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RESUMO

O mosquito do Aedes aegypti € o vetor responsavel pela transmissao de
arboviroses causadoras de varias doengas como Chikungunhya, Dengue, Zika
virus e Febre Amarela, as quais atingem milhdes de pessoas ao redor do mundo.
Essas doencgas trazem graves consequéncias a populagcao e a economia local
como, por exemplo, o Chikungunhya que debilita o trabalhador, dificultando a
execucao de suas atividades cotidianas. Enquanto o Zika virus é responsavel
pelo dano permanente na ma formacdo do cérebro dos recém-nascidos,
microcefalia. Ae. aegypti se adaptou muito bem as grandes cidades, sendo
considerado pela Organizagdo Mundial de Saude como um dos principais
problemas de saude publica no mundo. Além disso, com a sele¢ao natural de
um numero maior de mosquitos mais imunes aos inseticidas convencionais, ha
um aumento pelo interesse de se encontrar compostos quimicos de origem
natural que combatam o Ae. aegypti. Assim, a busca por novas substancias se
torna fundamental para reduzir os crescentes numeros de contaminacdes e
danos ocasionados por esse vetor, sendo 0 uso de Oleos essenciais extraidos
de materiais vegetais, uma o6tima alternativa por possuirem uma menor
toxicidade e apresentarem uma gama de atividades biolégicas. O objetivo desse
trabalho, portanto, foi avaliar a atividade larvicida e deterrente de oviposi¢cao dos
Oleos essenciais, obtidos por hidrodestilacdo, e extratos das folhas de Artemisia
judicia e Ziziphura teniour frente ao mosquito Ae. aegypti. Os 6leos essenciais e
0s extratos metandlico, aquoso e em diclorometano obtidos ndo apresentaram
atividade larvicida significativa (LC50>100ppm). Todavia os 6leos A. Judicia e
Z.teniour demostraram atividade deterrente em 10 e em 100ppm. A analise
cromatografica identificou um total de 48 e 35 compostos totalizando 94,15% e
90,20% dos constituintes dos Oleos das espécies Z. tenuior e A. judicia
respectivamente. Os principais compostos majoritarios foram o 1,8-cineole
(6,6%), timol (11%), a-cedrol (11,87%) e pulegona (25%) para o Z. tenuior e
piperitona (37,24%), (E)-etilcinamato (13,61%), (Z)-etilcinamato (5,77%) e
canfora (13,14%) para a A. judicia. Testes de oviposicdo com os padroes destes
componentes majoritarios apresentaram deterréncia nas concentragoes

proporcionais aos encontrados nos 6leos, demostrando que 0s mesmos sao uma



promissora fonte para desenvolvimento de materiais deterrentes e/ou repelentes

diante de fémeas de Ae. aegypti que buscam locais para ovipositarem.

Palavras-chave: 6leo essencial; atividade larvicida; atividade deterrente;
Artemisia judicia; Ziziphura teniou; Aedes aegypti.



ABSTRACT

The Aedes aegypti mosquito is the vector responsible for the transmission of
arboviruses that cause various diseases such as Chikungunhya, Dengue, Zika
virus and Yellow Fever, which affect millions of people around the world. These
diseases bring serious consequences to the population and the local economy,
such as Chikungunhya, which weakens workers, making it difficult to carry out
their daily activities. While the Zika virus is responsible for the permanent damage
in newborn brain malformations, microcephaly. Ae. aegypti adapted very well to
large cities, being considered by the World Health Organization as one of the
main public health problems in the world. Furthermore, with the natural selection
of a greater number of mosquitoes that are more immune to conventional
insecticides, there is an increase in the interest of finding chemical compounds
of natural origin that fight Ae. aegypti. Thus, the search for new substances
becomes essential to reduce the growing numbers of contamination and damage
caused by this vector, and the use of essential oils extracted from plant materials
is a great alternative because they have less toxicity and present a range of
biological activities. The objective of this work, therefore, was to evaluate the
larvicidal and oviposition deterrent activity of essential oils, obtained by
hydrodistillation, and extracts from leaves of Artemisia judicia and Ziziphura
teniour against the mosquito Ae. aegypti. The essential oils and methanol,
aqueous and dichloromethane extracts obtained did not present significant
larvicidal activity (LC50>100ppm). However, A. Judicia and Z.teniour oils
showed deterrent activity at 10 and 100ppm. The chromatographic analysis
identified a total of 48 and 35 compounds totaling 94.15% and 90.20% of the
constituents ofthe oils of the species Z. tenuior and A. judicia respectively. The
main major compounds were 1,8-cineole (6.6%), timol (11%), a-cedrol (11.87%)
and pulegone (25%) for Z. tenuior and piperitone (37.24 %), (E)-etilcinamato
(13.61%), (2)-etilcinamato (5.77%) and camphor (13.14%) for A. judicia.
Oviposition tests with the patterns of these major components showed deterrence
in concentrations proportional to those found in oils, demonstrating that they are
a promising source for the development of deterrent materials in front of Ae.

aegypti females that seek places to lay eggs.



Keywords: essential oil; larvicidal activity; deterrent activity; Artemisia judicia;

Ziziphura teniou; Aedes aegypti.
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1 INTRODUCAO
1.1 Aedes aegypti (LINNAEUS, 1762)

A espécie A. aegypti da classe insecta, ordem diptera, familia culicidae e
género Aedes € um mosquito cuja provavel origem € atribuida a regido etiopica, no
nordeste da Africa, o qual se adaptou muito bem as areas urbanas, principalmente
aquelas onde ha precariedade em saneamento basico. (WILKE; CHASE; VASQUEZ;
CARVAJAL; MEDINA; PETRIE; BEIER, 2019; ZARA; SANTOS; FERNANDES-
OLIVEIRA; CARVALHO; COELHO, 2016). Esse vetor € o responsavel pela
disseminacao de diversas arboviroses, como os virus da dengue, Zika, Chikungunhya
e febre amarela. Doencas que ameagcam anualmente, segundo a Organizagao
Mundial de Saude (OMS, 2019), cerca da metade da populagdo mundial, ocasionando
sérios impactos de mortalidade, além de afetar a economia local (BENELLI; DUGGAN,
2018; KRAEMER; REINER; BRADY; MESSINA; GILBERT; PIGOTT; YI; JOHNSON;
EARL; MARCZAK, 2019). “Assim, o mosquito é considerado uma preocupacao de
saude publica uma vez que o mesmo esta disseminado em mais de 120 paises (Figura
1) e ainda ndo ha uma vacina eficaz contra as doencas” (BEZERRA-SILVA; DUTRA;
SANTOS; SILVA; IULEK; MILET-PINHEIRO; NAVARRO, 2016; KRAEMER; SINKA;
A DUDA; MYLNE; SHEARER; BARKER; MOORE; CARVALHO; COELHO; VAN
BORTEL, 2015; SILVERIO; ESPINDOLA; LOPES; VIEIRA, 2020).

Figura 1. Distribuicao geografica do mosquito Aedes aegypti e Aedes albopictus no mundo.

-180 -120 -60 0 60 120 180

Regides sem habitats favoraveis de Ae. aegypti e Ae. Albopictus

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

Fonte: LETA; BEYENE; CLERCQ; AMENU; KRAEMER; REVIE, 2018
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Nota-se, observando-se a Figura 1, por exemplo, que no Brasil a transmissao
de arboviroses esta presente em todas as unidades da federagdo. E segundo o
informe de monitoramento epidemiologico do ministério da saude para o més de abril
de 2019, por exemplo, cerca de mil cidades do pais estdo sujeitas a surtos de dengue,
Zika virus e Chikungunhya, o que representa um aumento de 340% quando
comparando com o mesmo periodo do ano anterior. (MINISTERIO DA SAUDE DO
BRASIL, 2019)

7.2 CICLO DE VIDA DO MOSQUITO Aedes aegypti

O Ciclo de vida do mosquito acontece com metamorfose total (holometabdlico)

em quatro estagios: ovo, larvas, pupa e por fim, adulto (Figura 2).

Figura 2: Ciclo de vida do mosquito Aedes aegypti

Aedes Aegypti / g

Adulto //

Larva 4

Fonte: https://www.tuasaude.com/ciclo-de-vida-do-aedes-aegypti/


https://www.tuasaude.com/ciclo-de-vida-do-aedes-aegypti/
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Os ovos (Figura 3) sdo depositados pelas fémeas gravidas apos a maturacao
em criadouros proximos da agua limpa ou suja. Eles apresentam um tamanho médio
de Tmm e um forma alongada e fusiforme os quais passam da cor branca no momento
da postura para a cor negra rapidamente, figura 3. A eclosao dos ovos pode ocorrer
em mais de 450 dias apos a oviposi¢ao, possibilitando o transporte destes e
consequentemente prejudicando bastante a eliminacdo desse vetor (Fundacao
Nacional de Saude, 2001).

Figura 3: Ovos de Aedes

FRENTE LADO

Fonte: http://bvsms.saude.gov.br/bvs/publicacoes/funasa/man_dengue.pdf

Na fase larval ocorre o desenvolvimento e a alimentagcdo com material organico
disponivel no criadouro. Esse estagio possui 4 subestagios e pode durar dias ou
semanas dependendo das condi¢cdes de temperatura, umidade, quantidade de
alimentos e de individuos presentes. Nesse estagio geralmente ocorre a aplicacao
dos larvicidas. As larvas sao divididas em partes: cabeca, térax e abdémen (Figura 4).
(Fundacao Nacional de Saude, 2001).


http://bvsms.saude.gov.br/bvs/publicacoes/funasa/man_dengue.pdf
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Figura 4: Larva de Aedes
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Fonte: http://bvsms.saude.gov.br/bvs/publicacoes/funasa/man_dengue.pdf

O abdémen possui oito segmentos, sendo o posterior € 0 anal dotados de quatro
branquias lobuladas, responsaveis pela regulacdo osmoética e um sifao, curto, grosso
€ mais escuro que o0 Corpo para a respiracao da larva na superficie da agua na posi¢cao
quase vertical. A larva se desloca em forma de S. Este é o ultimo estagio em que ha

alimentacao. (Fundagédo Nacional de Saude, 2001).


http://bvsms.saude.gov.br/bvs/publicacoes/funasa/man_dengue.pdf
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“No terceiro estadio, fase da pulpa (Figura 5), ndo ha alimentacéo. Elas se mantem
na superficie nesse estadio por dois a trés dias antes de mudar para o adulto. A pupa
€ composta por cefalotorax e abdémen, figura 5”. (Fundagdo Nacional de Saude,
2001).

