§¢¢ UNIVERSIDADE ESTADUAL DO SUDOESTE DA BAHIA

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO STRICTO SENSU EM
B CIENCIAS AMBIENTAIS

HEURISONGLEY SOUSA TEIXEIRA

Caracterizacdo quimica e avaliacdo da atividade repelente contra o Aedes aegypti L. dos

6leos essenciais de Croton argyrophyllus Kunth e Cymbopogon nardus (L.) Rendle

Itapetinga, Bahia
Abril — 2021



UNIVERSIDADE ESTADUAL DO SUDOESTE DA BAHIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO STRICTO SENSU EM
CIENCIAS AMBIENTAIS

Caracterizacao quimica e avaliacdo da atividade repelente contra o Aedes aegypti L. dos

0leos essenciais de Croton argyrophyllus Kunth e Cymbopogon nardus (L.) Rendle

Dissertacdo apresentada ao Programa de PoOs-
Graduacao Stricto Sensu em Ciéncias Ambientais da
Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia - Area
de concentracdo: Sociedade Meio Ambiente e
Desenvolvimento, como parte das exigéncias para
obtencdo do titulo de MESTRE EM CIENCIAS
AMBIENTAIS.

Orientadora: Profa. Dra. Simone Andrade Gualberto
Co-orientadora: Profa. Dra. Débora Cardoso da

Silva

Itapetinga - Bahia
Abril — 2021



632.9517 Teixeira, Heurisongley Sousa

T266¢

Caracterizacdo quimica e avaliacdo da atividade repelente contra o
Aedes aegypti L. dos 6leos essenciais de Croton argyrophyllus Kunth e
Cymbopogon nardus (L.) Rendle. / Heurisongley Sousa Teixeira. —
Itapetinga, BA: UESB, 2021.

75fl.

Dissertacdo apresentada ao Programa de Po6s-Graduacdo Stricto
Sensu em Ciéncias Ambientais da Universidade Estadual do Sudoeste da
Bahia - Area de concentracdo: Sociedade Meio Ambiente e
Desenvolvimento, como parte das exigéncias para obtencdo do titulo de
MESTRE EM CIENCIAS AMBIENTAIS. Sob a orientacdo da Profe. D.
Sc. Simone Andrade Gualberto e coorientacdo da Profé. D. Sc. Débora
Cardoso da Silva.

1. Citronela e croton — Repelente - Aedes aegypti L. 2. Oleos
essenciais - Repelente espacial - Aedes aegypti L. 3. Créton e citronela —
Repelente — Caracteristica quimica. 1. Universidade Estadual do Sudoeste
da Bahia - Programa de Pos-Graduacdo Stricto Sensu em Ciéncias
Ambientais, Campus de Itapetinga. Il. Gualberto, Simone Andrade. IlI.
Silva, Débora Cardoso da. V. Titulo.

CDD(21): 632.9517

Catalogacgdo na Fonte:
Adalice Gustavo da Silva — CRB 535-5% Regido
Bibliotecaria — UESB — Campus de Itapetinga-BA

Indice Sisteméatico para desdobramentos por Assunto:

1. Aedes aegypti L.
2. Croton argyrophyllus
3. Cymbopogon nardus



HEURISOMNG! FY SOUZA TEIKEIRA

“Caracterizagdo quimica ¢ atividade repelenic contra o Aedes aegypti L.

dos dlens essenciais de Crodon argyropfylios Kunth e Cymbopogos
nardusz {L.] Rendla™

Disgerlagin apresenlada ao Programa de Pos-Graduagio em Cidncias
Ambientais da Universidade Cstadual do Sucoeste da Bahis, Campus de
[tapetinga, BA, Area de Concantracgo: Maio Ambiznie & Desanvolvimento.

Aprovado em; 28/08/2019

BANCA EXAMINADORA

A1 it
r';‘{:.".l__ . -
e

Prof®. Drf. Simone ﬂhdradeJGua!bertc [Orientadora/UESE)

wWhuie

Dr?. Maessulan Rodrigues Meira (PNPDIUESE)

R
)
'f:;" A

e

-

Praf Dr. Déhora Cardosn da Sitva (UESE)




No matter who you are, no matter where you go in life.
No matter how much money you got, or the friends you got,

You go need somebody.
(Ben King / Jerry Leiber / Mike Stoller)



Dedico esta dissertacdo a minha mae Cenilda pela
incansavel dedicacdo, a0 meu Pai José Alves (in
memoriam), meu filho Pedro e aos meus irmdos Gheu,

Natila e Késsio.



Vi

AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus por todos os caminhos percorridos, todas as coisas conquistadas e
por todas as pessoas proximas a mim.

A minha familia, em especial & minha mée, que incansavelmente me apoiou e sozinha
se dedicou a todos os afazeres de casa. A minha irmd Gheu, que sempre foi minha inspirago.

A minha orientadora, Dra. Simone, que tanto se dedicou e proporcionou que este
trabalho fosse construido, mostrando os caminhos e passos a seguir.

As professoras Dra. Sandra Lcia da Cunha e Silva e Débora Cardoso da Silva, por
seus ensinamentos e contribuigdes.

Aos colegas de turma de mestrado, sempre presentes, dispostos a escutar e abertos a
novas ideias, além de saberem me valorizar como pessoa.

Ao grupo da carona pelas nossas viajens e viagens. Obrigado, meus novos amigos de
hoje e sempre.

A Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia, Campus de Itapetinga por esta
oportunidade. Ao Programa de Pds-Graduacdo Stricto Sensu em Ciéncias Ambientais por
proporcionar o aperfeicoamento cientifico em uma area de grande relevancia para a regido e
para o pais.

A Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ) que realizou as analises
quimicas dos 0leos essenciais.

Ao Centro Universitario de Guanambi, que me apoiou no inicio desta caminhada, em
especial aos amigos e professores Ricardo, Gustavo, Gabriela, Pablo, Daniel Santana e
Céssio.

A Ferraz Martinelli farmacia de manipulacdo (Vittaflora), nas pessoas de Karol e Rose
pelo apoio na etapa final deste trabalho.

A todos os integrantes dos Laboratérios LAPIN e LAPRON, em especial Daniel, Sara,
Thaymara, Erica e Erlon, que tanto me ajudaram e se dedicaram a este trabalho.

Ao meu amigo Willian Viriato por todo o apoio e pelos momentos de conversas
interminaveis. Também ao meu amigo Dr. Roberto, que sempre com palavras e gestos de
carinho mostrou como é forte nossa amizade.

Aos meus amigos inseparaveis, Kleber Porto e Marcela, Edilmar (Dinho), Mauricio e
Marcos Cortes, por toda a ajuda concedida. Devo lembrar-lhes: grato é quem recebe e
humilde é aquele que acha normal ou nem percebe que ajudou.

A Romério e Jussy, por quanto carinho e dedicacdo ao meu filho Pedro, estes

agradecimentos seriam pouco, muito obrigado!



vii

Agradeco ao meu amigo Willian Oliveira, por grandes momentos juntos e também aos
meus eternos amigos e professores, Zé Dias e Belarmino.

Aos membros da banca examinadora pela disposicdo suas contribuicbes e com
sugestdes construtivas.

Enfim, a todos os meus amigos, principalmente os de infancia e juventude (Os fila

boias): sou 0 que sou por causa de VOCEs.

O meu muito obrigado!



viii

Sumario
1 INTRODUGAO GERAL ....ooviviiiieeceeeetee ettt n st 14
CAPITULO ot 16
2 REVISAO BIBLIOGRAFICA ........oiuiieeeeieeeeee et n st 16
2.1 CAALINGA. ... eeieeetie ettt ettt 16
P O I o =10 o O 10 (o] I OO P PP URTOPRPP 17
2.2.1  DistribuiCB0 geOGIrAfiCa .. ...cvuieiiiie e 17
2.2.2  Morfologia do Croton argyrophylluss Kunth ..........c.cccooceiiiiniiiiiicn 18
2.2.3  Atividade farmacoldgica de Croton argyrophyllus Kunth ............cccccceiiiinn, 19
2.2.4  Atividade inseticida e repelente do género Croton ..........ccccceevvveieeiiiieninecninnn, 20
2.3 Cymbopogon nardus (L.) Rendle (Citronela)............cccccooveiiiiiiiiiiiiie e, 21
2.4 Caracteristicas dos Ole0s €SSENCIAIS ............ccv.evevevireviieiirereiesceie s 22
2.5  Caracteristicas e controle do mosquito Aedes aegypli......c.cccccvveeviiveerieeesiiieesiieenn, 23
2.6  Caracteristicas e propriedades dos repelentes ..........cccveeviveiiireeiee e 27
2.6.1  Tip0S de rePEIBNLES ....cc.vveeeeiee et 28
2.6.2  Testes de repeléncia espacial...........ccccocvveeiiireiiiie i 30
CAPTTULO Tttt 32
3 AB ST RACT L.t 33
4 INTRODUCTION ...ttt e e e e e e e nnnneeas 34
5 MATERIALS AND METHODS ...ttt 36
5.1  Collection and identification of plant material................cccccoovviiiiii i, 36
5.2  Obtaining the emulsions and preparing the sSamples ............ccccceovvieiiiie e, 38
5.3 Spatial repPellenCY tESES......cccvvie i 39
5.4  Data analysis of the spatial repellency testS...........cccoveiiiie i, 41
B RESULT S .ttt e et e e s et b e e e e e bbb e e e e anraeea e 42
T DISCUSSION. ...ttt e e s st e e e st r e e e e s anneeee e 46

8 CONCLUSION ..ottt 53



ACKNOWLEDGMENT ...ttt 53
AUTHORS 'CONTRIBUTIONS ...ttt 53
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.........c.coovieeeceeeeeee et o4

SUBTITLE ..ottt 75



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Concentraces e tempos de acdo estimados de repelentes disponiveis

COMEICIAIMENTE NO BIASI ...t e e e e 29



Figura 1.
Figura 2.
Figura 3.
Figura 4.
Figura 5.
Figura 6.
Figura 7.

