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RESUMO

Os inseticidas desempenham importante papel na redugdo do niumero de vetores no
ambiente. Dengue, Zika, chikungunya e febre amarela urbana sdo doencas virais
transmitidas a humanos pela picada de Aedes aegypti, sendo que o Zika virus também
foi isolado de Culex quinquefasciatus. Os inseticidas de fontes naturais constituem
uma alternativa efetiva para o controle dos vetores de arboviroses. Este trabalho
investigou a atividade larvicida, adulticida e repelente em Aedes aegypti de extratos,
Oleos essenciais e compostos extraidos de plantas do Cerrado, assim como de
compostos comerciais relacionados a sua composi¢cao quimica. O extrato acetato de
etila da madeira da raiz de Connarus suberosus Planch. (Connaraceae) apresentou
100% de mortalidade em larvas e, a partir desse extrato, foram isoladas trés quinonas.
Diante da atividade larvicida dessas substancias, foram adquiridas 28 quinonas
comerciais, sendo que oito apresentaram mortalidade > 80% a 25 pg/mL apds 48 h
de exposicdo, com destaque para a tectoquinona (CLsp 1,1 pg/mL). A atividade
larvicida residual em escala laboratorial, por sua vez, foi mais prolongada para
tectoquinona e 2-etilantraquinona. Nos testes semi-campo, a tectoquinona apresentou
mortalidade de 100% em larvas até o 5° dia, demonstrando seu potencial para o
desenvolvimento de formulagbes para o controle de Ae. aegypti. Em relagcdo ao estudo
da atividade dos 6leos essenciais das folhas de 13 espécies do Cerrado em Ae.
aegypti, o 6leo de Hedyosmun brasiliense apresentou melhor atividade larvicida (CLsg
11,2 yg/mL em 24 h) e maior toxicidade em mosquitos adultos com porcentagem de
nocaute de 97,2% ao final de 4 h de exposicdo. O 6leo essencial de Eugenia
dysenterica apresentou melhor atividade repelente espacial tanto para Ae. aegypti
(indice de atividade espacial ponderado — wSAl 20,23), como para CXx.
guinquefasciatus (Tempo de Protecdo - TP 71%). O Oleo essencial de Blepharocalyx
salicifolius foi ativo em todos o0s ensaios conduzidos: larvicida (CLsg 24,1 pg/mL em 24
h), adulticida (93,4% em 4 h), repelente espacial em Ae. aegypti (WSAI 14,80) e em
Cx. quinquefasciatus (TP 60%). Os compostos majoritarios dos Oleos essenciais
mencionados foram determinados por CG-EM. O potencial de aplicabilidade
tecnoldgica de quinonas e de Oleos essenciais no controle de Ae. aegypti e Cx.
guinquefasciatus destaca o bioma Cerrado como fonte de produtos naturais que
podem contribuir para o controle das arboviroses.

Palavras-chave: Aedes aegypti, Culex quinquefasciatus, Cerrado, quinonas, 6leos
essenciais, inseticidas.



ABSTRACT

Insecticides play an important role in reducing the number of vectors in the
environment. Dengue, Zika, chikungunya and urban yellow fever are viral diseases
transmitted to humans through the Aedes aegypti mosquito bite and Zika virus has
also been isolated from Culex quinquefasciatus. Insecticides of natural source are an
effective alternative to control arbovirus vectors. Thus, in this contribution we
investigated the larvicidal, adulticidal and repellent activity of plant extracts, essential
oils and compounds extracted from Brazilian Cerrado plants, as well as commercial
compounds related to their chemical composition. The ethyl acetate extract from the
root wood of Connarus suberosus Planch. (Connaraceae) showed 100% mortality in
larvae and, from this extract, three quinones were isolated. In view of the larvicidal
activity of these substances, 28 commercial quinones were acquired, eight of which
had mortality > 80% at 25 pug/mL after 48 h of exposure, with an emphasis on
tectoquinone (LCso 1.1 pg/mL). The residual larvicidal activity at laboratory scale was
higher for tectoquinone and 2-ethylanthraquinone. In the semifield tests, tectoquinone
showed 100% mortality in larvae up to the 5th day, demonstrating its potential for the
development of formulations to control Ae. aegypti. Regarding the study of essential
oils extracted by hydrodistillation of leaves from Cerrado species, Hedyosmun
brasiliense showed the best Ae. aegypti larvicidal activity (CLsode 11.2 ug/mL in 24h)
and it was the most toxic for Ae. aegypti adults, with a knockdown percentage of 97.2%
at the end of 4 hours of exposure. The essential oil of Eugenia dysenterica showed
better spatial repellency activity for both Ae. aegypti (weighted spatial activity index -
WSAI 20.23), as well as for Cx. quinquefasciatus (Protection Time - PT 71%). The
essential oil of Blepharocalyx salicifolius was active in all tests performed: larvicide
(LCsp 24.1 pg/mL in 24 h), adulticide (93.4% in 4 h), space repellent in Ae. aegypti
(WwSAI 14.80) and in Cx. quinquefasciatus (PT 60%). The mentioned essential oils main
compounds were determined by GC-MS. The quinones and essential oils
technological applicability potential to control Ae. aegypti and Cx. quinquefasciatus
highlights the Cerrado biome as a source of natural products that can contribute to the
control of arboviruses.

Key-words: Aedes aegypti, Culex quinquefasciatus, Cerrado, quinones, essential oils,
insecticides.
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representada a porcentagem de mosquitos nocauteados e no eixo X, 0 tempo em

Figura 22. Representacdo grafica dos resultados de surface landing and feeding
assay em mosquitos adultos de Cx. quinquefasciatus. No eixo X estdo dispostas as
amostras de DEET juntamente com as espécies: C. adamantium (Arbo0845), E.
dysenterica (Arbo0846A), B. salicifolius (Arbo0847), P. ovatum (Arbo0848), H.
brasiliense (Arbo0849A), X. aromatica (Arbo0851) e M. torta (Arbo0852). No eixo y
esta representada a porcentagem do Tempo de Protegao (TP). ....ccccevveeeriveeennnnn. 100
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INTRODUCAO

O contexto das doencas infecciosas

As doencas infecciosas representam uma das principais causas de mortalidade
em todo o mundo (1). Infelizmente, os anos 2020 e 2021 ser&o lembrados pela
pandemia causada pela infeccdo por coronavirus (COVID-19). Entretanto, no
passado, as viroses foram responsaveis por, pelo menos, outras trés pandemias:
variola, “gripe espanhola” (virus influenza) e o, ainda em andamento, virus da
imunodeficiéncia adquirida (HIV/AIDS) com mais de 30 milhdes de pessoas afetadas

globalmente (2).

No Brasil, destaca-se também o surto de infeccéo por Zika virus, que teve inicio
em maio de 2015, reportado juntamente com o aumento do nimero de neonatos com
microencefalopatia congénita nas regides afetadas pelo virus (3). Em 2016, foi
publicado um trabalho que identificou que a infeccao intrauterina por Zika virus parece
estar associada a severas anomalias cerebrais em neonatos, incluindo a
microencefalopatia (4). O Zika virus € muito similar ao virus da Dengue. Entretanto,
além de ser transmitido pela picada do mosquito infectado, também pode ser

transmitido por outras vias como mée-filho, sexual e transfusédo de sangue (5).

Nesse contexto, o aprimoramento das condi¢fes de vida e sanitarias € um fator
importante para a diminui¢cdo de incidéncia de doencas virais. Mas, o desenvolvimento
de vacinas ainda é de primordial importancia (6). Grande parte das vacinas atua na
protecdo contra viroses. Porém, para a maioria das arboviroses, ainda ndo existe

vacina disponivel. A excecao € a vacina contra a febre amarela urbana (7).

Arbovirus e os vetores Aedes aegypti e Culex quinquefasciatus

Os virus que sao veiculados por artropodes hematéfagos e que tém parte do
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seu ciclo replicativo dentro desses insetos sdo denominados arbovirus. Os arbovirus
sédo considerados problemas de saude publica e podem ser transmitidos aos seres
humanos e a outros vertebrados por meio da picada de mosquitos, flebotomineos e
carrapatos, embora 0s mosquitos apresentem maior relevancia como vetores desse

grupo de virus (8-10).

Os mosquitos tém a habilidade de transmitir uma variedade de agentes
patogénicos responsaveis por causar doencas em humanos e continuam sendo
responsaveis por milhdes de mortes em todo o mundo. A incidéncia mundial de
dengue cresceu mais de 30 vezes nos ultimos 30 anos com 0 aumento do nimero de
paises que reportaram seus primeiros surtos. Zika, dengue, chikungunya e febre
amarela urbana sao viroses transmitidas a humanos por meio da picada do mosquito
Aedes aegypti (11). O vetor Ae. aegypti representa uma ameaca mundial uma vez que
estd presente na maioria das regides tropicais e subtropicais (12). A expansao
geogréfica dos virus da dengue, juntamente com o virus chikungunya e, mais
recentemente, o virus Zika serviu como lembretes de que novas epidemias podem

surgir em qualquer momento dessa diversidade (13).

O virus Zika foi isolado pela primeira vez na década de 1940 e recebeu o nome
de acordo com a area geografica de Uganda de onde foram feitos os isolamentos (14).
Desde entédo, foi isolado de diversas espécies de Aedes: Aedes aegypti, Aedes
africanus, Aedes albopictus, Aedes hensilli (15) e também do mosquito Culex
quinquefasciatus (16). O mosquito Cx. quinquefasciatus é vetor doencas de relevancia
para a saude publica, como as febres West Nile e Rift Valley (17). Em algumas regides

do Brasil, o Cx. quinquefasciatus é o principal vetor da filariose (18).

Apesar dos grandes esfor¢os, apenas a vacina contra a febre amarela € bem
estabelecida. A primeira vacina contra a dengue foi desenvolvida pela empresa Sanofi
Pasteur e obteve seu registro em 2015. ApoOs isso, foi licenciada por mais de 20
autoridades regulatérias em todo o mundo para o uso em regifes endémicas em
pessoas de 9 a 45 anos de idade. No entanto, foram realizadas analises adicionais
em 2017 que recomendaram que a vacina deveria ser utilizada em pessoas que ja
haviam sido infectadas pelo virus anteriormente, uma vez que a analise demonstrou
gue pacientes soronegativos vacinados apresentaram maior risco de contrair dengue
severa ou de serem hospitalizados em relacdo aos pacientes que contrairam o virus

e nao foram vacinados (19).
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Em acréscimo, ndo ha tratamentos etiolégicos especificos para dengue,
chikungunya e Zika. Assim, o controle do vetor permanece sendo a acao preventiva
mais efetiva contra as arboviroses mencionadas (19,20). Os fatores que influenciam
a presenca do mosquito incluem as precipitagdes, a temperatura e a urbanizagéo

rapida sem planejamento (21).

Considerando-se a relevancia sanitaria das arboviroses urbanas no Brasil,
periodicamente o Ministério da Saude (MS) publica dados referentes aos casos de
arboviroses transmitidas pela picada de Ae. aegypti. Os dados tém enfoque na
sazonalidade das arboviroses, considerando-se os periodos de alta pluviosidade e
altas temperaturas. Em 2020, foram notificados 979.764 casos provaveis de Dengue
no pais, indicando uma reducéo em relacédo a 2019. Entretanto, sugere-se que essa
diminuicdo se deva principalmente a subnotificacdo de casos, a mobilizacdo das
equipes de vigilancia epidemiolégica no enfrentamento da pandemia causada pelo
coronavirus e ao receio da populacao de procurar atendimento em uma unidade de
saude (22). A seguir podem ser observados os dados gréaficos dos provaveis casos
de dengue, chikungunya e Zika notificados em 2020 em comparacdo com 2019, Fig.

1, Fig. 2 e Fig.3, respectivamente.
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0 _
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Semana Epidemiolégica

Fonte: Sinan Online (banco de dados atualizado em 14/12/2020). Dados sujeitos a alteracao.
*Dados referentes a SES0.

Figura 1. Curva epidémica dos casos provaveis de dengue no Brasil, 2019 e 2020. Em
2020, foram notificados 979.764 casos. Fonte: https://www.gov.br/saude/pt-
br/media/pdf/2020/dezembro/28/boletim_epidemiologico_svs_51.pdf.
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Figura 2. Curva epidémica dos casos provaveis de chikungunya no Brasil, 2019 e
2020. Em 2020, foram notificados 80.914 casos. Fonte: https://www.gov.br/saude/pt-
br/media/pdf/2020/dezembro/28/boletim_epidemiologico_svs_51.pdf.
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Figura 3. Curva epidémica dos casos provaveis de Zika no Brasil, 2019 e 2020. Em

2020, foram notificados 7.119

casos. Fonte: https://www.gov.br/saude/pt-

br/media/pdf/2020/dezembro/28/boletim_epidemiologico_svs_51.pdf.

O mosquito Ae. aegypti sofre

metamorfose completa durante o seu

desenvolvimento. A partir do ovo, ele eclode em larva, passa a pupa e, finalmente,

chega a fase adulta. Apds a alimentacdo com sangue, a fémea produz, em média, 100

a 200 ovos por oviposicao, podendo ovipor mais de cinco lotes de ovos durante todo

0 seu periodo de vida. A postura dos ovos é feita em substratos de superficies umidas.

Os ovos eclodem imediatamente ap6s a submersao em agua e podem sobreviver por

mais de um ano em lugares secos. Apés ecloséo, as larvas se alimentam de matéria
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organica dissolvida na agua e passam por quatro estadios, passando um curto periodo
nos trés primeiros estadios e a maior parte do tempo no 4° estadio. Os machos se
desenvolvem mais rapido que as fémeas, por isso, geralmente, viram pupas primeiro.
As pupas nado se alimentam e podem demorar até dois dias para se desenvolverem.
Os adultos emergem pela ingestado de oxigénio, que expande o abdémen e provoca a
abertura do exoesqueleto da pupa. A forma adulta do mosquito pode durar de duas
semanas a um més a depender das condi¢cdes ambientais. O ciclo de vida do mosquito

pode se completar dentro do periodo de uma semana e meia a trés semanas (Fig. 4)

(23).
Y :

Gﬂs 3

' .

adultos

PR ovos

' > 4 dias

LilyLzel, (o

Figura 4. Ciclo de vida do mosquito Ae. aegypti.
Fotos: Arquivo do Laborat6rio de Farmacognosia/UnB.

De maneira similar, Cx. quinquefasciatus também sofre metamorfose completa
durante seu ciclo de vida. As fémeas adultas pdem os ovos na superficie da adgua
parada, um de cada vez, formando uma espécie de barca, com 100 a 300 ovos, que
flutua na agua. A partir desses ovos, as larvas eclodem e apresentam vida aquatica,
se alimentando de matéria organica encontrada na agua. As larvas passam por quatro
estagios e se desenvolvem em pupa no periodo de 5 dias. As pupas também vivem
na dgua. No entanto, ndo possuem aparelhos bucais externos e ndo se alimentam
durante esta fase. Apos 2 ou 3 dias, as pupas emergem em mosquitos adultos. As

fémeas, que picam pessoas e animais, necessitam se alimentar de sangue para
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produzir ovos. Apos alimentacdo com sangue, procuram fontes de agua para botar

ovos e dar continuidade ao ciclo (Fig. 5) (24).

2-3 dias

ovos

larvas

Figura 5. Ciclo de vida do mosquito Culex quinquefasciatus.
Fotos: https:/wvww.cdc.gov/imosquitoes/pdfs/CulexLifeCycle_508.pdf

Conforme pbéde ser observado, Ae. aegypti e Cx. quinquefasciatus
compartilham padrées similares durante seu ciclo de vida, ambos apresentam
estagios aquaticos e terrestre. Além disso, ambas as espécies tendem a colonizar,
principalmente, areas urbanas e suburbanas em regides tropicais devido as condi¢es
climéaticas adequadas ao seu desenvolvimento (25). Diferente de Ae. aegypti, que
dissemina seus ovos por diversos criadouros, Cx. quinquefasciatus deposita seus
0VOS na agua, todos juntos, no mesmo criadouro. Uma substancia viscosa une uns
aos outros, formando uma “jangada” com dezenas de ovos, de pé, flutuando na
superficie da agua. O mosquito Ae. aegypti € escuro e apresenta marcacoes brancas
nas pernas e no corpo, enquanto Cx. quinquefasciatus apresenta coloragdo marrom.
Aedes aegypti € mais ativo durante o dia, em especial no inicio da manha e no fim da
tarde, se alimentando de sangue para maturar seus ovos. O Cx. quinquefasciatus, por
sua vez, € um mosquito noturno, que prefere se alimentar no horario em que as

pessoas estdo em repouso (18).

Considerando a complexidade do ciclo de vida do mosquito, de acordo com a

Organizacdo Mundial de Saude (OMS), o controle do vetor deve ser integrado, com
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foco tanto nas formas imaturas (ovos, larva e pupa) quanto na forma adulta do
mosquito. A OMS classifica o controle do vetor de trés maneiras distintas: biolégico,
ambiental e quimico (11). Para o controle biolégico, tém sido empregados predadores
naturais das larvas do mosquito como pequenos peixes e bactérias. O controle
ambiental ou mecéanico consiste na eliminacdo ou reducéo ativa dos criadouros de
mosquitos por meio da promocédo da conscientizacdo. O controle quimico envolve o
uso de inseticidas em larvas ou na forma adulta (11). Essas medidas levam em
consideracdo que 0os mosquitos e seus locais de reproducao sao o principal risco de
infeccdo por arbovirus. Portanto, o encontro entre mosquitos e humanos deve ser
evitado para controlar a disseminacdo das arboviroses. Para tanto, uma outra

alternativa é o emprego de repelentes de mosquitos (26).

O uso de inseticidas sintéticos e de origem natural no controle de vetores

Nesse contexto, o0s inseticidas apresentam um papel importante para
sociedade, ndo apenas para o controle de pestes na producéo agricola, mas também
para a reducdo do nimero desses vetores, COmo 0S Mosquitos, que representam um
impacto direto na saude publica (27). No entanto, nos ultimos anos, o uso de
inseticidas em programas de controle de pragas agricolas em todo o0 mundo resultou
em danos ambientais, ressurgimento de pragas e resisténcia a inseticidas, além de
efeitos letais em organismos ndo-alvo (28,29). Ressalta-se que a aplicacdo continua
de inseticidas sintéticos como piretrdides, carbamatos, organoclorados e
organofosforados contribuem significativamente para o surgimento de resisténcia a
inseticidas (30,31). A maioria dos inseticidas disponiveis ho mercado sao nocivos ao
meio ambiente e seu uso intensivo, até a segunda metade do século passado,
produziu efeitos negativos na saude humana e em organismos néo-alvo. Essa
situacdo incentivou as empresas agroquimicas a reduzir ou evitar o uso de um nimero
consideravel de compostos nocivos. Assim, 0s pesquisadores buscaram produtos de

origem natural como alternativas eficazes aos inseticidas sintéticos (27).

Consequentemente, novos compostos quimicos, incluindo extratos de plantas,
estdo sendo investigados. As plantas sao fontes de moléculas possivelmente ativas,

gue podem levar ao desenvolvimento de estruturas otimizadas ou produtos inseticidas
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(32,33). Nesse contexto, inseticidas de origem natural podem ser uma alternativa ao
uso de inseticidas sintéticos, considerando 0s numerosos casos reportados de
selecdo de mosquitos resistentes, a toxicidade em organismos ndo-alvo e a
persisténcia no meio ambiente. Uma vez que a instru¢cdo de uso dos larvicidas é a
aplicacdo em agua, produtos de origem natural com baixa biodisponibilidade e baixa
persisténcia no ambiente podem indicar menor toxicidade (34,35). Apesar de
promissora, a pesquisa com inseticidas de origem natural € com frequéncia limitada a
escala laboratorial. Dessa forma, ha necessidade de realizacdo de estudos em um

ambiente de campo (36).

De acordo com os dados pesquisados, os repelentes de insetos foram
desenvolvidos progressivamente a partir da fumaca gerada pela queima de plantas e
pela aplicacdo tépica de Oleos essenciais contendo compostos repelentes. Podem
tanto ser extraidos de plantas quanto serem sintéticos, como é o caso do N,N-
dimethyl-3-methylbenzamide (DEET), que é o produto repelente mais comumente
utilizado no mundo inteiro (37). Os repelentes funcionam, primariamente, como
espacial ou de contato. O repelente € considerado espacial quando atua a distancia
(38) e de contato quando os mosquitos aterrissam e fazem contato com uma superficie
guimicamente tratada aumentando sua atividade de locomocgéo ou voando para longe
(39). O DEET funciona como repelente espacial (40) e de contato (41). Porém, nao é
extensivamente utilizado em areas endémicas porque nem sempre €

economicamente accessivel as populagdes carentes (42).

O potencial do bioma Cerrado

O Cerrado é o0 segundo maior bioma do Brasil, depois da Amazoénia,
englobando aproximadamente 2 milhdes km?, sendo que 44% é constituido por flora
endémica (43). Devido a sua grande biodiversidade e alto nimero de espécies
endémicas, o bioma Cerrado é considerado um dos principais pontos mundiais para
a preservacao da biodiversidade (44,45). Abriga mais de 4.800 espécies de plantas e
vertebrados combinados. Contribui com quase metade das aguas superficiais do
Brasil. Apesar de sua significancia ambiental, 46% da sua vegetacdo nativa ja foi

devastada, com taxas de desmatamento 2,5 vezes maiores que o0 bioma Amazdnico
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entre os anos de 2002 e 2011 (45) e apenas 8,7% de seu territorio esta resguardado
em unidades de conservagédo (46). Em 2020, no Brasil, houve quase 14 mil km? de
devastamento em todo territério, sendo que quase um terco ocorreu no Cerrado (47).
Devido aos altos niveis de biodiversidade e endemismo fica claro que o Cerrado é um
ecossistema promissor na busca por inseticidas menos prejudiciais ao meio ambiente.
Nesse contexto, ha tentativas de fornecer estratégias para o controle seguro do vetor,
por meio da identificacdo de metabdlitos secundarios de espécies vegetais da
biodiversidade brasileira, com destaque para o Cerrado (48). No entanto, ainda existe

um grande potencial a ser estudado no que se refere a identificacdo desses

compostos ativos oriundos das plantas do Cerrado (49,50).

O potencial dos 6leos essenciais

Ainda em relacdo a pesquisa de moléculas naturais, os 6leos essenciais, que
sdo misturas sintetizadas por plantas, constituem um importante grupo de compostos
com evidéncias de atividade inseticida (51). Eles sao definidos como 6leos volateis,
apresentando misturas complexas contendo, aproximadamente, entre 20 e 60
compostos em concentragbes variadas. S&8o ricos em compostos volateis
pertencentes as classes dos monoterpenos e sesquiterpenos. Normalmente, séao
caracterizados por seus principais compostos, que frequentemente determinam suas

propriedades bioldgicas (52).

Os Oleos essenciais tém aplicacdo na medicina tradicional por meio do contato
direto das plantas aromaticas com a pele ou por meio do preparo de infusdes. Em
escala industrial, sdo utilizados na producdo de cosméticos, como ingredientes
alimenticios ou como repelentes agricolas (53). Assim, sao fontes promissoras para a
pesquisa e o desenvolvimento de novos produtos inseticidas, uma vez que diversos
estudos demonstraram sua atividade em insetos, além da sua seguranca para 0S
mamiferos, no que diz respeito a administracdo oral e dérmica, com a obtencéo de
valores altos de Concentracéo Letal para 50% da populacdo estudada (CLsg). Em
acréscimo, ha evidéncias de que sao degradados mais facilmente por mecanismos

naturais do ecossistema, indicando uma maior seguranga ao meio ambiente (36).
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Registro de inseticidas no Brasil

bY

As normas aplicadas ao registro e a andlise de inseticidas no Brasil sao
determinadas por diferentes 6rgdos publicos, além de serem observadas as diretrizes
da OMS. Assim, ndo ha uma Unica norma que preconize todos 0s requisitos
necessarios. As trés instituicdes federais relacionadas ao registro de inseticidas séo o
Ministério da Saude (MS), por meio da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitéria
(Anvisa), Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA) e o Ministério
do Meio Ambiente (MMA). As normas brasileiras trazem exigéncias consoantes com
as internacionais, como as preconizadas pelas agéncias reguladoras dos Estados
Unidos da América (EUA) e da Unido Europeia (UE). No entanto, ainda existe a
necessidade de elaboracdo e disponibilizacdo de guia especifico sobre o
desenvolvimento de inseticidas inovadores para o controle do mosquito Ae. aegypti,
por exemplo (54).

Nesse cenario, cabe a Anvisa conceder o registro de produtos inseticidas
destinados ao uso em ambientes urbanos, industriais, domiciliares, publicos ou
coletivos, ao tratamento de agua e ao uso em campanhas de saude publica, como é
0 caso dos inseticidas utilizados para o controle do vetor Ae. aegypti (55). Ainda sob
responsabilidade da Anvisa, esta o registro de repelentes de insetos de uso topico,
classificados como cosméticos pela agéncia (56). De acordo com a OMS, é
recomendado o0 uso de seis inseticidas no controle de mosquitos vetores adultos.
Desses, cinco fazem parte da classe de piretroides: deltametrina, lambda-cialotrina,
permetrina, aletrina, cifenotrina. Por dltimo, tem-se o malathion, que é um
organofosforado (57). No Brasil, o malathion tem sido adotado para o controle dos

mosquitos, em razao da selecéo de vetores resistentes ao uso de piretroides (58,59).

Dentre os larvicidas utilizados no Brasil, tém-se piriproxifeno (60), metopreno
(61), o 6leo de neem (azadiractina) (61), difubenzurom (60), novalurom (62), Bti (58)
e espinosade (63). No que se refere a repelentes, sdo comercializados de forma
regular os produtos a base de DEET, icaridina e IR3535. No entanto, a Anvisa alerta
que os inseticidas chamados “naturais”, a base de citronela, andiroba, 6leo de cravo,
entre outros, ndo possuem comprovacdo de eficacia. Portanto, sdo produtos
comercializados de maneira irregular no Brasil, sendo o 6leo de neem aprovado para

uso larvicida, desde que o produto possua registro na agéncia (64).
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OBJETIVOS

Investigar a atividade em Ae. aegypti e Cx. quinquefasciatus de extratos
e Oleos essenciais de espécies do bioma Cerrado, tendo como ponto de
partida o extrato acetato etila da madeira da raiz de Connarus
suberosus.

Isolar e identificar compostos oriundos dos extratos, bem como
identificar os compostos majoritarios nos Oleos essenciais.

Obter dados de diferentes atividades bioldgicas que sejam indicativos
para o desenvolvimento futuro de um protétipo inseticida, visando o

controle integrado de vetores, conforme diretrizes e protocolos da OMS.
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1. RESUMO GRAFICO
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2. INTRODUCAO

Para a primeira parte deste trabalho, cabe contextualizar que a familia
Connaraceae apresenta 20 géneros e mais de 300 espécies distribuidas na Africa,
sudeste asiatico e América tropical (65). Apenas cinco géneros representam essa
familia na América tropical. Entre eles, os mais representativos sdo Connarus e
Rourea (66). Connarus suberosus Planch (Connaraceae) apresenta caracteristicas
comumente associadas com as espécies do bioma Cerrado, como casca espessa e

cortica, ramos tortuosos e pilosidade densa (67).

Na Parte | deste trabalho de doutorado, foram avaliadas as atividades larvicida
e pupicida de 31 derivados de quinonas, isolados de C. suberosus e de outras fontes.
Além disso, durante o desenvolvimento de um novo larvicida, & essencial conhecer a
extensdo do efeito residual do composto/formulacdo com a finalidade de determinar a
frequéncia necessaria de sua aplicacdo para controlar efetivamente o vetor. O efeito
residual representa o periodo de tempo em que a amostra permanece ativa (68).
Assim, foi avaliado, em escala laboratorial, o efeito residual de 4 guinonas pela

primeira vez. Além disso, foi conduzido estudo de residualidade em escala semi-
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campo para a tectoquinona e discutidos os requerimentos estruturais das quinonas
em relacdo a atividade larvicida em Ae. aegypti. Foi utilizado como controle positivo o
larvicida temefés, que possui registro no Brasil e para o qual a linhagem Rockefeller é

conhecidamente susceptivel.

3. METODOS

3.1. MATERIAL VEGETAL

A espécie C. suberosus Planch. (Connaraceae) foi coletada em 2010 no bioma
Cerrado na é&rea da Lagoa Formosa, Planaltina, Distrito Federal. Coordenadas
geogréficas: latitude sul 15° 27’ 34.2”; longitude sul 47° 92’ 3.3”. Em uma altitude de
1071 m. A espécie foi identificada pelo botanico Prof. José Elias de Paula/UnB e um
voucher foi depositado no Herbario da Universidade de Brasilia (UnB) sob o numero
(UB) 3820. A madeira da raiz foi separada, dessecada, estabilizada, pulverizada e
extraida por maceracdo em acetato de etila. A solugéo extrativa foi concentrada em
rotaevaporador para obtengéo do extrato bruto, que foi armazenado a temperatura de
-20° C.

