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RESUMO

Aedes aegypti € o vetor responsavel pela transmissao de diversas arboviroses como
Chikungunhya, Dengue, Zika virus e Febre Amarela, as quais atingem milhdes de pessoas ao
redor do mundo. Esse mosquito adaptou-se muito bem as grandes cidades, sendo considerado
pela Organizagdo Mundial de Saide como um dos principais problemas de saude publica no
mundo. Assim, a busca por novas substancias se torna fundamental para reduzir os crescentes
numeros de contaminacdes e danos ocasionados por esse vetor, sendo o uso de odleos
essenciais extraidos de materiais vegetais, uma otima alternativa por possuirem uma menor
toxicidade e apresentarem uma gama de atividades bioldgicas. O objetivo desse trabalho,
portanto, foi avaliar a atividade larvicida e deterrente de oviposi¢ao de 6leos essenciais de
Abies sibirica, Juniperus communis € Pogostemon cablin e de suas microformulagdes a base
desses Oleos frente as larvas e aos mosquitos Ae. aegypti. Com as analises cromatograficas foi
possivel observar um total de 28, 18 e 52 compostos identificados das espécies A. sibirica, P.
cablin e J. communis, totalizando respectivamente 98,70; 93,11 e 97,33% dos oleos. Os
componentes majoritarios para A. sibirica sdo: 98-3-careno (12,65%), canfeno (20,83%) e
acetato de bornila (25,89%). Ja para P. cablin tem-se: a-guaieno (17,22%), a-bulnesene
(20,40%) e alcool patchouli (27,62%). Enquanto para J. communis sdo sabineno (18,42%),
mirceno (14,64%) e a-pineno (24,73%), Os testes larvicidas apresentam respectivamente uma
CLso de 67,53 ppm, 92,45 ppm e 35,95 ppm para o A. sibirica, J. communis e P. cablin bem
como as suas microformulacdes bindrias (JP,39,50 ppm; AP,51,64 ppm) e ternarias (AJP,
66,99 ppm). Estes oleos e microformulagdes também demostraram atividade deterrente nas
concentragOes larvicidas testadas (4. sibirica: 1AO:- 0,41; J. communis: T1AO:- 0,31; P.
cablini: IAO: -0,62; AJP: -0,30; AP:- 0,68; AJ:- 0,29 e JP:- 0,30). De modo que estes 6leos e
suas microformulagdes sao uma promissora fonte para desenvolvimento de materiais larvicida

e deterrentes mitimigando a proliferacao de doencas desse vetor.

Palavras-chave: larvicida; oviposi¢do; deterente; dengue; arboviroses; terpenos. produtos

naturais; bioensaios.



ABSTRACT

Aedes aegypti 1s the vector responsible for the transmission of several arboviruses such as
Chikungunhya, Dengue, Zika virus and Yellow Fever, which affect millions of people around
the world. This mosquito has adapted very well to large cities, being considered by the World
Health Organization as one of the main public health problems in the world. Thus, the search
for new substances becomes essential to reduce the growing numbers of contamination and
damage caused by this vector, with the use of essential oils extracted from plant materials
being a great alternative as they have lower toxicity and present a range of biological
activities. The objective of this work, therefore, was to evaluate the larvicidal and oviposition
deterrent activity of essential oils from Abies sibirica, Juniperus communis and Pogostemon
cablin and their microformulations based on these oils against larvae and mosquitoes Ae.
aegypti. With the chromatographic analyzes it was possible to observe a total of 28, 18 and 52
compounds identified from the species A. sibirica, P. cablin and J. communis, totaling 98.70
respectively; 93.11 and 97.33% of oils. The major components for A. sibirica are: d-3-carene
(12.65%), camphene (20.83%) and bornyl acetate (25.89%). For P. cablin we have: a-guaiene
(17.22%), a-bulnesene (20.40%) and patchouli alcohol (27.62%). While for J. communis they
are. sabinene (18.42%), mircene (14.64%) and a-pinene (24.73%), Larvicidal tests
respectively show an LC50 of 67.53 ppm, 92.45 ppm and 35.95 ppm for A4. sibirica , J.
communis and P. cablin as well as their binary (JP, 39.50 ppm; AP, 51.64 ppm) and ternary
(AJP, 66.99 ppm) microformulations. These oils and microformulations also demonstrated
deterrent activity at the larvicidal concentrations tested (4. sibirica: IAO:- 0.41; J. communis:
IAO:- 0.31; P. cablini: IAO: -0.62; AJP: -0.30; AP:- 0.68; AJ:- 0.29 and JP:- 0.30). Therefore,
these oils and their microformulations are a promising source for the development of

larvicidal and deterrent materials to mitigate the proliferation of diseases from this vector.

Keywords: larvicide; oviposition; detergent; dengue; arboviruses; terpenes. natural products;

bioassays.
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1 INTRODUCAO

Aedes aegypti (Linnaeus, 1762) ¢ o vetor responsavel pela transmissao de arboviroses
causadoras de varias doengas como Chikungunya, Dengue, Zica virus e Febre amarela as
quais atingem milhdes de pessoas ao redor do mundo. Essas doengas geram prejuizos
bilionarios & economia local, além de acarretarem graves consequéncias, como, por exemplo,
danos permanentes na formacao cerebral dos recém-nascidos e microcefalia causada pelo
Zika virus (Leta et al, 2018). Esse mosquito se adaptou bem aos centros urbanos
principalmente em paises de clima quente e imido onde as condic¢des sanitarias sdo precarias
e com grandes aglomerados populacionais, sendo considerada pela Organizacio Mundial de
Satde (OMS) como um dos principais problemas de satde publica no mundo (Messina et al,
2019). Estima-se, conforme a OMS que 100 a 400 milhdes de infecgdes por essas arboviroses
acontegam por ano e que uma morte ocorra a cada 12 minutos, ameacando 4,2 bilhdes de
pessoas em 128 paises sendo a dengue presente de forma endémica em mais de 100 paises
(WHO, 2023). S6 no Continente Americano, nos cinco primeiros meses do ano de 2020,
durante a pandemia do SARS-CoV-2, houve a notificagdo de mais de 1,6milhdo de casos
segundo a Organiza¢do Pan-americana de Satde (OPAS, 2020). Sendo o Brasil lider em
nimero de casos de dengue registrados no mundo, com 2,9 milhdes de ocorréncias em 2023,
segundo a OMS, o que equivale a mais da metade dos 5 milhdes registrados mundialmente
neste mesmo ano. Em relacdo a essa arbovirose, nas Américas, o Brasil concentra 83% dos
casos notificados de dengue (OMS, 2023).

Apesar de vultosos investimentos em programas de combate ao vetor, surtos epidémicos de
arboviroses sdo recorrentes. Uma vez que o numero de mosquitos imunes aos inseticidas
convencionais tende a aumentar devido aos mecanismos de resisténcia dos insetos entre os
quais podem ser o aumento do metabolismo, a reducdo na sensibilidade do sitio de ag¢do e o
decrescimento na penetragdo cuticular do produto quimico o que ocasionam ao longo de
geracdes de selecdes natural e artificial a mudanca na composi¢cdo genética da populagdo de
mosquitos (Guedes, et al, 2020; Kasai et al, 2022). Entretanto vacinas sdo a estratrégia mais
utilizada pela humanidade no combate aos virus, porém, mesmo com o uso de vacinas
disponiveis comercialmente para combater essas arboviroses e diminuir o numero de casos
graves da doenca, elas ainda estdo incipientemente sendo incorporadas aos programas
nacionais de imuniza¢do ¢ ndo devem ser as unicas opgoes de vigilancia epidemioldgica no
combate ao vetor dessas arboviroses. O emprego de diversas estratégias na vigilancia

epidemioldgica ao combate deste vetor, portanto, torna-se imprescindivel. Assim, ha um
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interesse do uso de compostos quimicos de origem natural os quais combatam qualquer fase
do ciclo de vida desse vetor a fim de reduzir os crescentes niimeros de infec¢des (Smith;
Kasai; Scott, 2016; Aljameeli, 2023).

Nesse aspecto a utilizacdo de Oleos essenciais extraidos de plantas tem conquistado
relevancia por possuirem diversas propriedades diante de insetos. Como, por exemplo,
aproximar, afastar, dificultar o desenvolvimento e até mesmo mata-los, sendo os terpenos os
principais constituintes quimicos responsaveis pela agdo inseticida (Silvério et al, 2020).
Esses oOleos tém diversas aplicacdes tais como em industrias alimenticias, farmacéuticas e
cosméticas. Por possuirem uma menor toxicidade perante os seres humanos e outros animais
ndo alvos, ndo serem bioacumulativos, de simples aquisi¢do, manipulacdo e apresentarem
uma gama de atividades bioldgicas economicamente viaveis (Noriega, 2021; Marques et al,
2021).

Dessa forma, os 6leos essenciais por serem renovaveis facilmente extraidos das plantas e
apresentarem diversas propriedades bioativas véem ganhando cada vez mais espago como
uma excelente opcdo, ao invés de compostos sintéticos, para o desenvolvimento de
formulagdes bioativas (Bolouri et al, 2022). Essas formulagdes constituidas pela mistura de
inimeras possiveis combinacdes de oOleos ou de seus principais compostos majoritarios
possibilitam uma atuagdo simultdnea de multiplipos mecanismos de a¢ao inseticida e por isso
oferecerem menos probabilidade de desenvolvimento de resisténcia cruzada no controle de
vetores € pragas além de apresentar menor toxicidade do que o uso de apenas um composto
principal isoladamente (Sarma et al, 2019; Luz et al, 2020; Alavez-rosas; Socorro-benitez;
Cruz-esteban, 2022).

Entre as diversas familias que possuem compostos quimicos com potencial inseticida
destacam-se as familias das Pinaceae, Cupressaceac e¢ Lamiaceae e seus respectivos
representantes como as espécies Abies sibirica (Pinheiro-Siberiano), Juniperus communis
(Zimbro) e Pogostemon cablin (Patchuli), que apesar de terem diversas aplicacdes tais como
atividade antifiingica (Noreikaité¢ er al, 2017), atividade cicatrizante (Nikolic et al, 2023);
atividades antioxidantes (Raina et a/, 2019), antivirais (Bajac et al, 2023), antibacterianas
(Dumitrescu et al, 2022) e até mesmo na conservagdo de géneros alimenticios (Galovicova; et
al,, 2022), foram pouco exploradas quanto a sua acdo diante de Ae. aegypti. Dessa forma,
tem-se o objetivo de elucidar a composi¢do quimica dos constituintes dos Oleos essenciais
dessas plantas, seus compostos isolados e formulacdes a fim de avaliar as atividades larvicida

e de oviposicao diante desse vetor.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar as microformulagdes de compostos terpénicos a base de oleos essenciais de Abies
sibirica, Juniperus communis e Pogostemon cablin como agente larvicida e de oviposi¢do

frente as larvas e aos mosquitos de Aedes aegypti

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

¢ Elucidar a composi¢ao quimica dos dleos essenciais das folhas de 4. sibirica, dos frutos
de J.communis e das raizes pela técnica de Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria
de massa (CG-EM);

¢ Quantificar a composi¢do quimica dos 6leos essenciais pela técnica de Cromatografia
Gasosa usando um detector tipo ionizagao em chama (DIC);

¢ Determinar a atividade larvicida dos 6leos essenciais obtidos frente as larvas em estagio
L4 do mosquito Ae. aegypti;

¢ Determinar a atividade de oviposi¢ao dos dleos essenciais diante das fémeas do mosquito
Ae. aegypti;

¢ Determinar a atividade deterrente de oviposi¢cdo dos componentes dos Oleos essenciais
que provocaram respostas frente as antenas das fémeas do mosquito Ae. aegypti;

% Elaborar microformulagdes eficazes a partir dos oOleos essenciais de plantas com

propriedades larvicidas e de deteréncia de oviposi¢do contra Ae. aegypti
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA
3.1 Aedes aegypti

Aedes aegypti (Linnaeus, 1762) ¢ um vetor urbano de diversas arboviroses, tais como 0s
virus da dengue, Zika, Chikungunhyae Febre Amarela as quais atingem aproximadamente
metade da populacdo mundial conforme a organizagdo mundial de sauade (OMS, 2022)
provocando milhdes de mortes e perdas econdmicas significativas (Lwande et al, 2019). Esse
mosquito, de habitos diurnos e domiciliares, originario do continente africano, habituou-se
bem a climas tropicais, subtropicais e aos grandes centros urbanos onde héd principalmente
precariedade de saneamento basico, de coleta de residuos sélidos e um grande fluxo de
pessoas convivendo em regides muito proximas ao vetor (figura 1) (Facchinelli et al, 2023).
Dessa forma, Ae. aegypti encontrou condi¢gdes propicias que justifiquem o fato deste vetor
esta entre as maiores preocupagdes de satde publica em varios paises (Wilke et al, 2019;
Zara et al, 2016). Mesmo com uma disponibilidade de vacinas para duas dessas arboviroses e
o desenvolvimento de novas tecnologias e pesquisas para a fabricagdo de vacinas contra as
outras, ainda sera necessario um longo tempo para o surgimento de vacinas eficazes e seguras
a ser empregada numa escala global e distribuida a toda polulagao (Principi & Esposito,

2024).

Figura 1- Distribui¢do geografica do mosquito Aedes aegypti e Aedes albopictus no mundo

Regides de habitats favoraveis apenas de Ae. Albopictus
Regides com habitats favoraveis de Ae. aegypti e ao Ae. Albopictus

Fonte: Leta et al, 2018
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Nas Américas, segundo a Organizacdo Pan-americana de Satde (OPAS, 2022), meio
milhdo de individuos estdo sujeitos a serem infectados pelo mosquito. Sendo registrado de
2010 a 2019, 16,2 milhdes de casos nesta década. Além disso, a dengue hemorragica, a forma
mais severa da doenca, atinge grande parte dos paises asidticos e latino-americanos
ocasionando o 6bito de muitas criangas nessas areas. Ainda segundo a OPAS, no tltimo més
do ano de 2022, houve a confirmacdo de 2.586.453 casos de dengue e 1.182 mortes
decorrentes desses casos sendo o Brasil (2.182.229), Nicaragua (91.305), Peru (70.296),
Colombia (62.987) e México (56.301) os cinco paises com 0s maiores registros. Isso equivale
a um avanco de 35.360 novos casos € 13 novas mortes (Bezerra-Silva et al, 2016; Kraemer et
al, 2015; Silvério; et al, 2020). S6 em 2023, mais de seis milhdes de casos de dengue e mais

de 6 mil mortes relacionados a dengue foram notificados em 92 paises (figura 2).

Figura 2 - Distribuigdo geografica dos casos de dengue notificados em todo o mundo entre os meses de janeiro a

dezembro de 2023
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Fonte: https://www.ecdc.curopa.eu/sites/default/files/images/dengue-january-december-2023.png

No Brasil, figura 3, os problemas de satde publica tém estado muito presentes nos ultimos
anos. A proliferagdo de varias doengas, como dengue, Zika virus ou mesmo Chikungunya,
estda tomando propor¢des consideravelmente alamantes. E alguns casos podem levar a
complicagdes graves, como: malformagdes congénitas (microcefalia) em recém-nascidos

cujas maes foram infectadas com zika durante a gravidez e danos neurolédgicos, incluindo a
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sindrome de Guillain-Barré. Essas doencas levam todos os anos a morte de milhares de
pessoas.

Segundo dados do boletim epidemiologico, referente ao periodo de 02/01/2022 a
26/11/2022, houve um aumento de 175,1% dos casos de dengue, 80,4% de Chikungunya e
47,1% Zica virus no pais quando comparados com o ano de 2021. (BRASIL, 2022). Dessa
forma, os recorrentes surtos dessas arboviroses exigem cada vez mais investimentos e
monitoramento frequente das areas mais afetadas pelo mosquito a fim de eliminar/reduzir os
prejuizos causados pelo vetor. S6 em 2016, por exemplo, o Brasil investiu cerca de 2% dos
recursos preditos para a saude no pais no combate ao mosquito. Isso equivale a 1,5 bilhao
sendo deste 78,6 milhdes destinados a compra de inseticidas e larvicidas. Os custos com
despesas médicas provocadas pelas arboviroses sdo cerca de 374 milhdes e uma redugdo da
laboriosidade dos trabalhadores ¢ estimada em magnitude de RS 2,3 bilhdes. (Teich; Arinelli;
Fahham, 2017) Estudos mais recentes da Federagao das Industrias do Estado de Minas Gerais
(Fiemg) divulgam que a dengue impacta a economia brasileira com perdas de até 20,3 bilhdes
o que equivale a 0,2% do Produto Interno Bruto (PIB). Essa arbovirose atinge cerca de 60%
da for¢a de trabalho economicamente ativa o que equivale a reducdo da produtividade laboral

em até 7 bilhdes no PIB brasileiro (Lucena, 2024).

Figura 3 - Mapa do Brasil mostrando os casos confirmados de dengue, Chikungunya e Zica virus no pais
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Das arboviroses presentes no pais a dengue ¢ a que registra um maior nimero de casos de
forma alarmante anualmente. Segundo o Boletim Epidemioldgico da Secretaria de Vigilancia
em Satde e Ambiente do Ministério da Satde, semanas epidemiologicas 1 a 35 de 2023,
figura 4, houve um aumento de 16,5% de casos confirmados de dengue em relagdo ao periodo
anterior em 2022. Dessa forma, diante desse quadro, o governo brasileiro incorporou, em
dezembro de 2023, ao Sistema unico de Saude (SUS) e ao plano nacional de imunuzagdo em
2024, a vacina contra a dengue vendida comercialmente pelo laboratério Qdenga e aprovada
pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) em marc¢o de 2023 e cuja eficécia ¢
de 80,2% em duas doses. O imunizante comecgou a ser aplicado em fevereiro desse ano,
porém mesmo ampliando as faixas etdrias para vacinagdo ainda ha limitacdo quanto a
distribuicao para atender toda a populacdo. Uma vez que o fabricante tem restricdes para
fornecer uma maior quantidade de vacinas e os efeitos praticos so serdo conhecidos ao longo
do tempo. O que refor¢a inda mais a necessidade dos cuidados para manter o vetor sob

controle (BRASIL, 2023).

Figura 4- Numero de casos de arboviroes registrados no Brasil no periodo de 2014 a 2023
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E mesmo adotando essas medidas, a escalada crescente da dengue no pais continua a
avangar conforme os registros mais recentes divulgados pelo ministério da satide em especial
para as semanas Epidemioldgicas de 08 a 12 de 2024. Onde quando comparado ao mesmo
periodo de 2023, (figura 5), nota-se para este ano ja se tem um numero muito maior de casos

provaveis do que no ano passado. Dessa forma o monitoramento de arboviroses do ministério
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da satde indica que o Brasil ja sofre a maior epidemia de dengue registrada no Pais com

quase 6 milhdes de casos provaveis e 4 mil mortes confirmadas. (BRASIL, 2024)

Figura 5 Numero de casos provaveis de dengue por semana epidemiologica, Brasil, 2023 e 2024
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https://www.gov.br/saude/pt-br/assuntos/saude-de-a-a-z/a/aedes-aegypti/monitoramento-das-arboviroses

Esses registos mais recentes demostram que a epidemia de dengue se agravou em todos os
Estados Brasileiros quando comparado ao registos no mesmo periodo do ano anterior, (figura
6) e principalmente nos estados da regido Sul, Sudeste e Centro Oeste (BRASIL, 2024).
Portanto, as mudangas climaticas como o aquecimento global, a urbanizacdo desenfreada e
ndo planejada e o acelerado crescimento populacional permitem a expansdo de Ae. aegypti
para novas regides as quais nem sempre estdo preparadas para conter os possiveis surtos de
algumas dessas arboviroses evidenciando, assim, a crescente necessidade de monitoramento e

atuacdo em varias frentes de combate ao vetor.

Figura 6 coeficiente de incidéncia de dengue das semanas epidemiologicas 01 a 20, por unidade federativa,
Brasil, 2023 e 2024.

Ano 2023 Ano 2024

Legenda: minmoO MAXIMO

MAXIMO Legenda: MiNIMO

Fonte: Informe Semanal n° 15 — Centro de Operagdes de Emergéncias — SE 01 a 20, atualizado 21 /05/ 2024
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3.2 ASPECTOS GERAIS SOBRE Aedes aegypti

Ae. aegypti pertence a classe Insecta a qual representa cerca de 40% das espécies animais
conhecidas. Esta classe ¢ caracterizada por apresentar o corpo dividido em cabeca, térax e
abdomen, possui trés pares de pernas, e dois pares de asas. A ordem Diptera, da qual faz parte
as moscas, mosquitos, pernilongos, murigocas entre outros possui uma particularidade, essas
espécies sdo constituidas por um par de asas do tipo membranosas e o segundo par de asas
modificadas em estruturas denominadas halteres. Ae. aegypti pertencente a familia Culicidae
apresenta o aparelho bucal do tipo picador-sugador, constituido por seis estiletes e esse
conjunto de pecas bucais ¢ denominado de probdscide (Delaunay; Fauran; Marty, 2001). O
ciclo de vida do Ae. aegypti ocorre em torno de 45 dias. Sdo insetos com desenvolvimento
holometébolo, ou seja, sofrem metamorfose completa com grandes modificagdes durante seu
tempo de vida. Essa transformagdo acontece em quatro fases sendo trés delas aquaticas (ovos,
larvas e pupas) e uma fase adulta, alada, os mosquitos. (figura 7) (Fundag¢do Nacional de

Saude, 2001).

Figura 7 - Ciclo de vida do mosquito Aedes aegypti
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Fonte: https://portal.fiocruz.br/sites/portal.fiocruz.br/files/imagensPortal/ciclo_de vida aedes aegypti.png

A primeira etapa do ciclo de vida da-se pela eclosdo dos ovos (figura 8) assentados em

criadouros por fémeas gravidas. Estes possuem morfologia alongada e fusiforme e dimensdes
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de cerca de Imm. Sao palidos no momento da oviposi¢do, tornando-se escuros apos alguns
minutos. Sua postura e seu tempo de eclosdo dependem das condi¢des favoraveis de
temperatura, entre 20°C e 30°C, e a oferta de nutrientes nos sitios de oviposi¢ao (Soares-
Pinheiro et al, 2016;Hinrichsen, 2021). Normalmente, sob condigdes propicias, podem eclodir
em até 48h. Entretanto a depender dos fatores abidticos essa eclosdo pode acontecer depois de
até 450 dias da oviposicdo. Isso ¢ um fator que dificulta a eliminag@o desse vetor nesta etapa

do ciclo (Mundim-Pombo et al, 2021)

Figura 8: Ovos de Aedes aegypti

Fonte: O autor (2023).