Xi

FIGURAS
Distribuicdo mundial de A. @EGYPLE.......ccviiiiiiiieie e 14
Distribuicdo geografica do Croton argyrophyllus Kunth na America do Sul.......... 17
Distribuicdo geografica do Croton argyrophyllus no Brasil .............ccccceveiiiinnnnn 18
Espécie de Croton argyrophyllus Kunth no seu habitat natural.............................. 18
Imagem do mosquito A. aegypti. A) macho; B) fémea ndo alimentada; ................. 24
Ciclo de vida do AdeS GEGYPLI.........eeiiiiiieiii et 25
Modelo esquemético do dispositivo usado no ensaio de repeléncia espacial .......... 31



Xii

RESUMO

TEIXEIRA, H. S. Caracterizacdo quimica e avaliacdo da atividade repelente contra o Aedes
aegypti L. dos dleos essenciais de Croton argyrophyllus Kunth e Cymbopogon nardus (L.)
Rendle. Itapetinga-BA: UESB, 2018. 89 p. (Dissertagcdo — Mestrado em Ciéncias Ambientais -
Area de Concentragio em Meio Ambiente e Desenvolvimento).

A disseminacdo das doencas transmitidas por vetores vem aumentando cada vez mais
e alcangando novos continentes e paises ao redor do mundo. Os insetos estdo criando
resisténcia aos inseticidas e repelentes sintéticos ja conhecidos, principalmente o mosquito
Aedes aegypti, que apresenta grande interesse na area médica, por ser o vetor de doengas
como dengue e zica. Por estes motivos, vem aumentando no mundo o interesse por plantas
que possam ser usadas como agentes de controle quimico, como inseticidas e repelentes. O
objetivo deste estudo serd caracterizar quimicamente os Oleos essenciais do Croton
argyrophyllus Kunth (velame falso) e do Cymbopogon nardus (L.) Rendle (citronela) e
avaliar o potencial de repeléncia dos mesmos contra 0 mosquito Aedes aegypti L. As plantas
foram coletadas na Regido Sudoeste do Estado da Bahia, Brasil. Os 0leos essenciais das
folhas dessas espécies foram extraidos por hidrodestilagdo e seus constituintes quimicos
foram identificados por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas. Para a
realizacdo dos testes de repeléncia espacial, foi utilizado um dispositivo de acrilico indicado
por Who (2013), adaptado e os insetos foram oriundos de coldnias estabelecidas a partir de
ovos da linhagem Rockfeller (foram utilizadas 20 fémeas por repeticdo). Os 0leos essenciais
obtidos foram incorporados em uma emulsédo ndo ibnica, nas concentracdes de 1, 2 ,4 e 5%,
usando como controle positivo formulagdes com o DEET nas mesmas concentracdes. O
rendimento na extracdo do Oleo essencial de Croton argyrophyllus foi de 0,37% e 0 mesmo
apresentou 0s seguintes componentes majoritarios: E-cariofileno (18,23%), biciclogermacreno
(16,24%), a-pineno (12,58%) e espatulenol (10,33%). O rendimento na extracdo do Oleo
essencial de Cymbopogon nardus foi de 1,06% e foram identificados como componentes
quimicos majoritarios: citronelal (42,93%), geraniol (19,89%), citronelol (11,18%), elemol
(6,57%) e limoneno (2,33%). Os testes de repeléncia espacial realizados com as emuls6es
incorporadas com os 6leos essenciais de citronela e de velame falso nas concentracdes de 1, 2,
4%, mostraram indices de atividade espacial (IAE), superiores ou préximos aos resultados das
amostras com o DEET. As amostras com 0s 0leos essenciais de créton nas concentracdes de
5% apresentaram inferiores ao DEET, esses resultados indicam que a saturacdo das camaras
com o 6leo essencial em maiores concentracdes pode ter interferido no senso de deslocamento
e fuga dos mosquitos. Os Gleos essenciais de citronela e de Croton, nas concentracdes até 4%
em emulsdo ndo ibnica, demostraram ter atividade de repeléncia espacial, com indices
calculados acima de 69%.

Palavras-Chaves: Compostos volateis, citronela, CGMS, créton, dengue, repeléncia espacial.



Xiii

ABSTRACT

TEIXEIRA. H. S. Chemical characterization and repellent activity against Aedes aegypti L.
mosquito of essential oils of Croton argyrophyllus Kunth e Cymbopogon nardus (L.) Rendle.
Itapetinga-BA: UESB, 2018. 89 p.

The spread of vector-borne diseases is increasing more and more and reaching new
continents and countries around the world. These insects, particularly the Aedes aegypti, have
created resistance to known insecticides and synthetic repellents. They have been object of
interest to medical field as the vector for diseases such as malaria, dengue and zica. For these
reasons, worldwide interest in plants that can be used as chemical control agents, such as
insecticides and repellents. The aim of this study will be chemically characterize the essential
oils of Croton argyrophyllus Kunth (velame falso) and Cymbopogon nardus (L.) Rendle
(citronella) and evaluate their repellency potential against the Aedes aegypti L. mosquito. The
plants were collected in the southwestern region of Bahia State, Brazil. The essential oils of
the leaves of the species were extracted by hydrodistillation and their chemical constituents
were identified by gas chromatography coupled to mass spectrometry. For the performance of
the spatial repellency tests, an acrylic device indicated by Who (2013) was used, adapted, and
the insects came from colonies established from eggs of the Rockfelle lineage (20 females
were used per repetition). The obtained essential oils were incorporated into a nonionic
emulsion, second edition, at concentrations of 1, 2, 4 and 5% using as a positive control
formulations with DEET in the same concentrations. The extraction yield of Croton
argyrophyllus essential oil was 0.37% and it had the following major components: E-
caryophyllene (18.23%), bicyclogermacrene (16.24%), a-pinene (12.58%) and spathulenol
(10.33%). The extraction yield of Cymbopogon nardus essential oil was 1.06% and the major
chemical components were identified as citronellal (42.93%), geraniol (19.89%), citronelol
(11.18%), elemol (6.57%) and limonene (2.33%). Spatial repellency tests performed with
emulsions incorporated with citronella and velame falso essential oils at concentrations of 1, 2
e 4% showed spatial activity index (SAI), higher or close to the sample results with DEET.

These samples with Croton essential oils at concentrations of 5% showed lower than
DEET, these results indicate that the saturation of the chambers with the essential oil in higher
concentrations may have interfered with the mosquito's sense of displacement and escape.
Citronella and Croton essential oils, at concentrations up to 4% in non-ionic emulsion, have
been shown to have spatial repellent activity, with calculated rates above 69%.

Keywords: Volatile compounds, citronella, CGMS, croton, dengue, spatial
repellency.
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1 INTRODUCAO GERAL

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude, a distribuicdo das doencas transmitidas por
vetores é determinada por uma complexa rede de fatores, tanto ambientais como sociais. A
globalizacdo das viagens e do comércio, a urbanizagdo ndo planejada e os desafios
ambientais, como as altera¢fes climaticas, sdo 0s principais motivos para 0 aparecimento
destas doencas em paises que ndo possuem em seu histérico casos de contaminacdo (WHO,
2016).

Os mosquitos da ordem Diptera e, principalmente, da familia Culicidae sé&o
reconhecidos como uma ameaca para milhdes de pessoas e animais em todo mundo. Eles séo
0s vetores para a transmissdo de diversas doengas, como malaria, febre amarela, filariose,
encefalite japonesa, dengue, chikungunya, febre do Nilo e Virus Zika (WHO, 2016; ISLAM
et al., 2017b).

No relatorio da Organizacdo Mundial de Saude (WHO, 2019), estima-se que 390
milhdes de infec¢bes por dengue ocorrem a cada ano, e 0 humero de paises que relataram a
doenca mostra que 75% da populacdo mundial esta exposta a doenca. Outros estudos de
prevaléncia de dengue apontam que 3,9 milhdes de pessoas, em 128 paises, estdo em risco de
infeccdo pelo virus transmitido pelo vetor da dengue (BECKER et al., 2012; BRADY et al.,
2012).