3.2. COMPONENTES QUIMICOS E INSTRUMENTOS

O padréao do inseticida organofosforado temefés foi comprado da empresa
Sigma Aldrich (Buchs, Suica). Os padrdes de quinonas foram adquiridos da empresa
Alfa Aeser (Ward Hill, MA, Estados Unidos). Todos os solventes utilizados nos

processos de extracao e isolamento foram grau HPLC.

Os espectros de *H RMN (Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio),

foram gerados em um espectrémetro de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) 600
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MHz (Bruker, Rheinstteten, Alemanha) e os espectros de *C RMN (Ressonancia
Magnética Nuclear de Carbono) foram gerados em um espectrometro Varian 300 MHz
(Palo Alto, CA, Estados Unidos). Em ambos os casos o tetrametilsilano (TMS) foi
utilizado como padrao interno. A massa molecular dos compostos foi determinada por
espectrometro de massas AB Sciex TripleTOF 5600+ para embelina, rapanona e
suberonona ou HRMS (High Resolution Mass Spectrometry) (QTOF-quadrupole-time-
of-flight) (Bruker, Bremen, Alemanha) para bergenina.

3.3. IDENTIFICACAO DAS AMOSTRAS

A identificacdo das amostras obedeceu aos critérios estabelecidos no
Procedimento Operacional Padréo do Laboratério do Farmacognosia/UnB: POP019 -
Organizacdo do caderno de laboratorio. Todas as amostras receberam um codigo
Arbo, conforme exemplo a seguir (Fig. 6).

Referente ao nUmero individual do Referente ao 1° caderno do pesquisador.
pesquisador/aluno. Esse numero ndo é Os demais devem seguir a ordem
alterado. alfabética.

Arbo4A001 5 1% amostra, pré-fragdo, fragéo ou

substancia descrita na pagina. As

demais devem seguir a ordem
\L namerica.

Cadigo N° da pagina
do projeto do caderno

Figura 6. Exemplo de cddigo de identificacdo da amostra de acordo com o POP019 do Laboratorio de
Farmacognosia/UnB.

3.4. PERFIL QUIMICO E ISOLAMENTO DE COMPOSTOS

Para guiar o isolamento de compostos ativos, as amostras foram testadas em
guadruplicata, nas concentracdes descritas na Tabela 1, que correspondem a valores

pré-estabelecidos pelo grupo de pesquisa do Laboratorio de Farmacognosia/UnB:
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Tabela 1. Concentracdes das amostras testadas em larvas do 3°
estadio de Ae. aegypti.

AMOSTRA CONCENTRAGAO
Extrato Bruto 250 pg/mL
Pré-fracao 125 pg/mL
Fracdo 100 pg/mL

Substéncia Pura 25 pg/mL

O extrato bruto acetato de etila da madeira da raiz da espécie C. suberosus foi
testado em larvas do 3° estadio de Ae. aegypti, com 100% de mortalidade a 250 pug/mL
e pré-fracionado em cartuchos de DIOL Spe-ed SPE (Applied Separations, Allentown,
PA, Estado Unidos) em cinco pré-fracbes: A (hexano e diclorometano 9:1), B
(diclorometano e acetato de etila 20:1), C (acetato de etila 100%), D (acetato de etila
e metanol 5:1) e (metanol 100%).

Apos testes biologicos, as pré-fracdes Arbo4A087A (349,1 mg) e Arbo4A087B
(645,8 mg) foram as que apresentaram maior porcentagem de mortalidade em larvas
de Ae. aegypti, ambas com 100% de mortalidade larval a 125 pg/mL. Em seguida, 0s
perfis quimicos das pré-fragdes foram analisados em Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE) (Waters, Milford, MA, USA). A pré-fracdo Arbo4A087B foi
selecionada para prosseguir com o fracionamento em CLAE semipreparativa para
separacao dos constituintes de interesse com coluna 10 mm d.i. x 250 mm SunFire
C18 5um (Waters, Dublin, Irlanda) tendo como fase mével gradiente de agua e
metanol [65:35 (0-4 min), 0:100 (4-21 min), 65:35 (21-30min) por volume] sob fluxo 4

mL/min. A separacéao foi monitorada em detector UV a 270 nm.

ApoOs o fracionamento da pré-fracdo Arbo4A087B, foi dada continuidade ao
estudo com as pré-fracées Arbo4A087A, Arbo4A087C e Arbo4A087D. As pré-fracbes
Arbo4A087A e Arbo4A087C foram submetidas a CLAE semipreparativa, sob as
mesmas condic¢des citadas anteriormente, e a fracdo Arbo4A087D foi fracionada em
coluna aberta de silica (15 mg — 0,063-0,2 mm), altura da fase estacionaria de 10 cm,
altura da coluna de 50 cm, diametro da coluna de 2,5 cm, como fase movel gradiente
hexano/acetato de etila/metanol [hexano : acetato de etila (1:1); hexano : acetato de

etila (2:8); acetato de etila : metanol (7:3) e acetato de etila : metanol (1:1)].
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3.5. ENSAIOS BIOLOGICOS

3.5.1. Avaliagéo da atividade larvicida

Larvas de Ae. aegypti no 3° estadio (L3), da linhagem Rockefeller, com idade
entre 72 h e 96 h, e pupas com mais de 12 h foram coletadas da colénia de mosquitos
mantida no Insetario ArboControl (Laboratério José Elias de Paula / Anexo do
Laboratério de Farmacognosia /UnB) sem exposicdo a nenhum inseticida. Os
mosquitos foram mantidos a 28 = 2 °C e 70 £ 10% Umidade Relativa (UR) em um
fotoperiodo de 12 h. A eclosédo dos ovos ocorreu em agua da torneira e as larvas foram
alimentadas com racéo de peixe. A alimentacao dos insetos adultos é realizada com
solucao de acucar a 10% impregnada em papel de filtro (Whatman, Canterbury, Reino
Unido) duas vezes por semana. Para alimentagdo das fémeas, também € utilizado
sangue equino (Hospital Veterinario da Universidade de Brasilia) trés vezes por

semana para permitir a producao de ovos.

Os ensaios larvicidas foram realizados conforme preconizado pelo guia da
OMS (2005) (69) com modificacdes. Inicialmente, o método foi adaptado com a
finalidade de se realizar uma triagem com pequenas quantidades das amostras. O
extrato bruto, concentragdo final de 250 ug/mL, foi solubilizado em dimetilsulféxido
(DMSO) e transferido com auxilio de pipetador automatico para placas de 12 poc¢os.
Um total de 120 larvas foi exposto em quatro replicatas de 10 larvas por po¢co com
volume final de 3 mL. O teste foi realizado trés vezes em dias diferentes com diferentes
lotes de larvas. Apds 24 h e 48 h de exposicéo, o numero de larvas mortas foi contado
e a porcentagem de mortalidade foi calculada. Foram consideradas mortas as larvas
com total auséncia de movimento, mesmo apds estimulo pelo toque. Os ensaios com
o controle positivo (temefos) e o controle negativo (< 1% DMSO em agua da torneira)
foram conduzidos em paralelo. O mesmo procedimento foi seguido para pré-fracbes
(125 pg/mL), fragées (100 ug/mL) e compostos (25 pg/mL) de origem natural e

comercial.

Ap0Os os resultados, tendo como critério o percentual de mortalidade (= 80%),
foram calculados os valores de CLso em microgramas por mililitro em um Intervalo de
Confianca (IC) de 95%. Como controle negativo foi utilizado DMSO (<1% em agua da

torneira) e como controle positivo foi utilizado temefés em agua da torneira para
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assegurar a validade do teste. O controle negativo ocorreu em paralelo a cada teste
realizado e o controle positivo foi realizado em triplicata. As curvas de dose-respostas
foram estimadas conforme estabelecido pelo guia da OMS para testes larvicidas. Para
cada bioensaio, 25 larvas de Ae. aegypti do 3° estadio foram transferidas para copos
contendo um volume final de 20 mL ou 120 mL de agua da torneira mais a amostra a
ser testada na concentracdo desejada. A diferenca nesse volume final se deve a

guantidade em miligramas disponivel de cada amostra a ser testada.

Para calcular os valores de CLsg, foram utilizadas 5 a 6 concentracdes dentro
do intervalo de atividade de cada substancia. Um total de 200 a 600 larvas foram
expostas a cada substancia em quatro réplicas com 25 larvas por concentracao, trés
vezes, utilizando-se trés diferentes lotes de larvas da mesma col6nia. A porcentagem
de mortalidade larval foi obtida apds a exposicdo de 24 h, 48 h ou 72 h. Para cada
bioensaio, a temperatura foi mantida a 28 £ 2°C e 70 £ 10% UR em um fotoperiodo
de 12 h.

3.5.2. Avaliacao da atividade pupicida

A triagem da atividade pupicida foi realizada com o extrato bruto (250 ug/mL),
compostos isolados de C. suberosus (50 ug/mL) e derivados de quinonas obtidos
comercialmente (25 pug/mL) solubilizados em DMSO e transferidos para um copo
contendo um volume final de 20 mL incluindo o volume da amostra. Apds a inclusao
das pupas nos copos, esses foram cobertos com o tecido organza para que, caso
houvesse mosquitos transformados, esses ndo escapassem durante o teste. Foram
utilizados quatro copos por concentracdo (10 pupas por copo) e a mortalidade foi
aferida ap6s 24 h de exposicdo. Um total de 40 pupas foi exposto por amostra.
Optamos por utilizar a concentragao de 50 pg/mL para os compostos isolados de C.
suberosus porque, durante os testes para calculo de CLsoda rapanona, foi observada

uma pupa morta nessa concentracao.

3.5.3. Avaliacao da atividade larvicida residual em escala laboratorial

A atividade residual das amostras em larvas foi investigada, em escala

laboratorial, a partir da menor concentragéo utilizada para célculo de CLso em que foi
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observada a maior mortalidade das larvas. Para cada ensaio, as amostras foram
solubilizadas em DMSO e adicionadas em copos contendo agua da torneira,
resultando em um volume final de 120 mL. Em cada copo foram adicionadas 25 larvas
do 3° estadio. As amostras foram testadas em quadruplicata. A taxa de mortalidade
foi aferida a cada 24 h. Em ambos os testes, todas as larvas (vivas e mortas) foram
substituidas por larvas de outro lote a cada 24 h ou 72 h a depender da taxa de
mortalidade observada. O mesmo procedimento foi aplicado ao controle negativo
(maximo 1% em agua da torneira) e ao controle positivo temefés (0,025 pg/mL),
conduzidos em paralelo. Os testes foram finalizados quando observada uma reducéo

de 80% ou 90% da atividade larvicida inicial.

Devido ao grande namero de ensaios conduzidos para a determinacado dos
valores de CLsp e Clgg, foram observadas diferentes atividades larvicidas entre os
compostos testados. Algumas atingiram a mortalidade maxima apds 24 h e outras
apos 72 h. Dessa forma, os estudos de residualidade foram conduzidos de duas
maneiras diferentes: (1) a mortalidade larval foi aferida a cada 24 h, com a reposicao
das larvas (vivas e mortas) a cada 24 h e (2) a mortalidade larval foi aferida a cada 24
h em estudo ciclico da atividade larvicida de 72 h, com a reposi¢éo das larvas (vivas
e mortas) a cada 72 h.

3.5.4. Avaliacao da atividade larvicida residual em escala semi-campo

A atividade larvicida residual em escala semi-campo foi realizada em
recipientes plasticos cheios com 10 L de agua da torneira. ApGs 24 h, foram
adicionadas 30 larvas de Ae. aegypt do 3° estadio a cada recipiente. Passadas 2 h de
ambientacdo, foi adicionada tectoquinona (4) diluida em DMSO a cada recipiente em
trés niveis diferentes de concentracoes: 2,1 ug/mL (CLgo), 3,5 pg/mL (CLgo x 1,5) €
4,3 pg/mL (CLgp % 2). DMSO foi utilizado como controle negativo (maximo 1% em agua
da torneira). Cada concentracdo e o0 controle negativo foram testados em
guadruplicata. Os testes com o controle positivo (temefés 0,013 pg/mL) foram
conduzidos em paralelo. Os recipientes foram cobertos com uma tela de malha em
nailon, examinados a cada 24 h e o niamero de larvas vivas contado para determinar
a mortalidade larval pés-tratamento. As larvas (vivas e mortas) foram substituidas a

cada 24 h até que a mortalidade fosse reduzida para menos de 80% (limite
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determinado na triagem laboratorial).

3.6. ANALISE DE DADOS

As porcentagens da mortalidade larval de cada uma das replicatas foram
inseridas no software GraphPad Prism 8 para calculo da CLsy € CLgg em um intervalo
de confianca (IC) de 95%. Para determinacdo da atividade larvicida de cada
substancia, foram realizadas trés réplicas com larvas de diferentes lotes em diferentes
periodos e os resultados foram calculados considerando-se todos os dados obtidos
por concentragéo (n = 300 larvas por concentracéo). De acordo com o guia da OMS,
os testes que apresentarem mortalidade > 5% no controle negativo devem ser
corrigidos pela formula de Abbott e os testes que apresentarem mortalidade > 20%
devem ser descartados.

Formula de Abbott:

(X-Y)
X
onde X = % de sobrevivéncia no controle negativo e Y = % de sobrevivéncia nas

x 100

Mortalidade corrigida % =

amostras testadas.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. PERFIL QUIMICO E ISOLAMENTO DE COMPOSTOS

O extrato bruto acetato de etila da madeira da raiz de C. suberosus (250 pug/mL)
apresentou 100% de mortalidade em larvas de Ae. aegypti do 3° estadio. A partir
desse resultado, foi dada continuidade ao fracionamento bioguiado. Um total de 3,6 g
do extrato bruto foi submetido ao pré-fracionamento em SPE DIOL, obtendo-se as
seguintes pré-fracdes: Arbo4A087A (349,1 mg); Arbo4A087B (645,8 mg);
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Arbo4A087C (345,6 mg); Arbo4A087D (534,2 mg) e Arbo4A087E (635,7 mg). As pré-
fracbes (125 pg/mL) foram testadas em larvas de Ae. aegypti do 3° estadio
apresentando as seguintes porcentagens de mortalidade: Arbo4A087A (100%);
Arbo4A087B (100%); Arbo4A087C (75%); Arbo4A087D (inativa) e Arbo4A087E
(inativa). Em seguida, as pré-fracbes foram monitoradas em CLAE em cumprimento
de onda de 270 nm.

Nos resultados das analises em CLAE (Fig. 7), 0s picos majoritarios
identificados nas pré-fraces Arbo4A087A, Arbo4A087B, Arbo4A087C e Arbo4A087D
apresentaram perfis quimicos semelhantes entre si. As para-benzoquinonas
suberonona (1) (70) (2,5-diidroxi-3-entadecilciclohexa-2,5-dieno-1,4-diona) (RT = 24,2
min., rendimento 0,46%), rapanona (2) (70) (2,5-diidroxi-3-tridecilciclohexa-2,5-dieno-
1,4-diona) (RT = 22,0 min., rendimento 3,3%) e embelina (3) (71) (2,5-diidroxi-3-
undecilciclohexa-2,5-dieno-1,4-diona) (RT=20,1 min., rendimento 5,6%) (Fig. 8) foram
isoladas a partir das pré-fracdes Arbo4A087A, Arbo4A087B e Arbo4A087C. Enquanto
a bergenina (32) (72) (C-glicosideo do 4-O-metil acido galico) foi isolada das pré-
fracOes Arbo4A087C e Arbo4A087D. O fluxo do fracionamento pode ser observado
na Fig. 9.
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embelina (3) e c¢) rapanona (2). A substancia suberonona (1) apenas foi observada
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Extrato bruto acetato de etila da madeira
daraiz de Connarus suberosus
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(42,1 mg) (33,8 mp) (7.9 mg)

Figura 9. Fluxo de fracionamento do extrato bruto acetato de etila da madeira da raiz
de Connarus suberosus e obtencdo dos compostos: suberonona (1), rapanona (2),
embelina (3) e bergenina (32).

As quinonas sdo compostos amplamente distribuidas na natureza
caracterizadas pela presenca de anéis quinondidicos podendo ser subdividas em trés
subgrupos as benzoquinonas, naftoquinonas e antraquinonas. As para-
benzoquinonas embelina (3), rapanona (2) e suberonona (1) apresentadas na Fig. 10
foram isoladas da espécie Connarus suberosus. Estas trés p-benzoquinonas foram
identificadas pelo conjunto de dados obtidos por meio de ressonancia magnética
nuclear (RMN), espectros de infravermelho (IV), espectrometria de massas de alta

resolucdo (EM) e estudos comparativos com a literatura.

Conforme a Fig. 10, as estruturas quimicas destes trés compostos se
diferenciam pela cadeia carbdnica lateral ligada ao carbono na posi¢cdo C-3. Embelina
(3), rapanona (2) e suberonona (1) apresentam essas cadeias laterais com 11, 13 e

15 carbonos, respectivamente. Por esse motivo os espectros de RMN de H (Anexo
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I, Fig. Al-1, Al-2, Al-3) foram bem similares, distinguindo-se basicamente pelo nimero
de hidrogénios dos grupos CH,, os quais foram representados por um sinal intenso
com deslocamento quimico em 1,23 ppm. Adicionalmente, ha um singleto com 6 5,76
ppm referente ao hidrogénio ligado ao carbono da posi¢cdo C-6 e outros dois sinais,
um com 6 2,27 ppm correspondendo ao grupo CH;, ligado diretamente ao C-3 e o outro

com ¢ 0,85 ppm atribuido a metila terminal da cadeia lateral.

De acordo com a literatura (73,74), a justificativa para a falta destes sinais nos
espectros de RMN de 3C é devido ao efeito fluxional causado por ligacdes
intramoleculares de hidrogénio. Tal efeito pode resultar em um tempo de relaxacao
longo, em que os carbonos quaternarios relaxam mais rapidamente que carbonos

primarios, levando a um sinal de intensidade muito baixa ou indetectavel.

Visando detectar a funcéo carbonila presente nas estruturas quimicas das p-
benzoquinonas optou-se por obter os espectros de infravermelho. Esse objetivo foi
alcancado observando-se os estiramentos correspondentes a essa funcao organica
em 1606 cm para embelina (3) (Anexo I, Fig. Al-7), e 1610 cm™ para rapanona (2)
(Anexo |, Fig. Al-8) e suberonona (1) (Anexo |, Fig. Al-9). Posteriormente, 0s
espectros de massas foram obtidos (Anexo |, Fig. Al-10, Al-11, Al-12), dos quais
confirmaram-se os ions desprotonados com m/z 293,1738 [M-H] calculado para
Ci17H2504, m/z 321,2025 [M-H] calculado para CigH2904 € m/z 349,2360 [M-H]
calculado para C,;H3304 0s quais foram referentes a embelina (3) C17H2604, rapanona

(2) C19H3004 € suberonona (1) C,1H3404, respectivamente.

Em relacdo ao isolamento da suberonona (1), em um estudo prévio do nosso
grupo de pesquisa, a partir do extrato bruto acetato de etila da casca da raiz de C.
suberosus, foi obtida uma mistura de rapanona e suberonona (70). No presente
estudo, foi a primeira vez em que a suberonona (1) foi separada e teve sua atividade
investigada em larvas de Ae. aegypti. Em 1964, os compostos rapanona e bergenina
foram obtidos a partir de extratos de raiz de Connarus monocarpus (75). Porém, essa
foi a primeira vez em que embelina (3) e bergenina (32) foram isoladas da espécie C.

suberosus.

Durante a revisédo da bibliografia cientifica relacionada ao presente estudo, foi
observado que ndo € comum serem encontrados trabalhos que seguiram os critérios

estabelecidos no guia da OMS (69). Entende-se que essa metodologia padronizada
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oferece mais confiabilidade em termos de correlacéo da estrutura-atividade que pode

ser usada em estudos futuros para otimizacdo do composto principal.

4.2. Ensaios bioldgicos e aspectos estruturais das quinonas

Os ensaios larvicidas e pupicidas foram realizados de acordo com os critérios
estabelecidos pela OMS (69). As amostras foram diluidas em DMSO, os ensaios
conduzidos em quadruplicata e repetidos trés vezes com larvas L3 de diferentes lotes
da mesma col6nia de Ae. aegypti. O numero de larvas mortas foi verificado apds 24 h
e 48 h de exposicdo e as respectivas taxas de mortalidade foram calculadas. Os
valores de CLs, foram determinados por meio de 5 a 6 diferentes concentracdes de
cada substancia. Entre 200 e 600 larvas foram expostas aos compostos em 4
replicatas de 25 larvas. A mortalidade larval foi determinada apos 24 h e 48 h (Tabela
2). Os testes com controle positivo temefés e o controle negativo DMSO foram

realizados em paralelo para assegurar a validade dos testes.

Todas os compostos foram inicialmente testados a 25 pug/mL, sendo que o valor
de CLso foi determinado apenas para aquelas com porcentagens de mortalidade =
80% em 24 h. Para os compostos com mortalidade < 80% apos 24 h, apenas as
porcentagens de mortalidade foram reportadas na Fig. 10. Com o objetivo de explorar
e entender os aspectos estruturais das quinonas relacionados a atividade larvicida,
foram testados 28 derivados de quinonas. As atividades larvicidas foram mensuradas
apos 24, 48 e 72 h. Apds os resultados de atividade larvicida preliminares, os
compostos mais ativos foram submetidos a uma curva dose-resposta para

determinacédo dos valores de CLso € CLgo (Tabela 2).
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Tabela 2. Resultados de CLs; e CLgo em larvas do 3° estadio de Ae. aegypti.

~ a CLso pg/mL CLgo pg/mL
Composto Co?ce/r;:]rf)c_; 40 (r;/ E) N n 24h*, 48h**, T2h*** 24h*, 48h**, T2h***
Ha (95% °IC) (95% IC)
, 203;5_122; éso; s 1o eop 7262%(6527-8102) > 200,0%
12, 38.63** (35,47 — 42,14) 77,95%* (65,59 — 92,02)
5 50; 2{’6_22; 15; 0 1p 100 2351*(22.12-2516) 48,36* (40,66 — > 50,0)
: 15.55%* (14,64 — 16,51) 26,51** (23,39 - 30,05)
o 1,10% (1,04— 1,17) 2,11% (1,86 — 2,39)
4 g’i’a -1675’2-068?’1 120 12 1800 0.75**(0,70-082) 1,71% (1,45 — 2,01)
44,0,22,0, 0,53%* (0,49 — 0,57) 1.31%% (1,10 — 1,56)
50; 25; 12,5
£, 16, 4,99% (4,52 — 5,50) 10,05* (8,31 — 12,13)
5 625,313,156 20 12 1800 4 '0ux (4 35 5 09) 7,57%* (6.78 — 8.42)
25: 12,5; 6,25;
; 12,5, 6,25, 6,52 (6,17 - 6,88) 12,70% (11,18 - 14,39)
6 313,156:0.78 20 12 1800 'gquk (4 45 5 41) 10,84* (8,88 — 13,13)
>10,0* 100
7 HAL8064 120 12 1800 i'%:,fl(’lgfg*_zfg)?) 8,30%* (6,24 — > 10,0)
26:0, : A9-1, 3,06%** (2,66 — 3,50)
>10,0*
' >10,0*
s 5,98** (5,31 — 6,76) :
8 10:1;0,:001 120 12 1200 o > 10,0%
2.80%* (2,18 — 3,58) STy
e 12,87* (10,13 - 16,38) > 150,0%
9 125211?3259632’ 120 12 1800 544%* (4,16 7.15) 107 4%* (58,83 — >150,0)
,34,0.59:0, 1,83%%* (1,48 - 2,27) 17,09%%% (10,79 — 26,75)
0'05%0%2051,25; 0,0081* (0,0076 — 0,0085)  0,0130* (0,0117 — 0,0144)
temefos e 120 12 1000 0,0064** (0,0063 —0,0068) 0.0107** (0,0096 — 0,0121)
o0z 0,0054%* (0,0055— 0,0060) 0,0096*** (0,0088 — 0,0109)

aVF: volume final. °N: niimero de replicatas.’n: nimero de larvas. 9IC: intervalo de confianga. DMSO (controle
negativo) — mortalidade larval < 20%. DMSO foi usado como controle negativo — mortalidade larval < 20%.
Compostos: rapanona (2), embelina (3), tectoquinona (4), emodina (5), plumbagina (6), 2-etilantraquinona (7),
1-cloroantraquinona (8), antrona (9).

Em relacdo aos compostos isolados de C. suberosus, a embelina (3)
apresentou ClLsg igual a 23,5 pg/mL e a rapanona (2) apresentou Clsp igual a 72,6
Hg/mL apds 24 h. Enquanto suberonona (1) e bergenina (32) foram inativas a 25
ug/mL. Um sal potassico de embelina misturado com rapanona, previamente isolada
de Rapanea melanphloes (Myrsinaceae), foi testado em larvas de Ae. aegypti e
apresentou CLso de 2,4 ug/mL apos 48 h de exposicéo (76). Entretanto, a metodologia
empregada ndo estava de acordo com as diretrizes da OMS e um menor nimero de
larvas foi testado. A embelina foi também isolada de Oxalis erythrorhiza (Oxalidaceae)
e relatada por inibir bactérias, fungos e Trypanosoma cruzi (77).
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Figura 10. Derivados de quinonas 1-31: (1) suberonona; (2) rapanona; (3) embelina; (4) tectoquinona;
(5) emodina; (6) plumbagina; (7) 2-etilantraquinona; (8) 1l-cloroantraquinona; (9) antrona; (10) 2-(4-
piridil)-1H-antra[1,2-d]imidazole-6,11-diona; (11) krisolamina; (12) acido 2-carboxiantraquinona; (13)
4,5-dinitrocrisazina; (14) 1-aminoantraquinona; (15) 5,7,12,14-pentacenetetrona; (16) antrarufino; (17)
antraquinona-2-sulfonato de sédio; (18) antraquinona; (19) &cido bromaminico; (20) 2-
fenilantraquinona; (21) alizarina; (22) quinizarina; (23) reina; (24) 1-amino-4-hidroxiantraquinona; (25)
2-aminoantraquinona; (26) 1,5-diaminoantraquinona (27) dibromoaminoantraquinona; (28) 1,4-
Bis(metilamino)antraquinona; (29) 1,8-dicloroantraquinona; (30) 1,5-dicloroantraquinona; (31)
diacereina. Glicosideo: (32) bergenina. *Compostos testados na concentragdo equivalente a 25 pg/mL.
O tracejado ao redor das estruturas (1), (2), (3) e (32) indicam que essas foram extraidas a partir do
extrato acetato de etila da madeira da raiz de Connarus suberosus.
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Estudos demonstraram que algumas para-benzoquinonas presentes em
plantas, como embelina (misturada com rapanona), mirsinona e mirsinagquinona,
demonstraram 90% de letalidade em larvas do 2° estddio de Ae. aegypti nas
concentracdes de 4 a 5 pg/mL (76). Além disso, Sousa DP et al. (2010) relataram seis
para-benzoquinonas larvicidas, nas quais a para-benzoquinona nao substituida (sem
grupos hidroxila ou alquil) era menos ativa (CLsg 90 pg/mL), enquanto a 2-isopropil-
para-benzoquinona (cadeia de 3C) era mais ativa (CLsp 33 pg/mL) apos 24 h. Em
geral, a presenca de grupos alquil estd associada ao aumento da poténcia do

composto que é modulado pelo nimero, posi¢cao e tamanho desse grupo (78).

No presente estudo, a embelina (2), que possui cadeia de 11C, apresentou uma
porcentagem de mortalidade larval (CLso 23,5 pg/mL) maior que a 2-isopropil-para-
benzoquinona (CLsp 33 pg/mL) (78). No entanto, a mortalidade diminuiu com o
aumento da cadeia de carbono: rapanona (2; cadeia de 13C) apresentou CLsy 72,6
Hg/mL e suberonona (1; cadeia de 15C) ndo apresentou mortalidade na concentracao
de 25 pg/mL. Uma vez que os grupamentos hidroxila da embelina, rapanona e
suberonona encontram-se nas mesmas posicées do anel (C-2 e C-5), foi possivel
avaliar uma possivel influéncia do tamanho da cadeia carbbnica, que € a Unica
diferenca na estrutura desses compostos, na atividade larvicida. I1sso sugere que 0
impacto do tamanho do grupo alquil no aumento da atividade larvicida pode ser
limitado (Fig. 11).

0 0 o} o o o
_OH OH _OH
T OH™ “(CHy)1qCHs OH~ (CHy)12CHs OH™ “(CH3)14CH3
o} o 0 o

(o] 0
Clsy=90pgimL*  Clgy= 61pgiml*  Clsy = 33 pgimL~ Clsg = 23,5 pg/mL Clgp = 72,6 pg/mL. Inativa

Figura 11. Estruturas de para-benzoquinonas com diferentes substituintes
relacionados a atividade larvicida em Ae. aegypti. * Sousa DP et al. (2010); **dados
experimentais.

