenas em 2013, na Polinésia
Francesa, ocorreram 0s primeiros surtos com complicacdes patologicas, relato de
transmissdes ndo advindas de vetores e casos de disturbios neuroldgicos dentre eles
alguns casos de microcefalia (BRAUD et al., 2017).

Entre 2015 e 2016 o virus se espalhou pelas Américas causando maiores
impactos na Colémbia e no Brasil (Figura 5) (RODRIGUES, 2016, SAAVEDRA et al.,
2018). Relatos apresentados por Al-Abdely (2016) mostram que, por analise
filogenética, foi detectada uma semelhanca de 99% entre cepas encontradas no Brasil
e na Polinésia Francesa. No ano de 2016, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS)
declarou casos de emergéncia de saude publica no Brasil com importancia
internacional, associando o surto de zika ao aumento de 20 vezes nos casos de
microcefalia (VENTURA et al., 2016). Em 2019, houve um crescimento de mais de
49% nos provaveis casos de zika no pais, em compara¢cdo com o mesmo periodo do
ano anterior, as regibes Sudeste e Nordeste foram as que apresentaram maior
namero de possiveis casos (Figura 6). Em Pernambuco, o0 nimero de casos passou
de 70 para 437, tendo uma variagdo de 524% (MS, 2019).
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Figura 5- Casos de zika entre os anos de 2015 a 2016 nas Américas do Norte, Central e do Sul, por

transmissao autdctone.

Fonte: World Health Organization, 2019
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Figura 6- Numero de casos de zika no Brasil separados por regiées no ano de 2019 em comparacgéo

com 0 mesmo periodo do ano anterior.

Fonte: Adaptado: Boletim Epidemiol4gico do Ministério da Saude, 2020.
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O virus chikungunya pertence ao género Alphavirus e familia Togaviridae,
sendo virus de RNA com cadeia simples positiva (HIGUERA; RAMIREZ, 2019; SILVA-
JUNIOR et al., 2017; LIU et al., 2019; HORWOOD; BUCHY, 2015). Apesar da maior
parte das transmissdes ocorrerem por mosquitos fémeas das espécies Ae. aegypti e
A. albopictus (PEZZI et al.,, 2020), ha estudos que relatam rotas distintas de
transmissdo com auséncia do vetor, como a transmissdo de mae para filho, infeccéo
nosocomial, transfusdes de sangue, transplante de 6rgdos e relacdes sexuais
(FRITEL et al., 2010; GERARDIN et al., 2008; HIGUERA; RAMIREZ, 2019).

O primeiro surto descrito na literatura é datado de 1952 e ocorreu na regiao de
Maconde, localizada no sudeste da Tanzania. A etimologia da palavra chikungunya
surgiu da lingua maconde e significa “contorcido”, “inclinado”, devidos aos sintomas
da doenca serem caracterizados, principalmente, por dores fortes nas articulacdes, o
gue causam um grande desconforto ao paciente, levando o mesmo a um estado de
contor¢do causada por dificuldades de locomocédo (BURNETT, 2014). Em geral, os
sintomas aparecem entre 4 e 7 dias apds a picada do mosquito e a enfermidade pode
conter duas fases, na qual a primeira se caracteriza por febre alta, dor de cabeca,
vomito, erupcdo cutanea, mialgia ou poliartralgia com duracdo entre 1 e 10 dias,
enguanto que a segunda fase é crbnica, caracterizada por poliartralgia incapacitante
com tempo de duracéo indeterminado, podendo variar de semanas a anos (RASHAD
et al., 2018). Na maior parte dos casos 0s sintomas desaparecem entre 7 e 14 dias,
porém, aproximadamente 10% dos pacientes apresentam sintomas que penduram por
anos (LIU et al., 2019).

Passadas mais de 50 décadas desde o primeiro surto, entre 2004 e 2007
surgiram grandes epidemias em parte do continente Africano e Asiatico
(PATTERSON, 2016). Inicialmente, a infecg&o foi registrada na Illha da Reunido com
um terco da populacéo infectada, e posteriormente, progrediu para a india (1,4-6,5
milhdes de casos). Nas Américas foram registrados 1.118.763 casos entre 2013 e
2014, 575.281 casos em 2015 e 998.015 casos em 2016 (DANIS-LOZANO et al.,
2017). Até o ano de 2017, essa arbovirose ja havia atingido mais de 60 paises na
Asia, Africa, Europa e Américas (Figura 7) (OMS, 2019).

No Brasil os primeiros casos de chikungunya ocorreram entre 2013 e 2014, nas

regioes Norte, cidade de Oiapoque Amapa, e Nordeste, em Feira de Santana Bahia
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(SILVA et al., 2018). Somente a partir de 2015 a epidemia atingiu outras localidades,
com 20.598 casos em 2015 e 216.102 casos em 2016, até a semana epidemiologica
32, sendo mais de 87% dos casos registrados na regido Nordeste (MS, 2016).
Pernambuco foi o estado com o maior nimero de relatos chegando a 53.601 suspeitas
de casos (BRITO, 2017; COSTA et al., 2019). Em 2019, as regides Nordeste, Sudeste
e Sul apresentaram crescimento de 134,5%, 74,9% e 179,7% nos casos de
chikungunya. Em Pernambuco, o numero de casos passou de 846 para 2.440, tendo
uma variacao de 188% (Figura 8) (MS, 2019).
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Figura 7- Casos de chikungunya, por transmisséo autéctone no ano de 2017.

Fonte: Organizacdo Panamericana de Saude, 2017
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Figura 8- Numero de casos de chikungunya no Brasil separados por regides no ano de 2019 em
comparag¢do com 0 mesmo periodo do ano anterior.

Fonte: Adaptado: Boletim Epidemiolégico do Ministério da Saude, 2020.

2.2 REPELENTES

Desde a antiguidade o homem vem buscando formas de combater os
indesejaveis insetos hematéfagos (TABANCA et al., 2010). Os primeiros repelentes
utilizados pela humanidade eram de fontes naturais e consistiam no uso de fumacas
aromaticas (OLIFERENKO et al., 2013).

Durante o periodo da segunda guerra mundial houve milhdes de casos de
malaria registrados nas tropas dos soldados norte-americanos e por conta desse
incidente se intensificaram as pesquisas em busca de repelentes com maior eficacia
e resisténcia a agua (DEBBOUN; FRANCES; STRICKMAN, 2007).

Com o passar dos anos e evolucao das pesquisas sobre, produtos repelentes,
foram registrados protocolos que devem ser atendidos para que o produto seja
considerado como eficaz e efetivo, dentre eles estdo: bom grau de volatidade,
frequéncia e uniformidade de aplicacdo, boa absor¢éo pela pele, resisténcia a agua,
tempo prolongado de acéo, ndo causar irritacdo na pele, possuir odor agradavel ou
inodoro e ndo causar danos a utensilios de uso pessoal como roupas, joias, bolsas ou
gualguer produto que possa vir a entrar em contato com o repelente aplicado
(BROWN; HERBERT, 1997).
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A composicao dos repelentes pode variar e possuir origem natural, sintética ou
sintético-natural (TUETUN et al., 2005) podendo ser comercializado como sprays,
cremes, Oleos corporais, locdes e aerossois (VILAR et al., 2020).

O repelente comercialmente mais utilizado € o NN-dietil-3-metilbenzamida, de
origem sintética e descoberto nos Estados Unidos em 1946 para proteger tropas de
soldados em ambientes tropicais (EPA, 2020). Apesar de ser considerado um dos
repelentes mais eficazes da atualidade, possui as seguintes desvantagens: 1) eficacia
reduzida contra Anopheles albimanus e variedades tolerantes de Ae. aegypti 2) pode
causar irritacdo na pele, neurotoxicidade e tem acao plastificante em polimeros, ou
seja, pode interagir e danificar roupas, bolsas e outros utensilios de uso pessoal que
contenham polimeros; e 3) seu custo de mercado € relativamente elevado em
comparacao com outros repelentes utilizados comercialmente (OLIFERENKO et al.,
2013).

No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) emitiu uma nota
comunicando que o uso de repelentes a base de DEET néo é recomendado para
criangas com idade inferior a 2 anos e criangas com idade entre 2 e 12 anos s6 devem
utilizar repelentes contendo esse composto na concentracdo maxima de 10%, sendo
aconselhada no maximo 3 aplicacdes por dia (ANVISA, 2015).

Os repelentes naturais sdo uma alternativa aos sintéticos devido a diversidade
de componentes quimicos presentes nos seus Oleos essenciais, além de serem
comumente considerados mais seguros, com boa biodegradabilidade, eficacia, baixa
toxicidade e baixo custo (COELHO; LEAL; VASCONCELOS, 2019; Ll et al., 2019).

Atualmente, sdo encontrados no mercado norte americano repelentes
naturais contendo os 6leos essenciais de Cymbopogon winterianus Jowitt ex Bor,
Juniperus virginiana L., Eucalyptus globulus Labill, Cymbopogon citratus (DC.) Stapf
e Pelargonium graveolens L'Hér (MARK; FRADIN; DAY, 2002).

No Brasil, o 6rgdo que regulamenta o uso de compostos que podem ser
utilizados em formulacdes de repelentes topicos e espaciais € a ANVISA e atualmente
sdo comercializados em territério nacional repelentes a base de DEET, Icaridina ou
Picaridina, EBAAP ou IR 3535 (Butilacetilaminopropionato de etila) e 6leo de C.
winterianus (ANVISA, 2015).
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2.3 DETERRENTES DE OVIPOSICAO

Alguns Oleos derivados de plantas sdo capazes de impedir a oviposicdo de
fémeas de mosquitos e a esse efeito chamamos de deterréncia de oviposicéo
(PRAJAPATI et al., 2005; COELHO et al., 2009). Esse processo de rejeicao da fémea
em depositar seus ovos em local contendo o deterrente pode estar relacionado a
captacdo de sinais quimiossensoriais das sensilas (SANTOS, N et al., 2012). As
sensilas respondem aos volateis presentes nas plantas, sendo esses odores
deterrentes para mosquitos 0s mesmos recebem sinais neurais que afetam o seu
comportamento e o direcionam para outros locais para realizar a oviposi¢cao
(BOHBOT; VOGT, 2005).

O uso de componentes naturais extraidos de plantas no controle de insetos
vetores sdo normalmente eco-seguros, possuindo resisténcia insignificante, nimero
reduzido de aplicacdes, maior aceitabilidade e adequacdo para areas rurais
(WARIKOO; WAHAB; KUMAR, 2011).

Os dleos essenciais de Azadirachta indica A. Juss, Pongamia glabra Vent
(BENELLI et al., 2014), Commiphora leptophloeos (Mart.) J.B.Gillett (SILVA, R et al.,
2015), Argemone mexicana L. (WARIKOO; KUMAR, 2014), Moringa oleifera Lam.
(COELHO et al., 2009), Mentha x piperita L., Ocimum basilicum L., Cymbopogon
nardus (L.) Rendle (WARIKOO; WAHAB; KUMAR, 2011), Alpinia purpurata
(Zingiberaceae) (SANTOS, G et al., 2012), Ageratum houstonianum Mill (TENNYSON
et al., 2012), Juniperus macropoda Boiss, Pimpinella anisum L., Zingiber officinale
Roscoe, Rosmarinus officinalis L. (PRAJAPATI et al.,, 2005) e Artemisia annua L.
(CHEAH et al., 2013) sao alguns exemplos de deterrentes de oviposi¢cado encontrados
na literatura.

Esses compostos deterrentes sdo capazes de evitar a propagacao de
mosquitos desde o inicio do seu ciclo de vida (KAUR; LAI; GIGER, 2003). Nesse
contexto, a proliferacdo de patdgenos podem ser afetadas pela inibicdo da oviposicao
em determinado criadouro onde o composto foi aplicado (HAMILTON; BERESFORD,;
SUTCLIFFE, 2011; SILVA, R et al., 2015; BENELLI; JEFFRIES; WALKER, 2016).
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2.4 OLEOS ESSENCIAIS

A procura por componentes naturais capazes de repelir/eliminar hematéfagos
vem crescendo ao longo dos anos, devido a falta de métodos eficazes e problemas
ambientais gerados pelo uso indiscriminado de compostos sintéticos no meio
ambiente (PONTES et al., 2007).

Os oOleos essenciais sao vistos como uma alternativa segura e eficaz, devido
seu longo histérico de uso, boa biodegradabilidade no ambiente e ampla bioatividade
de seus componentes (LI et al., 2019; COELHO; LEAL; VASCONCELQOS, 2019). Seu
uso remonta desde o inicio da histéria da humanidade, na qual eram utilizados com a
finalidade de proporcionar sabor e aroma aos alimentos (FRANZ, 2010).

Sua obtencdo pode vir de diversas partes de uma mesma planta, porém
algumas espécies concentram esses 0leos em partes especificas como folha, frutos,
raizes, caule, entre outros (MIRANDA et al., 2016; OUSSALAH et al., 2007).

O processo de extracdo pode ser realizado por diferentes técnicas como
hidrodestilacdo, arraste a vapor, prensagem, enfleurage, extracdo com solventes
organicos e extracdo com diéxido de carbono (CO2) supercritico (MORAIS, 2009;
AMMAR; MENIAI; ZAGROUBA, 2014)

Com o passar dos anos, seu uso foi se tornando cada vez mais comum e foram
descobertas diversas atividades biol6gicas, tais como: antioxidante (WANNES et al.,
2010), anestésico e anti-inflamatério (MENDES et al., 2010), fungicida (CARMO;
LIMA; SOUZA, 2008), antitumoral (SILVA et al. ,2008), repelente, deterrente e
larvicida (SANTOS, G et al., 2012; RAJKUMAR; JEBANESAN, 2010).

Sua composicdo € complexa e pode variar de acordo com a espécie de planta,
sua localizacéo geografica, época de colheita e técnica de extracdo, sendo sensivel a
variagcbes de calor e umidade. De maneira geral, possuem quatro classes de
compostos: terpenos, compostos de cadeia linear, fenilpropanéides e grupos com
estruturas variadas nao inclusas nas demais classes (NAZARI et al., 2018).

Os terpenos sao 0os compostos mais abundantes nos 6leos essenciais e sao
formados por unidades repetitivas de isopreno (CsHs), sendo classificados em
hemiterpenos (1 unidade), monoterpenos (2 unidades), sesquiterpenos (3 unidades),
diterpenos (4 unidades), sesterpenos (5 unidades), triterpenos (6 unidades) e

politerpenos (mais de 6 unidades) (MORSY, 2017). Esses compostos podem ser
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formados apenas por hidrocarbonetos ou por cadeias carbdnicas contendo oxigénio,
sendo denominado terpendide, nesse Ultimo caso 0s compostos podem apresentar
diferentes fun¢des quimicas, tais como: acidos, alcoois, aldeidos, cetonas, éteres e
fendis (FELIPE; BICAS, 2016).