A escolha da area onde as fémeas vao depositar os ovos ¢ realizada nao so pela oferta de
fatores ambientais favoraveis, mas também da auséncia de ameacas ao desenvolvimento na
fase aquatica. Para tal finalidade, as fémeas utilizam estratégias para avaliar a seguranca da
postura dos ovos. Sendo o sistema de quimiorreceptores um recurso utilizado para o
reconhecimento de compostos quimicos volateis os quais podem atrair ou repelir as fémeas e
interferir no comportamento de oviposi¢ao dos mosquitos (Yang et al, 2019).

Os ovos que encontram as condi¢des apropriadas estdo prontos para eclodir apés um ou
dois dias, depois da eclosdo as larvas incipientes t€ém cerca de 1-2 mm de comprimento, com
o passar do tempo elas sofrem trés mudas para atingir o seu tamanho méaximo, ou seja, 8 a 12
mm. (Delaunay; Fauran; Marty, 2001). Logo esta fase de desenvolvimento consiste em quatro
instares distintos: L1, L2, L3 e L4 sendo completamente aquatica onde ocorre a nutrigdo e
desenvolvimento larval (figura 9). Quanto a sua morfologia distinguem-se trés partes: cabeca,
torax e abdomen (figura 9). A cabeca ¢ composta por um par de antenas e um par de

mandibulas que facilitam a ingestdo de alimentos o que possibilita, nessa fase do
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desenvolvimento, a avaliacdo de potenciais compostos quimicos com agdo larvicida. O térax ¢
mais largo que sua cabeca e sdo dotados de inumeras cerdas que sao encontradas ao longo do
corpo das larvas com fun¢ao sensorial e auxiliam na sua flutuacdo. As larvas respiram o ar
atmosférico na superficie para sobreviver gragas a presenca de um sifdo respiratdrio, tubo na
extremidade do qual se abrem os espiraculos, presente no final do abdomen. (Fundagao

Nacional de Satde, 2001).

Figura 9 - Intares larvais de Aedes aegypti e sua morfologia
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Fonte: Fundagdo Nacional da Satde, FUNASA (2001); Rao, (2020)

A fase seguinte da metamorfose ¢ a pupa (figura 10). Ela ocorre em aproximadamente de 6

a 10 dias, dependendo da temperatura e da disponibilidade de alimentos na fase larval. Nessa
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fase de laténcia, de preparacdo para a fase alada, mosquito, a pupa nao se alimenta mais
(Ratnayake et al, 2023). A pupa ¢ movel e permanece no ciclo de vida, em média, por dois a
trés dias. A pupa é formada por duas porcdes o cefalotorax (jungdo da cabega e do térax) e o
abdomen o qual ¢ composto por 8 segmentos, no cefalotéorax abrem-se pequenos apéndices
chamados trombetas respiratorias onde sao encontrados os unicos espiraculos da pupa e
permitindo a sua respiragdo na superficie da agua (figura 10) (Fundagao Nacional de Saude,

2001).

Figura 10 - Pupa do Aedes aegypti e sua morfologia

Fonte: O autor (2023).
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Fonte: Fundacdo Nacional da Satde, FUNASA (2001); Rao, (2020)

A fase alada de Ae. aegypti, sua fase adulta e reprodutiva, ¢ tipicamente verificada pelo
aspectro do mosquito o qual se apresenta preto com listras brancas no tronco, na cabega e nas
pernas (figura 11). Apesar de voar, a disseminagdo dessa espécie ocorre mais efetivamente

pelo transporte passivo de ovos e larvas (Fundagdo Nacional de Saude, 2001).
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Figura 11 — Aedes aegypti

Fonte: https://www.tuasaude.com/como-identificar-o-mosquito-da-dengue/

Sua morfologia ¢ composta por cabega, torax e abdomen (figura 12). Na cabega situa-se os
orgaos dos sentidos como olhos compostos, antenas e palpos. No térax, encontram-se as
pernas e asas usadas para a o deslocamento do mosquito. Enquanto no abdomen localizam-se
o aparelho reprodutor, digestivo e excretor (OCDE, 2018; Delaunay; Fauran; Marty, 2001).

As diferengas morfologicas das antenas (figura 13) e habitos comportamentais permitem a
diferenciagdo dos mosquitos machos e fémeas. Enquanto o mosquito macho ¢ reconhecido
por suas antenas plumosas, seu abdomen em forma de pinga que serve para abragar a fémea
durante a copula. A sua Unica funcdo ¢ assumir a fertilizagcdo das fémeas, para isso necessitara
de um aporte alimentar a base de néctar de flores e sumo de fruta. Os machos entdao “dangam”
acima de um ponto estratégico ao entardecer, permitindo o acasalamento quando a fémea
entra no enxame. Geralmente, o acasalamento ocorre apenas uma vez na vida de um
mosquito. O macho tem a func¢do apenas reprodutora e por isso busca copular com o maior
numero de fémeas possivel, enquanto a fémea retém o esperma permitindo-lhe fertilizar lotes

sucessivos de ovos, sem ter que acasalar novamente (Delaunay; Fauran; Marty, 2001).
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Figura 12 - Morfologia dos mosquitos de Aedes aegypti
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Figura 13 - Dimorfismo sexual de Aedes aegypti
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Quanto a fémea, reconhece-se pelo seu porte, ligeiramente maior que o do macho, mas
também pelas suas antenas filiformes. Elas também fazem uso do néctar das plantas sempre
que precisam de energia para garantir seu metabolismo. Mas elas rapidamente precisardo se
alimentar de sangue de um vertebrado que fornecerd todos os nutrientes necessarios para a
maturacdo dos ovos. Na verdade, isso lhes permite a contribui¢do de proteinas essenciais.
(Posidonio et al, 2021; Conway, Haslitt; Swarts 2023) Assim que chegarem perto o suficiente,
seu senso de forma, cor e calor serdo usados para pousar na pele e procurar por vasos
sanguineos nos quais possam picar € bombear sangue. Apos a alimenta¢do com sangue, a
fémea permanecera aproximadamente inativa por 2 ou 3 dias. Uma vez que os ovos tenham
amadurecido, eles comecam a procurar um local adequado para o bom desenvolvimento das

larvas (Fundagao Nacional de Saude, 2001).

3.3 CONTROLE DO VETOR

O controle de Ae. aegypti ¢ um amplo desafio principalmente para os grandes centros
urbanos. A relativa facilidade para se encontrar sitios de oviposicao naturais ou artificiais e a
disponibilidade e predile¢do pela alimentagdo de sangue humano (hematofagia) esta entre os
fatores que proporcionam a proliferagdo de inumeras doencas. Conjuntamente as mudangas
climaticas, o fluxo global de pessoas e o crescimento urbano desorganizado possibilitaram a
adaptagao desse vetor a areas tropicais, subtropicais e at¢ mesmo temperadas (OPAS; 2019;
Gomez et al, 2022).

O resultado disso ¢ um relevante problema de satide publica impulsionada pelos
recorrentes aumentos de casos registrados e a incessante busca de novas e variadas estratégias
de se eliminar o mosquito em uma das suas fases do ciclo de vida. Para tal finalidade, recorre-
se simultaneamente a métodos mecanicos, bioldgicos € quimicos de controle (Santana et al,
2015; Gomes et al, 2016). Os métodos mecanicos envolvem barreiras fisicas as quais visam a
destruicdo de possiveis recipientes que acumulem &agua e possam servir de potenciais
criadouros para a reproducao e desenvolvimento de Ae aegypti, além do uso de telas que
impecam o contato direto entre o vetor ¢ o homem. Outa estratégia de barreiras fisicas ¢ o
método de controle e monitoramento mecanico comportamental (uso de ovitrampas) Estas
consistem em armadilhas eficientes de facil remo¢do de mosquitos do meio ambiente que
permite a possibilidade da coleta de informagdes imediatas sobre as espécies presentes no
ambiente, e obtencdo de outras relacionadas a seu estado fisiologico, comportamento e

infec¢do vetorial (Zara et al, 2016; Govindarajan et al, 2018).
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J& o controle bioldgico consiste no uso de um predador, parasita ou patogeno para limitar o
crescimento populacional do vetor matando-o, deixando-o infértil, comprometendo-o
morfologicamente ou enfraquecendo-o. A capacidade de adaptagdo as condigdes climaticas, a
faixa estreita de hospedeiros, a sincronizagdo do ciclo bioldgico com o alvo, a capacidade
efetiva de encontrar o alvo, sdo caracteristicas de um bom agente de controle bioldgico, assim
como velocidade de reagdo e capacidade de sobreviver na presenca de uma baixa densidade
do alvo. Como exemplos de predador tém-se diferentes espécies de peixes carnivoros (figura
14) usado para eliminar as formas aquaticas, larvas e pupas, de Ae. aegypti. Entretanto a
introdu¢do de peixes predadores com essa finalidade tem que ser cuidadosamente avaliada
para ndo ocasionar um desequilibrio ecoldgico no ecossistema que serdo introduzidos (Rawal,

2019; Ranathunge; et al, 2021).

Figura 14- Uso de peixes predadores no controle da populagido de Aedes aegypti
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Fonte: https://soundingsmag.net/2021/06/2 1/national-mosquito-week-june-20-26/

Outros microrganismos empregados no controle biolégico sdo fungos, bactérias e virus,
que infectam o organismo alvo muitas vezes por ingestao. Entre a espécie bacteriana mais
utilizada neste contexto encontra-se o Bacillus thuringiensis subs israelensis (Bti), figura 15,
que sozinho possui pelo menos quatro subespécies possiveis para o controle de insetos.
Distingue-se dos demais bacilos pela capacidade de sintetizar cristais, possuindo um poder
fatalmente toxico para certos insetos, figura 16 (Regis et al, 2001; Abeer, 2022; Valtierra-de-
luis et al, 2020). Entretanto, mesmo essa técnica tendo uma mortalidade elevada, existem
estudos que apresentam uma resisténcia do género Aedes (Aedes rusticus, Aedes sticticus e
Aedes vexans) as toxinas isoladas (Cry4Aa, Cry4Ba, CryllAa e CytlAa) do Bti
(Tetreau et al, 2012; Wirth, 2013)
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Figura 15 - Bacillus thuringiensis subs israelensis (Bti)
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Figura 16: Modo de acdo das toxinas cristalinas de uma bactéria Bacillus thuringiensis serovar israelensis. As
toxinas ativas se ligam a receptores especificos nas membranas das células do intestino médio causando danos
significativos as células e matando as larvas
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Fonte: Regis et al, 2001.

Porém a forma mais comumente utilizada para eliminar o mosquito ¢ o controle quimico.
Entre os principais compostos quimicos utilizados destacam-se os grupos dos organoclorados,
organofosforados, carbamatos e piretroides. Seus modos de agdo estdo relacionados com a
inibicao da acdo de certas enzimas como, por exemplo, a acetilcolina esterase (AChE), o canal
de cloreto do GABA ou os canais de ions potassio/sdédio, bem como as células respiratorias
(Braga; Valle, 2007;. Aguiar et al, 2017)

O primeiro inseticida sintético utilizado, em 1939, no combate ao vetor foi o
Diclorodifeniltricloroetano (DDT), figura 17, por ter baixo custo de producao e acao larvicida
prolongada. Seu uso indiscriminado, porém, acarretou um desequilibrio aos ecossistemas

aquaticos e terrestres devido a sua toxicidade ser muito alta para organismos aquaticos e
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moderadamente para anfibios. Seus efeitos nocivos sdo tdo graves que este inseticida foi

banido em diversos paises (Azeem et al, 2019; Ramos, 2020)

Figura 17 - Estrutura quimica do Diclorodifeniltricloroetano (DDT)
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Fonte: https://empowerias.com/blog/daily-articles/ddt-and-its-impact-on-environment-gs-3-empower-ias

Semelhantemente outros larvicidas sintéticos foram surgindo e sendo incorporados aos
programas nacionais de combate ao vetor. Entretanto esses compostos quimicos, quando
usados de forma excessiva, perdem a sua efetividade com o passar do tempo devido a selegao
de individuos sobreviventes e ndo susceptiveis capazes de usarem mecanismos de alteragoes
fisicas e/ou quimicas no local alvo e metabdlicos que conferem resisténcias aos inseticidas
utilizados no combate aos mosquitos tais como mudanga da espessura da cuticula que impede
a penetragao do inseticida e do comportamento ou alteragdes enzimaticas devido as mutagdes
ou rapida producdo de enzimas especifica capazes de anular a a¢do toxica dos inseticidas
(Yang et al, 2020; Jacobs et al, 2023). Nesse sentido diversas pesquisas vém acendendo ainda
mais o sinal de alerta quanto as doengas infecciosas ligadas a esse mosquito uma vez que
linhagens resistentes de Ae. aegypti ja estdo dispersas em varios paises. (Araujo, et al,2019;
Fagbohun et al, 2020; Kasai et al, 2022).

Diante de tais impactos, varios estudos vém sendo desenvolvidos para buscar alternativas
para controlar as populacdes desse mosquito e reduzir os riscos ambientais que esses
compostos quimicos podem acarretar. Nesse sentido, produtos naturais como os Oleos
essenciais derivados dos metabolitos secundarios de plantas tém sido explorados como
alternativa inseticida por serem extraidos de fontes renovaveis, ndo possuirem alta toxicidade
a animais nao alvos, serem biodegradaveis e toxicos a Ae. aegypti (figura 18) (Santos et al,

2017; Fierascu et al, 2019).
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Figura 18 - Vantagens de se empregar 6leos essenciais no controle populacional de Aedes aegypti
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Fonte: O autor (2024)

3.4 METABOLITOS SECUNDARIOS: OLEOS ESSENCIAIS E TERPENOS

Diversos estudos sobre o uso das plantas medicinais como fontes ricas de produtos
farmacéuticos pioneiros € que apresentaram atividade contra o virus da dengue e o virus da
Chikungunya véem sendo desenvolvidos especialmente aqueles que revelaram a capacidade
antiviral de véarios fitonutrientes contra esses patdogenos sendo os polissacarideos, alcaldides,
terpendides, terpenos e flavondidesos os principais compostos bioativos (Kamaraj et al,
2023). Dessa forma os produtos naturais derivados de plantas continuam a servir como uma
fonte abundante e pouco explorada de diversidade quimica para o surgimento de novas
abordagens para combater as arboviroses. Assim, a busca por compostos quimicos e, se
possivel, de baixo custo deve continuar para o controle desse vetor (Ali et al, 2020). Nesse
sentido, entender o metabolismo secundario das plantas, seus constituintes quimicos e
isolamentos dos majoritarios torna-se necessario para a elucidagdo e descobertas de novas
moléculas com atividades biologicas (Magalhaes et al, 2022).

Os metabolitos secundarios das plantas, figura 19, ndo tem a funcdo principal de produzir
moléculas que fazem parte da constituicao celular desses organismos tais como, por exemplo,
aminoacidos, nucleotideos, acucares, lipideos, porém isso nao significa que esses metabolitos
sejam menos importantes. Entre as diversas finalidades dos metabdlitos secundarios, estdo as

funcdes de protecdo das plantas a estresses bidticos (predadores, por exemplo) e abidticos
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(condigdes climaticas desfavoraveis) além de serem comercialmente utilizados pelas
industrias biofarmacéutica, de corantes e aromas e a sintese de outras moléculas capazes de

atrair insetos polinizadores e de fornecer algum sinal de comunicagdo entre plantas (Jan et al,

2022).

Figura 19 - Metabdlitos primarios e secundarios das plantas
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Entre os metabolitos secundérios das plantas, destacam-se os terpenos. Estes tém diversas
aplicagdes exploradas pela sociedade desde muitos séculos como, por exemplo, em temperos,
perfumes, remédios e cosméticos. Os terpenos sdo principais constituintes dos o6leos
essenciais das plantas e pertencem a uma gama de fungdes organicas como hidrocarbonetos,
alcenos, cetonas e alcoois. Os terpenos sdo preferencialmente obtidos pelas rotas do acido

mevalonico (MEV) e do metileritritol fosfatos (MEP) provenientes dos subprodutos do

metabolismo primario da planta, figura 20 (Felipe; Bicas, 2017).
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Figura 20 - Fluxograma das rotas Biosintética que ocorrem nos metabolitos primario e secundario
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21, a partir da perda do grupo pirofosfato (O-P-P), ¢ formado um carbocétion alilico
estabilizado por ressonancia o qual ¢ atacado nucleofilicamente por uma molécula de isopentil
difosfato (IPP) seguido de uma perda de um proton (Dewick, 2009). Logo apds ¢ formada
uma estrutura de 10 carbonos correspondente ao difosfato de geranila (GPP), precursor dos
monoterpenos. Seguindo o mesmo raciocinio, a reagdo com mais 5 unidades de carbono do
IPP com o GPP leva a formacao do difosfato de farnesila (FPP), precursor dos sesquiterpenos.
E assim sucessivamente vai formando terpenos maiores (Bruice, 2010; Klein, 2016; Felipe;

Bicas, 2017).
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Figura 21 - Fluxograma das rotas do acido mevalonico e do metileritritol-fosfato
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Dessa forma, destaca-se o pirofosfato de isopentenila que vem da rota sintética do acido
mevaldnico um dos principais blocos construtores dos terpenos. Este deriva de uma reacdo do
tipo SN2 onde o grupo hidroxila (nucleofilo) do pirofosfato de mevalonila ataca um dos
grupos fosfatos da molécula do ATP (adenosina trifosfato) seguido da eliminacdo de uma

base fraca como bom grupo de saida (o grupo pirofosfato). Depois hé abstracao de um proton



40

formando um dos blocos de contru¢ao dos terpenos que € o pirofosfato de isopentenila (figura
22).

Figura 22: Biosintese do pirofosfato de isopentenila a partir do pirofosfato de mevalonila
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Fonte: Bruice, 2010; Klein, 2016

Outra molécula “construtora” dos terpenos ¢ o pirofosfato de dimetilalila. Esta molécula
deriva da isomerizagdo enzimatica do pirofosfato de isopentenila com a formagdo de um
carbocation tercidrio e posterior formacao da dupla ligagdo com a perda de um proton (figura
23)

Figura 23: Biossintese do pirofosfato de dimetilalila
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Essas moléculas podem reagir entre si onde a ligacao pi do pirofosfato de isopentenila atua
como nucleofilo atacando o carbono sob efeito indutivo ligado ao oxigénio do grupo
pirofosfato vizinho, liberando esse grupo pelo fato do mesmo ser- um bom grupo de saida
(base fraca) dando origem ao pirofosfato de geranila, o percusor dos monoterpenos. Ja o
pirofosfato de geranila também pode reagir com outra molécula de pirofosfato de isopentenila

para da origem ao pirofosfato de fanesila, o percusor dos sesquiterpenos. (figura 24)

H*
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Figura 24: Biossintese dos percussores dos mono e sesquiterpenos
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Assim os terpenos sdo considerados derivados tedricos do isopreno, pois t€ém como base
estrutural certas quantidades do isopreno, CS5, conectados entre si por cada unidade de
isopreno através de uma ligacdo entre a “cabega e a cauda” como, por exemplo, nos casos do
limoneno e do micerno ou a “cauda a cauda” como no caso do -caroteno, também conhecido
como terpeno irregular, figura 25. Associagdes de duas unidades de isopreno ddo origem aos

monoterpenos (C10), trés unidades, aos sesquiterpenos (C15); quatro unidades, aos
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diterpenos (C20); cinco unidades; aos sesterpenos (C25), seis unidades, aos triterpenos
(C30); oito unidades aos tetraterpenos e associagdes com mais do que oito unidades dao

origem aos politerpenos (> C40), figura 26 (Tongnuanchan; Benjakul, 2014).

Figura 25 - Exemplos de terpenos formados pela ligagdes “cabega a cauda” e”cauda a culda” de unidades de
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Figura 26 - Diferentes terpenos formados a partir de diferentes quantidades de isopreno
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Geralmente os oOleos essenciais sdo ricos em terpenos de modo que estes produtos dos
metabolitos secundéarios vém cada vez mais sendo aplicados em diversas dreas como na
agricultura, na medicina e na industria, aumentando cada vez mais a importancia de pesquisas
direcionadas para o isolamento de componentes quimicos, sintese, biossintese e atividades
bioldgicas desses produtos uma vez que os mesmos sdo de facil aquisicdo a um menor custo,
renovaveis, biodegradaveis e menos toxicos a populacdo e meio ambiente (Piplani ef al, 2019;

Basaid et al, 2020).

3.5 EXTRACAO E CARACTERIZACAO DE OLEOS ESSENCIAIS

Entre as técnicas mais empregadas para a extracdo de Oleos essenciais destacam-se a
hidrodestilacdo, a extragdo com fluido supercritico, ultrassom, arraste a vapor, prensagem a
frio e micro-ondas. Todos esses métodos t€ém suas vantagens e desvantagens € a opgao por
algum deles vai depender da eficiéncia e rendimento do 6leo, tempo de extracdo, fatores
econOmicos, caracteristicas fisico-quimicas dos constituintes do 6leo e em qual parte da planta
ele se encontra armazenado (Stratakos;Koidis, 2016; Elyemni et al, 2019).

Dessa forma a escolha da melhor técnica de extragdo permite um maior rendimento do 6leo
e a preservagao de compostos quimicos termosensiveis. Sendo as técnicas de arraste a vapor e
hidrodestilacdo, figuras 27 e 28 respectivamente, as mais utilizadas para a extra¢dao de dleos
essenciais por serem simples, de facil manipulagdo, boa separagdo do 6leo do solvente,
apresenta meio veiculante a 4gua e possuirem baixo custo (Boukhatem, 2020).

