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RESUMO

O Aedes aegypti (Linn, 1762) é atualmente o mosquito que apresenta maior dispersdo em dreas urbanas do
mundo. Esta espécie é de grande importancia para a medicina pois, trata-se do vetor de quatro sorotipos do
flavivirus causador do dengue cldssico e da febre hemorragica do dengue. O aumento na densidade desse
mosquito estd relacionado ao comportamento sinantropico e ao habito antropofilico desssa espécie. Urge,
portanto, o controle da densidade populacional do A. aegypti para que o dengue ndo assuma propor¢des de
uma epidemia. Ndo existe vacina para o dengue, e a melhor forma de combater a doenca ¢ atacar o vetor,
principalmente eliminando os locais onde ocorre a oviposi¢ao e o desenvolvimento das larvas do A. aegypti.
Atualmente esse controle € feito por meio de aplicagdes de inseticidas organafosforados. Porém, o uso
freqiiente e em doses cada vez maiores desses produtos, tém selecionado populagdes resistentes do mosquito.
Em todo o mundo diversas pesquisas sdo desenvolvidas no sentido de encontrar substincia de origem
vegetal, como alternativa para o controle do dengue. Os Oleos essenciais, produzidos no metabolismo
secunddrio das plantas, t€m apresentado atividades inseticidas, larvicidas, fumigantes, deterrentes e outras.
Este trabalho teve como objetivo identificar dleos essenciais de plantas do Estado de Sergipe com atividade
larvicida contra o Aedes aegypti (Linn, 1762). Foram testados os 6leos essenciais de Croton heliotropiifolius,
Croton pulegiodorus, Hyptis fruticosa, Hyptis pectinata e Lippia gracilis. O 6leo essencial das folhas foi
extraido por hidrodestilacdo, com arraste de vapor, usando um aparelho de Clevenger. A andlise dos 6leos
essenciais foi feita por cromatografia gasosa acoplado a um espectdmetro de massas (CG/EM). Os ensaios
larvicidas foram realizados utilizando-se 20 larvas por teste, em um béquer contendo 20ml de dgua mineral
(26-28°) e mais a solugdo teste nas concentragdes pré-estabelecidas para cada planta. Os testes foram feitos
em quintuplicata para cada concentracdo. A andlise dos dados foi feita de acordo com o método Reed-
Muench (Colegate & Molyneux, 1993), estimando-se uma CLs, de 550,68; 158,81; 502,68; 366,35 e 98,06
mg L7 respectivamente para Croton heliotropiifolius, Croton pulegiodorus, Hyptis fruticosa, Hyptis
pectinata e Lippia gracilis. Todos os 6leos testados foram ativos contra as larvas do Aedes aegypti, porém o
6leo essencial de Lippia gracilis apresentou a melhor atividade. Além disso, o 6leo de L. gracilis teve o
maior rendimento, que foi de 7%. Isto sugere que o 6leo essencial dessa espécie vegetal, pode ser uma
alternativa no combate ao vetor do dengue, diminuindo o impacto sobre o ambiente e a satide da populacio.

Palavras-Chaves: Aedes aegypti, oleos essenciais, larvicida, Croton heliotropiifolius, Croton pulegiodorus,

Hyptis fruticosa, Hyptis pectinata, Lippia gracilis.
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ABSTRACT

Within several types of mosquitoes living in tropical and sub-tropical regions,
Aedes aegypti is the vector known to carry yellow and dengue fever, diseases
responsible for a number of morbidity and mortality around the world, due to its
severe symptoms. Although several million dollars are spent attempting to
eradicate the vector, no success has been achieved in many parts of the world.
Aedes aegypti is a domiciliary mosquito, which hides in dark and closed places,
aggravating its eradication. However, the only efficient way to control dengue
resides in controlling Aedes aegypti population. Therefore, the ideal method for
controlling mosquito infestation is the prevention of mosquito breeding through the
use of larvicides. Many synthetic insecticides have been used along the past
years. Organophosphates, such as, temephos, have been used as larvicide in
several countries since the 1960’s. However, resistance to pesticides has guided
research to find new methods intended to control Aedes aegypti. Secondly, the
synthetic insecticides are toxic and adversely affect the environment by
contaminating soil, water and air. The necessity for continued research has been
even more apparent in the late years, aiming to find new methods to control the
vector and reduce the incidence of dengue. Recent research has focused on
natural product alternatives for pest control in developing countries. The demand
for natural and nonpersistent insecticides is gradually increasing. Pyrethrins, the
most economically important natural insecticide, comprise a group of six closely
related monoterpene esters. The industrial production is based on their extraction
from Chrysanthemum cinerariaefolium (Pyrethrum) capitula, the first natural
compound to be used against adult mosquitoes. The world production of natural
pyrethrins still falls short of global market demand. Plant-based insecticides
appear to have no ill effect on non-target populations and are biodegradable, in
addition to being locally available in many parts of the world most affected by
mosquito borne diseases. They act by interfering with the growth and reproduction
of the pest and are effective against different stages of their growth. The search for
efficient natural larvicide or pesticide substances with low environmental toxicity
has increased. Plants essential oils are outstanding candidates, since they are, in
some cases, highly active, readily available in tropical countries, and economically
viable. Studies of the essential oil larvicidal activity have been published in
literature. Plants, such as, Lijppia sidoides, Atlantia monophyfla, and Hyptis
martiusii have been tested and are potent larvicides. Since the genders Hypfis and
Lijppia have been found to be active against Aedes aegypti, the larvicidal activities
of the essential oils from three plants belonging to these genders were analyzed
by measurement of their LCso. In addition, two plants belonging to the Crofon
gender and available in Sergipe were employed in the experiments.

Key Words: Aedes aegypti, essential oil, larvicidal activity, Croton heliotropiifolius, Croton pulegiodorus,

Hyptis fruticosa, Hyptis pectinata, Lippia gracilis.
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Capitulo 1 - Introducdo 2

1.0 - INTRODUCAO

O dengue € uma virose transmitida pela picada dos mosquitos Aedes aegypti ou
Aedes albopictus, que apds terem picado uma pessoa doente, adquirem o flavivirus,
causador da doenga, passando a dissemind-lo. Seu periodo de incubagdo é de oito a dez

dias.

O dengue manifesta-se de duas formas. A forma benigna é difundida e tem
sintomas semelhantes aos de uma forte gripe. A forma maligna é a hemorragica e atinge
principalmente as pessoas que ja foram acometidas pela forma benigna da doenca. Esta
forma hemorragica € letal na maioria dos casos, pois provoca hemorragias internas. Nao

existe tratamento especifico contra o dengue

Os mosquitos sao responsdveis por mais doencas que qualquer outro grupo de
artropodes. O mosquito Aedes aegypti atua como um vetor para um arbovirus responsavel
pela febre amarela nas Américas Central e do Sul e no oeste da Africa. Este mosquito
também é o vetor do dengue hemorragico, que se tornou endémica no Brasil. Ele é
atualmente um mosquito que apresenta a maior dispersao em areas urbanas do mundo. Esta
espécie é de grande importincia para a medicina, pois trata-se do vetor de quatro sorotipos
do flavivirus causador do dengue cldssico e da febre hemorrdgica do dengue. O aumento

na densidade desse mosquito estd relacionado ao comportamento sinantrépico e ao habito

antropofilico dessa espécie (Silva et al, 2004).

Os machos de todas as espécies de mosquitos ndo sugam o sangue humano ou
de animais, eles se alimentam de frutos. Apenas as fémeas sugam o sangue que ela precisa
de modo a amadurecer os seus ovos. Os ovos da maioria das espécies de insetos sao postos
juntos, mas o Aedes pde os ovos separadamente, consequentemente permitindo a difusdo
dos ovos e aumentando a chance de sobrevivéncia. Os seus ovos sdo brancos
imediatamente apds a postura, mas mudam para preto nas primeiras vinte quatro horas. A
larva jovem se alimenta de bactérias da dgua. A maioria dos mosquitos pde seus ovos em
qualquer tipo de dgua, entretanto o A. aegypti pde seus ovos na maioria das vezes em agua

limpa. Porém, segundo Silva et al (1999), o Aedes tem uma capacidade de adaptagdo a
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condig¢des adversas, desenvolvendo-se ate mesmo em dguas poluidas. De acordo com Silva

& Silva (1999), a quiescéncia dos ovos do Aedes aegypti se d4 em ambientes indspitos.

Os seus ovos podem sobreviver por longos periodos, mesmo em ambientes
secos, geralmente por mais de um ano. Uma vez que o virus pode ser transmitido do adulto
para o ovo, o virus também consegue sobreviver até o proximo periodo de chuvas, quando
as cidades ficam alagadas. O virus se instala nas glandulas salivares do mosquito, que ao
picar o individuo, injeta saliva na ferida, de modo a evitar a coagulacdo sanguinea e
facilitar a alimentacdo. Durante a alimentagdo, as fémeas do mosquito injetam o virus na

circulacao sanguinea.

No Brasil o dengue causa morte de vdarias pessoas todos 0s anos ou a
incapacidade de trabalho por um periodo de aproximadamente 10 dias devido aos sintomas
geralmente severos. Isto representa uma perda de milhdes de reais tanto no investimento
para erradicacdo da doenga no Brasil, como na contagem dos dias de trabalho parado.
Tendo em vista os prejuizos causados pelo dengue no Brasil, torna-se de suma importancia
a descoberta de novos métodos de combate ao vetor do dengue. A melhor forma de
combater a doenga € erradicar o mosquito, exterminando as larvas do A. aegypti nos locais
de reproducdo. Normalmente, esse controle € feito por meio de aplicacdes de um inseticida
organofosforado, o temefds. Este inseticida age inibindo a acetilcolinesterase. Esta enzima
encontrada no sistema nervoso central e periférico, e nas sinapses neuromusculares, tem
como principal fung@o bioldgica a rdpida hidrélise da acetilcolina (ACh), com uma
capacidade de catabolisar mas de 10 mil moléculas de ACh/seg (Gualtiere et al, 1997). No
entanto, o controle tem enfrentado alguns obstidculos como, por exemplo, o crescimento
desordenado das cidades. Novos centros urbanos sdao formados sem uma politica de
saneamento bdsico adequada, facilitando assim, a propaga¢ao da doenca. A complexidade
dos atuais centros urbanos dificulta a aplicacdo espacial do inseticida e favorece a

proliferacdo de locais que servem de criadouros para o mosquito (Silva et al, 2001).

Atualmente, sabe-se que os mosquitos ja estdo adquirindo resisténcia aos
inseticidas caseiros e aos utilizados pelos carros “fumaceiros” do governo (Carvalho &
Silva, 2000). Com o surgimento de formas resistentes do mosquito aos inseticidas

convencionais utilizados, tem crescido a procura por extratos vegetais e substancias
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naturais que sejam efetivas no combate ao mosquito adulto e/ou a larva de Aedes aegypti e
que sejam isentas de toxicidade para o ambiente. Resisténcia a inseticidas convencionais é
um dos principais obstdculos ao controle de insetos pestes de importancia na agricultura e
na medicina. A resisténcia resulta no aumento da freqiiéncia de aplicacdo de inseticida,
dosagens crescentes, rendimentos diminuidos, danos ambientais e surgimento de doencas,
quando os vetores nao podem ser controlados. Segundo a Organizacdo Mundial da Saude
(OMS), o custo da resisténcia de insetos a inseticidas pode alcancar anualmente US$ 1,4

bilhdes nos Estados Unidos.

Marcoris et al (1995), realizou provas bioldgicas para verificar a
suscetibilidade do Aedes aegypti ao temefés em dois municipios do Estado de Sao Paulo e
um em Goids. A mortalidade de A. aegypti procedente de Goiania aponta a modificacdo da
suscetibilidade desse mosquito ao temefds, confirmando a premissa da necessidade de
monitoramento, além de sinalizar a necessidade de realizacdo de provas especificas de
resisténcia ao inseticida. Ressalta-se aqui a importancia destes resultados na decisdo sobre
a extensdo e freqiiéncia do uso desse organofosforado como estratégia de controle do
Aedes aegypti. Outros trabalhos como o de Carvalho et al (2004), mostrou que os niveis de
suscetibilidade do Aedes aegypti ao temefds vém se alterando no Distrito Federal. Segundo
Campos & Andrade (2001), larvas de Aedes aegypti coletadas em Campinas, indicaram
resisténcia potencial a concentragdo — diagndstico de 0,04 ppm do organofosforado
temefds. O teste de concentracdo multipla registrou sobrevivéncia de 24,5% das larvas a

concentracdo de 0,0125 ppm.

