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RESUMO

NASCIMENTO, A.M.D.; Atividade Repelente e Larvicida de Xylopia laevigata, X.
frutescens (Annonaceae) e Lippia pedunculosa (Verbenaceae) Sobre Mosquitos Aedes
aegypti (Diptera—Culicidae), 2014. Dissertacdo (Mestrado). Universidade Federal de
Sergipe, Sao Cristovao, 2014.

A dengue é uma importante arbovirose transmitida ao homem por meio da picada do
mosquito fémea Aedes aegypti. Como nédo ha vacinas, o controle da transmissdo da doenca
se da, principalmente, com a reducdo da populacdo de mosquitos e a ado¢do de medidas de
protecdo individual que impegcam o contato entre hospedeiros e vetores. Diante do
agravamento do processo de resisténcia aos inseticidas quimicos, os produtos de origem
vegetal se apresentam como alternativas mais seguras para o controle integrado de doencgas
vetoriais endémicas. O objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade repelente e larvicida
dos Oleos essenciais extraidos das plantas Xylopia laevigta, Xylopia frutescens e Lippia
pedunculosa, bem como seus constituintes volateis, 6xido de piperitenona e r-limoneno
sobre mosquitos Ae. aegypti. A atividade larvicida foi investigada a partir da exposicéo de
larvas de terceiro estadio as diferentes concentracdes dos Oleos essenciais € componentes
volateis. Apds 24 horas de exposi¢do foram contabilizadas as larvas mortas, considerando
mortalidade a auséncia de mobilidade ou incapacidade da larva em se mover até a
superficie da agua. A acdo repelente foi observada a partir da supressdo de pousos dos
mosquitos sobre a pele humana. Os 6leos essenciais e compostos quimicos foram diluidos
em etanol e aplicados diretamente sobre a pele dos voluntarios. Para cada produto foram
realizados doze testes, nos quais as concentracdes variavam de 0,1 a 10%. Tanto o 6leo
essencial obtido a partir da L. pedunculosa quanto os seus principais compostos volateis
mostraram-se toxicos para larvas de Ae. aegypti, apresentando CL50 inferior a 60 ppm. Em
contrapartida, as plantas do género Xylopia apenas mostraram-se toxicas para as larvas
quando em concentracOes superiores a 1000 ppm, fato que inviabiliza a sua utilizacdo em
larga escala. No que diz respeito a agdo repelente, todos os produtos avaliados forneceram
algum grau de protecdo contra pouso de mosquitos adultos sobre a pele humana.
Entretanto, apenas o 6leo essencial da L. pedunculosa e o éxido de piperitenona foram
capazes de fornecer 100% de protecdo, quando testados em concentracdes inferiores a 1%.
Apesar de eficaz na repeléncia contra 0 mosquito transmissor da dengue, o 6leo essencial
da L. pedunculosa apresentou toxidade sobre a pele humana. Portanto, mais estudos fazem-
se necessarios a fim de que sejam elaboradas formulacdes de uso tdépico capazes de
veicular adequadamente os constituintes quimicos dos 6leos por um prolongado periodo de
tempo.

Palavras-Chave: Controle vetorial, Oleos essenciais, Repelentes, Larvicidas.
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ABSTRACT

NASCIMENTO, A.M.D.; Evaluation of eRepellent and Larvicidal Activities of Xylopia
laevigata, X. frutescens (Annonaceae) and Lippia pedunculosa (Verbenaceae) over
Aedes aegypti Mosquitoes (Diptera—Culicidae), 2014.Master Dissertation. Universidade
Federal de Sergipe, Sao Cristovédo, 2014.

Dengue is an important arboviral disease transmitted to humans through the bite of female
mosquito Aedes aegypti. As there is no vaccine available, the control of disease occurs,
mainly, by the reduction of mosquito population and personal protection to prevent contact
between hosts and vectors. Given the increasing process of chemical resistance to
insecticides, natural products emerge as safer alternatives for integrated control of endemic
diseases. The aim of this work was to evaluate the larvicidal and repellent activities of
essentials oils extracted from Xylopia laevigata, Xylopia frutescens and Lippia
pedunculosa and of their majority compounds, piperitenone oxide and r-limonene. The
larvicidal activity was investigated by exposure of third instar larvae to different
concentrations of essentials oils. After 24 hours of exposition, larvae showing lack of
mobility or inability to move to water’s surface were considered as dead. The repellency
effect was based on the suppression of mosquitoes landing on human skin. Essentials oils
were diluted in ethanol and applied directly over the volunteer’s skin. For each essential oil
were performed 12 tests, in which oils concentrations ranged from 0.1 to 10%. The
essential oil of L. pedunculosa and its major volatile compounds were shown to be toxic
for Ae. aegypti larvae, with CL50 lower than 60 ppm. In the other hand, plants of Xylopia
genus just proved to be toxic to Ae. aegypti when in concentrations higher than 1000 ppm.
This fact make their use in large-scale unfeasible. All plants tested provided some degree
of protection against mosquitoes landing. However only the essential oil of L. pedunculosa
and piperitenone oxide provided 100 % of protection against mosquito landings when
tested in concentrations lower than 1%. Although its performamnce against dengue
mosquitoes, the essential oil of L. pedunculosa shows toxicity the human skin. Therefore,
further studies are required to get formulations which are able to provide longer time
protection.

Key words: Vector control, Essentials oils, Repellents, Larvicidal.
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1. INTRODUCAO

As doengas transmitidas por insetos permanecem como importantes causas de
mortalidade em todo o mundo, principalmente nos paises de clima tropical (MIOT et al,
2004). Os insetos sdo 0s principais agentes responsaveis pela manutencdo do ciclo de
diversas doengas infecciosas e parasitarias, como malaria, febre amarela, filarioses,
tripanossomiase, oncocercose e dengue. Estima-se que doencas transmitidas por insetos
vetores sejam responsaveis por causar doencas em mais de 1,5 milhdes de pessoas,
anualmente (HILL et al, 2005).

Entre as doencas transmitidas por mosquitos vetores, a dengue se destaca por ser
uma arbovirose de disseminacao rapida, fato que a caracteriza como um dos principais
problemas de saude pablica no mundo. De acordo com a Organiza¢do Mundial da Saude
(OMS), a cada ano, 80 milhdGes de pessoas se infectam, cerca de 550 mil doentes
necessitam de hospitalizacdo e 20 mil chegam a ébito, em consequéncia da dengue (WHO,
2009a).

A infec¢do pelo virus dengue provoca doenca de amplo espectro clinico, que pode
se manifestar desde infec¢do inaparente, quadros sintomaticos de dengue classico (DC),
febre hemorragica da dengue (FHD) e sindrome do choque da dengue (SCD), cuja
gravidade pode levar o paciente a 6bito. Embora a susceptibilidade ao virus seja universal,
individuos infectados com um sorotipo viral desenvolvem imunidade permanente e
especifica para 0 mesmo tipo viral infectante e temporaria para os demais. Os mecanismos
pelos quais o paciente pode evoluir ao quadro de FHD ainda néo estdo bem estabelecidos,
mas se sabe que fatores epidemioldgicos e individuais, tais como infec¢do secundaria, etnia
e enfermidades cronicas, podem determinar a severidade da doenca (BRASIL, 2009;
WHO, 2009a).

A transmisséo do virus ao homem, Unico reservatorio vertebrado conhecido, se dé a
partir da picada de mosquitos infectados do género Aedes. As principais espécies
envolvidas na transmisséo da arborivose sédo Aedes aegypti e Ae. albopictus e, embora
ambos se utilizem dos mesmos criadouros artificiais, em &reas de grande concentracao
humana, Ae. albopctus apresenta papel secundario na transmissédo da dengue nas Américas
(OLIVEIRA & BIAZQOTO, 2012).



Ae. aegypti apresenta ampla distribuicdo nas regides tropicais e subtropicais do
planeta, ocorrendo em mais de 100 paises situados no Sudeste Asiatico, Américas (Sul,
Central e Norte), Africa, Pacifico e Mediterraneo (WHO, 2009a). As caracteristicas
intrinsecas ao vetor, como habito sinantropico e peridomiciliar, alto grau de antropofilia e
atividade hematofagica diurna conferem a Ae. aegypti grande importancia epidemiolégica
na transmisséo de arboviroses, como dengue e febre amarela urbana (UTSUNOMYIA et
al, 2008; OLIVEIRA et al, 2007).

Os mosquitos da espécie Ae. aegypti sdo dipteros, pertencentes a familia Culicidae,
subfamilia Culicinae, caracterizados pela presenca de aparelho bucal tipo picador (sugador
- pungitivo). Sao insetos holometabolos, que apresentam ciclo de vida constituido por ovo,
quatro estagios larvais (L1-L4), pupa e adulto alado. Na natureza, os ovos de Ae. aegypti
déo origem as larvas ap6s um periodo médio de dois a quatro dias. As larvas movimentam-
se ativamente e se alimentam dos nutrientes disponiveis no meio e, entre o décimo e
vigésimo dia de vida, transformam-se em pupas, as quais dardo origem aos insetos adultos.
A emergéncia do inseto alado se da a partir de uma fenda que se abre no cefalotérax da
pupa, fase bastante delicada na vida do mosquito. Os adultos recém-emergidos refugiam-se
em abrigos protegidos da luz e do vento, para que haja a oxidacdo e enrijecimento da
quitina, e em seguida, dispersam-se a fim de se alimentar de agucares ou néctar de plantas.
Apo0s 24 horas, machos e fémeas estdo aptos a copular (NEVES, 2010).

Para que haja a maturacdo dos ovos e continuidade do ciclo bioldgico, € necessario
que o mosquito fémea realize alimentagcdo sanguinea e, de maneira geral, sd0 necessarias
vérias picadas antes que a oogénese se complete. E justamente durante o repasto sanguineo
que pode ocorrer a infeccdo do mosquito pelo virus dengue. Se o repasto sanguineo for
realizado em um hospedeiro infectado, durante a fase de viremia, 0 mosquito podera
adquirir o virus dengue e transmiti-lo a outro hospedeiro suscetivel ap6s um periodo de 8 a
12 dias, denominado incubacéo extrinseca (BRASIL, 2009; WHO, 2009a).

A infeccdo pelo virus dengue parece afetar a longevidade, o comportamento
alimentar e a fecundidade de mosquitos Ae. aegypti. Sylvestre e colaboradores (2013)
observaram que mosquitos infectados levam mais tempo para realizar o repasto sanguineo,
reduzem sua capacidade de oviposicdo e tém sua longevidade reduzida a metade
(SYLVESTRE et al, 2013). Entretanto, os danos causados aos mosquitos, por si sO, nao
sdo suficientes para limitar a disseminacao viral. Ovos de mosquitos Ae. aegypti ja foram

encontrados naturalmente infectados simultaneamente por diferentes sorotipos do virus



dengue, constatando que a transmissdo transovariana também € um evento possivel
(PESSANHA et al, 2011).

Embora haja divergéncia, inquéritos sorologicos indicam que as primeiras infeccdes
causadas pelo virus dengue ocorreram em meados da década de 1920, momento em que
aconteceu uma epidemia importante em Durban, Africa do Sul (WHO, 2009a). Até meados
de 1990, o sudoeste da Asia foi a regido mais fortemente afetada pela infeccdo, desde entdo
a incidéncia da doenca vem aumentando progressivamente, principalmente, nos paises das
Américas central e do Sul (TEIXEIRA et al, 2009).