Foi observado que o grupo metil ligado diretamente ao anel aroméatico do
ndcleo antracénico € relevante e apresenta um papel importante na atividade larvicida.
A antraquinona mais ativa, tectoquinona (4: CLso 1.1 pg/mL apds 24 h), possui um
grupo metil na posicao C-2. Foi observada uma diminuicdo na atividade larvicida em

comparacao com a 2-etilantraquinona (7; CLso > 10 pg/mL apdés 24 h), que possui um
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grupo etil na mesma posicao C-2. Além disso, a antraquinona (18), sem nenhum
substituinte, ndo apresentou atividade larvicida apds 24 h. A emodina (5; CLso 5,0
ug/mL apds 24 h), que possui um grupo metil diretamente ligado ao anel aroméatico do
ndcleo antracénico na posi¢do C-6, apresentou a segunda maior atividade larvicida

entre as quinonas.

Cheng SS et al. (2008) reportou a atividade em larvas do 4° estadio de Ae.
aegypti para tectoquinona (CLsp 3,3 pg/mL e ClLgy 8,8 pg/mL) isolada da espécie
Cryptomeria japonica (Cupressaceae); antraquinona (CLsp € CLgo > 25 pg/mL);
emodina (CLsg 5,3 pg/mL e CLgo 19,1 pg/mL); alizarina (CLsge ClLgo > 25 pug/mL), e do
acido 2-carboxiantraquinona (CLsp 16,3 pg/mL e CLgg 25 pg/mL). Os autores também
concluiram, por meio da comparacdo das atividades larvicidas das estruturas
congéneres de antraquinonas, que aquelas com um grupo metil na posi¢ao C-2, como

a tectoquinona, apresentaram as maiores atividades larvicidas (79).

Na presente avaliacdo da atividade larvicida da tectoquinona (4), foram
determinadas a Clsp 1,1 pg/mL e a ClLgo 2,1 pg/mL. E importante ressaltar que o0s
ensaios larvicidas conduzidos no presente estudo diferem consideravelmente dos
ensaios realizados no estudo de 2008 (79) mencionado acima: nimero de quinonas
testadas (31 vs. 7), estagio larval (L3 vs. L) niUmero total de larvas expostas por
substancia (1800 vs. 360), volume final (120 mL vs. 25 mL), nimero de larvas em cada
recipiente (25 vs. 10), numero de replicatas (4 utilizando 3 lotes diferentes vs. 4),
duracdo (24, 48 e 72 h vs. 24 h) e protocolo (OMS, 2005 vs. Momin & Nair, 2001) (80).
Em acréscimo, além de serem testadas 31 quinonas de acordo com 0s critérios
estabelecidos pelo OMS, essa foi a primeira vez em que foi reportada a atividade
larvicida residual para tectoquinona, 2-etilantraquinona, antrona e 1-cloroantraquinona
em larvas do 3° estadio de Ae. aegypti. O resultado para plumbagina (6; CLso 5,8
Hg/mL em 24 h) também foi consistente com o reportado na literatura para plumbagina

isolada de Plumbago capensis (81).

Conforme demonstrado por estudos anteriores, a emodina apresenta uma
variedade de atividades bioldgicas (82), incluindo propriedade laxativa, semelhantes
a reina, e apesar dos dois compostos possuirem grupos hidroxila nas posices C-1 e
C-8, o primeiro apresenta um grupo metil (C-6) e o segundo um grupo carboxil (C-3).
No entanto, no presente estudo, foi possivel verificar que as porcentagens de
mortalidade larvicida da emodina (5; CLsg 4,9 pg/mL e CLgo 10 pg/mL apés 24 h) e
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reina (23; ndo ativa a 25 pug/mL) ndo foram similares. Estes resultados sugerem que
a atividade larvicida ndo esta ligada a semelhanca estrutural do anel antracénico com
as hidroxilas em C1 e C8. Essa conclusao é consistente com os achados de Yang et
al. (2003) (83) e Cheng et al. (2008) (79).

Existem diversos mecanismos de acao descritos para as quinonas na literatura
(84). Mais especificamente em insetos, a juglona, um derivado de quinona, apresentou
inibicdo competitiva tanto com a glutationa S-transferase quanto com o 1-cloro-2,4-
dinitrobenzeno (85), enquanto a emodina exerceu atividade de inibir a alimentacgéo e
causou danos no intestino médio apos a sua ingestdo (86). Além disso, também é
descrita a inibicdo do complexo Il mitocondrial por quinonas (87). Entretanto, s&o
necessarios estudos adicionais para um melhor entendimento do mecanismo de acéo

de quinonas em Ae. aegypti.

De acordo com as informacdes de registro da European Chemicals Agency
(ECHA), a tectoquinona (4) néo é hidrolishvel em 4gua e, portanto, ndo é esperado
gue a substancia seja prontamente biodegradavel. Entretanto, a tectoquinona nao se
bioacumula na cadeia alimentar e nem é persistente no solo. O risco de exposicao
para animais que vivem no solo é considerado moderado a baixo. A meia-vida de 37,5
dias (estimada pelo Estimation Programs Interface, 2018) indica que essa substancia
ndo € persistente em agua e 0 risco de exposicdo para animais aquaticos é

considerado moderado a baixo (88).

Em acréscimo, foi realizado um estudo colaborativo no Laboratério de Genética
Toxicologica da Universidade de Brasilia, relacionado a avaliagdo da toxicidade da
tectoquinona (4) em organismos ndo-alvo em modelo peixe-zebra. Foram incluidos:
() Fish Embryo Toxicity (FET), que avalia efeitos embriotoxicolégicos agudos,
utilizando-se ovos fertilizados expostos a substancia quimica em estudo e (ii) testes
genotoxicos em adultos, que avalia danos no DNA e alteracdes mutagénicas. Em
embrides, foi constatada baixa toxicidade considerando-se o0s valores das
concentracdes de tectoquinona as quais 0os embrides foram expostos e a CLsy em Ae.
aegypti (1,1 pg/mL). Apdés 96 h de exposicdo, foi possivel observar a partir da
concentracdo de 4,78 mg/L um aumento na porcentagem de organismos mortos, e a
100 mg/L essa porcentagem atingiu 45%, mostrando que a CLso da tectoquinona em
peixe-zebra estd acima da concentragdo limite estabelecida pelo protocolo OECD n°
236 (Guideline on Fish Embryo Toxicity Test — FET) (89). Dessa forma, nédo foi
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possivel estabelecer a CLsy em peixe-zebra, acrescentando-se o fato de o valor de
100 mg/mL esta bem acima do estabelecido para CLso da tectoquinona em Ae. aegypiti
(90).

Em relacdo aos testes realizados em adultos de peixe-zebra, ndo houve
evidéncias de neurotoxicidade, uma vez que nao foi observada alteracéo da atividade
da enzima acetilcolinesterase (AChE), nem evidéncias de genotoxicidade e
mutagenicidade. Além disso, apenas na concentracédo de 100 mg/L ocorreu alteracao
da lactato desidrogenase (LDH) e a glutationa S-transferase (GST) teve atividade
aumentada, respondendo a exposi¢do a tectoquinona, provavelmente, provocando
uma resposta de desintoxicagdo. Por fim, a conclusdo desse estudo colaborativo
indica que apesar de serem observadas algumas alteracbes embriotdxicas e nos
biomarcadores, nas concentracbes sugeridas para a atividade larvicida em Ae.
aegypti, a tectoquinona aparenta ser segura para organismo nao-alvo (peixe-zebra),
sendo uma possivel candidata para futuras formulagcfes e testes mais especificos
(90).

No que diz respeito ao ensaio pupicida, nenhum dos compostos apresentou
atividade nas concentracdes testadas [50 pg/mL ou 25 pg/mL] apdés 24 h de
exposicado, o que pode sugerir um mecanismo de agdo especifico em larvas ou falta

de biodisponibilidade para pupas.

4.3. AVALIACAO DA ATIVIDADE LARVICIDA RESIDUAL EM ESCALA
LABORATORIAL

A atividade larvicida residual foi determinada substituindo-se as larvas (vivas e
mortas) em todos 0s recipientes a cada 24 h ou 72 h até que fosse observada uma
perda significativa da atividade bioldgica (mortalidade larval < 20%). Tendo como base
os resultados previamente obtidos, os ensaios de residualidade foram conduzidos de
duas maneiras diferentes: (a) uma investigacdo da atividade larvicida com
monitoramento de 24 h e substituicdo das larvas (vivas e mortas) a cada 24 h até
observacéo de reducao significativa da atividade bioldgica; (b) uma investigacdo da
atividade larvicida com monitoramento em ciclos de trés dias, determinacdo da

porcentagem de mortalidade a cada 24 h e substituicdo das larvas (vivas e mortas) a
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cada 72 h. O teste foi finalizado quando observada mortalidade larval abaixo de 20%.
Os testes com o controle positivo (temefds 0,025 ug/mL) e o controle negativo (< 1%

DMSO em agua da torneira) foram realizados em paralelo.

Apesar de a espécie C. suberosus ter sido a fonte inicial de compostos para o
presente estudo, as quinonas isoladas a partir da planta apresentaram atividade
larvicida menor que as quinonas adquiridas no comércio. Assim, dentre as 8 quinonas
mais ativas, foram selecionadas quatro para a realizacao dos testes de residualidade:
tectoquinona (4), 2-etilantraquinona (7), 1-cloroantraquinona (8) e antrona (9). Para
tanto, foram levadas em consideragao tanto a atividade larvicida quanto a quantidade
de substancia disponivel. O controle positivo temefés apresentou CLso de 0,008

pug/mL. Os resultados dos testes de residualidade podem ser observados na (Fig. 12).

Tectoquinona (4) e 2-etilantraquinona (7) apresentaram maior tempo de efeito
residual. De acordo com os resultados observados na curva dose-resposta para
célculo de CLsp, a maior mortalidade para tectoquinona (4) ocorreu apos 24 h de
exposicao e, para 2-etilantraquinona (7), apos 72 h de exposicdo. A tectoquinona (4;
3,5 pg/mL) apresentou mortalidade de 95% apos 24 h (Dia 1) caindo para 37% apos
0 9° dia (Dia 9) (Fig. 12a). Enquanto, apds o primeiro ciclo de 72 h de exposicao, a 2-
etilantraquinona (7; 10 pg/mL) apresentou mortalidade de 98% e, ao final do sexto
ciclo (18°dia), foi observada mortalidade de apenas 34% (Fig. 12b). A antrona (9; 150
Hg/mL) apresentou uma reducdo da mortalidade de 100% para, aproximadamente,
30% apds 48 h (Dia 2) (Fig. 12c). 1l-cloroantraquinona (8; 10 ug/mL) apresentou
mortalidade de 74% apds o 1° ciclo de 72 h e, no segundo ciclo, a mortalidade caiu
para 5% (Fig. 12d).

Foi a primeira vez que a atividade residual em larvas do 3° estadio de Ae.
aegypti foi reportada para a tectoquinona (4), 2-etilantraquinona (7), antrona (9) e 1-
cloroantraquinona (8). Os resultados mais promissores para a atividade residual foram
da tectoquinona (4) e da 2-etilantraquinona (7), uma vez que suas porcentagens de
mortalidade permaneceram acima de 80% até o 7° dia do teste e acima de 90% até o
final do 5° ciclo de 72 h (15° dia), respectivamente. Ressalta-se que os dados foram
obtidos a partir de ativos ndo formulados. Atualmente, estudos de formulacdo e
toxicidade em organismos néo-alvo estdo sendo investigados por nosso grupo de

pesquisa para prolongar o efeito larvicida residual.
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Figura 12. (a) atividade larvicida residual da tectoquinona (4) em escala laboratorial apds 20 dias. A
mortalidade larval foi verificada a cada 24 h e as larvas (vivas e mortas) foram substituidas a cada 24 h.
(b) atividade larvicida residual da 2-etilantraquinona (7) em escala laboratorial apés 8 ciclos de 72 h. A
mortalidade larval foi verificada a cada 24 h, com substituicdo das larvas (vivas e mortas) a cada 72 h.
(c) atividade larvicida residual da antrona (9) em escala laboratorial ap6s 4 dias. A mortalidade larval foi
verificada a cada 24 h e as larvas (vivas e mortas) foram substituidas a cada 24 h. (d) atividade larvicida
residual da 1-cloroantraquinona (8) em escala laboratorial apés 3 ciclos de 72 h. A mortalidade larval foi
verificada a cada 24 h, com substituicdo das larvas (vivas e mortas) a cada 72 h. As barras de erro

representam o erro padrdo da média da mortalidade larval.

4.4. AVALIACAO DA ATIVIDADE LARVICIDA EM ESCALA SEMI-CAMPO

A atividade larvicida residual em escala semi-campo foi conduzida em
recipientes de plastico com 10 L de agua da torneira, com reposicao do volume a cada
24 h. Os testes com o controle positivo (temefés 0,013 pug/mL) e o controle negativo
(< 1% DMSO em agua da torneira) foram conduzidos em paralelo. Todas as larvas
foram substituidas (vivas e mortas) a cada 24 h até que fosse observada mortalidade

larval abaixo de 80%, conforme limite estabelecido no screening laboratorial.

Os testes para a avaliacdo da atividade larvicida residual em escala semi-
campo foram realizados com a tectoquinona (4), uma vez que essa apresentou a
maior mortalidade em 24 h até o Dia 7 no teste de residualidade em escala laboratorial
(Fig. 12a). A tectoquinona apresentou 100% de mortalidade para as trés

concentracgdes testadas (2,1 pg/mL, 3,5 ug/mL e 4,3 pg/mL) até o Dia 5 no teste para
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avaliacdo da atividade residual em escala semi-campo. Foi observada mortalidade
larval abaixo de 80% (limite laboratorial) no Dia 6, quando o teste foi finalizado. A
concentracao referente a ClLgp (2,1 pg/mL) apresentou a maior atividade (72,5%) no
Dia 6, enquanto a maior concentragdo e a concentracao intermediaria apresentaram
mortalidade abaixo de 50% (Fig. 13), o que pode ser explicado pela observacéo de
precipitado durante a realizacao do teste. A menor concentracdo podera ser, portanto,
considerada para a realizacdo de estudos em escala de campo e para O
desenvolvimento de protoétipo larvicida. A mortalidade induzida pelo controle positivo
temefds reduziu de 99% (Dia 1) para 85% (Dia 6) e para abaixo de 56% (Dia 9).

Em acréscimo, a mortalidade causada pela tectoquinona (4) nos testes semi-
campo (100%; Fig. 13) foi maior que a mortalidade observada nos testes em escala
laboratorial (99% a 87%; Fig. 12a) durante os 5 primeiros dias. Tal resultado sugere
gue o volume de agua utilizado, o tipo de recipiente e as condi¢bes ambientais, podem
interferir na atividade larvicida de determinada substancia.

Ressalta-se que para esse estudo com a tectoquinona também néo foi avaliado
nenhum tipo de formulacdo. Entretanto, existe a possibilidade de se aumentar o
namero de dias de efeito residual desenvolvendo-se uma formulag¢éo que controle a
liberacdo da tectoquinona ao longo do tempo. Em acréscimo, a curta meia-vida pode
ser tratada de maneira similar, uma vez que, por meio do controle da liberagdo da
substancia a partir de uma formulacédo é possivel atingir uma situacdo de equilibrio
(steaday state), ou seja, manter a concentracdo da substancia ativa constante na faixa
de atividade biologica por um periodo prolongado, utilizando-se de uma Unica

dosagem (91).
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Figura 13. Efeito larvicida residual da tectoquinona (4; 2,1 pg/mL, 3,5 pg/mL e 4,3 pg/mL) em
escala semi-campo apds 6 dias. A mortalidade larval foi determinada a cada 24 h com a troca
diaria das larvas do 3° estagio. A mortalidade para o controle negativo DMSO foi menor que
5%. A mortalidade para controle positivo temefos diminuiu de 99% (Dia 1) para 85% (Dia 6) e
para menos de 56% (Dia 9). As barras de erro representam o erro padrdo da média da
mortalidade larval.

Os resultados da avaliacao do efeito residual sdo de fundamental importancia
para as que as autoridades responsaveis gerenciem a logistica de controle de vetores.
No Brasil, a aquisicao de inseticidas para uso em campanhas de saude publica é
responsabilidade do Ministério da Saude (MS). A diretriz atual especifica a aplicacao
do larvicida em intervalos de dois meses apenas em residéncias ou locais publicos
em que nédo haja outra forma de eliminagcéo do criadouro (58). Portanto, os estudos
de formulacao visam desenvolver um protétipo seguro e eficaz com um efeito residual

prolongado.

5. CONSIDERACOES FINAIS — PARTE |

Apesar da grande biodiversidade do Cerrado e do potencial das plantas como
fonte de moléculas biologicamente ativas, esse ainda é pouco estudado e continua a
sofrer com a ocorréncia de desmatamento no territorio brasileiro. Diante do exposto,

0 presente estudo contribuiu com o primeiro relato do isolamento de suberonona (1),
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rapanona (2), embelina (3) e bergenina (32) a partir do extrato acetato de etila da
madeira da raiz de Connarus suberosus e da atividade larvicida de embelina (3) e

rapanona (2) em Ae. aegypti.

Em decorréncia dos resultados preliminares da atividade larvicida em Ae.
aegypti obtidos para suberonona (3) e rapanona, foram avaliadas as atividades
larvicida e pupicida de 31 derivados de quinonas de fontes natural e comercial em Ae.
aegypti. Oito compostos apresentaram porcentagem de mortalidade em larvas do 3°
estadio de Ae. aegypti acima de 80% a 25 pug/mL apés 48 h de exposicdo. Das trés
guinonas isoladas de C. suberosus, a embelina (3) mostrou-se a mais ativa (CLsg 23,5
ug/mL apos 24 h), enquanto a tectoquinona (4) foi a mais potente (CLsp 1,1 pg/mL)

dentre as 28 quinonas de fontes comerciais.

Visando o conhecimento da extensao do efeito residual da atividade larvicida,
gue determina a frequéncia necessaria de sua aplicacdo no meio para o controle
efetivo de vetores, esse foi o primeiro relato dessa atividade em larvas de Ae. aegypti
para tectoquinona (4), 2-etilantraquinona (7), 1-cloroantraquinona (8) e antrona (9),
sendo que a tectoquinona (4) e a 2-etilantraquinona (7) apresentaram os resultados
mais promissores para a atividade larvicida residual. A tectoquinona apresentou 100%
de mortalidade até o dia 5.

Conforme resultados obtidos, as propriedades da tectoquinona sao indicativas
de sua adequacao como candidata para o desenvolvimento de um protétipo larvicida:
LCso de 1,1 pg/mL e manutencao da mortalidade larval de 100% durante 5 dias. Em
acréscimo, de acordo com as informacbes disponiveis no banco de dados da
European Chemicals Agency (ECHA), a tectoquinona ndo apresentou evidéncia de
bioacumulacdo na cadeia alimentar ou persisténcia no solo (88). Adicionalmente, os
resultados do estudo colaborativo realizado pelo Laboratorio de Genética Toxicologica
da Universidade de Brasilia em modelo peixe-zebra indicam que a concentracéo
necessaria para causar mortalidade em embribes foi bem maior do que a
concentracdo para causar mortalidade em Ae. aegypti e, em adultos, comecaram a
ser observadas alteragcdes na enzima lactato desidrogenase (LDH) apenas a partir da
concentracdo de 100 pug/mL, ou seja, bem acima do valor da CLsg para larvas de Ae.
aegypti (1,1 pg/mL). No entanto, a atividade da enzina glutationa S-transferase (GST)
respondeu de forma positiva, possivelmente desintoxicando o organismo tanto nas

branquias quanto no tronco (90).
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PARTE I

A ATIVIDADE DE OLEOS ESSENCIAIS DE
PLANTAS DO CERRADO E COMPOSTOS

VOLATEIS NO CONTROLE DOS VETORES
Aedes aegypti E Culex quinquefasciatus
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1. RESUMO GRAFICO
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2. INTRODUCAO

Na Parte Il deste trabalho de doutorado, contribuiu-se com o estudo de Oleos
essenciais oriundos de 13 espécies do Cerrado pertencentes a 7 diferentes familias,
no que se refere a avaliagdo das atividades biolégicas em Ae. aegypti e em Cx.
guinquefasciatus. Connarus suberosus da familia Connaraceae. Blepharocalyx
salicifolius, Campomanesia adamantium, Eugenia dysenterica, Eugenia klotzchiana,
Myrcia torta e Psidium laruotteanum da familia Myrtaceae. Casearia sylvestris da
familia Salicaceae. Duguetia furfuracea e Xylopia aromatica da familia Annonaceae.
Hedyosmum brasiliense da familia Chloranthaceae. Myrsine guianensis da familia
Primulaceae. Protium ovatum da familia Burseraceae, bem como de compostos de
outras fontes. A espécie C. suberosus foi descrita, anteriormente, na Parte | deste

trabalho.

A familia Myrtaceae apresenta grande relevancia quanto a quantidade de
arvores frutiferas, sendo uma das principais familias de arvores de interesse comercial
em todo o mundo. Os géneros Eugenia e Campomanesia merecem destaque, dentre

0s 121 géneros pertencentes a essa familia, por serem constituidos de uma grande
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variedade de espécies frutiferas com relevante potencial econémico, grande valor
nutricional e fontes de compostos quimicos, incluindo fendlicos, carotendides e
volateis. Ha estudos que demonstram que tais compostos estdo associados a
prevencao e ao tratamento de doencas cronicas e degenerativa, como cancer, doenga

cardiovascular, diabetes mellitus tipo 2 e obesidade (92).

O género Casearia Jacq. (Salicaceae) compreende cerca de 180 espécies de
ampla distribuicdo geografica, incluindo Africa, Asia, Australia, Américas do Norte e
Sul e ilhas do Pacifico. Esse género é considerado um dos mais importantes da familia
Salicaceae no Brasil, devido a sua facilidade de adaptacéo a diferentes condigbes
ambientais e grande variedade de espécies (93). A espécie C. sylvestris tem sido
estudada devido ao seu uso na medicina tradicional e pelo fato de ser rica em
diterpenos com propriedades citotoxica, antitumoral, inseticida e antifangica (94). A
familia  Annonaceae é composta por cerca de 2300 espécies. Embora haja
disponibilidade de poucos estudos quimicos com essas plantas tropicais, sabe-se que
sdo ricas em acetogeninas, metabdlitos secundarios com ampla descricdo de
atividades  biolégicas como  antineoplasica, antiparasitaria,  citotoxica,

imunossupressora, antiparasitaria e pesticida (95).

A familia Chloranthaceae consiste em 75 espécies distribuidas em quatro
géneros, incluindo o género Hedyosmum (96). Espécies dessa familia demonstraram
ter efeitos antitumorais, anti-inflamatorios, antinociceptivos e antimicrobianos (97). A
familia Primulaceae consiste em quase 1000 espécies distribuidas em 22 géneros
(98). Foram descritas diversas propriedades farmacoldgicas para espécies dessa
familia, incluindo anti-infecciosa, anti-inflamatéria e antiparasitaria (99). A familia
Burseraceae compreende aproximadamente 700 espécies em 19 géneros distribuidos
nos tropicos e subtrépicos (100). A maioria dessas espécies sao arvores e arbustos
gue apresentam dutos de resina que produzem 6leos aromaticos e resinas de goma,

muitas vezes responsaveis por suas propriedades medicinais (101).

Apesar de os 0leos essenciais serem constituidos de uma complexa mistura de
compostos, geralmente, eles sao caracterizados por dois ou trés compostos presentes
em altas concentracdes, entre 20 e 70%, quando comparados a outros compostos em
guantidades bem menores (102). Assim, o objetivo da Parte Il deste trabalho de
doutorado foi obter dados de diferentes atividades biolégicas que sejam indicativos
para o desenvolvimento futuro de um protétipo inseticida, a partir da extracédo de éleos
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essenciais de plantas do Cerrado, visando o controle integrado de vetores, conforme

diretrizes e protocolos da OMS.

3. METODO

3.1. ESPECIES VEGETAIS E OBTENCAO DE OLEOS

Na segunda parte deste trabalho, foram coletadas folhas frescas de 13
espécies do bioma Cerrado, pelo botanico Dr. Thiago R. B. Mello (P6s-Doutorando do
Laboratério de Farmacognosia/UnB), responsavel pela identificacdo e depdsito das
exsicatas para cada espécie no Herbario da Universidade de Brasilia (UB). As
espécies Myrcia torta DC. (UB) 217302 e Hedyosmum brasiliense (MaTR.) ex Mig.
(UB) 217287 foram coletadas na Reserva Ecoldgica do Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica (Recor-IBGE). Houve uma segunda coleta da espécie H.
brasiliense (UB) 217288 na Estacdo Ecoldégica do Jardim Botéanico de Brasilia
(EEJBB) com a finalidade de obtencdo de maior quantidade de amostra. As espécies
Blepharocalyx salicifolius (Kunth) O. Berg. (UB) 217304, Campomanesia adamantium
(Cambess.) O. Berg. (UB) 217297, Casearia sylvestris Sw. (UB) 217295, Connarus
suberosus Planch (UB) 217291, Duguetia furfuracea (A.St.-Hil.) Saff. (UB) 217290,
Eugenia dysenterica (MaTR.) DC. (UB) 217305, Eugenia klotzchiana O.Berg. (UB)
217298, Myrsine guianensis (Aubl.) Kuntze (UB) 217293, Protium ovatum Engl. (UB)
217303 e Psidium laruotteanum Cambess. (UB) 217299 foram coletadas no Campus
Universitario Darcy Ribeiro da Universidade de Brasilia. A espécie E. dysenterica foi
coletada mais duas vezes, do mesmo individuo, sob o0 mesmo namero de voucher,
com a finalidade de obtencdo de maior quantidade de amostra. A espécie Xylopia
aromatica (Lam.) Mart (UB) 217300 foi coletada na regido do Lago Sul-DF. Os dados

completos referentes as coletas podem ser observados na Tabela 3.

Na obtencdo dos 6leos essenciais, as folhas frescas de cada espécie foram
cortadas com auxilio de tesoura em pequenas partes e transferidas para um balédo de

fundo redondo com capacidade de 6 L contendo 3 L de agua destilada. O baléo foi
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acondicionado a uma manta elétrica aquecedora, acoplado ao aparelho de Clevenger

e o0 processo de hidrodestilacao foi iniciado quando a agua atingiu a temperatura de

100 °C. O processo de extracdo levou de 6 a 24 h a depender do volume constante

de cada 6leo essencial, observando-se a escala graduada do Clevenger. Os 6leos

essenciais in natura foram armazenados em frascos de vidro hermeticamente

fechados, envolvidos por papel aluminio e mantidos em freezer a -20 °C até a sua

utilizacao.

Tabela 3. Dados das espécies coletadas para obtencdo dos 6leos essenciais. Somente as
folhas de cada planta foram utilizadas para tal procedimento.

Familia Espécie Coleta Latitude Longitude Localizacdo  Exsicata (n°)
Duguetia
furfuracea 21/09/2020  -15,774  -47,868 UnB (UB) 217290
Annonaceae )
Xylopia
. 29/01/2020  -15,877  -47,801 Lago Sul (UB) 217300
aromatica
Burseraceae Protium ovatum  11/12/2019  -15,774 -47,865 unB (UB) 217303
Hedyosmum  10/01/2020 -15896  -47,845  Recor-IBGE  (UB) 217287
Chloranthaceae brasili
rasiliense 07/10/2020  -15,947  -47,867 EEJBB (UB) 217288
Connarus
Connaraceae suberosus 14/09/2020  -15,774 -47,868 unB (UB) 217291
Blepharocalyx i i
ealicifols 12/12/2019  -15,774 47,867 UnB (UB) 217304
Campomanesia  ,q155019 15774  -47,868 UnB (UB) 217297
adamantium
Eudenia 16/12/2019
Myrtaceae ) Segmerica 06/08/2020  -15,770  -47,867 UnB (UB) 217305
y 08/10/2020
Eugenia 10/08/2020  -15,774  -47,866 UnB (UB) 217298
klotzchiana
Myrcia torta 12/03/2020  -15,927  -47,872  Recor-IBGE  (UB) 217302
Psidium 16/01/2020  -15,774  -47,866 UnB (UB) 217299
laruotteanum
Primulaceae Myrsine 08/09/2020 -15,774  -47,867 UnB (UB) 217293
gulanensis
Salicaceae Casearia 31/08/2020 -15,774  -47,868 UnB (UB) 217295

sylvestris
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3.2. COMPONENTES QUIMICOS

O inseticida organoclorado temefds, o padrao repelente N,N-dietil-m-toluamida
(DEET), os padrdes de compostos volateis B-cariofileno, éxido cariofileno, linalol, a-
pineno, (+)-B-pineno, a-terpineol, p-cimeno, (R)-(+)-limoneno, (S)-(-)-limoneno e (-)-6-
pineno, bem como a série homdéloga de n-alcanos Cg-C,, foram adquiridos da

empresa Sigma Aldrich (Brasil, China e Suica).

