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RESUMO

O mosquito Aedes aegypti além de ser um parasito intermitente causando incomodo a
populacéo ¢ veiculador de arboviroses, e neste sentido a utilizacdo de repelentes é necessaria.
Atualmente o mais utilizado s&o os repelentes sintéticos, no entanto estudos demonstram que
tem impactos negativos ao meio ambiente e a0 homem. O 06leo essencial de algumas plantas
tem se mostrado como mais uma alternativa, devido a biocompatibilidade de seus compostos
e dos diferentes potenciais bioativos que podem ter, entre eles, acdo repelente. No presente
trabalho, buscou-se avaliar o indice de atividade repelente do 6leo essencial obtido de folhas
de Croton tetradenius (Baillon, 1864), estimar uma concentracao repelente efetiva e o seu
tempo de protecdo sobre fémeas de Aedes aegypti, bem como, analisar a sua composicéo
quimica. Para os ensaios bioldgicos, utilizou-se mosquitos com até sete dias de emergéncia,
os quais, foram submetidos a diferentes concentracdes do 6leo essencial solubilizado em uma
emulsdo ndo ibnica. A analise quimica foi realizada através da cromatografia gasosa, acoplada
a espectrometria de massa e ao detector de ionizacdo de chama. O 6leo essencial apresentou
indice de atividade espacial repelente, e as concentracdes de 200 e 300 mg/cm? foram
significativas Para uma repeléncia efetiva de 50% e 99% obtiveram-se as concentragdes
estimadas de 14,1 mg/cm? e 163,4 mg/cm?, respectivamente. Quanto ao tempo de protecio
repelente, na concentragdo de 200 mg/cm?, houve protecdo de 84% contra pousos e 100%
contra repasto sanguineo por 240 minutos. A analise quimica revelou 33 compostos, sendo
observado como compostos majoritarios a canfora (30,25%), p-cimeno (13,39), a-terpineno
(10,59) e y-terpineno (5,32). O dleo essencial oriundo de folhas de Croton tetradenius mostra-
se um repelente alternativo promissor na prote¢do contra 0 mosquito Aedes aegypti.

Palavras-chave: Caatinga, repelente botanico, compostos volateis, dengue



ABSTRACT

The Aedes aegypti mosquito, in addition to being an intermittent parasite that causes
discomfort to the population, is a carrier of arboviruses and, in this sense, it is necessary to
use repellents. Currently, the most used ones are synthetic repellants, but studies show that
they have negative impacts on the environment and man. The essential oil of some plants has
been shown to be another alternative, due to the biocompatibility of its compounds and the
different bioactive potentials that may have, among them, repellent action. The present work
aimed to evaluate the spatial activity index of the essential oil obtained from the leaves of Cr.
tetradenius, to estimate an effective concentration of repellent and its protection time against
female mosquitoes of Ae. aegypti, in addition to analyzing its chemical composition. For the
biological assays, mosquitoes with up to seven days of emergence were used, which were
subjected to different concentrations of the essential oil solubilized in a non-ionic emulsion.
Chemical analysis was performed by gas chromatography, coupled with mass spectrometry
and flame ionization detector. The essential oil presented spatial repellent activity, and
indexes of 200 and 300 mg/cm? were significant. For an effective repellency of 50 and 99%,
the estimated concentration was 14.1 mg/cm? and 163.4 mg/cm?. As for the protection time of
the repellent, at the concentration of 200 mg /cm?, it was observed 84% protection against
landings and 100% against blood suction for 240 minutes. The chemical analysis revealed 33
compounds, with camphor (30.25%), p-cymene (13.39%), o-terpinene (10.59%) and vy-
terpinene (5.32%) the main components. The essential oil from leaves Croton tetradenius
proved to be a promising alternative repellent for protection against the Aedes aegypti
mosquito.

Keywords: Caatinga, botanical repellent, volatile compounds, dengue



1 INTRODUCAO

O mosquito Aedes aegypti (Linnaeus, 1762) é um dos principais mosquitos de
relevancia sanitaria no Brasil. Tal importancia consistiu por ter sido o principal vetor em area
urbana do virus da febre amarela e atualmente dos virus da dengue, chikungunya e Zika, 0s
quais podem ocasionar enfermidades, problemas neuroldgicos e em alguns casos levar a 6bito
(DIVE 2019).

Estes virus sdo transmitidos aos humanos pela ingestdo de sangue por meio da picada
de fémeas infectadas de Ae. aegypti. O repasto sanguineo € essencial para maturacdo dos
ovos desta espécie. Para tal, as fémeas usam uma série de combinacfes de pistas olfativas,
visuais e térmicas para localizar seus hospedeiros (Consoli e Oliveira 1994, Van-Breugel et al.
2015, Gutiérrez-Bugallo et al. 2017).

O principal método de protecdo é o controle populacional do vetor, que consiste
principalmente pelo controle mecéanico e na aplicacdo de produtos quimicos sintéticos. Porém,
ndo se tem alcancados resultados esperados, devido ao aumento de casos de infectados por
estas arboviroses (Franca et al. 2017, DIVE 2019, Ministério da Saide 2019, Ministério da
Saude 2020).

Nesse sentido, a protecdo pessoal se faz pertinente e o uso de repelentes pode ser um
método efetivo (Yoo et al. 2015, Laboissiere, 2016). Entre os diferentes repelentes comerciais
de uso tdpico, os que possuem adicdo do principio ativo sintético N,N-dietil-3-
metilbenzamida-DEET s&o os mais eficazes (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria 2017,
Maciel 2018, Moore et al. 2018).

No entanto, estudos ja demostraram a insensibilidade de mosquitos a este principio
ativo, como também das suas propriedades neurotdxicas e cancerigenas, 0s quais tém
apresentado riscos a saude humana, como também ao meio ambiente, devido sua presenga em
aguas residuais e naturais (Stanczyk et al. 2013, Legeay et al. 2016, Campos et al. 2016, Sgroi
etal. 2017, Ma et al. 2017).

Pesquisas tém sido realizadas na busca de novas alternativas com agédo repelente.
Nesse sentido, tém sido avaliados produtos boténicos, como os dleos essenciais (Govindarajan

et al. 2016a, Govindarajan et al. 2016b). Estas substancias, além de apresentarem diferentes



bioatividades, como a agdo repelente, a complexidades de seus compostos podem vir a
retardar o processo adaptativo por mosquitos. Além disso, 6leos essenciais tém se mostrado
seletivos e com baixa toxicidade para mamiferos (Mdoe et al. 2014, Dhifi et al. 2016,
Govindarajan et al. 2016b, Cruz et al. 2017).

A medida que o Brasil se destaca devido & sua rica biodiversidade floristica, a
investigacdo de repelentes a base de produtos boténicos se faz pertinente frente as suas
biocompatibilidades (Silva et al. 2014, Royal et al. 2017), fomentando a sua importancia e
preservacdo dos diferentes biomas. Diante de tal cenario, a Caatinga se destaca quanto a
composi¢do floristica, por apresentar producdo de substdncias bioativas aliadas as
irregularidades pluviométricas e por altas temperaturas, 0s quais sao relacionados diretamente
a producao de tais substancias (MMA 2006, Castilho et al. 2016, Anjos et al. 2017).

Dentre as familias botanicas do bioma caatinga destaca-se a Euphorbiacea, em virtude
do seu potencial na producdo de compostos bioativos. O género Croton é 0 segundo maior
nesta familia e seus Gleos essenciais possuem compostos com potencial para a repeléncia, 0s
terpendides (Morais et al. 2006, Cruz et al. 2017, Chellappandian et al., 2018). Dentre as
espécies aromaticas endémicas desse bioma com potenciais para ser avaliado quanto a
atividade repelente, encontra-se Croton tetradenius (Baillon, 1864) (Carvalho et al. 2016,
Anjos et al. 2018, Chellappandian et al., 2018).

O objetivo deste trabalho foi avaliar o indice de atividade espacial do 6leo essencial
obtido de folhas de Cr. tetradenius, estimar uma concentracao repelente efetiva e o seu tempo
de protecdo sobre mosquitos fémeas de Ae. aegypti, bem como, analisar a sua composi¢do

quimica.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Aedes aegypti (Linnaeus 1762) (Diptera, Culicidae): Taxonomia,
morfologia geral e ocorréncia

O mosquito pertence ao filo Arthropoda, classe Insecta, ordem Diptera, familia
Culicidae, subfamilia Culicinae, tribo Aedini, género Aedes e espécie Aedes aegypti
(Linnaeus 1762). O corpo dos insetos € dividido em trés tagmas: cabeca, torax e abdémen
(Consoli e Oliveira, 1994, Carpenter 2005, Valle et al. 2015).

A cabeca desse mosquito possui um formato esférico, e nela, encontram-se a maioria
dos 6rgéos do sentido, como: um par de antenas, um par de olhos e uma proboéscide (Forattini,
2002). A antena é responsavel pelo sistema sensorial espacial do mosquito. Em sua estrutura
possui células olfativas e quimiorreceptores, 0s quais S840 essenciais para a percepcao e
identificacdo de odores (Lorenz et al. 2018).

A antena também é dotada por plumas, cuja funcdo é estabelecer uma area para
captacdo de vibracdes sonoras. Nos insetos machos, as antenas possuem maiores quantidades
de plumas (Figura 1), o que permite detectar a longas distancias as vibra¢6es dos batimentos
das asas dos insetos fémeas. Essa estratégia é essencial para o sucesso reprodutivo dos
mosquitos (Valle et al. 2015, Lorenz et al. 2018).

Figura 1 - Diferenca morfoldgica
das antenas de macho e fémea de
Ae. aegypti

\ Aedes aegypti fémea //
. Aedes aegypti macho / SN A
s

Fonte: Adaptada de Pinheiro 2020.



Os olhos sdo do tipo composto e sdo constituidos por conjuntos de elementos dpticos
denominados omatideos, que podem variar em quantidades de 610 a 900 (Figura 2).

Figura 2 - Olhos de Ae. aegypti com

N 3 -

Fonte: Lorenz et al, 2018,

Os olhos séo responsaveis pela percepcdo visual do mosquito, auxiliando-o, no pouso,
copula, busca de criadouro e na procura de hospedeiro. Abaixo dos olhos esté a probdscide, a
qual é do tipo picador-sugador, (Figura 3) (Lorenz et al. 2018).

Figura 3 - Proboéscide de Ae. aegypti
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Fonte: Adaptada

A probdscide possui diferentes partes anatbmicas e € utilizada para perfuracdo de
tegumentos, como também, para conduc¢do alimentar. No seu interior, encontra-se o canal
salivar, onde passam substancias anticoagulantes e anestésicas, as quais sdo secretadas pelas
glandulas salivares. Tais substancias sdo secretadas pelo inseto fémea no ato da hematofagia.
Ao redor da proboscide, na parte basal, encontra-se os palpos maxilares, sendo a fungédo
essencialmente sensorial (Consoli e Oliveira, 1994).

No tdrax, encontram-se as estruturas para a locomog&o, as asas e as pernas. O torax é
dividindo em trés partes: o protérax, mesotorax e 0 metatorax. Na regido do mesotorax na
parte dorsal, estd um par de asas funcionais, e no metatérax um par de asas modificadas em

halteres, cuja funcdo é ajudar na orientacdo e no equilibrio mediante o voo, bem como no



sucesso reprodutivo, visto que a copula ocorre durante o voo (Consoli e Oliveira, 1994).

Na face ventral do térax hé trés pares de pernas compridas e articuladas. As pernas séo
dotadas de manchas brancas em forma de listras (figura 4). Na parte ventral das patas possui
presenca de cilios e poros quimiorreceptores, essenciais para a percep¢do quimica de contato.
Ainda no toérax, na parte dorsal, ha um desenho de escamas brancas em forma de lira, o que
caracteriza a espécie (figura 5). No abddémen situam-se, os 6rgdos excretor, digestivo e

reprodutivo (Consoli e Oliveira, 1994).

Figura 4 — Pernas do mosquito Ae.
aegypti com manchas brancas

Fonte: 'Adaptédlam de' F’reitas,v 2017. Planéta
invertebrados.

Figura 5 - Escamas branca em forma de
lira na parte dorsal do mosquito Ae.

aegypti

No que se refere a sua origem, acredita-se que 0 mosquito Ae. aegypti seja uma espécie
de origem africana, que se originou a partir de uma linhagem ancestral de habito silvestre. A
sua ocorréncia em outros continentes, provavelmente iniciou a partir de espécimes presentes
no interior de navios durante as jornadas maritimas pelo homem. Assim, além do continente

africano o inseto esta presente nas regides tropicais e subtropicais da Oceania, Asia, Europa e



nas Ameéricas (Powell e Tabachnick 2013, Suter et al. 2017, Ragonha 2018, DIVE 2019).

A presenca da espécie no Brasil ocorreu na época colonial através de embarcagdes que
aportavam no continente Sul Americano para o trafico de escravos (Valle et al. 2015). Apesar
dessa espécie ser oriunda de uma linhagem de habito silvestre, ndo se sabe ao certo, quando o
Ae. aegypti desenvolveu o habito antrépico, ou seja, ndo se sabe se essa caracteristica
adaptativa foi desenvolvida na Africa antes da dispersdo, ou se foi durante as navegagdes
maritimas ou concomitante a colonizacdo (Bennett, et al. 2016).

Sendo assim, no Brasil, 0 mosquito Ae. aegypti ¢é dificilmente visto em areas
florestais; e sim, em pequenos povoados e em grandes cidades. E nesses lugares que o
mosquito procura abrigos e condicgdes ideais para 0 seu ciclo reprodutivo, que podem

acontecer proximos dos domicilios e peridomicilios (Valle et al. 2015, Custddio 2019).
2.1.1 Ciclo biolégico e transmisséo

O ciclo de vida do Ae. aegypti é do tipo holometabdlico e ocorre em dois ambientes:
uma aquatica, que corresponde a fase de ovo, quatro estagios larvais e pupa. E outra terrestre,
que se caracteriza pela emersdo do mosquito adulto (Figura 6) (Ragonha, 2018, Felix e
Werneck, 2018).

Figura 6 - Imagem ilustrativa do ciclo de vida
de Ae. aegypti

Aedes Aegypti / /

Adulto //

Ovo

Fonte: Saude 2016.

O ciclo aquético dessa espécie inicia quando as fémeas ovipositam préximos ao nivel
d’agua. De habito antropofilico a fémea tem predilecdo em ovipositar em recipientes

artificiais encontrados nas zonas urbanas como, pneus, garrafas, entulhos de construgdes,



sucatas em patios e ferro velhos (PowelL 2016, Jasem et al. 2016). Os ovos dessa espécie
necessitam da umidade para que ocorra o desenvolvimento embrionério larval. Uma vez
completo, 0s ovos necessitam da submersdo em agua para a eclosdo das larvas. Caso nédo haja
essa condicao, os ovos podem proteger as larvas e torna-las vidveis por longos periodos, até
que as condi¢des sejam favoraveis para tal finalidade (Faull e Williams 2015).

Diferente da fase de ovo, as larvas estdo sujeitas as condi¢Bes presentes no criadouro,
desde as influéncias climaticas e da disponibilidade de alimentos. As larvas se desenvolvem
no criadouro alimentando-se de detritos organicos presente na agua. Tal recurso permite que
as larvas alcancem seus estagios, os quais compreendem em, larva um, dois, trés e quatro.
Quando as larvas atingem o quarto estagio, ocorre uma metamorfose, dando inicio ao estagio
de pupa, (Figura 6) (Valle et al. 2015).

Nutridas durante a fase de larva, a fase de pupa se dedica na formacéao do inseto adulto.
Apesar de poderem locomover aos fundos dos criadouros as pupas ficam mais tempo imoveis
na superficie d’agua para o desenvolvimento e a emergéncia do inseto. Os adultos emergem
de modo lento e conseguem permanecer na superficie da agua devido a tensdo superficial
(DIVE 2019).

