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“Nao importa onde vocé parou... em que momento da vida vocé cansou...

O que importa é que sempre é possivel e necessario recomecar.

) Recomecar é dar uma nova chance a si mesmo...

E renovar as esperancas na vida e, o0 mais importante...

Acreditar em vocé de novo. Se desejarmos fortemente o melhor e...
Principalmente, lutarmos pelo melhor...

O melhor vai se instalar em nossa vida.

Porque sou do tamanho daquilo que vejo. E ndo do tamanho da minha altura.”

Carlos Drummond de Andrade



RESUMO

Os produtos sintéticos utilizados para o controle de insetos podem causar
diversos danos no ambiente como um todo, por isso estudos de plantas com
propriedades inseticidas e repelentes reforcam a necessidade da utilizacdo de
recursos renovaveis e rapidamente degradaveis. Com o objetivo de desenvolver um
novo equipamento para teste de repeléncia em culicidae utilizando uma nova
metodologia de analise do comportamento de fémeas de Aedes (Stegomyia) aegypti
(Linnaeus, 1762) diante de produtos repelentes sintéticos e naturais, o presente
estudo buscou realizar experimentos com o equipamento desenvolvido, observando
seu desempenho em repelir ou atrair as fémeas e sua eficacia em avaliar produtos
repelentes sintéticos, bem como o potencial efeito repelente do éleo essencial da T.
pallida, e o potencial efeito larvicida dos extratos aquoso, hexéanico, diclorometano,
metandlico e o hidrolato obtido durante a extracdo do dleo essencial da T. pallida.
Os experimentos foram realizados na sala de criagdo sob condi¢cdes controladas e
monitoradas de temperatura e umidade relativa do ar. Os testes com o novo
equipamento foram denominados de “método novo” em que as fémeas tinham duas
opcoes de escolha, mao com éleo ou mao controle, porém sem o contato direto com
o hospedeiro. Primeiramente o método novo foi avaliado pelo seu desempenho
através de produtos repelentes sintéticos denominados de A, B e C, realizados em
60 repeticdes com duracao de 30 minutos cada um. O método novo foi comparado
com o “método convencional’ para analisar o potencial como repelente do 6leo
essencial da meliacea T. pallida. Foram utilizadas um total de 1.500 fémeas de Ae.
aegypti, em concentracdes de 0,2%; 1%; 2%; 3% € 4% do bleo da planta diluido em
etanol, em 90 repeticdes de 15 minutos. O efeito larvicida dos extratos da T. pallida
foi testado em um total de 300 larvas de 3° instar, durante 24 horas em camara
climatizada (BOD). Os resultados obtidos evidenciaram que o0 equipamento
adaptado para testar o efeito de substancias sobre mosquitos, pode ser utilizado
para avaliacao de produtos que possuem como objetivo repelir fémeas de Culicidae,
pois 0s experimentos com repelentes sintéticos apresentaram resultado significativo,
porém o Oleo da T. pallida revelou discreto efeito repelente nas concentragdes mais
elevadas (3% e 4%). A metodologia utilizada é menos agressiva e mais ética néo
precisando expor o pesquisador ao desconforto das picadas dos mosquitos. Porém,
deve-se levar em consideracdo as possiveis variacdes nos teores das substancias
ativas presentes no 6leo da planta, que podem mostrar resultados contraditérios em
diferentes experimentos. Os extratos ndo apresentaram resultados satisfatorios
como larvicidas e necessitam de um refinamento para que seja possivel avaliar se,
realmente, a planta ndo tem efeito sobre as larvas de Ae. aegypti, bem como de
outras espécies de culicideos ou se existe uma concentracdo ideal para que o0s
extratos sejam eficientes como inseticidas.

Palavras-chave: Repeléncia, equipamento teste, 6leo essencial, larvicida.



ABSTRACT

The need of female mosquitoes to undertake the bloodmeal is directly
linked to the development of eggs. Being able for blood intake, a female starts a
strategy to seek this nutritional source, guided by signals of a host, approaching
and getting in contact when the perceived scent is attractive, or not, when
inhibited by products that cause repellant. Some chemical products may cause
damages to the environment as a whole; therefore, the study of plants with
insecticide and repellent properties reinforces the requirement for the use of
renewable and rapidly degradable resources. With the purpose to analyze and
evaluate a new method to test the repellant, and simultaneously, the effect of
extracted substances from the native species Trichilia pallida P. Browne on Aedes
(Stegomyia) aegypti (Linnaeus, 1762), the present study performed tests with the
developed equipment, observing its performance to repel, attract or inhibit
females, in addition to evaluate its artificial and natural repellent products.
Besides, the potential of the essential oil of T. pallida and the larvicide potential of
aqueous extracts, hexanic, dichloromethane, methanolic and hidrolact extract,
obtained from the extraction of oil in T. pallda was also analyzed. The
experiments were performed in the breeding room at Departamento de Zoologia
of Universidade Federal do Parana under controlled conditions of temperature
and air-humidity. The tests with the new equipment were named as “new method”,
in which the female specimens had two options: greasy hand or control, though
without direct contact with a host. At first, the new method had its performance
evaluated through repellent chemical products, namely A, B and C, with 60
replicates of 30 minutes each. The new method was compared to the
“conventional method” in order to analyze the repellent potential of the essential
oil of the Meliaceae T. pallida. A total of 20 females of Ae. aegypti were employed
in oil plant diluted in ethanol (concentrations 0,2%; 1%; 2%; 3% and 4%) in 90
replicates of 15 minutes each. The extracts larvicide effect was tested in 20 larvae
of third instar, per experiment, during 24 hours in BOD chamber with climatic
control. The encountered results evidenced that the adapted equipment which
tests the effect of products on mosquitoes may be used to the evaluation of
products that aim to repel culicid females, because, in higher concentrations, the
repellant of Ae. aegypti was positively observed. In addition, it is a less aggressive
and more ethical methodology which does not need to expose the researcher to
the discomfort of mosquito bites. Notwithstanding, one must take into account the
possible variations in the tenor of the active substances found in the plant oil that
might display conflicting results in different experiments. The extracts did not
present satisfactory results, requiring refinements so that it should be possible to
evaluate whether the plant really does not have effect over the larvae of Ae.
aegypti, as well as of other culicid species, or if there is an ideal concentration for
the extracts to become efficient insecticides.

Keywords: Repellant. Test equipment. Essential oil. Larvicide.
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1. INTRODUCAO

A estratégia usada pelos mosquitos para encontrar as fontes sanglineas
corresponde ao rastreamento ativo combinado com a espera em locais freqiientados
pelos hospedeiros. Sob o ponto de vista epidemiolégico, tais lugares podem ser
representados pelos domicilios humanos e abrigos de animais domésticos
(FORATTINI, 2002).

Nos culicideos os estimulos de orientacdo sao percebidos dependendo das
condigbes ideais de fatores externos, como temperatura, umidade, velocidade do
vento, chuva e intensidade de luz, e de fatores internos, como estado fisioldgico,
sexo, idade e preferéncia alimentar, que influenciam na resposta da fémea aos
odores do hospedeiro. Encontrando o ambiente favoravel para a busca do
hospedeiro, a fémea se orienta através dos érgdos dos sentidos, como a viséo e o
olfato, que é o responsavel pela percepcdo das substancias atrativas que séo
liberadas pelo hospedeiro através da respiracdo e do suor. Todos estes estimulos
contribuem para assinalar ao mosquito a presenca do hospedeiro que lhe sera a
fonte sangtinea (FORATTINI, 2002).

Apobs o encontro do local, os estimulos visuais vao desempenhar um papel
importante na ativagcdo do comportamento de busca e localizacdo do hospedeiro a
longa distancia, como o contraste e intensidade de luz, enquanto que a distancias
mais curtas, 0s sinais quimicos ajudam os mosquitos a identificar uma pluma de
odor que os orienta até o hospedeiro (TORRES-ESTRADA & RODRIGUEZ, 2003).
Ao se orientar primeiramente através da visdo, além da intensidade de luz que é
percebida pelos mosquitos, eles também conseguem discernir um minimo de
movimento, cor e formas, sendo para os padrées humanos uma percepg¢ao dos
aspectos mais grosseiros do ambiente (BIDLINGMAYER, 1994). Esse fato ocorre
principalmente com espécies diurnas e agressivas, como 0s representantes de
Aedes e Psorophora, que estao adaptados a realizar o repasto sanglineo nos
hospedeiros em atividade. Nao se aplica as espécies de habito noturno, como
Anopheles e Culex, que preferem abordar o hospedeiro em situacao pouco reativa,
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como o sono, onde o odor do hospedeiro € considerado o mais importante, pois o
estimulo visual € minimo ou até inexistente (MBOERA et al., 1998).

O sucesso das fémeas em realizar o repasto sanguineo depende da
localizacdo do hospedeiro, sendo assim estimulos, internos e externos,
combinados desencadeiam alguns eventos com a finalidade de facilitar o seu

encontro pelos mosquitos.

A fase de receptividade ao hospedeiro ocorre quando a fémea, apos a
emergéncia e o amadurecimento fisiolégico, encontra-se apta para a ingestdo de
sangue e, de acordo com a espécie, adota uma estratégia para a busca deste
recurso nutricional. Na fase de ativacdo o mosquito entra em contato com algum
sinal do hospedeiro, que pode ser visual ou olfativo e vai orientad-lo em direcdo a
este estimulo; e na fase final de atracdo a fémea aproxima-se do hospedeiro,
entrando em contato ou ndao (PINTO, 2001). Os estimulos olfativos, chamados de
cairombnios, sdo sinais que beneficiam o receptor, como os atraentes e o0s
fagoestimulantes, substancias que estimulam a alimentacdo dos predadores ou
parasitas, geralmente observado nos insetos hematéfagos (PAIVA & PEDROSA-
MACEDO, 1985; HOWSE et al., 1998).

Diversas substancias quimicas agem como cairoménios na atratividade dos
mosquitos pelo hospedeiro, entre as substancias eliminadas principalmente por
humanos e animais, encontra-se o diéxido de carbono (CO,) liberado através da
respiracao (EDMAN, 1979) e o acido lactico liberado pelo suor. Ao entrar em contato
com estimulos de temperatura e umidade do corpo do hospedeiro, através de
termorreceptores e higrorreceptores localizados nas antenas, a fémea decide se vai
ou nao introduzir a probdscide para realizar o repasto sangiineo.

