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RESUMO

O mosquito Aedes aegypti € o principal vetor de doencas virais como dengue, zika e
chikungunya e febre amarela, uma espécie de mosquito responsavel por epidemias
significativas nos Ultimos anos e de grande importancia médica. Os efeitos nocivos dos
inseticidas sintéticos ja sdo conhecidos e por isso existe uma necessidade de novas
alternativas naturais e biodegradaveis. Além disso, a resisténcia é outro fator negativo, ao
contrario dos bioinseticidas, que pelo fato de abranger um conjunto de compostos
botanicos, existe pouca possibilidade de os mosquitos apresentarem resisténcia. Os 6leos
essenciais sao um conjunto de compostos organicos de uma uUnica espécie de planta
composta por moléculas volateis. Normalmente sdo téxicos para humanos em doses
relativamente altas, eles tém demonstrado atividade repelente contra muitas espécies de
mosquitos, porém existem poucos estudos com que avaliem o potencial larvicida de
espécies cultivadas no cerrado contra larvas de Ae. aegypti. No presente estudo, 9 6leos
essenciais (OEs) derivados de 6 espécies vegetais e seus principais componentes foram
selecionados por suas propriedades larvicidas contra o Ae. aegypti (Diptera: Culicidae). O
objetivo desse estudo foi avaliar a atividade larvicida de diferentes OEs de plantas nativas
e cultivadas no Cerrado Brasileiro contra larvas do mosquito Ae. aegypti. O Oleo essencial
foi extraido por hidrodestilacdo. O rendimento foi calculado com base no peso de folhas
frescas. Os 6leos essenciais foram analisados por cromatografia gasosa-espectrometria
de massas (GC-MS) e a atividade larvicida contra larvas de Ae. aegypti no terceiro
estagio de desenvolvimento foi avaliada. Dessa forma, foi avaliada a atividade de
diferentes 6leos essenciais de plantas nativas e cultivadas no Cerrado contra larvas de
Ae. aegypti. Os Oleos essenciais de Alpinia zerumbet (Pers.) B.L.Burtt & R.M.Sm.,
Baccharis retusa DC., Blepharocalyx salicifolius (Kunth) O. Berg, Cymbopogon densiflorus
(Steud.) Stapf, Eugenia langsdorffii O. Berg. e Myracrodruon urundeuva Allemao foram
testados. Das espécies avaliadas, as amostras mais potentes foram os 6leos essenciais
das folhas de A. zerumbet e E. langsdorffii. Os 6leos essenciais dessas duas espécies
foram os larvicidas mais potentes e foram testados em concentracbes entre 2,5 a
100mg/L. Os componentes majoritarios dos O6leos essenciais foram identificados e
guantificados por cromatografia gasosa. Na espécie A. zerumbet, 0s compostos
majoritarios identificados foram 1,8-cineol, sabinene, terpinen-4-ol e y-terpineno e em E.
langsdorffii, limoneno, &-cadinol, B-mircee e espatulenol. As concentracdes letais do 6leo
essencial de A. zerumbet foram (CLso = 36.644mg/L; CLoo = 66.318 mg/L) e para E.
langsdorffii (CLso = 53.522mg/L; CLgo = 103.932mg/L). Os 0Oleos essenciais das espécies
A. zerumbet e E. langsdorffii apresentaram excelente potencial larvicida contra espécie
Ae. aeqgypti, 0 que podera representar uma alternativa ecoldgica e sustentavel no controle
das larvas da espécie. No entanto, os componentes ativos ainda precisam ser
identificados, bem como um esclarecimento sobre seu modo de ac¢éao.

Palavras-chave: Oleos essenciais, larvicida, controle vetorial, monoterpenos, Aedes

aegypti.



ABSTRACT

The Aedes aegypti mosquito is the main vector of viral diseases such as dengue, zika and
chikungunya, and yellow fever, a mosquito species responsible for significant epidemics in
recent years and of great medical importance. The harmful effects of synthetic insecticides
are already known, so there is a need for new natural and biodegradable alternatives. In
addition, resistance is another negative factor, unlike bioinsecticides, which because they
cover a range of botanical compounds, there is little possibility of mosquitoes showing
resistance. Essential oils (EOs) are a collection of organic compounds from a single plant
species composed of volatile molecules. Usually toxic to humans at relatively high doses,
they have demonstrated repellent activity against many mosquito species, but there are
few studies evaluating the larvicidal potential of species grown in the cerrado against Ae.
aegypti larvae. In this study, 9 EOs derived from 6 plant species and their main
components were selected for their larvicidal properties against Ae. aegypti (Diptera:
Culicidae). The objective of this study was to evaluate the larvicidal activity of different
EOs from native and cultivated plants of the Brazilian Cerrado against Ae. aegypti
mosquito larvae. Essential oil was extracted by hydrodistillation. The yield was calculated
based on fresh leaf weight. EOs were analyzed by gas chromatography-mass
spectrometry (GC-MS) and the larvicidal activity against Ae. aegypti larvae at the third
stage of development evaluated. EOs of Alpinia zerumbet (Pers.) B. L. Burtt & R. M. Sm.,
Baccharis retusa DC., Blepharocalyx salicifolius (Kunth) O. Berg, Cymbopogon densiflorus
(Steud.) Stapf, Eugenia langsdorffii O. Berg. and Myracrodruon urundeuva Allemao were
tested. Of the species evaluated in the screening, the most potent EOs samples were from
the leaves of A. zerumbet and E. langsdorffii. EOs from these two species were then
tested at concentrations ranging from 2.5 to 100mg/L. The major components of the EOs
were identified and quantified by gas chromatography. In A. zerumbet species, the
majority compounds identified were 1,8-cineole, sabinene, terpinen-4-ol and y-terpinene
and in E. langsdorffii, limoneno, &-cadinol, B-mircee and espatulenol. Lethal concentrations
of the EOs of A. zerumbet were (CLso = 36,644mg/L; CLgo = 66,318 mg/L) and for E.
langsdorffii (CLso = 53,522mg/L; CLgo = 103,932mg/L). Essential oils of A. zerumbet and
E. langsdorffii species showed excellent larvicidal potential against Ae. aegypti species,
which may represent an ecological and sustainable alternative in controlling the larvae of
the species. However, the active components still need to be identified, as well as a
clarification of their mode of action.

Key Words: Essential oils, larvicides, monoterpenes, vector control, Aedes aegypti.
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1. REFERENCIAL TEORICO

1.1ARBOVIROSES

Doencas virais transmitidas por vetores causam preocupacgdes globais sobre as
causas da emergéncia, ameacas a saude, carga, viabilidade de prevencdo e controle.
Sdo exemplos de doencas virais transmitidas por vetores: dengue, febre amarela,
chikungunya, Zika dentre outras?.

Dengue, Zika e chikungunya sédo arboviroses, doencas causadas por virus, que
possuem grande impacto na saude publica. Dessas, a dengue aumentou
substancialmente nas Gltimas duas décadas em todo o mundo. Além disso, A OMS estima
gue ocorram entre 100 e 400 milhdes de infeccdes de dengue por ano?.

As arboviroses surgiram ha séculos, entretanto ha grandes mudancas na
magnitude e quantidade de surtos de virus transmitidos por mosquitos do género Aedes,
gue se deve principalmente as mudancas climaticas, ambientais e socioeconémicas.
Essas mudancas, reconhecidamente, alteram os ciclos de transmissdo dos arbovirus, o
gue contribui para o aumento da distribuicdo geografica de arboviroses, refletindo em uma
grande ameaca a saude publica3.

Uma das causas do surgimento de novas epidemias € a degradacdo ambiental,
gue esta diretamente associada a deterioracdo das condicfes sociais nas quais se
produzem e propagam novas epidemias e doencas diretamente ligadas a pobreza®.

O aumento do risco de arboviroses estd intimamente ligado ao aumento das
chuvas, que tem como consequéncia, 0 aumento na criacdo de criadouros. Outro
importante fator € o aumento da temperatura, que acelera o ciclo de vida do vetor e do
patégeno e aumenta a taxa de picadas dos vetores®.

O virus da dengue é transmitido principalmente por mosquitos fémeas Ae.
aegypti e, em menor grau, Ae. albopictus. Esses mosquitos também sdo vetores dos virus
chikungunya, febre amarela e Zika. O virus é transmitido aos seres humanos através da
picada de mosquitos fémeas infectados, principalmente o mosquito Ae. aegypti. Outras
espécies do género Aedes também podem atuar como vetores, mas sua contribuicdo é

secundaria ao Ae. Aegypti?.
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A dengue é uma infeccéo sistémica causada por um virus de RNA de fita simples,
transmitido por mosquito, do género Flavivirus. Ha quatro sorotipos desse virus: DENV1,
DENV2, DENV3 e DENV4. Um paciente infectado por um sorotipo pode conferir
imunidade vitalicia a esse sorotipo, mas estd suscetivel aos outros trés sorotipos. As
segundas infeccOes estdo associadas ao aumento do risco de gravidade da doenca, o
gue tem sido imputado ao aumento da doenca por infeccdo viral dependente de
anticorpos®.

O virus da dengue possui distribuicdo geografica em todo o mundo em trépicos e
subtrépicos. Os sintomas da doenca sdo: febre, mialgia, artralgia’. Estima-se que o virus
da dengue cause 390 milhdes de infec¢cbes por ano, das quais aproximadamente 500.000
sdo casos graves que requerem hospitalizacdo, com mais de 20.000 casos levando a
morte, principalmente em paises tropicais®.

O virus Zika € um virus da familia Flaviviridae, que inclui varios outros virus
transmitidos por mosquitos de importancia clinica, por exemplo, dengue, virus do Oeste
do Nilo e virus da febre amarela)®.

O virus Chikungunya (CHIK) causa uma sindrome febril caracteristica manifestada
por dor de cabeca, erupcdo cutanea e artralgia grave. Os pacientes podem desenvolver
uma artrite poliarticular de grandes articulac6es durante a infec¢cdo aguda, e os sintomas
de dor nas articulagées podem persistir por meses apos a infecgéo’.

O virus CHIK, é um virus de RNA que pertence a familia Togaviridae, familia que
compreende uma série de virus que sado transmitidos principalmente por artropodes. A
infeccéo pelo virus CHIK resulta em febre chikungunya®.

O Ae. aegypti é o vetor comum responsavel pela transmissdo em areas urbanas,
enquanto o Aedes albopictus tem sido implicado em areas rurais*.

A chikungunya ocorre na Africa e na Asia, porém diversos casos tenham sido
registrados pela OMS na Regido Europeia e na Regido das Américas. Desde 2005, ja
foram registrados mais de 2 milhdes de casos'?.

A infeccdo pelo Zika virus ndo causa sintomas na maioria das pessoas. Aqueles
gue desenvolvem sintomas incluem: febre, erupgcdo cutanea, conjuntivite, dores
musculares, dores articulares, mal-estar e dor de cabeca. Porém a infeccdo durante a

gravidez é uma causa de microcefalia e outras anomalias congénitas no feto em
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desenvolvimento e no recém-nascido, além de ser uma das causas da Sindrome de
Guillain-Barré, neuropatia e mielite!3.

Cerca de oitenta e sete paises e territérios, de quatro das seis regides, da OMS
(Regi&o da Africa, Regido das Américas, Regido do Sudeste Asiatico, e regido do Pacifico
Ocidental) apresentavam evidéncias de transmissdo autéctone do Zika virus por
mosquitos, em 201914,

A febre amarela € uma arbovirose causada por pelo virus da febre amarela, da
familia Flaviviridae (género Flavivirus) que é endémico em regides da Africa e América do
Sul. A febre amarela é uma doenca hemorragica viral e os sintomas incluem: febre, dor de
cabeca, ictericia, dores musculares, nauseas, vomitos e fadiga. Uma minoria daqueles
gue contraem o virus desenvolvem sintomas graves e aproximadamente metade deles
morrem entre 7 a 10 dias*®.

O risco de disseminacdo da febre amarela urbana tem alto potencial de
disseminacdo em areas infestadas pelo mosquito Ae. Aegypti. As areas com maior risco
de infeccdo individual previsto na Ameérica Latina incluem as regides amazénicas do
Brasil, Bolivia, Coldbmbia, Equador, Guiana Francesa, Guiana, Peru, Suriname, e
Venezuelal®.

Cabe ressaltar que faltam vacinas eficazes para a maioria dos arbovirus, apesar do
avanco nas pesquisas para producdo de vacinas, a primeira vacina para dengue, foi
liberada em 2015, porém sua acédo é dependente do estado soroldgico do pacientel”18,
Os obstaculos ndo se restringem somente a vacina para dengue, para chikungunya e
Zika, existem obstaculos como o acesso da populacdo, além dos varios obstaculos a

formulacéo das vacinas®®.

1.2 Aedes aegypti

Os mosquitos vetores da familia Culicidae, carregam e transmitem virus
patogénicos ao ser humano, por exemplo, mosquitos do género Anopheles, Aedes,
Culex?0.

A distribuicdo global de Ae. aegypti é fortemente influenciada por fatores climaticos,
larvas que se desenvolvem em temperaturas de 10° C ou inferior tem seu

desenvolvimento e sobrevivéncia limitada?t. O mosquito artrépode Ae. aegypti é
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abundante em regides neotropicais, onde fatores como chuva, temperatura e umidade
relativa afetam diretamente, impedindo ou favorecendo seu ciclo de vida?2.

Em temperaturas entre 22° C e 32° C sao consideradas ideais para
desenvolvimento, longevidade e fecundidade?®. Em temperaturas dentro da faixa de
sobrevivéncia favoravel de Ae. aegypti, o tempo de postura aumenta, como consequéncia
causa um aumento no nimero de ovos?4.

E necessario compreender as estratégias de sobrevivéncia e transmissdo entre o
virus, mosquito (Figural) e seu ciclo de vida (Figura 2), para obtencdo de novas
estratégias com o objetivo de limitar a transmissdo viral e sua prevaléncia no meio
ambiente?.

O mosquito Ae. aegypti apresenta corpo segmentado em trés parte: cabeca, térax
e abdome, apéndices, um par de antenas, trés pares de pernas longas, um par de asas,
um par de halteres que auxiliam na orientacdo e equilibrio durante o voo, aparelho bucal
(probdscide) para succéo e grande parte do corpo revestido de escamas brancas?®.

Apenas as fémeas se alimentam de sangue para amadurecer 0s seus ovos. Os
machos se alimentam de frutos. Mosquitos depositam seus ovos em agua limpa, mas o
Aedes tem capacidade de se adaptar a diversas condi¢ées, inclusive agua suja?’.

Mosquitos fémeas precisam de uma refeicdo de sangue de um hospedeiro
vertebrado para se reproduzir. Portanto, eles podem atuar como vetores para inUmeros
patégenos, por exemplo, virus transmitidos por artrépodes (arbovirus) ou parasitas,
responsaveis por doencas humanas e animais?®.

Os ovos sao fertilizados durante a postura e o desenvolvimento embrionario
geralmente se completa em 48 horas (Figura 1) se o ambiente for Umido e quente, mas
pode durar até 5 dias em temperaturas mais baixas?®.

Para que as larvas e pupas dos mosquitos crescam (Figura 2), é preciso que
estejam em um ambiente com agua parada ou corrente para o crescimento adequado.
Normalmente, as larvas da maioria das espécies de mosquitos filtram e se alimentam da

matéria organica ou outros microrganismos presentes na agua?°.
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Figura 1. Fases do mosquito Aedes Aegypti — ovos (1), larvas (2), pupa (3) e mosquito adulto (4).

. NS rfi~.

Fonte:https://www.cdc.gov/mosquitoes/about/life-cycles/aedes.html e

https://www.cdc.gov/mosquitoes/gallery/aedes/ (Adaptada)

Figura 2. Fases larvais do mosquito Aedes aegypti.

Fases larvais do mosquito Aedes Aegypti

Aedes Aegypti / /
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Ovo ﬁ

Larva 1
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Fonte: http://www.veranopolis.rs.gov.br/noticias/21/saude/2576/saiba-como-e-o-ciclo-de-vida-do-mosquito-

aedes-aegypti

Ae. aegypti tém aproximadamente 1 milimetro de comprimento, formato de charuto
e sao fertilizados no momento da ovoposi¢do. Quando postos, sdo brancos e ficam pretos
brilhantes em pouco tempo. Alguns ovos eclodem dentro de 15 minutos, outros podem
ndo responder até que tenham sido submersos na agua diversas vezes?®.

No periodo larvario ocorrem trés mudas, culminando com a larva de quarto estagio,
essa dando origem a pupa°.

As larvas de Ae. aegypti possuem espiculas laterotoracicas bastante
desenvolvidas, escamas no oitavo seguimento abdominal com trés espinhos bem
definidos. As palhetas natatérias das pupas possuem auséncia de cilios. O mosquito
adulto possui mesonoto (escudo) ornamentado com escamas branco-prateadas em forma
de liraL.

As larvas de Ae. aegypti sdo semelhantes a outras larvas de mosquito, pois
possuem cabeca e térax ovoides e abdome de 9 segmentos. O segmento posterior e anal
do abdome possui quatro branquias lobadas para regulacdo osmaética e um sifédo ou tubo
de ar para respiracao na superficie da agua. O tempo desde a eclosao até se tornar pupa,
geralmente dura de 7 a 14 dias?®.

Depois que as larvas realizam sua quarta muda larval, elas se desenvolvem em
pupas. As pupas nao precisam de comida e podem sobreviver por até 3 dias antes da
forma adulta®.

A funcado da pupa é a metamorfose da fase larval para a fase adulta, por isso nédo
se alimentam, reagem a estimulos externos, como vibracdes, e nadam ativamente em
torno do recipiente. Para respirar, na base do térax ha um par de tubos de respiracéo, que
perfuram a superficie da agua permitindo a respiracdo. Quando inativas, flutuam na
superficie da dgua devido a sua flutuabilidade. O estagio de pupa geralmente dura dois ou
trés dias?.

Apds se tornarem mosquitos adultos, as fémeas adultas serdo fecundadas, e
procurardo abrigo escuro e Uumido, em ambiente urbano, logo apds a fecundacédo, séo
estimuladas a alimentagdo sanguinea (Figura3). Apos a digestdo, estando os Ovulos
maduros, serdo estimuladas a oviposi¢éo®.

As fémeas se alimentam de sangue durante o dia e podem picar 0 homem a

gualquer hora do dia, porém concentram sua maior atividade dentre o amanhecer e antes



21

do crepusculo vespertino. Elas tém preferéncia pela espécie humana, sua principal vitima,
acometido principalmente nos pés e na parte inferior das pernas, porém também picam
diversos animais. Os machos também apresentam comportamento diurno para copularem
e obterem alimentos acucarados®:.

Os mosquitos adultos machos se alimentam principalmente de néctar das plantas
para obter acucar, enquanto os mosquitos fémeas absorvem a refeicdo de sangue para
gerar ovos Viaveis3.

O mosquito do género Aedes se diferencia pelo abdome pontiagudo e pela
auséncia de cerdas espiraculares. E um mosquito escuro com faixas brancas nas bases
dos segmentos da perna do tarso e um desenho distinto em forma de "listra" no

mesonoto?8,

1.3CONTROLE DE Aedes aegypti

Cobrir os recipientes de armazenamento de agua, remover a agua parada dos
vasos de flores e limpar o lixo e 0os pneus usados sédo algumas formas de prevencao e
controle. Além disso, as iniciativas comunitarias e os programas de salde publica para
reduzir os criadouros do mosquito sdo essenciais e 0 uso de larvicidas e inseticidas para
reduzir as populagées de mosquitos e a propagacéo de doencas®.

