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RESUMO

Os mosquitos dos géneros Aedes e Anopheles sdo os principais transmissores da dengue,
chikungunya, zika e malaria, respectivamente em todo o mundo. O controle desses
vetores € um problema de salde publica devido a resisténcia aos inseticidas sintéticos.
Contudo, nanoemulsdes carreadas com 06leos essenciais apresentam uma ferramenta
alternativa e segura no controle desses mosquitos. O objetivo deste estudo foi identificar
a eficiéncia das nanoemulsdes carreadas com os 6leos essenciais de Piper alatipetiolatum
e Piper purusanum no controle dos vetores de arboviroses e malaria. O 6leo essencial de
P. alatipetiolatum com rendimento de 7,6 + 0,3% foi caracterizado majoritariamente com
sesquiterpeno (63%) e sesquiterpenos oxigenados (33%). As principais substancias foram
ishwarone (78,58%), B-elemeno (6,87%), ishwarane (2,36%) e selin-11-en-4a-ol (2,88%)
e ishwarol B (8,2%). Enquanto o Oleo essencial de PIfpurusanum extraidorcom
rendimento de 4,2 £ 0,7% foi constituido majoritariamente de sesquiterpenos (53,8%),
sesquiterpenos oxigenados (30,7%) e monoterpenos oxigenados (15,3). As principais
substancias identificadas no 6leo essencial de P. purusanum foram p-cariofileno
(57,05%), a-humuleno (14,50%), germacreno D (8,20%), B-selineno (2,10%), a-selineno
(4,42%), 6-cadineno (2,04%), E-nerolidol (4,23%) e 6xido de cariofileno (3,46%). Os
Oleos essenciais de P. purusanum e P. alatipetiolatum na concentragdo de 31,25 ppm
inibiram a eclosdo de 100% dos ovos de Aedes aegypti e A. albopictus, enquanto na
concentragdo de 200 ppm causaram a morte de 100% de larvas (CLso de 33,74 a 62,33
ppm) e de 89 e 94% de pupas (CLso de 66,17 a 91,39 ppm) de A. aegypti e A. albopictus,
respectivamente, a0 mesmo tempo em que na concentracdo de 125 ppm mataram 100%
das larvas de Anopheles darlingi, An. triannulatus, An. nuneztovari e An. albitarsis (CLso
de 48,60 a 52,60 ppm). Essas atividades foram correlacionadas a inibicdo da AChE com
percentuais de inibi¢do de 83 e 88% (ICso de 2,14 e 1,94 pug/mL). Além disso, os 6leos
essenciais também demonstraram atividade antimicrobiana contra Enterococcus faecalis
e Staphylococcus aureus com CIM de 0,5 a 125 pug/mL. A seguranca dos 6leos essenciais
foi avaliada contra organismo aquético ndo-alvo, Artemia salina com CLso de 2.122,07 a
2.231,95 pg/mL. As nanoemulsdes carreadas com o0s O6leos essenciais de P.
alatipetiolatum (NEPa) e P. purusanum (NEPp) foram constituidas com nanoparticulas
de morfologia aproximadamente esférica com tamanhos médios de 135 e 315,6 nm, PDI
de 0,044 a 0,092, pH entre 4,9 a 5,7 e potencial zeta de -14,40 a -8,51 mV. NEPa e NEPp
nas concentracdes de 31,25 ppm inibiram 100% dos ovos, enquanto que na de 25 ppm
mataram 100% das larvas (CLso de 4,01 a 5,40 ppm) e 83 a 100% das pupas (CLso de
5,34 a 7,69 ppm) de A. aegypti e A. albopictus, respectivamente. Em sequéncia, de 94 a
100% das larvas de Anopheles morreram na concentracdo de 25 ppm (CLso de 3,87 2 9,81
ppm). O efeito residual das nanoemulsdes foi superior aos 0Oleos essenciais, com
percentual 100 a 2% de larvas de A. aegypti e A. albopictus mortas entre 0 1° a 10° dia,
respectivamente. Esses resultados demonstram que as nanoemulsdes carreadas com 0s
6leos essenciais de P. alatipetiolatum e P. purusanum sdo uma ferramenta segura no
controle das populagdes de Aedes e Anopheles.

PALAVRAS-CHAVE: Aedes, Anopheles, Piper, 0leo essencial, nanosistemas, controle
bioldgico.
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ABSTRACT

Mosquitoes of the genera Aedes and Anopheles are the main transmitters of chikungunya,
zika and malaria, respectively worldwide. The control of these vectors is a public health
problem due to resistance to synthetic insecticides. However, nanoemulsions carried with
essential oils present an alternative and safe tool in the control of these mosquitoes. The
objective of this study was to identify the efficiency of nanoemulsions carried with the
essential oils of Piper alatipetiolatum and Piper purusanum in the control of arboviruses
and malaria vectors. The essential oil of P. alatipetiolatum with yield of 7.6 + 0.3% was
characterized mainly with sesquiterpene (67%) and oxygenated sesquiterpenes (33%).
The main substances were ishwarone (78.58%), B-elemene (6.87%), ishwarane (2.36%)
e selin-11-en-4a-ol (2.88%) e ishwarol (8.2%). While the essential oil of P. purusanum
extracted with a yield of 4.2 + 0.7% consisted mostly of sesquiterpenes (53.8%),
oxygenated sesquiterpenes (30.7%) and oxygenated monoterpenes (15,3). The main
substances identified in the essential oil of P. purusanum were -caryophyllene (57.05%),
a-humulene (14.50%), germacrene D (8.20%), B-selinene (2.10%), a-selinene (4.42%),
d-cadinene (2.04%), E-nerolidol (4.23%) and caryophyllene oxide (3.46%). The essential
oils of P. purusanum and P. alatipetiolatum at a concentration of 31.25 ppm inhibited the
hatching of 100% of the eggs of Aedes aegypti and A. albopictus, while at the
concentration of 200 ppm caused the death of 100% of larvae (LCso from 33.74 to 62.33
ppm) and 89 and 94% of pupae (LCso from 66.17 to 91.39 ppm) of A. aegypti and A.
albopictus, respectively, at the same time that at the concentration of 125 ppm Killed
100% of the larvae of Anopheles darlingi, An. triannulatus, An. nuneztovari e An.
albitarsis (LCso from 48.60 to 52.60 ppm). These activities were correlated with
inhibition of AChE with inhibition percentages of 83 and 88% (IC of 2.14 and 1.94
pug/mL). In addition, essential oils also demonstrated antimicrobial activity against
Enterococcus faecalis and Staphylococcus aureus with ICM from 0.5 to 125 pg/mL. The
safety of essential oils was evaluated against non-target aquatic organism, Artemia salina
with LCso from 2,122.07 to 2,231.95 pg/mL. The nanoemulsions carried with the essential
oils of P. alatipetiolatum (NEPa) and P. purusanum (NEPp) were constituted with
nanoparticles of approximately spherical morphology with average sizes of 135 and 315.6
nm, PDI from 0.044 to 0.092, pH between 4.9 to 5.7 and zeta potential from -14.40 to -
8.51 mV. NEPa and NEPp at concentrations of 31.25 ppm inhibited 100% of eggs, while
in the 25 ppm they killed 100% of the larvae (LCso from 4.01 to 5.40 ppm) and 83 to
100% of the pupae (LCso from 5.34 to 7.69 ppm) of A. aegypti and A. albopictus,
respectively. Subsequently, 94 to 100% of Anopheles larvae died at a concentration of 25
ppm (LCso from 3.87 to 9.81 ppm). The residual effect of the nanoemulsions was higher
than the essential oils, with a percentage of 100 to 2% of larvae of A. aegypti and A.
albopictus killed between the 1st and 10th day, respectively. These results demonstrate
that the nanoemulsions carried with the essential oils of P. alatipetiolatum and P.
purusanum are a safe tool in the control of the populations of Aedes and Anopheles

KEYWORDS: Aedes, Anopheles, Piper, essential oil, nanosystems, biological control.
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Artigo - Nanoemulsion loaded with essential oil from Piper alatipetiolatum
(Piperaceae) as an-alternative agent in the control of Aedes aegypti



1. INTRODUCAO

1.1. Doencas transmitidas por mosquitos dos géneros Aedes e Anopheles

As distribuicdes geogréaficas de mosquitos dos géneros Aedes e Anopheles ao redor
do mundo ocorrem em decorréncia de diversos fatores como as condi¢Ges antropicas,
mudancas ambientais, urbanizacdo desordenada, aléem do transporte de mercadorias entre
diversos paises caracterizado como principal fator de distribui¢do dos ovos mosquitos (Ebi
& Nealon, 2016). Em consequéncia desses fatores, diversas doencas como a dengue,
chikungunya, zika ou maléria disseminadas por esses mosquitos sdo registradas em mais
de 100 paises, principalmente nos localizados no hemisfério sul (Perdomo-Celis et al.,
2017).

1.1.2. Dengue

A dengue é uma doenca transmitida pelos mosquitos Aedes aegypti e Aedes
albopictus (Diptera: Culicidae), é causada pelo agente etiolégico do género Flavivirus e
familia Flaviviridae. A doenca inclui os tipos imunoldgicos DENV-1, DENV-2, DENV-3
e DENV-4 (Munusamy et al., 2016). A patologia esta intimamente relacionada & ma gestéo
de politicas publica no controle desses vetores associadas as condi¢cdes precarias de
saneamento basico (de Castro et al., 2013). A enfermidade é classificada em duas formas:
a primeira é denominada de dengue classica causada pelos tipos DENV-1, DENV-2 e
DENV-3, as quais causam sintomas como febre, dores de cabeca, dores atras dos olhos,
manchas vermelhas no corpo, dores nas articulacdes e vomitos (Dechtawewat et al., 2016).
A forma grave da doenca é conhecida como choque do dengue com ou sem hemorragia,
caracterizada por causar dificuldades respiratorias, sangramentos nas gengivas e nasais,
dores abdominais severas, vazamento do fluido plasmético que pode causar o ébito em 48
h (OPAS, 2019).

A partir da década de 80, epidemias de dengue foram registradas em diversos
continentes (Figura 1), principalmente no Americano atingindo diversos paises como
Bolivia, Paraguai, Equador, Peru, Cuba, México, Honduras, Venezuela e Brasil (OPAS,
2019). Na epidemia ocorrida em Cuba no ano de 1981, foram isolados os sorotipos DENV-
1 e DENV-2 (Oliveiraetal., 2013). No Brasil, a primeira epidemia de dengue documentada
clinica e laboratorialmente ocorreu em 1982 no municipio de Boa Vista (RR), onde foram
identificadas as circulagdes dos sorotipos DENV-1 e DENV-4 (OPAS, 2019).



Figura 1. Distribui¢do da dengue no mundo.
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Os primeiros registros de casos de dengue na india séo datados dos anos 60, o pais
é conhecido por enfrentar grandes problemas de saneamento basico e infraestrutura, o que
entre outros fatores, contribuiu para o estabelecimento da dengue e de outras doencas como
zika e malaria (Nyamoita et al., 2013). Decorrente dos problemas que o pais enfrenta em
controlar os vetores, no ano de 2015 foram registrados mais de 12.000 casos de dengue,
sendo considerado o pior surto da doenca no pais, fator que também ocorreu no Brasil
naquele ano (Mathalaimuthu et al., 2017).

Em 2010 houve répida disseminagdo mundial da doenca, havendo aumento das
notificacGes da doenca nos paises da América Latina, Coldmbia, Honduras, México, Porto
Rico e Venezuela, que somados os casos passam de 1.663.000 (Carvalho et al., 2017).
Paises da Asia e Pacifico Ocidental registraram juntos mais de 1 milh&o de casos, enquanto
diversos paises da Europa reportavam a WHO diversas epidemias da doenga (OPAS,
2019). Em 2016, houve um aumento dos casos da dengue no Brasil, porém, em 2018,
ocorreu queda significativa dos casos. Entretanto, até marco de 2019 foram registrados
222.064 (Ministério da Saude, 2020). No entanto, até a semana epidemioldgica 21 de 2020,
ja foram registrados mais de 778.400 casos provaveis da dengue no pais (Ministério da
Saude, 2020).


http://www.cdc.gov/

O principal método de controlar e prevenir a doenca € evitar que os criadouros
naturais e artificiais dos mosquitos acumulem agua, além da aplicacdo de produtos
inseticidas para matar as larvas e os adultos do A. aegypti e A. albopictus. Ademais, a
ANVISA reconheceu que a droga Dengvaxia® € a Unica vacina reconhecida em todo o
mundo com seguranca e eficacia na prevencdo da quatro sorotipos da dengue a longo prazo
(Ministério da Saude, 2016).

1.1.3. Febre Chikungunya

A Febre chikungunya também é transmitida pelos mosquitos A. aegypti e A.
albopictus, entretanto, o virus pertence a familia Togoviridae, género Alphavirus, sendo
isolado pela primeira vez entre os anos de 1952 e 1953 ap6s uma série de surtos ocorridos
em Rondo, Mawia e Makonde, que hoje sdo conhecidas como Tanzania (Thiberville et al.,
2013; McSweegan et al., 2015). Em 1963, ocorreu o primeiro surto da doenca na provincia
de Kolkata localizada na india (Nyari et al., 2016), enquanto outro estudo relata que o
registro do surto ocorreu em 1824 (Razmy, 2014).

A doenca apresenta os sintomas similares aos da dengue, contudo, ndo dispde de
vacina, o tratamento € concentrado no alivio da artralgia que afeta na maioria dos casos 0s
membros inferiores causando dores intensas nos joelhos com grande capacidade
debilitante, fazendo com que as pessoas andem curvadas, devido a isso, a doenga recebeu
0 nome de chikungunya que no dialeto Makonde significa “a pessoa que anda curvado”
(Hondrio et al., 2015). Esses sintomas podem persistir por até um ano ap0s o
desaparecimento da doenca (Lo Presti et al., 2016).

A enfermidade apresenta maior risco para os recém-nascidos devido as desordens
neuroldgicas como encefalopatias. Ademais, em idosos com salde debilitada, ocorrem
dores abdominais, mialgia, miocardites, conjuntivite, desordens hepaticas e dependendo da
gravidade da doenca, ocorrerem hemorragias que podem causar a morte (McSweegan et
al., 2015).

A patologia teve uma rapida expansdo pela Africa, Asia e na Europa onde 0s
primeiros surtos registrados ocorreram em 2006 (Figura 2) (Tomasello & Schlagenhauf,
2013). Somente no Sri Lanka, nos anos de 2006 e 2007, os registros da doencga passaram
de 100 mil, enquanto nesse periodo a doenca foi registrada na ilha de Madagascar, Mayotte
e Mauritius, passando a ser endémica nessas e outras regioes (Razmy, 2014). Em 2013, a

doenca foi identificada nas Américas, atingindo os EUA, Canad4, Guiana Francesa, Ilhas



do Caribe e em 2014, foram registrados no Brasil 2.772 casos da doencga, enquanto que em
2016, foram notificados 39.017 casos (Ministério da Saude, 2020). Em 2018, o pais
notificou a OMS, 26.840 casos, em contra partida, em 2019 houveram 15.352 registros
(Epidemiol, 2019). Porém, até a semana epidemioldgica 21 de 2020, foram notificados
34.751 casos provaveis da doenca em todo o pais (Secretaria de Vigilancia em Saude,
2020).

Figura 2. Distribuicdo global da febre chikungunya.
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1.1.4. Zika

A zika também ¢é transmitida pelos mosquitos A. aegypti e A. albopictus, e causada
pelo virus do género Flavivirus (Govindarajan et al., 2016; de Souza et al., 2019). A doenca
desencadeia erupcao cutanea, conjuntivite ndo purulentas, edemas nas ponta dos dedos,
olhos vermelhos, sensibilidade a luz, aftas, coceira, leucopenia e (loos et al., 2014).

O virus da zika foi identificado pela primeira vez em macacos capturados na floresta
zika, localizada na Republica da Uganda, no ano de 1947, em 1952 foi identificado em
sangue humano dos residentes das florestas da Uganda e Tanzania (WHO, 2020). Entre
1960 a 1980 foram reportados a OMS casos da doenca em diversos paises das Ameéricas
(Figura 3), Asia e Africa, além da Micronésia, seqguido pelos registros ocorridos na
Polinésia Francesa ocorrido em 2013 (ECDC, 2014; WHO, 2020). No inicio de 2015,
foram identificados os primeiros registros do zika virus (ZIKV) em pacientes residentes da
cidade de Natal, RN, Brasil (Musso et al., 2015; Zanluca et al., 2015).



Figura 3. Distribuigdo do zika virus nas Américas.
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Em comparagdo com as doencas j& citadas, a zika apresenta risco elevado por
desencadear complicacdes neuroldgicas como a Sindrome de Guillain-Barré e microcefalia
congénita, além de outras desordens neuroldgicas (Coelho et al., 2017; Govindarajan et al.,
2018). A Sindrome de Guillain-Barré é uma patologia caracterizada pelo ataque do sistema
imunolégico ao sistema nervoso, causando paralisia parcial ou total do sistema nervoso,
desencadeando o colapso dos musculos envolvidos nas fungdes respiratérias, resultando no
6bito (OPAS, 2019ab, 2020).

A microcefalia congénita é uma enfermidade caracterizada pela reducéo do tamanho
médio da cabeca da crianca, podendo ser identificada previamente no periodo da gestacdo
(OPAS, 2019b). No Brasil, entre os anos de 2010 a 2014 foram notificados mais de 800
casos de doenca, com 10 6bitos, ao passo que em que entre 2015 e 2019, 0s casos passaram
de 4 mil, havendo 50 dbitos (Vigilancia, 2015; Epidemiol, 2019).

1.1.5. Febre amarela urbana

A febre amarela urbana é desencadeada por virus da familia Flaviviridae e género
Flavivirus que no meio rural é transmitida por mosquitos do género Haemagogus e
Sabethes por apresentarem habitos silvestres, enquanto na zona urbana e periurbana, a
doenca é disseminada pelo mosquito A. aegypti (figura 4) (Barreto et al., 2007). A doenga
possui grande prevaléncia em paises da América Central e América do Sul, além da Africa



gue anualmente é responsavel por aproximadamente 90% dos casos reportados a OMS

(Kovendan et al., 2012; Masaninga et al., 2014).

Figura 4. Ciclo de transmissdo da febre amarela silvestre e urbana.
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A WHO estima que aproximadamente ocorram 200 mil casos de febre amarela no
mundo e cerca de 30 mil mortes ocorram anualmente, sendo relacionadas entre outros
fatores, a competéncia vetorial, hospedeiros primatas que sdo reservatorios do agente
etioldgico e mudancas climaticas (Tretyakova et al., 2014). Nos paises africanos a taxa de
mortalidade é de 70%. A doenca causa lesdes renais, cardiaca e hepética, vomitos com
coloracdo preta, hemorragias, febre, além de pele amarelada (Thomas et al., 2013).

O tratamento dos sintomas da febre amarela € similar aos da dengue, chikungunya
e zika (Patil et al., 2010). Porém, diferentemente dessas doencas, a febre amarela pode ser
prevenida com uma vacina com poder de recuperagdo de 99%, no entanto, 1% das pessoas
podem apresentar efeitos colaterais a vacina como febre, dor de cabega, dores musculares
ou hipersensibilidade devido as reagdes alérgicas a proteina do ovo contida na vacina
(Thomas et al., 2013; Devi & Bora, 2017). O aprimoramento da vacina foi realizado pelo
Centro de Pesquisa Aggeu Magalhdes (CPgAM) / Fundagao Oswaldo Cruz de Pernambuco
(FIOCRUZ, 2017).

1.1.6. Maléaria

A maléria é uma das mais importantes doencas febris infecciosas causada por
agentes etiologicos do género Plasmodium transmitidos por mosquitos do género
Anopheles nas regides periurbanas em paises neotropicais (Figura 5) (MS, 2020ab). A
doenca é caracterizada por causar sudorese, dores de cabeca, tremores, calafrios, febre alta,
vOmitos, nauseas, falta de apetite e cansaco (Coelho et al., 2017).



Em 2017, os paises africanos registraram cerca de 200 milhdes de pessoas
infectadas pela doenca, correspondendo a 80% dos casos registrados em todo o mundo.
Naquela regido a doenca é disseminada pelo mosquito Anopheles gambiae e causada em

99,7% dos casos pelo P. falciparum (Nyamoita et al., 2013).

Figura 5. Distribui¢do da malaria no mundo.
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Fonte: WHO, (2020).

Na regido Amazonica, localizada na América do Sul, a doenca é disseminada
principalmente pelo mosquito Anopheles darlingi e € causada pelos agentes etiolégicos
Plasmodium falciparum e Plasmodium Vivax (Tadei et al., 1998; Hernandez-morales et al.,
2015; MS, 2020ab). Em 2017, foram registrados 174.522 casos da doenca nessa regiao,
que € caracterizada pela constante derrubada da floresta para implementacdo do comércio
de mineracdo, agricultura, agropecudria, além das condicGes de vulnerabilidade e pobreza
dos habitantes daquela regido (OPAS, 2020b).

No Brasil, nos anos de 2018 e 2019 foram registrados 225.389 casos reportados a
OMS, sendo 99% dos casos registrados nos estados do Amazonas, Acre, Maranhao, Mato
Grosso, Para, Rondénia, Roraima, Tocantins (Villarreal-trevifio et al., 2015; Ministério da
Saude, 2020abc).

1.2. Familia Culicidae: mosquitos vetores de doengas

Os mosquitos estdo agrupados em Filo Arthropoda, Classe Insecta, Ordem Diptera,

Subordem Nematocera, Familia Culicidae (Consoli & Lourengo-de- Oliveira, 1994). Na



familia Culicidae encontram-se trés subfamilias: Toxorhynchitinae, Anophelinae e
Culicinae (Aciole, 2009).

A subfamilia Toxorhynchitinae agrupa 0s mosquitos que nao sdo hematdfagos
(Reegan et al., 2014; Pingen et al., 2017). A subfamilia Anophelinae é composta pelos
géneros Bironella, Chagasia e Anopheles cujos mosquitos sdo transmissores de vérias
doencas entre elas a malaria (Ding et al., 2018; Govindarajan et al., 2018).

Na subfamilia Culicinae s@o encontrados aproximadamente 34 géneros entre eles o
Culex, Aedes e Mansonia (Ebi et al., 2016). E nessa subfamilia que os vetores s&o
responsaveis pela transmissao de muitas doengas como a dengue, zika, chikungunya, febre
amarela urbana, filariose ou elefantiase e febre do vale do Rio Rift, no qual muitas dessas
doencas tém em comum 0s mosquitos A. aegypti e A. albopictus (Gokulakrishnan et al.,
2013; Etchepare et al., 2015).

Esses mosquitos apresentam desenvolvimento holometéabolo, o que significa que o
ciclo de vida é constituido das fases de ovo, larva pupa e adulto, que ocorrem em ambiente
aquatico e posteriormente terrestre (Figura 6) (Cuntuara, 2012; Vasantha-Srinivan et al.
2017).

Figura 6. Ciclo de vida dos mosquitos da familia Culicidae.
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Fonte: educaaedes.federalcubatao.com.br, (2018).

1.2.1. Osovos

As fémeas do género Aedes depositam 0s ovos na parede de qualquer substrato que
acumule agua, centimetros acima da superficie da agua. Os ovos tém formato eliptico,
possuem a cor branca no ato da oviposi¢do, mas em curto tempo adquirem a cor preta
(Figura 7). O corion que recobre 0s ovos € resistente a dessecacao, permitindo que ovos se

mantenham viaveis na auséncia de agua por até 450 dias. Essa condi¢do permite que 0s


http://educaaedes.federalcubatao.com.br/

ovos sejam transportados por grandes distancias, povoando ou superpovoando diversos
paises (Beserra et al. 2009; Lucena et al. 2011; Junior et al. 2013).

Figura 7. Ovos de mosquitos Aedes.

Abdomen da fémea de Aedes

Fonte: Reseach, (2020) e adaptado por Oliveira, A.C (2020).

Os ovos (Figura 8) dos anofelinos sdo depositados diretamente em pocas, lagos ou
igarapes (Vieira et a. 2012; Sanches et al. 2014). O tempo para eclosao varia entre 2 a 4
dias sob temperatura de 30°C, dando origem as larvas (Junior et al. 2012; Lima, 2015).