Para a maioria dos seres vivos 0s sinais quimicos desempenham um papel
relevante na transmissdo de informacdes biologicamente importantes, sendo a
comunicagdo quimica entre individuos feita com auxilio de substancias volateis
biosintetizadas pelo organismo e excretadas para o ambiente pelo emissor. Este
sinal vai entdo provocar uma resposta do individuo receptor, que pode ser imediata
ou a longo prazo, alterando o seu comportamento ou a sua fisiologia (PAIVA &
PEDROSA-MACEDO, 1985).
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O sistema nervoso dos insetos constitui a conexao entre os 6rgaos sensoriais
que captam os estimulos do ambiente, e os 6rgdos executores das respostas
representados principalmente pela musculatura e sistema glandular. O sistema
nervoso é dividido em trés partes, sendo uma delas conhecida como sistema
nervoso periférico onde sdo encontrados o0s neurdnios sensoriais que estao
associados aos 6rgaos dos sentidos (FORATTINI, 1996).

Os aspectos fundamentais dos sinais olfativos, percebidos pelos érgaos dos
sentidos nos mosquitos, tém revelado o envolvimento de receptores olfativos nos
sensilos das antenas e no palpo maxilar (ZWIEBEL & TAKKEN, 2004). A resposta
ao CO, é apresentada a partir do palpo maxilar na maioria dos culicideos, enquanto
as células receptoras de outros volateis do hospedeiro sdao predominantemente
encontradas na antena, embora diversas células receptoras no palpo maxilar
também podem responder a outros volateis (GRANT & O'CONNELL, 1996 Apud
ZWIEBEL & TAKKEN, 2004).

A percepcao de estimulos olfativos, nos insetos em geral, € um fenémeno
altamente complexo devido as interacées dos receptores com o sistema nervoso
central, onde a informagéo é integrada e interpretada, traduzindo-se nas respostas
comportamentais, e a resposta final é ainda influenciada pelo fato do individuo ter
sido anteriormente exposto ao estimulo ou ndo (PAIVA & PEDROSA-MACEDO,
1985).

Todo o processo que desencadeia na necessidade das fémeas em realizar o
repasto sangiineo esta diretamente ligado ao desenvolvimento dos ovos a partir dos
produtos resultantes da digestdo do sangue ingerido, os quais sdo convertidos em
substancias protéicas integrantes do vitelo. A partir do momento em que a fémea
necessita sair em busca de alimento ha normalmente uma preferéncia por
hospedeiro, no qual ocorre diferenciacdao entre as populacdes de culicideos.
Zoofilicos, alimentando-se preferencialmente em animais, ou antropofilicos,
preferindo o homem como hospedeiro, e nesse caso 0 mosquito adquire habitos em
relacdo a fonte e passa a freqientar o mesmo ambiente, desenvolvendo a
domiciliagédo, passando a se alimentar dentro ou fora dos domicilios, chamados de
endofilicos e endofagicos ou exofilicos e exofagicos, respectivamente.
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Devido as diferengcas que existem de composicdo e quantidade dos
compostos volateis liberados nas emanagdes de humanos em relacdo aos liberados
pelos animais, os mosquitos zoofilicos que preferem hospedeiro animal, respondem
preferencialmente ao CO,, como observado em Anopheles (Cellia) quadriannulatus
Theobald, 1911; e ao octenol liberados na respiracdo, e os antropofilicos que
preferem hospedeiro humano, respondem ao acido lactico e uma variedade de
compostos do suor, como 0s acidos graxos que mostram efeito atrativo para Aedes
(Stegomyia) aegypti (Linnaeus, 1762) (TORRES-ESTRADA & RODRIGUEZ, 2003).

Ha também uma variacdo, de pessoa para pessoa, em relagcdo a
concentracdo dos compostos que sao liberados. Relatos apontam pessoas adultas
como sendo mais atrativas do que criancas para Anopheles (Nyssorhynchus)
albimanus Wiedemann, 1820; Anopheles gambiae Patton, 1905 e Anopheles (Cellia)
farauti Laveran, 1902, e homens sdo mais atrativos para Ae. aegypti do que
mulheres (KNOLS et al., 1995).

Andlises da composicdo das emanacdes da pele humana revelaram a
presenca de 300 a 400 compostos quimicos, incluindo &cidos carboxilicos, aldeidos,
alcoois, cetonas, amidos, sulfidos, entre outros, porém somente poucos desses
compostos, como acido lactico, octenol e CO, tém se mostrado mais atrativos para
mosquitos (PURI et al, 2006) e na maioria das investigacbes a atracdo ocorre

quando os compostos estdo combinados.

Acido lactico

O suor humano é reconhecido como atrativo para varias espécies de
insetos, e entre os seus componentes o0 &cido lactico € encontrado em maior
concentracao e € considerado principal para a atracdo. Na pele humana € o produto
final da glicélise durante o metabolismo anaerdbico das células mioepiteliais das
glandulas sudoriparas ecrinas, que estdo presentes em todo o corpo e
desempenham um papel importante na termorregulacao.

A quantidade de acido lactico produzida por humanos é maior do que em

outros mamiferos e as diferencas na atracdo que os humanos exercem sobre as
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fémeas de mosquitos esta associada com a quantidade dessa substancia que é
liberada, sendo relacionada com a densidade de glandulas sudoriparas ecrinas
presentes, sua atividade e diferencas de pH (TORRES-ESTRADA & RODRIGUEZ,
2003).

Sendo assim, o efeito atrativo do acido lactico tem sido avaliado
isoladamente e também em combinacdo com outros compostos.

Comparando a atratividade de Ae. aegypti aos compostos liberados por
humanos e animais, constatou-se que devido as altas concentracées de acido
lactico exaladas da pele humana, essas sdo mais atrativas para os mosquitos do
que a pele dos animais (STEIB et al., 2001). De forma semelhante ocorreu com An.
gambiae onde os odores da pele de humanos foram mais atrativos do que os odores
da pele do gado, que causaram certa repeléncia para essa espécie (PATES et al.,
2001), mostrando que ao ser adicionado acido latico aos compostos de animais,
esses se tornam atrativos para as duas espécies de culicideos citadas devido a
capacidade que esses mosquitos tém de identificar o odor humano independente
dos odores que a ele sejam misturados (STEIB et al., 2001; PATES et al., 2001). A
variabilidade na atratividade de humanos por An. gambiae existe e pode ser
atribuida as diferencas na composicdo das emanagdes liberadas da pele
abrangendo odores do corpo, aquecimento e umidade (MUKABANA et. al., 2002).

Observagdes das respostas de pouso de An. gambiae, uma espécie
altamente antropofilica, utilizando suor humano, &cido lactico, acido 2-oxopentandico
e 0s acidos carboxilicos, mostraram que os trés primeiros sdo mais atrativos do que
o ultimo (HEALY & COPLAND, 2000). A analise do comportamento desta espécie de
Anopheles em relacdo aos compostos do suor humano, também mostrou respostas
de atracao positiva (CONSTANTINI et. al., 2001; HEALY et. al., 2002).

Assim como a atratividade é diferenciada entre os humanos e animais, o
acido lactico, nas emanacdes dos odores, para ter seu efeito atrativo precisa ser
liberado em concentracdes adequadas, pois se liberado em baixas e principalmente
em altas concentracdes pode tornar-se repelente (SANTOS NETO, 2002). Esse fato
foi observado em alguns estudos onde o acido lactico repeliu espécies de Aedes
(Ochlerotatus) sollicitans Walker, 1956; Aedes (Ochlerotatus) cantator (Coquillett,



19

1903) e Ae. aegypti, e nao atraiu espécies de Culex (Culex) pipiens Linnaeus, 1758
e Anopheles (Anopheles) maculipennis Meigen, 1818 (SMITH et. al., 1970).

Diéxido de carbono

Dentre os estimulos olfativos, o CO, é o cairoménio que tem sido mais
investigado em diferentes familias de Dipteros. Porém, a principio ndo se conhecia a
funcdo exata desse composto, alguns o consideravam apenas como ativador,
enquanto outros como ativador e atrativo. Contudo, analises de dados em campo e
laboratério, mostraram que o CO, na presenca de corrente de ar pode desempenhar
as duas fungdes, mas na sua auséncia funciona apenas como ativador (GILLIES,
1980).

Uma forte atracdo de An. gambiae pelos odores humanos foi constatada
(ZWIEBEL & TAKKEN, 2004; QIU et. al, 2004) e tem sido mostrado que essa
espécie € atraida a até 4,5% de CO,, uma dose equivalente a que é expirada
durante a respiracdo humana (DEJONG & KNOLS, 1995). Contudo, para Culex
quinquefasciatus Say, 1823 essa concentracdo de CO. é fracamente atrativa
(MBOERA et. al., 1998), mas a concentragées acima do normalmente exalado por
um humano, o CO, torna-se atrativo (CONSTANTINI et al, 1996). Cx.
quinquefasciatus responde de forma diferente aos volateis liberados pelos humanos,
variagdes nas respostas eletrofisioldégicas e de comportamento foram atribuidas ao
estado fisiolégico da fémea, periodo de atividade e a origem das emanacdes
(KNOLS et. al., 1995).

Uma comparacao da atratividade de trés diferentes padroes de CO: liberado,
25 mL/min (galinha), 250 mL/min (homem) e 2.500 mL/min (cavalo ou vaca),
mostraram que o aumento do CO. atraiu proporcionalmente mais Culex (Culex)
tarsalis Coquillet, 1896, porém diminuiu a atragdo para Cx. quinquefasciatus, Aedes
(Ochlerotatus) nigromaculis (Ludiow, 1906) € Aedes (Ochlerotatus) dorsalis Meigen,
1830 (KLINE et. al., 1990).

A atratividade de pintinhos, com peso igual, de dois a cinco dias de idade em
comparacdo com pintinhos de trés semanas de idade, mostrou que Ae. aegypti
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prefere os pintinhos mais velhos enquanto Cx. tarsalis ndo tem preferéncia.
Teoricamente um pintinho jovem produz 400mL de CO./hora € um mais velho 350ml|
de CO./hora, uma diferenca menor do que 1TmL de COs/minuto, a qual significa que
a preferéncia de Ae. aegypti pelo pintinho mais velho ndo ocorre primeiramente
devido a quantidade de CO, produzida (McIVER, 1968).

O CO; é o composto mais abundante em humanos em comparagcdo com
outros compostos, como acidos carboxilicos, acidos graxos, octenol, acido lactico,
provenientes dos odores, porém, apesar dessa abundancia, um relato sobre
propriedades repelentes da respiracdo humana que inibem a atracdo das fémeas,
pode explicar a variacdo na atratividade através das diferencas na quantidade de
CO: que é expirado (MUKABANA et. al., 2004). Uma maior ou menor taxa de CO
liberado pode ser responsavel pela diferenca na resposta de atracdo entre as
espécies de mosquitos pelo hospedeiro e, além disso, para algumas espécies esse
composto isolado pode ser menos atrativo do que quando combinado com outros
compostos presentes nas emanacdes do hospedeiro.