Ap0s esse periodo, 0 mosquito podera levantar véo e alimentar-se de néctar, o qual é
indispensavel para o seu metabolismo, como também, copular. A ingestdo de sangue esta
principalmente relacionada a maturacéo dos ovos (Consoli e Oliveira 1994, Valle et al. 2015).
Apbs a ingestdo de sangue o tempo de maturacdo dos ovos pelos mosquitos e a realizacdo da
oviposicdo, varia de acordo com a espécie. No caso do Ae. aegypti o tempo de maturagédo
pode acontecer em até trés dias, e apds esse periodo, 0 mosquito podera escolher o criadouro
para ovipositar, dando inicio a um novo ciclo (Consoli e Oliveira 1994).

A cada final do ciclo de oviposicdo os mosquitos fémeas do Ae. aegypti estardo aptas
a realizar novas ingestdes de sangue (Valle et al. 2015). Esta espécie possui habito diurno e as
fémeas alimentam-se de sangue preferencialmente pelas primeiras horas ao amanhecer e ao
entardecer. Mas, caso seja oportuno, 0 mosquito também podera realizar a ingestdo de sangue
a noite (Valle et al. 2015, Lorenz et al. 2018).

Para localizar os hospedeiros os mosquitos usam uma serie de combinagOes de pistas
olfativas, visuais e térmicas. Apesar da percepcdo visual e térmica ser importantes para
detectar o hospedeiro, é o olfato, o principal mecanismo que é estimulado para tal finalidade.
Isto porque, o sistema olfativo dos mosquitos consegue determinar entre dez a cinquenta

metros se existe algum hospedeiro no ambiente. Assim, o hospedeiro é rastreado por meio da



liberacdo de seus componentes quimicos, bem como a partir da respiracdo e estabilizagdo da
temperatura corporal (Van-Breugel et al. 2015, Lorenz et al. 2018).

O didxido de carbono (CO) é o principal componente quimico expelido no processo
da respiracdo e detectado pelos mosquitos. Esse componente pode ser exalado em quantidades
maiores em hospedeiros: adultos, gestantes, obesos ou durante um esforco fisico. Caso o
esforco fisico seja prologando o mosquito também podera localizar o hospedeiro atraves do
acido latico, o qual é emitido pelo suor. Esse componente, também pode ser expelido em
maiores concentracdes dependendo da ingestdo de determinados alimentos com alto teor de
cloreto de sodio ou de potéssio (Lorenz et al. 2018).

Outro componente identificado pelos mosquitos que também €é encontrado no suor é a
sulcatona, que é expelido pela pele. Esse componente encontra-se em grandes quantidades nos
humanos. Tamanha gquantidade somada a mudancas adaptativas nos receptores odoriferos de
mosquitos antropofilicos, pode ter influenciado a distinguir o ser humano de outros animais a
partir do reconhecimento desse componente (Mcbride et al. 2014).

Além dos odores, determinados comprimentos de ondas luminosas captadas pelo
campo visual dos mosquitos, também influenciam na atracdo. A percepc¢éo visual € constante,
pois auxiliam os mosquitos durante o v6o na busca do criadouro ou de hospedeiro, na
aterrissagem e no acasalamento (Van-Breugel et al. 2015, Lorenz et al. 2018).

Os mosquitos podem identificar e serem atraidos por diferentes comprimentos de
ondas luminosas como, o amarelo, preto, verde e o ultravioleta. No caso dos mosquitos do
género Aedes, sabe-se que possuem uma predilecdo por cores escuras. Acredita-se que 0S
mosquitos desse género sdo atraidos por esse tipo de cor por ndo emitir uma alta reflexdo e
por servirem de abrigos e camuflagem (Lorenz et al. 2018). Como 0s mosquitos também séo
atraidos pela emissdo de calor, cores escuras também se tornam atrativas nesse sentindo,
devido a sua maior capacidade de reter calor. Assim, no caso dos humanos, dependendo da
cor da vestimenta, pode torna-los mais atrativos (Lorenz et al. 2018).

O mosquito Ae. aegypti pode alimentar-se de sangue de diferentes tipos de
hospedeiros, principalmente aqueles que se encontram perto de seus criadouros e abrigos.
Embora exista essa diversificacdo, sdo os humanos as principais fontes sanguineas procuradas
(Valle et al. 2015, Jasem et al. 2016). Mas, além desta predilecdo, possui tambem por aqueles
que possuem o tipo sanguineo O. Apesar de 0 sangue ser essencial para a maturacdo dos ovos
para essa espécie a predilecdo pelo tipo sanguineo ndo influencia em uma maior quantidade
de ovos. No entanto, acredita-se que essa preferéncia, tenha outros beneficios para o

mosquito, como o aumento da sua longevidade (Prasadini et al. 2019).



Por ser um inseto hemat6fago, 0 mosquito Ae. aegypti esta susceptivel a adquirir de
seus hospedeiros determinados agentes virais, caso 0 mesmo, esteja infectado. Se o
hospedeiro se encontra em estado de viremia, pelo virus da dengue, por exemplo, o virus
podera ser inoculado, se multiplicar e infectar células primaria e secundaria do mosquito,
entre elas as glandulas salivares. Ao se multiplicar nas glandulas salivares o virus podera ser
transmitido para outro hospedeiro quando o mosquito realizar um novo repasto sanguineo
(Carrington e Simmons 2014, Gutiérrez-Bugallo et al, 2017).

Uma vez que o mosquito se contaminar através do repasto sanguineo virulento,
permanecera infectante enquanto viver. As fémeas dessa espécie sdo capazes de realizar
varias ingestdes de sangue de diferentes hospedeiros durante um Unico ciclo gonadotrofico, o
gue aumenta a possibilidade de se infectar e de transmitir agentes virais, como também, para
sua prole (DIVE 2015, Gutiérrez-Bugallo et al. 2017).

2.1.2 Importancia epidemiologica

O mosquito Ae. aegypti € considerado um dos principais mosquitos de relevancia
epidemioldgica no Brasil, por ter sido o principal vetor em area urbana do virus da febre
amarela (FA), e atualmente, por ser o principal transmissor em &rea urbana dos virus da
dengue (DEN), chikungunya (CHIK) e zika (DIVE 2019, Ministério da Saude 2020).

O mosquito foi identificado como vetor da FA em 1900. Na época, o declinio
significativo do vetor e consequentemente da circulagdo do virus ocorreu com o intenso
controle do mosquito e da imunizagéo das pessoas com o desenvolvimento de uma vacina, em
1937. Nesse sentindo, no Brasil, o Gltimo registro do Ae. aegypti e do virus da FA em &rea
urbana, foi em 1942 no estado do Acre, na cidade de Sena Madureira (Ministério da Saude
2018).

Atualmente no Brasil o virus da FA ainda se faz presente, mas, em areas florestais
com ciclo entre primatas e mosquitos de habitos silvestre, principalmente dos géneros
Haemagogus e Sabethes. Porém, o risco do virus da FA voltar a circular em ambiente urbano
é constante devido ao aumento e expansao do virus silvestre em lugares onde predomina o Ae.
aegypti o seu principal vetor do ciclo urbano entre os séculos XVIII e meados do século XX
na América do Sul (Waldman e Sato 2016, Ministério da Saude 2018).

E relevante ressaltar que a manifestacio patoldgica pelo virus da FA ndo difere de
onde ocorreu a transmisséo, se urbana ou silvestre. A manifestagdo patoldgica da FA pode ser

acompanhada por dores de cabega, dores musculares, calafrios, nduseas e vémitos. O avango
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para formas mais séria pode lesar o figado e os rins, provocando eventos hemorragicos,
cansaco, pele e olhos com tom amarelados e febre, o que caracteriza 0 nome da infeccao
(WHO 2020).

O mosquito Ae. aegypti como vetor dos virus da DEN é recorrente desde 1981 no
estado de Roraima devido a uma nova infestacdo do vetor em &reas urbanas. Em 1994 ocorreu
a dispersdo da DEN para outros estados brasileiros, e hoje, o virus esta presente em todas as
unidades federativas do pais (Schneider et al. 2001, Feres et al, 2006, Ministerio da Saude
2020).

No Brasil circulam-se quatro sorotipos do virus, o0 DENV1, DENV2, DENV3 e
DENV4, os quais podem ocasionar febre, ndusea, vomitos, areas avermelhadas na pele, dor
abdominal intensa, vomitos persistentes e sangramento de mucosa. Em casos graves a
infeccdo pode causar sangramento do sistema nervoso central, comprometendo mudanga no
sistema nervoso e 6rgdos (DIVE 2019).

Em 2014, o Brasil registra o virus CHIK como um novo agente etioldgico no pais
com casos de transmissdo envolvendo o Ae. aegypti. Acredita-se que a presenca do virus em
territério brasileiro, tenha ocorrido devido a uma epidemia em 2013 na regido do Caribe
(Hondrio et al. 2015). O virus tem ocasionado enfermidades acompanhadas por febre, dor
articular intensa e debilitante, cefaleia e mialgia. Embora os sintomas possuam semelhancas
ao da DEN e do Zika, destaca-se a poliartrite/artralgia, atingindo especialmente, os cotovelos,
punhos e tornozelos (DIVE 2019).

A infeccdo pelo virus Zika pode ocasionar, areas vermelhas na pele ou lesdes, febre,
articulacGes doloridas, conjuntivite, dores de cabeca e musculares (Zanluca et al. 2015). Ndo o
bastante, a infeccdo pelo virus Zika durante a gestacdo pode ocasionar ma formacéo congénita
em criancas como, a microcefalia (Ministério da Saude 2017). A microcefalia é resultado de
uma ma formacao congénita do encéfalo de recém-nascidos. Como consequéncia, a crianca
pode desenvolver durante o seu crescimento, déficit no aprendizado, eventos de convulsdes,
movimentos fisicos limitados, problemas de audicéo e na visdo (Zanluca et al. 2015, Felix e
Farias 2019).

Em 2016 a infec¢do pelo virus Zika tornou-se uma emergéncia em saude publica
decretada pela Organizacdo Mundial da Saude, devido a relagdo de casos da sindrome de
Guillain-Barré, uma infeccdo autoimune atingindo o sistema nervoso periférico e de
microcefalia em 2015 no Brasil e ap6s casos parecidos em 2014 no territério da Polinésia
Francesa (Zanluca et al. 2015, Vasconcelos 2015, Sahuquillo, 2016).
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No Brasil, entre os registros dos virus transmitido pelo Ae. aegypti citados, o virus
da DEN € o que mais cresce por ano (Ministério da Saude 2019). Diferente da FA, ainda ndo
existe vacinas antivirais eficazes e disponiveis contra os virus, CHIK, Zika e para 0s quatro
sorotipos da DEN (WHO 2017, Thisyakorn e Thisyakorn, 2014, Lin et al. 2018). Para evitar
tais arboviroses, o governo brasileiro entdo decidiu investir em programas vetoriais para o
controle populacional do vetor e da utilizacdo de repelentes de uso tdpico para reforcar a

protecdo contra o vetor Ae. aegypti (Ministério da Sadde 2018, DIVE 2019).

2.1.3 Controle do mosquito

No Brasil, o controle populacional do Ae. aegypti iniciou a partir do seculo XX, pois
na época, a meta era controlar a transmissao do virus da FA urbana que vinha ocasionando
milhares de mortes. A forma de controle do vetor era realizada pela remocao dos criadouros
nas areas urbanas e aplicagdo de inseticidas. Ambas as estratégias levaram a erradicacdo do
Ae. aegypti por duas vezes, entre 0s anos de 1958 a 1973 (Maciel et al. 2008, Costa et al.
2011).

Ap0s os esforcos de erradicar o vetor Ae. aegypti é visto-o novamente em area urbana
em 1981 no estado de Roraima, ocasionando uma nova epidemia, mas ndo pela FA e sim de
DEN, pelos sorotipos DENV-1 e DENV-4. No entanto, a epidemia somente ganhou
repercussao no pais entre os anos de 1986 e 1987, devido a introducéo e do risco de dispersao
do sorotipo DENV-1 no estado do Rio de Janeiro, considerada a segunda maior metrépole do
pais. No mesmo estado, em 1990, registrou-se um novo sorotipo da DEN, o DEN-2. A
dispersdo para outros estados brasileiros ocorreu em 1994 (Schneider et al. 2001, Teixeira et
al. 2009, Dick et al. 2012).

Com o objetivo de eliminar os casos de DEN no pais, em 1996, o governo decidiu
erradicar o principal vetor do virus, implementando o Plano de Erradicagdo do Ae. aegypti
(PEAa). O plano tinha como meta atuar em todos os municipios com objetivo de diminuir o
namero populacional do vetor até 1998. Mas, essa meta nao foi atingida (Carmo et al. 2015).

Devido a esse fator, o governo lanca um novo programa e dedica-se no controle
populacional do mosquito a partir da implementagé@o do Plano de Intensificacdo das A¢des de
Controle da Dengue (PIACD). O plano tinha como objetivo principal atuar em municipios
com maiores indices de casos de DEN por meio de larvicidas e adulticidas (Carmo et al.
2015). Mas, com a introducdo do sorotipo DENV-3 no Rio de Janeiro e posteriormente, uma

epidemia pelo mesmo sorotipo em vérias regides brasileiras, o PIACD foi reformulado, e em
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2002, é implementado o Plano Nacional de Controle da Dengue (PNCD). Esse plano tinha
como objetivo atuar em todo territorio brasileiro, através de métodos que se adequassem a
cada necessidade e realidade de cada local (Ministério da Saude 2002).

O plano, o qual ainda esta em vigor, é executado pelas trés esferas do governo, visando
controlar o indice de transmissdo da dengue a partir do seu principal vetor Ae. aegypti, assim
como, de outros virus transmitido pelo vetor. Entre as principais medidas de controle da
infestacdo do vetor adotado nesse plano estdo, o controle mecanico, quimico e bioldgico
(Ministério da Saude 2002, Costa et al. 2018).

O controle mecénico consiste na a¢ao por intermédio dos profissionais de salde, como
também, da populacdo local, em eliminar qualquer reservatorio que acumule agua e favoreca
o ciclo reprodutivo do Ae. aegypti. O controle quimico consiste principalmente na aplicacédo
de produtos quimicos sintético na agua e na parede de reservatérios para combater a fase
larval, ou de forma aeroespacial para 0 mosquito adulto. E o controle biolégico consiste na
utilizacdo de organismos naturais especificos, 0os quais podem ser predadores larvéfagos,
parasitas ou patogenos (DIVE 2019).

Apesar desses métodos serem utilizados no controle do Ae. aegypti, até os dias atuais
néo se tem alcancado resultados efetivos, o que se observa nesse sentindo, 0 aumento de casos
provaveis de infectados por virus transmitido pelo vetor. No Brasil, em 2018, foram
registrados 265.934 casos provaveis de dengue, 87.687 casos provaveis de Chikungunya e
8.680 casos provaveis de doenca pelo virus Zika. Em 2019, foram registrados 1.544,987 casos
provaveis de dengue, 132.205 casos provaveis de Chikungunya e 10.768 casos provaveis de
Zika no pais. Nesse cenario epidemioldgico, a integracdo da protecdo pessoal se faz pertinente
(Laboissiere 2016, Ministério da Satde 2019, Ministério da Sadde 2020).

2.1.4 Prevencao contra picadas de mosquito

O termo prevencdo vem do verbo ‘prevenir' e tem o significado de planejar algo
antecipadamente, visando prevenir-se, de um mal (Ferreira 1987). Na area da salde,
prevencdo significa realizar uma acao antecipada, tendo o conhecimento da historia natural,
como base, para tornar improvavel o progresso posterior de uma doenga (Leavell e Clarck
1976).

Nesse sentindo, em vista das possiveis transmissdes e principalmente da associa¢ao do
virus Zika com a microcefalia em recém-nascido, o governo brasileiro pelo decreto da Lei do
numero 8.716, em 20 de abril de 2016 instituiu o programa de Prevencdo e Protecdo

Individual de Gestantes em Situacdo de Vulnerabilidade Socioeconémica contra o vetor Ae.
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aegypti. O programa foi desenvolvido para implementar e executar agdes direcionadas para
distribuicdo de repelentes de uso topico para mulheres gravidas vinculadas ao programa Bolsa
Familia (Laboissiére 2016).