Assim, observando-se as figuras 27 e 28, nota-se que a distingdo entre as técnicas esta vinculada
a forma como a agua e seus vapores estio em contato com o material vegetal uma vez que este
permanece em contato direto com a dgua em ebuli¢do na hidrodestilagdo, enquanto no arraste
a vapor nao hd o contato direto entre o material vegetal e a 4gua. Isso permite a extragdo de
substancias de baixo peso molecular uma vez que os constituintes volateis podem ser
evaporados em temperatura abaixo do ponto de ebulicdo da 4gua. Posteriomente o caminho
percorrido pela mistura de dgua e 6leo segue a mesma trajetéria em ambas as técnicas,
condesando e separando a agua do 6leo pela diferenca de densidade. Essa agua resultante da
separacao ainda contém alguns resquicios de 6leo sendo denominda de hidrolato (Hesham,

Abdurahman, Rosli, 2016; Aziz et al, 2018; Ibanez; Blazquez, 2020).
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Figura 27 - Esquema de uma extracdo de 6leo essencial por arraste a vapor
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Fonte: https://www.newdirectionsaromatics.com/blog/articles/how-essential-oils-are-made.html

Figura 28 - Esquema de uma extrag@o de 6leo essencial por hidrodestilagdo
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Fonte: https://www.newdirectionsaromatics.com/blog/articles/how-essential-oils-are-made.html

Algumas alternativas para tentar contornar esse problema da sensibilidade de alguns
constituintes com a temperatura ¢ a técnica de extracao com fluido supercritico, figura 29.
Essa técnica combina as propriedades de fluidos supercriticos como a baixa viscosidade e
elevada densidade possibilitando a extracdo de constituintes quimicos dos 6leos de materiais
vegetais em temperaturas menores e atmosfera sem oxigénio. O dioxido de carbono, CO,, por
exemplo, possui a temperatura e pressao criticas iguais a respectivamente a 31,1°C e 72,9atm,

além de ser extremamente volatil, ndo toxico, ndo inflamavel, barato e inodoro, Essa é uma
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técnica que ndo gera residuo, ndo utiliza solventes toxicos, facil separagdo e conserva a

integridade de alguns constituintes quimicos (Milet-Pinheiro et al, 2018; Yousefi et al, 2019).

Figura 29- Esquema de uma extragdo de 6leo essencial por fluido supercritico
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Fonte: https://www.newdirectionsaromatics.com/blog/articles/how-essential-oils-are-made.html

A principal técnica de caracterizacdo dos Oleos essenciais ¢ a cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas (CG-EM). Essa técnica permite a jun¢do da eficiéncia da
separacao cromatografica com a identificacdo estrutural disponiveis em diversas bibliotecas
de espectros de massas. O CGEM, figura 30, ¢ essencialmente formado por injetor, coluna
capilar, forno, interface, fonte de ions, analisador de massas e detector. O sistema do
espectrometro de massas fica sob alto vacuo (Chiaradia; Collins; Jardim, 2008;Langas, 2019;
Meurer, 2020).

No cromatégrafo a gas, CG, a separagdo acontece na coluna capilar por diferencas de
afinidades entre os constituintes do 6leo com a fase estacionaria e a fase movel. Apos a
separacao cromatografica dos componentes do 6leo, sao submetidos a fontes de ionizagao de
alta energia, cerca de 70 eV, sofrem ionizacdes e fragmentagdes reprodutiveis as quais
possibilitam a construcdo de espectrotecas de massas. Nessas bibliotecas pode ser encontrado
o perfil de varias razdes massa carga (m/z) para cada composto separado na coluna
cromatografica. E sua identificacdo ¢ comumente realizada usando-se um analisador

quadrupolo (Silverstein; Webster; Kiemle, 2007; Pavia et a/, 2010).
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Figura 30- Esquema dos componentes de um CGEM
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Fonte: https://revistaanalytica.com.br/a-cromatografia-a-gas-acoplada-a-espectrometria-de-massas- gc-ms/

Outro tipo de detector utilizado na cromatografia gasosa para a quantificagdo de compostos
organicos ¢ o com detector do tipo de ionizacdo em chamas (DIC), figura 31. Onde a
concentracdo do analito ¢ proporcional a queima deste na chama formada pela combustao dos
gases hidrogénio, ar sintético e o gas de arraste, nitrogénio, na propor¢do: uma parte de
hidrogénio, uma parte de nitrogénio e dez partes de ar sintético (Langas, 1993; Colins; Braga;
Bonato, 1995).

Figura 31: Ilustracdo de um detector de ionizagdo em chamas (DIC)
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Portanto a CG-EM, a partir dos tempos de retencdo de cada composto e o valor da sua area
maxima, possibilita a elucidacdo dos constituintes volateis presentes nos 6leos essenciais (OE)
por meio da comparagdo dos perfis de espectros de massa disponiveis em bibliotecas
comerciais tais como, por exemplo, Adams, Wiley e NIST, com os indices de Van den Doll e
Kratz empregado em metodologias com condi¢des de programacgdo linear de temperaturas
enquanto a CG-DIC permite a quantificagdo de cada componente (Bizzo; Barboza; Santos;

Gama, 2020; Dool; kratz,1963; Adams, 2007; Azambuja 2020).

3.6 CONSIDERACOES SOBRE ALGUMAS ESPECIES VEGETAIS

3.6.1 Abies sibirica (Pinheiro-Siberiano)

Também conhecida como Pinheiro Siberiano (figura 32), pertence a familia das Pinaceae
sendo encontrada predominantemente na Russia europeia, a oeste e leste da taiga siberiana e
norte da China (Polyakov et al, 2014). Por ser uma planta aromatica ¢ aplicada na industria de
perfumes e cosméticos. Além disso, por apresentar uso terapéutico desde a antiguidade, ela ¢
empregada em diversas atividades bioldgicas como anti-hipertensivos (Efremov et al, 2021),
antimicrobiano (Truchan, Tkachenko et al, 2019), antioxidante (Handa et al, 2013)
antifingico, anti-inflamatoérios, (Noreikait¢ et al, 2017), efeitos geroprotetores,
antitumorigénicos e antiangiogénicos (Lipatova et al, 2021).

Essa planta também tem uma aplicagdo para estudos relacionados aos efeitos do
envelhecimento e do cancer (Kudryavtseva et al, 2016). A composi¢do do 6leo essencial
extraida das folhas da planta varia conforme as formas de extracdo, clima, solo, estagdo e
localidade. Entretanto para este espécie a predominancia ¢ de monoterpenos e sesquiterpenos
tais como o a-pineno, acetato de borneol, canfene e carene. Estes compostos e derivados sao
responsaveis por diversas atividades biologicas (Zielinska-btajet; Feder-kubis, 2020). O
rendimento por hidrodestilagdo pode variar entre 1,42 a 2,97% (Romanenko; Domrachev;

Tkachev, 2022).
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Figura 32 - Abies sibirica

Fontes: https://www.researchgate.net/figure/Siberian-fir-Abies-sibirica-Ldb-1-general-tree-view-2-a-branch-

with-male-strobiles figb4 312126033 https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Abies_sibirica kz3.jpg

3.6.2 Juniperus communis (Zimbro)

E denominado comumente como Cedro, Junipero comum ou Zimbro (figura 33). Ela
pertence a familia das Cupressaceae, encontradas preferencialmente no hemisfério norte,
Europa, Asia e América do Norte sendo esta espécie a tUinica encontrada também no
hemisfério sul (Elmastas et al, 2006).

Esta espécie possui cerca de 50 cm de altura e se distribui horizontalmente pela regido
onde se encontra principalmente climas secos e frios. As vdrias partes da planta, em especial,
seus frutos na forma de 6leo essencial apresentam diversas propriedades medicinais tais como
a atividade antimicrobiana (Haziri et al, 2013), larvicida (Amer; Mehlhorn, 2006)
antioxidante (Hoferl et al, 2014), diurética (Tyagi; Yadav; Veer, 2016) antisséptica e
antifungica (Cabral et al, 2012) além de atividades pesticidas (Semerdjieva et al,, 2021) e ,
anti-séptico, anti-inflamatorio (Han; Parker, 2017), Atividade hepatoprotetora (Bais et al,
2014) e antidiabético (Raina; et al, 2019). Por ser uma planta aromatica também possui uma
aplicagdo bastante difundida na industria de cosméticos e perfumes (Larkeche et al, 2015).

A composicdo do 6leo essencial extraida dos frutos da planta varia conforme as formas de
extragdo, clima, solo, estacdo e localidade. Entretanto para esta planta a predominancia ¢ de
monoterpenos € sesquiterpenos tais como o o-pineno, sabineno, mirceno € o limoneno.
(Thomas; EL-Barghathi; Polwart, 2007). O rendimento por hidrodestilagao das folhas secas
de Juniperus communis L.variam bastante dependendo das caracteristicas genéticas e fatores
abidticos e bidticos do local de desenvolvimento da planta. Na literatura, por exemplo, ¢
possivel encontrar rendimentos que variam dentro de um intervalo de 0,24 a 0,58% (Esteban

et al, 2023) ou intervalos maiores variando de 0,32 a 1,64%. (Semerdjieva et al, 2021).
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Figura 33 - Juniperus communis

Fontes: https://www.discoverlife.org/mp/20m?kind=Juniperus+communis
https://pt.wikipedia.org/wiki/Juniperus_communis

https://pt.dreamstime.com/photos-images/juniperus-communis.html

3.6.3 Pogostemon cablin (Patchuli)

Essa planta pertence a familia Lamiaceae e ao género Pogostemon sp (figura 34) sendo
encontrada principalmente na Asia em especial na China, India e Indonésia. Essa planta
possui vdrias aplicagdes tais como inseticida frente a diversos mosquitos transmissores de
doencas (Gokulakrishnan; et al, 2013; Ga’al et al, 2017), atividades antioxidante, baixa

citotoxicidade (Santos et al, 2019), atividade antimicrobiana (Kocevski et al, 2013) atividade
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antifungica (Luchesi et al, 2020), antidepressiva, antimutagénica (Swamy; Sinniah, 2016),
atividade antiviral (Kiyohara ef al/, 2011), analgésica (Lu ef al,, 2011) e antitumoral (Junren
etal,2021).

Além disso, o 6leo essencial desta espécie ¢ um insumo amplamente utilizado na industria
de cosméticos e perfumaria. (Swamy; Sinniah, 2015). Os principais componentes do Oleo
essencial sdo sesquiterpenos entre eles: B-elemeno, a-patchouleno, a-guaieno, B-cariofileno,
B-patchouleno, a-bulseno e patchoulol (Van Beek; Joulain, 2017). Na literatura ¢ possivel
encontrar rendimentos por hidrodestilagdo para esse 6leo essencial de folhas secas que variam
de 1,40 a 2,80% (Pandey et al, 2020) e trabalhos de revisao cujo rendimento médio ¢ de 2,6%
(Van Beek; Joulain, 2017).

Figura 34 - Pogostemon cablin (Patchuli)

* hand drawn sketch »

Fontes: https://www.perfumistico.com.br/en/produtos/aromas/oleos-essenciais/patchouli-light-oleo-essencial-
pogostemon/ https://bemestaressencial.com/products/patchouli https://www.tasmeemme.com/store-
items/collection-of-patchoulis-inflorescences-and-flowers-and-branch-with-leaves-detailed-handdrawn-sketches-

vector-botanical-illustration-for-menu-label-packaging-design/?item=10155618309
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4 METODOLOGIA

4.1 OLEOS ESSENCIAIS E MICROFORMULACOES

Os o6leos essenciais extraidos por arraste a vapor das folhas de Abies sibirica (Pinheiro-
Siberiano), dos frutos de Juniperus communis (Zimbro) e das raizes de Pogostemon cablin
(Patchuli) foram adquiridos junto ao fornecedor comercial dGTERRA® Cosméticos do Brasil
Ltda (figura 35). Conforme o fornecedor, essas plantas foram cultivadas na Sibéria, Albania e
Indonésia e seus rendimentos sao iguais a 2,8%, 0,9% e 2,1% respectivamente. As
microformulacdes das microemulsdes dos oleos essenciais foram feitas no laboratério de
ecologia quimica (LEQ) da Universidade Federal de Pernambuco realizando-se a adicdo de
quantidades iguais de 6leos em propor¢des de 1:1:1 ou 1:1 (V/V) dissolvidos em agua

destilada com o auxilio de um surfactante , tween 80"

Figura 35 - 6leos essencias de (a) Pogostemon cablin (Patchuli), (b) Abies sibirica (Pinheiro-Siberiano) e (c)

Juniperus communis (Zimbro)

() (b (c)

Fonte: (a) https://viveroleoessencial.com.br/oleo-essencial-de-patchouli-usos-e-beneficios/

(b) https://mulhermaisforte.com/doterra/oleo-essencial-doterra-siberian-fir-pinheiro-siberiano/

(c) https://www.gotasdaterra.com/post/pele-mais-jovem-e-zero-fadiga-conheca-o-zimbro/

4.2 CARACTERIZACAO DOS OLEOS ESSENCIAIS

A elucidacao dos componentes quimicos dos dleos essenciais foi realizada no laboratério
de cromatografia do Departamento de Quimica Fundamental da Universidade Federal de
Pernambuco, em um cromatégrafo gasoso acoplado ao espectrometro de massas (CGEM),

utilizado para identificacdo dos constituintes quimicos, € um cromatografo gasoso com um
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detector de ionizacdo em chamas (CG-DIC) para a quantificacdo destes constituintes.

(Nascimento et al, 2022) (figuras 36 e 37 respectivamente).

Figura 36 - Cromatografo gasoso acoplado a espectrometria de massas (CG/EM)

Fonte: O autor (2024)

Figura 37 - Cromatografo gasoso com detector de ionizagdo em chamas (GC-DIC)
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A composi¢ao do 6leo foi analisada em CG-EM equipado com um quadrupolo Agilent
série 5975C GC / MSD (Agilent Technologies, Palo Alto, CA, EUA) e uma coluna capilar de
silica fundida DB-5 nao polida Agilent J & W (filme de 30 m x 0,25 mm e espessura: 0,25
um) (Agilent Tecnologias, Palo Alto, CA, EUA). 1uL, de solugdo hexanica do 6leo (100ppm)
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foi injetado no modo split (50:1) cuja temperatura do injetor era de 250°C. O gradiente de
temperatura do forno foi regulado para a principio, 40 °C, durante 2 minutos seguido de um
aquecimento a 4°C/min até 230°C onde permaneceu por 5 min. A vazao da fase movel, gas
Hélio, foi de ImL.min"' mantendo-se a pressdo constante de 7,0 psi. A fonte do MS e as
temperaturas quadripolares foram definidas para 230°C e 150°C, respectivamente. Os
espectros de massa foram obtidos a 70 eV (no modo EI) com uma velocidade de varredura de
1,0 s para um intervalo de m/z 35-350. (Menezes et al, 2022).

Os constituintes quimicos foram identificados pela comparagdo dos indices de retencao
reportados na literatura, obtidos por co-injecdo de amostras do 6leo essencial com uma série
homologa de padrdes de hidrocarbonetos (C9-C30, Sigma Aldrich) e calculados de acordo
com a equagdo de Van den Dool e Kratz (1963). Os espectros de massa foram comparados
com banco de dados das bibliotecas: MassFinder 4, consultoria cientifica Dr. Hochmuth,
Hamburgo, Alemanha; Biblioteca Espectral de Massa NIST08 (ChemSW Inc. Fairfield, CA,
EUA); Wiley Registry ™ da Relagdo Espectral de Massa 9* Edicao (Wiley, Hoboken, NJ,
EUA) e dados espectrais disponiveis na literatura (Adams, 2007; Bizzo et al, 2020).

Os 6leos também foram quantificados em um CG equipado com detector tipo DIC a 250°C
e coluna apolar VB-5 (Thermo trace GC ultra,60 m x 0.25 mm didmetro interno; espessura do
filme 0.25 pum). Foi injetado 1,0 uL de solucdo hexanica do 6leo (100 ppm) em triplicata sem
divisdo sob as mesmas condigdes descritas anteriormente para o CGEM (Silva et al, 2020;

Veras et al, 2019).

4.3 CRIACAO DA COLONIA DE Aedes aegypti

Todos os bioensaios foram realizados com larvas e mosquitos originarios da colonia de Ae.
aegypti (cepa Rockfeller) mantidos no Laboratério de Bioensaios (insetario) do Departamento
de Quimica Fundamental da UFPE nas condi¢des de temperatura ambiente de 27 + 1°C e
umidade de 75+ 1%.

A criagdo inicia-se pela eclosdo das larvas de Ae. aegypti em bandejas plasticas retangulares.
Para tal finalidade, cartelas com ovos do mosquito sdo encobertos com um volume de agua
destilada para imergi-los integralmente e adicionadas pequenas por¢des de racdo triturada
(Whiskas®). A medida que as larvas se desenvolvem, renova-se a 4gua destilada e a comida em
intervalos de dois dias. No final da fase larval e inicio da fase de pupa, retnem-se as larvas
remanescentes € pupas em gaiolas, acondicionadas em vérios copos de vidro de 10 cm de

didmetro contendo agua destilada e racdo a fim de aguardar a emergéncia da fase alada do
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mosquito (figura 38). Emergidos, os mosquitos foram alimentados com solu¢do de sacarose a
10%, posteriormente, os ovos das fémeas nas gaiolas sdo coletados em um papel de filtro

(Monte et al , 2020).

Figura 38 - Ciclo da manutencdo da colonia Aedes aegypti

Eclosio dos ovos

Coleta e secagem de ovos

Manutencio e
N desenvolvimento larval

Transferéncia de pupas e
#~ larvas para copos de
I vidro

@

Metamorfose do Aedes
aegypti da faselarval
para a fase alada

Fonte: O autor (2024)

4.4 BIOENSAIOS LARVICIDAS

Os bioensaios larvicidas foram realizados seguindo uma metodologia adaptada da
Organizacdo Mundial de Saude para ensaios larvicidas em laboratorios (WHO, 2005).
Previamente, averigua-se a solubilidade dos 6leos essenciais em alguns co-solventes como,
por exemplo, tween 80 ou acetona, a fim de verificar qual melhor auxilia na solubilidade do
6leo em dgua. Apos a escolha do melhor co-solvente, prepara-se uma solucao estoque de a 100

ppm, dissolvendo-se 5,0 mg do 6leo em 3 gotas de tween 80 (melhor co-solvente) e
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completando-se o volume com 50 mL de 4agua destilada. Para determinar o intervalo de
concentragdo em que o produto apresenta atividade larvicida, realiza-se os testes nas

concentragoes preliminares de 10, 50 e 100 ppm (figura 39).

Figura 39 - Fluxograma das etapas para a determinagdo do CL50
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Para cada bioensaio larvicida foram utilizadas 20 larvas no estagio L4 adicionadas a copos
pléasticos contendo 20 mL de solucdo nas concentragdes desejadas. Também se fez um
bioensaio com um controle negativo, (apenas agua destilada e co-solvente). Realizou-se ainda
um controle positivo com uma solugdo de temefos (CLso=3,30+0,18ppb). A contagem da
mortalidade das larvas foi realizada apos 24 e 48h de exposi¢do as solucdes dos 6leos e das
microformulagdes. As larvasque ndo responderam aos estimulos foram consideradas mortas.
(Santos et al, 2017). De posse das concentragdes que possuiam um grau de mortalidade entre
20 e 80%, apéndices A a H, repetiram-se em triplicata mais ensaios larvicidas para determinar
estatisticamente o valor da concentragdo letal para matar 50% dos individuos. A CL50 foi

obtida com o software statistico StatPlus Pro 6.2.5.0 para Windows a um nivel de confianga

de 95%. (Monte et al, 2020).

4.5 BIOENSAIO DE OVIPOSICAO

Os bioensaios foram em executados utilizando-se um estoque de 250 mL de solugdo
controle (apenas agua destilada e co-solvente) e mesmo volume de estoque para a solugdo
teste nas concentragdes dos CLs. Para o preparo das solucdes teste, utilizou-se 3 a 6 gotas de
tween 80 para auxiliar na solubilizacao do 6leo e das microformulagcdes. 10 fémeas gravidas
foram distribuidas em oito gaiolas limpas de dimensdes de 33 cm x 21 cm x 30 cm,

totalizando 80 fémeas para cada bioensaio. 25 mL de cada solugdo estoque foram adicionados
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a papéis de filtro dobrados em forma conica e colocados em copos identificados e numerados
de 1 a 8 (figura 40). Cada gaiola recebeu um copo com a solugdo teste ¢ um copo com a
solugdo controle, com o arranjo (C1 e T1, C2 e T2, C3 e T3, e assim sucessivamente) em

diagonal, de forma oposta e alternada (Figuras 41 e 42) (Bezerra- Silva ef al, 2016).

Figura 40- (a) Representacdo esquematica do copo usado para a coleta de ovos de Aedes aegypti (b) Foto da

cartela apos a coleta nos bioensaios de oviposi¢do
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Fonte: O autor (2024)

Figura 41 - Esquema das posigdes dos copos de teste e do controle para as oito gaiolas contendo fémeas gravidas

durante o experimento de oviposi¢do
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Fonte: O autor (2024)
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Figura 42 - Foto das gaiolas durante o experimento de oviposi¢ido

Fonte: O autor (2024)

O bioensaio de oviposicao foi mantido 16 h sem qualquer luminosidade e nas mesmas
condigdes de temperatura e umidade relativas descritas para a manutengao da colonia. Apos
esse foto periodo, contou-se manualmente o nimero de ovos depositados nos controles e nos

testes para cada gaiola (figuras 43a e 43b).

Figura 43 -(a) Coleta de ovos nos controles e teste apos a oviposi¢do das fémeas de Aedes aegypti (b) Contagem

manual dos ovos coletados no papel de filtro.

(a)
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(b)
Fonte: O autor (2024)

Os dados obtidos (apéndice I a S) foram estatisticamente tratados usando-se o Minitab
Release 14, teste t-Student considerando-se significativos os ensaios com p <0,05. Além disso,
calculou-se o Indice de Atividade de Oviposi¢do (IAO) (equagdo 1) (Kumuda; Kumar;
Vijayan,2019)

(NTeste = NCeontrote)

OAI = (Equacao 1)
(NTteste + NCcontrole)

Equacdo do Indice de Atividade de Oviposicio

Onde NC é o numero de ovos no controle e NT é o numero de ovos no teste € IAO é o indice
de atividade de oviposi¢ao.O indice de atividade de oviposi¢ao, IAO, figura 44, indica se um

composto ¢ atraente, deterrente ou ndo apresenta atividade.