3.3. PREPARO DE AMOSTRAS E CROMATOGRAFIA

Inicialmente, uma aliquota de 16 mg de cada amostra de 6leo essencial in
natura foi solubilizada em 4 mL de hexano, grau cromatogréafico, em frascos de vidro
com 20 mL de capacidade, resultando em concentracdes finais de 4 mg/mL. Em
seguida, 1 mL de cada amostra foi transferido para frascos apropriados ao
cromatégrafo. Posteriormente, 1 pL de cada amostra foi analisado por cromatografia
em fase gasosa acoplado a espectrometria de massas (CG-EM). As analises foram
feitas em equipamento da marca Shimadzu — QP2010 equipado com injetor
split/splitless e amostrador automatico AOC — 20Si. A temperatura no injetor foi
mantida a 240 °C, operando com razéo de split 2:1. O gas hélio foi utilizado como gas
de arraste a um fluxo de 1,0 mL/min. A temperatura na fonte de ion foi mantida a 280
°C com tempo de corte de solvente de 3 min. Todos 0s espectros de massas foram
obtidos no modo de varredura a 70 eV (40-500 m/z). Uma coluna capilar de silica
fundida Restek Rtx MS-5 medindo 30 m x 0,25 mm x 0,25 um foi utilizada neste
estudo. A temperatura do forno foi programada linearmente de 45 a 240 °C elevando-

se 5 °C/min, com tempo total de analise cromatografica de 39 min.

Na obtencéo dos indices de Kovats calculados, os hidrocarbonetos (n-alcanos)
utilizados neste experimento foram: n-octano Cg n-nonano Cgy, n-decano Cio n-
undecano Cjj, n-tridecano Cj3, n-tetradecano Ci4, N-pentadecano C;s, n-hexadecano
C 16, N-heptadecano C 37, n-octadecano C ;5, n-nonadecano C 19, € n-eicosano Coo.
Esses padrdes foram solubilizados em hexano grau cromatografico na concentracao
de 5 mg/mL. Em seguida, injetou-se 1 uL dessa solucdo de padrdes seguindo-se a
mesma metodologia cromatogréafica, sendo as amostras de 6leos essenciais e

hidrocarbonetos preparadas e analisadas no mesmo dia. Logo apés, foi efetuado o
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estudo comparativo entre os perfis cromatograficos dos 6leos em relacdo a série
homologa de hidrocarbonetos. Desse modo, utilizando-se a equacdo descrita por
Clement (1990) faz-se a relacao entre os tempos de retencéo e nimero de carbonos
dos n-alcanos comparativamente aos componentes detectados nas amostras de

Oleos, calculando-se os respectivos indices de Kovats.

IK = JE (try - tren.1) X (Cp - cn_l).1001?r +100 . Cn.1; (CLEMENT, 1990)

(trcn - tl’cn-l)

Em que:

try: tempo de retencéo do analito;

tren: tempo de retencédo do n-alcano posterior ao analito;
tren-1: tempo de retencdo do n-alcano anterior ao analito;
Cn: nimero de carbono do n- alcano posterior;

Ch.1: numero de carbono do n- alcano anterior.

Para identificacdo dos compostos nas amostras de Oleos essenciais, foram
levados em consideracdo quatro critérios: (1) indices de similaridades entre os
espectros acima de 90%; (2) perfis de fragmentacdo em comparacao com a biblioteca
do sistema de dados Wiley 7.0; (3) formulas moleculares e peso; (4) a comparacao
entre o indice de Kovats calculado para cada volatil em relacdo aqueles listados na
literatura (103). O porcentual relativo de cada pico identificado foi obtido pela razéo

entre areas a partir do cromatograma de ions totais - TIC.

3.4. MANUTENCAO DOS MOSQUITOS Ae. aegypti E Cx. quinquefasciatus

Para realizac&o dos ensaios biolégicos, foram coletas larvas de Ae. aegypti do
3° estagio, da linhagem Rockefeller, com idade de 72-96 h e fémeas adultas da colonia

de mosquitos mantida no Insetario do Laboratério de Farmacognosia da Universidade
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de Brasilia sem exposicao prévia a nenhum inseticida. Os mosquitos foram mantidos
a temperatura de 28 + 2 °C, umidade relativa de 70 = 10% e fotoperiodo de 12:12 h.
A ecloséo dos ovos ocorreu em dgua de torneira. Foi utilizada ragé@o para peixes como
fonte de nutrientes durante o estagio aquatico de desenvolvimento e 0s insetos
adultos foram alimentados por meio de papel de filtro (Whatman, Canterbury, UK)
embebido com solucdo de acucar 10%, trocado duas vezes por semana. As fémeas
gue nao foram separadas para os estudos adulticida e de repeléncia também foram
alimentadas com sangue equino, conforme previamente descrito no item 3.5.1 da

Parte | deste trabalho.

As fémeas adultas de Cx. quinquefasciatus foram obtidas de uma col6nia
proveniente de mosquitos adultos coletados em Merced, Califérnia (CA, Estados
Unidos), na década de 1950 (40) e mantida no Kearney Agricultural Research Center,
University of California, Parlier, CA. Especificamente para este trabalho, foram
utilizadas fémeas da col6nia da University of California, Davis (UC Davis) iniciada ha
cerca de 8 anos com mosquitos da colénia Kearney. Em Davis, os mosquitos foram
mantidos a temperatura de 27 = 1 °C e umidade relativa de 75 £ 5%, em um
fotoperiodo de 12:12 h.

3.5. ENSAIOS BIOLOGICOS

3.5.1. Avaliacdo da atividade larvicida

Os testes larvicidas foram conduzidos de acordo com os critérios estabelecidos
pelo guia da OMS (69), com modificagdes, previamente detalhados no item 3.4.1 da
Parte | e por Silva RL et al., 2020 (104). Resumidamente, 25 larvas do 3° estagio de
Ae. aegypti foram adicionadas a copos com 120 mL de agua da torneira. As amostras
em estudo, previamente solubilizadas em dimetilsufoxido (DMSO), foram adicionadas
separadamente a esses copos e testadas na concentracao final de 250 pg/mL para
Oleos essenciais e a 25 pg/mL para compostos volateis. Um total de 300 larvas por
amostra foram expostas em quatro replicatas com 25 larvas por copo e cada teste foi
repetido, de maneira independente, por trés vezes. Apds 24, 48 e 72 h de exposicao

as amostras, o0 numero de larvas mortas foi contado e a porcentagem de mortalidade
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calculada. Foram consideradas mortas as larvas que ndo apresentaram movimento
mesmo apos uma leve agitacdo dos copos. Temefés com concentragdes finais entre
0,0016 e 0,0250 pg/mL foi utilizado como controle positivo e DMSO < 1,0%, como
controle negativo. Destaca-se que o temefds tem registro no Brasil e € ativo em larvas
da linhagem Rockefeller, que é a linhagem utilizada nos testes realizados no
Laboratério de Farmacognosia/UnB. O temefds ndo € mais um dos inseticidas de
escolha das campanhas de saude publica no Brasil devido a identificacéo de selecéo

de espécies resistentes nas linhagens de campo (105).

Os valores de CLso foram determinados para os 6leos essenciais e compostos
gue apresentaram mortalidade larval maior ou igual a 80% nas leituras de 24, 48 ou
72 h. Para a determinacdo de CLso foram utilizadas quatro concentracdes diferentes
de cada 6leo essencial e de cada composto solubilizados em DMSO, dentro do seu
intervalo e atividade larvicida. Um total de 1200 larvas foram expostas em 4 replicatas
de 25 larvas por copo, em cada concentracdo. O teste foi repetido trés vezes para
cada amostra, utilizando-se larvas de trés lotes diferentes em cada dia. A mortalidade
larval foi avaliada apés 24, 48 ou 72 h. Para cada bioensaio, a temperatura foi mantida
a 28 + 2 °C, em umidade relativa de 70 + 10% e fotoperiodo de 12:12 h.

3.5.2. Teste de toxicidade em fémeas adultas de Ae. aegypt

O teste de toxicidade em Ae. aegypti foi realizado tendo como base as diretrizes
preconizadas pelo Centers for Disease Control and Prevention (CDC) (106). Para
preparacdo do teste, garrafas Scott de 250 mL foram uniformemente impregnadas
com 1 mL de solucéo de cada 6leo essencial, em acetona, na concentragao final de
500 pg/garrafa. As garrafas utilizadas como controle negativo foram internamente
impregnadas com 1 mL de acetona e as utilizadas como controle positivo,
impregnadas com 1 mL de solugdo de malathion, em acetona, na concentragéo final
de 50 pg/garrafa. As garrafas foram mantidas na posi¢cdo horizontal overnight, ao

abrigo da luz, de forma a permitir a evaporacéo da acetona.

Quando certificado de que a acetona havia evaporado completamente,

aproximadamente 12 fémeas foram gentilmente transferidas para cada garrafa. O
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ensaio foi realizado com as garrafas na posicéo vertical. Cada garrafa foi examinada
no tempo zero para verificacdo do numero de mosquitos nocauteados. Esse
procedimento foi repetido a cada 15 min até 2 h teste, depois apds 3 e 4 h, quando o

teste foi finalizado. Cada ensaio foi repetido trés vezes.

3.5.3. Teste de repeléncia espacial em Ae. aegypti

O teste de repeléncia espacial foi previamente descrito por Grieco JP et al.,
2007 (39). Esse teste foi conduzido em um equipamento com trés camaras
conectadas. Em uma das extremidades do equipamento esta a camara onde foi
inserida a rede com o tratamento e, na outra extremidade, a caAmara com a rede
controle. As camaras de tratamento e de controle sdo conectadas uma a outra por
meio de um cilindro transparente que possui valvulas do tipo borboleta em cada um
dos lados permitindo a conexdao com cada uma das camaras. Vinte (20+ 2) fémeas,
com 4-7 dias de vida, com privacdo de agucar por 24 h, foram transferidas para o
cilindro transparente e o centro do aparato foi coberto por um tecido escuro com a
finalidade de ambientar os mosquitos dentro do equipamento e certificar que apenas
o estimulo da amostra, se houver, sera responsavel pela movimentacdo dos
mosquitos de um lado para outro. Apés 30 segundos de descanso, as valvulas do tipo
borboleta foram abertas (Fig. 14). Passados 10 min., as valvulas foram fechadas e o
namero total de mosquitos em cada camara foi contado, bem como o nidmero de
mosquitos nocauteados. O aparato foi desmontado entre as repeticdes para permitir
gue a amostra volatilizada fosse ventilada para fora da camara. Foram realizadas nove
replicatas para cada amostra. Os testes foram conduzidos nos periodos de luz do dia,
das 8 as 18 h.
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Figura 14. Aparato de repeléncia espacial composto pelas seguintes partes: (1)
cilindro externos de metal; (2) cilindro transparente; (3) tampa lateral; (4) conectores
com valvulas borboleta; (5) cilindro interno de metal e (6) rede de tratamento.

Neste teste, foi aplicada uma solucdo da amostra de 6leo essencial a 1% em
acetona, totalizando um volume de 1,5 mL, em uma rede de poliéster de 275 cm?.
Redes individuais foram saturadas com a solugdo de tratamento e o0 excesso de
solvente foi completamente evaporado em temperatura ambiente durante 20 min.
antes do teste. O mesmo procedimento foi aplicado para a acetona em redes de
controle. Na quinta repeticdo, uma nova rede de tratamento foi colocada na camara
com a finalidade de garantir a concentracdo do 6leo essencial em todas as repeti¢des.

Linalol a 10% foi utilizado como controle positivo (107).

3.5.4. Teste de repelénciaem Cx. quinquefasciatus - surface landing and feeding
assay

O método utilizado no surface landing and feeding assay foi desenvolvido pelo
pesquisador Walter Leal (Universidade da California, Davis, Estados Unidos) e esta
descrito na literatura (108). O ensaio foi conduzido em uma gaiola para mosquitos

sustentada por uma placa de madeira (30 x 30 x 2,5 cm). Nessa estrutura, foram
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mantidos dois tubos de Dudley pintados internamente de preto, separados
transversalmente um do outro por 17 cm no meio da placa de madeira (Fig. 15). Um
lado da gaiola foi fechado para manter os mosquitos, enquanto o outro foi coberto por
uma cartolina vermelha, que se abre para permitir a inser¢cdo dos tubos de Dudley.
Agulhas de seringas foram colocadas a 8 mm dos tubos de Dudley e inseridas 4 cm
de profundidade na gaiola de mosquitos. Essas seringas fornecem CO,, a 50 mL /
min., para a gaiola e mantém rolos de algodao posicionados acima dos tubos de
Dudley. Com a finalidade de aquecimento dos tubos, foi circulada agua a 38 °C e,
guando os mosquitos foram colocados na gaiola, os rolos de algoddo foram

embebidos em sangue (Fig. 15).

Pedacos de papel de filtro foram impregnados com 200 uL apenas de solvente
(controle) ou 200 pL de uma solucao teste (por exemplo DEET ou a amostra a 1% no
solvente controle). O solvente foi evaporado por dois min. antes da insercao do papel
de filtro na gaiola. Os papéis de filtro foram mantidos em torno dos tubos (Fig. 16).

Alfinete para apoiar

w ' o papel de filtro
Rolo qe algodéao it Agulha de seringa que embebido com as
embebido com 100 permite a entrada de g amostras

WL de sangue co,

Tubo de Dudley
pintado de preto
aquecido a 38° C

Figura 15. Aparato para realizagdo do surface landing and feeding assay. Em
destaque tubos de Dudley, alfinetes, agulhas e rolos de algoddo embebidos
com sangue.
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Lado Lado
esquerdo direito

<

Aquecedor e
circulador de agua

Anel de papel de filtro embebido
com 200 plL de amostra ou controle
(hexano). Lado direito e esquerdo
sdo alternados entre amostra e
controla a cada leitura

Figura 16. Aparato para realizacdo do surface landing and feeding assay. Em
detalhe, anéis de papel de filtro e aquecedor de agua.

Mosquitos fémeas, com 6 a 8 dias de idade sem alimentagdo com sangue,
alimentados apenas com acgucar e 4gua, foram separados em gaiola especifica, pelo
menos, 30 min antes do inicio do teste. Os ensaios foram gravados com uma camera
de video equipada com o sistema infravermelho (Fig. 17). Ap6s 5 min, o nimero de
fémeas que pousou em cada lado foi contado. Os mosquitos foram gentilmente
removidos dos tubos e dos rolos de algod&o, com o auxilio de lencos de papel, e 0
teste foi reiniciado com a alternancia de lado esquerdo e lado direito entre controle e
tratamento. Neste estudo, a repeléncia para cada conjunto de teste, referente a cada
amostra testada, foi medida com o papel de filtro impregnado com a mesma amostra
pelo menos 10 vezes a esquerda e 10 vezes a direita da arena.
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Ziper para permitir a
insercao das amostras

Cilindro
de CO,

camera de video
equipada
com o sistema
infravermelho

Placa de madeira
(30x30x25cm)

Figura 17. Aparato para realizacdo do surface landing and feeding assay. Em
detalhe, camera de video equipada com sistema infravermelho.

3.6. Analise de dados

Os dados de mortalidade larval média foram submetidos a analise pelo software
GraphPad Prism 8 para determinagédo dos valores de CLspe CLgo. As andlises levaram
em consideracdo os limites de confianca de 95% inferior e superior (intervalo de
confianga). Os testes larvicidas foram realizados em quadruplicata, em trés testes
independentes (n = 300 por concentragao). De acordo com o guia da OMS (69), os
resultados dos testes que apresentaram mortalidade no controle acima de 5% foram
corrigidos pela formula de Abbott e os que apresentaram mortalidade no controle

acima de 20% foram descartados.

O tempo médio para nocaute dos mosquitos no teste de toxicidade e o tempo
de protecdo médio para o surface landing and feeding assay foram calculados
utilizando-se o software GraphPad Prism 8. Os dados do ensaio de repeléncia
espacial foram analisados por um teste ndo paramétrico de sinais de Wilcoxon (PROC
UNIVARIATE, SAS Institute Inc., Cary, NC, EUA 2012-2018) para determinar se o
indice de atividade espacial (SAI) médio para cada tratamento foi significativamente
diferente de zero. O SAIl, baseado no indice de oviposi¢do (109), foi utilizado para
avaliar as respostas das fémeas do mosquito no ensaio de repeléncia espacial. O SAI

foi calculado para cada amostra como:
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SAI = (Nc — Nt)/(Nc + Nt)

em que Nc € o numero de fémeas na camara do controle e Nt é o numero de fémeas

na camara do tratamento do aparato de repeléncia espacial.

O valor de SAl varia de -1 a +1, sendo que o valor igual a 0 indica que nao
houve resposta dos mosquitos. Um valor de SAI negativo indica que uma proporcao
maior de mosquitos se moveu em dire¢do da camara de tratamento, indicando uma
resposta atrativa. Enquanto um valor SAIl positivo indica que a maior propor¢gao de

mosquitos migrou para a camara do controle, indicando uma acao repelente.

Também foi calculado para o teste de repeléncia espacial o indice de atividade
espacial ponderada (wSAl), obtido por meio da multiplicacdo da porcentagem de
mosquitos que responderam ao estimulo da amostra (PERESP) pelo valor de SAI. O

percentual de resposta (P) foi obtido conforme a seguinte equacao:
PERESP = [(Nc + Nt)/N] x 100

em que Nc € o numero de fémeas na camara do controle, Nt € o numero de fémeas
na cabine do tratamento e N € o nimero total de fémeas no aparato de repeléncia
espacial. O wSAl representa a magnitude da atividade atrativa ou repelente, enquanto

do SAl indica a existéncia ou ndo de movimento direcional.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. CARACTERIZACAO DOS OLEOS ESSENCIAIS

Para coleta das folhas, com a finalidade de obtencédo de Oleos essenciais,
priorizou-se plantas do Cerrado, cuja atividade em Ae. aegypti e Cx. quinquefasciatus
de seus respectivos 0leos essenciais ainda ndo havia sido descrita na literatura. Outra
caracteristica levada em consideracao foi o fato de suas folhas apresentarem odor
persistente quando fragmentadas no momento da coleta. As folhas da espécie

Connarus suberosus ndo apresentaram odor persistente. Ainda assim, foram feitas
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tentativas de obter o seu respectivo Oleo essencial com a finalidade de se dar
continuidade ao estudo fitoquimico dessa espécie. No entanto, observou-se que tal
amostra ndo apresentou fragrancia marcante, sendo inativa para as formas imaturas
e adulta de Ae. aegypti. Portanto, os esfor¢os foram concentrados na busca de 6leos
essenciais extraidos de outras espécies do Cerrado. Optou-se pela coleta de um
namero maior de plantas da familia Myrtaceae, ao todo cinco, considerando-se 0s
dados da literatura que indicam atividade repelente e larvicida para alguns de seus
géneros como Eucalyptus L'Hér. (36,110,111) e Eugenia L. (112,113).

Os Oleos essenciais das folhas das espécies listadas na Tabela 4
apresentaram-se incolores ou amarelados, possuindo um aroma forte e duradouro.
Na literatura, esses Oleos ja foram testados como antimicrobianos, antiparasitarios,
broncoespasmoéticos e antifingicos, por exemplo (114-117). No entanto, a
investigacdo das atividades biolégicas em Ae. aegypti e Cx. quinquefasciatus é

considerada inovadora.

Na avaliacdo geral dos procedimentos adotados, 0 processo de extracdo por
hidrodestilacao utilizando o aparelho de Clevenger € o método oficial da Association
of Official Analytical Chemists (AOAC) para obtencdo de 6leos volateis em escala
laboratorial (118). A massa obtida para os 6leos variou de 0,6 a 3,6 g com rendimento
entre 0,1 e 1,3%. Os dados completos podem ser observados na Tabela 4. Entende-
se que, no que diz respeito aos Oleos essenciais com algum tipo de atividade biolégica
de interesse para a industria, quanto maior for seu rendimento, maior sdo as
possibilidades comerciais. No contexto de espécies nativas, que ainda nao foram
submetidas aos estudos de cultivo, levando-se em considera¢édo os dados histéricos
do Laboratério de Farmacognosia/UnB na obtencdo de 6leos essenciais, pode-se
sugerir uma estratificacdo do rendimento, considerando-se como baixo rendimento
valores menores que 0,49%, médio rendimento entre 0,5 e 0,99% e alto rendimento

acima de 1,0%.
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Tabela 4. Espécies de plantas do Cerrado investigadas e rendimento de seus respectivos
Oleos essenciais, obtidos no Laboratoério de Farmacognosia da Universidade de Brasilia.

Caodigo Espécie Data Massa Massa  Rendimento

Arbo P Coleta Folhas (g) Oleo (g9) (%)

Arbo0g4s ~ Campomanesia ,..,5019 754 16 0.2
adamantium

Arbo0846A Eugenia 16/12/2019 1100 1,0 0.1

Arbo0846B g Se%terica 06/08/2020 260 0.5 0,2

Arbo0846C y 08/10/2020 214 2.6 1.2

Arbooga7  Blepharocalyx 5155019 663 1,3 0,2
salicifolius

Arbo0848 Protium ovatum 11/12/2019 1032 1,7 0,2

Arbo0849A Hedyosmum  10/01/2020 983 1,0 0,1

Arbo0849B brasiliense 07/10/2020 361 0,6 0,2

Arbo0850 Psidium 16/01/2020 641 1,2 0.2
laruotteanum

Arbo0851 Xylopia 29/01/2020 1150 1,7 0.2
aromatica

Arbo0852 Myrcia torta 12/03/2020 396 3,6 0,9

Arbo0854 Casearia 31/08/2020 191 25 1,3
sylvestris

Arbo0856 Myrsine — 0gi09/0020 422 3,2 0.8
gulanensis

Arbo0859 Duguetia 21/09/2020 237 2.1 0.9
furfuracea

Arbo0861 Eugenia 10/08/2020 263 1,3 0.5
klotzchiana

Das espécies estudadas, nove amostras listadas na Tabela 4 apresentaram
rendimentos variando entre 0,1 e 0,2%. As amostras Arbo0852 Arbo0856, Arbo0859,

Arbo0861 mostraram rendimentos variando entre 0,5 e 0,9% e para duas amostras,

Arbo0846C e Arbo0854 tais valores foram de 1,2 e 1,3%, respectivamente. Observa-

se que as trés amostras coletadas do mesmo exemplar e localidade de Eugenia

dysenterica apresentaram rendimentos variados de 0,1; 0,2 e 1,2% (Tabela 4). Muito

provavelmente essas diferencas podem estar correlacionadas a época distinta de

coletas, além de algum tipo de estresse natural ocorrido na planta como, por exemplo,

ataque de algum predador, deficiéncia hidrica ou acimulos de raios solares. O dado
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inicial de baixo rendimento para nove amostras em estudo ndo desqualifica tais
amostras para o estudo aqui proposto uma vez que as caracteristicas aromaticas,
bioldgicas e quimicas foram mantidas e/ou determinadas, existindo a perspectiva de
melhorar tal rendimento caso exista o interesse na proposicao de cultivo.
Adicionalmente, as outras seis amostras (Tabela 4) mostraram rendimento de médio

para alto, o que também as qualifica para tais investigacoes.

Em relagéo ao procedimento analitico, a técnica por CG-EM é considerada a
modalidade cromatografica de primeira escolha na determinacdo de compostos
volateis em 6leos essenciais devido as suas vantagens nas separacdes de amostras
complexas e na efetividade dos parametros de resolucdo e deteccdo (119). Os
critérios utilizados para as caracterizacbes estavam em conformidade com as boas
praticas laboratoriais e permitiram a identificacdo de 6 a 40 compostos volateis, de
acordo com cada espécie. Para melhor visualizacdo, na Tabela 5, foram listados os
principais compostos volateis de cada amostra, considerando-se aqueles que
apresentaram pelo menos 4% na quantificacao relativa. Nos Quadros 01, 02, 03 e 04
podem ser observadas as estruturas quimicas dos compostos volateis majoritarios de

cada espécie.

Avaliando-se os perfis cromatograficos apresentados no Anexo Il, observam-
se a efetiva separagcao e a alta resolucdo para todos os n-alcanos utilizados na
determinacdo dos indices de Kovats. Quanto aos perfis dos Oleos essenciais,
observou-se a resolucdo adequada para a maioria dos compostos identificados, com
a determinacdo de compostos minoritarios e majoritarios, a partir de perfis
cromatogréficos relativamente complexos contendo as classes de monoterpenos,
monoterpenos oxigenados, sesquiterpenos e sesquiterpenos oxigenados. Esses
procedimentos analiticos, bem como essas caracteristicas cromatograficas, foram
reprodutiveis e confidveis para todas as amostras estudadas, conforme os dados

brutos na integra demonstrados no Anexo |l.

4.1.1 Oleo essencial de C. adamantium (Arbo0845)

Anexo II:

Figura All-1: Perfis cromatograficos;

Tabela All-1: Dados de caracteriza¢des;
Figura All-2: Estruturas quimicas identificadas.
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No 6leo essencial da espécie C. adamantium, popularmente conhecida como
gabiroba, foram identificados 19 compostos volateis. Os principais monoterpenos
foram a-pineno (7,7%), B-pineno (9,7%) e limoneno (21%). Os volateis linalol, a-
terpineol, B-cariofileno, biciclogermacreno, espatulenol, globulol e 1H-
cicloprop(E)azulenol-4 resultaram em teores variando entre 3,72 e 8,4%. O conteudo
de monoterpenos, monoterpenos oxigenados, sesquiterpenos e sesquiterpenos
oxigenados foram determinados com valores de 39, 12, 13 e 19%, respectivamente.
Na andlise dos teores totais, estes 19 compostos representaram 83,61% dos volateis
identificados. Este 6leo essencial foi reportado na literatura como antioxidante e

antimicrobiano (120).

4.1.2 Amostras Arbo0846A, Arbo0846B e Arbo0846C, 6leo essencial de E.
dysenterica

Anexo Il

Figuras All-3, All-5 e All-7: Perfis cromatograficos;

Tabelas All-2, All-3 e All-4: Dados de caracterizacfes;
Figuras All-4, All-6 e All-8: Estruturas quimicas identificadas.

As amostras Arbo0846A, Arbo0846B e Arbo0846C de E. dysenterica,
conhecida como cagaita, foram coletadas do mesmo individuo na mesma localidade
em épocas distintas, mais precisamente em 16/12/2019, 06/08/2020 e 08/10/2020,
respectivamente. As novas coletas foram realizadas no sentido de obter maior
guantidade do Oleo essencial para o prosseguimento adequado dos trabalhos.
Conforme ja discutido anteriormente, notou-se varia¢des de rendimento relativamente
significativas para estas trés amostras. Tais variacdes para Arbo0846A e Arbo0846B
foram aproximadas de 0,1 e 0,2%. No entanto, para a amostra Arbo0846C, o valor de
rendimento foi de 1,2%, bem superior as demais. A composi¢do quimica dessas
amostras também variou. Na Arbo0846A foram identificados 15 picos representando
70% da amostra em que B-mirceno, p-cariofileno, a-humuleno, gurjuneno, a-
panasiseno, oxido de cariofileno e humuladienona apresentaram teores variando entre
5 e 12%. Dez compostos foram identificados na amostra Arbo0846B, em um total de
75%, destacando-se B-mirceno e cis-ocimeno com 17 e 21%, seguidos por f3-
cariofileno, a-humuleno e gurjuneno, oscilando entre 7 e 12%, com a humuladienona
detectada de forma minoritaria com 1,25%. Ja para a amostra Arbo084C, foram

identificados seis componentes, correspondendo a 96% do total da amostra, em que
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somente o cis-ocimeno demonstrou-se como amplo majoritario equivalendo-se ao teor
de 67%. O B-mirceno, trans-ocimeno, neo-aloocimeno, a-terpinoleno e gurjuneno

mostraram teores de 8, 13, 4, 1 e 2%, respectivamente.