Volateis testados na combinacdo com CO., atrairam um numero
significativamente maior de fémeas de An. gambia, nas armadilhas iscadas com
acido lactico combinado com CO, do que nas armadilhas iscadas somente com CO,
(MURPHY et. al., 2001). Na respiragdo humana, outros volateis como o CO,, ndo
disputam um papel importante no comportamento de busca do hospedeiro por An.
gambiae, entretanto, confirmam que os cairoménios usados pelas fémeas para
localizar o hospedeiro humano sao relacionados a pele e de origem microbiana
(DEJONG & KNOLS, 1995). A associacao de outras substancias com CO, tem sido
constatada como importantes na funcdo do mosquito de localizar seus hospedeiros,
porém poucos compostos foram identificados como atrativos (TAKKEN & KNOLS,
1999).

Associacao do acido lactico ou CO, a diferentes compostos

A combinacdo dos diversos compostos presentes na pele e na respiracao

podem causar efeito atrativo para um grande nimero de espécies de mosquitos,
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porém, alguns desses compostos quando sozinhos podem nao atrair ou até mesmo
causar a repeléncia. O acido lactico e o CO, sdo considerados 0os compostos mais
importantes encontrados nas emanacgdes dos odores humanos, e agem por
sinergismo com compostos que aparecem discretamente nos odores, e que isolados
nao causam atracdo nos mosquitos, porém quando combinados ao acido lactico ou
ao CO, podem se tornar muito mais atrativos ou entdo ndo causarem efeito sobre os
mosquitos (BERNIER et. al., 2003).

Em estudo de campo utilizando armadilha luminosa CDC observou-se que
poucas espécies foram atraidas ao octenol sozinho, porém, quando combinado com
CO., na presenca ou auséncia de luz na armadilha, pelo menos duas vezes mais
espécimes de Aedes, Anopheles, Culex e Psorophora foram coletados (RUEDA et.
al., 2001). Investigando a resposta de atracdo, de determinadas espécies de
mosquitos, aos odores da pele humana transferidos para uma placa de Petri de
vidro, SCHRECK et. al. (1990) observaram uma resposta mais significativa para Ae.
aegypti, enquanto SCHRECK et. al. (1981) e BERNIER et. al. (2002) notaram uma
variacao na atratividade dessa espécie aos residuos dos odores da pele a partir da
diminuicdo na concentracdo dos compostos quando esses foram transferidos para o
vidro, sugerindo que eles tém um tempo de vida finito. Ae. aegypti responde muito
bem a combinacdo de acido latico e CO,, mas pode responder também a
combinacao do acido lactico com outros compostos (BERNIER et. al., 2003).

Acido lactico desempenha um papel muito importante na busca do
hospedeiro pelos mosquitos, e o efeito atrativo dos acidos graxos encontrados na
pele, para Ae aegypti, s6 pdde ser notado quando o acido lactico estava presente
(BOSCH et. al., 2000). Tal efeito ocorre também com outros compostos, para alguns
de forma mais significativa devido as concentracdes e o seu potencial atrativo
quando combinado, para outros essa atracao pode nao ser muito forte ou nem
existir, talvez por ndo apresentar propriedades atrativas para os mosquitos ou
também por serem mais volateis acarretando em uma diminuicdo de concentracao
com o passar do tempo (SCHRECK et. al.,1981 e BERNIER et. al.,2002).

EIRAS & JEPSON (1991) registraram que o acido lactico e o suor da mao
sozinhos nao atrairam as fémeas, mas quando combinados com elevada quantidade

de CO. passaram a ser atrativos.
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Acido lactico e octenol adicionados ao CO, aumentaram a captura de Aedes
(Ochlerotatus) taeniorhynchus (Wiedemann, 1821), Anopheles (Anopheles) atropos Dyar
& Knab, 1906 e Anopheles (Anopheles) crucians Wiedemann, 1828, enquanto para
espécies de Culex (Melanoconin) spp. Theobald, 1992 o &cido lactico reduziu as
capturas e o octenol aumentou, sendo observado o oposto para Wyeomyia
(Wyeomyia) mitchellii (Theobald, 1905) € Culex (Culex) nigripalpus Theobald, 1901 (KLINE
et. al., 1990).

Devido a urbanizacao e o turismo crescente na costa da regiao sudoeste de
Queensland, Australia, armadilhas de vigilancia e controle de vetores do virus Ross
River, como Aedes (Ochlerotatus) vigilax (Skuse,1889) e Culex (Culex) annulirostris
Skuse, 1889, foram utilizadas com CO, e octenol, mostrando que o octenol sozinho
foi pouco atrativo para Ae. vigilax, aumentando significativamente sua captura e
também de Aedes (Verrallina) funereus (Theobald, 1903) quando ao octenol foi
adicionado CO,, sugerindo que o octenol pode ser considerado como um
suplemento para armadilhas com CO. para vigilancia de mosquitos transmissores de
arbovirus na Australia, contudo, capturas de Cx. annulirostris e Culex (Culex) sitiens
Wiedemann, 1828 ndo variaram significativamente (KEMME et. al., 1993).

De um modo geral a grande variacdo observada na atratividade dos
mosquitos ao hospedeiro em relacédo as diferentes substancias que sao liberadas,
mostra que nao existe um padrao especifico de substancia atrativa para todas as
espécies, mas que cada espécie responde de maneira diferente a determinados
compostos dependendo também das concentragbes, das preferéncias e das
condi¢cées ambientais favoraveis para a busca do hospedeiro.

Armadilhas e equipamentos

Pesquisas que avaliam o potencial de atracdo que os odores humanos
causam nos mosquitos, muitas vezes sao realizadas em laboratério através de
equipamentos adaptados para este tipo de andlise. EIRAS & JEPSON (1991) e
GEIER & BOECKH (1999) observaram o comportamento de Ae. aegypti diante do

acido lactico e do CO,, provenientes das maos, através de um modelo de tunel de
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vento em forma de tubo em Y, chamado de olfatbmetro, e constataram o potencial
atrativo dessas substancias. O bioensaio em tunel de vento apresentado €
especialmente adaptado para o teste de comportamento dos efeitos de odores
sintéticos e também de odores de origem natural, devido a rapida resposta dos
mosquitos, a sensibilidade e a simplicidade dos procedimentos testados. GEIER et
al. (1999) também analisaram o comportamento de Ae. aegypti diante do acido
lactico e do CO. provenientes da pluma de odores da pele humana, através do
método do tunel de vento.

O tunel de vento em forma de tubo em Y pode ser eficiente principalmente
para bioensaios com a finalidade de avaliar o efeito atrativo de odores, sintéticos ou
naturais, pois nas duas extremidades menores do tubo sdo liberados os odores que
seguem, com o vento liberado, até o tubo principal de onde virdo as fémeas que
poderao optar pelo lado mais atrativo.

Bioensaios em tunel de vento ndo podem ser realizados para investigar o
comportamento dos mosquitos quando expostos a estimulos fisicos ou a gradientes
de temperatura, pois a pluma de odor pode difundir para cima. Porém, EIRAS &
JEPSON (1994) usaram um plano alternativo para investigar os efeitos do estimulo
do odor humano nos mosquitos em uma area fechada. Utilizando o olfatdmetro
descrito por Feinsod & Spielman (1979) conseguiram investigar simultaneamente a
interacdo entre os estimulos fisicos (calor e umidade) e quimicos (acido lactico e
odor humano). Utilizando vapores de agua e correntes de convecgao, obtiveram
uma resposta altamente significativa para a atratividade de Ae. aegypti aos odores
das maos humanas (EIRAS & JEPSON, 1994).

MBOERA et al. (1998) analisaram o comportamento de fémeas de Cx.
quinquefasciatus frente a estimulos com odores variados, através de um olfatdmetro
com duas opgcdes de escolha. O equipamento adaptado, no sentido horizontal,
oferecia as fémeas duas opcdes de entrada, uma com o odor e outra com o controle,
ambas localizadas uma ao lado da outra, porém sem ocorrer interferéncia e mistura
de odores.

Em uma gaiola experimental desenvolvida por McIVER (1968) com um prato

girando, juntamente com um tipo de armadilha adesiva, foi testada a preferéncia por
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odores de aves jovens e camundongos, mostrando resultados semelhantes ao
estudo de campo onde Ae. aegypti mostrou maior atratividade por camundongos.

Utilizando uma técnica de armadilha refrigerada para captura de odores de
animais que possibilita a separacao de odores nao quimicos de CO,, observou uma
preferéncia onde o CO, ocorria em maior abundancia, independente de onde estava
sendo liberado (McIVER, 1968).

Testes em campo para avaliar odores atrativos geram bons resultados e
podem ser realizados de maneira simples. KNOLS et al.,1995 utilizando barracas
ocupadas por humanos, observaram que determinadas espécies de mosquitos
respondem de diferentes formas as substéncias de origem bacteriana, pois algumas
pessoas sao mais atrativas do que outras, e mesmo apods desocupadas a
atratividade dentro das barracas persistiu por algum tempo. Resultado semelhante
foi obtido por MURPHY et al. (2001) através de armadilhas luminosas operadas
préximas de cabanas onde pessoas dormiam, permanecendo ligadas durante toda a
noite atraindo o maximo de insetos possivel, principalmente espécies do género
Anopheles, sendo coletados no periodo da manha.

A armadilha luminosa é uma opcao para captura, ndo s6 de mosquitos como
de outros insetos, possivel de ser utilizada préxima de abrigos humanos ou de
animais e também no interior ou borda de matas, somente com luz, com odores
atrativos adaptados na armadilha ou através de iscas, como utilizado por TISSOT &
NAVARRO (2004) em estudo para investigar a preferéncia por hospedeiro e
estratificacao de culicideos em area de remanescente florestal.

ANDRADE & BUENO (2001b) avaliaram aparelhos eletrénicos repelentes de
mosquitos introduzindo a mao com o aparelho ligado e desligado em gaiolas com
fémeas de Aedes (Stegomyia) albopictus Skuse, 1894, na comparacao final
constataram falhas na eficacia desse recurso.

A metodologia utilizada para avaliar o efeito repelente de produtos ou
equipamentos, normalmente, se resume a introducdo da mao de um voluntario
impregnada com o produto ou da mao segurando o equipamento repelente, dentro
de uma gaiola com um numero elevado de mosquitos, sendo estipulado um tempo
de teste que pode variar, e ao final realizada a contagem das picadas ou das fémeas

atraidas. Esse método muitas vezes mostra-se eficaz, porém a exposicao de uma
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pessoa ao desconforto e incomodo, devido as picadas, nao parece ser o modo mais
ético para investigacao de repelentes.

ODALO et. al. (2005) avaliaram o efeito repelente de seis espécies
diferentes de plantas para An. gambiae s.s., e obtiveram resultado significativo
utilizando o método de introduzir a mao, a ser oferecida as fémeas de mosquitos,
coberta com éleo essencial da planta, durante trés minutos. A mesma metodologia,
porém utilizando parte do dedo humano e da superficie da pele de um rato jovem, foi
adotada por ANDRADE & BUENO (2001a) para comparacao dos métodos de
andlise utilizando cinco produtos repelentes.

