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RESUMO

O uso de inseticidas sintéticos no controle de vetores de doengas e/ou no controle de
pragas agricolas constitui um grande problema a salde pablica, visto que as substancias
sintéticas sdo responsaveis por causar uma seérie de consequéncias adversas a salde
humana. Apresentam também toxicidade ao meio ambiente. Além do mais, 0 uso
indiscriminado destes produtos, favorece o desenvolvimento de insetos resistentes. Na
busca por alternativas em substituicdo aos pesticidas comerciais, 0s 6leos essenciais
(OEs), oriundos de plantas, sdo apontados como produtos que possuem componentes
toxicos biologicamente ativos contra insetos, dentre 0s quais destaca-se 0
fenilpropandide metil eugenol, o qual é investigado do ponto de vista medicinal e
toxicoldgico. A partir destes pressupostos, este trabalho objetivou realizar dois estudos
de revisdo das pesquisas envolvendo OEs com atividade inseticida contra Aedes
aegypti, avaliar a toxicidade do metil eugenol contra Drosophila melanogaster e o
efeito miorrelaxante, deste constituinte, em bronquiolos isolados de suinos da espécie
Sus scrofa domesticus. Os estudos de revisdo foram divididos em dois capitulos; o
primeiro capitulo relata sobre a atividade adulticida e repelente de OEs de 49 espécies
vegetais, fornecendo uma visdo geral sobre as partes das plantas utilizadas, métodos de
extracdo, técnicas analiticas e constituintes majoritarios presentes nos OEs. J& o outro
capitulo relata sobre a atividade larvicida de OEs de 135 espécies de plantas,
enfatizando também as partes das plantas utilizadas, métodos de extracdo, técnicas
cromatograficas, constituintes majoritarios e/ou secundario com maior percentual, e as
CLso responsaveis pela mortalidade das larvas de Ae. aegypti. O teste de toxicidade do
metil eugenol contra D. melanogaster foi realizado pelo método de fumigacéo e o teste
de eletrofisiologia a partir da administracdo de concentragdes crescentes e cumulativas
(1-1000 uM) em anéis de bronquiolos de porcos, sob tensdo de 1 gF em banho de
0rgdos, sob a via do cloreto de potassio (KCI) 60 mM e da acetilcolina (ACh) 10 uM.
Os resultados mostraram que o metil eugenol teve acdo tdxica contra D. melanogaster,
com uma CLsp de 15,66 = 1,1 uL. E que o composto também apresentou atividade
miorrelaxante nos tecidos (bronquiolos), onde o valor das ICsy produzidas foram de
25,50 + 14,93 uM e 12,79 £ 9,57 uM, para a via do (KCI) e da (ACh), respectivamente.
Neste trabalho, a partir dos estudos de revisdo, verificou-se que varias pesquisas
apontam os OEs como produtos que apresentam potencial inseticida contra Ae. aegypti.
Constiuindo uma alternativa promissora a substituicdo de pesticidas sintéticos para
controle do vetor. Evidenciou que o metil eugenol apresenta efeito téxico contra D.
melanogaster, e que obteve-se um efeito relaxante da musculatura lisa de bronquiolos
de porcos. No entanto, mais pesquisas Sa0 necessarias para compreender 0s mecanismos
envolvidos tanto nos efeitos de toxicidade como nos de bronco dilatagdo produzidos
pelo composto.

Palavras chaves: Oleos essenciais, metil eugenol, toxicidade, miorrelaxante



ABSTRACT

The use of synthetic insecticides in disease vector control and / or agricultural pest
control is a major public health problem, as synthetic substances are responsible for
causing a number of adverse consequences for human health. They also have toxicity to
the environment. Moreover, the indiscriminate use of these products favors the
development of resistant insects. In the search for alternatives to substitute commercial
pesticides, plant-derived essential oils (OEs) are identified as products that have
biologically active toxic components against insects, among which the phenylpropanoid
methyl eugenol, which is investigated from medicinal and toxicological point of view.
From these assumptions, this study aimed to conduct two review studies of OEs with
insecticidal activity against Aedes aegypti, to evaluate the toxicity of methyl eugenol
against Drosophila melanogaster and the myorelaxant effect of this constituent in
bronchioles isolated from swine of the species Sus scrofa domesticus. The review
studies were divided into two chapters; The first chapter reports on the adulticidal and
repellent activity of OEs from 49 plant species, providing an overview of the plant parts
used, extraction methods, analytical techniques and major constituents present in the
OEs. The other chapter reports the larvicidal activity of OEs of 135 plant species, also
emphasizing the plant parts used, extraction methods, chromatographic techniques,
major and / or secondary constituents with higher percentage, and the LCsqs responsible
for larval mortality. from Ae. aegypti. The methyl eugenol toxicity test against D.
melanogaster was performed by the fumigation method and the electrophysiology test
from the administration of increasing and cumulative concentrations (1-1000 uM) in pig
bronchioles rings, under tension of 1 gF in organ bath, via 60 mM potassium chloride
(KCIl) and 10 uM acetylcholine (ACh). The results showed that methyl eugenol had
toxic action against D. melanogaster, with a LCsp of 15.66 + 1.1 uL. And that the
compound also had myorelaxant activity in the tissues (bronchioles), where the 1Cs
values produced were 25.50 + 14.93 uM and 12.79 + 9.57 uM, for the (KCl) and (
ACNh), respectively. In this work, based on the review studies, it was found that several
studies point out the OEs as products that have potential insecticide against Ae. aegypti.
Providing a promising alternative to replacing synthetic pesticides for vector control. It
showed that methyl eugenol has a toxic effect against D. melanogaster, and a relaxing
effect of the smooth muscle of pig bronchioles was obtained. However, further research
is needed to understand the mechanisms involved in both the toxicity and
bronchodilation effects produced by the compound.

Key words: Essential oils, methyl eugenol, toxicity, myorelaxant
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INTRODUCAO

Este trabaho avalia a toxicidade do metil eugenol in vivo utilizando o organismo
modelo Drosophila melanogaster, investigando também o efeito do mesmo constituinte
em modelo ex vivo usando bronquiolos de suinos da espécie Sus scrofa domesticus.
Sendo que os bronquiolos foram coletados de porcos abatidos em frigorifico para o
consumo de carne e posteriormente transportados para o laboratorio, onde foram feitos
0s protocolos experimentais. Além do mais, este trabalho disserta sobre o potencial
inseticida de compostos botanicos, por meio da realizacdo de dois trabalhos de reviséo
sobre a atividade inseticida de 6leos essenciais contra Aedes aegypti.

Sendo assim, esta dissertacdo foi estruturada em trés capitulos, sendo que de
inicio foram apresentados os OBJETIVOS deste trabalho, contemplando tanto a parte
experimental como também a dos estudos de revisdo. Em seguida, no item REVISAO
DE LITERATURA é abordado de forma sucinta os principais temas trabalhados nesta
dissertacdo. J& na parte da METODOLOGIA esta descrito os materiais e métodos
empregagos para realizacao tanto dos experimentos como da elaboracdo dos estudos de
revisao.

Nas secbes RESULTADOS E DISCUSSAO estio dispostos os trabalhos
cientificos. De forma que o primeiro trabalho, trata-se de um manuscrito (Capitulo 1),
intitulado toxicidade de metil eugenol contra Drosophila melanogaster e sua
atividade miorrelaxante em bronquiolos isolados de Sus scrofa domesticus. O qual
foi submetido na revista Food and Chemical Toxicology. O segundo trabalho (Capitulo
I1), trata-se de um artigo de revisdo integrativa que foi publicado no South African
Journal of Botany, tendo como titulo: Adulticide and repellent activity of essential oils
against Aedes aegypti (Diptera: Culicidae) — A review (Atividade adulticida e repelente
de 6leos essenciais contra Aedes aegypti (Diptera: Culicidae) — uma revisdo). O terceiro
(111) capitulo, trata-se de outro manuscrito, o qual foi submetido no International
Journal for Parasitology, intitulado: Atividade larvicida de Gleos essenciais contra
Aedes aegypti (Diptera: Culicidae).

Por fim no tépico CONCLUSOES sdo apresentadas as consideracdes finais de
todos os trabalhos cientificos e em seguida as REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS,
as quais referem-se apenas as citacdes que foram feitas no item revisdo de literatura,

uma vez que as outras referéncias, encontram-se descritas nos respectivos capitulos.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito do metil eugenol, em modelos alternativos, através da toxicidade contra
Drosophila melanogaster e da atividade miorrelaxante sobre o musculo liso de
bronquiolos isolados de Sus scrofa domesticus. Como também, elaborar estudos de

revisao sobre a atividade inseticida de 6leos essenciais contra Aedes aegypti.

2.2 Objetivos especificos

e Avaliacdo da mortalidade e geotaxia negativa de D. melanogaster, quando
exposta ao metil eugenol.

e Investigacdo do efeito do metil eugenol sobre o tdnus muscular em bronquiolos
isolados de Sus scrofa domesticus.

e Verificacdo da atividade miorrelaxante do metil eugenol em bronquiolos
isolados de suinos sob as vias do cloreto de potassio (KCI) e da acetilcolina
(ACh).

e Estudos de suporte sobre a atividade adulticida, repelente e larvicida de 6leos

essenciais contra Ae. aegypti.

16



3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Oleos Essenciais

Os oleos essenciais (OEs), oriundos de varias plantas aromaticas, sao produtos
naturais volateis e caracterizados por um forte cheiro. Podem ser produzidos por todos
0s Orgdos que compdem as plantas, tais como: raizes, flores, botdes, galhos, folhas,
frutas, caules, sementes, madeira ou casca, e sdo armazenados em estruturas celulares
epidérmicas ou tricomas glandulares, células secretoras, canais e cavidades (BAKKALI
et al., 2008).

As plantas que possuem OEs tém sido empregadas desde o inicio da historia da
humanidade, como produtos quimicos aromaticos, para flavorizar e tratar alimentos e
bebidas além de serem, empiricamente, utilizados como conservantes para disfarcar
odores desagradaveis ou controlar adversidades sanitarias (FRANZ et al., 2010). Além
do mais, os 6leos volateis, sdo relatados na literatura como produtos que podem
apresentar diversas propriedades bioldgicas como antinociceptivas, antioxidante, anti-
inflamatdrias, antivirais, anticancerigenas, entre outras (ADORJAN e BUCHBAUER,
2010).

Na natureza, os 6leos volateis exercem um papel relevante na protecdo dos
vegetais, atuando como antifungicos, antivirais, antibacterianos e inseticidas. Eles
também podem ter capacidade de atracdo a alguns insetos para possibilitar a dispersao
de sementes e polens, ou até mesmo atuar como repelentes (BAKKALI et al., 2008).

No que se refere a atividade inseticida destes bioprodutos, varios autores
relataram o uso de OEs contra larvas de Ae. aegypti (VILLA-RUANO et al., 2015;
GOVINDARAJAN et al., 2016, CRUZ et al., 2017; MAR et al., 2018). Também ha
estudos que demonstraram a atividade dissuasora de oviposi¢cdo (BEZERRA-SILVA et
al., 2016), repelente e ovicida desses compostos contra o vetor (PRAJAPATI et al.,
2005).

3.1.1 Terpenoides

Os terpendides, presentes em OEs, constituem uma ampla variedade de
substancias vegetais, cuja estrutura provém do 2-metilbutadieno, também chamado de

isopreno (SIMOES et al., 2017) (figura 1). Estas substancias por conter oxigénio,
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podem apresentar distintas funcGes quimicas, como: éteres, cetonas, alcoois, acidos,
aldeidos, fendis ou epoxidos terpénicos (FELIPE e BICAS, 2017).

-

Isopreno (Cs)

Figura 1: Estrutura quimica do Isopreno

Todos os terpenoides sdo constituidos pela unido de unidades com 5 carbonos
(C), no entanto com algumas excepcdes, possuem um esqueleto com um ndmero de
atomos de (C) multiplo de 5 (NEVES e CUNHA, 2006). As principais classes de
terpenos sdo os monoterpenos (C10) e sesquiterpenos (C15), no entanto existem
também os hemiterpenos (C5), diterpenos (C20), triterpenos (C30) e tetraterpenos (C40)
(BAKKALI et al., 2008).

Os monoterpendides e sesquiterpendides constituem a maior parte dos
componentes dos OEs obtidos por processo de destilagdo. Outra classe, 0s
diterpendides, especialmente quando oxigenados, aparecem exclusivamente em 06leos
obtidos por extracdo por fluido supercritico e com solventes (SIMOES et al., 2017).

Os terpendides tém despertado grande interesse por parte dos pesquisadores
devido a seu potencial para exercer atividades biologicas. A exemplo de aplicacdes
clinicas, em que hd uma ampla gama de propriedades bioldgicas descrita, tais como
efeitos antimicrobianos, antivirais, antiparasitarios, quimiopreventivos de cancer, anti-
inflamatorios, antifungicos e anti-hiperglicémicos (PADUCH et al., 2007).

Pesquisas também relatam que estas substancias apresentam atividade inseticida,
como evidencia o estudo realizado por Geris et al. (2008) o qual revelou que
diterpendides isolados do 6leo-resina de Copaifera reticulata mostraram atividade
larvicida contra Ae. aegypti. Da Silva et al. (2016), avaliaram &cidos triterpendides
betulinicos e ursolicos e seus derivados obtidos da casca de Platanus acerifolia e cascas
residuais de maca (Malus domestica), os quais também mostraram efeitos toxicos sobre

larvas de Ae. aegypti.
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Além do mais, varios constituintes terpénicos como o timol (TABANCA et al.,
2013), a-pineno (LUCIA et al., 2007) e limoneno (SILVA et al., 2018) apresentaram
atividade larvicida contra o vetor da dengue. Outro componente, a carvotanacetona
mostrou-se extremamente toxica frente larvas de seis espécies de mosquitos An.
stephensi, Ae. aegypti, Cx. quinquefasciatus, An. subpictus, Ae. albopictus e Cx.
tritaeniorhynchus (BENELLI et al., 2017).

3.1.2 Fenilpropanoides

Os fenilpropanoides formam uma classe de compostos fenolicos provindos da
via do chiquimato que essencialmente possuem 3(C) ligados a um anel benzdico
(NEVES e CUNHA, 2006). Os compostos aromaticos, presentes em OEs, sdo derivados
dos fenilpropanos, com ocorréncia menos frequente que os terpenos. Estes compostos
compreendem: fendis, derivados metoxi, aldeido, alcool e compostos de metilenodioxi
(BAKKALI et al., 2008). As principais fontes botanicas destes compostos séo: cravo,
canela, noz-moscada, anis estrelado, erva-doce, salsa, estragdo, sassafras e determinadas
familias de plantas como a Lamiaceae, Apiaceae, Rutaceae, Myrtaceae (BAKKALI et
al., 2008).

Os principais fenilpropanotides que foram identificados no 6leo de certas
espécies de plantas sdo: o metil eugenol, anetol, cinamato de metila, elemicina,
chavicol, metil chavicol, apiol, miristicina, dilapiol, estragol, eugenol entre outos
(SANGWAN et al., 2001).

3.1.2.1 Metil eugenol

Dentre os fenilpropandides, o composto metil eugenol (Ci1;H1402), € um
constituinte presente em muitas plantas espécies de plantas, a exemplo de Croton
nepetaefolius (LIMA et al., 2013), Asarum heterotropoides (PERUMALSAMY et al.,
2009), e Peperomia hispidula (ARRIETA et al., 2018). Este composto pode apresentar
uma variedade de propriedades biologicas, a exemplo de atividade inseticida, por
possuir potencial para desempenhar acdo repelente (DU et al., 2014), toxicidade
fulmigante (LIU et al., 2013), como também efeito toxico contra adultos (HUANG et
al., 2002) e ninfas (GAIRE et al., 2017) de insetos.
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Além da atividade inseticida, estudos indicam que o metil eugenol apresenta
propriedades farmacoldgicas como efeitos miorrelaxante (MAGALHAES et al., 1998),
atividade gastroprotetora (SANCHEZ-MENDOZA et al., 2015), antidepressivas
(NORTE et al., 2005) anestésico (CARLINI et al., 1981) entre outras.

3.2 Organismo Modelo Drosophila melanogaster

Drosophila melanogaster € um organismo pertencente ao Filo arthropoda;
Classe insecta; Ordem diptera; Familia drosophilidae e Género Drosophila, conhecida
popularmente por “mosca da fruta” ou corretamente como “mosca do vinagre”
(PEREIRA et al., 2008).

No seu ciclo de vida (figura 2), a Drosophila passa pelo estadio de ovo, advindo
a embriogénese em torno de um dia. Eclode originando o 1° estadio larvar, que ao fim
de um dia desenvolve-se para larva de 2° estadio, decorrido mais um dia, transforma-se
em 3° estédio larvar, aumentando de tamanho ao longo de trés dias, passando entdo para
0 estadio de pupa (demora aproximadamente cinco dias), a qual eclode em mosca

adulta, que possui expectativa média de vida de 60 dias (GOMES, 2001).
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Figura 2: Ciclo de vida da Drosophila melanogaster. Fonte: LUZ, 2010.

Quanto a sua dieta, a Drosophila possui um habito alimentar baseado
principalmente em bactérias, fungos e fermentos. Algumas espécies vao procura-los em
carnes deterioradas, vegetais apodrecendo, frutas fermentadas, cogumelos ou em cascas
de arvores (FREIRE-MAIA e PAVAN, 1949).

Este artropode vem sendo utilizado em muitas pesquisas laboratoriais por
apresentar uma série de vantagens, entre as quais estdo: reduzido custo de criacdo e
agilidade nos estudos quando relacionados a modelos convencionais baseados em
mamiferos (PANDEY e NICHOLS, 2011). Tanto que, permanece na vanguarda da
biologia, onde técnicas genéticas e outros achados sdo frequentemente esclarecidos
primeiro no inseto para depois serem revelados em sistemas de mamiferos (PANDEY e
NICHOLS, 2011).

D. melanogaster é um excelente modelo para pesquisas experimentais ho campo
genético, por possuir caracteristicas como: infimas dimensdes; facil manuseio,

conservacao e alimentacgéo; ciclo de vida reduzido; facil distingdo entre os sexos; ampla
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variedade de caracteres de simples distincdo e apenas quatro pares de cromossomos
(PEREIRA, 2008).