O B-mirceno foi detectado nessas trés amostras Arbo0846A (7%), Arbo0846B
(17%) e Arbo0846C (8%). O B-cariofileno, a-humuleno e gurjuneno foram identificados
com teores similares nas amostras Arbo0846A e Arbo0846B. A humuladienona
também foi determinada nessas duas amostras, porém com teores distintos de 7,25 e
1,25%, respectivamente. O a-panasiseno e o 0xido de cariofileno foram detectados
somente na Arbo0846A. As composic¢des quimicas de Arbo0846A e Arbo0846B estédo
mais parecidas quando comparadas com a amostra Arbo0846C, na qual ndo foram
observados o B-cariofileno, a-humuleno gurjuneno e humuladienona. No entanto, na
Arbo0846C, o cis-ocimeno representou 67% de seu teor, o qual também foi detectado
na Arbo0846B com 21%. Ao conferir o sistema analitico, bem como o preparo dessas
amostras, nenhum desvio foi observado que pudesse justificar essas variagbes
guimicas e de rendimento. O intervalo de coleta de Arbo0846A para Arbo0846B foi de
8 meses, enquanto o periodo entre a coleta de Arbo0846B para Arbo0846C foi de 2
meses. Conforme o breve relato na justificativa para os diferentes valores de
rendimento, sabe-se que o metabolismo vegetal pode ser influenciado por diferentes
fatores como herbivoria, umidade, dias chuvosos, presenca de nutrientes, polinizagao,
dentre outros. A soma desses fatores influenciadores, bem como a proximidade de
coleta entre Arbo0846B e Arbo0846C, certamente justificam com melhores
confiabilidades as diferencas quimicas e de rendimento observadas nessas amostras.
Adicionalmente, o 6leo de E. dysenterica ja foi estudado quanto ao seu poder

antifangico demonstrando também atividade antioxidante (114,121).

4.1.3 Oleos essenciais de B. salicifolius (Arbo0847) e P. ovatum (Arbo0848)

Anexo II:

Figuras All-9 e All-11: Perfis cromatograficos;

Tabelas All-5 e All-6: Dados de caracterizacfes;

Figuras All-10 e All-12; Estruturas quimicas identificadas.

No 6leo essencial de B. salicifolius, popularmente conhecido como maria preta,
foram identificados 25 compostos. Os volateis y-terpineno, g-cariofileno e

aromadendreno demonstraram teores promissores variando entre 10 e 17%. Os
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componentes a-pineno, p-cimeno, a-terpinoleno, ledeno e globulol foram detectados
com 9; 6,5; 525; 5 e 5,2%, respectivamente. Desses 25 compostos, 12 foram
considerados minoritarios com teores abaixo de 1%, o que é um bom indicativo de
gue o método analitico e preparo de amostras foram eficientes pois foram capazes de
abranger volateis minoritarios e majoritarios em amostras relativamente complexas. O
total de compostos determinados representou 83% da amostra, em que 0s contetdos
de monoterpenos com 43% e sesquiterpenos com 29% foram relevantes. Esse 6leo
essencial j& foi estudado quanto aos seus aspectos de citotoxicidade (122), bem como

ja foi considerado como antimicrobiano e antiespasmaodico (123).

O dOleo de P. ovatum, também conhecido como almécega, apresenta atividade
antiparasitaria (116). Ao perfil cromatografico dessa amostra, foi possivel definir
claramente duas regifes, sendo a primeira entre 5 e 10 min., apresentando trés
monoterpenos visualmente diferenciados e a segunda entre 20 e 25 min. destacando-
se a presenca de cinco sesquiterpenos relevantes. Os monoterpenos a-pineno
(3,22%), sabineno (3,85%) e limoneno (16,99%) foram aqueles detectados na primeira
regido de analise. Os sesquiterpenos pg-cariofileno, y-elemeno, germacreno-D,
biciclogermacreno e germacreno-B, que apresentaram os respectivos teores de 14;
10; 15,7 e 8%, foram os volateis da segunda regido cromatografica. A determinacéo
de monoterpenos (26%), monoterpenos oxigenados (0,7%), sesquiterpenos (62%) e
sesquiterpenos oxigenados (7%) contribuiu para 95% de compostos identificados no

total.

4.1.4 Amostras Arbo0849A e Arbo0849B, 6leo essencial de H. brasiliense

Anexo Il

Figuras All-13 e All-15: Perfis cromatograficos;

Tabelas All-7 e All-8: Dados de caracterizacfes;

Figuras All-14 e All-16: Estruturas quimicas identificadas.

Visando obter aliquotas suficientes de Oleo essencial de H. brasiliense,
conhecido popularmente como cha de soldado, essa planta foi coletada duas vezes.
A primeira coleta Arbo0849A foi realizada em janeiro de 2020 na Reserva Ecoldgica
— IBGE e a segunda coleta Arbo0849B em outubro de 2020 na Estacdo Ecoldgica —

EEJBB. Tratando-se, portanto, de dois exemplares em localidades distintas coletados
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em duas épocas do ano. O rendimento dessas amostras foi considerado baixo, de
0,1% para Arbo0849A, apresentando a deteccdo de 40 picos, e de 0,2% para
Arbo0849B, detectando-se 26 picos. Embora exista essa diferenca no niumero de
detectaveis, essas duas amostras foram relativamente parecidas. Os componentes a-
tujeno, a-pineno, canfeno, B-mirceno, a-felandreno, p-cimeno, limoneno, trans-
ocimeno, y-terpineno, linalol, B-citronelol, bicicloelemeno, acetato de a-terpineol e
metil-eugenol estdo presentes nas duas amostras, com teores variando entre 0,18 e
5,47%. Os volateis sabineno, trans-ocimeno, 4-terpineol e carotol também foram
identificados nas duas amostras, porém com variagcdes consideraveis em seus teores
com 2,6; 1,1; 0,8 e 41% na Arbo0849A e 17; 8,75; 10,2 e 17,7 na Arbo0849B,
respectivamente. Certamente, essas oscilacbes em teores estdo relacionadas as
coletas e localidades distintas. Os sesquiterpenos biciclogermacreno, S-bisaboleno,
6-cadineno, elemol, germacreno-B, globulol e B-eudesmol com teores entre 0,27 e
3,71% foram alguns exemplos detectados somente na amostra Arbo0849A. Na
identificacdo total de volateis, 40 picos em Arbo0849A e 26 picos em Arbo0849B
representaram 90 e 88% de cada amostra estudada. Um estudo conduzido por
Kirchner et al., (124) divulgou que o 6leo essencial de H. brasiliense foi ativo contra
bactérias Gram-positivas e fungos.

4.1.5 Oleos essenciais de P. laruotteanum (Arbo0850) e X. aromatica (Arbo0851)

Anexo Il:

Figuras All-17 e All-19: Perfis cromatogréaficos;

Tabelas All-9 e All-10: Dados de caracterizac¢es;
Figuras All-18 e All-20: Estruturas quimicas identificadas.

Durante os procedimentos e processamentos analiticos, foram identificados 35
compostos no 6leo essencial de P. laruotteanum, conhecido como aracé cascudo,
distribuidos em 37% de monoterpenos, 24% de monoterpenos oxigenados, 21% de
sesquiterpenos e 5% de sesquiterpenos oxigenados, representando 87% no total de
volateis identificados. Na andlise do perfil cromatografico, foi possivel destacar pelo
menos 10 compostos, quais sejam, a-pineno, a-felandreno, limoneno, 1,8-cineol,
trans-ocimeno, a-terpinoleno, linalol, p-ment-1-en-8-ol, a-copaeno e 6-cadineno com,

no minimo, 3% e, no maximo, 9,6% em seus teores. Em estudo envolvendo 12
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espécies nativas de Myrtaceae do Cerrado, P. laruotteanum apresentou alto potencial
antioxidante (125).

Embora no éleo de X. aromatica, conhecida popularmente como pimenta de
macaco, tenha sido identificado 29 voléateis, somente trés monoterpenos a-pineno
(10,5%), B-pineno (15,7%), limoneno (26,3%) e um sesquiterpeno oxigenado, o
espatulenol, com teor de 9,12% se destacaram como majoritarios. Os compostos (-
mirceno, biciclogermacreno, globulol e guaiol foram detectados com valores entre 2 e
3,6%. Os outros 21 componentes dessa amostra foram minoritarios com percentuais
abaixo de 1%. O total de compostos identificados correspondeu a 83% deste 6leo, em
gue a literatura relata a reducéo da oviposicédo de Bemisia tabaci, peste relacionada

aos graos de feijdo, além de apresentar atividade antimicrobiana (115,126).

4.1.6 Oleos essenciais de M. torta (Arbo0852) e C. sylvestris (Arbo0854)

Anexo Il

Figuras All-21 e All-23: Perfis cromatogréficos;

Tabelas All-11 e All-12: Dados de caracterizacdes;
Figuras All-22 e All-24:; Estruturas quimicas identificadas.

Na espécie M. torta, prevaleceu a classe de sesquiterpeno totalizando 89% na
identificacdo destes compostos. Trés volateis germacreno-D, a-amorfeno e 6-
cadineno apresentaram teores de 10,3; 19,8 e 12,5%, respectivamente. Os
sesquiterpenos bicicloelemeno, a-copaeno, B-elemeno, B-cariofileno, a-humuleno,
alo-aromadendreno, y-muuroleno, germacra-1(10),4(15),5-trieno, espatulenol,
globulol, 1H-cicloprop(E)Azulenol-4, ledol a-cedrol, -muurolol, torreiol e a-cadinol

foram determinados com valores oscilando entre 1 e 5,5%.

No Oleo essencial de C. sylvestris, também conhecida como guacatonga, foi
detectado somente sesquiterpenos com e sem 0xigénio nas respectivas estruturas
guimicas num total de 91% dessa amostra. O biciclogermacreno foi 0 majoritario com
teor de 47,4%. Os percentuais de bicicloelemeno, B-cariofileno, germacreno-D,
globulol, 1H-cicloprop(E)azulenol-4, r-cadinol e a-cadinol oscilaram de, no minimo, 3
a, no maximo, 5,46%. C. sylvestris € conhecida popularmente como “Guagatonga” ou

“‘Cha de Bugre” e suas folhas sdo consumidas como chas anti-inflamatorios,
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depurativos e anti-reumaticos, além de pesquisas indicarem contribuicdes

farmacoldgicas, haja vista sua diversidade quimica (127).

4.1.7 Oleos essenciais de M. guianensis (Arbo0856), D. furfuracea (Arbo0859), E.
klotzschiana (Arbo0861)

Anexo Il:

Figuras All-25, All-27 e All-29: Perfis cromatograficos;

Tabelas All-13, All-14 e All-15: Dados de caracterizac¢es;
Figuras All-26, All-28 e All-30: Estruturas quimicas identificadas.

Inicialmente, ao cromatograma da amostra Arbo0856, referente a M.
guianensis, foi observado um pico entre 3 e 4 min., atribuido a uma impureza de
solvente pelo estudo comparativo com amostra branco. Ademais, todos os volateis de
interesse foram eluidos a partir de 5 min. de analise. Essa amostra ndo apresentou
monoterpenos, sendo o conteddo de sesquiterpenos e sesquiterpenos oxigenados de
47,4 e 16,4%. Os principais volateis foram g-cariofileno (18,2%) e 6-cadineno (14,3%),
seguidos por r-muurolol (6,65%), y-cadineno (5,13%), a-cadinol (4,2%) e globulol
(3,9%). O total de compostos identificados correspondeu a 64%. M. guianensis
apresenta uso tradicional como anti-inflamatério de picadas de insetos e na

cicatrizacao de feridas (128).

Na andlise envolvendo D. furfuracea, conhecida popularmente como araticum
do campo, foram detectados dois picos proximos, em 15 e 29 min., que ndo foram
determinados por ndo se encaixarem aos critérios de identificacdo estabelecidos
neste trabalho. Dos 11 sesquiterpenos identificados, 9 volateis equivalentes a 71,9%
apresentaram oxigenacao na estrutura quimica. O elemol, com conteudo de 53,8%,
foi o majoritario. O 10-epi-y-eudesmol e a mistura de a-eudesmol/B-eudesmol
apresentaram teores de 5,8 e 8,6%. D. furfuracea é popularmente chamada de
“araticum-seco” com uso medicinal para tratar inflamagdes e dores. O d6leo essencial
desta planta produz efeitos anti-inflamatérios e antinociceptivos centrais e periféricos
(129).

Os componentes germacreno-D, biciclogermacreno, globulol, -muurolol e a-
cadinol com percentuais de 7,3; 10,2; 12,9; 14,4 e 22%, respectivamente, foram os
principais sesquiterpenos presentes no 6leo essencial de E. klotzschiana, também

conhecida como pera do Cerrado. O espatulenol, 1H-cicloprop(E)azulenol-4, ledol e
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torriol apresentaram teores oscilando entre 4,3 e 5,6%. O total de volateis identificados
foi equivalente a 88% da amostra. Nomeada como Pera do Cerrado, estudo realizado

com essa planta indicou atividade antioxidante (130).

4.1.8 Mapa de calor e compostos majoritarios

No contexto de avaliacdes comparativas finais, foi elaborado um mapa de calor
no qual relacionaram-se todas as espécies em estudo, suas respectivas familias e a
grande maioria dos volateis identificados com seus respectivos teores (Fig. 18). Nesse
mapa, para melhores visualizacdes, os valores numéricos de teores foram
determinados com =4%. Contudo, todos os teores variam de zero com a cor azul clara
para até 70% representado pela cor vermelha intensa, conforme escala nessa figura.
Avaliando-se esses dados, levando em conta os perfis de volateis pelo mapa de calor,
as espécies D. furfuracea e. dysenterica C foram as que mais se diferenciaram entre
todas as plantas estudadas. H. brasiliense A e B foram semelhantes. P. ovatum, X.
aromatica e C. adamantium demonstram uma certa similaridade. E. dysenterica A e
B foram consideradas parecidas. P. laruotteanum e B. salicifolius, ambas da familia
Myrtaceae estdo mais aproximadas quimicamente. E. klotzschiana, M. guianensis e
M. torta foram analogas. C. sylvestris foi considerada um pouco semelhante a E.

klotzschiana.

Com a finalidade de otimizar a discusséo relacionada as atividades bioldgicas,
foram listadas na Tabela 5 os compostos considerados majoritarios, ou seja, com
percentual relativo = 4%. Nos Quadros 01, 02, 03 e 04, podem ser observadas as
estruturas quimicas desses 0leos majoritarios. Em relacdo a familia Myrtaceae, néo
foi identificado composto majoritario presente nas oito amostras referentes aos 6leos
essenciais das cinco espécies coletadas. No entanto, foi observado que, houve
predominancia de monoterpenos em cinco amostras, B. salicifolius (43%), C.
adamantium (39%), E. dysenterica Arbo0846B (39%), E. dysenterica Arbo0846C
(94%) e P. laruotteanum (37%). Para E. dysenterica Arbo0846A e M. torta, houve
destaque para 0s sesquiterpenos com percentual relativo de 38 e 62%,

respectivamente. Enquanto para E. klotzchiana predominaram sesquiterpenos
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oxigenados (69%). Em relacdo a duas espécies da familia Annonaceae, D. furfuracea
e X. aromatica ndo foram observadas similaridades que possam ser destacadas

guanto ao perfil cromatogréafico.

Nos itens 4.2 a 4.5, a sequir, estdo descritas algumas correlagbes entre as
atividades bioldgicas e o perfil quimico de cada amostra. Para tanto, foi possivel
realizar os testes larvicidas com alguns compostos majoritarios identificados nas
amostras e adquiridos comercialmente. Os demais testes foram realizados
unicamente com Oleos essenciais. Assim, quando ndo foi possivel adquirir os
compostos e testa-los quanto a sua atividade bioldgica, foram utilizados resultados
disponiveis na literatura relacionados a mesma atividade. Na auséncia de resultados
individuais ou de dados disponiveis em literatura, considerou-se 0s compostos
majoritarios (= 4%) para tal correlagdo tendo em vista que, normalmente, séo
caracterizados por seus principais compostos, que frequentemente determinam suas
propriedades biolégicas (52). No entanto, é necessario considerar que 0s 0leos
essenciais sao misturas complexas de compostos majoritarios e minoritarios, que
podem atuar em sinergismo ou antagonismo, contribuindo para o resultado final da

atividade larvicida.
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Figura 18. Mapa de calor para o estudo comparativo entre a composi¢édo das amostras de 0leos essenciais de plantas do Cerrado. Relacionam-

se: Espécies x volateis x familia x NCarb (nimero de carbonos), considerando-se os teores dos volateis em porcentagem relativa (% Relativa).
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Tabela 5. Dados referentes aos compostos majoritarios identificados nas amostras de 6leos
essenciais obtidos a partir de folhas frescas de plantas do Cerrado. Foram considerados
majoritarios 0s compostos que apresentaram pelo menos 4% na quantificacdo relativa.

Espécies Compostos TR PIKc CIKp YIS (%) °MM ‘F.molecular 9(%)
a-pineno 6,0 934 935 97 136 CioH1s 8,8

p-cimeno 8,4 1026 1026 96 134 CioHua 6,5

y-terpineno 9,4 1062 1059 96 136 CioH1s 17,1

Blepharocalyx salicifolius a-terpinoleno 10,2 1091 1078 97 136 CioH1s 5,2
Arbo0847 B-cariofileno 19,7 1428 1428 97 204 CasHaa 11,4
aromadendreno 20,2 1448 1443 95 204 CisHzs 10,3

ledeno 21,7 1504 1500 94 204 CisHos 4,7

globulol 23,9 1595 1580 94 222 CisH260 52

a-pineno 6,0 935 935 97 136 CioH1s 7,7

B-pineno 71 979 977 98 136 CioH1e 9,7

Campomanesia limoneno 8,6 1032 1031 97 136 CioH1e 21,1
adamantium linalol 10,6 1102 1103 97 154 C10H180 5,3
Arbo0845 a-terpineol 13,3 1195 1195 98 154  CiHiO 4,3
biciclogermacreno 21,7 1506 1500 96 204 CisHos 51

globulol 24,0 1596 1580 94 222 C15H260 8,4

bicicloelemeno 17,4 1342 1336 91 204 CisHog 55

B-cariofileno 19,7 1426 1428 96 204 CisHzs 4.8

Casearia sylvestris germacreno-D 21,3 1489 1488 90 204 CisHos 4,3
Arbo0854 biciclogermacreno 21,8 1506 1500 96 204 CisHos 47,4
globulol 23,9 1594 1580 90 222 C15H260 54

1H-cicloprop(E) 241 1602 1600 94 222  CiHxO 51

azulenol-4
elemol 23,1 1562 1558 95 222 C15H260 53,8
Duguetia furfuracea 10-epi-y-eudesmol 25,1 1643 1632 91 222 C15H260 5,8
Arbo0859 B-eudesmol 255 1662 1662 91 222  CuHxO 4.4
a-eudesmol 25,6 1665 1667 90 222 C15H260 4,2
B-mirceno 7,4 992 992 97 136 CioH1s 7,0
B-cariofileno 19,7 1427 1427 97 294 CisHos 11,0
Eugenia dysenterica a-h.umuleno 20,6 1462 1462 96 204 CisHo 12,5
Arbo0846A gurjuneno 21,6 1499 1475 92 204 CisHos 53
a-panainseno 22,3 1528 1527 90 204 CisHos 7,8
oxido de cariofileno 23,9 1594 1593 93 220 C15H240 8,6
humuladienona 24,6 1621 1580 90 220 C15H240 7,3
B-mirceno 74 992 992 97 136 CioH1s 16,7
) . cis-ocimeno 8,7 1039 1041 95 136 CioH1e 21,0
Eugenia dysenterica .
Arbo0846B B-cariofileno 19,7 1427 1428 97 204 CisHoa 9,9
a-humuleno 20,6 1462 1462 96 204 CisHoa 11,6
gurjuneno 21,6 1498 1475 93 204 CisHo4 6,6
B-mirceno 74 991 991 97 136 CioH1s 8,1
Eugenia dysenterica cis-ocimeno 8,7 1039 1038 95 136 CioH1s 67,2
Arbo0846C trans-ocimeno 90 1048 1048 92 136  CyHi 132

neo-aloocimeno 11,4 1130 1140 93 136 CioH1e 4,1
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Espécies Compostos TR PIKc CIKp 9IS (%) °MM ‘F.molecular 9(%)
germacreno-D 21,3 1488 1488 91 204 CisHaa 7,3
biciclogermacreno 21,7 1504 1500 95 204 CisHoa 10,2
espatulenol 23,7 1587 1585 93 220 C15H240 5,6
. . gIoquoI 23,9 1593 1580 90 222 C1sH260 12,9
Eugenia Kotzschiana  1Fhcloloprop(E) 241 1601 1600 90 222  CuHxO 47
ledol 24,4 1613 1608 91 222 Ci15H260 54
T-muurolol 25,3 1651 1647 93 222 C15H260 14,4
torreiol 25,4 1655 1658 90 222 C15H260 4,3
a-cadinol 25,6 1664 1662 93 222 Ci5H260 22,0
a-felandreno 7,8 1006 1006 97 136 CioH1s6 55
Hedyosmum brasiliense  p-cimeno 8,4 1026 1026 96 134 CioHua 50
Arbo0BA9A espatulenol 238 1591 1585 94 220  CuHwuO 4,7
carotol 244 1614 1600 95 222 Ci15H260 41,2
sabineno 70 974 974 96 136 CioH1s 16,9
- trans-ocimeno 9,0 1049 1048 97 136 CioH1e 8,8

Hedyosmum brasiliense ]
Arbo0849B 4-terpineol 12,8 1181 1180 97 154 C10H180 10,2
metil-eugenol 19,2 1409 1409 90 178 C11H140; 51
carotol 24,3 1609 1600 94 222 C15H260 17,7
alo-aromadendreno 20,8 1471 1468 95 204 CisHoa 4.4
germacreno-D 21,4 1492 1488 93 204 CisHos 10,3
Myrcia torta a-am?ﬁeno 21,9 1510 1519 92 204 CisHos 19,8
Arbo0852 6-cadineno 22,5 1536 1530 92 204 CisHo 12,5
globulol 24,0 1597 1580 94 222 C15H260 4,0
T-muurolol 254 1656 1647 90 222 C15H260 55
a-cadinol 25,7 1669 1662 92 222 Ci5H20 4,6
B-cariofileno 19,7 1426 1428 96 204 CisHzs 18,2
a-humuleno 20,6 1461 1462 92 204 CisHos 4,7
Myrsine guianensis y-cadineno 21,2 1483 1483 90 204 CisHza 51
Arbo0856 s-cadineno 223 1530 1530 90 204  CuisHa 143
T-muurolol 25,3 1651 1647 90 222 Ci15H260 6,7
a-cadinol 25,6 1664 1662 90 222 Ci5H260 4,2
limoneno 8,5 1032 1031 97 136 CioH1s 11,0
B-cariofileno 19,8 1429 1428 96 204 CisHos 14,1
Protium ovatum y-elemeno 20,1 1441 1437 95 204 CisHoa 9,7
Arbo0848 germacreno-D 21,4 1492 1488 92 204  CisHa 146
biciclogermacreno 21,8 1506 1500 96 204 CisHoa 6,7
germacreno-B 23,3 1569 1569 94 204 CisHos 8,4
a-pineno 6,0 934 935 97 136 CioH1s 6,3
a-felandreno 7,8 1006 1006 98 136 CioH1s 51
Psidium laruofteanum limoneno 8,5 1031 1031 92 136 CioH1s6 7,3
Arbo0850 1,8-cineol 8,6 1033 1032 94 154 C10H180 7,6
trans-ocimeno 9,0 1049 1048 97 136 CioH1s 4,0
linalol 10,6 1103 1103 97 154 C10H180 9,2
p-ment-1-en-8-ol 13,3 1195 1193 98 154 C10H150 47
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Espécies Compostos TR PIKc CIKp YIS (%) °MM ‘F.molecular 9(%)
a-copaeno 18,5 1383 1381 95 204 CisHoa 9,6

6-cadineno 22,4 1532 1530 93 204 CisHpa 6,6

a-pineno 6,0 934 935 97 136 CioH1e 10,5

Xylopia aromatica B-pineno 71 978 977 98 136 CioH1s 15,7
Arbo0851 limoneno 85 1031 1031 97 136  CyHi 26,3
espatulenol 23,8 1589 1585 94 220 Ci15H2,0 9,1

TR = tempo de retencdo, min.; "IKc = Indice de Kovats calculado; IKp = indice de Kovats
publicado (103); 9IS = Indice de similaridade espectral; ®MM = massa molecular; 'F. Molecular

= Formula Molecular; 9(%) = percentual relativo.



Quadro 01. Compostos majoritarios identificados nas espécies B. salicifolius

(Arbo0847), C. adamantium (Arbo0845) e C. sylvestris (Arbo0854).

Blepharocalyx salicifolius (Arbo0847)

© 0 Qg

a-pineno p-cimene y-ferpineno aterpinaleno B-cariofileno

aromadendreno ledeno

Campomanesia adamantium (Arbo0845)

o H Q3

g-pineno B-pineno limoneno linaloal a-terpineol

o

biciclogermacreno globulol

Casearia sylvestris (Arbo(0854)

bicicloelemeno B-cariofileno germacreno-D biciclogermacreno

globulol 1H-cicloprop(E)azulenal-4
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Quadro 02. Compostos majoritarios identificados nas espécies D. furfuracea
(Arbo0859) e E. dysenterica (Arbo0846A, Arbo0846B e Arbo0846C).

Duguetia furfuracea (Arbo0859)

QOH

elemal 10-epi-y-eudesmaol G-eudesmal a-eudesmal

Eugenia dysenterica (Arbo0846A)

B-mirceno B-cariofileno a-humuleno gurjuneno a-panainseno

oxido de cariofileno humuladienona
Eugenia dysenterica (Arbo0846B)

0 QAR5

B-mircena cis-ocimeno B-cariofilena a-humuleno gurjunena

Eugenia dysenterica (Arbo0846C)

N

B-mirceno cis-ocimeno frans-ocimeno frams-ocimena
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Quadro 03. Compostos majoritarios identificados nas espécies E. klotzschiana
(Arbo0861), H. brasiliense (Arbo0849A e Arbo0849B) e M. torta (Arbo0852).

Eugenia klotzschiana (Arbo0861)

germacreno-D biciclogermacreno espatulenol globulal 1-H-cicloprop(E)azulenol -4

HO
ledol r-muuralal tarreiol a-cadinal
Hedyosmum brasiliense (Arbo0849A)
? g? OH
a-felandreno p-cimeno espatulenol carotol

Hedyosmum brasiliense (Arbo0849B8)

sabinena trans-ocimeno 4-terpineol metil-eugenol carotol

Myrcia torta (Arbo0852)

alo-aromadendreno germacrenc-0 g-amorfeno b-cadineno globulol

HO

r-muurclol a-cadinol




Quadro 04. Compostos majoritarios identificados nas espécies M. guianensis
(Arbo0856), P. ovatum (Arbo0848), P. laruotteanum (Arbo0850) e X. aromatica

(Arbo0851).

Myrsine guianensis (Arbo0856)

B-cariofileno a-humuleno y-cadineno

&-cadineno

T-muu

O

rolol a-cadinol

Protium ovatum (Arbo(0848)

&

limonena B-cariofileno y-elemeno

germacrenc-D

biciclogermacrena germacreno-5

%\H

Fsidium laruotteanum (Arbo0850)

g-pineno B-pineno

OH
L+]
| |
&

g-pineno a-felandreno limoneno 1_8-cineol trams-ocimeno linalool

/—\“\

oH .

p-ment-1-en-6-ol a-copaeno S-cadineno
Xylopia aromatica (Arbo0851)
=
limoneno

espatulenol
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4.2. ATIVIDADE LARVICIDA EM Ae. aegypti

O ¢6leo essencial que apresentou a maior atividade larvicida foi das folhas de
H. brasiliense (Arbo0849B), coletadas especificamente para esse fim, com CLsg de
11,2 yg/mL em 24 h. Provavelmente, o sesquiterpeno carotol (17,7%), juntamente com
0 monoterpeno sabineno (16,9%) contribuiram para atividade larvicida apresentada.
N&o foi possivel a realizagdo do teste larvicida com a amostra de Arbo0849A tendo
em vista a baixa quantidade de 6leo essencial disponivel. Os dados completos do
teste larvicida podem ser observados na Tabela 6. Em seguida, temos o 6leo
essencial de X. aromatica com CLsp de 12,1 pg/mL em 24 h, M. torta e C. adamantium
com valores de CLsgp iguais a 17,9 pg/mL e 18,0 pg/mL, respectivamente, em 24 h de
exposicdo, ndo havendo diferenga significativa entre os dois ultimos. Dentre os
compostos majoritarios das espécies X. aromatica e M. torta, foram identificados os
monoterpenos p-pineno e limoneno, que tiveram suas atividades larvicidas

demonstradas individualmente neste trabalho (Tabela 6).