O mosquito Aedes aegypti esta se espalhando cada vez mais e alcancando novos

continentes e paises ao redor do mundo (Figura 1).
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Figura 1. Distribuicdo mundial de A. aegypti
Nota: Azul = paises com populacdes nativas; Vermelho = paises com populagdes ndo nativas

Fonte: Becker et al (2012).
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Outra situacdo que contribuiu para a proliferacdo desses vetores ao redor do mundo
foi o desenvolvimento da resisténcia dos mosquitos aos inseticidas. Ap6s 21 anos da
descoberta do primeiro inseticida sintético eficaz, o diclorodifeniltricloroetano (DDT), em
1955, a Organizacdo Mundial de Satude (OMS) reconheceu problemas de intoxicagdo humana
e resisténcias do mosquito Anopheles ao inseticida (WHO, 2008). Problemas estes, também,
apontados para os inseticidas mais modernos, como o0s organofosforados, carbamatos e
piretroides (HEMINGWAY, RANSON, 2000). Os mesmos autores descrevem pontos
desfavoraveis a utilizacdo dos inseticidas sintéticos, como o seu modo de uso extensivo e sem
controle, o que gerou uma grande quantidade de residuos e contribuiu para o aumento
poluicdo ambiental. Com todos estes pontos negativos citados e ainda somados ao aumento do
interesse por produtos organicos, o constante debate a preservacdo ambiental e saide coletiva
houve um aumento pelo interesse, no mundo inteiro, na busca de inseticidas botanicos
(THACKER, 2002; ISMAN, 2006).

Mais recentemente, o interesse por “tecnologias verdes” esta influenciando de
maneira positiva as pesquisas e desenvolvimento de inseticidas e repelentes de origem
vegetal, na tentativa de minimizar, retroagir ou impedir o avango destes vetores pelo mundo.
Muitas sdo as técnicas estudadas, dentre as quais podemos citar: o uso de repelentes naturais,
redes inseticidas de longa duracdo (LLIN), introducdo de insetos estéreis e mosquitos
transgénicos, pesquisas que vem produzindo resultados encorajadores (ISLAM, 2017b).

A busca por inseticidas ou repelentes botanicos tem a vantagem de fornecer novos
modos de acdo contra insetos, reduzir riscos de intoxicagdo humana e de outros seres vivos
ndo alvos, reduzir a possibilidade de resisténcia adquirida, além de protecdo ambiental por
gerar menos residuos (COPPING, MENN, 2000; ISMAN, 2006).

Em vista disso, objetivou-se com este trabalho caracterizar quimicamente os 6leos
essenciais do Croton argyrophyllus Kunth (velame falso) e do Cymbopogon nardus (L.)
Rendle (citronela) e avaliar o potencial de repeléncia dos mesmos contra 0 mosquito Aedes

aegypti L.
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CAPITULO |

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Caatinga

A caatinga é o Unico bioma restrito ao territorio brasileiro; ele abrange 9,92% do
territério nacional, ocupando uma &rea de 844.453 km? e conta com aproximadamente 27
milhes de pessoas vivendo na regido (ARAUJO et al., 2005). Ocupa quase todo o Nordeste
do pais, com pequenas partes no norte do estado de Minas Gerais. Apresenta caracteristicas de
clima semiarido, com temperaturas médias anuais compreendidas entre 27 e 29°C e
precipitacbes anuais entre 300 e 900 mm, com distribuicdo irregular, possuindo meses com
125 mm de chuva e meses com apenas 30 mm, distribuidas da seguinte maneira, estacdo
chuvosa restrita a um periodo de 3-4 meses (durante o verdo e outono), seguida de uma
estacdo de seca prolongada de 8 a 9 meses (entre inverno e primavera), (PAGOTTO et al.
2015; OLIVEIRA et al., 2017; CPTEC/INPE, 2018).

A flora e a fauna da Caatinga séo adaptadas as condicdes especificas do ambiente. Em
que suas caracteristicas ecofisiologicas influenciam a fitofisionomia da vegetacéo, o que faz
deste bioma um Hot spot para conservacdo da biodiversidade, devido a alta taxa de
endemismo (LEAL et al., 2003; FAHN, CUTLER, 1992; SNYDER, TARTOWSKI, 2006).

A Caatinga tem caracteristicas heterogéneas e um habitat ocupado por espécies
resistentes. Dentre as principais espécies estdo as da familia Euphorbiaceae, tendo o género
Croton como o predominante dessa familia, por ser o segundo maior e mais diverso, com
cerca de 1.200 espécies. No Brasil ocorrem cerca de 316 espécies e 6 variedades, sendo 252
endémicas (CORDEIRO et al., 2015).

As plantas encontradas nesse ecossistema podem produzir classes variadas de
metabolitos secundarios e apresentam mudangas morfologicas bem particulares, que podem
ser interpretadas como adaptacdes ao ambiente semiarido da caatinga, como, por exemplo, as
caracteristicas do marmeleiro (Croton blanchetianus) e do velame (Croton heliotropiifolius),
duas espécies comuns desta regido (BARROS, SOARES, 2013).
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2.2 O género Croton

2.2.1 Distribuicao geografica

O género Croton, um dos mais diversos da familia Euphorbiaceae, pertence a
subfamilia Crotonoideae. Possui 1.200 espécies difundidas em regides tropicais e subtropicais
(BERRY et al., 2005). No Brasil, ocorrem mais de 300 das espécies desse género, muitas das
quais com propriedades quimicas e ou farmacoldgicas conhecidas (CRUZ et al., 2007; ZAPPI
et al,, 2015). No bioma Caatinga foram catalogadas 68 espécies (CARNEIRO-TORRES,
2009), sendo o Croton argyrophyllus Kunth, conhecido popularmente como marmeleiro ou
velame falso, umas das espécies mais abundantes (GARIGLIO et al., 2010).

Muitas espécies do género Croton encontradas na Caatinga tém potencial antiflngico,
antimicrobiano, antioxidante e inseticida comprovados. Esses atributos se devem aos
compostos bioativos, produtos do metabolismo secundario das plantas, pertencentes a varias
classes quimicas. Dentre 0s principais compostos, podem-se citar 0s terpenoides,
fenilpropanoides, flavonoides, alcaloides e tocoferdis, muitos dos quais possuem interesse
farmacoldgico de alto valor econémico (MIRANDA et al., 2019; FONTENELLE et al., 2008;
SILVA et al., 2011; AMARAL et al., 2018; COSTA et al., 2017; DE MOURA SILVA et al.,
2018; DA CRUZ, 2016).

O Croton argyrophyllus Kunth é uma espécie arbustiva, encontrada em paises da
América do Sul, como Brasil (SILVA et al.,, 2010), bastante distribuido na caatinga,
Colémbia, Bolivia e Venezuela (GBIF, 2018) (Figura 2).

Figura 2. Distribuicdo geogréafica do Croton argyrophyllus Kunth na America do Sul
Fonte: GBIF- Global Biodiversity Information Facility (2018)
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No Brasil, o Croton argyrophyllus esta distribuido entre os estados do nordeste e norte
(Roraima e Rond6nia), conforme dados do Sistema de Informagdo sobre a Biodiversidade
Brasileira (SiBBr, 2018) (Figura 3).

‘
t

2

Figura 3. Distribuicdo geografica do Croton argyrophyllus no Brasil
Fonte: SiBBr, 2018

2.2.2 Morfologia do Croton argyrophylluss Kunth

O género Croton apresenta uma taxonomia complexa, devido ao grande namero de
espécies, sua vasta distribuicdo geografica e diversidade morfoldgica. Por isso, para a
distincdo da espécie, & necessario além das caracteristicas morfologicas, utilizar as
caracteristicas anatémicas dos orgdos reprodutivos (METCALFE, CHALK, 1983). Portanto,
se faz necessario uma identificacdo mais criteriosa e especializada de cada espécie estudada.

A espécie Croton argyrophyllus Kunth é um arbusto com altura entre 1,6 a 5 metros
(Figura 4) e possui dispersdo autocorica (CAMPOS, 2018).

Fonte: Cruz at al. (2015)
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As folhas de Croton argyrophyllus Kunth possuem a face abaxial com coloragdo
prateada, dada pelo adensamento dos tricomas lepidotos. Esta espécie pode ser facilmente
confundida com o Croton tricolor, diferenciando-se, principalmente, pelos tricomas
uniformemente prateados, disco das flores pistiladas cupuliforme, lepidoto em ambas as flores
e sementes com testa lisa (SILVA et al., 2010).

2.2.3 Atividade farmacolégica de Croton argyrophyllus Kunth

A utilizacdo de plantas para a prevencdo de doencas é uma das mais antigas praticas
da medicina humana (PASA, AVILA, 2010). Este conhecimento passado de geracdo em
geracdo pode trazer informagdes importantes, auxiliando pesquisadores na escolha de espécies
para seus estudos botanicos, farmacoldgicos e fitoquimicos (MACIEL et al., 2002), sendo
algumas espécies do género Croton muito utilizadas na medicina popular na Africa, Asia e
América do Sul, como tranquilizantes, inseticidas, vermifugos e analgesicos (BARRERA et
al., 2016).