As primeiras pesquisas com a mosca do vinagre como organismo modelo para
esclarecer mecanismos de transmissao de caracteristicas e determinar as relacfes entre
genes e fenotipos aconteceram em 1910, quando Thomas Hunt Morgan, publicou na
Revista Scienci os resultados de pesquisas com cruzamento de D. melanogaster (SEPEL
e LORETO, 2010). Este inseto é intensamente estudado, tanto que no ano 2000, seu
genoma foi completamente sequenciado (GOMES, 2001).

Além de estudos relacionados ao campo genético, este organismo também é
utilizado em pesquisas associadas a infeccdo. Uma vez que a Drosophila pode ser
naturalmente e experimentalmente infectada por uma ampla diversidade de parasitas e
patdgenos, como fungos, nematdides, bactérias, vespas parasitoides e virus (KHALIL et
al., 2015).

D. melanogaster também é utilizada como modelo bioldgico em outras
modalidades de experimento a exemplo de efeitos antimutagénicos (PATENKOVIC et
al., 2009), recombinogénico (ORSOLIN et al., 2012), atividade genotoxica
(MADEMTZOGLOU et al.,, 2013) e deteccdo de praguicidas (NARCISO e
NAKAGAWA, 2009). Além do mais, é empregada em bioensaios de toxicidade para
indentificacdo de produtos naturais com efeito inseticida ou larvicida (MURILLO-
ARANGO et al., 2013; SUAZO et al., 2012).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 CAPITULO I — Manuscrito

Toxicidade do Metil eugenol contra Drosophila melanogaster e sua atividade

miorrelaxante em bronquiolos isolados de Sus scrofa domesticus

Resumo

Na busca por métodos alternativos a substituicdo de inseticidas sintéticos, 0s
produtos naturais oriundos de plantas sdo investigados por possuir componentes
quimicos com potencial inseticida. Dentre os compostos botanicos, encontra-se o
fenilpropandide metil eugenol, que tem sido estudado do ponto de vista medicinal e
toxicologico. A partir deste pressuposto, 0s objetivos desse trabalho foram avaliar a
acdo toxica do metil eugenol contra Drosophila melanogaster e o efeito miorrelaxante,
deste constituinte, em bronquiolos isolados de suinos da espécie Sus scrofa domesticus.
O teste de toxicidade foi realizado pelo método de fumigacdo e a atividade
miorrelaxante a partir da administracdo de concentragdes crescentes e cumulativas (1-
1000 uM) em anéis de bronquiolos de porcos, sob tensdo de 1 gF em banho de érgéos,
sob a vias do cloreto de potassio (KCI) 60 mM e da acetilcolina (ACh) 10 uM. Os
resultados mostraram que o metil eugenol teve acdo inseticida contra D. melanogaster,
com uma ClLsp de 15,66 = 1,1 ulL. O composto também apresentou atividade
miorrelaxante nos tecidos (bronquiolos), com valores médios e desvios padrdo de 1Cs
de 25550 + 1493 uM e 12,79 + 9,57 uM, para a via do (KCIl) e da (ACh),
respectivamente. Esses resultados apontam que o metil eugenol apresenta efeito toxico
contra D. melanogaster, e que obteve-se um efeito relaxante da musculatura lisa usando

bronquiolos de porcos.

Palavras chaves: Métodos alternativos, Metil eugenol, Toxicidade, Miorrelaxante
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Introducéo

Os produtos naturais, oriundos de plantas, como 0Oleos essenciais (OES) ou seus
constituintes isolados, sdo amplamente investigados por apresentarem potencial toxico
contra insetos, como vetores de doencas (Chellappandian et al., 2018; Silva et al., 2018)
e/ou pragas agricolas (Scopel et al., 2018; Mercés et al., 2018).

A grande maioria dos constituintes dos Oleos volateis apresenta estrutura
terpendide ou fenilpropandide (Simdes et al., 2017). Entre os fenilpropandides encontra-
se 0 composto metil eugenol, andlogo do composto eugenol, que estd presente na
composi¢do quimica de muitas plantas, a exemplo de Croton nepetaefolius (Lima et al.,
2013), Asarum heterotropoides (Perumalsamy et al., 2009), Peperomia hispidula
(Arrieta et al., 2018), e outras espécies de plantas aromaticas (Lima et al., 2000).

Entre as propriedades biologicas desempenhadas pelo metil eugenol, destaca-se
0 seu potencial para exercer agéo repelente (Du et al., 2014), toxicidade fulmigante (Liu
et al., 2013), como também efeito toxico contra adultos (Huang et al., 2002) e ninfas
(Gaire et al., 2017) de insetos. Além da atividade inseticida, estudos indicam que o
metil eugenol apresenta propriedades farmacoldgicas como efeito miorrelaxante (Lima
et al., 2000), atividade gastroprotetora (Sanchez-Mendoza et al., 2015),
antidepressivas (Norte et al., 2005) entre outras.

Em geral, para avaliar a eficacia, seguranca e/ou potenciais implicacdes de
novos produtos quimicos a salde humana sdo necessarios testes em animais. (Stokes,
2002). Os modelos de animais vertebrados bastante utilizados e estudados por varios
pesquisadores sdo ratos Wistar (Kobayashi et al., 2015; Barbosa et al., 2017);
camundongos Swiss (Dias et al., 2007) e cobaias como porquinhos da india
(Keyhanmanesh et al., 2010).

Visando a substituicdo de vertebrados, os métodos alternativos de pesquisa tém
sido utilizados por pesquisadores. Um organismo modelo bastante empregado é a mosca
da fruta, Drosophila melanogaster. Este artropode vem sendo utilizado em muitos
estudos por apresentar uma série de vantagens, entre as quais estdo: reduzido custo de
criagéo e agilidade nos estudos quando relacionados a modelos convencionais baseados
em mamiferos (Pandey e Nichols, 2011). Entre as aplicacfes experimentais com este
artropode, destaca-se a realizacdo de testes com compostos vegetais, para deteccdo de
inseticidas naturais (Murillo-Arango et al., 2013; Suazo et al., 2012; Bezerra et al.,
2017).
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Baseado na importancia do uso de metodologias alternativas em experimentos
laboratoriais, neste trabalho, utilizou-se o organismo modelo D. melanogaster em testes
de toxicidade. E também visando obedecer a regra dos 3 Rs (replacement, reduction,
refinement) (Brasil, 2016), utilizou-se o tecido de bronquiolos de suinos da espécie Sus
scrofa domesticus (Large White), em testes de eletrofisiologia. Os bronquiolos foram
coletados de porcos abatidos em frigorifico para o consumo de carne o que caracteriza
um modelo alternativo, uma vez que, os animais utilizados, ndo sdo eutanasiados
exclusivamente para a efetivacdo da pesquisa.

Assim, este trabalho teve como objetivo avaliar o efeito do metil eugenol, em
modelos alternativos, através da toxicidade contra D. melanogaster e a atividade
miorrelaxante, por meio da via do potassio KCI (60 mM) e da via colinérgica (ACh 10

uM), sobre o musculo liso de bronquiolos isolados de Sus scrofa domesticus.
2. Materias e Métodos
2.1 Obtencao do composto
O fenilpropandide metil eugenol (Figura 1) foi obtido da SIGMA Chemical Co.,

St. Louis, U.S.A. e mantido armazenado sob refrigeracdo a -5 °C até ser utilizado nos

testes de toxicidade e de eletrofisiologia.

A =

o

Metil eugenol

Figura 1: Estrutura quimica do Metil eugenol
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2.2 Ensaio de toxicidade, in vivo, com modelo de Drosophila melanogaster

2.2.1 Estoque e criagédo

Moscas da espécie D. melanogaster (estirpe de Harwich) foram obtidas do
National Species Stock Center, Bowling Green, OH. As moscas foram criadas em
garrafas de vidro de 330 mL (15 cm de altura e 6,5 cm de diametro) cultivadas com o
meio contendo: (83 % de massa de milho, 4 % de agUcar, 4 % de leite liofilizado, 4 %
de farelo de soja, 4 % de farelo de trigo e 1 % de sal), 1 g de Nipagin (Metilparabeno) e
1 mL de solugdo contendo Saccharomyces cerevisiae. As moscas foram criadas a
temperatura de 25 °C e umidade relativa do ar de 60 % (Cunha et al., 2015). Todas as

experiéncias foram realizadas com a mesma estirpe.

2.3 Exposic¢éo do composto e ensaio de toxicidade

2.3.1 Experimentos com Drosophila melanogaster

A exposicdo das moscas ao metil eugenol foi realizada por um protocolo de
fumigacgéo proposto por Cunha et al. (2015). Em que moscas adultas (machos e fémeas)
foram colocadas em recipientes de vidro de 130 cm®, contendo no fundo um papel de
filtro embebido com 1 mL de sacarose a 20 % em agua destilada. Uma contra-tampa de
polipropileno tereftalato (PET) foi introduzida na tampa de rosca do recipiente, na qual
um papel de filtro foi fixado no lado interno da tampa para aplicacdo das diferentes
concentracdes do composto, permitindo consequentemente a sua volatilizacdo. Desta
forma, as moscas se alimentam da solucdo de sacarose no fundo dos recipientes,
enquanto que o composto volatilizar-se a fim de alcancar o sistema respiratério do
inseto. Os recipientes receberam os seguintes tratamentos: 1 mL de sacarose a 20 % em
agua destilada (controle) e as concentragdes de 5, 10, 20 e 40 puL do metil eugenol. O
teste foi desenvolvido em triplicata onde cada “n” era composto por dois recipientes, e
em cada, foram colocadas 20 moscas. As leituras de sobrevivéncia das moscas foram

realizadas as 3, 6, 12, 24, 36 e 48 horas ap0s o inicio do experimento.
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2.4 Ensaio locomotor

O dano a capacidade locomotora foi determinado pelo ensaio de geotaxia
negativa, descrito por Coulom e Birman, (2004). Onde, cada grupo de moscas vivas
expostas ao metil eugenol, foram conduzidas para o fundo do recipiente e
posteriormente registrou-se 0 nimero de moscas que subiram na coluna do vidro do
recipiente a uma altura acima de 5 cm, em um intervalo de tempo de 5 segundos. Este
procedimento foi repetido duas vezes a intervalo de um minuto, em cada recipiente,

durante os horarios de leitura.

2.5 Verificacao das alterac6es eletrofisiolégicas

2.5.1 Ensaios com bronquiolos de Sus scrofa domesticus

O tecido de bronquiolos de suinos adultos da espécie Sus scrofa domesticus
(massa corporea entre 80 — 100 Kg e faixa etaria entre 6 — 8 meses) foram coletados no
Frigorifico Industrial do Cariri — Juazeiro do Norte, Ceara, Brasil. Foram obtidos um
total de 18 fragmentos de pulmdes e distribuidos em protocolos com 3 animais. Todos
0S animais assim como sua carne e Vvisceras, antes e depois do abate, foram
inspecionados por médicos veterinarios, atestando a sanidade do animal.

Durante o transporte para o laboratério, os bronquiolos foram colocados em
solugédo gelada Tyrode modificado (TM), a qual apresenta a seguinte composicdo em
mM: NaCl (136); KCI (5,0); MgCl, (0,98); NaH,PO, (0,36); NaHCO; (11,9); CaCl;
(2.0) e Glicose (5,5). E pH ajustado para 7,4 por meio de HClI 1 M e/ou NaOH 1 M. O
transporte dos fragmentos foi realizado em caixa térmica com a temperatura variando
entre 42 8 °C.

No laboratorio, os ramos dos bronquiolos do lobo inferior do pulméo foram
dissecados e livres de tecidos anexos. Logo apds os bronquiolos foram cortados em
anéis (comprimento de 3-5 mm e diametro de 1-2 mm), os quais foram horizontalmente
suspenso entre dois ganchos de ago inoxidavel em forma de L e montados em camara de
banho de orgéo isolado com capacidade para 10 mL da solugcdo de TM, mantidos sob
continua aeracédo por borbulhamento de ar, regulacéo do pH (7,4) e temperatura (37 °C).

A preparacdo foi uma extremidade conectada a um transdutor de forca através de

uma haste movel, e a outra extremidade a uma base fixa do equipamento (banho de
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orgdos). As medidas das respostas musculares mecanicas (geracdo de relaxamento ou
forga) foram transformadas pelo transdutor em sinal elétrico. O transdutor foi conectado
a um amplificador diferencial (DATAQ, modelo PM-1000, USA), e este a entrada de
uma placa conversora analdgica digital (DATAQ DI-200) instalada em um computador,
cujos dados coletados foram convertidos em tracados e armazenados em arquivos
através do software WINDAQ (DATAQ Instrumentos, Inc. USA), para uma posterior
analise. Os anéis de bronquiolos isolados foram submetidos a uma tensdo de 1 gF
(grama forc¢a), e mantido por um periodo de estabilizacdo de 1 hora com renovacdo do
TM a cada 15 minutos, tempo necessario para a adaptacdo da preparacdo as novas
condigdes.

Para avaliacdo do efeito do metil eugenol, foi obtido duas curvas concentragédo-
resposta do agente contraturante KCIl a 60 mM (K60), provando a viabilidade do tecido,
para dar continuidade, uma terceira contracdo foi evocada com o agente contraturante a
depender da via a ser analisada: via do potassio KCI (60 mM) ou via colinérgica (ACh
10 uM). Em seguida sobre essa terceira contragdo foi adicionada doses subsequentes e
cumulativas do metil eugenol, nas concentra¢des de: 1, 3, 10, 30, 100, 300, 600 e 1.000
uM, em experimentos distintos, em seguida foram feitas lavagens sucessivas com TM
tendo a finalidade de desimpregnar o metil eugenol do tecido bronquiolar para posterior
inducdo de contracdo com K60 para observar a recuperacao dos bronquiolos. Somente
0s experimentos com contracdes reproduziveis foram considerados viadveis para a
realizacdo dos ensaios.

Todos os testes foram feitos em triplicata, seguidos do seu controle, o qual foi
submetido as mesmas situacdes e aos mesmos protocolos de ensaios. A preparacdo dos
controles receberam apenas a solucdo de TM, nas mesmas propor¢Ges usadas na

preparacdo dos experimentos

2.6 Analise Estatistica

Os resultados dos dados obtidos nos testes de eletrofisiologia foram
representados pela Média + Desvio Padrdo (D.P). Os gréficos foram produzidos através
do software Sigma Plot 11.0 para andlise estatistica. Para comparacao de dois grupos,
foi realizado o teste t pareado; para mais de dois grupos experimentais, ANOVA
seguido de técnica de contraste (testes paramétricos), conforme apropriado. Foram

considerados estatisticamente significantes os resultados que mostraram niveis de
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significancias dos testes menores que 5% (p < 0,05). As ICs, foram calculadas por
interpolagcdo semilogaritmica e ajuste sigmoide através do software Sigma Plot 11.0,
sendo considerado neste estudo como a concentragdo da substancia com capacidade
para produzir 50 % do seu efeito inibitdério maximo.

No teste de toxicidade, os dados foram expressos como Média + E.P., através do
programa software GraphPad Prism 7.0, realizando teste ANOVA de duas vias, e em
seguida teste de maltipla comparacéo de Tukey.

3. Resultados e Discussao

3.1 Atividade inseticida do Metil eugenol contra Drosophila melanogaster.

A avaliacdo da toxicidade do metil eugenou contra D. melanogaster mostrou que
houve acéo inseticida. Onde a concentragdo letal média (CLsg) estimada foi de 15,66 +
1,1 uL, ap6s 48 h de exposicdo das moscas a0 composto.

Os resultados mostraram que ndo houve mortalidade nos grupos controle durante
todos os intervalos de tempo da realizacdo do experimento (Figura 2). Verificou-se que
a toxicidade do metil eugenol na concentracdo de 40 pL foi a mais potente, uma vez que
comecou a diferir estatisticamente do controle a partir das primeiras 6 h da exposi¢édo
das moscas ao composto e que ao longo do tempo (12, 24, 36 e 48 h) tornou-se mais
eficaz demostrando alta mortalidade.

A concentracdo de 20 pL diferiu estatisticamente do controle apds 24 h de
exposicao ao composto, assim como também nos intervalos de 36 e 48 h, no entanto
demostrou uma moderada toxicidade quando comparada a maior concentracdo. Ja as
concentragdes de 10 e 5 uLL demonstraram pouco efeito toxico. Estes resultados indicam
que o metil eugenol, dependendo da concentragdo e do tempo de exposi¢do, pode ser
toxico ao ser inalado pelas moscas através do aparelho respiratério.
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Figura 2: Efeito do Metil eugenol na mortalidade de D. melanogaster. A
sobrevivéncia foi analisada nos momentos indicados. Os resultados sdo expressos
como média + E.P., do nimero de moscas ap6s cada periodo de exposicao. (*) diferiu
estatisticamente do controle.

Embora nédo tenhamos encontrado estudos que descrevam a atividade inseticida
do metil eugenol contra D. melanogaster. Na pesquisa desenvolvida por Zhang et al.
(2016), com 40 compostos volateis, dentre eles o eugenol e isoeugenol exibiram
atividade fumigante contra o artrépode modelo, em 24 h de exposicdo das moscas aos
compostos.

A literatura também relata que o metil eugenol apresentou efeito toxico contra
outras espécies de insetos. Liu et al. (2013) observaram gque o metil eugenol, presente no
6leo essencial dos rizomas de Acorus calamus, exibiu toxicidade fumigante contra
adultos de Liposcelis bostrychophila em uma CLsy de 92,21 pg/L ar. No estudo
realizado por Huang et al. (2002), os compostos eugenol, isoeugenol e metil eugenol,
mostraram toxicidade de contato contra dois insetos coledpteros (Sitophilus zeamais e
Tribolium Castaneum). O metil eugenol também exerceu toxicidade de contato contra
Periplaneta americana (L.) (Ngoh et al., 1998), e ninfas de Blatta lateralis (Walker)
(Gaire et al., 2017). Esses achados corroboram com o presente trabalho, demostrando o
potencial toxico do composto em estudo.