Figura 5: Pupa de Aedes
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Fonte: http://bvsms.saude.gov.br/bvs/publicacoes/funasa/man_dengue.pdf

A fase de adulto do A. aegypti (Figura 6) representa a fase reprodutora do
inseto, porém a fase dispersiva para essa espécie acontece mais na fase dos ovos. E
caracteristico deste mosquito ser escuro com faixas brancas, onde as diferencas das
antenas plumosas e palpos mais longos dos espécimes machos permitem a distingcao
entre os sexos (Figura 6). O acasalamento ocorre durante o voo e as vezes, sobre
superficies. A fémea se alimenta de solu¢des acucaradas (néctar e seiva) e sangue
para a maturacdo dos ovos, sendo o repasto sanguineo do homem uma opcao

preferencial (antropofilia) devido a adaptacdo ao meio urbano. As fémeas se


http://bvsms.saude.gov.br/bvs/publicacoes/funasa/man_dengue.pdf
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alimentam de sangue para obter as proteinas necessarias para a maturagao e postura
dos ovos, em geral, apos trés dias. Comumente, ela se alimenta do repasto sanguineo
ao amanhecer e ao entardecer. As fémeas costumam colocar de 50 a 70 ovos a cada
oviposigcdo, enquanto o macho so se alimenta de seiva de plantas e carboidratos dos

vegetais. (Fundacédo Nacional de Saude, 2001)

Figura 6: Diferenca entre o adulto macho (a) e fémea (b) de Aedes aegypti
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Fonte: http://bvsms.saude.gov.br/bvs/publicacoes/funasa/man_dengue.pdf

7.3 FORMAS DE COMBATE AO VETOR Aedes aegypti

Ha diversas formas de combater o0 mosquito, as quais vao, por exemplo, desde
campanhas de conscientizacdo, mapeamento de areas com maior incidéncia de casos
registrados, inseticidas naturais e sintéticos, radiacdo, modificacdo genética de
mosquitos, uso de bactérias e virus, repelentes, roupas e telas contendo substancias

repelentes, armadilhas, dentre outras alternativas mecanicas, biolégicas ou quimicas
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(SANTANA; TRINDADE; STABELI; SILVA; MILITAO; FACUNDO, 2015; GOMES;
SILVA; PINHEIRO; CARVALHO; LIMA; SILVA; SILVA; LOUZEIRO; OLIVEIRA; .E.M.
FILHO, 2016). “Porém esse combate deve ser realizado em varias frentes, sendo
constantemente realizado, uma vez que, mesmo reduzindo muito a presenca do vetor,
sempre haverad o risco do seu retorno em grande escala”’. (GOVINDARAJAN;
RAJESWARY; SENTHILMURUGAN; VIJAYAN; ALHARBI; KADAIKUNNAN;
KHALED; BENELLI, 2018). Isso ja aconteceu, por exemplo, em 1958 e 1973, quando
o Brasil conseguiu reduzir o numero de casos de febre amarela. Porém, em 1976,
novos casos surgiram por falha na vigilancia dos focos do mosquito e pelo crescimento
populacional desordenado, além da reintroduc&o de sorotipos do virus pelo fluxo de
pessoas contaminadas oriundas de paises vizinhos (ZARA; SANTOS; FERNANDES-
OLIVEIRA; CARVALHO; COELHO, 2016) .

Dessa forma, uma vez que vacinas ainda nao estdo a disposicdo para
prevencao dessas arboviroses, até o presente momento, a forma preventiva mais
comumente usada € a ruptura e eliminacao do ciclo do mosquito, o elo mais fraco
entre o virus e o0 homem. Isso ocorre, por exemplo, com o emprego de larvicidas
(NAQQASH; GOKCE; BAKHSH; SALIM, 2016). “Os larvicidas normalmente utilizados
para tal finalidade pertencem a classe dos organofosfatos, organoclorados, piretroides
e carbamatos” (BRAGA; VALLE, 2007). “Porém, o uso em grande escala desses
compostos sintéticos vem despertando preocupacdes sobre a segurangca e 0s
impactos toxicolégicos no meio ambiente, nos seres humanos e em outros
organismos” (AZEEM; ZAMAN; TAHIR; HARIS; IQBAL; BINYAMEEN; NAZIR; SHAD;
MAJEED; MOZnRAITIS, 2019).

Além disso, devido a selecao de cada vez mais um numero maior de mosquitos
resistentes a esses inseticidas ao redor do mundo, vem aumentando o interesse por
novos agentes de controle de insetos a partir de produtos naturais, tais como os 6leos
essenciais extraidos de plantas (SANTOS; NASCIMENTO; SANTOS; MARRIEL;
BEZERRA-SILVA; ROCHA; SILVA; CORREIA; PAIVA; MARTINS, 2017; YU; WONG;
AHMAD; JANTAN, 2015). Um exemplo disso é o uso do Bacillus thuringiensis subsp.
israelensis (Bti) como larvicida. Na literatura ha estudos que demostram uma
resisténcia de Aedes (Aedes rusticus, Aedes sticticus e Aedes vexans) as toxinas
isoladas (Cry4Aa, Cry4Ba, Cry11Aa and Cyt1Aa) deste larvicida. (TETREAU,;
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BAYYAREDDY; JONES; STALINSKI; A RIAZ; PARIS; DAVID; ADANG; DESPRES,
2012; WIRTH, 2013)

1.4 OLEOS ESSENCIAIS

Os 6leos essenciais tem despertado grande interesse na busca de alternativas
de baixo custo, de facil obtengdo, renovaveis e menos poluentes ou toxicas, uma vez
que estes possibilitam produzir inseticidas eficazes e seguros para a populagédo e meio
ambiente. (PIPLANI; BHAGWAT; SINGHVI; SANKARANARAYANAN; BALANA-
FOUCE; VATS; CHANDER, 2019; SILVERIO; ESPINDOLA; LOPES; VIEIRA, 2020).
“Os O6leos essenciais sdo uma mistura de substéncias volateis caracteristicos de
plantas aromaticas, localizando-se nas partes aéreas (folhas e ramos finos), cascas,
troncos, raizes, frutos e flores” (CASTILLO; STASHENKO; DUQUE, 2017). A mistura
contém hidrocarbonetos terpénicos, aldeidos, alcoois simples e terpénicos, cetonas,
ésteres, éteres, fenodis, 6xidos e perdxidos, apresentando-se liquidos de aspecto
oleoso a temperatura ambiente e dotados de aroma (SARMA; ADHIKARI; MAHANTA,;
KHANIKOR, 2019)

Pesquisas e estudos realizados comprovam a acao medicinal de oleos
essenciais, assim como sua importante fungao antibacteriana e inseticida, destacando
também sua fungao ecoldgica, pois, contribuem para atrair polinizadores e protegem
as plantas contra herbivoros (BASAID; CHEBLI; MAYAD; FURZE; BOUHARROUD;
KRIER; BARAKATE; PAULITZ, 2020) A composi¢cdo quimica do o6leo apresenta
variacdes de acordo com a localizacdo do 6rgao da planta, a época de colheita,
condi¢cdes de temperatura, umidade relativa e composi¢ao quimica do solo, regime de
exposicao ao sol sao fatores que influenciam de forma direta os componentes do 6leo
essencial extraido do mesmo 6rgao de uma mesma espécie vegetal (DONALD;
FERNANDES; BOYLAN, 2016).

1.4.1 Terpenos: principais componentes dos 6leos essenciais

“Os terpenos sao utilizados em diversos setores da sociedade como, por exemplo,
em temperos, perfumes, remédios e cosméticos ha milhares de anos” (FELIPE;
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BICAS, 2017). Eles compdem um grupo variado de compostos quimicos (por exemplo,
hidrocarbonetos, alcenos, cetonas, aldeidos, alcoois), encontrados em diversas
plantas e seus produtos naturais, que comungam de aspectos em comum conforme a
regra do isopreno. De acordo com essa regra, os terpenos podem ser considerados
originados a partir da juncéo de unidades do isopreno, o qual € formado por 5 atomos
de carbono (Cs) (Figura 7). (TONGNUANCHAN; BENJAKUL, 2014)

Figura 7: Diferentes terpenos formados a partir das unidades basicas do isopreno
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Fonte: GALDEANO; KLEINGESINDS, 2012

Dessa forma, os derivados da juncao das unidades de isopreno podem ser
classificados em monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos, triterpenos,
tetraterpenos dependendo das quantidades de isoprenos ligados entre si pela “cabeca

a cauda”, conforme observado nas Figuras 8a e 8b e na Tabela 1.
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Figura 8: (a) cabeca e cauda da unidade de isopreno e (b) monoterpeno, mirceno, “construido” a partir

de duas unidades do isopreno conectadas por uma ligacdo entre a cabeca e a cauda de cada uma

delas.
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Fonte: adaptado de BRUICE, 2010; KLEIN, 2016
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Tabela 1: Classificacdo dos terpenos em fung¢do da quantidade de unidades de isoprenos e alguns

exemplos e aplicagdes

Classificacao Bloco de

isopreno
Hemiterpenos 1
Monoterpenos 2
Sesquiterpenos 3
Diterpenos 4
Triterpenos 6
Tetraterpenos 8

Fonte: FELIPE; BICAS, 2017

Quantidade
de carbono
5

10

15

20

30

40

Exemplos e aplicacoes

Isopreno (mondmero empregado na
fabricacdo de borracha), prenol
(odor frutado e utilizado na
fabricacdo de perfumes) e acido
isovalérico (aroma caracteristico de
“queijo velho/chulé”).

Limoneno (aroma caracteristico de
fruta citrica) e a-terpineol (aroma
caracteristico floral/pinho).
Farneseno (“diesel da cana”),
nootkatona (aroma caracteristico de
toranja) e bisabolol (esséncia de
camomila).

Esteviosideo (producao de
adocante natural a base de stevia) e
sclareol (proveniente da salvia -
Salvia sclarea)

Esqualeno (encontrado no 6leo de
figado de tubarao)

Carotenoides como o [-caroteno
(pigmento da cenoura) e a
zeaxantina (pigmento predominante
em vegetais amarelos).
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1.4.2 Biossintese dos terpenos

A biossintese dos terpenos ocorre pela reagdo entre o pirofosfato de
isopentenila e o pirofosfato de dimetila (Figuras 9a e 9b, respectivamente). Em ambas
as vias, o grupo pirofosfato (OPP), € um bom grupo abandonador, grupo de saida, por

se tratar de uma base fraca (figura 9c).

Figura 9: (a) estrutura do pirofosfato de dimetilalila; (b) estrutura do pirofosfato de isopentenila; (c) grupo
pirofosfato, bom grupo de saida, por ser uma base fraca
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Fonte: adaptado de BRUICE, 2010; KLEIN, 2016

A partir da perda desse grupo de saida, € formado um carbocation alilico
estabilizado por ressonéancia o qual € atacado nucleofilicamente por uma molécula de
pirofosfato de isopentila seguido por ultimo de uma abstracdo de préton conforme
ilustrado na Figura 10. O produto dessa reacdao €& o pirofosfato de geranila,
responsavel pela formacao de todos os monoterpenos. E este, por sua vez, pode
sofrer uma nova perda de um grupo de saida, seguidos por um ataque nucleofilico da
ligacao pi de um pirofosfato de isopentila e posterior transferéncia de préton, formando
um sesquiterpeno, o pirofosfato de farnesila, percussor de outros sesquiterpenos e
diterpenos (Figura 10). (BRUICE, 2010; KLEIN, 2016;FELIPE; BICAS, 2017)
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Figura 10: formagao do pirofosfato de geranila, percussor dos monoterpenos, e do pirofosfato de

farnesila, percursor dos sesquiterpenos e diterpenos
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Fonte: adaptado de BRUICE, 2010; KLEIN, 2016

1.4.3 Extracdo de Oleos Essenciais

‘Os métodos mais conhecidos de extracdo de Oleo essencial séao:
hidrodestilacéo, arraste a vapor, ultrassom, micro-ondas, prensagem a frio, extragcao
com fluido supercritico” (ELYEMNI; LOUASTE; NECHAD; ELKAMLI; BOUIA; TALEB;
CHAOUCH; ELOUTASSI, 2019). “Para a escolha do método, entretanto, deve-se
levar em consideragdo o desempenho quanto ao rendimento, qualidade, tempo de
operacdao e custo” (SARTOR, 2009). “Dentre essas técnicas, destacam-se a
hidrodestilacdo e a extragdo com solventes volateis, por serem de pouca
complexidade e custo reduzido” (BOUKHATEM, 2020)

‘O método aplicado deve levar em consideracdo aspectos da planta como
orgdo de armazenamento do Oleo, propriedades fisicas e quimicas”
(TONGNUANCHAN; BENJAKUL, 2014). O conhecimento dos métodos de extracao
permite que o produtor aumente sua produtividade obtendo o maximo de rendimento

na obtencao dos 6leos. Existem varios métodos para extrair OE, a depender do valor



29

comercial do produto e érgéao da planta onde esta localizado o 6leo (STRATAKQOS;
KOIDIS, 2016).