Os compostos de cadeia linear sdo formados por hidrocarbonetos contendo
apenas carbonos primarios e secundarios na sua estrutura, ja os fenilpropanoides séao
compostos aroméaticos derivados de benzeno. Existe também um grupo que é
constituido por estruturas variadas, esses compostos sdo formados pela degradacao
de acidos graxos, lactonas, terpenos, glicosideos e compostos com nitrogénio e
enxofre (MORSY, 2017).

Os monoterpenos e sesquiterpenos por possuirem baixa massa molecular e
alta volatilidade, séo as classes de compostos que mais contribuem com o aroma dos
Oleos essenciais produzidos como metabdlitos secundarios de plantas (FELIPE;
BICAS, 2016).

Os aromas produzidos pelas fontes vegetais sdo utilizados como forma de
defesa a ataques patogénicos advindos de insetos que co-evoluem com a planta. Os
terpenos presentes nesses aromas podem possuir propriedades repelentes ou
deterrentes (SIMAS et al., 2004).

Dentre as espécies vegetais com maior quantidade de compostos volateis
destacam-se as pertencentes a familia Myrtaceae, que contém 100 géneros e cerca
de 3000 espécies, espalhadas principalmente em regides tropicais e subtropicais
(ZOGHBI et al., 2011). No Brasil ha cerca de 23 géneros e 1000 espécies dessa
familia, sendo 400 espécies pertencentes ao género Eugenia que possui descrito na
literatura comprovadas atividades biolégicas contra o mosquito Ae. aegypti (STIEVEN;
MOREIRA; SILVA, 2009; ZOGHBI et al., 2011; GARMUS et al., 2014). A espécie
Eugénia uniflora é conhecida popularmente como pitanga ou cereja do Suriname
(GOVINDARAJAN et al., 2018). E amplamente utilizada contra reumatismo, diarreia,
colica, dor de cabeca, dor de garganta e hipertensdo (FIGUEIREDO et al., 2019) e
sua composicdo quimica apresenta comumente sesquiterpenos (STEFANELLO;
PASCOAL; SALVADOR, 2011). No que diz respeito ao combate a mosquitos, a E.
uniflora apresenta propriedades larvicidas contra o Ae. aegypti, enquanto que o seu

componente majoritario, curzereno, foi descrito na literatura como sendo capaz de
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eliminar larvas de Anopheles subpictus, A. albopictus e Culex tritaeniorhynchus com
valores de toxicidade baixos (FAMUYIWA; ADEBAJO, 2012; GOVINDARAJAN et al.,
2018).

A espécie Eugenia uvalha também conhecida como uvalha, uvaia-do-mato e
uvalheira € um arbusto que pode chegar a 15 metros de altura com tronco
normalmente ereto, copa estreita, folhas simples, flores brancas e frutos amarelados
(EMMERICH et al., 2014; SCALON; FILHO; RIGONI, 2004; ARMSTRONG; DUARTE;
MIGUEL, 2012). Possui atividade antioxidante, anti-inflamatéria, antibacteriana e
antifangica (KLEIN et al., 2018; LOPES et al., 2018). Sua composi¢cdo quimica varia,
porém o 6leo essencial extraido das folhas pelo método de hidrodestilacdo apresenta
preferencialmente sesquiterpenos e sesquiterpenos oxigenados (STIEVEN;
MOREIRA; SILVA, 2009; KLEIN et al., 2018). A espécie Algrizea minor é relativamente
nova e foi descoberta no ano de 2006 na regido da Chapada Diamantina, localizada
no estado da Bahia, nordeste do Brasil (SOBRAL; FARIA; PROENCA, 2010) e possui
atividade antimicrobiana, antinociceptiva e antioxidante e seu 6leo essencial
apresenta em sua composi¢do quimica monoterpenos e sesquiterpenos (VERAS et
al., 2019).

Dentro da familia Myrtaceae podemos destacar as espécies Eugenia
candollena DC, Eugenia brejoensis Mazine e Eugenia piauhiensis Vellaff como
exemplos de espécies com atividades larvicidas contra mosquitos Ae. aegypti (NEVES
et al., 2017; SILVA, A et al., 2015; DIAS et al.,, 2015). Com atividades repelentes
podemos destacar: Melaleuca quinquinervia Cav S.T. Blake, Syzygium aromaticum L.,
Eucalyptus globulus Labill e Eucalyptus nitens (H.Deane & Maiden) Maiden (LEYVA
et al.,, 2012; SOUZA et al., 2019). Ja atividades deterrentes de oviposicdo foram
encontradas nas espécies Syzygium lanceolatum (Lam.) Wight & Arn., Eucalyptus
citriodora Hook e Eugenia jambolana Lam (BENELLI; RAJESWARY;
GOVINDARAJAN, 2016; CASTILHO; STASHENKO; DUQUE, 2017; PRATHIBHA;
RAGHAVENDRA; VIJAYAN, 2014).

Espécies pertencentes a familia Annonaceae tem sido descrita quanto a seus
potenciais medicinais, acaricida, nematocida e inseticida. S&o0 comumente
encontradas em regides tropicais e subtropicais e compreende cerca de 130 géneros

e 2300 espécies (PONTES et al., 2007). No Brasil essa familia possui cerca de 27
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géneros e 290 espécies, sendo o0 género Xylopia um dos mais abundantes e
comumente encontrados na regido Nordeste, bioma cerrado (BARRETO;
JOHNSTON; EVANS, 2012; PONTES et al., 2007). A espécie Xylopia sericea €
popularmente conhecida como 'embiriba’, ‘embira-vermelha’, ‘pau carne’, ‘pindaiba’,
'pimenta da costa’, 'pimenta de macaco' e 'pimenta do sertdo’, possuindo aplicacées
como analgésico e anti-inflamatorio e age no combate ao reumatismo, problemas na
bexiga, halitose, caries dentarias e problemas gastrointestinais (MENDES et al., 2017;
FERRAZ et al., 2013). Estudos realizados por Pontes et al (2007) e Mendes et al
(2017) mostraram que o 6leo essencial de X. sericea possui em sua cComposi¢ao
guimica monoterpenos e sesquiterpenos, sendo um 6leo essencial de alta volatilidade
passivel de afetar o comportamento de artropodes hematéfagos. No que diz respeito
ao combate ao Ae. aegypti por volateis extraidos de fontes vegetais pertencentes a
familia Annonaceae, podemos destacar atividade inseticida das espécies Guatteria
hispida (R. E. Fr.) Erkens & Maas, Guatteria blepharophylla Mart. e Guatteria friesiana
(W.A. Rodrigues) Erkens & Maas, atividade larvicida pelo isolamento de alguns
componentes de Xylopia laevigata (Mart.) R.E. Fr. e atividades repelente e de
oviposicédo por Cananga odorata (Lam.) Hook.f. & Thomson (ACIOLE et al., 2011,
SILVA et al., 2012; SOONWERA, 2015).

A familia Febaceae é composta por cerca de 695 géneros e 19.000 espécies
(PEREIRA et al., 2019). A espécie Myroxylon peruiferum L.f. € nativa do Brasil mas
pode ser encontrada na Bolivia, Equador, Paraguai, Peru, Venezuela Guiana e
Argentina (INDACOCHEA et al., 2018). E popularmente conhecida como ‘cabriuna’ e
‘cabriuna-vermelha’, devido o seu tronco possuir cor marrom-avermelhado, sua
madeira é resistente e de qualidade, sendo vendida comercialmente (MATHIAS et al.,
2000). Essa espécie também fornece uma resina cuja composi¢ao quimica apresenta
monoterpendides, sesquiterpendides, alcoois e derivados de fenilpropandides, sendo
seu 6leo essencial utilizado para fins medicinais (tratamento de asma e leishmaniose)
e em perfumarias (LOAYZA-CABEZAS et al., 2018; MATHIAS et al., 2000). Estudos
realizados por Simas et al (2004), mostraram que fracbes contendo terpendides e
fenilterpendides extraidos de M. peruiferum foram eficazes como larvicidas contra o

Ae. aegypti.
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De maneira geral, produtos derivados de plantas compreendem misturas
botanicas com inUmeros compostos quimicos que podem agir de forma sinérgica em
processos fisiologicos e comportamentais de artropodes hematofagos, assim as
chances de resisténcia causada por um ingrediente ativo isolado sdo minimas,
fazendo com que o uso de 6leos essenciais seja uma excelente alternativa no combate
a mosquitos (SUMITHA; THOPPIL, 2015).

2.5 ELETROANTENOGRAFIA

Com o intuito de facilitar a identificacdo de componentes ativos o pesquisador
Schneider realizou o primeiro estudo sobre eletrofisiologia no ano de 1957, onde
analisava os volateis presentes no feroménio da mariposa Bombyx mori (MYRICK;
BAKER, 2018).

Essa técnica consiste na utilizacdo da antena do inseto como sensor
eletroantenogréafico capaz de fornecer informacdes sobre as respostas olfativas do
inseto aos aleoquimicos (PATRICIO; CRUZ-LOPEZ; MORGAN, 2004). Nesse
processo, o estimulo quimico gerado através de um “puff’ do componente volatil nas
sensilas dos insetos é transformado em potencial elétrico e amplificado gerando um
sinal que pode indicar certa atividade da substancia analisada (BERGSTROM, 2008).
Esse processo é denominado eletroantenografia (EAG) (NAIME et al., 2006).

Afim de obter andlises mais especificas e com maior sensibilidade o
pesquisador Moorhoouse e seus colaboradores acoplaram a eletroantenografia um
cromatdgrafo a gas (CG-DEA) no ano de 1969, com isso foi possivel analisar os
componentes ativos presentes em misturas de volateis de maneira eficaz e com
elevada sensibilidade (SCHIESTL; MARION-POLL, 2002).

Nessa técnica sdo acoplados os eletrodos de trabalho e de referéncia nas
extremidades das antenas do inseto e também € utilizada uma solugéo salina para
fechar o circuito (MORAES et al., 2008). Ao ser acoplado no cromatdgrafo a gas o
sistema CG-DEA recebe a mistura de componentes de forma isolada, ou seja, cada
componente chega até a antena do inseto por vez, de acordo com o seu tempo de
eluicdo (BERGSTROM, 2008). Ao realizar o “puff’ contendo os componentes volateis
a antena do inseto pode sofrer uma despolarizacdo gerando uma diferenca de
potencial que é ampliada e registrada na tela do computador na forma gréafica
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denominada eletroantenograma (MYRICK; BAKER, 2018). Através do
eletroantenograma é possivel analisar quais substancias sdo bioativas.

Na eletroantenografia é realizada uma espécie de selegcdo de componentes
biologicamente ativos, com isso se reduz o numero de ensaios feitos com espécies
candidatas (OSBOURN; LANZOTTI, 2009). Esses compostos ativos provocam uma
mudanc¢a comportamental no inseto que pode indicar atracdo ou repeléncia, sendo
necessarios bioensaios complementares capazes de revelar qual tipo de mudanca de
comportamento o inseto apresenta
(BECK; LIGHT; GEE, 2012).
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3 METODOS

3.1 CRIACAO DOS AE. AEGYPTI UTILIZADOS NOS TESTES DE REPELENCIA
Os mosquitos utilizados nos testes de repeléncia foram obtidos da colénia do
Laboratério de Inovacédo Tecnoldgica e Empreendedorismo em Controle de Vetores
(Lintec), localizado no Departamento de Parasitologia do Instituto de Ciéncias
Biolégicas da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG). As larvas foram
mantidas em cubas plasticas com aproximadamente 5 cm de profundidade e com
agua desclorada, sendo alimentadas com racéo para réptil (Reptolife®). Durante a
fase de pupa, os insetos foram mantidos em uma sala separada para emersao dos
adultos, os quais foram mantidos em gaiolas com telas finas do tipo Bug-Dorm®
(30x30x30cm) contendo solugdo acucarada a 10%(m/v). Os mosquitos foram
mantidos em condi¢des controladas (27+2°C, UR 70+10% e fotoperiodo 12L:12E).

3.2 CRIACAO DOS AE. AEGYPTI UTILIZADOS NOS TESTES DE OVIPOSICAO

Os mosquitos utilizados nos testes de deterréncia de oviposi¢céao foram obtidos
da col6nia do Laboratério de Ecologia Quimica (LEQ), localizado no Departamento de
Quimica Fundamental da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE). As larvas
foram mantidas em cubas plasticas com aproximadamente 6cm de profundidade,
contendo agua destilada e cerca de 1g de racéo para felino triturada. Na fase pupa,
0s mosquitos foram transferidos para copos de vidros dispostos no interior de gaiolas
de metal e acrilico no tamanho (33x21x30cm), cobertas com tela contendo em seu
interior solucdo acucarada a 10%(m/v). Os mosquitos foram mantidos em condicbes
controladas (27+1°C, UR 70+5% e fotoperiodo de 14h).

3.3 EXTRACAO DOS OLEOS ESSENCIAIS

Os oleos essenciais de E. uniflora, E. uvalha, A. Minor, X. sericea e M.
peruiferum foram obtidos por hidrodestilacdo. As folhas frescas de cada espécie foram
trituradas e postas em um baldo volumétrico contendo 3L de agua destilada acoplado
a um aparato de Clevenger. A mistura presente no baldo foi aquecida a 160°C em
manta aquecedora por 3h. O 6leo coletado foi mantido sob refrigeracédo a -24°C. Os
processos de extracdo foram realizados em etapa Unica, sendo os 6leos de E. uniflora,

E. uvalha e X. sericea obtidos no Laboratério de Produtos Naturais da Universidade
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Federal Rural de Pernambuco e os 6leos de A. minor e M. peruiferum obtidos no

Departamento de Bioquimica da Universidade Federal de Pernambuco.