Pesquisas apontam que OEs oriundos de plantas que apresentaram em sua
composi¢gdo o fenilpropanoide metil eugenol, também demostraram efeitos toxicos
contra insetos, desempenhando atividade adulticida e larvicida. Lima et al. (2014)
relataram que o 6leo essencial de Ocotea odorifera, no qual continha o composto metil

eugenol (81,2 %), exibiu atividade toxica sobre o pulgdo verde Schizaphis graminum.
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Recentemente, Da Rocha Voris et al. (2018) demostraram que o 6leo volatil de Pimenta
dioica, onde o metil eugenol esteve presente como componente majoritario (55 %),
apresentou toxicidade contra larvas e adultos de Aedes aegypti.

No estudo desenvolvido por Chu et al. (2012), o dleo essencial de Amethystea
caerulea mostrou toxicidade de contato sobre D. melanogaster com uma DLs, de 5,18
ug por adulto, e forte efeito toxico fumigante contra o gorgulho do milho Sitophilus
zeamais (CLso de 25,39 pug/mL de ar). O eugenol (5,8 %) esteve presente na composi¢do
quimica deste 6leo volatil.

Dessa forma, a atividade inseticida de OEs pode esta relacionada aos seus
constituintes quimicos, 0s quais podem estd atuando sinergicamente para promover a
acdo toxica. Assim, com base nos resultados deste trabalho, os 6leos volateis que
apresentarem o metil eugenol na sua composicdo podem possui efeito toxico associado
ao composto. Recentemente, Buentello-Wong et al. (2016) relataram que o Oleo
essencial de Eugenia caryophyllus apresentou toxicidade sobre a mosca da fruta
mexicana Anastrepha ludens (CLso de 3529 ppm). Os autores atribuiram que o efeito

toxico poderia ser devido ao eugenol (77,58 %), principal constituinte do éleo.

3.2 Efeito do Metil eugenol sobre a geotaxia de D. melanogaster

A atividade locomotora foi determinada como comportamento negativo da geotaxia.
Quanto ao dano que o composto causou na capacidade de locomogdo das moscas,
verificou-se que a concentracdo de 40 pL foi a mais eficaz, diferindo do controle em
todas as horas da realizacdo do experimento. Observou-se que as concentragdes de 10 e
20 pL a partir das 6 h, também diferiu do controle. J4 na concentracdo de 5 pL a
mobilidade das moscas foi pouco afetada, visto que ao longo do tempo, ndo houve uma
interferéncia estatisticamente significante do composto na locomocdo das moscas
(Figura 3).
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Figura 3: Efeito do Metil eugenol sobre a habilidade locomotora de D.
melanogaster. Os resultados sdo expressos como média = E.P., do nimero de
moscas capazes de subir uma coluna de vidro marcada, conforme descrito
anteriormente em cada tempo de exposicéo.

Quando se comparou as moscas vivas com sua mobilidade (Figura 4).
Observou-se que na concentracdo de 40 pL, nas primeiras 3 h houve uma grande perda
da locomocao, e que ao longo do tempo elas foram sendo afetadas pelo composto, de
modo que as 48 h as moscas com vida apresentaram grande dificuldade locomotora.

Apesar de ndo termos encontrado estudos que relatem prejuizos
comportamentais a geotaxia negativa ocasionados pelo metil eugenol contra D.
melanogaster. Pesquisas apontam que outros derivados boténicos demostraram
atividade contra a locomocdo deste artropode. Bezerra et al. (2017) observaram que o
6leo essencial de Lantana montevidensis mostrou atividade inseticida fumigante e
apresentou danos ao aparelho locomotor das moscas.

De acordo com Pinho et al. (2014) o 6leo essencial de Psidium guajava causou
mortalidade a mosca das frutas por fumigacdo, e afetou a sua atividade locomotora,
tanto que as 48 h de exposicédo, as maiores concentracdes do 6leo, ocasionaram quase a
perda total da capacidade motora no inseto. Outros pesquisadores também relataram o
uso de OEs, oriundos de vegetais, que ocasionaram letalidade e comprometimento da
capacidade locomotora em D. melanogaster (Cunha et al., 2015; Bezerra et al., 2017).

Além dos 0leos volateis, extratos botanicos também séo relatados na literatura
como inseticidas naturais alternativos. Segundo Pinho et al. (2014) o extrato
hidroetandlico de folhas de Duguetia furfuracea causou mortalidade e também déficit

locomotor no organismo modelo D. melanogaster.
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O mecanismo de toxicidade e comprometimento a capacidade locomotora,
produzido por muitos compostos e/ou 6leos essenciais pode estd associado a diminuicdo
da atividade da acetilcolinesterase (AChE) e danos oxidativos. Recentemente Pavela et
al. (2018), relataram que o Oleo essencial de Dysphania ambrosioides, constituido
principalmente por peroxido de monoterpeno ascaridol (61,4 %) e p-cineno (29,2 %),
mostrou efeito tdxico contra a mosca doméstica (Musca domestica L.) e como
possivel modo de acgdo, acarretou inibi¢cdo da AChE. No entanto, nesse mesmo estudo,
0 Oleo essencial de Clausena anisata, composto principalmente por (E)-anetole (64,6
%) e (E)-metil isoeugenol (16,1 %), ndo foi efetivo para inibicdo da AChE. De acordo
com os autores este efeito pode esta associado aos diferentes perfis quimicos dos OEs.

Abolaji et al. (2014), ao avaliarem a toxicidade do 4-vinilciclohexeno, em D.
melanogaster, sugeriram que 0 mecanismo de toxicidade do composto estava associado
ao dano oxidativo e possiveis consequéncias neurotdxicas por conta da reducdo na
atividade da AChE, e deficiéncias comportamentais no aparelho locomotor. Assim, ha
possibilidade de que a acdo toxica do composto em estudo (metil eugenol), também
possa estd atuando na diminuicdo da AChE; provocando estresse oxidativo e/ou

interferindo em outros alvos/receptores bioquimicos.
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Figura 4: Relagdo entre moscas vivas e altera¢do na mobilidade. Em linha o nimero de moscas que
chegaram ao topo nos intervalos de tempo (3 — 48 h) de exposi¢do ao metil eugenol (5, 10, 20, 40 uL) e
no histograma o ndmero de moscas vivas.
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3.3 Atividade bronco dilatadora do Metil eugenol

Este trabalho também avaliou o efeito do metil eugenol em outro modelo
alternativo (bronquiolos de Sus scrofa domesticus) que teve como objetivo verificar as
respostas provocadas pelo composto para investigacbes futuras. Os resultados
mostraram que tanto na via do Potassio (K*) como na via da Acetilcolina (ACh), o
composto apresentou uma consideravel atividade miorrelaxante.

Para avaliar a influéncia do metil eugenol, sobre contragdes induzidas por K* e
ACh foi administrada concentracdes crescentes e cumulativas do composto (1, 3, 10,
30, 100, 300, 600 ¢ 1000 uM), previamente contraidos por KCI (60 mM) ou ACh (10
uM). Tanto na via do K* como na da ACh verificou-se que conforme o aumento da
aplicacdo das dosagens do composto, de forma concentracdo-dependente, o tecido foi
relaxando, este efeito foi estatisticamente significante a partir da concentracdo de 3 uM
para ambas as vias. As 1Csy produzidas pelo metil eugenol, para as via do K* e da ACh,
foram de 25,50 = 14,93 uM e 12,79 + 9,57 uM, respectivamente (Figura 5).

Neste trabalho o metil eugenol apresentou uma consideravel atividade bronco
diladatora, pois conseguiu inibir de forma significativa as contracfes dos tecidos de
bronquiolos de porcos induzidas por KCI e ACh. Assim, do ponto de vista
farmacoldgico, 0 composto pode ser considerado como um agente miorrelaxante. Nos
dois protocolos o efeito mostrou-se reversivel com a lavagem do tecido para remogéo
do metil eugenol, evidenciando que o composto ndo estava sendo letal para as células
musculares lisas, uma vez que houve a completa recuperacdo do tecido. A atividade
relaxante de compostos botanicos sobre tecido liso respiratorio foi relatada em outros
estudos (Hazekamp, Verpoorte e Panthong, 2001; Leal et al., 2006).

O efeito miorrelaxante apresentado pelo metil eugenol esta de acordo com
descobertas anteriores, a exemplo da pesquisa realizada por Magalhées et al. (1998), na
qual o composto produziu relaxamento no tdnus do ileo isolado de porquinho da india.
Lima et al. (2000), relataram também que o metil eugenol relaxou a musculatura lisa do
ileo isolado da mesma cobaia, a partir da inibi¢cdo de contra¢Bes induzidas por ACh,
K* 60 mM e Histamina com valores de IC 5o de 82,2 + 19,4 uM, 65,0 + 13,3 pM e 124,4
*+ 12,2 uM, respectivamente. Além disso, os autores apontam que o efeito produzido ¢

independente do potencial de membrana.
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Figura 5: Efeito relaxante do Metil eugenol em tecido de Bronquiolos isolados de Sus scrofa
domesticus. Curva Potéassio: Concentracdo-efeito do metil eugenol, (1-1000 uM), sob contragdo
induzida por KCI (60 mM) em bronquiolos isolados de suino. Curva Acetilcolina:
Concentragdo-efeito do metil eugenol (1-1000 uM) sob contragéo provocadas por ACh (10 pM)
em bronquiolos isolados de suino. Os valores sdo expressos como média = D.P., (p <0,05, one-
way ANOVA seguido por Holm-Sidak), onde N representa o nimero de experimentos.
Recentemente Arrieta et al. (2018) relataram que o extrato de diclorometano
de Peperomia hispidula exibiu atividade relaxante em musculatura lisa de anéis
traqueais de ratos, em contracdes induzidas por Carbacol (3 puM). Tal atividade foi

atribuida ao metil eugenol, principal constituinte ativo presente no extrato. Neste
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mesmo estudo, os autores também mostraram que o metil eugenol causou um
relaxamento concentragdo-dependente em anéis traqueais contraidos com KCI (60 mM).
Além do mais, relataram que os mecanismos do efeito relaxante do composto, ndo
estavam relacionados aos canais de potassio sensiveis ao ATP e oOxido nitrico,
prostaglandina E, e B,-adrenoceptores.

Esta pesquisa evidenciou o efeito relaxante do metil eugenol em tecido de vias
aéreas inferiores de S. scrofa domesticus. Com base nos resultados de bronco dilatagdo
observados, o metil eugenol também pode atuar como um promissor agente terapéutico
no tratamento de enfermidades que acometem o sistema respiratorio a exemplo de
bronquites ¢ asmas. Entretanto, mais pesquisas sao necessarias para explorar atividade
do metil eugenol em tecidos musculares lisos bronquiais, com vistas a compreender os
mecanismos envolvidos nos efeitos produzidos, além de avaliar outras possiveis vias
farmacoldgicas e também identificar o(s) alvo(s) de inibi¢do das contracdes dos

bronquiolos.

4. Concluséao

Os resultados mostraram que o metil eugenol apresenta grande potencial para o
desenvolvimento de inseticida natural, pois proporcionou uma eficaz toxicidade contra
D. melanogaster. Podendo ser uma alternativa a substituicdo de pesticidas sintéticos.

Nos testes de eletrofisiologia, os resultados mostraram que nas duas vias (KCl e
ACh) o composto possui um considerdvel efeito miorrelaxante em tecido de
bronquiolos isolados de Sus scrofa domesticus. Assim, evidenciou-se também um
produto natural com potencial promissor para o desenvolvimento de farmacos, que
atuem na prevencdo ou tratamento de patologias que comprometem o sistema
respiratdrio. Por outro lado, novos estudos deveram ser realizados para compreender 0s
mecanismos quimico-bioldgicos envolvidos tanto nos efeitos de toxicidade como nos de

bronco dilatacéo produzidos pelo composto.
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4.2 CAPITULO Il — Artigo

Atividade adulticida e repelente de dleos essenciais contra Aedes aegypti (Diptera:

Culicidae) — Uma revisao

Resumo

Aedes aegypti (Ae. aegypti) é responsavel pela transmissdo de doengas que
comprometem a salde publica como dengue, febre amarela urbana, chikungunha e zika.
Para controla-lo, geralmente sdo empregados inseticidas sintéticos, no entando, essas
substancias resultam em resisténcia nos vetores e contaminagdo ambiental. Os 6leos
essenciais (OEs), derivados de plantas, sdo alternativas naturais, com potencial para a
substituicdo de inseticidas sintéticos, uma vez que apresentam componentes que podem
ser toxicos para este vetor. Esta revisdo bibliografica teve por objetivo levantar a
literatura que trata da acdo repelente e adulticida de OEs contra 0 mosquito Ae. aegypti,
a partir de busca eletronica em bancos de dados (Pubmed, Science Direct e Scielo),
fornecendo uma visdo geral sobre as espécies de plantas usadas para obtencdo de OEs,
partes do vegetal utlizadas, métodos de extracdo, técnicas analiticas e constituintes
majoritarios. A partir da analise dos dados identificou-se 16 familias, 35 géneros e 49
espécies, sendo Lamiaceae, Zingiberaceae, Myrtaceae e Rutaceae as familias
possuidoras do maior nimero de espécies. Verificou-se que sdo usadas praticamente
todas as partes do vegetal para extracdo de OEs. Principalmente pelos métodos de
extracdo por hidrodestilacdo e destilagdo a arraste de vapor. Tendo como principal
técnica analitica a Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massa (CG-
MS). Revelando a composicdo quimica, principalmente de terpenos. Portanto, os OEs
sdo alternativas promissoras para a producdo de inseticidas naturais, por serem
compostos menos prejudiciais a0 homem e ao meio ambiente, podendo vir a ser
incluidos em programas de controle de insetos vetores, em substitui¢do ou associado aos

inseticidas quimicos.

Palavras chaves: Oleos essenciais, Aedes aegypti, adulticida, repelente.
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Introducéo

Aedes aegypti L. € um inseto cosmopolita da ordem Diptera que tem preferéncia
por regides tropicais e subtropicais, as quais apresentam caracteristicas climaticas
favoraveis a sua reproducdo (Jansen e Beebe, 2010). Presume-se que este mosquito
chegou ao Brasil na época do trafego de escravos durante o periodo colonial (Consoli e
Oliveira, 1994). E considerado o principal vetor de doengas que comprometem a satide
publica como dengue, Chikungunya, Zika e febre amarela urbana (Brasil, 2015).

O virus causador da dengue é disseminado pela picada de fémeas infectadas, que
ao picar os seres humanos, estes sdo infectados, sendo os principais portadores e
multiplicadores destes agentes infecciosos, servindo de fonte do virus aos outros
mosquitos ndo acometidos pela infeccdo (WHO, 2018). A dengue é uma doenca de
grande expansdo tanto do virus quanto do vetor, resultando num aumento
epidemiolégico da infeccdo desde 1998, quando se tornou a patologia mais importante
do século XX, depois da maléria, matando mais de 25 mil pessoas por ano (Gubler,
1998). Sendo, até hoje, uma das doencgas mais importantes, transmitida por artropodes.
Sendo responsaveis por muitos casos de mortalidade e morbilidade humana.

Por ndo existir uma vacina apropriada para combater o virus causador da
dengue, a forma mais eficaz é controlar o vetor (WHO, 2009). Geralmente o controle é
feito através de inseticidas sintéticos pertencentes ao grupo dos organofosforados e
piretroides, 0s quais apresentam elevada toxicidade para o meio ambiente (Marinho,
2010). Além do mais, 0 aumento da frequéncia de aplicagdo de inseticida, com dosagens
crescentes, resulta em resisténcia (Simas et al., 2004). Com o surgimento de formas
resistentes do culicideo aos inseticidas comuns, tem-se expandido a busca por
substancias naturais que sejam ativas no controle ao Ae. aegypti e possuam baixa
toxicidade ao meio ambiente (Simas et al., 2004). Assim, os produtos naturais, dentre
eles, os Gleos essenciais (OES), podem vir a se tornar um método alternativo de controle
por serem mais seguros e biodegradaveis.

Os OEs sdo basicamente uma mistura de substancias volateis extraidas de
plantas, constituido muitas vezes por mais de 100 componentes (Silva, 2012). As
substancias quimicas mais comumente encontradas em Oleos volateis séo
hidrocarbonetos terpénicos, alcoois simples e terpénicos, aldeidos, fenois, ésteres,
éteres, peroxidos, acidos organicos e até compostos com enxofre (Simdes et al., 2017).

Em varias regides, os produtos derivados de vegetais tém sido empregados por
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possuirem tividades repelentes ou acdo letal contra insetos (Zoubiri and Baaliouamer,
2014). Os repelentes sdo substdncias que agem localmente ou a distancia,
impossibilitando um mosquito de voar ou entrar em contato com a pele do ser humano
ou animal, por meio do pouso ou picada (Blackwell et al., 2003). Dentre os repelentes
quimicos, o DEET (N,Ndietil m-toluamida) € um composto que esta presente em muitos
repelentes sintéticos, no entanto, este componente apresenta desvantagens relacionadas
ao seu uso (Trigg, 1996). Muitos autores defendem sua aplicacdo devido a sua eficacia,
mas outros o criticam pela ocorréncia de casos de encefalite relacionados ao seu uso e
também pelo questionamento de sua toxicidade (Paula, 2002; Paula et al., 2004).
Tornando-se importante o desenvolvimento de pesquisas por substancias naturais com
acao repelentes néo prejudiciais.

Baseado no atual cenario das doencas transmitidas por insetos, e sabendo da
importancia do combate aos vetores com substancias naturais, esta revisdo teve por
objetivo encontrar literatura em torno da acdo repelente e adulticida de OEs contra o

mosquito Ae. aegypti.