O processo mais comum utilizado na extragao de OE ¢ a destilacao por arraste
de vapor e a hidrodestilagcdo, ambos relativamente faceis de operar e de baixo custo.
Esses dois métodos sdo semelhantes, pois, em ambos os casos, sdo uma operagao
unitaria baseada na diferenca de volatilidade entre os componentes do extrato
(TONGNUANCHAN; BENJAKUL, 2014).

A diferenca entre eles € que, no método da hidrodestilagdo o material de partida
a ser destilado permanece em contato direto com a agua em ebuli¢do, enquanto que
no método de arraste a vapor, a matéria prima é encontrada submetida a uma corrente
de vapor d’agua, de modo que evita o contato direto com a agua em ebuligao,
podendo, assim, extrair substdncias de baixo peso molecular (AZIZ; AHMAD;
SETAPAR; KARAKUCUK; AZIM; LOKHAT; RAFATULLAH; GANASH; KAMAL;
ASHRAF, 2018)

1.4.4 Destilacéo por arraste de vapor

A extracdo dos Oleos essenciais pelo processo de destilacdo por arraste a
vapor (Figura 11), ocorre devido a diferencga da pressao de vapor, de modo que a agua
nao fica em contato com o material vegetal. Neste processo, a difusdo do 6leo
essencial ocorre quando o vapor passa pela matéria prima, promovendo a dissolucao
do 6leo que atravessa a membrana plasmatica por osmose. Por fim, os oOleos se
volatilizam conforme o ponto de ebulicao especifico (STRATAKOS; KOIDIS, 2016).
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Figura 11. Esquema de funcionamento da extragéo por arraste de vapor
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Fonte: (SILVA; BERTINI; ALVES; MOURA; BARBOSA; FERNANDES, 2014)

1.4.5 Hidrodestilacao

Este método é semelhante a destilagao por arraste a vapor, a unica diferenca
estd no funcionamento do extrator (Figura 12). Neste caso o constituinte do 6leo
essencial do material vegetal, em contato com a agua aquecida, recebera pressao e
calor das moléculas de vapor d’agua entrando em ebulicdo e em seguida séo
condensados. Ja na forma liquida e na temperatura adequada, a mistura condensada
de agua e o6leo formam duas fases e neste momento ocorre a separagao do oleo
essencial e da agua. Esta agua contém alguns componentes do 6leo essencial,
guardando algumas caracteristicas do mesmo e é chamada de hidrolato. No entanto,
a agua que fica no baldao é chamada de extrato bruto (AZIZ; AHMAD; SETAPAR,;
KARAKUCUK; AZIM; LOKHAT; RAFATULLAH; GANASH; KAMAL; ASHRAF, 2018).
“‘Deve-se ter cuidado ao utilizar esta metodologia, porque pode provocar degradacao
de alguns compostos de baixo peso molecular, visto que o material vegetal permanece
em contato direto com a agua quente por periodos longos”. (IBANEZ; BLAZQUEZ,
2020)
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Figura 12. Esquema de funcionamento do extrator de 6leo essencial por hidrodestilagcdo
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1.4.6 Extracao por solvente

“Alguns componentes nao conseguem suportar o aumento de temperatura e
acabam degradando e modificam a qualidade do 6leo. Neste caso, recomenda o uso
de solventes apolares como hexano, propanol, acetona etc”. (SILVEIRA; BUSATO;
COSTA; JUNIOR, 2012). A escolha do solvente ndo pode ser aleatoria, devendo ser
levado em consideracao a baixa temperatura de ebulicdo do solvente, que deve ser
inerte quimicamente e de baixo custo. Além das caracteristicas do solvente, deve-se
ainda considerar as especificidades de cada solvente, evitando que ocorram reacoes
indesejadas (SILVEIRA; BUSATO; COSTA; JUNIOR, 2012).

Steffani (2003) afirma que o método consiste em misturar o solvente com o
material vegetal, que apds um tempo ocorre transferéncia dos componentes soluveis
e, por fim, o 6leo é separado pela evaporacao do solvente na fase liquida. Por outro
lado, outros compostos da célula sdo soluveis, como as ceras e pigmentos. Outros
problemas s&o: requer bastante tempo para realizar a extragao, baixa
reprodutibilidade, consumo elevado de solvente, o qual pode ser toxico (HESHAM,
ABDURAHMAN, ROSLI,2016).
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1.4.7 Extracdo com Fluido Supercritico (EFS)

‘Esta técnica de extragdo baseia-se nas caracteristicas dos fluidos
supercriticos (Figura 13), que, nestas condi¢bes, possuem baixa viscosidade e
elevada densidade, o que permite a utilizagdo em processos de extracao a partir de
matrizes so6lidas” (CASAGRANDE, 2014).

Figura 13. Esquema de uma extragdo usando diéxido de carbono, CO2, supercritico
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Fonte: CASAGRANDE, 2014

“‘EFS é uma técnica que adiciona um fluido supercritico como meio de extragao
de uma amostra, utilizando a diferenca de solubilidade em comparagédo com o meio
de extracao” (CASAGRANDE, 2014). A grande vantagem deste método esta no fato
de ser uma tecnologia limpa, atéxica e nao residual e facil de separar e € capaz de
manter a composi¢cao quimica original da matéria prima, além de poder ser aplicado a
quaisquer partes das plantas. Milet-Pinheiro, Silva, Navarro, Machado e Gerlach
(2018) afirmam que ao utilizar este método, obtém-se 6leos essenciais com melhor
qualidade, pois mantém a integridade dos compostos ativos.

“Na extracao supercritica, os compostos organicos sao solubilizados em fluidos
e 0 mais utilizado é o CO> que é extremamente volatil, ndo téxico, ndo inflamavel,
barato e inodoro” (STEFFANI, 2003; YOUSEFI; RAHIMI-NASRABADI;
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POURMORTAZAVI; WYSOKOWSKI; JESIONOWSKI; EHRLICH; MIRSADEGHI,

2019). “Além dessas caracteristicas, pode-se melhorar a eficiéncia da extragdo
diminuindo o tempo e oferecendo facil eliminacdo do solvente e processos de
concentracao” (NUNES, 2002). Azambuja (2020) descreve a metodologia da extracao
supercritica no momento que se coloca a biomassa dentro de um cilindro cujas
extremidades sao feitas de metal poroso que permite a livre circulagao do fluido.
Nesse caso, o fluido passa através do material vegetal, onde os 6leos sao extraidos
até um nivel de solubilidade de equilibrio e, em seguida, a solugdo gasosa € conduzida
para fora do extrator, passando por uma valvula redutora de pressao que separa o
fluido do déleo essencial (YOUSEFI; RAHIMI-NASRABADI; POURMORTAZAVI,
WYSOKOWSKI; JESIONOWSKI; EHRLICH; MIRSADEGHI, 2019)

“‘Como a temperatura critica do CO2 € 31,3°C ou superior, a extragcdo pode
ocorrer em temperatura proxima a do ambiente ou dentro de uma atmosfera de didéxido
de carbono desprovido de oxigénio” (NUNES, 2002). Este fato, torna o SFE uma
técnica ideal para materiais que apresentam instabilidade térmica ou de componentes
gue sao suscetiveis a oxidacao, todavia, € um método ambientalmente correto que
nao faz uso de solventes perigosos (AZAMBUJA, 2020). O EFS realiza extracéo de
componentes ativos, incluindo aromas e componentes medicinais de produtos
naturais, o acido docosahexaendico (DHA), acido graxos como o acido
eicosapentaenoico (EPA), vitaminas lipossoluveis e produtos farmacéuticos (NUNES,
2002). Também pode ser aplicado ao pré-processamento de amostras para analise,
incluindo HPLC e GC (SILVA; MILET-PINHEIRO; SILVA; SILVA; SILVA; NAVARRO;
SILVA, 2015)

7.5 CONSIDERACOES SOBRE O GENERO, FAMILIA E ESPECIE: Ziziphora tenuior

O género Ziziphora (Lamiaceae) engloba uma série de plantas medicinais
largamente espalhadas pela Asia Central, sul da Russia, Caucaso, oeste da Sibéria,
Asia menor, Ira, oeste da China e regides proximas do mediterraneo (Figura 14). Elas
sdao plantas herbaceas aromaticas utilizadas em varias aplicagcbes, como no
tratamento de resfriado, bronquite, tosse, dor de cabeca, disenteria, diarreia, infeccoes

no utero, nausea, tifo e doencas cardiovasculares, antisséptico, antimicrobiano,
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sedativos, hipertensdo, cicatrizagdo de feridas (GINTZBURGER; TODERICH,;
MARDONOV; MAHMUDOV, 2003; MAHBOUBI; BOKAEE; DEHDASHTI;
MOHAMMAD, 2012; GHASSEMI; GHANADIAN; GHAEMMAGHAMI; KIANI, 2013).
Ela ainda é usada até no preparo e conservacao de alimentos. Em arabe € conhecida
como Zizfran. Entre os principais constituintes do 6leo essencial dessa planta
encontrados na literatura através de cromatografia gasosa acoplada ao espectro de
massa (CG/EM) e que possuem propriedades medicinais estdo a pulegona, 1,8-
cineol, timol, carvacrol, p-cimeno e o limoneno (ABU-DARWISH; CABRAL,;
GONCALVES; CAVALEIRO; CRUZ; PAOLI; TOMI; EFFERTH; SALGUEIRO, 2016;
MOHAMMADHOSSEINI, 2017)

Figura 14: Regides do globo onde é caracteristica a presenca de Ziziphora tenuior

Fonte:https://uses.plantnet-project.org/en/Ziziphora_tenuior


https://uses.plantnet-project.org/en/Ziziphora_tenuior
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7.6 CONSIDERACOES SOBRE O GENERO, FAMILIA E ESPECIE: Artemisia judaica

Artemisia judaica. (home arabe: Beithran), € uma planta medicinal e aromatica
a qual é encontrada em vales de areas desérticas, em especial no deserto do sul da
Jordania, proximo as fronteiras da Jordania e Arabia Saudita (Figura 15). Na Jordania,
A. judaica é amplamente utilizado na medicina tradicional para o tratamento de dores
de estdbmago, doencas cardiacas, fraqueza sexual, diabetes, disturbios
gastrointestinais e ferimentos externos. Adicionalmente, outros medicamentos
populares da regido arabe usam habitualmente esta planta aromatica para o
tratamento de doencgas relacionadas com inflamacgéo, por exemplo, infeccdes
fungicas, diabetes, aterosclerose, cancro e artrite. Também ¢€ utilizada como
bactericida, anti-inflamatéria, analgésica e anti-helminticas. (ABU-DARWISH,;
CABRAL; GONCALVES; CAVALEIRO; CRUZ; PAOLI; TOMI; EFFERTH,;
SALGUEIRO, 2016; EL-AMIER; BORKI; ELAGAMI, 2019)

Figura 15: Regides do globo onde é caracteristica a presenca de Artemisia. judaica

Fonte: https://flora.org.il/len/plants/ARTJUD/
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1.7 TECNICAS PARA IDENTIFICACAO DE COMPOSTOS VOLATEIS

1.7.1 Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massa (CG/EM).