Os efeitos indesejaveis dos inseticidas, como a permanéncia por longos
periodos de tempo no ambiente, afetando o ecossistema, estimularam a pesquisa de
produtos naturais. Plantas como organismos que co-evoluem com insetos € outros
microorganismos, sdo fontes naturais de substancias inseticidas e antimicrobianas, ja que
as mesmas sdo produzidas pelo vegetal em resposta a um ataque patogénico. Terpenos e
fenilpropandides volateis sintetizados por espécies vegetais podem ter, dependendo do
inseto em andlise, propriedade atrativas (alimentagcdo, polinizagdo) e/ou deterrentes e

inseticidas (Simas et al, 2004).
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Alguns estudos apontam compostos de origem botanica com atividade
larvicida e potencial para uso no controle de vetores. Silva et al (2004), realizou o estudo
fitoquimico das fracoes larvicida, isoladas de Magonia pubescens, monitorado pelo estudo
de eficdcia sobre larvas do terceiro estadio de Aedes aegypti, na busca de alternativa para o
controle desse mosquito e obtencao de estruturas quimicas passiveis de aprimoramento da
atividade pela via sintética de outros derivados. A fracdo que apresentou o maior potencial
larvicida teve uma CLsy e CLgy de 3,1 e 36,6 ppm respectivamente. Pizarro et al (1999),
estudou a possibilidade de uso do residuo liquido de Agave sisalana resultante do processo
de extracdo das fibras na industria sisaleira, como larvicida para controle de Aedes aegypti
e Culex quinquefasciatus. Para Aedes aegypti foi constatada a CLsy em 322 ppm e para
Culex quinquefasciatus em 183 ppm. Slimestad et al (1995), isolou dois diterpenos: o
acido ent-Kaur-16-eno-19-oico e¢ o acido 9(11),16-Kauradieno-19-oico com atividade
larvicida contra o Aedes aegypti de extratos da raiz de Melantheria albinervia (Asteraceal),
planta do Zimbabwe. Park et al (2002), analisou a atividade inseticida de materiais
derivados dos frutos de Piper nigrum contra larvas no 3° estdgio de Culex pallens, Aedes
aegypti e Aedes togoi. Segundo Pohlit et al (2004), sete extratos metandlicos de plantas
encontradas no Estado do Amazonas mostraram-se ativos, provocando 100% de
mortalidade em larvas de A. aegypti.Entre as espécies testadas estdo, Tapura amazonica,

Piper adunceum, Piper tuberculum e Simaba polyphylla.

Tendo em vista que muitas plantas sdo por natureza téxicas para mosquitos,
este trabalho visou determinar a atividade larvicida de dleos essenciais de plantas
encontradas no Estado de Sergipe contra a larva do A. aegypti. Seus objetivos especificos
foram: extrair 6leos essenciais destas plantas, identificar os constituintes dos o6leos
essenciais, calcular a CLsy destes Oleos e obter 6leos essenciais com atividade larvicida
contra o Aedes aegypti. A CLs, foi calculada segundo o método Reed-Muench (Colegate &
Molyneux, 1993), conforme estd descrito na metodologia. Além disso, vale ressaltar que,
os Oleos essenciais de plantas com efeito larvicida, diminuem consideravelmente o impacto
ambiental e os riscos a saude, ocasionados pela aplicacdo dos inseticidas convencionais.
Encontrar métodos naturais de combate ao vetor contribui, portanto, para a melhoria da

qualidade de vida da populacao.
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2.0 - REVISAO DA LITERATURA

21-NATUREZA X DESENVOLVIMENTO

Toda sociedade, toda cultura cria, inventa, institui uma determinada idéia do
que seja a natureza. Nesse sentido, o conceito de natureza ndo € natural. Sendo na verdade
criado e instituido pelos homens. Constitui um dos pilares através do qual os homens
erguem as suas relacdes sociais, sua produ¢do material e espiritual, enfim, a sua cultura.
Dessa forma € fundamental que reflitamos e analisemos como foi concebida a natureza na
nossa sociedade, o que tem servido como um dos suportes para o0 modo como produzimos
e vivemos que tantos problemas nos tem causado e contra o qual constituimos o
movimento ecolégico, (Gongalves, 1989). O homem tenta domesticar a natureza. Ha nele a
1déia de uma natureza selvagem, distante dos padrdes culturais e sociais. Para o homem o
que € natural ndo € cultural. A conseqii€éncia desta forma de pensar € a exploracdo continua
e desequilibrada dos recursos naturais. E o homem a todo custo tentando dominar a

natureza para adequd-la e transforma-la naquilo que ele considera ser a natureza.

De acordo com Kesserling (1992), o conceito de natureza sofreu
transformagdes na histdria ocidental, desde a antiguidade cldssica até hoje, principalmente
no tocante ao lugar do homem na natureza e a praxis humana em relacdo a ela, como a
auto-concepg¢ao das ciéncias naturais e o tridngulo Deus-Homem-Natureza. A partir da
idade moderna surge a dicotomia homem x natureza. O homem abandona a sua
“menoridade” e eleva-se, como dono da natureza, seu dominador. A natureza torna-se
objeto da ciéncia e de manipulacdo. No século XIX surge a visdo da natureza como sendo
mercadoria, desencadeando um processo de exploracdo dos recursos naturais, que vem

acelerando desde a revolugdo industrial até os dias de hoje.

De acordo com Leff (2001), a visdo mecanicista da razdo cartesiana converteu-
se no principio constituido de uma teoria econdmica que predominou sobre os paradigmas
organicistas dos processos da vida, legitimando uma falsa id€ia de progresso da civilizacao
moderna. Desta forma, a racionalidade econdmica baniu a natureza da esfera da producao,

gerando processos de destrui¢do ecoldgica e degradacdo ambiental.
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N

Este processo de degradacdo estd diretamente associado a deterioracdo das
condi¢gdes sociais nas quais se produzem e propagam novas epidemias e doengas da
pobreza (Leff, 2001). Dentre estas epidemias estd o dengue, transmitido pela picada do
mosquito Aedes aegypti. Estas epidemias sdo de etiologia ambiental, pois resultam da

desarmonia nas relacdes homem/natureza.

A exploracdo dos recursos naturais feita de forma desordenada, para alimentar
um crescimento econdmico sem limites, aliado ao crescimento populacional, tem gerado a
crise socioambiental, pois ultrapassa a capacidade de carga dos ecossistemas e ndo permite
o desenvolvimento do potencial ambiental de cada regido para um desenvolvimento
sustentdvel. Segundo Leff (2001), os indicadores tradicionais do desenvolvimento vieram
incorporar indices sobre o estado de saide da populacdo, a incidéncia e prevaléncia de
doencas infecciosas, a desnutri¢ao e mortalidade infantil, e a esperanca de vida ao nascer.
A tendéncia dos programas de saneamento e dos servicos de satde publica tem sido de
melhorar esses indices tradicionais. Contudo, a degradacdo ambiental gerou uma patologia
ambiental emergente e a reincidéncia de doencas da pobreza (a célera, o dengue)
ocasionadas pela contaminag¢do do ar, da dgua e dos solos, como também pelo uso de
substancias toxicas e perigosas como os pesticidas e outros produtos agrotéxicos. As
condi¢des ambientais ao afetar a saude da populagdo urbana e rural, incidem nas taxas de

fertilidade, natalidade, mortalidade e morbidade da populacao.

Este trabalho vem ser uma alternativa no controle do dengue e contribuir para a
melhoria da qualidade de vida da populagdo, pois um larvicida natural vem ser uma
alternativa para diminuir a poluicdo ambiental causada pelos inseticidas organofosforados

e contribuir para a melhoria da saide da populacao.

2.2 - SAUDE AMBIENTAL

Nos tdltimos tempos a questdo ambiental veio revolucionar o nosso saber do
mundo e abrir novas perspectivas cientificas e profissionais em diversos campos do
conhecimento, inclusive as praticas médicas (Leff, 2001). Ao longo da historia 0 homem
perdeu o sentido da natureza como sendo a totalidade, o kosmos e assimilou a idéia de uma

natureza fragmentada e a servico do homem. Esta mudanca de concep¢do da natureza
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alterou também o pensamento, da politica e também da préatica médica. Surgiram novos
padrdes de relagdes sociais e de relacdo homem/natureza. A dissociagdo homem e natureza
desarmonizou as relacdes entre ambos e deu lugar a um processo de exploragdo e
degradacao da natureza, que passou a ser objeto do homem. Nesse contexto de desarmonia
foram surgindo diversas doencas de etiologia ambiental. A degradacdo ambiental estd
diretamente associada a deterioragdo das condi¢des sociais nas quais se produzem e
propagam novas epidemias e doengas da pobreza (Leff, 2001). Dentre estas epidemias esta

o dengue, transmitido pela picada do mosquito Aedes aegypti.

A tradicional dicotomia homem/natureza que conformou o saber da sociedade
ocidental voltar a ser questionada. A questdo ambiental parece exigir um novo paradigma
onde natureza e cultura ndo caiam fora uma da outra (Gongalves, 1989). O incipiente
campo da saide ambiental estd levando a revolucionar as praticas preventivas e curativas
tradicionais, em face da medicina moderna (Leff, 2001). A pesquisa de um larvicida
natural € também o resgate do conhecimento tradicional e popular do efeito das plantas

como alternativa para inseticidas convencionais.

O continuo e crescente processo de desmatamento provocou a urbanizacdo de
uma série de mosquitos vetores inclusive o Aedes aegypti, mosquito transmissor do virus
do dengue e da febre amarela. De acordo com a organizacdo mundial de saide (OMS) o
virus do dengue € o mais importante arbovirus para o0 homem e uma vez que o mosquito
Aedes aegypti, € o hospedeiro natural desse virus, este também tem sido muito estudado.
Muitas pessoas morrem no Brasil devido o dengue hemorragico e muitas outras sofrem ao
se contagiar. Os mosquitos chegaram ao Brasil da Etidpia trazidos por navios
transportando escravos. Vivendo perto dos homens por tanto tempo, 0s mosquitos se
tornaram dependentes do homem e aprenderam muito conosco. Por exemplo, eles

reduziram consideravelmente o zumbido que as asas fazem, de modo a impedir a escuta.

O atual reaparecimento de doencas como o dengue e a febre amarela € devido
ao aumento do nimero de mosquitos e a resisténcia aos inseticidas comerciais. A febre
amarela esta sob controle devido a existéncia de vacina, no entanto ndo existe vacina para
o dengue. A experiéncia de controle mostrou que os agentes toxicos aéreos para o controle

do mosquito adulto ndo sdo eficientes, uma vez que muitos mosquitos adultos se alojam
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em locais ocultos dentro das casas, como por exemplo, “os closets”. A Unica maneira de se
reduzir a densidade dos mosquitos a um nivel onde as epidemias de dengue ndo ocorram ¢é
atacando os locais de reproduc¢do (Gluber, 1989). O método de controle ideal é, entretanto,
o tratamento sistemdtico dos locais de reproducdo através de larvicida. Os agentes
normalmente usados sdo inseticidas e larvicidas organofosforados. Uma alternativa para o
controle quimico convencional € a utilizagdo de produtos naturais e de plantas (Consoli e

Oliveira, 1994). Existem plantas que naturalmente exibem efeito toxico sobre mosquitos. E

a natureza agindo e mantendo os ecossistemas equilibrados.

Pesquisas como esta visa contribuir para a melhoria da qualidade de vida, uma
vez que, o larvicida natural € uma alternativa frente aos inseticidas sintéticos, que poluem o
ambiente e afetam a saide do homem. De acordo com Leff, (2001); a agenda 21 situa o ser
humano no centro de seus objetivos. O primeiro principio da Declaracio de Kioto
proclama que: “os seres humanos constituem o centro das preocupagdes relacionadas com
o desenvolvimento sustentdvel. Tém direto a uma vida sauddvel e produtiva em harmonia
com a natureza”’. A agenda 21 coloca énfase especial na atencdo primeira a saude,
sobretudo em dreas rurais; na prevencdo, antes do que na correcdo e tratamento das
doencas; na luta contra doengas transmissiveis € na prote¢cdo de grupos vulnerdveis; na

reducgdo dos riscos para a saude, derivado da contaminag¢do e dos perigos ambientais.

2.2.1. Consideracoes sobre o0 mosquito Aedes aegypti Linnaeus, 1762

O mosquito Aedes aegypti (Figura 2.1) é o principal responsivel pela
transmissdo da febre amarela urbana e do dengue em todo o mundo. E um mosquito
doméstico e antropofilico, com atividade hematofdgica diurna e utiliza-se
preferencialmente de depdsitos artificiais de dgua limpa para colocar seus ovos. (Tauil,

2001).
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Fonte: http://klab.agsci.colostate.edu/aegypti/aegypti.html

Fig.2.1 Mosquito Aedes aegypti (Linnaeus, 1762)

Embora oriundo do Velho Mundo, acompanhou o homem em sua longa e
ininterrupta migracdo pelo mundo, e permaneceu onde as alteracOes antropicas
propiciaram a sua proliferacdo. Hoje, o A. aegypti é considerado um mosquito cosmopolita,

com ocorréncia em regides tropicais e subtropicais (Consoli e Oliveira, 1994)

[ Aveas miested with Aedes segyph
B Areas with Asces aegypt and dengue epsdemic actnaty

PR ST et

Fig.2.2 - Distribuicao do Dengue no mundo em 2001.

De acordo com a figura 2.2, observamos que a ocorréncia do Aedes aegypti se
d4 principalmente nas regides tropicais. A regido nordeste do Brasil de acordo com a figura
estd suscetivel a ocorréncia de epidemias do dengue. Vimos também que o mosquito Aedes

aegypti esta distribuido na maior parte do Brasil.
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1970 2001

TRENDS i Mcrobeodogy

Figura 2.3 - Distribuicio do Aedes aegypti nas Américas.

No Brasil o Aedes aegypti esta restrito as vilas e cidades, sempre ligado ao
peridomicilio e ao domicilio humano. Nas cidades brasileiras é encontrado nos locais de
maior concentracdo humana e raramente em ambientes semi-silvestres ou onde a
populacdo humana é mais rarefeita (Neves, 2000). Na figura 2.3 estd esquematizada a
distribuicao do A. aegypti nas Américas e sua evolucdo dos anos 1970 a 2001. A América
Central e em grande parte do Brasil desde a regido sul até a regido norte, sao as dreas de

maior infestacdo do Aedes aegypti no continente americano.

2.2.2. O ciclo de vida do Aedes aegypti

O conhecimento do ciclo de vida do mosquito contribui para melhoria das
formas de combate a esse vetor. O Aedes aegypti ¢ uma espécie doméstica, que se
reproduz, preferencialmente, em dgua parada e limpa, acumulada em recipientes fabricados
pelo homem, como latas, pneus, vasos etc, dentro ou perto das habitagdes. Seu ciclo de
vida compreende 4 estagios: OVO — LARVA - PUPA — ADULTO.