2. Metodologia

Esta revisao bibliografica foi realizada a partir de pesquisa eletrénica em bancos
de dados (Pubmed, Science Direct e Scielo), buscando estudos publicados sobre o uso
de OEs contra o mosquito Ae. aegypti, ao longo de um periodo de 17 anos (janeiro de
2001 a margo de 2018). Os termos “Aedes aegypti” ¢ “6leo essencial” (combinados)
foram usados como descritores. Foram incluidos, nesta revisdo, estudos que descreviam
as bioatividades adulticidas e repelentes de OEs contra Ae. aegypti. Foram excluidos os
que relatavam OEs com acdo ovicida, larvicida e pupicida; bem como aqueles que nédo
descreviam a parte da planta usada para extracdo do 6leo; e estudos que mencionavam a
aquisicdo de OEs por meio de fornecedores comerciais. Ndo foram consideradas as
pesquisas que apresentavam o objeto de estudo através de resumos, monografias,
dissertacOes, e teses. Apds a andlise dos estudos, estes foram organizados em uma
tabela constando: o nome cientifico das espécies de plantas, a sua parte utilizada, o
método de extracdo, a técnica analitica, os constituintes majoritarios, a bioatividade e

respectiva citagao.
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3. Resultados e Discussao

A busca eletrénica disponibilizou um total de 822 artigos, no entanto, apds

uma triagem nos bancos de dados, com aplicacdo dos critérios de inclusdo, e

considerando que os artigos listados em duas ou mais bases foram considerados

apenas uma vez, deste total, foram selecionados 43 artigos para serem incluidos

nesta revisdo. Excluiu-se artigos que néo relatavam bioatividades de OEs com acdo

adulticida e repelente ou que ndo estavam dentro dos limites do periodo

compreendido entre (janeiro de 2001 a margo de 2018).

Neste estudo foram indentificadas 16 familias, 35 géneros e 49 espécies,

sendo as familias Lamiaceae, Zingiberaceae, Myrtaceae e Rutaceae, as que

possuiram o maior nimero de espécies com 8, 6, 5 e 5, respectivamente (Tabela 1).

Tabela 1 — Familias, géneros e espécies de plantas citadas nesta revisao

Familias de plantas

Espécies

Lamiaceae

Ocimum americanum, Ocimum sanctum, Ocimum basilicum L., Origanum scabrum Boiss. &
Heldr., Mentha piperita, Pogostemon cablin, Plectranthus amboinicus, Rosmarinus officinalis L.

Zingiberaceae

Zingiber officinalis, Zingiber nimmonii (J. Graham) Dalzell, Alpinia zerumbet (Pers.) B.L.Burtt
& R.M.Sm., Curcuma longa L., Curcuma aromatica, Curcuma zedoaria Roscoe.

Syzygium aromaticum L., Eucalyptus globulus, Eucalyptus nitens, Eucalyptus viminalis Labill,

Myrtaceae L

Melaleuca cajuputi.

Zanthoxylum limonella Alston, Zanthoxylum piperitum, Clausena dentata (Willd.) M. Roem,
Rutaceae . - !

Ruta chalepensis L., Chloroxylon swietenia DC.

. Petroselinum crispum (Mill.) A.\W. Hill, Apium graveolens Linn, Angelica sinensis (Oliv.) Diels,

Apiaceae S

Carum carvi Linn.

Pluchea carolinensis (Jack.) G. Don., Eupatorium capillifolium (Lam.) Small, Sphaeranthus
Asteraceae - . . -

indicus Linn., Rhanterium epapposum Oliv.
Poaceae Cymbopogon nardus L., Cymbopogon citratus DC., Cymbopogon winterianus Jowitt.
Verbenaceae Lippia javanica (Burm F) Spreng, Lippia pedunculosa Hayek
Piperaceae Piper aduncum L., Piper longum Linn.

Euphorbiaceae

Croton argyrophyllus, Croton tetradenius.

Siparunaceae

Siparuna guianensis Aubl.

Litsea cubeba (Lour.) Persoon, Litsea salicifolia (Roxburgh ex Nees) Hook. f., Cinnamomum

Lauraceae :

zeylanicum L.
Amaranthaceae Achyranthes aspera
Pinaceae Cryptomeria japonica D. Don

Aristolochiaceae

Aristolochia trilobata

Illiciaeceae

Ilicium verum Hook.f.
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Verificou-se também que para a extracdo dos OEs sdo usadas praticamente
todas as partes das plantas como sementes, raizes, rizomas, caules, folhas, frutos,
cascas e flores, principalmente pelos métodos de extracdo por hidrodestilagdo e
destilacdo a arraste de vapor. A principal técnica analitica para identificar os
constituintes dos OEs foi a cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massa (CG-MS), revelando a composi¢cdo quimica da maioria, composta

principalmente de terpenos (Tabela 2).

3.1 Atividade adulticida

H& muitos estudos que relatam o uso de OEs com bioatividades inseticidas. A
exemplo do estudo realizado por Phasomkusolsil e Soonwera (2011a) os quais testaram
OEs de sete espécies de plantas contra mosquitos adultos Ae. aegypti, onde o 6leo das
folnas e hastes de Cymbopogon citratus, apresentou a maior porgentagen de
mortalidade (100%). Chaiyasit et al. (2006) mostraram que os OEs de cinco espécies
vegetais Apium graveolens, Carum carvi, Curcuma zedoaria, Piper longum, Hlicium
verum, exerceram eficacia adulticida promissora contra Ae. aegypti em linhagens
laboratoriais e natural de campo.

Em estudos mais recentes Chellappandian et al. (2018) relataram o potencial
adulticida do OE extraido das folhas de Sphaeranthus indicus contra o vetor, este 6leo
em concentragdes de 800 ppm em 30 min, apresentou 100 % de mortalidade. Castillo et
al. (2017) examinaram a atividade adulticida de OEs derivados de nove espécies
vegetais contra Ae. aegypti em condicBes laboratdriais, onde o 6leo de Lippia
origanoides em concentracfes de 300 ppm, matou todos 0s mosquitos ap6s 120 minutos
de exposicao.

Formulacbes de OEs em spray aerossol também sdo descritos na literatura com
potencial inseticida. Bakar et al. (2012) observaram o efeito do OE de Melaleuca
cajuputi em aerossol contra os vetores Ae. aegypti e Ae. albopictus, resultando em alto
knockdown e mortalidade para as duas espécies de mosquitos em comparagdo ao
aerossol padrdo SIRIM da Malésia (padrdao MS).

A utilizacdo de metabdlitos secundarios, presentes em OEs, também sdo
relatados na literatura, com acdo inseticida. Monoterpenos como acetato de sulcatil,

limoneno, p-cimeno e linalol s&o descritos na literatura com propriedades adulticida
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contra Ae. aegypti (Silva et al., 2018). Compostos sesquiterpénicos como Germacreno
D, pregeijerene e geijerene também foram relatados com agdo mosquitocida frente ao
vetor (Kiran e Devi, 2007).

3.2 Atividade repelente

Outra importante bioatividade desempenhada por compostos naturais, derivados
de plantas, € a repeléncia de mosquitos. De acordo com Lima e Cardoso (2007) as
plantas que possuem monoterpenos em sua composicdo podem causar alteragdes nas
atividades bioquimicas e fisioldgicas de insetos. Waliwitiya et al. (2009) avaliaram as
toxicidades agudas de 14 monoterpendides frente Ae. aegypti, onde 0s monoterpenos
timol, eugenol, pulegona, citronelal e cinato apresentaram atividades dissuasoras de
oviposicdo e/ou repelentes.

Uma das diferencas notaveis entre os repelentes baseados em produtos naturais e
quimicos é o tempo da acdo repelente, questdo parcialmente resolvida pela
Environmental Protection Agency (EPA), que determinou um minimo de 2 h como
requisito de atividade para um repelente obter registro (Novak e Gerberg, 2005).

Segundo Nerio et al. (2010) alguns repelentes derivados de plantas apresentam
resultados bastante satisfatérios comparados com os sintéticos, mas sua eficiéncia esta
na dependéncia de sua volatilidade, apresentando pouca durabilidade. De acordo com
Amer e Mehlhorn (2006), as formulacdes de OEs sdo importantes para prolongar o
efeito de repeléncia.

Pesquisas com OEs em formulagdes semi-sélidas vem sendo relatadas com
potencial para o desenvolvimento de repelentes. O 6leo essencial de Piper aduncum L.
em formulacdo de creme e pomada apresentaram propriedades repelentes contra Ae.
aegypti, com tempos de protecdo 162,5+6,29 e 182,5+16,01 min, respectivamente
(Mamood et al., 2017). Outros estudos também apontam o emprego de OEs, extraidos
de plantas, em formulagdes de pomadas e também géis com acdo repelente frente ao
artropode vetor (Oyedele et al., 2002; Trongtokit et al., 2004).

Outra caracteristica importante, a ser observada em OEs com atividade repelente
esta relacionada ao seu rendimento, odor e poder de irritagdo. Champakaew et al. (2015)
usando DEET (N, N-metil-toluamida) como controle positivo, em experimentos de
triagem para repeléncia de 33 espécies vegetais, identificou que o OE de Angelica

sinensis foi o repelente mais forte com tempo de protecdo de 7,0 (6,0 a 7,50) h contra
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Aedes aegypti, no entanto, devido ao seu baixo rendimento (0,02 %), aroma pungente e
provocacdo de coceira na pele, foi considerado inadequado para a producdo de
repelentes.
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Tabela 2 — Espécies de plantas, partes utilizadas, métodos de extracgdo, técnicas analitica, constituintes majoritarios, bioatividade e referéncias

Espécies de plantas Partes Métodos de Técnica Constituintes majoritarios (%0) Bioatividade  Referéncias
utilizadas extracao analitica
Croton argyrophyllus Folhas Hidrodestilacdo GC-MS Spathulenol (22,80) Adulticida Cruz et al. (2017)
Siparuna guianensis Aubl. tFolhas Hidrodestilacéo GC !B-myrcene (79,71) Adulticida e Aguiar et al. (2015)
2caule GC-MS 2B-myrcene (26,91) e 3-elemene (20,92) repelente.
3frutas 32-Tridecanone (38,75) e
2-Undecanone (26,5)
Mentha piperita Folhas _ _ _ Repelente Kumar et al. (2011)
Rhanterium epapposum Oliv. Folhas Hidrodestilacéo GC-MS Camphene (38,47) Repelente Demirci et al. (2017)
GC-FID
Pogostemon cablin Folhas Hidrodestilacéo GC-MS Patchouli alcohol (22,62) Repelente Gokulakrishnan et al. (2013)
1Syzygium aromaticum (L.) Flores Destilacéo a _ _ Repelente Sritabutra e  Soonwera
2Cymbopogon nardus (Linn.)Rendle  2Caule vapor (2013)
3Cymbopogon citratus (DC.) Staph. 3Caule
Zanthoxylum limonella Alston Frutos Destilacdo de _ _ Adulticida Soonwera e Phasomkusolsil
agua (2017)
'Cybopogon citratus 1Caule Destilacdo a _ _ Repelente Sritabutra et al. (2011)
2Eucalyptus globulus + Ocimum 2Folha vapor
basilicum
Zanthoxylum piperitum (L.) DC Frutas Destilacdo a GC-MS Limoneno (37,99) Repelente Choochote et al. (2007)
vapor
Pluchea carolinensis (Jacq.) G. Don  Flores Hidrodestilacéo GC-FID Selin-11-en-4a-ol (33,4), Repelente Kerdudo et al. (2016)
Folhas GC-MS B-cariofileno (21,1)
Aristolochia trilobata Caules Hidrodestilacdo GC-MS Acetato de sulfato (25,64) e Adulticida Silva et al. (2018)
GC-FID limoneno (24,80)
Cymbopogon citratus DC. Stapf Folhas e hastes  Destilacdo a _ _ Adulticida Phasomkusolsil e Soonwera
vapor (2011b)
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Eupatorium  capillifolium  (Lam.) Partes aéreas Hidrodestilacdo GC Eter de metil-metil (= metil-timol) (36,3), Repelente Tabanca et al. (2010)

Small GC-MS e 2,5-dimetoxi-p-cimeno (20,8)

Clausena dentata (Willd.) M. Roem  Folhas Destilacéo a _ _ Repelente Rajkumar e  Jebanesan
vapor (2010)

Cryptomeria japonica D. Don Folha !Hidrodestilagio =~ GC-FID Ent-kaur-16-ene (21,74) Repelente Gu et al. (2009)
2SPME GC-MS 3-carene (25,46)

Piper aduncum L. Folhas e galhos  Hidrodestilacdo GC Dillapiole (86,9) Adulticida De Almeida et al. (2009)

GC- MS

Lippia javanica (Burm F) Spreng Folhas Destilacéo a TLC 1,3,5 Cycloheptatriene (41,97) Repelente Lukwa et al. (2009)
vapor MS

Calocedrus decurrens (Torr.) Florin ~ Madeira Destilacéo a _ _ Adulticida Dolan et al. (2007)

Juniperus occidentalis (Hook) vapor

Zanthoxylum Piperitum Fruto Destilacéo a _ _ Repelente Kamsuk et al. (2007)
vapor

LApium graveolens Linn 1Sementes Destilacdo a _ _ Adulticida Chaiyasit et al. (2006)

2Carum carvi Linn 2Sementes vapor

3Curcuma zedoaria Roscoe 3Rizomas

*Piper longum Linn *Fruta

*Ilicium verum Hook f. *Fruta

Curcuma aromatica Rizomas Destilacéo a GC-MS Curcumene (25,71), Adulticida Choochote et al. (2005)
vapor 1H-3a, 7-methanoazulene (30,02) Repelente

Zanthoxylum limonella Alston Semente e fruta  Destilacdo a _ _ Repelente Trongtokit et al. (2005)
vapor

Sphaeranthus indicus Linn Folhas Destilacéo a GC-MS 3,5-di-tercbutil-4-hidroxibenzaldeido Adulticida e Chellappandian et al. (2018)
vapor (24,9), benzeno, 2- (1,1-dimetiletil) -1,4- repelente

dimetoxi (22,54 )

Piper aduncum Linnaeus Folhas Hidrodestilacéo GC-MS Apiole (38,01) Repelente Mamood et al. (2017)

Curcuma longa L. Rizomas Destilacéo a _ _ Repelente Tawatsin et al. (2001)

Cymbopogon winterianus Jowitt Folhas vapor

Ocimum americanum Folhas
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Angelica sinensis (Oliv.) Diels. Rizoma e raiz Destilacéo a GC-MS 3-N-Butylphthalide (50,71) e Repelente Champakaew et al. (2015)
vapor Butylidenephthalide (25,81)
Litsea cubeba (Lour.) Persoon + Frutos Destilacdo em _ _ Repelente Noosidum et al. (2014)
Litsea salicifolia (Roxburgh ex Frutos agua
Nees) Hook. f.
Ruta chalepensis L. Partes aéreas Hidrodestilacéo GC 2-undecanona (43,2) e Repelente Ali et al. (2013)
(needles) GC-MS 2-nonanona (27,9)
Ocimum sanctum Folhas Hidrodestilacéo _ _ Repelente Lalthazuali e Mathew (2017)
Mentha piperita
Plectranthus amboinicus
Zingiber nimmonii (J. Graham) Rizomas Hidrodestilacdo GC-MS B-Caryophyllene (26,9) Repelente Govindarajan et al. (2016a)
Dalzell
Cananga odorata (Lamk.) Hook.f. & Flores Destilacdo de _ _ Adulticida e Soonwera (2015)
Thomson agua Repelente
Eucalyptus nitens Folhas Hidrodestilacdo GC-MS 1,8-cineole (22,88), p-cymene (22,46) Repelente Alvarez costa et al. (2017)
Alpinia zerumbet (Pers.) B.L.Burtt & Flores Hidrodestilacdo GC-FID Eucalyptol (25,1) e Repelente Kerdudo et al. (2017)
R.M.Sm. GC-MS  terpinen-4-ol (22,5)
Lippia pedunculosa Hayek Folhas Hidrodestilado GC-MS Piperitenone oxide (70,35 + 4,16) Repelente Nascimento et al. (2017)
GC-FID Limonene (25,10 + 3,50)
Petroselinum crispum (Mill.) AW. Fruta Destilacéo a GC-MS Timol (42,41), p-cimeno (27,71) e Adulticida Intirach et al. (2016)
Hill vapor y-terpineno (20,98)
Origanum scabrum Boiss.& Heldr. Folhas Hidrodestilacdo GC-MS Carvacrol (48,2) Adulticida e Govindarajan et al. (2016b)
Repelente
Croton tetradenius Folhas Hidrodestilacdo GC-MS Camphor (25,49) Adulticida Da Silva Carvalho et al.
GC-FID (2016)
1Zingiber officinalis IRizoma Destilacéo a _ _ Repelente Khandagle et al. (2011)
2Achyranthes aspera 2Folha e caule vapor
IRosmarinus officinalis L. 1Shoot Hidrodestilacdo _ _ Repelente Prajapati et al. (2005)
‘Cinnamomum zeylanicum L. “Casca
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'Cymbopogon citratus DC. Folhas e hastes  Destilacdo a _ _ Repelente Phasomkusolsil e Soonwera

Cymbopogon nardus L. *Folhas vapor (2011a)

’Ocimum basilicum L. *Folhas

*Syzygium aromaticum L. *Flores

Eucalyptus viminalis Labill Folhas Hidrodestilacdo _ _ Fumigante Lucia et al. (2009)

Chloroxylon swietenia DC. Folhas Hidrodestilacdo GC Geijerene (26,90) Adulticida Kiran e Devi (2007)
GC-MS

Melaleuca cajuputi Folhas Hidrodestilacdo _ _ Adulticida Bakar et al. (2012)

GC: Cromatografia Gasosa; MS: Espectrometria de Massa; GC-MS: Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas; GC-FID: Cromatografia Gasosa por
Detector de lonizagdo de Chama; SPME: Microextracao em fase sélida; TLC: Cromatografia em Camada Fina.
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O uso de OEs misturados tem sido apontado com acdo sinérgica para
potencializar o efeito repelente. Noosidum et al. (2014) demostraram que os OEs
derivados das espécies Litsea cubeba e Litsea salicifolia, quando misturados
proporcionaram um maior efeito repelente do que o uso de cada 6leo isolado. No estudo
realizado por Sritabutra et al. (2011) com OEs de oito espécies vegetais, mostrou que a
combinacdo do 6leo de Eucalyptus globulus e Ocimum basilicum apresentou o melhor
tempo de protecédo (98,87 + 10,28) min, para a atividade repelente contra Ae. aegypti.