Em 2018, o Ministério da Saude com apoio das secretarias de saude dos estados e dos
municipios decidem ampliar o pablico alvo para a distribuicdo de repelentes. Assim, além
das gestantes vinculadas ao programa Bolsa Familia, pessoas que se encontravam em area
com alto indice de circulacdo da DEN, CHIK e Zika, por exemplo, também tiveram direito de
solicitar repelente de uso topico para protecdo pessoal contra possiveis transmissdes pelo Ae.
aegypti (Maciel 2018).

Embora o Ministério da Saude tem o uso de repelentes topico como medida de
protecdo pessoal, vale ressaltar, que este ndo € o Unico, pois outros métodos sdo utilizados
para evitar picadas de mosquito. Entre os métodos encontra-se os de barreira fisica, o qual faz
uso principalmente de mosquiteiros e de telas em portas e janelas. Além destes, 0 uso de
produtos repelentes para ambientes também ¢é utilizado, os quais sdo comercializados em
forma solida e liquida, sendo este segundo utilizado em aparelho elétrico (Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria 2017).

Os produtos repelentes no Brasil sdo regulamentados pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria-ANVISA, que tem como objetivo institucional garantir a saide da
populacéo a partir do controle sanitario das producdes e dos consumos de produtos e servigos.
Segundo a ANVISA, além dos repelentes topicos, os métodos de protecdo com barreiras
fisicas e a liberacdo de substancias quimicas repelentes de ambientes, também, séo
classificadas como formas de protecéo a picadas de insetos (BRASIL 1999, Agéncia Nacional
De Vigilancia Sanitéria 2017).

O uso de telas e de substancias repelentes utilizados em aparelhos elétricos é indicado
para protecdo diurna e noturna de adultos e criangas no interior de residéncias. A utilizacdo de
mosquiteiro é indicada principalmente para criancas com pouca mobilidade ou com menos de
dois anos de idade, uma vez que ndo € recomendado o uso de repelentes sobre a pele
(Paumgartten e Delgado 2016, WHO 2012, Stefani et al. 2009).

Vale ressaltar, que em ambientes com muitos mosquitos esses métodos sao utilizados
como auxiliares aos repelentes de uso topico, pois a protecdo do individuo so € efetuada, caso
estejam no mesmo ambito com tais recursos. Desse modo, 0s repelentes de uso topico sdo
mais indicados, pois além de promoverem protecdo a toda &rea da pele exposta, a acao
protetora € efetiva independentemente do ambiente que o individuo esteja (Paumgartten e
Delgado 2016, WHO 2012, Stefani et al. 2009).
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No Brasil, os repelentes de uso tdpico aprovados pela ANVISA tém como base 0s
principios ativos sintéticos, IR3535 (Nome IUPAC: Ethyl 3-[acetil (butil) amino]-
propanoato), picaridina (Nome IUPAC: &cido 1-piperidinocarboxilico 2- (2-hidroxietil) -1-
metilpropiléster), e o DEET (Nome IU PAC: N,N-dietil-3-metilbenzamida (Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria 2017).

Os repelentes de uso topico aprovados pela ANVISA tém como base os principios
ativos sintéticos por promover maior tempo de protecdo contra picadas de insetos. Os atuais
repelentes sintéticos tiveram contribuicbes por intensas pesquisas por parte das Forcas
Armadas durante o advento da Segunda Guerra Mundial (Debboun et al. 2006, Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria 2017). Antes da Segunda Guerra Mundial havia quatro tipos
principais de repelentes: um de origem boténica, o 6leo essencial de citronela e trés sintéticos:
o ftalato de dimetilo, descoberto em 1929; o Indalone, patenteado em 1937 e Rutgers 612, que
se tornou disponivel em 1939 (Peterson e Coats 2001).

No inicio da Segunda Guerra Mundial, os Gltimos trés componentes foram formulados
para uso militar e ficou conhecido como 6-2-2. Outras formulacdes também foram realizadas
durante a segunda guerra, mas nenhuma alcancou resultados esperados. No entanto, em 1953,
foi descoberto o N,N-dietil-3-metilbenzamida-DEET, o qual foi considerado o melhor
repelente na época e foi liberado para uso comercial em 1956 (Peterson e Coats 2001, Roy et
al. 2017).

Mesmo com os resultados significativos, novos compostos foram avaliados, porém,
nenhum obteve sucesso comercial quando comparado ao DEET (Peterson e Coats 2001,
Moore et al. 2018). Dentro desse contexto, um estudo que avaliou a eficacia de diferentes
repelentes comerciais sobre o vetor Ae. aegypti, acrescido com diferentes principios ativos,
constataram que as formulacgdes contendo o DEET foi o0 mais eficaz (Uc-Puc et al. 2016).

O DEET € comercializado em diferentes formulacdes farmacéuticas como em,
emuls@es, locdes e aerossdis (Webb e Hess 2016, Roy e Pal 2017). No Brasil, segundo o
Ministério as Saude, estipula-se que criancgas entre dois a doze anos de idade, devem fazer uso
de repelentes contendo esse principio ativo nas concentracbes de até 10%. Maiores
concentragOes sdo permitidas para idades superiores (Ministério da Saude, 2015).

Apesar da eficacia do DEET, estudos tém demonstrado indicativos de resisténcia de
alguns mosquitos a sua repeléncia, entre eles, o vetor Ae. aegypti. O estudo realizado por
Stanczyk et al (2013), ao investigarem o efeito da pré-exposicdo do DEET em Ae. aegypti,

constataram que, trés horas apds a exposi¢do, 0s mosquitos mostraram insensibilidade ao
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repelente. Além disso, estudos tém alertado dos perigos do seu uso para o meio ambiente
(Roy et al. 2017).

O meio ambiente é susceptivel a todo o0 momento a contaminacdo de produtos
sintéticos emergentes, principalmente produtos de uso pessoal, incluindo os repelentes, 0s
quais contém substancias que podem causar danos agudos ou crénicos a saude (Quantin et al.
2015, Roy et al. 2017).

A presenca do DEET em diferentes lugares no meio ambiente é principalmente
atribuida a liberacdo de efluentes de aguas residuais contaminada com tal produto. Pessoas
que utilizam repelentes contendo esse principio ativo contribuem para essa contaminacdo, isto
porque, durante o banho, o produto é removido e percolado para rede de esgoto (Merel e
Snyder et al. 2016).

Como o DEET ndo € totalmente removido pelo convencional tratamento de agua €
descartado parcialmente com outros efluentes residuais. Além disso, o lodo proveniente das
aguas residuais, uma vez contaminado com DEET, pode contaminar outros compartimentos
ambientais, quando for despejado sobre solos agricolas ou em aterros sanitarios (Benotti et al.
2009, Hyland et al. 2012, Chari e Halden 2012, Padhye et al. 2014).

Nesse contexto, pesquisas tém confirmado a presenca do DEET em &gua residuais na
Europa (Sgroi et al. 2017), Asia (Anumol et al. 2016), em &guas subterranea na Africa
(Sorensen et al. 2015) e em aguas superficiais na América do Sul (De Geronimo et al. 2014).
A presenca do DEET em aguas naturais tem despertado a realizacdo de pesquisas laboratoriais
a fim de investigar qual seria o seu efeito em espécies ndo-alvo. Alguns resultados
demonstraram que este composto apresentou toxicidade para diferentes organismos aquaticos,
como para peixes, anfibios, crustacios, algas e entre outros (Campos et al. 2016, Martine et al.
2016, Gao et al. 2020).

Vale ressaltar que a presenca do DEET em aguas subterrdneas e superficiais
desencadeia outra preocupacdo, pois estas, também representam vias para a exposicdo
humana. Segundo o Banco de Dados de Propriedades de Pesticidas (PPDB), o DEET pode
ocasionar; irritacdo na pele, irritacdo nas vias respiratorias e nos olhos. Além disso, pode
ocasionar efeitos neurotoxicos e possivelmente comprometer o desenvolvimento humano
(IUPAC 2016).

Mediante ao que foi exposto, a busca por repelentes alternativos ao DEET que seja
seletivo, que proporcione menor risco a0 meio ambiente, a salde humana e que retarde a

resisténcia de mosquitos aos seus compostos sdo relevantes. Dentro desse contexto, repelentes
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a partir de produtos botanicos apresentam-se promissor (Govindarajan et al. 2016b, Pavela e
Benelli 2016b).

2.2 Oleos essenciais: potencial repelente e alternativa viavel

A utilizacdo de plantas como repelentes data desde o século V a.C por diferentes
civilizagbes. Plantas maceradas, queima de plantas e uso de 6leos vegetais sobre roupas ou
pele sdo uns dos métodos que eram utilizados. Vale ressaltar, que o uso desses recursos ainda
é utilizado por comunidades tradicionais (Moore e Lenglet. 2006, Blanco e Roberts 1992,
Owen 1805, Pavela e Benelli 2016a).

A busca por repelentes alternativos a partir de produtos boténicos baseia-se na
capacidade que espécies vegetais aromaticas tém de sintetizar substancias secundarias com
potencial bioativo para a manutencdo de sua prépria sobrevivéncia. Dentre as bioatividades,
podem incluir: fungicida, inseticida, dissuasdo alimentar, atracdo de polinizadores e
repeléncia de insetos herbivoros. Entre as substdncias secundariam passivas de serem
exploradas com potenciais repelentes, encontram-se os 06leos essenciais (Dhifi et al. 2016,
Chellappandian et al. 2018, Onoabedje et al. 2019, Hamid et al. 2020).

Embora outras substdncias vegetais também possam apresentar diferentes
propriedades, pesquisas voltadas com Oleos essenciais se destacam, pois fornecem um
potencial subexplorado na busca de novos produtos contra insetos, o qual pode estar
relacionado na quantidade e variedades de seus compostos bioativos (Choochote et al. 2005,
Senthil 2015, Govindarajan et al. 2018).

Oleos essenciais sio0 substancias organicas e podem ser encontrados em diferentes
partes da planta, como nas flores, folhas, sementes, caules e até mesmo em raizes (Dhifi et al.
2016). Mas, conforme descrito por Tyagi (2016), é nas folhas que geralmente as plantas
biossintetizam essa substancia, quando estas, sdo comumente atacadas por insetos herbivoros.

A capacidade de determinadas plantas biossintetizarem Oleos essenciais com
propriedades repelentes contra insetos herbivoros tém suscitado a nivel cientifico, hipoteses
de que, tais substancias quando extraidas, também pudessem possuir tal atividade contra os
insetos hemato6fagos (Medeiros 2014).

De fato, estudos tem comprovado o potencial repelente de alguns 6leos essenciais
contra estes tipos de insetos, como o0s conhecidos Oleos de citronela, andiroba e cravo

(Paumgartten e Delgeado 2016, Lee 2018). E nesse sentindo, novas pesquisas que buscam um
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repelente alternativo e ecologicamente vidvel tem avaliado diferentes espécies boténicas
produtoras de 6leos essenciais (Govindarajan et al. 2016a, Govindarajan et al. 2016b).

Ha associacdo de Oleos essenciais como alternativas naturais e mais seguras
comparado ao DEET. Isso parte do principio de que alguns éleos essenciais usados para
repelir insetos, também s&o utilizados como aromatizantes de alimentos ou para industria de
perfumes, como também em cosméticos e para fins medicinais. Além disso, 6leos essenciais
tem demostrado maiores seletividade (Lee 2018).

Um exemplo da seletividade de 6leos essenciais, encontra-se no estudo realizado por
Govindarajan et al. (2016b), que ao avaliarem o potencial ovicida, larvicida, adulticida e
repeléncia do 6leo essencial de Origanum scabrum (Boiss. & Heldr,1846) sobre Culex
quinguefasciatus (Say,1823), Culex tritaeniorhynchus (Giles,1901) Ae. aegypti, Anopheles
subpictus (Grassi, 1899) e a sua biotoxicidade sobre trés organismos nao-alvo, o peixe
Gambusia affinis (Baird & Girard,1853), os insetos Diplonychus indicus (Fabricius,1871) e
Anisops bouvieri (Kirkaldy, 1904), constataram toxicidade sobre as diferentes fases dos
mosquitos, bem como a acgdo repelente, mas ndo constatou-se toxicidade sobre os organismos
ndo alvos.

A acdo repelente possui diferentes definicbes. Dentre elas, encontra-se que repelente é
um produto quimico que ao ser aplicado sobre uma superficie produz vapor com odor
repulsivo para insetos (Blackwell et al. 2003, PHARMA 2014, Dennis et al. 2019). Os 6leos
essenciais sdo substancias altamente volateis, os quais podem ser utilizados com este mesmo
objetivo na protecdo contra insetos hematéfagos (Paumgartten e Delgeado 2016).

No entanto, devido a rapida volatilizacdo dos Oleos essenciais, repelentes tendo-os
apenas como base, ndo possuem aprovacdo pela ANVISA por oferecerem menor tempo de
protecdo quando comparado a outras substancias de origem sintética. Também, tém em vista
quaisquer outros produtos, como velas, incensos e outros odorizantes de ambientes. Assim,
repelentes que atualmente contenham 6leos essenciais como componentes, possuem sempre
outra substancia como principio ativo ja regularizado (Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitéria 2017).

Embora haja uma definicdo que atribua aos repelentes simplesmente a capacidade de
exercer uma acdo sobre o sistema olfativo de insetos (PHARMA 2014) é pertinente ressaltar,
que estudos de revisdo de literatura sobre eletrofisiologia e comportamento do modo de agédo
repelente sobre insetos, demostraram, que o real mecanismo fisiolégico da acdo ndo é
conclusivo (Dickens e Bohbot 2013, Degennaro 2015, Dennis et al. 2019).
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Sabe-se que, apesar dos mosquitos ndo se aproximarem de uma superficie tradada com
o DEET, também foi verificado que alguns mosquitos so foram repelidos apos entrarem em
contato com o repelente e sem realizar alimentacdo sanguinea. Tal mecanismo € denominado
de quimior-repeléncia de contato (Dickens e Bohbot 2013, Degennaro 2015, Dennis et al.
2019).

Embora o real mecanismo fisiologico da acdo repelente sobre insetos ndo seja
conclusivo, os resultados comportamentais quando submetidos as substancias com potenciais
repelentes sdo pertinentes. Dessa forma, outros parametros podem ser avaliados em novas
pesquisas com repelentes. Principalmente os conduzidos com produtos vegetais, 0S quais
podem apresentar diferentes propriedades bioativas (Taiz e Zeiger 2004, Schoonhoven et al.
2005, Slam et al. 2017, Dhifi et al. 2016, Onoabedje et al. 2019).

Nesse contexto, vale ressaltar que ndo se deve descartar a possiblidade de compostos
organicos volateis de apresentarem também, potencial repelente por contato. Para tal
propriedade produtos botanicos possuem, pois na natureza plantas podem produzir
substancias pouco palataveis e toxicas contra insetos herbivoros (Taiz e Zeiger 2004,
Schoonhoven et al. 2005, Dhifi et al. 2016). Tal acdo pode agregar aos 6leos essenciais ndo
somente a sua capacidade de protecdo em evitar pousos de mosquitos, mas também, evitar
uma alimentagdo sanguinea. Principalmente por mosquitos vetores, pois este fator é
determinante para a transmissdo de arbovirus como, a DEN, CHIK e Zika (Carrington e
Simmons 2014, Gutiérrez-Bugallo et al. 2017).

Vale mencionar ainda, que este método ja vem sendo realizada por pesquisas, cujo
objetivo é investigar o potencial repelente de novos Oleos essenciais. Como exemplo,
encontra-se o0 estudo realizado por Govindarajan et al (2016b), que ao avaliarem o potencial
repelente do 6leo essencial de Origanum scabrum (Boiss. & Heldr,1846) sobre diferentes
mosquitos, entre eles o vetor Ae. aegypti, estabeleceram como critério de protecdo o tempo
necessario para evitar a alimentacdo sanguinea. No que se refere aos resultados, o Gleo
essencial ofereceu 100% de protecao contra todos 0s mosquitos, por uma hora.

Dentro do que foi exposto sobre os mecanismos fisioldégicos e comportamentais da
acdo repelente sobre insetos, tais mecanismos corroboram com a definicao j& estabelecida em
2003 proposta por Blackwell et al, os quais definiram que repelente &€ uma substancia capaz
de desencorajar insetos de pousarem ou de picarem a pele humana ou de um animal.