A primeira epidemia de dengue no Brasil, comprovada clinica e laboratorialmente,
ocorreu em Roraima no inicio da década de 1980, causada pelos sorotipos 1 e 4. Mas, foi
no ano de 1986, com a nova epidemia causada pelo DENV 1 na cidade do Rio de Janeiro,
que a doenca se tornou o principal problema de satde publica do pais. A localizagdo da
cidade e sua proximidade com os grandes centros urbanos, além do intenso fluxo de
pessoas, permitiu que a doenca fosse dispersa por diversos Estados das regides sudeste,
nordeste e centro-oeste do pais (BRASIL, 2009).

Apo6s um periodo de silenciamento, houve a introducdo do DENV 2 no pais,
identificado inicialmente no Estado do Rio de Janeiro. Neste momento também foram
registrados os primeiros casos de FHD, fato que agravou a situacdo epidemioldgica no
Brasil. O DENV 3 foi identificado pela primeira vez no ano 2000 no Rio de Janeiro e,
posteriormente no Estado de Roraima. Em 2002 foi registrada a maior incidéncia da
doenca, reflexo da introducdo do novo sorotipo viral, com cerca de 697.000 casos
confirmados. Desde entdo, ha a circulagdo simultanea dos sorotipos 1, 2 e 3 em todos 0s
vinte e quatro Estados da federacdo (BRASIL, 2009; TEIXEIRA et al, 2009; CAMARA et
al, 2007). Mais recentemente foi observada a circulacdo do DENV 4 em algumas regides
do pais, fato que pode contribuir para a incidéncia das formas graves da doenca
(FIGUEREDO et al, 2011).

A gravidade da infeccdo causada pelo Virus Dengue tem estimulado o
desenvolvimento de pesquisas para a producdo de vacinas e, algumas delas, inclusive, ja
comecam a ser testadas em humanos (AMAKU et al, 2012; TRINDADE et al, 2008;
SILVA & RICHTMANN, 2006). Mas, a recente descoberta da existéncia e circulagédo do
DENV 5, durante o surto ocorrido no ano de 2007, na Malasia, pode comprometer o
desenvolvimento de uma vacina protetora (NORMILE, 2013). Portanto, a prevencao ou
reducdo na transmissdo do virus ainda depende fundamentalmente do controle do vetor, o
elo mais vulneravel na cadeia epidemioldgica (WHO, 2009a; OLIVEIRA et al, 2007).



Na década de 1940, a Organizacdo Pan Americana de Saude (PAHO) deu inicio a
um programa de erradicagdo do Ae. egypti, a fim de controlar a transmissdo da febre
amarela urbana no continente Americano. A iniciativa conseguiu eliminar com sucesso 0
vetor em mais de dezenove paises e, por consequéncia, manteve efetivamente sob controle
a transmissdo da dengue, com a circulagdo esporédica do virus restrita a algumas ilhas
caribenhas (GLUBER, 2005; GUZMAN & KOURI, 2003). Mas, a organizacdo do
programa, estruturado sem participagdo da comunidade e essencialmente centrado no
controle quimico, e, posteriormente, a descontinuidade oficial do mesmo em alguns paises
do hemisfério norte, permitiram que ao final da década de 1970 o Ae. aegypti reinfestasse
todos os paises dos quais fora eliminado. (TEIXEIRA et al, 2009; GLAUBER & CLARK,
1995).

Diversos fatores politicos, econdmicos e sociais estdo associados a expansdo do Ae.
aegypti e a emergéncia da dengue enquanto problema de salde publica global, dentre eles
0 crescimento populacional e a urbanizacdo desordenada, a auséncia de saneamento
bésico, o precéario abastecimento de agua, a modernizacdo e velocidade dos meios de
transporte, além da fragilidade das campanhas de controle vetorial (ROSS, 2010;
CAPRARA et al, 2009; TEIXEIRA et al, 2009).

Diante da impossibilidade da erradicacdo do vetor com alta capacidade de
adaptacdo ao ambiente, a reducdo da incidéncia de casos de dengue depende,
fundamentalmente, da manutencdo da populacdo de mosquitos do género Aedes em nivel
baixo o suficiente para que a transmissdo viral ndo seja sustentada, e da consequente

interrupcdo do contato entre 0 homem e o vetor (WHO, 2009a; OOl et al, 2007).

1.1 Ecologia e controle de Aedes aegypti

Ae. aegypti se utiliza de uma imensa variedade de recipientes, sejam eles naturais
ou artificiais, para a deposi¢do dos ovos e desenvolvimento das larvas. Preferencialmente,
0s ovos do mosquito sdo depositados em criadouros artificiais que armazenam agua limpa,
como lavanderias, caixas d’agua ou quaisquer recipientes descartados no entorno das
residéncias. Apesar de determinados tipos de recipientes assumirem papéis diferenciados
na producdo de adultos, os reservatorios domiciliares constituem os principais criadouros
para 0 mosquito (FORATTINI & BRITO, 2003). Os ovos de Ae. aegypti sdo depositados,

preferencialmente, em grandes recipientes destinados ao armazenamento de agua, como



tanques, pocos, cisternas, tambores, caixas d’agua e lavanderias. Mas, 0s criadouros
provenientes do lixo doméstico e os pneus de veiculos também apresentam uma grande
importancia na manuten¢édo do ciclo do vetor (VALENCA et al, 2013; MARTINS et al,
2010; SANTOS 1999).

A ecologia de Ae. aegypti torna o seu controle bastante complexo. De maneira
geral, as campanhas de controle vetorial envolvem multiplas estratégias, que vdo desde o
combate aos criadouros até a eliminacdo da populacdo de mosquitos adultos. Diante da
impossibilidade da erradicacéo de todos os recipientes que possam funcionar como habitats
para 0 mosquito, a eliminacdo das formas juvenis, através do uso de larvicidas, se torna
uma estratégia imprescindivel para o controle da populacdo de Aedes e apresenta mais facil
execucdo que o combate ao mosquito adulto (FEITOSA et al, 2009;WHO, 2009a).

1.2 Controle das formas larvarias de Aedes

Dois tipos de tratamento sdo possiveis para a eliminacdo das formas larvarias,
quando os criadouros ndo podem ser removidos. ImoOveis que apresentam recipientes de
agua ndo potavel, que favorecem a proliferacdo das formas imaturas e contribuem para a
dispersdo passiva do vetor, como borracharias que armazenam pneus a céu aberto e
depdsitos de ferro velho, recebem o tratamento perifocal. Este tratamento compreende a
borrifacdo de inseticidas quimicos nos recipientes, vazios ou contendo dgua no momento
da aplicacdo, e em todas as paredes proximas. Portanto, além de agir sobre as larvas o
tratamento perifocal apresenta acdo adulticida residual. Em contrapartida, domicilios que
possuem reservatorios de agua para o consumo, a exemplo das caixas d’agua, tanques,
tonéis e cisternas recebem o tratamento focal, com produtos que agem somente sob as
larvas do mosquito, mas ndo afetam a saude humana (WHO, 2009a; DONALISIO &
GLASSER, 2002).

Os principais larvicidas quimicos empregados pelos programas de controle da
dengue sdo os compostos organofosforados. Estes compostos atuam no sistema nervoso
central da larva, principalmente na inibi¢do da acetilcolinasterase (AChE) (CUNHA et al,
2005). Como consequéncia, ocorre hiperatividade nervosa e colapso do sistema nervoso,
fatos que resultam na morte do inseto (MOREIRA et al, 2012; BISSET, 2002).

O principal larvicida quimico empregado pelo Ministério da Saude para o combate

as larvas de Ae. aegypti € o Temefos. Este € o larvicida de escolha para tratamento de agua



potavel porque, além de possuir agdo duradoura, apresenta baixa toxidade para mamiferos,
odor quase imperceptivel e custo relativamente baixo (RANSON et al, 2008).

Apesar da comprovada eficiéncia na eliminagédo das larvas de Ae aegypti, diversas
populacdes do mosquito ja se mostram resistentes ao Temefos. No Brasil, 0s primeiros
relatos de alteracdo de susceptibilidade foram registrados no ano de 1998 (MELO-
SANTOS et al, 2010; TAUIL, 2002). Hoje, em diversos Estados do pais, principalmente
nas regides nordeste e sudeste, 0os mosquitos sdo resistentes a este larvicida quimico
(HORTA et al, 2011).

A evolucdo e propagacdo da resisténcia aos inseticidas quimicos tornou-se uma
grande preocupacdo no controle da dengue. Por conta disso, no ano 2000, por
determinacdo da Fundacdo Nacional de Saude - FUNASA, o Temefds comecou a ser
substituido pelo biolarvicida Bti em diversos municipios do Brasil (BRAGA & VALLE,
2007).

O Bti é um biolarvicida constituido a partir da bactéria entomopatogénica Bacillus
thuringiensis var. israelenis. Formulagdes a base de Bti causam a mortalidade das formas
aquaticas do mosquito a partir do envenenamento oral. Apds a ingestdo, a bactéria
multiplica-se no intestino medio do inseto e produz endotoxinas que destroem as celulas do
trato digestorio, suspendendo a capacidade de alimentacdo da larva e levando-a a morte
(MOREIRA et al, 2012; BISSET, 2002). Embora recomendado pela OMS para o
tratamento de agua para o consumo, dois problemas estdo associados ao uso do Bti: a
reduzida acéo residual e o surgimento de insetos resistentes (MOREIRA et al, 2012;
BRAGA & VALLE, 2007).

Outra classe de inseticidas que vem sendo empregada para o controle de Aedes séo
os reguladores de crescimento dos insetos (IGRs), os quais estdo classificados em
hormonais e ndo hormonais. IGRs hormonais atuam de maneira analoga a horménio
juvenil, provocando retardo no desenvolvimento do inseto. Dentre esta classe de
reguladores de crescimento destacam-se o Methoprene e o Pyripropixyfen (MOREIRA et
al, 2012). Em contrapartida, os IGRs ndo hormonais, a exemplo do Diflubezuron e
Triflumuron, atuam sobre a formacao do exoesqueleto dos insetos, interferindo na sintese
de quitina (SILVA & MENDES, 2007; DONALISIO & GLASSER, 2002).

Por conta da limitada eficiéncia do Bti, o Programa Nacional de Controle da
Dengue (PNCD) tem adotado, como larvicida de escolha para o controle de larvas de Ae.
aegypti, o regulador de crescimento Diflubenzuron, para tratamento de reservatorios de
agua potavel (MINISTERIO DA SAUDE, 2010). No entanto, este composto tem sido alvo



de diversos guestionamentos, quanto aos riscos que 0 seu uso pode ocasionar a salde
humana (GURGEL & AUGUSTO, 2010).

Uma importante critica ao uso dos IGRs também diz respeito a sua forma de
atuacdo. Como esses larvicidas atuam apenas na prevencdo da emergéncia de mosquitos
adultos, permitindo que as larvas e pupas permanecam visivelmente ativas em seus
criadouros, transmitem a falsa impressdo de que ha falha no controle vetorial e, portanto,
ndo sdo bem aceitos em algumas comunidades (WHO, 2007; BRAGA & VALLE, 2007).