Figura 8. Ovos de mosquitos Anopheles.
Ovos

Fémea de Anopheles

Fonte: Epidemiol, (2020) e adaptador por Oliveira, A.C (2020).

1.2.2. Fase larval

As larvas possuem o corpo dividido em cabega, torax e abdémen, apresentam
tamanhos distintos denominadas de L1, L2, L3 e L4 que correspondem ao estagio de
desenvolvimento (Consoli & Lourengo-de-Oliveira, 1994). Nas larvas do género Aedes, o
oitavo seguimento abriga o anus e o sifao respiratorio (figura 9), estrutura utilizada para

realizar as trocas gasosas. As larvas consomem a maior parte da vida alimentando-se de



10

matéria organica presente na dgua. O aparelho bucal é do tipo raspador. Ao atingir o

tamanho de L4, ocorre a metamorfose dando origem a pupa (Gouvéa et al., 2017).

Figura 9. Larva de Aedes.

A0 respiratorio

Fonte: Epidemiol, (2019).

As larvas de Anopheles (Figura 10) ndo possuem sifdo respiratério, entretanto,
obtém oxigénio por meio espiraculos respiratorios ao longo do abdémen, motivo pela qual
permanecem horizontalmente na superficie da &gua para respirar. A cabeca € bem
desenvolvida possuindo escovas bucais usadas para alimentar-se de matéria organica
presente na agua, como algas ou bactérias, sdo fotossensiveis, a temperatura da &gua acelera
o desenvolvimento das larvas (World Health Organization, 2015).

Figura 10. Larva de Anopheles.

Espiraculos respiratorios

Fonte: Epidemiol, (2019).
1.2.3. Pupa

As pupas (Figura 11) tém o corpo divido em dois seguimentos: cefalotorax e
abdémen. Nessa fase, ndo se alimentam, a respiracdo é realizada por meio de estruturas
denominadas de trompetas respiratorias (WHO, 2018). Apds um ou dois dias, passam a

apresentar colocacao escura, possibilitando visualizar a anatomia do mosquito, indicando
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o final da fase aquatica do animal, logo, ocorre a emergéncia do mosquito por meio de uma

abertura no cefalotérax da pupa (Consoli & Lourenco-de-Oliveira, 1994).

Figura 11. Anatomia da pupa de culicideo.
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Fonte: Pancarahmat, (2020).

1.2.4. Adultos

Os mosquitos possuem o corpo dividido em cabeca, térax e abdémen. O adulto da
espécie A. aegypti é facilmente reconhecida por apresentar duas faixas longitudinais no
torax, enquanto o A. albopictus apresenta apenas uma (Figura 12) (Razmy, 2014). O A.
aegypti possui habitos principalmente urbano, depositando os ovos dentro ou no entorno
das casas, ¢ um animal furtivo, possui preferéncia pelo sangue humano, sendo o principal
vetor da dengue no mundo. Enquanto o A. albopictus possui habitos silvestres, sendo
encontrado em zonas rurais, fragmentos de florestas ou proximo as areas urbanas, € um
mosquito oportunista pois ndo faz preferéncia pelo sangue humano, de animais domésticos
ou silvestres, é considerado vetor secundario da dengue (Gokulakrishnan et al., 2013;
Thiberville et al., 2013).
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Figura 12. Mosquitos Aedes aegypti e Aedes albopictus.
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Fonte: Universidade da Florida, (1999).

Nos anofelinos, as principais caracteristicas morfolégicas que ajudam na
identificacdo dos mosquitos encontram-se nas asas, patas, palpos e torax (Figura 13)
(Consoli & Lourenco-de-Oliveira, 1994). Esses mosquitos possuem habitos silvestres,
além disso, apresentam especificidade em relacdo ao tipo de agua para a postura dos ovos
e desenvolvimento das lavas, algumas espécies como o An. darlingi preferem aguas ndo
poluidas, sombreadas, sem correnteza, enquanto a espécie An. aquasali tem preferéncia por

corpos d’agua salobra (Epidemiol, 2019).

Figura 13. Fémea de Anopheles (A) e morfologia das asas (B).

Fonte: Mosquito-kris, (2020).

Ap0s atingirem a fase adulta, os mosquitos ja estdo aptos a realizarem a copula e
posteriormente a hematofagia para adquirir todos os nutrientes necessarios para o
desenvolvimento dos ovos (Consoli & Lourengo-de-Oliveira, 1994). Durante a
hematofagia, as fémeas liberam por intermédio da saliva, substancias anticoagulantes e
analgésicas no local da picada, permitindo que os mosquitos sdo sejam percebidos,
permitindo-lhes ingerir mais sangue (Dias et al., 2010). Além disso, se a pessoa esta
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infectada com a dengue ou malaria, respectivamente 0s mosquitos Aedes e Anopheles
tornam-se transmissores das doencas durante toda a vida (Ebi et al. 2016).

Apo6s o ser humano ser infectado, o virus da dengue adentra nas células dos
pulmdes, figado ou linfdides, entdo o organismo humano inicia o processo de defesa
produzindo anticorpos, causando efeitos inflamatdrios, além de febre, dores de cabega, nas
Orbitas, dores musculares, em casos graves pode ocorrer 0 surgimento de sangramentos
(Ali, et al. 2012). Na infeccdo pelo Plasmodium, o protozoario afeta o figado e glébulos

vermelhos, causando insuficiéncia hepatica, podendo levar ao 6bito (WHO, 2018).

1.3. Resisténcias dos mosquitos aos inseticidas sintéticos

De acordo com Krishnappa et al (2012), inseticidas sdo substancias que
independentemente da sua origem, possuem a capacidade de interromper o ciclo de vida
do inseto, podendo atuar como ovicida, larvicida, pupicida ou adulticida.

Na década de 1950, o inseticida sintético diclorodifeniltricloroetano DDT (Figura
14) foi a primeira ferramenta introduzido na agricultura no controle de insetos pragas que
causavam destruicdo das plantagdes, evitando a proliferacdo de doencgas, o que
consequentemente ndo exigia a atencdo dos programas de controle de vetores devido alta
eficiéncia no uso do DDT (Consoli & Lourenco-de-Oliveira, 1994; Melo-Santos et al.
2010; Govindarajan et al. 2016). Porém, ap6s décadas de uso do DDT no controle desses
insetos pragas e também no controle dos mosquitos, houve o desencadeamento da
resisténcia de varios géneros de mosquitos, entre eles o Aedes e Anopheles, que passaram
a tolerar esse inseticida que antes era letal em baixas concentracdes (Harapan et al. 2016).
Diante desse fator, dosagens mais elevadas eram aplicadas, controlando as populacGes
susceptiveis e perdendo a eficacia com as populacdes mais resistentes, resultando no fim
do uso do DDT em 1970, passando a serem usados outras classes quimicas de inseticidas

sintéticos (Baranitharan et al. 2017).
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Figura 14. Inseticida usado no controle de insetos pragas.

Fonte: ar.pinterest.com.br, (2018).

Um exemplo da resisténcia dos mosquitos a inseticidas sintéticos ocorreu na
Colémbia entre os anos de 1980 a 1990, onde a principal forma de controle dos vetores era
0 uso irrestrito do DDT (Nogueira et al. 2010).

No Brasil, os inseticidas tém sido usados desde as campanhas contra os vetores da
doenca de chagas, febre amarela, malaria e dengue, onde nessas campanhas usaram-se
organoclorados, sal ionizado, carbamatos, organofosforados e piretréides, alguns como o
hexaclorobenzeno (BHC) e o cianogas (Haddi et al. 2017).

Os organoclorados contém carbono, hidrogénio, cloro e sdo constituidos por
quatro grupos: difenil-alifaticos, hexaclororiclohexanos, ciclodienos e policloroterpenos
gue atuam no sistema nervoso dos insetos, mais precisamente no canal de sédio, alterando
0 equilibrio de ions de sodio e potassio dos axbnios, impedindo a transmissdo normal do
impulso nervoso em insetos, peixes ou mamiferos de pequeno porte, causando sua morte
(Braga & Valle, 2007).

Os organofosforados séo inseticidas que contém fésforo, nitrogénio, hidrogénio,
enxofre e oxigénio. Os inseticidas malathion, vapona, vidrin, etil e metil paration,
feniltrothion atuam inibindo a enzima acetilcolinesterase a deixando inativa, impedindo a
propagacdo do impulso elétrico, causando a morte do inseto (Pontes et al. 2005). Quando
manipulados incorretamente, podem intoxicar o homem causando efeitos como parada
respiratoria, convulsdes ou morte, pois afeta diretamente o sistema nervoso central, além
de serem tdxicos para organismos ndo-alvos (Haddi et al. 2017).

Os carbamatos tém acdo similar aos organofosforados, sendo o composto
carbamato, o responsavel pelos efeitos toxicos. O chumbinho (aldicarb) € um carbamato
comercializado ilegalmente no Brasil, sua ingestdo pode ocasionar coma ou morte
(Ferreira-Mansur et al. 2012).
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Os piretroides sdo produtos com baixo impacto ambiental e rdpida ag&o inseticida,
agem no canal de sodio da tensdo transmembranar, conhecido pela abreviatura de Nay do
sistema nervoso dos insetos, causando tremores e consequentemente a morte do inseto,
esse modo de acdo € denominado de Knockdown ou Kd (Ferreira-Mansur et al. 2012).
Porém, o estudo realizado por Liss et al. (2014) demonstrou a identificagdo de linhagens
de mosquitos Ae. aegypti coletadas em 30 localidades do Brasil com mutagdes para a
resisténcia do efeito Knockdown (resisténcia de desintoxicacdo). Segundo os autores, a
resisténcia metabodlica desencadeada pela mutacdo Kdr estar correlacionada as enzimas
glutationa S-transferases (GST), oxidases multifuncionais P450 e as oxidases. Ainda
segundo os autores, a identificacdo da toxina de piretro no organismo dos insetos direciona
para a selecdo do mecanismo da mutacdo Kdr para a desintoxicacdo do organismo.

As enzimas descritas anteriormente também estdo relacionadas a resisténcia
comportamental que é dita quando o inseto identifica substancias toxicas em seu habitat
fazendo-o migrar para outro local seguro, além das linhagens de mosquitos resistentes
apresentarem modificacdo na estrutura da cuticula de modo que o inseticida ndo consiga
penetrar, em casos que o0 inseticida consegue passar pela cuticula, o local-alvo das
substancias toxicas pode sofrer alteracdo, ndo permitindo a ligacdo da toxina com o alvo
(Liss et al. 2014; Kweka et al. 2016).

A resisténcia metabdlica é o processo no qual a toxina presente no organismo do
inseto é eliminada rapidamente, evitando a intoxicacdo do animal (Figura 15) (CDCP,
2014). Todos esses mecanismos evitam que o sistema nervoso do inseto seja atingindo, e
consequentemente, evita sua morte. Os resultados publicados por Liss et al. (2014)
descreve que a mutacdo Kdr podem estar correlacionadas as Gltimas epidemias de dengue
e malaria registradas na América do Sul entre os anos de 2010 a 2016, onde 60% dos casos
foram registrados no Brasil em 2011, onde foram usados macigamente inseticidas da classe
dos piretréides para manter a populacdo do vetor sob controle. A poluicdo ambiental
causada pela urbanizacdo também contribuiu para o desencadeamento das epidemias da
dengue (Kweka et al. 2016; Mendes et al. 2017).
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Figura 15. llustragdo dos mecanismos envolvidos na resisténcia dos insetos a substancias
toxicas. Resisténcia comportamental (1). Resisténcia da cuticula para dificultar a
penetracdo da substancia toxica (2). Modificagcdo do local alvo da substancia téxica (3).
Resisténcia metabdlica (4).
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Fonte: ar.pinterest.com (2018) e adaptado por Oliveira, A.C (2018).

1.4. Oleo essencial: uma alternativa no controle dos insetos vetores

Papiros egipcios datados de 1300 a 1600 a.C encontrados em escavacdes
arqueoldgicas relatam que as plantas ja eram usadas no tratamento de enfermidades e tém
sido a base dos recursos utilizados pelas civilizacdes ao longo dos séculos no combate aos
mais diversos males que prejudicam a salde humana e animal, e até hoje, sdo utilizadas na
alimentacéo e na cura de doencas (Do Nascimento et al. 2012).

Dependendo da regido, diferentes espécies de plantas podem receber o mesmo
nome popular, causando a identificacdo errada da planta, tornando seu uso popular
perigoso, sendo imprescindivel a identificacdo correta da espécie vegetal (Ruiz-Guerrero
et al. 2015). Devido as crescentes publicacbes relatando resisténcias aos inseticidas
sintéticos, disseminacdo das doencas relacionadas aos varios artropodes vetores e a
preocupacdo com o meio ambiente, muitos estudos sdo realizados utilizando varias
espécies de plantas com o objetivo de encontrar substancias ativas nos 6leos essenciais ou
extratos que possam ser utilizadas no controle de vetores (Bianco et al. 2013).

Os oOleos essenciais s@o o resultado dos metabdlitos secundarios sintetizados pelas
plantas, ademais, os metabolitos podem sofrer varia¢cBes qualitativa e quantitativa,

dependendo da regido onde a espécie botanica habita (Barros et al. 2012. Os processos
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bioquimicos e fisiologicos das plantas sdo influenciados por diversos fatores como
temperatura, disponibilidade de &gua, luz e nutrientes no solo, resultando na alteracéo da
sintese dos metabolitos secundarios e consequentemente alteram a porcentagem do 6leo
essencial (Figura 16) ou extratos (Do Nascimento et al. 2012).

Os Gleos essenciais ou extratos sdo constituidos de substancias que podem atuar
sinergicamente no organismo dos vetores causando sua morte, possuem baixa toxicidade e
sdo biodegradaveis, sendo considerada uma das formas alternativas ao controle
convencional de vetores, com grande potencial biotecnoldgico (Vila et al., 2010). Os 6leos
essenciais consistem principalmente da mistura de mono, sesquiterpenos ou
fenilpropandides (Belo et al., 2009). Séo lipofilicos e volateis em temperatura ambiente, a
luminosidade e umidade sdo alguns dos fatores que podem causar oxidacdo nos 0Oleos
essenciais, afetando sua qualidade e atividade biologica (Morais, 2009). Os 6leos essenciais
localizam-se nos espacos intercelulares ou nas bolsas oleiferas, presentes praticamente em
todas as partes da planta, todavia, encontram-se em regides definidas como flores, folhas,
frutas, cascas, talos, sementes, raizes ou rizomas. As espécies das familias Asteraceae,
Apiaceae, Lamiaceae, Lauraceae, Myrtaceae e Piperaceae sdo boas produtoras de 6leos

essenciais (Geromini et al. 2012).

Figura 16. Frascos com 6leos essenciais.

'l

Fonte: oleosessenciais.org.br, (2020).

Estudos fitoquimicos de vérias espécies de plantas identificaram classes de
substancias bioativas nos 0leos essenciais e nos extratos como terpenos, flavonoides,
esterdis, éteres, alcaloides, saponinas, lignanas e entre outros, os quais foram atribuidas
diversas atividades bioldgicas com destaque para as atividades antitumoral, antioxidante,
analgésico, anticarcinogénicas, antiviral, antibacteriana, anti-inflamatoria, fotoprotetora,

ovicidas, larvicidas, pupicidas e inseticidas (Machado et al. 2013).
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Naturalmente nas plantas, essas substancias desempenham funcdes relacionadas a
protecdo contra fungos, bactérias, herbivoria, competicdo com outras plantas por
nutrientes, e dependendo do inseto, podem atuar como repeléncia, atracdo (polinizacdo) ou
inseticida (Gusmao et al. 2013).

A utilizacdo dos 0leos essenciais no controle de mosquitos vetores e outros insetos
tém significativas vantagens em comparacdo aos inseticidas sintéticos principalmente por
serem biodegradaveis, sdo obtidos de recursos naturais, ndo promovem a resisténcia,
apresentam toxicidade seletiva contra insetos, entre outros (Machado et al. 2007). Os 6leos
essenciais sdo de fécil obtengdo, ndo deixam residuos em alimentos e apresentam menor
custo de producdo e além disso, a crescente preocupa¢do com o meio ambiente, torna o
emprego desse produto um campo promissor para o desenvolvimento de novos produtos e

métodos bioldgicos no controle de vetores (Andemo et al. 2014).

1.5. Familia Piperaceae

Plantas da familia Piperaceae sdo encontradas em grande abundancia nas regies
tropicais e subtropicais dos hemisférios norte e sul (Machado et al. 2015). A familia
engloba os géneros Peperomia, Zippelia, Manekia, Verhuellia e Piper (Figura 17) (Al-
Mehmadi et al. 2010; Andrade et al. 2011).

As espécies sdo caracterizadas como arvoretas, ervas ou arbustos com caule
nodosos, as flores sdo reduzidas e morfologicamente em formato de espiga (Machado et
al. 2015). As folhas apresentam formato de lanca, elipticas ou redondas, sdo alternadas
simples, possuem pecioladas com ou sem estipulas (Gogosz et al. 2012). No Brasil sdo
encontradas com grande facilidade em beiras das estradas, quintais das residéncias ou em
areas impactadas pela agdo antrépica (Christ et al. 2016). A familia tem grande importancia
cientifica, sendo constantemente alvo de estudos com o intuito de encontrar substancias
com atividades biol6gicas desde ao tratamento do cancer ao tratamento de doencas virais
(Salvaro, 2009).
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Figura 17. Géneros de Piperaceae: Verhuellia (A). Zippelia (B). Manekia (C). Piper (D) e
Peperomia (E,F)

Fonte: Machado, (2018).

Na China, Piperaceae sdo popularmente utilizadas no tratamento de arritmias
cardiacas e asma, na Jamaica sdo usadas em tratamentos estomacais, no México séo usadas
no combate de vérias infeccBes, enquanto no Brasil é empregada como diurético, anti-
hemorréagico, excitante digestivo, males do figado, tratamento de doencas cronicas,
sedativo, antioxidante e antiofidico (Novaes et al. 2010; Burci, 2011). Entre muitos géneros
estudados no controle de vetores (Rajeswary et al. 2014; Kothandan et al. 2014), as plantas
do género Piper se destacam por sua ampla atividade bioldgica, principalmente pelo seu
potencial inseticida (Autran et al. 2009; Sheikh et al. 2012).

1.5.1. Género Piper e suas atividades contra insetos

Piper é o maior género com aproximadamente 2000 espécies de plantas (Villamizar
et al. 2017). Na América do Sul, o género é encontrado em todos 0s paises (Amezcua,
2016), e dependendo da cultura da regido, sdo utilizadas para o tratamento de dores
estomacais, inflamagdes, picadas de cobras, bebidas, condimentos alimentares entre outros

propositos (Branquinho et al. 2017).
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Muitas espécies de Piper tém grande importancia comercial e econdbmica. A
exemplo, P. nigrum popularmente conhecida como pimenta-do-reino, utilizada no
condimento de alimentos (Ferreira et al. 2012; Mullally et al. 2016). O género também tem
importancia cientifica em estudos bacteriolégicos, fangicos, antioxidante, inseticidas entre
outros (Rebelo et al. 2012).

Estudos fitoquimicos identificaram flavonoides, fenodlicos, acidos benzénicos,
amidas (Andrade et al. 2011; Silva et al. 2016; Maciel et al. 2016) fenilpropanoides,
cromonas, lignanas, leolignanas, monoterpenos, sesquiterpenos e arilpropandides entre
outros compostos (Santos et al. 2012; Machado et al. 2013), com atividades ovicidas,
larvicidas, pupicidas, adulticidas, repeléncia, inibicdo da alimentagdo, reguladores de
crescimento, oviposicao, deformacgdes morfoldgicas e deterréncia contra véarias especies de
mosquitos (Furtado et al. 2005; Lobato et al. 2007; Machado et al. 2007; Bueno et al. 2010).

Pereira et al., (2008) verificou a atividade inseticida das espécies Piper aduncum e
Piper hispidivernum sobre o caruncho Callosobruchus maculatus (Coleoptera), importante
inseto praga que ataca os grdos de caupi Vigna unguiculata (Fabaceae). Os resultados
demonstraram que os 0leos essenciais dessas espécies vegetais causaram de 91,6% a 100%
de mortes do inseto. As mortes foram relacionadas as substancias dilapiol e safrol, que sdo
reconhecidamente substancias inseticidas (Oliveira et al. 2013; Santos et al. 2013).

Os resultados do trabalho de Pinto et al., (2012) utilizando o dilapiol e seus
derivados contra fémeas de A. aegypti (Culicidae) tratadas por 45 min, resultou em 100%
de mortes das larvas do mosquito. A piperina isolada de P. nigrum demonstrou grande
atividade antiparasitaria contra Tripanossoma spp e leishmania spp (Trypanosomatidae)
(Ferreira et al., 2012).

Quin et al., (2010) realizou varios ensaios utilizando o 6leo essencial de P.
sarmentosum em Varios instars de Brontispa longissima (Gestro) (Coleoptera), e
demonstraram que a concentragdo de 2000 mg/mL reduziu em 92,26% a atividade
alimentar das larvas do inseto, testes de toxicidade utilizando as concentracdes de 5a 8 pL
causaram mortalidade de 86,91% a 100% e a taxa de eclosdo reduziu para 8,5% na
concentragédo de 20 pL.

O potencial inseticida de extratos de Piper hispidum foi avaliado por Santos e
colaboradores (2010) contra o Coleoptera Hypothenemus hampei, causando 100% de
mortalidade. Santos et al., (2010) utilizando extratos de P. amargo, P. mikanianum e P.

xylosteoides nas concentragdes de 1%, 0,5%, 0,25% e 0,0625%, observou uma mortalidade
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de 60 a 100% das larvas de Rhipicephalus (Boophilus) microplus (Ixodidae) conhecido
como carrapato-do-boi. Extratos das raizes e folhas de P. aduncum avaliados nas
concentracfes de 10, 20 e 30 mg/mL mataram 72% (CLso de 20,9%) a 80% (CLso de
20,2%) das larvas de Aetalion spp (Hemiptera) (Silva et al., 2007).

Oleos essenciais de P. aduncum, P. callosum, P. divaricatum, P. marginatum e P.
marginatum var. marginatum foram utilizadas por Souto et al., (2011) em operarias de
Solenopis saevissima Smith (Hymenoptera), causando mortalidade de 100% (1000 ppm),
85% (500 ppm), e 55% (100 ppm) durante 24 h, enquanto que em 48 h as mortalidades
foram de 100% em (1000 ppm e 500 ppm) e 76% em (100 ppm).

P. umbellata, conhecida popularmente como pariparoba, capeba ou malvarisco,
encontrada em todo Brasil e facilmente encontrado no estado do Amazonas, é
empiricamente usada no tratamento de doencas do figado, dores estomacais, febre e como
diurético (Baldoque et al., 2009; Vale et al., 2013). Junior et al., (2014) realizaram uma
série de ensaios bioldgicos utilizando extratos de P. umbellata e verificaram que o extrato
utilizado na concentracdo de 2000 mg/Kg, ndo causou qualquer tipo de alteracdo
comportamental nos ratos, contudo, demonstrou forte atividade contra Klebsiella
pneumoniae, Salmonella typhimurium, Shigella flexneri, e Enterococcus faecalis, nas
concentragdes de 12,5 a 25 mg/mL.

Medeiros et al., (2005) avaliaram a atividade ovicida de extratos de P. umbellata
sobre Plutella xylostella (Lepidoptera) (traca-das-cruciferas), importante praga da couve,
e constatou efeito deterrente (inibidor alimentar) dos extratos sobre oviposi¢do do inseto
de 78,9%. Santos et al., (2012) ap6s inimeros ensaios, constatou que o 6leo essencial de
P. malacophyllum apresentou ampla atividade antimicrobiana contra varias cepas Gram-

positivas e Gram-negativas e moderada atividade antifungica.

1.5.2. Piper alatipetiolatum Yunck., 1966

E um representante do género Piper conhecida vulgarmente como Pau d’angola,
muito utilizado como planta ornamental. Apresenta caule verde, inflorescéncias eretas, e
encontrado facilmente nas beiras das estradas e areas desmatadas (Figura 18) (Cerqueira,
2005). Embora a espécie seja facilmente encontrada nos estados do Acre, Amazonas, Para,
Bahia e Espirito Santo (SiBBr, 2015), ainda sdo escassos 0s estudos com esta espécie.
Porém, alguns estudos j& foram reportados por nosso grupo de pesquisa descrevendo a

atividade inseticida contra Aedes (Carneiro et al., 2014; Oliveira et al., 2014a; Oliveira et
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al., 2017a; Oliveira et al., 2017b; Pereira, 2018, Oliveira et al., 2019a; Oliveira et al.,
2019b).