A técnica cromatografica tem uma enorme variedade de aplicagées que vao desde
o auxilio juntamente com a ressonédncia magnética nuclear e o infravermelho da
elucidacao estrutural de compostos organicos, analise de derivados de petroleo como,
por exemplo, os hidrocarbonetos policromaticos, analises de agrotoxicos e outros
tipos de contaminantes ambientais, testes antidoping, analise de alimentos, nos
exames toxicologicos, na decomposi¢cdo dos farmacos entre inumeras outras
aplicagcées (MEURER, 2020). Essa versatilidade da cromatografia permite a
combinacdo da mesma com outros diferentes tipos de sistemas como a
espectroscopia de massas. Isso possibilitou a unidao da alta seletividade e eficiéncia
de separagcdo cromatografica com a aquisicdo de informagdes estruturais, massa
molar, e o aumento adicional da seletividade (CHIARADIA; COLLINS; JARDIM, 2008;
LANCAS, 2019).

O cromatrografo a gas acoplado ao espectrometro de massas (CGEM) é
basicamente composto por um injetor, uma coluna capilar, um forno, uma interface,
uma fonte de ions, um analisador de massas e um detector. O sistema do

espectrometro de massas fica sob alto vacuo. (Figura 16)
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Figura 16: Esquema dos componentes de um CGEM
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Fonte: https://revistaanalytica.com.br/a-cromatografia-a-gas-acoplada-a-espectrometria-de-massas-

gc-ms/

Um dos tipos de fontes de ionizagcdo mais comum € a ionizagcédo por impacto de
elétrons (EIl) (Figura 17). Nele um feixe de elétrons originados por um filamento de
tungsténio de alta energia, cerca de 70eV atinge as moléculas organicas no estado
gasoso, as quais sofrem ionizagdes e fragmentacdes (Figura 18). Os ions formados
geralmente sdo cations radicalares, os quais posteriormente sofrem fragmentacoes.
Esse ion é atraido por placas aceleradoras, enquanto outros tipos de ions ou
moléculas neutras sdo descartados pela suc¢do das bombas de vacuo (LANCAS,
2019; MEURER, 2020). Esse tipo de fonte de ions tem a vantagem de produzir
padrdes de fragmentacao reprodutiveis, possibilitando a comparag¢ao dos espectros
obtidos experimentalmente com espectrotecas de massas de forma rapida. Porém
essa fonte tem a desvantagem de requerer uma volatilidade elevada,

termoestabilidade e em alguns casos os fragmentos possuem tempos de vida de



curtissima duracgao para serem identificados (SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE,

2007; PAVIA; LAMPMAN; KRIZ; VYVYAN, 2010)

Figura 17: llustracdo de um cédmara de ionizagdo com impacto de elétrons (El)
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Fonte: (PAVIA; LAMPMAN; KRIZ; VYVYAN, 2010)

Figura 18: llustracdo da formagao de um cation e seus fragmentos na camara de ionizagdo com

impacto de elétrons (El) na espectroscopia de massas (EM)
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Fonte: ALVES, 2014

Ja para selecionar a razao massa carga (m/z), a ser identificada utiliza-se algum
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tipo de analisador de massas. Entre os disponiveis comercialmente, destaca-se o do

tipo quadrupolo, Figura 19. Esse analisado € constituido por quatro hastes solidas

paralelas ao feixe de ions cujo campo eletrostatico oscilante possibilita a escolha da
m/z desejada (SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE, 2007; PAVIA; LAMPMAN; KRIZ;

VYVYAN, 2010). Aquelas razbes massa/carga indesejadas sao eliminadas nas hastes
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sélidas do quadrupolo, enquanto os fragmentos e/ou ions de m/z selecionados
seguem para o detector. Esse tipo de analisador permite uma varredura geralmente
de até 1000 m/z. (LANCAS, 2019; MEURER, 2020).

Figura 19: llustragdo de um analisador de massas (quadrupolo)
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- _— m/Z correto: ion atravessa
o filtro de massa quadrupolar

m/z incorreto; ion
nao consegue
chegar ao detector

CQ \ Feixe de ions
Cémara de ionizagéo

Fonte: (PAVIA; LAMPMAN; KRIZ; VYVYAN, 2010)
ApoOs selecionados no analisador, os ions de m/z selecionados seguem para o

detector, onde uma corrente elétrica € gerada proporcionalmente a quantidades de
ions advindos do quadrupolo. Essa corrente é amplificada em fotomultiplicadores e a
transformada num grafico pelo computador (SILVERSTEIN; WEBSTER; KIEMLE,
2007; PAVIA; LAMPMAN; KRIZ; VYVYAN, 2010). Outro tipo de detector bastante
empregado na quantificacdo € o detector de ionizacdo em chamas, DIC. Nesse tipo
de detector, o sinal & gerado a partir da combustao dos analitos presentes na chama.
Isso altera a condutividade elétrica dos gases de modo direto e proporcional a
quantidade de material presente na chama. A chama é gerada pela queima do gas
hidrogénio, o comburente, o ar sintético, o combustivel e a igni¢ao, calor, (Figura 20).
Geralmente o gas carreador é o nitrogénio por ser um gas de menor custo e por nao
interferir no sinal da chama durante a queima do analito. O ideal € manter uma
proporgédo de 1:1:10 (H2;N2;Ar). Esse detector tem a vantagem quantificar bem

compostos organicos na ordem do nanogramas ou menos. A desvantagem dele € o
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maior custo por utilizar trés diferentes tipos de gases para a manutencao da chama.
(LANCAS, 1993; COLINS; BRAGA; BONATO, 1995)

Figura 20: llustracdo de um detector de ionizagdo em chamas (DIC)
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Fonte: LANCAS, 1993

Assim a combinagdo da cromatografia gasosa (CG) com a espectrometria de
massa (EM) permite a analise dos constituintes volateis presentes nos oleos
essenciais (OE). Onde o CG faz a separagao dos componentes de diversos picos
através de um processo fisico e quimico e o MS faz a identificacdo por comparacéao
dos padrbdes de fragmentacdo desses picos com outros espectros disponiveis em
especrotecas (PATEL; PATEL; PATEL; RAJPUT; PATEL, 2010; AZAMBUJA 2020).
No CG a separacgao ocorre na coluna cromatograficas, onde os componentes do OE
vao sendo separados pelas diferentes particdes diferenciais dos analitos, cujo ritmo e
grau dependem da pressao de vapor do analito e das afinidades deles na fase
estacionaria, tipo de material que forma o recheio da coluna, e na fase movel, o gas
de arraste (COLINS; BRAGA; BONATO, 1995). Lancas (2009) descreve a fase
estacionaria como um material liquido de aparéncia oleosa ou sélida que propicia a
separacao das substancias presentes na amostra através das diferencas de
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solubilidade e volatilidade. Como fase movel, é utilizado um gas de arraste,
transportando a amostra através da coluna de separacao até o detector, onde os
compostos separados séo detectados (BROCHINI E LAGO, 2007).

‘Comumente a identificagdo de componentes do OE é realizada através da
comparacao dos valores de tempo de retencdo dos compostos com o tempo de
retencdo de uma série de hidrocarbonetos homologos” (PATEL; PATEL; PATEL,
RAJPUT; PATEL, 2010). “Os dados gerados podem ser comparados diretamente com
os valores de indice de retencao obtidos e com espectros de massas dos constituintes
volateis apresentados na literatura” (ADAMS, 2007). Na mistura constituinte dos 6leos
essenciais, apos analise e identificagdo, apresentam-se em diferentes concentragoes
e 0 qual estd em maior quantidade € considerado o componente majoritario. Para
maior precisdo e exatiddo em quantificagbes de compostos organicos se utiliza
detectores do tipo de ionizacdo em chamas (DIC) (SIMOES et al, 2004).
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Elucidar a composi¢ao quimica e avaliar as atividades larvicida e de oviposigao

dos dleos essenciais, obtidos por hidrodestilacdo, das folhas de Artemisia judicia e

Ziziphura teniour frente ao mosquito Ae. aegypti.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

X/
o

Extrair por hidrodestilagdo o 6leo essencial e preparar extratos com solventes
organicos das folhas de Artemisia judicia e Ziziphura teniour;

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

Avaliar a atividade de oviposi¢cdo dos 0Oleos essenciais diante das fémeas do
mosquito Ae. aegypti;

Determinar a composi¢cao quimica dos 6leos essenciais folhas de A. judicia e
Z. teniour pela técnica de Cromatografia gasosa acoplada a espectrémetria de
massa (CG-EM);

Quantificar a composi¢do quimica dos 6leos essenciais folhas de A. Judicia e
Z. teniour pela técnica de Cromatografia Gasosa usando um detector tipo
ionizacdo em chama (DIC);

Avaliar a atividade deterrente de oviposicdo dos componentes dos oleos
essenciais que provocaram respostas frente as antenas das fémeas do

mosquito A. aegypti;
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3 METODOLOGIA
3.1 COLETA DO MATERIAL VEGETAL

As plantas utilizadas para o desenvolvimento desse estudo foram coletadas,
identificadas, catalogadas e fornecidas pelos pesquisadores Mohammad Sanad Abu-
Darwish, Amer Hussein Tarawneh, Hatem Taifour, Ligia Salgueiro e Thomas Efferth
em colaborac¢do internacional. O material vegetal de Ziziphora tenuior foi coletado em
varias partes da cidade de Shoubak, no sul da Jordania (Figura 21) latitude (30°
31'4,52 "N), longitude (35° 33'25,59" E), altitude (1,359 m acima do nivel do mar),
enquanto as folhas da Artemisia judaica foram coletadas aleatoriamente em varios
locais no deserto ao sul da Jordania, perto das fronteiras da Arabia Saudita, na
primavera de 2016, a fim de obter uma amostra representativa da regido. A amostra
da planta foi identificada por Hatem Taifour, botanico chefe no Royal Botanic Garden,
na Jordéania. Os vouchers das espécimes de Z. tenuior e A.judaica foram depositados
no Herbario da Universidade Shoubak, Universidade Aplicada Al-Balqga, Jordania, sob
o numero de registro # 00014-Zt-sh-2015 e # 0002-Aj-SD-2016, respectivamente. As
folhas das plantas coletadas foram secadas em temperatura ambiente e trituradas em

pequenos pedagos com o auxilio de um moinho de martelos.
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Figura 21: Localizagéo geografica e mapa da Jordania
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Fonte: https://www.joaoleitao.com/viagens/mapa-jordania/

3.2 EXTRAGAO DO OLEO ESSENCIAL

As extracoes dos oOleos foram realizadas pelo Prof. Dr. Mohammad Sanad Abu-
Darwish e colaboradores. Para isolar o 6leo essencial, os materiais vegetais secos e
triturados de Z. tenuior e A. judaica foram submetidos a hidrodestilacéo (Figura 22),
separadamente. De acordo com o procedimento descrito na Farmacopeia Europeia
(Conselho da Europa, 1997), os 6leos essenciais foram isolados por destilacdo por
3h, utilizando um aparelho do tipo Clevenger, figura 22, com rendimento de 0,74% e
1,60%, respectivamente. Os 6leos obtidos apds a extracao foram secos sobre sulfato
de soédio anidro e mantidos a 4°C até serem analisados e testados (VERAS;
OLIVEIRA; LIMA; NAVARRO; AGUIAR; MOURA,; SILVA; ASSIS; GORLACH-LIRA;


https://www.joaoleitao.com/viagens/mapa-jordania/
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ASSIS, 2021)

Figura 22. Sistema de hidrodestilagdo usando um aparelho do tipo Clevenger

:

Fonte: O autor, Laboratério de Ecologia Quimica/UFPE, 2021.