2.2.2.1. 0 ovo
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O ovo do Aedes aegypti (Fig. 2.4), mede aproximadamente 1 mm de
comprimento, com contorno alongado e fusiforme e é depositado individualmente, nas
paredes dos depdsitos que servem como criadouros, proximos a lamina da dgua; no
momento da postura 0s ovos sdo brancos, mas nas primeiras vinte quatro horas adquirem a
cor negra; a formacdo do embrido se completa em 48 horas; sdo capazes de resistir a
longos periodos de dessecagdo. De acordo com dados da FUNASA, ovos com ate 450 dias,
sofrem eclosdo, quando colocados em contato com a dgua. A capacidade de resisténcia dos
ovos € um sério obstaculo para sua erradicacdo. Esta condi¢do permite que os ovos sejam
transportados a grandes distancias, em recipientes secos, tornando-se assim, o principal

meio de dispersdo do inseto.

e NS 4,
Fonte: http://www.saude.rs.gov.br/cevs/dengue.php

Fig. 2.4 - Ovos do Aedes aegypti (Linnaeus, 1762).

2.2.2.2. A larva

Na fase de larva o Aedes aegypti (Fig. 2.5) possui aspecto vermiforme, sifao
curto, grosso € mais escuro que o corpo e possui 4 estadios evolutivos. A duracdo desta
fase depende da temperatura e da alimentacdo, em média dura 7 dias. As larvas sdo

sensiveis a movimentos bruscos na dgua.
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Fonte: http://www.saude.rs.gov.br/cevs/dengue.php

Fig. 2.5 - Larvas do Aedes aegypti (Linnaeus, 1762).

2.2.2.3. A pupa

A pupa é o ultimo estdgio da fase aquatica (Fig. 2.6) e possui o aspecto de
virgula, sendo bastante mével quando perturbada; seu corpo escurece a medida que se
aproxima o momento da emergéncia do adulto. Esta fase dura de 2 a 3 dias e durante este

periodo a pupa ndo se alimenta.

Fonte: http://www.saude.rs.gov.br/cevs/dengue.php
Fig. 2.6 - Pupa do Aedes aegypti (Linnaeus, 1762).

2.2.2.4. O adulto

Os mosquitos adulto estdo na fase de reproducdo e dispersdo da espécie. Seu
corpo € escuro, com faixas brancas nas bases dos segmentos tarsais e possui um desenho
em forma de lira no mesonoto. Eles podem acasalar 24h apds emergirem. O acasalamento
pode se dar durante o vdo ou pousados sobre uma superficie. O repasto sanguineo das
fémeas fornece proteinas para o desenvolvimento dos ovos. Ocorre nas primeiras horas do
dia e ao anoitecer. O macho alimenta-se de carboidratos extraidos dos vegetais. A fémea
faz uma postura ap6s cada repasto sanguineo. O intervalo entre a alimentagdo e a postura é

de 3 dias. A postura se d4d geralmente no fim da tarde. A fémea € atraida por recipientes
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sombreados ou escuros, com superficie dspera. Prefere dgua limpa e distribui cada postura

em varios recipientes

Fonte: http://www.saude.rs.gov.br/cevs/dengue.php

Fig. 2.7 - Adulto do Aedes aegypti (Linnaeus, 1762).

2.2.3. O Dengue

O primeiro relato de doenga semelhante ao dengue foi descrita numa
enciclopédia chinesa da dinastia Chin (265 a 420 anos AC). Foi denominada pelos chineses
de veneno da agua, pois achavam que de alguma maneira estava associada a insetos.
Epidemias foram também escritas nas Indias Ocidentais em 1635. Os primeiros relatos de
uma sindrome febril aguda semelhante ao dengue foram detectados na ilha de Jakarta, na
Asia, e no Cairo e em Alexandria, no Egito, em 1779. Em 1903, Graham forneceu, pela
primeira vez, evidéncias da transmissdao por mosquito, e, em 1906, Bancroft concluiu ser o
Aedes aegypti o vetor do dengue. No final da Segunda Grande Guerra, Sabin e
colaboradores fizeram importantes contribuicdes como a definicdo dos sorotipos dengue 1
e 2, do tamanho da particula viral, das vias de infecc¢ao, de agentes inativantes, da duracao

da imunidade homoéloga e heter6loga.

O dengue € uma doenga febril aguda, de etiologia viral e de evolug@o benigna
na forma cldssica, e grave quando se apresenta na forma hemorrdgica. E hoje a mais
importante arbovirose que afeta o homem especialmente nos paises tropicais, onde as
condi¢des do meio ambiente favorecem o desenvolvimento e a proliferacio do Aedes

aegypti, (Figura 2.1) principal mosquito vetor (Guzman e Kouri, 2001).
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O virus do dengue é um arbovirus do género Flavivirus, pertencente a familia
Flaviviridae. Sao conhecidos quatro sorotipos: 1, 2, 3 e 4. A presenca do virus no
organismo provoca alteragdes bioquimicas como a diminui¢do da albumina no sangue,
albumintria e discreto aumento dos testes de fun¢do hepatica: aminotransferase, aspartato
sérica (conhecida anteriormente por transaminase glutdmico — oxalacética — TGO) e
aminotransferase alanina sérica (conhecida anteriormente por transaminase glutimico
pirivica — TGP).

O dengue é um dos principais problemas de sadde publica no mundo. A
Organizacdo Mundial de Satide (OMS) estima que 80 milhdes de pessoas se infectem
anualmente, em 100 paises, de todos os continentes, exceto a Europa. Cerca de 550 mil
doentes necessitam de hospitalizacio e 20 mil morrem em conseqiiéncia do dengue

(Funasa, 2002).

O dengue classico e o dengue hemorragico sao problemas importantes de satde
publica em regides tropicais e subtropicais. O dengue estd presente em mais de 100 paises
e 2,5 bilhdes de pessoas vivem em dreas endémicas. Recentemente, foi estimada a
ocorréncia de 50-100 milhdes de casos de dengue, em plena crise epidémica. Estima-se
que cerca de 250.000-500.000 casos de dengue hemorrdgico sdo oficialmente notificados

anualmente (Guzman e Kouri, 2001).

Ha referéncias de epidemias em 1916, em Sao Paulo, e em 1923, em Niterdi,
sem diagndstico laboratorial. A primeira epidemia documentada clinica e laboratorialmente
ocorreu em 1981-1982, em Boa Vista - Roraima, causado pélos sorotipos DEN-1 e DEN-4.
A partir de 1986, foram registradas epidemias em diversos estados (Santos, 2003). A mais
importante ocorreu no Rio de Janeiro onde, pelo inquérito soroldgico realizado, estima-se
que pelo menos 1 milhdo de pessoas foram afetadas pelo sorotipo DEN-1 nos anos
1986/1987. Outros estados como Ceard, Alagoas, Pernambuco, Bahia, Minas Gerais,
Tocantins, Sdo Paulo, Mato Grosso e Mato Grosso do Sul notificaram surtos no periodo de
1986/1993 (Santos, 2003). No municipio de Aracaju a equipe de controle de zoonoses da
prefeitura faz o controle permanente dos casos de dengue na cidade (Tabela 3.1). Este
controle € feito semanalmente pelos agentes de saide municipais. De acordo com os dados,

observamos que de 1999 a 2003 houve uma reducdo de 33,8% do nimero de casos de
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dengue notificados no municipio de Aracaju. Além disso, verifica-se que o nimero de
casos da doenga aumenta no periodo de Janeiro a Maio ao longo dos anos. Segundo a
Secretaria Municipal da Satde de Aracaju, neste periodo, alguns bairros da cidade
enfrentam problemas com a falta de dgua e a populagdo utiliza diversos recipientes para o
estoque de dgua. Estes reservatorios de dgua sao propicios para a reprodu¢do do mosquito
Aedes aegypti.

TABELA 2.1 - SERIE HISTORICA DE FREQ["JENC;A POR ANO E MES DE CASOS DE DENGUE
NOTIFICADOS NO MUNICIPIO DE ARACAJU/SE

420 | 423 | 620 | 864 880 356 170 351 | 183 60 106 | 308 4741

519 | 563 | 376 | 283 443 171 200 150 60 15 59 15 2856

81 106 | 166 192 472 260 143 103 37 13 16 10 1599

111 | 197 | 333 381 297 214 214 171 72 88 46 7 2131

57 58 131 | 251 359 280 174 106 | 72 38 42 35 1603

34 31 46 16 27 32 33 27 19

Fonte: Centro de Controle de Zoonoses da Prefeitura Municipal de Aracaju

De acordo com a tabela 2.2, podemos observar que nos ultimos anos tem

decrescido o nimero de casos de dengue notificados no Estado de Sergipe.

TABELA 2.2 - NOTIFICACAO DOS CASOS DE DENGUE POR MUNICIPIO DO ESTADO DE SERGIPE.
DADOS EPIDEMIOLOGICOS 1? A 52° SEMANA de 1996 a 2005.
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- 18 38 08 06 22 44 62 0 1
04 233 266 02 23 08 57 37 0 10
- 398 278 07 41 01 21 297 4 3
212 422 03 03 10 17 26 0 1 1
154 349 299 25 03 04 09 16 0 4
01 05 88 15 04 100 20 03 0 1
88 295 442 111 26 19 14 03 0 0
291 533 2006 1427 602 165 557 504 22 9
01 08 170 21 05 127 102 354 4 5
05 09 85 19 17 103 61 12 1 1
- 04 71 07 114 11 04 04 0 6
523 613 525 102 194 42 93 98 13 12
02 76 1233 112 141 83 28 66 3 0
- 07 58 31 47 17 04 05 0 7
04 05 05 07 34 09 38 2 45
08 18 79 185 89 16 37 96 0 6
04 10 102 73 49 28 94 68 2 0
01 06 105 128 12 35 106 123 6 2
- 60 221 181 56 19 79 52 0 0
01 23 38 17 189 137 41 27 1 4
- 54 403 106 38 15 28 303 2 2
- 04 315 48 62 14 49 41 7 2
- - 03 02 02 03 01 16 0 0
- 01 02 19 06 49 71 25 0 0
- 22 145 179 141 58 88 44 1 1
01 57 302 35 03 30 122 52 6 3
- 01 02 35 159 57 02 02 0 2
- 20 49 10 01 01 24 06 0 0
01 25 296 29 09 11 20 1 18
02 04 1268 343 296 15 11 94 1 0
- - 52 12 02 03 01 17 3
01 04 341 132 131 156 76 43 3 7
- 12 - 36 06 154 92 19 8
02 16 03 31 18 31 63 0 0 0

- 08 159 176 116 44 15 64 72 20

- - 03 79 14 20 167 13 3 4

- 02 03 02 167 05 06 18 0

- - - 10 02 01 12 08 1 5
04 01 01 51 04 01 04 01 0 12
04 02 728 90 70 02 45 110 3 28
03 02 01 02 32 38 13 3
01 - 11 10 01 03 1 1

- 01 223 19 30 05 11 12 2 7
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Fonte: Setor de Vigilancia Epidemioldgica da Secretaria de Estado da Satdde de Sergipe.

Segundo membros do setor de vigilancia epidemioldgica da Secretaria de
Estado da Satide de Sergipe, a reducdo do nimero de casos de dengue notificados no
Estado, deve-se ao controle feito por agentes de satide dos municipios e a utilizacdo de
carros fumaceiros na aplicacdo de inseticidas. Os agentes de saide visitam cada domicilio
do municipio e ao observarem a presenca de larvas nos reservatérios de dgua, aplicam o
inseticida Temephds. Este inseticida organofosforado é recomendado pelo Ministério da
Satide do Brasil. E importante ressaltar, porém que nem todos os casos de dengue
notificados em Sergipe sdo confirmados por testes clinicos. Os dados da tabela 3.2 revelam
que os municipios de Aracaju, N. S. do Socorro, Sdo Cristévao, Lagarto, Itabaiana,
Prépria, Estancia, Tobias Barreto e Simao Dias sdo os municipios com maior nimero de
casos da doenga nos ultimos anos. Estes municipios, entretanto, possuem um grande
contingente populacional em comparagdo com as demais. Além disso, vale ressaltar que
nem todos os casos de dengue que sdo notificados em Sergipe sdo confirmados por exames

laboratoriais.
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Medidas de Controle: Até o momento nao existe uma vacina para prevengao
do dengue. Enquanto ndo se pode contar com esta medida de controle, o unico elo
vulnerdvel da cadeia epidemiolégica € o vetor. A luta contra os mosquitos consiste
principalmente na eliminagdo dos seus criadouros potenciais, que se constituem em
recipientes artificiais de 4gua, como pneus usados expostos ao ar, depdsitos de ferro velho
descobertos, latas, garrafas e plasticos abandonados. As medidas de controle consiste na
limpeza de terrenos baldios; aplicagdo de larvicida em depodsitos de 4gua de consumo; uso
de inseticida para as formas adultas do mosquito, durante os periodos de transmissdao. As
acoOes de prevencao do dengue necessitam de envolvimento de outros setores da sociedade,
particularmente na questdo da melhoria de condi¢des de urbanizacdo e habitacdo, coleta
regular de lixo, abastecimento permanente de dgua encanada e educagdo escolar (Tauil,

2001).

A conscientiza¢ao de cada cidaddo sobre as medidas de prevengdo e controle
do dengue, é de fundamental importancia para a diminui¢do do nimero de casos da
doenca. E necessdria uma agdo efetiva dos 6rgaos publicos de satude, no que diz respeito ao

controle da doenga, em parceria com a populacao.