Figura 18. Piper alatipetiolatum.

Fonte: Oliveira, A.C (2016).

1.5.3. Piper purusanum Yunck., 1966

P. purusanum (Figura 19) possui folhas alternadas com peciolos, espigas eretas,
facilmente encontrada em toda regido Amazonica. Souza et al., (2009) aborda o estudo
farmacoldgico analgésico da espécie em estudos de toxicidade geral e aguda em
camundongos. O efeito toxico contra vetores foi realizado por Gomes et al. (2009), ao
estudarem a atividade do extrato aquoso na qual as concentragfes de 150 e 200 mg/mL
causaram 60 a 70% de mortes contra vetores da familia Tephritidae cujos insetos sdo
conhecidos como mosca-das-frutas que causam grandes prejuizos nas plantagdes de frutas
brasileiras. Na literatura cientifica é possivel encontrar alguns estudos descrevendo a

atividade bioldgica da espécie contra imaturos de Aedes (Oliveira et al., 2014b).
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Figura 19. Piper purusanum.

Fonte: Oliveira, A.C (2016).

1.6. Nanosistemas: veiculos carreados de 6leos essenciais

A nanotecnologia € um ramo da ciéncia que detém a capacidade de manipular
estruturas fisicas, quimicas ou bioldgicas em escala nanomeétrica (Figura 20), denominadas
de nanoestruturas, cujos beneficios sdo empregados nas mais diversas areas da ciéncia
como na inddstria manufatureira para a producgéo de nano sensores, até a biotecnologia para
sintese de nano inseticidas (Bastos, 2006).

O termo nano (nm) referéncia ao tamanho reduzido das particulas que corresponde
a bilionésima parte de 1 metro, ou seja, 1 nm equivale a 1/1.000.000.000 (Volpato et al.,
2016b). Atualmente, a sintese de nanoestruturas carreadas com sustancias naturais ativas,
permitiu o aprimoramento de métodos utilizados no controle de diversas pragas agricolas
e vetores de arboviroses, devido ao seu potencial de proteger o principio ativo de fatores
como a luminosidade que podem afetar a atividade. Ademais, permitem melhora da
atividade biol6gica de maneira controlada, além de reduzir os custos de producao (Sugumar
etal., 2012).

Esses efeitos sdo correlacionados as caracteristicas fitoquimicas do principio ativo,
além das caracteristicas da nanoestrutura como o tamanho, distribuicdo, reatividade,
liberacdo controla. Esses e outros fatores facilitam a absorcao e distribuicdo do principio
ativo no organismo dos insetos, desencadeando diversas reacfes que causam a morte
(Abirami et al., 2016; Osanloo et al., 2017).
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Figura 20. Sistemas bioldgicos em escala nanométrica.
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Fonte: Nanotec, (2019).

As nanoestruturas sdo divididas em nanoparticulas lipidicas sélidas (NLS) que sédo
sistemas de transporte coloidal produzidos pelos métodos de homogeneizacdo a alta
pressao a quente ou frio, emulsdo multipla, difusdo de solvente, emulsificacdo/ evaporacao
de solvente ou microdiluicdo. As nanocapsulas sdo sistemas que envolvem a combinacéo
de principios ativos gasosos, liquidos ou solidos através da absorcdo, dispersdao ou
incorporacdo desses bioativos dentro de cépsulas que tém a funcdo de aprimorar a
solubilidade e estabilidade, além de proteger contra a degradacdo. Enquanto que as
nanoemulsdes sdo sistemas constituidos por goticulas esféricas com nanoparticulas de
tamanho de 50 a 500 nm formadas por uma fase oleosa e outra aquosa, classificadas como
um sistema 6leo e agua (O/A) quando o 6leo esta internamente disperso na nanoestrutura
ou agua e 6leo (A/O) quando a agua esta dispersa internamente (Figura 21) (Forgiarini et
al., 2001; Mao et al., 2009; Let etal., 2012; de Almeida Vaucher et al., 2015; Espirito et al.,
2017).

Figura 21. Exemplos de nanoemulsdo O/A e A/O.
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Fonte: Nanotec, (2020).

%

A sintese da nanoemulsdo exige o emprego de dispositivos mecanicos (agitadores

magnéticos) que geram energia (entre 400 a 800 rpm) para a conjugacdo das fases,
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geralmente a energia é reduzida quando a sintese envolve substancias ativas como 6leos
essenciais (Rezende et al., 2003). A energia empregada influéncia no tamanho das
nanoparticulas que podem variar de 100 a 500 nm. O tamanho reduzido afeta a carateristica
Optica do sistema pois 0s tamanhos das particulas sdo potencialmente menores que o
comprimento de onda da luz visivel (Sugumar et al., 2012; Osanloo et al., 2017).

A sintese também exige o0 uso de tensoativos como Tween, DMSO entre outros,
para reduzir a pressdo de Laplace que € caracterizada como a pressdo interna e externa das
particulas, além disso, os tensoativos atuam na compatibilidade entre as fases, colocando a
fase aquosa em contato com a fase oleosa (6leo essencial) gerando as forcas eletrostaticas
repulsivas entre as goticulas, melhorando e prolongando a estabilidade do sistema, evitando
assim, a separacao das fases ou coalescéncia, floculagdo ou cremeacédo, efeitos que indicam
instabilidade (Figura 22) (Forgiarini etal., 2001; Nel et al., 2009; Rajaganesh et al., 2016a).

Os fatores citados acima permitem que 6leos essenciais sejam encapsulados para
serem usados no controle de insetos vetores, aumentando a eficiéncia da atividade
inseticida, prolongando o tempo de acdo e aplicacdo, protecdo contra fotodegradacéo.
Assim, um numero significativo de estudos descrevem o emprego das nanoemulsdes no
controle dos vetores da maléria e dengue (Rezende et al., 2003; Guterres et al., 2007; Shafiq
and Shakeel, 2010; Sugumar et al., 2012; Benelli et al., 2017; Rajaganesh et al., 2016b;
Crucho and Barros, 2017; Osanloo et al., 2017).

Figura 22. Fatores indicativos de instabilidade.
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Fonte: Filho, (2019).
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2. OBJETIVO
2.1. Geral

Avaliar a efetividade das nanoemulsdes carreadas com os 6leos essenciais de Piper

alatipetiolatum e Piper purusanum no controle dos vetores da dengue e malaria.
2.2. Especificos

Identificar os constituintes quimicos dos 6leos essenciais;

Caracterizar as atividades biologicas dos 6leos essenciais em diferentes estagios do
ciclo de vida de espécies dos géneros Aedes e Anopheles;

Identificar o mecanismo de agdo inseticida dos 6leos essenciais;

Avaliar as toxidade dos 6leos essenciais em organismo aquatico nao-alvo;

Sintetizar e caracterizar nanoemulsdes carreadas com os 6leos essenciais ativos;

Avaliar as atividades bioldgicas das nanoemulsdes em diferentes estagios do ciclo
de vida do Aedes e Anopheles;

Determinar o efeito residual dos 6leos essenciais e das nanoemulsdes contra larvas
de Aedes.
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3.  MATERIAL E METODOS

3.1. Coletas das espécies vegetais

As coletas das espécies vegetais foram realizadas seguindo metodo descrito por
Andrade et al., (2011). Amostras de P. alatipetiolatum foram coletadas entre 09 e 11 h da
manha no horto da Universidade Nilton Lins (Figura 23), situada no bairro Parque das
Laranjeiras (Latitude -3.060562 e Longitude -60.009110). Amostras de P. purusanum
foram coletadas entre 10 e 12 h em area particular conhecida como “Toca do Lazer” situado
nas margens do igarapé Tucuma-acu (Figura 24), localizado no ramal do Pau Rosa
(Latitude -2.782853 e Longitude -60,084138).

As amostras vegetais foram cortadas numa altura de 30 centimetros do solo
utilizando facdo n° 128 (Tramontina®). Posteriormente, foram acondicionadas
individualmente em sacos pretos com capacidade de 200 litros e transportadas ao

Laboratorio Tematico de Quimica de Produtos Naturais (LTQPN), localizado no INPA.

Figura 23. Horto da Universidade Nilton Lins.
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Fonte: GoogleMaps (2015).

Figura 24. Igarapé do Taruma-acu.

Fonte: GoogleMaps (2015).
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3.1.1. Determinacao do teor de umidade

Para identificar o teor de umidade das folhas das espécies P. alatipetiolatum e P.
purusanum, foram utilizados os métodos descritos por Girard (2007) e Gouvea (2013) com
modificacles. Inicialmente, as folhas foram removidas dos galhos e moidas em moinho do
tipo facas (Willey, modelo SP-32-SLABOR) com posterior registros das biomassas frescas
(Figura 25). Em seguida, as folhas foram secas em temperatura de 25 + 2°C até atingirem
a massa constante para registros das biomassas secas. Os experimentos foram realizados
em triplicata. As identificagdes dos teores de umidades foram estimadas usando a formula:
% de umidade = Peso inicial — Peso final / Peso inicial x 100.

Figura 25. Amostras vegetais moidas.

-

P purusanum E alatipetiolatum

Fonte: Oliveira, A.C (2015).

3.1.2. Extracdes dos 6leos essenciais

Os 6leos essenciais de P. alatipetiolatum (OEPa) e P. purusanum (OEPp) foram
extraidos utilizando aparato Clevenger (Figura 26) interligado ao sistema de refrigeracao
de agua com temperatura ajustada para 10°C. Foram usados 50 g das folhas secas
submergidos em 4 L de agua destilada. As extracGes dos 6leos essenciais foram realizadas
em quadruplicada com duracdo de 1 h em temperatura de 25 + 2°C.

Em intervalos de 15 min, os volumes dos 6leos essenciais foram registrados
diretamente nos Clevengers. Posteriormente, os OEs foram coletados, centrifugados, secos
com sulfato de sodio anidro (Na2SOs), armazenados em frascos &mbar (Figura 27) e
mantidos sob refrigeracdo constante a -5°C (Guimarées et al., 2008). Os rendimentos dos

oleos essenciais foram obtidos utilizando a formula a seguir (Girard, 2007).
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volume x densidade
R% = x100
massa

Onde: R% = rendimento em porcentagem do 0leo essencial.
Volume = volume de 6leo essencial mL.
Densidade = massa de 1 mL de 6leo em mg.
Massa = massa seca de folhas em mg.

Figura 26. ExtracGes dos dleos essenciais.

Fonte: Oliveira, A.C (2015).

Figura 27. Armazenamento dos Oleos essenciais de Piper
alatipetiolatum (OEPa) e Piper purusanum (OEPp).

Fonte: Oliveira, A.C (2015).
3.1.3. Anadlise dos perfis quimicos dos 6leos essenciais

As identificacbes dos perfis quimicos dos 6leos essenciais de P. alatipetiolatum e
P. purusanum foram realizadas usando o método de cromatografia em camada delgada
(CCD) utilizando cromatoplacas (ou placas) de fase normal com dimensdes de 20 x 09 cm,
espessura de 200 um e indicador F — 254 (Silicycle UltraPure Silica Gels®, Canada).
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Inicialmente, 5 mg dos dleos essenciais solubilizados, isoladamente, em 5 mL de
hexano foram aplicados com auxilio de capilar de vidro sobre as placas, que foram
acondicionadas em cuba cromatogréafica previamente saturada por 5 min com mistura de
diferentes solventes até identificar o sistema de diferentes solventes até identificar o
sistema (mistura de solventes — fase movel) que melhor separa as manchas (Figura 28) e
reveladas com diferentes reveladores (perfil quimico do 6leo essencial).

Terminadas as eluicdes, as placas foram reveladas com vanilina sulfurica até a
visualizacdo das manchas (Figura 29). No laboratério Q-bioma, as manchas foram
visualizadas sob Luz Ultravioleta (UV) nos comprimentos de ondas de 254 e 366 nm
utilizando o aparelho CAMAG TLC Vizualizer (Figura 30), com os respectivos valores
dos fatores de Rf determinados (Alexandre et al., 2017).

Figura 28. llustracdo da determinacdo da escolha do melhor sistema de eluicéo.
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Fonte: Bio-quim, (2015) e modificado por Oliveira, A.C (2015).

Figura 29. llustracdo da analise por CCD dos 6leos essenciais.

fcm

g —

R3) 7 N Tapa
m e [ — ] 7
ﬁ—.ﬁn—
Placa de CCD > "N
20cm
Cimara
Cromatogrifica
Fase Movil
» L] «-o oo
rem{ | XX %7 1) oscm 12 '
b

oin /'

Amostras

Fonte: Bio-quim, (2015) e modificado por Oliveira, A.C (2015).
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Figura 30. Visualizaco das placas cromatograficas (CCD) contendo os 6leos essenciais.

Fonte: Q-Bioma, (2015).

3.1.4. Andlise e identificacdo dos constituintes volateis

Os compostos quimicos do 6leo essencial foram identificados por meio de GC-MS
e GC-FID. Injecdo prévia o 6leo essencial (1 mg) foi diluido em acetato etilico (1 mL).
Para analises de GC-MS, foi utilizado um modelo Trace GC Ultra acoplado ao 1SQ, um
unico espectrometro de massa quadrupolo ambos pela Thermo Scientific (Figura 31). Para
cada amostra, 1 puL foi injetado com uma razdo dividida de 1:50 para uma coluna capilar
DB5/MS por TR-5 (30 m x 0,25 mm x 0,25 um). A temperatura do forno foi programada
de 60 °C a 240 °C aumentando 3 °C/min, usando hélio como gas portador, com uma
temperatura de injecdo de 240 °C e temperatura da interface a 250 °C. O espectrometro de
massa foi definido da seguinte forma: temperatura da fonte de ions: 220 °C; faixa de massa:
m/z 40-600 e velocidade de varredura de 2 s. O software XCalibur v.2.2. controlada e
processada a aquisicao de dados. A identificacdo do composto foi realizada em comparacéo
com os espectros de massa experimental com os de bibliotecas comerciais (NIST, Adams
e biblioteca interna).

Para permitir a identificacdo de duas colunas pelo GC-FID, as analises foram
realizadas em um equipamento Agilent, modelo G-1860 Plus, com sistema de coluna dupla
com duas colunas, um HP-5 (apolar) e um Innowax-20 (polar), ambos com as mesmas
dimensdes (30 m x 0,32 mm x 0,32 um). A temperatura do forno foi programada de 60 °C
a 240 °C aumentando 3 °C/min usando hidrogénio como transportador de gas a 4 mL/min.
A temperatura de injecdo foi definida para 250 °C com proporc¢édo dividida de 1:2. Os
detectores de ionizagdo de chamas foram fixados a 280 °C com taxas de fluxo de
hidrogénio, ar sintético e nitrogénio a 30, 300 e 30 mL/min, respectivamente. Um

amostrador liquido automatico realizou cada conjunto de inje¢ao a 1 uL ¢ um software HP
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Chemstation controlou o sistema. Os indices de retencdo (RI) foram obtidos utilizando-se
a série n-alcanos (C8-C26) da Supelco e a equacdo Van Den Dool & Kratz, (1963). A
identificacdo de cada composto foi feita por comparacdo do RI obtido, em ambas as

colunas, com as encontradas na literatura (Adams, 2017; NIST, 2018, Davies, 1990).

Figura 31. Cromatografo gasoso acoplado a espectrdmetro de massas.

Fonte: Thermo Scientific, (2020).

3.1.5. Anélise de RMN

Os espectros de RMN do 6leo essencial foram registrados em um espectrometro
Bruker, modelo Fourier 300 (300 MHz para 1H e 75 MHz para 13C), utilizando tubos de
amostra de 5 mm, CDCI3 (99,9% D, Cambridge Isétopos Laboratories) como solvente. As
mudancas quimicas foram expressas em relacdo a TMS. As mudancgas quimicas sdo
expressas como valores 6 em partes por milhdo (ppm). Anteriormente, 57 mg de dleo
essencial foram dissolvidos em 0,7 mL de CDCI3-d e, em seguida, realizou um
experimento quantitativo de banda larga de banda larga de 13C com pulso de 30 graus,
largura espectral de 323,35 ppm, atraso de relaxamento para 4 s, tamanho FID de 64 Kb e
22528 scans.

3.1.6. Caracteristicas fisico-quimicas

Os pH dos dleos essenciais foram identificados imergido o sensor do phmetro (BEL
ENGINEERING®, modelo PHS3BW) (Figura 32A) diretamente nos frascos contendo os
6leos essenciais. Os indices de refracdo foram determinados utilizando 5 pL das amostras
em refratdbmetro portatil (ATAGO, modelo MASTER-93H) (Figura 32B) previamente
calibrado com agua destilada (IR = 1,333) (Anjali et al., 2012).
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Figura 32. Phmetro (A) e refratdmetro (B) utilizados nas analises.

Fonte: NANOPOL, (2019).

3.2. Coleta dos mosquitos vetores de arboviroses e protozoarios
3.2.1. Area de coleta dos ovos de Aedes albopictus

Os ovos de A. albopictus foram coletados por meio de armadilhas ovitrampas
instaladas durante cinco dias nas dependéncias do INPA. Internamente, nas paredes das
armadilhas, foram presas com o auxilio de clips metalico palhetas de eucatex de superficie
porosa submersa parcialmente em 300 mL de agua de torneira (Figura 33). Posteriormente,
as armadilhas foram recolhidas e transportadas ao Laboratorio de Maléria e Dengue (LMD)

para triagem (Braga et al., 2007).

Figura 33. Ovitrampra e palhetas usados nas capturas dos ovos de Aedes albopictus.

Fonte: Laboratério de Malaria e Dengue, (2016).

3.2.2. Manutencdao das colbnias dos vetores da dengue em laboratério

A colbnia de mosquitos A. aegypti é mantida ha mais de 10 anos no LMD em
temperatura de 27 + 2°C, 70 a 80% de umidade e fotoperiodo de 12 h de luz e 12 h de
escuro. Para atender a demanda diaria de estudos inseticidas realizadas pelo LMD, a
manutencdo da colbnia é realizada nas seguintes condi¢Ges: ovos de A. aegypti

armazenados em papéis celuloses foram transferidos para cubas plasticas retangulares de
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cor brancas acrescidas de 2 L de 4gua de torneira para que ocorresse a eclosdo das larvas.
Em seguida, as larvas foram alimentadas com mistura de racao de peixe (Treta Min®) e
roedores (Zootekna®) na proporcdo de (1:1) ate atingirem o estadio L4. As pupas foram
transferidas para recipientes contendo 50 mL de 4gua de torneira e colocadas no interior de
gaiolas entomoldgicas (colocar dimensfes) para emergéncias dos mosquitos adultos.
Dentro das gaiolas, os adultos foram alimentados com solucéo de sacarose (10%), colocada
no interior de um erlenmeyer contendo chumaco de algodao envolvido em rolo de gaze.

As fémeas realizaram repasto sanguineo em hamster Mesocricetus auratus
anestesiado seguindo as normas da Comissio de Etica no Uso de Animais - CEUA/INPA:
058/2018, em intervalos de 48 h (Figura 34). Apds o repasto, recipientes plasticos (100
mL.) recobertos internamente com papel filtro e 50 mL de agua de torneira foram colocadas
no interior das gaiolas para servir de substrato para oviposicao para as fémeas.

Para obtencdo dos imaturos de A. albopictus, as palhetas de eucatex oriundas das
coletas em campo foram depositadas sobre bancada de marmore, em sala com temperatura
de 27 = 2°C e 70 a 80% de umidade, durante 6 h para eliminar a agua absorvida da
armadilha. Posteriormente, as palhetas foram visualizadas sob lupa entomoldgica para
identificar a presenca e quantificar o nimero de ovos. Em seguida, as palhetas contendo os
ovos foram acondicionadas no fundo de recipiente retangular preenchidas com 2 L agua de
torneira para eclosdo das larvas. As larvas, pupas e adultos de A. albopictus foram
alimentados e manipulados usando o método ja descrito para A. aegypti. As identificacdes
das espécies foram realizadas durante a fase adulta com o auxilio de capturador manual e
lupa entomoldgica, devido a praticidade e rapidez na visualizacdo das caracteristicas
morfologicas (Aciole, 2009; Magalhdes et al., 2010), Anjolette et al., 2016).
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Figura 34. Ciclo de criagdo e manutencdo das coldnias de Aedes spp. (A) Palhetas de
Eucatex presas as armadilhas ovitrampas contendo ovos de Aedes spp. (B) Cubas contendo
larvas. (C) Recipiente contendo pupas. (D) Repasto sanguineo.

Fonte: Laboratorio de Malaria e Dengue, (2016).

3.2.3. Area de coleta dos imaturos de Anopheles

As coletas das larvas dos anofelinos correram em diferentes regides do ramal do
brasileirinho localizado na zona leste de Manaus, em areas de constante monitoramento

pela Fundacao de Vigilancia em Saude de Manaus (FVS) (Figura 35).

Figura 35. Local das coletas de larvas e adultos de Anopheles.

Fonte: Oliveira, A.C (2016).

As capturas dos adultos de anofelinos foram realizadas préximo ao curral e
ocorreram entre 18 e 22 h utilizando aspiradores. Posteriormente, os adultos foram
acondicionados em copos (500 mL) recobertos com tela fina na borda superior para que
ndo ocorresse a fuga dos mosquitos. Entre as 8 e 11 h, ocorreram as capturas das larvas de
anofelinos utilizando conchas entomoldgicas nas margens do lago. As larvas foram
acomodadas em recipientes plasticos contendo amostra da 4gua do lago e transportadas ao
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LMD. As coletas foram realizadas semanalmente devido as dificuldades em estabelecer
uma coldnia de Anopheles em laboratdrio, devido a dificuldade de cépula desta esta espécie
em cativeiro (WHO, 1975).

3.2.4. Manutencao da colonia dos vetores da malaria em laboratério

No LMD, as fémeas dos anofelinos coletadas em campo foram identificadas nas
seguintes espécies: Anopheles darlingi, An. nunestovari, An. albitarsis e An. triannulatus.
Em seguida, as amostras foram incorporadas na col6nia mantida na temperatura de 27 +
2°C; 70 a 80 % de umidade relativa e fotoperiodo de 12 h de luz e 12 h de escuro. As
fémeas dos anofelinos realizaram repasto sanguineo por cerca de 30 minutos em periodos
de 48 h em hamster M. auratus (CEUA/INPA: 058/2014-18) (Figura 36). Posteriormente,
as espécies foram acondicionadas separadamente em copos de desovas contendo
internamente, papéis de celulose umedecidos. Os copos foram armazenados em caixas de
isopor para manter a umidade e evitar que 0s ovos se tornem inférteis.

As larvas oriundas das eclosdes e as que foram capturadas em campo foram
acomodadas em cubas de manutencdo e alimentadas com racdo de peixe (Treta Min®)
previamente maceradas até atingirem o estagio de L4. As pupas foram recolhidas,
colocadas em copos plasticos contendo entre 10 mL de agua destilada, posteriormente
acoplados em gaiolas para emergéncia dos adultos (WHO, 1975; Consoli & Lourenco-de-
Oliveira, 1994; Tadei et al., 1998; Villarreal-trevifio et al., 2015).

Figura 36. (A) Copos contendo Anopheles spp realizando repasto em hamster. (B) ovos de
Anopheles spp. (C) Cubas de criacdo das larvas. (D) copos de oviposicdo acondicionados
em caixa de isopor.

-y
’h—d

Fonte: Laboratério de Malaria e Dengue, (2016).
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3.2.5. Identificacdo das atividades dos 6leos essenciais

Os bioensaios seletivos realizados para identificacdo da atividade bioldgica dos
OEPa e OEPp contra imaturos dos géneros Aedes e Anopheles foram realizados utilizando
0 protocolo da WHO, (2005) com modificagdes. Concentragdes padrdes (500 a 31,25 ppm),
foram utilizadas adotando como critério de atividade positiva, as amostras que
apresentaram atividade bioldgica > 51%, e atividade inativa as amostras que apresentaram
atividade < 49%. Apds confirmacdo da atividade, foram realizados testes dose-resposta
com novas concentra¢fes formuladas a partir da menor concentracdo dos 6leos essenciais
que atingiu 100% de atividade bioldgica nos testes pilotos.