Utilizando um olfatbmetro modificado do original descrito por Feinsod &
Spielman (1979), DOGAN & ROSSIGNOL (1999) investigaram o comportamento de
fémeas de Ae. aegypti ao discriminar entre atracao, inibicdo e repeléncia, de 22
formulacbes quimicas e oito diluicbes com DEET. O equipamento funcionava no
sentido vertical, diferente da maioria que funciona no sentido horizontal, as fémeas
eram liberadas na camara do meio e tinham a opcao de se deslocar em direcao a
camara inferior onde estava o estimulo, em dire¢cdao a camara superior, o controle, ou
entdo permanecerem na camara do meio sendo inibidas, por um periodo de oito
minutos, ao final foi registrado o numero de mosquitos que estavam proximos da

parte superior, da inferior e do meio.

Repelentes sintéticos

Um dos compostos quimicos considerados como o mais eficiente € o DEET
(N,N-dietil-meta-toluamida), formulado para uso tépico como repelente de insetos em
1953 e comercializado a partir de 1956 (ROBBINS & CHERNIACK, 1986), pode ser
encontrado na formulagao de varios produtos utilizados atualmente.

Recentemente DITZEN et. al. (2008) analisaram o comportamento de An.
gambiae e de Drosophila melanogaster (Meigen, 1830) (Brachycera: Drosophilidae),
testaram as respostas eletrofisiologicas dos neurdnios sensoriais olfatérios nas
antenas dos insetos. Os resultados mostraram que, em ambos, o DEET bloqueia as

respostas desses neurbnios a odores normalmente atraentes.
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Estimativas baseadas em entrevista e vendas em uma cidade da Tanzania,
constataram que 2,5 milhdes de residentes chegam a gastar até um milhdo de
dolares por més em produtos repelentes. Globalmente, o mercado desses produtos
atinge um valor de dois bilhées de délares por ano (PATES et al., 2002).

ANDRADE & BUENO (2001a) avaliaram comparativamente repelentes
sintéticos comerciais para protecdo pessoal contra fémeas de Ae. albopictus e
observaram efeito positivo para estes produtos. Enquanto GOVERE et al. (2000)
compararam trés repelentes comercializados no Sul da Africa, sendo um deles o
DEET, utilizando uma espécie de Anopheles, e obtiveram resultados com niveis
satisfatorios de protecao pessoal desses produtos como repelentes.

Em um Parque Nacional no Sul da Africa, GOVERE et al. (2001) observaram
que o DEET apresentou resultados positivos na protecdo contra o vetor local da
maléria Anopheles arabienses Patton, 1905, reduzindo o numero de picadas. Nesta
mesma localidade, DURRHEIM & GOVERE (2002) constataram a reducdo de
picadas, da espécie citada, de 80 para 69% ao aplicar 15% de DEET.

O DEET mesmo sendo utilizado para repeléncia, de acordo com DOGAN et
al. (1999) pode ter um efeito atrativo. O acido lactico, presente no suor humano, é
atrativo para os mosquitos, sendo constatado que na auséncia de um hospedeiro
que estivesse liberando acido lactico, DEET foi atrativo e na presenca do hospedeiro
liberando acido lactico o DEET foi inibidor.

Efeito das substancias extraidas de vegetais sobre os insetos

A toxicidade de uma substancia quimica em insetos ndo a qualifica
necessariamente como um inseticida. Diversas propriedades devem estar
associadas a atividade, tais como eficacia mesmo em baixas concentragdes,
auséncia de toxicidade frente a mamiferos e animais superiores, auséncia de
fitotoxicidade, facil obtencao, manipulacao e aplicacao, viabilidade econémica e nao
ser cumulativa no tecido adiposo humano e de animais domésticos. Dentro da
classificacao de inseticidas séo incluidas também substancias que repelem e que
atraem insetos (VIEGAS JUNIOR, 2003).
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O efeito repelente de plantas sobre insetos também tem sido avaliado. Espécies
vegetais pertencentes a familia Meliaceae, ordem Rutales, tém se destacado por
possuirem composicao quimica semelhante e conter compostos limondides com
acao contra varias espécies de insetos, além de geralmente possuir baixa toxicidade
(MARTINEZ, 2002).

Os compostos quando extraidos podem mostrar sua eficiéncia na protecao
pessoal, tal como o 6leo obtido da semente de Carapa guianensis Aubl., espécie
pertencente a familia Meliaceae conhecida popularmente como andiroba, que
confirma sua atividade larvicida, inseticida e de repeléncia contra os mosquitos A.
aegypti e Cx. quinquefasciatus.

Substancias obtidas do cha das folhas e o extrato dos frutos de Melia
azedarach L. (familia Meliaceae), de origem asiatica, conhecida como cinamomo,
sao inseticidas. SOUZA & VENDRAMIM (2001) no estudo da atividade inseticida de
extratos aquosos de meliaceas, em mosca-branca (Bemisia tabaci, Hemiptera,
Aleyrodidae), constataram efeito ovicida apenas com os extratos de frutos verdes e
folhas de M. azedarach.

Ha muito tempo tem-se pesquisado a habilidade da espécie Azadirachta
indica A. de Jussieu (familia Meliaceae) em repelir insetos, sendo descrita pela
primeira vez na literatura em 1928 e 1929 por dois cientistas Indianos, R.N. Chopra
e M.A Husain, porém sua importancia foi demonstrada somente em 1962.

O nim, como é conhecida popularmente a A. indica, é originaria da india e de
Myanmar, €& wusada principalmente como planta medicinal, sombreadora,
recentemente como inseticida, adubo, na producdo de madeira, entre outros, tem
demonstrado ser eficaz em varios aspectos, causando efeito em mais de 500
espécies de insetos, tais como envenenamento e repeléncia de larvas e adultos,
impede que as fémeas depositem ovos e inibe o desenvolvimento de ovos, larvas e
pupas, entre outros efeitos (MARTINEZ, 2002).

O o6leo de nim destaca-se como um produto ecologicamente correto e
eficiente. E totalmente isento de efeitos nocivos para animais e até o momento nio
representa perigo aos inimigos naturais e aos insetos benéficos. Seu poder
controlador de insetos esta relacionado a uma série de ingredientes ativos, sendo os

principais conhecidos como tetranortriterpendides, mais especificamente limondides,
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este grupo que engloba uma série de substancias é caracteristico de espécies
pertencentes a familia Meliaceae.

Os limonodides representam o nivel maximo na seqiéncia de produgao de
terpendides, em plantas que normalmente ndo sao atacadas por insetos (VIEGAS
JUNIOR, 2003).

SHARMA et al. (1995) avaliaram a acao repelente do 6leo de nim, em
campo, sobre diferentes espécies de culicideos e constataram que ele pode ser
aplicado como medida de protecdo pessoal contra picadas, principalmente para
espécies dos géneros Anopheles, Aedes e Culex.

A utilizacao de 6leos essenciais obtidos através da destilacédo teve origem na
China, expandido posteriormente ao ocidente, aperfeicoando-se. O seu
desenvolvimento industrial surgiu na Europa, mais exatamente na Grécia. Na
destilacdo ocorre o processo de separacdo das misturas liquidas, baseado na
diferenca de composi¢coes dos constituintes nas fases liquida e de vapor em
equilibrio, devido a diferenca de volatilidade entre os componentes do liquido.

DUA et al. (1995) testaram creme de nim contra Ae. albopictus, Ae. aegypti e
Cx. quinquefasciatus, entre outras espécies, e mencionaram que a sua aplicacao
pode ser uma alternativa segura e adequada de protecdo contra mosquitos, pois a
aplicacdo do creme mostrou-se eficaz como repelente por aproximadamente 4
horas.

O estimulo para realizacdao de novas pesquisas com espécies pertencentes
a familia Meliaceae, com o objetivo de encontrar novas espécies com atividade
inseticida e novos compostos, parte dos bons resultados obtidos com a utilizacdo do
nim.

Do mesmo modo que os extratos de nim, os extratos das demais meliaceas
também podem causar repeléncia, alterar o crescimento, prolongar o
desenvolvimento, impedir a muda, afetar a reproducao, causar mortalidade, entre

outros efeitos, sobre varios grupos de insetos (MARTINEZ, 2002).

Apesar de serem menos pesquisadas que o nim e 0 cinamomo, algumas
meliaceas pertencentes ao género Trichilia L., subfamilia Melioideae onde também
encontram-se 0s géneros Melia e Azadirachta, possuem potencial como inseticida.

Os seus extratos sdo conhecidos por possuirem uma variedade de propriedades
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bioldgicas, incluindo analgésico, inseticida e atividade inibidora de crescimento em
insetos. Sua atividade contra insetos tem sido atribuida ao grupo dos
tetranortriterpendides que inclui o hirtin e o trichilin (SIMMONDS, 2001). O estudo da
Trichilia também se destaca por ser um dos géneros com maior numero de espécies,
cerca de 70, e por se apresentar amplamente distribuida nas regiées tropicais das
Américas, onde foi pouco explorado até entdo (BOGORNI & VENDRAMIM, 2003).

O efeito de Trichilia havanensis Jacq. em larvas do besouro da batata
(Leptinotarsa decemlineata, Coleoptera, Chrysomelidae) foi observado no Colorado,
onde os compostos do extrato da planta refletiram no modo de acéo das proteases
digestivas e nas enzimas de detoxificacao do inseto (ORTEGO et al.,1999).

WHEELER & ISMAN (2001) observaram uma forte atividade contra picada
de formiga no uso do extrato de Trichilia americana Pennington, e WHEELER et al.
(2001) incluiram o extrato de vérias espécies dessa planta na dieta artificial de larvas
de lepidoptera (Spodoptera litura, Lepidoptera, Noctuidae), algumas das espécies
reduziram significativamente o crescimento das larvas apés 7 e 10 dias. Ja haviam
relatos referente a reducao de até 50% no crescimento dessas larvas de lepidoptera,
sendo que o extrato da casca mostrou ser o tecido mais ativo em relacdo a outras
partes da planta (XIE et al.,1994).

Estudos utilizando 3% do extrato do caule de Trichilia pallida P. Browne,
conhecida popularmente como catigua, mostraram eficiéncia como inseticida sobre
as lagartas-do-cartucho do milho, Spodoptera frugiperda (Lepidoptera, Noctuidae),
causando 86% de mortalidade. A adicdo de extratos de folhas e ramos da mesma
espécie obtidos com acetato de etila, no alimento dessas largatas, prolongou a fase
larval e reduziu o peso das pupas. A traca-do-tomateiro, Tuta absoluta (Lepidoptera,
Gelechiidae), também apresentou suscetibilidade aos extratos aquosos de folhas e
ramos de T. pallida, sendo que a 5% (p/v) os extratos causaram 80% de mortalidade
das lagartas em laborat6rio (MARTINEZ, 2002).