3.4 CARACTERIZACAO QUIMICA DOS OLEOS ESSENCIAIS

A identificacdo dos componentes presentes nos 0leos essenciais estudados foi
realizada através da técnica de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massas CG/EM. Para a caracterizacdo quimica de cada 6leo essencial foi utilizado
um cromatografo gasoso acoplado a um espectrometro de massas (CG-EM) Agilent
5975C, equipado com coluna apolar HP-5 (30mX0,25mm, 0,25um, Agilent), injetor
split/splitless e detector do tipo quadrupolo. Os 6leos essenciais foram analisados sob
as seguintes condicbes cromatogréaficas: temperatura inicial do forno de 40°C
(mantida por 2min) com aquecimento a uma taxa de 4°C/min até a temperatura final
de 230°C, mantida por 5 minutos. O injetor foi mantido a 250°C e hélio foi usado como
gas de arraste, com fluxo de ImL/min. As temperaturas do detector quadrupolo e da
fonte de ions foram 230°C e 150°C, respectivamente, com potencial de ionizacéo a
70eV e faixa de varredura de 35-350m/z e 1.0scan/s. Para cada analise, uma aliquota
de 1uL de uma solugado com concentragcao de 1000uL/mL do 6leo essencial dissolvido
em acetona foi inserida no equipamento em modo split 1:50. Em seguida, uma aliquota
de uma solucao de padrées de hidrocarbonetos, contendo uma série homéloga de
alcanos (C9 a C30), foi analisada nas mesmas condicfes cromatograficas usadas
para o 6leo essencial. A partir da analise dos tempos de retencdo dos compostos nas
amostras dos 6leos essenciais e dos padrées de hidrocarboneto foi calculado o indice
de retenc¢do para cada componente dos 6leos, segundo a equacao de Kratz.

Os compostos foram identificados a partir dos espectros de massa de cada pico
cromatografico, usando comparacdes dos indices de retencdo calculados com os
indices de retencdo disponiveis na base de dados do laboratério e verificacdo com
padrdes auténticos. A quantificacdo dos componentes presentes nos 0leos essenciais
foi realizada em um cromatdgrafo gasoso (CG), com detector de ionizag&o por chama
(DIC) (Thermo Trace GC Ultra, Thermo Scientific, Milan, Italy) equipado com coluna
HP-5 (30mx0.25mmx 0.25um, Agilent) e injetor split/splitless. A programagéao de

temperatura no cromatografo gasoso foi a mesma utilizada nas analises por CG-EM.
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3.5 METODO DE CAPTURA DOS MOSQUITOS UTILIZADOS NOS TESTES DE
REPELENCIA

Para realizacdo dos bioensaios de repeléncia foram capturados apenas
mosquitos fémeas que estavam hé 12h sem alimentacédo. A captura dos mosquitos se
deu através da busca de inseto vetor por repasto sanguineo na qual uma pluma de
odor humano era enviada aos insetos por fluxo de ar. A gaiola tipo Bug-Dorm® na
qual os mosquitos eram mantidos foi colocada dentro de uma gaiola de selegcdo com
dimenséo (50x50x50cm), essa gaiola de selecdo continha um espaco para encaixe
da gaiola de liberacdo na qual era posta a palma da mao que servia como atrativo
para 0s mosquitos. Esse odor humano chegava até os mosquitos presentes na gaiola
Bug-Dorm® através de um sistema de exaustdo, acoplado na gaiola de selecdo, que
os fazia voarem até o interior da gaiola de liberacdo (Figura 9). Posteriormente, 0s
mosquitos eram aprisionados e levados para o olfatbmetro de dupla-escolha (POSEY;
SCHRECK, 1981).

@) | (b)

Figura 9- Método de captura de insetos (a) A = Exaustor, B= Gaiola de sele¢éo, C= Gaiola Bug-
Dorm®, D= Gaiola de liberacéo. (b) Captura dos insetos.

Fonte: Adaptado de PAIXAO, 2011.

3.6 METODO DE CAPTURA DOS MOSQUITOS UTILIZADOS NOS TESTES DE
OVIPOSICAO

Para realizacao dos testes de deterréncia de oviposi¢cao foram capturadas 10
fémeas de A.aegypti que tinham recebido alimentacdo sanguinea ha 3 dias. Os
mosquitos utilizados tinham idade entre 5 e 10 dias e foram capturados utilizando

“Capturador manual de Castro”.
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3.7 OLFATOMETRO DE DUPLA ESCOLHA USADO NOS TESTES DE REPELENCIA

O olfatbmetro € composto por uma gaiola de liberacdo conectada a um tubo
principal em acrilico (90cm de comprimento x 12cm de didmetro), uma caixa de
escolha e dois tubos de escolha (36,5cm de comprimento e 12cm de diametro)
conectados diretamente a dois tubos de liberacdo de estimulos, nos quais as amostras
avaliadas eram posicionadas de forma randémica. As amostras eram aplicadas em
papel de filtro de tamanho de 4cm de comprimento x 2cm de largura e presas ao tubo

deliberagéo de estimulos por clipe metalico (Figura 10).

A % B

Figura 10- llustracéo dos componentes e funcionalidade do olfatbmetro de dupla escolha. (A) Gaiola

de liberacdo dos mosquitos; (B) Tubo principal; (C) Caixa de escolha; (D) Tubo de escolha; (E) Tubo

de liberacao de estimulo, onde os tratamentos avaliados foram posicionados de forma randémica em
papéis de filtros presos por clipes metalicos.

O olfatdmetro é conectado a um sistema de exaustao (Qualitas ®, CQ1T4 SC
- Motor WEG, poténcia: 0,5 HP), o qual gera um fluxo de ar na velocidade de 0,32m/s
(MOTA, 2003). O fluxo de ar era filtrado por uma manta de carvao ativado, umidificado

e aquecido por um tanque de agua, antes de entrar no olfatbmetro (Figura 11).
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Figura 11- Sistema para estudos de comportamento de insetos (A) Olfatdbmetro de dupla escolha; (B)
Sistema de exaustédo; (C) Carvéo ativado; (D) Banho maria adaptadoFigura 11- Sistema para
estudos de comportamento de insetos (A) Olfatdbmetro de dupla escolha; (B) Sistema de exaustao;
(C) Carvao ativado; (D) Banho maria adaptado.

3.8 CALIBRACAO DO OLFATOMETRO

Afim de verificar se havia alguma preferéncia dos mosquitos por quaisquer dos
lados do tubo de liberacédo de estimulos realizamos o teste de tendéncia lateral. Os
mosquitos presentes na gaiola de liberacdo foram aclimatizados a 27+2°C por 15 min
e posteriormente foram acoplados ao olfatbmetro onde foram novamente
aclimatizados a 27+2°C por 5min. Ap6s aclimatizacdes foram realizados os testes de
tendéncia lateral utilizando 15+3 fémeas a 12h de jejum. O teste teve duracéo de 1min
e ambos os lados do tubo de liberacdo de estimulos estavam sem odor. Foram
realizadas 15 repeti¢cbes para cada tratamento, de forma randémica. Ao final de cada
teste foram contados o nimero de mosquitos presentes em cada lado do tubo de
liberacéo de estimulos.

Um segundo teste foi realizado para verificar se 0s mosquitos estavam
respondendo ao estimulo de um odor atrativo, chamamos de teste de atividade de
voo. Os mosquitos presentes na gaiola de liberacédo foram aclimatizados a 27+2°C por
15min e posteriormente foram acoplados ao olfatbmetro onde passaram por
aclimatizacdo a 27+2°C, durante 5 min. Um lado do tubo de liberagédo de estimulos
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continha um odor atraente (odor humano) e o outro lado do tubo de liberacdo de
estimulos estava sem odor, foram realizadas 15 repeticbes em cada tratamento de
forma randbmica e cada teste teve duracao de 1min. Ao final de cada tratamento foram
contados 0 numero de mosquitos presentes em cada lado do tubo de liberacdo de

estimulos.

3.9 BIOENSAIOS DE REPELENCIA

Os bioensaios de repeléncia foram realizados em olfatdmetro de dupla escolha.
Durante os bioensaios foram testadas as concentragfes 0,05; 0,5; 5; 50 e 500 ppm
dos 6leos essenciais de E. uniflora, E. uvalha, A. Minor, X. sericea e M. peruiferum em
acetona. As concentracdes escolhidas estdo dentro da faixa de concentragOes
testadas por Uniyal et al., (2016) e a acetona foi utilizada como solvente por apresentar
boa solubilidade em todos os 6leos testados.

No inicio de cada teste 0os mosquitos presentes na gaiola de liberacédo, foram
mantidos, sob condicbes ambientais, durante 15min para aclimatacdo. Apds esse
periodo, a gaiola de libaracdo com os mosquitos foi acoplada ao olfatbmetro e
mantidos sob o fluxo de ar por um periodo de mais 5min para uma nova aclimatacéo
e em seguida os mosquitos foram liberados dentro do olfatbmetro e seguiram em
direcdo a pluma de odor por um periodo de 1min. Foram realizadas 15 repeticdes para

cada tratamento, utilizando 15+3 fémeas por repeticdo com idades entre 5 e 10 dias.

3.10 BIOENSAIOS DE OVIPOSICAO

Foram preparadas duas solucdes estoque a 100ppm, sendo uma usada como
controle e a outra como teste. A solucao teste continha a amostra, hexano e Tween®
80 formando uma microemulsdo, enquanto a solucdo controle continha os mesmos
componentes da solucao teste excluindo a amostra. Ambas soluc¢des estoque foram
diluidas para uso nos testes de oviposi¢do. Para o 6leo de E. uniflora foram usadas
as concentragdes de 50 e S5ppm. Para os compostos isolados foi utilizada apenas a
concentracdo de 5ppm. Nos experimentos de oviposi¢cao 25mL das solu¢des controle
e teste foram postos em copos de vidro contendo papel de filtro em seu interior no
tamanho (12x12) cm. Os copos foram distribuidos de forma randémica em 8 gaiolas

de metal e acrilico (33x21x30) cm, cobertas com tecido, contendo 10 fémeas em seu
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interior que haviam sido alimentadas com sangue ha 3 dias. As fémeas foram
deixadas no escuro por um periodo de 16h, para posterior contagem do numero de

ovos em cada gaiola.

3.11 ANALISE ELETROFISIOLOGICA.

Nesse tipo de analise, investigamos quais compostos presentes no 6leo
essencial apresentaram estimulo na antena dos mosquitos. Os testes foram
realizados em um cromatografo gasoso com detector de ionizacao de chama (Thermo
Trace GC Ultra, Thermo Scientific, Milan, Italy) acoplado a um detector
eletroantenogréafico (Syntech, Kirchzarten, Germany) o qual inclui um mddulo
controlador da temperatura da linha de transferéncia (TC-02), um modulo controlador
de estimulos (CS-55), um médulo que controla a aquisicdo de dados captados pelos
eletrodos (IDAC4) e um divisor de fluxo que permite que os compostos que saem da
coluna cromatografica cheguem ao mesmo tempo ao detector DIC e a antena do
mosquito.

O cromatégrafo gasoso foi equipado com uma coluna apolar HP-5 (50mx0.25
mmx0.25um, Agilent). Nitrogénio foi usado como gas de arraste, mantido a fluxo
constante de ImL/min. A temperatura inicial do forno foi de 100°C (mantida por 1min),
programada para aumentar até 210°C a uma velocidade de aquecimento de 7°C/min.
A temperatura final foi mantida por 2min. O injetor e o detector foram mantidos a 250°C
e a linha de transferéncia para o DEA foi aquecida a 220°C. Um fluxo de ar limpo e
umidificado direcionado a antena montada carrea os estimulos quimicos. A antena foi
montada entre dois capilares de vidro preenchidos com solug¢do de Ringer (solugéo
salina contendo 8.0g/L NaCl, 0.4g/L KCI, 0.4g/L CaCl. em agua destilada). Um
eletrodo de fio de prata foi inserido em cada capilar, permitindo o fechamento do

circuito elétrico (Figura 12).
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Figura 12- Detector eletroantenografico acoplado ao cromatografo gasoso (CG-DEA).

Para montagem das antenas foram utilizados mosquitos fémeas com idades
entre 2 e 7 dias a 24h sem alimentagdo. Os insetos foram postos em estado de
dorméncia através de refrigeracdo (4°C durante 15 a 20min) para posterior
decapitacdo de sua cabeca com lamina de bisturi. A cabeca do mosquito foi entdo
colocada num capilar contendo solucdo de Ringer e a ponta distal de uma das antenas
foi cortada. O capilar contendo a cabega do mosquito foi inserido em um dos eletrodos
do detector eletroantenografico (DEA) e a ponta cortada da antena foi conectada ao
capilar presente no segundo eletrodo, fechando o circuito (Figura 13). Foram
considerados compostos eletrofisiologicamente ativos aqueles para os quais foi
observada resposta em pelo menos cinco individuos. Para o0s ensaios
eletrofisioldgicos foram preparadas solugfes de 6leos essenciais na concentracdo de
6000 ppm, usando acetona como veiculo. Pelo menos 50 testes eletroantenogréaficos
foram realizados no total.
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Figura 13- Cabeca do Ae. aegypti acoplada ao capilar contendo solucéo de Ringer.

3.12 ISOLAMENTO E IDENTIFICA(;AO DOS COMPOSTOS MAJORITARIOS

O dleo essencial de E. uniflora foi diluido em cloroférmio, padrédo analitico, na
proporcao 1:10 (v/v) e seus compostos majoritarios foram separados em uma placa
de silica gel (cromatofolha de aluminio com silica gel 60 e indicador UV254,
dimensdes de 20x20 cm, espessura de 0,20mm, marca Macherey-Nagel), com
dicloro-hexano na proporgcéo 1,5:1(v/v) como eluente e revelacdo em lampada
ultravioleta com A=294 nm. Foram obtidas 6 fracdes (F1-F6) e cada fragdo foi
analisada em cromatégrafo gasoso (CG) no modo split 1:10, com programacao similar
a descrita nas condic¢des analiticas. A fragéo F5 correspondeu ao curzereno e a fracao

F6 ao germacrona, ambos com mais de 85% de pureza.

3.13 ANALISE DE DADOS PARA OS TESTES DE REPELENCIA

Nos testes de tendéncia lateral e atividade de voo os valores presentes nos
bracos controle e teste foram convertidos em percentual, sofreram transformagfes
angular do tipo arco-seno e foram analisados quanto a normalidade usando o teste de
Shapiro-Wilk no programa PAST® com nivel de confianca de 95%. Com os dados
normalizados foram aplicados os testes t de student ndo pareados a 5% de
significancia no programa MINITAB® 19.
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O percentual de repeléncia (PR) foi calculado a partir do nimero de mosquitos
presentes no controle (C) menos o numero de mosquitos presentes no teste (T)
dividido pelo nimero de mosquitos no controle mais o nUmero de mosquitos no teste,

conforme descrito por Uniyal et al., 2006 (Equacéo 1).

PR (C—T) =100 (Equagéo 1)
€+

Os valores obtidos foram analisados estatisticamente através do teste de
Shapiro-Wilk no programa PAST® com nivel de confianca de 95% e todos obtiveram
um valor de p>0,05, indicando normalidade nos dados. Esses percentuais de
repeléncia foram analisados usando ANOVA de uma via para determinagdo de
variancia e diferenca honestamente significante (DHS) pelo teste de Tukey a 5% de

significancia usando o programa MINITAB® 19.