2.3 - CONSIDERACOES SOBRE OLEOS ESSENCIAIS

Segundo Rocha (1998), as substancias ativas das partes medicinais sdo e dois
tipos: os produtos do metabolismo primario (essencialmente sacarideos), substancias
indispensdveis a vida da planta que se forma em todas as plantas verdes gracas a
fotossintese; o segundo tipo de substincias é composto pelos produtos do metabolismo
secunddrio, ou seja, processos que resultam essencialmente da assimilacdo do nitrogénio.
Estes produtos sao tteis para a planta e seus efeitos terapéuticos sdo notdveis. Dentre os
produtos do metabolismo secundério estdo os Oleos essenciais (ou esséncias naturais),
resinas e alcaldides. Algumas familias botanicas destacam-se pelo grande nimero de
espécies aromdticas tais como: Anacardiaceae, Apiaceae, Asteraceae, Chenopodiaceae,
Cupressaceae, Gentianaceae, Lamiaceae, Myrtaceae, Pinaceae, Piperaceae, Poaceae,

Rutaceae, Verbenaceae e Zingiberaceae.
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Ainda segundo Rocha (1998), os dleos essenciais sdo liquidos volateis,
reflingentes, de odor caracteristico. Formam-se num grande numero de plantas como
subproduto do metabolismo secunddrio. Os vegetais sdo mais ricos em esséncias quando o

tempo € estavel e o periodo da manha é o melhor hordrio para colhé-los.

Estes 6leos acumulam-se em curtos tecidos no seio das células ou de
reservatorios de esséncia sob a epiderme dos pélos, das glandulas ou nos espagos
intracelulares. O controle microscépico da qualidade dos 6leos essenciais revela-nos que

essas células estdo dispostas em formagdes caracteristicas.

Os Oleos essenciais sdo extraidos de plantas frescas ou secas mediante
destilacdo por vapor de dgua, extracdo pura e simples, prensagem, CO, supercritico ou

outras técnicas (por pressao, por absor¢ao de gorduras em perfumaria, etc)

Do ponto de vista quimico, trata-se de misturas extremamente complexas. A
medicina recorre freqiientemente a substancias extraidas dos oleos essenciais (mentol,

canfora).

O uso farmacéutico dos 6leos essenciais fundamenta-se nas suas propriedades
fisiol6gicas:o perfume e o gosto (corrigentia); o efeito irritante sobre a pele e as mucosas

(derivantia); as propriedades desinfetantes e a acao bactericida.

Os dleos essenciais devem ser conservados, bem como as plantas que os
contém, em recipientes bem fechados ao abrigo da luz. As esséncias oxidam-se
rapidamente a luz e ao ar, polimerizam-se, transformam-se em resinas e perdem o odor e a

acdo que os caracterizam.

Os o6leos essenciais compdem-se sobretudo de terpenos, produtos voldteis

freqlientemente misturados com outras substancias.

Segundo FAHN (1979) in GLORIA (1994), os terpenos representam o grupo
mais importante de substancias quimicas secretadas pelas plantas, animais, sendo derivadas

do isopropeno (unidade ramificada de 5 carbonos) e classificados de acordo com o nimero
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minimo dessas unidades presentes na molécula. Os terpenos fornecem matéria prima para
uma grande variedade de industrias: isto é, produtos de resinas para papéis e téxteis,
aglutinantes usados no preparo de inseticidas, antissipticos, produto farmacéuticos,

perfumes e condimentos.
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Figura 2.8 — Origem dos monoterpenos e sesquiterpenos.

Conforme Martins et al. (1998), os Odleos essenciais tém propriedades
antivirais, antiespasmoddicas, analgésicas, bactericidas, cicatrizante, expectorante,
relaxante, antissépticas das vias respiratorias, vermifuga e antiinflamatéria. Eles sdo
extraidos de plantas frescas ou secas mediante hidrodestilacdo por arraste de vapor,
extracdo pura e simples ou por outras técnicas (Sousa, 2000). O Brasil ja possui tradi¢do no
cultivo de certas plantas medicinais e aromdticas e a produgdo de 6leos essenciais vem
proporcionando geragcdo de divisas com a exportacdo. No mercado a demanda de dleos
essenciais tem aumentado bastante. A maior parte do 6leo essencial comercializado é
destinado a grandes industrias de medicamentos, perfumes e cosméticos, inseticidas,
detergentes e desinfetantes. A composi¢do quimica do 6leo essencial varia de acordo com a
espécie em estudo. O rendimento do 6leo essencial, como também a composi¢do quimica,
dependem de fatores como: O material genético, as condicdes ambientais, as condi¢des de
cultivo, a colheita e todo o processamento apés a colheita, como o modo e o tempo de

secagem.
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Nos ultimos anos houve um aumento no interesse em realizar pesquisas de
modo a verificar o possivel uso de extratos de plantas como alternativa para inseticidas
sintéticos. Os Oleos essenciais estdo entre as substancias mais testadas contra insetos. Tais
Oleos podem agir como fumigantes (Regnault-Roger et al, 1993) e (Risha et al, 1990),
inseticidas de contato (Weaver et al, 1994), repelentes (Ndungu et al, 1995), e atuam
afetando alguns parametros bioldgicos, tais como a razdo de crescimento, tempo de vida e

reproducao (Pascual-Villalobos, 1996).

Como o Aedes aegypti € um mosquito com caracteristicas domiciliar e
peridomiciliar, o uso de agentes toxicos aéreos para o controle do mosquito nem sempre €
eficiente, uma vez que a maioria dos mosquitos adultos escondem-se no interior das casas.
A Unica maneira de se reduzir a densidade dos mosquitos a um nivel onde as epidemias de
dengue ndo ocorram ¢é atacando os locais de reproducdo (Gluber, 1989). O controle ideal é
feito com o uso de larvicidas nestes locais de reproducdo. Normalmente sdo usados
inseticidas e larvicidas organofosforados. O uso de produtos naturais e de plantas sdo uma
alternativa para o controle quimico convencional. Em termos, vdrias plantas t€ém mostrado

atividade pesticida, como um mecanismo de defesa contra predacdo ou infeccao.

2.4 - 0 USO DE PLANTAS EM PESQUISAS SOBRE ATIVIDADE BIOLOGICA

Toda sociedade humana, ao longo dos tempos, acumula um acervo de
informacdes sobre o ambiente que a cerca, que vai lhe possibilitar interagir com ele para
prover suas necessidades de sobrevivéncia. Neste acervo, inscreve-se o conhecimento
relacionado ao mundo vegetal com o qual estas sociedades estio em contato (Amorozo,
1996), pois o conhecimento sobre as plantas medicinais simboliza muitas vezes o Unico
recurso terapéutico de muitas comunidades e grupos étnicos. Com isso percebe-se a
estreita relacdo existente entre o homem e as plantas consideradas curativas em todas as

fases de desenvolvimento das vdrias civilizagdes (Gottlieb, 1993).

Segundo Keith (1998) o nascimento da botanica, por exemplo, ocorreu como
uma tentativa e identificar os usos e virtudes das plantas, essencialmente para a medicina,
mas também para a culindria e a manufatura. Era conviccdo geral que cada parte das

plantas tenha sido projetado para um propdsito humano. Havia entdao, uma ligacdo com a
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natureza, fundamental na convic¢dao de que o homem fazia parte da natureza e estaria num

s6 mundo.

O isolamento das primeiras substancias puras do reino vegetal comeca a
ocorrer no século XVIII. Este século, juntamente com o XIX, caracteriza-se pélos
trabalhos de extragdo, principalmente de 4cidos organicos e de alcaldides, sendo desta

época o isolamento de morfina, quinina e estriquinina (Pinto et al, 2001).

A natureza, de forma geral, tem produzido a maioria das substancias organicas
conhecidas. Entretanto, é o Reino Vegetal que tem contribuido de forma mais significativa
para o fornecimento de substancias uteis ao tratamento de doengas que acometem os seres
humanos. A fantéstica variedade e complexidade de metabdlitos especiais biossintetizados
pelas plantas teriam se formado e evoluido, como mecanismo de defesa desses vegetais as
condic¢des de adaptacdo e regulacdo. No contexto da evolucdo de plantas terrestres, estima-
se, atualmente, que cerca de 500.000 espécies ocupam todo o planeta, sendo que, 50%
(250.000) sao constituidas pelas angiospermas. No auge desse processo evolutivo, as
angiospermas alcangaram, sem duvida, um desenvolvimento impar, dada a ocorréncia de
micromoléculas distintas e complexas, com varios centros estereogénicos; possivelmente,
devido a essas caracteristicas, sejam-lhes atribuidas inimeras finalidades alelopaticas e
bioldgicas. Dessa forma, as plantas constituem-se um enorme laboratério de sintese
organica, fruto de milhdes de anos de evolucdo e adaptacdo sobre a terra (Montanari e

Bolzani, 2001).

Os recursos bioldgicos fornecem alimentacdo, roupas, habitacdo, remédios e
bem estar. As propostas da Agenda 21 para a conservacdo da biodiversidade pedem aos
governos que: promovam os métodos tradicionais, o conhecimento dos povos indigenas e
de suas comunidades; partirem os beneficios dos recursos bioldgicos, incluindo a
biotecnologia, particularmente com os paises em desenvolvimento, o uso sustentavel dos
recursos bioldgicos e a transferéncia segura de biotecnologia, em particular, para os paises
em desenvolvimento. Apesar dos crescentes esfor¢os nos ultimos vinte anos, a perda de
diversidade bioldgica em todo o mundo continua, principalmente devido a destruicao de
habitats e a poluicdo. Outro aspecto relevante é a perda do conhecimento acumulado sobre

o uso medicinal tradicional das plantas pelas comunidades a elas associadas. Assim, é
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necessdria a viabilizacdo de politicas governamentais que priorizem projetos ambientais
voltados para as comunidades locais que utilizam esses recursos naturais para conservar o
patrimOnio genético das espécies, principalmente as nativas, institucionalizando a

utilizacdo sustentavel desses recursos.

Considerado o dnico recurso terapéutico de parte da populagdo brasileira e de
mais de 2/3 da populacdo do planeta, o mercado mundial de fitoterapicos movimenta cerca
de US$ 22 bilhdes, com crescimento de 12% ao ano, vem seduzindo anualmente mais
adeptos nos paises desenvolvidos. Em 2000 o setor faturou US$ 6,6 bilhoes nos EUA e
USS$ 8.5 bilhdes na Europa, sendo a Alemanha, de longe, o maior mercado mundial de
fitoterapicos. A balanca comercial brasileira é altamente deficitdria neste item (Pinto et al,

2001).

Entretanto, com o pouco que se conhece sobre biodiversidade das florestas
tropicais, como a da AmazoOnia, toma-se 6bvio que o estudo de plantas medicinais no
Brasil ainda € fragmentario e escasso. Cerca de 2/3 das espécies de plantas se encontram
nos tropicos. Como conseqiiéncia, pode-se esperar que as potenciais descobertas de novos
produtos naturais biologicamente ativos serdo das florestas tropicais. Somente o Brasil
possui cerca de 60.000 espécies de plantas, o que corresponde a cerca de 12% de toda a
flora mundial conhecida, e ndo menos de 75% de todas as espécies existentes nas grandes
florestas. No mercado brasileiro, este segmento corresponde por 5% do mercado
farmacéutico brasileiro, ou seja, US$ 500 milhdes por ano, segundo estimativas da
Associagdo Brasileira da Inddstria de Fitoterdpicos. O pais exporta cerca de US$ 7 milhdes

em extratos vegetais de alcaguz, aloés, bardana, catuaba, ipeca e quina.

Por outro lado o Brasil importa uma quantidade considerdvel de hormdnios
esteroidais, produtos cosméticos de fonte natural, verdadeiro contra-senso para uma nacao
que possui uma das maiores e mais ricas populacdes vegetais do planeta portadora de
matérias-primas para fitofairmacos, sendo que das 60 mil espécies vegetais, cerca de 10 mil
delas sao medicinais. Um problema grave na comercializacao de fitoterdpicos no Brasil ou
da possibilidade de exportacdo € a falta do status de medicamento ético que lhe garanta
eficdcia, seguranca e qualidade, padrdes estes mensurados em bases cientificas para a

seguranca do usudrio (Pinto et al. 2001).
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Nestas ultimas décadas, uma importante mudanga no paradigma das sociedades
ocidentais fez com que os produtos de plantas passassem novamente a ocupar papel de
destaque por grandes contingentes das populacdes de paises desenvolvidos e em
desenvolvimento. As atividades extrativistas no meio natural constituem um dos principais
usos da diversidade bioldgica. A espécie vegetal para uso medicinal tem recebido atengdo
especial seja pelo seu consumo direto, seja pelo seu grande potencial na produgao de novos
medicamentos. Essas espécies sdo largamente exploradas por grandes setores da sociedade
destacando-se as comunidades tradicionais, as indudstrias farmacéuticas e as empresas que

comercializam plantas nativas (Brasil, 2000).
2.5 - DESCRICAO BOTANICA DAS ESPECIES TESTADAS :
Euphorbiaceae
Familia: Euphorbiaceae
Género: Croton

Espécies: Croton heliotropiifolius St.Hill

Croton pulegiodorus Baill, 1864

O Croton heliotropiifolius St. Hill, cujo sindbnimo € Croton Campestris St.Hill
¢ um subarbusto origindrio do Brasil, popularmente conhecido como velame, velame-do-
campo ou velame-do-mato. Segundo Harley et al (1980), o velame € encontrado em
regides de caatinga, campo rupestre, cerrado e mata de altitude. Suas folhas sdo ovaladas,
as flores sdo alvas e aromdticas e o fruto € uma pequena cdpsula. A planta toda apresenta-
se coberta de pélos amarelados. Dentre as suas propriedades medicinais, destacam-se seu
poder depurativo, desobstruente e diurético. Como fitoterdpico € indicado no tratamento de
artrite, blenorragia cronica, doenga venérea, eczema, gota urica, sifilis, herpes, impingem,
ingurgitamento ganglionar, palpitacdo do coracdo, reumatismo e vesicula. De acordo com
Carvalho (1994), o velame € utilizado também na alimentacdo animal, em atividade

apicolas e como combustivel. O velame € uma das plantas visitadas por abelhas da espécie

Apis mellifera (Carvalho & Marchini, 1999).
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O velame possui alcaldides (taspanina-alcaléide do tipo aporfirico), resina e de
acordo com o trabalho de El Babili et al (1998), foram isolados e identificados trés
diterpenos—furanos, a partir do extrato de diclorometano da casca da raiz do C. campestris.
Os trés diterpenos—furanos foram chamados: velamona, velamolona e acetato de

velamolona.