Na caatinga, existe uma variedade muito grande de plantas utilizadas pelas
comunidades tradicionais para o tratamento de diversas patologias. Estudos mais
aprofundados tanto fitoquimicos quanto farmacoldgicos, sdo necessarios para isolar, elucidar
a estrutura dos componentes e determinar as propriedades bioldgicas, bem como seus
beneficios para os seres vivos Neste contexto, o Croton argyrophyllus é uma das espécies em
potencial para tal finalidade (DE ALBUQUERQUE, 2007). Esta espécie apresenta
propriedades medicinais comprovadas, como anti-inflamatéria, anti-Glcera gastrica,
antidiabetes, antidiarréico, antireumatico, cicatrizante e anticarcinogénica (COMPAGNONE
et al., 2010; SALATINO et al., 2007; AMARAL et al., 2018).

Dentre as propriedades dos 06leos essenciais de Croton argyrophyllus, estudos
reportam seu efeito na reducdo de edema induzido por carragenina 3 a 4 h apds sua
administracdo, resultados similares ao da dexametasona usada como controle, comprovando
assim sua acao anti-inflamatdria, pois o mesmo inibiu a liberacdo do radical 6xido nitrico
relacionando o efeito anti-inflamatério com sua atividade antioxidante (RAMOS et al., 2013).
Além disso, 0 bleo essencial desta espécie possui a capacidade deinibir a bomba de protons
em camundongos, evidenciando uma atividade gastropotetora, contrario da maioria dos anti-
inflamatdrios ndo esteroidais (AMORIM, 2017). Outras propriedades bioldgicas da espécie

sdo a atividade antimicrobiana em bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, bem como seu
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potencial antioxidande também ja foram reportados, sendo os compostos fenolicos e
terpendides, tais como so flavonoides totais, 0s principais responsaveis por essa atividade
(DA SILVA BRITO et al., 2018).

2.2.4 Atividade inseticida e repelente do género Croton

Assim como as propriedades terapéuticas, 0os produtos naturais de origem vegetal tém
demostrado potencial na elaboracdo de bioprodutos alternativos de uso agricola, a exemplo
dos 0leos essenciais para fabricacdo de inseticidas naturais (COSTA, COSTA, 2009). Essa é
uma alternativa para o controle de insetos de interesse tanto na medicinal popular quanto para
a agricultura. O reconhecimento de seu uso, se deu apds observacdo de que os inseticidas
sintéticos além de contaminarem o ambiente, estavam eliminando os inimigos naturais das
lavouras e estavam desenvolvendo resisténcia aos insetos que acometiam prejuizo econdémico.
Esse fato levou aos fabricantes de defensivos agricolas a aumentarem a concentracdo da
formula, tornando os inseticidas comerciais cada vez mais t0Xicos para 0s seres humanos com
consequente contaminacdo do ecossistema (KIM et al., 2003; AGUIAR-MENEZES, 2005).

Exemplo de inseticida prejudicial a saude humana estd o diclorodifeniltricloroetano
(DDT). Este foi o primeiro inseticida comercial de uso amplo. Apds sua descoberta da
resisténcia dos insetos a formula, comecou a atingir varias populacdes de insetos (BROWN,
1986). Atualmente existe mais de 100 especies de mosquitos resistentes a um ou mais
inseticidas, em que mais de 50 destes sdo anofelinos (HEMINGWAY, RANSON, 2000). No
Brasil ja foram relatados casos de resisténcia dos mosquitos Aedes aegypti aos
organosfosforados, piretrdides, carbamatos e organoclorados em diversos estados (PAEPORN
et al., 2005).

Por isso, 0s Oleos essenciais vém se destacando nas pesquisas como alternativa aos
inseticidas sintéticos devido a sua biodegradabilidade e por apresentar baixo impacto
ambiental, além de possuir maior seletividade. Dessa forma, os Oleos essenciais tém
contribuido com o manejo de pragas e vetores (SIMAS, 2004; DE ALBUQUERQUE, 2007;
TAPP et al., 2009; OLIVEIRA, 2014). Como exemplo de sua aplicabilidade, esta a atividade
biocida dos 6leos essenciais extraidos das folhas de Croton heliotropiifolius Kunth e Croton
pulegiodorus Baill os quais eliminaram 100% das larvas do mosquito Aedes aegypti (DORIA
et al, 2010). Resultados semelhantes foram observados para 0s 6leos essenciais extraidos das

espécies de Croton zehntneri Pax e Hoffm, Croton nepetaefolius Baill e Croton
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argyrophyloides Mull Arg e Croton argyrophyllus Kunth, respectivamente (LIMA et al.,
2006; OLIVEIRA, 2014; CRUZ et al., 2017). De igual teor, os extratos etandlico de Croton
linearifolius Mull Arg., também alcancaram 99,17% de letalidade contra as larvas de Aedes
aegypti (CUNHA et al., 2014).

2.3 Cymbopogon nardus (L.) Rendle (Citronela)

O género Cymbopogon possui aproximadamente 140 espécies, das quais se destacam
duas principais espécies, por sua importancia comercial na area farmacéutica e cosmética: C.
winterianus (citronela de Java) e C. nardus (citronela do Ceildo) (SHASANY et al., 2000;
SAHOO, DEBATA, 1995). Embora sejam morfologicamente diferentes, estas duas espécies
vém trazendo confusdo, principalmente no seu uso popular (AZAMBUJA, 2011). A citronela
de Java (Cymbopogon winterianus) possui folhas menores e mais largas em comparagdo com
a citronela do Ceildo (C. nardus), esta possui folhas planas, inteiras, estreitas, longas, de 0,5 a
1 m de altura, possui margens asperas, apice agudo, cor verde, com aspecto curvo e
aromatica, com odor caracteristico de eucalipto (CASTRO, RAMOS, 2003).

Conhecido como capim Citronela, o C. nardus é sensivel a baixas temperaturas, sendo
bem adaptado ao clima tropical e subtropical.. E uma planta que exige muita 4gua para seu
crescimento, porém, por se tratar de uma espécie aromatica, 0 excesso de umidade por
irrigacdo ou precipitacdo, reduz o teor do Oleo essencial produzido pela planta (CASTRO,
CHEMALE, 1995).

Dentre as atividades bioldgicas do C. nardus, destacam-se a atividade antimicrobiana
(KOBA et al., 2009; DUARTE et al.,, 2007; OLIVEIRA et al., 2011). Os monoterpenos
presentes no 6leo, agem diretamente na membrana celular das bactérias, que por afinidade
lipofilica se ligam a membrana citoplasmatica comprometendo suas fungdes como barreira
seletiva e local de acdo enzimatica e geracao de energia (SIKKEMA et al., 1995). Além dessa
acdo bioldgica nas células, o género Cymbopogon, atua também como repelente, sendo este o
mais usado com esta finalidade em todo mundo (TRONGTOKIT et al., 2005). Dois trabalhos
de revisdo sobre o tema destacaram a importancia deste tipo de pesquisa para a busca de
repelentes bioldgicos e citaram espécies Cymbopogon nardus Rendle, Cymbopogon citratus
Staph e Cymbopogon winterianus Jowitt, como as principais espécies da familia Poaceae
utilizadas como repelentes (NERIO et al., 2010; DE SOUZA et al., 2019). Em que a primeira

espécie, C. nardus, objeto do presente estudo, apresenta destaque em pesquisas de atividade
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larvicida contra larvas dos mosquitos adultos do vetor Aedes aegypti (CASTRO, RAMOS et
al., 2003; TRONGTOKIT et al., 2005; PHASOMKUSOLSIL, SOONWERA, 2011,
SRITABUTRA, SOONWERA, 2013).

2.4 Caracteristicas dos Oleos essenciais

Os oOleos essenciais sdo produtos do metabolismo secundario dos vegetais que
conferem vantagens adaptativas contra fatores ambientais adversos e protecdo contra danos
quimico e mecanico. Atuando ecologicamente na fotoprotecdo, protecéo contra fitopatégenos
e injaria por herbivoria. Ndo obstante sua composicdo quimica complexa, também possui
efeito alelopatico no controle de espécies competidoras bem como na atracdo de agentes
polinizadores e dispersores (VIEGAS-JUNIOR et al.,, 2006; GARCIA, CARRIL, 2011;
DELORY et al., 2016). Entretanto, os fatores edaficos e climaticos, associados aos fatores
ambientais, influenciam na biossintese dos constituintes fitoquimicos. Em quem sua producao
e rota metabdlica pode ser modificada em resposta adaptativa de acordo o estimulo recebido,
podendo este ser de natureza, quimica (alelopatia), mecanica (herbivoria) ou climética
(estresse ambiental), provocados naturalmente ou por manipulacdo agricola como
mecanizacao agricola, defensivos quimico bem como cortes ou arranquio (ROCKENBACH et
al., 2018).