3.14 ANALISE DE DADOS PARA OS TESTES DE OVIPOSICAO

O percentual de repeléncia de oviposicdo em cada gaiola foi calculado a partir
da contagem do numero de ovos no papel de filtro de cada amostra, divido pelo
namero de ovos totais. De posse de todos 0s percentuais, foi calculada a média geral
em cada amostra e aplicado o teste t de student, ndo pareado, no programa
MINITAB® 19, para avaliar se havia diferenca significativa entre as médias a 95% de

confiabilidade.
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RESUMO

O Aedes aegypti pode transmitir indmeras arboviroses como dengue, zika e
chikungunya e chega a atingir mais de 400 milhdes de pessoas anualmente. Como
nao ha vacina totalmente eficaz, no combate a dengue, zika e chikungunya, e o0 uso
de inseticidas vem sendo atrelado a processos de resisténcia de mosquitos, o uso de
repelentes naturais € cada vez mais utilizado como medida protetora capaz de afastar
mosquitos de hospedeiros, de forma segura e eficaz. Aqui analisamos o efeito
repelente dos oOleos de Eugenia uniflora, Eugenia uvalha, Algrizea Minor, Xylopia
sericea e Myroxylon peruiferum contra fémeas de Ae. aegypti. Os 6leos essenciais
foram extraidos por hidrodestilacdo a 160°C durante 3h e mantidos sob refrigeracdo
a -24°C. Bioensaios de repeléncia em olfatbmetro de dupla escolha, foram realizados
com DEET (controle positivo) e com os 6leos essenciais, diluidos em acetona nas
concentracdes 0,05; 0,5; 5; 50 e 500ppm utilizando olfatbmetro contendo 15+3 fémeas
de Ae. aegypti em jejum por 12h. Os Oleos essenciais analisados apresentaram Varios
perfis de repeléncia, sendo o 6leo de E. uniflora mais efetivo na concentracdo de 5
ppm, com 26,01% de taxa de repeléncia. Os testes estatisticos revelaram que o
controle positivo apresentou maior taxa de repeléncia, diferindo de todos os 6leos
analisados, e que dos 0leos essenciais testados o 6leo de E. uniflora apresentou
melhor taxa de repeléncia efetiva. De maneira geral, o 6leo de E. uniflora apresentou
melhor eficacia repelente que todos os Oleos analisados, sendo capaz de repelir

melhor em concentracfes mais baixas.

Palavras-chave: Respostas sensoriais. Bioensaios. Olfatometro de dupla escolha.
Repelente natural.
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ABSTRACT

Aedes aegypti can transmit numerous arboviruses such as dengue, zika and
chikungunya and reaches more than 400 million people annually. As there is no fully
effective vaccine to combat dengue, zika and chikungunya, and the use of insecticides
has been linked to resistance processes by mosquitoes, the use of natural repellents
is increasingly used as a protective measure capable of keeping mosquitoes away
from hosts, safely and effectively. Here we analyze the repellent effect of the oils of
Eugenia uniflora, Eugenia uvalha, Algrizea Minor, Xylopia sericea and Myroxylon
peruiferum against Ae. aegypti females. The essential oils were extracted by
hydrodistillation at 160°C for 3h and kept under refrigeration at -24°C. Repellency
bioassays in a double choice olfactometer, were performed with DEET (positive
control) and with essential oils, diluted in acetone in concentrations 0.05; 0.5; 5; 50 and
500 ppm using an olfactometer containing 153 Ae. aegypti females fasting for 12
hours. The essential oils analyzed showed several repellency profiles, with E. uniflora
oil being more effective in the concentration of 5 ppm, with 26.01% repellency rate.
Statistical tests revealed that the positive control showed a higher rate of repellency,
differing from all the oils analyzed, and that of the essential oils tested, E. uniflora oil
had a better rate of effective repellency. In general, E. uniflora oil showed better
repellent efficacy than all the oils analyzed, being able to repel better at lower

concentrations.

Keyword: Sensory responses. Bioassays. Double choice olfactometer. Natural

repellent.
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1. INTRODUCAO

O mosquito Aedes aegypti € o transmissor dos patégenos causadores da
dengue, zika e chikungunya, chegando a infectar mais de 400 milh6es de pessoas
anualmente. Sua distribuicdo geografica é definida predominantemente por fatores
climaticos, sendo encontrado mais facilmente em regibes de climas tropicais e
subtropicais (MATTHEWS et al., 2018).

No ano de 2015 o Brasil passou por uma triplice epidemia viral e o ministério
da saude decretou estado de emergéncia de saude publica. A regido nordeste do pais
foi um dos locais onde houve um maior nimero de casos de enfermidades
transmitidas pelo Ae. aegypti. Nessa regiao o clima costuma ser predominante quente
durante todo o ano e o abastecimento de dgua é precario em algumas localidades,
assim a populacdo costuma armazenar agua em containers abertos facilitando o
desenvolvimento e a proliferacdo do vetor (AUGUSTO et al., 2016).

O Ministério da salde realizou campanhas e voltou sua atencdo para o
combate ao mosquito, de forma mais intensa e ativa, durante o ano de 2016 com o
intuito de reduzir o numero de enfermidades. O uso de inseticidas foi um dos métodos
mais adotados para combater a proliferacao desse vetor, porém o uso indiscriminado
desse agente quimico pode ter desencadeado um processo de resisténcia nas
populacdes de Ae. aegypti. (RODRIGUEZ et al., 2015).

O uso de repelentes topicos e espaciais € uma das maneiras adotadas para
evitar o contato do vetor com o hospedeiro e a exposicdo a doenca. Repelentes a
base de DEET, picaridina, IR 3535 e p-mentano-3,8-diol atuam diretamente nos
receptores olfativos, localizados nas antenas dos mosquitos e modificam a atividade
de voo desse inseto vetor frente a pluma de odor liberada pelo hospedeiro (XU et al.,
2015).

O NN-dietil-3-metilbenzamida (DEET) €é o repelente mais usado
comercialmente para combater o Ae. aegypti, porém estudos mostraram que esse
composto pode causar irritacdo na pele, neurotoxicidade e tem acao plastificante,
além de causar resisténcia nos mosquitos (DENNIS; GOLDMAN; VOSSHALL, 2019).

Os repelentes naturais advindos de 6leos essenciais podem ser uma alternativa

viavel ao uso de produtos sintéticos capaz de repelir insetos vetores de seus
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hospedeiros e reduzir os impactos na saude publica. Produtos a base de fontes
naturais possuem um longo historico de uso e relatos na literatura de baixa toxicidade
e boa biodegradabilidade, além de possuirem uma quantidade muito grande de
componentes volateis o que dificulta a resisténcia do mosquito a um determinado
composto quimico (SARMA et al., 2019).

Oleos essenciais de Syzygium aromaticum L., Eucalyptus saligna Sm.,
Eucalyptus globulus Labill, Eucalyptus nitens (H.Deane & Maiden) Maiden, Myrica
gale L. e Melaleuca quinquinervia Cav S.T. Blake, plantas pertencentes a familia
Myrtaceae, sdo alguns exemplos de fontes naturais descritas na literatura com poder
repelente contra Ae. aegypti pertencentes a familia Myrtaceae (SOUZA et al., 2019).

A familia Myrtaceae € uma das fontes naturais com maior quantidade de
compostos volateis e que apresenta numerosas espécies com atividades repelentes
contra mosquitos. Ja as familias Annonaceae e Feltaceae possuem espécies cuja
composicdo quimica do seu Oleo essencial apresenta grande quantidade de
monoterpenos e sesquiterpenos, componentes com elevada volatilidade capazes de
atuar nos receptores olfativos de artrépodes hematdéfagos afetando o seu
comportamento frente a plumas de odor atrativas (AZEEM et al., 2019).

O presente trabalho teve como obijetivo avaliar a atividade repelente dos 6leos
essenciais de Eugenia uniflora L., Eugenia uvalha Cambess, Algrizea Minor Sobral,
Faria & Proenca (Myrtaceae), Xylopia sericea A.St.-Hil (Annonaceae) e Myroxylon
peruiferum L.f. (Feltaceae) obtidos na regidao nordeste do Brasil, contra picadas de Ae.

aegypti.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1 CRIACAO DO Ae. aegypti

Os ovos que deram origem as larvas e posteriormente aos mosquitos utilizados
nos testes foram obtidos e criados no insetario do laboratério de inovacao tecnologica
e empreendedorismo em controle de vetores (Lintec), localizado no Departamento de
Parasitologia na Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG).

A criacdo dos ovos se deu em cubas plasticas contendo aproximadamente 5cm
de profundidade com agua desclorada e racéo de réptil (Reptolife®) para ecloséao e
desenvolvimentos de larvas que posteriormente deram origem as pupas.

As pupas obtidas foram coletadas das cubas, postas em potes plasticos e
mantidas em gaiolas com telas finas do tipo Bug-Dorm® com as dimensdes
30x30x30cm. Os mosquitos que se desenvolveram foram mantidos em Bug-Dorm®
na temperatura de 27+2°C, umidade relativa de 70+10%, fotoperiodo de 12L:12E e

alimentacao a base de solu¢édo acucarada a 10%(m/v).

2.2 MATERIAL VEGETAL

As folhas de E. uniflora, E. uvalha e X. sericea foram coletadas na Universidade
Federal Rural de Pernambuco, localizada na Rua Dom Manoel de Medeiros, s/n,
Recife-PE e ambas foram autenticadas por Camara, C. A. G, sendo uma exsicata de
cada espécie depositada no Herbario Professor Vasconcelos Sobrinho da
Universidade Federal Rural de Pernambuco (E. uniflora exsicata: PEUFR 48490, E.
uvalha exsicata: PEUFR 48216 e X. sericea exsicata: PEUFR 48090). J& as folhas de
A. minor e M. peruiferum foram coletadas no Vale do Catimbau, localizado na cidade
de Buique e ambas foram autenticadas por Gomes, A. S, sendo uma exsicata de cada
espécie depositada no Herbario Dardaro de Andrade Lima, do Instituto Agronédmico

de Pernambuco (A. minor exsicata: IPA 78999 e M. peruiferum: exsicata: IPA 84110).

2.3 OLEOS ESSENCIAIS
Os Oleos essenciais de E. uniflora, E. uvalha, A. minor, X. sericea e M.
peruiferum foram obtidos por hidrodestilacdo. As folhas frescas de cada espécie foram

trituradas e postas em um baldo volumétrico contendo 3L de agua destilada acoplado
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a um aparato de Clevenger. A mistura presente no baldo foi aguecida a 160°C em
manta aquecedora por 3h. O 6leo coletado foi mantido sob refrigeracéo a -24°C. Os
processos de extracdo foram realizados em etapa Unica, sendo os 6leos de E. uniflora,
E. uvalha e X. sericea obtidos no Laboratorio de Produtos Naturais da Universidade
Federal Rural de Pernambuco e os 6leos de A. minor e M. peruiferum obtidos no

Departamento de Bioquimica da Universidade Federal de Pernambuco.

2.4 CARACTERIZACAO QUIMICA DOS OLEOS ESSENCIAIS

A identificacdo dos componentes presentes nos 0leos essenciais estudados foi
realizada através da técnica de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massas CG/EM. Para a caracterizacdo quimica de cada 6leo essencial foi utilizado
um cromatografo gasoso acoplado a um espectrémetro de massas (CG-EM) Agilent
5975C, equipado com coluna apolar HP-5 (30mX0,25mm, 0,25um, Agilent), injetor
split/splitless e detector do tipo quadrupolo. Os 6leos essenciais foram analisados sob
as seguintes condicfes cromatogréaficas: temperatura inicial do forno de 40°C
(mantida por 2 minutos) com aquecimento a uma taxa de 4°C/min até a temperatura
final de 230°C, mantida por 5 minutos. O injetor foi mantido a 250°C e hélio foi usado
como gas de arraste, com fluxo de 1 mL/min. As temperaturas do detector quadrupolo
e da fonte de ions foram 230°C e 150°C, respectivamente, com potencial de ionizacéo
a 70eV e faixa de varredura de 35-350m/z e 1.0scan/s. Para cada andlise, uma
aliquota de 1uL de uma solugdo com concentracdo de 1000uL/mL do dleo essencial
dissolvido em acetona foi inserida no equipamento em modo split 1:50. Em seguida,
uma aliquota de uma solucédo de padrdes de hidrocarbonetos, contendo uma série
homéloga de alcanos (C9 a C30), foi analisada nas mesmas condicdes
cromatograficas usadas para o 6leo essencial. A partir da analise dos tempos de
retencdo dos compostos nas amostras dos 0Oleos essenciais e dos padrdes de
hidrocarboneto foi calculado o indice de retencdo para cada componente dos 6leos,
segundo a equacao de Kratz.

Os compostos foram identificados a partir dos espectros de massa de cada pico
cromatografico, usando comparacdes dos indices de retencdo calculados com os
indices de retencdo disponiveis na base de dados do laboratério e verificagcdo com

padrdes auténticos. A quantificacdo dos componentes presentes nos 0leos essenciais
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foi realizada em um cromatografo gasoso (CG), com detector de ionizagédo por chama
(DIC) (Thermo Trace GC Ultra, Thermo Scientific, Milan, Italy) equipado com coluna
HP-5 (30m x0.25mmx0.25um, Agilent) e injetor split/splitless. A programacgao de
temperatura no cromatdgrafo gasoso foi a mesma utilizada nas anélises por CG-EM.

2.5 METODO DE CAPTURA DOS MOSQUITOS

Para a realizacao dos bioensaios de repeléncia foram selecionados fémeas que
estavam em jejum por 12h. Para a sele¢cédo dos mosquitos foi utilizada uma gaiola de
selecdo (50x50x50cm), na qual foi adicionada em seu interior gaiola Bug-Dorm®
contendo 0os mosquitos. A gaiola de selecdo continha um espaco para encaixe de uma
gaiola de liberacdo, na qual era posta a palma da mé&o (atrativo para 0S mosquitos)
para gerar uma pluma de odor, através de um sistema de exaustdo, que fazia os
mosquitos voarem até o interior da gaiola de liberacdo (POSEY; SCHRECK, 2011).
Essa metodologia foi utilizada para evitar qualquer dano nos mosquitos, pois é
necessario que se mantenha a integridade do inseto para deteccdo de mudanca

comportamental respondida aos estimulos.

2.6 CALIBRAGAO DO OLFATOMETRO

Afim de verificar se havia alguma preferéncia dos mosquitos por quaisquer dos
lados do tubo de liberacdo de estimulos realizamos o teste de tendéncia lateral. Os
mosquitos presentes na gaiola de liberacéo foram aclimatizados a 27+2°C por 15min
e posteriormente foram acoplados ao olfatbmetro onde foram aclimatizados
novamente a 27+2°C por 5min. Apds aclimatizac6es foram realizados os testes de
tendéncia lateral utilizando 15+3 fémeas a 12h de jejum. O teste teve duracdo de 1min
e ambos os lados do tubo de liberacdo de estimulos estavam sem odor. Foram
realizadas 15 repeticbes para cada tratamento, de forma randémica. Ao final de cada
teste foram contados o niumero de mosquitos presentes em cada lado do tubo de
liberacdo de estimulos.