Embora & alta volatilizacdo de dleos essenciais seja visto como um empecilho na
producdo de produtos repelentes 100% natural vale ressaltar, que j& existem métodos que

podem promover uma acgédo prolongada. Alguns dos métodos incluem formulacGes a base de
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cremes e de polimeros, além de dleos vegetais como, 0 6leo de coco e o dleo de mostarda
(Das et al. 2003, Sritabutra e Soonwera 2013, Misni et al. 2017, Tavares et al. 2018).

Apesar dos relevantes resultados encontrados na literatura da acdo repelente de 6leos
essenciais sobre insetos de importancia epidemioldgica é pertinente a busca por novos
repelentes & base de plantas devido a biocompatibilidade de seus produtos, conforme ressalta
Royal et al. (2017). Além disto, diferentes espécies de insetos podem reagir de modo diferente
a um mesmo repelente. Além do mais, a protecdo de um repelente, ndo atua da mesma forma
em todos os usuarios. Muitos sdo os fatores que contribuem para a ineficacia, como os fatores
ambientais locais: temperatura e umidade, além, do préprio metabolismo do hospedeiro
(Andrade 2008, Yoon 2015).

A acdo repelente de 6leos esséncias deve-se a sua composi¢do quimica. De forma
geral, a maioria dos compostos quimicos que compde um Oleo essencial pertence a familia
dos terpenos, principalmente por hidrocarbonetos monoterpenos e sesquiterpenos volateis e
seus derivados oxigenados, como 6xidos, alcoois, aldeidos, cetonas, acidos e seus produtos de
reacdo, como esteres e éteres, apresentando-se significativa variabilidade em termos
quantitativos (Dhifi et al. 2016, Butnariu e Sarac 2018).

Vale ressaltar, que a variabilidade quimica dos 06leos essenciais 0s torna potenciais
produtos de dificil adaptagdo por mosquitos, pois de acordo com Mdoe et al. (2014)
compostos complexos e varidveis oriundo de plantas podem retardar as chances de insetos a
desenvolverem resisténcia.

Alguns compostos de 6leos essenciais podem apresentar-se em maiores quantidades e
sdo comumente denominados de majoritarios. E no que se refere a atividade repelente contra
insetos, estes sdo geralmente tidos como responsaveis pela bioatividade. Mas, constituintes
gue se apresentam em menores quantidades, também podem contribuir para atividade
repelente (Omolo et al. 2004, Hamid et al. 2020).

No entanto, alguns compostos pertencentes as classe dos monoterpenos como a-
pineno, eugenol, limoneno, timol, terpinoleno, citronelol, canfora e citronelal s&o citados
como principais compostos quimicos responsaveis pela atividade repelente de insetos.
Compostos pertencentes a classe dos sesquiterpenos como o B-cariofileno e B-pineno também
sdo citados como principais compostos responsaveis pela acdo (Koutsaviti et al. 2015,
Govindarajan et al. 2016, Chellappandian et al. 2018, Hamid et al. 2020).

Mediante ao que foi discutido sobre Oleos essenciais, estas substancias demonstram
potencial para serem avaliados na busca de repelentes alternativos contra mosquitos vetores.

Além disso, devido as suas propriedades compativeis com a vida humana e ao meio ambiente,
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a protecdo repelente oriunda de 6leos esséncias, pode proporcionar mais seguranga quando
comparado ao repelente sintético DEET (Soonwera 2015, Royal et al. 2017, Lee 2018).

2.2.1 Bioma Caatinga: espécies endémicas e producdo de metabolitos
secundarios

O Brasil possui a maior riqueza de espécies vegetais do mundo, o0 que torna
interessante, a busca de novos produtos botanicos com potencial repelente (EMBRAPA 2010,
Zappi et al. 2015, Ulloa-Ulloa et al. 2017). No pais, encontram-se mais de 55 mil espécies
endémicas, além de algumas espécies exoticas trazidas por europeus e africanos durante o
periodo de colonizacdo, as quais também se mostram distribuidas pelos biomas da Amazénia,
Cerrado, Pantanal, Caatinga, Mata Atlantica e Pampa (EMBRAPA 2010).

Embora em outros biomas do Brasil possam conter espécies vegetais com potenciais
bioativos, estudos voltados com espécies do bioma Caatinga tem sua importancia. Além de o
bioma ser exclusivamente brasileiro, ha plantas que sdo restritas em suas delimitacdes, e 0
fato destas plantas sO existirem nesse bioma, pode haver compostos bioativos que nenhum
outro pais tenha acesso, podendo nesse sentido, produzir um produto exclusivamente
brasileiro (Buriti et al. 2013).

Além disto, quanto mais dados cientificamente comprovados do potencial bioativo de
espécies de plantas da Caatinga forem obtidos mais conhecido e valorizado sera no cenario
nacional (Giuliett et al. 2004). De acordo com 0s mesmos autores, essa perspectiva é
necessaria, devido a uma crenca de que o bioma é resultado de outra vegetacdo alterada e com
baixa diversidade de plantas, as quais podem ser encontradas em qualquer lugar.

No entanto, o bioma Caatinga é dotado de uma diversidade de espécies vegetais. Entre
as mais frequentes, encontram-se as espécies pertencentes a familia da Fabaceae,
Convolvulaceae, Euphorbiaceae, Malpighiaceae, Poaceae e Cactaceae. O bioma é detentor de
318 espécies vegetais endémicas (Tabarelli e Silva 2003, Schistek et al. 2012).

Sua vegetagdo é distribuida por uma area com cerca de 844.453 km? onde, sdo
caracterizadas principalmente por formacdes lenhosas, espinhosas, xerofilas, deciduas,
suculentas e herbaceas. A vegetacdo cobre as regifes dos estados de Minas Gerais, Cear3,
Piaui, Rio Grande do Norte, Paraiba, Pernambuco, Alagoas, Sergipe e Bahia. Adicionalmente,
a sua limitacdo se da respectivamente a leste e a oeste do bioma da Amazbdnia e Mata
Atlantica (Leal et al. 2005, Giulietti et al. 2004, BRASIL 2020).
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O clima do bioma Caatinga é extremamente seco, com elevadas temperaturas e com
chuvas escassas durante o ano (MMA 2006). Mediante a tais condi¢des climaticas, plantas
apresentam adaptacdes morfoldgicas, como a reducéo foliar, folhas modificadas em espinhos,
expansdo caulinar e perda de folhas durante o periodo seca (Giuliett et al. 2004, Trovao et al.
2007).

O termo Caatinga esté relacionado a fisionomia do bioma devido a paisagem durante o
longo periodo sem chuvas, quando a maioria das arvores perdem as folhas e realcam seus
galhos de tonalidade esbranquicada. Assim, 0 nome Caatinga é de origem do Tupi-guarani,
que significa, mata branca (Prado 2003).

Mediante aos fatores externos do ambiente em que estdo submetidas, espécies de
plantas também podem sintetizar substdncias do metabolismo secundario em defesa as
diferentes condicdes ambientais. Tais substancias, também podem atuar contra o ataque por
insetos herbivoros podendo desencadear diferentes propriedade bioativas, entre elas, a acdo
repelente (Castilho et al. 2016).

Vale ressaltar, que além da riqueza de espécies da flora, o Brasil também possui uma
diversidade sociocultural, a qual é representada por diferentes pessoas e por comunidades
tradicionais, como indigena, quilombola, ribeirinho, sertanejo e outros. Estes povos, com a
biodiversidade do ambiente em que moram, possuem uma integra relacdo e guardam uma
diversidade de conhecimentos tradicionais sobre a utilizagdo da flora (BRASIL 2020, SEPPIR
2020).

Nesse sentindo, o potencial que o bioma Caatinga representa na busca de repelentes
botanicos, também é evidenciado a partir de conhecimentos relatados em estudos
etnobotanicos. O estudo realizado por De Albuquerque & Andrade (2002), ao estudarem a
relacdo de uma comunidade rural inserida no ecossistema da Caatinga com plantas da
localidade, foram citadas trés espécies de plantas usadas como repelentes de insetos, entre elas
0 Amarantus spinosus L., Amarantus viridis L, Croton argyrophylloides Muell. Arg.

Até o momento ndo foram encontrados estudos que comprovassem acdo destas
espécies. No entanto, sabe-se que essas plantas produzem uma série de compostos bioativos
para a sua sobrevivéncia no meio em que estdo inseridas. Entre 0s principais compostos
sintetizados por plantas, que podem atuar como repelentes de insetos encontram-se 0S
alcaldides, saponinas, esteroides, taninos e terpenos. Principalmente monoterpenos e
sesquiterpenos, os quais ja estdo bem estabelecidos quanto a atividade repelente (Kantheti e
Padma 2017, Chellappandian et al. 2018, Hamid et al. 2020).
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Embora os 6leos essenciais de plantas desse bioma sejam constituidos principalmente
por compostos da classe de monoterpenos e sequiterpenos, Sa0 escassas pesquisas que
avaliaram a atividade repelente sobre mosquitos vetores, entre eles, o Ae. aegypti. Vale
ressaltar, que muitos dos resultados de analises quimicas encontrados na literatura de 0leos
essenciais oriundo das plantas da Caatinga, sdo proveniente de bioensaios que avaliaram a
toxicidade sobre o Ae. aegypti. E os constituintes majoritarios sdo tidos como responsaveis
pela atividade (Morais et al. 2006, Lima et al. 2010, Carvalho et al. 2016, Cruz et al. 2017,
Anjos et al. 2018).

No entanto, pesquisas demonstram que constituintes quimicos que foram relacionados
a atividade inseticida de dleos essenciais sobre insetos vetores, entre eles, o Ae. aegypti,
também apresentaram acdo repelente (Aguiar et al. 2015, Govindarajan et al. 2016a,
Govindarajan et al. 2016b, Nascimento et al. 2017). Nesse sentindo, espécies botanicas deste
bioma, apresentam possiveis potenciais para serem avaliadas quanto a atividade repelente.
Entre as familias botanicas nativas desse bioma com potencial para producdo de compostos
bioativos, encontram-se as espécies da familia Euphorbiaceae, entre elas, Croton tetradenius
(Baillon, 1864), alvo deste estudo (Morais et al. 2006, Lima et al. 2010, Aguiar et al. 2015,
Carvalho et al. 2016, Cruz et al. 2017).

2.2.2 Croton tetradenius (Baillon, 1864) (Euphorbiaceae)

A familia Euphorbiaceae (Jussieu, 1789) na qual se encontra a espécie Cr.
tetradenius, é composta por mais de 300 géneros e 8.000 espécies. No Brasil, ha registros de
80 géneros com cerca de 1000 espécies e deste total sdo distribuidas, 45 géneros e 211
espécies na regido nordeste (Cordeiro & Carneiro 2006, Satiro e Roque 2008, Mwine e Dame
2011).

Esta familia possui comprovadamente uma rica producdo de compostos com diferentes
propriedades bioativas (Onoabedje et al. 2019). Tal potencialidade pode ser em resposta ao
sucesso adaptativo da maioria das espécies a diferentes condi¢cbes ambientais, em varias
regides tropicas do mundo. Exemplo do bioma Caatinga (Mwine et al. 2011).

A produgdo de determinadas substancias secundarias por espécies desta familia é
economicamente apreciada. Por exemplo, o latex, cujo produto de defesa vegetal é utilizado
para a fabricagdo de borracha. Além da obtencdo de Oleos vegetais para a producdo de
biodiesel. Vale ressaltar, que alguns representantes também servem como fonte nutricional

para seres humanos (Garg et al. 2011, Secco et al. 2012, S&o Jodo e Raga 2016).
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Algumas substancias também podem possuir propriedades medicinais. O latex, por
exemplo, o qual é utilizado para o ciclo da borracha, contém quantidades significativas de
diterpenos. Os quais possuem diferentes bioatividades, como anti-inflamatorio, analgésica,
antiespasmadica e propriedades que impedem o desenvolvimento de tumores (Feliu 2011).

Outros compostos como, alcaldides, esterdides, flavonoides, taninos, saponinas,
glicosideos e fendis, também, sdo encontrados em espécies dessa familia apresentado
atividade antimicrobiana (Onoabedje et al. 2019). Alem desta atividade, as diferentes
composicdes quimicas que espécies botanicas desta familia possuem, também podem permitir
a atividade repelente contra insetos. Como por exemplo, as que pertencem ao género Croton
(Vongsombath et al. 2014, Candido e Besarra 2015, Onoabedje et al. 2019).

As espécies pertencentes ao género Croton sdo promissoras quanto a atividade
repelente contra insetos, visto que a analise quimica de seus 6leos essenciais demostraram
compostos 0s quais sdo citados na literatura quanto a atividade repelente. O a-pineno, -
pineno e a-felandreno, séo alguns exemplos (Morais et al. 2006, Salatino et al. 2007, Lima et
al. 2010, Peixoto et al. 2013, Vongsombath et al. 2014, Cruz et al. 2017, Anjos et al. 2018,
Chellappandian et al. 2018, Onoabedje et al. 2019, Hamid et al. 2020).

Croton L. é o segundo maior género que compde a familia Euphorbiaceae e possui
cerca de 1. 300 espécies representadas nas formas de ervas, arbustos e arvores, as quais estdo
distribuidas por diferentes regides tropicais do mundo (Satos et al. 2014, Lima e Pirani 2008).
No Brasil, sdo descritas cerca de 356 espécies que compde este género, sendo deste total, 68
sdo encontrados no bioma Caatinga. Entre eles, 21 sdo endémicas (Torres 2009, Secco et al.
2012). Dentre as espécies aromaticas endémicas desse bioma com potencial para atividade
repelente, encontra-se Cr. tetradenius.

C. tetradenius, também conhecido popularmente como velaminho, caatinga-de-bode e
velaminho-da-serra, caracteriza-se em um arbusto com medidas entre 0,40 centimetros a 1,2
metros de altura, com ramos castanhos, dotados por folhas aromaticas, as quais podem ser
alternas ou opostas pecioladas. Suas flores sdo do tipo mondica, estaminadas, pistiladas e
podendo conter de quatro a seis nectarios cilindricos. A imagem da espécie pode ser conferida
na (Figura 7) (Silva et al. 2010, Lucena 2010, Machado et al. 2012, Trindade 2015). No
bioma Caatinga, esta espécie pode ser encontrada em solos arenoso ou pedregoso, area de
vegetacOes secundaria, brejo de altitudes e em meios antropizados da zona das Caatingas
(Silva et al. 2010).



24

Figura 7 - Viséo geral de C. tetradenius e
de sua folha, adaxial e abaxial

Fonte: Sousa, 2019, a: Visdo geral de C.tet
folha em face adaxial e c:abaxial.

f@\ ‘. st
radenius, b:

Dentre o0s poucos estudos ja realizados com o 6leo essencial dessa espécie sobre o Ae.
aegypti, demostraram resultados significativos quanto ao seu potencial inseticida sobre o
vetor (Carvalho et al. 2016, Anjos et al. 2018). Ambos os estudos, ao analisarem a
composicdo quimica do Oleo essencial de C. tetradenius, constataram a canfora, como o
componente quimico majoritario. A canfora é um monoterpeno e estudos relatam que este
composto € um dos principais constituintes responsdveis por acdo repelente em oOleos
essenciais (Chellappandian et al. 2018), o que pode resultar, um possivel potencial repelente
para a espécie C. tetradenius.