Basicamente existem trés tipos de mecanismos de controle: Mecanico, bioldgico e
guimico. O mecanico utiliza mecanismos de destruir o vetor e criadouros. O biolégico
utiliza predadores ou patdgenos para eliminar os vetores. O quimico utiliza produtos
guimicos com o objetivo de matar larvas e mosquitos adultos36.

As estratégias convencionais de controle baseiam-se na reducédo de fontes larvais
erradicando recipientes de retencdo de agua que servem como habitats larvais e usando
larvicidas (por exemplo, temefés e Bacillus thuringiensis var. israeliensis [Bti]) em
criadouros naturais e/ou domésticos®’.

O controle de mosquitos vetores ainda é a principal ferramenta para erradicar, ou
pelo menos reduzir, a incidéncia de arboviroses®. Os inseticidas continuam sendo a
abordagem de controle de vetores mais eficaz para os mosquitos Aedes. Quatro classes
principais de inseticidas sdo amplamente utilizadas para o controle de mosquitos:

organoclorados, organofosforados, piretréides e carbamatos®®. Muitos programas de
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controle de vetores estdo ameacados pelo desenvolvimento de resisténcia a inseticida em
Ae. aegypti e Ae. albopictus.

Um tipo de controle biologico do vetor é o uso da bactéria Wolbachia pipientis, uma
bactéria ndo patogénica ao homem e a animais domésticos, encontrada naturalmente em
mais de 60% dos insetos*!. A Wolbachia é capaz de reduzir pela metade o tempo de vida
de um mosquito adulto, ela tem a capacidade de fazer com que o inseto ndo transmita o
virus*2. Além disso, um dos métodos planejado para eliminar os vetores é o uso de
mosquitos transgénicos; sao utilizados mosquitos modificados geneticamente para
introduzir novos elementos nos genomas do mosquito, com o objetivo de gerar somente
mosquitos que ndo transmitam virus e larvas fémeas que ndo cheguem a fase adulta e

reduzir a populacdo do mosquito Ae. aegypti*:.

1.40OLEOS ESSENCIAIS

As plantas produzem trés principais tipos de metabdlitos secundarios, os fendlicos,
terpenos e compostos contendo nitrogénio/enxofre. Os terpenos tém como unidade
basica o isoterpendide 5-C. Os fendlicos conferem capacidade defensiva as plantas e os
compostos contendo nitrogénio e enxofre sdo sintetizados principalmente a partir de
aminoacidos*4.

Os terpendides constituem uma grande familia de compostos naturais e estrutura
variada derivados de unidades de isopreno (C5) com cabeca e cauda unidas. Estruturas
basicas contém esqueletos de carbono representados por (C5)n, e sdo classificados de
acordo com a guantidade de carbonos presente na cadeia carbdnica como hemiterpenos
(C5), monoterpenos (C10), sesquiterpenos (C15), diterpenos (C20), sesterterpenos (C25),
triterpenos (C30) e tetraterpenos (C40)%°.

Os Oleos essenciais (OEs) sao constituidos por metabdlitos secundarios de plantas
aromaticas. S&o substéancias volateis e normalmente tém forte odor. Os OEs sao
constituidos por diferentes compostos, 0 que garante sua capacidade de fornecer
propriedades terapéuticas significativas, como por exemplo atividades antioxidantes?6.

A composicdo quimica dos 6leos essenciais € bem complexa, normalmente
contendo cerca de 20 a 60 compostos em diferentes concentracées*’. Por serem

constituidos de substancias volateis, os OEs s&o de baixa permanéncia e se degradam no
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meio ambiente*®. Os OEs sé&o ricos em monoterpenos/sesquiterpenos. Em geral, os 6leos
essenciais possuem de 1 a 3 compostos majoritarios, que geralmente, exibem efeitos
sinérgicos mutuos e determinam suas propriedades biolégicas*®. Estudos com oéleos
essenciais e seus principais compostos de diferentes espécies tém sido avaliados devido
atividade larvicida relatada contra Ae. aegypti®°.

Desde a antiguidade, os OEs s&o aproveitados com finalidade antibacteriana,
antifingica, inseticida e cosmética*’. Os compostos presentes nos 6leos essenciais
possuem propriedades de inseticida, repelente, larvicida e de ovoposicdo®..

Recentemente, OEs tém sido utilizados como alternativa natural para o controle de
mosquitos. Atualmente, a pesquisa sobre OEs concentra-se principalmente em sua
atividade repelente contra mosquitos adultos. Porém, por serem constituido de
substancias volateis, a maioria de 0leos essenciais tém atividade residual limitada (<2-
4h)®2,

Os Oleos essenciais tém sido bastante testados no controle de vetores de doencas
como dengue, chikungunya e Zika. Diversos 6leos essenciais com atividade contra larvas
de Ae. aegypti, sugerem o potencial de exploracdo desses produtos vegetais contra
vetores®3,

As propriedades dos Oleos essenciais sdo conhecidas ha muito tempo, mas
somente nos Ultimos anos o uso dessas substancias tem sido evidenciado®. Como
muitas plantas sdo tOxicas para 0s mosquitos, a mistura de Oleos essenciais pode
representar uma saida eficiente para esse problema®®.

Estudos de sazonalidade tém destacado a necessidade de investigacdes mais
efetivas em produtos vegetais e melhoria do controle de qualidade de produtos derivados
de fontes vegetais®®.

Existe a necessidade de pesquisas com espécies do cerrado com o intuito de
aumentar o conhecimento sobre inseticidas biologicamente ativos e ecologicamente

corretos®’.

1.5ESPECIES VEGETAIS
1.5.1 Alpinia zerumbet (Pers.) B. L. Burtt & R. M. Sm.
Pertence a familia Zingiberaceae € encontrada na literatura cientifica com as

sinonimias de Alpinia speciosa K. Shum, Costus zerumbet Pers., Languas speciosa Small
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e Zerumbet speciosum J. C. Wendel*®. O género Alpinia é o maior género da familia
Zingiberaceae (gengibre)®°.

Essa espécie pode atingir até 3,0m de altura (Figura 3). E uma erva perene com
rizomas, que sdo aroméaticos quando cortados, com um cheiro tipico de gengibre. As
folhas sdo de duas fileiras e finas, com aproximadamente 25 a 35 cm de comprimento,
também tem o mesmo cheiro. As flores desta bela planta sdo rosadas quando em botéo,
e lembram conchas, o que deu origem aos sinGnimos: gengibre-concha, flor de concha,
lirio de porcelana rosa, gengibre borboleta e galanga luz. Os frutos sdo em forma de bola
com estrias de cor inicialmente amarela, mudando para vermelho a medida que o fruto
amadurece®,

A. zerumbet € muito encontrado no nordeste do Brasil, habitualmente conhecida
como col6nia®’. De acordo com a literatura, o 6leo essencial dessa espécie € rico em

monoterpenos, e dois de seus principais componentes séo 4-terpineol e 1,8-cineol®?.

Figura 3. Folhas e flores de

Alpinia zerumbet (Pers.) (Pers.) B. L. Burtt & R. M. Sm.

| ’l/ /it N W
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1.5.2 Blepharocalyx salicifolius (Kunth) O. Berg

Pertence a familia Myrtaceae, popularmente conhecida por maria-preta ou murta, é
arvore de porte pequeno até grande, sdo arvoretas de tronco geralmente tortuoso e folhas
estreitas, porém as arvores se diferenciam pela grande dimensao de seus troncos e pelas
folhas mais largas®. E uma arvore de 10-20 m de altura e 20-40 cm de diametro (Figura

4). Cresce de forma reta e cilindrica, pouco tortuosa e com casca marrom-escura®,
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Na literatura constam numerosas descri¢cdes botanicas, por isso, hoje se reconhece
diferentes espécies, variedades ou formas botanicas para a espécie, entre elas B.
tweediei e B. giganteus®.

No Brasil, sua distribuicdo geogréfica se estende pelas regides Norte, Sudeste e

Sul associado a diversas condicdes climaticas, como umidade e temperatura®®.

Figura 4. Arvore e folhas de Blepharocalyx salicifolius (Kunth) O. Berg

N4 g X

Fonte: Foto cedida gentilmente por Christopher William Fagg

1.5.3 Cymbopogon densiflorus (Steud.) Stapf

O género Cymbopogon compreende cerca de 140 espécies, sendo a maioria
aromatica ricas em Oleo essencial®”. Cymbopogon densiflorus (Steud.) Stapf é
popularmente usada no Congo contra diversas doencas como asma, febre, resfriado,
epilepsia, colicas e dores abdominais, bem como no dominio culinario e na confeccao de
perfumes®8,

Suas flores e folhas (Figura 5) possuem compostos com efeitos terapéuticos e séo
usadas na medicina tradicional para tratar asma, febre, epilepsia e dores abdominais. O
0leo essencial € composto por monoterpenos e é tradicionalmente usado para tratar
varios problemas de saude, como asma, febre, resfriado, epilepsia, colicas abdominais e

dores®.
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Fonte: Foto cedida gentilmente por Christopher William Fagg

1.5.4 Eugenia langsdorffii O. Berg

A Myrtaceae é uma das familias mais importantes do Brasil, sendo considerada
uma das familias lenhosas dominantes na Mata Atlantica. E também uma grande familia,
com estimativa de 1.000 espécies no Brasil, que ndo foi estudada em sua totalidade, mas
a estimativa é que menos da metade das espécies tenham sido descritas’®.

O género Eugenia contém maior numero de espécies vegetais no Brasil,
constituido por 407 espécies. Sendo 256, na Mata Atlantica, 108 espécies na Amazb6nia
com, e 83 no Cerrado’.

As espécies de Eugenia foram classificadas por Berg (1856) em se¢fes baseadas
na morfologia da inflorescéncia’®. Eugenia langsdorffii O. Berg é uma das espécies mais
representativas encontrada no bioma cerrado propriamente dito e cerraddo, € um arbusto
baixo de até 40 cm de altura (Figura 6)"3.

Espécies de Eugenia (Myrtaceae), geralmente sao apreciadas por seus frutos
comestiveis, além da presenca de altos niveis de O6leos essenciais e uma grande
diversidade quimica como sesquiterpenos, monoterpenos e fenilpropandides, e um leque

de propriedades biolégicas’.
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Figura 6. Parte area de Eugenia langsdorffii O. Berg

1.5.5 Myracrodruon urundeuva Allemé&o

Pertence a familia Anacardiaceae, conhecida popularmente como aroeira, aroeira-
do sertdo ou urundetiva. E uma arvore de altura de 6-14 metros encontrada no cerrado e
caatinga, podendo chegar até 25m em florestas latifoliadas. Ocorre desde o Ceara até o
Parana e Mato Grosso do Sul’.

Sua madeira € muito valorizada e altamente explorada, devido a suas
caracteristicas como durabilidade e resisténcia a deterioracédo’®. A espécie é largamente
explorada como fonte de madeira, combustivel e suas cascas e folhas como remédio
(Figura 7). Por causa disso, a planta entra na categoria de ameacadas de extin¢ao,
devido a exploracao predatéria’’.

E uma arvore tropical que tem sido estudada pelo potencial antitlcera, e
propriedades  analgésicas, anti-inflamatérias,  adstringentes, antialérgicas e
cicatrizantes’®7°,

Extrato etandlico das sementes de M. urundeuva espécie vegetal demonstrou
excelente atividade biolégica, foi altamente téxico contra larvas do mosquito Ae. aegypti®°.
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Figura 7. Folhas e botéo florais de Myracrodruon urundeuva Allemao

Fonte: Foto cedida gentilmente por Christopher William Fagg

1.5.6 Baccharis retusa DC.

O género Baccharis, familia Asteraceae possui mais de 500 espécies propagadas
principalmente nas areas tropicais da América do Sul. Grande parte das espécies é muito
utilizada na medicina popular no tratamento ou prevencdo de anemias, inflamagoes,
diabetes e doencas do estdbmago, figado e prostatad:.

E um arbusto, pode atingir 1,5 a 2,5 m altura, folhas coriaceas, margens
denteadas, flores presentes em pedicelos ou cachos, os masculinos em formato de sino,
os femininos cilindricos e cipselas (Figura 8) (frutos provenientes de um ovario bicarpelar

infero)®2.
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Figura 8. Folhas e flores de Baccharis retusa DC esquerda masculina e direita feminina.

Feminina
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2. INTRODUCAO

Devido ao clima e outras mudancas ambientais severas, aumento de viagens e
comércio internacional, doencas transmitidas por vetores se espalharam de zonas
tropicais para areas temperadas®. As doencas transmitidas por vetores representam mais
de 17% de todas as doencas infecciosas. Nas Américas, a dengue, a chikungunya e o
zika constituem um risco epidemioldgico potencial devido ao recente aumento de casos,
complicacdes e gravidade®“.

O mosquito Ae. aegypti é o principal vetor de doencas virais como dengue, zika,
chikungunya e febre amarela® e o controle vetorial pode prevenir a maioria das doencas
transmitidas por vetores®*.

Osvirus da dengue, chikungunyae Zika, sao arbovirusresponsaveis por
epidemias significativas nos udltimos anos. Nas Américas, eles sdo transmitidos
principalmente pelo mosquito Ae. aegypti, considerado o principal vetor dessas doencas,
€ um artropode hematéfago de origem africano muito bem adaptado a vida em areas
urbanas e rurais e distribuido predominantemente nas areas tropicais e subtropicais das
Américas®. O uso de inseticidas seguros e eficazes contra a populacédo adulta e larval de
vetores de mosquitos € uma das formas mais eficazes de interromper rapidamente a
transmissao do virus Zika, bem como outros virus transmitidos por mosquitos Aedes,
como chikungunya e dengue?’.

Para o controle do mosquito, a principal estratégia utilizada atualmente é o uso de
inseticidas sintéticos, porém fatores técnicos, ecoldgicos, econdmicos e operacionais,
fazem com que essa estratégia se torne limitada. As iniciativas mais recentes, como 0
biocontrole com Wolbachia spp., modificagcdo genética para insetos estéreis, e outras,
apesar de apresentarem bons resultados, ainda ndo sdo amplamente utilizadas®.

Os efeitos nocivos dos inseticidas sintéticos ja sdo conhecidos e por isso existe
uma necessidade de novas alternativas naturais e biodegradaveis. Além disso, a
resisténcia é outro fator negativo, ao contrario dos bioinseticidas, que pelo fato de
abranger um conjunto de compostos botanicos, existe pouca possibilidade dos mosquitos
apresentarem resisténcia®®.

A utilizacdo de inseticidas de forma indiscriminada no controle de mosquitos
vetores de doencas tem sido frequente. Porém, a vasta utilizacdo de compostos sintéticos

favoreceu o surgimento de linhagens resistentes. Além disso, existe uma grande


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/vector-borne-disease
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/dengue-fever
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/chikungunya
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/dengue-fever
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/chikungunya
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/arbovirus
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preocupacdo em relacdo a toxicidade e impacto ambiental destes agentes. Nesse
contexto, as plantas podem ser uma opc¢ao como alternativas no controle de insetos que
empregam substancias sintéticas ou ainda podem ser adicionados a outros inseticidas
nos programas de controle de vetores.

De acordo com a composi¢cdo quimica dos extratos podem ser utilizadas como
inseticidas, larvicidas ou repelentes®.

Os 0leos essenciais sdo um conjunto de compostos organicos. Sao compostos por
moléculas aroméaticas e volateis®®.S&o pouco tdxicos para os seres humanos e entre suas
atividades possuem atividade repelente contra inmeras espécies de mosquitos®. O
potencial de 6leos essenciais de 175 espécies vegetais contra larvas de Ae. aegypti foi
analisado e espécies das familias Piperaceae, Asteraceae, Rutaceae, Euphorbiaceae e
Lauraceae apresentaram o maior nimero de efeitos larvicidas®?.

O bioma cerrado, ainda pouco explorado, possui um potencial em relacdo a sua
biodiversidade de espécies vegetais, consequentemente, essa vegetacdo é uma fonte rica

em produtos naturais que necessitam de investigacéo®?.
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3. OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a suscetibilidade das larvas de Ae. aegypti aos diferentes 6leos essenciais
de plantas cultivadas no cerrado brasileiro e caracterizar a composicédo quimica desses e

mensurar a concentracao letal nas larvas.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Realizar extracdo e calcular rendimento dos Oleos essenciais das espécies

selecionadas.

e Realizar analise, quantificacdo e identificacdo dos 6leos essenciais. Realizar

bioensaios larvicidas.

e Realizar screening com concentragcdes de 100mg/L (concentracdo maxima) para

selecdo de Oleos essenciais com maior potencial larvicida.

e Realizar bioensaios larvicidas com 7 (sete) diferentes concentra¢cdes com os 6leos
essenciais com maiores potenciais biolarvicidas e calcular as concentragfes letais dos

Oleos essenciais contra as larvas de Ae. aegypti.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 ESPECIES VEGETAIS

Inicialmente foram selecionadas seis espécies vegetais, porém uma das espécies é
didica, ou seja, € a espécie em que 0S sSexos se encontram separados em individuos
diferentes, por isso foram separadas folhas e flores de cada sexo totalizando nove
diferentes 6leos essenciais a serem analisados e testados. As espécies vegetais
selecionadas foram: Alpinia zerumbet (Pers.) B.L.Burtt & R.M.Sm., Baccharis retusa DC.,
Blepharocalyx salicifolius (Kunth) O. Berg, Cymbopogon densiflorus (Steud.) Stapf,
Eugenia langsdorffii O. Berg., Myracrodruon urundeuva Allem&o. A espécie Baccharis
retusa DC., foi separada em folha masculina, folha feminina, flor masculina e flor

feminina.
4.2 COLETAE EXTRA(;AO DOS OLEOS ESSENCIAIS

O material vegetal foi previamente identificado em campo pelo botanico Christopher
Fagg e as exsicatas foram depositadas no Herbario da Universidade de Brasilia (UnB).
Folhas de Alpinia zerumbet (Pers.) B.L.Burtt & R.M.Sm., Baccharis retusa
DC.,Blepharocalyx salicifolius (Kunth) O. Berg, Cymbopogon densiflorus (Steud.) Stapf,
Eugenia langsdorffii O. Berg. e Myracrodruon urundeuva Allemdo foram coletados no
Campus Darcy Ribeiro da Universidade de Brasilia - UnB, Brasilia, DF, no Cerrado sensu
stricto, altitude 1030m, e no Cerrado sensu stricto (APA Gama Cabeca de Veado)
localizado no Distrito Federal, entre 9h e 10h em junho e julho de 2019.

Foram coletadas folhas e flores completamente desenvolvidas para extracdo de
Oleo, para caracterizacdo de seus compostos quimicos e realizacdo dos ensaios
larvicidas. O material foi acondicionado em sacos de plasticos transparentes, identificados
e transportados para o Laboratério de Produtos Naturais (UnB). As espécies coletadas
frescas foram cortadas imediatamente com tesoura e faca de ceramica e inseridas no
aparelho tipo Clevenger para destilagdo. O material vegetal ndo destilado no mesmo dia
foi congelado para destilacdo no dia posterior.

Os experimentos de extracdo foram realizados nos laboratorios de Produtos

Naturais (Faculdade de Ciéncias da Saude, Universidade de Brasilia, Brasilia-DF), e as
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andlises foram realizadas no Laboratério de Controle de Qualidade de Medicamentos
(Faculdade de Ciéncias da Saude, UnB, Brasilia-DF). As plantas foram identificadas pelo
botanico Dr. Christopher Fagg.

Os Oleos essenciais das folhas e frutos frescos (200 g) foram extraidos em
aparelho tipo Clevenger por hidrodestilacdo por 2h30, e cerca de 2000 mL de agua
destilada foram utilizados nas extracdes, em balbes volumétricos de fundo redondo de
2.000 mL. Os vapores de agua e o6leo formados foram separados por solubilidade e
densidade. A mistura de Oleo e 4gua foi colocada em vidros escuros fechados, o 6leo foi
retirado com micropipeta e armazenado em freezer a —20° C, protegido da luz.