Um segundo teste foi realizado para verificar se 0s mosquitos estavam
respondendo ao estimulo de um odor atrativo, chamamos de teste de atividade de
voo. Os mosquitos presentes na gaiola de liberagédo foram aclimatizados a 27+2°C por

15min e posteriormente foram acoplados ao olfatbmetro onde passaram por
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aclimatizacado a 27+2°C, durante 5min. Um lado do tubo de liberacdo de estimulos
continha um odor atraente (odor humano) e o outro lado do tubo de liberacdo de
estimulos estava sem odor, foram realizadas 15 repeticdes em cada tratamento de
forma randdmica e cada teste teve duragcao de 1min. Ao final de cada teste foram
contados 0 numero de mosquitos presentes em cada lado do tubo de liberacédo de

estimulos.

2.7 BIOENSAIOS DE REPELENCIA

Os bioensaios de repeléncia foram realizados em olfatdmetro de dupla escolha.
Durante os bioensaios foram testadas as concentracfes 0,05; 0,5; 5; 50 e 500ppm
dos 6leos essenciais de E. uniflora, E. uvalha, A. Minor, X. sericea e M. peruiferum em
acetona. Cada concentracao foi testada 15 vezes utilizando 15£3 insetos famintos de
Ae. aegypti féemea com idades entre 5 e 10 dias. As concentracdes escolhidas estéo
dentro da faixa de concentracdes testadas por Uniyal et al.,, 2016 e a acetona foi
utilizada com solvente porque apresentou boa solubilidade em todos os Oleos
testados.

O olfatbmetro era composto por uma gaiola de liberacédo conectada a um tubo
principal em acrilico com dimensdes (90cm de comprimento x 12cm de diametro), uma
caixa de escolha e dois tubos de escolha (36,5cm de comprimento e 12cm de
didmetro) que estavam ligados diretamente a dois tubos de liberagdo de estimulos na
qual eram postas as amostras controle e teste umectadas em papel filtro com
dimensdes 4,0x2,0cm. As amostras eram postas de forma randémica nos tubos de
liberacdo de estimulos.

Um sistema de exaustdo (Qualitas ®, CQ1T4 SC - Motor WEG, poténcia:
0,5HP) estava conectado ao olfatdmetro, no qual enviava um fluxo de ar na velocidade
de 0,32m/s ao sistema (MOTA, 2003). Esse ar era filtrado por filtros de carvéo ativado,
aguecido e umidificado por um tanque de agua, antes de entrar no olfatdmetro.

Durante os testes, a corrente de ar era responsavel por levar a pluma de odor
contida nos papéis de filtro umidificados, presentes nos tubos de liberagdo de
estimulos, até o sistema olfativo dos mosquitos.

No inicio de cada teste os mosquitos presentes na gaiola de liberagdo eram

mantidos aclimatizados a temperatura de 27+2°C e umidade relativa de 70+10%,
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durante 15min, apds esse tempo 0s mosquitos eram postos no olfatdmetro e mantidos
aclimatizados sob o fluxo de ar horizontal vindo do exaustor por um periodo de mais
5min. Apos toda aclimatizagdo os mosquitos eram liberados dentro do olfatémetro e

0S mesmos seguiriam em direcdo a pluma de odor por um periodo de 1min.

2.8 ANALISE DOS DADOS

Nos testes de tendéncia lateral e atividade de voo os valores presentes nos
bracos controle e teste foram convertidos em percentual, sofreram transformacdes
angular do tipo arco-seno e foram analisados quanto a normalidade usando o teste de
Shapiro-Wilk no programa PAST® com nivel de confianca de 95%. Com os dados
normalizados foram aplicados os testes t de student ndo pareados a 5% de
significancia no programa MINITAB® 19.

O percentual de repeléncia (PR) foi calculado a partir do nUmero de mosquitos
presentes no controle (C) menos o numero de mosquitos presentes no teste (T)
dividido pelo nimero de mosquitos no controle mais o nUmero de mosquitos no teste,

conforme descrito por Uniyal et al., 2006 (Equacéo 1).

R (C —T) %100 (Equagéo 1)
€+

Os valores obtidos foram analisados estatisticamente através do teste de
Shapiro-Wilk no programa PAST® com nivel de confianca de 95% e todos obtiveram
um valor de p>0,05, indicando normalidade nos dados. Esses percentuais de
repeléncia foram analisados usando ANOVA de uma via para determinagdo de
variancia e diferenca honestamente significante (DHS) pelo teste de Tukey a 5% de

significancia usando o programa MINITAB® 19.
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3. RESULTADOS

3.1 CARACTERIZACAO QUIMICA DOS OLEOS ESSENCIAIS

Por meio de hidrodestilacdo foi possivel extrair os 6leos de E. uniflora, E.
uvalha, X. sericea, A. minor e M. peruiferum, ambos com rendimentos superiores a
1%. Nas trés primeiras espécies houve uma prevaléncia de sesquiterpenos
oxigenados, somando mais de 55%. J& os Oleos de A. minor e M. peruiferum
apresentaram maior quantidade de compostos pertencentes a classe dos

sesquiterpenos, somando mais de 40% (Tabela 1).

Tabela 1- Classes de compostos presentes nos 6leos essenciais de E. uniflora, E. uvalha, X. sericea,
A. minor e M. peruiferum.

E. E. : A. M.
Classes de compostos . X.sericea : .
uniflora  uvalha minor  peruiferum

Monoterpenos 0 0 0,2 0 26,49
Sesquiterpenos 18,9 27,13 40,57 99,86 42,72
Sesquiterpenos 65,07 60,1 5588 0,03 16,07
oxigenados

Total 83,97 87,23 96,65 99,89 85,28

3.2 RESPOSTA COMPORTAMENTAL DE AE. AEGYPTI PARA OLEOS
ESSENCIAIS

Inicialmente testamos ambos os lados dos tubos de liberacdo de estimulos,
sem odor, para verificar a tendéncia lateral. A proporgéo de mosquitos que escolheram
0s bracos controle ou teste nao diferiu significativamente (p= 0,718, teste t ndo
pareado, n=15) (Figura 1). Isso indicou que ndo havia preferéncia dos mosquitos por

quaisquer dos lados do tubo de liberacéo.
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Figura 1- Percentual de mosquitos no tubo de liberacéo de estimulos (Percentagem média + E.P)
(n=15) nos bragos controle e teste (p= 0,718, teste t) (n=15).

Um segundo teste foi realizado para verificar a atividade de voo dos mosquitos,
usando odor humano (atraente) em um dos lados do tubo de liberagcdo de forma
randémica. O percentual de mosquitos atraidos pelo odor humano foi de 70,19+5,04%
(p<0,0001, teste t ndo pareado, n=15), indicando que houve diferenca significativa
entre os lados do tubo de liberacdo, ou seja, 0s mosquitos responderam ao estimulo.

Apos verificar que ndo havia tendéncia lateral e que 0s mosquitos estavam
ativos foram realizados os testes comportamentais do Ae. aegypti frente aos 6leos
essenciais de E. uniflora, E. uvalha, X. sericea, A. minor e M. peruiferum em
olfatbmetro de dupla escolha e posterior comparagcdo com o repelente comercial
DEET (Tabela 2).
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Tabela 2- Repeléncia percentual e erro padrdo de E. uniflora, E. uvalha, X. sericea, A. minor, M.

peruiferum e DEET.

% Média de repeléncia + EP

Composto
0,05 ppm 0,5 ppm 5ppm 50 ppm 500 ppm
Eugenia uniflora 18,25+1,62P 18,47+1,56 26,0142,42> 26,85+2,55b 27,06+1,95 b
Xylopia sericea 12,17+¢0,37¢ 14,13+149bc 17,52¢120¢ 19,65+1,27 b 25,62+1,73 "
Eugenia uvalha 8,75¢0,41¢ 9,85+0,75¢ 17,95+1,07°¢ 18,33+1,04¢ 28,12+0,99 b
Algrizea minor 7,75¢0,40¢  9,13+1,24¢ 10,93+1,67°¢ 11,021,669 11,83+1,82°¢
ggﬁ?g:ﬁ& 10,76£1,29 ¢ 14,65+2,50 b 16,45+2,56 ¢ 19,26+2,74 % 23,49+2 08 b
DEET 50,15+2,712 58,57+3,462 63,6021,962 68,28+2,062 75,481,072

Repeléncia percentual média £ EP. Os dados seguidos pelas letras diferentes sdo significativamente
diferentes (P <0,05, por ANOVA unidirecional e Tukey).

Os valores mostrados pela mesma letra sédo estatisticamente nao significativos (P> 0,05)

Em 0,05ppm, E. uniflora (18,25%) apresentou maior percentual de repeléncia,
sendo estatisticamente diferente dos demais 6leos. Os 6leos de X. sericea (12,17%),
M. peruiferum (10,76%), E. uvalha (8,75%) e A. minor (7,75%) obtiveram repeléncia
semelhantes entre si (F=17,94, df=74, p=0,00).

Na concentracao de 0,5ppm o 6leo de E. uniflora (18,47%) foi o mais repelente
seguido por M. peruiferum (14,65%) e X. sericea (14,13%) que se apresentaram
estatisticamente semelhantes, assim como E. uvalha (9,85%) e A. minor (9,13%)
(F=5,41, df=74, p=1,00e73).

Para a concentracdo de 5ppm E. uniflora (26,01%) novamente se apresentou
como o 6leo com maior repeléncia diferindo estatisticamente dos demais Oleos
analisados que apresentaram perfis similares (F=8,18, df=74, p=0,00).

Com o aumento da concentracéo para 50ppm os 6leos E. uniflora (26,85%), X,
sericea (19,65%) e M. peruiferum (19,26%) apresentaram perfis similares, sendo os
dois ultimos estatisticamente semelhantes a E. uvalha (18,33%) e diferentes de A.
minor (11,02%) (F=8,11, df=74, p=0,00).

Por fim, na concentracéo de 500ppm os 6leos de E. uniflora (27,96%), E. uvalha
(28,12%), X. sericea (25,62%) e M. peruiferum (23,49%) apresentaram repeléncias
estatisticamente similares diferindo apenas de A. minor (11,83%) (F=14,72, df=74,
p=0,00).
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4. DISCUSSAO

Por se tratar de misturas complexas os compostos presentes nos Oleos
essenciais podem interagir através de multiplas agcbes mecanicistas podendo haver
acOes coordenadas gerando um sinergismo ou efeitos de retracdo das atividades
bioldgicas gerando efeitos antagdnicos (MAHANTA; SARMA; KHANIKOR, 2019).

Classes de sesquiterpenos sdo produzidos como metabdlitos de plantas e
devido a sua alta volatilidade sdo comumente eficazes como repelentes, agindo no
sistema olfativo do mosquito provocando uma mudanca comportamental frente ao
hospedeiro. Dentre os sesquiterpenos encontrados como compostos majoritarios dos
Oleos essenciais analisados, 3-cariofileno e germacreno D tem relatos na literatura de
eficacia repelente contra mosquitos Ae. aegypti (AZEEM et al., 2019).

O dleo de E. uniflora apresentou 21 picos nos quais foram detectados como
majoritarios os compostos curzereno (31,3%), germacrona (16,3%), germacreno B
(7,22%), B - elemeno (4,83%) e atractilona (4,46%), onde foi possivel identificar um
total de 83,97% de compostos volateis. Segundo Ogunwande et al (2005) o 6leo de
E. uniflora apresentou como majoritarios os componentes curzereno (19.7%), selina-
1,3,7(11)-trien-8-ona (17.8%), atractilona (16.9%) e furanodieno (9.6%). Ja os dados
apresentados por Santos et al (2018) mostraram que 0s componentes majoritarios
desse 6leo foram epo6xido de selina-1,3,7 (11) -trien-8-ona (36,37%) e selina-1,3,7 (11)
-trien-8-ona (27,32%). Chang et al (2011) relatam que durante o processo de extracao
o furanodieno pode sofrer rearranjo em temperaturas elevadas resultando num
aumento do teor de curzereno.

No 6leo de E. uvalha foram encontrados 34 picos que representam 87% da sua
composicdo quimica. Os componentes majoritarios foram Oxido de cariofileno
(38,76%) e a-copaeno (6,23%). Outros componentes encontrados foram epoéxido de
humuleno Il (5,77%), espatulenol (4,43%), B - bourboneno (4,79%) e B-cariofileno
(3,79%). Medeiros et al (2019) identificaram 32 compostos presentes no 0leo de E.
uvalha que apresentou espatulenol (43,65%), 6xido de cariofileno (12,17%), viridiflorol
(5,00%), epi-a-cadinol (4,29%) e epi-a-muurolol (4,18%). Ja Apel et al (2004)

descreveram 30 compostos, tendo como principais constituintes a-cadinol (14,0%), o
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- cadineno (12,4%), T-cadinol (11,9%), biciclogermacreno (10,2%) e B-cariofileno
(7,2%).

No Oleo de X. sericea foram encontrados 36 picos equivalendo a 96,65% do
total de compostos identificados. Os compostos majoritarios foram: espatulenol
(27,33%) e B-cariofileno (19,23%), além dos sesquiterpenos a -copaeno (3,37%),
germacreno D (2,49%) e biciclogermacreno (3,41%). Pontes et al (2007) descreveram
como majoritarios presentes no 6leo de X. sericea os compostos cubenol (57,43%),
epi-muurolol (26,09%), Y — elemeno (3,26%), B-oplopenona (2,67%) e a-cedreno
(2,00%). Enquanto Camara, Alencar e Silveira (1996) relataram a presenca dos
sesquiterpenos (3-elemeno (11,48%), B-cariofileno (11,55%), Y - muuroleno (12,22%),
Y - elemene (16,67%) e do monoterpeno (B-ocimeno (22,78%) como componentes
majoritarios.

No Oleo da A. minor foram identificados 29 picos representando 99,86% da
composicdo quimica dos volateis encontrados, cujos majoritarios foram os
sesquiterpenos 6-elemeno (40,36%), germacreno D (25,17%), a-copaeno (4,92%), 3-
bourboneno (4,86%) e B-elemeno (4,33%). Veras et al (2019) relataram em seus
estudos que foram identificados 15 componentes no 6leo de A. minor apresentando
como majoritarios B-pineno (56,99%), a-pineno (16,57%), germacreno D (4,67%),
biciclogermacreno (4,66%), B-cariofileno (3,76%) e limoneno (1,71%).