Foi possivel testar a atividade larvicida das trés amostras coletadas de E.
dysenterica, sendo que Arbo0846A nao apresentou atividade a 250 pg/mL e
Arbo0846B foi a amostra mais ativa com CLso de 37,4 ug/mL em 24 h, seguida de
Arbo0846C com CLsy de 47,2 ug/mL em 24 h. A diferenca entre as atividades
larvicidas pode ser explicada pelas diferentes composicfes quimicas. O Unico
composto comum as trés amostras foi o S-mirceno. No entanto, as amostras ativas
Arbo0846B e Arbo0846C apresentaram como composto com maior percentual relativo
0 cis-ocimeno com 21 e 67,2%, respectivamente. Sendo B-mirceno e cis-ocimeno 0s
anicos majoritarios comuns as duas amostras ativas, provavelmente, cis-ocimeno
corroborou com a atividade larvicida. Os 06leos essenciais de M. guianensis e.
klotzschiana ndo apresentaram atividade larvicida a 250 pg/mL e, por esta razédo, nao
foram determinados valores de ClLs; € de ClLgo para essas espécies. Os 06leos
essenciais das espécies B. salicifolius, P. ovatum e P. laruotteanum apresentaram
valores de ClLso de 24,1; 31,7 e 67,2 pg/mL, respectivamente. Na amostra de B.
salicifolius foram detectados p-cimeno 6,5% e o valor de CLso determinado para p-
cimeno foi de 9,5 pg/mL (Tabela 6). Dessa forma, entende-se que 0 p-cimeno

contribuiu para a atividade larvicida do 6leo de B. salicifolius.
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O maior valor de CLso determinado neste trabalho foi para o 6leo essencial das
folhas de C. sylvestris (135,1 pg/mL em 24 h), seguido de D. furfuracea (113,9 ug/mL
em 24 h). As demais espécies apresentaram valores de CLso de 67,2 a 11,2 ug/mL
em 24 h demonstrando o potencial de Oleos essenciais de plantas do Cerrado no
controle larvicida de Ae. aegypti. Por exemplo, os Oleos essenciais de Trachyspermum
ammi, lllicium verum e Syzygium aromaticum, comumente utilizados na culinaria,
foram testados em larvas de Ae. aegypti, segundo os critérios estabelecidos pela OMS
e apresentaram valores de CLsg iguais a 39,48; 41,30 e 66,90, respectivamente (131).
Obedecendo a mesma metodologia, com o0 mesmo vetor, foi determinada a atividade
larvicida para Cymbopogon citratus (CLsy 120,6 pg/mL), Cymbopogon winterianus
(CLsp 38,8 pg/mL),
camaldulensis (CLsp 33,7 pg/mL) (132). No presente trabalho, dentre as 11 amostras

Eucalyptus citriodora (CLsp 104,4 pg/mL) e Eucalyptus

testadas, seis apresentaram CLso abaixo de 32 pg/mL.

Tabela 6. Dados referentes a atividade larvicida de Gleos essenciais de plantas do Cerrado. Séo
apresentados a faixa de concentracdes utilizadas no teste e os valores determinados para CLsg €

CLoo.

Oleo < a CLso Hg/mL CLgo pg/mL
Essenciall Co?ce;‘r;rffao (r:]’LF) N °n 24h*, 48h*, 72h*  24h*, 48h**, 72h*es
Composto Hg (95% 9IC) (95% IC)

Blepharocalyx 24,1* (22,6 — 25,9) 36,9* (33,6 — 40,5)
salicifolius 60;30;15;7,5 120 12 1200 23,5 (22,1-25,0) 36,7** (33,5 -40,1)
Arbo0847 22,9*%** (21,5 —24,5) 36,2*** (32,7 — 39,7)

Campomanesia 50 25: 12 5- 18,0* (17,3- 18,8) 28,2* (26,3 — 30,1)

adamantium ' 6 é5 = 120 12 1200 17,4**(16,8-18,1) 27,8** (25,9 — 29,6)

Arbo0845 ' 16,9*** (16,3 — 17,5) 27,2%%* (25,4 — 29,1)
Casearia . . . 135,1* (126,9 — 143,7) > 250*
sylvestris 250; ;1252’562’5’ 120 12 1200 121,6**(112,9-130,7) > 250**
Arbo0854 ’ 116,0*** (107,6 — 124,9 > 250***
Duguetia 250 125 62 5: 113,9* (103,1 — 125,8) 243,0* (196,3 - >250)
furfuracea ’ 31 2’5 ™~ 120 12 1200 105,4** (95,3 —116,4) 224,9** (182,5 - >250)
Arbo0859 ' 100,7*** (91,3 —110,8) 214,7*%* (175,9 - >250)
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8,1%* (7,6 — 8,6)

Oleo < a CLso Hg/mL CLgo pg/mL
Essencial/ Corgce/”r;rffao (r:]’LF) BN °n 24h*, 48N, 72hex 24, ABh, 72k
Composto HY (95% 9IC) (95% IC)

Eugenia £0: 25 12 5: 37,4* (35,6 — 39,1) 50,0% (45,9 — >50)
dysenterica ' 6 é5 ™ 120 4 400 34,6**(33,1-36,2) 48,2** (43,3 —>50)
Arbo0846B ’ 34,0+ (32,6 — 35,6) 48,2+ (43,1 — >50)

Eugenia o 1o B 47,2 (43,7 - 51,3) > 50*
dysenterica 50; 26525:3L 25; 120 8 800 45,3** (42,2 — 48,8) > 50**

Arbo0846C ’ 43,1*** (40,1 — 46,5) > 5Q*r*
brasiliense Vews 120 12 1200 1L,1%(102-120) 17,5% (15,0 — 20,7)
Arbo0849B ’ 10,6** (9,8 — 11,5) 17.3%* (15,0 — 20,0)
: o 1o . 17,9% (16,8 — 19,1) 28,4* (25,5 — 31,2)
Mgr'gé%;%ga 50; %5éé2’5’ 120 12 1200 17,6* (16,5 - 18,7) 27.6% (24,8 — 30,4)
’ 16,9+ (15,8 — 18,0) 26,2+ (23,2 — 29,2)
: 31,7* (30,0-33,5) 56,8* (49,3 — >60)
Pro;“bmoog jé“m 60:30:15: 7,5 120 12 1200 30.7* (29,2 — 32,4) 55.1%* (48,2 — >60)
rbo 30,5%** (28,9 -32,2) 54,9%** (47,8 — >60)

Psidium doE. Ao 67,2* (58,3 — 78,0) 132,8* (98,0 — 178,4)

laruotteanum ~ 2°0; 3}122’562’5’ 120 12 1200 62,8** (55,7 — 71,4) 115,1% (88,1 — 150,7)
Arbo0850 ’ 60,2+ (53,9 — 67,5) 109,3** (85,8 — 139,8)
Xylopia 12,1% (10,7 — 13,6) 19,6* (15,5 — 24,3)
aromatica 40; 20; 10; 5 120 12 1200 12,1**(10,6 —13,5) 19,5 (15,4 — 24,1)
Arbo0851 12,14 (10,6 — 13,5) 19,5+ (15,4 — 24.1)
p-cimeno 9,5% (8,7 — 10,3) 15,4% (12,6 — 19,1)

oSO8 40;20;10;5 120 12 1200 9,3* (8,5 10,2) 15,0 (12,3 — 18,7)

rbo 9,3%* (8,5 — 10,2) 14,94 (12,2 — 18,7)
e . 4,6* (4,2 - 5,0) 6,2 (5,1 — 7,3)

®) '(;rr)bl(ljrgzgeno 15; 1’2’72’75’ 120 12 1200 4,4** (3,9 —5,0) 5,9% (4,5 — 7,6)
’ 4,34 (3,8 — 4,7) 5,7%% (4,4 — 7,5)
o Ao e & o 6,5* (5,6 — 7,6) 14,2* (10,3 - 19,3)
(S) '(A)b'"gzr;eno 25, 132’152’56’25’ 120 12 1200 6,4* (5,5-7,4) 13.5% (10,0 - 18.2)

rbo ’ 6,24 (5,2 — 7,3) 14,1*** (10,1 — 19,6)
NP 8,7% (8,2 9,3) 13,8% (12,3 — 15,5)

( ?Afbggggo 40:20:10:5 120 12 1200 8.3* (7.9 8,8) 13.1%* (11,8 — 14,4)

12,3%* (11,3 — 13,4)
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Oleo < a CLso Hg/mL CLgo pg/mL
Essencial/ Corgce/”r;rffao (r:]’LF) DN °n  24h*, 48h**, 72hs  24h¥, ABh*, 72h
Composto HY (95% 9IC) (95% IC)

0'05%;0%5’;_25; 0,008* (0,008 — 0,009) 0,013* (0,012 — 0,014)
temefos vl 120 12 1500 0,007** (0,006 —0,007) 0.011%* (0,010 — 0,012)
el 0,006 (0,005— 0,006)  0.010** (0,009 — 0,011)

aVF = Volume Final;°N = nimero de replicatas; °n = nimero total de larvas; %IC = intervalo de confianga de 95%.

Também foram testados, em larvas do 3° estagio de Ae. aegypti, dez
compostos volateis comerciais, com grau de pureza acima de 95%, detectados nos
Oleos essenciais em estudo. B-cariofileno, 6xido cariofileno, linalol, a-pineno, (+)-8-
pineno e a-terpineol apresentaram mortalidade abaixo de 10%, ap6s 72 h de teste, na
concentragdo de 25 pg/mL. Enquanto p-cimeno (ArboS96), (R)-(+)-limoneno
(ArboS48), (S)-(-)-limoneno (ArboS47), e (-)-B-pineno (ArboS93) a 25 upg/mL
apresentaram mortalidade = 80% apds 24 h de exposicao, sendo seus valores de CLgg
iguais a 9,5; 4,6; 6,5 e 8,7 ug/mL, respectivamente (Tabela 6). A atividade larvicida ja
havia sido reportada em literatura para R-limoneno (27 pg/mL) e S-limoneno (30
pg/mL) (133); p-cimeno (69,4 pg/mL) (134) e (-)-B-pineno (35,9 pg/mL) (135). A
diferenca entre os resultados reportados na literatura e os resultados obtidos neste
trabalho pode ser explicado pelos diferentes métodos utilizados pelos autores citados,
incluindo menor volume final e menor quantidade de larvas por ensaio. Santos et al.,
2011 conduziu os testes com vinte larvas do 3° estagio e trés replicatas por
concentracdo em um volume final de 20 mL. Cheng et al., 2013 utilizou dez larvas do
4° estagio por concentracdo em um volume final de 25 mL e repetiu cada teste quatro
vezes. Baser, 2014 adicionou cinco larvas com um dia de vida, por concentracdo, em

placas de 24 po¢cos em um volume final de 26 pL.

Cabe ressaltar que, geralmente, em 6leos essenciais, as formas dextrogiras (+)
e levogiras (-) podem coexistir como misturas das configuracbes R,S. Dentre os
compostos que tiveram sua atividade larvicida testada individualmente, o limoneno &
destacado como composto mais ativo, sendo identificado entre 0os compostos
majoritarios da segunda espécie mais ativa X. aromatica (CLsp 12,1 pg/mL), e também

de C. adamantium (CLso 18,0 pg/mL), P. ovatum (CLsp 31,7 pg/mL) e P. laruotteanum
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(CLsp 67,2 pg/mL). Em relacao a atividade larvicida de X. aromatica, provavelmente,
nao apenas a presenca de limoneno ou B-pineno influenciaram no resultado obtido. A
soma dos percentuais relativos de limoneno e B-pineno nos 6leos essenciais de X.
aromatica e C. adamantium foram 42 e 30,8%, respectivamente, o que pode ter
contribuido para os respectivos valores de CLsode 12,1 e 18,0 ug/mL. Uma vez que
foram determinados baixos valores de CLso para limoneno e -pineno (Tabela 6),
acredita-se que quanto maior a soma do percentual relativo nos dois compostos, maior

a atividade larvicida.

Os resultados larvicidas obtidos contribuiram para a selecdo de compostos
majoritarios que podem ser faciimente adquiridos no mercado em suas formas
isoladas, sendo promissores para o0 controle do mosquito Ae. aegypti quando
utilizados em baixas concentracBes. Destaca-se que o limoneno, por exemplo, é
comumente encontrado em frutas citricas e a extracédo de 6leos essenciais a partir de
residuos da industria alimenticia ja é descrito na literatura (136). Destaca-se que, para
maioria das amostras de 6leos essenciais e volateis testados, o tempo de exposicao
das larvas aos compostos nao influenciou de maneira significativa na porcentagem de
mortalidade larval. Apenas os 6leos essenciais de C. sylvestris, D. furfuracea e P.
laruotteanum apresentaram uma diferenca maior ou igual a 7% entre os valores de
CLso de 24 e 48 h (Tabela 6). Esses resultados podem ser constatados também na
Fig. 19, em que praticamente ndo se observa distanciamento entre as curvas dos
gréaficos de CLso de 24, 48 e 72h.
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Figura 19. Dados gréaficos referentes a determinacdo dos valores de CLsy para C.
adamantium (Arbo0845), E. dysenterica (Arbo0846B e Arbo0846C), B. salicifolius

(Arbo0847), P. ovatum (Arbo0848), H. brasiliense (Arbo0849B), P.

laruotteanum

(Arbo0850,) X. aromatica (Arbo0851), M. torta (Arbo0852), C. sylvestris (Arbo0854), D.
furfuracea (Arbo0859), (S)-(-)-limoneno (ArboS47), (R)-(+)-limoneno (ArboS48), (-)-6-
pineno (ArboS93) e p-cimeno (ArboS96).
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4.3 TESTE DE TOXICIDADE EM Ae. aegypti

Devido a quantidade em massa de 6Oleo essencial obtida para cada espécie e
coleta, as seguintes amostras foram incluidas no teste de toxicidade em Ae. aegypti:
C. adamantium (Arbo0845), E. dysenterica (Arbo0846A), B. salicifolius (Arbo0847), P.
ovatum (Arbo0848), H. brasiliense (Arbo0849A), P. laruotteanum (Arbo0850), X.
aromatica (Arbo0851), M. torta (Arbo0852), C. sylvestris (Arbo0854), M. guianensis
(Arbo0856), D. furfuracea (Arbo0859) e. klotzchiana (Arbo0861).

Das 12 amostras testadas, metade apresentou toxicidade acima de 80%
durante o periodo de teste, sendo que a primeira amostra a apresentar mais de 80%
dos mosquitos nocauteados foi H. brasiliense (Arbo0849A) com 80,2% em 45 min.,
seguida de M. torta (Arbo0852) com 80,7% em 90 min. Apés 2 horas de teste, foram
obtidas as seguintes porcentagens de mosquitos nocauteados: 82,1% para C.
adamantium, 81% para B. salicifolius, 92,6% para H. brasiliense (Arbo0849A) e 82,6%
para X. aromatica e 85,1% para M. torta. A amostra de D. furfuracea atingiu valores
acima de 80% apenas ap6s 3 h do inicio do teste, com 85,5% de mosquitos
nocauteados. O inseticida malathion, na concentracdo de 50 pg/garrafa, foi utilizado
como controle positivo apresentando uma porcentagem de 100% de mosquitos
nocauteados apés 45 min. do inicio do teste. Os resultados graficos do teste de

toxicidade podem ser observados na Fig. 20.

Ao final do teste, ou seja, apds 4 h, a amostra que apresentou maior percentual
de mosquitos nocauteados foi H. brasiliense com 97,2%, seguida de C. adamantium
com 93,8% e B. salicifolius com 93,4%. As espécies M. torta, D. furfuracea e X.
aromatica apresentaram percentual de nocaute de 92,5%, 91,7% e 87,2%,
respectivamente. De acordo com os dados publicados em literatura, o 6leo essencial
de Thymus vulgaris, que possui p-cimeno e y-terpineno, foi téxico em adultos de Ae.
aegypti (137). Esses dois monoterpenos foram identificados no éleo essencial de B.
salicifolius em uma aliquota total de 23,6%. Também foi identificado p-cimeno na
amostra de H. brasiliense com percentual relativo de 5,0%. O volatil 4-terpineol foi
considerado fortemente adulticida em Ae. albopictus (138). A soma de monoterpenos
em C. adamantium foi de 48,1% e um desses compostos se refere ao a-terpineol, que
€ muito similar ao 4-terpineol. O conteudo de 47% de sesquiterpenos somado ao

contetdo de 14,1% de sesquiterpenos oxigenados determinados em M. torta,
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provavelmente contribuiram para o nocaute dos mosquitos, assim como o total de
sesquiterpenos oxigenados (72%) em D. furfuracea. O espatulenol, detectado no 6leo
essencial das folhas de Croton argyrophyllus em um percentual relativo de 22,8%,
teve sua toxicidade reportada em Ae. aegypti (116,139). Destaca-se a presenca de
espatulenol a 4,7% na amostra do 6leo essencial de H. brasiliense e a 9,3% na
amostra de X. aromatica, que apresentaram significativa toxicidade em Ae. aegypti.
Cabe ressaltar que H. brasiliense foi a espécie mais ativa tanto no teste larvicida

guanto no teste de toxicidade em adultos de Ae. aegypti.
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Figura 20. Representacdo grafica dos dados de toxicidade em Ae. aegypti para C. adamantium
(Arbo0845), E. dysenterica (Arbo0846A), B. salicifolius (Arbo0847), P. ovatum (Arbo0848), H. brasiliense
(Arbo0849A), P. laruotteanum (Arbo0850), X. aromatica (Arbo0851), M. torta (Arbo0852), C. sylvestris
(Arbo0854), M. guianensis (Arbo0856), D. furfuracea (Arbo0859) E. klotzchiana (Arbo0861). No eixo y, é
representada a porcentagem de mosquitos nocauteados e no eixo X, o tempo em horas.
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4.4. TESTE DE REPELENCIA ESPACIAL EM Ae. aegypti

Das seis amostras de 6leos essenciais de plantas do Cerrado testadas na
concentracdo de 1% quanto a sua atividade de repeléncia espacial, trés promoveram
arepeléncia das fémeas de Ae. aegypti. O repelente mais potente foi o 6leo essencial
das folhas de E. dysenterica (Arbo0846A) apresentando SAl igual a 0,74 e wSAl igual
a 20,23, seguida por B. salicifolius (SAI = 0,61; wSAI = 14,80) e M. torta (SAI = 0,59;
wSAI = 8,80). As amostras dos 6leos essenciais de C. adamantium, P. ovatum e X.
aromatica ndo apresentaram atividade de repeléncia espacial quando testados na
concentracao de 1%. Linalol, a 10%, foi utilizado como controle positivo com valor de
SAligual a 0,87 e wSAl igual a 36,88. Os resultados podem ser observados na Tabela
7.

Tabela 7. Resultados da atividade repelente espacial de amostras de 6leos essenciais de
plantas do Cerrado em Ae. aegypti.

AMOSTRA TePICAaS corpron | dep eS|+ 9EP P> S (SAN) SWSAI£9EP TS
(mosq.) (WSAI)

Arbo0845 9 (182) 8,702,554 048024 0,125 642+277 0,063
Arbo0846A 9 (182) 28,96+545 0,74+0,13 0,008 20,23+536 0,012
Arbo0847 9 (175) 21,91+4,87 061+0,16 0031 1480+460 0,031
Arbo0848 9 (179) 1542+2,37 024+027 0375 240+353 0,203
Arbo0849A 9 (184) 29,01+564 0,37+024 0164 13,78+6,28 0,078
Arbo0851  9(185) 26,46+767 035+025 0238  7,79+927 0,570
Arbo0852 9 (175) 21,19+3,35 059+0,18 0023 880409 0,109

aCodigo Arbo da amostra, de acordo com os critérios laboratoriais. °"Numero de replicatas seguido do
namero total de fémeas utilizadas no teste entre parénteses. ®Valor do percentual de resposta. “Erro
padréo. ¢indice de atividade espacial (SAl). Valor de P referente ao teste ndo paramétrico de sinais
para SAl. 9SAI corrigino pelo PERESP. "Valor de P referente ao teste ndo paramétrico de sinais para
SAl.

O linalol foi escolhido como controle positivo por ser um repelente de origem
natural (107) e demonstrou um maior efeito repelente quando comparado aos
resultados das amostras testadas. Entretanto, deve-se considerar que o linalol € um
composto puro, enquanto os Oleos essenciais sdo uma complexa mistura de
compostos. Além disso, o linalol foi testado em uma concentracao 10 vezes maior que
a concentracdo das amostras. Assim, nossos resultados corroboram com dados

prévios de Estrada et al., 2019, que demonstraram que a atividade biolégica do linalol
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€ concentracao dependente, uma vez que o 6leo essencial de C. adamantium contém
5,3% de linalol em percentual relativo e ndo apresentou atividade repelente em Ae.
aegypti. Provavelmente, o baixo percentual de linalol na amostra testada em baixa
concentracéo (1%), juntamente com a mistura de outros compostos presentes no 6leo
de C. adamantitum desfavoreceram a sua atividade repelente. As outras amostras

testadas ndo apresentaram linalol entre seus compostos majoritarios.

Apesar da sua boa atividade repelente em Ae. aegypti, o 6leo de E. dysenterica
(Arbo0846A) foi inativo em larvas de Ae. aegypti e apresentou porcentagem de
nocaute de mosquitos abaixo de 80% apos 4 h de exposicdo no teste de toxicidade.
A amostra de E. dysenterica (Arbo0846A) foi a Gnica a apresentar S-mirceno em uma
porcentagem de 7,0% somado a outros 6 sesquiterpenos, com um total de 52,5 de
percentual relativo. De acordo com a literatura, o 6leo essencial de Siparuna
guianensis, rico em B-mirceno, apresentou potencial efetivo como repelente em Ae.
aegypti (140). Assim, a presenca de B-mirceno em sua composi¢céo, provavelmente,
auxiliou na atividade repelente da amostra testada. A composi¢cao de 37,6% de
monoterpenos em B. salicifolius e 61,1% de sesquiterpenos em M. torta pode ter

contribuido para a sua atividade repelente em Ae. aegypti.

Optou-se por testar as amostras de 6leos essenciais na baixa concentracao de
1% com o objetivo de dispensar no ambiente a menor quantidade de amostra possivel.
Em acréscimo, a mesma concentracdo de amostra foi utilizada no outro ensaio
comportamental realizado neste trabalho em Cx. quinquefasciatus, surface landing
and feeding assay com o intuito de se comparar os resultados de comportamento dos
mosquitos. Os 0Oleos essenciais de E. dysenterica e B. salicifolius apresentaram

atividade repelente em ambos os vetores.

4.5. TESTE DE REPELENCIA EM Cx. quinquefasciatus — SURFACE LANDING AND
FEEDING ASSAY

Das sete amostras de 6leos essenciais testadas, quatro apresentaram um com
Tempo de Protecdo (TP) quando testadas a 1%. O TP é calculado pela seguinte

formula:
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TP—(l T) 100
= —C X

em que: T é numero de fémeas que pousou no lado do aparato em que havia sido
aplicado o tratamento e C é nimero de fémeas que pousou no lado do aparato em

gue havia sido aplicado o controle.

O 6leo essencial mais ativo foi o de E. dysenterica (Arbo0846A) com 71% de
TP, seguido por H. brasiliense (Arbo0849A) com 70% de TP, C. adamantium com 61%
de TP e B. salicifolius com 60% de TP. Myrcia torta, P. ovatum e X. aromatica
apresentaram 35, 42 e 44% de TP, respectivamente. Os Ultimos trés resultados, com
TP abaixo de 50% néo foram considerados significativamente relevantes para a
atividade repelente em Cx. quinquefasciatus. Os resultados podem ser observados na
Fig. 21.

O surface landing and feeding assay, conduzido com Cx. quinquefasciatus,
permite uma avaliacdo da atividade repelente de uma determinada amostra na
presenca de sangue, temperatura aproximada de 36 °C e CO,. Por outro lado, o teste
de repeléncia espacial, conduzido com Ae. aegypti, permite a avaliacao da atividade
repelente intrinseca de uma amostra em um determinado ambiente. Considerando os
diferentes principios de cada teste, E. dysenterica (Arbo0846A) foi o 6leo essencial
com maior atividade repelente em ambos os testes. A literatura descreve um alto
contetdo de B-mirceno no Oleo essencial de Siparuna guianensis, que também
demonstrou atividade repelente em Cx. quinquefasciatus (140). O B-mirceno,
juntamente com uma mistura de sesquiterpenos, identificados no 6leo essencial de E.

dysenterica (Arbo0846A) podem justificar a propriedade repelente desse Oleo.
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Figura 21. Representagéo grafica dos resultados de surface landing and feeding assay em
mosquitos adultos de Cx. quinquefasciatus. No eixo X estdo dispostas as amostras de DEET
juntamente com as espécies: C. adamantium (Arbo0845), E. dysenterica (Arbo0846A), B.
salicifolius (Arbo0847), P. ovatum (Arbo0848), H. brasiliense (Arbo0849A), X. aromatica
(Arbo0851) e M. torta (Arbo0852). No eixo y esta representada a porcentagem do Tempo
de Protecéo (TP).

A amostra de H. brasiliense (Arbo0849A), com o segundo maior efeito
repelente, é rica em carotol com percentual relativo de 41,2% e possui em sua
composicdo o p-cimeno (5,0%), também identificado na amostra de B. salicifolius. O
sesquiterpeno globulol € comum nas amostras das espécies C. adamantium e B.
salicifolius. Em adicdo, uma mistura de p-cimeno, y-terpineno e a-terpinoleno foi
determinada no 6leo de B. salicifolius. Enquanto, os monoterpenos a-pineno a 7,7%,
B-pineno a 9,7% e limoneno a 21,1% foram identificados na amostra de C.
adamantium. A interacdo do globulol com esses outros trés compostos de cada
espécie, possivelmente contribuiu para os valores de TP de 60% para B. salicifolius e

61% para C. adamantium.

O dleo essencial das folhas de B. salicifolius foi o Unico a apresentar resposta
positiva em todos os testes biolégicos conduzidos neste trabalho. Entende-se que
esse € um resultado promissor, uma vez que, segundo a OMS, o controle do vetor
deve ocorrer de maneira integrada, com foco tanto nas formas imaturas quanto na

forma adulta dos mosquitos (11).
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Em relac&o ao resultado obtido para o DEET de 93% de tempo de protecéao,
utilizado como controle positivo no surface landing and feeding assay, cabe ressaltar
gue se trata de um composto com 99% de pureza. Portanto, possui um nimero muito
maior de moléculas ativas do que qualquer outro 6leo essencial testado. Em
contrapartida, os Oleos essenciais sdo constituidos por uma mistura complexa de
compostos e os ingredientes ativos encontram-se uma concentragdo, ha maioria das
vezes, abaixo de 50% do volume total da amostra. Assim, os resultados obtidos
corroboram para o uso de 6leos essenciais em baixas concentra¢des para o controle

de vetores com relevancia em saude publica.

5. CONSIDERACOES FINAIS — PARTE Il

Os Oleos essenciais sdo fontes promissoras para a pesquisa e 0
desenvolvimento de novos produtos inseticidas. Diversos estudos demonstraram sua
atividade em insetos, além da sua seguranca para os mamiferos e ha evidéncias de
gque sao degradados mais facilmente por mecanismos naturais do ecossistema (36).
Nesse sentido, as investigagdes das atividades biolégicas reportadas neste trabalho
de doutorado sdo inovadoras para os Oleos essenciais das folhas das espécies

estudadas.

O ¢6leo essencial de B. salicifolius foi o Unico a apresentar resposta positiva em
todos os testes reportados, atendendo as diretrizes de controle integrado de vetores.
O 6leo essencial de H. brasiliense (Arbo0849B) foi o mais ativo em larvas de Ae.
aegypti com CLso de 11,2 pg/mL em 24 h. Enquanto o 6leo essencial extraido das
folhas da mesma espécie, porém em épocas de colheita diferentes (Arbo0849A), foi o
gue apresentou maior toxicidade em mosquitos adultos de Ae. aegypti, apresentando

97,2% de mosquitos nocauteados ao final de 4 h de teste.

A amostra de E. dysenterica (Arbo0846A) foi inativa em larvas de Ae. aegypti.
Enquanto amostras da mesma espécie (mesmo individuo) coletadas em datas
diferentes, Arbo0846B e Arbo0846C, apresentaram CLsy em larvas de 37,4 e 47,2
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Hg/mL em 24 h, respectivamente. Os valores de CLsy determinados para os 0leos
essenciais das demais espécies estudadas neste trabalho foram considerados
promissores para o controle larvicida quando comparados a dados da literatura, uma
vez que das 14 amostras de 6leos essenciais testadas, seis apresentaram valores de
ClLso entre 31,7 e 11,2 pg/mL em 24 h.

No que diz respeito ao ensaio de toxicidade em Ae. aegypti, além de H.
brasiliense (Arbo0849A), foram observadas as seguintes porcentagens de mosquitos
nocauteados apos 4 h de exposicdo: 93,8% para C. adamantium, 93,4% para B.
salicifolius, 92,5% para M. torta e 87,2% para X. aromatica. Apesar de apresentar
toxicidade abaixo de 50% em Ae. aegypti, E. dysenterica (Arbo0846A) apresentou a
melhor atividade repelente tanto em Ae. aegypti (SAI 0,737; wSAI 20,229) quanto em
Cx. quinquefasciatus (TP 71%). B. salicifolius (SAI 0,611; wSAI 14,804) e M. torta (SAI
0,586; wSAI 8,798) também foram repelentes em Ae. aegypti. Por outro lado, o
mosquito Cx. quinquefasciatus também foi repelido pelos 6leos essenciais das folhas
de C. adamantium (TP 61%) e B. salicifolius (TP 60%). Na tabela 8 podem ser

observados os principais resultados obtidos no presente trabalho.