Os experimentos foram realizados em triplicadas em trés diferentes dias.

4.3 DETERMINACAO DO RENDIMENTO DA EXTRACAO DOS OLEOS ESSENCIAIS

Os rendimentos totais dos 6leos foram expressos em porcentagens (g por 200 g de
material vegetal fresco). Para o estabelecimento da relacdo entre a massa fresca da
planta e a massa do 6leo extraido, os experimentos foram realizados em triplicada e
pesados trés vezes. A pesagem foi realizada em balanca analitica de precisdo (GEHAKA,

BK5000) com quatro casas decimais.
4.4 CROMATOGRAFIA DOS OLEOS ESSENCIAIS

A identificacdo de compostos foi realizada utilizando um cromatégrafo gasoso
(Clarus 680 GC, Perkin Elmer) acoplado com um espectrometro de massas (Clarus SQ8
MS, Perkin Elmer) nas seguintes condi¢cdes: concentracdo da amostra 0,25 pL/mL
(solvente acetato de etila); temperatura do forno de injecdo de 280 °C com proporcao de
divisdo (Split) de 1:20; coluna capilar Elite-5MS da Perkin Elmer (dimensfes: comprimento
30m x diametro interno 0,25 mm x espessura do filme 0,25 um); forno da coluna com
temperatura inicial de 50 ° C, mantida por 1,5 min, a seguir aumentada gradativamente
em 3°C/min, até atingir 200 ° C, seguida de aquecimento a 10 °C/min até 300 °C,
mantendo esta Ultima temperatura por 5 minutos (tempo total de corrida: 66,5 min);
temperatura de interface do CG-EM foi de 280 °C, energia de ionizacao de elétron de 70
eV e temperatura da fonte do detector de 220 °C; a analise feita no intervalo entre 35 e

550 de razdo carga massa. A amostra foi preparada em acetato de etila Grau GC (Merk —
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Suprasolv), na concentracdo de 0,25 pL/mL. O volume injetado no cromatografo foi de
0,25 pL.

Os cromatogramas e espectros de massas foram analisados pelos softwares Turbo
Mass (version 6.1.0.1963), AMDIS (version 2.72) e NIST MS Search (version 2.2).

A identificacdo dos compostos presentes nos 6leos essenciais foi realizada pela
comparacao dos espectros de massas obtidos na base de dados disponiveis da biblioteca
espectral (Turbo Mass (version 6.1.0.1963), AMDIS (version 2.72) e comparados com a
biblioteca NIST MS Search (version 2.2) e outras bibliotecas gentilmente cedidas pelo
prof. Dr. Noel W. Davis; e pelos indices de retencao de Kovats (IK). Para o calculo dos IK,
foi realizada corrida do padrdo de alcanos C8-C40 (Sigma 40147U) nas mesmas
condicbes das amostras de Oleo. Em seguida, o IK foi calculado de acordo com a
equacao abaixo:

IK =100 x n + 100 x [(tx — tn) / (tn+1 — tn)]

Onde “n” é o numero de atomos de carbono do n-alcano que elui imediatamente
antes do composto desconhecido X, “tn” é o seu respectivo tempo de retengao, “tn+1” é o
tempo de retencdo do n-alcano que elui imediatamente depois do composto X, “tx” é o
tempo de retengao do composto “X” (Dool HD & Kratz PD, 1963).

A porcentagem relativa de cada composto no 6leo essencial foi calculada pela
razao entre a area do pico de um determinado composto e o valor da soma das alturas
dos picos de todos os compostos do cromatograma de uma dada amostra. Foram
identificados os compostos com area relativa acima de 1%, sendo considerados
predominantes acima de 10%.

Foi calculada a abundéancia relativa (AR) por meio da seguinte equacao:

AR = (h,x 100)/ H.
onde “h” é a altura do pico de um dado composto e “H.” € a soma das alturas dos picos de

todos os compostos do cromatograma de uma dada amostra®

4.5 ORIGEM DOS OVOS

Para avaliar a acdo dos larvicidas, foram utilizados exemplares de ovos de Ae.
aegypti (Figura 10) obtidos a partir de amostragem de ovos ja existentes no Laboratério
de Entomologia do NMT - Universidade de Brasilia - UnB. Foram utilizados ovos oriundos

de linhagens susceptiveis (Rockefeller) de Ae. aegypti, fornecidos pela Universidade do
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Ceara (UFCE). Foram utilizadas fitas de papel filtro com ovos ja existentes no laboratorio.
Uma fita de ovos foi previamente preparada com antecedéncia de 24 horas, inserida em
bandeja branca medindo 30 cm de comprimento, 22 cm de largura e 9 cm de altura
contendo 3 litros de agua destilada e com adicdo de 3mg de racgéo triturada para filhotes
de gato Natural Guabi® com baixo teor de gordura a cada trés dias, para permitir a
eclosédo das larvas. A primeira geracdo nao foi utilizada. Para os testes, foi utilizada a
segunda geracado de ovos. Apos a etapa de eclosédo da primeira fita de ovos, a limpeza da
bandeja foi realizada por lavagem com detergente, desinfeccdo da bandeja com
hipoclorito de sédio, e colocacdo da bandeja a temperatura — 20°C por 24 horas para a
eliminacdo de ovos ndo eclodidos. Este procedimento de limpeza e armazenamento a
temperatura — 20°C também foi adotado com o papel filtro utilizado para a coleta de ovos,
bandeja e outros materiais. Os testes foram realizados entre setembro e novembro de
2019, nas instalacbes do Laboratorio de Entomologia de flebotomineos e culicideos da

Universidade de Brasilia.

Figura 9. Fita de papel filtro com ovos de Aedes aegypti para ecloséo.
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4.6 FORMACAO DAS LARVAS

A fita da segunda geracéo foi inserida em bandeja branca com agua destilada para
eclodir, esse processo durou cerca de 4 — 5 dias até que as larvas eclodissem e
estivessem no 3° e 4° estagio. As larvas foram alimentadas até a formacédo de larvas
instar L3 e L4 (Figura 11) com racéo triturada para filhotes de gato Natural Guabi® com
baixo teor de gordura a cada trés dias, adicionada a bandeja. As pupas foram retiradas
diariamente das bandejas pipeta pasteur graduada 3mL medidor conta gotas de plastico,
transferidas para recipientes contendo agua destilada e colocadas em gaiolas de telas de

nylon medindo 30x30x30cm (Figura 12).

Figura 10. Fotografia das larvas de Aedes aegypti no terceiro e quarto estagios apés eclosédo dos
ovoS

4.7 ALIMENTACAO

Ae. aegypti adultos foram alimentados com solugdo de agua destilada com
sacarose a 10% disponivel durante todo o tempo na gaiola. A alimentacdo sanguinea
artificial com sangue equino (Figura 12a), cedido pelo Hospital Veterinario da

Universidade de Brasilia, foi realizada duas vezes por semana, de 6 a 8 horas. Foram
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utilizadas placas de petri de vidro (100x15mm) envolvidas por filme de parafina plastica
(Parafilm®). As placas, com 5 mL de sangue, foram dispostas nas gaiolas e, recipientes
com 150 mL de agua quente foram colocadas por cima para aquecimento do sangue e
simulagédo da temperatura corporal humana. A cada hora, a agua foi reaquecida, com o
objetivo de manter o sangue com a temperatura ideal para o repasto sanguineo (38-
42°C). Para a oviposicao foram colocados recipientes redondos de cor preta com 100 mL
de agua destilada e papel filtro, devidamente identificado, revestindo a parede interna
(Figura 12b) com o objetivo de capturar novos ovos. Os papéis com 0s ovos (geracao F1)
foram retirados apds 3 dias e mantidos no insetario para secagem e armazenados até a
utilizacdo nos ensaios. Novos recipientes foram colocados no interior das gaiolas para
nova oviposicdo. Para alimentacdo dos mosquitos machos foi inserida solugcédo agucarada
de &gua destilada com sacarose a 10%.

Figura 11. Fotografia com: a) gaiola de acrilico transparente utilizada para criacdo e alimentacao
das colbnias de mosquito de Aedes aegypti; b) formacéo dos mosquitos adultos na gaiola de
acrilico.




39

Figura 12. Fotografia dos ensaios em triplicada de larvicidas de Aedes aegypti em copos plasticos
protegidos por tule (tecido mosqueteiro).

4.8 — SCREENING DE OLEOS ESSENCIAIS

Inicialmente os ensaios larvicidas foram realizados com todos os nove Oleos
essenciais somente em uma Unica concentracdo de 100mg/L. Para realizacao do teste, foi
utilizado o protocolo de monitoramento e manejo da resisténcia a inseticidas em
populacGes de mosquitos Aedes?’.

Vinte larvas de Ae. aegypti foram utilizadas em terceiro e quarto estagio para cada
copo de 250 mL em triplicadas, ou seja, 20 larvas x 4 copos, um total de em média 80
larvas para cada o6leo essencial testado, podendo ter mais ou menos. As larvas foram
expostas a concentragdes finais de 100mg/L de 6leo essencial em triplicadas (Figura 13).

Além disso, dois controles negativos foram utilizados: com 20 larvas em cada copo,
um somente em agua destilada (250 mL), e outro com 249 mL de agua destilada e 1 mL
de DMSO puro.

A solucéo larvicida foi preparada no momento do teste para a populacdo Rockfeller
na concentracdo final de 100mg/L para os testes iniciais de acordo com a férmula
utilizada abaixo. A quantidade utilizada de 6leo essencial foi calculada para um volume
final de 250 mL. A quantidade de OE de cada espécie foi solubilizada em DMSO (v/v)
para producdo de uma solugdo aquosa a 100mg/L foi utilizada para cada copo em

triplicada de acordo com descri¢cdo da Tabela 1.
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D =m/v (D = densidade, m = massa, v=volume)
V(uL) = (Df * Vf)/Doe
(Df = densidade final, Vf = volume final, Doe = densidade 6leo essencial)
V(uL) = (100mg/L *0,250L)/m/v

OBS: 0,250L considerando o volume final de 250 mL

Cada oleo foi devidamente pesado em balanca de precisdo para calculo da
densidade e volume final ideal de acordo com a densidade de cada 6leo. Para preparar
cada copo utilizado com 6leos selecionados, foi utilizado DMSO como agente
emulsificante.

O 6leo essencial foi diluido em DMSO, o volume total da solucao preparada foi de 1
mL a ser adicionado no copo com agua destilada. O OE diluido em DMSO foi diluido em

copos transparentes de agua com volume final de 200 mL.

Tabela 1. Quantidade de 6leo essencial e dimetilsulfoxido - DMSO utilizada no screening em

espécies cultivadas no cerrado.

: MASSA DO OE VOLUMEDE

ESPECIE (ma) DMSO (mL)
A. zerumbet 27,17 972,83
B. salicifolius 29,76 970,24
C. densiflorus 28,40 971,60
E. langsdorffii 26,59 973,41
M. urundeuva 29,76 970,24
B. retusa (folha feminina) 27,17 972,83
B. retusa (flor feminina) 28,40 971,60
B. retusa (folha masculina) 27,77 972,23
B. retusa (flor masculina) 26,04 973,96

A partir do screening foram selecionados os 6leos essenciais que promoveram
mortalidade de cerca de 100% para serem testados em sete diferentes concentragdes.

Os testes foram realizados em temperatura controlada (25 + 30°C) e umidade entre
30-50% (Figura 14).
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Figura 13. Fotografia com controle de temperatura e umidade durante os ensaios larvicidas.
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Para cada 6leo essencial testado no screening foram utilizadas por volta de 120
larvas L3/L4 (80 larvas para o teste com Oleo essencial e 20 larvas para os dois
controles).

Os copos descartaveis tinham capacidade de 300 mL, foram colocados
inicialmente 199 mL de 4gua destilada em cada copo e o volume da solugéo larvicida de
Oleo essencial diluido em 1 mL de DMSO para atingir a concentracdo desejada. Em
seguida foi realizada a homogeneizacdo da solucdo com bastédo de vidro nos 199 mL de
agua destilada. Esse procedimento teve como objetivo garantir que o volume final fosse
de 200 mL.

Vinte larvas em estagio L3/L4 foram adicionadas em copos descartaveis com
capacidade de 50 mL. Inicialmente, as larvas foram retiradas da bandeja com pipeta
Pasteur graduada de 3 mL - medidor conta gotas de plastico e adicionadas ao copo de
plastico. Para que o volume final chegasse a 50 mL, foi adicionada agua destilada até a
marca de 50 mL. Posteriormente, as larvas do copo de 50 mL foram transferidas para
cada copo contendo a solugéo de 6leo essencial, que foi previamente diluido, totalizando
250 mL finais.

A solucéo final continha 250 mL. A mortalidade foi verificada apds 24 e 48 horas
ap6s o inicio de cada ensaio. Durante o ensaio nenhum suplemento nutricional foi
adicionado. As larvas foram consideradas mortas quando ndo apresentaram movimento

ou resposta a estimulacdo com uma pipeta Pasteur de pléstico e luz direta.



Figura 14. Representacéo esquematica do teste larvicida — screening de 6leos essenciais de

plantas cultivadas no cerrado contra larvas de Aedes aegypti.
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4.9 ENSAIOS LARVICIDA COM OLEOS ESSENCIAIS POTENCIAIS
A atividade larvicida foi testada pelo método de imersdao de acordo com

procedimento

modificacdes.

padrao recomendado pelo Organizacdo Mundial

de Saude?’,
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A partir do screening foram selecionados dois 6leos essenciais: A. zerumbet e E.
langsdorffii - que exibiram mortalidade de aproximadamente 100%. Esses dois Oleos
essenciais foram testados em 7 diferentes concentragdes: 2,5; 5; 12; 25; 50; 75 e 100
mg/L para determinar as concentragdes letais CLso, CLoo € ClLos. Os testes das plantas
selecionadas foram realizados em triplicadas e trés diferentes dias — triplicada biologica.

A mortalidade foi verificada apods 24 e 48 horas ap0s o inicio de cada ensaio. As
larvas foram consideradas mortas quando ndo apresentaram movimento ou resposta a
estimulacdo com uma pipeta Pasteur e luz direta.

Para realizacdo do experimento, foram preparadas solu¢cbes com quantidade de
O0leo essencial calculada para um volume final de 250 mL. Esse procedimento foi
realizado para as sete diferentes concentragbes. Para cada concentracdo foram
preparadas solucbes separadas conforme formula acima para volume final de 250 mL em
triplicadas.

Para realizacdo dos testes, 0 6leo essencial pesado foi diluido em DMSO puro, foi
pesado e diluido até completar 1 mL de volume final de acordo com a Tabela 2. O OE
diluido em DMSO foi diluido em copos transparentes de agua com 199 mL com volume
final de 200 mL.

Posteriormente, 20 larvas foram transferidas para copo plastico de 50 ml e
adicionada agua destilada até a marca de 50 ml. O copo contendo as larvas foi
adicionado a solucéo preparada com 0Oleo essencial para completar o volume final de 250
ml. As larvas nao foram alimentadas durante o tempo de teste. A mortalidade foi

analisada e registrada apés 24 e 48 horas de exposicao.

Tabela 2. Quantidade de 6leo essencial de Alpinia zerumbet (Pers.) B. L. Burtt & R. M. Sm. e

Eugenia langsdorffii O. Berg. e dimetilsulféxido - DMSO utilizada no bioensaio em diferentes

concentracoes.

- x VOLUME DE
ESPECIE CONCENTRACAO MASSA DO OE (mg) DMSO (mL)

2,5 0,68 999,32

5,0 1,35 998,65

A zerumbet 12 3,26 996,74

' 25 6,79 993,21

50 13,85 986,15

75 20,37 979,63
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100 27,17 972,83

2,5 0,66 999,34

5,0 1,32 998,68

12 3,19 996,81

E. langsdorffii 25 6,64 993,36
50 13,29 986,71

75 19,94 980,06

100 26,59 973,41

Sete diferentes concentracdes foram selecionadas para determinar as doses letais.
Triplicadas foram realizadas para cada 0leo essencial nas sete diferentes concentracdes
em trés dias distintos — depois de 72h do primeiro ensaio, foi realizado o segundo e apés
72h desse foi realizado o terceiro.

Dois controles negativos foram utilizados: com 20 larvas em cada copo, um
somente em agua destilada (250 mL), e outro com 249 mL de agua destilada e 1 mL de
DMSO puro. Além dos controles negativos, foi utilizado também um controle positivo para
as espécies selecionadas - larvas com agua destilada e duas gotas do larvicida Bacillus
thuringiensis israelensis (Bti) a 1,2% para cada copo de 250 mL com 20 larvas para cada
triplicada. Sessenta larvas totais foram utilizadas como controle para cada 6leo essencial
testado e em trés diferentes dias de repeti¢cdo. O larvicida Bti foi gentilmente cedido pela
Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria — EMBRAPA, CENARGEN.
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Figura 15. Representacdo esquematica do teste larvicida com 6leos essenciais de A. zerumbet e

E. langsdorffii contra larvas de Aedes aegypiti.
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4.10 ANALISE ESTATISTICA

Os dados coletados do screening foram submetidos a analise de variancia
(ANOVA) e as diferencas entre médias comparadas pelo teste Scott Knott (a 5% de
probabilidade) para os testes de mortalidade com o objetivo de definir os tratamentos

mais promissores. Os resultados foram considerados estatisticamente significativos em
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P<0,05. Esse teste é considerado eficiente nas aplicacdes de experimentos em que 0
objetivo € comparar diferentes tratamentos. N&o foi necessario corrigir a mortalidade, pois
a mortalidade dos grupos controle néo ultrapassou 10%%’. As razdes das Concentracdes
Letais (CL) foram consideradas significantes (P<0.05).

Os dados de mortalidade obtidos dos bioensaios de concentracdo-mortalidade
foram submetidos a analise de probit com limites de 0,95 (intervalo de confianca), atraves
do programa estatistico PoloPlus (LeOra Software, 2002-2007). Os resultados foram
expressos pelo parametro de Concentracdo Letal (CL). As respostas das populacdes
testadas nos bioensaios de concentracdo-mortalidade foram utilizadas para obtencdo das
inclinagdes das curvas e estimadas as ClLso CLoo e ClLos para os dois biolarvicidas
testados, a fim de ser avaliada a mortalidade das larvas.

Para andlise da atividade larvicida foi utilizado o método de Scott-Knott, adequado
ao estudo, pois se trata de comparacbes multiplas em varias espécies e diversas
concentracfes. Esse método realiza a comparacdo de médias por meio de grupos que as
classificam de forma homogénea, minimizando a soma de quadrados dentro dos grupos e

maximizando entre eles®.
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5. RESULTADOS
5.1 EXTRACAO E RENDIMENTO DOS OLEOS ESSENCIAIS DAS FOLHAS

Na Tabela 1 encontram-se registrados os rendimentos percentuais médios dos
nove OEs das seis diferentes espécies.

O calculo para rendimento dos 0leos essenciais foi definido pela razdo entre a
massa de folhas frescas inseridas no baldo de destilacdo e a massa (g) de 6leo essencial

obtida, conforme a férmula abaixo:

Rendimento do OE (%) = Média da massa do 6leo extraido (g) (triplicadas) x100
Média da massa de folhas frescas balédo (g) (triplicadas)

Tabela 3. Rendimentos percentuais obtidos para OEs das folhas e/ou flores de seis diferentes
espécies obtidas em 2019.