Por fim, para o 6leo de M. peruiferum foram encontrados 29 picos o que
equivale a 85,28% da sua composicdo. Seus compostos majoritarios foram os
sesquiternos &-cadineno (14,18%), a-cubebeno (7,81%) e B-bourboneno (4,94%),
além dos monoterpenos a-pineno (18,03%), B-pineno (3,50%) e do sesquiterpeno
oxigenado espatulenol (8,84%). Pereira et al (2019) identificaram 24 compostos no
6leo de M. peruiferum, totalizando 85,50% da composi¢ado quimica, cujos majoritarios
foram germacrene D (17,10%), a-pineno (14,80%), B-cariofileno (10,80%), y-elemeno
(6,50%), B-felandren (5,80%) e B-pineno (4,80%).

As diferencas na composi¢ao quimica dos 6leos estudados frente aos descritos
na literatura podem ocorrer devido inimeros fatores como localizacéo geografica da
planta, época de colheita, temperatura e umidade durante a extragdo, além de fatores
genéticos e formas de armazenamento tanto do material vegetal quanto do 6leo
essencial extraido (NAZARI et al., 2018).
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O DEET apesar de ser considerado o repelente comercial mais eficaz contra
picadas de Ae. aegypti, pode causar irritacado na pele, neurotoxicidade, dermatites de
contato e encefalopatia, seu uso ndo é recomendado para crian¢as, pois 0 mesmo
pode causar convulsdes em menores de 2 anos (LEGEAY et al.,, 2018). Assim,
pesquisas com 0Oleos essenciais de plantas sdo cada vez mais importantes, pois sao

uma alternativa segura e eficaz no combate ao Ae. aegypti (LI et al., 2019).
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5. CONCLUSOES

Nossos resultados mostraram que todos os Oleos essenciais testados
apresentaram respostas sensoriais que variaram de acordo com a sua concentracao.
De uma maneira geral o 6leo de E. uniflora apresentou maior percentual de
repeléncia em comparacdo com os demais 6leos essenciais, porém os Oleos de E.
uvalha e X. sericea demonstraram resultados mais promissores em concentracoes

mais elevadas
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RESUMO

O mosquito Aedes aegypti € o responsavel pela transmissédo das arboviroses
dengue, zika e chikungunya, que levam uma a cada trés pessoas no mundo ao risco
de contaminacdo, causando milhdes de oObitos anualmente. No presente estudo
analisamos a composicdo quimica do oOleo de Eugenia uniflora, suas respostas
eletroantenograficas e bioensaios, afim de verificar os efeitos de oviposicdo e os
componentes capazes de impedir a postura de ovos. A caracterizacdo do 6leo foi
realizada por cromatografia gasosa e cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas, a eletroantenografia foi analisada por cromatografia
gasosa com detector eletroantenogréfico e os bioensaios de oviposi¢cdo foram
realizados com microemulsées do 6leo essencial e dos seus volateis majoritarios
curzereno e germacrona. O Oleo essencial e o curzereno mostraram atividade
deterrente sendo capazes de inibir a oviposicdo em mais de 65%. Ja o germacrona
ndo foi eficaz na inibicdo da oviposicdo. Portanto, o curzereno é possivelmente o
componente ativo responsavel pelo efeito deterrente de oviposi¢do no 6leo essencial

de E. uniflora.

PALAVRAS-CHAVE: Oleo essencial. Deterréncia de  oviposicao.

Eletroantenografia. Aedes aegypti.
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1.0 INTRODUCAO

O mosquito Aedes aegypti (Linnaeus, 1762) é o vetor dos arbovirus causadores
da dengue (DENV), chikungunya (CHIKV) e zika (ZIKV) (KAMGANG et al., 2020;
CAMPOS et al., 2020; KAZMI et al., 2020). Estima-se que uma a cada trés pessoas
corram risco de contaminacdo mundialmente (ARISTA-JALIFE et al., 2020) e que a
transmissdo de doencas causadas por esses vetores € responsavel por mais de sete
milhdes de mortes por ano (SENTHIL-NATHAN, 2020).

As elevadas taxas de incidéncia global dessas doencas podem estar
associadas a diversos fatores, tais como, aumento da mobilidade humana, fenébmenos
de aquecimento global e armazenamento de &gua inadequado por populacdes
urbanas e rurais durante épocas de seca (SALAMI, et al 2020; ARISTA-JALIFE et al.,
2020). Todos esses fatores aumentam os indices de contaminacdo, visto que
ocasionam um ambiente ideal de proliferacdo ou propagacdo (MACCORMACK-
GELLES et al., 2020).

Atualmente a Unica vacina disponivel no mercado para combater arboviroses,
relacionadas a tripla epidemia dengue, zika e chikungunya, transmitidas pelo Ae.
aegypti € a CYD-TDV comercializada com o nome de Dengvaxia, desenvolvida pelo
laboratério Sanofi no ano de 2015 para casos clinicos de dengue, porém o seu uso é
restrito a adultos com histérico de infeccdo (SWAMINATHAN; KHANNA, 2019). A
imunizacdo em individuos que ndo tiveram contato com o vetor pode desencadear
formas graves da doenca quando picados pelo mosquito e expostos ao virus
(ANVISA, 2018).

Para evitar a proliferacéo do vetor, o uso de pesticidas e larvicidas sintéticos foi
bastante utilizado no passado, porém o excesso dessas substancias causou
resisténcia em populacées de mosquitos (KAMGANG et al., 2020).

Assim, 0 uso de componentes naturais, como 0leos essenciais, passou a ser
visto como uma alternativa ecologicamente correta, eficaz e segura no combate a
proliferacéo e eliminacéo de criadouros devido sua baixa toxicidade e longo histérico
de uso (ARAUJO et al., 2020, LI et al., 2019, DAI et al., 2020).

Os metabdlitos secundarios de plantas, da qual os Oleos essenciais sao

resultantes, possuem em sua composi¢do quimica uma vasta quantidade de
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componentes bioativos capazes de criar efeitos deletérios em mosquitos sugadores
reduzindo assim a eclosao de ovos e o desenvolvimento do seu ciclo de vida com
rapida degradacdo no meio ambiente e sem causar processos de resisténcia
(MATURI et al., 2020; SANTOS et al., 2012)

A familia Myrtaceae é conhecida como fonte de Oleos essenciais com
propriedades deletérias sobre populaces de mosquitos (NERIO; OLIVERO-VERBEL,
STASHENKO, 2010). Na familia Myrtaceae, o género Eugenia possui relatos na
literatura descrevendo sua eficacia contra insetos vetores (STIEVEN; MOREIRA,;
SILVA, 2009; ZOGHBI et al., 2011; GARMUS et al., 2014) e a espécie Eugenia uniflora
possui estudos que comprovam a sua eficacia como larvicida no combate ao Ae.
aegypti (GUARDA et al., 2016).

Nesse trabalho analisamos a composi¢do quimica do 6leo essencial de E.
uniflora, seu potencial como deterrente de oviposicAo e sua resposta
eletroantenografica frente ao mosquito Ae. aegypti. Os compostos ativos na
eletroantenografia foram isolados e testados em bioensaios, afim de elucidar seus
possiveis efeitos deletérios frente a postura de ovos desses artrépodes sugadores.
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2.0 MATERIAIS E METODOS

Mosquitos. Foram utilizados mosquitos fémeas de Ae. aegypti (cepa Rockfeller),
oriundos de colénia do Laboratoério de Ecologia quimica (LEQ), localizado no
Departamento de Quimica Fundamental da Universidade Federal de Pernambuco,
Recife-PE, Brazil, desde 2003. Os mosquitos eram mantidos a temperatura 27+1°C,
umidade relativa 70£5% com fotoperiodo de 14h e alimentacéo a base de sacarose a
10%.

Material Vegetal. As folhas de E. uniflora foram coletadas em janeiro de 2018 na
Universidade Federal Rural de Pernambuco, localizada na Rua Dom Manoel de
Medeiros, s/n, Recife-PE e foram autenticadas por Camara, C. A. G, sendo uma
exsicata depositada no Herbéario Professor Vasconcelos Sobrinho da Universidade
Federal Rural de Pernambuco de voucher n® 48490.

Extracdo do 6leo essencial. As folhas frescas de E. uniflora foram trituradas e
submetidas a hidrodestilacdo em aparato de Clevenger por 3h a temperaturas entre
160 e 170°C. O 6leo essencial obtido foi seco usando sulfato de sodio anidro e mantido
sob refrigeracdo a -24°C. O rendimento foi de 1,021%.

Condicdes Analiticas. A identificacdo dos componentes presentes no 6leo de E.
uniflora foi realizada pela técnica de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria
de massas CG/EM, em instrumento Agilent 5975C, equipado com coluna apolar HP-
5 (30mX0,25mm, 0,25 um, Agilent), injetor split/splitless e detector do tipo quadrupolo
sob temperatura inicial do forno de 40°C (mantida por 2min) com aquecimento a uma
taxa de 4°C/min até a temperatura final de 230°C, mantida por 5min. A temperatura
do injetor foi mantida em 250°C e hélio foi usado como géas de arraste, com fluxo de 1
mL/min. As temperaturas do detector quadrupolo e da fonte de ions foram 230°C e
150°C, respectivamente, com potencial de ionizacdo a 70eV e faixa de varredura de
35-350m/z e 1.0scan/s. Em cada analise foi utilizado 1pL de solu¢do a 1000ppm de
Oleo essencial diluido em acetona. Essa aliquota foi inserida no equipamento em
modo split 1:50. Em paralelo uma aliqguota de uma solucdo com padrbes de
hidrocarbonetos, contendo uma série homéloga de alcanos (C9 a C30), foi analisada
nas mesmas condi¢cdes cromatograficas usadas para o 6leo essencial. Para cada

composto foi calculado o indice de retencéo, através da analise dos tempos de
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retencdo de cada componente da amostra e dos padrdes de hidrocarbonetos,
segundo equacéao de Kratz (ADAMS, 2007).

Andlise eletrofisiolégica. Nesse tipo de analise, investigamos quais compostos
presentes no Oleo essencial apresentaram estimulo na antena dos mosquitos. Os
testes foram realizados em um cromatografo gasoso com detector de ionizacdo de
chama (Thermo Trace GC Ultra, Thermo Scientific, Milan, Italy) acoplado a um
detector eletroantenografico (Syntech, Kirchzarten, Germany) o qual inclui um modulo
controlador da temperatura da linha de transferéncia (TC-02), um modulo controlador
de estimulos (CS-55), um médulo que controla a aquisicdo de dados captados pelos
eletrodos (IDAC4) e um divisor de fluxo que permite que os compostos que saem da
coluna cromatografica cheguem ao mesmo tempo ao detector DIC e a antena do
mosquito.

O cromatégrafo gasoso foi equipado com uma coluna apolar HP-5
(50mx0.25mmx0.25um, Agilent). Nitrogénio foi usado como gas de arraste, mantido a
fluxo constante de 1mL/min. A temperatura inicial do forno foi de 100°C (mantida por
1 min), programada para aumentar até 210°C a uma velocidade de aquecimento de
7°C/min. A temperatura final foi mantida por 2 minutos. O injetor e o detector foram
mantidos a 250°C e a linha de transferéncia para o DEA foi aquecida a 220°C. Um
fluxo de ar limpo e umidificado direcionado a antena montada carrea os estimulos
quimicos. A antena foi montada entre dois capilares de vidro preenchidos com solugéo
de Ringer (solucéo salina contendo 8.0g/L NacCl, 0.4g/L KCI, 0.4g/L CaCl: em agua
destilada). Um eletrodo de fio de prata foi inserido em cada capilar, permitindo o

fechamento do circuito elétrico (Figura 1).
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Figura 1- Detector eletroantenografico acoplado ao cromatografo gasoso (CG-DEA).

Para montagem das antenas foram utilizados mosquitos fémeas com idades
entre 2 e 7 dias, em jejum por 24h. Os insetos foram postos em estado de dorméncia
através de refrigeracao (4°C durante 15 a 20 minutos) para posterior decapitacéo de
sua cabeca com lamina de bisturi. A cabeca do mosquito foi entdo colocada num
capilar contendo solucdo de Ringer e a ponta distal de uma das antenas foi cortada.
O capilar contendo a cabeca do mosquito foi inserido em um dos eletrodos do detector
eletroantenografico (DEA) e a ponta cortada da antena foi conectada ao capilar
presente no segundo eletrodo, fechando o circuito (Figura 2). Foram considerados
compostos eletrofisiologicamente ativos aqueles para os quais foi observada resposta
em pelo menos cinco individuos. Para os ensaios eletrofisioldgicos foram preparadas
solugdes do oleo essencial de E. uniflora na concentracdo de 6000ppm, usando
acetona como veiculo. Pelo menos 50 testes eletroantenograficos foram realizados
no total.
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Figura 2- Eletroantenografia da cabec¢a do Ae. aegypti acoplada ao capilar contendo os eletrodos de
trabalho e referéncia, juntamente com solucéo de Ringer, para fechar o circuito. O sistema age como

um biossensor na deteccdo de componentes ativos eletrofiologicamente.

Isolamento e identificacdo dos compostos majoritarios. O 6leo essencial de E.
uniflora foi diluido em cloroférmio, padrdo analitico, na proporcédo 1:10(v/v) e seus
compostos majoritarios foram separados em uma placa de silica gel (cromatofolha de
aluminio com silica gel 60 e indicador UV254, dimensdes de 20x20cm, espessura de
0,20mm, marca Macherey-Nagel), com dicloro-hexano na proporcéo 1,5:1(v/v) como
eluente e revelagdo em lampada ultravioleta com A=294nm. Foram obtidas 6 fragdes
(F1-F6) e cada fracdo foi analisada em cromatégrafo gasoso (CG) no modo split 1:10,
com programacgdo similar a descrita nas condi¢cdes analiticas. A fragdo F5
correspondeu ao curzereno e a fracdo F6 ao germacrona, ambos com mais de 85%
de pureza.

Bioensaios. Foram preparadas duas solucdes estoque a 100ppm, sendo uma usada
como controle e a outra como teste. A solucéo teste continha a amostra, hexano e
Tween® 80 formando uma microemulsdo, enquanto a solugéo controle continha os
mesmos componentes da solucdo teste excluindo a amostra. Ambas solugbes
estoque foram diluidas para uso nos testes de oviposi¢ao. Para o 0leo de E. uniflora
foram usadas as concentracdes de 50 e 5 ppm. Para os compostos isolados foi
utilizada apenas a concentracao de 5ppm. Nos experimentos de oviposi¢céo, 25 mL

das solugdes controle e teste foram postos em copos de vidro contendo papel de filtro
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em seu interior no tamanho (12x12)cm. Os copos foram distribuidos de forma
randémica em 8 gaiolas de metal e acrilico (33x21x30)cm, cobertas com tecido,
contendo 10 fémeas em seu interior que haviam sido alimentadas com sangue ha 3
dias. As fémeas foram deixadas no escuro por um periodo de 16h, para posterior
contagem do numero de ovos em cada gaiola.