3.3 IDENTIFICAGAO E QUANTIFICAGAO DO OLEO ESSENCIAL

Os 6leos extraidos pelo Prof. Dr. Mohammad Sanad Abu-Darwish e colaboradores
foram analisados no laboratério de cromatografia do departamento de quimica
fundamental da Universidade Federal de Pernambuco por cromatografia gasosa (CG-
DIC) e por cromatografia gasosa acoplada por espectrometria de massa (CGEM)
(figura 23).
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Figura 23: Cromatografo gasoso acoplado a espectrometria de massas (CG/EM) e cromatografo
gasoso com detector de ionizagdo em chamas (GC-DIC) utilizados na identificacao e quantificagcdo dos

Oleos essenciais respectivamente

Fonte: O autor, Laboratério de Cromatografia /UFPE,2021.

O cromatografo gasoso acoplado a um quadrupolo Agilent série 5975C GC / MSD
(Agilent Technologies, Palo Alto, CA, EUA), equipado com uma coluna capilar de silica
fundida DB-5 nao polidaAgilent J & W (filme de 30 m x 0,25 mm e espessura: 0,25
pm) (Agilent Tecnologias, Palo Alto, CA, EUA) cujo volume de injecao foi de 1uL no
modo dividido (50: 1) sendo a temperatura do injetor de 250 °C. A coluna do CG foi
ajustada para 40 °C, inicialmente durante 2 minutos e posteriormente aquecida até
230 °C a uma taxa de 4°C/min e cuja temperatura foi mantida durante 5 min. O gas
Hélio foi utilizado como fase mével numa vazao de TmL/ min, mantido a uma presséao
constante de 7.0 psi. A fonte do MS e as temperaturas quadripolares foram definidas
para 230 °C e 150 °C, respectivamente. Os espectros de massa foram realizados a
70 eV (no modo El) com uma velocidade de varredura de 1.0s para um intervalo de
m/z 35-350.

A identificacdo dos picos foi realizada em comparagcdo com os valores de indices
de retencao previamente reportados, obtidos por co-injecdo de amostras do 6leo com
uma serie homologa de hidrocarbonetos (Co-C32) (adquiridos comercialmente da
Sigma Aldrch) e calculados de acordo com a equacéao de Van denDool e Kratz (1963),
equacao 1.

(Tro —Try)
IR =100x 1 x Troms — T1) + 100N (Equacgao 1)
Equacao de Van Den Dool e Kratz
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Onde Tr(a) é o tempo de retencdo do composto a sob analise; Tr(n) é o tempo de
retencdo do hidrocarboneto que elui antes de a; Tr(n+1) € o tempo de retencdo do
hidrocarboneto que elui depois de a; i e diferengca do numero de carbonos entre os
hidrocarbonetos que eluem depois e antes do composto de a e N é numero de
carbonos presente no hidrocarboneto que elui antes de a.

Posteriormente, os espectros de massa adquiridos para cada componente foram
comparados com os dados disponiveis na biblioteca espectral de massa do sistema
GC-MS (MassFinder 4, consultoria cientifica Dr. Hochmuth, Hamburgo, Alemanha);
Biblioteca Espectral de Massa NIST08 (ChemSW Inc. Fairfield, CA, EUA); Wiley
Registry ™ da Relacao Espectral de Massa 92 Edi¢cao (Wiley, Hoboken, NJ, EUA) e
com outros dados espectrais de massa publicados (ADAMS, 2007).

Os oleos foram quantificados através da inje¢cdo em triplicata de 1 pL em modo
splitless de uma solucéao do 6leo adicionada do padrao da série de alcanos em um CG
equipado com detector tipo DIC a 250°C e coluna apolar VB-5 (Thermo trace GC ultra,
60 m x 0.25 mm diametro interno; espessura do filme 0.25 um). A programacéao da
temperatura do forno e do injetor do GC(DIC) foi igual @ do CG/EM. O gas de arraste
utilizado foi o nitrogénio, a fluxo constante de TmL.min"". (SILVA; VERAS; ASSIS;
NAVARRO; DINIZ; SANTOS; AGUIAR; SILVA; CORREIA, 2020; VERAS; SANTOS;
OLIVEIRA; ALMEIDA; SILVA; CORREIA; DINIZ; OLIVEIRA; LIMA; NAVARRO, 2019)

3.4 PREPARAGAO DE EXTRATO

Os extratos metandlico, aquoso e em diclorometano foram realizadas pelo Prof.
Dr. Mohammad Sanad Abu-Darwish e colaboradores. Para tal finalidade, 200g de
folhnas de material vegetal foram pulverizados em um liquidificador e a extracao foi
realizada usando-se metanol e diclorometano como solventes organicos. As folhas de
Z. tenuior e A. judaica foram totalmente submersas em cada solvente. A extracao se
deu em 5dias. Apds esse periodo o material vegetal foi filtrado e concentrado num
rotaevaporador. Ja o extrato aquoso foi obtido como subproduto da hidrodestilacao e
foi concentrado pelo processo de liofilizagdo. Todos os extratos foram armazenados

a —4°C em uma geladeira para posterior bioensaios.
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3.5 MANUTENCAO E CRIAGAO DA COLONIA DE Ae. aegypti

Todo material bioldgico, larvas e mosquitos, usados nos testes deste trabalho
sdo provenientes da colonia de Ae. aegypti Linneaus (cepa Rockfeller) mantido no
laboratorio de bioensaios do departamento de quimica fundamental da UFPE. O inicio
do ciclo da coldnia deu-se pela eclosdo dos ovos de Ae. aegypti em copinhos de vidro
de 10cm de didmetro contendo cerca de 30mL de agua destilada suficiente para cobri-
los integralmente e um pouco de racdo de gato Whiskas® sabor peixe para estimular
a eclosao mais rapidamente. O desenvolvimento do ciclo larval foi acompanhado pela
troca da agua destilada e reposicdo da comida apos dois dias. O final e reinicio do
ciclo foi realizado juntando-se as larvas e as pupas num copo de vidro de 10 cm de
didmetro com 40mL de agua destilada e ragcdo em gaiolas. Na semana seguinte,
retiram-se os copinhos. A coleta de ovos novos foi feita em um papel de filtro e o qual
€ seco a temperatura ambiente de 27 + 1-C e umidade de 75%. Os mosquitos foram
mantidos vivos com um pedaco de algodao embebecido com solugdo de sacarose a
10%. (MONTE; NAVARRO; AGUIAR; NASCIMENTO; SCOTTI; SCOTTI; BARROS;
SANTOS; PEREIRA; FALCAO, 2020)

3.6 BIOENSAIOS LARVICIDAS

Os ensaios larvicidas foram realizados conforme adaptacdo do método
estabelecido pela organizacdo mundial de saude para ensaios larvicidas em
laboratérios e em campo (WHO, 2005). Inicialmente realizou-se testes preliminares
de solubilidade para uma aliquota da amostra a ser testada usando-se co-solventes
como, por exemplo, tween 80 ou acetona que melhor auxiliar a solubilizar a amostra
em agua.

ApOs esse teste, prepara-se uma solucao estoque de concentracao igual a 100
ppm, dissolvendo 5,0 mg do 6leo em 3 gotas de tween 80 (melhor co-solvente). O
conteudo foi entdo transferido do béquer para um baldo volumétrico de 50 mL,
completando-se o volume com agua destilada. Os testes larvicidas preliminares foram
realizados em concentracoes de 10, 50 e 100 ppm com a finalidade de observar a
faixa de concentragdo onde o composto € mais ativo (Figura 24).
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Figura 24. Esquema dos testes preliminares larvicidas
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Fonte: O autor, Laboratorio de Bioensaios /UFPE, 2021.
Os ensaios larvicidas foram realizados com 20 larvas no estagio L4. Elas foram

colocadas em recipientes plasticos contendo 20 mL de solugdo nas concentragdes
anteriormente citadas em ambiente cujo fotoperiodo claro: escuro foi de 12 horas e
temperatura e umidade controladas (27+1°C e 75% respectivamente). Realizou-se
um ensaio simultaneamente com um grupo controle negativo com a mesma
quantidade de larvas em agua destilada e tween 80 usados nos testes. Também
realizou-se um controle positivo com uma solucao de temefés a 1ppm. A contagem
da mortalidade das larvas foi realizada ap6s 24 e 48h de exposi¢ao ao o6leo. As larvas
que nao responderam aos estimulos foram consideradas mortas. (SANTOS;
NASCIMENTO; SANTOS; MARRIEL; BEZERRA-SILVA; ROCHA,; SILVA; CORREIA;
PAIVA; MARTINS, 2017)

Ja para determinar a concentracao letal para 50% da populacao de larvas, CLsyo,
realizou-se mais ensaios em triplicata para as concentragdes que apresentaram uma
mortalidade de 20 a 80% nos ensaios preliminares. A constru¢cao da curva mortalidade
em funcao da concentracao para determinar o valor de CLso foi realizada através do
tratamento dos dados obtidos experimentalmente, aplicando-se a analise de

sobrevivéncia Probit com o programa estatistico StatPlus Pro 6.2.5.0 para Windows a
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um nivel de confianga de 95%. (MONTE; NAVARRO; AGUIAR; NASCIMENTO;
SCOTTI; SCOTTI; BARROS; SANTOS; PEREIRA; FALCAO, 2020)

3.7.ENSAIO DE OVIPOSICAO

Para a realizagdo do ensaio foram utilizadas oito gaiolas de dimensdes de
33cmx21cmx30cm limpas, contendo 10 fémeas gravidas em cada. Papéis de filtro
foram cortados em forma de quadrados de 10cm de lado, dobrados em forma conica

e colocados em cada copo de vidro de 10 cm de diédmetro (figura 25).

Figura 25: Figura esquemética do recipiente usado nos bioensaios de oviposi¢céo

Filter paper

Test
Solution

Fonte: AFIFY; GALIZIA, 2014

Em seguida, foram preparados 200mL de solu¢cdo controle e teste na
concentracao desejada para cada ensaio (foram feitos dois ensaios para o 6leo
essencial um a 10ppm e outro a 100ppm) utilizando 1,4mL de acetona como co-
solvente em ambos para auxiliar na homogeneizagao da solugcdo. Para cada gaiola
foram colocados copos, distribuidos aos pares (C1 e T1, C2 e T2, e assim
sucessivamente) em diagonal, de forma oposta e alternada (Figura 26). (BEZERRA-
SILVA; DUTRA; SANTOS; SILVA; IULEK; MILET-PINHEIRO; NAVARRO, 2016)
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Figura 26 Posicoes dos copos de teste e do controle para as oito gaiolas durante o experimento

Fonte: O autor, Laboratério de Bioensaios /UFPE,2021.

Em cada copo transferiu-se 25mL de solugao tanto no controle quanto no teste.
Durante o ensaio, os mosquitos permaneceram sob uma temperatura de 27 + 1,0°C,
umidade relativa de 75 + 0,4% e 16h na auséncia de luz. Apds esse intervalo,
determinou-se o0 numero de ovos depositados nos controles e nos testes para as oito

gaiolas (figura 27)

Figura 27: Coleta e contagem dos ovos ovipositados das fémeas de Aedes aegypti apos 16hs em

auséncia de luz.