Para cada bioensaio seletivo ovicida, larvicida e pupicida, foram preparadas
solucdes estoques com 30 mg de OEPa e de OEPp diluidas em 480 pL de DMSO. As
solugdes estoques do controle negativo (DMSO) e controle positivo (temefds®) também
foram preparadas com 30 mg, entretanto, foram diluidas em 480 pL de agua destilada
(Figura 37).

Figura 37. Solucdes estoques usados nos bioensaios seletivos.

OEPa OEPp
A A
" " Oleo essencial (30 mg) " " Oleo essencial (30 mg)
o DMSO (480 uL) DMSO (480 ul)
Controle negativo Controle positivo
= DMSO (30 me) pﬁncfos (30 mg)
| Agua destilada (480 uL) - Agua destilada (430 uL)

v

Fonte: Oliveira, A.C (2016).

3.2.6. Bioensaio ovicida seletivo dos 6leos essenciais

As identifica¢fes das atividades ovicidas dos Oleos essenciais contra ovos de A.

aegypti e A albopictus foram realizadas modificando o método descrito por Reegan et al.,



38

(2014). Os experimentos foram realizados em sala climatizada com temperatura de 27 £
2°C; 70 a 80 % de umidade relativa. Grupos de 10 ovos (n = 150) de A. aegypti e grupos
de 10 ovos (n = 150) de A. albopictus foram transferidas para recipientes plasticos (50 mL).
Em seqguida, as concentragdes testes de 500 a 31,25 ppm oriundas das soluc¢des estoques
do OEPa, OEPp, DMSO (Sigma-Aldrich) e temefos (Sigma-Aldrich) foram pipetados
diretamente sobre os ovos (Figura 38) e mantidos nessas condi¢Ges por 24 h. Em seguida,
foram acrescentadas 10 mL de &4gua destilada aos recipientes contendo 0s ovos.

Os testes foram realizados em triplicata. Os registros de ovos ndo eclodidos foram
realizados diariamente com auxilio de lupa entomoldgica (Stemi 2000-C) até completar
192 h de experimento. Os percentuais das atividades ovicidas de cada concentracéo foram
mensurados usando a formula descrita a baixo. N&o foi possivel realizar testes usando ovos

de Anopheles devido as dificuldades em adquirir o tamanho amostral (n) para os testes.

. o NUmero de ovos ndo eclodidos
Atividade ovicida % = _ __ x100
NUmero de ovos utilizados nos testes

Figura 38. Bioensaio seletivo contra ovos de Aedes.

5 25 2% 625 3125 ~
OEPa / OFPp m 500 250 12§ 625 3125 —» Concentragdes em ppm
DMSO / Temefds '

[

| | Recipientes com agua destilada (10 mL)
' 10 ovos (n=150) de A. aegypti
10ovos (n=150) de A. albopictus

Fonte: Oliveira, A.C (2016).

3.2.7. Bioensaio larvicida e pupicida seletivo dos 6leos essenciais

Os bioensaios larvicidas e pupicidas foram realizados individualmente, seguindo o
protocolo da WHO, (2005) com modifica¢fes. Os experimentos foram realizados em sala
climatizada com temperatura de 27 + 2°C; 70 a 80 % de umidade relativa. Em cada
experimento foram usados grupos de 10 larvas de 3° instar (n = 150) e pupas (n = 150) de
A. aegypti e A. albopictus e grupos de 10 larvas de 3° instar de An. darlingi, An.
nunestovari, An. albitarsis e An. triannulatus (n = 150) acondicionadas em recipientes

plasticos (50 mL) contendo 10 mL de agua destilada acrescidos das concentragdes de 500
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a 31,25 ppm das soluces estoques de OEPa, OEPp, DMSO e temefds (controle positivo)
(Figura 39).

As larvas receberam alimento (1 mg) no momento da montagem dos bioensaios. Os
experimentos foram realizados em triplicata e os registros das mortes foram realizados ap6s
24 h de exposigéo das concentragdes testes. Nao foram realizados testes contra as pupas de
Anopheles devido ao numero amostral (n) obtidos durante o desenvolvimento do vetor ser

insuficiente.

Figura 39. Bioensaio seletivo dos OEPa e OEPp contra imaturos de Aedes e Anopheles.

(‘E 500 250 125 62,5 3125 —» Concentracdes em ppm

—

OEPa/OEPp [—
DMSO / Temefos
; Recipientes com agua destilada (10 mL)
' 10 larvas (n = 150) / pupas (n = 150) de dedes spp
1 10 larvas (n = 150) de Anopheles spp

Fonte: Oliveira, A.C (2016).

3.2.8. Bioensaio ovicida de dose-resposta dos 6leos essenciais e p-cariofileno

Os bioensaios ovicidas de dose-resposta dos oleos essenciais e [-cariofileno
(Sigma-Aldrich) foram realizados seguindo o método descrito no item 3.2.6 com
modificacdes. As solucdes estoques foram preparadas separadamente com 18 mg de OEPa,
OEPp e B-cariofileno diluidas em 1 mL de DMSO. As solugdes estoques de DMSO e
temefos, controle negativo e positivo, respectivamente, foram preparadas com 18 mg
diluida em 1 mL de 4gua destilada. Os testes foram realizados com grupos de 20 ovos (n =
500) de A. aegypti e A. albopictus transferidos para recipientes (300 mL) acrescido das
solucdes estoques nas concentracBes de 31,25 a 1,95 ppm. Decorridos 24 h, foram
acrescentados 250 mL de agua destilada aos recipientes. Os experimentos foram realizados

em quintuplicata com cinco repeti¢cdes (Figura 40) (Reegan et al., 2014).
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Figura 40. Bioensaio dose-resposta dos OEPa, OEPp e B-cariofileno contra ovos de Aedes.

31,25 15,62 7,81 3,90 1,95 » Concentragbes em ppm

(>

OEPa / OEPp
DMSO /_Temefbs > |- | Recipientes com 250 mL de dgua destilada
B-cariofileno " 20 ovos (n=500) de A. aegypti e A. albopictus

Fonte: Oliveira, A.C (2016).

3.2.9. Bioensaio de dose-resposta dos oleos essenciais e p-cariofileno

Os bioensaios larvicidas e pupicidas foram realizados conforme descrito no item
3.2.7 com algumas alterac6es. As solucdes estoques do OEPa, OEPp e B-cariofileno foram
preparadas com 26,25 mg diluidos em 1 mL de DMSO. O controle negativo (DMSO) foi
preparado com 26,25 mg diluido em 1 mL de agua destilada. Enquanto que o controle
positivo (temefos) foi preparado com 2 mg diluido em 700 pL de &gua destilada.

Grupos de 10 larvas de 3° instar (n = 250) e pupas (n = 250) de A. aegypti e A.
albopictus e grupos de 10 larvas de 3° instar (n = 250) de An. darlingi, An. nuneztovari,
An. albitarsis e An. triannulatus foram distribuidos em recipientes (300 mL) contendo 250
mL de &gua destilada, acrescido das concentracdes de 200 a 25 ppm das solucdes estoques
de OEPa, OEPp, B-cariofileno e DMSO. Enquanto o controle positivo (temefds) foi
avaliado nas concentragdes 25 a 1,56 ppm. Os experimentos foram realizados em
quintuplicata (Figura 41) e replicados cinco vezes, sendo as leituras realizadas ap6s 24 h
(WHO, 2005).
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Figura 41. Bioensaio dose-resposta dos OEPa, OEPp e B-cariofileno contra imaturos de
Aedes e Anopheles.

200 150 100 S0 25 * Concentragdes em ppm

(>
— Recipientes com 250 mL de agua destilada
OEPa / OEPp 10 larvas (n = 250), pupas (n=250) de A aegypti e A, albopictus
B-cariofileno / DMSO > ) 10 larvas (n = 250) de An. darling/, An. nuneztovari,
' An. albitarsis e An. triannulatus
25 125 625 3,12 156 > ConcentragBes em ppm
(>

Recipientes com 250 ml de agua destilada

10 larvas (n = 250), pupas (n = 250) de A aegypti e A. albopictus
' | 10larvas {n = 250) de An. darlingi, An. nuneztovari,

An. albitarsis e An. triannulatus

Temefos L

Fonte: Oliveira, A.C (2016).

3.3. Atividade dos Gleos essenciais na inibicao da acetilcolinesterase

A atividade dos 6leos essenciais de P. alatipetiolatum e P. purusanum na inibicéo
da enzima acetilcolinesterase (AChE) foi realizado na FIOCRUZ-RJ seguindo o método
descrito por Ellman et al., (1961) e modificado por Rhee et al., (2001). Os testes
colorimétricos in vitro foram realizados em microplacas de 96 pogos usando enzima
Electrophorus electricus (Gymnotidae) tipo VI (Sigma®) e reagentes 5,5’-dithiobis (4cido
2-nitrobenzoico) (DTNB), iodeto de acetilcolina e galantamina como inibidor padréo.

Nos pogos das microplacas foram adicionados 25 pL de acetilcolina 15 mM, 125
pL de DTNB, 50 pL de tampéao Tris-HCI 50 mM com pH 8 contendo 0,1% de BSA
(albumina do soro bovino) e 25 pL dos 6leos essenciais nas concentragdes de 1 mg/mL™.
Galantamina foi usado como inibidor padréo, enquanto metanol e Tris-HCI foram usados
como controles. A absorbancia foi medida cinco vezes no comprimento de 405 nm
utilizando leitor de microplacas Thermoplate® (modelo TP-reader) nos intervalos de 15s,
apos essas leituras foram adicionadas nos pogos 25 pL de acetilcolinesterase 0,22 U mL™,
As absorbancias foram novamente medidas (nove vezes) com intervalos de 15s. Os ensaios

foram realizados em quintuplicata. As curvas de regressdo nao linear (0,31 a 10 pg/mL)
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foram transformadas e normalizadas para obtencdo da concentragdo inibitoria mediana

(Clsp) usando o programa Graphic Prism 6.0 com p < 0,05 de significancia.

3.4. Ensaios antimicrobianos
3.4.1. Reativacao das cepas

Os bioensaios antimicrobianos foram realizados no Laboratorio de Bioensaios e
Microrganismos da Amazonia (LABMICRA), coordenado pela Dr. Anténia Queiroz Lima
e Souza e realizados pela aluna Sarah Raquel Silveira da Silva. Os microrganismos testados
foram cepas da colecdo Cefar Diagndstica (CCCD): Staphylococcus aureus (Sa),
Escherichia coli (Ec), Pseudomonas aeruginosa (Pa), Enterococcus feacalis (Ef), Candida
albicans (Ca), C. tropicalis (Ct). As bactérias foram reativadas em Mueller Hinton (MH)
agar (HIMEDIA®) e as leveduras em Sabouraud (SB) agar (HIMEDIA®), e mantidas a 36
+ 1 °C por 24 e 48 h, respectivamente. Apos a reativacdo dos patdgenos em caldo MH para
bactérias, e caldo SB para levedura, ambos foram posteriormente incubados a 35°C por 24
h. A concentracéo de coldnias utilizada no teste foi correspondente a 10’ UFC.mL™ para
bactérias e 2 x 10° UFC.mL™ para levedura de acordo com as recomendagdes do Clinical
and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2002; 2003).

3.4.2. Preparo das amostras

Os OEs de P. alatipetiolatum e P. purusanum foram pesados e solubilizados na
concentracdo de 2 mg/mL (solu¢cdo mae) em Dimetilsuféxido (DMSO) 10 % e agua
destilada autoclavada 90 %. O controle negativo foi realizado com a substituicdo das
amostras pela mesma solucdo que as amostras foram solubilizadas, DMSO (10%). O
controle positivo foi realizado substituindo as amostras por antibioticos na concentracao
da solugdo mée de 2 mg/mL sendo administrado tetraciclina para E. coli e P. aeruginosa,
ampicilina para S. aureus e E. faecalis, e fluconazol para C. albicans e C. tropicalis.

3.4.3. Determinacéo da atividade antimicrobiana

Realizou-se uma triagem (screening) das amostras em microplaca de 96 pocos, onde
em triplicata, adicionou-se 100 pL. do meio de cultura em caldo na concentragéo dobrada
(2x), conforme citado no item 3.4.2. Em sequéncia, adicionou-se 100 uL da solu¢do mae
da amostra (2 mg/mL) e 10uL da suspensdo de células do patogeno. Por fim, 0s ensaios
foram incubados a 35 °C por 24 h. Apo6s 24 h foi adicionado 10 pL do revelador TTC
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(2,3,5-cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazélio) a 2% nos pogos com indculo bacteriano. Havendo
crescimento microbiano, o revelador muda a cor da solucgdo para a cor rosea.

Apbs os resultados positivos do screening, realizou-se o teste de dilui¢fes sucessivas
para a determinacdo da concentracdo inibitoria minima (C1M), onde em cada triplicata (A1,
A2, A3) foram adicionadas a placa de Elisa, 100 pL da amostra nos primeiros pogos e 100
pL do meio de cultura duplicado (2x.) O primeiro poco foi homogeneizado com a propria
pipeta e desse retirou-se 100 pL e inseriu-se no poco seguinte (B1, B2, B3) realizando
sucessivamente as diluicbes em cada pogo (Tabela 1). Os controles positivo e negativo
também foram realizados nessas condigdes.

Acrescentou-se em todos os pogos 10 pL do patégeno nas concentracfes de células
citadas no item 3.4.1 O experimento foi incubado a 35 °C por 24 h. Ap6s 24 h colocou-se
10 pL do revelador. Como contra prova, plaqueou-se 10 pL do experimento em meio sélido

somente para aqueles que mostraram notoriamente a auséncia de crescimento microbiano.

Tabela 1. Delineamento dilui¢fes das concentracBes dos 6leos essenciais.

Pocos Concentracéo

A ocoo 1 mg/mL=1000 pg/mL

B ooo  0,5mg/mL =500 pg/mL

Cooo 0,25 mg/mL =250 pg/mL

D ooo 0,125 mg/mL =125 pg/mL

E coo  0,0625 mg/mL = 62,5 ug/mL
Fooo  0,03125 mg/mL = 31,25 pg /mL
G ooo  0,015625 mg/mL = 15,62 pg/mL
H ooo  0,0078125 mg/mL = 7,81 pug/mL

3.5. Toxicidade dos Gleos essenciais e p-cariofileno contra Artemia salina

A identificacdo e compreensdo da toxicidade de extratos, 6leos essenciais ou
substancias ativas contra organismos aquaticos nao-alvo sdo fatores necessarios para o
monitoramento da toxicidade e elaboracdo de estratégias de aplicacdo desses derivados
botanicos, em campo, com o objetivo de controlar a populacédo dos mosquitos vetores sem
causar a morte de organismos ndo-alvos (Santos, 2014). Diante disso, foi realizado teste de
toxicidade dos OEPa, OEPp e B-cariofileno contra o crustaceo da espécie Artemia salina

(Artemiidae) devido a alta sensibilidade desse invertebrado em detectar altera¢cbes no meio
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ambiente aquético. O teste foi realizado seguindo o método descrito por Meyer et al.,
(1982) com modificacGes. Inicialmente, foi utilizado recipiente retangular de vidro
(dimensdes de 4,9 x 15,1 x 10,4 cm) contendo solucdo salina constituida de sal marinho na
concentracdo de 30 g/L e pH entre 8 e 9 ajustado por intermédio de uma solugio de
hidroxido de sodio (NaOH) na concentragdo de 0,1 mol L. Em seguida, ovos de A. salina
foram adicionados ao recipiente contendo a solucéo salina para eclosdo por um periodo de
48 h com constante aeracdo e temperatura controlada (25°C) (Figura 42A).

Terminado as 48 h, grupos de 10 larvas foram transferidas para tubos de ensaio
(Figura 42B) contendo 34 mL da solucdo salina. Os OEPa, OEPp e B-cariofileno foram
avaliados nas concentragdes de 10, 100, 500, 1000 e 1500 ppm, previamente solubilizados
com 1 mL de DMSO. O controle negativo (DMSO) foi testado nessas mesmas
concentragdes, enquanto que o temefds (controle positivo) foi avaliado nas concentracoes
de 20, 40, 60, 80 e 100 ppm. Os testes foram realizados em triplicata, com a contagem dos
crustaceos mortos realizada ap6s 24 h do inicio do experimento, seguido da determinacao
da concentracdo letal mediana para matar 50% das larvas (CLsg) com intervalos de
confianca de 95% (IC95%) estimada pela analise de Probit usando o programa
POLOPLUS. A toxicidade foi classificada como atdxica quando CLso > 1000 pug/mL, baixa
quando a CLso > 500 pg/mL, moderada quando o valor de CLsg variou entre 100 a 500
ppm e alta quando o valor da CLso < 100 ppm.

Figura 42. Recipiente para desenvolvimento de larvas de A. salina.

Fonte: Santos, E.F (2019).
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3.6. Sinteses das nanoemulsdes carreadas com 6leos essenciais

As nanoemuls@es carreadas com o0s 0leos essenciais de P. alatipetiolatum (NEPa)
e P. purusanum (NEPp) foram sintetizadas separadamente de acordo com o método
descrito por Osanloo et al., (2017), com algumas modificagcbes. Os dois nanosistemas
foram sintetizados com 1 mL de Tween 20 (e outro com Tween 80), aos quais foram
adicionados 5 mg dos 6leos essenciais das espécies vegetais, homogeneizados durante 20
min a 600 rpm. Em seguida, 9 mL de &gua destilada (fase aquosa) foi vertido
cuidadosamente na fase organica de cada nanosistema e mantida agitacdo constante por
mais 20 min. O controle negativo (NEBr) foi desenvolvido com 1 mL de Tween 20, 80 e
9 mL de agua destilada. As sinteses foram realizadas em triplicata em temperatura ambiente

de 25 + 2 °C (Figura 43) (Deposito de patente em anexo).

Figura 43. llustracdo da sintese das nanoemulsdes carreadas com 6leos essenciais.

Fase oleosa Fase aquosa
Oleo essencial (5 mg) Agua destilada (9 mL)
I'ween 20, 80 (1 mL)

| - 2 4
- . A%
———a F - ° e
1%
Fase organica Fase organica ¢ fase oleosa

sob agitagio (600 rpm) Fase organica sob agitacio (600 rpm)
(20 minutos) (20 minutos)

—
—
.

Nanoemulsho formada

Fonte: Oliveira, A.C (2019).

3.6.1. Determinacdo de tamanho de particula e indice de polidispersao

Os tamanhos médios das nanoparticulas e os indices de polidispersdo foram
medidos por Espectroscopia de Correlacdo de Fotons, usando um Zetasizer (MALVERN,
UK). As nanoemuls@es foram diluidas apropriadamente em agua destilada e agitadas em
ultrassom por 5 min, antes de fazer a medicédo. Foi utilizado um comprimento de onda do
laser de 633 nm, com angulo de espalhamento 173° graus e temperatura a 25°C.

O potencial Zeta () e a condutividade também foram medidos em aparelho
Zetasizer (MALVERN, UK). As amostras foram dissolvidas em &agua destilada nas
mesmas proporcOes usadas para a determinacdo de tamanho. O ensaio foi feito a 25°C,

usando uma voltagem de 150V. As medidas foram feitas em triplicata (Rafael et al., 2017).
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3.6.2. Morfologia das nanoemulsdes

A analise topografica em 2D e 3D dos nanosistemas foram realizadas em
equipamento Shimadzu (modelo SPM-9700) nas seguintes condi¢des de operacgéo: leitura:
modo contato; taxa de digitagdo: 0,60 Hz; resolugdo: 512 x 512 e 2048 x 2048 pixels; area
de analise: 20 x 20 um?; ganho de: 1200,000; ponto de operagdo: 1,0 V; Software de
tratamento de imagem: Gwyddion (64 bits) e Software de tratamento de dados: Shimadzu
(Mao et al., 2009).

3.6.3. Atividade ovicida das nanoemulsdes

A atividade ovicida das nanoemuls@es foram avaliadas seguindo o0 método descrito
no item 3.2.8. As soluges estoques foram preparadas com 18 mg de NEPa, NEPp, NEBr
e temefds diluidas em 1 mL de agua destilada. Grupos de 20 ovos (n = 500) de A. aegypti
e A. albopictus foram distribuidos em recipientes plasticos (300 mL). Em seguida, as
concentracdes de 31,25 a 1,95 ppm obtidas das solugdes estoques foram pipetados sob os
ovos. Decorridos 24 h, foram acrescentados 250 mL de &gua destilada aos recipientes
(Figura 44). Os experimentos foram realizados em quintuplicata com cinco repeti¢des em
temperatura de 22,6 £ 3°C e 81% de umidade (Reegan et al., 2014).

Figura 44. llustracdo do bioensaio ovicida das nanoemulsdes contra ovos de A. aegypti e
A. albopictus.
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' 20 ovos (n=500)de A. aegyptie A. albopictus

Fonte: Oliveira, A.C (2019).

3.6.4. Atividade larvicida e pupicida das nanoemulsdes

Os bioensaios larvicidas e pupicidas foram realizados conforme descrito no item

3.2.9 com algumas alteragGes. As amostras NEPa, NEPp, NEBr e temefos foram avaliadas
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nas concentragdes de 1,5 a 25 ppm. Em cada amostra, grupos de 10 larvas de 3° instar (n
= 250) e pupas (n = 250) de A. aegypti e A. albopictus e grupos de 10 larvas de 3° instar (n
= 250) de An. darlingi, An. nuneztovari, An. albitarsis e An. triannulatus foram distribuidos
em recipientes (300 mL) contendo 250 mL de &gua destilada. Os experimentos foram
realizados em quintuplicata (Figura 45) e replicados cinco vezes com registros de mortes
apos 24 h de experimento (WHO, 2005).

Figura 45. llustracdo dos bioensaios de dose-resposta contra larvas e pupas de Aedes e
Anopheles.
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S Recipientes com 250 m L de dgua destilada
NEPa / NEPp | 10larvas (n = 250), pupas (n = 250) A. aegypti e A. albopictus
NEBr / Temefds > 10 larvas (n = 250) de An. darlingi, An. nuneztovari,
' An. albitarsis e An. triannulatus

Fonte: Oliveira, A.C (2019).

3.6.5. Avaliacéo do efeito residual

O efeito residual ¢é a caracteristica que os defensivos bioldgicos ou quimicos tém
em manter-se ativo por um determinado periodo. A identificacdo do tempo de acdo residual
e percentual de letalidade, permitem que o tempo entre uma aplicagéo e outra do defensivo
seja mais amplo, isso reduz os custos de producao, além de reduzir os riscos da resisténcia
(WHO, 2016).

As avalicdes dos efeitos residuais das amostras OEPa, OEPp, NEPa e NEPp foram
realizados utilizando o método de renovacdo de agua descritos por Tadei et al., (2002) e
José et al., (2005) com algumas adaptacdes. Os bioensaios foram realizados
simultaneamente em condicdes de laboratdrio. Para cada amostra foram utilizados trés
recipientes plasticos (300 mL) contendo 150 mL de agua de torneira, aos quais foram
adicionadas grupos de 10 larvas de A. aegypti e A. albopictus (n = 30). Em seguida, foram
acrescidas as concentracoes letais larvicidas (CLso) das amostras OEPa, OEPp, NEPa e
NEPp.

A cada 24 h, a agua nos recipientes foi removida mantendo o volume residual

sempre em 50 mL, as larvas mortas e vivas expostas foram registradas (indicador de efeito
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residual). Em seguida, foram acrescidos mais 100 mL de agua e 10 larvas (n = 30). A cada
periodo de 48 h, as incidéncias ou efeito residual das amostras foram obtidos das médias
das larvas mortas durante esse periodo usando a formula a seguir: Efeito residual = Numero

de larvas mortas / numero de larvas expostas x 100.