Figura 44 - Possiveis resultados para o Indice de Atividade de Oviposi¢io (IAO)

Deterrente Nao apresenta Atraente

(NC>NT) | atividade (NC=NT) i (NC<NT)

\\

l‘l,

Testes

- (antrnles

1 <€ -0,3 +0,3 > +1

Indice de Atividade de Oviposicio (IAO)

Fonte: O autor (2024)
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Valores de IAO que estejam na faixa de -1 a -0,3, NC>NT, indicam que a fémea escolheu
preferencialmente os sitios das solu¢des controles do que os testes sendo, portanto,
deterrentes. Enquanto valores que estejam na faixa de +1 a +0,3, NT>NC, indicam que a
fémea escolheu preferencialmente os sitios das solugdes testes do que os controles e sendo
consideradas atraentes. E IAOs que se encontrem no intervalo entre -0,3 a +0,3 indicam que
ndo ha escolha preferencial por nenhuma das solucdes teste ou controle (Soonwera;

Phasomkusolsil, 2017).



60

5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 IDENTIFICACAO QUIMICA

Os cromatogramas e as tabelas contendo os constituintes identificados dos 6leos de Abies
sibirica, Juniperus communis e Pogostemon cablin podem ser observados nas figuras 45, 46 e
47 e nas tabelas 1,2 e 3 respectivamente. No apéndice T estd disponivel uma tabela tinica com

as trés identificacdes juntas.

Tabela 1 - Identificagdo dos constituintes quimicos do 6leo essencial da Abies sibirica (Pinheiro-Siberiano)

Composto® RI % S.D
Literatura®  Calculado®
santene 884 882 3,47 0,07
tricyclene 921 917 2,67 0,07
a-thujene 924 924 0,01 0,00
o-pinene 932 930 13,26 0,20
camphene 946 944 20,83 1,19
B-pinene 974 970 2,86 0,09
mircene 988 988 0,79 0,03
a-phellandrene 1002 999 0,17 0,00
0-3-carene 1008 1005 12,65 0,65
a-terpinene 1014 1011 0,09 0,01
p-cymene 1020 1019 0,10 0,01
limonene 1024 1024 9,70 0,23
y-terpinene 1054 1053 0,17 0,02
terpinolene 1086 1082 1,37 0,06
camphor 1141 1137 0,21 0,03
borneol 1165 1159 1,82 0,17
terpinen-4-ol 1174 1171 0,09 0,01
methyl ether thymol, 1232 1230 0,04 0,01
bornyl acetate 1284 1283 25,89 1,77
2-undecanone 1293 1289 0,02 0,01
sibirene 1400 1395 0,07 0,01
dodecanal 1408 1403 0,14 0,02
(E)-caryophyllene 1417 1412 1,36 0,28
o-himachalene 1449 1442 0,02 0,00
a-humulene 1452 1447 0,68 0,06
B-bisabolene 1505 1502 0,13 0,03
(Z)-a-isabolene 1506 1509 0,03 0,01
(Z)-y-isabolene 1514 1524 0,09 0,01
Total de identificados 98,73
Total de monoterpenos 96,21
Total de sequiterpenos 2,52
Total de monoterpenos oxigenados 28,07
Total de sesquiterpenos oxigenados 0,14

a Constituintes listados em ordem de elui¢do em uma coluna DB-5 ndo- polar
b Valores obtidos de Adams (2007)
¢ Indice de retengdo (RI) calculado pelo tempo de retengdo em relagio a de uma série de alcanos C9-C30n em
uma coluna capilar DB5 de 30m. S.D ¢ o desvio padrio

Fonte: O autor (2024)
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Tabela 2: Identificagdo dos constituintes quimicos do dleo essencial da Juniperus communis (Zimbro)

Constituinte® % S.D
Literatura” Calculado®
tricyclene 921 917 0,01 0,00
a-thujene 924 924 2,36 0,21
o-pinene 932 931 24,73 2,29
camphene 946 943 0,25 0,10
sabinene 969 970 18,42 1,58
B-pinene 974 972 2,10 0,17
mircene 988 989 14,64 0,53
a-phellandrene 1002 999 0,24 0,04
0-3-carene 1008 1004 0,17 0,07
a-terpinene 1014 1011 1,38 0,29
p-cymene 1020 1019 0,75 0,08
limonene 1024 1024 5,67 0,25
1,8-cineole 1026 1025 0,01 0,00
(E)-B-ocimene 1044 1044 0,01 0,00
y-terpinene 1054 1054 2,49 0,38
cis-sabinene hydrate 1065 1061 0,09 0,01
terpinolene 1086 1083 1,98 0,20
trans-sabinene hydrate 1098 1091 0,08 0,02
linalool 1095 1095 0,08 0,01
cis-p-menth-2-en-1-ol 1118 1114 0,01 0,00
a-campholenal 1122 1120 0,01 0,00
trans-sabinol 1137 1131 0,01 0,00
trans-limonene oxide 1137 1133 0,01 0,00
borneol 1165 1159 0,01 0,00
terpinen-4-ol 1174 1171 3,10 0,44
a-terpineol 1186 1184 0,30 0,08
cis-piperitol 1195 1201 0,01 0,00
citronellol 1223 1223 0,01 0,00
methyl citronellate 1257 1257 0,07 0,01
isobornyl acetate 1283 1280 0,25 0,03
2-undecanone 1293 1289 0,04 0,01
a-cubebene 1348 1344 0,17 0,02
citronellyl acetate 1350 1349 0,06 0,02
a-ylangene 1373 1365 0,04 0,01
a-copaene 1374 1370 0,34 0,15
B-elemene 1389 1386 2,28 0,10
(E)-caryophyllene 1417 1413 2,37 0,19
y-elemene 1434 1427 0,57 0,02
o-humulene 1452 1447 1,72 0,07
(E)-B-farnesene 1454 1452 0,07 0,03
y-muurolene 1478 1471 0,82 0,03
germacrene D 1480 1476 4,01 0,22
B-selinene 1489 1480 0,25 0,05
o-muurolene 1500 1494 0,35 0,01




62

germacrene A 1508 1498 0,16 0,03
y-amorphene 1495 1501 0,13 0,02
y-cadinene 1513 1508 0,69 0,04
d-cadinene 1522 1518 1,77 0,40
trans-cadina-1,4-diene 1533 1526 0,10 0,01
germacrene B 1559 1552 1,86 0,09
epi-a-cadinol 1638 1635 0,11 0,01
a-cadinol 1652 1648 0,27 0,02
Total de identificados 97,43
Total de monoterpenos 79,29
Total de sequiterpenos 18,14
Total de monoterpenos oxigenados 3,99
Total de sesquiterpenos oxigenados 0,38

a Constituintes listados em ordem de elui¢do em uma coluna DB-5 ndo- polar
b Valores obtidos de Adams (2007)
¢ Indice de retengdo (RI) calculado pelo tempo de retengo em relagdo a de uma série de alcanos C9-C30n em
uma coluna capilar DB-5 de 30 m. S.D ¢ o desvio padrdo

Fonte: O autor (2024)

Tabela 3 - Identifica¢do dos constituintes quimicos do 6leo essencial da Pogostemon cablin (Patchuli)

Composto® RT % S.D
Literatura®  Calculado®
a-pinene 932 929 0,19 0,04
B-pinene 974 970 0,22 0,04
d-elemene 1335 1332 0,19 0,01
B-patchoulene 1379 1375 5,14 0,94
B-elemene 1389 1386 0,77 0,08
cycloseychellene 1406 1401 0,52 0,10
(E)-caryophyllene 1417 1413 4,23 0,57
o-guaiene 1437 1435 17,22 1,34
6,9-guaiadiene 1442 1444 0,67 0,05
a-patchoulene 1454 1449 8,17 2,08
allo-aromadendrene 1458 1453 3,29 2,48
B-selinene 1489 1480 0,17 0,02
aciphyllene 1501 1493 3,29 0,28
o-bulnesene 1509 1502 20,40 1,27
7-epi-a-selinene 1520 1512 0,36 0,02
elemol 1548 1544 0,01 0,00
caryophyllene oxide 1582 1577 0,69 0,06
patchouli alcohol 1656 1652 27,62 2,10
Total de identificados 93,15
Total de monoterpenos 0,41
Total de sequiterpenos 92,74
Total de monoterpenos oxigenados 0
Total de sesquiterpenos oxigenados 28,31

a Constituintes listados em ordem de eluigdo em uma coluna DB-5 néo- polar
b Valores obtidos de Adams (2007)
¢ Indice de retengdo (RI) calculado pelo tempo de retengdo em relagio a de uma série de alcanos C9-C30n em
uma coluna capilar DB5 de 30m S.D ¢ o desvio padrao.

Fonte: O autor (2024)
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Figura 45 - Cromatograma do 6leo essencial de Abies sibirica (Pinheiro-Siberiano)
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Figura 46 - Cromatograma do 6leo essencial de Juniperus communis (Zimbro)
TIC: JUNIO1.D\data.ms
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Fonte: O autor (2024)
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Figura 47 - Cromatograma do 6leo essencial de Pogostemon cablin (Patchuli)
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Fonte: O autor (2024)

A partir das andlises cromatograficas foi possivel observar um total de 28, 18 e 52
compostos identificados das espécies Abies sibirica, Pogostemon cablin e Juniperus
communis totalizando respectivamente 98,73; 93,15 e 97,43% dos 6leos, respectivamente. Os
principais majoritarios para 4. sibirica sao os monoterpenos d-3-carene (12,65%), camphene
(20,83%) e o monoterpeno biciclico bornyl acetate (25,89%). Ja para P. cablin sdo: os
sesquiterpenos a-guaiene (17,22%), a-bulnesene (20,40%), e patchouli alcohol (27,62%).
Enquanto para J. communis sdo: os monoterpenos mircene (14,64%) , sabinene (18,42%) e a-
pinene (24,73%) (Figura 48). Nota-se que os monoterpenos sdo 96.21%, 0.41% e 79.29% do
total enquanto os sesquiterpenos sdo 2,52%, 92,74% e 18,14% do total para o 6leo de A.
sibirica, P. cablin e J. communis respectivamente sendo estas classes predominantes nos
6leos, uma vez que essas classes de terpenos comumente constituem a maior parte dos
compostos dos 6leos essenciais. Ainda ¢ possivel observar que os monoterpenos a-pineno e
B-pineno e o sesquiterpeno (E)-caryophyllene estdo presentes na composi¢ao quimica dos trés
oleos sendo que estes comppostos apresentam acao larvicida e deterente de oviposi¢do na

literatura (bezerra-Silva et al, 2016; Silvério et al, 2020).
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Figura 48 - Estruturas quimicas dos principais constituintes majoritarios dos 6leos essenciais extraidosdas folhas

de Abies sibirica, Pogostemon cablin e Juniperus communis

Majoritarios da Abies sibirica (Pinheiro-Siberiano)
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Fonte: ADAMS (2007)

A identificacdo quimica do 6leo de A. sibirica obtida experimentalmente corrobora com a
encontrada na literatura para os estudos de Polyakov e colaboradores (2014) onde sdo
apontados os mesmos majoritarios, bornyl acetate (34,2%) e camphene (17,5%), em
concentracdes relativamente proximas. Semelhantemente, os estudos de Sundaresan e
colaboradores (2009) encontraram os mesmos majoritarios em percentuais um pouco maiores,
patchouli alcohol (23,2%) e a-guaiene (14,6%), para o 6leo essencial de P. cablin obtido por
hidrodestilacdo com um rendimento de 0,3%. Enquanto na literatura a composi¢do reportada
para os estudos de Hoferl e colaboradores (2014) referente ao 6leo essencial de J. communis,
também apresenta os mesmos majoritarios a-pinene (51,4%), myrcene (8,3%) e sabinene
(5,8%), porém com um quantitativo diferente onde o componente principal corresponde a
mais da metade da composi¢do quimica do Oleo essencial. De forma que mesmo em
percentuais diferentes, estes 0leos mantem os principais majoritarios encontrados como
caracterisiticos para o perfil quimiotipico de cada espécie (Chernyaeva; Barakov, 1983;

Chen et al; 2014; Radoukova et al; 2018).
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As diferengas na composi¢ao ou na propor¢ao quimica dos 6leos estdo relacionadas com os

fatores abidticos e bidticos sazonais aos quais as plantas estdo submetidas. Alguns desses

fatores sao os ciclos vegetativos da planta, o processo de obtencao do odleo essencial, o

ambiente no qual a espécie se desenvolve, o tipo de cultivo, a temperatura, umidade relativa, a

quantidade de agua e os nutrientes no terreno, o armazenamento e conservacao do 6leo entre

outros fatores (Dhifi et al, 2016).

Os espectros de massas obtidos experimentalmente ratificaram com os espectros de massas

encontrados na literatura. Na figura 49 estd o espectro de massas obtido experimentalmente e

disponivel na literatura para o micrceno e cuja proposta para os principais ions de

fragmentacdes de massas esta disponivel na figura 50 (Alves, 1998)

Figura 49 - Espectros de massas obtidos (a) experimentalmente e (b) encontrados na literatura para o micerne
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Fonte: Silverstein; Webster; Kiemle (2007)
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Figura 50- proposta de fragmentacao para o micerno
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Fonte: o autor, 2024

Assim observando-se a figura 50, nota-se que o fragmento m/z 69 € proveniente de uma
clivagem alilica. Ja o pico m/z 93 ¢ explicado pela isomerizacdo da dupla ligagdo seguido da
clivagem alilica. Enquanto os picos m/z 67 ¢ m/z 41 sdao formados pela perda de moléculas
neutras de acetileno. Outro majoritario encontrado no J. communis € o a-pineno cujos
espectros de massas obtidos experimentalmente e disponivel na literatura estdo disponiveis na
figura 51. Enquanto a proposta de fragmentagdo se encontra na figura 52 onde os principais

fragmentos sdo m/z: 93 e m/z:77



Figura 51 - Espectros de massas obtidos (a) experimentalmente e (b) encontrados na literatura para o a-pineno
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Fonte: Adams (2017)

Figura 52- proposta de fragmentacdo para o a-pineno
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Outro monoterpeno presente nos trés oleos € o beta-pineno cujo espectro de masas pode ser
observado na figura 53 e cuja proposta de fragmentacdo pode ser observada na figura 54.
Apeser do alfa e beta pinenos serem isomeros € possuirem espectros de massas parecidos, eles

possuem indices de retencgdo bastante direrentes, sendo o alfa é igual a 932 enquanto o beta

igual a 974.
Figura 53 - Espectros de massas encontrados na literatura para o f-pineno
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Figura 54- Proposta de fragmentagdo para o B-pineno
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As fragmentacdes dos compostos majoritarios do 6leo de A. sibirica podem ser observadas
nas figuras 55 e 56. Observando-se o espectro de fragmentagdo para o camphene, figura 55,
nota-se que os picos de razdo massa carga 93 e 121 sdo os mais estaveis. Os de m/z=121 sdo
provenientes da perda de uma metila do ion molecular pela fragmentagdo alfa a insaturagao.
Enquanto os fragmentos de m/z=93 sdo preferencialmente provenientes da ruptura do anel
com a formac¢ao de dois intermediarios seguida pela perda de um radical propila e a formacao
de um fragmento de razdo massa carga igual a 93 estabilizado por ressonancia conforme

mecanismo proposto na figura 56.
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Figura 55: Espectro de massa do camphene disponivel na literatura
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Figura 56: Proposta de fragmentagdo para o campheno

menos provavel

a i
-CHs @i& | -co q
S

@ 4
m/z 136 m/z 93
l m/z 121
7 ® rH D
G Z ® .
" H ® m/z 67
| rH
H -C3H;
—_—
N
m/z 107 @ mlz 936)

mais provavel
Fonte: O autor (2024)

Ja para o a-guaiene, presente no 6leo de P. cablin, as fragmentagdes € a sua proposta de
mecanismos podem ser observadas nas figuras 57 e 58. Onde os fragmentos de m/z igual al89
sdo oriundos da perda de uma fragmentagdo alfa de um radical metila enquanto o fragmento

de m/z iguail a 147 ¢ proveniente da perda de um radical isopropril Ja4 o m/z igual a 105 ¢
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proveniente da abertura do anel de cinco membros com a perda de outro radical isopropril

conforme a proposta da figura 58.

Figura 57: Espectro de massa do a-guaiene disponivel na literatura
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Figura 58: Proposta de fragmentacdo para o a-guaiene
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5.2 ATIVIDADE LARVICIDA

Os resultados obtidos podem ser observados na tabela 4 e nos apéndices de 1 a 8.

Tabela 4 - Atividade larvicida dos oleos essenciais e microformulagdes das folhas de A.
sibirica, J. communis e P. cablin frente as larvas do mosquito Ae. aegypti

Oleos essenciais e N* GL° CLsp(95%IC)*?  CLo (95% IC)*!  X* Slop
microformulagdes (LCL-UCL)* (LCL-UCL)* (SE)
ppm ppm

OE Abies sibirica (4) 480 4 67,53 £2,03 122,24 +2 41 1,33 0,60
(63,4-71,3) (109,23-145,76)

OE Juniperus communis (J) 420 4 92,45 +2,23 139,70 £ 2,21 099 094
(87,7-96,4) (129,17-158,57)

OE Pogostemon cablin (P) 580 6 35,95 £2,03 126,71 +£2,28 1,39 0,21
(32,18-40,14) (102,49-169,57)

Microformulagao (1:1:1) 820 6 66,99 + 0,90 94,39 + 0,90 2,27 0,65
OE J+P+A (65,18-68,70) (90,24-100,05)

Microformulagao (1:1) 340 3 39,50+ 1,34 70,07 £ 1,92 2,31 0,39

OE J+P (36,79-42,02) (63,87-78,92)

Microformulagéo (1:1) 580 5 363,89 £ 19,43 669,78 £ 11,87 0,35 1,12
OE J+A (314,93-388,21)  (577,91-980,27)

Microformulacao (1:1) 420 5 51,64 +£2,40 122,67 +£ 2,45 1,73 0,34
OE A+P (47,19-56,63) (103,76-155,62)

“namero de larvas usadas no teste; graus de liberdade; ° concentragio letal e intervalo de confianga; 4 calculos
usando o software statistico StatPlus Pro 6.2.5.0; © concentragdes letais minimas e maximas estimadas pelo
estatistico; chi-quadrado.

Fonte: O autor (2024)

Conforme relatado na literatura, os dleos essenciais que apresentam atividades larvicida
numa concentragdo letal de até 50 ppm sdo considerados bastante bioativos, enquanto aqueles
que apresentam atividades no intervalo de CLsy entre 50 e 100 ppm podem ser considerados
ativos e aqueles com um CLsp maior que 100pm sdo considerados inativos (Cheng, 2003;
Silvério et al, 2020). Dessa forma, o 6leo essencial de P. cablin (35,95 ppm) ¢ classificado
como bastante bioativo, seguido dos 6leos de A. sibirica (67,53 ppm) e J. communis (92,45
ppm) classificados como ativos. Ja entre as formulagdes binarias dos dleos, a combinagdo dos
Oleos essenciais de J. Communis e P. cablin (39,50 ppm) pode ser classificada como bastante
bioativo, seguido da combinagdo de A. sibirica e P. cablin (51,64 ppm) e dos trés dleos
combinados A. sibirica, J. communis e P. cablin (66,99 ppm), os resultados consideram essas
combinagdes como ativa, ao passo que a combinagdo dos Oleos essenciais de 4. sibirica e J.

communis (363,89 ppm) foi inativo.
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Ja entre as microformulagdes binaria e terciaria dos 6leos, nota-se que o 6leo de P. cablin
parece potencializar os resultados das atividades larvicidas obtidas para as formulagdes que
apresentam a presenca desse 6leo, uma vez que a Unica formulagdo em que este 6leo ndo esta
presente (4. sibirica e J. communis) a sua CL50 foi classificada como inativa, com resultado
ultrapassando os 100 ppm, sugerindo uma a¢do antagonista para combinagao desses 6leos
essenciais, figura 59. Os resultados obtidos para o 6leo essencial de P. cablin, sozinho ou
combinado, podem ser esclarecidos pela presenca predominante dos seus compostos
majoritarios pertencerem a classe dos sesquiterpenos. Trabalhos na literatura relatam maior
atividade larvicida desses compostos em relagdo aos monoterpenos para larvas do mosquito
Ae. aegypti, devido a propriedade lipofilica dos terpenos (aumento da absor¢do
transmembranar do organismo podendo causar efeitos toxicos) sendo os sesquiterpenos o0s
mais ativos para essa propriedade (Simas et al, 2004). J4 entre os terpenos descritos na
literatura e presentes na constituicdo quimica dos oleos estudados com atividade larvicida
estdo os monoterpenos o-pineno (CLsy de 15,4 a 79,1ppm), B-pineno (CLsy de 12,1 a
27,69ppm), Limoneno (CLsy de 12,01 a 19,4ppm), Monoterpenos oxigenados como o Borneol
(CLsp de 43,5 a 94,9 ppm) além dos Hidrocarbonetos sesquiterpénicos tais como o -
cariofileno (CL50=88,3ppm) e 6-Cadineno (CLsy=9,03ppm), a-humuleno (CLs¢=30,89ppm),
(Dias; Moraes, 2013; Luz et al, 2020).