Choochote et al. (2007) investigaram os OEs de dez espécies de plantas para
avaliar a repeléncia contra fémeas do Ae. aegypti em condicGes laboratoriais. O melhor
resultado foi da Zanthoxylum piperitum, que com o acréscimo de 10 % de vanilina
exibiu a maior capacidade de protecdo de 2,5 h (intervalo = 1-2,5 h). No entanto, nem
sempre a adicdo de vanilina em OEs possui a capacidade de aumentar a acdo repelente.
Thomas et al. (2009) relataram que mesmo com o acréscimo de 5 % de vanilina no 6leo
de Kunzea ambigua, o nivel de repeléncia contra Ae. aegypti foi inferior ao DEET ,
recomendando a ndo utilizacdo deste 6leo como repelentes, em regides predispostas a
doencas disseminadas por insetos.

O desenvolvimento de pesquisas para a producdo de inseticidas naturais a patir
da extracdo de OEs de plantas é de grande importancia no combate ao Ae. aegypti.
Tanto a acdo repelente quanto a adulticida destes compostos sdo alternativas

promissoras para proporcionar o controle e/ou protecdo frente a estes mosquitos.

4. Concluséao

As pesquisas por produtos naturais, extraidos de vegetais, para controlar o
mosquito Ae. aegypti € de valiosa importancia e requer cada vez mais estudos. O
conhecimento sobre novas substancias, oriundas de plantas, capazes de controlar
populacOes de Ae. aegypti € de suma importancia, uma vez que podera contribuir para
reducdo da propagacdo de doengas disseminadas pelo vetor. De acordo com o
levantamento bibliografico, as bioatividades de OEs frente ao Ae. aegypti, sugerem
propriedades, destes compostos, com agéo repelente e toxicidade em adultos. Portanto,
0s OEs obtidos a partir de espécies vegetais podem vir a se tornar alternativas

promissoras para o controle deste vetor.
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4.3 CAPITULO III - Manuscrito

Atividade larvicida de 6leos essenciais contra Aedes aegypti (Diptera: Culicidae)

Resumo

O mosquito Aedes aegypti é responsavel pela transmissdo de arboviroses, que
comprometem a saude publica. Para controlar este vetor, geralmente utiliza-se
inseticidas sintéticos, no entanto, o emprego dessas substancias podem desencadear
impactos ambientais, resisténcia por parte do vetor, e comprometer a salde humana. Na
busca por alternativas ao uso de produtos sintéticos, os Gleos essenciais (OES) sdo
apontados por muitos pesquisadores, como inseticidas naturais. Esta revisdo
bibliogréfica teve por objetivo levantar a literatura que aborda OEs com propriedades
larvicida contra Ae. aegypti. A partir de busca eletrdnica em bases de dados (Pubmed,
Science Direct e Scielo), abrangendo uma visdo geral sobre as espécies de plantas
usadas para obtencdo de OEs, partes dos vegetais utilizadas, métodos de extracéo,
técnicas analiticas, constituintes majoritarios e/ou secundario com maior percentual, e as
CLso responsaveis pela mortalidade larval. Apds andlise dos estudos, identificaram-se
plantas distribuidas em 30 familias, 71 géneros e 135 espécies, sendo que as familias
Lamiaceae, Myrtaceae, Piperaceae, Rutaceae e Euphorbiaceae, foram as que possuiram
0 maior numero de espécies com propriedades toxicas contra as larvas deste vetor.
Verificou-se também que sdo usadas praticamente todas as partes dos vegetais para
extracdo de OEs. Os principais métodos de extracdo identificados foram hidrodestilacao
e destilacdo por arraste de vapor. Tendo como principais técnicas analiticas CG-
MS/GC-FID. Revelando a composi¢cdo quimica, principalmente de compostos
terpénicos. Neste contexto, os OEs sdo alternativas promissoras para producdo de
inseticidas naturais, ecologicamente corretos e biodegradaveis, com potencial para

serem empregados em programas de controle de larvas do Ae. aegypt.

Palavras chaves: Aedes aegypti, 6leos essenciais, bioinseticidas, atividade larvicida.
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Introducéo

A dengue é uma arbovirose transmitida por fémeas infectadas do mosquito Ae.
aegipti, existem quatro soro-tipos do virus (1, 2, 3 e 4 DEN). Uma forma mais grave da
doenca, a dengue hemorragica, tornou-se uma das principais causas de hospitalizacéo e
morte entre criangas e adultos na maior parte dos paises da Asia e da América Latina
(Who, 2018). De acordo com a organizacdo mundial da satde (OMS), a dengue é um
dos principais problemas de satde publica, ocasionando cerca de 50 a 100 milhdes de
novos casos de infecgdes por ano (Who, 2012). Este mosquito também é responsavel
pela transmisséo de outras arboviroses como febre amarela urbana, chikungunya e zika
virus (Zhao et al., 2017)

Estas doencas se manifestam com maior ocorréncia em regides tropicais e
temperadas, onde ha condicdes climaticas favoraveis a reproducdo do mosquito. A qual
se desenvolve, geralmente quando a populacdo, gera criadouros artificiais como
garrafas, pneus descartaveis, vasos de planta, tanques de agua e qualquer outro
recipiente que possa acumular agua limpa e que facilitam o desenvolvimento da larva
do Ae. aegypti e consequentemente a disseminacdo do inseto (Carvalho et al., 2003;
Jansen e Beebe, 2010).

Existe uma constante preocupacdo, na busca por meios que controle este
mosquito, visando a reducdo da disseminacdo e propagacdo das doencas. Geralmente
utiliza-se produtos quimicos sintéticos. Sendo que, o emprego de substancias como
fenitrothion, temephos e malathion, consiste na principal medida utilizada pelos
programas de saude publica, para controle do Ae. aegypti (Furtado et al., 2005). No
entanto, o uso indiscriminado de substancias sintéticas tem causado resisténcia por parte
do vetor, além de apresentar toxicidade para 0 meio ambiente (Luna et al., 2004; Simas
et al., 2004; Beserra et al., 2007).

Esses problemas tém alertado e motivado muitos pesquisadores na busca por
produtos, para controle do vetor, que sejam mais seguros e biodegradaveis. Uma
alternativa apontada por varios estudiosos € o uso de produtos naturais, dentre 0s quais
estdo os Gleos essenciais (OEs) (Silva, 2006; Gomes et al., 2016).

Os OEs sao misturas complexas de substancias volateis, lipofilicas, odoriferas e
liquidas, obtidas de vegetais (Simdes et al., 2017). Produzidos por mais de 17.500
espécies de plantas aromaticas, pertencentes a algumas familias, entre as quais estdo

incluidas as Asteraceae, Lauraceae, Myrtaceae e Lamiaceae (Regnault-Roger et al.,
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2012). Quanto a composicdo, sdo formados principalmente por monoterpenos,
sesquiterpenos e fenilpropandides, metabolitos que conferem suas propriedades
organolépticas (Bizzo, Hovell e Resende, 2009).

Entre as propriedades bioldgicas exercidas pelos oleos volateis, destacam-se
atividades sedativas e ansioliticos, (Carvalho-Freitas e Costa, 2002), anti-inflamatorias
(Passos et al., 2007), antinociceptivas e antiespasmddicos, (de Pinho et al., 2012),
antimicrobianas, (de Araujo et al., 2004), e repelentes de insetos vetores (Sritabutra et
al., 2011; Lalthazuali e Mathew, 2016).

No que se refere as atividades inseticidas desempenhadas por produtos naturais,
especialmente contra Ae. aegypti, estudos relatam o potencial tdéxico dos OEs, contra
todos os estadios de desenvolvimento do vetor, ou seja, realizando atividades ovicida,
larvicida, pupicida e adulticida (de Lima et al., 2013; Aguiar et al., 2015; Soonwera,
2015; Soonwera e Phasomkusolsil, 2017).

Sabendo da importancia do controle desse vetor e baseado nas atividades
desempenhadas por compostos boténicos, esta revisao teve por objetivo realizar um
levantamento bibliografico dos estudos que tratam da acdo de OEs com propriedades
inseticidas, restringindo-se a atividade larvicida, contra 0 mosquito Ae. aegypti. Dando
énfase, a aspectos relacionados a espécies de plantas utilizadas para extracdo de OEs,
métodos de extracdo, técnicas cromatograficas, constituintes quimicos e as

concentracdes letais (CLsg) responsaveis pela mortalidade larval.

2. Metodologia

Esta revisdo de literatura sistematica integrativa foi realizada a partir de pesquisa
em bases de dados (Pubmed, Science Direct e Scielo), buscando estudos publicados
sobre a utilizacdo de OEs com atividade larvicida contra 0 mosquito Ae. aegypti, ao
longo de um periodo de 18 anos (janeiro de 2000 a margo de 2018). Os termos “Aedes
aegypti" e “dleo essencial” (combinados) foram usados como descritores. Foram
incluidos, nesta revisdo, estudos que descreviam as partes das plantas utilizadas para
extracdo do 0Oleo, métodos de extracdo e a CLsg. Foram excluidos os artigos que nédo
apresentavam as informacOes citadas anteriormente, bem como os estudos que
descreviam OEs com efeitos ovicida, pupicida, adulticida, repelente e também aqueles
que relatavam a obtencdo de OEs por meio de fornecedores comerciais. N&do foram

analisadas as pesquisas que apresentavam o objeto de estudo através de resumos,
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monografias, dissertacdes, e teses. Apds a analise dos estudos, estes foram organizados
em uma tabela, constando as informacdes relativas aos critérios de inclusdo e também

descricBes de técnicas analiticas e de constituintes quimicos presentes nos OEs.

3. Resultados e Discussao

A busca eletrénica foi realizada por dois revisores independentes (MAS e
MACS), a qual disponibilizou um total de 822 artigos, entretanto, apds uma triagem nos
bancos de dados, com aplicacéo dos critérios de inclusdo, e considerando que 0s artigos
listados em duas ou mais bases foram considerados apenas uma vez, deste total, foram
selecionados 100 artigos para serem analisados, visto que 0s demais ndo atenderam os
critérios de inclusdo. Excluiu-se artigos que nao relatavam OEs com acdo larvicida ou
gue ndo estavam dentro dos limites do periodo compreendido entre (janeiro de 2000 a
margo de 2018). Verificou-se que os estudos demonstraram o potencial de OEs contra
larvas de Ae. aegypti em diferentes estadios de desenvolvimento (Principalmente o Ill
estadio larval).

As pesquisas apresentam OEs extraidos de plantas de varias regides.
Considerando-se que, apds a analise dos estudos, identificou-se plantas distribuidas em
30 familias, 71 géneros e 135 espécies. Sendo que as familias Lamiaceae, Myrtaceae,
Piperaceae, Rutaceae e Euphorbiaceae foram as que possuiram o maior nimero de
espécies, com 17, 16, 11, 10, 10, respectivamente.

A Tabela 1 demostra as familias e espécies que foram relatadas nos artigos
selecionados. Enquanto, a Tabela 2, apresenta as partes das plantas que foram utilizadas
para realizar a extracdo dos OEs, os métodos de extracdo, as técnicas analiticas, 0s
constituintes quimicos majoritarios e/ou secundario com maior percentual, e os valores

das concentragdes letais (CLsp).

Tabela 1 — Familias, géneros e espécies de plantas citadas nesta revisao

Familias Espécies de plantas

Zingiberaceae Zingiber officinale L.,Zingiber officinale Roscoe., Zingiber nimmonii (J. Graham) Dalzell,
Zingiber cernuum, Alpinia purpurata, Alpinia speciosa K. Schum., Curcuma longa Linn,

Curcuma aromatica, Curcuma zedoaria Roscoe.

Lamiaceae Ocimum americanum L., Ocimum gratissimum L., Ocimum canum, Ocimum basilicum L.,
Origanum scabrum Boiss. & Heldr., Mentha x villosa Hudson, Mentha piperita L., Mentha

spicata (Linn.), Perilla frutescens (L.) Britt., Hyptis fruticosa Salzm, Hyptis pectinata Poit.,
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Hyptis martiusii Benth, Rosmarinus officinalis L., Salvia elegans Vahl, Salvia leucanta Cav

Salvia officinalis L, Vitex negundo L.

Piperaceae

Piper aduncum L., Piper aduncum Vell., Piper arboreum Aubl., Piper marginatum Jacq.,
Piper gaudichaudianum Kunth, Piper humaytanum Yunck, Piper hostmanianum (Mig.) C.
DC, Piper permucronatum Yunck, Piper corcovadensis (Miq.) C. DC, Piper klotzschianum
(Kunth) C. DC., Piper betle L.

Apiaceae

Petroselinum crispum (Mill.) AW. Hill, Apium graveolens, Angelica dahurica Benth. et
Hooker, Coriandrum sativum, Echinophora lamondiana B.Yildiz et Z.Bahcecioglu

Euphorbiaceae

Croton rhamnifolioides, Croton argyrophyllus, Croton argyrophylloide Muell, Croton
zehntneris Pax et Hoffm, Croton sonderianus Muell, Croton nepetaefolius Bail, Croton

heliotropiifolius Kunth, Croton pulegiodorus Baill., Croton regelianus, Croton tetradenius

Myrtaceae

Pimenta dioica Lindl, Psidium guajava L., Psidium myrsinites DC., Syzigium aromaticum
(L.) Merr. & Perry, Syzygium lanceolatum, Eucalyptus camaldulensis (Dehn), Eucalyptus
urophylla, Eucalyptus dunnii (Maiden), Eucalyptus gunnii (Hook), Eucalyptus grandis,
Eucalyptus tereticornis (Smith), Eucalyptus saligna (Smith), Eucalyptus nitens, Eucalyptus
citriodora (Hook.) K.D.Hill & L.A.S. Johnson, Eugenia piauhiensis Vellaff, Eugenia
triquetra O. Berg

Verbenaceae

Lippia sidoides Cham., Lippia gracilis Schauer, Lippia gracilis HBK ,Lippia origanoides
Kunth., Lippia multiflora, Lippia alba (Mill.) N.E.Br. ex Britton & P. Wilson, Lippia

pedunculosa Hayek

Asteraceae

Tagetes patula, Tagetes erecta, Tagetes lucida Cav, Tanacetum argenteum (Lam.) Willd.,
Artemisia absinthium, Blumea eriantha, Salmea scandens (L.) DC., Sphaeranthus indicus
Linn, Vanillosmopsis arborea Baker.

Rutaceae

Zanthoxylum armatum DC, Clausena dentata (Willd) M. Roam., Clausena anisata (Willd.)
Hook. f. ex Benth, Clausena excavata Burm. f., Chloroxylon swietenia DC., Citrus sinensis
(L.) Osbeck, Murraya exotica L., Ruta chalepensis L., Swinglea glutinosa (Blanco) Merr.,

Feronia limonia

Annonaceae

Guatteria hispida, G. blepharophylla, G. friesiana, Cananga odorata (Lam.) Hook.F &

Thomson

Siparunaceae

Siparuna guianensis Aubl., Siparuna camporum (Tul.) A. DC.

Cupressaceae Cupressus arizonica var glabra (Sudw.) Little, Cryptomeria japonica D. Don, Cunninghamia
konishii Hayata

Burseraceae Commiphora leptophloeos, Boswellia ovalifoliolata

Lauraceae Aniba duckei Kostermans, Cinnamomum osmophloeum Kaneh., Umbellularia californica

Poaceae Cymbopogon citratus (DC.) Stapf, Cymbopogon proximus, Cymbopogon flexuosus (Nees ex

Steud) Wats

Boraginaceae

Auxemma glazioviana Taub., Cordia leucomalloides, Cordia curassavica

Fabaceae Pterodon polygalaeflorus Benth, Copaifera multijuga Hayne, Acacia nil6tica
Araliaceae Dendropanax morbifera, Eleutherococcus senticosus (Rupr. & Maxim.) Maxim.
Meliaceae Guarea convergens, Guarea humaitensis, Guarea scabra, Guarea silvatica

Avristolochiaceae

Aristolochia trilobata, Asarum heterotropoides
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Pinaceae

Pinus sylvestris, Cryptomeria japonica D. Don

Cucurbitaceae

Coccinia grandis

Scrophulariaceae

Capraria biflora

Pinaceae

Pinus kesiya Royle ex. Gordon

Arecaceae

Syagrus coronata

Myristicaceae

Myristica fragrans Houtt

Liliaceae

Allium monanthum Maxim.

Amaranthaceae

Achyranthes aspera

Ranunculaceae

Nigella sativa L.

Polygonaceae

Polygonum hydropiper L.

3.1 Métodos de extracao de 6leos essenciais

Neste trabalho, verificou-se que sdo utilizadas praticamente todas as partes dos
vegetais para extracdo de Gleos volateis, onde as principais partes da planta utilizadas
foram as folhas, seguido pelos rizomas, caules, sementes e frutos.

Existem diferentes métodos de extracdo para separar 6leos volateis das diversas
partes que constituem o vegetal. Entre os quais destacam-se a enfloracéo, destilacéo por
hidrodestilacdo e arraste por vapor de dgua, prensagem a frio ou espremedura, extracao
com solventes e extracdo por fluido supercritico (Simdes et al., 2017). No estudo
realizado por Scheffer (1993) foram discutidas as vantagens e desvantagens de alguns
destes métodos.

Nesta revisdo verificou-se que a extracdo por hidrodestilacdo foi método mais
utilizado, seguida pelo processo de destilagdo por arraste a vapor. No processo de
hidrodestilacdo, o material vegetal fica em contato direto com a agua fervente. J& no
método de destilacdo por arraste a vapor, 0 material vegetal é colocado em uma placa
perfurada distante da agua, a qual € aquecida e uma fluxo de vapor atravessa o material,
ou seja, nesse processo ndo ha contato direto da planta com a agua em ebulicdo. Em
ambos 0s processos, a mistura dos vapores de agua e 6leo ao se condensar separa-se em

camadas por diferencas de densidade (Koketsu e Gongalves, 1991; Simdes et al., 2017).

3.2 Técnicas Cromatograficas

Para identificar os constituintes quimicos presentes nos OEs sdo utilizadas

técnicas analiticas. Nesta revisdo verificamos que as principais técnicas empregadas

65




foram a Cromatografia Gasosa (GC), Cromatografia Gasosa Acoplada a Espectrometria
de Massa (CG-MS) e Cromatografia Gasosa por Detector de lonizagdo de Chama (GC-
FID).

A cromatografia a gas é empregada para identificacdo, teste de pureza e
determinacédo quantitativa, sendo um método aplicado a substancias e seus derivados, 0s
quais se vaporizam sob as temperaturas utilizadas. Entre os detectores, 0s por ionizagéo
de chama (FID), sdo os mais usados, no entanto, conforme o objetivo da analise pode-se
utilizar outros detectores como: nitrogénio-fosforo, espectrometria de massas,
espectrometria no infravermelho com transformada de Fourier, condutividade térmica,
captura de elétrons, e outros (Brasil, 2010).