3.7. ANALISES ESTATISTICAS

As anélises das comparagdes dos teores de umidades e rendimento dos Oleos
essenciais foram realizadas pelo teste t pareado (t < 0,05). A anélise de regressao linear (r?
< 0,05) foi aplicado para identificar a relacdo entre o tempo de extracdo e volumes dos
6leos essenciais. ANOVA e teste Tukey (p < 0,05) foi aplicada para analisar os percentuais
de atividade bioldgica dos OEs e nanoemulsdes, além das comparacBes entre as
concentracdes letais (CL). Para as andlises descritas acima, foi utilizado o programa
GraphPad Prism 6.0. As concentracdes letais (CL) que causaram 50 e 90% de mortalidade
das larvas e pupas com intervalo de confianca de 95% (1C95%) foram estimados pelo

método de Probit, sendo utilizado o programa PoloPlus verséo 1.0 (Robertson et al. 2003).
4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Material vegetal do género Piper

As amostras de P. alatipetiolatum e P. purusanum foram identificadas pela
curadora botanica Dra. Maria Rosalva da Costa Bilby. As exsicatas foram depositadas no
Herbéario da Universidade Federal do Amazonas com 0s respectivos registros HUAM n°
44126 e HUAM n° 11425. Além disso, amostras também foram encaminhadas ao Herbario
Virtual de Flora e Fungos localizado no INPA e comparadas com as exsicatas de P.
alatipetiolatum (n° 42,264, n° 34,659) e P. purusanum (n° 224,490, n° 274,482, n°
107,549, n° 188,202, n° 210,557 e n° 227,548) (Reegan et al., 2014).

As espécies vegetais estdo regularmente registradas no Sistema Nacional de
Patrimdnio Genético e Gestdo do Conhecimento Tradicional Associado (SisGen) sob o
cadastro n® ADC693C (Figura 46).
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Figura 46. Certiddo do cadastro no SisGen.
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Fonte: SisGen.com.br (2019).

4.1.2. Teor de umidade e extracdo dos 6leos essenciais

A desidratacdo das espécies vegetais em temperatura ambiente de 25 + 2°C permitiu
0 registro da massa seca de 515 = 0,7 g e 79,3 £ 2,0% do teor umidade de P.
alatipetiolatum. Enquanto que a massa seca registrada na espécie P. purusanum foi de
4,15+ 0,4 g, com teor de umidade de 75,9 £ 4,0% (Figura 47). Esses resultados corroboram
com os registros de Assis, (2012) e Rolfs et al., (2012) que demonstraram que amostras
vegetais desidratadas em temperaturas entre 20 a 27°C variaram entre 60 a 82,34% nos
teores de umidade.

Figura 47. Comparacdo entre os teores de umidade de P. alatipetiolatum e P. purusanum
desidratadas em temperatura ambiente de 25 + 2°C.
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Fonte: Oliveira, A.C (2017).

De acordo com Gasparin et al., (2017), o tempo de secagem e o teor de umidade
das plantas sdo fatores afetados pelas condi¢bes ambientais do local de coleta da planta,

indice pluviométrico, luz natural, temperatura, umidade, constituicdo quimica e fisica do
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solo, além das caracteristicas individuas de cada planta que podem fazé-las reter mais agua.
A importancia da desidratacdo é devido ao fato de que apos as coletas, 0s vegetais ndo
paralisam totalmente a atividade metabdlica, podendo ocorrer a oxidacdo pela acdo de
enzimas oxirredutoras, afetando a qualidade do produto de interesse (6leo essencial).
Assim, a desidratacdo permite a preservacao do perfil quimico da amostra (Girard, 2007;
Rolfs et al., 2012; Gouvea, 2013).

Os volumes e rendimentos dos 6leos essenciais extraidos de 50 g das folhas de P.
alatipetiolatum e P. purusanum sdo demonstrados nas figuras 48 e 49, respectivamente.
Verificou-se que o volume final de 3,8 + 0,1 mL e rendimento de 7,6 + 0,3 do OE extraido
de P. alatipetiolatum foram superiores (p < 0,05) ao volume final de 2,1 + 0,4 mL e
rendimento de 4,2 £ 0,7% do 0leo essencial extraido de P. purusanum. Ademais, 0S
volumes e rendimentos foram consequentemente influenciados pelo tempo de extragéo (r?

= 0,986). As caracteristicas fisico-quimicas dos OEs sdo demonstradas na tabela 2.

Figura 48. Relagdo entre o tempo de extracdo e volumes dos 6leos essenciais.
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Fonte: Oliveira, A.C (2017).

A relacdo entre tempo de extracdo, volume do éleo e rendimento também foram
reportados por Conde-hernandez et al., (2017) ao identificar que o rendimento do OE
extraido de 100 g das folhas de P. auritum (Piperaceae) durante 30 min foi de 2,37% e ao
final de 2 h aumentou para 3,09% (r> = 0,996), enquanto o rendimento de OE das folhas
de Porophyllum ruderale (Asteraceae) variou de 0,82% (30 min) para 1,35% (2 h) (r? =
0,999). A compreensao dessa relacdo permite a quantificacdo adequada do 6leo essencial
para cada espécie vegetal, considerando a massa usada na extracédo, além disso, os fatores
sazonais do local de coleta e caracteristica individual da planta também devem ser levados

em consideracdo (Fornari et al., 2012; Conde-Hernandez et al., 2014).
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Figura 49. Comparacdo entre os rendimentos obtidos dos 6leos essenciais extraidos das
folhas de P. alatipetiolatum e P. purusanum.
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Fonte: Oliveira, A.C (2017).

Em outras espécies de Piper e outros géneros os rendimentos foram inferiores aos
registrados em P. alatipetiolatum e P. purusanum. Da Silva et al., (2014) reportaram
rendimentos de 0,8, 0,6 e 1% obtidos dos 6leos essenciais extraidos de 100 g das folhas das
espécies P. aleyreanum, P. anonifolium e P. hispidum (Piperaceae) durante 3 h de
extracOes. Ali et al., (2015) identificaram variagfes nos rendimentos de 1,52 a 2,02%, 0,001
a 0,082% e 0,032 a 0,12% dos 0leos essenciais extraidos de 100 g das folhas, galhos e
raizes de Thymus algeriensis (Lamiaceae) entre 2 e 4 h de extracoes.

Segundo Andrade et al., (2011), Oliveiraetal., (2016) e Alencar Filho et al., (2017),
a idade e genética do vegetal, sazonalidade das chuvas, predacéo por herbivoros, qualidade
do solo, temperatura e luminosidade s&o alguns dos fatores que influenciam na producao
dos Oleos essenciais. Esses fatores poderiam explicar as diferencas registradas nos 6leos

essenciais das espécies de piperaceas desse estudo.

Tabela 2. Caracteristicas fisico-quimica dos 6leos essenciais.

Amostra  Aspecto pH Densidade (g/cm®) Indice de refracio
OEPa incolor 45+0,0 0,921 1,575
OEPa incolor 53+19 0,974 1,941

OEPa. Oleo essencial de P. alatipetiolatum. OEPp. Oleo essencial de P. purusanum.

4.1.3. Perfis quimicos dos 6leos essenciais

Diferentes sistemas de solventes e reveladores foram usados para as identificacfes
dos perfis quimicos dos 6leos essenciais de P. alatipetiolatum e P. purusanum através do

método de (CCD). As placas eluidas no sistema hexano/acetato de etila (9:1) reveladas com
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vanilina sulfurica permitiram a visualizacdo de trés manchas no 6leo essencial de P.
purusanum com Rf de 0,12, 0,65 e 0,76 (Figura 50A). Enquanto no 6leo essencial de P.
alatipetiolatum foram observadas cinco manchas com fator de detencéo de 0,06, 0,19, 0,62,
0,71 e 0,81 (Figura 50B). As manchas roxo/lilas sdo indicativos de que os perfis quimicos
dos Oleos essenciais sdo de natureza terpénica (Alexandre et al., 2017). Nas placas
reveladas com Dragendorff e cloreto férrico (FeCls) ndo foram identificadas manchas
(figuras 50C e D).

Figura 50. Placas de CCD com amostras dos 6leos essenciais de Piper alatipetiolatum e
Piper purusanum reveladas com diferentes reveladores: (A) vanilina sulfirica, (B) vanilina
sulfurica, (C) Dragendorff e (D) cloreto férrico (FeClI3).
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Fonte: Oliveira, A.C (2017).

4.1.4. Constituintes quimicos do 6leo essencial de Piper alatipetiolatum

O cromatograma do 6leo essencial de P. alatipetiolatum é demonstrado na figura
51. Os constituintes quimicos sdo demonstrados na tabela 3. Ao total, 100% das substancias
do 6leo essencial foram identificadas e classificadas como sesquiterpenos (50%) e
sesquiterpenos oxigenados (50%). As principais substancias foram ishwarona (78,58%),
ishwarol (8,2%), p-elemeno (6,87%), selin-11-en-4a-ol (2,88%) e ishwarano (2,36%).
Essas substancias foram previamente identificadas no 6leo essencial de P. alatipetiolatum
por Andrade et al., (2009), sendo a ishwarona também identificada como o componente
principal, seguida de ishwarol e ishwarano. A primeira identificacdo de ishwarona isolado

da espécie Aristolochia indica (Aristolochiaceae) ocorreu por RMN em 1935 (Ganguly et
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al., 1969), Posteriormente, essa substancia, além de ishwarol e ishwarano classificados
como raros sesquiterpenos também foram identificados by **C RMN por Grob et al.,
(1984), Guptacetal., (1997), Casanova et al., (2005) e Lago et al., (2007). Ishwarona (2,8%)
foi uma das substancias majoritérias identificadas no 6leo essencial de A. indica (Shafi et
al., 2002). Enquanto ishwarona (0,2 a 2%) foi descrito como substancia incomum no éleo
essencial extraidos das partes aéreas de Monanthotaxis capea (Annonaceae) (Mevy et al.,
2004). Alem do mais, os percentuais de ishwarona identificados nesses 0leos essenciais
foram inferiores ao reportado em nosso estudo com 6leo essencial de P. alatipetiolatum.

A variabilidade na composi¢do quimica no OE de espécies de Piper coletadas no
Estado do Amazonas, também foram registradas em P. marginatum (Andrade et al., 2008),
P. aduncum (Almeida et al., 2009), P. dilatatum (Andrade et al., 2011). Amostras dos OEs
de P. obliquum e P. aduncum (Piperaceae) coletadas no Panaméa foram caracterizadas
principalmente com 27 e 40% de B-cariofileno, enquanto as espécies coletadas no Equador
apresentaram safrol (45,86%) e dilapiol (90%) (Guerrini et al., 2009).

Figura 51. Cromatograma do 6leo essencial de Piper alatipetiolatum.
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A anélise GC-FID realizada pela coluna apolar mostrou um valor de RI de 1680,
consistente com valor encontrado para o sesquiterpeno ishwarona em Adams, (2017).
Entretanto, ndo encontramos dados de IR em coluna polar para esse sesquiterpeno, bem
como dados de espectros de massas em bibliotecas NIST ou Adams. Considerando a
auséncia desses dados, foi realizada a analise Oleo essencial por *C RMN (espectro

anexado), que indicou que se trata de uma mistura de ishwarone e um composto menor,
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identificado como ishwarol B (Artigo anexado). Esses dados também diferem qualitativa e
quantitativamente da composicdo quimica relatada por Araujo et al., (2019), que
identificaram monoterpenos (50,55%), sesquiterpenes (45,69%) e linalol (43,88%), p-
cariofileno (16,11%), a-pineno (2,56%), a-terpineol, a-humuleno (2,99%), germacreno D
(5,79%), o-cadinol (2,40%), Oxido de cariofileno (2,73%), (E)-nerolidol (2,71%),
viridiflorene (3,40%), B-selineno (2,62%) e selin-11-en-4a-ol (1,38%) como principais
compostos em Oleo essencial de P. alatipetiolatum obtido no Estado do Amazonas.
Entretanto, neste trabalho, a analise em duas colunas capilares de diferentes polaridades,
onde a separagdo na coluna polar foi muito mais eficaz, bem como a analise do espectro
13C NMR possibilitou resultados mais precisos com a mistura Ishwarone/Ishwarol,

confirmando os dados indicados por Andrade et al (2009).

Tabela 3. Substéancias identificadas no 6leo essencial de Piper alatipetiolatum.

N° Substancia RIPBa  Ryinnowax-200  Areq (94p) Identificaco

1 B-elemeno 1390 1595 6.87 MS, RI

2 B-Longipineno 1400 1627 0.83 MS, RI

3 Ishwarane 1468 1644 2.36 MS, RI

4 Selin-11-en-4a-ol 1660 2211 2.88 MS, RI

5 Ishwarone 1680 2239 78.58 MS, RI, NMR 3C
6 Ishwarol 1691 2331 8.2 NMR 13C
Sesquiterpenes (%) 67
Sesquiterpenos oxigenados (%) 33
Substancias identificadas (%) 100

%Rl — Indice de retencdo em coluna apolar calibrada com n-alcanos. °RI - indice de retencéo
em coluna polar calibrada com n-alcanos. MS — Espectro de massas.

Em OEs de outras espécies de Piper, os percentuais de sesquiterpenos variaram
entre 70 a 80% e os rendimentos dos OEs variaram entre 1 a 3% (Bajpai et al., 2013;
Sperotto et al., 2013; Bosquiroli et al., 2015; Ventorim et al., 2016). Ademais, no OE de P.
anonifolium o percentual da substancia selin-11-en-4a-ol (20,08%) foi significativamente
maior em comparacdo ao OE de P. alatipetiolatum (da Silva et al., 2014b). Selin-11-en-
4a-0l (43,4%) foi 0 composto majoritario identificado no OE extraido das flores de Pluchea
carolinensis (Asteraceae) com atividade inseticida (Taylor et al., 2009). Entretanto, em
estudo posterior, foram identificados os percentuais de 17,7% nas flores e 34,4% nas folhas
(Kerdudo et al., 2016).
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4.1.5. Constituintes quimicos do 6leo essencial de Piper purusanum

Na figura 52 € demonstrado o cromatograma contendo os tempos de retencdes das
13 substéancias caracterizadas no 6leo essencial de P. purusanum. Linalol (0,52%) ¢ o-
terpineol (1,54%) pertencem a classe de monoterpenos oxigenados e representam 15,3%
do OE. Enquanto 53,8% do OE foi constituido por sesquiterpenos, correspondendo as
substancias PB-cariofileno (57,05%), a-humuleno (14,50%), y-muuroleno (0,60%),
germacreno D (8,20%), B-selineno (2,10%), a-selineno (4,42%) e 5-cadineno (2,04%). As
substancias E-nerolidol (4,23%), Oxido de cariofileno (3,46%), eudesmol (0,84%) e
cariofileno (Z) (0,61%) representam 30,7% dos sesquiterpenos oxigenados (Tabela 4). Ao

total, 94% do 6leo essencial foi identificado.

Figura 52. Cromatograma do 6leo essencial de Piper purusanum.
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Fonte: Oliveira, A.C (2017).

Em estudos anteriores, perfis quimicos similares ao OE de P. purusanum foram
identificados nas espécies P. aleyreanum, P. anonifolium e P. hispidum (Piperaceae)
coletadas em diferentes localidades do estado do Pard, das quais os OEs extraidos das
folhas foram majoritariamente constituidos por sesquiterpenos variando de 68,8 a 79,8%,
enguanto os percentuais de monoterpenos foram de 10,1 a 19,5%. Além disso, as principais
substancias identificadas no OE de P. aleyreanum foram p-elemeno (16,3%),
biciclogermacreno (9,2%), 6-elemeno (8,2%), germacreno D (6,9%), B-cariofileno (6,2%)
e espatuneol (5,2%), ao mesmo tempo em que f-selineno (12,7%), a-selineno (11,9%) e a-
pineno (8,8%) foram identificadas no OE de P. anonifolium. Enquanto B-cariofileno
(10,5%), a-humuleno (9,5%), 6-3-careno (9,1(%), a-capoeno (7,3%), limoneno (6,9%),
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oOxido de cariofileno (5,9%) e B-selineno (5,1%) foram identificados no OE de P. hispidum
(da Silva et al., 2014).

Tabela 4. Substancias identificadas no 6leo essencial de Piper purusanum.

N°  Substancia RIPBSa  Ryimowax-20b |dentificacdo = Area (%)
1 Linalol 1095 1555 RI, MS 0.52
2 a-terpineol 1186 1656 RI, MS 1.54
3 p-cariofileno 1419 1638 RI, MS 57.05
4 a-Humuleno 1454 1680 RI, MS 14.50
5 y-Muuroleno 1479 1690 RI, MS 0.60
6  Germacreno D 1481 1708 RI, MS 8.20
7 B-Selineno 1490 1715 RI, MS 2.10
8 a-Selineno 1498 1750 RI, MS 4.42
9 6-Cadineno 1523 1772 RI, MS 2.04
10 E-Nerolidol 1563 2033 RI, MS 4.23
11 Cgr’i(g:ﬁ:neo 1583 2036 RI, MS 3.46
12 Eudesmol 1662 2203 RI, MS 0.84
Monoterpeno oxigenado 15,3%
Sesquiterpeno 53,8%
Sesquiterpeno oxigenado 30,7%
Substéncias identificadas 94%

2RI — Indice de retencdo em coluna apolar calibrada com n-alcanos. °RI - indice de
retengdo em coluna polar calibrada com n-alcanos. MS — Espectro de massas.
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4.2. Estudo dos vetores Aedes e Anopheles
4.2.2. Resultados seletivos dos 6leos essenciais contra ovos do género Aedes

Os OEPa e OEPp avaliados nas concentracfes de 31,25 a 500 ppm (p > 0,05)
apresentaram 100% de atividade contra os ovos de A. aegypti e A. albopictus. Em adic&o,
temefos também demonstrou 100% de atividade contra ovos desses vetores nas
concentracdes de 62,50 a 500 ppm (p > 0,05). Ao mesmo tempo em que DMSO nao
apresentou atividade (dados ndo demonstrados) (Tabela 5). Assim, é caracterizada que a
inibicdo da eclosdo dos ovos ocorreu pela acdo dos Oleos essenciais. Além de qué, o
percentual de 100% de atividade ocorrida em 31,25 ppm, justificaram o critério da escolha
dessa concentracdo para a realizacdo dos bioensaios de dose-resposta ovicida de acordo
com o protocolo da WHO, (2005).

Tabela 5. Percentuais das inibi¢Ges dos ovos de Aedes aegypti e Aedes albopictus tratados
com Gleos essenciais.

A. aegypti A. albopictus Temefds
PP OEPa OEPp OEPa OEPp A. aegypti A. albopictus
31,25 100+0,0*° 100+0,0°0 100+0,0° 100+0,0° 48,7+21° 59+0,0°
62,50 100+0,0*® 100+0,0*® 100+0,0*® 100+0,0®8 100+£0,0® 100z%0,0%
125 100+0,0*8 100+0,0*6 100+0,0*8 100+0,08 100+0,0®6 100z0,0?
250 100+0,0*8 100+0,08 100+£0,0*8 100+0,0®8 100+£0,0*8 100z%0,0%
500 100+0,0* 100+0,0* 100+0,0*® 100+0,0®8 100+£0,0® 100z%0,0%

Os resultados sdo demonstrados em média (%) + desvio padrdo. Letras na mesma linha indicam
diferenca estatistica (ANOVA two-way e Tukey p < 0,05). OEPa — 6leo essencial de P.
alatipetiolatum. OEPp — 6leo essencial de P. purusanum.

4.2.3. Resultados seletivos dos 0Oleos essenciais contra larvas e pupas do

género Aedes

Os OEPa e OEPp avaliados nas concentracdes de 250 e 500 ppm (p > 0,05) mataram
100% das larvas de A. aegypti e A. albopictus, enquanto diferengas significativas nos
percentuais de mortalidades foram registradas entre as concentragdes de 31,25 a 125 ppm
(p < 0,05). Temefds matou 100% das larvas em todas as concentragdes (p > 0,05) (Tabela
6).
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Tabela 6. Percentuais de mortes das larvas de Aedes aegypti e Aedes albopictus tratadas
0s OEPa e OEPp.

A. aegypti A. albopictus Temefos
OEPa OEPp OEPa OEPp A. aegypti A. albopictus
31,25 31,0+26* 233+21" 313+25° 133+21° 100+0,0¢ 100 0,0
62,50 45,3+0,6 42 +36° 46,7+21° 323+21% 100+£0,0° 100 +0,0¢
125 66,7+3,1% 637+25° 57+26° 423+32% 100+£0,0° 100 +0,0¢
250 100 £ 0,0° 100+0,00 100+ 0,06  100+0,0*8 100+0,0*6 100+0,0?
500 100 £ 0,0° 100+0,06  100+0,0¢6 100+0,0*6 100+0,0*6 100+0,0?

Os resultados sdo demonstrados em média (%) + desvio padrdo. Letras na mesma linha indicam
diferenca estatistica (ANOVA two-way e Tukey p < 0,05).

ppm

Contra pupas de A. aegypti e A. albopictus, 100% de mortes também ocorreram nas
concentragdes de 250 e 500 ppm (p > 0,05) dos OEPa e OEPp. Em comparacao ao temefds,
que causou 100% de mortes em todas as concentracdes (p > 0,05) (Tabela 7). Nao houve
mortes no controle negativo (dados ndo demonstrados). De acordo com os critérios da
WHO, (2005) para a realizacdo de estudos de dose-resposta, a concentracdo de 250 ppm
foi identificada para a realizacdo desse teste.

Tabela 7. Percentuais de mortes das pupas de Aedes aegypti e Aedes albopictus tratadas os
OEPa e OEPp.
A. aegypti A. albopictus Temefos
OEPa OEPp OEPa OEPp A. aegypti A. albopictus
31,25 8,3+1,22 6,7 +1,2° 11,7+1,5° 11,0+1,7¢ 100 +0,0° 100 £ 0,0°
62,50 24,7+12° 203+32> 293+15° 220+26% 100+0,0° 100 £ 0,0°
125 31,7+25 389+25° 417+25° 487+12% 100+0,0° 100 £ 0,0°
250 100+ 0,020 100 0,02 100 £ 0,02 100+0,02 100£0,06 100%0,0?
500 100 £ 0,02 100 £ 0,02 100 £ 0,02 100+0,08 100£0,06 100%0,0?

ppm

Os resultados sdo demonstrados em média (%) + desvio padrdo. Letras na mesma linha indicam
diferenca estatistica (ANOVA two-way e Tukey p <0,05).

4.2.4. Resultados de dose-resposta dos 0leos essenciais e g-cariofileno contra

ovos do género Aedes

Os resultados dos percentuais de inibicdo dos ovos de A. aegypti tratados com
OEPa, OEPp e B-cariofileno (Sigma-Aldrich®) nas concentracdes de 1,95 a 31,25 ppm séo
apresentados na figura 53. Houve diferenca significativa entre todas as concentragoes,
exceto em 31,25 ppm (p > 0,05) dos OEs que inibiram em 100% dos ovos desse vetor.

Ademais, OEPa apresentou maior atividade (13,3 + 1,5 a 100 = 0%), seguido por OEPp
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(10,7 £ 1,5 a 100 £ 0%) e B-cariofileno (4 + 2 a 72 + 2,7%), respectivamente. Essas
atividades foram superiores a temefos, em que o maior percentual foi de 50%. Nao houve
registro atividade no controle negativo (dados ndo demonstrados).

Na espécie A. albopictus, também ndo houve diferenca entre as concentracfes de
31,25 ppm dos OEs (p > 0,05). O OEPp demonstrou melhor atividade (5,3 + 1,5% a 100 +
0%), seguindo por OEPa (12,3 = 1,5 a 100 £ 0%) e B-cariofileno (2 + 1 a 68 + 3,1%). A
atividade de temefos também ficou abaixo de 50% (Figura 54). Esses resultados foram
similares ao reportado por Reegan et al., (2014), que também identificou a relagéo de dose-
resposta em testes com ovos de A. aegypti tratados com extrato hexanico obtidos da espécie
Limonia acidissima L. (Rutaceae) testada nas concentracdes de 2 a 10 ppm que inibiram
de 0,5 a 78,4% ap0s 120 h.