SOUZA & VENDRAMIM (2001) também desenvolveram experimentos para
avaliar a atividade inseticida do extrato aquoso de T. pallida em mosca-branca, B.
tabaci, e observaram que os ramos foram a Unica estrutura que proporcionaram

mortalidade de ovos em relacdo ao cértex e as folhas.
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A variacao no efeito de uma planta inseticida em funcao da estrutura vegetal
utilizada para o preparo do extrato, se deve ao fato de os compostos fitoinseticidas
nao estarem distribuidos uniformemente por toda a planta (SOUZA & VENDRAMIM,
2001).

BALANDRIN et al. (1988) constataram, em A. indica, que do total dos 25
componentes volateis que haviam sido identificados até aquele periodo, cerca de
75% encontravam-se nas sementes e o demais estavam presentes em outras partes
da planta.

Para Trichilia esse efeito diferenciado também € conhecido. A raiz e o cértex
de T. roka apresentam atividade inseticida, provavelmente devido a presenca de
sendamina e 7-acetiltriquilina (GRAINGE & AHMED, 1988 Apud SOUZA &
VENDRAMIM, 2001), substancias que inibem a alimentagdo e o crescimento de
diversas espécies de insetos (KLOCKE, 1987).

O género Trichilia P. Browne pertence a familia Meliaceae e conta com quase
70 espécies distribuidas por toda a América tropical, Africa e regido Indo-Malaia
(SOUZA et al.,2001).

A espécie Trichilia pallida conhecida popularmente como baga-de-morcego ou
catigua, encontra-se amplamente dispersa por quase todo o pais desde a regido
Amazébnica até o Parang, faltando apenas no Nordeste (HARRY, 1998).

A T. pallida é extremamente variavel, medindo de 4 a 25 m de altura, dotada
de copa globosa, com brotos sem escamas. Possui o tronco ereto, medindo de 15 a
25 cm de diametro. As folhas sao compostas imparipenadas, trifolioladas ou
unifolioladas, com 1 a 9 foliolos subcoriaceos e glabros de 9 a 20 cm de
comprimento. Inflorescéncias em fasciculos axilares com flores unissexuadas
(plantas geralmente didicas). Fruto em capsula obovéide, deiscente, com uma Unica
semente que ao abrir-se deixa expor um arilo vermelho muito vistoso que envolve a
semente (HARRY, 1998).

T. pallida € uma planta semidecidua, heliéfita ou de luz difusa, seletiva
higrofita, secundaria, caracteristica de matas de galeria e florestas umidas. Possui
dispersao ampla porém descontinua e esparsa ao longo de sua area de distribuigéo,
com freqUéncia baixa. Produz anualmente grande quantidade de sementes viaveis,

amplamente disseminadas pela avifauna (HARRY, 1998).
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Essa espécie tem o habito de formar agrupamentos distantes um dos outros
com uma média de 10 individuos por grupo, e uma densidade média de seis
individuos por hectare de mata ciliar (ZIMBACK, 2004).

Floresce quase o ano todo, ocorrendo com maior intensidade durante os
meses de novembro a fevereiro, e os frutos amadurecem principalmente entre
dezembro e marco (HARRY, 1998). Porém segundo PATRICIO & CERVI (2005) a
época de floragdo no estado do Parana ocorre entre janeiro e junho, tendo frutos
maduros a partir de maio.

De acordo com MORELLATO (2004) in MORELLATO (1996) as flores de
Trichilia pallida sao atrativas para um grande numero de polinizadores incluindo
vespas e abelhas, mas os principais polinizadores sao dipteros da familia Syrphidae.

Extratos de plantas vém sendo utilizados pelo homem desde a Idade Antiga,
numa pratica que persiste até hoje, com mais de 2.000 espécies de plantas
conhecidas por suas propriedades inseticidas (VIEGAS JUNIOR, 2003).

Atualmente Ae. aegypti transmissor do virus da dengue e da febre amarela,
apresenta uma ampla dispersdao em areas urbanas por todo o mundo devido ao seu
comportamento sinantropico e ao habito antropofilico. Por ser uma espécie de
importancia médica e que mostra maior atracdo pelo acido lactico (ZWIEBEL &
TAKKEN, 2004) vem sendo utilizada como objeto de estudo em pesquisas para o
desenvolvimento de estratégias de combate a larvas e adultos. Formas imaturas séo
monitoradas através de bioensaios com substancias larvicidas (ANSARI et al., 2000;
SIMAS et al., 2004; FURTADO et al., 2005; SILVA et al.,, 2006; ABDELKRIM &
MEHLHORN, 2006). O comportamento de busca do local para oviposicdo e do
hospedeiro para a alimentacao pelas fémeas é observado utilizando organismos
vivos, substancias quimicas ou vegetais com potencial repelente (NAVARRO et al.,
2003; LICCIARDI et al., 2006).

Constatando os danos que os produtos quimicos podem causar no ambiente
como um todo, o estudo de plantas com propriedades inseticidas e repelentes
reforca a necessidade da utilizagdo de recursos renovaveis e rapidamente
degradaveis. Estas vantagens sdo atribuidas ao emprego de substancias extraidas
de plantas silvestres quando comparadas ao emprego dos produtos sintéticos, além

do desenvolvimento da resisténcia dos insetos a essas substancias ser um processo
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lento, pois sdo compostas da associacao de varios principios ativos, sao de facil
acesso e apresentam baixo custo (ROEL, 2001).

Com o objetivo de analisar e avaliar um novo método para testes de
repeléncia de Ae. aegypti ao efeito das substancias extraidas da planta 7. pallida. O
presente estudo buscou realizar testes com o novo equipamento desenvolvido,
observar o seu desempenho em repelir, atrair ou inibir as fémeas do mosquito e
avaliar sua eficacia em testes com produtos repelentes quimicos sintéticos. E
principalmente avaliar o potencial como repelente do déleo essencial da T. pallida,
pertencente a uma das familias de plantas com histérico de investigagdo, por
questbes ambientais e de sustentabilidade, evitando assim a introducéo de espécies

exéticas e o0 uso de produtos sintéticos.
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1.1. OBJETIVO GERAL

Desenvolver uma nova metodologia através de equipamento para testar
substancias repelentes e avaliar a capacidade do 6leo essencial da planta Trichilia
pallida Swartz (Sapindales, Meliaceae) em repelir, atrair ou a auséncia de efeito em
fémeas de Aedes aegypti, durante a procura do hospedeiro humano para realizar a

hematofagia.

1.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.2.1. Elaborar o equipamento e executar os experimentos de repeléncia de
Culicidae, que elimina o contato hospedeiro-vetor;

1.2.2. Conferir a eficacia da técnica empregada através dos testes utilizando
produtos quimicos sintéticos repelentes;

1.2.3. Extrair e identificar os compostos quimicos presentes no o6leo
essencial da T. pallida;

1.2.4. Avaliar o potencial de repeléncia ou atragdo do 6leo essencial de T.
pallida, no comportamento de hematofagia de Ae. aegypti.

1.2.5. Avaliar o hidrolato, o extrato aquoso, os extratos hexanico, metandlico

e diclorometano e o 6leo essencial de T. pallida, como inseticida para larvas de Ae.

aegypti.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Equipamento elaborado para testar repeléncia ou atracao

O equipamento de andlise de repeléncia foi desenvolvido e construido no
Laboratério de Entomologia Médica e Veterinaria da Universidade Federal do
Parana, em material acrilico, a caixa central medindo 24,5 cm x 24,5 cm de
tamanho, dois tubos de 45 cm de comprimento e 5,5 cm de didmetro saindo das
laterais opostas com abertura nos dois extremos, em cada uma das laterais foram
acoplados tubos que acabam em duas caixas menores com 15 cm de tamanho e
aberturas laterais de 10 cm de didmetro onde foram feitos os testes, sendo as maos,
com o produto e o controle, inseridas no interior das caixas menores. O equipamento
permaneceu vedado durante todos os experimentos, com um fluxo de ar saindo de
dentro para fora através de um sistema de ventilacdo adaptado utilizando um
“cooler” pequeno de computador instalado na face superior da caixa central, com
dimensdes de 8 cm x 8 cm e aproximadamente 2.000 rpm (Figuras 1 e 2).

Os experimentos foram realizados na Sala de Criagcdo de insetos do
Departamento de Zoologia da UFPR, com temperatura e umidade monitorados e
controlados, em 25°C e 60 a 70%, respectivamente. Dados da temperatura e
umidade no interior do equipamento também foram registrados durante a realizacéo

dos experimentos, utilizando um termohigrémetro digital.
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FIGURA 1 - DESENHO ESQUEMATICO DO EQUIPAMENTO PARA TESTE DE REPELENCIA
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FIGURA 2 - EQUIPAMENTO PARA TESTE DE REPELENCIA DESENVOLVIDO NA UFPR
Legenda: (A) caixa central para liberagdo das fémeas; (A1) circulagdo do ar de
dentro para fora, 110V; (A2) abertura para acesso a caixa central; (A3) sensor do
termohigrémetro para controle da temperatura interna e temperatura e umidade
externas; (B1) e (B2) passagem das fémeas até as maos, esquerda sem produto e
direita com produto; (C1) e (C2) caixas laterais para liberar os odores, controle e
6leo respectivamente; (D) termohigrometro digital com sensor externo e interno; (E)
cronémetro digital.

2.2. Produtos repelentes sintéticos comerciais

Para avaliar o desempenho do equipamento foram utilizados trés produtos
repelentes sintéticos encontrados a disposicdo no mercado que foram denominados
de produto A, produto B, ambos formulados com DEET; Aloe barbadensis Mill. =
Aloe vera (L.) Burm.; éalcool e fragrancia, e produto C composto por agua,
butilenoglicol, etil butilacetilaminopropionato, alcool laurilico etoxilado, fosfato de
potassio monobasico, fosfato de sodio dibasico, fragrancia e EDTA disssddico. Com
excegao do produto C, os produtos A e B possuem na sua composi¢cdo o DEET
(N,N-dietil-meta-toluamida), substancia quimica muito utilizada na maioria dos

produtos repelentes sintéticos comerciais.
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2.3. Trichilia pallida

2.3.1.Aspecto morfologico da Trichilia pallida

R -
FIGURA 3 - ASPECTO DAS FOLHAS DE Trichilia pallida, COLETADAS NA MATA PRESERVADA
PERTENCENTE A FAZENDA DORALICE, LOCALIZADA NO MUNICIPIO DE IBIPORA, PARANA

FIGURA 4 - ASPECTO DOS FRUTOS DE Trichilia pallida, COLETADAS NA MATA PRESERVADA
PERTENCENTE A FAZENDA DORALICE, LOCALIZADA NO MUNICIPIO DE IBIPORA, PARANA
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2.3.2. Local de coleta de Trichilia pallida

A coleta foi realizada no municipio de Ibipora (Latitude 23°17’ Sul e Longitude
51°3’ Oeste) limitando-se ao Norte com Sertandpolis, a Oeste e Sul, com Londrina, e
a Leste com Jataizinho. A sua altitude € de 486 metros na sede municipal
(http://www.samaeibi.com.br/munic%EDpio.htm).