Outro biolarvicida capaz de controlar a populacdo de larvas de mosquito é o
Spinosad. Inicialmente desenvolvido para o controle de pragas na agricultura, o Spinosad €
um composto natural derivado da fermentacdo do actinomiceto Saccharopolyspora
spinosa, e apresenta-se altamente toxico para numerosas ordens de insetos. Compostos
derivados de Spinosad agem a partir da ingestdo ou absorcdo através da cuticula e
provocam hiperexcitacdo de neurdnios no sistema nervoso central das larvas, resultando
em paralisia associada com fadiga neuromuscular (HERTLEIN et al, 2010; PEREZ et al,
2007; ROMI et al, 2006). No entanto, ja estdo sendo descritos os primeiros relatos de
Dipteros resistentes a este biolarvicida (SU & CHENG, 2012).

Medidas alternativas para o controle biologico das larvas de Ae. aegypti também
incluem a introducdo de predadores como peixes larviparos, copépodes e culicideos do
género Toxorhinchites em bebedouros de animais de grande porte, fossos de elevador de
obras, espelhos d’agua, piscinas abandonadas e demais reservatorios de dgua ndo potavel
(DONALISIO & GLASSER, 2002).

Diversas espécies de peixes, dentre elas Trichogaster trichopterose, Astyanax
fasciatus, Betta splendense, Poecillia sphenops ja demonstraram, em condicdes
laboratoriais, capacidade para predar larvas de Ae. aegypti (CAVALCANTI et al, 2007).
Avaliacbes de campo com a espécie B. splendens, inclusive, demonstraram que a
introducdo destes peixes em tanques de cimento consegue reduzir em até 320 vezes a
infestac@o pelas larvas do mosquito transmissor da dengue (PAMPLONA et al, 2004). O
copépode Mesocyclops longisetus var. longisetus, facilmente encontrado em colecGes
hidricas naturais, também apresenta capacidade de predar até 97% das larvas de Ae.
albopictus, em condicdes laboratoriais (SANTOS & ANDRADE, 1997).

As diversas ferramentas atualmente disponiveis para o controle da populagéo de Ae.
aegypti e para sua manutencdo em niveis baixos reduzem significativamente o risco de
transmissdo da dengue, mas ndo sdo capazes de elimina-lo. Para que haja o bloqueio na

transmissdo da doenca é necessario que as estratégias para o controle das populagdes de
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mosquitos estejam associadas as medidas de protecdo pessoal, impedindo assim que o
contato entre vetores e hospedeiros seja estabelecido (MARZOCHI, 2004; TAUIL, 2002).

1.3 Prevencao contra picadas de mosquitos

A aplicacdo de repelentes sobre a roupa ou diretamente sobre a pele, o uso de
mosquiteiros, comuns ou impregnados com inseticidas, e a utilizacdo de roupas que
minimizam a exposicao da pele durante o periodo em que 0s mosquitos sdo mais ativos sdo
algumas das medidas adotadas para evitar o contato com os vetores.

Os repelentes contra insetos sdo 0s mais importantes métodos de protecdo pessoal
contra doencas transmitidas por mosquitos, visto que uma Unica picada pode resultar na
transmissdo de patégenos (FRADIN & DAY, 2002). O uso de repelentes, seja por
moradores de areas endémicas ou viajantes que se deslocam para &reas de risco, além de
impedir o desconforto causado pelas picadas, pode se configurar como Unica medida de
protecdo contra doencas nas quais o controle vetorial ndo € possivel (FRANCES et al,
2009; SINGH et al, 2009).

Os repelentes sdo substancias que agem a nivel local ou a distancia a partir do
fornecimento de uma barreira de vapor, a qual interfere no voo dos artrépodes e dificulta o
pouso e a picada sobre a pele (GLEISER et al, 2011; NERIO et al, 2010). No entanto, a
protecdo conferida pelos repelentes pode variar de acordo com o usuario. Alguns fatores
podem interferir na eficacia do produto, tais como predisposi¢do individual, de acordo com
as substancias exaladas (acido lacteo, CO,, suor), e fatores preponderantes as picadas,
como, por exemplo, eczemas, sexo masculino, idade adulta, uso de bebidas alcodlicas,
umidade, odor, clima quente e imido e uso de fragrancias florais (STEFANI et al, 2009).
Além disso, a eficacia do repelente pode ser reduzida por conta da evaporacdo, absorcao
dérmica, perda abrasiva, dissolu¢do em agua e precipitacdo (KATRITZKY et al, 2008).

Os repelentes de uso topico mais utilizados sdo aqueles que apresentam em sua
composicdo produtos sintéticos, como o N,N-dietil-3-metilbenzamida (DEET).
Considerado “padrdo ouro”, o DEET promove um longo tempo de protecdo, além de ser
efetivo contra diversas ordens de artropodes, como Hemipteros hematdfagos,
Siphonaptera, Hymenoptera, Acarina e Gnathobdellida e uma imensa variedade de
espécies de dipteros de importancia médica (LOGAN et al, 2010; PENNETIER et al, 2007;
KOREN et al, 2003; PETERSON & COATS, 2001).
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Embora o exato mecanismo de agdo do DEET permaneca desconhecido, acredita-se
que a repeléncia esteja envolvida no bloqueio da resposta fisiol6gica dos receptores dos
neurdnios olfativos, situados nas antenas e palpos maxilares do inseto, 0s quais permitem
que os seres humanos sejam localizados (MAIA & MOORE, 2011; SYED & LEAL,
2008).

Apesar de altamente eficaz na repeléncia contra insetos, 0 uso de produtos a base de
DEET exige cuidados. Além de derreter plasticos e danificar equipamentos, como 6culos e
celulares, muitas reacGes adversas tém sido relacionadas ao uso do produto (LOGAN et al,
2010). Reacbes tdxicas e alérgicas incluem quadros dermatoldgicos como dermatite de
contato, prurido e urticaria, além de complicacbes neuroldgicas, como irritabilidade,
fraqueza, tremores, confusdo mental, agitacdo, convulsdes, ataxia e encefalopatia. Na
literatura, ha relato de 3 mortes por encefalite associadas ao uso do DEET (STEFANI et al,
2009).

Na busca por repelentes mais seguros e eficientes, diversas pesquisas tém sido
conduzidas com fontes eletronicas (ANDRADE & BUENO, 2001), luminosas
(TORRUELLA &RUIZ, 2008) e formulagdes sintéticas que mimetizam odores humanos
(LOGAN et al, 2010). Repelentes sintéticos como o IR3535, SS220, Picaridin e MGK-326
também estdo disponiveis comercialmente, porém, nenhuma dessas fontes apresenta
resultados tao satisfatorios quanto o DEET (MOORE et al, 2012; THAVARA et al, 2001).

1.4 Inseticidas e Repelentes de origem vegetal

O grande potencial inseticida dos extratos e 6leos essenciais extraidos de plantas
tem impulsionado o desenvolvimento de pesquisas voltadas aos métodos alternativos de
controle vetorial. As plantas possuem compostos bioativos, biodegradaveis e apresentam
baixa toxidade para mamiferos, caracteristicas que as tornam potencialmente adequadas
para o controle integrado e seguro de vetores (GOVINDARAJAN & SIVAKUMAR, 2011,
KIM et al, 2003). Compostos quimicos obtidos de plantas podem ser usados como
repelentes, larvicidas, atrativos de oviposi¢do e agentes de dissuasdo dos insetos (KEWKA
et al, 2008).

Os inseticidas de origem vegetal sdo substancias que resultam do metabolismo
secundario das plantas e compdem a defesa quimica destas contra insetos herbivoros.

Metabolitos como rotendides, piretroides, quassinoides, alcaloides, terpendides,
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furanocuraminas e cromenos podem ser produzidos por toda a planta, ou partes dela, e
além de repelir os insetos podem levéa-los & morte (CORREA & SALGADO, 2011;
SIMOES et al, 2008).

A capacidade das plantas em repelir insetos adultos e causar a mortalidade das
larvas deve-se principalmente & producdo de terpenos como eugenol, limoneno, citronelol,
citronelal e timol (NERIO et al, 2010; CORREA & SALGADO, 2011), embora a acéo
toxica que as plantas exercem sobre as larvas de mosquitos também esteja possivelmente
relacionada a acdo de alcaloides (FEITOSA et al, 2009; PORTO et al, 2008).

Produtos de origem vegetal j4 estdo incluidos em diversas formulacdes de
repelentes sintéticos. Dos 65 repelentes produzidos fora dos Estados Unidos, 32 contém
6leos vegetais, como citronela, limdo eucalipto, neem e horteld-pimenta (SINGH et al,
2009; PETERSON & COAST, 2001).

A utilizacdo de plantas como repelentes de insetos é bastante antiga. Os primeiros
registros foram citados na literatura Greco-romana e descrevem a utilizacdo de Artemisia
absinthium L.(Compositae) contra mosquitos e pulgas (BUENO & ANDRADE, 2010). A
utilizacdo de plantas com propriedades repelentes € uma pratica comum e algumas
comunidades ja conseguiram reduzir a infestacdo domiciliar por Anopheles spp. com a
adocdo desta pratica (KEWKA et al, 2008; MAIA & MOORE, 2011).

Diversas familias de plantas destacam-se por apresentar capacidade de repelir
insetos, dentre elas Myrtaceae, Verbenaceae, Lauraceae, Lamiaceae, Poaceae, Meliaceae,
Asteraceae, Caesalpiniaceae, Fabaceae e Zingiberaceae, com destaque para 0S géneros
Cymbopogon spp., Ocimum spp. e Eucalyptus spp (GLEISER et al, 2011; MAIA &
MOORE, 2011).

Em ensaios laboratoriais, 0Oleos essenciais extraidos de Pseudognaphalium
caeruleocanum (Asteraceae) e Cinnamomum zeylanicum (Lauraceae) forneceram 95% de
protecdo contra picadas de Lutzomia migonei, por um periodo de trés horas. Embora a
protecéo fornecida por essas plantas seja inferior ao DEET, ambas sdo mais eficazes contra
picadas de flebdétomos que os repelentes comerciais a base de citronela e eucalipto
(NIEVES et al, 2010).

Oleos essenciais extraidos de Litsea cubeba, Melaleuca leucadendron, M.
quinquenervia, Viola odorata e Nepeta cataria podem fornecer, em condicGes
laboratoriais, 100% de protecdo contra Ae. aegypti, Anopheles stephensi e Culex
quinquefasciatus por um periodo de até 8 horas, mostrando-se mais eficazes que
formulacBes comerciais a base de DEET (AMER & MEHLHORN, 2006).
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O extrato hexanico obtido a partir da raiz Cyperus rotundus (Ciperaceae) também
se mostra tdo eficaz quanto produtos sintéticos a base de DEET, A13-35765, A13-37220 e
CIC-4 contra os mosquitos vetores da malaria e filariose (SINGH et al, 2009).

Repelentes de insetos derivados do 6leo de limdo eucalipto apresentam eficacia
equivalente ao DEET e, inclusive, sdo recomendados pelo Centro de Controle e Prevencao
de Doencgas (CDC) como forma de prevenir a transmissdo da maléria em &rea endémica
(MOORE et al, 2012).