Figura 59: Valores de CLsy, em ppm, para os 6leos essenciais e suas formula¢des binarias e ternaria das folhas
de A. sibirica, J. communis e P. cablin frente as larvas do mosquito Ae. aegypti
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Fonte: O autor (2024)
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Tragando um paralelo da concentracdo letal do 6leo essencial de A4. sibirica e J. communis,
em relagdo a outros oleos essenciais de plantas brasileiras, pode-se considerar valores proximos
para a atividade larvicida frente a A. aegypti para as plantas de Ocimum gratissimum L., Lippia
sidoides Cham., Cymbopogon citratus (DC.) Stapf. e Ocimum americanum L. Ao mesmo
tempo que para os Oleos essenciais das plantas de Eugenia candolleana DC., Eugenia
piauhiensis Vellaff., Cordia. curassavica, Myrcia erythroxylon O. Berg , Alpinia zerumbet
(Pers.) Burtt & Smith, Mirsinitos de Psidium ECO, Citrus limonia Osbeck, Siparuna
camporum (Tul.) A. DC , Citrus sinensis Osbeck, Lippia gracilis Schauer, Syzygium
jambolana DC. E, Cymbopogon winterianus, Baccharis reticularia DC , Croton Tetradenius
Baill , Schinus terebinthifolia Raddi ,e Carapa guianensis Aublet , Commiphora leptophloeos
Leat e Hyptis suaveolens Poit, o valor da CL50 encontrada para 4. sibirica e J. communis,
neste trabalho mostrou-se bastante inferior do que os resultados da literatura (tabela 5). Ja o
0leo essencial de P. cablin apresentou uma excelente atividade larvicida (tabela 5) proxima as
atividades larvicidas de plantas do género Piper tais como Piper gaudichaudianum e Piper
marginatum ¢ melhor do que as espécies Piper arboreum e Piper crassinervium para as cepas
Rockefeller do A. aegypti testadas (Pereira et al, 2021). O género Piper sp., assim como
outras espécies vegetais, apresenta monoterpenos € sesquiterpenos em sua composi¢do com
acdo larvicida ja relatada na literatura bem como ocorre com o alcool patchouli (Autran; et al,
2009; Gokulakrishnan et al, 2013; Santos & Brandao et al, 2019; Mustapa et al, 2023). A
figura 60 apresenta um histrograma comparativo dos valores de CL50 para as diversas

espécies de plantas citadas anteriormente.
Figura 60: Histograma com diferentes CL50, em ppm, para diversas espécies de plantas
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Tabela 5: Valores de CL5, de algumas plantas brasileiras encontradas na literatura
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CL 50 (ppm) Espécie Referéncia
67,53 abies sibirica Este estudo
60 Ocimum gratissimum Cavalcanti et al, 2004
63 Lippia sidoides Cham
69 Cymbopogon citratus (DC.) Stapf
67 Ocimum americanum L
300 Eugenia candolleana Neves et al,, 2017
97,7 Cordia curassavica
313 Alpinia zerumbet (Pers.) Burtt & Smith Cavalcanti et al, 2004
519 Citrus limonia Osbeck
538 Citrus sinensis Osbeck
433 Syzygium jambolana DC
261 Hyptis suaveolens Poit
230 Eugenia piauhiensis Vellaff. Dias et al, 2015
>100 Myrcia erythroxylon O. Berg
292 Mirsinitos de Psidium ECO
251 Siparuna camporum (Tul.) A. DC.
282 Lippia gracilis Schauer
111,84 Cymbopogon winterianus Cansian; et al, 2023
92,45 J. communis Esse estudo
144,69 Baccharis reticularia DC Rocha et al, 2022
152,0 Croton Tetradenius Baill.
419,97 Schinus terebinthifolia Raddi
138 Carapa guianensis Aublet
99,40 Commiphora leptophloeos Leat
35.95 P. cablin Este estudo
37,88 Piper gaudichaudianum Pereira et al, 2021
39,91 Piper marginatum
51,63 Piper arboreum
59,03 Piper crassinervium
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J& quando comparado os resultados larvicida desse estudo com dados disponiveis na
literatura, ndo foram encontrados estudos sobre a atividade inseticida do oleo A. sibirica sobre
0 Ae. aegypti, apenas alguns estudos como, por exemplo, atividade antibacteriana diante de
cepas de Escherichia coli, Staphylococcus aureus € Pseudomonas aeruginosa (Truchan et al,
2019) e atividade inseticida contra outros insetos como os pulgdes do pessegueiro (Myzus
persicae Sulz) (Noreikaité et al, 2017; Song et al, 2022).

Entretanto ha na literatura estudos para as atividades larvicidas de mosquitos para 6leos
esséncias da familia de A. sibirica, a da Pinaceae, coniferas, como por exemplo, o 6leo de
Pinus longifolia, o qual apresentou como principais constituintes o—terpineole (12,89%),
acetato de eugenila (1,76%), eugenol (3,14%), isoeugenol (4,93%) e canfora (1,26%) e
atividade larvicida frente as larvas de Ae. aegypti (CLso: 82,1 ppm), Culex quinquefasciatus
(CLso: 85,7 ppm) e Anopheles culicifacies (CLsy: 112,6 ppm) (Ansari et al, 2005). Pavela et
al, 2021 também realizou estudos para avaliar a atividade inseticida com os 6leos essenciais
de coniferas entre elas a da familia pinaceae: Picea abies, Pinus halepensis e Pinus
sylvestris,e a familia Cupressaceae os géneros Juniperus chinensis cv. stricta, Juniperus
communis, Juniperus pfitzeriana frente a trés importantes espécies de insetos: Spodoptera
littoralis ,Culex quinquefasciatus € Musca domestica. Os principais constituintes dessas
espécies sd0 monoterpenos e sesquiterpenos tais como a-pineno (26,6 a 32,8%), sabinene
(17,0 a 22,1), B-phellandrene (5,0 a 7,6%), terpinen4-ol (5,8 a 7,4%) para o género Juniperus
e a-pinene (9,5 a 25,7%) e limoneno (13,4 a 15,6%) para as espécies P. abies e P. sylvestris.

Ja para o 6leo de J. communi e algumas das espécies da familia Cupressaceae ¢ relatado
uma LCsy de 50ppm para o estdgio L3 de A. aegypti (Dias; Moraes, 2013). Também ha
estudos para o controle de alguns vetores como Aedes albopictus que revelam uma CLsy de
55,5 ppm para o 6leo de Juniperus phoenicea cujo constituintes principais sao o-pineno
(31,3%), 06-3 careno (12,5%), PB-felandreno (13,0%) e acetato de a-terpinila (12,5%)
(Giatropoulos et al, 2012). Ja os estudos para o controle de Anopheles arabiensis indicam uma
CL50 de 10,82 ppm e uma constituicdo sabineno (25,46%), dl-limoneno (16,36%), B-mirceno
(6,0%), acetato de bornila (5,18) e terpinen-4-0l(4,90%) para o 6leo de Juniperus virginiana
(Yohana ef al, 2022). Ainda ha estudos na literatura para o 6leo de J. communis para uma
CLso de 163,6 ppm frente a larvas de Ae. aegypti onde os constituintes principais foram: a-
pineno (27,0%), a-terpineno (14,0%) e linalol (10,9%) (Carroll et al, 2011). Nota-se que para
os estudos anteriores 0s monoterpenos o-pineno € sabineno sao 0s compostos majoritarios

para cada caso sendo estes também os dois majoritarios do 6leo em estudo.
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Enquanto para o 6leo da espécie P. cablin encontra-se CLs variando de 25,14 a 28,43ppm
(Santos et al, 2022). Santos e colaboradores (2019) também encontraram uma composi¢ao
majoritariamente de sesquiterpenos como Seyshelleno (6,12%), a-bulneseno (4,11%),
Norpatchoulenol (5,72%), Pogostol (6,33%) e Alcool Patchouli (33,25%), e uma CLs, de
28,43ppm para o 6leo essencial de P. cablin. Os valores menores da concentragdo letal
encontrado nesses estudos estdo ligados aos teores maiores de sesquiterpenos como, por
exemplo, o do alcool patchouli.

Assim, diversos estudos vém sendo realizados sobre a atividade larvicida dos o6leos
essenciais de diferentes espécimes de plantas onde aquelas que possuem um teor maior de
sesquiterpenos oxigenados, hidrocarbonetos monoterpénicos e fenilpropandides que dispdem
de uma CLs5¢<100ppm e sdo consideradas as mais ativas. Entre algumas desses espécimes que
se destacam estdo aquelas pertencentes as familias das Myrtaceae, Apiaceae, Piperaceae,
Lamiaceae, Rutaceae, Asteraceae, Meliaceae e Zingiberaceae. (Priya et al, 2023). Desse
modo, as microformulagdes binarias e ternaria a base de 6leos essenciais de A4. sibirica, J.
communis e P. cablin pode provalvemente ter a sua agdo larvicida frente as larvas de Aedes
aegypti justificada pelo sinergismo da presenga dos mono e sesquiterpenos nos oleos e suas

microformulagdes.

5.3 ATIVIDADE DE OVIPOSICAO

Bioensaios de oviposicao também foram realizados nas concentragdes dos CLsy para os
Oleos essenciais, alguns compostos isolados e formulagdes diante de fémeas do mosquito Ae.
aegypti. Os resultados obtidos podem ser observados na tabela 6, na figura 61 e no apéndice

de 9 a 19 em fungdo do percentual do nimero de ovos.

Tabela 6 — Percentual do nimero de ovos no controle e teste, valor de p e numero total de ovos, N, e Indice de
atividade de oviposi¢do (IAQO) nos bioensaios dos 6leos essenciais € microformulagdes das folhas de A. sibirica,
J. communis e P. cablin e os compostos camphene, acetato de borneol e borneol frente as fémeas do mosquito
Ae. aegypti

Oleos essenciais ¢ microformulagdes IAO Controle Teste p N
(Concentragao) (%) (%)
Agua-tween X Agua-tween (controle) -0,07 54 46 0,213 4435
OE A. sibirica (A), 68ppm -0,41 71 29 0,000 5357
OE J. communis (J) 92ppm -0,31 66 34 0,009 4295

OE P. cablin (P) 36ppm 0,62 81 19 0,000 1785
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Formulagao (1:1:1) -0,30 65 35 0,009 1659
OE J+P+A, 67ppm
microformulacao -0,29 64 36 0,001 3131
(1:1) OE J+A,100ppm
Microformulagao -0,24 62 38 0,007 4232
(1:1) OE J+P, 40ppm
Microformulagao -0,68 84 16 0,000 5787
(1:1) OE A+P,51ppm
Camphene, 18,8ppm 0,09 46 54 0,147 6981
Acetato de borneol, 25ppm -0,14 57 43 0,576 4159
Borneol,2ppm 0,10 45 55 0,364 3215

Fonte: O autor (2024).

Figura 61: Histograma com o percentual médio de ovos depositados no bioensaio de oviposigdo e o respectivo
desvio para solucdes controle e 6leo essencial e suas microformulagdes. O valor de n representa o nimero total
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De acordo com a tabela 6 e figura 61 de resultados, nota-se que houve uma significativa

preferéncia pelos controles do que os testes para todos os bioensaios de oviposi¢do realizados.

Observa-se também que o bioensaio de oviposi¢cdo para o controle sozinho ndo apresentou

diferenca significativa (p-value: 0,213, n:4435) na escolha da fémea, excluindo assim
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possiveis interferentes oriundos do ambiente laboral. Os ensaios realizados com o Camphene,
Acetato de borneol e Borneol mostraram que as fémeas nao apresentaram preferéncia para os
compostos quando comparados ao controle. Outro parametro utilizado para avaliar o resultado
obtido é o Indice de Atividade de Oviposi¢do, IAO. Esse indice indica que o composto é
considerado atrativo quando positivo e maior que +0,30, enquanto o composto com indice
negativo menor que -0,30 ¢ considerado repelente. E entre esse intervalo de +0,30 até -0,30
ndo apresenta atividade de oviposicdo. (Soonwera; Phasomkusolsil, 2017; Kumuda; Kumar;
Vijayan, 2019). Dessa forma, a maior parte dos 6leos essenciais e microformulacdes testadas
nas concentragdes dos seus respectivos CLsy possuem atividade deterrente de oviposi¢do com
IAO proximos e maiores que -0,30. (figura 62) confirmando a preferéncia das fémeas pela
oviposicdo nos controles. De modo que os o6leos e microformulagdes, exceto a
microformulag@o binaria J+A, possuem acdo larvicida e deterente simultanecamente. Porém o
uso de microformulagdes ¢ preferivel ao ivés de apenas o 6leo uma vez que as mesmas
possibilitam uma atuacao simultanea de multiplipos mecanismos de acao inseticida e por isso
oferecerem menos probabilidade de desenvolvimento de resisténcia cruzada no controle de

vetores e pragas.

Figura 62: Indicies de atividade de oviposi¢do (IAO) para os 6leos essenciais e suas formulagdes binarias e
ternaria das folhas de A. sibirica, J.communis e P. cablin frente as femeas do mosquito 4e. aegypti.
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Fonte: O autor (2024)
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Quando comparado os resultados com a literatura, nota-se que o dleo essencial da espécie
P. cablin apresentou um efeito 62% mais acentuado na oviposi¢do do nimero de ovos no
controle do que no teste. Esses resultados foram melhores do que os registrados para as
espécies Piper marginatum Jacq e Croton rhamnifolioides onde esse efeito ¢ apenas de 20% e
40% respectivamente (Autran et al; 2009; Santos et al, 2014). Ja os 6leos essenciais de A.
sibirica e J. communis exibem um efeito respectivamente de 42% e 32% mais intenso na
atividade de oviposi¢cdo preferencialmente nos controles semelhantemente a atividade nas
variantes vermelha e rosa da A/pinia purpurata onde foi observada uma inibicdo de 30% dos
ovos em comparagdo com a solucdo controle. (Santos et al, 2012).

Na literatura ha o registro de alguns estudos indicando que a presen¢a de alguns mono e
sesquiterpenos tais como Limoneno, 6xido de cariofileno, o—pineno, f—pineno, d—elemene,
germacrene D, f-cariofileno, camphene e y-terpinene sio responsaveis pela agado repelente do
Aedes (Waliwitiya, 2008; Almeida et al/, 2023). Também ha estudos repelentes para o 6leo
essencial de J. communis (Carroll et al 2011) e de oviposi¢do (Uniyal et al, 2016;
Giatropoulos et al, 2012). Ja o 6leo essencial de P.cablin apresenta estudos sobre a atividade
repelente para esse vetor. (Gokulakrishnan; ez al/, 2013) mas ndo de oviposi¢cdo enquanto nao
foi encontrado estudos para a atividade de oviposicao e nem de repeléncia para o 6leo de A.
sibirica.. A utilizacdo desses Oleos essenciais, portanto, ¢ capaz de dificultar ou inibir a
oviposicdo dos mosquitos fémeas do género Ae. aegypti contribuindo como uma possivel

alternativa natural para ser empregada no controle desse vetor.
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6 CONCLUSAO

Tanto os 6leos essenciais de A4. sibirica, J. communis e P. cablin quanto as suas respectivas
microformulagdes trendria e bindrias a base destes 6leos apresentaram atividade larvicida e de
oviposi¢do frente as larvas e aos mosquitos de Aedes aegypti sendo considerados bem ativos
por possuirem respectivamente um CLsy de 67,53ppm para o OE de A. sibirica, 92,45ppm
para o OE de J. communis e 35,95ppm para o OE de P. cablin bem como as suas formulagdes
binarias (J+P,39,50ppm; A+P,51,64ppm, A+J,363,89ppm) e terndria (A+J+P, 66,99ppm). Os
Oleos essenciais, portanto, de 4. sibirica, J. communis e P. cablin possuem atividade larvicida
para o Ae. aegypti, sendo este Ultimo o mais bioativo para causar a morte da fase larval do
inseto (P. cablin > A. sibirica = J. communis). As microformulacdes testadas também
mostraram potencial atividade larvicida com o maior destaque para a formulacdo com J.
communis e P. cablin (J+P) considerado o mais bioativo para promover a mortalidade das
larvas de Ade. aegypti (J4P > A+P = J+P+A+ > J+A). Assim o 6leo de P. cablin ¢ a
formulacao J+P foram os produtos mais bioativos para atividade larvicida neste estudo.
Quanto a atividade de oviposicdo, tanto os dleos quanto as suas formula¢des mostraram-se
deterrentes a oviposicdo do mosquito na concentracdo letal 50 da atividade larvicida. Logo
tanto os Oleos esséncias quanto as microformulagdes sdo uma promissora fonte para
desenvolvimento de materiais larvicida e deterrentes mitimigando a proliferagdo de doencas
desse vetor, sendo uma Otima alternativa inseticida por serem extraidos de fontes renovaveis,
ndo possuirem alta toxicidade a animais ndo alvos e por serem biodegradaveis além de reduzir
o nuamero de insetos vetores no ambiente sendo, assim um aliado das vigilancias
epidemiologica, entomologica e ambiental ¢ um nicho de mercado para as industrias de

inseticidas e repelentes.

Pespectivas do trabralho:
X iz i zimati Z1 1 X ,
% Realizar os ensaios enzimaticos para algumas ezimas tais como, por exemplo, a
acetilcolinesterase para os 6leos e as microformulagdes nas CLso;

% Realizar ensaios de eletroantenografia para os dleos e as microformulagdes nas CLs;
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APENDICES

APENDICE A- Dados brutos e estatisticos obtidos no ensaio larvicida do 6leo de Abies

sibirica (Pinheiro-Siberiano)

Concentragao
(ppm) Numero de larvas mortas | Total de larvas usadas no ensaio | % de mortalidade
50 23 80 28,75
60 29 80 36,25
70 43 80 53,75
80 49 80 61,25
90 60 80 75,00
100 65 80 81,25
"
. A B c D E F
|Alpha (significance level) 0,0010
Probit Analysis - Finney Method [Lognormal Distribution]
Log10[Dose (Stimulus)] ~ Actual Percent (%) Probit Percent (%) N R E(R)
1,6990 0,2875 0,2581 80 23,0000 20
1,7782 0,3625 0,3992 80 29,0000 1
1,6451 05375 0,5309 80 43,0000 42
1,903 06125 0,6428 80 49,0000 51,
1,9542 0,7500 0,7325 80 60,0000 58,

20000 0,6125 0,8017 80 65,0000 64,



Dose (Stimulus) Percentile #1

112

Percentile Probit (Y} Log10[Dose (Stimulus)]  Standard Error Dose (Stimulus) Standard Error LCL UcL
1 26732 1,3616 0,0655 22,9923 34832 15,9586 28,8385

5 31,3548 1,4986 00483 31,5245 a2 241103 37,2762
10 3.7183 15717 0,0392 37,3030 33736 30,0233 42,7772
16 4,0056 1,6295 0,0322 42,610 31653 35,6808 47,7289
20 41585 1,6603 0,0236 45,7386 30150 39,0936 50,6174
25 4,3258 1,6939 0,0248 49,4220 28200 431876 54,0065
30 44760 1,721 0,0215 52 9514 26221 471870 &7 2851
40 4,747 1,7786 0,0163 60,0669 22507 55,1892 63,9190
50 5,0000 1,6295 0,013 67,5305 20306 634004 71,3304
60 5,2529 1,8804 0,0128 75,9215 22300 71,8831 80,6537
70 55240 19349 0.0158 86,0750 31359 809897 93,4201
75 5,6742 1,9651 0,0185 92,2740 39274 86,1480 101,7851
80 5,8415 1,9987 0,0219 99,7050 50265 92,0963 1122101
84 5,994 2,0295 0,0253 107,0233 62269 977825 122 B166
50 62817 2,0873 0,0320 122,2519 9.0049 1092419 145,772
95 6,6452 21604 0,0408 1446612 13,6186 1254681  181,3705
99 7,3268 22974 0,0579 198,3429 265417 1623064 2738270

Reqgression Statistics

|LD50 67,5305 LD50 Standard Error 2,0306

|LDSG LCL 63,4004 LD&O UCL 71,3304

|Log 10[LD50] 1.8295 Standard Error 0,0131

|Beta 49726 Intercept -4.0975

Beta Standard Emor 0,6059

Response (%)

Probit Analy=is

[ury

== et} L o (23] )] b | (=] (u] =]

=] = =] {m=] =] = =] =] =] =]
L i i i f L L L L

1,6 1,65

1.7

1,75 1.8 1,85 1.9 1,95 2
Logl0({Stimulus (Dose))

Regression Line (Predicted) —%— Experimental Points I

2,05

23

@ Lanvicida - RStudio Source Editor

m

“lp

1
2

50
90

Filter
dose LcL

6 675305 63.40054

ucL

7133036

chisquare  df  pgof sig h  slope  slopese  slope sig intercept intercept_se intercept_sig

1.029549

6 1222419 109.23472 14575582 1.072190

varm

132748 4 0.8566962 1 4972649 0.6059383 2.276801e-16 -9.097461 1.128365 7.473973e-16 8.206526 0.001181626

132748 4 0.8566962 1 4972649 0.6059383 2.276801e-16 -9.097461 1.128365 7.473973e-16 8206526 0.005201287

covariance

-0.6827458
-0.6827458



APENDICE B- Dados brutos e estatisticos obtidos no ensaio larvicida do 6leo de Juniperus

communis (Zimbro)
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Concentragdo (ppm) | Numero de larvas mortas | Total de larvas usadas no ensaio | % de mortalidade
80 28 80 35,0
90 37 80 46,3
100 45 80 56,3
110 42 60 70,0
120 47 60 78,3
130 53 60 88,3
JE | HIPTIE I eV
A B i3 1] E F
ﬂpha (significance level) | 0.0010
_Probit Analysis - Finney Method [Lognormal Distribution]
Log10[Dose (Stimulus)] = Actual Percent (%)  Probit Percent (%) N R E(R)
1,9031 0,3500 0,3267 80 23,0000 261
1,9542 04625 0,4667 80 37,0000 L]
2.0000 0,5625 0,5962 80 45,0000 47
20414 0,7000 0,7052 60 42,0000 42
20792 0,7833 0,7909 60 47,0000 474
21139 0,6833 0,8550 60 53,0000 51,2
Degrees of Freedom 4
p-value 0,9662
Dose [ Stimulus) Percentile #1
Percentile Probit (Y) Log10[Dose (Stimulus)] =~ Standard Error Dose (Stimulus) Standard Er
1 26732 1,6404 0,0516 43,6946 ¥
5 3,3548 1,7358 0,0384 544219 4t
10 3,7183 1,7666 0,0315 61,1818 41
16 4,0056 1,6268 0,0261 67,1142 4
20 4,1585 1,6482 0,0233 70,5038 3,i
25 4,3258 1,6716 0,0203 74,4067 34
30 4 4760 1,8926 0,0177 78,0948 3,
40 47471 1,9305 0,0135 85,2202 2t
50 5,0000 1,9659 0,0105 92,4540 2:
60 5,2529 2,0013 0,0094 100,3019 2l
70 5,5240 2,0392 0,010 1094534 2]
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Reqgression Statistics

|LD50 92,4540 LD50 Standard Error 2,2345
|LD50 LCL 87,6974 LD50 UCL 96,4115
|Log 1OfLD50] 1,9659 Standard Emor 0,0105
|Beta 7.1484 Intercept -9.0532
|Beta Standard Error 0.9434

Probit Analysis

100

Response (%)

20 7

10

i9 1,92 1,94 1,956 1,98 2 2,02 204 206 208 21 212 2,14
Logl0{Stimulus (Dose))