Plantas do gé€nero Croton sp. possuem Oleo essencial geralmente composto por
cimeno, limoneno, 1,2,10—-trihidroxi—-N—6xido crotosinolina e éster graxo (tetracosanoato

de butila).

O Croton pulegiodorus Baill, 1864, € um arbusto com cerca de 1 metro de
altura, aromatico, com forte odor caprilico, folhas membrandceas e flores brancas. E
popularmente conhecido como velame ou velaminho. Na medicina popular ele € utilizado
como expectorante, bem como no trataento de problemas das vias urindrias, reumatismo e

doencas da pele.

Lamiaceae

Familia: Lamiaceae
Género: Hyptis
Espécies: Hyptis pectinata Poit.
Hyptis fruticosa Salzm. ex Benth

A familia Lamiaceae possui cerca de 250 géneros e 6970 espécies. O género
Hyptis é formado por aproximadamente 400 espécies distribuidas desde o sul dos Estados
Unidos até a Argentina. Segundo Falcdo & Menezes (2003), pelo menos 25 espécies foram

estudadas sob os aspectos etnofarmacoldgicos, farmacoldgicos e composi¢dao quimica.

As plantas do género Hyptis sdo de porte herbaceo, arbustivo e raramente
arboreo. Os caules sdo geralmente quadrangulares, as folhas opostas, simples ou partidas,

pecioladas ou sésseis ou curtamente pendunculadas, contendo substincias aromaticas.
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Muitas espécies sdo utilizadas na forma de condimento, melhorando o aroma e o sabor dos

alimentos.

Espécies do género Hyptis tém grande importancia econdmica e
etnofarmacologica, sendo bastante utilizadas na medicina popular. Hyptis pectinata,
popularmente chamada sambacaitd ou canudinho, é usada como planta medicinal por
apresentar propriedades bactericida, fungicida e anti-tussigena (Malan, 1989). Segundo
Rojas et al (1992), o sambacaitd tem propriedades anti-infecciosas e de acordo com os
trabalhos de Pereda-Miranda et al (1993), ele € usado em febres, doencas de pele,
distirbios géastricos, rinofaringite e congestio pulmonar. Dentre as atividades
farmacoldgicas citamos que, o extrato aquoso das folhas de Hyptis pectinata produz efeito
antiedematogénico e antinociceptivo (Bispo et al, 2001), como também, pode estimular a
regeneragdo hepdtica apés uma hepatectomia parcial, na concentragao de 100 mg/Kg (Silva
et al, 2002). O timol que é um dos constituintes do 6leo essencial das folhas de Hyptis

pectinata apresentou propriedade antisséptica, segundo Pereda Miranda et al (1993).

Em trabalhos ja realizados sobre os compostos quimicos do género Hyptis,
encontramos que ja foram identificados o diterpenos horminona: 14-metoxi taxodina
(Marletti et al, 1976) e o hyptol (Monanche et al, 1977), na espécie Hyptis fruticosa. Do
Oleo essencial de Hyptis pectinata foram identificados os monoterpenos: mirceno, timol
(Malan et al , 1989), a-pineno, o-thujeno, y-terpineno e p-cimeno (Malan et al, 1988).
Dentre os sesquiterpenos do 6leo essencial de Hyptis pectinata, foram identificados: [3-
cariofileno e o6xido de cariofileno (Jirovetz & Ngassoum, 1999), germacreno D,

biciclogermacremo e -elemeno (Brophy & Lassak, 1987).

A Hyptis fruticosa Salzm. ex Benth, popularmente conhecida como alecrim do
campo ou alecrim de tabuleiro € comumente encontrada na costa do nordeste brasileiro. Na
medicina popular, a infusdo das folhas de Hyptis fruticosa é utilizada como analgésico,

bem como, tratamento de febres e bronquites.
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Verbenaceae

Familia: Verbenaceae
Género: Lippia
Espécies: Lippia gracilis H.B.K.

O género Lippia (Verbenaceae) inclui aproximadamente 200 espécies divididas
em ervas, arbustos e pequenas arvores. Estas espécies estio distribuidas principalmente nos
paises das América Central e do Sul, e nos territérios da Africa Tropical. Estas plantas sio
tradicionalmente utilizadas no tratamento de problemas gastrointestinais e respiratorios,
como gripe, bronquite e asma. Além disso algumas espécies de Lippia mostraram atividade
contra maldria (Gasquet et al, 1993) e antiviral (Abade et al,1995). A Lippia gracilis
H.B.K., popularmente conhecida como alecrim da chapada, € utilizada no tratamento de
doencas cutaneas como queimaduras, feridas e tulceras (Giron et al, 1991; Lemos et al,
1992). Plantas desta espécie sdo de porte herbaceo, atingindo cerca de 1 metro de altura,
com folhas pequenas e flores brancas. As folhas da maioria das espécies de Lippia sdo

utilizadas como condimento na preparagdo de alimentos.

Aspectos relacionados aos constituintes quimicos do dleo essencial de Lippia

gracilis estdo descritos no capitulo que trata dos resultados desse trabalho.
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3.0 - METODOLOGIA

3.1 - OBTENCAO E CULTIVO DAS LARVAS:

Os ovos do Aedes aegypti (cepa Recife) adquiridos no Insetdrio do Laboratério
de Doengas Parasitirias da UFRPE, Departamento de Medicina Veterindria, Av. Dom
Manuel de Medeiros s/n, Dois Irmaos, Recife-PE, CEP.: 52.171-900, foram imersos em
agua mineral, cerca de 3 L, contida em uma bacia plastica de formato retangular para a
eclosdo. Apds a imersdo dos ovos, 0,5 g de ragdo de rato foram adicionadas na dgua de
modo a promover o crescimento das larvas. Todo o material ¢ mantido no interior de uma
gaiola de madeira e coberta com uma tela de tecido, apropriada para insetos, a fim de evitar
a contaminacdo por ovos de outras espécies de mosquito (Fig 3.1). Apos a eclosdo, as
larvas foram acompanhadas até que atingissem o 3° ou 4° estddio do desenvolvimento,
quando entdo eram utilizadas nos ensaios de atividade larvicida. Sdo necessarios de 4 a 5

dias para que as larvas atinjam o tamanho ideal para os ensaios.

Vinte larvas foram separada e permitidas a completar a metamorfose, atingindo
a fase adulta. Desde entdo, os mosquitos estdo sendo cultivados em uma gaiola retangular
de metal aluminio envolta por uma tela plastica ideal para insetos (Fig. 3.2). O cultivo dos
mosquitos tem como objetivo a reposi¢do de ovos para os futuros ensaios de atividade
larvicida. As fémeas do mosquito sdo alimentadas com sangue de ratos recém nascidos,
mantidos no interior da gaiola por alguns dias. Os machos sdo alimentados com uma
solucdo aquosa de sacarose colocada em um recipiente fechado contendo um chumaco de
algodao em forma de pavil, embebido da solucdo. No interior da gaiola é mantido
permanentemente um copo descartdvel de 200 mL contendo 100 mL de dgua mineral (26-
28°C) com papel de filtro imerso na dgua, de modo que, a maior parte do papel fique acima
do nivel da dgua, e servindo de base para a deposicio dos ovos do mosquito.
Periodicamente, o papel de filtro € substituido por outro e aquele que continha os ovos, é

mantido sobre a gaiola, para secar, e posteriormente armazenado em um recipiente

fechado.
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A gaiola fica apoiada sobre quatro pilares, imersos em dgua no interior de uma
bacia plastica (Fig. 3.2). Isto evita a penetracdo de formigas, que sdo predadores naturais

dos ovos do Aedes aegypti.

As larvas foram identificadas, como sendo do Aedes aegypti, por técnicos do

laboratério do centro de controle de zoonoses do municipio de Aracaju / SE.

Fig. 3.1 — Cultivo das Larvas do Aedes aegypti

Fig. 3.2 — Cultivo do Aedes aegypti no estdgio adulto.
A — Recipiente contendo dgua mineral e
papel de filtro que serve para
deposicdo dos ovos de Aedes aegypti.
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B - Recipiente contendo solucdo aquosa de
sacarose para alimentar

os machos do Aedes aegypti.

3.2 - MATERIAL VEGETAL:

No presente trabalho foi testada a atividade larvicida dos 6leos essenciais das
seguintes espécies vegetais: Hyptis fruticosa (Alecrim de tabuleiro), Hyptis pectinata
(Sambacaitd), Croton heliotropiifolius (Velame), Lippia gracilis (Alecrim de chapada) e

Croton pulegiodorus (Velame de cheiro).

A escolha da espécie Lippia gracilis deveu-se ao fato de que um dos
constituintes do seu Oleo essencial € o timol, substancia com 6tima atividade larvicida,
confirmada pela literatura. As espécies Croton heliotropiifolius e Croton pulegiodorus
foram selecionadas a partir de entrevistas feitas a moradores das respectivas localidades do
estado de Sergipe: nos povoados Salvador e Sapé, municipio de Itaporanga D’ Ajuda, no
més de maio de 2004 e povoado Santana dos Frades, no municipio de Pacatuba, no més de
outubro de 2004. Durante as entrevistas, moradores relataram que as duas espécies de
Croton sdo utilizadas no combate ao ataque de pulgas nas casas. Como as pulgas sdo
insetos tanto quanto o A. aegypti, resolvemos testar estas duas espécies de croton. Quanto
as espécies Hyptis fruticosa e Hyptis pectinata alguns trabalhos ja vinham sendo realizados
no laboratério e havia disponibilidade de seus O6leos essenciais. Além disso, ndao foi
encontrada literatura referencia sobre a atividade larvicida do 6leo desta espécie, motivo

pelo qual resolvemos testa-lo.

As plantas foram coletadas em diversas localidades do Estado de Sergipe a
saber: A Hyptis fruticosa, foi coletada no municipio de Sdo Cristévao no més de novembro
de 2003, durante a manha. A Hyptis pectinata foi coletada no povoado Miranda, municipio
de Capela no més de Setembro de 2003, durante a manha. O Croton heliotropiifolius foi
coletado nas imedia¢des do bairro Veneza, no municipio de Aracaju, no més de abril de
2005 durante a manhda. O Croton pulegiodorus foi coletado no povoado Santana dos
Frades, municipio de Pacatuba, no més de maio de 2005, durante a manha. A Lippia

gracilis foi coletada no Campus Rural da Universidade Federal de Sergipe, localizado no
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municipio de Sao Cristévao, no més de maio de 2005, no hordrio da tarde. De todas as
plantas coletadas, somente o Croton heliotropiifolius, Croton pulegiodorus e Hyptis

pectinata, encontravam-se em periodo fértil.

Foram preparadas trés excicatas de cada espécie e as mesmas foram
identificadas pelo prof. Dr. Luciano Queiroz Paganucci, botanico da Universidade Estadual
de Feira de Santana, no Estado da Bahia. As excicatas estdo depositadas no herbério da
Universidade Federal de Sergipe com os seguintes nimeros de Voucher: Lippia gracilis
(08214), Hyptis pectinata (08215), Hyptis fruticosa (08216), Croton heliotropiifolius
(08217) e o Croton pulegiodorus (08218).

Apo6s a coleta, foi realizada a separacdo e triagem das folhas. Para a secagem
deste material foi utilizada uma estufa com renovacao e circulacdo de ar, tipo MA 037 da
marca Marconi, a 40° C, durante 48 horas. Posteriormente, o material foi triturado em

moinho de facas e transformado em po.

3.3- OBTENCAO DO OLEO ESSENCIAL:

O dleo essencial foi obtido através de hidrodestilacdo por arraste de vapor
utilizando o aparelho de clevenger (Fig. 3.3). Inicialmente pesou-se 100 gramas do p6
obtido das folhas pulverizadas, que foram colocadas no interior do baldao de vidro do
hidrodestilador. Em seguida, acrescentou-se 2 litros de dgua destilada na temperatura
ambiente. Toda essa mistura foi aquecida durante 6 horas. Ao final desse periodo, o 6leo
essencial foi recolhido em um frasco de vidro com tampa e em seguida armazenado num
freezer a -20°C, até posterior andlise. Ao término da primeira extracdo foi calculado o

rendimento do 6leo essencial de cada espécie.
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Fig. 3.3 — Aparelho de Clevenger.

3.4—- TESTE DE TOXICIDADE:

O teste foi realizado transferindo-se as larvas entre o terceiro e o quarto
estadios, selecionadas (20 por teste) para um béquer contendo 20 mL de dgua mineral (26°-
28°C). As larvas foram capturadas utilizando-se uma pipeta de Pasteur. Cada teste foi feito
em quintuplicata para cada concentracdo testada. Os controles positivos foram realizados
com o organofosforado temefds em larvas do Aedes aegypti, na concentracao utilizada pela
vigilancia sanitdria que é de 0,1 ppm. Os controles negativos foram realizados com 20 mL
de dgua mineral (26-28°C) contendo 0,04% de Tween. A larvas foram expostas as solugdes
por 24 h e ao fim deste periodo era registrada a mortalidade. A solucgao teste foi preparada
do seguinte modo: pesou-se 20 mg do dleo essencial, em um recipiente do tipo eppendorf,

para cada mL da solugdo teste.