Uma grande vantagem na utilizacdo de repelentes de origem vegetal é a eficacia
que apresentam sobre mosquitos infectados. Qualls e colaboradores (2012) verificaram que
mosquitos Ae. aegypti, com infeccdo viral disseminada, podem apresentar reduzida
sensibilidade aos repelentes sintéticos, contendo DEET e Picaridin, mas néo aos repelentes
a base de produtos naturais, como eucalipto limdo (QUALLS et al, 2012).

Outra importante aplicabilidade das plantas, e dos seus subprodutos, € no controle
das formas larvéarias dos insetos vetores. Até o ano de 1988, ja haviam sido descritas mais
de 140 espécies de plantas com agdo tdxica para as larvas de mosquitos (ROZO et al,
2008).

Diversos compostos quimicos destacam-se por apresentar acao larvicida, dentre
eles as amidas, quinonas, flavonoides e rotenoides, 0s quais sdéo amplamente encontrados,
principalmente, nas plantas pertencentes as familias Rutaceae, Piperaceae e Boraginacea
(GARCEZ et al, 2013).

A imensa diversidade da flora brasileira propicia a busca por produtos de origem
vegetal, eficazes no controle de insetos vetores. No estado do Amazonas, um estudo
etnobotanico confirmou a toxidade de diversas espécies de plantas. Extratos obtidos a
partir de Tapura amazonica, Piper aduncum, P. tuberculatum e Simaba polyphylla, além
de amplamente utilizados no tratamento dos sintomas da malaria, sdo responsaveis por
causar 100% de mortalidade as larvas do mosquito Ae. aegypti (POHLIT et al, 2004).

Estudos conduzidos no nordeste do pais também demonstraram que plantas nativas,
como Ocimum americanum e O. gratissimum, sdo tdo eficazes no controle das larva do
mosquito Ae. agypti quanto Lippia sidoides e Cymbopogon citratuscom, ambos ja
utilizadas em escala comercial (CAVALCANTI et al, 2004).

Anacardium humile, conhecido como cajuzinho do serrado, bastante comum no
serrado e sul do pantanal matogrossense, também apresenta um elevado potencial
larvicida, mostrando-se capaz de causar 100% de mortalidade das larvas de Ae. aegypti, em
concentragdes de até 0,125% (PORTO et al, 2008).
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Apesar do delineamento de estudos, o potencial de plantas endémicas para o
controle de doencas vetoriais, a exemplo dos géneros Xylopia (Annonacea) e Lippia
(Verbenacea), ainda precisa ser explorado.

A familia Annonaceae esta representada por aproximadamente 135 géneros e 2500
espécies de arvores, arvoretas e arbustos que apresentam distribuicdo predominantemente
tropical. No Brasil, a ocorréncia de plantas desta familia se d& em praticamente todas as
formacbes naturais (SOUZA & LORENZI, 2008). Muitos representantes da familia
Annonacea sao apreciados por seus frutos comestiveis, como o fruto do conde (Annona
squamosa) e a graviola (A.muricata). Além disso, apresentam importancia econémica na
carpintaria (A.glabra e A.crassiflora), na ornamentacdo (A.cacans e Xylopia sericea) e
também sdo bastante utilizados na medicina popular devido as suas propriedades
farmacoldgicas (FORMAGIO et al, 2010; LOBAO et al, 2005).

Na literatura, ha registros de Annonacea que exibem propriedades leishmanicida e
citotoxica, a exemplo de A. squamosa e A. muricata (VILA-NOVA et al, 2011), e acles
antifungica, antibacteriana, antioxidante e tripanocida, como Xylopia laevigata (SILVA et
al, 2012). Alguns estudos também tém demonstrado que plantas desta familia apresentam
compostos bioativos eficazes contra larvas de Ae. aegypti. Um trabalho realizado na
Venezuela demonstrou que Annona cherimola apresenta um grande potencial contra larvas
de Ae. aegypti, apresentando CL 50 de 30,7 ppm (RAMIREZ et al, 2011).

Feitosa e colaboradores (2009) observaram que Rollinia leptopetala, também
pertencente a familia Annonaceae, € uma fonte potencial de larvicidas naturais. O alcaloide
liriodenina obtido desta planta exibiu uma forte atividade sobre larvas de Ae. aegypti, com
CL 50 igual a 3,6 ppm (FEITOSA et al, 2009).

Semelhante as Annonaceae, as plantas da familia Verbenaceae também apresentam
distribuicdo tropical, principalmente nos neotropicos. Sao ervas ou arbustos aromaticos que
estdo classificados em 36 géneros e mais de 1000 espécies (SOUZA & LORENZI, 2008).

As Verbenaceae incluem diversas plantas ornamentais e também sdo bastante
utilizadas para fins terapéuticos (SANTOS et al, 2009). Estudos etnobotanicos conduzidos
no estado da Bahia revelaram que as Verbenaceae, sobretudo aquelas pertencentes ao
género Lippia, sdo amplamente utilizadas na medicina popular como antiespasmodicas,
estomaquicas, emenagogos e sedativas (SANTANA et al, 2008).

Na literatura, as Verbenaceae que apresentam acdo toxica sobre insetos vetores
também sdo, em sua maioria, pertencentes ao género Lippia. A capacidade de repelir

mosquitos ja foi observada em diversas espécies deste género, dentre elas L. sidoides, L.
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javanica, L. uckambensis, L. cheraliera, L. integrifolia, L. junelliana e L. javanica
(GLEISER et al, 2011; MAIA & MOORE, 2011).

O agravamento do processo de resisténcia de mosquitos aos inseticidas, aliado ao
reduzido nimero de compostos ativos disponiveis para uso em saude publica e o custo
relativamente alto dos repelentes sintéticos, evidenciam a necessidade do desenvolvimento
de pesquisas, a fim de que sejam disponibilizadas formas alternativas de controle, mais
seguras e acessiveis, contra doencas vetoriais endémicas. Neste sentido, a grande
diversidade da flora brasileira e o comprovado potencial larvicida e repelente de diversos
de seus representantes, colocam as plantas brasileiras como uma fonte promissora para a

bioprospecc¢do de novos compostos para controle vetorial de Ae. Aegypti.
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2. OBJETIVOS

2.1 Geral

Avaliar as acdes repelente e larvicida exercida pelos 6leos essenciais extraidos de
Xylopia laevigata, X. frutescens (Anonceae) e Lippia pedunculosa (Verbenaceae) contra
mosquitos da espécie Aedes aegypti (Diptera — Culicidae).

2.3 Especificos

Avaliar a acdo repelente dos Oleos essenciais extraidos de X. laevigata, X.

frutescens e L. pedunculosa contra mosquito adultos da espéecie Ae. aegypti.

e Avaliar a atividade repelente dos compostos quimicos majoritarios do o6leo

essencial de L. pedunculosa contra mosquitos adultos da espéecie Ae. aegypti.

e Avaliar a atividade larvicida dos Gleos essenciais extraidos de X. laevigata, X.

frutescens e L. pedunculosa contra larvas de Ae. aegypti.

e Avaliar a atividade larvicida dos compostos quimicos majoritarios do éleo essencial

de L. pedunculosa contra larvas de Ae. aegypti.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Coleta de acesso aos espécimes vegetais

Os espécimes de L. pedunculosa foram coletados no Povoado Cajueiro na cidade de
Poco Redondo, Sergipe, (coordenadas: S 09°40'46,1"” W37°39'41,4"), em maio de 2013.
As plantas do género Xylopia foram coletadas em abril de 2013 no Parque Nacional Serra
de Itabaiana, municipio de Itabaiana, Sergipe, (coordenadas: S 10°44’ 53" W37°20' 21").

Exsicatas de L. pedunculosa, X. laevigata e X. frutescens foram depositados no
Herbario ASE da Universidade Federal de Sergipe, sob os respectivos nimeros de registro:
23159, 15440 e 22178. A identificacdo taxondmica dos espécimes foi realizada pela

professora Dra. Ana Paula Prata, taxonomista vegetal e curadora do herbério.

3.2. Processamento e obtenc&o dos Oleos Essenciais

Inicialmente, folhas de L. pedunculosa, X. frutescens e L. pedunculosa foram secas,
individualmente, em estufa com fluxo de ar circulante a uma temperatura de 45 °C + 1 °C
por 24 horas, sendo em seguida trituradas em um moinho de quatro facas.

Os 6leos essenciais (EO) foram extraidos usando-se a técnica de destilagdo a vapor
(método indireto, hidrodestilacdo), a qual € normalmente feita através da aparelhagem de
Likens-Nickerson ou suas derivagdes (aparelhagem tipo Clevenger). Utilizou-se 200 g de
folhas secas de cada um dos espécimes e 1.500 mL de agua destilada por baldo. O tempo
de destilacdo foi de 180 minutos ap6s o inicio da condensacdo do vapor no Clevenger.
Desta forma, o frasco (baldo de fundo redondo) contendo o material vegetal foi
inicialmente preenchido com &gua e depois é aquecido (em manta) até a temperatura de
ebulicdo da agua, de forma que os volateis pudessem ser arrastados pelo vapor, o qual é
condensado a mistura volatilizada (agua + 6leo) e em seguida separado o 6leo essencial
através de um funil de decantacdo. O processo foi realizado em triplicata e ao final foi
obtido um dleo essencial de coloracdo amarelo limpido. O teor de 6leo essencial foi

expresso em porcentagem.
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3.3. Cromatografia Gasosa e Espectrometria de Massas (GC/EM-FID)

A analise e quantificacdo da composicdo quimica do Oleo essencial foram
realizadas em um cromatografo a gas equipado com um detector de ionizagdo por chamas e
um espectrometro de massa CG/EM-FID (GC-2010 Plus; GCMS-QP2010 Ultra, Shimadzu
Corporation, Kioto, Japdo), utilizando uma coluna capilar de silica fundida Rtx-5MS de 30
m x 0,25 mm i.d., 0,25 pm de filme, usando He como gas de arraste com fluxo de 1,0
mL/min. A temperatura foi programada mantendo 40°C por 4 min, seguido de um aumento
de 4°C/min até atingir 230 °C mantendo constante esta temperatura por 4 min.;
temperatura do injetor de 250°C e temperatura do detector (ou interface) de 250°C; foi
injetado um volume de 1,0 pL em diclorometano; taxa de particdo do volume injetado de
1:10 e pressdo na coluna de 94.70 kPa. As condi¢es do EM foram: detector de captura
ibnica operando por impacto eletrénico e energia de impacto de 70 eV; velocidade de
varredura 1.000; intervalo de varredura de 0,50 fragmentos/s e fragmentos detectados na
faixa de 40 a 350 Da. A composi¢do percentual foi realizada através das &reas dos picos

nos cromatogramas.

3.4. Identificagio dos constituintes

A identificacdo dos constituintes foi realizada com base na comparacdo dos indices
de retencéo da literatura (ADAMS, 2007). Para o indice de retencdo foi utilizado a equacao
de Van den Dool e Kratz (1963), em relagdo a uma série homoéloga de n-alcanos (nC8-
nC20). Também foram utilizadas quatro bibliotecas do equipamento WILEY8, NISTO05,
NIST107 e NIST21 que permite a comparacdo dos dados dos espectros com aqueles
constantes das bibliotecas utilizando um indice de similaridade de 80%.