Regression Line (Predicted) —#%— Experimental Points I

@ RStudio Source Editor

m
Filter

“pP n dose LcL ucL se chisquare  df  pgofsig h  slope  slopese  slopesig  intercept interceptse interceptsig  z varm covariance

150 6 9245402 87.69752 9641145 1.02346 09992557 4 09099088 1 7148378 09433717 3523376e-14 1405318 1886869 9.484991e-14 7.577478 0.001340957 -1.778966

2 90 6 139.70258 129.16947 158.57033 1.05034 0.9992557 4 0.9099088 1 7148378 0.9433717 3.523376e-14 -14.05318 1.886869 9.484991e-14 7.577478 0.005051922 -1.778966
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APENDICE C- Dados brutos ¢ estatisticos obtidos no ensaio larvicida do 6leo de Pogostemon

cablin (Patchuli)

Concentragdo (ppm) | Numero de larvas mortas | Total de larvas usadas no ensaio | % de mortalidade
10 7 80 8.8
20 20 80 25,0
25 31 80 38,8
30 28 60 46,7
50 49 80 61,3
60 43 60 71,7
70 44 60 73,3
80 63 80 78,8
U4 Jr |
A B C 1] E F
Alpha (significance level) 0,0010
Probit Analysis - Finney Method [Lognormal Distribution]
Log10[Dose (Stimulus)] Actual Percent (%) Probit Percent (%) N R E(R)
1,0000 0.0875 0,0965 60 7,0000 17
1,3010 0,2500 0,2754 60 20,0000 220
1,3979 0,3875 0,3558 80 31,0000 28 4
141N 04667 04270 60 26,0000 256
1,6990 0,6125 0,6314 80 49,0000 505
1,7782 0,167 0,6988 60 43,0000 419
1,6451 0,7333 0,751 60 44,0000 450
1,903 07875 0,7921 80 63,0000 63,3
: Degreles of Freedom B
p-value 0,9920
Dose {Stimulus) Percentile #1
Percentile Probit (Y) Log10[Dose (Stimulus)] Standard Error Dose (Stimulus) Standard En
1 26732 0,5624 0,0950 3,6509 0.8
5 3,3548 0,8534 0,0695 17,1345 1.1
10 3,7183 1,0085 0,0563 10,1965 1.3
16 40056 11312 0,0464 13,5266 14
20 41585 1,1965 0,0414 15,7214 1.5
25 43258 1,2679 0,0363 18,5310 15
30 4 4760 1,3320 0,0322 21,4191 1.5
40 4,741 14477 0,0265 28,0373 1.7
50 5,0000 1,5857 0,0245 35,9513 20
60 5,2529 1,6637 0,0263 46,0993 27
70 5,5240) 1,779 0,0318 60,1749 44
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|Regression Statistics

|LD50 35,9513 LD50 Standard Error 2,0291
|LDS0 LCL 32,1810 LD50 UCL 40,1451
| Log1O[LDS0] 1,5557 Standard Error 0.0245
| Befa 2.3424 Intercept 1,3558
|Beta Standard Error 0.2092

Probit Analysis

100

Respornse (%)

Loglo{Stimulus (Dose))

Regression Line (Predicted) —#— Experimental Points I

@ Rstudio Source Editor

m
Filter

“lp n  dose LeL ucL se chisquare  df  pgof sig h  slepe  slopese  slope_sig intercept  intercept se  interceptsig  z var.m covariance

150 8 3595134 3218106 40.14503 1.057109 1393723 6 09662392 12342431 02092115 4.242879e-29  -3.644156 03309864 3.420592e-28 1119647 0001318944  -0.06822998

a 90 8 12671216 10248862 169.57142 1.133029 1.393723 6 0.9662392 12342431 0.2092115  4.242879¢-29 -3.644156 0.3309864 3.420592¢-28 11.19647 0.003650790 -0.06822998
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APENDICE D- Dados brutos e estatisticos obtidos no ensaio larvicida para a formulagio

1:1:1 dos oleos de Abies sibirica (Pinheiro-Siberiano), Juniperus communis (Zimbro) e

Pogostemon cablin (Patchuli)

Numero de larvas Total de larvas
Concentragdo (ppm) mortas usadas no ensaio | % de mortalidade
90 89 100 89,00
85 50 60 83,33
80 119 160 74,38
75 38 60 63,33
70 86 160 53,75
65 29 60 48,33
60 32 100 32,00
50 19 120 15,83
fe |Alpha (significance level)
. A B & D E F
H‘Pha {significance feieH | 0.0010
_Probit Analysis - Finney Method [Lognormal Distribution]
Log10[Dose (Stimulus)] = Actual Percent (%) Probit Percent (%) N R E(R)
1,6990 0,1583 0,1372 120 19,0000 16,41
1,7782 0,3200 0,3403 100 32,0000 34,0
1,8129 0,4833 0,4552 60 29,0000 213
1,8451 0,5375 0,5653 160 86,0000 90,4
1,8751 0,6333 0,6636 60 38,0000 398
1,903 0,7438 0,7465 160 119,0000 119.4.
1,9294 0,8333 0,8133 60 50,0000 487!
1 9R47 01 2400 01 BRA1 100 29 anna Ak h
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Chi-square

Chi-square 1,0206
Degrees of Freedom 6
p-value 0.9848

Dose (Stimulus) Percentile #1

Percentile Probit (Y) Log10[Dose (Stimulus)]  Standard Error  Dese (Stimulus) Standard Error LCL ucL

1 26732 1,5556 0,0232 35,9412 1.9201 31,8856 39,3099

5 3.3548 1,6348 0.0173 43,1318 1,7192 39,4564 46,1271
10 3.7183 1,6770 0.0143 47,5376 1.5603 44,1869 50.2530
16 4,0056 1,7104 0.019 51,3364 1.4092 48,3063 53,7935
20 4,1585 1,7282 0.0107 53,4812 1.3209 50,6432 55,791
25 4,3258 1,7476 0.0095 55,9293 1.2204 53,3145 58,0753
30 44760 1,7651 0.0084 58,2227 1.1296 55,8150 60,2252
40 4,747 1,7966 0.0068 62,6028 0,9806 60,5538 64,3884
50 5.0000 1,8260 0.0058 66,9864 0.8936 65,1794 68,6986
60 5.2529 1,8554 0.0057 71,6770 0.9330 69,9043 73,5638
70 5.5240 1,8869 0.0064 77,0692 1.1408 75,0229 79,5049
75 5.6742 1,9043 0.0072 80,2295 1,3275 77,9033 83,1235
80 5,8415 1,9238 0,0082 83,9019 1,5863 81,1751 87.4194
84 5,9944 1,9415 0,0093 874074 1.6644 84,2435 91,5898
90 6,2817 1,9749 0,014 94,3921 24839 90,2472 100,0525
95 6,6452 2,0172 0,0144 104,0342 34418 96,3706 111,9897
99 17,3268 2,0964 0,0202 1248479 57952 1154814 138.5185

Reqgression Statistics

LD50 66,9864 LD50 Standard Error 0,8986
LD50 LCL 65,1794 LD50 UCL 68,6986
Log10fLD50] 1.8260 Sifandard Error 0.0058
Beta 8,6051 Intercept -10,7129
Beta Standard Error 0,6514

Probit Analysis

Response (%)

1,65 1,7 1,75 1,8 1,85 1,9 1,95 2
Logl0(Stimulus (Dose))

Regression Line (Predicted) —*— Experimental Points I

@ Rstudio Source Editor

m
Filter
“p n dose  LCL ucL se chisquare  df pgofsig  h slope  slopese  slopesig  intercept  interceptse interceptsig  z var_.m covariance

1 50 8 6698641 65.17945 6869857 1.013344 2272982 6 08929594 1 8605143 06513814 2e-40 -15.71288 1.2036 5.959063e-39 13.21061 0.0007360031 -0.7833859

2 90 8 9438766 9024345 100.04692 1.026135 2272982 6 08929594 1 8605143 065138

762e-40 -15.71288 1.2036 5.959063e-39 13.21061 0.0023834361 -0.7833859
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APENDICE E- Dados brutos e estatisticos obtidos no ensaio larvicida para a formulagio 1:1

dos oleos de Juniperus communis (Zimbro) e Pogostemon cablin (Patchuli)

Concentragao Numero de larvas Total de larvas usadas no % de
(ppm) mortas ensaio mortalidade
20 9 80 11,3
30 21 80 26,3
40 50 100 50,0
50 43 60 71,7
60 51 60 85,0
80 57 60 95,0
100 59 60 98,3
J |Alpha (signmcance level)
A B T D E F
Alpha (significance level I 0,0010
Probit Analysis - Finney Method [Lognormal Distribution]
Log10[Dose (Stimulus)]  Actual Percent (%) Probit Percent (%) N R E(R)
1.4771 0,2625 0.2583 80 21,0000 201
1.6021 0.5000 05118 100 50,0000 Bl
1,6990 0,7167 07107 B0 43,0000 42,1
1,7782 0,8500 0,8377 60 51,0000 50,
1,9031 0,9500 0,9519 60 57,0000 5y,
2,0000 0,9833 0.9857 60 59,0000 59,
- -
A B c 1] E F
Dose [Stimulus) Percentile #1
Percentile Probit (Y) Log10[Dose (Stimulus)]  Standard Error  Dose (Stimulus)  Standard Er
1 26732 1,1679 0,051 14,7206 1,7
5 3,3548 1,2935 0,0389 19,6564 1,1
10 3.7183 1,3605 0,0325 22,9337 1,7
16 4,0056 1,4134 0,0277 25,9065 1E
20 4,1585 1,4416 0,0253 27,6435 1k
25 4,3258 1,4724 00227 29,6764 1.5
30 4.4760 1,5001 0,0205 31,6288 14
40 47471 1,5500 0,0171 35,4835 13
50 5.0000 1,5966 0.0147 39,5028 1.
60 5,2529 1,6432 0,0138 43,9774 1.3
70 5.5240 1,6932 0.,0145 49,3371 1€
75 5.6742 1,7208 0,0156 52,5829 1.8
80 58415 1,7517 0,0173 56,4499 2z
84 5.9944 1,7798 0,0192 60,2346 2k
90 62817 1,8328 0,0233 68,0427 3E
95 6,6452 1,8998 0,0291 79,3875 5.3
99 7.3268 2,0263 0,0409 106.0057 10.C
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Reqression Statistics

|LD50 39,5028 LD50 Standard Error 1,341
|LD50 LCL 36,7887 LD50 UCL 42,0244
|Log 1O[LD50] 1,5966 Standard Error 0,0147
|Beta 54275 Intercept -3,6657
|Beta Standard Error 0.5348

Probit Analysis

100
90
80
70
&0
50
40

Response (%)

30
20

10

0 T T T T T T T T v
i4 145 1,5 1,55 15 165 1,7 1,79 1,8 1,85 13 1,95 2 2,05 21
Log1l0(Stimulus (Dose))

Regression Line (Predicted) —#%— Experimental Points I

@ Rstudio Source Editor

m
Filter

P n dose  LCL ueL se chisquare  df pgofsig  h slope  slopese  slopesig  intercept  interceptse  interceptsig  z varm covariance

1 50 7 3851452 3607899 4098306 1032629 2308598 5 08050032 1 4931207 03909873 1808937e-36  -7.819042 06345818 6933383e-35 1261219 0001880595  -0.2466899

2 % 7 7006651 6387463 7891606 1054295 2308598 5 08050032 1 4931207 03909873 1808937e-36  -7.819042 06345818 6933383e-35 1261219 0003764471 -0.2466899
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APENDICE F- Dados brutos ¢ estatisticos obtidos no ensaio larvicida para a formulagdo 1:1

dos o6leos de Abies sibirica (Pinheiro-Siberiano) e Pogostemon cablin (Patchuli)

Numero de | Total de larvas usadas
Concentragao (ppm) larvas mortas no ensaio % de mortalidade
20 6 60 10,0
30 13 60 21,7
40 18 60 30,0
50 29 60 48,3
60 34 60 56,7
80 47 60 78,3
100 50 60 83,3
1 & |
| A B 5 D E F
| Alpha (significance level) 0,0010
Probit Analysis - Finney Method [Lognormal Distribution]
Log10[Dose (Stimulus)] Actual Percent (%) Probit Percent (%) N R E(R)
1.3010 0,1000 0,0800 60 6,0000 4.1
1,471 02167 0,2106 60 13,0000 12,8
1,6021 0,3000 0,3526 60 16,0000 21,
1,6990 0,4833 0,4810 60 29,0000 28,1
1,7782 0,5667 0,5880 60 34,0000 35
1,9031 0,7833 0,7416 60 47,0000 44
2,0000 0,8333 0,8362 60 50,0000 50,
A B c D E £

Dose (Stimulus) Percentile #1

Percentile Probit (Y) Log10[Dose (Stimulus)]  Standard Error  Dose (Stimulus)  Standard En
1 2.6732 1.0307 0,0721 10,7331 1.7
5 3.3548 1,2306 0,0526 17,0047 2.0

10 3.7183 1,337 0.,0426 21,7343 21
16 4.0056 14214 0,0352 26,3869 21
20 4.1585 1,4662 0,0315 29,2576 21
25 4.3258 1,51583 0,0278 32,7555 2,0
30 4.4760 1,5583 0.0249 36,251 2,0
40 47471 1,6388 0.0212 43.6313 2.1
50 5.,0000 1,7130 0,0202 51,6374 24
60 5,2529 1,7871 0,0221 61,2530 3.1
70 55240 1,8666 0,0265 73,5543 4.4
75 56742 1,9106 0,0296 §1.4038 55
80 5.8415 1,9597 0,0335 91,1359 7.0
84 5.,9944 2.0045 0,0373 101,0510 8.6
90 6,2817 2. 0ggs 0.0449 122.6824 127
95 6,6452 21954 0.,0550 156.8050 19.9

99 7.3268 2.3952 0,0746 2454308 42,8
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iReqression Statistics

|LD50 51,6374 LD50 Standard Error 2,4048
|LDS0 LCL 47 1875 LD50 UCL 56,6348
|Log 10fLD50] 1,7130 Standard Error 0,0202
|Beta 3.4105 Intercept -0,8421
|Beta Standard Error 0,334

Probit Analysis

100

Response (%)

i3 1,35 i4 145 i5 155 1,6 165 1,7 i,75 18 1,8 1,9 195 2 2,05 2,1
Loail(Stimulus (Dose))

Regression Line (Predicted) —#— Experimental Points I

@ Rstudio Source Editor

m
Filter

P n dose  LCL uct se chisquare  df pgofsig  h slope  slopese  slopesig  intercept  interceptse interceptsig  z var.m covariance

1 50 7 516374 47.1876 5663465 1.046717 1727916 5 08853642 13410503 03391093 8.535856e-24 -5.84207 05806036  8.127644e-24 1005724 0001558650 -0.1955531

2 % 7 1226678 1037607 15562465 1.105036 1727916 5 08853642 13410503 03391093 8.535856e-24 -5.84207 05806036  8127644e-24 1005724 0005016284  -0.1955531
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APENDICE G- Dados brutos e estatisticos obtidos no ensaio larvicida para a formulagio 1:1

dos oleos de Abies sibirica (Pinheiro-Siberiano) e Juniperus communis (Zimbro)

Concentragao Numero de larvas Total de larvas usadas no % de
(ppm) mortas ensaio mortalidade
350 29 60 48,33
375 32 60 53,33
400 56 100 56,00
425 63 100 63,00
450 53 80 66,25
475 71 100 71,00
500 61 80 76,25
= |
. A B 1] E F
Alpha (significance level) 0,0010
Probit Analysis - Finney Method [L ognormal Distribution]
Log10[Dose (Stimulus)]  Actual Percent (%) Probit Percent (%) N R E(R)
2,5441 0.4833 0.4674 60 29,0000 28,1
2,5740 0,5333 0.5252 60 32,0000 31,
2.6021 0.5600 0.5788 100 56,0000 a7t
2.6284 0.6300 0.6278 100 63,0000 62,0
2.6532 0.6625 0.6723 g0 53,0000 53,
2,6767 0.7100 0.,7122 100 71,0000 7.
2.6990 0.7625 0.7478 80 61,0000 89.4
p-value 0,9996
. Dose (Stimulus) Percentile #1
Percentile Probit (Y) Log10[Dose (Stimulus)] Standard Error Dose (Stimulus) Standard E
1 2,6732 2,0798 0.1594 120,1880 45,
5 3.,3548 2,2208 0.1188 166,2703 46,
10 3.7183 2,2960 0.0971 1976815 44,
16 4.0056 2,3554 0.0801 226,6562 42,
20 4.1585 2,3870 0.07M 2437775 40,
25 4,3258 24216 0.0612 263,9835 37,
30 4,4760 24526 0.0524 263,5493 34,
40 4,7471 25087 0.0369 3226063 27,
80 5.0000 2,5610 0.0232 363.8879 19,
60 5.2529 2,6133 0.0132 410,4520 12,
70 5.5240 2,6693 0.0172 4669891 18,
75 5.6742 2,7004 0.0243 501.6011 28,
80 5.8415 2,7349 0.0333 8431772 41,
84 5.9944 2,7666 0.0419 5842081 56,
90 6.2817 2,8260 0.0586 669,8372 90,
95 6.6452 2,901 0.0800 796,3803 147,
99 7.3268 3.0420 0.1205 1.101.6361 309,
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.Reqression Statistics

:LDSD 363,8879 LD50 Standard Error 19,4276
|LD50 LCL 314,9339 LD5S0 UCL 388.2106
|Log10[LD50] 2.5610 Standard Error 0.0232
|Beta 48367 Intercept -7,3866
Beta Standard Error 1,152
Probit Analysis
100
50 -
804 -
704 -
?_EH 60 -
Ll
£ 504-
o
[
w40+
o
30
20
10
D T 1] T T T T T T 1l T T T T T T T LI T T
2,5 2,51 2,52 2,53 2,54 2,55 2,56 2,57 2,58 2,59 2,6 2,61 2,62 2,63 2,64 2,65 2,56 2,67 2,68 2,69 2,7
Logl0({5timulus (Dose))
| Regreszsion Line (Predicted) —#%— Experimental Points I

@ Rstudio Source Editor

m
Filter

P n dose  LCL uct se chisquare  df pgofsig  h slope  slopese  slopesig  intercept  interceptse interceptsig  z varm covariance

1 50 7 3638879 3149354 3882103 1044988 035245 5 09965387 14836684 1115156 1442912e-05  -12.38659 2931651 23880905 4337228 0.001302791 -3.2687

2 % 7 669.7806 577.9082 980.2667 1.113928 035245 5 09965387 1 4836684 1115156 1442912e-05  -1238659 2931651 23880905 4337228 0.006431636 -3.2687



APENDICE H- Dados

positivo themefos

125

brutos e estatisticos obtidos no ensaio larvicida para o controle

Concentracao (ppm) Concentragdo (ppb) Total de mortas | Total de larvas %
0,001 1 5 60 8,33
0,00175 1,75 20 80 25,00
0,00325 3,25 47 100 47,00
0,0035 3,5 50 100 50,00
0,00375 3,75 68 120 56,67
0,004 4 38 60 63,33
I |
A B D E F
Alpha (significance level) 0,0010
Probit Analysis - Finney Method [Lognormal Distribution]
Log10[Dose (Stimulus)] Actual Percent (%) Probit Percent (%) N R E(R)
0.0000 0,0833 0,0865 60 5,0000 5
0.2430 0.2500 0.2345 80 20.0000 18
0.5119 0.4700 0.4929 100 47.0000 49
0.5441 0.5000 0.5266 100 50,0000 52
0.5740 0.5667 0.5579 120 65,0000 66
0.6021 0,6333 0.5867 60 38,0000 35
Ll
A B C D E
Dose (Stimulus) Percentile #1
Percentile Probit (Y) Log10[Dose (Stimulus)] Standard Error Dose (Stimulus) Standard [
1 2,6732 -0.3671 0,1219 0.4295 0
5 3.3548 -0.1076 0,0860 0.7805 0
10 3,7183 0,0307 0,0672 1,0733 0
16 4,0056 0.1401 0,0528 1.3807 0
20 4,1585 0,1983 0,0455 1,5788 0
25 4,3258 0.2620 0,0379 1.8281 0
30 44760 0.,3192 0,0318 2,0853 0
40 4,7471 0.4223 0,0239 26445 0
50 5,0000 0.5186 0,0235 3.3009 0
60 5.2529 0.6149 0.0301 41201 0
70 5,5240 07181 0,0412 52251 0
75 5.6742 0.7753 0.0482 5.9602 0
80 5.8415 0,8389 0,0563 56,9013 0
84 5.9944 0.8972 0,0640 7.8915 1
90 6.2817 1,0065 0,0787 10,1513 1
95 6.6452 1,1449 0,0977 13.9599 3
99 7.3268 1,4043 0,1338 25,3704 7




A

|Regression Statistics

|LD50 3,3009 LD50 Standard Error 0,1
LDS0 LGL 2,9899 LD50 UCL 3.6
Log 10[LD50] 0,5186 Standard Eror 0.0
|Beta 2.6271 Intercept 3.6
Beta Standard Error 0.3480
Frobit Analysis
100
90
80
_ 70
£ 60
E 50
2 40
(=4
30
20
Je |AIPN3 |SIgNTICANCE 1evel)
_' A B [ c [
|Alpha (significance level] ] 0,0010
Probit Analysis - Least squares [Normal Distribution]
Dose (Stimulus) Actual Percent (%) N Prob
1,0000 0,0833 60 3
1,7500 0,2500 80 4
3,2500 04700 100 4
3,5000 0,5000 100 5
3,7500 0,5667 120 5
4,0000 0,6333 60 5
Reqression Statistics
LD50 3,3899 LD50 Standard Error 0
LDS0 LCL 2.9829 LDS0 UCL 3
Beta 0,5043 intercept 3

126
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_rI: __|Alpha (significance level)
| i) | ;S| = N - S S
|Beta 0,5043 Intercept 3.2904
|Beta Standard Error 0.2014
ELDTO 0.8483 LD16 1.4070

|LD84 5.3728 LDSO 5.9314
|LD100 B.3643

Probit Analysis

100
s04-

80 -

Response (%)

Stimulus (Dose)

Regression Line (Predicted) —%— Experimental Points l

@ Rstudio Source Editor

m
Filter
‘e n dose et ueL  se chisquare  df pgofsig  h slope  slopese  slopesig  intercept interceptse interceptsig  z var.m covariance
1 50 6 3300861 2989887 369623 1053513 1184222 4 08806894 12627058 03479982 4384246e-14 -661658 08635737 1832611e-14 7.549056 00005576483  -0.2998529
2 90 6 10149740 777.2576 1581338 1184694 1184222 4 08806894 12627058 03479982 4384246e-14 -661658 08635737 1832611e-14 7.549056 00041367506  -0.2998529

*OBS: em unidades de 100ppb
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APENDICE I- Dados brutos e estatisticos obtidos no ensaio de oviposi¢io do 6leo de

Pogostemon cablin (Patchuli) a 36ppm

Gaiola Controle Teste
N° de ovos % N° de ovos % Total de ovos
1 423 80 109 20 532
2 57 48 62 52 119
3 238 100 0 0 238
4 118 90 13 10 131
5 97 97 3 3 100
6 327 91 33 9 360
7 108 100 0 0 108
8 82 42 115 58 197
Total de ovos 1450 81 335 19 1785

Parametros estatisticos para os resultados do nimero de ovos
Two-Sample T-Test and CI: controle; teste
Two-sample T for controle vs teste
N Mean StDev SEMean
controle 8 181 133 47
teste 8 41,9 48,1 17
Difference = mu (controle) - mu (teste)
Estimate for difference: 139,375
95% CI for difference: (31,811; 246,939)
T-Test of difference = 0 (vs not =): T-Value = 2,78 P-Value =0,015 DF = 14
Both use Pooled StDev = 100,3025

Parametros estatisticos para os resultados do percentual do numero de ovos
Two-Sample T-Test and CI: control; test

Two-sample T for control vs test
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N Mean StDev SE Mean
control 8 81,0 23,2 8,2
test 8 19,0 23,2 8,2
Difference = mu (control) - mu (test)
Estimate for difference: 62,0000
95% CI for difference: (37,1128; 86,8872)
T-Test of difference = 0 (vs not =): T-Value = 5,34 P-Value =0,000 DF = 14
Both use Pooled StDev = 23,2071

Oleo essencial de panctho (36 ppm) ‘ ‘ ‘

Teste m Controle

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95 100
Percentual de ovos e desvios padrao para a oviposi¢ao do OE

Resultados R (versao) R 4.3.3

controle =c(423,57,238,118,97,327,108,82)
teste = ¢(109,62,0,13,3,33,0,115)
t.test(controle, teste, paired = TRUE,
alternative = c("two.sided"),

mu = 0, , var.equal = FALSE,

conf.level = 0.95)

+++VVYyV

Paired t-test

data: controle and teste
t = 3.0246, df = 7, p-value = 0.01926
alternative hypothesis: true mean difference is not equal to O
95 percent confidence interval:
30.41158 248.33842
sample estimates:
mean difference
139.375

>
> summary(controle)
Min. 1lst Qu. Median Mean 3rd Qu.