Analise de dados. O percentual de deterréncia de oviposicdo em cada gaiola foi
calculado a partir da contagem do numero de ovos no papel de filtro de cada amostra,
divido pelo nimero de ovos totais. De posse de todos os percentuais, foi calculada a
meédia geral em cada amostra e aplicado o teste t de student, ndo pareado, no
programa MINITAB® 19, para avaliar se havia diferenca significativa entre as médias
a 95% de confiabilidade.
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3.0 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os componentes volateis do 6leo essencial de E. uniflora foram analisados a
partir da técnica de cromatografia gasosa (CG) e cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (CG-EM) (Tabela 1). Foi possivel identificar 83,97% desses
volateis, sendo a maior parte deles pertencentes a classe dos sesquiterpenos

oxigenados, representando 65,07% do total.

Tabela 1- Composi¢céo quimica do éleo essencial de Eugenia uniflora.

Area (%)
Componente IR cal IR lit Eugenia
uniflora
o - Elemeno 1338 1335 0,52
B — Elemeno 1393 1389 4,83
-Cariofileno 1421 1417 2,23
Y - Elemeno 1435 1434 0,82
B - Chamigrene 1477 1476 0,83
B - Selineno 1487 1489 1,04
Curzereno 1498 1499 31,30
a - Bulneseno 1506 1509 0,43
trans - Calameneno 1525 1521 0,29
0 - Cadineno 1525 1522 0,29
Selina-3,7(11)-dieno 1544 1545 0,40
Germacreno B 1559 1559 7,22
Espatulenol 1580 1577 2,09
Oxido de cariofileno 1583 1582 1,78
Viridiflorol 1594 1592 0,20
trans-3- Elemenone 1606 1602 0,84
Eremoligenol 1628 1629 0,20
Selin-11-en-4-a-ol 1657 1658 1,62
Atractilona 1664 1657 10,24
Germacrona 1698 1693 16,80
Grupos
Monoterpenos 0,00
Sesquiterpenos 18,90
Sesquiterpenos oxigenados 65,07
Total 83,97

No Oleo essencial de E. uniflora foram detectados como majoritarios os

sesquiterpenos oxigenados curzereno (31,3%) e germacrona (16,3%). Outros
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compostos identificados nesta espécie incluem - elemeno (4,83%), germacreno B
(7,22%), B -cariofileno (2,23%), B - selineno (1,04%), atractilona (4,46%), espatulenol
(2,09%), 6xido de cariofileno (1,78%) e selinll-en-4-a-ol (1,62%). Segundo Cunha et
al (2015) e Rodrigues et al (2013), o 6leo de E. uniflora apresentou como majoritarios
0s compostos curzereno, y-elemeno e trans-B-elemenone. Enquanto que os dados
apresentados por Victoria et al (2012) mostraram que os volateis majoritarios nesse
O0leo sdo o0s compostos germacreno B, selina-1,3,7-trien-8-ona, [-cariofileno,
germacreno A, germacreno D, selina-1,3,7-trien-8-ona e curzereno. Ambos autores
realizaram as extracdes do Oleo essencial a partir das folhas de E. uniflora usando a
técnica de hidrodestilacdo e relataram que a maior parte dos compostos encontrados
pertenciam a classe dos sesquiterpenos oxigenados, concordando com os achados
nessa pesquisa. Costa et al (2009) usaram analise multivariada para mostrar que os
Oleos extraidos a partir de biotipos distintos de folhas de E. uniflora apresentaram
composi¢cdes quimicas variadas. Os autores descreveram essas variacfes em trés
grupos principais, sendo o grupo | composto por germacreno B, germacrona e
atractilona, grupo Il com presenca de curzereno, germacreno D, germacreno A e
grupo Il com predominancia de selina-1,3,7(11)-trien-8-ona e epoOxido de
selinal,3,7(11)-trien-8-ona.

Os testes de eletroantenografia no 6leo essencial de E. uniflora demonstraram
que 0s componentes majoritarios curzereno e germacrona causaram despolarizacao
na antena das fémeas de Ae. aegypti, indicando que tais substancias puras poderiam

exercer atividade biolégica contra mosquitos (Figura 3).
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Figura 3- Resposta eletrofisiologica de fémea de mosquito Aedes aegypti aos compostos curzereno
[1] e germacrona [2] presentes no 6leo essencial de Eugenia uniflora. Os tragos em azul mostram os
picos cromatrograficos registrados pelo detector DIC, enquanto que o0s tragos em preto mostram o
sinal eletroantenografico DEA (escala 10uV).

Como dito anteriormente, as respostas eletrofisioldgicas podem indicar uma
possivel atividade do composto, porém apenas o0s bioensaios serdo capazes de
indicar a eficacia do componente analisado frente a oviposicao.

Apesar de se mostrarem ativos em testes eletroantenogréaficos, tanto o
curzereno quanto o germacrona nao possuem estudos com atividades deterrentes de
oviposicdo frente a mosquitos Ae. aegypti descritos na literatura. No entanto,
Govindarajan et al (2018) demonstraram que o curzereno foi ativo no combate a larvas
de Anopheles subpictus, Aedes albopictus e Culex tritaeniorhynchus com valores de
LC 50 entre 4,14 e 5,01ug/ml, sendo considerado muito baixo quando comparados
com demais compostos botanicos. Os autores também realizaram testes de toxicidade
para duas espécies de peixes (Gambusia affinis e Poecilia reticulata, Poeciliidae) e
duas espécies de insetos aquaticos (Anisops bouvieri, Notonectidae; e Diplonychus
indicus, Belostomatidaela), verificando que estas espécies nao sofreram danos ao
serem expostas ao curzereno, assim 0s autores descreveram que tal composto pode

ser considerado como um promissor larvicida ecologico com baixa ecotoxicidade.
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Para o germacrona, no entanto, ndo ha trabalhos na literatura que relatem sua
atividade, como composto puro, contra artropodes hematofagos. Liu et al (2012)
relataram que no 6leo essencial extraido dos rizomas de Curcuma wenyujin, tal
composto foi encontrado como um dos volateis mais abundantes, apresentando
atividade inseticida contra a praga de cereais Liposcelis bostrychophila. Enquanto
Hung et al (2020) descreveram que o germacrona foi o principal componente
encontrado no Oleo essencial da casca de Callicarpa rubella e que tal planta
apresentou atividade larvicida contra mosquitos Ae. aegypti.

Nos bioensaios, vimos que o0 0Oleo essencial de E. uniflora se mostrou um
potencial deterrente de oviposicdo para fémeas de Ae. aegypti, assim como 0 seu
componente majoritario curzereno, em todas as concentragbes testadas. J& o

germacrona nao apresentou eficacia na inibicdo da oviposigéo (Figura 4).

|
Germacrona 5 PP
Curzereno 5 P

Eugenia uniflora 5 ppm

Eugenia unifiora 50 ppm a *

25 50 75 100

o

% Média de ovos £ E.P

OTeste mControle

Figura 4- Respostas dos bioensaios de oviposicao as fémeas de Aedes aegypti. Barras pretas
indicam a percentagem de ovos no controle e as barras brancas a percentagem de ovos no teste. O
teste consistia numa microemulsédo formada pelo composto ou 6leo essencial com hexano e
emulsificante Tween® 80, enquanto o controle era apenas a microemulsdo sem amostra. O gréfico
mostra a média do nimero de ovos e seus respectivos erro padrao. Os asteriscos indicam quais

tratamentos apresentaram diferencas significativas entre controle e teste (teste t, p<0,05).

O oleo essencial a 50ppm apresentou deterréncia de oviposi¢cao de 73,66%

(p=0,00), quando diluido a 5ppm o percentual de deterréncia foi de 65,50% (p=0,00).
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Enquanto o curzereno a 5ppm obteve uma deterréncia de 66,60% (p=0,02). O
germacrona ao contrario das demais amostras néo foi eficaz na inibicdo da postura
de ovos e obteve um percentual de deterréncia de apenas 47,92% (p=0,786). Com
isso, podemos dizer que possivelmente o curzereno é o responsavel pelas variaces
sensoriais causadas no Ae. aegypti, pelo 6leo essencial de E. uniflora, que os impede
de ovipor nos locais contendo esse 06leo. Vimos também que na concentracao de 5
ppm o Oleo essencial e o curzereno apresentam valores muito proximos, indicando
que quando em contato com os demais componentes do 6leo, tal composto ndo atua
de forma sinérgica nem antagodnica e age como se estivesse isolado.

Podemos concluir que o 6leo essencial de E. uniflora € alternativa no combate
ao Ae. aegypti, visto que é capaz de impedir o seu desenvolvimento desde o inicio do
ciclo de vida, evitando a oviposicdo. Além de ser facilmente encontrado o Oleo de E.
uniflora apresenta baixa toxicidade, bons rendimentos no processo de extracao e boa

biodegradabilidade no meio ambiente.
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6 CONCLUSOES

- Através da técnica de hidrodestilacdo foi possivel extrair, com bons rendimentos de
extracdo, os Oleos essenciais de E. uniflora, E. uvalha, X. sericea, A. minor e M.
peruiferum, bem como, obter suas analises quimicas pelas técnicas analiticas de
Cromatografia Gasosa (CG) e Cromatografia Gasosa Acoplada a Espectrometria de
Massas (CG-EM)

- Os bioensaios de repeléncia em olfatbmetro de dupla escolha com os 06leos
essenciais revelou variacdo no comportamentais do Ae. aegypti em diversas

intensidades de acordo com a concentragao utilizada.

- O Oleo essencial de E. uniflora apresentou o maior percentual de repeléncia e, em
concentracfes mais baixas houve uma maior diferenca honestamente significativa
(DHS) em teste de Turkey, indicando um maior destaque em sua eficicia, seguido do
Oleo de E. uvalha com percentuais proximos aos do 6leo E. uniflora nas amostras mais
concentradas. Os Oleos de X. sericea e M. peruiferum foram similares em todas as
concentracfes, ndo havendo diferenca estatistica entre ambos; o 6leo de A. minor
apresentou a menor eficicia, estatisticamente diferente das demais amostras

testadas.

- Através da técnica de cromatografia em camada delgada foi possivel separar os
majoritarios curzereno e germacrona do 6leo de E. uniflora, os quais juntamente com

0 6leo apresentaram despolarizagéo na antena do Ae. aegypti.

- Microemulsdes formadas pelo éleo de E. uniflora (em diferentes concentracdes) e
curzereno apresentaram percentuais de deterréncia de oviposicdo muito proximos
entre si e superiores a 65%, enquanto a microemulsdo do germacrona néo foi eficaz
em apresentar deterréncia de oviposicdo, indicando o curzereno como componente

ativo do 6leo de E. uniflora, responsavel pelas variagdes sensoriais causadas no Ae.

aegypti.
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APENDICE A — PATENTE

DETERRENTE DE OVIPOSICAO PARA O Ae. aegypti DA MICROEMULSAO DO
OLEO DE Eugenia uniflora

[01] A presente invencéo refere-se a uma microemulsdo constituida por um
sistema isotropico termodinamicamente estavel na qual o 6leo da Eugenia uniflora
encontra-se disperso entre meio aquoso, solvente e surfactante, essa microemulséo
formada é capaz de inibir a postura de ovos do mosquito fémea Ae. aegypti em
ambientes contendo agua parada.

[02] A microemulsdo formada impede que fémeas gravidas de Ae. aegypti
depositem seus ovos no ambiente, reduzindo assim o numero de criadouros e
conseguentemente o niumero de larvas e mosquitos no meio ambiente.

[03] O produto desenvolvido atinge a fase inicial de propagacao do vetor Ae.
aegypti com isso tal microemulsdo ajudara a reduzir o numero de insetos vetores no
ambiente e com isso reduzird o nimero de casos futuros de enfermidades causadas
por tais insetos, assim podera ser um grande aliado das vigilancias epidemiolégica,
entomoldgica e ambiental e um nicho de mercado para as industrias de inseticidas e
repelentes.

[04] Atualmente o0 que temos no mercado sao produtos larvicidas, inseticidas e
repelentes topicos para 0 mosquito Ae. aegypti, porém nao foi encontrado nenhum
produto feito a partir de microemulséo de 6leo de Eugenia uniflora como deterrente de
oviposicao para Ae. aegypti.

[05] Apés copularem, as fémeas do mosquito Ae. aegypti depositam seus ovos
em ambientes aquaticos e d&o inicio a um novo ciclo biologico.

[06] Cada fémea de Ae. aegypti é capaz de por até 200 ovos por postura e 0s
mesmos podem permanecer no ambiente por até 1 ano sem eclodirem, isso se da
devido fendbmeno de diapausa na qual mesmo em ambientes secos, 0vOs
permanecem ativos até que surja um ambiente favoravel para seu desenvolvimento.

[07] Com o intuito de inibir a postura de ovos de fémeas gravidas de Ae. aegypti
desenvolveu-se uma microemulsdo formada a partir do 6leo de Eugenia uniflora,

através do qual o processo de oviposicdo € reduzido em niveis significativos,
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proporcionando assim uma diminuicdo do numero de mosquitos Ae. aegypti
acarretando futuramente na diminuicdo do niumero de enfermidades como: dengue,
chikungunya, zika, microcefalia e febre amarela.

[08] A microemulsdo do Oleo de Eugenia uniflora age no sistema nervoso
periférico da fémea do mosquito Ae. aegypti ha qual estdo inseridos os 6rgaos de
sentido, assim ao captar o odor dos compostos presentes na microemulsdo os
transformam em impulsos nervosos que conduzirdo a mudangas comportamentais
frente a oviposicao.

[09] O processo de obtencdo da microemulsao inicia-se com a coleta de folhas
frescas de Eugenia uniflora; posteriormente tais folhas sdo trituradas e postas em
aparelho de Clevenger para realizacao da hidrodestilagdo a temperatura de 100°C;
apos extracdo do 6leo o mesmo é disperso num sistema isotropico formado por
hexano, dgua destilada e Tween® 80 (tensoativo).

[10] A identificacdo e caracterizacdo do 6leo foi realizada através das técnicas
de Cromatografia Gasosa (GC) e Cromatografia Gasosa acoplada com espectrometro
de massa (GC-MS).