3.5. Obtencao dos constituintes majoritarios

Os constituintes quimicos avaliados nesta pesquisa foram r-Limoneno e éxido de
piperitenona, sendo que o primeiro deles é disponivel comercialmente. Para o isolamento
do oxido de piperitenona, uma peguena parte do 6leo essencial (300 mg) foi submetida ao
fracionamento cromatogréfico por meio de cromatografia em camada delgada preparativa,
eluida com hexano e acetato de etila na propor¢do de 9,5:0,5 v/v. O procedimento foi
realizado em duplicata, sendo utilizados 600 mg do Oleo essencial. O isolamento da

referida substancia obedeceu ao esquema apresentado na figura 1:
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LPMAI
(600 mg)
-CCDP
- Hexano: Acstato de etila (93:05)
CHPIP (63%2)
(3902 mg)

Figura 4: Esquema de isolamento do éxido de piperitenona.

3.6. Manutencao da col6nia de mosquitos

Os mosquitos utilizados foram da espécie Ae. aegypti, linhagem Rockefeller
(ROCK), provenientes de coldnias livres de infeccdo e mantidas pelo laboratério de
Entomologia e Parasitologia Tropical - LEPaT, Departamento de Morfologia — DMO,
Universidade Federal de Sergipe.

Em laboratério, os mosquitos foram mantidos em sala climatizada, com
temperatura média de 26 + 2°C, umidade relativa do ar controlada 60 + 20%, e fotoperiodo
de 12 horas.

Inicialmente, os ovos de Ae. aegypti, contidos em cartelas de papel filtro, foram
incubados em bandejas de polietileno (35x20x6 cm), contendo 1,5L de agua filtrada
(Figura 2a). Apds 24 horas, com a eclosdo das larvas de primeiro estadio, houve a adicao
de suplementagdo nutricional. Durante os estadios larvais (L1-L4), os mosquitos foram
alimentados diariamente com ragéo de peixe triturada, peneirada e esterilizada (0,5 g/300
larvas). Ao atingirem o estagio evolutivo de pupa, em média sete dias apds a ecloséo das
larvas, os insetos foram transferidos para gaiolas de aluminio, teladas, com dimensdes de
30 cm? e mantidos sem que houvesse a adicdo de nutrientes. Apds a emergéncia, era
disponibilizada em cada gaiola solucdo agucarada 10%, para a alimentagédo dos mosquitos
adultos . Para tanto, bolas confeccionadas com algoddo e gaze foram embebidas na solucao

e acopladas a erlemayers com capacidade de 125 mL(Figura 2b).
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O repasto sanguineo das fémeas, necessario a maturacdo dos ovos, era iniciado sete
dias apds a emergéncia dos adultos. Ratos Wistar (150g), oriundos do biotério central da
Universidade Federal de Sergipe, foram anestesiados com cloridrato de xilazina (10
mg/kg) e cloridrato de S(+) cetamina (90 mg/kg), via intramuscular, e em seguida,
colocados com o ventre sobre a gaiola por um periodo aproximado de 30 minutos. Este
procedimento foi realizado trés vezes a cada semana (Figura 2c).

Apo6s a oferta da alimentacdo sanguinea, foi disponibilizado em cada gaiola um
ovipositor (recipiente plastico de cor escura) contendo papel filtro imerso em &gua
destilada, para a coleta dos ovos. Dois dias apds o repasto, as cartelas contendo 0s ovos

eram recolhidas, postas para secar e armazenadas em envelopes (Figura. 2d).

Figura 5: Manutencdo da colonia de Aedes aegypti em
condicdes laboratoriais: a) estagios larvais; b) gaiola para
criagdo de mosquitos adultos, com alimentador e ovipositor
(visdo externa); c) repasto sanguineo dos mosquitos fémeas em
ratos Wistar; d) cartela contendo ovos.
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3.7. Avaliacdo da Atividade Larvicida
3.7.1 Selecdo de larvas de Ae. aegypti

Para a avaliacido da atividade larvicida dos EO, vinte larvas de terceiro estadio
foram transferidas cuidadosamente, com o auxilio de uma pipeta, para pequenos béqueres
graduados contendo agua mineral, completando-se o volume final para 20 mL. Em
seguida, todo o contetudo dos béqueres foi transferido para copos descartaveis. As larvas
permaneceram em repouso por 30 minutos, para verificar a ocorréncia de injuria durante a

manipulacao.
3.7.2. Preparacdo da emulsdo estoque

Para cada mililitro da emulsdo estoque, pesou-se 20mg dos EO em um recipiente de
vidro e, em seguida, foram adicionadas 0,04% do tensoativo Tween - 80 sobre os 6leos,
fazendo-se entdo a emulsificacdo. Em seguida, utilizando-se uma pipeta automatica, foi
adicionado um mililitro de agua destilada, fazendo-se nova emulsificacdo e obtendo-se
assim uma emuls&o estoque de 20.000 pg mL™(ppm).

3.7.3. Bioensaio

Os ensaios consistiram na adicdo de diferentes volumes da emulséo estoque nos
copos descartaveis, 0s quais continham as 20 larvas de Ae. aegypti imersas em 20 mL de
agua mineral. Inicialmente foi investigada a atividade toxica dos EO nas seguintes
concentragdes: 10, 50, 100, 500 e 1000 ppm, a partir dai outras concentracdes foram
estabelecidas e investigadas. Cada teste foi realizado em triplicata.

Como controle, foram utilizados 20mL de &gua mineral (26-28°C) contendo
0,04% de Tween -80, também em triplicata.

As larvas foram expostas as solugdes por 24 horas, e mantidas sem a adicdo de
suplementacdo nutricional. Ap6s 24 horas foi contabilizada a mortalidade e calculada a
concentracdo letal para 50% das larvas (CL 50), sendo considerados critérios de morte
larvas completamente imdveis ou incapazes de se mover até a superficie da agua.

Apos testes preliminares, foram estabelecidas concentra¢fes de 10-90 ppm, para
avaliar a atividade tdxica do EO da Lippia pedunculosa, r-Limoneo e Oxido de

piperitenona sobre larvas de Ae. aegypti.
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3.8 Avaliacdo da Atividade Repelente

3.8.1 Sele¢do de voluntéarios

Para cada bioensaio foram selecionados doze voluntarios (seis do sexo feminino e
seis do sexo masculino), individuos adultos com idades entre 18 e 30 anos e etnia branca,
ndo fumantes, sem doencas febris recentes e histérico de alergias a picadas de insetos ou
medicamentos. Os voluntarios foram previamente orientados a ndo utilizar fragrancias,
locBes hidratantes ou repelentes por um periodo de 12 horas antes e durante 0s
experimentos.

Todos os voluntarios foram alertados quanto ao desconforto relacionado a picada
dos insetos e ao prurido subsequente. ApGs a realizacdo dos bioensaios, foram
disponibilizadas logdes (a base de lidocaina) para alivio das picadas aos voluntarios que

assim desejaram.

3.8.2 Bioensaios

Os experimentos foram realizados nas dependéncias do LEPaT, de acordo com as
normas estabelecidas pelo guia para teste da eficacia de repelentes de mosquitos na pele
humana, Organiza¢do Mundial da Saide (WHO, 2009b), com algumas adaptacdes. Todos
0s bioensaios foram realizados entre as 9:00 e as 16:00 horas, em salas climatizadas (26 +
2°C), com umidade relativa mantida em torno de 60%.

Antes do inicio dos testes, 0s voluntarios tiveram a pele lavada com agua e sab&o
neutro, e higienizada com uma solucéo de alcool etilico 70%. Em seguida, 0s voluntarios
tiveram o0s bracos protegidos com luvas plasticas longas, deixando exposto ao tratamento e
a acdo dos mosquitos apenas uma 4rea de 30 cm?, entre o pulso e o cotovelo. Apenas 0
antebraco esquerdo dos voluntarios recebeu o tratamento, com as diferentes concentragdes
dos 6leos essenciais.

Cada ensaio contou com dois controles negativos, nos quais os antebragos foram
tratados apenas com etanol 70%, utilizado como diluente dos 6leos essenciais. Um dos
controles foi realizado no antebraco esquerdo dos voluntarios, antes do inicio do
tratamento, e o0 outro, foi efetuado no antebrago direito dos mesmos, ao final de cada teste.
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Cada exposicdo teve duracdo de 2 minutos e foram contabilizados os pousos
(considerados todos e quaisquer toques que 0s mosquitos realizassem na area exposta do

braco). O critério para descarte dos experimentos foi: niUmero de pousos igual a zero nos

controles negativos.

- i g > ot & 4

Figura 6: a) Gaiola para manutencdo de mosquitos adultos destinados aos testes de
repeléncia. b) Ensaios de repeléncia. Braco esquerdo do voluntario inserido na gaiola
destinada aos testes de repeléncia contendo 50 mosquitos fémeas.

a) Determinacgédo da Dose Efetiva

Este ensaio teve por objetivo determinar a Dose Efetiva (ED) dos 6leos repelentes,
que fornece 99,9% de protecdo contra pousos de Ae. aegypti sobre a pele humana. Para
cada EO, foram adotadas cinco diferentes concentracbes (trés que forneceram resposta
repelente inferior a 50% e trés, superiores a 50%), com base na resposta repelente
fornecida por um teste preliminar (concentragdes: 0,1- 1,0 e 10 %).

Para cada teste foram selecionados 50 mosquitos fémea, com idade entre 3 e 5 dias,
mantidas apenas com solucdo de sacarose 10% e nunca antes alimentados com sangue
(Figura 3a). Os insetos foram transferidos para uma gaiola confeccionada em material que
permitisse a visualizag&o e controle do procedimento, e aclimatados por cerca de uma hora
(Figura 3b).

Apos a higienizagdo e delimitacdo da &rea, o antebraco esquerdo do voluntario foi
tratado com 0,5 mL de alcool etilico 70% e, ap6s a secagem, inserido na gaiola que
continha 0s mosquitos. Este procedimento consistiu no primeiro controle negativo. Em
seguida, o0 mesmo braco foi tratado com 0,5 ml da solu¢do contendo Gleos essenciais
diluidos em etanol, iniciando-se pela dosagem de menor concentragdo. Apds cada

tratamento, a luva era removida e o voluntario tinha o antebraco lavado com agua corrente
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e sabdo neutro e, em seguida, seco em papel toalha para a completa remoc¢éo do 6leo. Este
procedimento foi repetido apds a aplicacdo de cada uma das dosagens dos 6leos essenciais.
Ao final do procedimento, foi realizado o segundo controle negativo, que consistiu

na aplicacdo 0,5 mL de etanol no antebraco direito e posterior exposi¢cao aos mosquitos.

3.9. Analise de Dados

3.9.1. Atividade Larvicida

Foi realizada a analise de Probit de dados de mortalidade para determinar a
concentracdo letal para 50% de mortalidade (CL 50) e os intervalos de confianca de 95%,
para os respectivos compostos. Quando foi constatada mortalidade de até 20% das larvas
no experimento controle, os dados foram corrigidos pela formula de Abbott (% Mortes =
[1-(teste/controle)] x 100). Se a taxa de mortalidade excedesse esse percentual, o

experimento deveria ser descartado.