Fonte: O autor, Laboratério de Bioensaios /UFPE,2021.
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Os resultados obtidos foram tratados e analisados usando-se o teste t-Student
considerando-se significativos os ensaios com p <0,05. O software estatistico utilizado
na analise de oviposi¢ao foi o MINITAB Release 14. Também foram determinados a
percentagem de repeléncia efetiva para cada concentracido (equacao 2) e o indice de
atividade de oviposicao (IAO) (equacao 3) a partir dos numeros de ovos obtidos nos
bioensiaos (KUMUDA; KUMAR; VIJAYAN,2019)

NC—NT NT—-NC

ER% = ___ X100 (Equagao 2) 0AI = (Equacao 3)
NT

NT+NC

Onde ER % ¢é a porcentagem de efeito repelente, NC € o numero de ovos no
controle e NT é o numero de ovos no teste e IAO é o indice de atividade de oviposi¢ao.
O indice de atividade de oviposi¢ao, IAO, indica se um composto € atraente ou
repelente. Para indices onde o IAO é negativo (NC>NT), ha uma preferéncia pela
oviposi¢do no controle do que no teste da substéncia em estudo, indicando deterencia
e 0 |IAO se aproxima mais de -1. Enquanto indices positivos (NT>NC) indicam que ha
preferéncia pela oviposi¢cao nos recipientes do teste e o IAO se aproxima mais de +1.
Caso o numero de ovos do controle e do teste forem proximos ndo havera uma
indicacdo de preferéncia e o IAO se aproxima mais do zero (SOONWERA,;
PHASOMKUSOLSIL, 2017).

Os ensaios de oviposicdao com os padrdes adquiridos comercialmente junto a
Sigma Aldrich foram realizados nas mesmas concentragdes dos componentes
majoritarios presentes nos oleos. Isso foi realizado dissolvendo-se uma massa
adequada do padrdao em um volume final de 200mL de solu¢do aquosa. Um volume
de 1,4mL de acetona e 3 gotas de Tween®80 foram utilizados como co-solventes para

auxiliar na homogeneizacao e solubilidade dos compostos em agua.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 IDENTIFICACAO E QUANTIFICACAO QUIMICA DO OLEO ESSENCIAL

A caracterizagdo dos constituintes dos 6leos essenciais € normalmente realizada
através da comparacgao dos tempos de retencéo e dos espectros de massa adquiridos
experimentalmente do constituinte a ser identificado com os tempos de retencéao e
espectros de massa disponiveis em bibliotecas comerciais tais como, por exemplo,
Webbook, Flavornet, Pherobase, Adams, Wiley e NIST. (BlIZZO; BARBOZA;
SANTOS; GAMA, 2020).

Porém, o uso do indice de retencédo, obtido pelas injecbes de séries homologas
como, por exemplo, padrdes de referéncia de alcanos € uma ferramenta importante a
ser considerada no momento da identificagdo cuja finalidade € mitigar os erros da
caracterizagdo. Usualmente utiliza-se dois tipos de indices de retenc¢do: o indice de
Kovats para analises isotérmicas e o indice de Van den Doll e Kratz, empregado em
metodologias com condi¢des de programacao linear de temperaturas (DOOL; KRATZ,
1963).

Dessa forma analisando-se os espectros de massa adquiridos experimentalmente
para cada pico a ser identificado com os espectros de massa disponiveis em
bibliotecas comerciais, assim como o seu respectivo indice Van den Doll e Kratz, foi
possivel caracterizar por cromatografia acoplada ao espectro de massa (CGEM) os
Oleos essenciais obtidos das folhas de Z. tenuior e A. judaica por hidrodestilagao e
quantifica-los num cromatografo gasoso com um detector de ionizacdo em chamas
(CG-DIC). Os cromatogramas e as tabelas contendo os constituintes identificados dos
Oleos Z. tenuior e A. judaica podem ser observados nas Figuras 28 e 29 e nas Tabelas

2 e 3, respectivamente.
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Figura 28. Cromatograma do 6leo essencial da A. judaica obtido por CG/EM
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Figura 29. Cromatograma do 6leo essencial da Z. tenuior obtido por CG/EM.
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Tabela 2: Composicao quimica do 6leo essencial da Z. tenuior

Composto?

a-pinene

3-methyl-cyclohexanone

B-pinene
3-octanol
O-cymene
1,8-cineole
santolina alcohol
lavender lactone
y-terpinene
mentha-3,8-diene
Terpinolene
2-nonanone
cis-thujone
trans-thujone
Isophorone
Nopinone
Camphor
p-meth-3-en-8-ol
Menthone
menthone-isso
a-terpineol
Naphthalene
p-cymene-8-ol
a-terpineol
Myrtenal
Pulegone
Piperitone
Timol
Carvacrol

Myrtenylacetate

R.I Litb.

932

945

974

988

1022
1026
1034
1034
1054
1068
1086
1087
1101
1112
1118
1135
1141
1145
1148
1158
1162
1178
1179
1186
1195
1233
1249
1289
1298
1324

RI Cal°.

930

947

973

997

1023
1029
1036
1040
1058
1069
1084
1093
1104
1115
1119
1135
1142
1148
1153
1163
1166
1180
1185
1190
1195
1240
1254
1293
1302
1325

%
0,43
0,50
0,31
0,01
0,09
6,64
0,01
0,01
0,01
0,34
0,01
0,01
0,01
0,01
0,19
0,01
0,39
4,16
6,38
3,17
0,97
0,36
0,65
4,27
0,73

25,30
0,85
11,00
2,55
0,01

55

S.D.
0,02
0,00
0,01
0,00
0,00
0,21
0,00
0,00
0,00
0,02
0,00
0,00
0,00
0,00
0,01
0,10
0,20
0,04
0,14
0,08
0,02
0,01
0,02
0,14
0,03
0,00
0,03
0,11
0,33
0,00
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Piperitenone 1340 1341 0,98 0,02
trans-cariofileno 1717 1420 0,41 0,01
a-humulene 1452 1454 0,50 0,05
Caryphyllene-9-epi-E 1464 1461 0,01 0,00
E-Ethyl cinnamate 1465 1467 0,27 0,08
Cuparene 1504 1506 0,01 0,00
B-bisabolene 1505 1509 0,01 0,00
A-cadinene 1522 1524 0,36 0,01
a-calacorene 1544 1544 0,01 0,00
Elemol 1549 1550 0,01 0,00
Germacrene B 1559 1558 0,01 0,00
Spatulenol 1577 1579 1,19 0,13
Cariofileno oxide 1582 1584 2,38 0,04
a-cedrol 1600 1603 11,87 0,21
Humulene oxide Il 1608 1610 0,46 0,04
Epi-a-cadinol 1638 1642 0,92 0,05
a-Cadinol 1652 1656 0,19 0,03
ar-Turmerone 1668 1667 0,17 0,00
89,14

2 Constituintes listados em ordem de eluicdo numa coluna apolar DB-5; Pindices de retenc&o calculados
através dos tempos de retengcao em relagao aos da série de n-alcanos (C9-C30), em 30 minutos, em
uma coluna DB-5; ®Valores obtidos da literatura, Adams, 2007

Fonte: O autor, Laboratério de cromatografia /UFPE,2021.

Tabela 3: Composigao quimica do 6leo essencial da A. judicia

Composto? R,I Lit®, RI Cal©, % S,D,
a-pinene 932 930 0,01 0,00
Camphene 946 944 0,01 0,00
Benzene, 1,2,3-trimethyl- 998 991 0,12 0,00
yomogi alcohol 999 1000 0,36 0,01
p-Cymene 1020 1023 0,01 0,00
Lavender lactone 1034 1038 0,98 0,05

Cis-Arbusculone 1046 1051 0,36 0,06
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Artemisia ketone 1056 1061 1,34 0,01
Trans-Arbusculone 1066 1070 0,18 0,01
artemisia alcohol 1080 1083 0,14 0,02
filifolone 1106 1102 0,56 0,03
a-Thujone 1112 1115 0,01 0,00
Isophorone 1118 1118 4,11 0,06
chrysanthenone 1124 1123 1,13 0,02
Camphor 1141 1143 13,14 0,17
camphene hydrate 1145 1146 0,01 0,00
Sabine ketone 1154 1156 0,28 0,01
Borneol 1165 1164 2,24 0,06
(-)-4-Terpineol 1174 1176 0,11 0,01
p-Cymene-8-ol 1179 1100 0,44 0,01
a-Terpineol 1186 1190 0,23 0,06
myrtenal 1195 1195 0,01 0,00
Verbenone 1204 1208 0,82 0,02
carveol (cyclocitral-beta) 1217 1220 0,01 0,00
nordavanone 1228 1230 0,79 0,02
[trans|-Chrysanthenyl acetate 1235 1235 0,19 0,02
Piperitone 1249 1256 37,24 0,76
Isobornylacetate 1283 1285 1,71 0,03
Timol 1289 1293 0,69 0,01
(2)-patchenol 1316 1312 1,15 0,02
Piperitenone (trace) 1340 1341 0,01 0,00
|Z|-Etilcinamato 1376 1377 5,77 0,12
Methyl(E) Cinnamate 1376 1384 0,01 0,00
|E|-Etilcinamato 1465 1467 13,61 0,18
Spathulenol 1577 1579 2,44 0,08
90,20

2 Constituintes listados em ordem de eluigdo numa coluna apolar DB-5; Pindices de retenc&o calculados
através dos tempos de retencao em relagdo aos da série de n-alcanos (C9-C30), em 30 minutos, em
uma coluna DB-5; Valores obtidos da literatura, Adams, 2007

Fonte: O autor, Laboratorio de cromatografia /UFPE,2021.
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A partir das analises cromatograficas foi possivel observar um total de 48 e 35
compostos identificados das espécies Z. tenuior e A. judaica, totalizando 89,14 e
90,20% dos oleos, respectivamente. Nota-se que 0s monoterpenos e sesquiterpenos
sdo as classes predominantes nos oOleos, uma vez que esses derivados de
terpendides comumente constituem a maior parte dos compostos dos Oleos
essenciais (FABIANE; FERRONATTO; SANTOS; ONOFRE, 2008).

Abu-Darwish, Cabral, Gongalves, Cavaleiro, Cruz, Paoli, Tomi, Efferth e
Salgueiro (2016) também apresentaram os mesmos compostos majoritarios com uma
proporcao diferente para esses 6leos. Os principais majoritarios para o Z. tenuior sao
1,8-cineole (6,60%), Timol (11,00%), a-cedrol (11,87%) e Pulegone (25,00%),
enquanto para a A. judaica sao Piperitona (37,24%), (E)-Etilcinamato (13,61%), (2)-
Etilcinamato (5,77%) e Canfora (13,14%). (Figura 30).

Figura 30. Estruturas quimicas dos principais constituintes majoritarios dos 6leos essenciais extraidos
das folhas da Z. tenuior e da A. judaica

Principais majoritarios da Z. renuior
O
o}

1.8-cineole (6.6%)  Thymol (11%) a-cedrol (11.87%)

Pulegone (25%)

Principais majoritarios da A. judaica
# m St

Piperitone (37.24%)  Camphor (13.14%) (2)-Ethylcinnamate (5.77%) (E)-Ethylcumamate (13.61%)

Fonte: ADAMS, 2007.
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Diferengas na composicdo ou na proporcdo quimica dos O6leos estao
relacionadas com os fatores abidticos e bidticos aos quais as plantas estao
submetidas. Alguns desses fatores sédo o ciclo vegetativo da planta, o processo de
obtencao do 6leo essencial, 0 ambiente no qual a espécie se desenvolve, o tipo de
cultivo, a temperatura, umidade relativa, a quantidade de agua e os nutrientes no
terreno, o armazenamento e conservagdo do oOleo entre outros fatores (DHIFI;
BELLILI; JAZI; BAHLOUL; MNIF, 2016).

A identificagdo dos compostos volateis dos oleos também foi realizada atraves
da comparacao do espectro de massas obtido experimentalmente (Figura 31A) com

os padrdes de fragmentac&o disponiveis na literatura (Figura 31B).

Figura 31. Espectros de massas obtidos (a) experimentalmente e (b) encontrados na literatura para o

pulegone
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Fonte: ADAMS, 2007.