[11] Foram realizados testes de eletroantenografia (EAD) com o 6leo de
Eugenia uniflora em antenas de mosquitos fémeas de Ae. aegypti e o0s resultados
obtidos mostraram que alguns compostos presentes no 6leo foram
eletrofisiologicamente ativos, ou seja, a fémea do Ae. aegypti através das sensilas
reconhece 0s receptores quimicos a que estdo sendo submetidas, com isso
transformam esses estimulos em impulsos nervosos na qual irdo mudar o seu
comportamento frente a oviposicao.

[12] No teste de deterréncia de oviposicéo, foi preparada uma solucao estoque
de concentracdo 100ppm, usando 10mg do éleo de Eugenia uniflora, solubilizado em
1 mL de hexano e 0,59 de Tween® 80; posteriormente foi acrescida agua destilada
até volume final de 100mL em baldo volumétrico.

[13] A solugdo utilizada como controle também foi preparada em baldo
volumétrico de 100mL adicionando-se 1mL de hexano, 0,5g de Tween® 80 e agua
destilada até marca do menisco.

[14] Foram testadas concentracdes da microemulsdo do 6leo de Eugenia

uniflora que variam de 5 a 50 ppm.
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[15] Os bioensaios de deterréncia de oviposicdo foram realizados com 80
fémeas gravidas de Ae. aegypti acondicionadas em gaiolas de metal e acrilico no
tamanho (33x21x30 cm), cobertas com tecido, conforme mostrado na Figura 1.

[16] Foram utilizadas 8 gaiolas nos bioensaios de deterréncia de oviposi¢ao,
cada gaiola continha 10 fémeas gravidas de Ae. aegypti e 2 copos de vidro com papel
filtro em seu interior contendo 25mL de solucédo dispostos lateralmente no interior de
cada gaiola (cada papel de filtro possuia 12cm de comprimento e largura).

[17] Os copos contidos no interior das gaiolas foram distribuidos de forma
randémica, sendo sempre um copo contendo uma solucdo controle e um copo
contendo uma solucéao teste (microemulséo).

[18] Durante os bioensaios as fémeas de Ae. aegypti ficaram no escuro por
16h, sendo aclimatizadas a temperatura de 27+£1°C e umidade relativa de 70+5%.

[19] ApGs término das 16h, no escuro, 0s copos contendo as solucdes controle
e teste, foram retirados do interior das gaiolas e o nimero de ovos, contidos em cada
papel filtro foram contabilizados, conforme mostrado na Figura 2.

[20] Todos os dados foram estatisticamente analisados utilizando o teste t de
Student, onde valores com p<0,05 dao evidéncia a hipbtese alternativa, ou seja, 0
conjunto de dados analisados possuem diferencas significativas entre os valores
médios.

[21] Os bioensaios foram realizados com intuito de analisar o comportamento
das fémeas gravidas de Ae. aegypti frente a oviposicdo quando 0s mosquitos séao
submetidos ao odor gerado pelos compostos volateis presentes na microemulsao do
6leo de Eugenia uniflora.

[22] Os resultados encontrados mostraram que houve uma diferenga
significativa entre o nimero de ovos presentes no controle e o nimero de ovos
presentes no teste (microemulsao).

[23] Tanto a concentracdo de 5 ppm quanto a concentracdo de 50ppm
apresentaram reducdo do numero de ovos postos pela fémea no copo com a
microemulséo frente 0 copo com a amostra controle.

[24] Na concentracédo de 5ppm a microemulsdo apresentou um percentual de
deterréncia na oviposicdo de 65,5%, enquanto que na concentracdo de 50ppm a

mesma apresentou uma deterréncia na oviposicao de 73,66%.
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[25] A Figura 3 mostra o gréafico do resultado obtido para a microemulséo na
concentracdo de 5ppm e a Figura 4 mostra o grafico do resultado obtido para a
microemulsédo na concentracéo de 50ppm.

[26] Ambas amostras testadas mostraram um percentual de deterréncia de
mais de 65% para oviposicdo e a microemulsdo na concentracdo de 50ppm
apresentou uma deteréncia de mais de 70% para oviposicdo, isso indica que a
microemuls&o do 6leo de Eugenia uniflora € capaz de inibir em mais de 65% a postura
de ovos para fémeas gravidas de Ae. aegypti.

[27] A microemulsdo do 6leo de Eugenia uniflora além de ser capaz de inibir a
postura de ovos de mosquitos fémeas de Ae. aegypti possui um baixo custo de
producdo, facil manuseio, toxicidade baixa e elevada possibilidade na aplicabilidade

comercial.
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REIVINDICACOES

[01] DETERRENTE DE OVIPOSICAO PARA O Ae. aegypti DA
MICROEMULSAO DO OLEO DE Eugenia uniflora, caracterizado por ser uma solucéo
obtida a partir do 6leo de Eugenia uniflora e extraida pelo processo de hidrodestilacao.

[02] DETERRENTE DE OVIPOSICAO PARA O Ae. aegypti DA
MICROEMULSAO DO OLEO DE Eugenia uniflora de acordo com a reivindicacéo 1,
caracterizado pela disperséo entre meio aquoso, solvente e surfactante.

[03] DETERRENTE DE OVIPOSICAO PARA O Ae. aegypti DA
MICROEMULSAO DO OLEO DE Eugenia uniflora de acordo com as reivindicacées 1
e 2, caracterizado por ser um sistema isotropico, termodinamicamente estavel.

[04] DETERRENTE DE OVIPOSICAO PARA O Ae. aegypti DA
MICROEMULSAO DO OLEO DE Eugenia uniflora de acordo com as reivindicacdes 1,
2 e 3, caracterizado pela solucdo ser adicionada ou incorporada a materiais nano-
estruturados, poliméricos e ou ceramicos.

[05] DETERRENTE DE OVIPOSICAO PARA O Ae. aegypti DA
MICROEMULSAO DO OLEO DE Eugenia uniflora de acordo com as reivindicacdes 1,
2 e 3, caracterizado pela producdo de um sistema opticamente transparente,

isotrépico e de baixa viscosidade.
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FIGURAS

Figura 1:

Figura 2:
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Figura 3:
Percentagem do namero de ovos (50 ppm)
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Figura 4:
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RESUMO

DETERRENTE DE OVIPOSIQAO PARA O Ae. aegypti DA MICROEMULSAO DO
OLEO DE Eugenia uniflora

Uma microemulséo capaz de inibir a postura de ovos de mosquitos fémeas de
Ae. aegypti. A extracdo do 0leo essencial foi realizada pela técnica de hidrodestilacéo.
A identificacdo e caracterizacdo do 6leo essencial de Eugenia uniflora foi realizada
através das técnicas de Cromatografia Gasosa (GC) e Cromatografia Gasosa
acoplada com espectrometro de massa (GC-MS). No bioensaio de oviposicéo foi
utilizada uma solucdo estoque de 100ppm que posteriormente foi diluida até a
concentracdo desejada. Na oviposicédo foram utilizadas 8 gaiolas nos experimentos
sendo que cada gaiola continha uma quantidade de 10 fémeas gravidas de Ae.
aegypti. Dentro de cada gaiola havia dois copos contendo papel de filtro em seu
interior juntamente com as solucdes controle e teste (microemulsdo). Os resultados
obtidos mostraram que na concentracdo de 5 ppm a microemulsao foi capaz de inibir
a postura de ovos de mosquitos fémeas de Ae. aegypti em 65,5% e na concentracéo
de 50ppm essa deterréncia na oviposicdo foi de 73,66%, 0 que mostra que a
micromulséo testada foi capaz de inibir a postura de ovos de fémeas de Ae. aegypti

em mais de 65%.
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APENDICE B — COMPOSICAO QUIMICA DOS OLEOS ESSENCIAIS

Tabela 1- Composi¢do quimica dos 6leos essenciais de Eugenia uniflora, Eugenia uvalha, Xylopia

sericea, Algrizea minor e Myroxylon peruiferum

Area (%)
Componente o . Ru _E B xsericea 2 M.

uniflora  uvalha minor  peruiferum
o - pineno 932 932 0,00 0,00 0,20 0,00 18,03
o - Elemeno 1338 1335 0,52 0,00 0,29 0,00 0,00
o - Cubebeno 1351 1348 0,00 0,75 0,52 0,16 7,81
a -Ylangeno 1372 1373 0,00 0,07 0,26 1,19 0,00
a -Copaeno 1377 1374 0,00 6,23 3,37 4,92 2,07
B - Bourboneno 1386 1387 0,00 4,79 0,00 4,86 4,94
B - Cubebeno 1391 1387 0,00 0,00 1,21 0,00 1,90
B — Elemeno 1393 1389 4,83 1,31 1,68 4,33 0,23
a - Gurjuneno 1411 1409 0,00 0,00 0,45 0,01 0,00
B-Cariofileno 1421 1417 2,23 3,79 19,23 3,61 0,38
B — Copaeno 1430 1430 0,00 0,63 0,23 0,39 0,31
Y - Elemeno 1435 1434 0,82 0,00 0,00 0,96 0,00
Aromadendreno 1440 1439 0,00 1,07 0,65 0,38 0,00
6,9 - guaiadieno 1445 1442 0,00 0,49 0,00 1,59 0,50
o - Humuleno 1455 1452 0,00 1,64 1,76 0,00 0,00
allo-Aromadendreno 1462 1458 0,00 0,51 0,91 0,53 0,20
Z(alnzls)’;mé?erﬁ? 1468 1465 0,00 0,24 0,00 0,00 0,00
B - Chamigrene 1477 1476 0,83 0,00 0,00 0,00 0,00
Y - Muuroleno 1478 1478 0,00 1,69 0,84 1,04 0,24
Germacreno D 1482 1484 0,00 0,00 249 2517 0,00
B - Selineno 1487 1489 1,04 0,35 0,00 0,01 0,96
Valenceno 1496 1496 0,00 0,29 0,00 0,00 0,00
Curzereno 1498 1499 31,30 0,00 0,00 0,00 0,00
Biciclogermacreno 1497 1500 0,00 0,00 3,41 3,95 0,00
o - Muuroleno 1501 1500 0,00 0,83 0,65 0,01 2,43
o - Bulneseno 1506 1509 0,43 0,00 0,00 0,00 0,00
Y - Cadineno 1515 1513 0,00 0,96 0,53 0,29 2,69
trans - Calameneno 1925 1521 0,29 1,01 1,67 0,00 0,00
o - Cadineno 1525 1522 0,29 0,00 0,00 0,00 0,00

Selina-3,7(11)-dieno 1944 1545 0,40 0,00 0,00 0,00 0,00
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Germacreno B 7,22 0,00 0,16 0,01 0,00
B - Calacoreno 1565 1564 0,00 0,00 0,26 0,00 0,00
Maaliol 1569 1566 0,00 0,50 0,61 0,00 0,00
Caryolan-8-ol 1572 1571 0,00 0,43 0,00 0,00 0,00
Espatulenol 1580 1577 2,09 4,43 27,33 0,01 8,84
Oxido de cariofileno 1983 1582 1,78 38,76 16,20 0,00 1,30
Globulol 1594 1590 0,00 1,12 0,00 0,01 0,00
Viridiflorol 1594 1592 0,20 0,00 1,38 0,00 0,00
oo AGA-eM 1506 1504 0,00 0,00 074 0,00 0,74
Ledol 1605 1602 0,00 0,00 0,89 0,00 0,00
trans-B- Elemenone 1606 1602 0,84 0,00 0,00 0,00 0,00
55%&?&0” % 1612 1608 0,00 5,77 0,76 0,00 0,00
4214(37|Z) pioaboladen 1621 1618 0,00 0,00 0,34 0,00 0,00
Junenol 1621 1618 0,00 0,32 0,00 0,00 0,00
1-epi - Cubenol 1630 1627 0,00 1,60 0,39 0,00 0,00
Eremoligenol 1628 1629 0,20 0,00 0,00 0,00 0,00
dGigﬁlcf-ffﬁl%(llél) 1641 1631 0,00 0,00 1,59 0,00 0,00
epi-a - Muurulol 1644 1640 0,00 1,73 2,27 0,00 0,00
o - Muurulol 1648 1644 0,00 0,73 0,45 0,00 0,96
o - Cadinol 1657 1652 0,00 1,65 1,59 0,00 1,38
Selin-11-en-4-a-ol 1657 1658 1,62 0,00 0,00 0,00 0,00
Atractilona 1664 1657 10,24 0,00 0,00 0,00 0,00
cresemenenio 1661 1660 0,00 119 0,00 0,00 0,00
Too Calamenen 1670 1668 0,00 077 0,00 0,00 0,00
Cadaleno 1677 1675 0,00 0,48 0,00 0,00 0,00
Mustakone 1681 1676 0,00 0,59 0,00 0,00 0,00
Germacra-

4(15),5,10(14)trien- 1688 1685

1-a-ol 0,00 0,51 0,00 0,00 0,00
ggrg;r?:tzl 1688 1690 0,00 0,00 1,08 0,00 0,00
5-neo - Cedranol 1693 1684 0,00 0,00 0,26 0,00 0,00
Germacrona 1698 1693 16,80 0,00 0,00 0,00 0,00
5- Elemeno 1335 1339 0,00 0,00 0,00 40,36 0,00
I(rg;j-diene codne 1475 1475 0,00 0,00 0,00 1,46 0,26
5- Selineno 1492 1493 0,00 0,00 0,00 1,23 0,00
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Germacreno A 1508 0,00 0,00 0,00 0,86 0,00
8- Cadineno 1522 1525 0,00 0,00 0,00 2,55 14,18
o &4 1533 1534 0,00 0,00 0,00 0,01 2,26
a- Cadineno 1537 1539 0,00 0,00 0,00 0,01 0,00
Elemol 1548 1551 0,00 0,00 0,00 0,01 0,00
B - Pineno 974 974 0,00 0,00 0,00 0,00 3,50
p- Cimeno 1020 1023 0,00 0,00 0,00 0,00 2,60
Limoneno 1024 1027 0,00 0,00 0,00 0,00 0,94
p- Cimeneno 1089 1089 0,00 0,00 0,00 0,00 1,43
Furopelargono A 1538 1542 0,00 0,00 0,00 0,00 1,89
a- Calacoreno 1544 1545 0,00 0,00 0,00 0,00 1,37
1- Epi-Cubenol 1627 1630 0,00 0,00 0,00 0,00 0,96
Grupos

Monoterpenos 0,00 0,00 0,20 0,00 26,49
Sesquiterpenos 18,90 27,13 40,57 99,86 42,72
Sesquiterpenos oxigenados 65,07 60,10 55,88 0,03 16,07
Total 83,97 87,23 96,65 99,89 85,28

IR calc: indice de retencéo calculado
IR lit: indice de retencéo da literatura (Adams, 2007)
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