A composicao dos 6leos também estéa relacionado com o 6rgéo da planta onde o 6leo é
produzido e armazenado. folhas, flores, caule, raiz, sementes, cascas), nestes 6rgdos sdo
encontradas as ceélulas secretoras que podem ser classificadas em: tricomas, canais e
cavidades secretores (TAIZ; ZEIGER, 2013). Os tricomas podem ser constituidos por uma
Gnica célula ou multicelulares, caracterizando assim em varios tipos como 0s tricomas
tectores, os tricomas radiculares, os tricomas glandulares e os tricomas mistos (TAIZ et al.,
2017; KERBAUY, 2012). A parte da planta onde concentra os tricomas depende da espécie.
Em Cymbopogon nardus e Croton argyrophyllus, concentra-se nas folhas com tamanhos
variados na forma de bolsa e estrela, respectivamente na face abaxial, (BARBOSA, 2007;
GOMES, 2010) Portanto identificar em qual 6rgdos da planta é produzido e armazenado 0s
Oleos essenciais é importante para o processo de extracdo adequado (APEZZATO-DA-
GLORIA, CARMELLO-GUERREIRO et al., 2006; TAIZ et al., 2017).
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Existe varios métodos de extracdo de 6leos essenciais em que cada técnica tem a sua
especificidade. Dentre essas estdo a hidrodestilacdo, destilagdo por arraste a vapor, cujas
técnicas sdo aplicadas em espécies em que o 6leo é armazenado nas folhas. Sendo o arraste a
vapor, o método recomendado pela Farmacopeia Brasileira por ndo ter contato com a agua,
assim evitando a oxidacéo e perda de alguns componentes quimicos além de possuir baixo
custo (BRASIL, 2012).

A extracdo por solventes organicos € outra técnica que pode ser aplicada para a
extracdo de Oleos da parte aérea, porém, embora garante a extragdo de todos 0s compostos
quimicos e mantem a integridade dos mesmos, tem a desvantagem de utilizar substancias
toxicas como o hexano, benzeno, tolueno e éter de petrdleo, os quais sdo altamente nocivos
para 0 homem. Diferente dessa, o fluido supercritico € uma técnica que utiliza o0 CO2 na
dissolucdo dos compostos quimicos, sendo a mais tecnologica entre as técnicas, garantindo
separacdo do 6leo do géas carbbnico sem que ocorra perda de compostos e alteragdes quimicas
quer seja por hidrdlises, esterificacdo, caramelizagdo ou alteracdes térmicas.

Ja a enfleuragem ¢ utilizada para extracdo de 6leos de matéria prima delicada como as
pétalas de flores. Trata-se da prensagem dessas em contato com uma gordura inodora que,
apo0s 0 processo de saturacdo da gordura com o Oleo das mesmas, esta é filtrada,
posteriormente o concentrado aromatico € diluido em alcool e destilado, obtendo entdo o 6leo
essencial com alto teor de pureza. Ao passo que a prensagem a frio € utilizada para extracao
de dleos essenciais de pericarpo de citros devido aos seus 0leos serem ricos de compostos
nutracéuticos altamente termolabeis (ANVISA, 2010; PINHEIRO, 2003; SILVEIRA et al.,
2012).

2.5 Caracteristicas e controle do mosquito Aedes aegypti

O Aedes aegypti tem caracteristicas bem peculiares, tamanho que pode variar de 0,4 a
0,7 cm de comprimento, cor negra e com listas brancas no dorso, pernas e cabeca. Possui
dimorfismo sexual, visto que o macho é caracterizado pela antena plumosa e a fémea por uma
antena pilosa. Possui trés pares de patas e no abdémen contém o érgao excretor e digestivo
(CONSOLLI, OLIVEIRA, 1998). O abdémen do macho é mais fino que os das fémeas, pois
esta necessita de um abdémen maior para armazenar os ovos até ficarem aptos para serem

postos (Figura 5).
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Figura 5. Imagem do mosquito A. aegypti. A) macho; B) fémea néo alimentada;
Fonte: Goeldi (1905) apud Sanjad (2003)

Apresentam quatro fases em seu desenvolvimento: de ovo ou embrionéria, a fase
larval, a de pupa e a fase adulta, chamadas de holometabdlicas ou metabolismo completo; as
fases de larva e pupa sdo aquaticas; a fase adulta € a do inseto voador (ALMEIDA, 2011).

As fémeas realizam o repasto sanguineo, responsavel pelo desenvolvimento dos ovos,
que sdo depositados em ambientes Umidos e proximos a laminas d"agua de algum recipiente
ou agua limpa e parada. Cada fémea pode depositar de 150 a 200 ovos (MARQUES et al,
2013; VARGAS et al., 2014). E importante destacar que, caso as condicbes de umidade ndo
sejam adequadas, os ovos podem adquirir resisténcia ao ressecamento muito rapido. Em
aproximadamente 15 horas ap0s a postura, eles ja sdo capazes de resistir a longos periodos em
condicdes secas, ficando de um ano até 450 dias sem agua (FIOCRUZ, 2016; COSTA, 2001).

Em condicBes adequadas, 0s ovos podem eclodir em trés dias, iniciando a fase larval,
que dura em torno de sete dias, possuindo quatro estagios evolutivos. Nesta fase, a larva
precisa de condi¢bes Otimas com alimento e temperatura entre 25° a 29°C, para uma
maturacdo ideal e se transformar em pupa (ALMEIDA, 2011; BESERRA et al., 2009).

A pupa € essencialmente aqudtica, possui um par de tubos respiratérios ou
"trompetas”, que atravessam a agua e permitem a respiracdo; nao se alimenta e se mantém na
superficie da agua flutuando até a completa metamorfose, que dura de dois a trés dias
(BESERRA et al., 2010).
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A fase adulta dura cerca de 45 dias; as fémeas tém habitos diurnos para fazerem o
repasto sanguineo, de preferéncia no inicio da manhd ou fim de tarde. Sdo insetos que se
alimentam das seivas das plantas, fitéfagos, porém as fémeas precisam também de sangue
para reproducdo, hematdfagas (Figura 6). No momento do repasto sanguineo, a fémea pode se
contaminar bem como transmitir o virus, disseminando as doencas relacionadas ao Aedes -
Dengue, Zica, Chicungunha e Febre amarela (BESERRA et al., 2009).

De acordo com as fases do crescimento e reproducdo do mosquito séo utilizados trés
mecanismos de controle: aplicacdo de pesticidas, utilizacdo de controles mecanicos e emprego
da técnica do inseto estéril (SIT). Esta Gltima consiste na liberacdo de machos estéreis no
ambiente para interferir no processo reprodutivo, impedindo assim, o desenvolvimento de
resisténcia das populagdes dos vetores (ZHANG et al., 2016). Esta técnica tem se mostrado
eficiente e de baixo custo (BENEDICT, ROBINSON, 2003; BRYAN, 1968; OLIVA et al.,
2012).

Figura 6. Ciclo de vida do Aedes aegypti
Fonte: ARAUJO et al. (2014b)

Para combater a ovoposicdo, estas trés frentes também sdo utilizadas, acrescentando as
acOes de profissionais e da populacédo, eliminado os possiveis criatorios e locais favoraveis ao
ciclo de vida dos mosquitos Aedes aegypti, citando como exemplo objetos depositados em
lotes abandonados e sem fiscalizacdo como latas, tampas de garrafa, pneus e vasos de plantas
(BRASIL, 2009).
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A utilizacdo de predadores também mostra um potencial para diminuir a populacdo
destes mosquitos, a exemplo da planta chamada de Crotalaria, que atrai a libélula predadora
natural de insetos como o Aedes aegypti (COSTA, SANTOS, OLDRINI, 2012).

Outra forma de combate, é a utilizacdo de agentes bioldgicos, como a bactéria Bacillus
thuringiensis israelenses, eficaz no controle das larvas do mosquito (AHMED, 2019). Os
fungos Beauveria bassiana e Metarhizium anisopliae, também sdo exemplo de medidas
profilaticas. Esses liberam endotoxinas e, quando ingeridas pelo mosquito, provocam
toxidade ao aparelho digestorio e respiratério da larva (DENG, 2019).

Embora existe essas medidas alternativas, o controle quimico ainda ¢ uma das técnicas
mais utilizadas para eliminar o vetor em todas as fases de vida. Inseticida a base de
organoclorados, foi a principal forma de combate do vetor até o final dos anos 70. Sendo o
DDT o mais utilizado e, posteriormente proibido devido a alta intoxicacdo animal e humana
(ALDRID, 1979). Porém mesmo proibidos na maioria dos paises do mundo, estes compostos
ainda séo utilizados no continente africano para o combate a malaria (WHO, 2018).

Os organofosforados, principalmente o temefos, sdo os inseticidas mais utilizado na
fase larval e os piretroides, derivados na estrutura das piretrinas, para a fase adulta
(CARNEIRO, 2006). Estes também apresentam problemas de resisténcia maltiplas do Aedes
aegypti a formula (KOOU, 2014; OPAS/OMS, 2016).