Em seguida, uma gota de solvente, do tipo tween 80, foi colocada sobre o 6leo,
fazendo-se entdo a homogeneiza¢do. A seguir utilizando-se uma pipeta automadtica, foi
acrescido 1 mL de dgua destilada e fez-se nova homogeneizacdo. Com o auxilio de uma
pipeta automadtica, a solucdo teste era transferida para o béquer contendo as larvas
separadas para o teste, de acordo com as concentracdes pré-estabelecidas apds testes

iniciais (tabela 3.1).
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Tabela 3.1- Concentracées de 6leo essencial utilizadas nos ensaios larvicidas para
cada espécie vegetal.

ESPECIES VEGETAIS CONCENTRACOES TESTADAS (mg L")
Croton pulegiodorus 30 70 100 300 500
Croton heliotropiifolius 100 300 500 1000 1500
Hyptis fruticosa 50 100 300 1000 2000
Hyptis pectinata 50 100 300 500 1000
Lippia gracilis 30 50 70 100 300

3.5- ANALISE DOS OLEOS ESSENCIAIS

Amostras dos 6leos essenciais foram analisadas utilizando-se cromatografia
gasosa em equipamento Shimadzu QPS050A interfaceada com espectroscopia de massa
(CG/EM) dotada de: coluna capilar DB-5 (30 m x 0,25 mm x 0,25 m) conectado em um
detector operando em impacto eletronico a 70 eV; gas de arraste Hélio (fluxo 1 mL/min) e
programagdo: 80°C (1 min), 3°C/min, 180°C (0 min), 10°C/min, 300°C (3 min), tipo de
injecdo split 1:100. Os célculos dos indices de retencao foram feitos através da co-inje¢ao
de n-alcanos. A identificacdo dos constituintes do Gleo essencial foram efetuadas baseadas
nos indices de retencdo (Adams, 1995) e pela comparagdo do espectro de massa com o
banco de dados das bibliotecas NIST21 e NIST107. As concentragdes dos constituintes

foram calculadas a partir da drea de pico do CG e arranjado em ordem de eluicao.

3.6- ANALISE ESTATISTICA DOS DADOS:

Realizou-se a andlise dos dados de acordo com o método Reed-Muench
(Colegate & Molyneux, 1993). Este método parte do principio de que, um animal que

sobreviva a uma certa dose, também ird sobreviver em qualquer uma dose menor que
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aquela, conseqiientemente o animal que morrer com uma certa dose, também ird morrer em
doses maiores que aquela. A partir de uma tabela contendo os dados de mortalidade para
cada concentracio testada, é construido um grafico onde se observa uma curva para o
acumulo de animais mortos em cada concentracdo e outra curva para o acumulo de
sobreviventes. O ponto de intercessdo entre as curvas € a CLsp, pois nesse ponto o numero

de animais sobreviventes € igual ao nimero de animais mortos.

O intervalo de confianga foi calculado segundo o método de Pizzi (1950), a

partir de um gréafico que faz a relacdo entre a mortalidade e o logaritmo da dose.



CAPITULO 4

RESULTADOS
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4.0 - RESULTADOS

No presente trabalho foram testados os dleos essenciais de: Hyptis fruticosa,
Hyptis pectinata, Croton heliotropiifolius, Croton pulegiodorus e Lippia gracilis. Os 6leos

essenciais testados apresentaram atividade larvicida contra as larvas do Aedes aegypti.

Na Tabela 4.1, verificamos que foram identificados 22 constituintes do 6leo
essencial de Croton heliotropiifolius, listados de acordo com a ordem de elui¢do. Os
monoterpenos representam 7,46% do total, enquanto que os sesquiterpenos representam
86,96%. Os compostos majoritdrios foram o [-cariofileno, biciclogermacreno e o
germacreno-D com 38,21; 20,90 e 12,36% respectivamente (Fig 4.1). O rendimento do
Oleo foi de 0,2%.

Tabela 4.1- Constituintes quimicos do 6leo essencial de Croton heliotropiifolius

TR (min) Composto (%) IRR exp.*
3.867 o-Pineno 0.34 935
4.492 Sabineno 0.48 974
4.717 Mirceno 0.92 991
5.075 o-Felandreno 0.23 1007
5.475 p-Cimeno 0.15 1024
5.583 Limoneno 3.62 1029
5.650 1,8-Cineol (Eucaliptol) 0.20 1032
6.242 v-Terpineno 0.70 1057
7.200 Linalol 0.28 1098
12.808 Acetato de bornila 0.37 1285
15.783 o-Copaeno 0.17 1378
17.217 B—Cariofileno 38.21 1423
18.258 o-Humuleno (a-Cariofileno) 3.88 1456
19.117 Germacreno-D 12.36 1483
19.625 Biciclogermacreno 20.90 1499
20.075 Sesquicineol 3.60 1515
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20.383 §-Cadineno 1.45 1525
21.467 Germacreno-B 0.56 1560
22.042 Espatulenol 248 1579
22.250 Oxido de cariofileno 1.20 1586
24.892 B-Bisabolol 0.91 1676
25.100 a-Bisabolol 1.41 1679

* IRR exp. = Indice de retencao relativo aplicando a equaciao de Van den Dool,
H. e Kratz, P.D., J. Chrom., 1963, 11, 463.

CH,

,

B—Cariofileno Germacreno-D Limoneno

Fig. 4.1 — Alguns dos Principais Constituintes do dleo essencial de Croton heliotropiifolius

Do dleo essencial de Hyptis fruticosa foram identificados 36 constituintes, que
encontram-se listados de acordo com a ordem de elui¢do (Tabela 4.2). Destes constituintes,
43,43% sao monoterpenos € 50,18% sdo sesquiterpenos. Os compostos majoritarios foram
o sabineno, 6xido de cariofileno, B-cariofileno, y-cadineno e borneol com 15,79; 10,23;

9,79; 8,57 e 8,12% respectivamente (Fig 4.2). O rendimento do 6leo foi de 2 %.

Tabela 4.2 - Constituintes quimicos do dleo essencial de Hyptfis fruticosa

TR (min) Composto (%) IRR exp.*
3.858 o-Pineno 2.99 935
4.117 Canfeno 0.71 951

4.492 Sabineno 0.39 976
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4.592 B- Pineno 2.39 980

4.733 B-Mirceno 0.30 989

5.475 p-Cimeno 0.55 1024
5.600 Limoneno 1.51 1030
5.667 1,8-Cineol (Eucaliptol) 15.79 1033
4.492 Sabineno 0.29 976

6.992 p-Cimeneno 0.30 1090
7.208 Linalol 0.52 1099
8.550 Céanfora 8.12 1146
9.167 Borneol 2.34 1167
9.867 a-Terpineol 0.38 1192
14.925 o-Cubebeno 1.67 1352
15.800 o-Copaeno 2.71 1379
16.258 B—Cubebeno 0.67 1393
17.208 trans- Cariofileno 9.79 1423
17.817 B—Cariofileno 0.56 1422
18.267 o—Humuleno 1.81 1457
18.550 |cis-4-(14)-Muurola-5-dieno| 0.52 1466
18.958 Y-Muuroleno 0.43 1479
19.133 Germacreno-D 2.31 1484
19.483 Epizonareno 0.45 1495
19.642 Biciclogermacreno 8.57 1500
20.175 v-Cadineno 0.58 1517
20.383 cis-Calameneno 3.86 1524
20.700 Cadina 1,4-dieno 0.47 1535
20.850 o—Cadineno 2.04 1540
22.108 Espatulenol 10.23 1581
22.283 Oxido de cariofileno 5.21 1587
22.400 B-Copaen-4-a-ol 0.45 1591
23.683 v-Eudesmol 0.35 1634

41
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24.208 o-Fudesmol 0.81 1652
24325 o-Cadinol 1.07 1656
24.792 o—Kusinol 0.70 1672

* IRR exp. = Indice de retencao relativo aplicando a equaciao de Van den Dool,
H. e Kratz, P.D., J. Chrom., 1963, 11, 463.

~ THs

oH

k|

B—Cariofileno Sabineno d-Cadineno Borneol
Fig. 4.2 — Alguns dos Principais Constituintes do 6leo essencial de Hyptis fruticosa
Do ¢6leo essencial Hyptis pectinata, foram identificadas sete constituintes, que
estdo listados de acordo com a ordem de elui¢do (Tabela 4.3). Todos estes constituintes sao
sesquiterpenos. O B-cariofileno e 6xido de cariofileno foram os compostos majoritdrios,

com 40,90 e 38,05% respectivamente.

Tabela 4.3 - Constituintes quimicos do é6leo essencial de Hyptis pectinata

TR (min) Composto (%) IRR exp.*
15.783 o-Copaeno 3.62 1378
16.267 B-Elemeno 1.87 1393
17.192 [-Cariofileno 40.90 1422
18.250 o—Humuleno 1.12 1456
19.558 o—Selineno 1.21 1498
20.375 cis-Calemeneno 4.16 1524
22.250 Oxido de cariofileno 38.05 1586

* IRR exp. = Indice de retencio relativo aplicando a equac¢iao de Van den Dool,

H. e Kratz, P.D., J. Chrom., 1963, 11, 463.
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Na literatura encontramos que o 6leo essencial de Hyptis pectinata contém 33
compostos, com predominio dos monoterpenos (95,8%). Seus principais constituintes sao
o timol e o P — terpineno. Provavelmente, a propriedade anti-septica é exercida pelo timol
(Malan et al, 1998). Vale ressaltar que em nenhum outro quimiotipo no mundo foi

encontrado o timol como constituinte do 6leo essencial de Hyptis pectinata

Foram identificados 34 constituintes do 6leo essencial de Lippia gracilis,
listados conforme a ordem de elui¢cdo (Tabela — 5.4). Estes constituintes perfazem um total
de 98,39%, sendo que, deste total, 81,02% sdo de monoterpenos e 17,37% sdo de
sesquiterpenos. Os compostos majoritarios foram o carvacrol, o-cimonemo, y—terpineno,
B-cariofileno e aromadendreno com 44,43; 9,42; 9,16, 8,83 e 7,17% respectivamente. O
6leo essencial de Lippia gracilis obteve um rendimento de 7%. Foi realizado também o
teste larvicida com o hidrolato do 6leo essencial de Lippia gracilis. Foram colocadas 20
larvas de Aedes aegypti em 20 mL do hidrolato puro, obtendo-se 100% de mortalidade das

larvas apds 24 h.

Segundo Pascual et al (2001), a composicdo quimica dos 6leos essenciais de
muitas espécies de Lippia tem sido investigada utilizando-se a técnica de cromatografia
gasosa. Os constituintes que foram identificados com maior freqiiéncia nos 6leos essenciais
de Lippia sdo: limoneno, P-cariofileno, p-cimeno, canfora, linalol, o-pineno e
timol. Trabalhos realizados por Arcila-Lozano et al (2004), encontraram em plantas do
género Lippia os seguintes compostos: limoneno, y-cariofileno, canfora, linalol, a-pineno,
carvacrol e timol. Entretanto, segundo Lemos et al (1992), os principais constituintes do
6leo essencial de Lippia gracilis sdo os monoterpenos timol, carvacrol, p-cimeno, 4-

terpenil acetato e os sesquiterpenos a-copaeno e 3-cubebeno.

Tabela 4.4- Constituintes quimicos do dleo essencial de Lippia gracilis

TR (min) Composto (%) | IRR exp.*
6,917 Tricicleno 0,82 923
7,150 o-Pineno 0,21 931
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7,683 o-Fencheno 0,06 947

8,675 1-Octen-3-ol 0,03 9717

8,983 B-Mirceno 1,67 987

9,575 o-Felandreno 0,11 1005
9,658 Isosilvestreno 0,06 1007
9,950 0-3-Careno 1,66 1015
10,233 0-Cimeno 9,42 1023
10,392 Limoneno 0,24 1027
10,508 1,8-Cineol 0,96 1030
11,025 (Z)—B-Ocimeno 0,07 1045
11,458 v-Terpineno 9,16 1056
12,992 Linalol 0,41 1098
14,558 Ipsdienol 0,28 1140
14,742 Canfora 0,21 1145
16,000 Terpin-4-ol 0,59 1179
17,783 | 2-iso-propil-5-metil-Anisol | 5,85 1228
18,117 | 5-iso-propil-2-metil-Anisol | 0,18 1237
19,992 Timol 3,83 1288
20,300 Carvacrol 44,43 1297
24,500 -Cariofileno 8,83 1418
24,925 o-frans-Bergamoteno 0,77 1431
25,108 Aromadendreno 1,17 1437
25,367 o-Himaxaleno 0,09 1445
25,667 o-Humuleno 1,30 1454
26,783 B-Selineno 0,20 1487
26,833 Viridifloreno 1,49 1489
26,983 Biciclogermacreno 2,88 1493
27,367 -Bisaboleno 0,35 1505
27,700 v-Cadineno 0,10 1516
29,533 Espatulenol 0,61 1575
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29,717 Oxido de cariofileno 0,27 1581
29,850 Globulol 0,08 1585

* IRR exp. = Indice de retencao relativo aplicando a equac¢io de Van den Dool,
H. e Kratz, P.D., J. Chrom., 1963, 11, 463.

CHs CHj
OH
OH
HaC CHa; H5C CHa e
f—Cariofileno Timol Carvacrol Gama Terpinene

Fig. 4.3 — Alguns dos Principais Constituintes do 6leo essencial de Lippia gracilis

Foram identificados 56 constituintes do 6leo essencial do Croton pulegiodorus,
listados de acordo com a ordem de eluicio conforme a tabela 4.5. Estes constituintes
representaram 85,32% do total. Os monoterpenos e os sesquiterpenos representaram 2,11%
e 83,21% respectivamente, do total de constituintes. Os constituintes majoritarios foram: [3-
Cariofileno (21,80%), biciclogermacreno (17,49%), germacreno D (10,16%), t-Cadinol
(4,22%) e B-Copaen-4-o-ol (4,15%). O rendimento do 6leo essencial foi de 5%. Foi
realizado também o teste larvicida com o hidrolato do 6leo essencial de Croton
pulegiodorus. Foram colocadas 20 larvas de Aedes aegypti em 20 mL do hidrolato puro,

obtendo-se 100% de mortalidade das larvas apos 24 h.