O local encontra-se as margens do Rio Tibagi, no Norte do Parana, distante
12Km da cidade de Londrina, Latitude entre 28°08°47” e 23°55’46” Sul e Longitude
entre50%52'23” e 51°19°11” Oeste (http://www.londrina.pr.br/cidades/londados.php3).

Os ramos e folhas da planta foram coletados na Fazenda Doralice que possui
260 alqueires e localiza-se a 8 Km de Ibipora. A area da fazenda, no periodo em que
foram realizadas as coletas, estava sendo utilizada para o cultivo de soja e palmito,
o local de coleta € uma area de mata preservada margeada pelo Rio Tibagi (Figura 5
e 6). As coletas foram realizadas nos meses de Dezembro de 2006, Abril e Outubro
de 2007. As arvores utilizadas encontram-se em trés pontos distintos da mata, a
primeira mais préxima do inicio da mata e da plantacdo de soja a uma distancia de
aproximadamente 120m, a segunda dentro da mata e préxima do rio distante da
primeira aproximadamente 400m e a terceira na mata mais fechada, também
proxima ao rio, e distante da segunda aproximadamente 250m (Figura 7).

N\ §

FIGURA 5 - SEGMENTO DA FZNDA DORALICE, IBIPORA, PARANA, MARGEADA PELO RIO
TIBAGI
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FIGURA 6 - PEQUENA AREA DA FAZENDA DORALICE, IBIPORA, PARANA - ASPECTO DA
ENTRADA DA MATA PRESERVADA, ONDE FORAM REALIZADAS AS COLETAS
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FIGURA 7 — VISTA PARCIAL DA FAZENDA DORALICE, IBIPORA, PARANA — ESPECIE Trichilia
pallida UTILIZADA PARA A COLETA E POSTERIOR EXTRACAO DO OLEO, NO INTERIOR DA
MATA PRESERVADA

2.3.3. Extracao e analise do 6leo essencial

Para obter uma resposta mais adequada dentro do objetivo proposto, foi
extraido o 6leo essencial das folhas e ramos de T. pallida, pois com o éleo sao
extraidas grande parte das substancias volateis, e podem ser armazenadas por um
tempo maior sem que haja a perda dessas substancias.

Primeiramente, as folhas e ramos de T. pallida foram secos em estufa a 40°C,
por 48 horas. Apds esse periodo foram triturados em um liquidificador até a
obtencao do pé. Em um balédo de dois litros foi adicionado um litro de agua destilada
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e aproximadamente 200g do pd da planta. A extracao foi feita por hidrodestilacao,
em aparelho tipo Clevenger (Figura 8), no Laboratério de Produtos Naturais e
Ecologia Quimica (LAPNEQ), do Departamento de Quimica da Universidade Federal
do Parana.

Na destilacao tipo Clevenger, o aquecimento da agua até a fervura provoca a
formacao de vapor que arrasta os compostos mais volateis. Apds a condensacéo,
estes compostos separam-se da agua por decantacdo. Na destilacao por arraste a
vapor o material é sujeito a temperaturas préximas dos 100 °C, o que podera levar a
decomposicdo dos constituintes termoldbeis. O aquecimento prolongado em
contacto com a agua, podera conduzir a hidrélise de ésteres, polimerizacdo de
aldeidos ou decomposicao de outros compostos (BERNARDO-GIL et. al., 2002).

A composicao quimica do 6leo foi determinada através da técnica de
Cromatografia gasosa/espectrdmetro de massas (GC/MS), sendo a analise efetuada
em equipamento Varian, modelo Saturno 2000, equipado com coluna capilar CP-Sil
8 CB (5% - fenil-metilsiloxano com as seguintes dimensdes: 30 m x 0,25 mm x 0,25
um (espessura do filme). O gas He foi empregado como gas de arraste a um fluxo
de 1,0 mL/min e a razdo do fluxo injetado na coluna (“Split Flow”) foi ajustada para
uma relagdo de 20:1. As temperaturas do injetor e do detector foram mantidas a
250°C. A temperatura do forno seguiu a seguinte programacgdo: 60°-280°C a
3°C/min. A energia para a ionizagdo das moléculas foi de 70eV e a temperatura da
fonte de ion foi de 180°C. Os componentes individuais foram identificados por
comparacao de seus indices de retencdo e espectros de massas com os dados dos
compostos auténticos citados em literatura (ADAMS, 1995; JENNINGS &
SHIBAMOTO, 1980). Na Cromatografia gasosa (CG) os compostos foram
submetidos a analise usando o instrumento Varian 3800, equipado com uma coluna
com as mesmas dimensdes e polaridade similar (VA-5) a da coluna empregada na
analise de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas. As
condigbes de analise foram as mesmas descritas acima. O CG foi equipado com
detector de ionizacdo de chamas (FID). As porcentagens dos compostos na amostra
foram calculadas através das areas de seus picos, sem correcdo para fatores de

resposta.
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O equipamento do tipo Clevenger funciona com sistema de arraste a vapor,
sendo a base forrada por uma manta (1) que aquecida, passa o calor para o baldo
volumétrico contendo o pé da planta e agua destilada (2), entra em ebulicao dando
inicio ao processo de extracdo. O vapor contendo as substéncias do 6leo, é
arrastado através do equipamento (3 e 4), passa por um sistema de refrigeracéo (5),
sendo em seguida armazenado (6). O 6leo permanece no equipamento até o
encerramento do processo de extracdo (6 e 7), aproximadamente quatro horas,
juntamente com o residuo do 6leo diluido na agua destilada, denominado de
hidrolato, onde podem ser encontradas algumas substancias que nao puderam ser
extraidas. Ao encerrar o procedimento, o 6leo é retirado do equipamento, sendo
separado do hidrolato, fase aquosa em contato com o 6leo, durante o processo (7)
(Figura 8).

“% s

1 . ;-l
FIGURA 8 - EQUIPAMENTO DO TIPO CLEVENGER - LABORATORIO DE PRODUTOS
NATURAIS E ECOLOGIA QUIMICA (LAPNEQ)

2.4. Aedes aegypti em testes de repeléncia

As fémeas adultas de Ae. aegypti utilizadas nos testes foram obtidas através
da reproducao da colénia Rockeffeler mantida na Sala de Criacdo do Departamento
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de Zoologia da UFPR, a uma temperatura de 25°C + 1°C e umidade relativa 60 a
70%, alimentadas diariamente com uma solucdo de mel a 10% e uma vez por
semana com sangue de cobaia BalbiC. A utilizagdo de cobaia foi aprovada pelo
Comité de Etica e Experimentacdo Animal (CEEA) do Setor de Ciéncias Bioldgicas
da Universidade Federal do Parana, a qual refere-se o certificado de numero 235.

No novo equipamento elaborado, foi desenvolvido o “método novo”.
Inicialmente neste equipamento foram feitos experimentos com produtos de acgéo
repelente e apds a finalizacao desta etapa, deu-se inicio aos testes com o éleo de
T. pallida. Através do método novo, comparado com o que denominamos de
“método convencional” de testes, onde a mao de um voluntario € inserida no interior
de uma gaiola com um numero elevado de fémeas, por um periodo variavel em
minutos, até que seja registrado a primeira picada ou até o término do tempo

programado, sendo entdo contados o niumero de picadas.

2.4.1. Testes com repelentes através do método novo

Para os experimentos realizados através do método novo com os produtos
repelentes, denominados os produtos de A, B e C. Foram utilizadas um total de
1.200 fémeas, sendo 400 para cada produto testado, 20 fémeas por teste, em 20
repeticbes. Para cada teste, as maos da voluntaria foram higienizadas com produto
neutro e em seguida, 0,5 mL do produto repelente foi espalhado na mao direita,
enquanto a mao esquerda serviu como controle. Foi observado o desempenho do
novo equipamento, durante 30 minutos, através da repeléncia das fémeas pelo
produto quimico, atracdo pelo controle ou a auséncia de escolha, onde
permaneceram na gaiola principal, ndo optando por um dos dois lados. Os testes
foram efetuados no periodo diurno, respeitando a preferéncia para atividade de
hematofagia de Ae. aegypti, com o0 hospedeiro sentado, ou seja, em posicdo de
descanso, ndo tendo realizado esforgo fisico anteriormente a realizagcao dos testes.
Os dados de temperatura e umidade relativa dentro do equipamento e da sala foram
monitorados e registrados.
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2.4.2. Teste com dleo de T. pallida

O potencial de repeléncia e/ou atracdo do 6leo essencial de T. pallida foi
testado através da nova metodologia e comparado com o método convencional.
Para cada experimento foram utilizadas 20 fémeas de Ae. aegypti, totalizando 300
fémeas por concentracdo e 1.500 fémeas nas cinco concentragdes do bleo. A idade
das fémeas variou entre 5 a 7 dias, possivelmente copuladas, pois espécimes
estenogamicas sdo capazes de se acasalar em pequenos espagos durante o voo ou
em pouso sobre uma superficie (CONSOLI & OLIVEIRA, 1998) e necessitando de
sangue para o desenvolvimento dos ovos. Os testes com Ae. aegypti foram
desenvolvidos no periodo diurno, nas mesmas condigcdes que foram efetuadas para
0s experimentos com repelentes.

O Oleo utilizado nos experimentos foi solubilizado em etanol nas
concentragdes 0,2%; 1%; 2%; 3% e 4%. Apos a higienizacdo das maos foi aplicado
na mao direita, que permaneceu no interior da gaiola de uma das extremidades do
equipamento enquanto a mao esquerda sem nenhuma substincia serviu de
controle, e foi introduzida na gaiola da outra extremidade. Nestas condi¢cdes
observou-se durante 15 minutos o numero total de fémeas que se aproximaram das

maos. Foram realizadas 15 repeti¢cdes para cada concentracao.

2.4.3. Teste com 6leo de T. pallida através do método novo

Nos testes realizados com o 6leo de T. pallida, através do método novo,
analisou-se o comportamento das fémeas que tinham por escolha a mao com éleo
aplicado ou a mao sem dleo introduzidas em lados opostos dentro do equipamento.
As fémeas ao deslocar-se na direcdo da mao com Oleo seriam atraidas, e ao
contrario voando em direcdo da mao controle, seriam repelidas pelo 6leo. Durante o
periodo de 15 minutos, foram quantificadas, a cada minuto, apenas as fémeas que
pousaram na tela protetora ao final dos tubos, nas trés opcdes. O total de fémeas
observadas em cada experimento foi registrado, sendo considerado para as analises

0 nimero mais elevado de fémeas que ocorreu durante os 15 minutos de teste. Foi
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registrado também o tempo em que a primeira fémea entrou em contato com a tela
protetora para ambos ao lados, com e sem produto, denominado de tempo de
atragdo. Os dados de temperatura e umidade relativa dentro do equipamento e da
sala foram monitorados e registrados (Figura 9).