Figura 53. Atividade dos OEPa e OEPp e B-cariofileno contra ovos de A. aegypti.
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Figura 54. Atividade dos OEPa e OEPp e B-cariofileno contra ovos de A. albopictus.
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A alta toxicidade dos OEPa, OEPp e B-cariofileno avaliados em concentragdes
abaixo de 50 ppm podem ser comparados com dados da literatura, pois segundo os estudos
de Govindarajan et al., (2011), extrato metanolico das folhas de Ervatamia coronaria
(Apocynaceae) testado nas concentragdes de 50 a 300 ppm contra diferentes culicideos
inibiram de 44 a 73% dos ovos de Culex quinquefasciatus, 53 a 100% dos ovos de A.
aegypti e 49 a 100% dos ovos de An. stephensi (Culicidae). Enquanto o extrato metanolico
de Caesalpinia pulcherrima (Fabaceae) avaliada nas concentragdes de 75 a 300 ppm contra
esses respectivos vetores inibiram de 44 a 73%, 41 a 100% e 46 a 100%. O 6leo essencial
de Zanthoxylum rhoilfolium (Rutaceae) constituido majoritariamente pela substancia f-
elemeno (31,26%) apresentou atividade ovicida e ninficida contra Bemisia tabaci
(Hemiptera: Aleyrodidae) (Christ et al., 2016).

As atividades ovicidas dos OEPa, OEPp e B-cariofileno também foram superiores
aos extratos etandlico e acetato de etila obtidos das folhas de Gliricidia sepium Jacq.
(Fabaceae) avaliados nas concentracfes de 25 a 100 ppm contra ovos de An. stephensi
(Culicidae) que inibiram de 13 a 100% (acetato de etila) e 19 a 100% (etanolico),
respectivamente. Ademais, o registro de que 100% dos ovos de An. stephensi tratados com
o controle negativo (DMSO) eclodiram (auséncia de atividade ovicida) (Krishnappa et al.,
2012) corroboram com o registro identificado em nosso estudo utilizando esse controle.

Na figura 55A, B e C é possivel visualizar que os ovos de Aedes tratados com 0s
6leos essenciais de P. alatipetiolatum, P. purusanum e B-cariofileno ndo estdo com os
opérculos “tampa dos ovos” separados dos ovos. Indicando que os produtos vegetais
inibiram a eclosdo dos ovos, ou seja, houve a interrupcdo do desenvolvimento embrionario

larval. Esse evento ndo ocorreu com ovos tratados com DMSO (Figura 55D).

Figura 55. Ovos de Aedes tratados com os 6leos essenciais de P. alatipetiolatum (A), P.
purusanum (B), pB-cariofileno (C) e DMSO (D). Circulos aos redores dos opérculos.

T
B O

Fonte: Oliveira, A.C (2019).
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Os ovos do género Aedes e de outros culicideos séo recobertos externamente por
uma camada de cera denominada corion (Figura 56A) cuja funcao € de proteger o embrido
e a gema que € um liquido constituido por nutrientes usado pelo embrido como alimento,
quando o coérion é fino, a oxigenacdo do ovo é realizada pela superficie do corion.
Entretanto, podem ocorrer o desenvolvimento de estruturas denominadas de esponjas,
filamentos ou camara de ar para auxiliar na oxigenacdo. A fecundacdo ocorre quando o
espermatozdide entra no ovo através das micropilas (Figura 56B) existentes na zona apical
dos ovos (Consoli & Lourenco-de-Oliveira, 1994; Habid, 2003; Vital, 2006). As
investigacOes inicialmente realizadas por Singh et al., (1978) revelaram que compostos
ativos como Oleos essenciais ou extratos vegetais adentram nos ovos através das
micrépilas, causando a coagulacdo da gema, interrompendo o desenvolvimento
embrionério.

Em estudos posteriores sdo reportados que apds os 6leos essenciais e substancias
ativas ao entrarem nos ovos, causaram a interrupcdo da sintese da quitina durante a
formacéo do exoesqueleto do animal, resultando na méa formacéo e morte do embrido de
A. aegypti (Suman et al., 2013). Além disso, o acimulo do OE dentro dos ovos impediu a
respiracdo, causando a morte do embrido por andéxia (Mehlhorn et al., 2011; Kala et al.,
2019). Outros estudos sugerem que devido a complexidade da constituicdo quimica e pH
dos OEs, a acdo ovicida é iniciada pela degradacdo do corion, impedindo a embriogénese
e inibicdo da AChE. Ademais, o prolongamento da exposi¢do dos ovos de A. aegypti e A.
albopictus aos OEs das piperaceas estudadas e ao B-cariofileno maximizam a atividade
ovicida (Grando, 2015; Carolina et al., 2016; Sarma et al., 2019).

Figura 56. Ovos de Aedes recobertos com corion (A). Micrépila (MIC), duto usado pelos
espermatozdides para fecundacéo (B).

Fonte: Consoli & Lourengo-de-Oliveira (1994).
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4.2.5. Resultados dose-resposta dos 6leos essenciais e p-cariofileno contra

larvas do género Aedes

Os percentuais de mortes das larvas de A. aegypti tratadas com OEPa, OEPp e -
cariofileno avaliados nas concentracGes de 25 a 200 ppm sé&o apresentados na figura 57.
Houve diferenca entre todas as concentragdes, exceto em 200 ppm (p > 0,05) com 100%
de atividade. O OEPa foi 0 mais ativo (35 + 2 a 100 + 0%), seguido pelo OEPp (8 £ 1,3 a
100 + 0%) e B-cariofileno (11 + 2,2 a 100 + 0%), respectivamente. Temefds testado nas
concentragdes de 1,56 a 12,50 ppm matou de 24 + 2,1 a 100 + 0% das larvas do vetor.

Contra larvas de A. albopictus, 0 OEPa também demonstrou maior atividade (27 +
1a 100 % 0%), seguido pelo OEPp (25 + 1,2 a 100 £ 0%) e B-cariofileno (17 + 2,4 a 100 +
0%), respectivamente. Enquanto temefds matou de 23 £ 1 a 100 £ 0% (Figura 57). Nao

houve registro de larvas mortas no controle negativo (dados ndo demonstrados).

Figura 57. Percentuais de larvas de A. aegypti mortas apds tratamento com os 06leos
essenciais de P. alatipetiolatum e P. purusanum e B-cariofileno.
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Figura 58. Percentuais de larvas de A. albopictus mortas ap6s tratamento com os 6leos
essenciais de P. alatipetiolatum e P. purusanum e B-cariofileno.
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Os valores estimados pelo método de Probit das concentragdes letais (CL) dos OEs
de P. alatipetiolatum, P. purusanum, B-cariofileno e temefos contra as larvas de A. aegypti
e A. albopictus sdo apresentados na tabela 8. Foi identifica diferenca entre todas as CLso (p
< 0,05), exceto a estimada para temefds. Contra as larvas de A. aegypti, a maior toxicidade
foi registrada com o OEPa, com CLso de 33,74 ppm. Enquanto a menor toxicidade foi
apresentada com o OEPp avaliado contra A. aegypti, com CLsg de 62,33 ppm
respectivamente. Adiante, as larvas de A. albopictus apresentaram maior susceptibilidade
ao B-cariofileno, com CLsg de 37,28 ppm, enquanto a menor susceptibilidade foi registrada
com OEPp, com CLsode 49,75 ppm.

Tabela 8. Comparacdo entre as concentracdes letais (CL) dos 6leos essenciais contra
larvas de A. aegypti e A. albopictus.

Amostra Mosquito CLso (ppm) (LCI-LCS) CLgo (ppm) (LCI-LCS) $’(g.0)
A. aegypti 33,74°(28,874-39,236) 100,69 (82,723-128,994)  9,4(7)

OFFa o albopictus ~ 46,96° (39,975- 54,658) 115,07 (54,658-95,169)  12(7)

- A aegypti 62,339 (58,636-66,097) 142,55 (131,987-155,553)  0,2(3)
A. albopictus 49,75 (42,216- 58,100) 58,100 (103,598-163,382)  12(7)

B- A aegypti 40,369 (32,527-47,766) 78,63 (64,636-109,026)  6,2(3)
cariofileno  A. albopictus ~ 37,28° (28,445-45,378) 78,72 (62,741-118,044) 7(3)

cometss ™ aegypti 2,68% (2,379-2,990) 6,60 (5,698-8,014) 2,4(7)

A. albopictus  2,59% (2,216-3,002) 5,43 (4,494-7,283) 8,6(6)

OEPa — ¢6leo essencial de P. alatipetiolatum. OEPp — 6leo essencial de P. purusanum. CL —
Concentragdes letais estimadas para matar 50 e 90% das larvas. LCI, LCS — Limite de confianca
inferior. LCS — Limite de confianga superior. ¥ - Chi quadrado (p < 0,05). g.I —grau de Liberdade.
Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca (p < 0,05).

Os resultados apresentados na tabela 8 sdo corroboram com a atividade larvicida
reportados por Da Silva et al., (2016), ao identificar que o OE de Piper corcovadensis
(Piperaceae) constituido de 82% de sesquiterpenos, matou de 0 e 100% das larvas de A.
aegypti, exibindo CLso de 30,52 ppm. As atividades inseticidas identificadas nos OEs de
P. purusanum e P. alatipetiolatum constituidos respectivamente de 84 e 100% de
sesquiterpenos podem estar correlacionadas ao sinergismo das substancias apresentadas
nas tabelas 3 e 4. A porcentagem da substancia selin-11-en-4-a-ol identificada no 6leo
essencial de P. alatipetiolatum foi <2%. Entretanto, no Oleo essencial de Pluchea

carolinensis (Asteraceae), essa substancia foi identificada majoritariamente nas folhas
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(33,4%) e flores (17,7%), além do mais, o OEs apresentou importante atividade contra A.
aegypti (Kerdudo et al., 2016).

Em estudo recente, Govindarajan & Benelli, (2016a) identificou que a-humuleno
possui atividade contra as larvas de 3° instar de An. subpictus, com CLso de 6,19 pg/mL,
contra A. albopictus, com CLsode 6,86 pug/mL e contra Culex quinquefasciatus (Culicidae),
com CLsgde 7,39 pg/mL. Além disso, também foi identificada que o B-elemeno apresenta
acéo contra as larvas de An. subpictus (CLsode 10,26 pg/mL), A. albopictus (CLsode 11,15
Hg/mL) e C. quinquefasciatus (CLso de 12,5 pg/mL). O 6leo essencial de Plectranthus
barbatus (Lamiaceae) foi majoritariamente constituido de B-cariofileno (42,5%), nos testes
com essa substancia isolada foram estimados CLso de 84,20 pg/mL contra larvas de An.
subpictus, CLso de 87,25 pg/mL contra A. albopictus e CLso de 94,34 pg/mL contra C.
triaeniorhynchus (Culicidae) (Govindarajan & Benelli 2016b). Linalol isolado das folhas
de 6leos essenciais de Ocimum basilicum (Lamiaceae) exibiram CLsode 73,45 ppm contra
larvas de Culex pipiens (Dris et al., 2017).

No OE da espécie Cordia leucomalloides (Boraginaceae), 90,6% das substancias
foram classificadas como sesquiterpenos, sendo &-cadineno (17,4%), biciclogermacreno
(12,5%), germacreno D (11,2%) e B-cariofileno (15,7%) foram as principais substancias,
enquanto na espécie C. curassavica (Boraginaceae), 43,9% do OE foi constituido de
sesquiterpenos e 47,3% de monoterpenos, sendo a-pineno (20,5%), B-pineno (13,1%),
biciclogermacreno (13,8%) e B-cariofileno (12,4%) as principais substancias. Além do
mais, os resultados demonstraram que as amostras apresentaram forte atividade inseticida
contra larvas de A. aegypti, exibindo CLso de 63,1% e CLso de 97,7%, respectivamente
(Santos et al., 2006).

As larvas do género Aedes sdo conhecidas por desenvolverem-se normalmente em
sistemas aquaticos contendo agua limpa ou contendo certos graus de poluicdo, o que
podem-lhe conferir certo nivel de resisténcia, observagdes realizadas a olho “nu” ou com
ajuda de técnicas modernas de monitoramento comportamental de larvas expostas a
substancias de interesse cientifico, sdo o inicio para o esclarecimento do modo de a¢édo de
substancias toxicas no organismo larval (WHO, 2005). Na perspectiva de ocorrer algum
tipo de alteracéo visivel a olho nu, foi realizado o monitoramento larval nos intervalos de
2 h durante 24 h.

As larvas de A. aegypti e A. albopictus tratadas com os Gleos essenciais de P.

alatipetiolatum, P. purusanum e B-cariofileno, demonstraram movimentos natatorios
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acelerados. Em sequéncia, foram observados movimentos letargicos e tremores, mesmo
quando estimuladas ou tocadas artificialmente com o auxilio de uma pipeta de Pasteur,
algumas larvas permaneciam no fundo dos recipientes ou mantinham o corpo
horizontalmente a superficie da 4gua. Esses comportamentos sao descritos como anormais
devido ao fato que as larvas do género Aedes tém como uma das caracteristicas
permanecerem em posicao vertical em relagédo a superficie da agua para realizarem a troca
gasosa (Ali et al., 2015). Em sequéncia, foi observado o escurecimento gradual da cabeca,
torax, cerdas, seguimentos abdominais e anal e posteriormente, houve o registro das larvas
mortas. Esses efeitos ndo foram observados com as larvas tratadas com o controle negativo
(DMSO) (Figura 59).

Figura 59. Alteracdes observadas nas larvas ap0s exposicdo aos 0leos essenciais das
piperaceas (A) e B-cariofileno (B). Escurecimento da cabeca (1), térax (2), abdémen (3),
cerdas (4), escurecimento e ondulacdo do sifdo respiratorio (5), Escurecimento do
seguimento (6) e papilas anais (7). Larvas (C e D) tratadas com DMSO.

Fonte: Oliveira, A.C (2016).

As observacOes descritas acima também ocorreram com larvas de A. aegypti
tratadas com extratos obtidos das algas marinhas Bryopsis pennata (Bryopsidaceae),
Sargassum binderi (Sargassaceae) e Padina australis (Dictyotaceae) (Yu et al., 2015). Com
larvas de L1 a L4 de A. aegypti, An. stephensi e C. quinquefasciatus (Culicidae) tratadas
com extrato aquoso obtido das sementes de Annona squomosa (Annonaceae) (Ramanibai
etal., 2016). Esses efeitos também foram causados pelo 6leo-resina de Copaifera reticulata
(Fabaceae) (Abed et al., 2007) e com o0 OE de P. aduncum (Oliveira et al., 2013). Os 6leos
essenciais podem agir no sistema endocrino afetando a secrecdo da ecdisona (conhecido
como horménio da muda) secrecdo liquida entre a epiderme e o exoequeleto, impedindo

que ocorra a troca das exulvias, causando a sobreposicdo da cuticula, afetando o
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desenvolvimento larval, tendo como outras consequéncias, 0 escurecimento do corpo das
larvas (Kabir et al., 2013; Mendes et al., 2017b). Estudos indicam que 0s movimentos
letargicos e tremores demonstrados pelas larvas sao consequéncias direta da acdo dos 6leos
essenciais no sistema nervoso central, que atuam equivalentemente aos inseticidas
sintéticos fosforados (temefds), clorados ou carbamatos inibindo a acdo da enzima
acetilcolinesterase (AChE) (Aciole, 2009; Bianco et al., 2013; Oliveira et al., 2013).

4.2.6. Resultados dose-resposta dos dleos essenciais e fB-cariofileno contra

pupas do género Aedes

Os percentuais de pupas de A. aegypt e A. albopictus mortas apds exposicdo aos
OEs de P. alatipetiolatum, P. purusanum e B-cariofileno avaliados nas concentracfes de
25 a 200 ppm estdo apresentados nas figuras 72 e 73, respetivamente. O OEPa apresentou
maior toxicidade contra pupas de A. aegypti, com mortalidade variando de 8 + 1 a 93 +
0,7%, seguido pelo OEPp, que matou de 2 £ 0,8 a 94 + 0,4%, enquanto B-cariofileno
apresentou menor atividade, com percentuais de 2 + 0,4 a 87 + 2,1%, respectivamente.

Figura 60. Percentuais de pupas de A. aegypti mortas apds tratamento com os 6leos
essenciais de P. alatipetiolatum e P. purusanum e B-cariofileno.
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Contra pupas de A. albopictus, o0 OEPp foi mais ativo, causando mortalidade de 3
+ 2 a9l + 2,5%, enquanto o OEPa causou a morte de 3 + 1 a 89 + 1,5%. B-cariofileno
também demonstrou menor atividade, com percentual de 4 £ 2,1 a 87 + 2,1%. Ademais, as
andlises dos percentuais de mortalidades demonstraram diferenca entre as toxicidades das
amostras estudadas (p < 0,05), com relacdo significativa entre as mortalidades e as

concentragdes investigadas (r> = 0,9842). Em relagdo as concentracdes letais (CL), 0 OEPa
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foi caracterizado com a maior atividade pupicida contra A. aegypti, com CLsg de 66,17
ppm, enquanto contra A. albopictus o0 OEPp foi o mais toxico, com CLso de 71,52 ppm,

respectivamente (Tabela 9).

Figura 61. Percentuais de pupas de A. albopictus mortas ap0s tratamento com os 06leos
essenciais de P. alatipetiolatum e P. purusanum e B-cariofileno.
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Tabela 9. Comparac@es entre as concentracoes letais dos 6leos essenciais contra pupas de
A. aegypti e A. albopictus.

Amostra Mosquito CLso (ppm) (LCI-LCS) CLgo (ppm) (LCI-LCS) v*(g.1)
A. aegypti 66,17°(59,665-72,874) 164,54 (144,533-193,219) 0,8(3)

OFFa albopictus ~ 91,39° (76,644-108,228) 234,41 (184,180-342,536)  3,4(3)

oEPy A. aegypti 85,689 (78,503-93,133) 183,65 (163,787-211,743) 0,7(3)
A. albopictus  71,52°(64,106-79,258) 198,39 (170,770-240,100)  0(3)

B- A aegypti  103.217(82.122-130.653)  277.05 (199.810-516.766  5,4(3)
cariofileno  A. albopictus  110.829(99.975-123.397)  313.05(259.492-403.446)  1,7(3)
omerss A 2e0yPl 4,42% (3,188-5,942) 14,64 (9,997-29,340)  6,1(3)
A. albopictus 5,95 (4,322-8,474) 20,44 (13,005-49,500)  6,3(3)

OEPa — ¢6leo essencial de P. alatipetiolatum. OEPp — 6leo essencial de P. purusanum. CL —
Concentragdes letais estimadas para matar 50 e 90% das pupas. LCI, LCS — Limite de confianga
inferior. LCS — Limite de confianga superior. y?- Chi quadrado (p < 0,05). g.1 —grau de Liberdade.
Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca (p < 0,05).

As pupas de A. aegypti e A. albopictus tratadas com os OE de P. alatipetiolatum e
P. purusanum, B-cariofileno e temefos avaliados em diferentes concentragdes também
apresentaram tremores, movimentos letargicos, escurecimento do cefalotdrax, pas
natatorias e abdomen, que também apresentaram anatomia “achatada”, fatores néo

registrados no DMSO. Algumas pupas iniciaram o processo de emergéncia, no qual
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algumas partes anatdmicas do inseto como o tdrax, cabeca, base das asas, palpos e uma
pequena parte do abdémen foram expostas ao meio terrestre (Figura 62).

As alteracOes descritas no paragrafo acima também ocorreram com pupas de A.
aegypti e C. quinquefasciatus (Culicidae) tradadas com 0Oleos essenciais de Zanthoxylum
limonella Alston (Rutaceae) e temefos (Soonwera et al., 2017) e com pupas de Culex
pipiens (Culicidae) tratadas com 6leo essencial de Ocimum basilicum (Lamiaceae) (Dris et
al., 2017). Além da inibicdo da acetilcolinesterase, os 0leos essenciais também inibem nos
canais de sodio causando a paraliza¢do dos movimentos musculares intercostais envolvidos
no processo de respiracdo, causando a morte do animal pelo déficit de oxigénio celular,
causando a morte do inseto durante a emergéncia (Raveton et al., 2006; Cadavid-restrepo
etal., 2012; Carrefio et al., 2014; Haddi et al., 2017; Carrefio Otero et al., 2018).

Figura 62. Pupas de Aedes tratadas com o OE de P. purusanum (A), B-cariofileno (B),
temefds (C) e DMSO (D). Térax (1), cabeca (2), palpos, (5) asas, tar¢os (4) e abdémen
ficaram presos na exdvia (6). A linha vermelha ilustra o limite entre 0os meios aquético e
terrestre, pois as pupas permaneceram horizontalmente na linha da 4gua para que os adultos
possam deixar as exuvias para 0 meio terrestre.

Fonte: Oliveira, A.C (2016).

4.2.7. Resultados seletivos dos o6leos essenciais contra larvas do género

Anopheles

Os OEPa, OEPp e temefds demonstraram atividade contra larvas 3° instar de
Anopheles spp (Tabela 10). Os OEs causaram 100% de atividade entre as concentragdes de
125 a 500 ppm (p > 0,05). Na concentracdo de 62,5, o OEPa foi mais ativo contra larvas
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de An. nuneztovari, com 50% de mortes, ao mesmo tempo que larvas de An. darlingi foram
mais sensiveis a acdo do OEPa, com 54% de mortes.

Em 31,25 ppm, o percentual de mortes causadas pelo OEPa foram de 21,2 a 32%,
enquanto os percentuais registrados do OEPp foram de 21 a 33%, respectivamente. No
controle positivo (temefos), 100% de atividade ocorreu em toda as concentracdes testadas

(p > 0,05). N&o houve registro de mortes no controle negativo (dados ndo demonstrados).

Tabela 10. Resultados dos bioensaios de OEPa e OEPp contra larvas do género Anopheles.

Espécie animal

Amostra  ppm

An. nuneztovari  An. triannulatus  An. darlingi ~ An. albitarsis
31,25 28,2 + 0,12 32+0,9° 24,4 +1,5° 21,2 +2¢
62,50 50 + 0,82 49,2 +1,1° 41 +0,8° 46,4 +0,8¢
OEPa 125 100 + 0,0? 100 + 0,02 100 + 0,02 100 + 0,02
250 100 + 0,02 100 + 0,02 100 + 0,02 100 + 0,02
500 100 + 0,02 100 + 0,02 100 + 0,02 100 + 0,02
31,25 31+1° 29+2,1° 33+15° 21 +0,8¢
62,50 41 + 0,8 51+1,1° 54 +2,2° 39 +2,7¢
OEPp 125 100 + 0,0? 100 + 0,02 100 + 0,02 100 + 0,02
250 100 + 0,02 100 + 0,02 100 + 0,02 100 + 0,02
500 100 + 0,0? 100 + 0,02 100 + 0,02 100 + 0,02
31,25 100 + 0,02 100 + 0,02 100 + 0,02 100 + 0,02
62,50 100 + 0,02 100 + 0,02 100 + 0,02 100 + 0,02
Temefos 125 100 + 0,02 100 + 0,02 100 + 0,02 100 + 0,02
250 100 + 0,02 100 + 0,02 100 + 0,02 100 + 0,02
500 100 + 0,0? 100 + 0,0? 100 + 0,0? 100 + 0,0?

As concentragdes estdo em ppm e os resultados sdo demonstrados em média (%) + desvio padréo.
Letras na mesma linha indicam diferenca estatistica (ANOVA two-way e Tukey p < 0,05).

4.2.8. Resultados de dose-resposta dos oleos essenciais e B-cariofileno contra

larvas do género Anopheles

Os resultados dos bioensaios de dose-resposta dos OEs de P. alatipetiolatum e P.
purusanum e B-cariofileno avaliados nas concentracgdes de 12,2 a 125 ppm contra larvas de
3° instar de An. nuneztovari, An. triannulatus, An. darlingi e An. albitarsis sdo apresentados
na tabela 11. Diferenca significativa foi identificada entre os percentuais de larvas de
anofelinos mortas apds tratamento com o OEPa (p < 0,05). Os maiores percentuais de
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mortes foram registrados contra An. albitarsis, com mortalidade de 21 + 2,1 a 100 £ 0%,
seguido pelas espécies An. darlingi, An. nuneztovari e An. triannulatus, respectivamente.
Em relacdo ao OEPp, também foi identificada diferenca entre os percentuais de
larvas mortas (p < 0,05). Em adigdo, as larvas de An. darlingi apresentaram maior
susceptibilidade ao OE, com mortalidade de 10 = 1 a 100 + 0%, seguida pelas espécies An.
albitarsis, An. nuneztovari e An. triannulatus. Por fim, B-cariofileno causou maior
mortalidade contra An. albitarsis, com 6 + 0,8 a 91 + 1,9% e menor atividade contra An.

triannulatus.