A acéo repelente como uma forma de controle, tendo como exemplos roupas e telas
impregnadas com inseticidas, tem sido utilizado por gestantes e por criangas. Essa medida
apresenta a vantagem de facil execucdo e ainda poder combinar com outras estratégias
(ZARA, 2016). O conjunto das técnicas no combate e ou controle do vetor tem apresentado
deficécia pois, além de diminuir a utilizacdo de agentes toxicos, também melhora a qualidade
de vida das pessoas, sem provocar riscos para a saude de outros organismos no meio ambiente
(BRASIL, 2009; WHO, 2009). Contudo, o uso de técnicas em conjunto para combater a
ovoposicdo, o desenvolvimento na fase aquatica e a fase adulta dos mosquitos, tem
apresentado eficacia sendo ainda a melhor estratégia (ZHANG, 2016).

Fora do combate ao mosquito, outra linha de pesquisa promissora, mas para o controle
da doenca dengue ou zika, seria as vacinas. Porém algumas destas vacinas ainda estdo em fase
de testes. Onde a Unica vacina comercialmente distribuida no Brasil, é tetravalente,
recombinante, denominada de CYD-TDV (BRASIL, 2016). Esta ainda ndo apresenta
eficacias garantidas de imunidade (DA SILVEIRA, 2019; DIAMOND, 2019). N&o obstante
outras vacinas estdo sob investigacdo pelo Instituto Butantd em parceria com a National

Institutes of Health (EUA). Em que experiéncias com a CYD-TDV tem aprimorado em
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estudo dessa Ultima, a qual aspira resultado promissor podendo alcancar eficacia de até 90%

de protecdo ao humano contra o virus da dengue (DA LUZ et al., 2019).

2.6 Caracteristicas e propriedades dos repelentes

O desenvolvimento de repelentes evoluiu com a historia do homem; foram do simples
habito de passar folhas na pele, fazer fumaca para espantar os insetos, ao uso de éleos como
de eucaliptos ou de menta, que eram passados diretamente no corpo, até chegar a produtos
cosméticos, além do uso de velas com odores (KATZ et al., 2008). As pesquisas revelam
que, para a busca por repelentes naturais menos toxicos e mais eficazes, sera necessario
identificar e isolar sua substancia ativa com maior poder de repeléncia, como, por exemplo, o
p-mentano-3,8-diol (PMD), extraido do Oleo de eucalipto (LEAL, 2014). Portanto, a
caracterizacdo dos 0leos essenciais utilizados por diversos pesquisadores (OLIVEIRA, 2014;
RAMOS et al., 2013; RAMOS, 2016) pode trazer pistas de quais sdo as substancias presentes
para um futuro isolamento e realizagéo de testes de repeléncia.

Neste sentido, o desenvolvimento de inseticidas e repelentes oriundos de plantas
apresenta-se como uma proposta promissora (SILVA et al., 2014). Muitos extratos de plantas
e/ou 6leos essenciais tém sido testados para avaliar sua atividade repelente contra varias
espécies de insetos, como os 6leos essenciais das espécies: Trichilia pallida Swartz (baga de
morcego), Carapa guianensis Aublet (andiroba), Copaifera sp. (6leo de copaiba),
Cymbopogon nardus L. Rendle (citronela), Cymbopogon citratus (DC) Stapf (capim-liméao),
Ruta graveolens Linnaeus (arruda), Eucalyptus globulus Labill (eucalipto), Chenopodium
ambrosioides L. (erva-de-Santa-Maria), Ocimum basilicium L. (manjericdo), Rosmarinus
officinalis L. (alecrim-de-cheiro), Mentha pulegium L. (poejo) e Carapa guianensis Aubl.
(andiroba) (TISSOT, 2008; OLIVEIRA, 2008a; OLIVEIRA, 2008b; BUENO, 2010).

Entender a dindmica e 0s mecanismos que atraem 0 mosquito até o local da picada é
muito importante no estudo de repelentes. A descoberta dos alvos receptores no sistema
olfativo de mosquitos € um grande desafio para a ciéncia, mas podem proporcionar a busca
por repelentes mais eficazes, duradouros e seguros (RAY, 2015).

Para um repelente ser considerado efetivo é preciso que ele possua algumas
caracteristicas (ISLAM et al., 2017a):

a) Impedir o pouso por um periodo de tempo (repelente espacial);

b) Fazer com que 0 mosquito se oriente para longe apds aterrisagem (irritante de contato);
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c) Provocar anti-alimentagéo, supresséo e anorexia (Dissuasao);

d) Bloquear atracdo para humanos (Odor maskers - também chamado de inibi¢&o de atragéo);
e) Visual maskers que perturbam a indicacao visual do mosquito, prevenindo a localizacéo do
hospedeiro (ISLAM et al., 2017a).

Dentre as caracteristicas supracitadas, infelizmente ainda ndo existe um repelente que
atenda todos estes requisitos (AMBROZIN et al., 2006). Porém, pesquisas recentes tém
apresentado resultados promissores, salientando que a busca por repelentes naturais pode ser
uma alternativa para o controle e protecdo humana contra mosquitos sem prejuizo ao meio
ambiente (DE SOUZA et al., 2019).

2.6.1 Tipos de repelentes

No Brasil, as opcdes de repelentes comerciais sdo poucas e 0s mais eficazes ou com
comprovacdo de eficacia e com licenca aceita pela ANVISA sdo os sintéticos, sendo que o
N,N-Dietil-meta-Toluamida — DEET, ainda é o repelente mais eficaz e sua duracdo depende
da concentracdo no produto (STEFANI, 2009) (Tabela 1), porém com restricdo de uso
relacionado com toxidade na pele, ou seja, ndo sdo permitidos para criangas abaixo de 2 anos
e, em concentracBes acima de 10%, somente para criancas a partir de 12 anos. O mesmo autor
considerou ainda os niveis de evidéncia ja descritos para os repelentes e suas orientacfes
descritas pelo Canadense Commitee to Advise on Tropical Medicine and Travel (CATMAT,
2005).

O proprio Comité (CATMAT, 2005) ndo recomenda o uso de repelentes naturais ndo
registrados nos 6rgdos competentes para proteger contra picadas de insetos, ou seja, nao
recomendam o uso de repelentes sem evidéncias cientificas comprovadas. Em varios paises 0s
inseticidas e repelentes devem ser revisados quanto a eficacia e seguranca pela Agéncia
Reguladora, levando em conta, também, os estudos randomizados que indicam se 0 seu uso
reduz a incidéncia de doencas.

No Brasil os repelentes sdo classificados no grupo de Grau 2, que sdo produtos
sujeitos a autorizacdo para comercializacdo, a partir da concessdo do registro publicado em
Diério Oficial da Unido. Conforme RDC N° 07 (2015), a definicdo de produto grau 2 é:

Produtos Grau 2: sdo produtos de higiene pessoal, cosméticos e perfumes cuja
formulacdo cumpre com a definicdo adotada no item | do Anexo | desta Resolugdo e
que possuem indicacdes especificas, cujas caracteristicas exigem comprovacdo de
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seguranca ef/ou eficacia, bem como informagdes e cuidados, modo e restricdes de
uso (Brasil, 2015).

Tabela 1. Concentrages e tempos de acdo estimados de repelentes disponiveis comercialmente no Brasil

S - Produto (fabricante) e formas de . . Idade Tempo de acao
Principio ativo . Concentragao (%) L .
apresentacgdo permitida® estimado®
DEET Autan (Johnson Ceras) aerossol, G-9 >2 anos Ate 2 horas
logéo, spray
OFF (Johnson Ceras) locéo, spray 6-9 >2 anos Até 2 horas
OFF kids {Johnson Ceras) logéo 6-9 >2 anos Até 2 horas
OFF (Johnson Ceras) aerossol 14 >12 anos Até 6 horas
Super Repelex (Reckitt Benckis) >12 anos Até 6 horas
spray, log&o 145
aerossol 11,05
Super Repelex kids gel (Reckitt 7,34 >2 anos Ate 4 horas
Benckis)
Icaridina Exposis adulto (Osler) gel, spray 50 > 12 anos Até 5 horas
Exposis Extreme (Osler) spray 25 =10 anos Até 10 horas
Exposis infantil (Osler) spray 25 > 2 anos Até 10 horas
IR3535 Log&o antimosquito (Johnson & > > 6 meses Ate 4 horas
Johnson)
Oleo de cifronela  Citromim spray (Weleda) 12 >2 anos Ate 2 horas

Fonte: STEFANI et al, 20009.
Notas: *informacdes fornecidas pelo fabricante; **informac&o nédo fornecida pela empresa fabricante.