FIGURA 9 - EXPERIMENTO REALIZADO ATRAVES DO METODO NOVO PARA TESTE DE
REPELENCIA E/OU ATRACAO- EM EVIDENCIA FEMEAS DE Aedes aegypti ATRAIDAS PELA
MAO CONTROLE INSERIDA NA CAIXA LATERAL DO LADO ESQUERDO DO EQUIPAMENTO

2.4.4. Testes com dleo de T. pallida através do método convencional

Os testes realizados através do método convencional para testar o éleo da T.
pallida, foram iniciados logo apéds o término dos testes realizados através do método
novo. A mao tratada com o 6leo foi introduzida em um gaiola de dimensées 30 cm x
30 cm, com 20 fémeas no seu interior. Nas mesmas condi¢oes fisiolégicas das
fémeas utilizadas nos testes anteriores. Através do cronémetro digital foi registrado o
tempo em que a primeira fémea foi atraida e o tempo da primeira picada. O controle
foi realizado utilizando a mesma metodologia do teste realizado com o éleo. Os
testes foram desenvolvidos no periodo diurno, respeitando as preferéncias
fisiolégicas da espécie de culicidae para a realizacdo do repasto sanglineo. Os
experimentos foram efetuados na sala de criagdo, com temperatura e umidade
monitoradas (Figura 10).
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FIGURA 10 - EXPERIMENTO REALIZADO ATRAVES DO METODO CONVENCIONAL PARA
TESTE DE REPELENCIA UTILIZANDO UMA GAIOLA COMUM COM FEMEAS DE Aedes aegypti

2.5. Bioensaios com extratos

Neste experimento foram utilizadas larvas de 3° instar de Ae. aegypti,
oriundas da criagdo mantida na Sala de Criacao do Departamento de Zoologia. Os
ensaios com as larvas foram realizados para avaliar o efeito das substancias
extraidas da T. pallida utilizando diferentes solventes. Para os experimentos foram
utilizadas 20 larvas por concentracdo em quatro réplicas, transferidas para copos
plasticos com a solugdo dos extratos diluidos em dimetilsulfoxido (DMSO)
misturados em proporgdes equivalentes de agua mineral e mantidas em camara
climatizada (BOD) por 24 horas com temperatura e umidade controladas.

O controle para os experimentos com extratos, exceto hidrolato, foi realizado
a partir de 25 mL, 15 mL, 7,5 mL e 5 mL de DMSO, misturado em 4gua mineral em
proporgdes equivalentes que resultaram em 100 mL de solugéo total.

Apo6s 24 horas de exposicao nos tratamentos foi registrado o numero de
larvas mortas, considerando aquelas que nao apresentaram movimentos e nao

respondiam a nenhum estimulo.
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2.5.1. Hidrolato

A atividade da fase aquosa que permaneceu em contato com o 6leo foi
resultante da extracado do éleo, que apresenta quantidade minima de substancias na
sua composicao. Foi utilizado 0,5; 1 e 1,5 mL diluido em 100 mL de agua. As larvas
de Ae. aegypti foram transferidas para a solugdo diluida do hidrolato onde

permaneceram por 24 horas em camara climatizada (BOD).

2.5.2. Extrato aquoso

O extrato aquoso foi preparado utilizando 10g de folhas e ramos secos em
estufa a 40°C por 72 horas, ap6s esse periodo foram triturados em liquidificador e
misturados em 100 mL de agua destilada. A mistura foi aquecida a 50°C por quatro
horas, e permaneceu em repouso a temperatura ambiente por 48 horas. As
concentracdes do extrato utilizadas foram 0,5; 1; 2; 3 e 5 mL. O teste controle foi
realizado utilizando apenas agua mineral. As larvas de Ae. aegypti foram
transferidas para a solucéo diluida do extrato aquoso onde permaneceram por 24
horas em camara climatizada (BOD).

2.5.3. Extrato hexanico (éter de petréleo)

O extrato hexanico foi obtido a partir de 30g de folhas e ramos secos em
estufa a 40°C por 72 horas, ap6s esse periodo foram triturados em liquidificador e
misturados em 250 mL do solvente éter de petréleo. A mistura foi concentrada em
trés repeticbes durante o periodo de 24 horas (Figura 11). As substancias da T.
pallida extraidas com éter de petréleo foram isoladas do solvente através do
equipamento denominado rotaevaporador a 40°C, as substancias extraidas foram
armazenadas em local escuro sendo diluidas apenas no momento em que os testes

foram realizados (Figura 12).
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Para os bioensaios, o extrato hexanico foi diluido em dimetilsuféxido (DMSO)
em 25, 15, 7,5 e 5 mIL e misturados com agua mineral em proporcdes equivalentes
que resultaram em 100 mL de solugédo total. As larvas de Ae. aegypti foram
transferidas para a solucao diluida do extrato hexanico, em quatro réplicas de cada
concentragcdo, onde permaneceram por 24 horas em camara climatizada (BOD).

2.5.4. Extrato diclorometano

O extrato diclorometano foi obtido logo apds a extracdo com éter de petroleo
utilizando a mesma porcado de planta que ja havia sido utilizada, extraindo outras
substancias. Foi adicionado 250 mL do solvente diclorometano e concentrado em
trés repeticbes durante o periodo de 24 horas (Figura 11). As substancias da T.
pallida extraidas com diclorometano foram isoladas do solvente através do
rotaevaporador a 40°C, as substancias extraidas foram armazenadas em local
escuro sendo diluidas apenas no momento em que os testes foram realizados
(Figura 12).

Para os bioensaios, o extrato diclorometano foi diluido em DMSO a 25, 15,
7,5 e 5 mL e misturados com agua mineral em proporcdes equivalentes que
resultaram em 100 mL de solucédo total. As larvas de Ae. aegypti foram transferidas
para a solucdo diluida do extrato diclorometano, em quatro réplicas de cada
concentracdo, onde permaneceram por 24 horas em camara climatizada (BOD).

2.5.5. Extrato metanolico

O extrato metandlico foi obtido apds a extragdo com diclorometano utilizando
a mesma porcao de planta que ja havia sido utilizada. Foi adicionado 250 mL do
solvente metanol e concentrado em trés repeticbes durante o periodo de 24 horas
(Figura 11). As substancias da T. pallida extraidas com metanol foram isoladas do

solvente através do rotaevaporador a 40°C, as substancias extraidas foram
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armazenadas em local escuro sendo diluidas apenas no momento em que os testes
foram realizados (Figura 12).

Para os bioensaios, o extrato metandlico foi diluido em DMSO a 25, 15, 7,5 e
5 mL e misturados com agua mineral em proporcdes equivalentes que resultaram
em 100 mL de solucdo total. As larvas de Ae. aegypti foram transferidas para a
solucdo diluida do extrato metandlico, em quatro réplicas de cada concentracéo,

onde permaneceram por 24 horas em camara climatizada (BOD).

FIGURA 11 - ASPECTO DE 3 REPETICOES DA EXTRAGCAO DE SUBSTANCIAS DAS FOLHAS E
RAMOS DA PLANTA Trichilia pallida UTILIZANDO ETER DE PETROLEO, DICLOROMETANO E
METANOL

FIGURA 12 - ROTAEVAPORADOR UTILIZADO PARA SEPARAR OS SOLVENTES ETER DE
PETROLEO, DICLOROMETANO E METANOL DAS SUBSTANCIAS EXTRAIDAS DA PLANTA
Trichilia pallida
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2.6. Analise Estatistica

A estratégia adotada para a analise dos resultados, obtidos através dos
testes realizados com os produtos repelentes e com o 6leo de T. pallida, foi a
utilizacdo de métodos estatisticos nao-paramétricos, para comparacao dos dados
que nao possuiam distribuicio normal. As metodologias utilizadas para esses
resultados foram os testes de Wilcoxon, alternativo ao teste t, como utilizado por
GEIER & BOECKH (1999); SIMMONDS (2001) e Kruskal Wallis, alternativo ao
ANOVA. O teste de Wilcoxon é aplicado para comparar dois grupos de dados
relacionados, e o teste de Kruskal-Wallis para comparar grupos de dados
independentes.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Método novo x repelentes quimicos

Com o objetivo de testar odores repelentes de maneira menos agressiva e
ética, uma primeira tentativa foi realizada utilizando equipamento adaptado do tipo
tunel de vento em forma de tubo em Y, semelhante ao utilizado por EIRAS &
JEPSON (1994) e GEIER & BOECKH (1999), para odores atrativos. O primeiro teste
com repelentes comerciais mostrou ineficiéncia, pois ao serem liberados os odores,
do repelente e do controle, nas extremidades paralelas do tubo em Y, o repelente
volatilizou e impregnou o equipamento por completo, ndo sendo possivel avaliar o
comportamento das fémeas frente a fonte de odor.

Em funcdo dos resultados obtidos na primeira tentativa de teste, um novo
equipamento foi adaptado para avaliar odores. Para ndao ocorrer impregnacao dos
odores dos produtos repelentes por todo o equipamento, os tubos foram colocados
em extremidades opostas, e 0 ar ao invés de ser liberado para o interior foi sugado
de dentro para fora, assim os odores passaram pelos tubos laterais e sairam pela
extremidade superior da gaiola principal, onde foram liberadas as fémeas, sem que
odor liberado de um lado interferisse no odor liberado do outro lado.

O equipamento desenvolvido, no sentido horizontal, se parece com o
utilizado por DOGAN & ROSSIGNOL (1999) no sentido vertical para verificar
atracdo, repeléncia e inibicdo simultaneamente, porém com adaptacdes para ser
utilizado testando produtos diretamente nas maos do hospedeiro humano, sem
ocorrer contato direto com o mosquito. Esta técnica foi denominada de “método
novo”, para diferencia-lo da metodologia utilizada, normalmente, para avaliar
produtos repelentes no qual denominamos de “método convencional”’, onde um
voluntario introduz uma das mé&os dentro de uma gaiola comum com ndamero
elevado de fémeas. O método convencional, normalmente é eficiente, porém pode
causar desconforto devido as picadas e também problemas éticos.

DOGAN & ROSSIGNOL (1999) registraram resultados positivos com o
olfatbmetro adaptado, tanto para repeléncia como para atragédo e inibicao de fémeas
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de Culicidae, e definiram como um método com caracteristicas extraordinarias que
nenhum outro parece possuir.