Nome cientifico Voucher Part,e Familia Rendimento (%)
extraida
Alpinia zerumbet (Pers.) B. L. Fagg 2525 -
Burtt & R.M. Sm. folha Zingiberaceae 0.26
Blepharocalyx salicifolius Fagg 2521
(Kunth) O. Berg folha Myrtaceae 0.28
Cymbopogon densiflorus Fagg 2411
(Steud.) Stapf folha Poaceae 0,24
, . Faria Jn & Fagg
Eugenia langsdorffii (O. Berg.) 918 folha Myrtaceae 0.39
Myrachodruon urundeuva Fagg 2520 folha Anacardiaceae
Allemao 0,13
Baccharis retusa D.C. Fagg 2524 folha &  Asteraceae 0,12
Baccharis retusa D.C. Fagg 2524 flor & Asteraceae 0,11
Baccharis retusa D.C. Fagg 2523 folha @  Asteraceae 0,15
Baccharis retusa D.C. Fagg 2523 flor ¢ Asteraceae 0,09

As espécies E. langsdorffii, B. salicifolius, A. zerumbet e C. densiflorus
apresentaram os maiores rendimentos de 6leo essencial extraido (0,39%, 0,28%, 0,26% e
0,24% respectivamente), e diferiu significativamente das espécies M. urundeuva e B.
retusa - tanto folhas como flores masculinas e femininas (0,13%, 012%, 0,11%, 0,15% e

0,09% respectivamente).
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5.2 COMPOSICAO QUIMICA DOS OLEOS ESSENCIAIS

5.2.1 Composicao quimica de Alpinia zerumbet (Pers.) B. L. Burtt & R.M.
Sm.

Foram identificados 18 componentes quimicos no total (Tabela 2), dos quais quatro
representaram 73,8%. O componente majoritario do 6leo essencial de A. zerumbet foi 1,8-
cineol (22,6%) seguido por sabineno (21%), terpinen-4-ol (17,3%), e y-terpineno (12,9%).
A porcentagem total de picos identificados a partir do cromatograma foi igual a 98,6%
(Figura 16).

Figura 16. Cromatograma do 6leo essencial das folhas de Alpinia zerumbet (Pers.) B. L. Burtt &
R. M. Sm.
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Tabela 4. Compostos quimicos do 6leo essencial das folhas de Alpinia zerumbet (Pers.) B.
L. Burtt & R. M. Sm. identificados por cromatografia gasosa.

. 1 3
Componentes Numero CAS IKE + D* (ED#) IKEZ  Match ?:)IZ)
a-tujeno 2867-05-2 929 + 2 (489) 923 868 4,2
1R-a-pineno 7785-70-8 929+ 7 (7) 930 896 2,2
sabineno 3387-41-5 974 £ 2 (619) 969 890 21,0
B-pineno 127-91-3 979 £ 2 (849) 974 886 5,3
mirceno 123-35-3 991 + 2 (841) 987 844 0,5
a-terpineno 99-86-5 1017 £ 2 (534) 1014 852 2,9
O-cimeno* 527-84-4 1022 £ 2 (116) 1021 917 4,0
limoneno 138-86-3 1030 + 2 (1005) 1026 858 1,3

1,8-cineol 470-82-6 1032 + 2 (580) 1029 915 22,6
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y-terpineno 99-85-4 1060 + 3 (739) 1055 902 12,9
hidrato de trnas-sabineno**  17699-16-0 1070 £ 5 (339) 1067 809 0,4
terpinoleno 586-62-9 1088 + 2 (607) 1083 874 1,0
cis-p-ment-2-en-1-ol 29803-82-5 1122 + 3 (120) 1121 774 0,3
trans-p-ment-2-en-1-ol 29803-81-4 1140 £ 4 (94) 1139 729 0,2
terpinen-4-ol 562-74-3 1177 + 2 (764) 1177 815 17,3
a-terpineol 98-55-5 1189 + 2 (811) 1191 890 0,5
B-cariofileno 87-44-5 1419 + 3 (983) 1415 845 1,2
espatulenoll*** 77171-55-2 1577 £5 (6) 1576 775 0,8
IP* (%): 98,6

Legenda: IKE + D! (ED#): Referéncia média do indice de Kovats e desvio padrdo seguido pelo nimero de
registros de dados entre parénteses. IKE2 indice de Kovats Experimental; Abundancia relativa 3; *o-cimeno
foi o composto com a melhor correspondéncia, mas m-cimeno e p-cimeno também podem estar presentes.
** também pode ser hidrato cis-Sabineno (IK proximo e mesma semelhanca) *** também pode ser (+) —
espatulenol.

Houve predominéncia de monoterpenos hidrogenados (55,3%), identificados como
sabineno e y-terpineno, a-tujeno, 1R-a-pineno, B-pineno, canfeno, mirceno, a-terpineno,
O-cimeno, limoneno e terpinoleno; e monoterpenos oxigenados (41,3%), a saber, 1,8-
cineol, hidrato de trans-sabineno, cis-p-ment-2-en-1-ol, trans-p-Ment-2-en-1-ol, e terpinen-
4-ol, a-terpineol). Também foram identificados sesquiterpenos, em um total de 1,2% (B-

cariofileno) e 0,8% (espatulenol). A Tabela 5 mostra os compostos majoritarios.

Tabela 5. Compostos majoritarios no 6leo essencial de folhas de Alpinia zerumbet (Pers.) B. L.
Burtt & R. M. Sm.

o COMPOSTOS NOMERO  CLASSIFICAGAO  FORMULA ESTRUTURA
MAJORITARIOS CAS QUIMICA MOLECULAR QUIMICA
1 1,8-cineol 470-82-6 \MIONOTERPENO  CigHO @{
2 sabineno 3387-41-5  MONOTERPENO CuoHie }@z
Ho.__ ’f’_\'\.\_
3 terpinen-4-ol 562-74-3  MIONOTERPENO  CioHisO )
4 y-terpineno 99-85-4 MONOTERPENO CioH16 @—<

Fonte: Baseado em dados ja publicados Pubchem, 2022 e NIST, 2022120121,
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5.2.2 Composicao quimica de Blepharocalyx salicifolius (Kunth) O. Berg

Os resultados da analise por CG-EM estéo listados na Tabela 6 e cromatograma
(Figura 17). Um total de 31 componentes foram identificados. Quatro componentes
guimicos representaram 66,8% do total de 93,3% identificados. O principal constituinte do
OE de B. salicifolius foi 1R-a-pineno (44%), seguido por y-terpineno (12,1%), B-cariofileno
(5,3%) e aromadendreno (5,3%) (Tabela 6).

Figura 17. Cromatograma do Oleo essencial das folhas de Blepharocalyx salicifolius
(Kunth) O. Berg.
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Os principais constituintes do OE de B. salicifolius foram representados por
monoterpenos alifaticos (67,3%): a-tujeno, 1R-a-pineno, B-pineno, a-felandreno, 3-careno,
a-terpineno, O-cimeno, limoneno, vy-terpineno, terpinoleno. Trés compostos foram
identificados como monoterpenos oxigenados (1,8-cineol, linalool, a-terpineol) em um total
de 2%. Os sesquiterpenos alifaticos constituiram 19,3% (a-copaeno, a-gurjuneno, [3-
cariofileno, aromadendreno, selina-5-11-dieno, a-humuleno, alloaromadendreno, -
guaieno, ledeno, B-cadineno, calameneno, cubeneno, guaia-3,9-dieno). Como
sesquiterpenos oxigenados, quatro compostos foram identificados (espatulenol, globulol e
viridiflorol) totalizando 4,7%, e um aldeido, 2-hexenal (0,1%). Os compostos majoritarios

estao apresentados na Tabela 7.
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Tabela 6. Compostos quimicos do 6leo essencial das folhas de Blepharocalyx salicifolius
(Kunth) O. Berg identificados por cromatografia gasosa.

" 1 3
Componentes Numero CAS IKE = D* (ED#) IKE2  Match ?}I/j)
2-hexenal 505-57-7 851 + 5 (52) 846 751 0,1
a-tujeno 2867-05-2 929 + 2 (489) 921 864 0,9
1R-a-pineno 7785-70-8 929 £ 7 (7) 928 908 44,0
B-pineno 127-91-3 979 £ 2 (849) 972 847 0,2
a-felandreno 99-83-2 1005 = 2 (509) 1002 746 0,2
3-careno 13466-78-9 1011 + 2 (336) 1005 863 0,4
a-terpineno 99-86-5 1017 + 2 (534) 1013 866 1,9
0-cimeno** 527-84-4 1022 + 2 (116) 1020 912 3,5
limoneno 138-86-3 1030 + 2 (1005) 1024 869 14
1,8-cineol 470-82-6 1032 + 2 (580) 1027 846 0,8
y-terpineno 99-85-4 1060 + 3 (739) 1053 910 12,1
terpinoleno 586-62-9 1088 + 2 (607) 1081 924 2,7
linalool 78-70-6 1099 + 2 (976) 1096 842 0,3
a-terpineol 98-55-5 1189 + 2 (811) 1190 900 0,9
a-copaeno 3856-25-5 1376 = 2 (698) 1371 832 0,3
a-gurjuneno 489-40-7 1409 = 2 (196) 1402 850 0,8
B-cariofileno 87-44-5 1419 + 3 (983) 1414 895 53
aromandendreno 489-39-4 1440 £ 1 (5) 1433 925 5,3
selina-5-11-dieno 52026-55-8 1447 + N/A (2) 1440 840 0,4
a-humuleno 6753-98-6 1454 + 3 (792) 1450 845 0,6
alloaromadendreno 25246-27-9 1461 £ 2 (343) 1454 851 0,4
B-guaieno 88-84-6 1490 + 3 (69) 1483 855 0,5
ledeno 21747-46-6 1493 + 4 (114) 1486 877 1,8
cadina-3,9-dieno 523-47-7 1518 + 10 (30) 1513 830 0,6
calameneno 483-77-2 1523 + 5 (145) 1516 861 1,2
cubeneno 29837-12-5 1532 +1 (119) 1527 810 15
guaia-3,9-diene 489-83-8 1556 £ N/A (1) 1556 787 0,6
espatulenol 6750-60-3 1576 £ 2 (539) 1570 766 11
globulol 489-41-8 1580 + N/A (1) 1579 836 3,1
viridiflorol 552-02-3 1591 + 2 (198) 1588 773 0,5
IP 4 (%): 93,3

Legenda: IKE £ D! (ED#): Referéncia méd[a do indice de Kovats e desvio padréo seguido pelo nimero de
registros de dados entre parénteses. IKE?: Indice de Kovats Experimental; Abundancia relativa 3;

Tabela 7. Compostos quimicos identificados, numero CAS, classificacdo quimica, férmula
molecular e estrutura quimica dos compostos majoritarios, em ordem crescente, do 6leo essencial
das folhas de Blepharocalyx salicifolius (Kunth) O. Berg.

N° COMPOSTOS NUMERO CLASS[FICA(;AO FORMULA ESTRUTURA
MAJORITARIOS CAS QUIMICA MOLECULAR QUIMICA

1 1R-a-pineno 7785-70-8 MONOTERPENO CioH1s6 H,

2 y-terpineno 99-85-4 MONOTERPENO CioH1s6

~
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3 B-cariofileno 87-44-5 SESQUITERPENO CisHza

4  aromandendreno 489-39-4 SESQUITERPENO CisH2a N

Fonte: Baseado em dados ja publicados Pubchem, 2022 e NIST, 2022120.121,

5.2.3 Composicao quimica de Cymbopogon densiflorus (Steud.) Stapf

Os resultados da analise por CG-EM estéo listados na Tabela 8 e cromatograma
(Figura 18). Um total de 12 componentes foi identificado (97,8%). Os principais compostos
identificados foram trans-p-menta-2.8-dien-1-ol (19,2%), isocarveol (18,9%) cis-p-Menta-
1(7).8-dien-2-ol (15,1%), limoneno (12,2%) e cosmeno (12%).

Figura 18. Cromatograma do 6leo essencial das folhas de Cymbopogon densiflorus (Steud.)
Stapf.
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Tabela 8. Compostos quimicos do 6leo essencial das folhas de Cymbopogon densiflorus
(Steud.) Stapf identificados por cromatografia gasosa.

NUmero 1 3
Componentes CAS IKE = D (ED#) IKE2  Match ?;/T)
m-cimeno* 535-77-3 1023 + 6 (53) 1021 819 0,3
limoneno 138-86-3 1030 £ 2 (1005) 1026 869 12,2

trans-p-menta-2.8-dien-1-ol 7212-40-0 1123 + 4 (18) 1118 816 19,2
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cosmeno 460-01-5 1131 +1(4) 1133 827 12,0
isocarveol 35907-10-9 1186 + N/A (1) 1184 839 18,9
carveol 99-48-9 1219 + 19 (11) 1196 879 9,2
2-pinen-10-ol 515-00-4 1195 + 2 (203) 1202 772 1,6
trans-carveol 1197-07-5 1217 + 2 (216) 1214 662 4,5
cis-p-menta-1(7).8-dien-2-ol 22626-43-3 1231+ N/A(1) 1226 911 15,1
cis-carveol 1197-06-4 1229 + 3 (115) 1228 799 0,7
carvona 99-49-0 1242 + 4 (307) 1239 914 3,8
hexanoato de isopentila 2198-61-0 1252 + 2 (33) 1249 853 0,3
IP 4 (%): 97,8

Legenda: IKE + D! (ED#): Referéncia média do indice de Kovats e desvio padrdo seguido pelo nimero de
registros de dados entre parénteses. IKE?: Indice de Kovats Experimental; Abundancia relativa 3;

Os compostos majoritarios foram mostrados na Tabela 9. Foram encontrados
monoterpenos oxigenados (73%): trans-p-menta-2.8-dien-1-ol isocarveol, carveol, 2-
pinen-10-ol, trans-carveol, cis-p-menta-1(7).8-dien-2-ol, cis-carveol e carvona,
monoterpenos alifaticos em um total de 24,5% (m-cimene, limoneno e cosmeno) € um

éster, hexanoato de isopentenila (0,3%).

Tabela 9. Compostos majoritarios no 6leo essencial das folhas de Cymbopogon densiflorus
(Steud.) Stapf

o COMPOSTOS NOMERO  CLASSIFICAGAO ~ FORMULA ESTRUTURA
MAJORITARIOS CAS QUIMICA MOLECULAR QUIMICA
1 fansp-memaZ8- 7515400  MONOTERPENO  CioHisO )l
dien-1-ol o N/
2 isocarveol 35907-10-9 MONOTERPENO C10H160 \_/ \
3 cis-p-menta- 55596433  MONOTERPENO CioH160 N

1(7).8-dien-2-ol
4 limoneno 138-86-3 MONOTERPENO CioH16 W’O‘/

5 cosmeno 460-01-5 MONOTERPENO CioH14 P

Fonte: Baseado em dados ja publicados Pubchem, 2022 e NIST, 2022120121,

5.2.4 Composicdo quimica de Eugenia langsdorffii O. Berg.

Um total de 29 compostos foi identificado. Eugenia langsdorffii apresentou

predominancia de monoterpenos alifaticos (36,5%): a-tujeno, 1R-a-pineno, B-pineno,
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mirceno, a-felandreno, O-cimeno, limoneno, [(-O-cimeno, «a-O-cimeno; além de
sesquiterpenos oxigenados (32,9%): espatulenol, globulol, viridiflorol, a-epi-cadinol,
cubenol e d-cadinol. 17,2% foram identificados como sesquiterpenos alifaticos (B-elemeno,
B-cariofileno, aromadendreno, a-humuleno, y-muuroleno, y-himachaleno, ledeno, B-
ciclogermacreno, a-muuroleno, y-cadineno, 3-cadineno, a-cadineno e germacreno B; que
foram os compostos majoritarios desta familia quimica de acordo com Tabela 8. O
cromatograma na Figura 19 mostra a diversidade de picos dos compostos identificados,
Os compostos majoritarios identificados foram limoneno (15,5%), &-cadinol (10,6%),
mirceno (9%) e espatulenol (13,5%). Ao todo, 87,8% dos compostos foram identificados.

A Tabela 10 descreve os compostos identificados.

Figura 19. Cromatograma do 6leo essencial das folhas de Eugenia langsdorffii O. Berg.
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Tabela 10. Compostos quimicos do Oleo essencial das folhas de espécie Eugenia
langsdorffii O. Berg. identificados por cromatografia gasosa.

Componentes Namero CAS IKE = D! (ED#) EKI2 Match RA 3 (%)

a-tujeno 2867-05-2 929 +2(489) 923 840 0,2
1R-a-pineno 7785-70-8 929 £ 7 (7) 930 892 3,9
B-pineno 127-91-3 979+2(849) 974 913 2,6
B-mirceno 123-35-3 991 +2(841) 987 919 9,0

a-felandreno 99-83-2 1005+ 2 (509) 1004 898 2,6
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o-cimeno* 527-84-4 1022 £ 2 (116) 1022 906 1,0
limoneno 138-86-3 1030 + 2 (1005) 1026 879 15,5
B-ocimeno 13877-91-3 1037 +7(20) 1034 864 0,5
a-ocimeno 502-99-8 1047 +5(38) 1044 895 1,2
B-elemeno 515-13-9 1391 +2(521) 1386 826 0,2
B-cariofileno 87-44-5 1419 +3(983) 1415 894 2,4
aromadendreno 489-39-4 1440 £ 1 (5) 1434 833 0,2
a-humuleno 6753-98-6 1454 + 3 (792) 1450 855 0,6
y-muurolene 30021-74-0 1477 + 3 (392) 1476 800 0,8
y -himachaleno** ? 1477 +£3(31) 1484 809 0,3
ledeno 21747-46-6 1493 + 4 (114) 1487 831 0,4
B-ciclo-[1-germacreno 24703-35-3 1495 + 4 (368) 1491 861 52
a-muuroleno 10208-80-7 1499 + 3 (427) 1494 853 0,6
y-cadineno 39029-41-9 1513 + 2 (485) 1508 849 0,9
B-cadineno 523-47-7 1518 + 10 (30) 1514 881 4,6
a-cadineno 24406-05-1 1538 +1(31) 1532 806 0,2
germacreno B 15423-57-1 1557 + 3(233) 1553 852 0,8
espatulenol 6750-60-3 1576 + 2 (539) 1571 817 13,5
globulol 489-41-8 1580 + N/A (1) 1580 869 1,6
viridiflorol 552-02-3 1591 +2(198) 1588 788 1,0
a-epi-cadinol 5937-11-1 1640 + 2 (241) 1639 807 4,5
cubenol 21284-22-0 1642 £ 3 (127) 1641 761 1,7
o-cadinol 19435-97-3 1645 + 2 (220) 1650 823 10,6
IP 4 (%): 87,8

Legenda: IKE + D1 (ED#): Referéncia média do indice de Kovats e desvio padrdo seguido pelo nimero de
registros de dados entre parénteses. IKE2: indice de Kovats Experimental; Abundancia relativa 3;

Os monoterpenos alifaticos tiveram representacdo em porcentagem muito préxima
aos sesquiterpenos oxigenados 36,5% e 32,9% respectivamente. Os sesquiterpenos
alifaticos representaram 17,2% e nenhum composto foi identificado como monoterpeno
oxigenado. Os compostos majoritarios foram caracterizados e descritos de acordo com

suas caracteristicas quimicas na Tabela 11.
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Tabela 11. Compostos quimicos identificados, no éleo essencial de folhas de Eugenia langsdorffii
O. Berg.