Neste trabalho verificou-se também que os compostos terpénicos foram os
constituintes mais expressivos, revelados na maioria das andlises quimicas. Estes
compostos constituem distintas classes estruturais e funcionais, sendo produzidos de
combinagbes de muitas unidades de base 5-carbono (Cs) denominados isopreno
(Bakkali et al., 2008).

Vale ressaltar que pode existir variagdo na revelacdo da composicdo dos
constituintes, pois existem pesquisas que apontam alguns fatores que podem influenciar
na qualidade, composicdo e rendimento de OEs. Entre estes fatores estdo a temperatura,
(Rocha; Ming; Marques, 2000), horario de colheita, (do Nascimento et al., 2006),
secagem, (Borsato, 2007), condicdes de armazenamento, (Guimaraes et al., 2008), e

entre outros.

3.3 Potencial larvicida de 6leos essenciais

As CLso dos OEs descritas na Tabela 2, demostram os valores das concentragdes
toxicas responsaveis por causar 50 % de mortalidade na populacdo das larvas de Ae.
aegypti. Como a OMS ndo estabeleceu um critério padrdo para designar a atividade
larvicida de produtos naturais, varios pesquisadores criaram critérios proprios para
evidenciar o potencial dos larvicidas de mosquitos derivados de produtos naturais. A
exemplo do estudo realizado por Kiran et al. (2006) no qual os compostos que exibiram
a concentracdo letal (CLsp <100 pg/mL), foram considerados com efeito larvicida
significativo. Ja Cheng et al. (2003) estabeleceram uma classificagdo em que o0s

compostos com CLso >100 pg/mL foram considerados ndo ativos, os com CLsy <100
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pg/mL ativos e aqueles com ClLsg <50 pg/mL foram considerados os larvicidas mais
potentes.

Baseado nos critérios de Cheng et al. (2003) e Kiran et al. (2006). Descrevemos
as CLsg com potencial larvicida, desde estudos que apresentaram alta toxicidade a
pesquisas que relatam baixa atividade larvicida, fornecendo uma visdo geral da
potencialidade dos 6leos volateis. Vale ressaltar que a CLso, pode variar de acordo com
0 tempo de exposi¢éo das larvas aos OEs, sendo que a maioria dos estudos relataram
tempos de exposicao de 24 h e 48 h para a realizacdo dos experimentos.

Entre os varios estudos analisados, pesquisas demonstraram que cultivares
diferentes da mesma espécie de planta, pode apresentar variacdo no potencial da
atividade larvicida. Mendes et al. (2017) investigaram o potencial larvicida do 6leo
essencial de 5 cultivares de Psidium guajava L. (SEC, C4, C6, PAL, PET) contra Ae.
aegypti. Os OEs apresentaram valores de CLsg variando de 39,48 a 64,25 nygmL ~' A
cultivar SEC foi a mais promissora, uma vez que apresentou a menor CLsy e também
um dos maiores rendimentos de 6leo (0,35 %) entre as cultivares.

No estudo realizado por Tabanca et al. (2015) avaliaram a atividade larvicida do
Oleo essencial de 2 cultivares de Perilla frutescens (verde e vermelha), o 6leo de perilla
verde apresentou atividade larvicida com valor de CLs (51,0 ppm), contra Ae. aegypti,
enquanto a perilla vermelha, na dose mais alta (125 ppm) demostrou letalidade para
apenas 60 % das larvas. Santos et al. (2012) investigaram a atividade larvicida do 6leo
essencial extraido das bracteas e eixos florais de duas variedades da espécie Alpinia
purpurata (vermelha e rosa) contra Ae. aegypti, resultando valores de CLs, de 80,7 ppm
e 71,5 ppm, respectivamente, demostrando que a variante A. purpurata (rosa)
apresentou a menor concentracao letal.

Outro fator que pode interferir na atividade larvicida, estd relacionado com a
idade da planta. Cheng et al. (2009) investigaram a acdo do Oleo essencial extraido das
folhas de Cryptomeria japonica em diferentes idades (58, 42 e 26 anos), e verificaram
que o Oleo de C. japonica de 58 anos, apresentou maior eficacia contra as formas

imaturas de Ae. aegypti.
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Tabela 2— Espécies de plantas e parte utilizadas, métodos de extracéo, técnicas analiticas, constituintes majoritarios/secundarios principais, CLs, e referéncias

Espécies Partes Métodos de Técnicas Constituintes majoritéarios /secundarios CLsy (ug/mL) Referéncias
utilizadas extragédo analiticas  principais (%)
Zingiber officinale Roscoe Rizomas Hidrodestilagéo GC-MS-IE-  a-zingibereno (27,14) 76,07 ug/mL Gomes et al. (2016)
lon trap
Piper aduncum L. Folhas Hidrodestilagéo GC-FID 1,8-cineole (53,9) 289,9 ug/mL Oliveira et al. (2013)
GC-MS
!Piper arboreum Aubl. Folhas Hidrodestilagéo GC-MS L Germacrene D (31,83) 155 pug/mL Santana et al. (2015)
2Piper marginatum Jacq. Bicyclogermacrene (21,40) 234 ng/mL
3Piper aduncum Vell. 2(E) -metil isoeugenol (27,08), 346 pg/mL
(E) -acetilo (23,98)
3(E) -isocroweacina (29,52) and Apiole (28,62)
Vitex negundo L. Folhas Hidrodestilagédo GC-MS 2R-  Acetoximetil-1,3,3-trimetil-4T-(3-metil-2- 77,35 pg/mL Balasubramani et al.
buten-1-il)-1-ciclo-hexano (27,199) (2017)
Myristica fragrans Houtt 1Folhas Destilacéo a GC-MS 'B-pineno (27,82) 133,8 pg/mL Carolina e Maman,
2Frutos vapor 2Croweacin (23,03) 2110,1 pg/mL (2016)
Croton argyrophyllus Folhas Hidrodestilagéo GC-MS Spathulenol (22,80) 0,31 pg/mL Cruz et al. (2017)
Vanillosmopsis arborea Baker Caule Hidrodestilacdo GC-MS Alfa-bisabolol 15900 pg/mL Furtado et al. (2005)
IGuatteria hispida, Folhas Hidrodestilagéo CG-FID 1B-Pinene (1F) (36,0), a-Pinene (1E) (31,0) and ‘85,74 ug/mL Aciole et al. (2011)
2G. blepharophylla GC-MS (E)-Caryophyllene (1G) (21,0) ’58,72 ug/mL
3G. friesiana NMR 2Caryophyllene oxide (1D) (70,0) %52,60 pg/mL
3B-Eudesmol (1B) (52,0) and y-Eudesmol (1C)
(24,0)
Siparuna guianensis Aubl. 1Folhas Hidrodestilagdo GC 'B-myrcene (79,71) 10,98a ug/mL Aguiar et al. (2015)
2Caule GC-MS 2B-myrcene (26,91) e 3-elemene (20,92) 21,76b pg/mL
3Frutas 32-Tridecanone (38,75) , 32,46¢ pg/mL
2-Undecanone (26,5)
Commiphora leptophloeos Folhas Hidrodestilagéo GC-MS a-Phellandrene (26,26 ) 99,4 pg/mL da Silva et al. (2015)
!Pimenta dioica Lindl 1Folhas Hidrodestilagéo CG-MS _ 11395042110 Pereira et al. (2014)
2Aniba duckei Kostermans 2Galhos pg/mL
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Mentha piperita L. Folhas Hidrodestilagao GC-MS Linalool (51,8) 367,6 ng/mL Da Silva Ramos et al.
(2017)
'Eugenia piauhiensis Vellaff. Folhas Hidrodestilagéo GC-MS ty-Elemene (17,48) 1230 pg/mL Dias et al. (2015)
2Psidium myrsinites DC. 2 (E)-B-Caryophyllene (26,05), 2292 pg/mL
3Siparuna camporum (Tul.) A. DC. a-Humulene (23, 92) 3251 pg/mL
“Lippia gracilis Schauer 3 y-Patchoulene (28,63) #282 pg/mL
*1,8-Cineole (56,16)
Capraria biflora Folhas Hidrodestilacédo CG-MS a-humuleno (43,07) , 73,39 ug/mL Souza et al. (2012)
CG-FID. trans-cariofileno (31,11)
Auxemma glazioviana Taub. Caule Hidrodestilagéo CG-MS a-bisabolol (46,38) e a-cadinol (21,03) 2,98 pg/mL Costa et al. (2002)
Pterodon polygalaeflorus Benth Frutos Hidrodestilagéo Shimadzu B-cariofileno 134,9040,25 Pimenta et al. (2006)
gas pug/mL
chromato-
graph
1Syzigium aromaticum (L.) Merr. & !Botbes Hidrodestilagéo GC-MS 'Eugenol (80,8) 121,4 pg/mL Costa et al. (2005)
Perry floriferos 2Timol (43,5), a-Felandreno (22,4) 219,5 pg/mL
2Lippia sidoides Cham. 2Folhas %1,8-Cineol (24,3%), 6-3-Careno (22,5) 318,2 pg/mL
3Hyptis martiusii Benth 3Folhas
!Cordia leucomalloides Folhas Hidrodestilagéo GC-MS 13-cadineno (17,4) 163,1 pg/mL Santos et al. (2006)
2Cordia curassavica GC-FID 2g-pineno (20,5) 297,7 pg/mL
Copaifera multijuga Hayne Oléo resina Destilacédo GC-MS B-caryophyllene (57,1) 18 pg/mL Trindade et al. (2013)
Coccinia grandis Folhas Destilacédo GC,GC-MS n-Eicosano (30,04), 48,20 pg/mL Mohammed et al.
hidrelétrica n-tetracosano (39,18) (2017)
1Ocimum americanum L. Folhas e Ramos  Destilacéo GC-MS 1E-Methyl-Cinnamate (70,9) 167 pg/mL Cavalcanti et al.
2Qcimum gratissimum L. vapor 2Eugenol (43,7) e 1,8-Cineole (32,7) 260 pug/mL (2004)
1Syzygium aromaticum 1Brotos Hidrodestilagédo GC-MS 1Eugenol (80,5), 192,56 ug/mL Fayemiwo et al
2Pinus sylvestris Zagulhas 23-Cyclohexene-1-methanol - alpha. alpha.4- 2100.39 pg/mL (2014)
trimethyl (27,17)
Mentha x villosa Hudson Folhas Destilacéo GC-MS Rotundifolone (70,96) 45,0 pg/mL Lima et al. (2014)
vapor
Syagrus coronata Sementes Hidrodestilagdo GC-MS Acido octandico (40,55), 21,07 pg/mL Santos et al. (2017)

acido dodecanoico (40,48)
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Psidium guajava L. Folhas Hidrodestilagéo GC-FID (E)-Caryophyllene (26,6) 39,48 ng/mL Mendes et al. (2017)
(cultivar SEC) GC-MS

Folhas Hidrodestilagéo GC-FID Carvacrol (48,31) 187,3+0,9 pg/mL.  Mar et al. (2018)
Lippia origanoides Kunth. GC-MS

Flores Hidrodestilagéo GC-MS y-elemeno (18,59) 62,32 pg/mL Chung et al. (2009)
Dendropanax morbifera

Folhas Hidrodestilacédo GC-MS Sabineno (21,27) 140,2 pg/mL Rajkumar e
Clausena dentata (Willd) M. Roam. Jebanesan, (2010)

Folhas Hidrodestilagédo GC-MS B-Pinene (38,9), a-Pinene (21,8) 57 pg/mL Govindarajan et al.
Pinus kesiya Royle ex. Gordon (2016)

Folhas Destilacdo a GC Limonene (13,6) 13,57 pg/mL Dharmagadda et al.
Tagetes patula vapor GC-MS (2005)
Salmea scandens (L.) DC. Casca do caule Hidrodestilagéo GC N-Isobutyl-(2E,4E,82,10Z)- 0,3 pg/mL Villa-Ruano et al.

GC-MS dodecatetraenamide (22,5) (2015)
Perilla  frutescens (L.) Britt. Partes aéreas hidrodestilacdo GC-FID Perilla aldehyde (48,4) 51,0 pg/mL Tabanca et al. (2015)
(cultivar verde) GC-MS
'Eucalyptus camaldulensis Folhas Hidrodestilagéo GC-FID la-Pinene (22,52), a-Phellandrene (20,08), 131,0 pg/mL Cheng et al. (2009)
2Eucalyptus urophylla GC-MS p-Cymene (21,69) 295,5 pg/mL
21,8-Cineole (58,34)
Clausena anisata (Willd.) Hook. f. Folhas Hidrodestilacéo GC-MS B-pineno (32,8), sabineno (28,3) 130,19 pg/mL Govindarajan, (2010)
ex Benth
'Alpinia purpurata (variante red) Brécteas e eixos Hidrodestilacdo GC-MS B-cariofileno (18,26) 180,7 pg/mL Santos et al. (2012)
2Alpinia purpurata (variante pink) florais 2B-pineno (26, 56) 71,5 ug/mL
'Piper permucronatum Yunck Folhas Destilacdo a GC Dillapiol (54,70), Miristicina (25,61) 136 pg/mL de Morais et al.
2Piper hostmanianum (Miq.) C. DC vapor GC-MS 2Asaricina (27,37), Miristicina (20,26) 254 pg/mL (2007)
’Piper gaudichaudianum Kunth 3\/iridif|oro| (27,50) 121 pg/mL
*Piper humaytanum Yunck *Oxido de cariofileno (16,63) 156 pug/mL
Cryptomeria japonica D. Don Folhas Hidrodestilagéo GC-MS 16-Kaurene (20,44) 28,4 pg/mL Cheng et al. (2009)
(58anos)
Aristolochia trilobata Caules Hidrodestilagéo GC-MS Acetato de sulfato (25,64), 97,38 pg/mL Silva et al. (2018)
FID Limoneno (24,80)
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Piper marginatum Jacq. Folhas, Hidrodestilagéo GC Y(Z)-Asarone (30,4) 23,8£0,4 ug/mL.  Autran et al. (2009)
;Cfﬁ”es . GC-MsS 2patchouli alcohol (25,7), (E)-Asarone (32,6) iggfgg “g;m]]:
nflorescéncias 910,
3patchouli alcohol (23,4), (E)-Asarone (22,1) Hem
Piper corcovadensis (Mig.) C. DC Folhas Hidrodestilacédo GC,GC-MS  1-butil-3,4-metilenodioxibenzeno (30,62) 30,52 pg/mL da Silva et al. (2016)
GC-FID
Madeira Hidrodestil¢do GC-FID !Cedrol (53,03), a -pineno (25,57) 185,7 pg/mL Cheng et al. (2013)
Cunninghamia konishii Hayata 2Folha GC-MS 20, -pineno (34,89) %91,7 ug/mL
'Hyptis fruticosa Salzm Folhas Destilacéo de GC-MS 11,8-Cineole (15,79) 1502 pg/mL Silva et al. (2008)
Hyptis pectinata Poit. agua 2B-Caryophyllene(40,90) 2366 pg/mL
3Lippia gracilis HBK Caryophyllene oxide (38,05) %08 ng/mL
3 Carvacrol (44,43)
Piper klotzschianum (Kunth) C. DC.  'Raizes Hidrodestilacéo GC-FID 1 1-Butyl-3,4-methylenedioxybenzene (96,19+ 110,0 pg/mL do Nascimento et al.
‘Sementes GC-MS 0,01) 213,27ug/mL (2013)
21-Butyl-3,4-methylenedioxybenzene (36,92)
Cupressus arizonica var. glabra Cones Hidrodestilagéo GC a-pineno (68,5) 33,7 pg/mL Ali et al. (2013)
(Sudw.) Little femininos GC-MS
ICroton zehntneris Pax et Hoffm Folhas Destilagéo a GC-MS Ttrans-Anethole (91,29) 126,2 pg/mL de Lima et al. (2013)
2Croton sonderianus Muell vapor 2Spathulenol (38,32) 254,5 pg/mL
3Croton nepetaefolius Bail 3Methyleugenol (44,34) 366,4 pg/mL
*Croton argyrophylloide Muell *B-trans-Guaiene (37,51) 94,6 ng/mL
Folhas Destilacédo GC Estragole (34,69) e B-pineno (23,59) 11,59 pg/mL Senthilkumar et al.
Feronia limonia hidrelétrica GC-MS (2013)
Syzygium aromaticum Material vegetal Hidrodestilacdo GC-MS Eugenol (80,50) 62,3 pg/mL Barbosa et al. (2012)
seco GC-FID
Coriandrum sativum Sementes Hidrodestilagéo GC-MS Linalol (55,09) 21,55 pg/mL Chung et al. (2012)
Mentha spicata (Linn.) Folhas Hidrodestilagdo GC-MS Carvona (48,60), cis-carveol (21,30) 56,08 png/mL Govindarajan et al.
(2012)
"Mentha piperita L. Folhas Hidrodestilacao _ _ 147 54 ug/mL Kalaivani et al.
2Ocimum basilicum L. *Folhas ?148,5 pg/mL (2012)
3Curcuma longa L. *Rizomas %115,6 pg/mL
*Zingiber officinale L. ‘Rizomas *40,5 pg/mL
Tagetes erecta Folhas e caules  Hidrodestilagdo GC-MS Piperitona (45,72) 79,78 pg/mL Marques et al. (2011)
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Apium graveolens Folhas Hidrodestilagéo GC-MS 4'-Chloro-4,4-dimethyl-3- 59,32 pg/mL Nagella et al. (2012)
(1-imidazolyl)-valerophenone (19,90)
Coriandrum sativum tFolhas Hidrodestilagéo GC-MS Ciclododecanol (23,11) 126,93 pg/mL Chung et al. (2012)
2hastes 2phytol (61,86) 229,39 p/g/mL
Angelica dahurica Benth. et Hooker  Folhas Hidrodestilagéo _ _ 43,12 ng/mL Chung et al. (2012)
Allium monanthum Maxim. Hastes Hidrodestilagéo GC-MS Trissulfureto de dimetilo (23,21) 23,14 pg/mL Moon, (2011)
!Guarea convergens 'Ramos Hidrodestilagéo GC-MS tAlfa-santaleno (26,26) 1145,1 pg/mL Magalhdes et al.
2Guarea humaitensis 2Ramos 2Epdxido de cariofileno (40,91) 248,6 pg/mL (2010)
3Guarea scabra 3Folhas 3Cis-cariofileno (33,37) 298,6 pg/mL
*Guarea silvatica *Folhas *Epoxido de cariofileno (36,54) *117,8 pg/mL
1Croton heliotropiifolius Kunth Folhas Hidrodestilacéo GC 1Beta-cariofileno (35,82) 544 pg/mL Doria et al. (2010)
2Croton pulegiodorus Baill. GC-MS 2Beta-cariofileno (20,96) 2159 pg/mL
GC-FID
Eugenia triquetra O. Berg Folhas Hidrodestilagédo GC-MS Linalol (17,5), limoneno (16,9) 64,8+5,6 pg/mL Mora et al. (2010)
Asarum heterotropoides Raiz Destilagéo a GC Safrole (20,31), Methyleugenol (20,63) 23,82 ng/mL Perumalsamy et al.
vapor GC-MS (2009)
Piper aduncum Folhas e galhos  Hidrodestilacdo GC Dillapiole (86,9) 54,5 pg/mL de Almeida et al.
GC- MS (2009)
Clausena excavata Burm. f., 1Folhas Hidrodestilagédo GC-FID 1Safrole (75,85) 137,1 pg/mL Cheng et al. (2009)
2Galhos GC-MS 2Safrole (65,80) 240,1 pg/mL
Croton regelianus ‘Folha Hidrodestilagédo GC-MS "P-cimeno (22,3) 66,74 pg/mL Torres et al. (2008)
“Folha GC-FID “Ascaridole (33,9), p-cimeno (21,6) 24,22 ug/mL
Eucalyptus grandis Folhas Hidrodestilagéo GC-MS a-pinene (52,71) 32,4 pg/mL Lucia et al. (2007)
Zanthoxylum armatum DC Sementes Hidrodestilagéo GC Linalool (57) 54 pg/mL Tiwary et al. (2007)
GC-MS
!Alpinia speciosa K. Schum. Folhas Hidrodestilagéo GC-MS Eucaliptol (19,80) 10,94 pg/mL Freitas et al. (2010)
Cymbopogon citratus (DC.) Stapf 23 7-dimetiloct-2,6-dienal (36,05), 20,28 pg/mL
3Rosmarinus officinalis L. a-citral (49,10) 81,18 pg/mL
®Canfora (37,60), eucaliptol (20,25)
Curcuma zedoaria Roscoe Rizoma Destilacdo a GC-MS B-tumerona (19,88) 33,45 ug/mL Champakaew et al.
vapor (2007)
Chloroxylon swietenia DC IFolhas Hidrodestilagao GC 1Geijerene (26,90) 116,5 pg/mL Kiran et al. (2006)
2Caules GC-MS 2Geijerene (17,68) 220,4 pg/mL