Tabela 4.5- Constituintes quimicos do dleo essencial de Croton pulegiodorus

TR (min) Composto (%) IRR exp.*
4692 o-Pineno 0,02 933
5525 Sabineno 0,03 972
5842 B-Mirceno 0,04 987
6.350 d-3-Careno 0,04 1007
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6808 0-Cimeno 0,04 1008
6942 Limoneno 0,32 1028
7.008 B-Felandreno 0,04 1030
7750 v-Terpineno 0,09 1056

8958 Linalol 0,20 1098
11 367 Borneol 0,21 1171
11642 Terpin-4-ol 0,07 1180
12 125 a-Terpineol 0,03 1194
15 142 Acetato de bornila 0,96 1282
15400 2-Undecanona 0,02 1290
16908 v-Elemeno 0,07 1335
17308 o-Cubebeno 0,03 1346
18033 Ciclosativeno 0,49 1367
18275 o-Copaeno 0,52 1374
18542 B-Bourbonerio 0,12 1382
18725 B-Elemeno 0,77 1388
19225 (Z)-Cariofileno 0,05 1403
19342 o-Gurjuneno 0,14 1406
19792 B-Cariofileno 21,80 1420
20083 B-Gurjuneno 0,18 1429
20592 Geranil acetona 0,21 1445
20708 o-neo-Cloveno 0,12 1448
20792 B-Farneseno 0,22 1451
20917 o-Humuleno 3,75 1454
21 067 Alo-Aromadendreno 0,82 1459
21 558 Y-Muuroleno 0,41 1474
21 750 Germacreno D 10,16 1480
22 100 Valenceno 0,43 1491
22.217 Biciclogermacreno 17,49 1494
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22.483 B-Curcumeno 0,28 1502
22.592 Germacreno-A 0,84 1506
22742 Sesquicineol 1,48 1511
22.825 Cubenol 0,68 1513
22.900 0-Cadineno 1,46 1516
23017 Cis-Calameno 0,23 1520
23358 Cadina-1,4-dieno 0,09 1531
23483 o-Cadineno 0,08 1535
23.608 o-Calacoreno 0,03 1539
24.183 B-Germacreno 1,77 1557
24758 B-Copaen-4-ai-ol 4,15 1576
24917 Oxido de cariofileno 1,76 1581
25025 Globulol 0,67 1584
25267 Guaiol 1,05 1592
25892 1,10-di-epi-Cubenol 1,17 1613
26.067 10-epi-y -Eudesmol 0,22 1619
26.275 1-epi-Cubenol 0,42 1626
26.700 epi-o-Cadinol 0,81 1640
26.758 epi-oi-Muurolol 1,18 1642
26842 T-Cadinol 4,22 1645
27.092 o-Muurolol 2,36 1654
27.742 B-Bisabolol 0,48 1675

* IRR exp. = Indice de retencio relativo aplicando a equaciao de Van den Dool,
H. e Kratz, P.D., J. Chrom., 1963, 11, 463.
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B—Cariofileno

Germacreno-D

a-Humuleno

Fig. 4.4 — Alguns dos Principais Constituintes do 6leo essencial de Croton pulegiodorus

Tabela 4.6 - Mortalidade das larvas do Aedes aegypti ap6s 24h de exposicao a varias

concentracoes do o6leo essencial de Crofon pulegiodorus.

DOSE
LOG ACUMULADO | ACUMULADO , MORTALIDADE
(mg L MORTOS | VIVOS MEDIA
5 DOSE DE MORTOS DE VIVOS (%)
500 | 2,6989 20 0 42,2 0 1 100
300 | 2,4771 17,4 2,6 22,2 2,6 0,895 89,5
100 2,0 34 16,6 4.8 19,2 0,2 20
70 1,8450 1.4 18,6 1.4 37,8 0,035 3.5
30 1,4771 0 20 0 57,8 0 0

Numero de animais (n = 20)

A CLs estimada foi de 158,81 (154,41 —163,21) mg L”.

A atividade larvicida do 6leo essencial de Croton pulegiodorus foi testada em

cinco concentracdes diferentes, sendo: 30, 70, 100, 300 e 500 mg Lt (Tabela 4.6). On é o

numero de larvas do Aedes aegypti utilizadas no ensaio larvicida para cada concentragdo,

num total de 20 larvas por ensaio. Os testes foram feitos em quintuplicata para cada

concentracdo. Os dados sobre o numero de animais vivos e mortos, sdo0 uma média das

cinco amostras testadas. A concentracdo de 30 mg L ndo apresentou atividade larvicida

pois, nessa concentracao a taxa de mortalidade foi igual a zero. A concentragdo de 500 mg

-1 z . . . .. ..
L~ do dleo essencial de Croton pulegiodorus, apresentou a maior atividade larvicida,

provocando a morte de 100% dos individuos testados (Fig. 4.5). As concentragdes de 70,

100 e 300 mg L' apresentaram uma taxa de mortalidade de 3,5; 20 e 89,5%
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respectivamente. A concentracao letal 50% (CLsp), ou seja, aquela concentragdo que mata
50% dos individuos testados, foi encontrada no intervalo entra as concentragdes de 100 e
300 mg L’l(Fig. 4.6). A CLsg do 6leo essencial de Croton pulegiodorus foi estimada em
158,81 mg L.

1 —®— Mortalidade

Mortalidade

I ! T ! I M

T — T T T 1
14 16 1.8 20

I
22 24 26 28
Log Dose

Fig. 4.5 — Taxa de mortalidade das larvas do Aedes aegypti, expostos a cinco concentracdes diferentes

do dleo essencial de Croton pulegiodorus, apds 24 h.
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Fig. 4.6 — Estimac@o das CLs, do 6leo essencial de Croton pulegiodorus pelo método Reed-Muench a partir do acumulado de mortos e

sobreviventes no mesmo ponto dos eixos. O ponto de intersecdo das duas curvas € a dose letal 50% requerida pelos animais testados.
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Tabela 4.7 - Mortalidade das larvas do Aedes aegypti ap6s 24 h de exposicao a varias

concentracoes do dleo essencial de Croton heliotropiifolius.

DOSE | LOG | MORTOS | VIVOS | ACUMULADO | ACUMULADO | MEDIA | MORTALIDADE
(mg L' | DOSE DE MORTOS DE VIVOS (%)
Y

1500 | 3,1760 16,8 3,2 47,4 3,2 0,936 93,6

1000 3 15,4 4,6 30,6 7,8 0,796 79,6

500 |2,6989 8,6 11,4 15,2 19,2 0,441 44,1

300 |24771 5 15 6,6 34,2 0,161 16,1

100 2 1,6 18,4 1,6 52,6 0,029 2.9

Numero de animais (n = 20)

A CLs estimada foi de 550,68 (545,28 - 556,08) mg L™.

De acordo com a tabela 4.7, o 6leo essencial de Croton heliotropiifolius foi

testado em 5 concentragdes diferentes: 100, 300, 500, 1000 ¢ 1500 mg L. A concentracio

com menor atividade larvicida contra o Aedes aegypti foi 100 mg L™, que apresentou 2,9%

de mortalidade. A concentracio de 1500 mg L™ mostrou-se a mais ativa, com uma taxa de

mortalidade de 93,6% dos individuos testados (Fig 4.7). A concentragao letal 50% (CLso)

. . . - 1
ficou no intervalo entre as seguintes concentracdes: 500 mg L, com uma taxa de

mortalidade de 44,1% e 1000 mg L'l, com uma taxa de mortalidade de 79,6% das larvas

(Fig 4.8). A CLs estimada para o 6leo essencial de Croton heliotropiifolius foi de 550,68

mg L'
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Fig. 4.7 — .Taxa de mortalidade das larvas do Aedes aegypti, expostos a cinco concentracoes diferentes do

dleo essencial de Croton heliotropiifolius, ap6s 24 h.
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Fig. 4.8 — Estimacao das CLs, do 6leo essencial de Croton heliotropiifolius pelo método Reed-Muench a partir do acumulado de mortos

e sobreviventes no mesmo ponto dos eixos. O ponto de interseciio das duas curvas € a dose letal 50% requerida pelos animais testados.
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Tabela 4.8 - Mortalidade das larvas do Aedes aegypti ap6s 24h de exposicao a varias

concentracoes do oleo essencial de Lippia gracilis.
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DOSE | LOG | MORTOS | VIVOS | ACUMULADO | ACUMULADO | MEDIA | MORTALIDADE
(mg L' | DOSE DE MORTOS DE VIVOS (%)

)

300 | 2,4771 20 0 32,6 0 1 100

100 2 9,2 10,8 12,6 10,8 0,538 53,8

70 1,8450 2,8 17,2 3.4 28 0,108 10,8

50 1,6989 0,6 19,4 0,6 47,4 0,012 1,2

30 1,4771 0 20 0 67,4 0 0

essencial de Lippia gracilis, contra o Aedes aegypti,

Numero de animais (n = 20)

A CL50 estimada foi de 98,06 (94,06 — 102,06) mg L.

Os dados da tabela 4.8, nos permite observar que a atividade larvicida do 6leo

foi testada nas seguintes

concentracdes: 30, 50, 70, 100 e 300 mg L. A concentracio de 30 mg L' apresentou uma

taxa de mortalidade igual a zero, mostrando-se, portanto, inativa. No entanto, na

concentracdo de 300 mg L™, o 6leo essencial de Lippia gracilis provocou a morte de 100%
das larvas do Aedes aegypti (Fig 4.9). A concentracdo letal 50% (CLsj) foi obtida no
intervalo das seguintes concentracdes: 70 mg L' que obteve uma taxa de mortalidade de

10,8% e 100 mg L' como uma taxa de mortalidade de 53,8% das larvas (Fig.4.10). A CLs

do d6leo essencial de Lippia gracilis foi estimada em 98,06 mg L'




Capitulo 4 - Resultados

—®— Mortalidade
100 [
80 4
=
] 60 ~
© "
©
5
40 <
= 0
20
L]
0 [ =
I N 1 ¥ 1 ' 1 ] ' I N L
1,4 16 18 2.0 22 2.4 26
Log Dose

Fig. 4.9 — Taxa de mortalidade das larvas do Aedes aegypti, expostos a cinco concentracdes diferentes do
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Fig. 4.10 — Estimacdo das CLs, do 6leo essencial de Lippia gracilis pelo método Reed-Muench a partir do acumulado de mortos e

sobreviventes no mesmo ponto dos eixos. O ponto de intersecdo das duas curvas € a dose letal 50% requerida pelos animais testados.
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Tabela 4.9 - Mortalidade das larvas do Aedes aegypti ap6s 24h de exposicao a varias

concentracoes do dleo essencial de Hyptis fruticosa.

DOSE | LOG | MORTOS | VIVOS | ACUMULADO | ACUMULADO | MEDIA | MORTALIDADE
(mg L' | DOSE DE MORTOS DE VIVOS (%)
Y
2000 | 3,3010 20 0 41,8 0 1 100
1000 3 10,8 9,2 21,8 9,2 0,703 70,3
300 |24771 8,4 11,6 11 20,8 0,345 34,5
100 2 2,6 17,4 2,6 38,2 0,063 6,3
50 1,6989 0 20 0 58,2 0 0

Numero de animais (n = 20)

A CL50 estimada foi de 502,68 (497,28 — 508,08) mg L.

O ¢leo essencial de Hyptis fruticosa foi testado em 5 concentragdes: 50, 100,

300, 1000 e 2000 mg L™ (Tabela 4.9). A concentragdo de 50 mg L' mostrou-se inativa

contra as larvas do Aedes aegypti, apresentando uma taxa de mortalidade igual a zero. A

concentragio de 2000 mg L' foi aquela de maior atividade larvicida, com uma taxa de

mortalidade de 100% dos individuos testados (Fig 4.11). A concentracao letal 50% (CLs)

foi obtida a partir do intervalo entre as seguintes concentracdes: 300 mg L', que

apresentou uma taxa de mortalidade de 34,5% das larvas e 1000 mg L' que apresentou

uma taxa de mortalidade de 70,3% dos individuos testados (Fig. 4.12). A CLsp do dleo

essencial de Hyptis fruticosa foi estimada em 502,68 mg L.
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Fig. 4.11 — .Taxa de mortalidade das larvas do Aedes aegypti, expostos a cinco concentracdes diferentes do

dleo essencial de Hyptis fruticosa, ap6s 24 h.
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Fig. 4.12 — Estimacdo das CLs, do dleo essencial de Hyptis fruticosa pelo método Reed-Muench a partir do acumulado de mortos e

sobreviventes no mesmo ponto dos eixos. O ponto de interse¢@o das duas curvas € a dose letal 50% requerida pelos animais testados.
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Tabela 4.10 - Mortalidade das larvas do Aedes aegypti apos 24 h de exposicao a varias

concentracoes do dleo essencial de Hyptis pectinata.

DOSE | LOG | MORTOS | VIVOS | ACUMULADO | ACUMULADO | MEDIA | MORTALIDADE
(mg L' | DOSE DE MORTOS DE VIVOS (%)
Y
1000 3 20 0 42,2 0 1 100
500 |2,6989 13,2 6,8 22,2 6,8 0,765 76,5
300 | 24771 8 12 9 18,8 0,323 32,3
100 2 1 19 1 37,8 0,025 2,5
50 1,6989 0 20 0 57,8 0 0

Numero de animais (n = 20)

A CL50 estimada foi de 366,35 (361,35 - 371,35) mg L.