Tabela 11. Resultados da atividade de OEPa, OEPp e 3-cariofileno contra larvas do género
Anopheles.

Espécie animal
Amostra  ppm

An. nuneztovari  An. triannulatus  An. darlingi  An. albitarsis

25 11 +2,12 13+ 1P 14 +2,1° 21 +2,1¢

50 48 + 1,5 39+1,9° 52 + 2,4° 56 + 0,7¢

OEPa 75 72 +£0,5 64 +0,3 72+1,7° 77 £0,2¢
100 86 + 0,12 80 + 1,4 90 +0,6° 87 +1,6¢
125 100 + 0,02 100 + 0,02 100 + 0,02 100 + 0,0°

25 9+0,2 12 +0,9° 10 £ 1¢ 13 +2,1¢

50 41 + 0,5 24 +1,7° 51 + 2,4° 48 + 0,44

OEPp 75 62 + 2,42 54 +0,1° 67 +2° 61 + 2¢
100 84 + 2,32 79+0,8 92 +0,8° 89 + 2,6¢
125 100 + 0,0? 100 + 0,02 100 + 0,0? 100 + 0,02

25 3+ 12 g+1P 9+1,1° 6 +0,8¢

50 11 + 2,12 19 +2,1° 23+1°¢ 13 +0,9¢

Carioi'”eno 75 30 +2,7° 39+1,7° 46 + 2,4° 52 + 2,19
100 49+ 1,72 56 + 1,9° 64 + 2,6 75 + 2,49

125 64 + 2,2 68 + 2,2 76 £ 2,9 91 +1,9¢

1,5 14 + 1,52 16 + 1° 5+1,3° 8+ 0,5

3,12 20 + 1,0 24 +2 5P 11+1,1° 14 +2,19

Temefés 6,25 47 + 1,52 61+1,3° 41 +0,8° 24 +1,9¢
12,5 100 + 0,02 100 + 0,02 100 + 0,02 100 + 0,0°
25 100 + 0,02 100 + 0,02 100 + 0,02 100 + 0,0°

Os resultados sdo demonstrados em média (%) + desvio padrdo. Letras na mesma linha indicam
diferenca estatistica (ANOVA two-way e Tukey p < 0,05).
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Os resultados estimados pelo método de Probit para as concentrac@es letais (CL)
sdo apresentadas na tabela 12. A analise comparativa das CL permitiu identificar que ndo
houve diferenca entre as CLso estimadas do OEPa entre as espécies An. albitarsis (CLso de
41,36 ppm) e An. darlingi (CLso de 45,98 ppm) (p > 0,05) e entre as espécies An.
nuneztovari (CLso de 50,27 ppm) e An. triannulatus (CLso de 52,60 ppm) (p > 0,05),
respectivamente.

As CL estimadas do OEPp contra An. albitarsis (CLso de 48,60 ppm), An. darlingi
(CLso de 49,21 ppm), An. triannulatus (CLso de 50,25 ppm) e An. nuneztovari (CLso de
49,88 ppm) foram estatisticamente iguais (p > 0,05). Em contrapartida, B-cariofileno
apresentou maior atividade contra An. albitarsis (CLso de 71,33 ppm) e menor atividade
contra a espéecie An. nuneztovari (CLso de 102,48 ppm), respectivamente. Em adicé&o, 0s
valores estimados das CL para temefds contra as larvas dos anofelinos variaram de CLso
de 5,93 a 6,46 ppm, contudo, sem diferenca estatistica entre esses resultados (p > 0,05).

Segundo Cheng et al., (2009), principios ativos com CLso < 100 ppm apresentam
alta toxicidade, enquanto amostras com CLso > 100 ppm apresentam atividade moderada.
Dito isso, os Gleos essenciais de P. alatipetiolatum e P. purusanum e p-cariofileno foram
classificados com toxicidade elevada contra as larvas dos anofelinos estudados, exceto 3-
cariofileno investigado contra An. nuneztovari.

Outras espécies do género Piper também demonstraram atividade elevada contra
larvas de 3° instar do género Anopheles, como reportado com o 6leo essencial de P.
capense avaliada contra An. gambiae, com CLso de 34,9 ppm (Matasyoh et al., 2011), ou
atividade moderada, como identificadas nos extratos metandlicos obtidos das folhas de P.
tuberculatum e P. alatabaccum avaliados contra larvas de 3° instar de An. darlingi, com
CLso de 194 e 235 ppm, respectivamente (Cardoso et al., 2012). As larvas tratadas com os
OEs de P. alatipetiolatum e P. purusanum e a substancia B-cariofileno também
apresentaram movimentos acelerados, tremores e movimentos letargicos. Além disso, o
escurecimento da cabeca, torax e seguimentos abdominais também ocorreram previamente

a morte dos animais (Figura 63).
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Tabela 12. Comparagéao entre as concentragdes letais dos 6leos essenciais e B-cariofileno
contra larvas de 3° instar do género Anopheles.

Amostra Mosquito CLso (ppm) (LCI-LCS) CLgo (ppm) (LCI-LCS) $’(g.0)
An. nuneztovari 50,27 (46,511-54,030) 97,20 (88,784-08,490) 6(7)

I An. triannulatus 52,60 (46,730-58,581) 108,76 (94,581-131,162) 10(7)
An. darlingi 45,98% (42,250-49,574) 94,52 (85,779-06,190) 5(7)

An. albitarsis 41,36% (37,833-44,994) 94,48 (84,821-07,458) 6(7)

An. nuneztovari 49,88? (43,345-56,619) 104.91 (89,444-130,723) 12(7)

OEPp An. triannulatus 50,252 (44,319-56,225) 98.711 (85,978-118,819) 11(7)
An. darlingi 49,21% (45,578-52,843) 92.889 (85,070-103,250) 5(7)

An. albitarsis 48,607 (42,747-54,627) 103.99 (89,626-126,781) 10(7)

An. nuneztovari 102,48 (93,814-114,142) 237,54 (195,198-317,296)  2,2(3)

car:so_file An. triannulatus ~ 90,29° (81,716-101,420) 255,31 (203,471-356,639)  2,5(3)

An. darlingi 77,94 (71,163-85,793) 203,93 (169,883-263,783)  2,6(3)

e An. albitarsis 71,33%(52,540-84,410) 137,247 (109,096-277,283)  5,8(3)
An. nuneztovari 5,93% (4,540-7,758) 16,33 (11,657-29,209) 5(3)

Termefés An. triannulatus 6,07° (4,627-7,980) 16,66 (11,842-30,250) 6(3)
An. darlingi 6,46 (5,725-7,299) 20,51 (17,037-25,964) 0(3)

An. albitarsis 6,25% (5,673-6,897) 13,96 (12,178-16,591) 2(3)

OEPa — 6leo essencial de P. alatipetiolatum. OEPp — 6leo essencial de P. purusanum. CL —
Concentragdes letais estimadas para matar 50 e 90% das larvas. LCI, LCS — Limite de confianga
inferior. LCS — Limite de confianga superior. y?- Chi quadrado (p < 0,05). g.I —grau de Liberdade.

Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenga estatistica (p < 0,05).

Figura 63. Larvas do género Anopheles tratadas com os OEs de P. alatipetiolatum (A), P.
purusanum (B) e p-cariofileno (C) comparadas ao DMSO (D, E, F).

9

Fonte: Oliveira, A.C (2019).
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4.2.9. Atividade inibidora dos 6leos essenciais contra AChE

Os resultados das atividades inibidoras dos 6leos essenciais de P. alatipetiolatum e
P. purusanum contra a enzima acetilcolinesterase (AChE) séo apresentados na figura 64.
O percentual de inibicdo da AChE causada pelo OEPa de 2,3 £ 1,5 a 82,7 + 2% (ICso de
2,14 pg/mL, r? = 0,9118) foi estatisticamente igual a inibicdo causada pelo OEPp, que
inibiu de 2,7 + 2,1 2 88,2 + 3,2% (ICso de 1,94 pug/mL, r2 = 0,9608) (p > 0,05). Entretanto,
esses resultados apresentaram diferenca significativa (p < 0,05) quando comparados ao
padrdo (galantamina), que inibiu de 14,1 + 3,5 a 100 = 0% (ICso de 1,55 pg/mL, r? =
0,9899).

Os resultados descritos acima confirmam que as atividades ovicidas, larvicidas e
pupicidas identificadas nos 6leos essenciais de P. alatipetiolatum e P. purusanum contra
as espécies dos géneros Aedes e Anopheles (Culicidae) ocorreram apds a inibicdo da
enzima acetilcolinesterase. Esses resultados tambeém séo ratificados por Da Silva et al.,
(2014a), que registrou atividade anticolinesterase nas espécies P. aleyreanum, P.
anonifolium e P. hispidum (Piperaceae) com ICs de 0,01 a 10 pg/mL, respectivamente.
Em adicdo, os Oleos essenciais dessas espécies foram majoritariamente ricos nas
substancias selin-11-en-4-ol (20%), germacreno D (14,2%), 6xido de cariofileno (10%), -
cariofileno (11%), 6-elemeno (8,2%), B-elemeno (16,3%), a-humuleno (9,5%), B-selineno
(12,7%) e E-nerolidol (8,2%).

Figura 64. Percentuais das atividades dos 6leos essenciais de P. alatipetiolatum (OEPa) e
P. purusanum (OEPp) na inibicdo da acetilcolinesterase.
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Fonte: Oliveira, A.C (2019).

Os impulsos nervosos (informagdes) sdo transmitidos de um neurdnio transmissor

(célula excitada) para o neurdnio receptor (célula em repouso) ordenadamente pela a¢éo da
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enzima acetilcolinas, para que a informacao seja transmitida, é necessario que o neurénios
em repouso esteja previamente excitado, para que isso ocorra, a acetilcolina sai do neurdnio
transmissor para a fenda sinaptica, causando a excitacdo do neurdnio anteriormente em
repouso, sendo feita a transferéncia do impulso nervoso. Apds isso, a enzima
acetilcolinesterase liga-se a acetilcolina, quebrando-a em colina + acetato, apds isso, 0
neurdnio retorna ao estado de repouso. A colina + acetato retorna para o interior do
neurdnio transmissor para iniciar o clico da transmissao da informacao.

Os produtos sintéticos e de origem natural com agdo no sistema nervoso dos insetos,
atuam ligando-se de forma irreversivel com a acetilcolinesterase, causando o acimulo da
acetilcolina na fenda sinaptica, causando a hiperexcitacdo do neurdnio receptor devido a
transmissdo descontrolada dos impulsos, gerando faléncia do sistema nervoso central,
causando movimentos acelerados e posteriormente tremores letargicos e morte (Joseé et al.,
2005; Che-mendoza et al., 2009; Melo-Santos et al., 2010; Nogueira, 2010; Zamora Perea
et al., 2009; Aguirre-Obando et al., 2016).

4.2.10. Resultado da toxicidade dos 6leos essenciais contra organismo nédo-alvo

Os resultados das toxicidades dos 6leos essencial de P. alatipetiolatum (OEPa) e P.
purusanum avaliados contra larvas de A. salina sdo apresentados na figura 65. A menor
toxicidade foi registrada com o OEPa, que matou de 6 + 2,2 a 33 £ 2,4% das larvas, com
CLso de 2.122 e CLgo de 3.242 ppm (slope = 8.570 + 1.719, 2= 0,1 e grau de liberdade =
3), a0 mesmo tempo em que 0 OEPp matou de 18 + 2,7 a 34 £ 2,4 ppm, CLso de 2.258 e
CLgo de 3.624 ppm (slope = 6,237 + 1,078, ¥*> = 3,6 e grau de liberdade = 3). Enquanto a
maior toxicidade foi registrada com temefés, com percentuais de mortes de 10 + 1,8 a 100
+ 0%, com CLso de 36,09 e CLgo de 61,92 ppm (slope = 5,469 + 0,437, ¥* = 4,7, grau de
liberdade = 2), com valor de p < 0,05 indicando diferenca significativa entre os percentuais

das CL entre os 6leos essenciais em compara¢do ao controle positivo.
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Figura 65. Percentuais de toxicidades dos 6leos essenciais de P. alatipetiolatum (OEPa) e
P. purusanum (OEPp) contra A. salina.
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Fonte: Oliveira, A.C (2019).

De acordo com Meyer et al., (1982), toxicidade de substancia avaliadas contra
organismos aquaticos nao-alvos sao classificadas como atdxica quando CLsg > 1000 ppm,
baixa quando a CLso > 500 ppm, moderada quando o valor de CLso variar entre 100 a 500
ppm e alta quando o valor da CLsp < 100 ppm. Assim, os 0leos essenciais de P.
alatipetiolatum e P. purusanum foram caracterizados como atdxicos contra larvas de A.
salina. Diversos estudos reportam os resultados das toxicidades de diferentes Oleos
essenciais contra larvas de A. salina, como registrado com 6leo essencial de H. suaveolens
(Lamiaceae) (CLso de 49,72 pg/mL) (Bezerra et al., 2017), E. jambolana (Myrtaceae)
(CLso de 15,5 pg/mL), H. suaveolens (Lamiaceae) (CLso de 2,5 pg/mL) (Sobral-souza et
al., 2014). Esses resultados demostram que os Oleos essenciais dessas espécies foram
significativamente mais tdxicos quando comparadas ao OEs de P. alatipetiolatum e P.
purusanum.

Produtos de origem botanica podem apresentar baixa, moderada ou elevada
toxicidade para diferentes organismos ndo-alvo (Demirci et al., 2017), como reportado por
Lagarto Parra et al., (2001), ao identificar que o extrato de P. auritum (Piperaceae)
apresentou toxicidade contra A. salina (CLso de 26,67 pg/mL) e foi atdxico contra ratos
albinos suicos (CLsp de 1.802 mg/mL). A compreensao da toxicidade das substancias sobre
organismos ndo-alvo permite o desenvolvimento e aperfeicoamento de métodos de
aplicacdo das substancias em ambiente urbano ou rural mais seguros no combate aos

mosquitos vetores da (Pavela, 2015).
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4.2.11. Resultados da atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais

Os resultados do bioensaio da atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais de P.
alatipetiolatum (OEPa) e P. purusanum (OEPp) sdo demonstrados na tabela 13. Os dados
demonstraram que o OEPp apresentou atividade bacteriana contra E. faecalis e S. aureus,
ao mesmo tempo que o OEPa apresentou atividade contra E. faecalis. Entretanto, ndo foi
detectada atividade contra os demais patogenos.

Posteriormente ao bioensaio de microdiluicdo, verificou-se que a concentracdo
inibitéria minima (CIM) do OEPp foi de 0,125 mg/mL contra S. aureus (Figura 66),
enquanto a CIM do OEPp contra E. faecalis foi de 0,5 mg/mL. Em relagdo ao OEPa
avaliado na concentracdo de 0,25 mg/mL, foi detectada atividade intermediaria contra E.
faecalis, enquanto que na concentracao de 0,5 mg/mL a atividade contra essa patdgeno foi
considerada como sensivel (Figura 67). E. faecalis é a principal bactéria causadora da
infeccdo nosocomial em recém nascidos em tratamento em unidade de terapia intensiva
devido a rapida perda de peso, além de causar meningite e infecdo urinaria (Furtado et al.,
2014), enquanto S. aureus é responsavel por causar diversas infeccdes como pneumonia,

sindrome do choque téxico ou endocardite (Santos et al., 2007).

Tabela 13. Resultado da atividade antimicrobiana dos 6leos essenciais de P.
alatipetiolatum e P. purusanum.

Patdgenos OEPp OEPa
C. albicans R R
C. tropicalis R R

E. faecalis S S

E. coli R R
P. aeruginosa R R
S. aureus S R

Candida albicans. Candida tropicalis. Enterococcus faecalis. Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus. R = resistente, S = Sensivel.

As atividades antimicrobianas dos 6leos essenciais contra esses microrganismos
podem ser correlacionadas as substancias identificadas no OE de P. purusanum como
oxido de cariofileno e p-cariofileno as quais inibiram de 73,41 e 81,12% o crescimento da
P. fluorescens (Pseudomonadaceae) (Myszka et al., 2017), enquanto B-cariofileno possui
grande importancia medicinal devido sua ampla atividade antimicrobiana reportada contra
B. cereus (Bacillaceae), B. subtilis (Bacillaceae), S. aureus (Staphylococcaceae), K.

pneumoniae (Enterobacteriaceae) (Dahham et al., 2015) e S. mutans (Streptococcaceae)
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(Yoo et al., 2018), ao mesmo tempo em que linalol também possui atividade contra S.
enterica (Enterobacteriaceae) (CIM =5 mg/mL), E. coli (Enterobacteriaceae) (CIM =5
mg/mL), S. aureus (Staphylococcaceae) (CIM = 10 mg/ml) e Listeria monocytogenes
(Listeriaceae) (CIM = 10 mg/mL) (Jin et al., 2019). Ademais, também foram reportadas
atividade antimicrobiana das substancias germacreno (Prosser et al., 2002), 5-cadineno
(Davis et al., 1996), E-nerolidol (Baldissera et al., 2020), eudesmol (Natascha et al., 2019)
e a-humuleno (Sonntag et al., 2015).

No 6leo essencial de Plectranthus amboinicus Lour (Lamiaceae) constituido pelas
substancias p-cariofileno (19,91%), a-humuleno (1,74%), germacreno D (38,60%), o-
cadineno (3,16%), oxido de cariofileno (2,13%) e trans-nerolidol (6,29%), a Clso foi de
128 pg/mL contra Streptococcus mutans (INCQS 00446) (Streptococcaceae) (Santos et al.,
2016).

Em relacéo as substancias identificadas no 6leo essencial de P. alatipetiolatum com
atividade reportada na literatura destaca-se B-elemeno com atividade antimicrobiana (Fang
et al., 2018; Sawicki et al., 2018), além de qué 6 e B-elemeno também possuirem atividade
anticancer induzida por apoptose (Chen et al., 2017; Xie et al., 2020; Xuewei et al., 2019),
enquanto mustakona isolada das raizes de Cyperus articulatus (Cyperaceae) foi ativa
contra cepas de Plasmodium falciparum (CIM = 2 mg/mL) quando comparada ao controle
positivo (Rukunga et al., 2008). Ademais, a atividade medicinal do B-longipineno foi
comprovada ao inibir em 89,30% (ICso = 34,47 pug/mL) da a-amilase (alvo de acdo dos
medicamentos para diminuir a hiperglicemia) em comparacdo ao controle positivo
acarbose (ICso = 55,56 pg/mL) (Xu et al., 2017).

Figura 66. A - Placa da CIM; B - placa da contra-prova confirmando a auséncia de
crescimento bacteriano até a concentracdo 0,125 mg/mL de amostra do OEPp. 17a - poco
A; 17b - pogo B, 17c - poco C, 17d - poco D.
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Fonte: Silva, S.R.S. (2019).
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Figura 67. Placa da CIM; B - placa da contra-prova confirmando a auséncia de crescimento
bacteriano; 17 - OEPp; 18- OEPa; a - poco A; b - poco B, ¢ — poco.
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Fonte: Silva, S.R.S. (2019).

4.3. Resultados das sinteses e caracterizacdo das nanoemulsdes

Os nanoemulsbes desenvolvidos com 9 mL de &gua destilada, 5 mg dos OEs e
tensoativos (Tween 20 e 80) sdo demonstradas na figura 68. Ap6s 1 h do término das
sinteses, a nanoemulsdo desenvolvida com Tween 80, carreada com OE de P. purusanum
(NEPp - 80) apresentou tonalidade marrom clara e aparéncia mais liquida, pH variando
entre 5,1 a 5,7 e elevada polidispersdo (0,960 = 0,047), indicando desnaturacdo e
instabilidade (Paula et al., 2011). O tamanho médio das particulas foram de 451,1 + 17,74
nm (Figura 69A) e potencial Zeta de - 6,19 + 0,87 mV (Figura 69B).

A nanoemulsdo desenvolvida com Tween 80 e OE de P. alatipetiolatum (NEPa -
80) apresentou tonalidade leitosa, indicativo de auséncia de desnaturacao e variacdo do pH
entre 5,4 e 6,9. Contudo, o tamanho médio das particulas de 433,20 + 7,40 nm e indice de
polidispersdo de 0,366 + 0,018 (Figura 83C e D) foram considerados elevados, embora o
valor do potencial Zeta de -8,93 + 0,08 mV foi considerado adequado.

O nanosistema sintetizado com OE de P. alatipetiolatum e Tween 20 (NEPa — 20)
foi caracterizado com tonalidade leitosa, com tamanho médio das particulas de 315,6 +
8,44 nm, indice de polidispersao de 0,044 + 0,015, pH entre 5,2 a 5,7 e potencial Zeta de -
8,51 = 0,14 mV (Figura 70A e B), ao mesmo tempo em que a nanoemulsdo contendo OE
de P. purusanum (NEPp — 20) foi caracterizada com tamanho médio de 135 * 0,26 nm,
indice de polidisperséo de 0,092 + 0,001, potencial Zeta de -14,40 + 0,78 mV, pH variando
entre 4,9 e 5,2 e coloracédo leitosa (Figura 70C e D) com morfologia aproximadamente
esféricas (Figura 71), corroborando com a sintese desenvolvida com Tween 20 e 6leo
essencial de A. indica (Meliaceae) (Anjali et al., 2012). Além disso, nao foi observado a

formacdo de fases, cremeagdo ou coalescéncia durante o periodo de 30 dias de
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monitoramento dos nanosistemas, devido ao potencial zeta relativamente adequado
indicando boa estabilidade fisico-quimica ocasionando a repulsdo entre as nanoparticulas
adjacentes, evitando agregacdo, além disso, as inexpressivas mudangas no pH também
podem ter interagido para a estabilizacdo dos nanosistemas (Rezende et al., 2003).

O potencial zeta negativo € provavelmente ocasionado pela presenca do 6leo
essencial na sintese, enquanto baixo indice de polidispersdo observado no estudo (PDI de
0,044 e 0,092) indica a homogeneidade no tamanho das nanoparticulas (Dominguez et al.,
2018; Adi et al., 2019). Em adigdo, o tamanho das particulas, o potencial zeta e o PDI séo
0s primeiros parametros mensurados pois afetam significativamente a atividade bioldgica

do principio ativo (Montefuscoli et al., 2013).

Figura 68. Nanoemulsdes desenvolvidas com Tween 20 (OEPa — 20 e OEPp — 20) e
nanoemulsdes desenvolvidas com Tween 80 (OEPa — 80 e OEPp — 80).

Fonte: Oliveira, A.C (2019).
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Figura 69. Imagens dos tamanhos médios das particulas e potencial Zeta das nanoemulsdes
carreadas com OE de P. purusanum (A, B) e OE de P. alatipetiolatum (C, D) sintetizadas
com Tween 80.

B [ e . e D

Fonte: Laboratério de Inovacdo e Desenvolvimento em Tecnologia Farmacéutica (LIDETEF)
(2019).

Na tentativa de mensurar a diferenca entre os tamanhos das nanoparticulas
sintetizadas com Tween 20 e 80, foi realizada analise comparativa (ANOVA two-way) do
tamanho das nanoparticulas em relacdo ao surfactante e aos OEs. A analise permitiu
identificar que a diferenca nos tamanhos das particulas formuladas com Tween 80 é de
73% em comparacdo as nanoparticulas formuladas com Tween 20 (F = 213372,30, p <
0,0001), enquanto 27% foram influenciados pelos 6leos essenciais de P. alatipetiolatum e
P. purusanum. Porém, a relacdo entre o tamanho das particulas e as caracteristicas fisico-
quimicas dos tensoativos necessitam de mais investigacdo (Chaiyana et al., 2010).
Contudo, é conhecido que a interacdo do surfactante com o 6leo essencial sdo alguns dos
fatores que interferem no tamanho das particulas, podendo resultar em amostras com 25 a
500 nm, com morfologia esférica ou irregular, ademais particulas com tamanho > 400 nm
apresentam instabilidade fisica e atividade biolégica inexpressiva (Balasubramani et al.,
2018).
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Figura 70. Imagens dos tamanhos médios das particulas e potencial Zeta das nanoemulsdes
carreadas com OE de P. alatipetiolatum (A,B) e OE de P. purusanum (C,D) sintetizadas
com Tween 20.
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Fonte: Laboratério de Inovacdo e Desenvolvimento em Tecnologia Farmacéutica
(LIDETEF) (2019).