O trabalho a seguir foi elaborado segundo as normas da Revista Journal of Medical
Entomology (Capitulol).
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CAPITULO 1

COMPOSICAO QUIMICA E POTENCIAL REPELENTE DO OLEO ESSENCIAL DAS
FOLHAS DE CROTON TETRADENIUS (EUPHORBIACEAE) SOBRE AEDES AEGYPTI
(DIPTERA: CULICIDAE)
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Resumo

Oleos essenciais sdo substancias volateis que detém muitos compostos quimicos, sendo
responsaveis por diferentes atividades bioldgicas, dentre elas a acdo repelente. Nesse sentido,
a investigacdo de espécies aromaticas com potencial repelente contra insetos vetores como o
Aedes aegypti (Linnaeus 1762) tornou-se cada vez mais intensa. O presente trabalho buscou
avaliar o indice de atividade espacial do 6leo essencial obtido de folhas de Cr. tetradenius,
estimar uma concentracdo repelente efetiva e 0 seu tempo de protecdo sobre mosquitos
fémeas de Ae. aegypti, bem como, analisar a sua composi¢do quimica. Para 0s ensaios
bioldgicos, utilizou-se mosquitos com até sete dias de emergéncia, os quais, foram submetidos
a diferentes concentracdes do 6leo essencial solubilizado em uma emulsdo ndo ibnica. A
analise quimica foi realizada através da cromatografia gasosa, acoplada a espectrometria de
massa e ao detector de ionizacdo de chama. O 6leo essencial apresentou indice de atividade
espacial repelente, e as concentraces de 200 e 300 mg/cm? foram significativas. Para uma
repeléncia efetiva de 50 e 99% obteve-se concentracdo estimada de 14,1 mg/cm? e 163,4
mg/cm?®. Quanto ao tempo de protecdo repelente, na concentragdo de 200 mg/cm?, foi
observado 84% de protecdo contra pousos, e 100% contra repasto sanguineo por 240 minutos.
A analise quimica revelou 33 compostos, sendo a canfora (30,25%), p-cimeno (13,39%), a-
terpineno (10,59%) e y-terpineno (5,32%) os componentes majoritarios. O Oleo essencial
oriundo de folhas de Croton tetradenius demosntrou ser um repelente alternativo promissor
na protecdo contra 0 mosquito Aedes aegypti.

Palavras-chave: Caatinga, repelente botanico, compostos volateis, dengue
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3.1 Introducéo

A dengue é uma arbovirose de grande incidéncia no mundo. Nas Americas, por
exemplo, foram notificados mais de trés milhGes de casos de dengue em 2019, e mais de 1,6
milhdo, ja havia sido notificados até 0 més de Maio em 2020. O que demonstra a importancia
do continuo controle do principal vetor, Aedes aegypti (Linnaeus 1762). Uma vez que a
dengue, pode ocasionar complica¢Ges na salde e levar a 6bito (OPASa 2020, OPASbh 2020).

Agdes voltadas para o controle populacional do mosquito Ae. aegypti, como a remogao
de criadouros, as aplicagbes de produtos quimicos sintéticos com atuacdo larvicida e
inseticida ndo tem sido eficientes (Franca et al. 2017) e nem sustentavel, pois além de nédo
diminuir a incidéncia de arboviroses tem tido implicacBes negativas a salde e a0 meio
ambiente (Henriques et al. 2016).

Nesse cenario, 0 uso de repelentes sdo citados como alternativa eficiente para a
protecdo pessoal (Yoon et al. 2015, Lorenz et al. 2018). Repelente € uma substancia capaz de
desencorajar insetos de pousarem ou de picarem a pele humana ou de algum animal
(Blackwell 2003). Entre os de uso tdpico, os acrescido com o composto sintético N,N-dietil-3-
metilbenzamida (DEET), € o mais utilizado (Uc-Puc et al. 2016, Moore et al. 2018).

Apesar da eficicia do DEET, este repelente apresenta riscos para a salde humana,
incluindo alergias, diminuicdo da frequéncia cardiaca e hipotensdo encefalopatia em criancas.
Os perigos, também sdo evidentes para 0 meio ambiente, por ter apresentado toxicidade para
diferentes espécies de organismos aquaticos, como algas, crustaceos, anfibios e peixes (Ma et
al. 2017, Gao et al. 2020, Vama-Etienne et al. 2020). Além disso, 0 mosquito Ae. aegypti ja
apresentou insensibilidade a agdo repelente do DEET (Stanczyk et al. 2013).

Nesse sentindo e cenario a busca por repelentes alternativos que sejam menos
agressivos ao meio ambiente e consequentemente a salde, sdo importantes. Algumas espécies
de plantas biossintetizam substancias secundarias com diferentes potenciais bioativos, entre
elas a repeléncia, demonstrando potencial para serem avaliados na busca de novos repelentes.
Entre estas substancias com potenciais propriedades, encontram-se 0s 0leos essenciais, a
exemplo do 6leo essencial de Cymbopogon nardus (L.) Rendle, popularmente conhecida
como Citronela™, o qual é comumente utilizado em preparac@es repelentes de insetos a base
de plantas comerciais (Dhifi et al. 2016, Cerceau et al. 2020).

A busca por novos repelentes a base de plantas sdo importantes, devido a
biocompatibilidade de seus produtos (Misni et al. 2017, Royal et al. 2017, Benelli et al. 2018,

Lee 2018, Onoabede et al. 2019), e além disso, a protecdo de um repelente, ndo atua da
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mesma forma em todos os usuarios devido aos fatores ambientais locais, ou ao proprio
metabolismo do hospedeiro (Andrade 2008, Yoon 2015).

A acdo repelente de 6leos essenciais deve-se aos seus compostos quimicos. Embora
esta acdo possa ser oriunda de constituintes que ainda ndo foram identificados, sabe-se, que
monoterpenos como, o limoneno, timol, a-pineno, eugenol, citronoleno, canfora e terpinoleno
s&o um dos principais constituintes presentes em 6leos essenciais que apresentaram atividade
repelente sobre mosquitos (Campbell et al. 2011, Chellappandian et al. 2018). Alguns destes
compostos, tambem sdo encontrados em Oleos essencais de espécies botanicas do género
Croton (Morais et al. 2006, Cruz et al. 2017, Anjos et al. 2018, Chellappandian et al. 2018,
Hamid et al. 2020).

Entre essas espécies, encontra-se o Croton tetradenius (Baillon, 1864), alvo deste
estudo. Ao analisarem a composicdo quimica do 6leo essencial obtido de folhas e da parte
area de exemplares desta espécie, foi observada, a canfora como componente quimico
principal (Carvalho et al. 2016, Anjos et al. 2018). Como a céanfora é citada como um dos
principais constituintes presente em O&leos essenciais que apresentaram acdo repelente
(Chellappandian et al. 2018), pode resultar, um possivel potencial repelente para Cr.
tetradenius.

A partir dessas consideracGes, buscou-se avaliar o indice de atividade espacial do dleo
essencial obtido de folhas de Cr. tetradenius, estimar uma concentracdo repelente efetiva e o
seu tempo de protecdo sobre mosquitos fémeas de Ae. aegypti, bem como, analisar a sua

composicao quimica.

3.2 Material e métodos
3.2.1 Coleta e identificacdo do material botanico

As folhas de Cr. tetradenius foram coletadas no periodo matutino em 25-1V-2019 na
Floresta Nacional Contendas do Sincord, situada na cidade de Contendas do Sincora, Bahia.
(Autorizada pelo Instituto Chico Mendes de Conservacdo da Biodiversidade - Sistema de
Autorizacéo e Informacéo sobre Biodiversidade, codigo de autenticacdo: 0670110120181226,
sob 0 n°® 67011-1. O local de coleta foi registrado com auxilio de um receptor movel com
sistema de posicionamento global (coordenadas, S13° 55'02,8"W41°07'22,0"). A identificagdo
do material boténico foi realizada pela especialista Guadalupe Edilma Licona de Macedo e o0
exemplar botanico encontra-se depositada no Herbario da Universidade Estadual do Sudoeste
da Bahia — UESB, sob o registro HUESB 3521. Para comparar uma possivel atividade

repelente de Cr. tetradenius, alvo deste estudo, foram coletadas no mesmo periodo, folhas de
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Cy. nardus “Citronela”, no jardim da Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia, campos
Itapetinga (coordenadas geogréficas, S 15°15'12.3"W40°16'20.3). A coleta e utilizacdo na
pesquisa dos exemplares botanicos estavam de acordo com as diretrizes internacionais e
nacionais sobre o uso da biodiversidade, seguidas da aprovacdo do Patriménio Genético

Brasileiro, sobre o nimero A838270.

3.2.2 Extragéo dos 6leos essenciais

As extracdes dos Oleos essenciais das folhas de Cr. tetradenius e Cy. nardus, seguiram
a metodologia proposta por Santos et al. (2004). As extragdes foram realizadas
separadamente. Primeiramente, as folhas foram submetidas a secagem em estufa de circulacdo
de ar, regulada a 50 °C por 12 horas. Em seguida, 100 gramas do material triturado
manualmente foi colocado em baldo de fundo redondo de 3,0 L, os quais adicionou-se 1,5 L
de 4gua deionizada, para a hidrodestilacdo de 6leo essencial de cada espécie.

A hidrodestilacdo foi realizada com auxilio de um destilador tipo Clevenger
modificado, durante 3 horas & 100 °C. Posteriormente, cada 6leo essencial foi desidratado,
através da adicéo de sulfato de sddio anidro, e posteriormente, acondicionados em frascos de
vidro ambar a temperatura de -4 + 1 °C até a realizacdo dos ensaios biologicos e analise

quimica.

3.2.2.1 Analise cromatografica do 6leo essencial

A andlise quantitativa foi realizada através da cromatografia gasosa acoplada ao
detector de ionizacdo de chama (CG-DIC) usando o cromatografo a gas Saturm 3800 (Varian)
equipado com coluna capilar de silica fundida VF5-ms (30m X 0,25mm de didmetro interno
X 0,25um de espessura de filme), tendo hélio 6.0 como gas arraste e fluxo de 1,2 mL.min™ e
pressdéo de 10 psi. As temperaturas do injetor e detector foram de 250°C e 280°C,
respectivamente.

Foi injetado 0,2uL de solucdo em triclorometano a 50 ppm no modo splitless. A
temperatura da coluna teve inicio a 50°C, mantida nessa temperatura por 5 minutos, acrescida
de 8°C/min até 260°C e mantida nessa temperatura por 5 minutos perfazendo o tempo de
31,65 minutos. A quantificacdo dos componentes foi obtida por integracdo eletrénica dos
picos detectados no DIC por normatizagéo.

A analise qualitativa foi realizada em espectrometro de massas CG-EM (Shimadzu QP
2010), com analisador triplo quadrupolo, a coluna e as condi¢bes de temperaturas foram
idénticos as usadas na analise CG-DIC. O modo de operacédo foi o impacto de elétrons de 70
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eV a uma velocidade de varredura de 1 / segundo (s) dentro de uma faixa de 35 a 450 Da. A
temperatura da fonte de ions foi de 200°C e da interface de 250 °C.

Os compostos do 6leo essencial foram identificados a partir de seus indices de retengéo
(IR), calculados para cada composto por meio da injecdo de uma série de padrbes de
hidrocarbonetos lineares (C8-C24) com as mesmas condi¢des da amostra, e comparados com
os valores tabelados (Adams, 2007), bem como através da comparagdo com o banco de dados
da biblioteca (Nist08).

3.2.3 Ensaios bioldgicos

Para a realizacdo dos ensaios o 6leo essencial de Cr. tetradenius foi solubilizado em
uma emulsdo ndo idnica, que consiste em um tensoativo. A mesma emulsdo, também foi
utilizada para a sulubilizag&o dos controles positivos. Os ensaios biologicos foram conduzidos

em sala climatizada com temperatura de 27 °C e umidade média de 70%.

3.2.3.1 Obtencao de fémeas de Aedes aegypti Linn.

As fémeas de Ae. aegypti foram obtidas da coldnia estabelecida no laboratério de
Pesquisa e Inseticidas Naturais-LAPIN/UESB. Sendo essas oriundas, de ovos da linhagem
Rockefeller, cedidos pelo Laboratério de Fisiologia e Controle de Artropodes e Vetores-
LAFICAVE, da Fundacdo Oswaldo Cruz, do Rio de Janeiro.

Apds a emergéncia, as fémeas de Ae. aegpti foram transferidas para gaiolas de
polipropileno de 16,5 x 25 cm, e alimentadas diariamente com uma solugdo de sacarose a 10
%, até montagem dos experimentos. Vinte quatro horas antes da realizacdo dos ensaios
biologicos, as fémeas com até sete dias de vida, com auxilio de um sugador adaptado, eram
transferidas para recipientes onde foram realizados os testes. Nesse momento, a alimentacéao
de sacarose era suspensa. Para avaliar o indice de atividade espacial foram utilizadas fémeas
virgens. Para estimar a concentracao repelente efetiva e o seu tempo de protecdo, utilizou-se
mosquitos fémeas copuladas e nuliparas. O objetivo foi agucar a busca dos mosquitos por
sangue com intuito de atrai-las as concentragdes, sobre as quais foi colocado um alimentador

artificial.

3.2.3.2 Avaliacéo do indice de atividade espacial
O bioensaio seguiu as “"Diretrizes para testes de eficacia de repelentes espaciais™,
(WHO 2013), onde foi utilizado um olfatbmetro de dupla escolha adaptado. O sistema

consistiu em um cilindro central (12,2 cm de comprimento x 4,2 cm de didmetro), conectado a
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dois cilindros laterais com as mesmas medigdes, conforme a Figura 1. A conexdo foi
realizada a partir das roscas dos conectores (7,3 cm x 7,3 c¢cm), do cilindro central. As
extremidades livres dos cilindros laterais foram fechadas com tecido tipo tule, de cor branca,
as quais, foram fixadas com tampas em forma de circulo, com 4 cm de didmetro, na parte
central.

O cilindro central foi utilizado para compor 0s mosquitos fémeas, os quais, ndo tinham
contato com os cilindros laterais, até o inicio do bioensaio, devido a tampa slide dos
conectores. Em um dos cilindros laterais foi colocado o 6leo essencial e o outro ficou vazio,
sendo o grupo controle. Para o bioensaio, o recipiente funcionava no sentindo horizontal,

como demostra a Figura 1.

Figura 1. Recipiente adaptado para avaliacdo do indice de atividade repelente
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Fonte: (SOUSA, 2020) a:cilindro central (com orificio para introdugdo de mosquito), b: conector

com tampa slide, c:cilindro de tratamento, d:cilindro controle, e: extremidades dos cilindros laterais
com tecido tipo tule, fixadas com tampas.

Para a realizacdo do bioensaio, foram utilizados quatro concentragbes do 6leo
essencial, 50 mg/cm?, 100 mg/cm?, 200 mg/cm? e 300 mg/cm?. Para cada concentracdo, foram
dez repetigOes, cada uma com 20 fémeas, totalizando 200 mosquitos por tratamento. Cada
concentracdo, foi avaliada do seguinte modo: um dos cilindros de acrilico conectado ao
cilindro central, foi colocado 0,5g da formulacdo, emulséo ndo idnica e a concentracdo testada
sobre uma lamina de vidro. No outro cilindro, foi exposto apenas a lamina vazia. Em seguida,
as extremidades dos cilindros laterais foram tampadas e envolvidos com tecidos do tipo

oxford de cor preta com velcro, conforme demonstrado na Figura 2.

Figura 2. Recipiente adaptado para avaliacdo do indice de atividade repelente
apos ter sido colocado o tecido tipo Oxford

i

Fonte: (SOUSA, 2020).
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Posteriormente, esperou-se um minuto, e em seguida, as tampas slide de ambos os
conectores foram abertas simultaneamente, dando acesso aos dois cilindros laterais. A
observacao foi realizada por dez minutos, sendo posteriormente fechadas as tampas e feito a
contagem do nimero de mosquitos fémeas em cada cilindro. Para tal, o tecido foi retirado e
foram registrados quantos mosquitos estavam em cada compartimento, o qual contou com
dois observadores.

Esses mesmos procedimentos foram utilizados para a avaliacdo dos grupos controles.
Para 0 grupo controle positivo, utilizou-se o repelente sintético DEET e o 6leo essencial de
Cy. nardus. Para o controle negativo, utilizou-se somente a emulsdo ndo ionica, e o cilindro

sem substancia.

3.2.3.3 Estimativa da concentracéo repelente efetiva

O referido projeto foi aprovado no Comité de Etica de Uso Animal (CEUA-UFPE) e
suas complementares sob o registro 23076.058811/2020. O manejo e cuidado com 0s animais
estdo de acordo aos principios éticos da experimentacdo animal segundo critérios
estabelecidos pelo comité. Para a realizacdo do experimento da concentracdo repelente efetiva
e para avaliar o tempo de protecdo da concentracdo repelente efetiva utilizou-se sangue de
cabra (Capra aegagrus hircus L.) (Linnaeus,1758). Para obtenc¢do sanguinea foram utilizadas
dois machos C. a. hircus oriundos do setor de Zootecnia da UESB - Campus de Itapetinga
BA.