3.9.2. Atividade Repelente

A protecdo (p) dos compostos testados foi expressa pela proporcao entre as médias
dos pousos nos bragos tratado (T) e ndo-tratado (C), de um mesmo individuo:
T

—1-—
p C

Onde C é a cobertura de pousos nos dois bracos ndo tratados de um mesmo
individuo. Ou seja, 0 antebraco direito, tratado apenas com etanol, e o antebraco esquerdo.

A dose repelente para 50% (RD50) e 90% (RD90) foram calculadas a partir da
curva padrdo de dose-resposta (equacdo de Hill), usando o software GraphPad Prisma 6.0.
Os limites inferiores e superiores foram fixados entre 0 (nenhuma repeléncia) e 100
(repeléncia completa), respectivamente (MOTULSKY & CHRISTOPOULOS, 2003).
Foram considerados estatisticamente significantes os valores de p<0,05.
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4. CONSIDERACOES ETICAS

A manutencéo da colonia de mosquitos seguiu os parametros de biosseguranca para
insetarios da Fundagdo Oswaldo Cruz e obedece a todos 0s aspectos éticos das pesquisas
envolvendo animais FUNDACAO OSWALDO CRUZ, 2005). A autorizacdo para 0 seu
funcionamento foi deferida pelo Comité de Etica em Pesquisas Envolvendo Animais da
Universidade Federal de Sergipe, protocolo numero: 95/2011.

A execucdo desta pesquisa foi aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisas
Envolvendo Seres Humanos do Hospital Universitario, Universidade Federal de Sergipe,
sob o nimero CEP 319/2011 e N° CAAE - 0280.0.107.000-11. A autorizagdo para a
realizacdo desta pesquisa ocorrereu mediante a assinatura do Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido — TCLE (Apéndice I).
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5. RESULTADOS

5.1. Analises cromatograficas dos Oleos Essenciais (EO)

A partir das analises cromatograficas, foi possivel identificar 91,94% dos
constituintes volateis dos EO de X. laevigata e X. frutescens. Monoterpernos e diterpenos
compuseram a maior parte dos constituintes identificados. Constatamos similaridade entre
0s constituintes volateis dos 6leos essenciais das plantas do género Xylopia. O constituinte
mais abundante foi o0 Germacreno D e seu precursor Bicyclogermacreno.

A partir do EO obtido das folhas de L. pedunculosa foi possivel identificar 98,09%
dos constituintes quimicos. Dentre eles, 97,6% foram monoterpenos e 0,49%
sesquiterpenos. Os principais compostos volateis foram o 6xido de piperitenona e r-

limoneno (Tabela 1).
5.2. Atividade Larvicida

Apbs testes iniciais, constatamos que as espécies das plantas investigadas
apresentaram diferentes graus de toxidade sobre as larvas de mosquitos Ae. egypti. Os EOs
extraidos de plantas do género Xylopia somente apresentaram atividade tdxica sobre larvas
quando testados em elevadas concentragdes, apresentando concentracdo letal para 50% das
larvas (CL50) superior a 1000 ppm. Por esta razdo, dados referentes a acao larvicida do EO
obtidos das plantas deste género, bem como seus componentes volateis, ndo foram
exibidos.

Em contrapartida, o EO obtido a partir da L. pedunculosa mostrou-se toxico para
100% das larvas do culicideo nas concentracbes compreendidas entre 50 e 100 ppm. Em
nossos resultados, constatamos que 58 ppm do 6leo essencial de L. pedunculosa apresenta-
se letal para 50% das larvas de Ae. aegypti.

As larvas de Ae. aegypti também mostraram-se suscetiveis aos principais
componentes volateis presentes no EO da L. pendunculosa, 6xido de piperotenona e r-
limoneno. Os constituintes volateis foram avaliados nas concentragdes que variaram entre
10-100 ppm. A concentragdo letal para 50% das larvas e os respectivos intervalos de

confianca séo indicados na Tabela 2:
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Tabela 2: Composicdo quimica dos 6leos essenciais de Lippia pedunculosa, Xylopia
laevigata e X. frutescens.

IR? IR Composto L. pedunculosa X. laevigata X. frutescens
(%) (%) (%)
947 946 Campheno - 0,31+0,10 0,22+0,06
975 974 B-Pineno - 0,31+0,10 0,06+0,10
987 988 Mirceno 0,21 + 0,02 - -
1023 1022 Piperitenona 0,84 +0,10 - -
1025 1024 Limoneno 25,10 = 3,50 - -
1027 1024 Oxido de Piperitenona 70,35+ 4,16 - -
1028 1024 Limoneno - 1,71+0,41 -
1036 1032 (2)-B-Ocimeno - 0,45+0,10 -
1046 1044 (E)-B-Ocimeno - 0,05+0,09 5,23+0,92
1295 1289 Timol 0,38 £ 0,05 - -
1332 1338 Bicycloelemeno - 0,29+0,02 0,27+0,01
1335 1335 8- Elemeno - 2,73+0,05 0,13+0,12
1347 1345 a-Cubebeno - 1,32+0,13 1,01+0,03
1370 1373 a-Ylangeno - 0,62+0,06 0,63+0,02
1376 1374 a- Copaeno - 4,79+0,42 4,98+0,09
1384 1387 B-Bourboneno - 0,29+0,03 -
1388 1387 B-Cubebeno - 1,05+0,02 -
1390 1389 B-Elemeno - - 6,35+0,24
1414 1417 (E)-Cariofileno 0,49 £ 0,08 - -
1421 1417 (E)-Caryophylleno - 8,64+0,33 17,24+0,50
1431 1430 B-Copaeno - 1,56+0,05 0,29+0,01
1440 1439 Aromadendreno - 1,65+0,11 -
1450 1451 trans-Muurola-3,5-dieno - - 0,53+0,03
1457 1452 a-Humuleno 1,1240,01 1,6740,03
1476 1478 y-Muuroleno - 8,63+0,25 2,17+0,10
1483 1484 Germacreno D - 27,04+0,38 21,16+0,79
1488 1492 3-Selineno - 0,23+0,01 -
1493 1493 trans-Muurola-4(14),5-dieno - 1,76x0,08 -
1497 1500 Bicyclogermacreno - 12,80+0,42 23,23+0,64
1503 1511 d-Amorpheno - 0,61+0,06 -
1509 1508 Germacreno A - - 1,05+0,04
1514 1513 y-Cadineno - 2,52+0,08 0,76+0,02
1519 1522 d-Cadineno - 6,84+0,22 2,64+0,09
1534 1533 trans-Cadina-1,4-dieno - 0,32+0,01 0,43+0,02
1538 1537 a-Cadineno - 0,71+0,01 -
1543 1545 Selina-3,7(11)-dieno - 0,33+0,02 -
1561 1559 Germacreno B - 6,01+0,50 0,41+0,02
1578 1577 Spathulenol - 0,89+0,27 0,38+0,04
1584 1582 Oxido de Caryophylleno - 0,45+0,12 -
1588 1592 Viridiflorol - - 0,39+0,02
1645 1640 epi-a-Muurolol - 0,17+0,30 -
1657 1652 a-Cadinol - 0,49+0,20 -

IR (indice de retenco): ® calculado com uma coluna RTx-5MS de acordo com Van Den Dool & Kratz? baseado em uma
série homologa de n-alcanos; ® de acordo com Adams.!
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Tabela 2: Atividade larvicida do Oleo essencial de Lippia pedunculosa e compostos
volateis r- Limoneno e o0xido de piperitenona sobre larvas de terceiro estagio de mosquitos
Ae. aegypti.

Composto CL50 IC P X?

EO Lippia pedunculosa 58,0 55,7 ---- 60,5 0,277 3,864
r — Limoneno 25,8 21,6 ---- 29,9 0,068 7,119
Oxido piperitenona 24,2 23 - 255 0,619 1,780

CL50= concentracéo letal para 50% das larvas, ppm; IC=intervalo de confianca 95%; P=p value; X?= Chi- quadrado
(heterogeneidade do modelo de variagéo).

5.3 Atividade Repelente

A partir de testes preliminares, diferentes concentragdes foram estabelecidas, tanto
para os EO avaliados, quanto para os constituintes volateis. Para as plantas do género
Xylopia, foram testadas as seguintes concentrac@es: 0,5; 1,0; 2,5; 5,0; 7,5 e 10%. O EO da
L. pedunculosa foi avaliado em: 0,1; 0,5; 1,0; 2,0; 2,5 e 5,0%. Enquanto 0s compostos
volateis Oxido de piperitenona e r-limoneno foram avaliados em concentragdes que
variaram de 0,1 a 1,0%.

As trés espécies de plantas investigadas apresentaram capacidade de interferir nos
pousos que 0s mosquitos Ae. aegypti realizam sobre a pele humana (Figuras 4 e 5). A
Tabela 3 indica as concentragdes dos EO de X. laevigata, X frutescens e L. pedunculosa
que protegem contra 50% (RD 50) e 90 % (RD 90) dos pousos de Ae. aegypti. A curva de
Hill reflete a inclinacdo da hipérbole e os desvios no ajuste da curva de dose reposta séo
representados por R?.

Os resultados do efeito de repeléncia em funcdo das concentracdes dos EOs de
plantas do género Xylopia podem ser observados na Figura 4. Verificamos ampla variagao
individual na acdo repelente destes EOs representado pela amplitude das barras (intervalo

de confianca), principalmente quando testados em concentracdes inferiores a 5%.
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Tabela 3: Atividade repelente de 6leos essenciais de Xylopia laevigata, X. frutescens e
Lippia pedunculosa contra mosquitos Aede. aegypti.

Oleo essencial RD 50£IC RD 90xIC Curva HillxIC R®
1,60 4.10 2,32 0,10
Xylopia frutescens
(0,6 — 4,26) (0,65 — 26,03) (-1,62 - 6,28)
] ] 1,82 7.87 15 0,38
Xylopia laevigata
(1,19-2,78) (3,47 -17,83) (0,70 - 2,29)
o 0,49 1,08 2,75 0,30
Lippia pedunculosa
(0,31-0,77) (0,38 - 3,05) (-1,23 - 6,74)

RD, concentracdo (%) dos 6leos essenciais contra 50% e 90 % dos pousos de Ae. aegypti sobre a pele humana; IC=

intervalo de confianca.

Dentre as plantas avaliadas pertencentes a familia Annonacea, a espécie X.

laevigata apresentou maior acao repelente contra mosquitos Ae. aegypti. O EO obtido a

partir desta planta forneceu protecdo superior a 80% contra pousos do mosquito, quando

testado na concentragéo igual a 10%.
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Figura 4: Eepeléncia causada pelo aumento da concentragiio dos dleos essenciais de X
laevigata (a) e X frutescens (b). Os circulos pequenos representam a abrangéncia da
repeléncia em 12 réplicas (£IC); a linha continua representa o ajuste da curva de dose-

resposta.

Nos testes com o EO da L. pedunculosa, observamos que também houve ampla

variagdo individual na resposta repelente quando o EO foi avaliado em baixas

concentragdes (Figura 5). No entanto, a medida que a concentracdo do 0leo era aumentada,

a amplitude de variacdo era reduzida gradualmente, sendo completamente eliminada na

méaxima concentracdo avaliada.
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O EO obtido a partir das folhas da L. pedunculosa foi capaz de inibir 100% dos
pousos que Ae. agypti realizam sobre a pele humana, quando testado na concentracgdo igual
a 5%.