Levando-se em consideracéo todos os resultados obtidos, espera-se que a
utilizacdo de Oleos essenciais e seus compostos majoritarios, em baixas
concentracdes, sejam efetivos para o desenvolvimento de formulaces sustentaveis
de inseticidas, levando-se em consideracdo a recomendacdo da OMS de que o
controle vetorial deve ocorrer de maneira integrada, com foco nas formas imatura e

na forma adulta dos mosquitos.



Tabela 8. Resumo dos resultados obtidos a partir do estudo de dleos essenciais de plantas do Cerrado.

Larvicida . . .
Clue Clag(ugmt) | AUUede, | Repeionte epacal| Bt s
24 h; 48 h; 72 h - 2°9YP - 3°9YP - quing
Campomanesia adamantium
Clsp=18; 17,4; 16,9 0
Arbo0845 %0 93.8% em 4 h Inativo 61%de tempo de
Clg =28,2; 27,8; 27,2 prote¢ao
SAI'=0,74+0,13 71% de tempo de
Arbo0846A Inativo Inativo ~
WSAI = 20,23 + 5,36 protecao
ClLso=37,4; 34,6; 34,0 . - ~
Arbo0846B Nao testado Nao testado Nao testado
ClLgo =50,0; 48,2; 48,2
Clso=47,2; 45,3; 43,1 . . .
Arbo0846C Nao testado Nao testado Nao testado
ClLg = 80,2; 74,8; 80,0
Clso=24,1; 23,5; 22,9 SAI =0,61 +£0,16 0
Arbo0847 % 93.4% em 4 h Sl 819 1S90 8l

Cleo =36,9; 36,7; 36,2

WSAI = 14,80 + 4,60

protecéo
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Larvicida . . .
Codgo | Espécie | ClweClulugmi) | AdUes | Repooris Sepacial| | Memelne e
24 h;48 h; 72 h - aegyp - aegyp - quing
. 0
Arbo0s49a | Hedyosmun brasiliense N0 testado 97.2% em 4 h Inativo 70% de tempo de
LS Qo /o protecao
Clsp=11,2;11,1; 10,6
Arbo0849B Nao testado N&o testado N&o testado
Clgo=179:;17,5;17,3
Arbo0850 ClLso=67,2; 62,8; 60,2 ) . .
Inativo Nao testado Nao testado
Clgo=132,8; 115,1; 109,3
Clsp=12,1;12,1;12,1 _ )
Arbo0851 87,2% em 4 h Inativo Inativo

ClLgo =19,6; 19,5; 19,5
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Larvicida . . .
Codgo | Espécie | ClweClulugmi) | AdUes | Repooris Sepacial| | Memelne e
24 h;48 h; 72 h - aegyp - aegyp - quing
Myrcia torta
ClLsp=17,9;17,6; 16,9 SAI =0,59 +0,18 _
Arbo0852 92,5% em 4 h Inativo
ClLgo =28,4; 27,6; 26,2 WSAI = 8,80 + 4,09
ClLsp=135,1;121,6; 116,0 .
Arbo0854 Inativo N&o testado N&o testado
CLgo > 250
Arbo0856 Inativo Inativo Nao testado Nao testado
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Larvicida . . .
Cadigo Espécie CLso e ClLgo (Hg/mL) :«;d u;g;ﬁi Repi'g n;z;;;?t?mal (03 qu';fff;?:;ﬁiaws
24 h;48 h; 72 h : : :
Duguetia furfuracea
.,'f" = ’w
2 Clso = 113,9; 105,4: 100,7
Arbo0859 91,7% em 4 h Nao testado Nao testado

Clgo =243,0; 224,9; 214,7

Arbo0861

Inativo

Inativo

N&o testado

N&o testado
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CONCLUSAO

O presente estudo teve como ponto de partida a investigagdo da atividade
larvicida, em Ae. aegypti, do Banco de Extratos de Plantas do bioma Cerrado do
Laboratério de Farmacognosia/UnB. A partir dessa triagem, optou-se por continuar a
analise bioldgica e quimica do extrato acetato de etila da madeira da raiz de C.
suberosus, o que levou ao isolamento de trés quinonas suberonona: (1), rapanona (2),
embelina (3) e do glicosideo bergenina (32), sendo o primeiro relato do isolamento e

atividade larvicida desses compostos a partir de tal extrato.

Devido ao potencial larvicida da quinona embelina (3), que apresentou CLso de
23,5 pg/mL em 24 h, foram avaliadas as atividades larvicida e pupicida, em Ae.
aegypti, de mais 30 derivados de quinonas de fontes natural e comercial. Oito
compostos apresentaram porcentagem de mortalidade em larvas do 3° estadio de Ae.
aegypti acima de 80% a 25 pg/mL apos 48 h de exposicdo. A tectoquinona (4) foi a
mais potente (CLsp 1,1 pg/mL) dentre as 28 quinonas de fontes comerciais. As
propriedades da tectoquinona destacam sua adequacdo como candidata para o
desenvolvimento de um protétipo larvicida, ou seja, o baixo valor de ClLsp € a
manutencao da mortalidade larval de 100% durante 5 dias. Destaca-se que de acordo
com as informacdes do banco de dados da European Chemicals Agency (ECHA) nao
hé& evidéncia de sua bioacumulacdo na cadeia alimentar ou persisténcia no solo. Além
de a tectoquinona ter apresentado resultados de toxicidade em modelo peixe zebra
em concentracdes bem acima da CLsp em larvas de Ae. aegypti. Em acréscimo, a
tectoquinona pode ser obtida de fontes naturais como o extrato metandlico da madeira
de Cryptomeria japonica (79) ou facilmente adquirida no mercado em sua forma

isolada.

Em seguida, em conformidade com as diretrizes da OMS de que o controle de
vetores deve ser realizado de maneira integrada, com foco tanto nas formas imaturas
guanto adulta, foi realizada a investigacdo da atividade biolégica em adultos de Ae.
aegypti e Cx. quinquefasciatus, esse Ultimo com menor representatividade nas
guestdes de saude publica no Brasil, porém com potencial de ser carreador do Zika

virus e o principal vetor da filariose em algumas regides brasileiras. Assim, optou-se
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por trabalhar com amostras volateis, tendo em vista a pesquisa das atividades

repelentes.

Foram investigadas as atividades larvicida, repelente e a toxicidade de 6leos
essenciais extraidos de 13 diferentes espécies de plantas do Cerrado, sendo a
investigacdo das atividades bioldgicas, reportadas neste trabalho, novas para os 6leos
essenciais estudados. Como as folhas de C. suberosus ndo atenderam aos critérios
estabelecidos nesta pesquisa para a extracao de 0leos essenciais, 0s esfor¢os foram
direcionados para a coleta de outras espécies. Ressalta-se que o 6leo essencial de
B. salicifolius foi 0 Unico a apresentar resposta positiva em todos os testes reportados,
sendo um excelente candidato para o desenvolvimento de um protétipo larvicida,

considerando o controle integrado do vetor Ae. aegypti.

O 6leo essencial de H. brasiliense (Arbo0849B) foi 0 mais ativo em larvas de
Ae. aegypti com CLsp de 11,2 pg/mL em 24 h. Enquanto o 6leo essencial extraido das
folhas da mesma espécie, porém em épocas de colheita diferentes (Arbo0849A), foi o
gue apresentou maior toxicidade em mosquitos adultos de Ae. aegypti, apresentando
97,2% de mosquitos nocauteados ao final de 4 h de teste. No que diz respeito aos
ensaios de repeléncia, o 6leo essencial de E. dysenterica (Arbo0846A) apresentou a
melhor atividade repelente tanto em Ae. aegypti (SAI 0,737; wSAI 20,229) quanto em
Cx. quinquefasciatus (TP 71%). A E. dysenterica, também conhecida como cagaita,
pertence a familia Myrtaceae conhecida por apresentar uma grande variedade de
espécies frutiferas com relevante potencial econémico, grande valor nutricional e
fontes de compostos quimicos, incluindo fendlicos, carotendides (92). Na regido
Centro-Oeste, existe o cultivo sustentavel dessas espécie por produtores de polpas,
picolés, geleias, entre outros produtos do fruto da cagaita (141), sendo possivel um
contato com esses produtores para a obtencdo das folhas de E. dysenterica em

determinadas épocas do ano.

Levando-se em consideracéo todos os resultados obtidos, espera-se que a
utilizacdo de Oleos essenciais e seus compostos majoritarios, em baixas
concentracdes, sejam efetivos para o desenvolvimento de formulagbes sustentaveis
de inseticidas. Por fim, nossos resultados corroboram com a aplicabilidade tecnolégica
de quinonas e de 0leos essenciais no controle de Ae. aegypti e Cx. quinquefasciatus,
demonstrando a potencialidade do bioma Cerrado brasileiro na identificagao de novas

moléculas para o controle vetorial.
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Spectrum from Daniel_Neg@2018-05-20.wiff (sample 7) - Arbo4A_0B4E; Experiment 2, -TOF MS"2 (50 - 500) from 0,455 min
Precursor: 283,2 Da
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Figura Al-10. Espectro de massas da embelina (3) com m/z 293,1738 [M-H] calculado

para C17H2504.
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Spectrum from Daniel_Neg@2018-05-30.wiff (sample 8) - ARbo4A_084F; Experiment 2, -TOF MS"2 (50 - 500) from 0.419 min

Precursor: 321,2 Da
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Figura A-11. Espectro de massas da rapanona (2), com m/z 321,2025 [M-H] calculado
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Spectrum from Daniel_Neg@2018-05-30.wiff (sample ) - Arbo4A_064G; Experiment 2, -TOF MS"2 (50 - 500) from 0,403 to 0,500 min
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Tabela Al-1. Dados adicionais dos derivados de quinonas.

119

N© Massa
Arti Nome comum Nome quimico (IUPAC) molecular
rtigo
(g/mol)
2,5-diidroxi-3-entadecilciclohexa-
1 suberonona 2'5-dieno-1,4-diona 349,2
2,5-diidroxi-3-tridecilciclohexa-
2 rapanona 2,5-dieno-1,4-diona 3224
. 2 ,5-diidroxi-3-undecilciclohexa-
embelina 2,5-dieno-1,4-diona 294,4
4 tectoguinona 2-metilantraceno-9,10-diona 222,24
emodina 1,3,8-t_r||drOX|-6-met|Iantraceno- 270,24
9,10-diona
6 plumbagina g_—h|drOX|-2-met|InaftaIeno-1,4- 188.18
iona
7 2-etilantraguinona 2-etilantraceno-9,10-diona 236,26
8 1-cloroantraquinona 1-cloroantraceno-9,10-diona 242,658
9 antrona 10H-antraceno-9-ona 194,23
) 2-(4-piridil)-1H-
10 antra[1,2d]imidazol-6,11-diona 32533
11 crisolamina 1,4-diaminoantraceno-9,10-diona 238,246
12 acido 2-carboxiantraquinona Acido 9,_10-d|0xoantraceno-2- 252,22
carboxilico
13 4 5-dinitrocrisazina 1,8-diidroxi-4,5-dinitroantraceno- 330,21
9,10-diona
14 1-aminoantraquinona 1l-aminoantraceno-9,10-diona 223,23
15 5,7,12,14-pentacenotetrona pentaceno-5,7,12,14-tetrona 338,318
16 antrarufina 1,5-diidroxiantraceno-9,10-diona 240,21
17 smoke red f 1,5-diaminoantraceno-9,10-diona 238,24
18 antraquinone Antraceno-9,10-diona 208,216
19 Acido bromaminico Acido 1-am|no-4-broon-_9 ,10- 382,184
dioxoantraceno-2-sulfénico
20 2-fenilantraguinona 2-fenyiantraceno-9,10-diona 2843
21 alizarina 1,2-diidroxiantraceno-9,10-diona 240,21
22 quinizarina 1’,4-diidroxiantraceno-9,10-diona 240,214
23 reina A_C|do 4,5-diidroxi-9,10- B 284.223
dioxoantraceno-2-carboxilico
o4 calcosyn pink b éi—srr]r;no—mh|drOX|antraceno—9,10— 23923
25 2-aminoantraguinona 2-aminoantraceno-9,10-diona 223,23
antraquinona-2-sulfonato de | 9,10-dioxoantraceno-2-sulfonato
26 sodio de sodio 310,26
27 dibromoaminoantraquinona 1-am|n_o-2,4-d|bromoantraceno- 381,02
9,10-diona
. 1,4-bis(metilamino)antraceno-
28 disperse blue 14 9.10-diona 266,3
29 1,8-dicloroantraquinona 1,8-dicloroantraceno-9,10-diona 277,1
30 1,5-dicloroantraquinona 1,5-dicloroantraceno-9,10-diona 277,1
. , Acido 4,5-diacetiloxi-9,10-
31 diacereina 368,3

dioxoantraceno-2-carboxilico
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Figura All-1: Perfis cromatograficos por CG-EM. A) Série homodloga de
hidrocarbonetos Cs-C20. B) Amostra Arbo0845, 6leo essencial de C. adamantium.
C) Expanséo de B. A numeragcdo de cada pico corresponde ao estudo de

identificacéo tabelado.

Tabela AII-1. Dados para identificacdo de volateis por CG-EM a partir da amostra Arbo0845.
Oleo essencial das folhas frescas de C. adamantium.

N° Compostos identificados TR IKe IKp IS (%) PM F.molecular (%)
1  o-Pineno 6,0 935 935 97 136 CioHis 7,74
2 Canfeno 6,4 949 948 96 136 CioHis 0,84
3 j-Pineno 7,1 979 977 98 136 CiHis 9,69
4 Limoneno 8,6 1032 1031 97 136 CiHis 21,06
5 Linalool 10,6 1102 1103 97 154 CoH;0 5,30
6  Fenchol 11,0 1117 1117 96 154 CoH;50 1,18
7  Borneol 12,5 1170 1173 97 154 CoH;50 1,73
8 a-Terpineol 13,3 1195 1195 98 154 CoH;0 4,28
9  Bicicloelemeno 174 1342 1336 91 204 CisHay 0,54
10 f-Elemeno 18,9 1397 1396 94 204 Cisthy 0,70
11 j-Cariofileno 19,7 1427 1428 97 204 CisHyy 3.89
12 Aromadendreno 20,2 1447 1447 95 204 CisHy 1,96
13 e-Humuleno 20,6 1462 1462 96 204 CisHy 0,90
14 Biciclogermacreno 21,7 1506 1500 96 204 CisHyy 5.14
15 Epiglobulol 23,5 1578 1576 90 222 CisHys0 1,07
16 Espatulenol 23,8 1590 1585 94 220 CisHy:0 3.85
17 Globulol 24,0 1596 1580 94 222 CisHys0 8,42
18 1H-Cicloprop(£)Azulenol-4 24,2 1604 1600 91 222 Ci5Hys0 3,72
19 a-Cadinol 25,6 1666 1662 94 222 CisHys0 1,60

Monoterpenos 39.33

Monoterpenos oxigenados 12,49

Sesquiterpenos 13,13

Sesquiterpenos oxigenados 18,66

Total de compostos identificados 83,61

N° = Numerac&o de cada pico no cromatograma; TR = tempo de retencéo, min.; IKc = indice de Kovats
calculado; IKp = indice de Kovats publicado (1-Adams R. P. 2007; 2-Pherobase; 3-NIST: 4-PubChem);

IS = indice de similaridade espectral; PM = peso molecular; F = Férmula; (%) = percentual relativo.
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Figura ATII-3: Perfis cromatograficos por CG-EM. A) Série homologa de hidrocarbonetos
C3-Ca0. B) Amostra Atbo0846A, oleo essencial de Eugenia dysenterica. C) Expansao de B.
A numeragio de cada pico corresponde ao estudo de identificacdo tabelado.



Tabela AII-2. Dados paraidentificagio de volateis por CG-EM a partir da amostra Arbo0846A,

oleo essencial de folhas frescas de E. dysenterica.

N° Compostos identificados TR IKe IKp IS (%) PM F.molecular (%)
1 f-Mirceno 74 992 992 97 136 CyoHie 7,04
2 ecis-Ocimeno 87 1038 1038 95 136 CyoHig 2.17
3  o-Terpinoleno 10,5 1101 1104 97 136 CioHys 1.89
4 p-Ment-1.5-Dienol-8 12,5 1170 1170 90 152 CyHisO 0,32
5 Geramiol 15,0 1257 1257 96 154 CyHp0 0.47
6  o-Copaeno 184 1377 1377 91 204 CisHyy 0,30
7 p-Cariofileno 19,7 1427 1427 97 294 CisHay 11,00
8  e-Humuleno 20,6 1462 1462 96 204 CisHay 12,5
9  a-Muuroleno 21,3 1487 1487 92 204 CisHas 0,34
10 Gurjuneno 21,6 1499 1475 92 204 CisHay 5,29
11 Valenceno 21,6 1501 1496 91 204 CisHyy 1,20
12 a-Panasiseno 22,3 1528 1527 90 204 CisHay 7,78
13 Oxido de Cariofileno 23,9 1594 1593 93 220 CyisHxO 8.55
14 Humuladienona 24,6 1621 1580 90 220 CsHy,0 7,25
15 Ledol 24,8 1630 1608 90 222 CisHyO 3,56
Monoterpenos 11,10
Monoterpenos oxigenados 0,79
Sesquiterpenos 38,41
Sesquiterpenos oxigenados 19,36
Total de compostos identificados 69,66

N° = Numeragdo de cada pico no cromatograma; TR = tempo de retengdo, min.; IKe = Indice de Kovats
calculado; IKp = Indice de Kovats publicado (1-Adams R. P. 2007; 2-Pherobase; 3-NIST 4-PubChem);

IS = Indice de similaridade espectral; PM = peso molecular; F = Férmula; (%) = percentual relativo.
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Figura AIl-4: Estruturas quimicas dos compostos identificados a partir da amostra
Arbo0846A. Oleo essencial de E. dysenrerica. A numeragdo segue conforme tabela de
identificagio.
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Figura ATI-5: Perfis cromatograficos por CG-EM. A) Série homologa de hidrocarbonetos
Cg-C20. B) Amostra Arbo0846B, oleo essencial de E. dysenterica. C) Expansao de B. A
numeracéo de cada pico corresponde ao estudo de identificagéo tabelado.
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Tabela AII-3: Dados paraidentificacao de volateis por CG-EM a partir da amostra Arbo0846B,
oleo essencial de folhas frescas de E. dysenterica.

N° Compostos identificados TR IKc IKp IS(%) PM F. molecular (%)
1 p-Mirceno 74 992 092 97 136 CioHie 16,72
2 cis-Ocimeno 8,7 1039 1041 95 136 C1oHis 20,98
3 o-Terpinoleno 10,5 1101 1104 97 136 CioHie 1.66
4 p-Cariofileno 19,7 1427 1428 97 204 CysHyy 9,94
5 o-Humuleno 20,6 1462 1462 9 204 CysHyy 11,60
6  Gurjuneno 21,6 1498 1475 93 204 CysHyy 6,61
7  Oxido-de-Cariofileno 23,9 1593 1593 92 220 C;HuO 1,49
8 (3E.7E)Tetrametilcicloundecadienol 24,3 1611 1618 90 222 C,sH,s0 1.41
9 Humuladienona 245 1620 1580 90 220 Cy;sHpO 1,25
10 Ledol 248 1629 1608 90 222 CysH0 3,06
Monoterpenos 39,36
Monoterpenos oxigenados 0
Sesquiterpenos 28,15
Sesquiterpenos oxigenados 7.21
Total de compostos identificados 74,72

N°=Numeragdo de cada pico no cromatograma; TR =tempo de retengdo, min.; IKe = Indice de Kovats
calculado; IKp = Indice de Kovats publicado (1-Adams R. P. 2007; 2-Pherobase; 3-NIST; 4-PubChem);
IS = Indice de similaridade espectral; PM = peso molecular; F = Formula; (%) = percentual relativo.
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Figura ATI-6: Estruturas quimicas dos compostos identificados a partir da amostra
Arbo0846B. Oleo essencial de E. dysenterica. A numeracdo segue conforme tabela de

identificagdo.
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Figura AII-7: Perfis cromatograficos por CG-EM. A) Série homologa de hidrocarbonetos
Cg-C2. B) Amostra Atbo0846C, 6leo essencial de E. dysenterica. C) Expansdo de B. A
numeracao de cada pico corresponde ao estudo de identificagao tabelado.
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Tabela ATI-4: Dados para identificagdo de volateis por CG-EM a partir da amostra Arbo0846C,
oleo essencial das folhas frescas de E. dysenterica.

N° Compostos identificados TR IKc IKp IS(%) PM F.molecular (%)
1 j-Mirceno 74 991 991 97 136 CioHis 8,12
2 cis-Ocimeno 8,7 1039 1038 95 136 CyoHis 67,22
3 trans-Ocimeno 9,0 1048 1048 92 136 CyoHis 13,2
4 o-Terpinoleno 10,5 1101 1104 97 136 CyoHis 1,05
5 neo-Aloocimeno 114 1130 1140 93 136 CioHyg 4,06
6 Gurjuneno 21,5 1498 1475 91 204 CisHay 245
Monoterpenos 93,65
Monoterpenos oxigenados 0
Sesquiterpenos 2,45
Sesquiterpenos oxigenados 0
Total de compostos identificados 96,10

N° = Numeragéo de cada pico no cromatograma; TR =tempo de retencéo, min.; IKc = Indice de Kovats
calculado; TKp = Indice de Kovats publicado (1-Adams R. P. 2007; 2-Pherobase; 3-NIST, 4-PubChem);
IS = Indice de similaridade espectral; PM = peso molecular; F = Formula; (%) = percentual relativo.
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Figura AII-8: Estruturas quimicas dos compostos identificados a partir da amostra
Arbo0846C. Oleo essencial de E. dysenterica. A numeragdo segue conforme tabela de

identificacgdo.
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Figura AIT-9: Perfis cromatograficos por CG-EM. A) Série homologa de hidrocarbonetos
C3-Cy0. B) Amostra Arbo0847, dleo essencial de Blepharocalyx salicifolius. C) Expanséo
de B. A numeragdo de cada pico corresponde ao estudo de identificagédo tabelado.



Tabela AII-S: Dados para identificagdo de volateis por CG-EM a partir da amostra Arbo0847,

o6leo essencial de folhas frescas de B. salicifolius.

N°  Compostos identificados TR IKe IKp IS(%) PM F.molecular (%)
1 o-Tujeno 58 927 927 95 136 C1oHis 1,76
2 @-Pineno 6.0 934 935 97 136 C1oHis 8,78
3 p-Pineno 7,1 977 977 98 136 C1oHie 0,37
4 ?-3-Careno 8,0 1011 1011 95 136 CroHig 1,00
5 a-Terpineno 81 1018 1018 95 136 CioHig 2,28
6  p-Cimeno 8.4 1026 1026 96 134 C1oHus 6.48
7 y-Terpineno 94 1062 1059 96 136 CioHie 17,08
8  o-Terpinoleno 10,2 1091 1078 97 136 C1oHie 5,24
9 Linalool 10,5 1101 1103 96 154 CyoH;0 0,29
10 4-Terpineol 12,8 1180 1180 96 154 CyoH;0 0,77
11 p-Cimenol-8 13,1 1188 1188 95 150 CioH1,0 0,26
12 p-Ment-1-en-8-ol 13,2 1193 1193 98 154 CyoH; 0 0,95
13 a-Cubebeno 17,7 1354 1354 93 204 CysHps 0,14
14 Isoledeno 18.4 1378 1377 91 204 CisHys 0,15
15 a-Copaeno 18,5 1381 1381 95 204 CisHys 0,44
16 p-Cariofileno 19,7 1428 1428 97 204 CisHys 11,39
17 Aromadendreno 20,2 1448 1443 95 204 CsHys 10,25
18  o-Humuleno 20,6 1461 1462 95 204 CisHys 1,37
19  Azuleno 21,1 1480 1479 90 204 CisHay 0,52
20 Ledeno 21,7 1504 1500 94 204 CisHay 472
21 Viridiflorol 233 1569 1580 91 222 Cy5Hs0 0,81
22 Epiglobulol 23,5 1577 1576 90 222 CysH;s0 0,51
23 Espatulenol 23,8 1588 1585 92 220 CysHuO 0,59
24 Globulol 239 1595 1580 94 222 CisHys0 5.20
25 1H-Cicloprop(E)Azulenol-4 24,1 1603 1600 90 222 Cy5Hs0 1,39
Monoterpenos 42,99
Monoterpenos oxigenados 227
Sesquiterpenos 28,98
Sesquiterpenos oxigenados 8,50
Total de compostos identificados 82,74

N° = Numeragdo de cada pico no cromatograma: TR =tempo de retengdo, min ; IKc = Indice de Kovats
calculado; IKp = Indice de Kovats publicado (1-Adams R. P. 2007; 2-Pherobase; 3-NIST: 4-PubChen);

IS = Indice de similaridade espectral: PM = peso molecular; F = Fommula; (%) = percentual relativo.

Figura AII-10: Estruturas quimicas dos compostos identificados a partir da amostra Arbo
0847, oleo essencial de B. salicifolius. A numeragdo segue conforme tabela de identificagao.
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Figura AII-10: Estruturas quimicas dos compostos identificados a partir da amostra Arbo
0847, oleo essencial de B. salicifolius. A numeragao segue conforme tabela de identificagao.
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Figura AII-11: Perfis cromatograficos por CG-EM. A) Série homologa de hidrocarbonetos
Cs-Ca0. B) Amostra Arbo0848, oleo essencial de Protium ovatum. C) Expansdo de B. A
numeracgio de cada pico corresponde ao estudo de identificagdo tabelado.



Tabela AII-6. Dados para identificagdo de volateis por CG-EM a partir da amostra Arbo0848,
dleo essencial de folhas frescas de P. ovarum.

N° Compostos identificados TR IKe IKp IS(%) PM F.molecular (%)
1 @-Pineno 6,0 934 935 97 136 CioHis 3,22
2 Sabineno 70 974 974 96 136 CioHie 3,85
3 f-Pineno 7.1 977 977 98 136 Crolis 1,69
4 f-Mirceno 74 991 991 97 136 CioHie 0,39
5 Limoneno 8,5 1032 1031 97 136 CioHis 16,99
6 4-Terpineol 12,8 1180 1180 98 154 C1oHisO 0,71
7  Bicicloelemeno 17,4 1342 1336 92 204 CysHyy 0,90
8 a-Copacno 18,5 1381 1381 96 204 CysHy 0,77
9  f-Elemeno 18,9 1397 1397 93 204 CisHy, 1,01
10 p-Cariofileno 19,8 1429 1428 96 204 CysHyy 14,11
11 y-Elemeno 20,1 1441 1437 95 204 CysHyy 9,70
12 e-Humuleno 20,6 1462 1462 95 204 CisHy, 1,82
13 y-Muuwroleno 21,2 1485 1485 92 204 CisHy, 0,76
14 Germacreno-D 214 1492 1488 92 204 CysHyy 14,61
15 Biciclogermacreno 21,8 1506 1500 96 204 CysHay 6,66
16 p-Bisaboleno 219 1514 1514 94 204 CisHy, 0,30
17  @-Amorfeno 22,1 1522 1519 91 204 CysHy 0,35
18 J-Cadineno 224 1531 1530 92 204 CysHyy 1,32
19 @-Bergamoteno 22,5 1538 1440 90 204 CisHyy 0,85
20 Germacreno-B 233 1569 1569 94 204 CysHy 8,40
21 Espatulenol 23,8 1588 1585 94 220 C1sH, 0 2,17
22 Oxido de Cariofileno 239 1594 1593 93 220 C1sH0 1,49
23 1H-Cicloprop(E)Azulenol-4 24,1 1602 1600 93 222 C1sHyO 0,55
24 7-Cadinol 253 1651 1646 92 222 C15Hy0 1,54
25  @-Cadinol 25,6 1665 1662 93 222 C15Hy0 0,67
26 a-Bisabolol 26,3 1693 1697 90 222 C1sHO 0,16
27 Juniper-Canfor 26,6 1708 1700 91 222 C1sHyO 0,24
Monoterpenos 26,14
Monoterpenos oxigenados 0,71
Sesquiterpenos 61,56
Sesquiterpenos oxigenados 6,82
Total de compostos identificados 95,23

N° = Numeragao de cada pico no cromatograma; TR =tempo de retengao, min.; IKe = Indice de Kovats
calculado; IKp = Indice de Kovats publicado (1-Adams R. P. 2007; 2-Pherobase; 3-NIST, 4-PubChem);
IS = Indice de similaridade espectral; PM = peso molecular; F = Formula, (%) = percentual relativo.
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Figura AII-12: Estruturas quimicas dos compostos identificados a partir da amostra Arbo
0848, dleo essencial de P. ovatum. A numeracio segue conforme tabela de identificacio.
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Figura AII-12: Estruturas quimicas dos compostos identificados a partir da amostra Arbo
0848, oleo essencial de P. ovatum. A numeragao segue conforme tabela de identificagdo
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Figura AII-13: Perfis cromatograficos por CG-EM. A) Série homologa de hidrocarbonetos

C3-Cao. B) Amostra Atbo0849A, oleo essencial de Hedyosmum brasiliense. C) Expansao de
B. A numeracao de cada pico corresponde ao estudo de identificagdo tabelado.
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Tabela AII-7: Dados para identificagio de volateis por CG-EM a partir da amostra
Arbo0849A. dleo essencial de H. brasiliense.