Para estimar uma concentracdo repelente efetiva de 50 e 99%, foram seguidas as
“"Diretrizes para testes de eficacia de repelentes de mosquitos para humanos™ conforme
preconizado pela WHO (WHO 2009) e adaptada para metodologia in-vitro em sistema de
gaiolas, ndo sendo utilizado humanos. Para execucdo foram utilizadas gaiolas de
polipropileno (16,5 cm x 25 cm), com abertura de (12 cm x 10 cm) em uma das laterais, as
quais foram dotadas por tecido tule em formato conico, o que possibilitou 0 manuseio dos
mosquitos, e a0 mesmo tempo, evitar a fuga. Na parte superior do recipiente foi adicionada
uma tampa removivel com uma abertura na parte central de 59,4cm?, telada com tecido tule,
via pela qual, foram aplicadas as diferentes concentragdes.

Foram avaliadas em um mesmo recipiente, cinco concentragdes, 100 mg/cm?, 200
mg/cm?, 300 mg/cm?, 400 mg/cm?® e 500 mg/cm?. Foram trés repeticdes, cada uma com 50
mosquitos, totalizando 150 mosquitos. Na tela foram marcados cinco diferentes espacos de
7cm?. Para cada demarcacéo, foi aplicada 0,1g da emulséo com uma das cinco concentracdes

do 6leo de maneira crescente. Cada concentracdo, foi aplicada uma por vez, e avaliada
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individualmente, por um periodo de um minuto. Além da emuls&o foi colocado sobre o tule
um alimentador artificial contendo 1mL de sangue pré-aquecido a 37 °C, como estimulo
quimico.

O alimentador artificial, consistiu em tubos falcon de polipropileno transparente de 50
mL, no qual, foi preenchido com 40 mL de glicerol 100% pré-aquecido a 50 °C. Apos o
aquecimento, a extremidade aberta do tubo foi hermeticamente fechada com pléstico do tipo
polyester (10 cm x 13 cm) resistente a altas temperaturas, o qual, foi vedada com a tampa de
rosca de polietileno com abertura na parte central com (2,5 cm) de didmetro, metodologia
preconizada por Silva et al. (2013).

Por essa abertura, com auxilio de uma seringa graduada, foi colocada sobre o plastico
de polyester 1mL do sangue pré-aquecido em banho maria, a 37 °C. Como a condutividade
térmica do glicerol € baixa, funcionou como uma manta aquecedora, 0 que permitiu que o
sangue ficasse aquecido por um periodo de 30 minutos. Em seguida, a tampa foi
hermeticamente fechada com uma lamina de Parafilm-M ®. Para cada concentracgdo, utilizou-
se uma nova lamina de Parafilm-M ®.

Como criterio de avaliacao, considerou-se a quantidade de pousos. Antes de avaliar as
concentracOes do 6leo essencial de Cr. tetradenius foram avaliados em cada inicio do teste, 0
comportamento de pousos dos mosquitos sobre o tule com o alimentador artificial isento das
concentragdes, e somente, com a emulsdo ndo ibnica, os quais foram denominados de controle
negativo. Para o registro do numero de mosquitos, contou com dois observadores, 0s quais,

iniciaram e avaliaram um recipiente por vez.

3.2.3.4 Avaliacao do tempo de protecdo da concentracgdo repelente efetiva

Para determinar o tempo de protecdo da concentracao repelente efetiva, foram seguidas
as “"Diretrizes para testes de eficicia de repelentes de mosquitos para humanos™ da World
Health Organization WHO (WHO 2009), e adaptadas para a metodologia in-vitro, em sistema
de gaiola, ndo sendo seres humanos.

Foram utilizadas gaiolas de polipropileno e o alimentador artificial com sangue pre-
aquecido, conforme descrito no topico anterior. Utilizou-se quatro repeti¢Bes, cada uma com
50 mosquitos, totalizando 200 mosquitos por tratamento. Em cada repetigéo (gaiola), foi feito
uma demarcacdo de 7cm? na tela da tampa. Para cada repeticéo, foi aplicada 0,1g da emulséo
a base da concentracdo repelente efetiva.

A avaliacdo do tempo de protecdo da concentracdo repelente efetiva do 6leo essencial,

ocorreu em quatro repeticdes, cada uma com 50 mosquitos, totalizando 200 mosquitos por
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tratamento. A avaliacdo da concentragdo ocorreu do seguinte modo: em cada repeti¢do, foi
demarcada sobre a tela tule da tampa uma area de 7cm?. Para cada repeticdo, foi aplicada 0,1g
da emulsdo a base da concentracdo repelente efetiva e foi avaliada por um periodo de trés
minutos, com intervalos de trinta minutos, até completar 240 minutos de experimento. Em
cada avaliacdo, utilizou-se sobre a concentracdo efetiva um alimentador artificial com 1mL de
sangue pré-aquecido a 37C°, como estimulo quimico. Nos intervalos para cada observagéo, o
alimentador era retirado e mantido em banho-maria para a préxima avalicao.

O critério de avaliacdo, foi quantificar a porcentagem de repeléncia e de repasto
sanguineo. Assim, o tempo de protecéo, foi calculado com o nimero de minutos decorridos
entre 0 momento da aplicacdo repelente e o0 primeiro pouso e repasto sanguineo. Para a
avaliacdo, também contou com dois observadores. Para a confirmacéo do total de pousos e de
repastos em cada tempo de avaliacdo, considerou-se 0s registros antecedentes.

Esses mesmos procedimentos foram utilizados para a avaliagdo dos grupos controles,
respectivamente. Como controles positivos foram utilizados o DEET e o 6leo essencial de Cy.

nardus. E 0 negativo somente com a emulsdo ndo idnica, e isenta, da mesma.

Analise estatistica

O indice de atividade espacial (I.A.E) foi determinado de acordo com a equacdo
estabelecido pela World health Organization (2013):

IAE = (Ne=Nt) x Nm
(Nc+Nt) N

Nc: é igual ao numero de mosquitos no tubo sem a formulagdo, Nt: numero de
mosquitos no tubo com a formulagdo, Nm: numero total de mosquitos nos dois tubos de
acrilico das extremidades, N: total de mosquitos utilizados no ensaio. O indice de atividade
espacial poderia variar de —1 a 1: zero indicaria auséncia de resposta, —1 ndo repeléncia, e 1
uma resposta espacial repelente.

Os resultados obtidos para o indice de atividade espacial, foram submetidos a analise
de variancia (ANOVA) e as diferencas entre médias comparadas pelo pos teste Tukey a 5%
de significancia (P < 0,05). O erro padréo de cada indice, foram considerados. Tais analises,
também foram utilizadas para o tempo de protecdo da concentracdo repelente efetiva. No
entanto, as diferencas entre médias de repasto sanguineo foram comparadas pelo pds teste
Dunnett. Exceto para o erro padréo, o processamento dos dados foi realizado no programa
Sistema para Analises Estatisticas — SAEG verséo 9.1.- 2007 (Junior e Melo 2008).
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Para o célculo das concentragdes 50 e 99%, referente ao experimento da estimativa da
concentracdo repelente efetiva, utilizou-se a analise de regressdo PROBIT em nivel de 95% de
confianca (P < 0,05) (Robertson et al. 1980).

3.3 Resultados
Avaliacdo do indice de atividade espacial

Ap0ds analise, verificou-se que os indices de atividade espacial do 6leo essencial de Cr.
tetradenius e dos controles positivos, diferiram dos controles negativos (F =5,1., G.l. =13 eP
= 0,00000). Os indices de atividade espacial das concentracbes do Oleo essencial de Cr.
tetradenius 4 200 e 300 mg/cm?, foram significativamente maiores em relacéo aos controles

negativos, 0 que ndo aconteceu nas menores concentracdes de 50 e 100 mg/cm? (Tabela 1).

Tabela 1. Média do indice de atividade espacial, do 6leo
essencial obtido das folhas de Croton tetradenius, sobre
fémeas de Aedes aegypti

Tratamentos Concentrages LAE SE
mg/cm?
Cr. tetradenius
300 0,36% +0,08
200 0,48% +0,07
100 0,16® +0,05
50 0,23% +0,07
Cy. nardus
300 0,53? + 0,07
200 0,362 +0,10
100 0,362 +0,11
50 0,21%* +0,13
DEET
300 0,35° + 0,07
200 0,33° + 0,04
100 0,20 +0,06
50 0,26% +0,04
Emulsdo nio ionica -0,12° +0,03
Recipiente -0,07° +0,10

Médias seguidas por letras diferentes, diferem significativamente pelo pos
teste Tukey, P < 0,05. %indice de atividade Espacial (I.A.E). *Erro padrdo
(SE).

Os controles positivos, 6leo essencial de Cy. nardus a 100, 200 e 300 mg/cm?® e o
DEET a 200 e 300 mg/cm?, apresentaram também valores dos indices médios, superiores aos
controles negativos. Por outro lado, os valores médios de Cy. nardus a 50 mg/cm? e DEET a
50 e 100 mg/cm? ndo diferiram significativamente dos controles negativos (Tabela 1).

Conforme apresentado na (Tabela 1), todos os indices médios de atividade espacial

dos tratamentos e controles positivos apresentaram valores positivos e acima de zero, 0 que
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representa uma resposta espacial repelente. Também, no caso dos controles negativos, que
apresentaram valores negativos para os indices médios de atividade espacial, foi observada a
ndo repeléncia. Os indices médios de atividade espacial dos controles negativos ndo variaram

entre si.

Estimativa da concentracao repelente efetiva

As diferentes concentracbes do 6leo essencial obtido de folhas de Cr. tetradenius
mostraram-se repelentes para 0s mosquitos fémeas de Ae. aegypti. Para uma repeléncia de 50
e 99%, obteve-se concentacdo efetiva C.E estimada de, 14,1 mg/cm? e 163,4 mg/cm?

respectivamente, (Tabela 2).

Tabela 2. Concentracdo efetiva 50 e 99% do 6leo essencial obtido das folhas de Croto
tetradenius sobre mosquitos fémeas de Aedes aegypti, com um minuto de exposicao

Tratamento Concentragéo efetiva (mg/cm?)

C.E50% Intervalo de confianca  C.E 99% Intervalo de confianga ¥ (G.L)
Cr. tetradenius
14,1 1,2-313 163,4 128,1 — 240,2 26,893(13)

Avaliacdo do tempo de protecdo da concentracao repelente efetiva

Para avaliar o tempo de protecdo repelente, optou-se pela concentracdo efetiva de 99%
de repeléncia, porém, aproximada a 200 mg/cm?. Com relacdo ao pouso, foi observado que
ndo houve diferenga significativa entre o Cr tetradenus e os controles positivos. No entanto,
em 30 minutos de exposi¢do houve pousos em Cr tretradenius e Cy nardus, obtendo uma
protecdo de 95 e 99,5% respectivamente, ao contrario do tratamento DEET, no qual, obteve
uma protecdo de 100% em até 60 minutos.

Todavia, ap6s 60 minutos de exposicdo houve pousos em todos os tratamentos
avaliados, obtendo uma protecdo ao final do experimento de 84% para Cr. tetradenius, 93%
para Cy. nardus e 98,5% para 0 DEET. Houve diferenca significativa entre os tratamentos

avaliados e os controles negativos em todos os horarios (Tabela 3).
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Tabela 3. Percentual acumulativo de repeléncia de fémeas de Aedes aegypti, em relacdo ao
tempo de protecdo, da concentracdo repelente efetiva do 6leo essencial obtido de folhas de
Coton tetradenius

Tratamentos e concentracéo. Percentual acumulativo de repeléncia + 'SE

Tempo Cr.tetradenius  Cy. Nardus DEET STCENI “TSENI 2ANOVA
200 mg/cm? 200 mg/cm? 200 mg/cm? F valor(G.L)P valor
30 95,0°+2,3 99,5%+ 0,5 100°+0,0 63,0°+10,9  48,0°+74 15,976 (4) 0,00003
60 93,5%+27 99,5%+ 0,5 100°+0,0 430°+59  215°+111 38,132 (4) 0,00000
90 92,0°£2,9 99,0+ 057  995°+05  265°+114  135°+115 32,734 (4) 0,00000
120 90,0°+ 4,2 96,5°+0,95 99,5 +0,5 225°+98  11,0°+11,0 39,668 (4) 0,00000
150 89,0°+4,3 96,5°+0,95  995°+05 175°+9,7 80°+75 60,145 (4) 0,00000
180 89,0°+4,3 96,5°+0,95 99,5 +0,5 13,0°+8,5 6,0°+6,0 85,696 (4) 0,00000
210 89,0°+7,0 94,58+ 2,0 99,54 +0,5 13,0°+8,5 6,0°+35 79,782 (4) 0,00000
240 84,0°+8,9 93,0°+33 98,5 +1,0 9,0°+90 20°+£20 63,847 (4) 0,00000

+ ISE = erro padrdo. 2ANOVA = analise de variancia. “TCENI = tela com emulsdo n&o i6nica. “TSENI = Tela sem
emulsdo ndo idnica. Médias seguidas com letras diferentes nas linhas, diferem significativamente pelo pds teste Tukey, P
<0,05.

Embora tenha vido pousos no tratamento do Oleo essencial de Cr. tetradenius, foi
observado uma protecdo de 100% contra repasto sanguineo por 240 minutos, assim como nos
demais controles positivos, 0 que ndo foi observado nos controles negativos (Tabela 4).

A tela com emulsdo nédo idnica e tela sem emulsdo ndo ibnica, obteve 0,5 e 9,5%
respectivamente da atividade ja em 30 minutos de avaliacdo. Embora a analise de variancia,
ndo tenha detectado diferenca entre as porcentagens de repastos sanguineos nos controles
negativos em 30, 60 e 90 minutos com os controles positivos e com o 6leo essencial de Cr.
tetradenius, nos quais, ndo houveram atividade de repastos sanguineos, observou-se que além
da ndo protecdo dos controles negativos contra repasto sanguineo, houve um aumento da

atividade nestes periodos (Tabela 4).

Tabela 4. Percentual de mosquitos fémeas de Aedes aegypti que realizaram repasto sanguineo,
em relacdo ao tempo de protecdo, da concentracao repelente efetiva, do 6leo essencial obtido
de folhas de Croton tetradenius

Tratamentos e concentrac&o. Percentual de repasto sangufneo acumulativo + 'SE

Tempo Cr.tetradenius  Cy. Nardus DEET *TCENI *TSENI ANOVA
200 mg/cm? 200 mg/cm? 200 mg/cm? F valor(G.L)P valor
30 0,0x+0,0 0,0+0,0 0,0x+0,0 0,5*+0,5 95%+6,8 1.842 (4) 0,173
60 0,0x+0,0 0,0+0,0 0,0x+0,0 45+ 45 12,0%+6,1 2.356 (4) 0,100
90 0,0*+0,0 0,0*+0,0 0,0*+0,0 6,0 +53 13,0*+538 2.663 (4) 0,073
120 0,0°+0,0 0,0° 0,0 0,0° 0,0 9,0°+ 54 16,0°+ 4,8 5.000 (4) 0,009
150 0,0°+0,0 0,0° 0,0 0,0° 0,0 11,0 +6,4 165"+ 4,5 4.886 (4) 0,010
180 0,0°+0,0 0,0° 0,0 0,0° 0,0 12,0°+7,1 17,00+ 4,3 4.751 (4) 0,011
210 0,0 +0,0 0,0 +0,0 0,0 +0,0 125°+73 19,0°+ 3,8 5.810 (4) 0,004
240 0,0°+0,0 0,0°+0,0 0,0°+0,0 14,0°+ 7,6 21,0°+3,6 6.837 (4) 0,002

+ ISE = erro padréo. 2ANOVA = analise de variancia. TCENI = tela com emulsio no i6nica. “TSENI = Tela sem emuls&o
ndo idbnica. *Médias seguidas com asteriscos nas linhas, ndo diferem pela ANOVA. Médias seguidas com letras diferentes nas
linhas, diferem significativamente pelo pés teste Dunnett, P < 0,05.
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De 120 a 180 minutos, continuou 0 aumento na porcentagem de repastos sanguineos
em ambos controles negativos. Ao decorrer destes periodos, o percentual de pousos no
tratamento, tela sem a emulsdo ndo idnica, foram significativamente maiores do que o
observado na tela com a emulsdo ndo iénica. No entanto, em 210 e 240 minutos, ndo houve

diferenga significativa entre os tratamentos.