Repeléncia (%)

50 : . v (%)
0 2 4 5

Concentragdo L. pedunculosa

Figura 5: Repeléncia causada pelo aumento da concentragfio dos dleos essenciais de L.
pedunculosa. Os circulos pequenos representam a abrangéncia da repeléncia em 12
réplicas (£IC); a linha continua representa o ajuste da curva de dose-resposta.

Os valores das RD 50 e RD 90 para os compostos volateis obtidos a partir da L.
pedunculosa, Oxido de piperitenona e r-limoneno (Tabela 4), sugerem que a capacidade
repelente do EO desta planta deve-se exclusivamente a acdo destes dois compostos

quimicos.

Tabela 4: Atividade repelente contra de mosquitos Ae. aegypti do 6leo essencial de L.
pedunculosa e seus compostos quimicos r-Limoneno e 6xido de Piperitenona.

Composto volatil RD 50+IC RD 90+IC Curva HillxIC R’

0,49 1,08 2,75 0,30
Lippia
pedunculosa (0,31-0,77) (0,38 - 3,05) (-1,23-6,74)

0,42 0,84 3,20 0,35
r — Limoneno

(0,30-0,59) (0,47 - 1,50) (0,46 - 5,95)

Oxido 0,22 0,44 3,12 0,21
piperitenona (0,13 -0,36) (0,26 - 1,20) (-1,51-7,77)

RD, concentragdo (%) dos 6leos essenciais contra 50% e 90 % dos pousos de Ae. aegypti sobre a pele humana; IC=
intervalo de confianca.

Na Figura 6 sdo indicados os graficos das curvas de dose resposta para 0sS
compostos r-Limoneno e 6xido de piperitenona. Observamos que o 0xido de piperitenona

forneceu uma resposta repelente superior tanto ao r-limoneno, quanto ao EO do qual foi
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obtido, sendo capaz de inibir todos os pousos dos mosquitos Ae. aegypti sobre a pele
humana, quando testado na concentragdo igual a 1%.

a) 100, b) 100+

—~ 801 -

g g %

s 60 -

g c 80

s 401 -

a a

€ il & 70
0 . : v (%) 60 (%)
0.0 05 10 15 0.0

05 10 15

Concentragdo r-Limoneno Concentragdo Oxido de piperitenona

Figura 6: Eepeléncia causada pelo aumento da concentragio dos compostos quimicos r-
Limoneno (a) e Oxido de piperitenona (b). Os circulos pequenos representam a abrangéncia

da repeléncia em 12 réplicas (£IC); a linha continua representa o ajuste da curva de dose-
resposta.

Semelhante aos observado nos testes com os EO houve ampla variagdo individual
na resposta repelente quando os compostos volateis foram avaliados em concentracfes
muito baixas. Porém, a medida que a concentracdo dos compostos quimicos era elevada, a
variacao individual na resposta repelente era reduzida, sendo completamente eliminada na
méxima concentracdo testada (Figura 6). O r-limoneno ndo foi capaz de fornecer resposta

repelente igual a 100% nas dosagens selecionadas para os ensaios. ]
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6. DISCUSSAO

A caracterizacdo fitoquimica de diversas plantas do género Xylopia tém revelado a
presenca de uma ampla variedade de monoterpenos, sesquiterpenoides, diterpenoides,
esteroides, alcaloides, amidas e flavonoides (MOREIRA et al, 2013). A ocorréncia de
diterpenos é caracteristica as plantas deste género, sendo potencialmente importante
enguanto marcador quimiotaxondmico das espécies (VILEGAS et al,1991).

Entre as plantas do género Lippia, os fitoconstiutintes mais abundantes sdo
flavonoides e irid6ides, substancias as quais, possivelmente, se devem as propriedades
farmacoldgicas das espécies (GOMES et al, 2011).

O EO de L. pedunculosa exibe um perfil quimico diferente da maioria das espécies
deste género, fato que possivelmente interfere em suas propriedades farmacoldgicas.
Enquanto os compostos mais abundantes nos EO da maioria das plantas do género Lippia
sdo Limoneno , B-cariofileno , p-cimeno, canfora, linalool, a-pineno e timol o EO de L.
pedunculosa possui como principal constituinte quimico o Oxido de piperitenona,
(GOMES et, 2011).

Com relagdo a atividade larvicida, observamos que tanto os EOs quanto 0s
compostos quimicos avaliados apresentaram diferentes graus de toxidade contra larvas do
mosquito Ae. aegypti. Apesar de ricos em alcaloides e diterpenoides (Tabela 2), os quais
sdo reconhecidamente eficazes contra insetos (GARCEZ et al, 2013), os EOs obtidos a
partir de X. laevigata e X. frutescens apresentaram menor atividade larvicida, com CL50
superior a 1000 ppm.

A baixa eficiéncia larvicida das plantas do género Xylopia, entretanto, pode estar
relacionada a parte da planta da qual o 6leo foi extraido. Como exemplo, podemos citar 0
trabalho desenvolvido por Feitosa et al (2009), no qual diferentes partes da Rollinia
leptopetala (Annonaceae) foram avaliadas no combate as larvas do mosquito transmissor
da dengue. Os autores observaram que diferentes partes da planta exibem diferentes graus
de toxidade sobre as larvas do mosquito, sendo que a mais baixa eficécia foi atribuida ao
EO extraido das folhas da planta (FEITOSA et al, 2009).

As plantas do género Xylopia apresentam ampla gama de atividades bioldgicas, tais
como, antibacteriana, antifingica (MOREIRA et al, 2013), tripanocida (SILVA et al,
2012), além de acbes antitumorais (FERRAZ et al, 2013; QUITANS et al, 2013),

antioxidantes, cardiovasculares, diuréticas e propriedades anestésicas (MOREIRA et al,
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2013). Portanto, para uma melhor compreensdo acerca da toxidade que plantas deste
género podem exercer sobre larvas de mosquitos vetores, sdo necessarios estudos mais
detalhados, envolvendo diversos extratos e EOs, obtidos a partir de diferentes partes das
plantas e por diferentes métodos de extragéo.

Diferentemente do observado com as Annonaceae, o EO das folhas da L.
pedunculosa mostrou-se téxico contra as larvas de terceiro estdgio de Ae. aegypti,
apresentando CL50 igual a 58 ppm. A concentracgdo letal para 50% das larvas do mosquito
é compativel com outras espécies de plantas nativas do nordeste brasileiro, como Ocimum
americanum (67 ppm), O. gratissimum (60 ppm), L. sidoides (63 ppm) e Cymbopogon
citratus (69 ppm), as quais tém sido bem avaliadas para o combate as larvas do mosquito
transmissor da dengue (CAVALCANTI et al, 2004).

Durante o delineamento experimental, foi possivel observar que elevadas
concentragdes do EO da L. pedunculosa (> 500 ppm) provocam a mortalidade em 100 %
das larvas de Ae. aegypti, ainda nos primeiros minutos da exposi¢cdo. O mesmo efeito é
obtido pela L. sidoides, a qual induz 100% de mortalidade larvaria entre 1 e 5 minutos ap6s
o inicio do tratamento (CARVALHO et al,, 2003).

Ao analisarmos os principais compostos volateis do EO da L. pedunculosa,
observamos que tanto o 6xido de piperitenona, quanto o r- limoneno apresentaram valores
de CL50 inferiores ao 6leo essencial do qual foram obtidos (Tabela 4). A auséncia de
sobreposicao entre os intervalos de confianga, do déleo e seus constituintes, indica que a
atividade larvicida do EO de L. pedunculosa é inferior a acdo do ¢xido de piperitenona e r-
limoneno.

A acdo toxica de ambos os compostos ja foi observada sobre larvas de mosquitos
vetores. Tanto o Oxido de piperitenona quanto o limoneno mostraram-se eficazes no
combate as larvas do vetor do virus do oeste do Nilo, Culex pipiens (ZAHRAN &
ABDELGALEIL, 2011; KOLIOPOULOS et al, 2010). Além disso, o limoneno também
tem sido amplamente utilizado para o controle das populacdes de mosquitos do género
Aedes (SANTOS et al, 2011; CHENG et al, 2009).

O fato de a atividade larvicida do EO bruto de L. pedunculosa ter sido menor que a
de seus componentes majoritarios isoladamente, em particular o 6xido de piperitenona,
sugerem a auséncia de interacdo sinérgica entre este e o r-limoneno na potencializa¢éo da
acdo larvicida do EO de L. pedunculosa. Este fenbmeno também néo foi observado em
outras plantas potencialmente tdxicas para mosquitos, como Copaifera reticulata (SILVA
et al, 2007), Eucalyptus camaldulensis e E. urophylla (CHENG et al, 2009), Ruta
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chalepensis (ALI et al, 2013a) e o geranio rosa perfumado (Pelargonium spp) (ALI et al,
2013b).

O conceito geral de sinergia descreve que o fenébmeno ocorre quando a
combinacdo das substancias de um fitomedicamento fornece um efeito superior aquele
esperado pelas contribui¢des individuais, seja no aumento do efeito terapéutico, na reducao
dos efeitos colaterais ou em ambos. Em contrapartida, a reducdo no efeito esperado pela
combinacdo dos constituintes caracteriza a ocorréncia de antagonismo entre 0S cCompostos
quimicos (WILLIAMSON, 2001).

Os dados obtidos, referentes a acdo toxica do 6xido de piperitenona sobre larvas de
mosquitos vetores, apresentaram algumas divergéncias com trabalhos citados na literatura.
Lima et al (2013) observaram que este composto quimico, constituinte majoritario no EO
da Mentha x vilosa, causa a mortalidade de 50% das larvas de terceiro estagio de Ae.
ageypti apenas quando em 62,5 ppm, concentracdo 38,7% maior que a observada em nosso
trabalho. Em contrapartida, quando avaliado contra as larvas do mosquito transmissor da
Febre do Oeste do Nilo, Cx. Pipiens, baixas concentragdes do 6xido de piperitenona (9,95
mg/L) foram necessérias para causar mortalidade em 50% das larvas (KOLIOPOULOS et
al. 2010).

Oscilagbes na concentracdo letal do Oxido de piperitenona sobre larvas de
mosquitos vetores podem estar relacionadas a diferencas metodoldgicas no processamento
da emulsdo teste. Emulsdes sdo sistemas heterogéneos, termodinamicamente instaveis, que
consistem em pelo menos um liquido imiscivel intimamente disperso em outro, na forma
de gldbulos, a partir da adicdo de um tensoativo. Em geral as emulsdes ndo se formam
espontaneamente e suas propriedades dependem nao apenas das condicdes termodinamicas
como método de preparacdo, das caracteristicas e da ordem de adicdo de cada componente
(CAMARGO, 2008).

No que diz respeito a acdo repelente, tanto os EO quanto os compostos quimicos
avaliados forneceram protecdo contra pousos de Ae. aegypti sobre a pele humana. O
critério de protecdo foi a inibicdo de quaisquer toques que o mosquito realizasse sobre a
area da pele submetida ao tratamento, independentemente da ocorréncia de picadas. A
medida que se elevava a concentragdo dos EO, tanto das plantas do género Xylopia, quanto
da Lippia e dos compostos quimicos, era possivel observar que 0S pousos eram
significativamente reduzidos, sendo a sua ocorréncia um evento quase acidental.