COMPOSTOS NUMERO CLASSIFICACAO FORMULA ESTRUTURA

o ) p .
N MAJORITARIOS CAS QUIMICA MOLECULAR QUIMICA

1 limoneno 138-86-3 MONOTERPENO CioH1s W/O‘/

N
2 5-cadinol  19435-97-3  SEoQUITERPENO 0 10 A
o =
3 mirceno 123-35-3 MONOTERPENO CioH1s6 w
A
4 espatulenol  6750-60-3  SESQUITERPENO  CisHuO /J

Fonte: Baseado em dados ja publicados Pubchem, 2022 e NIST, 2022120.121,

5.2.5 Composicado quimica de Myracrodruon urundeuva Allemao

O dleo essencial de Myracrodruon urundeuva Alleméo se diferenciou no quesito
composi¢do quimica, pois, basicamente tem um (nico componente, como pode ser
observado no cromatograma na Figura 20, totalizando 90,3% de 6-3-careno e 4,4% de
terpinoleno (Figura 24), totalizando 94,7% dos compostos identificados. Ao todo 11

compostos foram identificados, totalizando 99,2% (Tabela 12).

Figura 20. Cromatograma do 6leo essencial das folhas de Myracrodruon urundeuva Allemao.
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Os compostos majoritarios foram classificados somente como monoterpenos
alifaticos (5-3-careno e terpinoleno) conforme Tabela 12. Um total de 97,7% dos
compostos identificados foram classificados como monoterpenos alifaticos (1R-a-pineno,
mirceno, a-felandreno, &-3-careno, a-terpineno, limoneno, isoterpinoleno e terpinoleno); e
1,5% como sesquiterpenos alifaticos (B-cariofileno, B-eudesmeno, B-guaieno). Nao foram
identificados compostos classificados como monoterpenos oxigenados e sesquiterpenos
oxigenados. Os compostos majoritarios caracterizados e descritos de acordo com suas

caracteristicas quimicas na Tabela 13.

Tabela 12. Compostos quimicos identificados por cromatografia gasosa no 6leo essencial
das folhas de Myracrodruon urundeuva Allemao.

NUmero 1 3

Componentes CAS IKE £ D* (ED#) IKE2  Match ?)IZ)
1R-a-pineno 7785-70-8 929 + 7 (7) 930 881 0,4
mirceno 123-35-3 991 + 2 (841) 987 850 0,6
a-felandreno 99-83-2 1005 * 2 (509) 1004 783 0,3

o-3-careno 13466-78-9 1011 + 2 (336) 1007 915 90,2
a-terpineno 99-86-5 1017 + 2 (534) 1014 835 0,3
a-limoneno 138-86-3 1030 + 2 (1005) 1026 863 1,3
isoterpinoleno 586-63-0 1086 + 3 (46) 1079 878 0,5
terpinoleno 586-62-9 1088 £ 2 (607) 1083 922 4,1
B-cariofileno 87-44-5 1419 + 3 (983) 1415 863 0,8
B-eudesmeno 17066-67-0 1486 + 3 (349) 1484 842 0,3
B-guaieno 88-84-6 1490 + 3 (69) 1491 862 0,4

Pl 4 (%): 99,1

Legenda: RKI + D! (ED#): Referéncia média do I'ndice'de Kovats e desvio padrdo seguido pelo
namero de registros de dados entre parénteses. EKI?; Indice de Kovats Experimental; Abundancia
relativa3; IP4 (%): Picos identificados.

Tabela 13. Compostos quimicos identificados, numero CAS, classificacdo quimica, férmula
molecular e estrutura dos compostos majoritarios, em ordem crescente, do 6leo essencial das
folhas de Myracrodruon urundeuva Allemé&o.

N© COMPOSTOS NUMERO CLASS[FICAC}AO FORMULA ESTRUTURA
MAJORITARIOS CAS QUIMICA MOLECULAR QUIMICA
1 0-3-careno 13466-78-9 MONOTERPENO CioH1se DX

H

2 terpinoleno 586-62-9 MONOTERPENO CioHi6 >=<}

Fonte: Baseado em dados ja publicados Pubchem, 2022 e NIST, 2022120.121,
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5.2.6 Composicao quimica de Baccharis retusa D.C.

Para a espécie B. retusa foram realizadas quatro diferentes analises. O 0leo
essencial das folhas masculinas apresentou 1R-a-pineno (31,3%), B-cariofileno (12,5%),
germacreno D (14%) e biciclogermacreno (7,8%) como componentes principais, enquanto
as flores masculinas apresentaram 1R-a-pineno (53,4%), B-pineno (13,6%), limoneno
(9,3%) e B-cariofileno (6,8%) conforme descrito na Tabela 14.

Nas folhas femininas foram identificados 1R-a-pineno (36,6%), B-cariofileno
(16,4%), germacreno D (14,6%) e biciclogermacreno (7,5%), enquanto para as flores
femininas 1R-a-pinene (39,7 %), B-pineno (15,3%), limoneno (9,9%) e B-cariofileno(9%)
(Tabela 13). As diferencas nos picos identificados entre flores e folhas feminina e
masculina foram ilustradas no cromatograma da Figura 21.

Os mesmos compostos majoritarios foram identificados nas folhas masculinas e
femininas e nas flores masculinas e femininas, diferenciando as porcentagens conforme
15, 16, 18 e 19, onde foram descritos 0os compostos majoritarios. Essas diferencas
ficaram perceptivel nos cromatogramas, onde os picos se assemelham, com diferenca
nas alturas (Figura 21).

Figura 21. Cromatogramas dos 6leos essenciais de Baccharis retusa D.C. das partes: a) folha
masculina; b) flor masculina; c) folha feminina; d) flor feminina.
a) b)
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Tabela 14. Identificacdo e quantificacdo dos compostos identificados no éleo essencial das folhas e
flores masculina de Baccharis retusa D.C. por cromatografia gasosa.

i FLOR FOLHA
Componentes NLén;Zro DllKE * AR3
(ED#) IKE2  Match (%) IKE2  Match AR3 (%)
hexanal 66-25-1 800 + 2 (453) - - - 800 864 0,1
2-hexenal 505-57-7 851 +5 (52) - - - 846 867 0,5
(E)-3-hexen-1-ol 928-97-2 852 + 3 (41) - - - 849 881 0,6
1-hexanol 111-27-3 868 + 4 (223) - - - 863 846 0,4
3-tujeno 2867-05-2 929+ 2 (489) - - - 923 881 0,8
1R-a-pineno 7785-70-8 929+ 7 (7) 930 927 53,4 930 935 31,3
canfeno 79-92-5 952 +2(610) - - - 945 890 0,2
sabineno 3387-41-5 974 +2(619) - - - 969 867 0,1
B-pineno 127-91-3 979 + 2 (849) 974 922 13,6 974 916 5,2
mirceno 123-35-3 991 +2(841) 987 885 5,6 987 925 5,2
3-careno 13466-78-9 1011 +2(336) - - - 1006 874 0,2
m-cimeno* 535-77-3 1023 + 6 (53) - - - 1021 898 0,1
limoneno 138-86-3 1030 + 2 (1005) 1026 867 9,3 1026 899 5.2
a-0cimeno 502998 (738) 1044 856 09 1044 900 1,1
y-terpineno 99-85-4 1060 + 3 (739) - - - 1055 841 0,2
terpinoleno 586-62-9 1088 + 2 (607) - - - 1082 856 0,1
linalool 78-70-6 1099 + 2 (976) - - - 1098 859 0,2
a-terpineol 98-55-5 1189 + 2 (811) - - - 1191 890 0,1
copaeno 3856-25-5 1376 + 2 (698) - - - 1372 889 0,6
B-damascenona 23726-93-4 1386 +5(187) - - - 1375 761 0,1
B-cariofileno 87-44-5 1419 + 3(983) 1415 866 6,8 1415 926 12,5
aromandendreno 489-39-4 1440+ 1 (5) - - - 1434 883 0,2
a-humuleno 6753-98-6 1454 + 3 (792) - - - 1450 894 0,5
alloaromadendreno  25246-27-9 1461 +2 (343) - - - 1455 850 0,2
y-muuroleno 30021-74-0 1477 £3(392) - - - 1471 885 0,4
Germacreno D 23986-74-5 1481 +3(690) 1476 803 3,5 1477 721 14,0
B-eudesmeno 17066-67-0 1486 +3(349) - - - 1484 875 0,2
ledeno 21747-46-6 1493 + 4 (114) - - - 1487 835 0,3
biciclogermacreno 24703-35-3 1495+ 4 (368) 1491 810 3,8 1491 902 7,8
a-muuroleno 10208-80-7 1499 + 3 (427) - - - 1495 870 0,5
y-cadineno 39029-41-9 1513 +2(485) - - - 1508 853 0,3
B-cadineno 523-47-7 1518 £10(30) 1514 770 0,7 1514 883 2,1
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espatulenol 6750-60-3 1576 £ 2 (539) 1571 788 1,3 1571 846 2,5
globulol 489-41-8 1580 £ N/A (1) 1580 768 0,6 1580 861 0,5
viridiflorol 552-02-3 1591 +2(198) - - - 1588 779 0,2
a-epi-cadinol 5937-11-1 1640 £ 2 (241) - - - 1637 833 0,7
&-cadinol 19435-97-3 1645 + 2 (220) - - - 1641 785 0,2
IP 4 (%): 99,5 IP 4 (%): 96,2

Legenda: RKI + D! (ED#): Referéncia média do indice de Kovats e desvio padrdo seguido pelo nimero de
registros de dados entre parénteses. EKI?; Indice de Kovats Experimental; Abundancia relativa3; IP4 (%): Picos
identificados.

Tabela 15. Compostos quimicos identificados no 6leo essencial de flor masculina da
espécie Baccharis retusa D.C.

N© COMPOSTOS NUMERO CLASS[FICAQAO FORMULA ESTRUTURA
MAJORITARIOS CAS QUIMICA MOLECULAR QUIMICA
1 1R-a-pineno 7785-70-8 MONOTERPENO CioH1se

2 B-pineno 127-91-3 MONOTERPENO CioHas @QX

3 limoneno 138-86-3 MONOTERPENO CioH16 WO‘/

4 B-cariofileno 87-44-5 SESQUITERPENO CacHne \ g

— H
\

Fonte: Baseado em dados ja publicados Pubchem, 2022 e NIST, 2022120121,

Tabela 16. Compostos quimicos identificados no Odleo essencial de folha masculina espécie
Baccharis retusa D.C.

Nno  COMPOSTOS NUMERO  CLASSIFICACAO  FORMULA ESTRUTURA
MAJORITARIOS CAS QUIMICA MOLECULAR QUIMICA
1 1R-a-Pineno 7785-70-8 MONOTERPENO CioH16

2 Germacreno D 23986-74-5 SESQUITERPENO CisHoa \' l
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3 B-cariofileno 87-44-5 SESQUITERPENO CisHas T

4  Biciclogermacreno 24703-35-3 SESQUITERPENO CisHza

Fonte: Baseado em dados ja publicados Pubchem, 2022 e NIST, 2022120.121,

Algumas semelhancas entre os compostos identificados foram observadas nos
Oleos essenciais das flores e folhas feminina. Os monoterpenos alifaticos tiveram maior
representacdo em porcentagem entre as flores - 72,6% (1R-a-pineno, canfeno, B-pineno,
mirceno, 3-careno, limoneno, a-ocimeno, y-terpineno e terpinoleno); e nas flores
femininas, com 47,1% (1R-a-pineno, B-pineno, mirceno, limoneno e a-ocimeno). No 6leo
essencial de flores femininas foram encontrados em grande porcentagem sesquiterpenos
alifaticos (43,5%) copaeno, B-elemeno, B-cariofileno, a-humuleno, y-muurolene,
germacrene D, B-guaieno, B-cyclogermacren, a-muurolene e B-cadineno).

No Oleo essencial de flores masculinas foram identificados 82,8% como
monoterpenos alifaticos (1R-a-pineno, B-pineno, mirceno, limoneno e a-ocimeno) e 14,8
como sesquiterpenos alifaticos (B-cariofileno, germacrene D, B-ciclogermacreno e [-
cadineno). No caso do OE de folhas masculinas, monoterpenos e sesquiterpenos
alifaticos foram predominantes. As folhas masculinas com 49,7% para monoterpenos
alifaticos representados por 3-tujeno,1R-a-pineno, canfeno, sabineno, 3-pineno, mirceno,
3-careno, m-cimeno, limoneno, a-ocimeno, y-terpineno, terpinolene) e 39% para 0s
sesquiterpenos alifaticos (B-cariofileno, aromandendreno, a-humuleno,
alloaromandendreno, y-muuroleno, germacreno D, B-eudesmeno, ledeno, a-muuroleno, y-
cadineno e B-cadineno).

Tabela 17. Identificacdo e quantificacdo dos compostos identificados no 6leo essencial das folhas e flores
feminina de Baccharis retusa D.C. por cromatografia gasosa.

NG FLOR FOLHA
umero

Componentes IKE + D! (ED# 3

P CAS (EDA) IKE? Match 2/3 IKEZ  Match AR3(%)
1R-a-pineno 7785-70-8 929 + 7 (7) 930 920 39,7 929 908 36,6
canfeno 79-92-5 952 + 2 (610) 945 851 01 - - -

B-pineno 127-91-3 979+2(849) 973 918 15,3 974 895 4,4



mirceno
3-careno

limoneno

a-ocimeno
y-terpineno
terpinoleno
linalool
a-terpineol
copaeno
B-elemeno
B-cariofileno
aromandendreno
a-humuleno
y-muuroleno
germacreno D
B-eudesmeno
B-guaieno
biciclogermacreno
a-muuroleno
B-cadineno
espatulenol
globulol
viridiflorol
a-epi-cadinol
o-cadinol

123-35-3
13466-78-9

138-86-3

502-99-8
99-85-4
586-62-9
78-70-6
98-55-5
3856-25-5
515-13-9
87-44-5
489-39-4
6753-98-6
30021-74-0
23986-74-5
17066-67-0
88-84-6
24703-35-3
10208-80-7
523-47-7
6750-60-3
489-41-8
552-02-3
5937-11-1
19435-97-3

991 + 2 (841)
1011 + 2 (336)

1030 + 2
(1005)

1047 + 5 (38)
1060 + 3 (739)
1088 + 2 (607)
1099 + 2 (976)
1189 + 2 (811)
1376 + 2 (698)
1391 + 2 (521)
1419 + 3 (983)
1440 + 1 (5)
1454 + 3 (792)
1477 + 3 (392)
1481 + 3 (690)
1486 + 3 (349)
1490 + 3 (69)
1495 + 4 (368)
1499 + 3 (427)
1518 + 10 (30)
1576 + 2 (539)
1580 + N/A (1)
1591 + 2 (198)
1640 + 2 (241)
1645 + 2 (220)

987
1006

1026

1044
1055
1083
1098
1192
1372
1415
1434
1451
1471
1476
1484
1487
1491
1495
1515
1571
1580
1589
1639

IP 4 (%):

892
849

885

879
812
826
855
847
770

894
793
833
790
829
776
762
856
805
813
824
814
745
795

53
0,3

9,9

1,7
0,2
0,1
0,3
0,2
0,2
9,0
0,2
0,2
0,3
5,0
0,1
0,3
3,3
0,3
11
3,2
0,6
0,2
0,6

98,9

987

1026

1044

1372
1386
1415
1451
1471
1476
1487
1491
1495
1514
1571
1580
1588
1638

IP 4 (%):

837

850

841

799
832
883

809
772
835

640
845
799
820
808
7T
728
758

62

15

4,0

0,6

0,5
0,4
16,4
0,4
0,5
14,6
0,4
75
0,7
2,1
4,9
11
0,4
1,0

98,0

Legenda: RKI + D! (ED#): Referéncia média do indice de Kovats e desvio padrdo seguido pelo nimero de

registros de dados entre parénteses. EKI2: indice de Kovats Experimental; Abundancia relativa3; P4 (%): Picos

identificados.

Tabela 18. Compostos quimicos identificados, no 6leo essencial de flor feminina de Baccharis

retusa D.C.
NO COMPOSTOS NUMERO CLASS[FICA(;AO FORMULA ESTRUTURA
MAJORITARIOS CAS QUIMICA MOLECULAR QUIMICA
1 1R-a-pineno 7785-70-8 MONOTERPENO CioH1s6
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2 B-pineno 127-91-3 MONOTERPENO CioH1s @iﬁ(

3 limoneno 138-86-3 MONOTERPENO CioH16 WO(

4 B-cariofileno  87-44-5 SESQUITERPENO CusHas .

-
Y\

Fonte: Baseado em dados ja publicados Pubchem, 2022 e NIST, 2022120121,

Tabela 19. Compostos quimicos identificados, no Oleo essencial de folha feminina espécie
Baccharis retusa D.C.

\o _ COMPOSTOS NUMERO  CLASSIFICACAO  FORMULA ESTRUTURA
MAJORITARIOS CAS QUIMICA MOLECULAR QUIMICA
1 1R-a-pineno 7785-70-8 MONOTERPENO CioHi6
2 B-cariofileno 87-44-5 SESQUITERPENO CisHas T
oL
3 germacrene d 23986-74-5  SESQUITERPENO CisHza - ,’-w-‘ -
4 biciclogermacreno  24703-35-3 SESQUITERPENO CisH24 (Y

Fonte: Baseado em dados ja publicados Pubchem, 2022 e NIST, 2022120121,

5.3 ATIVIDADE LARVICIDA

Os nove 6leos essenciais obtidos das seis diferentes espécies diferiram no que diz
respeito aos seus efeitos larvicidas contra larvas de Ae. aegypti. Apenas dois 6leos (A.
zerumbet e E. langsdorffii) demonstraram atividade larvicida contra a espécie testada
conforme Tabelas 20 e 21, as tabelas demonstram que ndo houve diferenca significativa
entre os Oleos essenciais das espécies 1 e 2, resultado testado pelo teste Scott Knott. A

mortalidade em 24h se aproximou de 99% e em 48h chegou a 100%. De acordo com o



screening realizado, o OE das duas espécies que demonstraram maior potencial larvicida

foram selecionados para realizar os testes posteriores em diferentes concentracées.

Tabela 20. Mortalidade, média e desvio padrédo de larvas de Aedes aegypti em 24h.

N°  Oleo essencial n Mortalidade absoluta (%) X+DP

1 A. zerumbet (folha) 83 82 (98,95) a 20,5+ 1,73
2 E. langsdorffii (folha) 78 77 (98,75) a 19,25+ 0,5
3 B. retusa (flor Q) 81 44 (54,22) b 11+1,82
4 B. retusa (folha &) 83 25 (30,15) ¢ 6,75+ 0,95
5 M.urundeuva (folha) 81 22 (26,73) ¢ 55+341
6 B. retusa (flor &) 86 13 (14,9)d 3,25+ 1,70
7 B. salicifolius (folha) 85 8 (9,16) d 2+141
8 C.densiflorus (folha) 77 6 (7,62)d 15+1

9 B. retusa (folha ) 86 0(0)e 0+0

Legenda: n: nimero de larvas expostas, X + DP: média + desvio padrdo. Médias seguidas de mesma letra

nao diferem entre si pelo teste de Scott Knott a 5% de probabilidade.

Tabela 21. Mortalidade, média e desvio padrdo de larvas de Aedes aegypti em 48h.

N° Oleo essencial n Mortalidade absoluta (%) X+DP

1 A. zerumbet (folha) 83 83 (100) a 20,75 +2,21
2 E. langsdorffii (folha) 78 78 (100) a 19,50 + 0,57
3 B. retusa (flor 9) 81 46 (56.73) b 115+£1,91
4 M.urundeuva (folha) 81 29 (35.24) c 7,25+ 4,85
5 B. retusa (folha &) 83 27 (32.53) ¢ 6,75+ 0,5
6 C.densiflorus (folha) 77 18 (23.14)d 4,50 + 3,87
7  B.retusa (flor &) 86 16 (18.28) d 4,00 £ 1,41
8 B. salicifolius (folha) 85 11 (12.74)d 2,75+1,25
9 B. retusa (folha Q) 86 1(1.13)e 0,25 +0,5

Legenda: n: nimero de larvas expostas, X + DP: média * desvio padrdo. Médias seguidas de mesma letra
nao diferem entre si pelo teste de Scott Knott a 5% de probabilidade.