72




Curcuma aromatica Rizomas Destilacéo a GC-MS Curcumene (25,71), 1H-3a, 7-methanoazulene 36,30 pg/mL Choochote et al.
vapor (30,02) (2005)
Zingiber cernuum Rizomas Hidrodestilagéo GC Trans-caryophyllene (31, 8) 44,88 ng/mL Rajeswary et al.
GC-MS (2017)
Sphaeranthus indicus Linn Folhas Destilagéo a GC-MS 3,5-di-tercbutil-4-hidroxibenzaldeido (24,9), 140 pg/mL Chellappandian et al.
vapor benzeno, 2- (1,1-dimetiletil) -1,4-dimetoxi (2018)
(22,54).
Boswellia ovalifoliolata Folhas Hidrodestilagédo GC-MS B-Pinene (21,5) 66,24 pg/mL Benelli et al. (2017)
1Cymbopogon proximus Folhas Hidrodestilacédo _ 171,8 pg/mL Bassole et al. (2003)
2Lippia multiflora 253,5 pg/mL
30cimum canum 3258,5 pg/mL
Cinnamomum osmophloeum Kaneh.  'Folhas Hidrodestilagéo GC-MS Trans-cinnamaldehyde (85,32) 136 pg/mL Cheng et al. (2004)
’Folhas “trans-cinnamaldehyde(50,93), cinnamyl 244 yug/mL
acetate (28,48)
Cryptomeria japonica D. Don IFolhas Destilacdo de _ 137,6 pg/mL Cheng et al. (2003)
2Cascas agua 248,1 ug/mL
Nigella sativa L. Sementes Hidrodestilacéo GC Thymol (19,13) 99,9 ug/mL Raj et al. (2015)
GC-MS
Murraya exotica L. Folhas Hidrodestilagéo GC B-humuleno (40,62), benzoato de benzila 35,8 ug/mL Krishnamoorthy et al.
GC-MS (23,96) (2015)
Salvia elegans Vahl Partes aéreas Hidrodestilacéo GC-FID Borneol (17,4) 114,4 png/mL Ali et al. (2015)
2Salvia leucanta Cav GC-MS 2Caryophyllene oxide (13,5) 229,5 pg/mL
3Salvia officinalis L. 3a-thujone (25,8), viridiflorol (20,4) 356,9 ug/mL
Polygonum hydropiper L. Folhas Destilacdo a GC-MS Acetic acid (36,03), n-propyl acetate (20,67), 190,72 pg/mL Maheswaran e
vapor confertifolin (6,6,9a-trimethyl-4, Ignacimuthu, (2015)
5,5a,6,7,8,9,9a-octahydronaphtho[1,2-c] furan-3
(1H)-one (22,91)
Croton rhamnifolioides Folhas Hidrodestilagéo GC-MS Sesquicineole (16,79) 122,3 pg/mL Santos et al. (2014)
Tanacetum argenteum (Lam.) Partes aéreas Destilacdo em GC . -pineno (67,9) 93,34 pg/mL Ali et al. (2014)
Willd. subsp. argenteum (Lam.) agua GC-MS
Citrus paradisi Macf Cascas do fruto  Destilagdo a GC-MS Ocimene (52,04) 180,46 pg/mL Ivoke et al. (2013)
vapor
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"Tagetes lucida Cav Folhas Hidrodestilagéo GC-MS !Methyl chavicol (92,1) 166,27 ng/mL Vera et al. (2014)
“Lippia alba (Mill.) N.E.Br. “Carvone (38,3), Limonene (31,8) 244,26 pg/mL
ex Britton & P. Wilson *Carvacrol (32,3) 353,37 pg/mL
’Lippia origanoides Kunth *Citronellal (49,3) 71,22 pg/mL
*Eucalyptus citriodora (Hook.) *Neral (29,0),Geranial (26,0), °123,30 pg/mL
K.D.Hill & L.A.S. Johnson B-Myrcene(20,2) 17,16 pg/mL
>Cymbopogon citratus (DC.) ®Geranial (37,5), Neral (28,2) 720,61 pg/mL
Stapf "Limonene (71,3) #5,71 pg/mL
®Cymbopogon flexuosus 83-Pinene piperitenone (49,6) 952,96 pg/mL
(Nees ex Steud) Wats °Benzyl acetate (18,2)
"Citrus sinensis Osbeck
SSwinglea glutinosa (Blanco)Merr.
®Cananga odorata (Lam.) Hook.
F & Thomson
Ruta chalepensis L. Partes aéreas Hidrodestilacéo GC,GC-MS  2-undecanona (43,2), 22,2 ng/mL Ali et al. (2013)
(needles) 2-nonanona (27,9)
Umbellularia californica Folhas Destilacdo em GC-MS Umbellulone (36,7) 52,6 pg/mL Tabanca et al. (2013)
agua
Folhas Hidrodestilagéo GC,GC-MS  (4E,62)-allo-ocimene (12,8) 44,82 png/mL Benelli et al. (2017)
Blumea eriantha
Zingiber nimmonii Rizomas Hidrodestilagédo GC-MS B-Caryophyllene (26,9) 44,46 ng/mL Govindarajan et al.
(J. Graham) Dalzell (2016)
Echinophora lamondiana Folhas Destilacdo de GC- FID 3-3-carene (75,0) 138,3 pg/mL Ali et al. (2015)
B.Yildiz et Z.Bahcecioglu agua GC -MS
Acacia nilotica Sementes Hidrodestilagdo GC-MS Hexadecano (18,440) 3,174 ug/mL Vivekanandhan et al.
(2018)
Eucalyptus nitens Folhas Hidrodestilagdo GC-MS 1,8-cineole(22,88), p-cymene (22,46) 52,83 pg/mL Alvarez costa et al.
(2017)
Syzygium lanceolatum Folhas Hidrodestilagéo GC,GC-MS  Phenyl propanal (18,3) 55,11 pg/mL Benelli et al. (2017)
Lippia pedunculosa Hayek Folhas Hidrodestilagéo CG-MS Piperitenone oxide (70,35 * 4,16) 58,0 pg/mL Nascimento et al.
FID Limonene (25,10 + 3,50) (2017)
Petroselinum crispum Fruta Destilacdo a GC-MS Timol (42,41), p-cimeno (27,71) e 43,22 ng/mL Intirach et al. (2016)
(Mill.) AW Hill vapor y-terpineno ( 20,98)
Artemisia absinthium Folhas Hidrodestilagdo GC,GC-MS (E) -p-farneseno (31,6), 46,33 ug/mL Govindarajan e

(2) -B-ocimeno (27,8)

Benelli, (2016)
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Origanum scabrum Boiss.& Heldr. Folhas Hidrodestilagéo GC-MS Carvacrol (48,2) 67,13 pg/mL Govindarajan et al.
(2016)

1Syzygium aromaticum (L.) Merr Brotos Hidrodestilagéo GC-MS 'Eugenol (65,99), B- aryophyllene(28,32) 192,97 pg/mL Araujo et al. (2016)

2Citrus sinensis (L.) Osbeck Casca de Frutos FID 2Limonene (91,88) 213,70 pg/mL

Croton tetradenius Folhas Hidrodestilacédo CG-MS Camphor (25,49) 0,00152 pg/mL da Silva Carvalho et

FID al. (2016)
Piper betle L. Folhas Destilacdo a _ _ 0,64 pg/mL Vasantha-Srinivasan
vapor etal. (2017)

Eleutherococcus senticosus Folhas Hidrodestilagéo GC-MS a-Bisabolol (26,46) 28,23 pg/mL Zhai et al. (2017)

(Rupr. & Maxim.) Maxim.

1Zingiber officinalis 1Rizoma Destilacédo a _ _ 1154 pg/mL Khandagle et al.

2Achyranthes aspera 2Folha e caule vapor 761 e 668 ug/mL  (2011)

1Eucalyptus dunnii (Maiden) Folhas Hidrodestilagéo GC-MS 11,8-Cineole (48,48) 125,23 pg/mL Lucia et al. (2008)

2Eucalyptus gunnii (Hook)
3Eucalyptus tereticornis (Smith)
*Eucalyptus camaldulensis (Dehn)
*Eucalyptus saligna (Smith)

21,8-Cineole (17,95)

31,8-Cineole (63,04), a-Pinene (22,80)
*1,8-Cineole (49,65), a-Pinene (30,65)
®1,8-Cineole (34,02), p-Cymene (21,25),
y-Terpinene(20,13)

221,13 pg/mL
822,14 pg/mL
%26,75 pg/mL
°22,16 pg/mL

Legenda

FID: Detector de ionizacdo de Chama; GC: Cromatografia Gasosa; MS: Espectrometria de Massa; GC-MS: Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas; GC-
FID: Cromatografia Gasosa por Detector de lonizagao de Chama; GC-MS-IE-lon trap: Cromatografia acoplada ao espectrometro de massas por impacto de elétrons e analisador
de armadilha de ions; NMR: Ressonancia magnética nuclear; SPME: Microextracéo em fase solida.
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A literatura também relata o uso de nanoemulsdes contendo OEs e/ou
constituintes quimicos isolados contra Ae. aegypti. No estudo desenvolvido por Duarte
muriet al. (2015) com uma nanoemulsdo do éleo das folhas de Rosmarinus officinalis
(Lamiaceae), observou-se niveis de mortalidade frente as larvas do mosquito na
concentracdo de 250 ppm , ap06s 24 h (80 £ 10 %) e 48 h (90 = 10 %).

Botas et al. (2017) utilizaram o Oleo essencial das folhas de Baccharis
reticularia e seu principal composto o D-limoneno (25,7 %) para produzir formulagdes
de nanoemulcdes, as quais apresentaram propriedades larvicidas contra o vetor. Com
valores estimados de CLso de 144,68 pug/mL™ e 81,19 pug/mL™, respectivamente, apés
48 h de exposicdo. Outros estudos também apontam o uso de nanoemulsdes de
compostos derivados de diferentes espécies de plantas, com propriedades larvicidas
frente ao mosquito da dengue (Balasubramani et al., 2017; Jesus et al., 2017).

Para potencializar a acdo tdxica de compostos botanicos, pesquisas descrevem
que o uso de OEs misturados pode conferir acdo sinérgica ou aditiva na atividade
inseticida (Noosidum et al., 2014; Benelli et al.,2017; Intirach et al., 2012). No estudo
feito por Muturi et al. (2017) a combinacdo dos OEs de Leptospermum scoparium +
Origanum vulgare, mostraram uma interacdo sinérgica, com potencial téxico frente

larvas de Ae. aegypti.
3.4 Atividade larvicida de constituintes quimicos

Os componentes de um o6leo essencial comumente variam de 20 a 200, que
conforme a sua concentracdo na mistura, podem ser chamados de constituintes
majoritarios, quando apresenta (de 20 a 95 %), constituintes secundarios (1 a 20 %) e
componentes — traco (inferior a 1 %) (Simbes et al., 2017). Na Tabela 2, esta
representado 0s componentes majoritarios, porém quando os OEs ndo eram dotados de
constituintes majoritarios, descrevemos o secundario de maior percentual.

Vaérios estudos relatam o uso de componentes quimicos, derivados de plantas,
com propriedades inseticidas (Silva et al., 2008; Torres et al., 2008; Rocha et al., 2015).
No estudo realizado por Govindarajan (2010) avaliou-se a atividade larvicida dos
principais componentes extraidos do oleo essencial de Clausena anisata (Sabinene, -
Pinene, Linalool, Estragole e Germacrene - D) os quais apresentaram valores de CLs, de
21,20; 27,69; 38,64; 12,70; 18,76 ppm, respectivamente, demostrando potencial

inseticida contra as larvas de Ae. aegypti.
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A toxicidade do 6leo volatil, nem sempre, estd relacionada a seu componente
majoritario, uma vez que seus demais constituintes podem agir sinergicamente. A
exemplo do estudo realizado por Gomes et al. (2016) os quais evidenciaram a atividade
larvicida do 6leo essencial de Zingiber officinale, onde o constituinte a-zingibereno,
apesar de estar presente em maior percentual (27,14 %), o efeito tdxico do 6leo nédo
pode ser conferido apenas a esse composto, pois 0s demais componentes podem agir na
atividade larvicida. Doria et al. (2010) também demonstraram a acdo sinérgica dos
componentes menores dos OEs de Croton heliotropiifolius e Croton pulegiodorus, uma
vez que os Oleos apresentaram maior atividade larvicida do que o [-cariofileno,
principal constituinte de ambas as espécies.

Pesquisas apontam que os grupos funcionais dos compostos quimicos também
podem interferir na atividade larvicida. No estudo realizado por Lucia et al. (2013)
avaliou-se a toxicidade de 6 componentes com diferentes grupos funcionais, o o-
terpineol, 4-terpineol e 1,8-cineol (monoterpenos oxigenados) e y-terpineno, p-cimeno e
a-cineol (hidrocarbonetos terpénicos) contra larvas de Ae. aegypti, revelando maior
efeito larvicida aos componentes agrupados como hidrocarbonetos terpénicos. De
Morais et al. (2007) testaram a atividade larvicida do 6leo volatil de quatro espécie
Piper frente ao culicideo, onde os 6leos de P. permucronatum e P. hostmanianum por
possuirem o maior de teor de arilpropandides foram os mais ativos.

Kumar et al. (2014) investigaram a atividade larvicida do 6leo essencial extraido
das sementes de Apium graveolens contra o IV estadio do Ae. aegypti, resultando em
uma LCso de 16,10 ppm apds uma exposicdo de 24 h. A presenca de flavondides,
lactonas e terpendides como 0s principais constituintes, revelados na anélise fitoquimica
qualitativa do 6leo, foi sugerida como o provavel papel dos efeitos tdxicos. O estudo
feito por Nagella et al. (2012) também demostrou o potencial toxico do éleo de A.
graveolens frente as larvas do vetor, com valor de CLsy de 59,32 ppm ap6s 0 mesmo
periodo de exposicdo, no entanto, o produto volatil foi extraido das folhas da planta.

A toxicidade de componentes quimicos frente as larvas do vetor, além do
potencial letal, pode desencadear alteracdes morfologicas. Fujiwara et al. (2017)
observaram a atividade larvicida dos composto (cinamato de metila, linalol e ambos
combinados), as larvas quando expostas, apresentaram alteracdes morfologicas, com
danos no intestino médio e sistema traqueal de inundag&o, dificultando a sobrevivéncia

e o0 desenvolvimento dos estadios larvais.
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3.5 Teste de compostos volateis, oriundos de Plantas, em organismos néo alvo.

A literatura retrata que varios estudos desenvolvem testes de toxicidade em
organismos ndo alvos, com OEs e/ou constituintes quimicos isolados de plantas.
Govindarajan et al. (2016) avaliaram a toxicidade aguda, do 6leo essencial do rizoma de
Zingiber nimmonii contra larvas de trés espécies de mosquitos vetores Anopheles
stephensi, Ae. aegypti e Culex quinquefasciatus, obteve-se valores de CLsy de 41,19,
44,46 e 48,26 ng/mL, respectivamente. Estes autores, ao realizar ensaios com
organismos aquaticos ndo alvo (Diplonychus indicus e Gambusia affinis), o 6leo
essencial foi mais seguro com CLsg de 3241,53 ¢ 9250,12 pg/mL, respectivamente.