A partir da tabela 4.10, verificamos que foi testada a atividade larvicida do 6leo
essencial de Hyptis_pectinata contra o Aedes aegypti nas seguintes concentracdes: 50, 100,
300, 500 e 1000mg L. A concentracdo de 50 mg L™ mostrou-se inativa pois, a taxa de
mortalidade parta essa concentracio foi zero. A concentracdo de 1000 mg L™ foi aquela de
maior atividade, pois causou a morte de 100% das larvas testadas (Fig 4.13). A
concentracdo letal 50% (CLsp) foi encontrada no intervalo entre as seguintes
concentracdes: 300 mg L', com uma taxa de mortalidade de 32,3% e 500 mg L, que
apresentou uma taxa de mortalidade de 76,5% das larvas (Fig 4.14). A CLsy do 6leo

essencial de Hyptis pectinata foi estimada em 366,35 mg L
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Fig. 4.14 — Estimacdo das CLs, do dleo essencial de Hyptis pectinata pelo método Reed-Muench a partir do acumulado de mortos e

sobreviventes no mesmo ponto dos eixos. O ponto de interse¢do das duas curvas é a dose letal 50% requerida pelos animais testados.
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5.0 - Discussao e Conclusao

Os oleos essenciais de Croton pulegiodorus, Croton heliotropiifolius, Hyptis
pectinata, Hyptis fruticosa e Lippia gracilis demonstraram possuir, em maior ou menor
escala, atividade larvicida contra o Aedes aegypti. Porém, para avaliar o grau de atividade
larvicida de cada um dos 6leos essenciais testados, usaremos alguns parametros, descritos a
seguir. No Brasil, os agentes da FUNASA, 6rgao do governo federal responsavel pelo
combate e controle do dengue, aplicam o inseticida organofosforado temefds nos locais
que servem como criadouros das larvas do Aedes aegypti, numa concentracdo de 100 ppm.
Nesta concentracdo, obtém-se uma taxa de mortalidade de 100% das larvas, ap6s 24 horas.
Admitindo-se esta concentracdo como padrdo, concluimos que um 6leo essencial com
Otima atividade larvicida deverd obter uma concentracao letal 50% (CLsp), numa
concentracdo menor que 100 ppm. Sendo este um dos parametros que utilizaremos para
efeito de comparacdo, verificamos a partir dos resultados obtidos que, o 6leo essencial de
Lippia gracilis foi aquele que apresentou uma 6tima atividade larvicida, com uma CLs, de
98,06 mg L. O 6leo essencial de Croton pulegiodorus mostrou possuir uma boa atividade
larvicida, pois, sua CLsp foi de 158,81 mg Ll Quanto ao Oleo essencial de Hyptis
pectinata, a atividade larvicida contra o Aedes aegypti foi moderada, apresentando uma
CLso de 366,35 mg L. Os 6leos essenciais de Hypfis fruticosa e croton heliotropiifolius
demonstraram possuir baixa atividade larvicida contra o Aedes aegypti, pois, a CLs

estimada para estes 6leos foi de 502,68 mg L™ e 550,68 mg L' respectivamente.

Em trabalhos realizados por Luna et al (2005), foi testada a atividade larvicida
de diversos extratos, do temefés e do composto timol contra as larvas do Aedes aegypti.
Ap6s 24 h o temefés e o timol apresentaram uma CLjg de 3 mg L' e 10 mg L'
respectivamente. Isto serve para reforcar o fato de que essas duas substincias t€ém uma
Otima atividade larvicida contra o Aedes agypti e, portanto, sdo utilizadas aqui como

referéncia.

Um outro pardmetro utilizado para avaliar a atividade larvicida dos o6leos
essenciais testados neste trabalho, € o resultado de outros trabalhos que tiveram o mesmo

objetivo. Carvalho et al (2003), testou a atividade larvicida do dleo essencial de Lippia
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sidoides contra o Aedes aegypti. Esta planta tem servido de referencia para a realizacdo de
outros trabalhos com a mesma finalidade. A CLsy do 6leo essencial de Lippia sidoides é de
63 ppm. Ainda de acordo com Carvalho et al (2003), o constituinte do 6leo essencial de L.
sidoides que tem atividade larvicida, é o timol. Este composto esta presente no 6leo
essencial e no hidrolato (figura 6.1). O hidrolato 100% do dleo essencial de Lippia sidoides
matou 100% das larvas em menos de 5 minutos. Neste mesmo trabalho foi testado a
atividade larvicida do timol e do carvacrol. Nas concentragdes de 0,085% e 0,040% o timol
provocou a mortalidade de 100% das larvas em 30 minutos de experimento. De todos os
6leos que testamos, o 6leo essencial de Lippia gracilis foi o Ginico que apresentou como um
de seus constituintes, o timol (3,83%). Certamente a presenca do timol contribuiu para que
o Oleo essencial de L. gracilis tivesse a melhor atividade larvicida dentre os 6leos testados.
Com relagdo ao carvacrol, o trabalho de Carvalho et al (2003) mostrou que, sendo testado
no limite do coeficiente de solubilidade (0,04%), o carvacrol ndao apresentou atividade
larvicida contra o Aedes aegypti. Nesta mesma concentracdo, o timol provocou a
mortalidade de 100% das larvas em 30 minutos de experimento. Em nosso trabalho, o
carvacrol foi o componente majoritdrio do 6leo essencial de Lippia gracilis, representando
44,43% do total de constituintes. Acreditamos que ndo somente o timol mais também o
carvacrol e os demais compostos do dleo essencial de Lippia gracilis, tenham participacao
na atividade larvicida, devido ao sinergismo existente entre os constituintes de um 6leo
essencial. Alem disso, de acordo com Ahn et al (1998, o monoterpeno carvacrol é
altamente toxico para ninfas de Reticulitermes speratus (Kolbe) e adultos de Sitophilus
oryzal, Callosobruchus chinensis, e Lasioderma serricorne, atuando também como
fumigante. Isto sugere que, o carvacrol possua atividade larvicida contra o Aedes aegypti.
A CLsg do 6leo essencial de Lippia sidoides também serviu de comparagdo para o trabalho
de Calvacante et al (2004) que testou a atividade larvicida do 6leo essencial de plantas
comumente encontradas no nordeste do Brasil, contra o Ades aegypti. Os 6leos essenciais
de Ocimum americum e Ocimum gratissimum tiveram uma CLsy de 67 ppm e 60 ppm
respectivamente e foram considerados 6timos larvicidas naturais, quando comparados com

a Lippia sidoides (63 ppm).

Durante os ensaios larvicidas, foi realizado um teste com o hidrolato puro de
Lippia gracilis, que provocou a morte de 100% das larvas do Aedes aegypti apés 24 h.

Apesar de ndo ter sido feita a andlise dos constituintes do hidrolato, acreditamos, com base
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no trabalho de Carvalho et al (2003), que também o timol ou outros constituintes com
atividade larvicida estavam presentes no hidrolato e foram os responsdveis pela morte das
larvas do Aedes aegypti. O mesmo tipo de teste foi realizado com o hidrolato puro do 6leo
essencial de Croton pulegiodorus, obtendo-se também 100% de mortalidade das larvas do
Aedes aegypti, ap6és 24 h. A andlise dos constituintes presentes nestes hidrolatos, bem
como a identificacdo e o isolamento do(s) composto(s) com atividade larvicida serd de
fundamental importincia para a pesquisa de um larvicida natural contra o Aedes aegypti,
em trabalhos posteriores. O hidrolato possui as vantagens de ser facilmente obtido, com

baixo custo e com um maior rendimento.

No que tange a atividade larvicida de 6leos essenciais, um aspecto relevante a
ser considerado e a relacdo entre a atividade e a estrutura dos compostos testados. Segundo
Simas et al (2004), embora existam muitos relatos na literatura mostrando a atividade
inseticida de dleos essenciais, poucos discutem a relagdo estrutura x atividade bioldgica de
seus constituintes . No trabalho que ele realizou, ficou evidente a importancia da
lipofilicidade de terpenos para a atividade larvicida em Aedes aegypti, quando se
comparam monoterpenos € sesquiterpenos de estruturas correlatas. Também foi observada
a menor atividade de fenilpropandides, contendo niucleos benzénicos que possuem
substituintes nucleofilicos, como hidroxila, metoxila e benzodioxila. Plantas brasileiras
ricas em Oleos essenciais contendo sesquiterpenos abundantes como nerolidol. E farnesol,

monoterpenos como & e f— pineno, carvona e geraniol e fenilpropandides como safrol,

eugenol e aldeido cinamico s@o alternativas interessantes para o controle de larvas de
Aedes agypti. No presente trabalho nao foi realizado o teste larvicida de nenhum composto
puro, porém, uma vez identificados os constituintes de cada 6leo essencial, estes testes
poderdo ser realizados numa etapa posterior a essa pesquisa. Entretanto, observamos que
timol presente no 6leo essencial de Lippia gracilis, possui maior atividade larvicida contra
A. aegypti do que o carvacrol, que foi o componente majoritirio deste 6leo essencial,
apesar de possuirem estruturas correlatas. A diferenca na posi¢ao da hidroxila parece esta

relacionada com o maior potencial larvicida do timol (Fig. 5.1)
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Fig. 5.1 — Estruturas quimicas do timol e do carvacrol

Outro aspecto a ser analisado na atividade larvicida de dleos essenciais € a
inibicdo da enzima acetilcolinesterase. O inseticida organofosforado temefés mata as
larvas do Aedes aegypti por inibir a acdo desta enzima (Fig. 5.2). Miyazawa & Yamafuji
(2005) usando o método colorimétrico testou a inibi¢do da acetilcolinesterase por 17 tipos
de monoterpenos biciclicos. Seus resultados mostraram que compostos hidrocarbonetos
sao mais inibidores do que dlcool e cetonas. A presenca do grupo funcional oxigenado
diminui o potencial de inibicdo da acetilcolinesterase. O & -pineno mostrou-se um potente
inibidor desta enzima. A posi¢ao da dupla ligacdo (C=C) parece estd relacionado com o
potencial de inibicdo da enzima (Fig.5.3). Ainda de acordo com Miyazawa & Yamafuji
(2005), os compostos com um grupo metil aliciclico mostram maior poder de inibi¢do da
atividade da acetilcolinesterase. Os resultados mostraram que o d —3 — careno tem grande
poder de inibic¢do da acetilcolinesterase e possui grupos metil aliciclicos. No dleo essencial
de Lippia gracilis foram identificados o « -pineno (0,21%) e o 0 —3—careno (1,66%)
como constituintes. Isto sugere que esses compostos tiveram participacdo na atividade

larvicida desse 6leo, inibindo a enzima acetilcolinesterase.
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Fig. 5.2 — Estrutura quimica do temefds.
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Fig. 5.3 — Estruturas quimicas do o-pineno e do 8- pineno.

A partir dos resultados observamos que o -cariofileno foi um dos constituintes
majoritdrios dos Oleos essenciais de Croton heliotropiifolius e Hyptis pectinata,
representando 38,21 e 40,90% respectivamente do total de constituintes. Entretanto, o dleo
essencial de Hyptis pectinata demonstrou maior atividade larvicida contra o Aedes aegypti
em relacdo ao 6leo essencial de Croton heliotropiifolius. Isto sugere que o maior potencial
larvicida do 6leo essencial de Hyptis pectinata nao esta relacionado ao B-cariofileno pois,
de acordo com os resultados, o percentual deste composto nos dois Oleos essenciais é
praticamente o mesmo. Para a obten¢do de resultados mais conclusivos € necessdria a
realizacdo de testes larvicidas dos compostos puros do 6leo essencial de Hyptis pectinata
para confirmar qual ou quais compostos sdo responsaveis pela maior atividade larvicida
desse Oleo essencial, comparada a atividade do 6leo essencial de Croton heliotropiifolius.
O o-copaeno, o-humuleno, B-cariofileno ¢ o 6xido de cariofileno sdo compostos que
aparecem no Oleo essencial destas duas espécies vegetais. Além disso, é importante
observar a diferenca do percentual de 6xido de cariofileno sendo, 38,05% do dleo essencial
de Hyptis pectinata e 1,20% do 6leo essencial de Croton heliotropiifolius. Esta diferenca
no percentual, indica que este composto estd relacionado a maior atividade larvicida do

6leo essencial de Hyptis pectinata.

No que diz respeito a viabilidade econdmica dos 6leos essenciais aqui testados,
concluimos que o 6leo essencial de Lippia gracilis é economicamente vidvel em relagcdo ao
inseticida organofosforado temefds. Além de exercer menor impacto sobre o ambiente e a
saude da populacdo, o 6leo essencial de Lippia gracilis teve um bom rendimento (7%) e

obteve uma CLsp menor que 100 ppm. Vale ressaltar também que, o seu hidrolato
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provocou 100% de mortalidade das larvas do Aedes aegypti e este € um produto de facil

obtenc¢ao e com baixo custo.

Diante do que foi exposto, verificamos que, a pesquisa por larvicidas naturais
tem sido motivo da realizacdo de vdérios trabalhos no mundo inteiro e, portanto, este
trabalho é uma contribuicdo neste sentido. Concluimos que o 6leo essencial de Lippia
gracilis poderé ser utilizado no futuro como um 6timo larvicida no controle da populagdo
de Aedes aegypti. Os produtos naturais com este fim diminuem o impacto que os
inseticidas sintéticos causam na satide da populacdo e no ambiente. Além disso, a Lippia
gracilis é uma planta de facil propagacdo. Vale ressaltar também que hidrolato puro do
Oleo essencial de L. gracilis mostrou-se um 6timo larvicida, sendo, contudo um produto de

facil obtencao.
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