Para B. retusa (folha 9), o screening realizado ndo demonstrou atividade larvicida,
pois nessa concentracdo o numero de larvas mortas foi igual a 1, isso pode revelar a
ineficiéncia desse Oleo essencial para a espécie em questdo. Enquanto os 6leos
essenciais das espécies B. salicifolius, B. retusa (flor &) e C. densiflorus obtiveram médias
préximas, ndo demonstrando potencial relevante. Possivelmente, os 6leos das espécies
B. retusa (flor @), M. urundeuva e B. retusa (folha &) necessitariam de doses maiores
para apresentarem maiores letalidades. Na concentracdo testada, B. retusa (flor 9)

causou um pouco mais da metade de mortes 54,22%.
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As espécies que promoveram mortalidade de 100% no screening com
concentracdo de 100 mg/L foram de A. zerumbet e E. langsdorffii. As atividades larvicidas
dessas duas espécies vegetais foram testadas em sete diferentes concentracdes entre
2,5 a 100 mg/L. Na figura 28 é possivel identificar a curva de toxicidade dos dois OEs
selecionados, em que as doses letais sdo dependentes da concentracdo. Os valores das
CLso, CLgo e CLgs dos dois OEs selecionados sdo mostrados na Tabela 23 e 24, em duas
diferentes leituras 24h e 48h e a mortalidade dose dependente demonstrada nas Figuras
28 e 29.

Figura 22. Efeito de diferentes concentracdes do 6leo essencial de Alpinia zerumbet (Pers.) na
mortalidade de larvas de Aedes aegypti apds 24h e 48h, em relagdo a média de mortalidade e

concentracoes utilizadas.
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Observou-se que as duas espécies demostraram potenciais ativos larvicidas contra
larvas de Ae. aegypti apos 24 e/ou 48h apresentando toxicidade dependente de dose.
Assim, o 6leo essencial de A. zerumbet frente larvas do 3° e 4° estagio apresentou CLso =
38,69 mg/L; CLeo = 72,2 mg/L e CLes = 86,17 mg/L. Para a espécie E. langsdorffii CLso
56.74 mg/L; CL90 103.34 mg/L e CL95 mg/L 122.49 mg/L para 24h. As concentracfes
letais encontradas para A. zerumbet foram (CLso = 36.644 mg/L; CLgoo = 66.318 mg/L CLos
= 78.4 mg/L), e para E. langsdorffii (CLso = 53.522 mg/L; CLoo = 103.932 mg/L CLgs =
125.4 mg/L) para 48h.

E importante destacar que as larvas que permaneceram vivas apds 24h néo
continuaram completamente ativas, se mostraram lentas quando expostas a luz

direcionada, diferente das larvas do controle que se mantiveram ageis e ativa.

Tabela 22. Concentracfes letais dos Oleos essenciais de A. zerumbet e E. langsdorffii em
24h contra larvas de Aedes aegypiti.

Oleo n  CLso(IC 95%) CLoo(IC 95%) CLos (IC 95%) Inclinagéo + DP
Essencial
A. zerumbet 1687 38.69 72.2 86.17 4.730 + 0,223
(34.1-43.3) (63.0-86.7) (73.64 — 107.4)
E. langsdorffii 1681 56.74 103.34 122.49 4.922 £ 0277

(40.3-75.2) (77.29-254.71) (87.55-382.17)

Legenda: n: nimero de larvas expostas, CL: Concentragdo letal, IC: Intervalo de confianca.

Tabela 23. Concentracdes letais dos 6leos essenciais de A. zerumbet e E. langsdorffii em
48h contra larvas de Aedes aegypti.

Oleo n CLso (IC 95%) CLgo (IC 95%) CLogs (IC 95%) Inclinacéo + DP
Essencial
A.zerumbet 1687 36.6 66.3 78.4 4.979 + 0,237
(30.8-425) (55.9-852) (64.6—106.3)
E. langsdorffii 1681 53.5 103.9 125.4 4.447 + 0,240

(33.7-78)  (72.9-399.9) (83.6 — 690.8)

Legenda: n: nimero de larvas expostas, CL: Concentracao letal, IC: Intervalo de confianga.

Este é o primeiro relato de OE dessas espécies contra larvas do mosquito Ae.
aegypti. E as duas que apresentaram maior atividade larvicida estdo entre as trés

espécies com maior rendimento em 6leo essencial.

O OE com maior potencial larvicida foi A. zerumbet. E. langsdorffii e A. zerumbet

apresentaram predominancia de monoterpenos alifaticos e sesquiterpenos oxigenados.
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Porém, vale uma investigacdo mais aprofundada dos principais constituintes desses OE e
suas caracteristicas. Apesar dos componentes quimicos do OEs terem sido analisados
neste estudo, se faz necesséario avaliar a atividade dos compostos puros, bem como

determinar o mecanismo de acao dos OE e seus compostos.

O Controle negativo com agua e agua/DMSO ndo promoveu mortalidade
significativa, ndo chegando a 10%, por isso nao foi necessario corrigir a mortalidade, pois
a mortalidade dos grupos controle ndo ultrapassou o limite descrito no protocolo da
OMS?®’, Esse resultado confirma a atividade larvicida das espécies testadas, excluindo a

possibilidade de o DMSO causar toxicidade contra as larvas.

5.4 ATIVIDADE LARVICIDA DE BTI

6. Todas as larvas expostas ao controle positivo apresentaram mortalidade de 100%

apos leitura de 24h de exposicao.
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6. DISCUSSAO

Zoghbi et al.?®, identificaram como principais constituintes no 6leo da folha de
Alpinia speciosa K. Schum. (sinonimia de A. zerumbet) - limoneno (25,1%), terpinen-4-ol
(22,7%) e y-terpineno (17,4%); e no oOleo da flor 1,8-cineol (23,1%), terpinen-4-ol (20,4%),
sabineno (14,5%) e y-terpineno (8,8%), compostos também identificados nesse estudo,
mas em diferentes concentracoes.

Um estudo no Japao analisou duas variedades da espécie Alpinia zerumbet (tairin
e shima) e encontrou os principais compostos para uma das variagdes: y-terpineno
(14,5%), cineol (13,8%), p-cimeno (13,5%), sabineno (12,5%), terpinen-4-ol (11,9%),
oxido de cariofileno (4,96 %), cinamato de metila (4,24%), cariofileno (2,4%) e y-terpineol
(1,28%). E também cineol (37,8%), B-linalol (17,1%), 6xido de cariofileno (10,4%),
cinamato de metila (6,34%), benzilacetona (4,21%) e a-terpineol (3,36%) para a segunda
variacdo analisada®’. Compostos como o cinamato de metila, cineol, 6xido de cariofileno
para a primeira variagdo nao foram encontrados e para a segunda variagdo somente a-
terpineol.

Em estudos anteriores, o teor de Oleo essencial obtido de matéria fresca de E.
langsdorffii a partir das folhas foi de 0,05 %’3. B. salicifolius (Kunth) O. Berg obteve
rendimento de 1,2% - com material seco® e de 2,29% para folhas frescas®. Uma
pesquisa realizada com plantas do cerrado demonstrou um rendimento para B. salicifolius
de 0,12%%% Para A. zerumbet, obteve um teor de 0,12% por hidrodestilacdo de folhas
frescas e 0,35% de folhas secas??, porém o 6leo essencial obtido de folhas secas obteve
um teor de aproximadamente 0,74% em outro estudo'®?. O 6leo essencial das folhas de
C. densiflorus teve rendimento de 0,22% de folhas frescas'?®, e de aproximadamente
0,09% a partir de folhas secas®.

Para M. urundeuva o rendimento foi de (0,02%), calculado a partir do peso fresco
dos materiais vegetais!®, e 0,13% comparados com o mesmo horario de coleta 9h'°,

O teor de 6leo essencial varia com a espécie, fatores ambientais, manejo, método
de extracéo e o tipo de material: fresco ou seco!?”.

Os resultados encontrados na literatura utilizaram tanto a raz&o entre a massa
fresca e a quantidade de 6leo obtido, como a razdo entre a massa seca da planta e o
Oleo. Logo deve-se considerar que foram utilizadas metodologias diferentes de extracédo

em cada estudo e de acordo com fatores como cultivo, umidade, temperatura, clima,
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altitude, ha possibilidade de alteracdo do rendimento, o que justifica as diferencas
observadas.

Para a espécie A. zerumbet, os compostos encontrados no 6leo foram idénticos
aos encontrados em estudo anterior, porém a analise foi realizada com o 6leo essencial
das flores, o Unico composto diferente foi o Espatulenol'®®. Estudo recente analisou a
composicdo do 6leo essencial de diferentes espécies e encontrou 0S mesmos compostos
majoritarios para essa espécie diferindo a abundancia (22,1% de 4-terpineol, 17,5% de
1,8-cineol, 11,5% de sabinense e 10,9% de Y-Terpineno)!®®. Em 2004, o 6leo essencial
de A. zerumbet foi testada contra larvas de Ae. aegypti, mas ndo obteve boa atividade
larvicida entre os o6leos essenciais testados (CLso 313 pg/mL), mesmo a composigcéo
guimica encontrada teve grande semelhanca a encontrada nesse estudo (17,9% de 1-8-
cineole, 17,8% de 4-terpineol, 14,5% de Y-Terpineno e 12,9% de p-cimene e 9,2% de
sabinene)10.

Diferentes compostos majoritarios foram encontrados para a espécie B. salicifolius,
1,8-cineol (38.5%), limoneno (13.1%) em estudo realizado na Argentina®®. Um estudo
brasileiro realizado em S&o Paulo demonstrou composi¢do quimica diferente para B.
salicifolius e os principais compostos identificados foram biciclogermacreno (17.50%),
globulol (14.13%), viridiflorol (8.83%)!!!. Estudo recente avaliou o 6leo essencial dessa
espécie vegetal do cerrado contra larvas de Ae. aegypti e encontrou y-terpineno (17.1%)
em maior concentracdo em B. salicifolius, seguido por B-cariofileno (11.4%),
aromadendreno (10.3%) and a-pineno (8.8%)°’, resultado muito semelhante ao
encontrado nesse estudo. Os mesmos 4 compostos majoritarios foram identificados,
porém diferindo nas porcentagens encontradas, que pode ser explicado pela
sazonalidade, ou seja, a data de coleta da espécie vegetal, ja que no estudo citado foi em
dezembro de 2019 e nesse estudo foi em Junho e Julho de 2019.

O 6leo de folha da espécie C. densiflorus (Steud.) Stapf apresentou semelhancas
com alguns compostos identificados nesse estudo, po exemplo, trans-p-menta-2.8-dien-1-
ol 22,4%, cis-p-menta-1(7),8-dien-2-ol) 11,1%, perillla alcohol 17,2 ou isocarveol,
limoneno 3,9%, carveol 3,1%, mas diferencas na quantidade e presenca de outros
compostos!??, Um estudo recente mostrou semelhancas na composicdo quimica com a
presenca dos compostos majoritarios trans-p-menta-2,8-dien-1-ol, cis-p-menta-2,8-dien-1-

ol, trans-p-mental(7),8-dien-2-ol, cis-p-menta-1(7),8-dien-2-ol*13,
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Em 2012, foi a primeira vez que a composi¢cdo do 6leo essencial da espécie E.
langsdorffii € relatada, e apresentou epi-longipinanol (13,6%), y-eudesmol (12,3%),
limoneno (11,8%) e 10-epi-y-eudesmol (10,6%) como constituintes principais, neste
estudo, o composto majoritario encontrado também foi o limoneno 15,5%, porém varios
compostos diferentes foram identificados’3.

O composto majoritario da espécie M. urundeuva Alleméao, relatado em estudo
anterior, também foi o d-3-careno (80,41%). Este O6leo apresentou maior teor de
terpinoleno do que de a-limoneno, contrario ao que foi encontrado neste estudo!*4.

O dleo essencial da B. retusa foi relatado apenas uma vez em 1971, mas os dados
sobre os principais compostos ndo estdo disponiveis!!®.. No presente estudo, quatro
analises diferentes foram realizadas para B. retusa. O Oleo essencial das folhas
masculinas teve a-pineno (31,3%), cariofileno (12,5%), germacreno D (14%) e
biciclogermacreno (7,8%) como componentes principais. Em comparacdo, as flores
masculinas apresentaram a-pineno (53,4%), [J-pineno (13,6%), limoneno (9,3%) e
cariofileno (6,8%). Nas folhas femininas a-pineno (36,6%), cariofileno (16,4%),
germacreno D (14,6%) e biciclogermacreno (7,5%) foram encontrados em concentragdes
semelhantes as folhas masculinas, enquanto as flores femininas apresentaram a-pineno
(39,7%), [I-pineno (15,3%), limoneno (9,9%) e cariofileno (9%).

Os resultados encontrados nos testes larvicidas demonstraram duas espécies com
grande potencial, A. zerumbet (Pers.) B. L. Burtt & R. M. Sm. e E. langsdorffii O. Berg.

O dleo essencial da espécie A. zerumbet foi testado contra Ctenocephalides felis
felis (pulga de gato) adultas e estagios imaturos. Para larvas da pulga foi encontrada CLso
igual a 7,29199,

Cavalcanti et al.*® observaram a atividade larvicida de eugenol e 1,8-cineol da
espécie Ocimum gratissimum contra Ae. aegypti (CLso = 60 ug/mL).

Atividade larvicida moderada foi observada para o composto eucaliptol (1,8-cineol)
com valor de CLso de 181,33 ug/mL em 24 h contra os estagios larvais de Ae. aegypti 1.

Foi avaliada atividade larvicida para o composto quimico vy-terpineno que
apresentou forte atividade contra H. armigera - lagarta do algodéo - com CLso = 150,15
pg/mLtt?,

Um estudo avaliou a atividade larvicida de seis monoterpenos contra Ae. aegypti e

encontrou CLso = 0,4 pg/mL para y-terpineno, 38,77 para 4-terpineol, 53,63 para 1,8-
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cineol*®, Esses compostos majoritarios foram encontrados na espécie A. zerumbet nesse
estudo.

Outro avaliou compostos larvicidas contra Ae. aegypti, 0S monoterpenos
selecionado e avaliados foram: R-carvona, S-carvona, RS-carvona, R-limoneno, S-
limoneno, RS-mentol, y-terpineno, 3-careno. R- e S-limoneno exibiram a maior poténcia
larvicida (CLso= 27 e 30 pg/mL, respectivamente), seguido por y-terpineno (CLso = 56
ppm) e RS-carvona (CLso =118 ppm)**9,

Compostos puros foram testados por Ali et al.*??, que obtiveram B-cariofileno (CLso
= 26 ppm) o composto mais potente seguido por 6xido de cariofileno (CLso = 29 ppm), que
também foi semelhante ao -pineno (CLso = 35,9 ppm) contra larvas de Ae. aegypti 24
horas apos o tratamento. Os compostos (-)-a-pineno e (B-pineno apresentaram atividade
larvicida semelhante.

Existem poucos estudos de A. zerumbet frente as larvas de Ae. aegypti. Um estudo
avaliou a atividade larvicida do 6leo essencial de A. zerumbet frente as larvas do mosquito
e obteve 50,70 mg/mL-*?3, Da mesma forma, um estudo anterior avaliou o potencial do
Oleo essencial das sementes foi demonstrado que o OE possui acdo larvicida frente as
larvas do mosquito Ae. aegypti apresentando CLso = 125 e 87ug/mL e CLso 64 e 32 ug/mL
das folhas'?4,

Um estudo com B. salicifolius testou o OE dessa espécie contra larvas de Ae.
aegypti e diversos compostos isolados. B. salicifolius apresentou resposta positiva em
todos os testes larvicida, adulticida e repeléncia espacial. Além disso, foram determinados
valores de CLso: p-cimeno (CLso 9,5 pg/mL); (R)-(+)-limoneno (CLso 4,6 pg/mL); (S)-(-)-
limoneno (CLso 6,5 pg/ mL) e B-pineno (CLso 8,7 pg/mL), estes apresentaram mortalidade
> 80% apds 24 h de exposicdo na mesma concentracdo'?®. A diferenca dos resultados
aqui descritos pode ser explicada pela diferenca na concentracao da composi¢ao quimica
encontrada: no estudo citado, foi encontrado y-terpineno (17,1%) e B-cariofileno (11.4%)
em maior quantidade e no presente trabalho, 1R-a-Pineno (44%), seguidos por Y-
Terpineno (12,1%). O que condiz com os testes realizados com outras substancias
testadas por Silva et al. 1?°, que encontraram B-cariofileno, éxido de cariofileno, linalol, a-
pineno, B-pineno e a-terpineol (todos a 25 pg/mL) apresentaram mortalidade < 10%.

Poucos estudos demonstram a relacdo do efeito larvicida e a composi¢cdo quimica

dos 6leos essenciais, pois € dificil determinar como os 6leos essenciais influenciam a
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atividade das larvas do mosquito, porém alguns estudos descrevem possiveis causas e
modos de acdo dos OEs*.

A relacao entre o efeito larvicida e a composi¢cdo quimica dos 6leos essenciais é
dificil apontar, ja que a combinacdo entre os compostos presentes em um 06leo essencial
pode afetar diretamente sua acdo biologica. Substancias isoladas possuem acoes
individuais, mas o conjunto dos compostos pode aumentar significativamente a eficacia
além de evitar resisténcia a pragas?*?®.

De acordo com Luz et al.°, os 6leos essenciais com maior potencial larvicida séo
aqueles ricos em hidrocarbonetos sesquiterpénicos, sesquiterpenos oxigenados e
hidrocarbonetos monoterpénicos, o que corrobora com o presente estudo que apresentou,
para a espécie A. zerumbet, predominancia de monoterpenos alifaticos (55,3%) e 41,3%
de monoterpenos oxigenados. Para a espécie E. langsdorffii, monoterpenos alifaticos
36,5%, e sesquiterpenos oxigenados 32,9%.

A lipofilia desempenha um papel fundamental na modulacdo da atividade larvicida,
a hidrofobicidade é fortemente correlacionada com a atividade larvicida, isso foi
demonstrado em um estudo realizado em 2013 que utilizou ferramentas quimiométricas,
sdo métodos populares para modelar permitindo a andlise de grandes conjuntos de dados
colineares multivariaveis. Foi realizada uma analise para investigar compostos larvicidas e
estudar as relacdes estrutura-atividade entre a atividade larvicida e um conjunto de
compostos encontrados principalmente em plantas, um total de 55 compostos com
atividade contra larvas de Ae. aegypti*?’.