Um exemplo é o pulegone, C1ioH1s O; MM:152, uma cetona ciclica com uma
ligacdo dupla conjugada. No espectro de massa para o pulegone (figura 32), por
exemplo, o pico do ion molecular (M*=152) é relativamente intenso como esperado
para cetonas ciclicas. Outro pico € de significativa abundancia é relativo a perda de
uma metila para formar o ion (M*-15=157). Os picos cuja razao m/z iguais a 81 e 109

sao originados de uma fragmentacdo da segmentacao alfa ao grupo carbonila. O
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grupo formado sofre, em seguida, mais quebras cuja finalidade € a formacao de um
cation ou radical mais estaveis ou moléculas neutras. Para a formacao destes
fragmentos, por exemplo, ha a migracdo de um hidrogénio para a conversdo de um
radical primario em outro secundario formando um radical mais estavel para a
fragmentacdo e um cation com ligagdes conjugadas. Ja para a obtencdo dos
fragmentos cuja razdo m/z iguais a 67 e 81 podem ser originados de fragmentacoes
simultdneas do anel de seis membros do pulegone gerando novamente a formagéao
de um cation ou radical mais estaveis ou moléculas neutras bem como fragmentos

com ligagdes conjugadas as quais ajudam em sua estabilidade e abundéncia.

Figura 32. Proposta de fragmentagao do pulegone por espectrometria de massas

Os

m/z =82
0]
/= =152 ;C/

m/z =81

Fonte: O autor, Laboratorio de cromatografia /UFPE,2021.
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Outro parametro utilizado para fazer a identificagdo dos constituintes dos 6leos
foi 0 uso do indice de retencao de Kratz para os casos de isomeria como, por exemplo,
aplicados no caso dos espectros do carvacrol e do timol. Ambos sao fendis de formula
molecular iguais a: C1oH140 e massa molar iguais a 150, s6 diferindo entre si pelo
posicionamento da hidroxila. O grupo OH se encontra na posi¢&o orto para o carvacrol

e na posi¢cao meta para o timol, Figuras 33A e 33B respectivamente.

Figura 33. Espectros de massas para o timol (A) e para o carvacrol (B)
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Fonte: ADAMS, 2007.

Ambos os espectros de massas apresentam dois picos de abundancia relativa
significantes: um é o préprio ion molecular (M* =150) e o outro em 135 (M*-CH3) uma
vez que o grupo metila é eliminado de forma mais facil do que um atomo de hidrogénio
alfa (Figura 34).
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Figura 34. Possiveis estruturas do fragmento m/z=135 apos a perda de uma metila do carvacrol

Fonte: O autor, Laboratério de cromatografia /UFPE,2021.

Entretanto, apesar de terem espectros de massas muito similares, o carvacrol
e o timol possuem indices de retencao de Kratz diferentes, o indice de 1299 refere-se
ao carvacrol, enquanto o indice igual a 1290 refere-se ao timol possibilitando a
distingdo entre eles. Dessa forma, o indice de Kratz funciona analogamente como uma
curva analitica a qual permite identificar, estimar e/ou avaliar, dentro de alguns limites
como as condi¢cboes de temperatura programadas para o forno, tipo de coluna, entre
outros parametros qual € o composto quimico desconhecido para aquele tempo de
retencdo. Uma vez que a identificacdo inequivoca de alguns terpenos e/ou
terpendides nao pode ser feita com base apenas em seus espectros de massa com a
tecnologia atual. Por enquanto, o uso de tempos de retencao usado para determinar
o indice de Kratz € uma boa ferramenta no auxilio da identificacdo dos constituintes

dos 6leos essenciais.

4.2 BIOENSAIOS LARVICIDAS

Foram realizados ensaios larvicidas com os 6leos essenciais e os extratos:
aquoso, metandlico e em diclometano liofilizados da Z. tenuior e A. judaica. As larvas
foram monitoradas e observadas durante 24 e 48 horas nas solugcées dos oleos
essenciais e dos extratos sem, no entanto, apresentarem alteragcbes morfologicas e
motoras. Na solugdo aquosa do controle ndao houve nenhuma mortalidade ou
quaisquer alteragcdes mesmo utilizando 3gotas de Tween 80 como co-solvente para
auxiliar na solubilizacado dos 6leos. Os resultados dos bioensaios larvicidas podem ser
observados nas tabelas 4, 5 e 6.
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Tabela 4: Mortalidade em fungdo da concentragéo para os diferentes extratos da Z. tenuior testados

Concentracao (ppm)

Extrato 10 50 100 200 300 400 500
Metandlico 0% 0% 0% 0% 0% 10% 15%
Aquoso 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0%

Em diclorometano 0% 0% 0% 0% 10% 40% 45%

Fonte: O autor, Laboratorio de Bioensaios /UFPE,2021

Tabela 5: Mortalidade em func&o da concentracéo para os diferentes extratos da A. judaica testados

Concentracao (ppm)

Extrato 10 50 100 200 300 400 500
Metandlico 0% 0% 0% 0% 0% 0% 0%
Aquoso 0% 0% 0% 0% 0% 5% 5%

Em diclorometano 0% 0% 0% 0% 0% 15% 15%

Fonte: O autor, Laboratério de Bioensaios /UFPE,2021

Tabela 6: Mortalidade em fungdo da concentracao do 6leo para a A. judaica e Z. tenuior testados

Concentracao (ppm)

Oleo 10 50 100 150 200
A. judaica 0% 0% 0% 0% 0%
Z. tenuior 0% 0% 0% 0% 0%

Fonte: O autor, Laboratério de Bioensaios /UFPE,2021

Oleos essenciais ou extratos vegetais que possuam atividades larvicidas, cujo
intervalo de LCsp esteja entre 50 e 100 ppm podem ser considerados ativos e os que
apresentam LCsg inferior a 50 ppm séo considerados altamente ativos (CHENG, 2003;
SILVERIO; ESPINDOLA; LOPES; VIEIRA, 2020). Dessa forma, nenhum dos extratos
e Oleos testados apresentaram atividade larvicida significativa, mesmo em
concentracbes maiores. Esse resultado, entretanto, era inesperado, ja que na
literatura sobre o género Ziziphora em muitas das suas espécies aparecem como
fontes ricas de compostos bioativos como, por exemplo, esterois, acidos graxos,
derivados de cafeina, flavonoides, entre outros gerando uma expectativa quanto a sua
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atividade que né&o foi ratificada experimentalmente (ABU-DARWISH; CABRAL;
GONGALVES; CAVALEIRO; CRUZ; PAOLI; TOMI; EFFERTH; SALGUEIRO, 2016)
4.3 ENSAIO DE OVIPOSICAO

4.3.1 Ensaios de oviposicdo dos 6leos essenciais das folhas da A. judicia e Z.

teniour

Testes comportamentais foram realizados com solugées a 10 e 100ppm dos
Oleos essenciais diante das fémeas do A. aegypti com a finalidade de avaliar a
resposta de oviposi¢cdo das fémeas para compostos volateis presentes no 6leo nas
concentracgdes testadas. Na Figura 35, em fung¢édo do percentual do numero de ovos,
e na Tabela 7 podem ser observados os resultados obtidos nos ensaios de oviposi¢cao
para os Oleos essenciais das espécies A. judaica e Z. tenuior nas concentragdes de

10 e 100ppm respectivamente e o teste branco.

Figura 35: Histograma com o percentual médio de ovos depositados por gaiolas e o respectivo desvio
para solucdes controle (agua destilada e acetona) e teste (6leo essencial de A. judicia e Z. teniour a 10

e 100ppm em agua e acetona). O valor de n representa o numero total de ovos

Acetona X Acetona (orance) . |« P-2lue:0,169 n=7040

p-value:0,000 n=3434
.,

p-value:0,000 n=2560
b e
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Fonte: O autor, Laboratério de Bioensaios /UFPE,2021
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Tabela 7: Dados estatisticos dos ensaios de oviposicao de A. aegypti para A. judicia e Z. teniour a
10 e 100ppm

Ziziphura teniour 100ppm (p-value: 0,000)

Numero de ovos Total Média Desvio ER% IAO
Controle 3101 (90,3%) 388 55
Teste 333 (9,7%) 42 17
Total 3434 429 89,3 -0,81
Ziziphura teniour 10ppm (p-value: 0,028)
Numero de ovos Total Média Desvio
Controle 2885 (63,4%) 361 51
Teste 1666 (36,6%) 208 36
Total 4551 569 42,2 -0,27
Artemisia Judicia 100ppm (p-value:0,000)
Numero de ovos Total Média Desvio
Controle 4969 (94,4%) 621 68
Teste 296 (5,6%) 37 14
Total 5265 658 94,0 -0,89
Artemisia Judicia 10ppm (p-value:0,028)
Numero de ovos Total Média Desvio
Controle 1945 (76%) 243 61
Teste 615 (24%) 77 31
Total 2560 320 68,4 -0,52

Fonte: O autor, Laboratério de Bioensaios /UFPE,2021

Observando-se a figura 35, nota-se que houve uma significativa preferéncia
pelos controles do que nos testes para todos o0s ensaios principalmente em
concentragcdes maiores (p-value:0,028 a 10ppm e p-value:0,000 a 100ppm). Observa-
se também que o ensaio de escolha usando apenas agua destilada e acetona como
co-solventes nao apresentou diferenga significativa (p-value: 0,248), excluindo assim
interferentes provenientes do local dos ensaios.

Esse fato é confirmado também através dos calculos do indice de repeléncia
(equacao 2) e do indice de atividade de oviposi¢cao (equacao 3). Para concentracoes
maiores, 0s 0leos essenciais apresentam efeitos repelentes de 89 e 94% a 100ppm,
enquanto a 10ppm esses efeitos sdo menores e iguais a 42 e 68% para A. judaica e
Z. tenuior, respectivamente. Esse fenémeno é explicado pela maior concentragao dos
constituintes dos 6leos e consequentemente maior acao deterente.

Efeito semelhante da concentracdao dos 6leos também foi observado quando
determina-se o indice Ativo de Oviposicdo, IAO. Esse indice quando positivo, o

composto é considerado como atrativo, enquanto o composto com indice negativo é
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considerado repelente (SOONWERA; PHASOMKUSOLSIL, 2017; KUMUDA,;
KUMAR; VIJAYAN,2019). Dessa forma, os valores calculados de IAO para A. judaica
e Z. tenuior foram a 100ppm de -0,9 e -0,8 e para 10ppm de -0,5 e -0,3,
respectivamente. Estes valores indicam que mais ovos foram depositados nos copos
de controle do que nos testes, evidenciando a repeléncia dos 6leos nas concentragoes
dos ensaios testados para todos os bioensaios realizados.