Ne Comp identificados TR IKc IKp IS (%) PM F. molecular (%)
1 a-Tujeno 58 926 927 94 136 CyoHig 0,26
2 a-Pineno 6,0 933 935 97 136 CoH;s 1,08
3 Canfeno 64 948 948 97 136 Ciobls 0.4
4 Sabineno 7.0 974 974 96 136 CioHis 2,56
5 f-Pineno 7.1 977 977 98 136 CioHie 0,51
6 fi-Mirceno 74 992 992 97 136 CioHie 1,75
7 a-Felandreno 7.8 1006 1006 97 136 CioHis 547
8§  p-Cimeno 84 1026 1026 96 134 CyoHyy 4,98
9  Limoneno 85 1030 1031 93 136 CioHis 3.8
10 cis-Ocimeno 8,7 1038 1038 97 136 CoHis 0,27
11 rans-Ocimeno 9.0 1048 1048 97 136 CoHis 1,08
12 y-Terpineno 9.3 1059 1059 97 136 CoH,s 0,18
13 Linalool 10,5 1101 1103 97 154 CyoHy0 1,02
14 Borneol 125 1169 1173 95 154 CoH;s0 0,18
15 4-Terpineol 128 1180 1180 97 154 CyoH 0 0,81
16 p-Ment-1-en-8-ol 132 1193 1193 97 154 CoHisO 0,23
17 cis-Sabinol 13,6 1205 1170 94 152 CoHisO 0.44
18 p-Citronelol 143 1230 1230 96 156 CpHyO 0,31
19 ecis-Acetato de Crisantenil 152 1264 1233 90 194 CpHysOr 0,73
20 Acetato de isobornil 16,0 1289 1290 96 196 CpHiOr 0,98
21 Bicicloelemeno 174 1341 1336 90 204 0,25
22 Acetato de a-Terpineol 17,7 1353 1353 91 196 0.3
23 Ciclosativeno 182 1371 1370 94 204 0,17
24 1H-Cicloprop-(E)-azuleno 18,7 1389 1419 91 204 0,23
25 f-Elemeno 18,9 1397 1397 94 204 1,36
26 Metil-Eugenol 19.2 1409 1409 91 178 CpHu0n 1,79
27 f-Canofileno 19,7 1426 1428 94 204 Cysthy 0,46
28 y-Elemeno 200 1439 1437 96 204 CysHye 04
29 p-Fameseno 20,6 1460 1460 93 204 CysHas 0,54
30 Germacreno-D 21,3 1489 1488 92 204 CisHyy 2,05
31 Biciclogermacreno 21,7 1505 1500 96 204 CsHy, 303
32 p-Bisaboleno 219 1514 1514 93 204 Cysths 0.38
33 ?-Cadineno 223 1530 1530 90 204 CisHas 0.5
34 Elemol 23,0 1558 1558 94 222 CsHyO 033
35 Germacreno-B 232 1567 1569 90 204 CysHyy 027
36 Espatulenol 23,8 1591 1385 94 220 CsHuO 473
37 Globulol 240 1597 1580 90 222 CsHysO 0,48
38 Carotol 244 1614 1600 95 222 CisHyO 41,19
39 Torrelol 254 1658 1658 90 222 C1sHysO 1.31
40 f-Eudesmol 25,6 1663 1662 93 222 Cy:HyO 37
Monoterpenos 2234
Monoterpenos oxigenados 6,79
Sesquiterpenos 9.64
Sesquiterpenos oxigenados 51.75
Total de compostos identificados 90,52
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Figura AII-14: Estruturas quimicas dos compostos identificados a partir da amostra
Arbo0849A. o6leo essencial de H brasiliense. A numeragdo segue conforme tabela de
identificag@o.
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Figura AII-14: Estruturas quimicas dos compostos identificados a partic da amostra
Arbo0849A, oleo essencial de H. brasiliense. A numeragdao segue conforme tabela de
identificagio
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Figura AII-14: Estruturas quimicas dos compostos identificados a partir da amostra
Ar1bo0849A. oleo essencial de H. brasiliense. A numeragdo segue conforme tabela de
identificagdo.
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Figura AII-15: Perfis cromatograficos por CG-EM. A) Série homologa de hidrocarbonetos
Cg-C20. B) Amostra Arbo0849B, oleo essencial de Hedyosmum brasiliense. C) Expansao de

B. A numeracio de cada pico corresponde ao estudo de identificacéo tabelado

Tabela AII-8: Dados para identificagao de volateis por CG-EM a partir da amostra Arbo0849B,

oleo essencial de H. brasiliense.

N° Compostos identificados TR IKc IKp IS(%) PM F.molecular (%)
1 o-Tueno 58 926 927 94 136 CioHs 0,42
2 ¢-Pineno 6,0 933 935 97 136 C1oHie 3,98
3 Canfeno 6,4 948 948 97 136 CioHie 0,48
4 Sabineno 7,0 974 974 96 136 CioHs 16,89
5 p-Mirceno 74 991 991 97 136 CioHs 1,15
6 a-Felandreno 7,8 1006 1006 98 136 CioHis 3,33
7 o-Terpineno 81 1017 1018 96 136 CyoHys 2.07
8 p-Cimeno 84 1025 1025 97 134 CyoHy, 035
9 Limoneno 8,5 1029 1031 95 136 CioHie 1,54
10 cis-Ocimeno 8,7 1038 1038 96 136 CioHs 1,74
11 #rans-Ocimeno 9,0 1049 1048 97 136 CioHs 8,75
12 p-Terpineno 9,3 1060 1059 97 136 C1oHie 3,38
13 o-Terpinoleno 10,2 1090 1078 97 136 CioHig 0,70
14 Linalool 10,5 1101 1103 95 154 C1oHi0 1,69
15 4-Terpineol 12,8 1181 1180 97 154 CyoH150 10,24
16 p-Ment-1-en-8-ol 13,2 1193 1193 98 154 CyoH150 0,58
17 p-Citronelol 143 1230 1230 96 156  CplpO 038
18 Acetato de isobornil 16,0 1289 1286 96 196 Ci2H0; 0,94
19 Bicicloelemeno 17,4 1341 1336 93 204 CysHys 0,32
20 Acetato de a-Terpineol 17,7 1353 1353 92 196 Ci2Hy0, 0,48
21 p-Elemeno 18,9 1396 1397 92 204 CysHy, 0,61
22 Metil-eugenol 19,2 1409 1409 90 178 C1Hu0; 5,07
23 Germacreno-D 21,3 1489 1488 91 204 CisHys 2,39
24 Espatulenol 23,8 1588 1585 93 220 CsHy O 2,04
25 Carotol 243 1609 1600 94 222 CysHy60 17,72
26 Torreiol 25,4 1656 1658 92 222 CisHyO 1,01

Monoterpenos 44,78

Monoterpenos oxigenados 19,38

Sesquiterpenos 332

Sesquiterpenos oxigenados 20,77

Total de compostos identificados 88,25

N° = Numeragéo de cada pico no cromatograma: TR =tempo de retengéo, min.; IKc = Indice de Kovats calculado;
TKp= Indice de Kovats publicado (1-Adams R. P. 2007; 2-Pherobase; 3-NIST, 4-PubChem); 1S = Indice de
similaridade espectral; PM = peso molecular; F = Formula; (%) = percentual relativo.
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Figura AII-16: Estruturas quimicas dos compostos identificados a partir da amostra Figura AII-16: Estruturas quimicas dos compostos identificados a partir da amostra
Arbo0849B, oleo essencial de H. brasiliense. A numeragido segue conforme tabela de Arbo0849B, Oleo essencial de H. brasiliense. A numeragdo segue conforme tabela de

identificagao. identificacéo.
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Figura AII-17: Perfis cromatograficos por CG-EM. A) Série homologa de hidrocarbonetos

Cg-Cz0. B) Amostra Arbo0850, oleo essencial de Psidium laruotteanum. C) Expansao de B.

A numeragao de cada pico corresponde ao estudo de identificacdo tabelado.

Tabela ATI-9: Dados para identificacdo de volateis por CG-EM a partir da amostra Arbo0850,
oleo essencial de P. laruotteanum.

N° Compostos identificados RT IKec IKp IS(%) PM F.molecular (%)
1 o-Tujeno 58 927 927 95 136 CoHis 0,15
2 o-Pineno 6.0 934 935 97 136 CioHie 6,31
3 Canfeno 6.4 948 948 96 136 CioHie 0,37
4 f-Pineno 7.1 977 977 98 136 CoHis 2,14
5 f-Mirceno 74 992 991 97 136 CioHis .75
6 o-Felandreno 7,8 1006 1006 98 136 CioHig 5,07
7  o-Terpineno 82 1018 1018 96 136 CoHis 1,24
8 p-Cimeno 8.4 1026 1026 97 134 CioHis 1,00
9 Limoneno 85 1031 1031 92 136 CioHie 727
10 1.8-Cineol 8.6 1033 1032 94 154 CoH; O 7,61
11 cis-Ocimeno 8.7 1039 1038 96 136 CioHie 2,29
12 #rans-Ocimeno 9,0 1049 1048 97 136 CioHig 4,03
13 y-Terpineno 94 1060 1059 97 136 CoHis 1,87
14 a-Terpinoleno 10,2 1090 1078 96 136 CyoHis 3,05
15 Linalool 10,6 1103 1103 97 154 CoHy3s0O 9,24
16 Fenchol 11,0 1116 1117 96 154 CoH; O 0,30
17 neo-Aloocimeno 11.4 1130 1140 94 136 Cyoie 0,15
18 Borneol 12,5 1169 1173 97 154 CoHysO 0,65
19 4-Terpineol 12,8 1180 1180 97 154 C1oHisO 1,44
20 p-Ment-1-en-8-ol 13,3 1195 1193 98 154 CyoH3s0 4,73
21 Nerol 15,0 1257 1251 90 154 CoHy3s0O 0,17
22 a-Copaeno 18,5 1383 1381 95 204 CysHy 9,59
23 p-Cariofileno 19,7 1427 1428 96 204 CysHyy 1.16
24 o-Humuleno 20,6 1461 1462 95 204 CisH 0,37
25 y-Muuroleno 21,2 1483 1485 92 204 CisHa 0,73
26 Gurjuneno 21,5 1498 1475 90 204 Cystyy 0,23
27 p-Seleneno 21,7 1503 1509 90 204 CysHyy 0,73
28 f-Bisaboleno 21,8 1507 1507 91 204 CysHy 1,55
29 g-Amorfeno 22,1 1522 1519 92 204 CysHyy 0,19
30 ?-Cadineno 224 1532 1530 93 204 CysHyy 6,55
31 Nerolidol 233 1567 1563 95 222 CisHy60 0,18
32 Cubenol 25,1 1642 1642 90 222 CysHyO 0,28
33 ¢-Cadinol 253 1653 1646 91 222 CsHyO 1,77
34 Torreiol 254 1657 1658 93 222 CisHz60 227
35  Juniper-Canfor 26,6 1708 1700 92 222 CysHy0 0,70

Monoterpenos 36,69

Monoterpenos oxigenados 24,14

Sesquiterpenos 21,10

Sesquiterpenos oxigenados 5,20

Total de compostos identificados 87,13
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Figura AII-18: Estruturas quimicas dos compostos identificados a partir da amostra
Arbo0850, oleo essencial de P. laruotteanum. A numeragio segue conforme tabela de

identificacdo.
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Figura AII-18: Estruturas quimicas dos compostos identificados a partir da amostra Arbo0850, 6leo
essencial de P. laruotteanum. A numeragao segue conforme tabela de identificacao.
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Tabela AII-10: Dados para identificagdo de volateis por CG-EM a partir da amostra Arbo0851,
oleo essencial de X. aromatica.

- ry N¢ Compostos identificados TR IKe IKp IS(%) PM F.molecular (%)
e S S a-Pineno 6,0 934 935 97 136 CroHig 10,52
=% 5 & 3 & ¢ & I & & & 8 2 Sabineno 70 974 974 96 136  CioHis 0,98
37661051 3 p-Pineno 7,1 978 977 98 136 CyHy 15,68
4 f-Mirceno 74992 991 97 136 CyHys 2,65
5 Limoneno 85 1031 1031 97 136  CyHys 263
6  Cis-Ocimeno 8,8 1039 1038 96 136  CyHys 0,39
7 p-Menta-2,8-cdien-1-ol 11,6 1137 1138 95 152 CyH,0 0,49
8  4-Terpineol 12,8 1180 1180 91 154  CyH;:0 0,37
000er00 | e AR U IR I B | 9 p-Ment-1-en-8-ol 132 1193 1193 97 154  CyH;0 0,25
5 i s ks 2 = S 10 Mirtenol 134 1199 1198 94 152  C,H,0 0.30
11 srans-Carveol 140 1222 1219 94 152 CyHi0 0,49
) ° B 12 cis-Carveol 144 1234 1236 97 152 CyH,0 0,29
e 13 Carvona 148 1247 1243 97 150  CyHuO0 0.46
- 14 Bicicloelemeno 174 1341 1336 91 204  CysHy 0,45
o 15 Acetato de Citronelil 17.8 1355 1355 90 198  CpHnOs 0.28
k| 16 a-Copaeno 18,5 1381 1381 96 204  CysHy 0,51
g . 17 Acetato de Geranil 186 1385 1385 98 196  CpHi0, 0,32
= 18  Aromadendreno 202 1446 1447 95 204  CyHy 0,62
198es0r N 19 Germacreno-D 21,3 1488 1488 90 204 CysHas 0,54
|L“’ - 20 Biciclogermacreno 21,7 1505 1500 96 204 CisHay 3,33
B —— e 21 Elemol 23,0 1557 1558 94 222 CisHxO 0,47
’ ° ” 22 Viridiflorol 233 1560 1580 90 222 CyHyO 024
o c 23 Epiglobulol 23,5 1577 1576 90 222 CysHiO 0,30
24 Espatulenol 238 1580 1585 94 220  CyiH,0 9,12
25 Globulol 239 1595 1580 90 222 CyiHyO 2,02
woecr] - 26 1H-Cicloprop(E)Azulenol-4 24,1 1602 1600 91 222 CysHiO 0,91
27 Guaiol 242 1607 1602 93 222 CisHiO 3,56
28 p-Copaen-4-a-ol 245 1619 1589 90 220  CyH,,0 0,70
s 29 Isoespatulenol 252 1649 1656 90 220  CysH,O 0,56
. . L ,'& Monoterpenos 56,52
i e e . PN h RTV . Monoterpenos oxigenados 325
PO B L e AN DY T Sesquiterpenos 545
L P pe s % Sesquiterpenos oxigenados 17,88
Tempo de Retengao (min) Total de compostos identificados 83,10
Figura AII-19: Perfis cromatograficos por CG-EM. A) Serie homologa de hidrocarbonetos N° = Numeragao de cada pico no cromatograma; TR =tempo de retengao. min.; IKc = Indice de Kovats calculado;
Cs-Cz0. B) Amostra Arbo0851, oleo essencial de Xylopia aromatica. C) Expansio de B. A IKp = Indice de Kovats publicado (1-Adams R. P. 2007; 2-Pherobase; 3-NIST; 4-PubChem); IS = Indice de

numeragao de cada pico corresponde ao estudo de identificagao tabelado. similaridade espectral; PM = peso molecular; F = Formula; (%) = percentual relativo.
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Figura AII-20: Estruturas quimicas dos compostos identificados a partir da amostra Arbo0851,
oleo essencial de X! aromadtica. A numeragio segue conforme a tabela de identificagdo.
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Figura AII-20: Estruturas quimicas dos compostos identificados a partir da amostra Arbo0851,
oOleo essencial de X. aromadtica. A numeragio segue conforme a tabela de identificacao.
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Figura AIT-21: Perfis cromatograficos por CG-EM. A) Série homologa de hidrocarbonetos
Cs-Cy. B) Amostra Arbo0852, 6leo essencial de Myrcia rorta. C) Expansdo de B. A

numeracdo de cada pico corresponde ao estudo de identificagio tabelado.

Tabela AII-11: Dados para identificag@o de volateis por CG-EM a partir da amostra Arbo0852,
oleo essencial de M. forta.

N° Compostos identificados TR IKe IKp IS (%) PM F.molecular (%)
1 Limoneno 85 1029 1031 97 136 CuHy 0,13
2 Bicicloelemeno 17.4 1342 1336 93 204 CisHa 1,06
3 a-Cubebeno 17,7 1354 1354 94 204  CysHy 0,23
4 a-Copaeno 18,5 1382 1381 95 204 CysHyy 1,98
5 a-Bourboneno 18,7 1391 1384 92 204  CysHy 0,24
6 f-Elemeno 18,9 1398 1397 94 204  CysHy 1,81
7  p-Cariofileno 19,7 1428 1428 97 204  CysHy 2,75
8  Aromadendreno 20,2 1447 1447 95 204 CysHyy 0,39
9  a-Humuleno 20,6 1462 1462 95 204 CisHa 1,01
10 Alo-Aromadendreno 20,8 1471 1468 95 204 CysHyy 4,36
11 y-Muuroleno 21,2 1486 1485 92 204  CysHy 1,50
12 Germacreno-D 21,4 1492 1488 93 204 CisHy 10,32
13 a-Amorfeno 21,9 1510 1519 92 204  CysHy 19.7¢
14 Germacra-1(10),4(15),5-trieno 22,2 1523 1527 94 204  CysHy 3,93
15 ?-Cadineno 22,5 1536 1530 92 204  CysHy 12.4¢
16 a-Calacoreno 22,9 1553 1553 92 200  CysHy 0,32
17 Epiglobulol 23,5 1579 1576 90 222 CisHyxO 0,90
18 Espatulenol 23,8 1589 1585 93 220 CiHyO o 1,10
19 Globulol 24,0 1597 1580 94 222 CisHyO 3,96
20 1H-Cicloprop(£)Azulenol-4 24,2 1606 1600 90 222 CyisHyO o 3,40
21 Ledol 24,5 1617 1608 95 222 CyiHyO 2,58
22 Humulano-1,6-dien-3-ol 24,8 1631 1619 90 222 CyisHp6O 0,36
23 oa-Cedrol 25,0 1641 1615 90 222 CisHyO o 3,68
24 r-Muurolo] 25,4 1656 1647 90 222 CyisHyO o 5,48
25 Torreiol 25,4 1658 1658 92 222 CyisHp6O 1,15
26 a-Cadinol 257 1669 1662 92 222  CiHyO 4,55

Monoterpenos 0,13

Monoterpenos oxigenados 0

Sesquiterpenos 62,1¢

Sesquiterpenos oxigenados 27,1¢

Total de compostos identificados 89,4¢

N° = Numeragao de cada pico no cromatograma; TR =tempo de retencao, min.; IKe = Indice de Kovats
calculado; IKp = Indice de Kovats publicado (1-Adams R. P. 2007; 2-Pherobase; 3-NIST: 4-PubChem);
IS = Indice de similaridade espectral; PM = peso molecular; F = Formula; (%) = percentual relativo.
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Figura AII-22: Estruturas quimicas dos compostos identificados a partir da amostra Arbo0852, -
Oleo essencial das folhas frescas de M rorfa. A numeragio segue conforme tabela de ® - . “ -
. . Tempo de Retengdo (min
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Figura ATII-23: Perfis cromatograficos por CG-EM. A) Série homologa de hidrocarbonetos
Cs-C2. B) Amostra Arbo0854. oleo essencial de Casearia sylvestris. C) Expansao de B. A

numeragao de cada pico corresponde ao estudo de identificag@o tabelado
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Tabela AII-12: Dados para identificag@o de volateis por CG-EM a partir da amostra Arbo0854,
oleo essencial de C. sylvestris.
N° Compostos identificados TR IKc¢ IKp IS (%) PM F.molecular (%)
1  Bicicloelemeno 17,4 1342 1336 91 204 CysHys 5,46
2 p-Elemeno 18,9 1397 1397 94 204 CisHas 2,07
3 p-Cariofileno 19,7 1426 1428 96 204 CisHay 4,82
4 Aromadendreno 20,2 1446 1447 95 204 CqsHay 0,64
5 a-Humuleno 20,6 1461 1462 94 204 CysHys 0,46
6  Alo-Aromadendreno 20,8 1469 1468 92 204 Cq5Hyy 0.47
7 Germacreno-D 21,3 1489 1488 90 204 CisHy 432
8  Biciclogermacreno 21,8 1506 1500 96 204 CisHyy 47.44
9  ?-Cadineno 224 1530 1530 91 204 CisHay 1.79
10 Nerolidol 233 1568 1563 95 222 C15Hz60 0,98
11 Palustrol 235 1577 1579 90 222 C1sHa60O 1.01
12 Espatulenol 238 1587 1585 92 220 C1sH40 1.8
13 Globulol 239 1594 1580 9 222 C1sH260 5.39
14 1H-Cicloprop(£)Azulenol-4 241 1602 1600 94 222 Cu;HyO 5.05
15 Ledol 244 1614 1608 91 222 C1sH60 2,03
16 Cubenol 25,0 1638 1638 9 222 C1sH260 0.37
17 7-Cadinol 253 1651 1646 93 222 C15sH260 3.39
18 a-Cadinol 25,6 1665 1662 94 222 C1sH60 3.83
Monoterpenos 0
Monoterpenos oxigenados 0
Sesquiterpenos 67,47
Sesquiterpenos oxigenados 23,85
Total de compostos identificados 91,32
N°®=Numeragio de cada pico no cromatograma; TR =tempo de retengdo, min.; IKc = Indice de Kovats
calculado; IKp = Indice de Kovats publicado (1-Adams R. P. 2007; 2-Pherobase; 3-NIST; 4-PubChem); .
IS = Indice de similaridade espectral; PM = peso molecular; F = Férmula; (%) = percentual relativo. : o e o H 17 6 5

Figura AII-24: Estruturas quimicas dos compostos identificados a partir da amostra
Arbo0854, oleo essencial das folhas frescas de C. sylvesrris. A numeracao segue conforme
tabela de identificacao.
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Figura AII-25: Perfis cromatograficos por CG-EM. A) Série homologa de hidrocarbonetos
Cg-Czg. B) Amostra Arbo0856, oleo essencial de Myrsine guianensis. C) Expansdo de B. A

numeragao de cada pico corresponde ao estudo de identificagao tabelado.
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Tabela AII-13: Dados para identificacdo de volateis por CG-EM a partir da amostra Arbo0856,

oleo essencial de M. guianensis.

N° Compostos identificados TR IKc¢ IKp IS(%) PM F molecular (%)
1 o-Copaeno 18,5 1381 1381 90 204 CysHa, 222
2 p-Cariofileno 19,7 1426 1428 96 204 CysHas 18,22
3 @-Humuleno 20,6 1461 1462 92 204 CysHas 4,65
4 p-Cadineno 21,2 1483 1483 20 204 CsHy, 5,13
5 a-Amorfeno 22,1 1521 1519 90 204 CysHa, 2.86
6 ?-Cadineno 22,3 1530 1530 90 204 CysHas 14,28
7 Bergamotol 23,7 1587 1694 20 220 CisH,,0 1,65
8 Globulol 23,9 1593 1580 920 220 CisH,,0 3,90
9 -Muurolol 25,3 1651 1647 90 222 CisHysO 6,05

10 o-Cadinol 25,6 1664 1662 90 222 CisHyO 4,19
Monoterpenos 0
Monoterpenos oxigenados 0
Sesquiterpenos 47,36
Sesquiterpenos oxigenados 16,39
Total de compostos identificados 63,75

N°= Numerag¢do de cada pico no cromatograma; TR= tempo de retengdo, min.; IKc= Indice de Kovats
calculado; IKp= Indice de Kovats publicado (1-Adams R. P. 2007; 2-Pherobase; 3-NIST; 4-PubChem);
IS = Indice de similaridade espectral; PM = peso molecular; F = Formula; (%) = percentual relativo.
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Figura AII-26: Estruturas quimicas dos compostos identificados a partir da amostra
Arbo0856, oleo essencial de M. guianensis. A numeragao segue conforme listada na tabela de

identificagao.
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Figura AII-27: Perfis cromatograficos por CG-EM. A) Série homologa de hidrocarbonetos
Cs-Cz0. B) Amostra Arbo0859, 6leo essencial de Dugueria furfuracea. C) Expansao de B. A
numeragéo de cada pico corresponde ao estudo de identificagio tabelado.



Tabela AII-14: Dados para identificag@o de volateis por CG-EM a partir da amostra Arbo0859,

oleo essencial de D. furfuracea.

N¢ Compostos identificados TR IKc IKp IS (%) PM F.molecular (%)
1 p-Elemeno 189 1396 1397 91 204 CysHay 0.23
2 Biciclogermacreno 21,7 1504 1500 96 204 CisHoy 0,38
3  Elemol 23,1 1562 1558 95 222 C1sHaO 53.81
4 Espatulenol 23.8 1588 1585 93 220 CsHyO 0,28
5 Globulol 239 1594 1580 91 222 CisH, O 033
6  Guaiol 242 1606 1602 93 222 Cy5HyO 1,49
7 10-Epi-y-Eudesmol 251 1643 1632 91 222 C1sHaO 5,77
8  Agarospirol 252 1650 1643 90 222 C15HaO 0,53
9  f-Eudesmol 255 1662 1662 91 222 CysHaO 4,43
10 a-Eudesmol 25,6 1665 1667 90 222 Cy5HayO 4,15
11 5-Azuleno-Metanol 259 1678 1576 90 222 C1sHoO 1,07
Monoterpenos 0
Monoterpenos oxigenados 0
Sesquiterpenos 1,11
Sesquiterpenos oxigenados 71,86
Total de com postos identificados 72,97

N° = Numeragio de cada pico no cromatograma; TR =tempo de retencio, min.; IKc = Indice de Kovats
calculado; IKp = Indice de Kovats publicado (1-Adams R. P. 2007; 2-Pherobase; 3-NIST: 4-PubChem);

IS = Indice de similaridade espectral; PM = peso molecular; F = Formula; (%) = percentual relativo.
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Figura AII-28: Estruturas quimicas dos compostos identificados a partit da amostra
Arbo0859. oleo essencial das folhas frescas de D. furfuracea. A numeragao segue conforme
tabela de identificagao.
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Figura AII-29: Perfis cromatograficos por CG-EM. A) Série homologa de hidrocarbonetos Cs-
Cz. B) Amostra Arbo0861, oleo essencial de Eugenia kiotzschiana. C) Expansdo de B. A

numeragdo de cada pico corresponde ao estudo de identificacdo tabelado.

Tabela AII-15: Estudo de identificacdio por CG-EM a partir da amostra Arbo0861, dleo

essencial de E. kKlotzschiana.

N° Compostos identificados TR IKe¢ IKp IS (%) PM F.molecular (%)
1 p-Carnofileno 19,7 1426 1428 90 204 CisHyy 1,26
2 Germacreno-D 21,3 1488 1488 91 204 CisHay 7.26
3 Biciclogermacreno 21,7 1504 1500 95 204 CisHay 10,18
4 Espatulenol 23,7 1587 1585 93 220 CisHpO 5,56
5 Globulol 23,9 1593 1580 90 222 C5Hy0 12,91
6  1H-Cicloprop(E)Azulenol-4 24,1 1601 1600 90 222 CisHyO 4,72
7  Ledol 244 1613 1608 91 222 CsHyO 5,38
8 r-Muurolol 25,3 1651 1647 93 222 C5Hy0 14,35
9 Torreiol 254 1655 1658 90 222 CisHysO 430
10 a-Cadinol 25,6 1664 1662 93 222 C;sHy)O 22,01
Monoterpenos 0
Monoterpenos oxigenados 0
Sesquiterpenos 18,70
Sesquiterpenos oxigenados 69,23
Total de compostos identificados 87,93

N°= Numeragdo de cada pico no cromatograma; TR= tempo de retengdo, min.; IKc= Indice de Kovats
caleulado; IKp= Indice de Kovats publicado (1-Adams R. P. 2007; 2-Pherobase; 3-NIST: 4-PubChem);
IS = Indice de similaridade espectral; PM = peso molecular; F = Formula; (%) = percentual relativo.
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Figura ATI-30: Estruturas quimicas dos compostos identificados a partir da amostra
Arbo0861. oleo essencial de E. klorzschiana. A numeragio segue conforme tabela de
identificagao.
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