57.00 93.25 113.00 181.25 260.25
Max.
423.00
> summary(teste)
Min. 1lst Qu. Median Mean 3rd Qu.
0.00 2.25 23.00 41.88 73.75
Max .
115.00
> sd(controle)
[1] 133.4485
> sd(teste)
[1] 48.0905
>
> dad.test=data.frame(controle, teste)
> summary(dad.test)
controle teste
Min. : 57.00 Min. : 0.00
1st Qu.: 93.25 1st Qu.: 2.25
Median :113.00 Median : 23.00

Mean :181.25 Mean : 41.88
3rd Qu.:260.25 3rd Qu.: 73.75
Max . :423.00 Max . :115.00

> sd(controle)
[1] 133.4485

> mean(controle)
[1] 181.25

>
> View(dad. test)
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APENDICE J- Dados brutos e estatisticos obtidos no ensaio

Juniperus communis (Zimbro) a 92ppm

de

131

oviposi¢do do Oleo de

Gaiola Controle Teste
N° de ovos % N° de ovos % Total de ovos
1 308 57 236 8 544
2 88 2 315 78 403
3 383 69 176 31 559
4 294 74 105 26 399
3 502 85 92 15 594
6 340 65 186 35 526
7 491 73 186 27 677
8 414 70 179 30 593
Total de ovos
2820 66 1475 34 4295

Parametros estatisticos para os resultados do nimero de ovos
Two-Sample T-Test and CI: controle; teste
Two-sample T for controle vs teste
N Mean StDev SE Mean
controle 8 353 132 47
teste 8 184,4 704 25
Difference = mu (controle) - mu (teste)
Estimate for difference: 168,125
95% CI for difference: (54,768; 281,482)

T-Test of difference = 0 (vs not =): T-Value = 3,18 P-Value =0,007 DF = 14

Both use Pooled StDev = 105,7051

Parametros estatisticos para os resultados do percentual do numero de ovos

Two-Sample T-Test and CI: control; test
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Two-sample T for control vs test
N Mean StDev SE Mean
control 8 64,4 189 6,7
test 8 35,6 18,9 6,7
Difference = mu (control) - mu (test)
Estimate for difference: 28,7500
95% CI for difference: (8,5004; 48,9996)
T-Test of difference = 0 (vs not =): T-Value = 3,05 P-Value =0,009 DF = 14
Both use Pooled StDev = 18,8826

jupi (92 ppm)
_‘
0O 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95 100
Teste Percentual de ovos e desvios padrao para a oviposi¢ao do OE
m Controle

Restarting R 4.3.3 session...

controle =c(308,88,383,294,502,340,491,414)
teste = c(236,315,176,105,92,186,186,179)
t.test(controle, teste, paired = TRUE,
alternative = c("two.sided"),
mu = 0, , var.equal = FALSE,
conf.level = 0.95)

+++VVYV

Paired t-test

data: controle and teste
t = 2.5202, df = 7, p-value = 0.0398
alternative hypothesis: true mean difference is
not equal to O
95 percent confidence interval:
10.37828 325.87172
sample estimates:
mean difference

168.125
>
> summary(controle)
Min. 1st Qu. Median Mean 3rd Qu.

88.0 304.5 361.5 352.5 433.2




Max.
502.0

> summary(teste)

Min. 1st Qu.
92.0 158.2
Max.
315.0

> sd(controle)

[1] 131.8896
> sd(teste)
[1] 70.37235

> dad.test=data.frame(controle, teste)

Median
182.5

> summary(dad.test)

controle
Min. : 88.
1st Qu.:304.
Median :361.
Mean :352.
3rd Qu.:433.
Max. :502.

oNuUVTUNTUIO

> sd(controle)

[1] 131.8896

> mean(controle)

[1] 352.5
>

Mean 3rd Qu.
184.4

teste

Min.
1st Qu.:
Median
Mean

3rd Qu.:
Max.

: 92.
158.
:182.
:184.
198.
:315.

ouThULINO
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APENDICE K- Dados brutos ¢ estatisticos obtidos no ensaio de oviposi¢do do 6leo de Abies

sibirica (Pinheiro-Siberiano)

Gaiola Controle Teste
N° de ovos % N° de ovos % Total de ovos
1 293 64 164 36 457
2 415 71 168 29 583
3 552 80 140 20 692
4 628 88 89 12 717
3 662 79 174 21 836
6 481 63 282 37 763
7 559 74 194 26 753
8 194 35 362 65 556
Total de ovos
3784 71 1573 29 5357

Parametros estatisticos para os resultados do numero de ovos
Two-Sample T-Test and CI: controle; teste
Two-sample T for controle vs teste
N Mean StDev Mean
controle 8 473 163 58
teste 8 196,6 86,0 30
Difference = mu (controle) - mu (teste)
Estimate for difference: 276,375
95% CI for difference: (136,293;416,457)
T-Test of difference = 0 (vs not =): T-Value = 4,23 P-Value =0,001 DF = 14
Both use Pooled StDev = 130,6254

Parametros estatisticos para os resultados do percentual do numero de ovos

Two-Sample T-Test and CI: control; test
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Two-sample T for control vs test

N Mean StDev SE Mean
control 8 69,3 16,2 5,7
test 8 30,8 16,2 5,7

Difference = mu (control) - mu (test)

Estimate for difference: 38,5000

95% CI for difference: (21,1726; 55,8274)

T-Test of difference = 0 (vs not =): T-Value = 4,77 P-Value =0,000 DF = 14
Both use Pooled StDev = 16,1577

abes (68 ppm)

5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95 100
Percentual de ovos e desvios padrao para a oviposi¢ao do OE

Teste

m Controle

controle =c(293,415,552,628,662,481,559,194)
> teste = c(164,168,140,89,174,282,194,362)
> t.test(controle, teste, paired = TRUE,

+ alternative = c("two.sided"),
+ mu = 0, , var.equal = FALSE,
+ conf.level = 0.95)

Paired t-test

data: controle and teste
t = 3.4184, df = 7, p-value = 0.01116
alternative hypothesis: true mean difference is not equal to O
95 percent confidence interval:
85.19842 467.55158
sample estimates:
mean difference

276.375
>
> summary(controle)
Min. 1st Qu. Median Mean 3rd Qu.
194.0 384.5 516.5 473.0 576.2

Max.
662.0




> summary(teste)
Min. 1lst Qu. Median
89.0 158.0 171.0
Max.
362.0

> sd(controle)

[1] 163.4678

> sd(teste)

[1] 86.04806

Mean 3rd Qu.
196.6 216.0

> dad.test=data.frame(controle, teste)

> summary(dad.test)

controle teste
Min. :194.0 Min. : 89.0
1st Qu.:384.5 1st Qu.:158.0
Median :516.5 Median :171.0
Mean :473.0 Mean :196.6
3rd Qu.:576.2 3rd Qu.:216.0
Max . :662.0 Max . :362.0

> sd(controle)
[1] 163.4678

> mean(controle)
[1] 473
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APENDICE L- Dados brutos e estatisticos obtidos no ensaio de oviposi¢io para a formulagdo
1:1:1 dos oleos de Abies sibirica (Pinheiro-Siberiano), Juniperus communis (Zimbro) e

Pogostemon cablin (Patchuli)a 6 Tppm

Gaiola Controle Teste
N° de ovos % N° de ovos % Total de ovos
1 0 0 62 100 62
2 243 83 50 17 203
3 139 56 11 44 250
4 132 66 68 34 200
5 47 92 4 8 51
6 138 88 19 12 157
7 209 95 1 5 220
8 168 39 258 61 426
Total de ovos
1076 65 583 35 1659

Parametros estatisticos para os resultados do nimero de ovos
Two-Sample T-Test and CI: controle; teste
Two-sample T for controle vs teste
N Mean StDev SE Mean
controle 9 239 323 108
teste 9 130 187 62
Difference = mu (controle) - mu (teste)
Estimate for difference: 109,556
95% CI for difference: (-153,819; 372,930)
T-Test of difference = 0 (vs not =): T-Value = 0,88 P-Value =0,391 DF =16
Both use Pooled StDev = 263,5502

Parametros estatisticos para os resultados do percentual do numero de ovos
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Two-Sample T-Test and CI: control; test
Two-sample T for control vs test
SE

N Mean StDev Mean
control 9 64,9 30,5 10
test 9 35,1 30,5 10
Difference = mu (control) - mu (test)
Estimate for difference: 29,7778
95% CI for difference: (-0,7487; 60,3043)
T-Test of difference = 0 (vs not =): T-Value =2,07 P-Value =0,055 DF =16
Both use Pooled StDev = 30,5469

js(67ppm) | |

Teste O 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95 100

Percentual de ovos e desvios padrao para a oviposi¢ao do OE
m Controle

R 4.3.3

> controle =c(0,243,139,132,47,138,209,168)
> teste = ¢(62,50,111,68,4,19,11,258)

> t.test(controle, teste, paired = TRUE,
alternative = c("two.sided"),

mu = 0, , var.equal = FALSE,
conf.level = 0.95)

+ + +

Paired t-test

data: controle and teste
t =1.6417, df = 7, p-value = 0.1447
alternative hypothesis: true mean difference is not equal to O
95 percent confidence interval:
-27.13612 150.38612
sample estimates:
mean difference
61.625




>
> summary(controle)
Min. 1st Qu. Median
0.0 110.8 138.5
Max.
243.0
> summary(teste)
Min. 1lst Qu. Median
4.00 17.00 56.00
Max.
258.00
> sd(controle)
[1] 79.48944
> sd(teste)
[1] 82.69123

Mean
134.5

Mean
72.88

> dad.test=data.frame(controle,

> summary(dad.test)

controle teste
Min. : 0.0 Min. : 4.00
1st Qu.:110.8 1st Qu.: 17.00
Median :138.5 Median : 56.00
Mean :134.5 Mean 1 72.88
3rd Qu.:178.2 3rd Qu.: 78.75
Max. :243.0 Max. :258.00

> sd(controle)
[1] 79.48944

> mean(controle)
[1] 134.5

3rd Qu.
178.2

3rd Qu.
78.75

teste)
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APENDICE M- Dados brutos e estatisticos obtidos no ensaio de oviposi¢do para a formulagio

1:1 dos 6leos de Juniperus communis (Zimbro) e Pogostemon cablin (Patchuli) a 40ppm

Gaiola Controle Teste
N° de ovos % N° de ovos % Total de ovos
1 37 14 227 86 264
2 190 35 358 65 548
3 199 35 366 65 565
4 227 44 284 56 511
5 165 23 556 77 721
6 260 60 173 40 433
7 144 27 394 73 538
8 384 59 268 41 652
Total de ovos
1606 38 2626 62 4232

Parametros estatisticos para os resultados do numero de ovos
Two-Sample T-Test and CI: controle; teste
Two-sample T for controle vs teste
SE

N Mean StDev Mean
controle 8 200,8 99,4 35
teste 8 328 119 42
Difference = mu (controle) - mu (teste)
Estimate for difference: -127,500
95% CI for difference: (-244,855; -10,145)
T-Test of difference = 0 (vs not =): T-Value = -2,33 P-Value =0,035 DF = 14
Both use Pooled StDev = 109,4326

Parametros estatisticos para os resultados do percentual do numero de ovos
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Two-Sample T-Test and CI: control; test

Two-sample T for control vs test

N Mean StDev SE Mean
control 8 37,1 16,5 5,8
test 8 62,9 16,5 5,8

Difference = mu (control) - mu (test)

Estimate for difference: -25,7500

95% CI for difference: (-43,3939; -8,1061)

T-Test of difference = 0 (vs not =): T-Value =-3,13 P-Value = 0,007 DF = 14
Both use Pooled StDev = 16,4529

0 5

Teste m Controle

10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95 100

Percentual de ovos e desvios padrdo para a oviposigao do OE

R 4.3.3..

teste =

+++VVYV

controle =c(37,190,199,227,165,260,144,384)

c(227,358,366,284,556,173,394,268)

t.test(controle, teste, paired = TRUE,
alternative = c("two.sided"),
mu = 0, , var.equal = FALSE,
conf.level = 0.95)

Paired t-test

data: controle and teste
t = -2.1239, df = 7, p-value = 0.07131
alternative hypothesis: true mean difference is not equal to O
95 percent confidence interval:
-269.45414  14.45414
sample estimates:
mean difference
-127.5

>

> summary(controle)
Min. 1lst Qu. Median Mean 3rd Qu.

37.0

159.8 194.5 200.8 235.2




Max.
384.0

> summary(teste)
Min. 1st Qu.
173.0 257.8

Max.
556.0

sd(controle)

>

[1] 99.43519
> sd(teste)
[1] 118.5902

> dad.test=data.frame(controle, teste)

Median
321.0

> summary(dad.test)

controle
Min. 1 37.
1st Qu.:159.
Median :194.
Mean :200.
3rd Qu.:235.
Max. :384.

ONOOUVIOO O

> sd(controle)

[1] 99.43519

> mean(controle)

[1] 200.75

Mean 3rd Qu.
328.2

teste
Min. :173.0
1st Qu.:257.8
Median :321.0
Mean :328.2
3rd Qu.:373.0
Max. :556.0
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APENDICE N- Dados brutos e estatisticos obtidos no ensaio de oviposi¢o para a formulagio

1:1 dos Oleos de Juniperus communis (Zimbro) e Abies sibirica (Pinheiro-Siberiano) a

100ppm
Gaiola Controle Teste
N° de ovos % N° de ovos % Total de ovos
1 146 70 62 30 208
2 279 63 167 37 446
3 394 63 234 37 628
4 13 4 158 58 271
3 436 67 215 33 651
6 200 75 63 25 268
7 136 50 137 50 273
8 311 81 75 19 386
Total de ovos
2015 64 1116 36 3131

Parametros estatisticos para os resultados do numero de ovos
Two-Sample T-Test and CI: controle; teste
Two-sample T for controle vs teste
SE

N Mean StDev Mean
controle 8 252 122 43
teste 8 139,5 66,6 24
Difference = mu (controle) - mu (teste)
Estimate for difference: 112,375
95% CI for difference: (6,694; 218,056)
T-Test of difference = 0 (vs not =): T-Value = 2,28 P-Value =0,039 DF = 14
Both use Pooled StDev = 98,5469

Parametros estatisticos para os resultados do percentual do numero de ovos
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Two-Sample T-Test and CI: control; test
Two-sample T for control vs test
N Mean StDev SE Mean
control 8 63,9 12,7 4,5
test 8 36,1 12,7 45
Difference = mu (control) - mu (test)
Estimate for difference: 27,7500
95% CI for difference: (14,0834; 41,4166)
T-Test of difference = 0 (vs not =): T-Value = 4,35 P-Value =0,001 DF = 14
Both use Pooled StDev = 12,7440

ja (100 ppm)

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95 100
Teste Percentual de ovos e desvios padrio para a oviposi¢do do OE
® Controle

controle =c(146,279,394,113,436,200,136,311)
> teste = c(62,167,234,158,215,68,137,75)
> t.test(controle, teste, paired = TRUE,

+ alternative = c("two.sided"),
+ mu = 0, , var.equal = FALSE,
+ conf.level = 0.95)

Paired t-test

data: controle and teste
t = 3.221, df = 7, p-value = 0.01463
alternative hypothesis: true mean difference is not equal to O
95 percent confidence interval:
29.87786 194.87214
sample estimates:
mean difference

112.375
>
> summary(controle)
Min. 1lst Qu. Median Mean 3rd Qu.

113.0 143.5 239.5 251.9 331.8




Max.
436.0
> summary(teste)
Min. 1st Qu.
62.00 73.25
Max.
234.00
> sd(controle)
[1] 122.4435
> sd(teste)
[1] 66.56254

> dad.test=data.frame(controle, teste)

Median

> summary(dad.test)

controle

Min. :113.
1st Qu.:143.
Median :239.
Mean :251.
3rd Qu.:331.
Max. :436.

> sd(controle)
[1] 122.4435

> mean(controle)
[1] 251.875

>

[@Xe JUJV, YV, ]

Mean 3rd Qu.
147.50 139.50 179.00

teste

Min.
1st Qu.:
Median
Mean

3rd Qu.:
Max.

: 62

73

1147
:139

179

1234

.00
.25
.50
.50
.00
.00
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APENDICE O- Dados brutos e estatisticos obtidos no ensaio de oviposi¢o para a formulagio

1:1 dos 6leos de Abies sibirica (Pinheiro-Siberiano) e Pogostemon cablin (Patchuli) a 50ppm

Gaiola Controle Teste
N° de ovos % N° de ovos % Total de ovos
1 650 77 194 23 844
2 651 82 146 18 797
3 142 87 21 13 163
4 1007 89 127 1 1134
3 625 75 208 25 833
6 371 73 136 27 507
7 560 98 14 2 574
8 869 93 66 7 935
Total de ovos
4875 84 912 16 5787

Parametros estatisticos para os resultados do numero de ovos
Two-Sample T-Test and CI: controle; teste
Two-sample T for controle vs teste
N Mean StDev Se Mean
controle 8 609 269 95
teste 8 114,0 73,5 26
Difference = mu (controle) - mu (teste)
Estimate for difference: 495,375
95% CI for difference: (283,846; 706,904)
T-Test of difference = 0 (vs not =): T-Value = 5,02 P-Value = 0,000 DF = 14
Both use Pooled StDev = 197,2496

Parametros estatisticos para os resultados do percentual do numero de ovos

Two-Sample T-Test and CI: control; test
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Two-sample T for control vs test
N Mean StDev SE Mean
control 8 84,25 899 3,2
test 8 15,75 899 3.2
Difference = mu (control) - mu (test)
Estimate for difference: 68,5000
95% CI for difference: (58,8612; 78,1388)
T-Test of difference = 0 (vs not =): T-Value = 15,24 P-Value = 0,000 DF = 14
Both use Pooled StDev = 8,9881

—
PA (50ppm)
0O 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95 100
Teste Percentual de ovos e desvios padrio para a oviposi¢do do OE
m Controle

> controle =c(650,651,142,1007,625,371,560,869)
> teste = c(194,146,21,127,208,136,14,66)

> t.test(controle, teste, paired = TRUE,

+ alternative = c("two.sided"),

+ mu = 0, , var.equal = FALSE,

+ conf.Tevel = 0.95)

Paired t-test

data: controle and teste
t = 5.4606, df = 7, p-value =
0.0009453
alternative hypothesis: true mean difference is not equal to O
95 percent confidence interval:
280.8602 709.8898
sample estimates:
mean difference
495,375

>
> summary(controle)
Min. 1lst Qu. Median Mean 3rd Qu.
142.0 512.8 637.5 609.4  705.5
Max.
1007.0
> summary(teste)
Min. 1st Qu. Median Mean 3rd Qu.
14.00 54,75 131.50 114.00 158.00
Max.
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208.00
> sd(controle)
[1] 269.0825
> sd(teste)
[1] 73.54882
> dad.test=data.frame(controle, teste)
> summary(dad.test)

controle teste
Min. : 142.0 Min. : 14.00
1st Qu.: 512.8 1st Qu.: 54.75
Median : 637.5 Median :131.50
Mean : 609.4 Mean :114.00
3rd Qu.: 705.5 3rd Qu.:158.00
Max. :1007.0 Max. :208.00

> sd(controle)
[1] 269.0825

> mean(controle)
[1] 609.375

>
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APENDICE P- Dados brutos ¢ estatisticos obtidos no ensaio de oviposigdo para a solugdo do

composto isolado Borneol a ppm

Controle Teste
Gaiola
N° de ovos % N° de ovos % Total de ovos
1 192 71 80 29 272
2 292 51 275 49 567
3 126 26 363 74 489
4 256 67 124 33 380
5 71 25 211 75 282
6 244 63 141 37 385
7 175 37 293 63 468
8 83 22 289 78 372
Total de ovos 1439 45 1776 55 3215

Parametros estatisticos para os resultados do nimero de ovos
Two-Sample T-Test and CI: controle; teste
Two-sample T for controle vs teste
N Mean StDev Mean
controle 8 179,9 81,8 29
teste 8 222,0 99,0 35
Difference = mu (controle) - mu (teste)
Estimate for difference: -42,1250
95% CI for difference: (-139,5135; 55,2635)
T-Test of difference = 0 (vs not =): T-Value = -0,93 P-Value = 0,369 DF = 14
Both use Pooled StDev = 90,8141

Parametros estatisticos para os resultados do percentual do numero de ovos
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Two-Sample T-Test and CI: control; test
Two-sample T for control vs test
N Mean StDev SE Mean
control 8 45,3 20,3 7,2
test 8 54,8 20,3 7,2

Difference = mu (control) - mu (test)

Estimate for difference: -9,50000

95% CI for difference: (-31,22755; 12,22755)

T-Test of difference = 0 (vs not =): T-Value =-0,94 P-Value = 0,364 DF =14
Both use Pooled StDev = 20,2608

borneol (ppm)

0O 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95 100

Teste . ~ s
Percentual de ovos e desvios padrao para a oviposi¢ao do borneol

m Controle

controle=c(192,292,126,256,71,244,175,83)
> teste=c(80,275,363,124,211,141,293,289)
> t.test(controle, teste, paired = TRUE,

+ alternative = c("two.sided"),
+ mu = 0, , var.equal = FALSE,
+ conf.level = 0.95)

Paired t-test

data: controle and teste
t = -0.79106, df = 7, p-value = 0.4549
alternative hypothesis: true mean difference is not equal to O
95 percent confidence interval:
-168.04417 83.79417
sample estimates:
mean difference

-42.125
>
> summary(controle)
Min. 1st Qu. Median Mean 3rd Qu.