Comparando-se os resultados de oviposi¢do obtidos experimentalmente com
resultados disponiveis na literatura utilizando a mesma metodologia empregada nesse
estudo, nota-se que os resultados obtidos para os ensaios de deterréncia de
oviposigao para os 6leos da A. judaica (ARJ) e Z. tenuior (ZT) foram semelhantes aos
relatados na literatura para o éleo da espécie Piper corcovadencesis cuja deterrencia
atinge os 90% para concentragdes de 50ppm e deterrencia maiores que 60% a Sppm.
J4, entretanto, quando comparado aos ensaios de oviposi¢cao realizados com a
mesma metodologia também para outra espécie de piper, observou-se que 0s 0leos
em estudo possuem efeito deterrente mais pronunciado e numa menor concentragao
do que os ensaios relatados para a piper marginatum cuja deterrencia € maior que
60% para as concentragdes de 50 e 100ppm (AUTRAN; NEVES; DASILVA; SANTOS;
CAMARA; NAVARRO, 2009; NAVARRO; SILVA; SILVA; NAPOLEAO; PAIVA, 2014;
BEZERRA-SILVA; DUTRA; SANTOS; SILVA; IULEK; MILET-PINHEIRO; NAVARRO,
2016). Comparando-se os resultados da oviposi¢ao dos 6leos do presente estudo com
os resultados relatados para a Alpinia purpurata, observa-se que a deterrencia
observada para os 6leos do ARJ e ZT tém magnitude semelhante as observadas para
os Oleos essenciais das variantes rosa e vermelha respectivamente s6 que numa
concentracdo dez vezes menor. (SANTOS; DUTRA; BARROS; CAMARA; LIRA;
GUSMAO; NAVARRO, 2012). J4 comparando-se resultados de oviposicdo entre
diferentes 6leos huma mesma concentracdo, a 100ppm, nota-se que enquanto os
Oleos da A. judaica e Z. tenuior possuem deterencia de 90%, os 6leos de Croton
rhamnifolioides, Commiphora leptophloeos e Etlingera elatior obtiveram deterencia de
80%, 70% e 78% (variedade rosa) e 82% (variedade vermelha) respectivamente.
(SANTOS; DUTRA; LIRA; LIMA; NAPOLEAO; PAIVA; MARANHAO; BRANDAO;
NAVARRO, 2014; BEZERRA-SILVA; SANTOS; SANTOS; DUTRA; SANTANA;
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MARANHAO; NASCIMENTO; NAVARRO; BIEBER, 2015; BEZERRA-SILVA;
DUTRA; SANTOS; SILVA; IULEK; MILET-PINHEIRO; NAVARRO, 2016).

Outro parametro que pode ser utilizado na literatura para comparar a atividade
de oviposicdo entre 6leos e compostos puros € o indice de atividade de oviposi¢cao
(IAO). Onde os oOleos essenciais de ARJ (IAO -0,89 e -0,52 a 100 e 10ppm
respectivamente) e ZT (IAO -0,81 e -0,27 a 100 e 10ppm respectivamente)
alcancaram valores de IAO mais deterrentes do que 0s ensaios de oviposi¢cao
encontrados na literatura para Syagrus coronata a 50ppm (IAO -0,35) (SANTOS;
NASCIMENTO; SANTOS; MARRIEL; BEZERRA-SILVA; ROCHA; SILVA; CORREIA;
PAIVA; MARTINS, 2017) ou para o temefos a 10ppm (IAO -0,21). Todavia nao
possuem atividade de oviposi¢cdo acentuada tanto quanto o 6leo de Zanthoxylum
limonella a 10, 50 e 100ppm (IAO iguais a -0,89; -0,99 e -1,00 respectivamente).
(SOONWERA; PHASOMKUSOLSIL, 2017)

Assim, os 0leos essenciais testados, portanto, possuem o potencial repelente
limitando a transmissao viral de doencas pelo vetor. Visto que os mosquitos, além de
serem sensiveis aos fatores ambientais, também reagem a presenca de compostos
quimicos capazes de inibir, minimizar ou prejudicar a oviposi¢cao e consequente o ciclo
reprodutivo desse vetor. (BEZERRA-SILVA; DUTRA; SANTOS; SILVA; IULEK;
MILET-PINHEIRO; NAVARRO, 2016).

4.3.2 Ensaios de oviposicao dos padrdes adquiridos comercialmente de alguns

dos constituintes dos 6leos essenciais das folhas da A. judicia e Z. teniour

Para avaliar quais dos componentes sao responsaveis pelo efeito deterente de
oviposicao do o6leo, realizou-se ensaios com padrées vendidos comercialmente dos
principais compostos maijoritarios nas concentracoes do 6leo. Na figura 36, em funcao
do percentual do numero de ovos, e na tabela 8 podem ser observados os resultados
obtidos nos ensaios de oviposi¢ao para alguns dos constituintes dos 6leos essenciais
das espécies A. judaica e Z. tenuior nas concentragdes encontradas no 6leo e o teste

em branco.
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Figura 36: Histograma com o percentual médio de ovos depositados por gaiolas € o respectivo desvio
para solugdes controle (agua destilada e acetona) e teste (padrées vendidos comercialmente). O valor
de n representa o nimero total de ovos.

po— | p-value: 0,153 n=1736
o p-value: 0,000 n=3945

thymol 10ppm p-value: 0,000 n=2556

L ———
O LT S p-value: 0,001 n=6116

L 8-cineole 10ppm e Pvalue: 0,581 n=3619

-value: 0,000 n=1736
ethylcinnamate 20ppm —'_ P

0.0 20.0 40.0 60.0 80.0 100.0
teste m controle

Fonte: O autor, Laboratério de Bioensaios /UFPE,2021

Tabela 8: Dados estatisticos dos ensaios de oviposicdo de A. aegypti para os constituintes da A.
judicia e Z. teniour

Alfa-cedrol a 10ppm (p-value:0,000)

Numero de ovos Total Média Desvio ER% IAO
Controle 3430 (82,2%) 429 23
Teste 515(17,8%) 64 26

Total 3945 493 85 -0,74

Timol a 10ppm (p-value:0,000)

Numero de ovos Total Média Desvio ER% IAO
Controle 2073(84,3%) 259 23
Teste 483(15,7%) 60 26

Total 2556 320 76,7 -0,62

Canfora a 10ppm (p-value:0,011)

Numero de ovos Total Média Desvio ER% IAO

Controle 3965 (62,5%) 496 72

Teste 2151 (37,5%) 269 29
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Total 6116 765 45,8 -0,30
1,8-cineole a 10ppm (p-value:0,500)

Numero de ovos Total Média Desvio ER% IAO
Controle 1686 (47,6%) 211 25
Teste 1933 (52,4%) 242 37

Total 3619 452 -14,7 0,07
Etilcinamato a 20ppm (p-value:0,000)

Numero de ovos Total Média Desvio ER% IAO
Controle 1734 (99,9%) 217 18

Teste 2 (0,1%) 0,3 0,25
Total 1736 217 99,9 -1,00

Fonte: O autor, Laboratorio de Bioensaios /UFPE,2021

Observando-se a figura 36 nota-se que houve uma significativa preferéncia
pelos controles do que nos testes para quatro dos cinco padrdes testados, sendo que
o etilcinamato (ER 99,9%; IAO -0,998), canfora (ER 45,8%; IAO -0,297), timol (ER
76,7%; 1AO -0,622) e o alfa-cedrol (ER 85,0%; IAO -0,739) apresentaram
propriedades deterrentes confirmadas pelos calculos do indice de repeléncia e do
indice de atividade de oviposicao, ja que o indice ativo de oviposi¢cao positivo €
considerado como atrativo, enquanto indice negativo € considerado deterente
(SOONWERA; PHASOMKUSOLSIL, 2017; KUMUDA; KUMAR; VIJAYAN,2019),
enquanto o padrao de 1,8-cineole (ER -14,7%; IAO +0,068) nao foi deterente conforme
os indices obtidos para ele. Observa-se também que o ensaio de escolha usando
apenas agua destilada e acetona como co-solvente, ensaio do branco, nao
apresentou diferenca significativa (p-value: 0,248), excluindo assim interferentes
provenientes do local dos ensaios.

Esses resultados corroboram com a atividade deterrente dos terpernos
experimentalmente testados e cujas atividades larvicidas e deterrentes para alguns
deles estao descritos na literatura. Entretanto, apesar do 1,8-cineol e do eucaliptol ndo
apresentarem deterréncia constatada experimentalmente, eles sao relatados na
literatura como deterrente para A. aegypti em concentracoes de 0,2%, 0,4% e 0,8%
(m/v) (KLOCKE; DARLINGTON; BALANDRIN, 1987). Nos bioensaios realizados com
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o padrao da Sigma-Aldrich na concentracdao de 10ppm, todavia, ndo houve diferencas
significativas entre o numero de ovos depositados tanto no controle quanto no teste.
Isso pode ser justificado talvez pelo fato da perda da eficiéncia da acdo deterrente do
1,8cineol com o passar do tempo devido a sua alta volatilidade e consequentemente
a diminuicdo da concentracdo de 10pug/mL destes compostos no sitio de oviposicao.
E uma vez que o efeito da concentracao do 1,8-cineol testada ser bem menor do que
a menor concentracgao relatada na literatura para ensaios de oviposi¢cao diante do A.
aegypti, 0,2% que em massa volume corresponde a uma concentragao de 2mg/mL a
qual é muito maior que a utilizada experimentalmente nos bioensaios. De modo que
Klocke, Darlington e Balandrin (1987) observaram a acao deterrente em seus ensaios
por utilizarem concentragbes mais elevadas do que as usadas neste estudo uma vez
que estes constituintes se encontram em menores concentragdes no oleo essencial.

Os constituintes como o eugenol, o timol, borneol e o pulegone s&do compostos
relatados como deterrentes e apresentaram impedimento de oviposicao e/ou
atividades repelentes (WALIWITIYA; KENNEDY; A LOWENBERGER, 2008). Outros
compostos constituintes dos 6leos em estudo como trans-cariofileno, limoneno,
carvacrol, mentone e o a-humulene também sao relatados como deterrentes para o
A. aegypti em concentragdes proximas as encontradas no 6leo (SAXENA; SHARMA,
1972; BEZERRA-SILVA; DUTRA; SANTOS; SILVA; IULEK; MILET-PINHEIRO;
NAVARRO, 2016).

Entretanto a oviposi¢cdo da canfora apresentou uma resposta atangonica em
relacdo ao relatado por Waliwitiya, Kennedy e A Lowenberger (2008), onde consta o
aumento do numero de ovos nos testes ao invés do controle a 20ppm. Algo néo
evidenciado experimentalmente nesse estudo. Porém esse efeito relatado foi obtido

em condi¢cdes metodoldgicas diferentes uma vez que os autores avaliam o efeito
deterrente apenas no terceiro e no quinto dias de ensaio, enquanto o presente
trabralho avalia o efeito deterrente com 16h. De forma que o efeito deterrente
observado para a canfora esta relacidonado com a concentragdo e com o tempo para
avaliacao da contagem dos ovos nos sitios de oviposicao. (KNIGHT; CORBET, 1991).
Vale ainda destacar que este trabalho € o primiero relato da atividade
deterrente de oviposicao para os compostos isolados do alfa-cedrol e do etilcianamato
nas concentragdes do dOleo.
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5 CONCLUSAO

Os dleos essenciais das folhas de Artemisia Judicia e Ziziphura teniour testados
possuem atividade deterrente de oviposi¢ao nas concentragbes de 10 e 100ppm. Eles
sdo ricos em compostos derivados de terpendides, principalmente, monoterpenos e
sequiterpenos, cujo alguns dos seus constituintes funcionam como deterentes de
oviposigao diante de fémeas de Aedes aegypti. Este trabalho € pioneiro no relato das
atividades larvicidas para extratos e 6leos aqui estudados além da deterréncia
determinada nos ensaios de oviposi¢cao para estes 6leos e para alguns dos seus
constituintes, inclusive de forma inédita para os constituintes alfa cedrol e etilcinamato.
Os oOleos da A. Judicia e Z. teniour apresentam efeito deterrente mais pronunciado do
qgue outras espécies disponiveis na literatura tais como Piper corcovadencesis, piper
marginatum, Alpinia purpurata, Croton rhamnifolioides, Commiphora leptophloeos e
Etlingera elatior em concentragdes iguais ou menores. Os constituintes majoritarios
tais como eugenol, timol e pulegone, entre outros constituintes em menor proporgao
como trans-cariofileno e o a-humulene, apresentaram na literatura potencialidade para
inibir a oviposicao da fémea do A. aegypti em concentragdes iguais as encontradas
nos 6leos da A. Judicia e Z. teniour. Estes 6leos sao, portanto, uma promissora fonte

para o desenvolvimento de repelentes usados para protecdo em humanos.
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