No estudo realizado por Benelli et al. (2017) o 6leo volatel de Blumea eriantha e
seus principais constituintes (4E,6Z)-allo-ocimene, carvotanacetone e acetato de
dodecilo, apresentaram toxicidade contra larvas de Ae. aegypti. Ao avaliar estes
compostos em organismos ndo alvo, predadores aquéaticos de larvas de mosquito
(Anisops bouvieri, Diplonychus indicus, Poecilia reticulata, Gambusia affinis),
demostraram valores de LCsp variando de 519 a 11.431 pg/ mL. Park et al. (2011)
indicaram que OEs das espécies Melaleuca linariifolia, Melaleuca dissitiflora,
Melaleuca quinquenervia, Eucalyptus globulus (Myrtaceae), exibiram efeitos toxicos
contra larvas de Ae. aegypti, e quando foram testados contra o crustdceo Daphnia
magna, demostraram atividade minima no ecossistema aquatico e apresentaram baixos
residuos na agua em relacdo aos larvicidas sintéticos.

Cruz et al. (2017) avaliaram a toxicidade aguda do 6leo essencial das folhas de
Croton argyrophyllus em larvas de Ae. aegypti (11l e IV estadios) e também contra a
fémea adulta Mus musculus (camundongo). Seus experimentos mostraram efeitos
toxicos sobre as larvas do vetor nas concentracBes avaliadas, as quais foram inferiores
as necessarias para provocar toxicidade aguda no rato comum. Outros estudos também
apontam os OEs e/ou componentes quimicos isolados, como promissores larvicidas ndo
prejudiciais ao meio ambiente, contra artropodes vetores, com avalicdo previa de
toxicidade, contra organismos aquaticos, mamiferos e o meio ambiente, prevendo a

seguranca para a sua utilizacdo (Govindarajan e Benelli, 2016; Fujiwara et al., 2017).
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4. Concluséao

Os OEs oriundos de plantas apresentam constituintes quimicos que demostram
propriedades toxicas contra Ae. aegypti, € ao contrario das substancias sintéticas, sao
assinalados como produtos seguros, biodegradaveis e ecologicamente corretos.
Demonstrando serem produtos promissores para utilizagdo em programas de controle de
larvas de Ae. aegypti. A partir deste levantamento bibliografico verificou-se que s&o
utilizadas praticamente todas as partes das plantas para obtencdo de 6leos, onde a folha
dos vegetais foi a principal parte usada para extracdo. Tendo como principal método de
extracdo a hidrodestilagdo, seguida pelo processo de destilagdo por arraste a vapor.
Observou-se também que as principais técnicas analiticas empregadas para identificagdo
dos constituintes quimicos presentes nos OEs foram a GC, GC-MS e GC-FID,

revelando principalmente compostos terpénicos.
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5. CONCLUSOES

Nos ensaios de toxicidade do metil eugenol contra D. melanogaster, 0s
resultados mostraram que o composto proporcionou uma eficaz toxicidade contra a
mosca das frutas, comprometendo também a sua atividade locomotora. Apresentando
potencial promissor para o desenvolvimento de inseticida natural, podendo ser uma
alternativa a substituicdo de pesticidas sintéticos no controle de pragas agricolas.

Nos testes de eletrofisiologia em bronguiolos de Sus scrofa domesticus, 0s
resultados mostraram que tanto na via do KCI como na da ACh, o metil eugenol
apresentou um considerdvel efeito relaxante da musculatura lisa de bronquiolos de
porcos. Por outro lado, mais pesquisas deveram ser realizadas para compreender 0s
mecanismos envolvidos nos efeitos de toxicidade e miorrelaxante produzidos pelo
composto.

No levantamento bibliogréafico sobre a atividade adulticida e repelente de OEs
contra Ae. aegypti, verificou-se que OEs oriundos de 49 espécies vegetais, sdo
apontados como produtos que apresentaram componentes toxicos com efeito repelente e
acdo mosquitocida. Assim, o conhecimento sobre novas substancias provinientes de
plantas capazes de controlar populacdes de Ae. aegypti, podera contribuir para reducdo
da propagacdo de doencas transmitidas pelo vetor.

A partir do levantamento bibliografico sobre a atividade larvicida de OEs contra
Ae. aegypti, verificou-se que OEs derivados de 135 espécies de plantas apresentaram
constituintes quimicos com propriedades toxicas sobre as larvas do vetor. E ao contrério
das substancias sintéticas, sdo assinalados como produtos seguros, biodegradaveis e

ecologicamente corretos.
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ANEXOS

ANEXO A: Comprovante de Submissdo do Manuscrito: Toxicity of Methyl eugenol against Drosophila melanogaster and its myorelaxant
activity in bronchioles isolated from Sus scrofa domesticus

---------- Forwarded message ---------

De: Food and Chemical Toxicology <eesserver@eesmail.elsevier.com>
Date: dom, 7 de jul de 2019 as 20:06

Subject: Submission Confirmation

To: <hdouglas@zipmail.com.br>, <hdmcoutinho@gmail.com=>

Automated email sent by the system *==

VSl Toxic essential oils
Dear Professor Henrigue Coutinhe,

Your submission entitled "Toxicity of Methyl eugenaol against Drosophila melanogaster and its myorelaxant activity in bronchicles isolated from Sus scrofa domesticus® has been
received by Food and Chemical Toxicology

You may check on the progress of your paper by logging on to the Elsevier Editonal System as an author. The URL is https://ees.elsevier.com/fct/.

Your username is: hdouglas@zipmail.com.br
Your password is ©

Your manuscript will be given a reference number once an Editor has been assigned.
Thank you for submitting your work to this journal.
Kind regards,

Elsevier Editorial System
Food and Chemical Toxicology
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ANEXO B: Artigo Publicado: Adulticide and repellent activity of essential oils against
Aedes aegypti (Diptera: Culicidae) — A review

South African Joumal of Botany 124 (2019) 160-165

Contents lists available at ScienceDirect

South African Journal of Botany

journal homepage: www.elsevier.com/locate/sajb

Review

Adulticide and repellent activity of essential oils against Aedes aegypti
(Diptera: Culicidae) - A review

ook for
updatss

M.A. de Souza, L. da Silva, MJ.F. Macédo, L. Lacerda-Neto, M.A.C. dos Santos, H.D.M. Coutinho *, FA.B. Cunha

Departmentof Biokgicol Chermisery, Regional University of Cartri, Crato (CE), Brazl

ARTICLE INFO ABSTRACT
Article history: Aedes aegypti (Ae. aegypti) is responsible for the spread of diseases that compromise public health such as dengue
Received 27 March 2019 fever, urban yellow fever, chikungunya and zika Synthetic insecticides are used o control Ae. aegypti, however,

Received in revised form 28 April 2019
Accepted 11 May 2019
Available online oo

this substance use results in vector resistance and environment contamination, Essential oils (OEs) derived from
plants are natural alternatives to replace the commercial synthetic insecticides and repellents, since they present
components that may be toxic to this vector. This review had as its objective to research the literature surround-

Edited by | Van Staden ing the repellent and adulticide action of essential oils against Ae. aegypti, using electronic research databases

(Pubmed, Science Direct and Scielo), to provide an overall view on the plant species used to obtain EOs, the
Keywords: plant parts, extraction methods and analytical techniques used as well as the major components in the EOs.
Essential oils The data showed 16 families, 35 genera and 49 species, with Lamiaceae, Zingiberaceae, Myrtaceae and Rutaceae
Al aemypti families being the ones with the most species. Moreowver, all plant parts were shown to be used to extract essen-
Adulticide tial oils, especially with hydro-distillation and steam-distillation methods, with Gas Chromatography coupled o
Repellent Mass Spectrometry (GC-MS) as the main analytical technigue. The data revealed the chemical composition of

EOs, especially of terpenes. Therefore, essential oils are promising options for the produdion of natural insecti-
cides due many reasons: they are less harmful to human beings and to the environment; they can be used in
association with synthetic insecticides and repellents, reducing the concentration used of the last ones; and
can be produced in a perennial manner by producers, using subproducts from the crop industries. By all these
reasons, they can be used in insect vector control programs, rather than using synthetic insecticides.

@ 2019 SAAE. Published by Elsevier B.V. All rights reserved.

100



ANEXO C: Comprovante de Submissédo do Manuscrito: Larvicidal activity of essential oils against Aedes aegypti (Diptera: Culicidae)

Int J Parasitol <em@editorialmanager.com=>
Ter 28/05/2019 1219

Vocé

9 % =

Re: Larvicidal activity of essential oils against Aedes aegypti (Diptera: Culicidag)
by %CORR_AUTHORS%
Dear de Souza,

You have been listed as a contributing author for the above manuscript. Please venify your contribution by clicking one of the below links,

Yes, | am affiliated: https://'www.editorialmanager.com/ijpara/l.asp?i=124256&1=AH72 MCFR

Mo, | am not affiliated: https:/f'www.editorialmanager.com/ijpara/l.asp?i=124257&1=84VQDEVD

Thank you,

International Journal for Parasitology

Have questions or need assistance?

For further assistance, please visit our site: http://help.elsevier.com/app/answers/list/p/3435/" TARGET="_blank">Customer Support. Here you can search for

solutions on a range of topics, find answers to frequently asked questions, and learn more about Editorial Manager via interactive tutorials. You can also talk
24/5 to our customer support team by phone and 24/7 by live chat and email.

In compliance with data protection regulations, you may request that we remove your personal registration details at any time. (Use the following URL:
https.//www.editorialmanager.com/ijpara/login.asp?a=r). Please contact the publication office if you have any questions,
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ANEXO D: Artigo Publicado: Chemical composition, antimicrobial, modulator and
antioxidant activity of essential oil of Dysphania ambrosioides (L.) Mosyakin &

Clemants

Comparative Immunclogy, Microbiology and Infectious Dissases 65 (2019) 5864

Contents Usts avallable at Sclencelirect
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José Weverton Almeida Bezerra™*, Adrielle Rodrigues Costa®, Maria Audilene de Freitas®,
Felicidade Caroline Rodrigues”, Mikael Amaro de Souza®, Ana Raquel Pereira da Silva®,
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Maria Flaviana Bezerra Morais-Braga®

* Pogagradtcse Progrem & Phvs Biology - FPGAY, UFPE, Recle, FE, Bras!

® Potgrackse Program i Molemsor Bogroaper sing - PPEM, URCA, Crag (F, Brasi

© Labarmaary of Medios! Mycolkgy Srhie Campod, UFPE, Recle, PE, Bl

A L aborasory of Appied Mycology of Gmrin - IMAC, URCA, Craw, CF, Bresi
* Fertarium Caririee Dérdme de Andrade Lima - BCDAL, Crow, (F, Brasil

* Latoraary of Mirabiology aud Mokode Bolygy - IMBM, URCA, Crawm, CF, Bmesl

ARTICLE INFO ABSTRACT

Kepeoris The oil presented the a-Terpinens as the major compowund with 54.09% presence. Antibacterial activity de

hemapodiom anbrasioddes manstrated significant MIC against Stophylooooras aurms (B6pg/'ml) and moderste against Poendomonas aer

:‘W‘J produe uginosa (512 pg/mL) The modulating =fect of antibiotics was significant agaimt P. aruginoss potentiating the
P effectofall the antibiotics tested. The Igq observed for CT LM 23 was clinically relevant (19,3 pg,/mL}, similar to

LrrH that obtainsd for CA INOQS 40006 (252 pg/mlL). The mmbinsd effect with Suconazale also shawed significant

results, 0.1 and 227 pg'ml, for CT 1M 23 and CA INCOS 40006, repectively. For CA LM 77 the IC;, was
101 9pg /mLand for CT WNOQS 40042 a value of 53 3pg/ml. Reganding the modulation, both weres comsidensd
of clinical relevance, 3.3 and &4 pg/ml. OEDA has low antioridant sothvity (= 1024 pg/mlL). Therefore, the

popular use aganst infedions was comoborated by this worc
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ANEXO E: Artigo Publicado: Evaluation of antiparasitary, cytotoxic and antioxidante

activity and chemical analysis of Tarenaya spinosa (Jacq.) Raf. (Cleomaceae)

Zonsth African Journal of Botmy 124 [2019) 546555

Contents lsts available at Science Direct
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journal ho mepage: www.elsevier.com/locate/sajb

Evaluation of antiparasitary, cytotoxic and antioxidant activity and -]
chemical analysis of Tarenaya spinosa (Jacq.) Raf. (Cleomaceae) -

JW.A Bezerra™*, C. Coronel ", MCV. Gomez ", M. Rolén ", CV. Nunez “, D.R. da Silva“, LA. da Silva ,
F.C. Rodrigues *, AA Boligon “, M.A. de Souza ®, KV, Linhares ', MAP. da Silva ', M F.B. Morais-Braga ®

* Pmgrom Posigroduste in Pt Biobgy, Federel Uiniversity of Pemambun | UPPE), Recife, PE, ozl
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© Mgprosperting and Boderhnobgy Laboraiory = LARE, (INPA), Miznae, AW Brezil

9 Phyinchem iml [ ahorziory, Depastment of inductrial Pharmacy, Federal Uiniversity of Sz Meria (LIPA ), Senin Menis, £, Brozil
'lmbomaynﬂ'.wbd Mymlogy of Carir, Regional Linhersity of Cerin | LRCA ), Comin, F, Brasil

¥ Herbgrium Cariese Ddrdens de Androde limz - HCDAL Regional Unhewsity of Carid (URCA), Oetg (F, Brezil

ARTICLE INFO ABSTRACT
Anticle hiziry: Active prived ples found in pants may akd in ant parasitic treatments, however (tls imporaint to evahuate if they
Receved 14 Febmary 2019 donot have cytonsiaty. The leishmanicidal and trypanoddal acivities of Tarenaya spinosa were evaluted, a5

Rereived in revised form 20 Apzl 2019

well a5 the cytotosd ¢ poental of their extracts, as well a5 the phytochemial and andeddant profile. The phyio-
Amepied 14 May 2019 P = ply " Py

chemical profile was described by Nudear Magne tic Resoance of Hydrogen [ "H-NME) and High Performance

fuvail ke online o Ligueid Chromatography [ HPLG- DAD) . The antiparasitc activity was perfomed with the promastigote forms of
Edited by L Verschaew Lefshmama spp. and e pmastigotes from Trypanasoma crusd Cytstooded iy wias assessed wsing NOTC mammalian

clone 929 fibroblasts The antioxidant potential was assessed with the DPPH free radical The ethanolic extraa
Keywards: [EETS j and aqueows EATS) presented terpenes, sterids, nitrogen compownds, sugars, phenol ic compownds
Mumimbé [simple phe nyipropanoides and cowmarins |, flavonoids and duoines. The polyphenolic profile showed that
Qe e spinem caffele ackd was the major compound of both extracts It was observed that the EETS showed a significant
HPIC-DAD antilets hmania activity against L brasiliensts (Ll 8175 pg/ml) and L infinru | Lo 1416 pg/ml), whereas
;"ﬂ . EATS had low antilelshmanis activity. Against T, cruzd, the extracs presented LGy, = 1000 pg/mL The extracts

of T spinasa present high antioxidant activity, with EETS having an 10y, of 3777 pg'mL and EATS 1, 0f 4458
pe'mil. However, EETS wias tosic to fibooll asts with an LGy, of 397 9 pg/'m L, whereas no cyiieiciny was observed
for EATS. Therefore, EATS ks a prom iing sownce of antiosddant com pounds since it does nol present optotosdciny.

L 2019 SAAR. Published by Elsevier BV, All rights reserved.
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ANEXO F: Artigo Publicado: Allelopathic Activity of Cactus Used in the Foraging in
the Brazilian Semi-arid
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Allelopathie Activity of Cactus Used in the Foraging in the Brazilian
Semi-arid

Jozé Weverton Almeids Bezerra', Cicero dos Santos Leandro', Maria Daniele Pereira Rodrizues',
Ana Earolina Fernandes Sikva', Danibic Lopes da Silva', Karina Vieralves Linhares',
Viviane Bezerra da Silva', Janete de Souza Bezerra', Mikael Amaro de Souza',

Priscilla Angusta de Sousa Fernandes', Jeane Diantas Sousa’, Adrielle Rodrigues Costa’,
Evhara Soares Pereira', Catarina Pereira Leite' & Mariz Arlene Pessoa da Silva'

! Regional University of Cariri, Crato, CE, Brazil
* Fedaral University of Pernambuce, Recife, PE, Bra=l

Comespondence: José Weverton A. Bezemra, Federal Unrmversity of Permambuco, Recife, PE. Brazl. Tel:
55-898-144-7371. E-mail: weverton almeidajaurea br

Recerved: May 14, 2019 Accepted: June 22, 2019 Onhne Publizshed: August 15, 2019
do1:10.55395a= w1 lnl3p206 UERL: https://dovorg/10.5539jas v 1 1ol 3p206
Ahbstract

The uze of cactus for forage may cause =oil contaminaton by allelochemicals in order to compromise the future
plantmg or even reforestanion of that site. The objective of this work was to evaluate the allelopathic action of
cladodes and roots of Cerews jamacaru, Pilozocereus gounellsi and Tacinga inamoena on the germination and
development of Cenchrus echinatus and Calotropiz precera in order to suggest actions that increase efficiency
restoration strategies. Of the species of Cactaceas mentioned above, cladodes and roots were collected for the
preparafion of the extracts in which two types of extracts were prepared for each organ. one freatment by hot
mfusion and one cold treatment Germunation Percentages (GF) and Germimaton Speed Index (GSI) were
analvzed. In order to anahrze if the extracts presented zome allelopathic activity regarding the development of
the zeedlings, the lengths of the stem and the radicle of the recipient species were measured. The results of thas
research show that cacti don't signaficantly affect GF from seeds of other plants. However, for G5SL roots and
cladodes of I inameena presented negative allelopathic activity for O echingius and C. procera, respectively. In
addition to GSI, T. inamoena negatively affected the development of C. echimarus rootlets. In this way I.
inamosna 15 a forage cactus that affects the development of the imtal stuctures of swrounding plants. Thus, the
exacerbation of this forage species in natural areas should be avorded, since the released allelochemicals can
mterfere with the ecological succession of the plant species of that environment.

Keywords: Allelochermeals, Coreus jamacaru, Pilosocersus gounellei, Tacinga inamosna
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