Composi¢do quimica

A anélise quimica do 0Oleo essencial das folhas de Cr. tetradenius, quantificou 33
compostos. Desses, 23 foram identificados, correspondendo a 69,69%, sendo 60,86% de
monoterpenos hidrocarbonados, 21,73% de monoterpeno oxigenado e 13,04% de
sesquiterpenos hidrocarbonados. Dentre os identificados, a canfora (30,25%), p-cimeno
(13,39%), a-terpineno (10,59%) e y-terpineno (5,32%) foram os compostos majoritarios.

Em relacdo ao 6leo essencial de Cy. nardus foram quantificados 35 compostos, dos
quais, 21 foram identificados, correspondendo a 60%. Sua composicdo foi de 4,76% de
monoterpenos hidrocarbonados, 33,33% de monoterpenos oxigenados e 28,57% de
sesquiterpenos hidrocarbonados e oxigenados. Os compostos majoritarios foram o citronelal
(33,53%), geraniol (19,27%), citronelol (11,73%) e hedicariol (11,23%) (Tabela 5).

Tabela 5. Composicao quimica do 6leo essencial obtido de folhas de Croton tetradenius e do
controle positivo, 6leo essencial de Cymbopogon nardus, através da cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas

Constituintes Cr.tetradenius(%)"  Cy.nardus(%6) IR? IK?
Tricicleno 1,19 926 926
a-Tujeno 0,90 933 930
a-Pineno 4,17 940 939
Canfeno 3,1 955 954
Sabineno 1,21 978 975
B-Pineno 0,71 981 979
Mirceno 4,82 993 990
a-Felandreno 3,36 1006 1002
a-Terpineno 10,59 1021 1017
p-Cimeno 13,39 1030 1024
Limoneno 4,47 14 1034/1033 1029
E-B-Ocimeno 0,33 1053 1050
y-Terpineno 5,32 -—-- 1065 1059
Terpinoleno 0,85 1092 1088
Linalol 1,01 - 1101 1096
Canfora 30,25 1156 1146
Borneol 0,85 1165 1169
Terpine-4-ol 1,37 1184 1177
Ascaridol 1,8 1249 1237

a-Terpinil acetato 1,53 1357 1349
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Continuacéo, Tabela 5

Constituintes Cr.tetradenius(%)"  Cy.nardus(%b) IR? IK®
a-Copaeno 1,68 1388 1376
a-Humuleno 1,04 0,12 1471 1454
Biciclogermacreno 0,69 1513 1500
Citronelal 33,53 1160 1153
Citronelol 11,73 1223 1225
Geranial 0,36 1248 1267
Geraniol 19,27 1261 1252
Nerol 0,49 1276 1229
Eugenol 0,55 1366 1359
Acetato de geranila 1,29 1386 1381
Biciclogermacreno 0,69 1513 1500
y-Muuroleno 0,2 1490 1479
E-Muurola-4 (14), 5-dieno 1,95 1497 1493
y-Cadinene 0,22 1509 1513
a-Muuroleno 0,51 1513 1500
d-Cadineno 1,89 1537 1523
Hedicariol 11,23 1565 1548
Germacreno D-4-ol 2,18 1625 1575
E-Sesquilavandulol 0,38 1625 1632
y-Eudesmol 0,92 1652 1623
(2Z, 6E)-Farnesol 0,42 1730 1723
(2E, 6E)-Farnesal 0,13 1753 1741
Total identificado 69,69 60
Monoterpenos hidrocarbonados 60,86 476
Monoterpenos oxigenados 21,73 33,33
Sesquiterpenos hidrocarbonados 13,04 28,57
Sesquiterpenos oxigenados 28,57

ISubstancias listadas por ordem de elui¢do em coluna capilar Factor Four/VF-5ms. %Indices de retencéio com coluna capilar
Factor Four/VF-5ms. *indices de Kovats em coluna capilar DB-5 (ADAMS, 2007).

3.4 Discussao

A composicdo quimica do dleo essencial das folhas de Cr. tetradenius consistiu
essencialmente em monoterpenos, e a canfora foi o principal composto, seguido do p-cimeno,
a-terpineno e y-terpineno. Na composi¢do quimica do 6leo essencial obtido das folhas de Cr.
tetradenius realizada por Carvalho et al. (2016), constataram maiores quantidades de
monoterpenos, sendo também a canfora o principal componente, seguido do p-cimeno, a-
terpineno e vy-terpineno, com 25,49, 5,84, 6,48 e 5,45%, respectivamente. No presente
trabalho, o y-terpineno apresentou 5,32%, dado semelhante quantificado pelos os mesmos
autores. Ja os demais compostos, foram menores comparados do presente estudo.

Anjos et al. (2018), analisaram o0 Oleo essencial da parte area de Cr. tetradenius
coletada em diferentes periodos do ano, e a canfora também foi o principal composto, vista
em todas as coletas. No presente trabalho, a canfora obteve 30,25%, dado similar com o

quantificado pelo os mesmos autores no més de Maio (30,95%). O p-cimeno, a-terpineno e y-
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terpineno, também estavam presentes nos diferentes periodos de coleta, porém, em menores
porcentagens quando comparado com os do presente estudo. As diferencas qualitativas dos
principais compostos entre os trabalhos podem estar relacionada a diferentes fatores, como as
interacdes bioaticas, condigcdes edafoclimaticas e o estado de desenvolvimento da planta
(Awada et al. 2012, Almeida-Pereira et al. 2019).

Na analise da composicdo quimica do dleo essencial obtido de folhas de Cr.
tetradenius de 37 exemplares, realizada por Almeida-Pereira et al. (2019), a canfora também
foi presente em todas as analises, no entanto, ndo foi o principal componente. Variando entre
6,82 a 17,05%, o principal foi o p-cimeno, com uma variacdo de 7,16 a 23,38%, sendo que no
presente estudo, foi o segundo mais abundante (Almeida-Pereira et al. 2019).

De acordo com Thompson et al. (2003), variac@es significativas na porcentagem de um
composto principal entre plantas de mesma espécie, cuja regides de origem sejam diferentes,
pode estar correlacionada com as diferencas ecoldgicas marcantes entre os locais. Nesse
sentido, vale destacar, que a origem da coleta das folhas da espécime em estudo foi em um
municipio localizado no estado da Bahia, 0 mesmo onde realizou Carvalho et al. (2016) e
Anjos et al. (2018), e diferente do realizado por Almeida-Pereira et al. (2019), o quais,
coletaram em municipios do estado de Sergipe. O que pode explicar a diferenca na
porcentagem da canfora entre os trabalhos.

Em relacdo a composicdo do 6leo essencial de Cy. nardus foram observados como
compostos majoritarios, os monoterpenos oxigenados citronelal 33,53%, geraniol 19,27%,
citronelol 11,73%, e o sesquiterpeno oxigenado hedicariol 11,23%. Nyamador et al. (2017),
observaram nesta mesma espécie, coletada na regifio do Tongo-Africa, compostos
semelhantes, com quantidades variadas, apresentando 30,58% de citronelal, porcentagem
préxima visto no presente estudo. Ja o geraniol (23,93%) e o citronelol (7,65%) apresentaram-
se com valores diferentes.

Vama-Etienne et al. (2020) ao extrairem 0leo essencial de Cy. nardus de uma regido
da Costa do Marfim, observaram que o geraniol foi o principal componente majoritario com
51,6%, sendo que no presente estudo, foi o segundo mais abundante. Outros compostos como
o citronelol e o limoneno também apresentaram em maiores porcentagens, com 17 e 5%,
respectivamente. No presente estudo, o citronelol foi o terceiro composto mais abundante,
enguanto o limoneno apresentou apenas 1,4%.

O hedicariol, o qual foi majoritario no presente estudo, ndo foi constatado nas analises
realizadas por Nyamador et al. (2017), Vama-Etienne et al. (2020), assim como em um estudo

que analisou a composicdo quimica do Oleo essencial de Cy. nardus, em cinco épocas de
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coleta em uma regido do estado do Tocantins, onde geraniol, citronelol e elemol foram
majoritarios com variacdo de 30 & 38, 10 & 18 e 8 a 11% respectivamente (Castro et al. 2010).
Esses resultados demonstram que o local de origem da planta, tem influéncia direta na
composicao quimica de um 6leo essencial, conforme ja mencionado.

Em relacdo a atividade repelente, verificou-se que todas as concentragdes testadas do
6leo essencial das folhas de Cr. tetradenius apresentaram repeléncia sobre o mosquito Ae.
aegypti. No entanto, foi a partir da concentracdo de 200 mg/cm? que houve melhor potencial
repelente, visto que, os indices de atividade espacial das concentracdes de 50 e 100 mg/cm?
nédo diferiram dos controles negativos, emulsdo ndo ibnica e apenas 0 recipiente, 0s quais
apresentaram indices espaciais atrativos (Tabela 1).

Esses dados sugerem, que maiores indices de atividades espaciais do mosquito Ae.
aegypti podem ser alcangados em maiores concentracdes do 6leo essencial de Cr. tetradenius,
e que em menores concentracdes, estes indices podem estar na faixa estreita de atracdo. Esse
fato é corroborado por pesquisas da mesma natureza. Em que o potencial repelente depende
da concentracéo.

Jiang et al. (2019) ao avaliaram a atividade repelente do éleo essencial das folhas de
Cymbopogon nardus (L) Rendle contra Ae. aegypti nas concentragdes 0,001, 0,01, 0,1, 10 e
100 mg/cm? em sistema de olfatdmetro, observaram que a repeléncia aumentou com a
concentracdo. Da mesma forma foi osbservado por Manh & Tuyet et al. (2020) que ao
avaliarem o potencial repelente do 6leo essencial obtido de folhas de Mentha arvensis (L)
contra 0 mosquito Ae. aegypti nas concentracdes de 25, 50 e 100%. Vale ressaltar, que
pesquisas voltadas para a avaliacdo da atividade repelente de 6leos essenciais de espécies do
género Croton sobre mosquitos vetores, sao escassas (Nério et al. 2010, Maia e Moore 2011,
Rehman et al. 2014, Chellappandian et al. 2018, Souza et al. 2019).

No entanto, algumas espécies pertencentes ao género Croton foram utilizadas por
comunidades na protecdo contra picadas de insetos. Dentre as espécies, encontrasse Croton
argyrophylloides Muell. Arg relatada por De Albuquerque e Andrade (2002), e Croton
roxburghii Wallich, por Vongsombath et al. (2014), sendo a ag&o repelente do 6leo essencial
extraida da casca desta Gltima espécie, comprovada pelos mesmos autores, em testes com
humanos em campo sobre mosquitos dos géneros Armigeres, Culux e Aedes. O que demonstra
o0 potencial repelente do género Croton.

Os insetos utilizam uma série de combinagdes de pistas olfativas, visuais e térmicas
para detectarem hospedeiros, no entanto ainda ndo se sabe qual o principal mecanismo

fisioldgico que atua sobre a repeléncia (Afify e Potter 2020). Estudos sobre eletrofisiologia e
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do comportamento do modo de agdo repelente sobre insetos, demonstram que o sistema
olfativo, gustativo e tatil esta envolvido (Dickens e Bohbot, 2013, Degennaro, 2015, Dennis et
al. 2019, Afify e Potter 2020).

Estabelecendo uma analogia, que antenas dos insetos sdo responsaveis pelo sistema
sensorial espacial e que sdo dotadas por células olfativas e quimiorreceptores, 0s quais, sdo
essenciais para a percepcdo e identificacdo de odores de hospedeiros; infere-se, que tais
estruturas possam estar envolvidas na repeléncia dos mosquitos Ae. aegypti. Esse fato é
devido a deteccdo do odor do 6leo essencial de Cr. tetradenius pelos mosquitos apds sua
volatilizagao no interior do olfatdmetro (Lorenz et al. 2018, Dennis et al. 2019).

Adicionalmente, o potencial repelente do dleo essencial avaliado nesta pesquisa, pode
ter sido em resposta de compostos pertencente a classe dos monoterpenos, sobretudo a
canfora, a qual foi o principal composto. Esta relacdo deve-se ao fato de que a canfora, é
citada como um dos principais compostos presente em dleos essenciais que apresentaram a
acdo repelente sobre insetos (Chellappandian et al. 2018). Além disso, a canfora ja foi
detectada por antenas de mosquitos Ae. aegypti num estudo em que avaliaram o seu potencial
repelente (Campbell et al. 2011).

Em relacdo ao repelente sintético DEET, todas as concentragfes apresentaram
atividade repelente sobre o mosquito Ae. aegypti, comprovando assim sua agdo repelente
(Rodriguez et al. 2017, Moore et al. 2018). O DEET apresentou uma atividade repelente
significativa a partir da concentracdo de 200 mg/cm? visto que, os indices de atividade
espacial das concentraces de 50 e 100 mg/cm?, ndo diferiram dos controles negativos.

A baixa atividade repelente do DEET em menores concentragdes, também foram
observados por outros estudos. Deletre et al. (2013), ao utilizarem o DEET como controle
positivo nas concentragdes 0.01, 0.1 e a 1%, sobre os mosquitos fémeas de An. gambiae, em
sistema de olfatbmetro, constataram que ndo houve atividade repelente significativa em
nenhuma das concentracdes. Estrada et al. (2019), ao utilizarem o DEET como controle
positivo em saio de repeléncia sobre fémeas de Ae. aegypti nas concentracdes, 0.0005, 0.001,
0.005, 0.01, 0.1, 1, e 10%, em sistema de olfatbmentro, constataram menor porcentagem de
repeléncia nas seis menores concentragdes.

Sabe-se, que o DEET pode ativar receptores olfativos em Ae. aegypti, induzindo o
comportamento de evitagdo (Stanczyk et al. 2010). No entanto, 0 DEET possui uma taxa de
vapor de 0,27 Pa a 25 ° C, o qual é baixo quando comparado a outros repelentes, como o p-
mentano 3,8 diol, com uma taxa de 4,5 Pa a 25 °C (Deletre et al. 2013). Como o DEET possui

uma baixa taxa de vapor, infere-se que nas menores concentracdes 50 e 100 mg/cm? avaliados
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neste estudo, houve menor nivel de volatilizacdo e, consequentemente, menor atividade
espacial.

No presente trabalho, o Oleo essencial de Cr. tetradenius apresentou 0S mesmos
resultados que o DEET, o que comprova o seu potencial como repelente. Vale ressaltar, que
alguns 6leos essenciais usados para repelir insetos, também sdo utilizados como aromatizantes
de alimentos, assim como na industria de perfumes, em cosméticos e para fins medicinais.
Além disso, 6leos essenciais tém demonstrado seletividade (Govindarajan et al. 2016, Lee
2018, Cerceau et al. 2020), demonstrando ser um repelente alternativo natural e mais seguro
comparado ao DEET.

No que se refere ao 6leo essencial de Cy. nardus todas as concentragdes apresentaram
atividade repelente sobre 0 mosquito Ae. aegypti, 0 que também comprava sua agéo repelente
(Cerceau et al. 2020, Arpiwi et al. (2020). No presente estudo, o 6leo essencial de Cy. nardus
apresentou melhor resultado comparado ao DEET e ao 6leo essencial de Cr. tetradenius, uma
vez que, os indices de atividade espacial diferiram significativamente dos controles negativos
desde da concentragdo de 100 mg/cm?, (Tabela 1). O potencial repelente do 6leo essencial de
Cy. nardus em baixas concentracdes, também foram observados por Vama Etienne et al.
(2020), que ao avaliarem o seu potencial frente a0 mosquito Anopheles gambiae (Giles, 1902)
nas concentracgdes de 0,1 e 1%, constataram que ambas apresentaram atividade.