Além disso, a Resolucdo de 19 de abril de 2013, que regulamenta o registro de
repelentes de insetos, preconiza que alguns estudos sejam feitos no produto acabado: irritacao
primaria e acumulativa, sensibilizacdo cutanea e foto sensibilizacdo. Seu artigo n° 4 orienta

que estes estudos de repeléncia sejam realizados de acordo as diretrizes internacionais:

Para comprovacdo de eficicia de produtos cosméticos repelentes de insetos a
empresa deverd apresentar, no ato da solicitagdo do registro, estudos de eficacia do
produto, efetuados de acordo com as diretrizes da Agéncia de Protecdo Ambiental
dos Estados Unidos da América (EPA), da Organiza¢do Mundial de Saide (OMS)
ou outras metodologias validadas e reconhecidas internacionalmente. (BRASIL,
2013).

Portanto, para a aprovacao e registro de repelentes, os testes seguem as normas da nota
técnica N° 01 de 2018 (ANVISA, 2018) e devem ser feitos em duas espécies de mosquitos
antropofilicos, sendo uma dessas necessariamente Aedes aegypti e a outra Culex
(preferencialmente Culex quinquefasciatus) ou Anopheles (preferencialmente An. stephensi,
An. gambiae ou An. albimanus). Os repelentes aprovados terdo que ter um tempo minimo de
30 minutos de repeléncia frente ao Aedes aegypti, e ainda esta condicionada a compatibilidade
da frequéncia de reaplicagdo com a margem de seguranca do ativo (STEFANI et al, 2009). A

empresa deve indicar qual protocolo que seguiu, se foi o da EPA (Environmental Protection
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Agency) ou o da OMS (Organizacdo Mundial da Saude); se os testes forem realizados em
gaiolas, devem seguir as seguintes especifica¢cfes minimas: tamanho da gaiola de 35 cm x 35
cm x 35 cm (todos os lados devem ser maiores do que 35 cm); densidade de 1 mosquito por
1,160 cm® (200 mosquitos por gaiola) para EPA e cerca de 200 a 250 mosquitos por gaiola
para OMS (EPA, 2010; WHO, 2009).

No Brasil, as substancias aprovadas como repelentes e registradas na ANVISA
correspondem aquelas aprovadas nos Estados Unidos pela United States Enviromental
Protection Agency (EPA), sdo: N,N-Dietil-meta-Toluamida ou N,N-Dietil-3-Metilbenzamida
(DEET), Carboxilato de hidroxietilisobutilpiperidina (Icaridin  ou Picaridin) e
Etilbutilacetilaminopropionato (EBAAP ou IR 3535), além de Oleos essenciais, como
Citronela. Nos Estados Unidos existem: Catnip oil; p-mentano-3,8-diol e 2-undecanona ou
Metil-nonilcetone. Ainda existem no Brasil os repelentes de ambientes, classificados pela
ANVISA como saneantes. Para estes produtos sdo usados diferentes substancias sob a forma
de espirais, liquidos e pastilhas utilizadas, por exemplo, em aparelhos elétricos, a maioria séo
piretroides. Para que esses sejam aprovados e comercializados, sua eficacia deve ser

comprovada frente aos mosquitos da espécie Aedes aegypti (ANVISA, 2015).

2.6.2 Testes de repeléncia espacial

Os dois guias da Organizagdo Mundial de Saude, “As diretrizes para a eficacia de
repelentes contra mosquitos na pele do homem” e “Diretrizes para testes de eficacia de
repelentes espaciais” (WHO, 2009; WHO, 2013), tém como objetivos harmonizar testes
realizados em diferentes laboratorios ou instituicdes, no intuito de gerar dados comparaveis
entre si, para facilitar o registro destes tipos de produtos repelentes ou inseticidas, sempre
lembrando que cada pais tem suas legislacbes especificas para registrar e liberar estes
produtos ao consumidor. O guia para o teste na pele em humanos orienta que testes
preliminares de seguranca e toxidade devem ser avaliados antes dos testes aplicados na pele
(WHO, 2013).

Conforme preconizado pelo WHO (2013), o termo repeléncia espacial estuda uma
série de comportamentos dos mosquitos, frente a um estimulo quimico ou substancia quimica,
que de alguma forma reduz o contato entre o vetor e o ser humano, causando assim
repeléncia. O proprio documento citado preconiza que testes em laboratdrios podem ser

modificados ou adaptados a realidade de cada laboratério, mas sempre seguindo as normas
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béasicas de seguranga e principios de boas préaticas laboratoriais para testes bioldgicos com
inseticidas.

Normas que devem ser obedecidas (WHO, 2013):

e Criacdo de mosquitos padronizados, para garantir representatividade das amostras
(boas condi¢des ambientais);

e Observar a seguranga da substancia testada, principalmente se volatil, com teste de
toxidade por inalacdo ou ficar atento a efeitos adversos ou indesejaveis registrados
durante o teste;

e Todo pessoal envolvido nos testes deve ser treinados sobre normas de seguranga e
procedimentos operacionais padrdo adotados. cujos treinamentos deverdo ser
registrados;

e Realizar os experimentos dentro das normas éticas nacionais aplicaveis.

O principal objetivo de estudos de ingredientes ativos em testes de repeléncia espacial é
determinar sua principal acdo contra 0 mosquito estudado, medindo o movimento de
afastamento do mosquito por estimulo quimico, interferéncia na deteccdo do hospedeiro e ou
resposta de alimentacdo, incluindo ainda duracdo da protecdo em condi¢cdes padrdo bem
controladas (WHO, 2013).

O modelo esquematico do dispositivo sugerido pela WHO (2013) esta descrito na figura

Figura 7. Modelo esquematico do dispositivo usado no ensaio de repeléncia espacial
Fonte: WHO (2013)

Os componentes sdo: 1- cilindro de tratamento (metal); 2 - cilindro central; 3 - tampa final; 4 - funis com
valvulas borboleta; 5 - carretel de metal; 6 - compartimento para colocar o filtro de papel impregnado com a
amostra.
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3 ABSTRACT

The objective was to characterize the chemical composition of the essential oils of Croton
argyrophyllus Kunth. and Cymbopogon nardus L. Rendle. and evaluate their spatial
repellency activities against Aedes aegypti Linn. The essential oils were hydrodistilled for 2 h
and 30 min, submitted to gas chromatography coupled to the mass spectrometer and to the
repellency test with concentrations of 1, 2, 4 and 10%. DEET was incorporated into the

emulsion in the same concentrations as a positive control and the pure non-ionic emulsion as
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a negative control. The repellency tests were obtained from 20 adult females, arranged in
cylindrical chambers and glass slides containing the samples. Each trial had 10 repetitions
lasting 10 min. The essential oils of croton showed a yield of 0.37% with 20 compounds, with
E-karyophylene, bicyclogermacrene, a-Pinene and spatulenol representing 57.38% of the
chemical composition. The citronella oil yielded 1.07% with 27 compounds, in which the
citronelal, geraniol and citronellol compounds represented 74% of its composition. The best
dose of repellency response was 2%. Croton showed a repellency rate of 57% and Citronella
presented one higher than 70%. The essential oils of these species have a repellent action

against the Aedes aegypti mosquitoes.

4 INTRODUCTION

Aedes aegypti Linn. is a diptera of the Culicidade family, discovered in Egypt in the
13th century and widespread in the African and American continents. This species was
introduced in Brazil at the end of the 19th century by the arrival of slave ships, triggering
many diseases. Among these diseases are Dengue and Zica, caused by the viruses that bear
their respective names and that belong to the Flaviridae family and Chikungunya, caused by a
virus of the Togaviridae family (Lopes, Nozawa, Linhares 2014). These arboviruses, even
though they are from different families, have similar initial symptoms, a fact that makes
clinical diagnosis and treatment difficult (Rodriguez-Morales et al. 2015).

Several strategies have been used to combat the vector. Ranging from mechanical
control, such as the elimination of potential breeding grounds for mosquitoes, as well as the
introduction of larvophagous fish for biological control to the use of insecticides in chemical

control. At the beginning of the epidemiological outbreak these prophylactic measures were
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considered efficient to the point of eradicating the vector between 1958 and 1973, however, it
was reintroduced in 1976 (Zara et al. 2016).

There are many products with repellent action against mosquitoes available on the
market, including Picaridin or KBR 3023, IR 3535 and p-methane-3,8-diol (PMD). These are
considered less toxic, but with reduced protective effects (Frances et al. 2004). However, in
order to make them potent in combating the vector, many repellents had their concentrations
increased. This strategy, although considered efficient against the mosquito, has shown
damage to human health, such as skin and eye mucosa irritation, in addition to irreversible
environmental damage (Patel et al. 2012, Gokulakrishnan et al. 2013, Gill & Garg 2014).
Therefore, it is believed that the epidemiological scenario of diseases transmitted by the
vector is due to the resistance developed by mosquito populations during prolonged contact
with these substances.

Due to their lack of efficacy, as well as the toxicity of the products available on the
market, much research on natural products has been encouraged (Deletre et al. 2019, Yang et
al. 2019). Out of the various existing natural resources, vegetables have stood out and the
aromatic species lead the studies developed by research centers aiming at the development of
biodegradable alternative products of low toxicity (Simas et al. 2004, Tapp et al. 2009, De
Albuquerque 2007). Among the aromatic species that stand out in the studies are
Cymbopogon nardus (L.) Rendle and Croton argyrophyllus Kunth.