Os fatores envolvidos na atratividade de mosquitos sobre a pele sdo complexos e

pouco compreendidos. Entretanto, sabe-se que os mosquitos se utilizam de estimulos
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visuais, térmicos e, principalmente, olfatérios para localizar seus hospedeiros (FRADIN,
1998). Portanto, a predisposi¢do individual & picada de mosquitos depende de diversos
fatores, tais como: uso de roupas escuras, idade, sexo, temperatura corporea e substancias
exaladas pela pele, tais como CO,, acido lactico, compostos volateis derivados do sebo e
suor (STEFANI et al, 2009). Embora ndo haja comprovacgéo cientifica, acredita-se que a
ingestdo de alimentos como alho, cebola e vitaminas do complexo B também pode auxiliar
na repeléncia de mosquitos (RUTLEDGE & DAY, 2008).

Dentre os EOs avaliados, os de X. frutenses e X. laevigata forneceram 0s menores
percentuais de protecdo contra pousos de Ae. aegypti (Figura. 4). Para se alcancar indices
de protecdo mais elevados seria necessaria a utilizacdo de grandes volumes de EO, o que
demandaria uma elevada quantidade de biomassa vegetal. Portanto, apesar de apresentar
potencial repelente, a dificuldade para a obtencdo do EO das plantas do género Xylopia
torna a sua comercializacdo inviavel. Por esta razdo, as acOes repelente e larvicida dos
constituintes quimicos majoritarios do EO das plantas do género Xylopia ndo foram
avaliados.

As plantas da familia VVerbenaceae, por sua vez, em especial aquelas pertencentes
ao género Lippia, tém sido bem avaliadas na repeléncia contra insetos (AMER &
MEHLHORN, 2006; NERIO et al, 2010). Oleos essenciais de L. origanoides e L. alba s&o
eficazes na repeléncia de Sitophilus zeamais, inseto associado aos danos no
armazenamento do milho (NERIO et al, 2010). L. citriodora pode repelir 100% de
mosquitos Culex, por um periodo de até 480 minutos. Semelhante & L. pedunculosa
(Figura. 5), baixas concentracfes dos 6leos essenciais de L. integrifolia e L. junelliana
também sdo capazes de repelir 100% dos mosquitos Ae. aegypti (GLEISER et al, 2011).

A capacidade que as plantas do género Lippia apresentam em repelir insetos esta
possivelmente relacionada a presenca de monoterpenos, 0s quais podem apresentar
variacBes quantitativas e qualitativas em funcdo de pardmetros climéticos e agrondmicos
(SILVEIRA et al, 2012). No caso da L. pedunculosa, a acdo repelente se deve,
principalmente, a acdo dos dois principais constituintes quimicos, r- limoneno e oxido de
piperitenona (Tabela 4).

O limoneno € um composto de baixa toxidade, o qual tem sido registrado como
ingrediente ativo em produtos pesticidas, como inseticidas, repelentes de insetos para uso
em humanos, e no controle de pulgas e carrapatos de animais de estimacao (EPA, 1994).

O oxido de piperitenona, o qual se mostrou mais eficaz que o 0leo essencial da L.

pedunculosa na repeléncia de Ae. aegypti (Tabela 4), é tanto eficaz como toxico, repelente
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e retardador na oviposicdo do vetor da maléria, Anopheles stephensi (TRIPATHI et al,
2004).

Todos os ensaios repeléncia apresentados neste trabalho, tanto utilizando EO
quanto os componentes volateis, obedeceram aos mesmos padrdes, a fim de que possiveis
falhas metodoldgicas fossem minimizadas. Varios fatores abidticos podem influenciar a
interpretacdo dos ensaios de repeléncia, como absorcao e penetracdo do repelente na pele,
lavagem e residuos na superficie tratada e caracteristicas relacionadas ao ambiente, como
temperatura, umidade e qualidade do ar. Além disso, fatores bioldgicos relacionados a
nutricdo larvéaria e disponibilidade de carboidratos aos mosquitos adultos também podem
contribuir para a ocorréncia de erros na interpretacdo dos resultados (BARNARD, 2005).

Na literatura, varias pesquisas tém sido conduzidas a fim de elucidar o potencial
repelente e larvicida de plantas de diversos géneros, mas, a toxidade que essas plantas
podem exercer sobre humanos tem sido pouco investigada (MAIA & MOORE, 2011).
Neste trabalho, observamos que apesar de altamente eficaz no controle da populacdo de
Ae. aegypti e no blogueio do contato com 0 mosquito transmissor da dengue, as plantas do
género Lippia sdo toxicas quando em contato com a pele humana, causado irritacéo,
prurido e rubor.

O fato de plantas poderem provocar intoxicacdo em humanos seja por ingestdo ou
contato ndo é raro. A maior parte das plantas envolvidas em acidentes domésticos pertence
as Familias Araceae e Euphorbiaceae e os principios ativos responsaveis pela agdo toxica
sdo: oxalato de calcio, saponinas, alcaldides beladonados (atropina, escopolamina e
hioscina), felandreno, carvacrol, pineno, histamina, acetilcolina, serotonina e latex irritante
(SINITOX, 2009).
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7. CONCLUSAO

Os 6leos essenciais obtidos a partir de Xylopia laevigata e X. frutescens exercem
baixa toxidade sobre larvas de Ae. aegypti, embora sejam capazes de interferir no pouso
que mosquitos adultos realizam sobre a pele humana. Por outro lado, Lippia pedunculosa e
seus principais constituintes quimicos, além de potencialmente toxicos contra formas
larvérias, sdo eficazes na repeléncia de mosquitos adultos. No entanto, a utilizacdo da L.
pedunculosa requer cuidados e mais estudos devem ser conduzidos, a fim de que sejam
produzidas formulacGes de uso tépico para seres humanos, que fornecam protecdo por um

prolongado periodo de tempo.
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APENDICE |

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Nome da Pesquisa

Avaliago da Atividade Repelente Larvicida de Oleos Essencias de Xylopia spp.
(Annonaceae) e Lippia sp. (Verbenaceae) Contra Mosquitos Aedes aegypti
(Diptera —Culicidae).
Pesquisadores responsaveis

Orientadora: Dr® Roseli La Corte dos Santos (79) 2105.6626 rlacorte@ufs.br
Mestranda: Ana Mércia Dias Nascimento (79)9948-8794 ana.dia@hotmail.com
Instituicdo responsavel pela pesquisa

Universidade Federal de Sergipe (UFS) — Departamento de Morfologia (DMO)
Informacoes aos voluntarios

Vocé esta sendo convidado(a) para participar de uma etapa da pesquisa “Avaliagdo
da atividade repelente e larvicida de 6leos essenciais de Xylopia spp.(Annonaceae) e
Lippia sp.(Verbenaceae) sobre mosquitos da espécie Aedes aegypti (Diptera — Culicidae)”.
Sua participagdo ndo é obrigatoria. A qualquer momento, vocé pode desistir de participar e
retirar 0 seu consentimento, sem que haja qualquer prejuizo em sua relacdo com 0s
pesquisadores ou com a Universidade Federal de Sergipe.

O objetivo deste trabalho é avaliar a eficacia dos produtos naturais na protecao
contra pousos de mosquitos. Os Oleos essenciais a serem testados ndo possuem,
comprovadamente, acdo toxica sobre a pele.

Sua participacdo nesta etapa da pesquisa consistira na aplicacdo de uma solucéo de
alcool a 70% em seu antebraco esquerdo. Esta area tratada sera exposta dentro de uma
gaiola de madeira contendo 50 fémeas sadias do mosquito Aedes aegypti. Apds o
tratamento com alcool, 0 mesmo antebraco sera tratado com produtos com potencial de
repeléncia em cinco diferentes concentracfes. A cada novo tratamento, serd repetido o
processo de expor a area tratada na gaiola. Apds essa etapa, o antebrago direito sera tratado
com alcool 70% e realizado o mesmo procedimento ocorrido com o brago esquerdo. No
total, serdo sete sessOes de exposicdo dos antebragos tratados, sendo o esquerdo exposto
em seis sessdes (um tratamento com alcool e cinco com as diferentes concentracfes dos
repelentes) e o direito em apenas uma sessdo (um tratamento com alcool 70%), contendo,
cada uma, até 2 minutos de duracdo. Os mosquitos serdo provenientes de coldénia mantida
no insetario do Laboratorio de Parasitologia. Os insetos utilizados sdo isentos de doenga,
ndo havendo nenhum risco de transmissdo de patdgenos. Os riscos antecipaveis em
decorréncia da participacdo na pesquisa restringem-se ao aparecimento de vermelhidao no
local da aplicacdo e eventuais reacdes alérgicas devido a sensibilidade ao 6leo ou a picada.
Neste caso, 0 voluntario que apresentar reaces de sensibilidade sera afastado do ensaio.
Devido a irritagdo que ocorre apos a picada, se assim o desejar, sera aplicada sobre a pele
do voluntario uma log&o pos-picada, que ameniza o incobmodo causado pelo prurido.
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Para a participacao nesta pesquisa os voluntarios devem apresentar idades entre 18 e

30 anos, ndo possuir alergia a picadas de insetos ou repelentes. N&do poderéo fazer uso de
nenhum produto de fragrancia, como perfumes, repelentes ou serem fumantes.

A pesquisadora Roseli La Corte dos Santos sera responsavel por quaisquer despesas
decorrentes de reagdes ou danos aos voluntarios relacionados ao ensaio.

As informacdes obtidas atraves desta pesquisa serdo confidenciais e asseguramos o
sigilo sobre sua participacéo.

Vocé receberd uma copia deste termo onde constam os telefones dos pesquisadores,
podendo tirar dividas sobre o projeto e sua participacdo em qualquer momento.

Eu:

RG: , abaixo assinado, tendo recebido as informacdes no
verso e ciente dos meus direitos abaixo relacionados, concordo em participar como
voluntario da pesquisa citada.

1- A garantia de receber a resposta a qualquer pergunta ou esclarecimento a qualquer
duvida a cerca dos procedimentos, riscos, beneficios e outros, relacionado com a
pesquisa e o tratamento a que serei submetido(a);

2- A liberdade de retirar 0 meu consentimento a qualquer momento e deixar de
participar do estudo;

3- A seguranca de que ndo serei identificado(a) e de que serd mantido o carater
confidencial da informagao relacionada com a minha privacidade;

4- O compromisso de me proporcionar informacao atualizada durante o estudo, ainda
gue esta possa afetar a minha vontade de continuar participando;

5- A disponibilidade de tratamento médico e a indenizacdo que legalmente tenho
direito, por parte da Instituicdo, a Salide em caso de danos que sejam comprovados
como diretamente causados pela pesquisa;

6- Que se existirem gastos adicionais, estes serdo absorvidos pelo orgamento da
pesquisa;

7- Que se ocorrerem reacOes adversas na pele (como alergia, irritacbes e outras),
decorrentes da aplicagdo local das diferentes formulagdes, ou pela picada dos
mosquitos, os voluntarios serdo afastados do ensaio.

Tenho ciéncia do exposto acima e desejo colaborar com a pesquisa.

Sdo Cristovao, de de

Assinatura do voluntario