A inibicdo da acetilcolinesterase (AChE) também desempenha um papel na
modulacdo da atividade larvicida. A acetilcolinesterase (AChE) € uma das enzimas mais
essenciais da familia das serina hidrolases, catalisa a hidrélise do neurotransmissor
acetilcolina, que desempenha um papel fundamental na memoria e na cognicdo. Um
potencial eficaz de inibicdo de AChE de Artemisia maderaspatana foi encontrado em um
estudo que caracterizou os componentes volateis da espécie A. maderaspatana e avaliou
seu potencial de inibicdo da acetilcolinesterase. O principal componente identificado foram
a-humuleno (46,3%), o papel de outros constituintes menores parece ter influéncia, nao
podendo ser desconsiderados, jA que apesar de a-humuleno tenha sido o principal
composto identificado em A. maderaspatana, o estudo demostrou que esse composto

possui baixa inibicdo da AChE. Sendo assim, a atividade inibitéria do 6leo da espécie
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analisada pode ser esperada do efeito da sinergia, ou seja, pela combinacdo de a-
humuleno e B-cariofileno, como também componentes menores'?®

Luz et al.®°, descreveram o modo de acdo dos Oleos essenciais e seus
componentes correlacionando com a inibicdo da acetilcolinesterase (AChE) e inibicdo da
tripsina. De acordo com o autor, a partir do momento que o0s Oleos essenciais e
componentes sdo absorvidos pelas larvas através da cuticula, do sifao respiratério ou
ingestdo, eles agem localmente ou sistemicamente causando ruptura da matriz
lipoprotéica larval. Como consequéncia, microscopicamente pode haver paralisia ou
excitacdo, ruptura, escurecimento ou liberacdo da matriz piretréfica. Além disso, as
inibicBes enzimaticas, inibicdo da acetilcolinesterase ou tripsina, pode causar absorcao
negativa de nutrientes, comprometimento do crescimento, e inducdo de mortalidade.

Uma reviséo realizada em 2015 avaliou as pesquisas sobre o uso de OEs como
potenciais larvicidas com base em sua composicdo quimica e eficacia biolégica e 122
espécies de plantas de 26 familias atenderam aos critérios do estudo. Do total (68,8%)
eram de 5 familias: Lamiaceae (19,7%), Cupressaceae (14,7%), Rutaceae (12,3%),
Apiaceae (11,5%) e Myrtaceae (10,6%) e curiosamente algumas substancias ocorrem
repetidamente em varias espécies de plantas da mesma familia, portanto, podem ser
consideradas tipicas para essas familias. Sdo elas: Lamiaceae: 1,8-Cineole, thymol, p-
cymene; Cupressaceae: a-pineno, 6-3-careno, sabineno, limoneno; Rutaceae: limoneno,
a- e B-pineno; Apiaceae: limoneno, a- e B-pineno, sabineno, trans-anetol e Myrtaceae:
1,8-cineol; p-cimeno?.

As duas espécies nesse estudo que tiveram potencial larvicida, A. zerumbet e E.
langsdorffii pertencem as familias Zingiberaceae e Myrtaceae, respectivamente. Os
componentes majoritarios identificados de A. zerumbet apesar de ndo ser uma espécie
gue se encaixa dentro das principais familias avaliadas na revisao, 1,8-cineol (22,6%) e
sabineno (21%) estdo dentro da lista dos compostos repetidos nas familias que tiveram
potencial larvicida. Em E. langsdorffii foram a-limoneno (15,5%) e &-cadinol (10,6%),
sendo que limoneno encontra-se na lista. Possivelmente, os compostos majoritarios

citados sdo os principais responsaveis pela acéo larvicida avaliada nesse estudo.
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7. CONCLUSAO

A atividade larvicida dos OE foi avaliada e investigada neste estudo. Os O6leos
essenciais obtidos das seis diferentes espécies diferiram quanto aos seus efeitos
larvicidas sobre Ae. aegypti. Dois Oleos (A. zerumbet e E. langsdorffii) apresentaram alta
atividade larvicida contra Ae. aegypti. E. langsdorffii teve predominancia de monoterpenos
alifaticos e sesquiterpenos oxigenados. No entanto, os principais constituintes desses OE
sdo caracteristicos e merecem uma investigacdo mais aprofundada. A. zerumbet também
teve predominancia de monoterpenos alifaticos e monoterpenos oxigenados. Este € o
primeiro relato de OE dessas espécies contra larvas do mosquito Ae. aegypti. O OE mais
potente foi A. zerumbet. As concentragbes letais encontradas para A. zerumbet foram
(CLso = 36,644 mg/L; CLoo = 66,318 mg/L), e para E. langsdorffii (CLso = 53,522 mg/L;
CLgo = 103,932 mg/L). Embora os componentes quimicos do OE tenham sido analisados
neste estudo, os componentes ativos ainda precisam ser identificados, além do modo de
acdo que precisa ser esclarecido. Dentre as trés espécies que apresentaram 0s maiores
rendimentos de OE, essas duas apresentaram a maior atividade larvicida.

A. zerumbet e E. langsdorffii apresentaram alta atividade larvicida contra Ae.
aegypti. Bioensaios de campo com A. zerumbet e E. langsdorffii devem ser realizados
para analisar a resposta de mortalidade de Ae. aegypti.

Assim, o modo exato de acado e alvo dos OE das espécies testadas neste estudo e
seus principais componentes quimicos precisam de mais experimentos para revelar e
confirmar a atividade larvicida. Esses resultados sdo promissores para desenvolvimento
de novos produtos biodegradaveis de plantas do bioma Cerrado, estratégia sustentavel e
potencial para controlar mosquito vetor Ae. aegypti e, portanto, da dengue, Zika,
Chikungunya e Febre Amarela.
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9. APENDICE

9.1 APENDICE A

A Secretaria de Pos-Graduagio do Programa de Ciéncias e Tecnologias em Satide

Prezada equipe do Programa de Pos-Graduacao do Programa de Ciéncias e Tecnologias

em Saude,

Tendo em vista as orientagdes descritas no documento “PROCEDIMENTOS
BASICOS PARA MARCACAO DE DEFESA DE DISSERTACAO DE
MESTRADO”, no que diz respeito aprovagio de pesquisa em Comité de Etica em
Pesquisa (CEP): “Quando se tratar de pesquisas que nao exigem a aprovagao do CEP o
discente deverd entregar um documento solicitando a dispensa de entrega deste
comprovante com as devidas justificativas, assinado e com a anuéncia do orientador”,

mformamos:

A pesquisa de mestrado, intitulada “Atividade larvicida de oleos essenciais do
cerrado brasiliense contra larvas de Aedes aegypti (diptera: culicidae)”, a ser
apresentada na modalidade de monografia, ndo envolve seres humanos e esta
dispensada de submissdo e aprovagdo por Comité de Etica de Pesquisa com Seres
Humanos, de acordo com a Resolugao 466/2012 do Conselho Nacional de Saude e
Conforme a Lei Federal n° 11.794/08, pois nao envolve animais vertebrados ou
materiais e dados derivados destes ou parte destes. Sao utilizados material vegetal além
de testes de suscetibilidade com larvas da espécie Aedes aegypti. A criagao e
manutencdo da espécie Aedes aegypti foi autorizada pela Comissdo de Etica no uso
Animal (CEUA) da Universidade de Brasilia, sob protocolo n® 85/2018.

Dessa forma, solicitamos dispensa de entrega de comprovante de aprovacao do

protocolo de pesquisa no Comité de Etica em Pesquisa (CEP).

Data: 05/08/ 22

Crt-

Orientador Discente
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ABSTRACT

The mosquito Aedes aegypti is the main vector of viral diseases such as dengue, Zika,
Chikungunya, and urban yellow fever. Essential oils are a set of organic compounds from a single
plant species composed of volatile molecules. Usually toxic to humans in relatively high doses, they
have been found present repellent activity against many mosquito species. However, only a few
studies still address the therapeutic potential of plant extracts from the Brazilian Cerrado. Therefore,
the larvicidal activity of different essential oils (EO) from native and cultivated plants in the
Brazilian Cerrado against Aedes aegypti larvae was evaluated. Essential oils were obtained from
Alpinia zerumbet (Pers.) B.L.Burtt & R.M.Sm., Baccharis retusa DC., Blepharocalyx salicifolius
(Kunth) O. Berg, Cymbopogon densiflorus (Steud.) Stapf, Eugenia langsdorffii O. Berg.,
Myracrodruon urundeuva Allem&o. Baccharis retusa DC. is dioecious; hence it was separated into
male and female, leaves and flowers. The two most potent EOs were from A. zerumbet and E.
langsdorffii, which resulted in 100% larvae mortality at 100mg/L and LCso = 36.6 mg/L, LCq =
66.3 mg/L (A. zerumbet) and LCso = 53.5 mg/L, LCgo = 103.9 mg/L (E. langsdorffii). The major
essential oil components were 1,8-cineole, sabinene, terpinen-4-ol and y-terpineno in A. zerumbet;
and limoneno, o&-cadinol, mirceno and espatulenol in E. langsdorffii. However, the active
components still need to be identified, as well as a clarification of their mode of action.

Key words: Essential oils, larvicides, monoterpenes, vector control, Aedes aegypti.
1. INTRODUCTION

Due to climate and other severe environmental changes and increased international travel and trade,
vector-borne diseases have been spread from tropical zones to temperate areas (WHO, 2017). The
Aedes aegypti mosquito is the principal vector of viral diseases such as dengue, Zika, Chikungunya,
and yellow fever (Imperato, 2016). In 2021, there were 1,256,181 cases of dengue, 134,817 of
Chikungunya, and 21,043 Zika in the Americas (Gutiérrez, 2022). In Brazil alone, 502,983 cases of
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dengue, 93,043 of Chikungunya, and 6,020 of Zika were recorded (de Medeiros et al., 2022). For
mosquito control, the main strategy currently used is the use of synthetic insecticides, but technical,
ecological, economic, and operational factors make this strategy limited (Ghosh, 2012). Although
presenting good results, the most recent initiatives, such as biocontrol using Wolbachia spp., genetic
modification for sterile insects, and others, are still not widely used. The harmful effects of
synthetic insecticides, the main worldwide tool for mosquito control, are well known. Mosquito
resistance to insecticides is another negative factor for this method, whereas for mixtures of
complex plant-based compounds there is less possibility of resistance development (Ghosh, 2012).
An alternative is vector control, preventing most vector-borne conditions (WHO, 2017). In this
sense, using volatile compounds from plants as mosquito repellents or reducing the mosquito
population can be a green alternative in vector-borne disease control. Essential oils are usually less
toxic to humans than conventional insecticides, exhibiting repellent activity against numerous
species of mosquitoes (Huong, 2020). Essential oils from 175 plant species against A. aegypti larvae
were analyzed, and species from Piperaceae, Asteraceae, Rutaceae, Euphorbiaceae, and Lauraceae
had the highest number of larvicidal effects (de Souza, 2020). Although such success cases have
been reported, scented plants from Cerrado are still little explored. And have great potential as a
rich source of natural products (Jesus et al., 2020). Therefore, the susceptibility of A. aegypti larvae
to different essential oils from six plant species growing in the Cerrado was assessed.

2. MATERIAL AND METHODS
2.1 Collection and extraction of essential oils

The plant material was previously identified in the field by the botanist Christopher Fagg
and vouchers were deposited in the University of Brasilia Herbarium (UB). The information about
the 6 species used in this study is in Table 1.

Leaves and flowers of Baccharis retusa DC., and leaves of Alpinia zerumbet (Pers.)
B.L.Burtt & R.M.Sm., Blepharocalyx salicifolius (Kunth) O. Berg, Cymbopogon densiflorus
(Steud.) Stapf and Myracrodruon urundeuva Alleméao were collected in the Cerrado sensu stricto
from the APA Gama Cabeca de Veado and Eugenia langsdorffii O. Berg., at the Campus Darcy
Ribeiro, University of Brasilia (UnB), Brazil, both located in the Federal District at ca. 1000m
altitude, between 9 and 10 am in June and July 2019. As B. retusa DC. is dioecious, leaves and
flowers from the male and female plants were collected separately, totalling 9 samples.

The freshly collected species were immediately cut in small pieces inserted into a
Clevenger-type apparatus for hydrodistillation. The hydrodistillation procedure followed that
described in the Brazilian Pharmacopoeia 6a Edition (Brasil, 2010). Briefly, 200 g of leaves or
flowers were used, and the extraction time was 3h. The obtained oil was immediately stored in dark
brown glass bottles in a freezer at —20° C until the analysis. Experiments were carried out in
triplicate. Total oil yields were expressed as percentages of fresh plant material (m/m). This
research was registered in the Brazilian Biodiversity Authorization and Information System
(SisGen) under the number A44EB9F.

2.2. Chromatographic profile of essential oils
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Compound identification was performed using combined gas chromatography-mass spectrometry
(GC-MS). A gas chromatograph (Clarus 680 GC, Perkin Elmer) was coupled to a quadrupole mass
spectrometer (Clarus SQ8 MS, Perkin Elmer) under the following conditions: injection temperature
of 280 °C with a split ratio of 1:20; Perkin Elmer Elite-5MS capillary column (length 30m x inner
diameter 0.25mm x film thickness 0.25 pm); column oven with an initial temperature of 50 °C,
maintained for 1.5 min, then gradually increased by 3 °C/min to 200 °C, followed by heating at 10
°C/min to 300 °C, maintaining this last temperature for 5 minutes (total running time: 66.5 min); the
GC-MS interface temperature was 280°C, electron ionization energy 70 eV, and detector source
temperature 220°C; the mass spectrometer was scanned over the range m/z 35 to 550 with a
duration of 0.35 seconds and between scans 0.1 seconds. The sample was prepared in GC Grade
ethyl acetate (Merck - Suprasolv), at a concentration of 0.25 puL/mL. Total volume injected was
0.25 pL.

The chromatograms and mass spectra were analyzed by Turbo Mass (version 6.1.0.1963),
AMDIS (version 2.72) software and compared with the NIST MS Search library (version 2.2), and
other libraries kindly provided by Prof. Noel Davies (University of Tasmania). Kovats’ Indices of
all peaks were determined against a standard suite of n-alkanes and compared to literature values to
improve the confidence of peak assignments.

The relative percentage of each compound was calculated by the ratio between the peak area
and the sum of the peak areas of all compounds in the chromatogram of a given sample. That is, the
relative percentages of the Total lon Current (TIC) were measured, not the actual relative
percentages by weight in the oil. Compounds with the relative area above 1% were identified, and
those above 10% were considered predominant.

2.3 Larvicidal activity

The larvicidal activity was tested by the immersion method according to standard
procedures recommended by the World Health Organization (WHO, 2016), with minor
modifications. First, 100mg/L of essential oil (EO) in DMSO stock solution was prepared. Then, 1
mL of stock solution was added to 249 mL of water, making a test solution of 100 mg/L and a total
volume of 250 mL. Subsequently, 20 larvae were transferred to the solution, with a volume of 250
mL. Larvae were not fed during the testing time. Mortality was analyzed 48 hours after exposure.
Four replicates were performed for each sample. For samples that promoted 100% mortality, lethal
concentration (LC) LCsp, LCgo and LCgs were calculated.

Aedes aegypti eggs were obtained from Laboratory of Entomology (UnB) from susceptible
strains (Rockefeller) of A. aegypti, originally provided by the Federal University of Ceara. Bacillus
thuringiensis israelensis (Bti) larvicide, used as positive control, was donated by the Brazilian
Agricultural Research Corporation — EMBRAPA, National Center for Genetic Resources and
Biotechnology.

After incubation, the larvae were kept in distilled water, fed daily with cat food in a low-
light area until the L3 and L4 development stages (WHO 2005). The tests were performed with
three replications, with 20 larvae per treatment. For the first larvicide screening test trials, solutions
from the nine essential oils were prepared in DMSO (100 mg/L). 20 larvae (L3 and L4) were
distributed in transparent plastic cups containing 249 mL of distilled water under controlled
temperature (25 = 30°C) and humidity between 30-50%. The negative controls were 1 mL of
DMSO in 249 mL of distilled water and a water-only. During the trial no nutritional supplement
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was added. Mortality was checked after 48 hours. Larvae were considered dead when they did not
show movement or response to stimulation with a Pasteur pipette and direct light.

For the EO exhibited mortality around 100 %, Lethal Doses was calculated. Briefly, EO
were tested in a concentration set (2.5 to 100 mg/L), in triplicate, and on three different days. For
this step, the positive control was distilled water with two drops of 1.2% Bti larvicide for each
repeat day. Mortality was checked after 48 hours. Larvae were considered dead when they did not
show movement or response to stimulation with a Pasteur pipette and direct light.

2.4 Statistical analyses

All data were submitted to analysis of variance (ANOVA) and the differences between
means compared by the Scott Knott test (at 5% probability) for the mortality tests to define the most
promising treatments. Results were considered statistically significant at p<0.05. No correction was
necessary, as the mortality in the control groups did not exceed 10% (WHO, 2016). The LC ratios
were considered significant (P<0.05). Mortality data obtained from concentration-mortality
bioassays were submitted to probit analysis with limits of 0.95 (confidence interval) using the
PoloPlus statistical program (LeOra Software, 2002-2007). The results were expressed by the
Lethal Concentration (LC) parameter. The response of the populations tested in the concentration-
mortality bioassays was used to obtain the curve slopes. The LCso, LCgo, and LCgs Were estimated
to assess the larval mortality.

3. Results and discussion
3.1 Essential oil extraction yield

The yield determination of each essential oil was calculated based on the arithmetic mean of
three extractions (Table 1).

Table 1. Extraction yield percentages of 9 essential oils

Plant species Voucher Plant Family Yield
material
élpinia zerumbet (Pers.) B. L. Burtt & R.M. Fagg 2525 Leaf Zingiberaceae 0,26
m.
Baccharis retusa D.C. Fagg 2524 Leaf (3) Asteraceae 0,12
Baccharis retusa D.C. Fagg 2524 Flower (&) Asteraceae 0,11
Baccharis retusa D.C. Fagg 2523 Leaf (?) Asteraceae 0,15
Baccharis retusa D.C. Fagg 2523 Flower () Asteraceae 0,09
Blepharocalyx salicifolius (Kunth) O. Berg Fagg 2521 Leaf Myrtaceae 0,28
Cymbopogon densiflorus (Steud.) Stapf Fagg 2411 Leaf Poaceae 0,24
Eugenia langsdorffii O. Berg. Faria Jn & Fagg 918 Leaf Myrtaceae 0,39

Myracrodruon urundeuva Alemao Fagg 2520 Leaf Anacardiaceae 0,13
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Eugenia langsdorffii, B. salicifolius, A. zerumbet and C. densiflorus showed the highest
yields of extracted essential oil (0.39%, 0.28%, 0.26%, and 0.24% respectively), and differed
significantly from the M. urundeuva and B. retusa with both male and female leaves and flowers
(0.13%, 0.12%, 0.11%, 0.15%, and 0.09%, respectively).

Our results differed from those found in previous studies. The essential oil content obtained

from fresh leaves of E. langsdorffii was 0.05% from the same plant population (Moraes, 2012). B.
salicifolius provided 1.2% yield from dried material (Hernandez et al., 2018) and 2.29% from fresh
leaves (Bianchini et al., 2022). For A. zerumbet 0.12% was obtained by hydrodistillation of fresh
leaves and 0.35% from dry leaves (de Pooter et al., 1995). Also, the essential oil obtained from dry
leaves had a content of approximately 0.74% in another study (Rezende et al., 2011). The essential
oil from the leaves of C. densiflorus had a yield of 0.22% from fresh leaves (Etou et al., 2020), and
approximately 0.09% from dry leaves (Seibert, 2018). For M. urundeuva, the yield was (0.02%),
calculated from the fresh weight of plant material (Reboucas et al., 2017), and 0.13% compared to
the same 9h collection time varying to 0.08% at 17h (Costa et al, 2014). It should be noted that
different extraction methodologies were used in each study and according to factors such as
cultivation, humidity, temperature, climate, altitude, and seasonality, there is a possibility of
changing the yield, which could explain the observed differences.