Figura 71. Imagens das nanoemuls@es carreadas com o OE de P. alatipetiolatum (A) e P.
purusanum (B) obtidas pelo método de AFM.
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Fonte: Laboratorio de Energia e Eletroquimica (2019)

4.3.2. Atividade ovicida das nanoemulsdes contra ovos do género Aedes

Os percentuais de inibicdo dos ovos de A. aegypti e A. albopictus expostos as
nanoemulsdes carreadas com os OEs de P. alatipetiolatum (NEPa) e P. purusanum (NEPp)

avaliadas nas concentracdes de 1,95 a 31,25 ppm séo apresentados na figura 72.
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As nanoemulsdes apresentaram atividade ovicida superior em todas as
concentracdes avaliadas em comparacdo ao temefos (p < 0,05). As analises dos percentuais
médios das atividades ovicidas entre as nanoemulsdes permitiram identificar que ha
diferengas significativa entre as atividades (p < 0,05), com a menor atividade ovicida
registrada com NEPp avaliada contra ovos de A. albopictus, com percentuais de 43 + 2,3 a
100 = 0,0%, enquanto a maior atividade foi registrada com NEPa testado contra A.
albopictus, com percentuais de 62 = 2,4 a 100 £ 0,0%. N&o houve atividade ovicida no

controle negativo (NEBr) (Figura 73).

Figura 72. Percentuais das atividades ovicidas das nanoemulsdes carreadas com 0leos
essenciais de P. alatipetiolatum (NEPa) e P. purusanum (NEPp) avaliadas contra ovos de
A. aegypti e A. albopictus.
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Fonte: Oliveira, A.C (2019).

A atividade ovicida ocorre apds os nanosistemas adentrarem nos ovos através das
micropilas, desencadeiam agdo similar aos 6leos essenciais com atividade ovicida
(Mehlhorn et al., 2011). Entretanto, devido ao tamanho das nanoparticulas, um volume
maior do nanosistema é acumulado dentro dos ovos, resultando em atividade ovicida
superior quando comparadas aos 6leos essenciais in natura, como observado no estudo de
Grando, (2015) que relataram que nanoparticulas contendo o 6leo essencial de Melaleuca
alternifolia (Myrtaceae) em concentragdes de 100 a 350 ppm inibiram de 9,9 a 100% dos
ovos de Haemonchus contortus (Trichostrongylidae), enquanto o 6leo essencial in natura
inibiu de 2 a 82%. Contudo, os estudos descrevendo claramente 0 mecanismo de agédo dos

nanosistemas com atividade ovicida ainda sdo escassos.
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Figura 73. Ovos do género Aedes tratados com as NEPa (A), OEPp (B) e temefés (C). Os
circulos aos redores dos opérculos indicando que houve eclosdo dos ovos tratado com
controle negativo: NEBr (D).

Fonte: Oliveira, A.C (2019).

4.3.3. Atividade larvicida das nanoemulsdes contra larvas do género Aedes

Os resultados das atividades larvicidas das nanoemulsGes carreadas com os OEs de
P. alatipetiolatum e P. purusanum avaliadas nas concentrac¢des de 1,56 a 25 ppm contra
larvas de A. aegypti e A. albopictus sdo apresentadas na figura 74. A menor atividade
larvicida de 10 £ 2 a 100 £ 0,0% foi registrada contra larvas de A. aegypti tratadas com
NEPa, a0 mesmo tempo em que a maior atividade foi registrada contra larvas de A.
albopictus tratadas com NEPp, com percentual de 21 + 1,9 a 100 + 0,0%, respectivamente.
Entretanto, as analises permitiram identificar que ha diferenca significativa nas atividades
larvicidas entre NEPa e NEPa (p < 0,05) na concentragédo de 25 ppm. Ademais, a atividade
larvicida do temefos foram de 24 £ 1 a 100 £ 0,0% de A. aegypti e 29 + 0,9 a 100 £ 0,0%
de A. albopictus, respectivamente.

As mortes das larvas provavelmente ocorreram devido ao significativo tamanho em
escala nanométrica dos nanosistemas, caracteristicas fisico-quimicas, concentragéo,
interacdo do principio ativo, bem como tempo de contato direto com a cuticula do inseto,
permitindo uma melhor penetragdo no organismo (Nel et al., 2009; Sugumar et al., 2014;
Volpato et al., 2016). Além disso, o tamanho das particulas permitem que 0s nanosistemas
sejam facilmente ingeridos pelas larvas, havendo melhor distribuigéo e intensificagdo da
atividade do OE em até 20 vezes, causando a morte em menor tempo (Abed, 2007; Okonogi
et al., 2012; Bianco et al., 2013; Kabir et al., 2013 Pavela et al., 2019). O potencial
inseticida de nanosistemas também foi demonstrado contra C. quinquefasciatus (Culicidae)
(Anjali et al., 2012), Alphitobius diaperinus (Coleoptera) (Volpato et al., 2016a), Bemisia
tabaci (Aleyrodidae) (Christofoli et al., 2015).



84

Figura 74. Percentuais da atividade larvicida das nanoemulsdes carreadas com os OEs e
P. alatipetiolatum (NEPa) e P. purusanum (NEPp) contra larvas de A. aegypti e A.
albopictus.
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Fonte: Oliveira, A.C (2019).

Em relacdo as concentracdes letais, 0 método de Probit permitiu identificar que a
NEPp avaliada contra A. albopictus apresentou a maior atividade larvicida, com CLsg de
4,01 ppm, enquanto que para A. aegypti, a NEPp exibiu a menor atividade, com CLso de
5,40 ppm. Ademais, as andalises das concentracOes letais e seus respectivos intervalos de o
confianca indicaram que héa diferenca entre todas as concentraces letais estimadas para as

nanoemulsdes em comparagéo ao controle positivo (p < 0,05) (Tabela 14).

Tabela 14. Comparacao das concentracdes letais das nanoemulsées para matar 50 e 90%
das larvas do género Aedes.

Amostra Mosquito CLso (ppm) (LCI-LCS)  CLgo (ppm) (LCI-LCS) $*(g.1)
NEP A. aegypti 5,34¢ (4,041-7,025) 15,47 (10,928-28,328) 5,9(3)
a

A. albopictus 4,514 (2,831-5,417) 14,22 (9,637-29,070) 6,6(3)
NEP A. aegypti 5,40 (4,113-7,048) 18,36 (12,814-33,672) 4,7(3)
P A. albopictus 4,01° (2,831-5,417) 14,22 (9,637-29,070) 5,9(3)
A. aegypti 2,66"(2,368-2,970) 6,48 (5,598-7,857) 2,1(3)

Temefos )
A. albopictus 2,36% (2,079-2,638) 5,72 (4,943-6,949) 1,2(3)

CL — Concentrac0es letais estimada para matar 50 e 90% das larvas. LCI, LCS — limite de confian¢a
inferior e superior de 95%. %2 - Chi quadrado (p < 0,05). GL — Grau de Liberdade. Letras diferentes
na mesma coluna indicam diferenca estatistica (p < 0,05).

4.3.3. Atividade larvicida das nanoemulsdes contra pupas de Aedes

As nanoemulsdes carreadas com os OEs de P. alatipetiolatum e P. purusanum

avaliadas nas concentragdes de 1,56 a 25 ppm apresentaram significativa atividade contra
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pupas de A. aegypti e A. albopictus, respectivamente (Figura 75). Todavia, 0 menor
percentual de mortalidade foi registrado com pupas de A. aegypti tratadas com NEPa,
variando de 3+ 1,9a83 £ 1,7%. Entretanto, NEPa apresentou maior atividade contra pupas
de A. albopictus, com mortalidade de 11 £ 2,1 291 + 1,2%.

Diferenca entre os percentuais de mortalidades foi identificada entre pupas de A.
aegypti tratadas com NEPa e pupas de A. albopictus tratadas com NEPp (p < 0,05). Nao
foi identifica pupas mortas no controle negativo: NEBr, corroborando a significativa

atividade pupicida identifica nas nanoemulsoes.

Figura 75. Percentuais da atividade de NEPa e NEPp avaliadas contra pupas de A. aegypti
e A. albopictus.
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Fonte: Oliveira, A.C (2019).

Entre as concentracdes letais (Tabela 15), NEPa apresentou a maior toxicidade
identificada contra A. aegypti, com CLso de 5,34 ppm, enquanto que NEPp apresentou
menor toxicidade contra a espécie A. albopictus, com CLso de 7,69 ppm, respectivamente.
Entre as amostras NEPa e NEPp avaliadas respectivamente contra A. albopictus e A.
aegypti, ndo ha diferenca significativa entre os valores de CLso de 5,53 e 5,68 ppm,
respectivamente (p > 0,05). Os CLso estimadas nas nanoemulsdes foram diferentes quando
comparadas ao temefds. Os resultados publicados por Suresh et al., (2018) descreveram
que a atividade pupicida de um nanosistema carreado com extrato ativo obtido de Suaeda
maritima (Chenopodiaceae) contra pupas de A. aegypti (CLso de 17,97 ppm) e contra pupas
de Spodoptera litura (Arctiidae) (CLso de 46,89 ppm) foram correlacionadas as

caracteristicas opticas, volume, tamanho e superficie de contato do nanosistema com as
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cuticulas das pupas. Fatores também descritos em outros estudos (Rajaganesh et al., 20162;
Oliveira et al., 2017; Sugumar et al., 2019).

Tabela 15. Comparacgéo das concentracOes letais das nanoemulsdes para matar 50 e 90%
das pupas do género Aedes.

Amostra Mosquito  CLso (ppm) (LCI-LCS)  CLgo (ppm) (LCI-LCS) $’(g.1)
A. aegypti 5,34¢ (4,041-7,025) 15,47 (10,928-28,328) 5,9(3)

NEPa A. albopictus 5,539 (4,341-7,007) 20,20 (14,464-34,130) 3,5(3)
NEPp A. aegypti 5,68 (4,248-7,619) 15,36 (10,752-29,362) 7,1(3)
A. albopictus  7,69° (6,762-8,796) 27,65 (22,244-36,660) 1,5(3)
A. aegypti 2,66°(2,368-2,970) 6,48 (5,598-7,857) 2,1(3)

Temefos

A. albopictus  4,42°(3,188-5,942) 12,52 (9,198 -20,498) 3,7(3)

CL — Concentrac0es letais estimada para matar 50 e 90% das pupas. LCI, LCS — limite de confian¢a
inferior e superior de 95%. %2 - Chi quadrado (p < 0,05). GL — Grau de liberdade. Letras diferentes
na mesma coluna indicam diferenca estatistica (p < 0,05).

4.3.4. Resultados dos bioensaios das nanoemuls6es contra Anopheles

Os percentuais de larvas do género Anopheles mortas pela acdo das nanoemulsfes
carreadas com os OEs de P. alatipetiolatum e P. purusanum s&o apresentadas na tabela 16.
A NEPa demonstrou atividade larvicida contra todos anofelinos estudados, ao qual o maior
percentual de atividade foi registrado contra An. darlingi, (14 a 100%), seguido por An.
triannulatus (7 £ 3 a 100 + 0%), An. nuneztovari (10 £ 2 a 100 + 0%) e An. albitarsis (5 +
1 a100 + 0%), respectivamente.

Em relacdo a NEPp, larvas de An. nuneztovari (12 + 1 a 100 + 0%) foram mais
sensiveis a acdo da nanoemulsdo, seguido por An. darlingi (9 = 2 a 100 £ 0%), An.
triannulatus (11 + 1 a 94 + 1%) e An. albitarsis (7 £ 0 a 88 = 3%), respectivamente, com
diferenca entre todas as concentragdes (1,56 a 25 ppm) avaliadas. Ha diferenca significativa
(p < 0,05) entre as concentracOes avaliadas (1,56 a 12,50 ppm). Ndo houve mortes no

controle negativo (dados ndo apresentados).



Tabela 16. Percentuais de atividade larvicida registra do bioensaios do NEPa, NEPp e
temefos contra larvas do género Anopheles.

Amostra  ppm

Espécie animal

An. nuneztovari  An. triannulatus  An. darlingi An. albitarsis
1,56 10 + 22 7+3° 14 £ 2¢ 5+ 1d
3,12 21 + 2@ 26+ 2° 30 + 2°¢ 14 + 19
NEPa 6,25 52+ 12 57 +1° 61 £ 2° 34 +2¢
12,50 84 +1° 89 + O° 91+1°¢ 59 + 14
25 100 £ 02 100 £ 02 100 £ 02 100 £ 02
1,56 12+18 11 +1° 9+2° 7 +0¢
3,12 38+ 32 29+ 2° 29+3° 17 + 2°
NEPp 6,25 41 + 32 58 + 2°¢ 58 + 2°¢ 28 + 3¢
12,50 93 + 22 81+1° 83+1° 57 + 24
25 100 + 0 94 + 1° 100 + 02 88 + 3¢
1,56 4+1° 8+1° 7+2° 6+ 0,3¢
3,12 29 £2,0% 33+15° 3B +1,1° 28 +2,1¢
Temefés 6,25 77+1,92 70 +£2,1° 75+1,3° 73+0,9¢
12,50 100 £ 0,02 100 £ 0,02 100 £ 0,02 100 0,02
25 100 £ 0,02 100 £ 0,02 100 £ 0,02 100 +£0,0?

As concentragdes estdo em ppm e os resultados sdo demonstrados em média (%) + desvio padréo.
Letras na mesma linha indicam diferenca estatistica (ANOVA two-way e Tukey p < 0,05).

Os valores estimados das concentragbes letais (CL) das nanoemulsdes séo
apresentados na tabela 17. As larvas da espécie An. darlingi (CLso de 4,43 ppm) foram mais
susceptiveis a NEPa, seguido pelas espécies An. triannulatus (CLso de 5,04 ppm), An.
nuneztovari (CLso de 5,44 ppm) e An. albitarsis (CLso de 9,8 ppm), respectivamente.
Todavia, NEPp apresentou maior atividade foi registrada contra An. nuneztovari (CLso de
3,87 ppm), a0 mesmo tempo que a menor atividade foi registrada contra An. albitarsis
(CLso de 9,30 ppm), respectivamente.

Os valores das CLso registrados pelas nanoemulsdes foram aproximados em
comparacdo ao temefds. Esses dados sdo corroborados com os dados registrados por
Osanloo et al., (2017) que identificou a eficiéncia de nanoemulsdo carreada com 6leo
essencial de Artemisia dracunculus (Asteraceae) contra An. stephensi ao causar a
mortalidade de 93% das larvas, com CLso de 11,36 ppm. Enquanto Kala et al., (2019)
reporta 98% das larvas de An. culicifacies morreram em 24 h de experimento.
Posteriormente, Kala et al., (2019) desenvolveu nanoemulsdes com tamanho de 52 a 62 nm

avaliadas contra An. culicifacies que resultaram em CLso de 1,4 e 18,1 mg/mL.
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Tabela 17. Comparacéo entre as concentragdes letais do OEPa, OEPp e temefos contra
larvas de 3° instar de Anopheles.

Amostra Mosquito CLso (ppm) (LCI-LCS)  CLgo (ppm) (LCI-LCS)  %*(g.l)

An. nuneztovari 5,44° (3,999-7,401) 15,19 (10,470-30,342) 7(3)
An. triannulatus 5,04" (4,532-5,610) 12,91 (11,090-15,638) 2(3)

NEPa An. darlingi 4,43% (3,382-5,716) 12,54 (9,070 -21,767) 5(3)
An. albitarsis 9,819 (8,270-12,405) 39,81 (27,139-71,858) 0(2)

An. nuneztovari 3,877 (3,479-4,328) 10,15 (8,503-12,821) 0(3)

NEPp An. triannulatus 5,26° (4,612-5,981) 18,65 (15,317-24,011) 0(03)
An. darlingi 5,03" (4,000-6,289) 14,53 (10,819-23,132) 4(3)

An. albitarsis 9,30¢ (6,650-14,038) 36,30 (21,469-60,785) 6(3)

An. nuneztovari 4,08¢(3,743-4,462) 7,84 (6,948-9,162) 2(3)

S An. triannulatus 4,03 (3,147-5,144) 8,76 (6,575-14,831) 6(3)
An. darlingi 3,88%(3,246-4,636) 8,11 (6,492-11,548) 3(3)

An. albitarsis 4,15%(3,408-5,060) 8,43 (6,630-12,608) 4(3)

CL — Concentracdes letais estimada para matar 50 e 90% das larvas. LCI, LCS — limite de
confianca inferior e superior de 95%. y%- Chi quadrado (p < 0,05). GL — Grau de liberdade.
Letras diferentes na mesma coluna indicam diferenca estatistica (p < 0,05).

4.3.5. Avaliacéo do efeito residual

Os resultados dos bioensaios do efeito residual dos OEs e nanoemulsGes avaliados
contra A. aegypti e A. albopictus sdo demonstrados nas figuras 76 e 77, respectivamente.
Os registros demonstram que as atividades larvicidas dos OEs e das nanoemulsdes
diminuiram consideravelmente com o decorrer do tempo, porém, o efeito residual dos OEs
fora menor em comparacdo com as nanoemulsdes (p < 0,05). A exemplo disso, foi
observado que no dia 1°, os OEs de P. alatipetiolatum e P. purusanum demonstraram 100
e 84% de atividade contra larvas de A. aegypti, decaindo para 3 e 0% no 5°. Engquanto 0s
registros das atividades em NEPa e NEPp no 1° dia foram de 100%, decaindo para 24 e

2% no 10°, respectivamente (Figura 89).
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Figura 76. Resultado do efeito residual dos OEs e nanoemulsfes avaliados contra larvas
de A. aegypti.
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Fonte: Oliveira, A.C (2019).

Com larvas de A. albopictus, o efeito residual dos OEs P. alatipetiolatum e P.
purusanum registrados no 1° dia foram respectivamente de 100%, decaindo para 3% no 3°
dia. Enquanto o efeito residual de NEPa e NEPp entre os dias 1 ao 7° foram de 100 a 6%
(p < 0,05) (Figura 90). O decréscimo da atividade de OEs em relacdo ao tempo também foi
reportado por Coitinho et al., (2006), ao identificar que as atividades larvicida dos OEs de
Eucalyptus globulus (Myrtaceae), Azadirachta indica (Meliaceae) e Caryocar brasiliense
(Caryocaraceae) avaliadas contra Sitophilus zeamais (Curculionidae) foram consideradas
inexpressivas ap6s 60 dias de experimento. Posteriormente, Coitinho et al., (2010)
impregnou graos de milho com os OEs de P. hispidum e P. marginatum (Piperaceae) e 0s
usou como alimento inseticida contra S. zeamais (Curculionidae), os resultados
demonstraram que a atividade dos OEs cairam para 0 e 53% ap0s 60 dias de analise. Esses
resultados também foram corroborados por Treichel et al., (2015) ao registrar o decréscimo
de 83,7 para 38,9% da atividade do OE de Baccharis trimera (Asteraceae) entre os dias 1
e 90 avaliado contra S. zeamais (Curculionidae). Enquanto que os efeitos residuais dos OEs
de Cinnamomun zeylanicum (Lauraceae), Laurus nobilis (Lauraceae), Brassica napus
(Brassicaceae) e Zea mays (Poaceae) contra ovos, larvas e adultos de Callosobruchus
maculatus (Coleoptera) foram considerados significativos os periodos inicias do
experimento, obtendo de 100% de atividade, decaindo para 19,99 ao final do estudo (Lopes
etal., 2010).
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Figura 77. Resultado do efeito residual dos OEs e nanoemulsdes avaliados contra larvas
de A. albopictus.
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O emprego de substdncias naturais como OEs com acdo inseticida sdo uma
alternativa na substituicdo aos inseticidas sintéticos cujo os efeitos negativos sdo o
desenvolvimento da resisténcia, bem como a poluicdo ambiental e risco a satde humana
(Kordali et al., 2007a), devido aos OEs ndo deixarem residuo no ambiente por serem
biologicamente volateis (Costa et al., 2005). Entretanto, a rapida degradacdo € um fator
negativo quando se trata de efeito residual, pois € necessario que sejam realizadas
aplicagdes da substancia inseticida em curtos intervalos de tempo, uma vez que, substancias
com prolongado efeito residual permitem maior controle e monitoramento da populagéo
de um determinado inseto, além de reduzirem o custos do processo de obtencdo da
substancia biologica (Silva et al., 2010).

As nanoemulsdes tem como finalidade, proteger a substéncia ativa de degradagéo
que pode ser desencadeados pela temperatura ou luz, afetando a atividade inseticida, além
disso, a nanoemulsdo melhora a solubilidade e estabilidade que € realizada por uma camada
de surfactante ou camadas de surfactantes (Assis et al., 2012), enquanto o efeito residual
prolongado das nanoemulsdes em comparagdo aos OEs € explicada pela liberacdo lenta do
principio ativo (OE) no habitat aquatico, desse modo a biodisponibilidade do principio
ativo na agua mantem a toxicidade letal para as larvas, prolongando o tempo para que seja
realizada uma nova aplicacdo do inseticida. Em condicGes favordveis de temperatura,
umidade e alimento, o ciclo de vida do Aedes pode ocorrer em até cinco dias e considerando
os resultados ovicidas, larvicida e pupicidas, além do efeito residual demonstrados, as

nanoemulsdes aplicadas em campo poderiam manter reduzidas a densidade populacional
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do vetor durante 10 dias, até que seja realizada uma nova aplicacdo (Abirami et al., 2016;
Volpato et al., 2016a; Oliveira et al., 2017).

5. CONCLUSOES

A andlise de CG-EM permitiu classificar que os 6leos essenciais de P. purusanum
e P. alatipetiolatum sdo constituidos principalmente por sesquiterpenos contendo
majoritariamente as substancias ishwarone e p-cariofileno. Além disso, os OEs
demonstraram importante atividade contra as formas imaturas (ovo, larva e pupa) do A.
aegypti e A. albopictus, vetores primario e secundario da dengue no mundo,
respectivamente. Além de atividade larvicida contra An. darlingi, An. nuneztovari, An.
triannulatus e An. albitarsis, principais vetores da malaria no Amazonas, com posterior
atividade na inibicdo da AChE, correlacionado que o mecanismo de acdo dos OEs ocorrera
no sistema nervoso central dos animais. Ademais, a seguranca toxicolégica dos OEs para
futura aplicacdo em ambiente natural foi identifica apos testes contra A. salina
demonstrarem CLso > 1000 pg/mL. Os ensaios microbioldgicos também demonstraram
significativa atividade contra as bactérias S. aureus e E. faecalis.

As sinteses desenvolvidas com Tween 20 e 5 mg dos OEs de P. purusanum e P.
alatipetiolatum permitiram o desenvolvimento de nanoparticulas esféricas estaveis com
tamanho médio de 135 e 315,6 nm, respectivamente. As quais demonstraram atividades
ovicidas, larvicidas e pupicidas superiores em comparacdo aos OEs. Essa eficiéncia
também foi identificada no ensaio residual, demonstrando que 0s nanosistemas
permanecem ativos por um periodo de 10 dias em relacdo aos OEs, possibilitando maior
controle das populagdes do vetor, reducédo de custos e tempo de aplicacdo do inseticida.

Fatores bidticos e abidticos encontrados no habitat natural dos anofelinos
influenciaram negativamente no desenvolvimento das larvas. Devido a isso, as coletas
foram drasticamente prejudicadas. Esses eventos aliados a complexa especificidade de
ambientalizacdo e manutencdo das larvas em condicBes de laboratorio, prejudicaram a
realizacdo dos testes ovicidas, pupicidas e efeito residual. Considerando que a malaria é
uma das enfermidades com grande relevancia na regido amazonica, os provaveis resultados
positivos obtidos desses testes serviriam de fomento para elaboragdo ou adequacdo de
metodologias mais especificas considerando a biologia de cada vetor.

Diante dos significativos resultados obtidos, as nanoemulsdes carreadas com 0s
OEs extraidos das espécies P. purusanum e P. alatipetiolatum podem ser considerados uma

ferramenta segura nos controles dos vetores da dengue e malaria. O estudo possibilita que
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novos estudos sejam realizados contra outros insetos vetores de endemias caracteristicos

da regido amazonica.
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