Cymbopogonn Nardus (L.) Rendle, known as Citronella Ceylon, is a plant from the
Poaceae family, of herbaceous size varying from 0.5 to 1 m tall (Shasany et al. 2000, Sahoo &
Debata 1995). It has rough leaves, acute apex, green color, from tropical and subtropical
climates, being well adapted to different environments due to its phenotypic plasticity (Aradjo
et al. 2017). This plant is an essential oil producer, whose oil has antimicrobial properties. It is

also widely used as an air freshener and as a repellent (Trongtokit et al. 2005, Duarte et al.
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2007, Koba et al. 2009, Oliveira et al. 2011). In traditional medicine, it is also used as an
insecticide, dewormer and painkiller. (Barrera et al. 2016).

The Croton argyrophyllus Kunth species, belonging to the Euphorbiaceae family, is
native to Africa, Asia and South America and well adapted to Brazil. In its region of origin it
is consumed in folk medicine as a tranquilizer, an insecticide, a dewormer and analgesic
(Barrera et al. 2016). Some of its therapeutic properties are scientifically proven, such as anti-
inflammatory, anti-ulcerogenic, anti-diabetic, anti-diarrheal, anti-rheumatic, with anti-
carcinogenic activities, for the relief of gastritis, abdominal pain, headache and healing
(Compagnone et al. 2010, Salatino et al. 2007, Amaral et al. 2018, Ribeiro et al. 2018). In
addition to these properties, its leaves have also shown potential as a natural insecticide
against Aedes aegypti larvae (De Albuquerque 2007, Costa & Costa 2009, Cunha et al. 2014,
Doria et al. 2010, Simas 2004, Tapp et al. 2009).

In view of the biological activities presented by the essential oils of these two
species, the objective with this study was to characterize the chemical composition of the
essential oils of Croton argyrophyllus Kunth and Cymbopogon nardus (L.) Rendle, as well as

to evaluate their spatial repellency activities against Aedes aegypti L.

5 MATERIALS AND METHODS

5.1 Collection and identification of plant material

The leaves of Croton argyrophyllus Kunth were collected in August 2018 at the
conservation unit National Forest Contendas do Sincora - FLONA, located in the municipality
of Contendas do Sincoréa - Bahia, geographic coordinates latitude 13°55'15.9” S and longitude

041°06'53.9” W, in the morning, between 8 am and 9 am. The leaves of Cybopogon nardus
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(L.) Rendle were collected in the garden of UESB, campus of Itapetinga, under the
geographical coordinates latitude 15 ° 15'23"S and longitude 40 ° 15'27” W in the same
period. The croton exsiccate was identified by the specialist curator Daniela Santos Carneiro-
Torres from the Herbarium of the Federal University of Feira de Santana - HUEFS, where it
was deposited under the number HUEFS 4662. Both species also been registered in the
National System for the Management of Genetic Heritage and Associated Traditional
Knowledge - SisGen, under the registration number A8C3C76 and AD5FES57, respectively.
The plant material was sent to the UESB Natural Products Laboratory (LAPRON),
where it was subjected to a drying process for 18 h in an air circulation oven at 40 ° C.
Subsequently, 100 grams of the dry leaves of each species were subjected, in triplicate, to
hydrodistillation with deionized water for 2 h and 30 min, using a modified Clevenger
apparatus. After the extraction process, the essential oils were collected and the residual water
was eliminated through the addition of anhydrous sodium sulfate (Na.SQO4). The oil yield was

calculated based on the dry biomass, according to the equation:

contentts= —2imas X 100

mass of leaf biomass (g)

The essential oils were stored in amber glass bottles and kept refrigerated at 4°C until
the moment of chemical characterization.

The chemical characterization of essential oils was carried out at the Chemistry
Department of the Federal Rural University of Rio de Janeiro (ICE/UFRRJ). The analyzes
were submitted to Gas Chromatography coupled to Mass Spectrometry (CG/EM). The
chromatograph used was an HP 5890 - Series Il, using an HP-5 column from the brand
Agilent, with 30 m x 0.25 mm internal diameter x 0.25 um film thickness. The carrier gas
used was helium, with 99.999% purity, with a flow rate of 1 mL.min-1 and a pressure of 12
psi. The furnace heating schedule was from 60 to 260°C (3 ° C.min-1), then 10°C.min-1 to

290°C, with injector temperature at 220°C, interface at 310°C and ion source at 250°C (FID).
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Sample solutions were prepared in dichloromethane and injected 1 pL into the chromatograph
with a flow rate (Split) of 1:30.

In order to make the calculations of the retention indexes of the compounds possible,
under the same operational conditions, a series of hydrocarbons were injected (Cg a Cz0). The
retention index for each compound that presented relative abundance > 0.5% was calculated
with the chromatograms of the detected constituents, applying the logarithmic equation

proposed by Kovats conforme modelo:

log t'py —log t'
KY:100n+lO({ & R0~ 98Tk J

log 'g(uyyy —10g I'5gy

Where, KI = Kovats index; T’r ) = retention time of the analyte; T’rn= lower chain
hydrocarbon retention time; T’r(n + 1) = IS the number of carbons in the adjacent pattern most
retained and n = number of carbon atoms in the pattern (Adams 2007).

The calculated retention indexes were compared with those found in the NIST 2.1
library (Nist 2008), present in the equipment and, for better attribution, the spectra were also

compared with the scientific literature data (Adams 2007).

5.2 Obtaining the emulsions and preparing the samples

The tests for evaluating the spatial repellency activity were carried out at the Natural
Insecticides Research Laboratory at UESB (LAPIN). The basic non-ionic emulsion for
sample preparation was composed of three phases, an agueous one, an oily one and a
complementary. The aqueous phase was composed of disodium EDTA (0.1g), paraben
preservative solution (3.3g) and purified water q.s.p.100 mL. The oily phase was composed of
15 g of non-ionic self-emulsifying wax (cetearyl alcohol, ceteareth-20, mineral oil, lanolin
and vaseline alcohol), dimethicone (2 g), Butylhydroxytoluene (0.05 g) and octyl stearate (2
g). The complementary phase consisted of 0.6 g of a 50% imidazolidinylurea preservative

solution. The phases were heated separately in a beaker at a temperature of approximately
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75°C. The oil phase was added to the aqueous phase under gentle agitation at a temperature of
40°C to reduce the volume, and then the complementary phase was added. After mixing and
homogenizing the phases, the emulsion had its pH adjusted to a range between 5.5 to 6.5 with
50% citric acid and 10% sodium hydroxide.

In possession of the basic non-ionic emulsion, formulations of essential oils of the
species Croton argyrophyllus (Croton) and Cymbopogon nardus (Citronella) were prepared in
concentrations of 1, 2, 4 and 10%. As a positive control, the non-ionic emulsion incorporated
with N, N-diethyl-3-methylbenzamide (DEET) was used in the same concentrations as the
essential oils and, as a negative control, the pure non-ionic emulsion was used. The
formulations were stored in a refrigerator and only removed one hour before the bioassays

were performed.

5.3 Spatial repellency tests

The spatial repellency tests were conducted under laboratory conditions, with an
average temperature of 24.7°C and an average humidity of 71.5%. The spatial repellency tests
were performed on an acrylic device developed by the LAPIN team of researchers, according
to the recommendations of the World Health Organization - WHO. This device consists of
three cylindrical chambers with dimensions of 12.2 cm in length and 4.2 cm in diameter
(Figure 1): the central chamber, where the A. aegypti females are placed and two lateral
chambers. In one of the latter, the sample to be tested is placed in a small acrylic container
and in the other it remains without any formulation. Before starting the experiment, the side
chambers were covered with black oxford fabric.

Ae. aegypti females were separated by pupal sexing and placed in test tubes. After
hatching, the females were transferred to different 16.5 x 25 cm polypropylene cages and fed

with 10% sucrose solution until the bioassays were set up.
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Figure 1. System for testing spatial repellency developed by LAPIN — UESB.
L Central cylinder; 2. Side cylinders; 3. Final cover; 4. Black fabric with velcro at the ends; 5.
Acrylic plate; 6. Acrylic cover with holes; 7. Assembled system

Twenty four hours before the bioassays, the females were transferred to the central
acrylic cylinder and the repellency tests were carried out according to the adapted
methodology of the WHO spatial activity test. Ten repetitions were made for each
formulation using 20 females of Ae. aegypti per repetition, totaling 200 females per sample
with up to seven days of hatching.

After the introduction of the formulation in the treatment cylinder (500 mg of each
sample) one minute was left for the females to adapt, and then the mobile internal structures
that close the side chambers to the central chamber were opened simultaneously for the
movement of mosquitoes by the device for ten minutes, then they were subsequently closed.
In sequence, the black oxford fabric was removed and the number of females in each chamber
was counted. These procedures were performed for all treatments. At the