3.2 Chemical composition of extracted essential oils

The results of the GC-MS analysis are listed in Table 2. The dominant constituent of the
essential oil of A. zerumbet was 1,8-cineole (22.6%) followed by sabinene (21%), terpinen-4-ol
(17.3%) and y-terpineno (12.9%). In the case of A. zerumbet EO, monoterpene hydrocarbons
showed an abundance of 55.3% (sabinene and y-terpineno) and oxygenated monoterpenes 41.3%
with the main representatives being 1,8-cineole and terpinen-4-ol. In the northeast of Brazil,
Cavalcanti et al. 2004 found 1-8 cineole (17.9%) and terpinen-4-ol (17.8%) with slightly more vy-
terpineno (14.5%) and much less sabinene (9.2%). It is interesting to observe the authors found the
essential oil was much less effective as a larvicide than in the present work. All compounds found
in A. zerumbet leaf oil were also found in the essential oil of flowers in a previous study, except for
espatulenol (Kerdudo et al., 2017). Another study analyzed the composition of the essential oil of
different species and found the same major compounds for A. zerumbet differing in abundance
(22.1% of terpinen-4-ol, 17.5% of 1,8-cineole, 11.5% of sabinene and 10.9 % y-terpineno) (dos
Santos et al., 2020).

The main constituents of the EO of B. salicifolius were a-pineno (44%), followed by y-
terpineno (12.1%), cariofileno (5.3%), and aromadendreno (5.3%). The main constituents were
almost entirely monoterpene hydrocarbons (67.3%) (a-pineno and y-terpineno) and sesquiterpene
hydrocarbons (19.3%). Costa et al. (2014) collected the same species in Brasilia and also found the
major components were monoterpene hydrocarbons: a-pineno (9.0 %), p-cymene (25.9 %), and y-
terpineno (12.5%). Cariofileno oxide (9.6%), aromadendreno (4.6%), trans—calamenene (3.5%),
and cariofileno (3.2%) were the main sesquiterpenes. Recently another study found y-terpineno
(17.1%), cariofileno (11.4%), aromadendreno (10.3%) and a-pineno (8.8%) as the major
components (Silva, 2022). Different major compounds were found for the species in Argentina,
with 1,8-cineole (38.5%) and limoneno (13.1%) (Hernandez et al., 2018). A Brazilian study carried
out in S&o Paulo also showed a different chemical composition for B. salicifolius and the main
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compounds identified were bicyclogermacrene (17.50%), globulol (14.13%), and viridiflorol
(8.83%) (Furtado et al., 2018).

The major component of C. densiflorus EO was trans-p-mentha-2.8-dien-1-ol (19.2%), in
addition to isocarveol (18.9%), cis-p-mentha-1(7).8-dien-2-ol (15.1%), limoneno (12.2%) and
cosmene (12%). For the EO of C. densiflorus, mostly oxygenated monoterpenes (73%) were found
(isocarveol, carveol and cis-p-mentha-1(7).8-dien-2-ol) and monoterpene hydrocarbons 24,5%
(trans-p-mentha-2.8-dien-1-ol, cosmene, limoneno).

In 1997, a study compared the chemical composition of C. densiflorus leaves and flowers
(Chisowa, 1997). Both leaves and flowers contained trans-p-mentha-2,8-dien-1-ol, verbenol,
perillyl alcohol, and cis-p-mentha-1(7),8-dien-2-ol as the major compounds, (Chisowa, 1997).
Another study also showed similarities in chemical composition with the presence of the major
compounds trans-p-mentha-2,8-dien-1-ol, cis-p-mentha-2,8-dien-1-ol, trans-p-mentha-1(7),8-dien-
2-ol, cis-p-mentha-1(7),8-dien-2-ol (Pereira et al., 2020).

The E. langsdorffii oil was characterized by limoneno (15.5%), &-cadinol (10.6%), mirceno
(9.0%) and espatulenol (8.1%) among others. E. langsdorffii had a predominance of 36.5%
monoterpene hydrocarbon, such as limoneno, mirceno and a-pineno, in addition to oxygenated
sesquiterpenes 32.9% with &-cadinol, espatulenol, isoespatulenol and a-epi-cadinol as the main
major compounds of this chemical family. In 2012, the essential oil composition of E. langsdorffii
was reported for the first time, with epi-longipinanol (13.6%), y-eudesmol (12.3%), limoneno
(11.8%) and 10-epi-y-eudesmol (10.6%) as the main constituents, and in this study using the same
population of plants, the major compound found was also limoneno at 15.5%, but several different
compounds were also identified (Moraes et al., 2012).

In the case of the species M. urundeuva Alemao, the monoterpene hydrocarbons made up to
around 98%. 3-3-Carene (90.2%) was the major constituent followed by terpinolene (4.1%) and
limoneno (1.3%). Costa et al. (2014) found that in this species mirceno was predominant at 66.4%
as opposed to 0.6% in our study. In another study in 2013, the major compound reported was also
d-3-carene (80.41%) with a higher content of terpinolene than limoneno (Figueredo et al., 2013).

The essential oil of the B. retusa was reported only once in 1971, but data on the main
compounds were not provided by the authors (Bonzani & Grotta, 1971). In the present study, four
different analyses were performed for B. retusa. The essential oil of male leaves had a-pineno
(31.3%), cariofileno (12.5%), germacrene D (14%), and bicyclogermacrene (7.8%) as main
components. In comparison, male flowers had a-pineno (53.4%), B-pineno (13.6%), limoneno
(9.3%) and cariofileno (6.8%). In female leaves a-pineno (36.6%), cariofileno (16.4%), germacrene
D (14.6%) and bicyclogermacrene (7.5%) were found in similar concentrations to the male leaves,
while the female flowers had a-pineno (39.7%), B-pineno (15.3%), limoneno (9.9%) and
cariofileno (9%).

Similarities were found between the essential oils of the flowers and the leaves.
Monoterpene hydrocarbons dominated the flowers, 72.6% for female flowers and 82.8% for male
flowers, with the main compounds being a-pineno, B-pineno, limoneno, and mirceno. Monoterpene
and sesquiterpene hydrocarbons were predominant in female and male leaves EOs. Female leaves
had 47.1% monoterpene hydrocarbons represented by a-pineno and B-pineno, and 43.5% for
sesquiterpene hydrocarbons (cariofileno, germacrene D, and bicyclogermacrene), while in male
leaves monoterpene and sesquiterpene hydrocarbons were 49.7% and 39%, respectively. Ferracini
et al. (1996) found that in male and female plants of B. dracunculifolia the
monoterpene/sesquiterpene ratio varied more in the flowers than the leaves over the day, with the
highest values in the male flowers except early in the morning when it was inverted.

Chemical composition can differ considerably depending on factors such as seasonality
(harvest at different times of the year), climate or soil (Araujo et al., 2007), as well as different



92

chemotypes of the species under genetic control. Cerrado on poor acidic latosols at Brasilia (1100
m) has a strong climatic variation between the dry and wet seasons, which could partly explain the
differences in composition.



Table 2. Chemical compounds identified by GC-MS analysis

Component

Hexanal
2-Hexenal
(E)-3-Hexen-1-ol
1-Hexanol
a-Tujeno

a-Pineno

Canfeno
Sabinene

B-Pineno
Mirceno
a-Phellandrene

4 -3-Carene

a-Terpineno
0-Cymene*

m-Cymene *
Limoneno

1,8-Cineole
B-Ocimeno

a-Ocimeno
y-Terpineno

Trans-sabinene hydrate

Isoterpinolene
Terpinolene

Linalool
Cis-p-menth-2-en-1-ol

Trans-p-mentha-2,8-
dien-1-ol

Cosmene
Trans-p-menth-2-en-1-
ol

CAS
Number

66-25-1
505-57-7
928-97-2
111-27-3
2867-05-

2
7785-70-
8

79-92-5

3387-41-
5
127-91-3
123-35-3
99-83-2

13466-
78-9
99-86-5
527-84-4

535-77-3
138-86-3

470-82-6

13877-
91-3
502-99-8
99-85-4

17699-
16-0
586-63-0
586-62-9

78-70-6

29803-
82-5
7212-40-
0
460-01-5
29803-
81-4

RKI + SD*
(ED#)

800 + 2 (453)
851 +5 (52)
852 + 3 (41)
868 + 4 (223)
929 + 2 (489)

929+7(7)

952 + 2 (610)
974 + 2 (619)

979 + 2 (849)
991 + 2 (841)
1005 + 2
(509)
1011 +2
(336)
1017+ 2 (534)
1022 +2
(116)
1023 + 6 (53)
1030 + 2
(1005)
1032 +2
(580)
1037 + 7 (20)

1047 £ 5 (38)
1060 + 3
(739)
1070 +5
(339)
1086 + 3 (46)
1088 + 2
(607)
1099 + 2
(976)
112243
(120)
1123 + 4 (18)

1131 + 1 (4)
1140 + 4 (94)

A. zerumbet B. retusa B. retusa B. retusa B. retusa B. salicifolius  C. densiflorus E. M. urundeuva
Leaves Male Male Fem. Flower Fem. Leaves Leaves Leaves Langsdorfii Leaves
Flower Leaves Leaves
EKI°  RA® EKI° RA® EKIP RA® EKI® RA° EKI° RA° EKI° RA° EKI> RA®° EKIP RA° EKI> RA°
(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
800 0,1 - -
846 0,5 846 0,1
849 0,6
863 04
923 4,2 923 0,8 921 0,9 923 0,2
930 2,2 930 534 930 31,3 930 39,7 929 36,6 928 44,0 930 39 930 0,4
945 0,2 945 0,1
969 21,0 969 0,1
974 53 974 136 974 52 973 153 974 4,4 972 0,2 974 2,6
987 05 987 5,6 987 52 987 53 987 15 987 9,0 987 0,6
1002 0,2 1004 2,6 1004 0,3
1006 0,2 1006 0,3 1005 04 1007 90,2
1014 2,9 1013 1,9 1014 0,3
1021 4,0 1020 35 1022 1,0
1021 041 1021 0,3
1026 1,3 1026 9,3 1026 52 1026 99 1026 4,0 1024 1,4 1026 12,2 1026 155 1026 1,3
1029 22,6 1027 0,8
1034 0,5
1044 09 1044 11 1044 1,7 1044 0,6 1044 1,2
1055 12,9 1055 0,2 1055 0,2 1053 12,1
1067 0,4
1079 0,5
1083 1,0 1082 0,1 1083 0,1 1081 2,7 1083 4,1
1098 0,2 1098 0,3 1096 0,3
1121 0,3
1118 19,2
1133 12,0
1139 0,2




Terpinen-4-ol
Isocarveol
a-Terpineol
2-Pinen-10-ol
Trans-Carveol
Carveol

Cis-carveol
Cis-p-Mentha-1(7),8-
dien-2-ol

Carvone

Isopentyl hexanoate
Copaeno
-Damascenone
B-Elemeno
a-Gurjunene
Cariofileno

Aromandendrene
Seline-5-11-diene

a-Humuleno
Alloaromadendreno
y-Muurolene
y-Himachalene
Germacrene D
B-Eudesmene

B-Guaieno
Ledeno

Bicyclogermacrene

a-Muurolene

562-74-3

35907-
10-9
98-55-5

515-00-4

1197-07-
5
99-48-9

1197-06-
4
22626-
43-3
99-49-0

2198-61-
0
3856-25-
5
23726-
93-4
515-13-9

489-40-7

87-44-5

489-39-4
52026-
55-8
6753-98-
6
25246-
27-9
30021-
74-0
53111-
25-4
23986-
74-5
17066-
67-0
88-84-6
21747-
46-6
24703-
35-3
10208-
80-7

1177+ 2 1177 173
(764)
1186 + N/A
(1)
1189+ 2 1191 05
(811)
1195 + 2
(203)
1217 +2
(216)
1219 +19
(11)
1229 +3
(115)
1231 + N/A
(1)
1242 + 4
(307)
1252 + 2 (33)

1376 +2
(698)
1386 +5
(187)
1391 +2
(521)
1409 + 2
(196)
1419 + 3 1415 12
(983)
1440 +1 (5)
1447 + NIA
(1
1454+ 3
(792)
1461 +2
(343)
1477 +3
(392)
1477 +3 (31)

1481 +3
(690)
1486 + 3
(349)
1490 + 3 (69)
1493 + 4
(114)
1495 + 4
(368)
1499 + 3
(427)

1415

1476

1491

6,8

35

3,8

1191

1372

1375

1415

1434

1450

1455

1471

1477

1484

1487

1491

1495

0,1

0,6

0,1

12,5

0,2

0,5
0,2

04

14,0

0,2

0,3
78

0,5

1192

1372

1415

1434

1451

1471

1476

1484

1491

1495

0,2

0,2

9,0

0,2

0,2

0,3

5,0
0,1

0,3

33

0,3

1372

1386

1415

1451

1471

1476

1491

1495

05

04

16,4

04

0,5

14,6

75

0,7

1190

1371

1402

1414

1433
1440

1450

1454

1483
1486

0,9

0,3

08
53

53
04

0,6

04

05
18

1184

1202

1214

1196

1228

1226

1239

1249

18,9

16
45
9,2
0,7
15,1
3,8

0,3

1386

1415

1434

1450

1476

1484

1487

1491

1494

0,2

2,4

0,2

0,6

08

0,3

04
52

0,6

1415

1484

1491

0,8

0,3

0,4

94



y-Cadineno 39029- 1513+2 1508 0,3 1508 0,9

41-9 (485)
f-cadineno 523-47-7 1518 £ 10 1514 0,7 1514 21 1515 1,1 1515 2,1 1513 0,6 1514 4,6
(30)
Calamenene 483-77-2 1523 +5 1517 0,7
(145)
Cubenene 29837- 1532 +1 1527 15
12-5 (119)
a-Cadineno 24406- 1538 +1 (31) 1532 0,2
05-1
Guaia-3,9-diene 489-83-8 1556 + N/A 1556 0,6
(1)
Germacrene B 15423- 1557 £3 1553 0,8
57-1 (233)
Espatulenol 6750-60- 1576 £2 1571 1.3 1571 24 1571 3,2 1571 3,7 1570 0,5 1571 8,1
3 (539)
Isopathulenol 77171- 1576 0,8 1576 1,0 1576 1,1 1576 1,2 1575 0,6 1576 54
55-2
Globulol 489-41-8 1580 £ N/A 1580 0,6 1580 0,5 1580 0,6 1580 1,1 1579 3,1 1580 1,6
(1)
Viridiflorol 552-02-3 1591 +2 1588 0,2 1589 0,2 1588 0,4 1588 0,5 1588 1,0
(198)
a-epi-Cadinol 5937-11- 1640 +2 1637 0,7 1639 0,6 1638 1,0 1639 45
1 (241)
Cubenol 21284- 1642 +3 1641 1,7
22-0 (127)
8 Cadinol 19435- 1645+ 2 1641 0,2 1650 10,6
97-3 (220)
1PY (%): IPY (%): 1PY (%): 1PY (%): 1P (%): 1P (%): 1PY (%): 1PY (%): 1P (%):
98,6 99,5 96,3 98,8 98,0 93,4 97,8 86,6 99,2

Turbo Mass (version 6.1.0.1963), AMDIS (version 2.72) e NIST MS Search (version 2.2). *Reference Kovats Index average and standard deviation followed by the number of data records in parentheses. ® EKI: Experimental
Kovats Index; ¢ Relative abundance; “Identified Peaks.
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3.3 Larvicide activity

Larvicidal activity of the nine essential oils (mg/L) against 3rd and 4th instar mosquito
larvae were first screened. The 48h mortality results are shown in Table 3. The most potent samples
were those from A. zerumbet and E. langsdorffii, which resulted in 100% mortality, and these
essential oils were selected for further tests. Interesting differences in mortality were noticed
between different parts of the male and female plants of B. retusa, with the female flowers or
inflorescences significantly were more lethal (56.7%) than the female leaves (1.1%), male flowers
(18.2%) and male leaves (32.5%).

Then larvicidal activities of these two plant species were tested at seven different
concentrations ranging from 2.5 to 100 mg/L. The LCso, LCgo and LCgs values for the two chosen
EOs are shown in Table 4. All larvae exposed to the positive control Bti larvicide showed 100%
mortality after 24 hours of exposure.

Table 3. Mortality, mean and standard deviation of Aedes aegypti larvae after 48h exposure to essential oil from
selected species

N° Plant species nd Absolute Mortality (%) X+DP

1 A. zerumbet 83 83 (100) a 20,75 +2,21
2 E. langsdorffii 78 78 (100) a 19,50 £ 0,57
3 B. retusa (flower Q) 81 46 (56.73) b 115+1,91
4 M. urundeuva 81 29 (35.24) c 7,25 +4,85
5 B. retusa (leaf ) 83 27 (32.53) ¢ 6,75+0,5

6 C. densiflorus 77 18 (23.14) d 4,50 + 3,87
7 B. retusa (flower &) 86 16 (18.28) d 4,00+1,41
8 B. salicifolius 85 11 (12.74)d 2,75+£1,25
9 B. retusa (leaf Q) 86 1(1.13)e 0,25 +0,5

anumber of exposed larvae, X £ SD: mean * standard deviation. Means followed by the same letter do not differ from each
other by the Scott Knott test at 5% probability.

Table 4. Lethal concentrations of essential oils of A. zerumbet and E. langsdorffii in 48h against Aedes aegypti larvae.

Essential oil n? LC.(mg/L, Cl LCwu(mg/L, Cl195%)  LC.(mg/L, Cl 95%) Inclination + DP
95%),
A. zerumbet 1687 36.6 (30.8 — 42.5) 66.3 (55.9 - 85.2) 78.4 (64.6 — 106.3) 4.979 £ 0,237
E. langsdorffii 1681 53.5(33.7 - 78) 103.9 (72.9 — 399.9) 125.4 (83.6 — 690.8) 4.447 + 0,240

anumber of exposed larvae, LC: Lethal concentration, Cl: Confidence interval.

Larvicidal test showed two predominant species with great potential, A. zerumbet and E.
langsdorffii. The most potent EO was A. zerumbet (LCso = 36.6 mg/L, LCg = 66.3 mg/L), followed
by E. langsdorffii (LCso = 53.5 mg/L, LCg = 103.9 mg/L). These results differ from a previous
work that found the essential oil of A. zerumbet with a LCso of 313 uL/mL against A. aegypti larvae
even though its chemical composition was found to be very similar to that found in this study
(17.9% of 1-8-cineole, 17.8% terpinen-4-ol, 14.5% y-terpineno ,12.9% p-cymene and 9.2%
sabinene) (Cavalcante et al., 2004). In another study, the essential oil of this species showed
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mortality 100% of the larvae after 5 min (2.5 and 2.0 uL/mL), with LCsg = 0.94 pL/mL and LCg =
1.2 uL/mL (Freitas et al., 2010).

The major compounds found in A. zerumbet (y-terpineno, terpinen-4-ol, and 1,8-cineole)
were evaluated for larvicidal activity against A. aegypti and presented LCso values of 0.4, 38.77 and,
53.63 puL/mL, respectively (Lucia & Masuh, 2013). Another study showed a mild larvicidal activity
for 1,8-cineole (LCso = 181.3 uL/mL) against the larval stages of A. aegypti (Sarma, 2019).

A. zerumbet, popularly known in Brazil as cologne due to its aromatic scent, is native to the
tropical and subtropical regions of Asia (Kress et al., 2005) and was brought to Brazil in the 19th
century (Corréa, 1975). It is easily found in the northeast region of Brazil (Mendes et al., 2015),
from where it spread throughout the country. E. langsdorffii is endemic to the Cerrado (Mazine et
al., 2022).

4. Conclusion

The larvicidal activity of EOs of plants native or cultivated in the Cerrado was investigated
in this study. The essential oils obtained from the six different species differed regarding their
larvicidal effects on A. aegypti. All species are easily cultivated. Two oils (A. zerumbet and E.
langsdorffii) showed high larvicidal activity against A. aegypti. And as far as we know, this is the
first time E. langsdorffii larvicidal effects have been reported. Field bioassays with A. zerumbet and
E. langsdorffii should be performed to analyse the mortality response of Ae. aegypti.
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