71.0 115.2 183.5 179.9 247.0
Max.
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292.0

> summary(teste)
Min. 1lst Qu. Median Mean 3rd Qu.
80.0 136.8 243.0 222.0 290.0
Max.
363.0

> sd(controle)

[1] 81.75825

> sd(teste)

[1] 99.04544

> dad.test=data.frame(controle, teste)
> summary(dad.test)

controle teste
Min. : 71.0 Min. : 80.0
1st Qu.:115.2 1st Qu.:136.8
Median :183.5 Median :243.0
Mean :179.9 Mean :222.0
3rd Qu.:247.0 3rd Qu.:290.0
Max. :292.0 Max. :363.0

> sd(controle)
[1] 81.75825

> mean(controle)
[1] 179.875
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APENDICE Q- Dados brutos e estatisticos obtidos no ensaio de oviposi¢do para o teste do

branco tween 80 em agua destilada vs tween 80 em agua destilada

Gaiola Controle Teste
N° de ovos % N° de ovos % Total de ovos
1 208 29 516 71 724
2 358 48 395 52 753
3 115 46 133 54 248
4 268 61 169 39 437
S 415 70 175 30 590
6 347 53 310 47 657
7 213 60 142 40 355
8 458 68 213 32 671
Total de ovos
2382 54 2053 46 4435

Parametros estatisticos para os resultados do numero de ovos
Two-Sample T-Test and CI: controle; teste
Two-sample T for controle vs teste
N Mean StDev Mean
controle 8 298 116 41
teste 8 257 138 49
Difference = mu (controle) - mu (teste)
Estimate for difference: 41,1250
95% CI for difference: (-96,0112; 178,2612)
T-Test of difference = 0 (vs not =): T-Value = 0,64 P-Value =0,530 DF = 14
Both use Pooled StDev = 127,8787

Parametros estatisticos para os resultados do percentual do numero de ovos

Two-Sample T-Test and CI: control; test
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Two-sample T for control vs test

N Mean StDev SE Mean
control 8 54,4 134 4,7
test 8 45,6 13,4 47

Difference = mu (control) - mu (test)

Estimate for difference: 8,75000

95% CI for difference: (-5,64837; 23,14837)

T-Test of difference = 0 (vs not =): T-Value = 1,30 P-Value =0,213 DF = 14
Both use Pooled StDev = 13,4264

branco (tween 3gotas) \ | \ | \ | \ | ‘

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95 100

Teste m Controle Percentual de ovos e desvios padrdo para a oviposigdo do branco

controle =c(208,358,115,268,415,347,213,458)
> teste=c(516,395,133,169,175,310,142,213)
> t.test(controle, teste, paired = TRUE,

+ alternative = c("two.sided"),
+ mu = 0, , var.equal = FALSE,
+ conf.level = 0.95)

Paired t-test

data: controle and teste
t = 0.66086, df = 7, p-value = 0.5298
alternative hypothesis: true mean difference is not equal to O
95 percent confidence interval:
-106.0252 188.2752
sample estimates:
mean difference
41.125

>

> summary(controle)
Min. 1lst Qu. Median Mean 3rd Qu.
115.0 211.8 307.5 297.8 372.2
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Max.
458.0
> summary(teste)
Min. 1st Qu. Median Mean 3rd Qu.
133.0 162.2 194.0 256.6 331.2
Max.
516.0
> sd(controle)
[1] 116.4986
> sd(teste)
[1] 138.3256
> dad.test=data.frame(controle, teste)
> summary(dad.test)

controle teste
Min. :115.0 Min. :133.0
1st Qu.:211.8 1st Qu.:162.2
Median :307.5 Median :194.0
Mean :297.8 Mean :256.6
3rd Qu.:372.2 3rd Qu.:331.2
Max. :458.0 Max. :516.0

> sd(controle)
[1] 116.4986

> mean(controle)
[1] 297.75

>
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APENDICE R- Dados brutos e estatisticos obtidos no ensaio de oviposi¢do para a solugdo do

composto isolado camphene a 19ppm

Gaiola Controle Teste
N° de ovos % N° de ovos % Total de ovos
1 538 50 540 50 1078
2 411 51 398 49 809
3 49 9 518 91 567
4 219 27 595 73 814
S 395 55 324 45 719
6 406 44 512 56 918
7 654 56 508 44 1162
8 516 56 398 44 914
Total de ovos
3188 46 3793 54 6981

Parametros estatisticos para os resultados do numero de ovos
Two-Sample T-Test and CI: controle; teste
Two-sample T for controle vs teste
SE
N Mean StDev Mean
controle 8 399 190 67
teste 8 474,1 90,7 32

Difference = mu (controle) - mu (teste)

Estimate for difference: -75,6250

95% CI for difference: (-235,3892; 84,1392)

T-Test of difference = 0 (vs not =): T-Value =-1,02 P-Value =0,327 DF = 14
Both use Pooled StDev = 148,9791



Parametros estati

156

sticos para os resultados do percentual do numero de ovos

Two-Sample T-Test and CI: control; test

Two-sample T for control vs test

N Mean StDev SE Mean

control 8 43,5

16,9 6,0

test 8 56,5 16,9 6,0

Difference = mu

(control) - mu (test)

Estimate for difference: -13,0000

95% CI for difference: (-31,1539; 5,1539)

T-Test of difference = 0 (vs not =): T-Value = -1,54 P-Value =0,147 DF = 14
Both use Pooled StDev = 16,9284

camphene (18,8ppm)

0
Teste m Controle

5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95 100
Percentual de ovos e desvios padrdo para a oviposi¢ao do OE

controle =c(53
> teste=c (540,
> t.test(contr
+ alter
+ mu =
+ conf.
Paired

data: control

t = -0.93382,
alternative hy
not equal to O
95 percent con
-267.1225 11
sample estimat
mean differenc
-75.62

8,411,49,219,395,406,654,516)
398,518,595,324,512,508,398)
ole, teste, paired = TRUE,
native = c("two.sided"),

0, , var.equal = FALSE,

Tevel = 0.95)

t-test

e and teste
df = 7, p-value = 0.3815
pothesis: true mean difference is

fidence interval:
5.8725

es:

e

5




>

> summary(controle)
Min. 1st Qu. Median Mean 3rd Qu.
49.0 351.0 408.5 398.5 521.5
Max.
654.0

> summary(teste)
Min. 1lst Qu. Median Mean 3rd Qu.
324.0 398.0 510.0 474.1 523.5
Max.
595.0

> sd(controle)

[1] 190.1661

> sd(teste)

[1] 90.69956

> dad.test=data.frame(controle, teste)

> summary(dad.test)

controle teste
Min. : 49.0 Min. :324.0
1st Qu.:351.0 1st Qu.:398.0
Median :408.5 Median :510.0
Mean :398.5 Mean :474.1
3rd Qu.:521.5 3rd Qu.:523.5
Max. :654.0 Max. :595.0

> sd(controle)
[1] 190.1661

> mean(controle)
[1] 398.5

>

>
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APENDICE S- Dados brutos ¢ estatisticos obtidos no ensaio de oviposigdo para a solugdo do

composto isolado acetato de borneol a 25 ppm

Gaiola Controle Teste
N° de ovos % N° de ovos % Total de ovos
1 241 43 314 57 555
2 204 54 172 46 376
3 96 48 106 52 202
4 188 66 98 34 286
5 449 59 318 41 767
6 657 73 249 27 906
7 499 75 162 25 661
8 27 7 379 93 406
Total de ovos
2361 57 1798 43 4159

Parametros estatisticos para os resultados do numero de ovos
Two-Sample T-Test and CI: controle; teste
Two-sample T for controle vs teste
N Mean StDev Mean
controle 8 295 217 77
teste 8 225 106 37

Difference = mu (controle) - mu (teste)

Estimate for difference: 70,3750

95% CI for difference: (-112,7807; 253,5307)

T-Test of difference = 0 (vs not =): T-Value = 0,82 P-Value = 0,424 DF = 14
Both use Pooled StDev = 170,7915

Parametros estatisticos para os resultados do percentual do numero de ovos




Two-Sample T-Test and CI: control; test

Two-sample T for control vs test

N Mean StDev SE Mean

control 8 53,1 21,8 7,7
test 8 46,9 21,8 7.7

Difference = mu (control) - mu (test)

Estimate for difference: 6,25000

95% CI for difference: (-17,14291; 29,64291)
T-Test of difference = 0 (vs not =): T-Value = 0,57 P-Value =0,576 DF = 14

Both use Pooled StDev = 21,8137
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acetato de borneol (25 ppm)

Teste m Controle

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85 90 95 100

Percentual de ovos e desvios padrdo para a oviposi¢ao do OE

controle=c(241,204,96,188,449,657,499,27)
> teste=c(314,172,106,98,318,249,162,379)
> t.test(controle, teste, paired = TRUE,

+ alternative = c("two.sided"),
+ mu = 0, , var.equal = FALSE,
+ conf.level = 0.95)

Paired t-test

data: controle and teste

t = 0.83685, df = 7, p-value = 0.4303
alternative hypothesis: true mean difference is not equal to O
95 percent confidence interval:

-128.478 269.228
sample estimates:
mean difference

70.375

>

> summary(controle)
Min. 1lst Qu. Median
27.0 165.0 222.5

Mean 3rd Qu.

295.1 461.5




Max.
657.0
> summary(teste)
Min. 1st Qu.
98.0 148.0
Max.
379.0
> sd(controle)
[1] 217.271
> sd(teste)
[1] 105.512

> dad.test=data.frame(controle, teste)

Median
210.5

> summary(dad.test)

controle
Min. : 27.0
1st Qu.:165.0
Median :222.5
Mean :295.1
3rd Qu.:461.5
Max. :657.0
> sd(controle)

[1] 217.271

> mean(controle)
[1] 295.125

teste
Min. : 98.
1st Qu.:148.
Median :210.
Mean :224.
3rd Qu.:315.
Max. :379.

Mean 3rd Qu.
224.8

OO UIOO
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APENDICE T- Tabela 7 - Identificagio dos constituintes quimicos dos 6leos essenciais Abies

sibirica, Pogostemon cablin e Juniperus communis

RT Abies Pogostemon Juniperus
Composto® sibirica cablin COmmunis
Literatura® Calculade® % SD % SD % SD

santeno 884 882 3,47 0,07
tricyclene 921 917 2,67 0,07 0,01 0,00
a-thujene 924 924 0,01 0,00 2,36 0,21
a-pineno 932 930 13,26 0,20 0,19 0,04 24,73 2,29
campheno 946 944 20,83 1,19 0,25 0,10
sabinene 969 970 18,42 1,58
B-pineno 974 970 2,86 0,09 0,22 0,04 2,10 0,17
mircene 988 988 0,79 0,03 14,64 0,53
a-phellandrene 1002 999 0,17 0,00 0,24 0,04
0-3-carene 1008 1005 12,65 0,65 0,17 0,07
a-terpinene 1014 1011 0,09 0,01 1,38 0,29
p-cymene 1020 1019 0,10 0,01 0,75 0,08
limoneno 1024 1024 9,70 0,23 5,67 0,25
1,8-cineole 1026 1025 0,01 0,00
(E)-B-ocimene 1044 1044 0,01 0,00
y-terpineno 1054 1053 0,17 0,02 2,49 0,38
y-terpineno 1065 1061 0,09 0,01
terpinolene 1086 1082 1,37 0,06 1,98 0,20
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trans-sabinene hydrate 1098 1091 0,08 0,02
linalool 1095 1095 0,08 0,01
cis-p-menth-2-en- 1-ol 1118 1114 0,01 0,00
a-campholenal 1122 1120 0,01 0,00
trans-sabinol 1137 1131 0,01 0,00
trans-limonene oxide 1137 1133 0,01 0,00
camphor 1141 1137 0,21 0,03
borneol 1165 1159 1,82 0,17 0,01 0,00
terpinen-4-ol 1174 1171 0,09 0,01 3,10 0,44
a-terpineol 1186 1184 0,30 0,08
cis-piperitol 1195 1201 0,01 0,00
citronellol 1223 1223 0,01 0,00
methyl ether thymol 1232 1230 0,04 0,01
acetato bornila 1284 1283 25,89 1,77
2-undecanone 1293 1289 0,02 0,01 0,04 0,01
methyl citronellate 1257 1257 0,07 0,01
isobornyl acetate 1283 1280 0,25 0,03
o-clemene 1335 1332 0,19 0,01
a-cubebene 1348 1344 0,17 0,02
citronellyl acetate 1350 1349 0,06 0,02

a-ylangene 1373 1365 0,04 0,01
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a-copaene 1374 1370 0,34 0,15
B-patchoulene 1379 1375 5,14 0,94
B-elemene 1389 1386 0,77 0,08 2,28 0,10
sibirene 1400 1395 0,07 0,01
cycloseychellene 1406 1401 0,52 0,10
dodecanal 1408 1403 0,14 0,02
(E)-caryophyllene 1417 1413 1,36 0,28 4,23 0,57 2,37 0,19
o-himachalene 1449 1442 0,02 0,00
y-elemene 1434 1427 0,57 0,02
o-guaiene 1437 1435 17,22 1,34
6,9-guaiadiene 1442 1444 0,67 0,05
a-humulene 1452 1447 0,68 0,06 1,72 0,07
a-patchoulene 1454 1449 8,17 2,08
(E)-B-farnesene 1454 1452 0,07 0,03
allo- aromadendrene 1458 1453 3,29 2,48
y-muurolene 1478 1471 0,82 0,03
germacrene D 1480 1476 4,01 0,22
B-selinene 1489 1480 0,17 0,02 0,25 0,05
o-muurolene 1500 1494 0,35 0,01
aciphyllene 1501 1493 3,29 0,28
germacrene A 1508 1498 0,16 0,03
y-amorphene 1495 1501 0,13 0,02
B-bisabolene 1505 1502 0,13 0,03
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(Z)-a-isabolene 1506 1509 0,03 0,01
a-bulnesene 1509 1502 20,40 1,27
y-cadinene 1513 1508 0,69 0,04
7-epi-a-selinene 1520 1512 0,36 0,02
d-cadinene 1522 1518 1,77 0,40
trans-cadina-1,4- diene 1533 1526 0,10 0,01
(Z)-y-isabolene 1514 1524 0,09 0,01
elemol 1548 1544 0,01 0,00
germacrene B 1559 1552 1,86 0,09
caryophyllene oxide 1582 1577 0,69 0,06
epi-a-cadinol 1638 1635 0,11 0,01
a-cadinol 1652 1648 0,27 0,02
alcool patchouli 1656 1652 27,62 2,10
Total de identificados 98,73 93,15 97,43
Total de monoterpenos 96,21 0,41 79,29
Total de sequiterpenos 2,52 92,74 18,14
Total de monoterpenos
oxigenados 2807 0 3:99
Total de sesquiterpenos 0.14 2831 0.38

oxigenados

a Constituintes listados em ordem de eluicdo em uma coluna DB-5 ndo- polar

b Valores obtidos de Adams (2007)

¢ Indice de retencdo (RI) calculado pelo tempo de retengéio em relagdo a de uma série de alcanos

C9- C30n em uma coluna capilar DB5 de 30m.
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APENDICE U- Publicagio de resumos simplificados estilo nota de imprensa em trabalhos de

tese e dissertagao

Mosquitos sd3o conhecidos por serem vetores de varias doengas ao redor do mundo e por
1Sso exigem constante combate a suas populacdes. O Aedes aegypti, famoso mosquito da
dengue, adaptou-se muito bem as areas urbanas e ao clima tropical. Segundo a Organizagdo
Mundial de Saude, esse vetor afeta cerca da metade da populacdo mundial com diversas
doengas tais como febre amarela, dengue, Chikungunha e o Zica virus. Elas atingem cerca de
390milhdes de pessoas por ano € mata uma pessoa a cada 12min além de bilhdes em perdas
economicas. SO no Brasil, foram registados casos dessas doencas em todos os estados sendo
responsavel por perdas econdmicas da ordem de 2bilhdes desde gastos com tratamento
médico até a perda da forca de trabalho. Diante dessa situacdo, uma tese desenvolvida no
laboratorio de Ecologia Quimica pelo doutorando Julio César Aguiar, sob a orientacao da
professora Dra Daniela Navarro, do Programa de P6s-Graduacao em quimica da Universidade
Federal de Pernambuco resultou em formulagdes patenteadas de agentes inseticidas para o
combate ao mosquito a base de produtos naturais extraidos de espécies vegetais que
apresentam atividade larvicida e de deterrencia de oviposicao na faixa de concentragdo entre
36 a 100ppm. Esses compostos sdo, portanto, potenciais alternativas inseticidas, extraidos de
fontes renovaveis, sendo assim um aliado nas vigilancias epidemiologica das arboviroses e de

um possivel nicho de mercado para as industrias de inseticidas e repelentes.
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APENDICE V- Depésito do pedido de patente de invengdo intitulado "microemulsdes de
compostos terpénicos a base de 6leos essenciais de folhas de plantas como agente larvicida e
de oviposicao frente as larvas e aos mosquitos de aedes aegypti”’. (nimero do pedido - inpi:

BR 102023 024878 0)

INSTITUTO 870230104454
NACIONAL
l " DA PROPRIEDADE 28/11/2023 13:44
AL R EHCEY DRORMAu
29409161941685842

Pedido nacional de Invengdo, Modelo de Utilidade, Certificado de Adigao de Invengio e entrada na fase

nacional do PCT

Numero do Processo: BR 102023 024878 0

Dadoes do Pedido

Natureza Patente:

Titulo da Invengio ou Modelo de
Utilidade (54):

Resumo:

Figura a publicar:

10 - Patente de Invengéo (PI)

MICROEMULSOES DE COMPOSTOS TERPENICOS A BASE DE
OLEOS ESSENCIAIS DE FOLHAS DE PLANTAS COMO AGENTE
LARVICIDA E DE OVIFOSICAO FRENTE AS LARVAS E AOS
MOSQUITOS DE AEDES AEGYPTI

A presente invengao refere-se a formulagdes de microemulsées de
compostos terpénicos a base de dleos essenciais de folhas de
plantas com agéo larvicida e deterente de oviposicio frente as larvas
€ aos mosquitos de Ae. aegypti nas concentragdes de LC50 entre 36
a 92ppm mitimigando, assim, a proliferagdo de doengas desse vetor.
A partir das analises cromatograficas foi possivel identificar os
majoritarios dos dleos das espécies A. sibirica, P. cablin e J.
communis de modo que estes dleos e suas microformulagdes séo
uma notavel fonte para o controle larvicida e deterrente de
oviposigdo em alternativa aos inseticidas sintaticos existentes. A
partir das analises cromatograficas foi possivel observar um total de
28, 18 e 52 compostos identificados das espécies A. sibirica, P.
cablin e J. communis, totalizando respectivamente 93,70; 93,11 e
97,33% dos oleos, respectivamente. Os principais majoritarios para ©
pinheiro siberiano sdo: camphene (20,83%), d-3-carene (12,65%) e
bomyl acetate (25,89%). Ja para o patchuli sdo: a-guaiene (17,22%),
a-bulnesene (20,40%), e patchouli alcchol (27,62%). Enquanto para
o zimbro s&o. a-pinene (24,73%), sabinene (18,42%) e myrcene
{14,64%). Os testes larvicidas forneceram respectivamente um LC50
de 67,53ppm, 92,45ppm e 35,95ppm para o Abies, Juniperus e
Pogostemon bem como as suas formulagtes binarias (JP,39,50ppm;
AP.,51,64ppm} e ternaria (AJP, 66,99ppm). Nesse sentido, as
microformulagbes desenvolvidas s30 uma promissora fonte para
desenvolvimento de materiais larvicida, deterrentes e repelentes,
sendo uma &tima alternativa inseticida por serem extraldos de fontes
rencvaveis, ndo passulrem alta toxicidade a animais néo alvos, por
serem toxicos ao Aedes e de por serem biodegradaveis alem de
reduzir o ndmero de insetos vetores no ambiente e com auxiliar na
reducdo do nimero de casos futuros de enfermidades causadas por
tais insetos, sendo, assim um grande aliado das vigilancias
epidemiologica, entomologica e ambiental e um nicho de mercado

para as industrias de inseticidas e repelentes.
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