Oleos essenciais tém como principal caracteristica a volatilidade (Lee 2018), o que
pode explicar o melhor indice de atividade espacial ocasionado pelo 6leo essencial de Cy.
nardus, em relacdo ao DEET. O 6leo essencial de Cy. nardus, apresentou como um dos
componentes majoritario, 0 monoterpeno citronelal. Este monoterpeno, possui acdo repelente
comprovada sobre insetos e estudos demonstraram, que o citronelal foi captado por receptores
olfativos e proteinas odorantes presentes em antenas do inseto An. gambiae, sugerindo que
estes alvos, também possam estar envolvidos na repeléncia espacial do éleo essencial de Cy.
nardus, sobre 0 mosquito Ae. aegypti (Kwon et al. 2010, Wu et al. 2020,Vama-Etienne et al.
2020).

No potencial repelente de uma planta, também se deve considerar o sinergismo entre
0s compostos. Dito isto, compostos pertencentes a classe dos sesquiterpenos, também sdo
ativos como repelentes, com a vantagem de serem menos volateis e de maior duracdo, quando
comparado aos monoterpenos (Costa et al. 2017). No presente estudo, o 6leo essencial de Cy.
nardus apresentou maiores quantidades de sesquiterpenos, o que pode ter contribuido no

potencial repelente em relacdo ao Cr. tetradenius. Principalmente devido & presenca
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majoritaria do sesquiterpeno hedicariol, uma vez que ja possui atividade repelente
comprovada sobre o0 mosquito Ae. aegypti (Paluch et al. 2009).

No que se refere a analise da concentracdo repelente efetiva, obteve-se concentacao
estimada de, 14,1 mg/cm? e 163,4 mg/cm? para repeléncia de 50 e 99% de mosquitos,
respectivamente (Tabela 2). Para avaliar o tempo de protecdo repelente da concentracdo
efetiva em relacdo aos pousos e repasto sanguineo, utilizou-se o preconizado pela WHO
(2009) que foi de 99%. Embora o valor para essa estimativa foi de 163,4 mg/cm?, optou-se
aproximala & 200 mg/cm?. Tal concentracéo levou em consideragdo o primeiro bioensaio, no
qual, foi a partir da concentracdo a 200 mg/cm? onde observou melhor potencial repelente.
Além disto, esta aproximacdo é aceitavel dentro do intervalo de confianca (P = 0,01295)
(Tabela 2).

Vale ressaltar, que a concentracéo repelente efetiva aproximada de 200 mg/cm?, é uma
concentracdo menor quando comparado as concentracdes repelentes comerciais. H& exemplo
do DEET, o qual pode ser comercializado em concentracdes de até 10% para criangas entre
dois e doze anos de idade, e superior a 30% para maiores de doze anos. Nesse sentido, a
concentracdo efetiva a 200 mg/cm?, correspondente & 4%, encontra-se entre as menores
concentragOes permitidas em nivel comercial (Ministério da Sadde, 2013).

A protecdo repelente é avaliada em humanos com ensaios convencionais com braco
em gaiola (Balasubramani et al. 2018, Azeem et al. 2019). Porém, Jahna et al. (2010) ressalta
gue este método possuem algumas desvantagens, por expor voluntarios as picadas de insetos e
a substancias quimicas. Por isso, ensaios sdo sugeridos com boa eficiéncia in vitro. Como
exemplo, pode-se citar o sistema de alimentagdo em membrana, pois, além de oferecerem
condicBes semelhantes aos humanos, oferece padronizacdo em relagdo a area de superficie de
aplicacdo, temperatura do sangue, além de atender aos protocolos de seguranca por ndo
submeter voluntarios as substancias potencialmente toxicas (Cockcroft et al. 1998).

Com relacéo ao tempo de protecdo da concentracao repelente efetiva, observou-se que
no primeiro minuto de avaliagdo, o 6leo essencial de Cr. tetradenius a 200 mg/cm?, ofereceu
95% de protecdo contra pousos. No entanto, a porcentagem de protecdo ao final do
experimento, aos 240 minutos, foi de 84%. Esses resultados corroboram com outros estudos,
ja que devido ao carater volatil, o0 mesmo tende a reduzir sua eficacia ap6s a aplicacao
(Balasubramani et al. 2018, Azeem et al. 2019).

Resultado semelhante também foi observado com o controle positivo, 6leo essencial de
Cy. nardus, o qual ofereceu protegéo inicial de 99,5% e diminuiu para 92,5% ao final do

experimento. A reducdo na capacidade de protecéo ao longo do tempo, também foi observado
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por Arpiwi et al. (2020), em que ao avaliarem a atividade repelente de diferentes
concentragdes do Oleo essencial de Cy. nardus sobre Ae. aegypti em condi¢des de laboratorio,
constataram que o Oleo a 4%, concentracdo equivalente com a do presente estudo, ofereceu
protecao inicial de 92,61% e de 64% ao final do experimento.

A alta volatilizacdo de 6leos essenciais é visto como um empecilho na producéo de
produtos repelentes 100% natural (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéaria, 2017). No
entanto, ja existem métodos que podem promover uma acdo prolongada. Alguns incluem o
uso de fixadores ou formulacdes a base de polimeros (Auysawasdi et al. 2017, Misni et al.
2017, Tavares et al. 2018). Estes métodos podem revolucionar o mercado de repelentes a base
de Oleos essenciais tornando-os viaveis para uso em longa duracdo, conforme ressalta Maia e
Moore (2011). Além disso, deve-se levar em consideracdo, que produtos oriundo de plantas
possuem propriedades que sdo biocompativeis e seletivos, o que pode proporcionar tanto
seguranca para uso pessoal e ao meio ambiente (Royal et al. 2017).

Em relacdo ao DEET, o repelente proporcionou 100% de prote¢do contra pousos em
até 60 minutos. Embora tenha havido pousos nos demais horarios, a protecdo repelente caiu
apenas 1,5%, obtendo uma protecéo final de 98,5%. O resultado obtido neste estudo corrobora
com 0 exposto por Lupi et al. (2013). Segundo os autores, 0 DEET a 4% forneceu prote¢édo
contra 0 mosquito Ae. aegypti em condicBes de laboratério por um periodo de 60 minutos. Os
resultados do DEET s&o condizentes com a baixa volatilidade que o repelente possui (Deletre
et al. 2013). Embora eficiente, 0 DEET oferece riscos para a saude humana e para 0 meio
ambiente (Ma et al. 2017, Vama-Etienne et al. 2020, Gao et al. 2020).

Vale ressaltar que as porcentagens de protecdo contra pousos do 6leo essencial de Cr.
tetradenius ndo diferiu dos controles positivos, 0 que demonstra que além do potencial
repelente que este Oleo possui, a protecdo € similar ao 6leo essencial de Cy. nardus e ao
repelente sintético DEET. Na concentracdo avaliada do 6leo essencial de Cr. tetradenius, foi
observado uma protecao de 100% contra repasto sanguineo por 240 minutos. Assim como nos
demais controles positivos, o que ndo foi observado nos controles negativos, (Tabela 4).

Em relacdo ao DEET, é sabido que embora possa exercer uma repeléncia envolvendo o
sistema olfativo, tamém pode desencadear em insetos uma atividade antialimentar (Dickens e
Bohbot 2013, Degennaro 2015, Lu et al. 2017). Um estudo demostrou evidencia, que o
comportamento antialimentar do DEET envolvendo o mosquito Ae. aegypti, € desencadeada a
partir de células gustativas presentes na labela do inseto (Sanford et al. 2013). De acordo com

Dennis et al. (2019), esses tipos de dados apoiam a hipo6tese de que o DEET é amargo por
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ingestdo, mas seu amargor por si s6 ndo explica a inibi¢cdo completa da alimentacao de sangue
no contato com o repelente, o que foi observado no presente estudo.

Nesse sentido, Dennis et al. (2019), ao avaliarem o comportamento antialimentar do
Ae. aegypti em diferentes bioensaios contendo o DEET, observaram, que 0s mosquitos
alimentaram-se de sangue misturado com o repelente em um ensaio com alimentador Glytube.
O que ndo ocorreu, quando tanto patas e proboscide, tiveram contato com o repelente aplicado
na superficie da membrana do alimentador. Mesmos resultados foram vistos em humanos com
teste em bracgo, nos quais observaram alimentacdo sanguinea quando houve contato apenas da
proboscide com a pele contendo repelente, e completa inibicdo alimentar no momento em que
as patas dos mosquitos, também entraram em contato com o repelente sobre a pele.

Os autores sugeriram que este resultado poderia estar relacionado com a acdo do
repelente em classes de receptores gustativos restritos nos tarsos do mosquito e ndo na
proboscide. A percepgdo quimica através dos tarsos ja foi descrito em Ae. aegypti (Mciver e
Siemicki, 1978). A partir destes resultados, sugere-se que este alvo também possa estar
envolvido no comportamento antialimentar dos mosquitos fémeas de Ae. aegypti em relacéo
ao Oleo essencial de Cr tetradenius e o seu controle positivo 6leo essencial Cy. nardus.

Para tal propriedade 6leos essenciais podem apresentar, pois na natureza atuam com
diferentes atividades bioldgicas na defesa quimica vegetal, tornando plantas pouco palataveis
ou toxicas para insetos herbivoros. Esta propriedade também pode ser apresentada para
insetos hemato6fagos (Dhifi et al 2016).

Como exemplo, encontra-se o estudo desenvolvido por Govindarajan et al. (2016a),
que ao avaliarem a atividade repelente do 6leo essencial extraido do rizoma de Zingiber
nimmonii (J.Graham) Dalzell em diferentes concentracdes sobre diferentes mosquitos, entre
eles, Ae. aegypti, demostraram que 6leo essencial a 5,0 mg/cm? forneceu 100% de protecdo
contra o repasto em até 150 minutos. O estudo realizado por Govindarajan et al. (2016b), ao
avaliarem o potencial repelente do dleo essencial de Origanum scabrum (Boiss. &
Heldr,1846) em diferentes concentracdes sobre diferentes mosquitos, entre eles, Ae. aegypti,
demostraram que 6leo essencial a 5,0 mg/cm? forneceu 100% de protecédo contra repasto em
até 180 minutos.

Tal acdo, pode agregar aos 6leos essenciais ndo somente a sua capacidade de protecédo
em evitar pousos de mosquitos, mas também, de evitar uma alimentacdo sanguinea.
Principalmente por mosquitos vetores, pois este fator é o determinante para a transmissdo de
arbovirus, como a DEN, CHIK e Zika (Gutiérrez-Bugallo et al. 2017).
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O tempo de protecdo oferecida contra repasto sanguineo no presente estudo pelo
DEET durante os 240 minutos, pode estar relacionada a persisténcia do composto no tecido
tule devido a menor taxa de volatilizacdo que o repelente possui. Um estudo verificou, que o
DEET permaneceu ativo em um tecido por mais de 28 semanas, oferecendo 100% de protecéo
contra picadas de mosquitos Ae. aegypti, em uma concentracdo de 4,66 g/m? (Faulde et al.
2010).

Embora a diminuicdo no tempo de protecdo repelente do oleo essencial de Cr.
tetradenius e o seu controle positivo 6leo essencial de Cy. nardus possam estar relacionada a
alta volatilizacdo, vale ressaltar, que 6leos essenciais possuem complexa constituicdo quimica,
e a protecdo contra repasto sanguineo por 240 minutos, tanto pode estar relacionada aos
componentes majoritarios, quanto a uma acgdo sinérgica destes componentes com constituintes
em menores porcentagens (Omolo et al. 2004, Deletre et al. 2013). Sobretudo com compostos
pertencente a classe dos sesquiterpenos, 0s quais possuem menos volatilidade e efeito
duradouro, conforme ressalta Costa et al. (2017).

Em relacdo aos controles negativos, tela com e sem a emulsdo ndo iénica, ndo houve
diferenca significativa entre os resultados, os quais, ndo demonstraram potencial em evitar
pousos e realizacdo de repasto sanguineo. Visto que, a atratividade dos mosquitos a
membrana, contendo sangue do alimentador artificial e posteriormente a realizagdo de
repasto, ocorreu desde o primeiro minuto de avaliacdo. O que demonstra a confiabilidade da

protecao oferecida pelo 6leo essencial de Cr. tetradenius e dos controles positivos.

3.5 Concluséao

O oleo essencial das folhas de Cr. tetradenius demonstrou potencial repelente sobre o
mosquito Ae. aegypti, oferecendo prote¢do contra pousos e eficiéncia em inibir 100% de
repasto sanguineo, sendo ambas protecBes equivalente ao DEET e ao 6leo essencial de Cy.
nardus. A sua composi¢cdo quimica foi composta por monoterpenos e sesquiterpenos, sendo a

canfora, p-cimeno, a-terpineno e y-terpineno 0s componentes majoritarios.
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with the APHIS regulations (7 CFR part 340) for the import, interstate movement, and
field release of regulated genetically engineered (GE) organisms.

'Aultman, K. S., E. D. Walker, F. Gifford, D. W. Severson, C. B. Beard, and T. W. Scott.
2000. Managing risks of arthropod vector research. Science 288: 2321-2322.
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family of an organism is provided in the title of the paper, it does not need to be
provided again in the abstract and main text.

o If an organism is not listed in the title but is central to the paper, the order and family
should be provided at first mention of the organism in both the abstract and the main
text.

e The taxonomic authority of an organism that is central to the paper should be given the
first time the organism is mentioned in both the abstract and the main text, but not in
the title. For tables that include lists of species, authority should be given for each
species if it is the first time it is being mentioned in the paper.

o If multiple organisms in the same genus are central to the paper, order and family only
need to be provided for the first species mentioned in the genus. If multiple organisms
are central to the paper, are in different genera, but are in the same order and family,
order and family should be provided at first mention of each organism.
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listed in the text of the paper together, the order and family should be placed after the
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Only t-tests, Chi square, and analyses of variance require no citation. Cite the computer
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square. When a ratio of one LD versus another is given, it should be given with its 95% CI.
Statistical tests to show what model best fits data intended to estimate the 99.9986% level of
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Thus, we do not recommend use of the Probit 9 without tests to show that the probit model
fits the data.

Analysis of VVariance or t-test

When presenting the results of analysis of variance or a t-test, specify F (or t) values, degrees
of freedom, and P values. This information should be placed in parentheses in the text.
Example: (F =9.26; df = 4, 26; P <0.001). If readability of the text is affected by the presence
of repeated parenthetical statistical statements, place them in a table instead.
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Regression

In regressions, specify the model, define all variables, and provide estimates of variances for
parameters and the residual mean-square error. Italicize variables in equations and text.
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used for breeding.
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ANEXO Il
444
= UNIVERSIDADE FEDERAL DE PERNAMBUCO-UFPE
*".aS) CENTRO DE BIOCIENCIAS
L DEPARTAMENTO DE ANTIBIOTICOS -
USPAIDA &
DECLARACAO

Eu, Ivone Antonia de Souza inscrita no CPF 097.456.104-53 e no RG 671126, Professora
Doutora lotada no Centro de Biociéncias, vinculada ao Departamento de Antibidticos da
Universidade Federal de Pernambuco (UFPE, Recife-PE) e coordenadora do Laboratorio de
Toxicologia e Farmacologia da UFPE, declaro para os devidos, que o projeto de pesquisa
intitulado: “Avaliagdo repelente do 6leo essencial obtido das folhas de Croton tetradenius
(Euphorbiaceae) sobre fémeas do Aedes aegypti (Linnaeus, 1762) ”, esta sendo realizado em
parceria oficial junto a UFPE, e esta sob a responsabilidade da Prof®. Dra. Ivone Antonia de
Souza, disponibilizando a infraestrutura do referido laboratério para o desenvolvimento
parcial do projeto.

A aceitacdo esta condicionada ao cumprimento da pesquisadora aos requisitos do Comité de
Etica de Uso Animal (CEUA) e suas complementares, comprometendo-se a utilizar os dados
coletados, exclusivamente para os fins de pesquisa. O referido projeto esta registrado no
CEUA sobre 0 numero 23076.058811/2020. O manejo e cuidado com os animais estdo de
acordo aos principios éticos da experimentacdo animal segundo critérios estabelecidos pelo
comité.

Recife, 10 de setembro de 2020.

Ivone Antonia de Souza Prof®. Responsavel

Recife-PE 2020