O método novo desenvolvido neste trabalho para testar repeléncia foi
avaliado, primeiramente, utilizando produtos repelentes comerciais. Estes produtos
receberam denominagdes genéricas, ndo sendo apresentado ao longo do trabalho o
nome comercial. As formulacdes apresentadas nas embalagens estao reproduzidas
no item material e métodos. E importante ressaltar que o objetivo principal da
investigacdo foi avaliar a eficiéncia do equipamento desenvolvido e nao dos
produtos repelentes comerciais, portanto, estes produtos foram considerados a
principio como cumprindo a tarefa apresentada em seus rétulos, ou seja, sao
eficientes, evitando a hematofagia das fémeas de Culicidae. Desta forma pode-se
avaliar o desempenho da nova metodologia, antes de submeter os produtos naturais
aos testes.

Considerando a eficiéncia dos produtos repelentes comercializados, os trés
produtos selecionados denominados A, B e C, foram utilizados durante os testes em
condigdes controladas de temperatura externa, ou seja, no interior da sala de
criagcdo e monitoradas as temperaturas interna e no interior do equipamento. Ambas
permaneceram entre 25°C e a umidade relativa da sala oscilou entre 50 e 60%. O
resultado final mostrou o desempenho do equipamento, pois 0 comportamento das
fémeas foi o esperado, tendo duas opcgdes de escolha. Do total de 1.200 fémeas
utilizadas, 21% optaram pelos controles e apenas 4% pela méao tratada com
repelente comercial. O numero de fémeas que permaneceram na caixa central, ndo
optando por nenhum dos dois lados, foi 75% do total dos 60 testes realizados com o
trés produtos quimicos (Figura 13).

O produto A foi menos atrativo com 2,2% das fémeas atraidas, seu controle
atraiu 16,7% e as fémeas que permaneceram na caixa central 81%. O produto B
atraiu 3,5% das fémeas, seu controle atraiu 19,5% e as fémeas na caixa central
77%. E o produto C atraiu 7,5% das fémeas enquanto o seu controle atraiu 25% e as
fémeas na caixa central totalizaram 67,5%. A forma como o equipamento foi
montado viabilizou a opcdo de escolha sem a necessidade de contato direto da
fémea com o hospedeiro (Figura 14).
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FIGURA 13 - PORCENTAGEM DO TOTAL DE FEMEAS ATRAIDAS PELAS MAOS TRATADAS
COM OS 3 REPELENTES COMERCIAIS E PELOS CONTROLES, E DAS FEMEAS QUE
PERMANECERAM NO INTERIOR DA CAIXA CENTRAL (n=1.200), DURANTE_OS TESTES
REALIZADOS COM OS REPELENTES QUIMICOS SINTETICOS, PARA AVALIACAO DO NOVO
EQUIPAMENTO

A permanéncia de fémeas na caixa central pode ser conseqiéncia de sua
condicao fisiolégica. Apesar de Ae. aegypti ser considerada uma espécie
estenogamica, ou seja, capaz de se acasalar em pequenos espacgos durante o v6o
ou pousadas sobre uma superficie (CONSOLI & OLIVEIRA, 1998) é praticamente
impossivel detectar se as fémeas realmente copularam, quando se trabalha com
namero elevado de individuos em uma gaiola de criagdo. Outras possibilidades
poderiam ser, 0 estresse causado pelo deslocamento das fémeas de uma gaiola
para outra ou temperatura e/ou umidade fora dos padrées ideais para a procura de
um hospedeiro pelas fémeas, de acordo com as oscilacbes observadas e
registradas dentro da sala de criacdo e no ambiente externo. Nos culicideos os
estimulos de orientacdo sdo percebidos dependendo das condi¢cdes ideais de
fatores externos, como temperatura, umidade, velocidade do vento, chuva e
intensidade de luz, e de fatores internos, como estado fisiolégico, sexo, idade e
preferéncia alimentar, que influenciam na resposta da fémea aos odores do
hospedeiro (FORATTINI, 2002).
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No sentido de avaliar se as diferencas observadas foram significativas, entre
os produtos e controles, aplicou-se o teste de Wilcoxon, ou teste “t”, entre o produto
A, B e C e seus respectivos controles. Segundo o teste, os valores da probabilidade
dos produtos e seus respectivos controles foram, para o produto A e seu controle
p=0,011; para B e seu controle p=0,019 e para C e seu controle p=0,007. Esses
resultados mostram que ha diferenca significativa entre os produtos e seus
controles, comprovando assim a eficacia do método novo para teste de repeléncia,
pois os resultados indicaram que o equipamento oferece condi¢cdes para as fémeas

discriminarem entre o hospedeiro com e sem produtos repelentes.

Para analisar a diferenca entre os produtos A, B e C, excluindo os seus
controles, aplicou-se o teste de Kruskal-Wallis, que mostrou diferenca significativa
com valor de p=0,025. O teste das médias de ocorréncia de atratividade das fémeas
para os produtos apresentou o chi® igual a 17,091; grau de liberdade df=2 e
p=0,0002. As condi¢des do experimento ainda permitem diferenciar a eficiéncia dos

produtos.
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FIGURA 14 - DIFERENCA DO NUMERO TOTAL DE FIAEMEAAS ATRAIDAS PELOS REPELENTES
COMERCIAIS, SEUS CONTROLES E O NUMERO DE FEMEAS QUE NAO OPTARAM POR
NENHUM DOS LADOS (n=1.200) AO FINAL DE 30 MINUTOS DE TESTE, ATRAVES DO
METODO NOVO, EM CONDICOES CONTROLADAS DE TEMPERATURA E UMIDADE RELATIVA
DO AR
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No momento em que a fémea, apés a emergéncia e o amadurecimento
fisiolégico, encontra-se apta para a ingestdo de sangue necessario para 0
desenvolvimento dos ovos, passa a ser receptiva aos odores e entrando em contato
com algum sinal do hospedeiro consegue detectar a fonte que lhe servira para
realizar o repasto sanguineo (PINTO, 2001).

O suor humano é reconhecido como atrativo para varias espécies de
insetos, e entre os seus componentes, o acido lactico € encontrado em maior
concentracao e é considerado principal fonte para a atracdo. A quantidade de acido
lactico produzida por humanos é maior do que em outros mamiferos e as diferengas
na atracao que os humanos exercem sobre as fémeas de mosquitos esta associada
com a quantidade liberada dessa substancia. Este fato esta relacionado com a
densidade de glandulas sudoriparas ecrinas presentes e responsaveis pela
producédo do suor composto em sua maior parte de agua e sais, a sua atividade e as
diferencas de pH (TORRES-ESTRADA & RODRIGUEZ, 2003). Nos experimentos foi
utilizado sempre 0 mesmo hospedeiro para evitar as diferencas individuais.

Comparando a atratividade de Ae. aegypti aos compostos liberados por
humanos e animais, constatou-se que devido as altas concentracées de acido
lactico exaladas da pele humana, sdo mais atrativas para os mosquitos do que a
pele dos animais (STEIB et al., 2001). De forma semelhante ocorreu com An.
gambiae, onde os odores da pele de humanos foram mais atrativos do que os
odores da pele do gado, que causaram certa repeléncia para essa espécie (PATES
et al., 2001). Ao adicionar acido latico aos compostos liberados pelos animais,
tornam-se atrativos para as duas espécies de culicideos citadas, devido a
capacidade que esses mosquitos tém de identificar o odor humano independente
dos odores que a ele sejam misturados (STEIB et al., 2001; PATES et al., 2001).

Os repelentes comerciais sao utilizados para repelir os insetos incémodos e
principalmente os mosquitos. A maioria desses produtos possui como principal
ingrediente ativo o DEET (N,N-dietil-meta-toluamida) que se encontra presente em
diferentes concentracées de acordo com a marca do produto e vem sendo utilizado
desde a década de 50 (ROBBINS & CHERNIACK, 1986) (Figura 15). Os repelentes
podem apresentar componentes quimicos diferentes em sua formulacao, geralmente

possuem fragrancia e podem ser liquidos ou em creme. Seus compostos agem
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sinergisticamente e atuam formando uma barreira ao redor do corpo impedindo que

0 mosquito se aproxime, pouse e realize o repasto sangtiineo.

O
H3C

(commons.wikimedia.org/wiki/lmage:DEET.svq)
FIGURA 15: ESTRUTURA MOLECULAR DO DEET (N,N-DIETIL-META-TOLUAMIDA)

3.2. Natureza quimica do 6leo essencial de Trichilia pallida

A composig¢édo quimica do 6leo essencial da T. pallida foi analisada e os seus
compostos foram identificados através da técnica de cromatografia gasosa acoplada
a espectrometria de massas. Através da andlise do 6leo foi possivel constatar e
identificar 13 compostos diferentes e suas respectivas porcentagens. No entanto
cinco compostos nao foram identificados, porém foram apresentadas as suas
porcentagens. Este fato sugere que € necessario um maior periodo de investigacao
(Tabela 1). Por se tratar de um género pertencente a subfamilia Melioideae, a
mesma dos géneros Melia e Azadirachta, é possivel que algumas substancias
isoladas da espécie apresentem semelhanca com as isoladas dos respectivos
géneros citados.

Oleos essenciais sdo liquidos oleosos aromaticos obtidos a partir de
diferentes partes vegetais das plantas, principalmente por hidrodestilacdo, e que ao
ficarem expostos evaporam-se facilmente no ar. Sua funcao, relacionada com a
volatilidade, envolve sinais de comunicagdo quimica entre os vegetais e podendo
atuar como armas de defesa quimica contra os animais predadores.

Como funcdes ecoldgicas dos 6leos essenciais, considera-se especialmente
a inibicdo da germinacgdo, protecdo contra predadores, atracdo de polinizadores,
protecdo contra a perda de agua e aumento de temperatura. Como exemplo, as
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plantas com polinizacdo noturna liberam aromas muito intensos nesses horarios,
devido a impossibilidade de existir o estimulo visual (CARDOSO et. al.).

Um fator importante que deve ser levado em consideracao sao as possiveis
variagcdes nos teores de substancias ativas presentes nas plantas da T. pallida
utilizadas. Sendo coletadas em épocas e localizacbes geogréaficas diferentes e
sofrendo variagdes ambientais ao longo do ano, pode mostrar resultados

contraditérios quando testada para diferentes finalidades.

De acordo com BERNARDO-GIL et. al. (2002) a composi¢cao e concentragao
dos 6leos essenciais podem apresentar diferencas de espécie para espécie, dentro

da mesma espécie, ou na mesma populacdo em diferentes periodos do ano.

TABELA 1 - COMPOSICAO QUIMICA E CONCENTRACAO RELATIVA (%) DOS OLEOS
ESSENCIAIS DE Trichilia pallida OBTIDOS POR CROMATOGRAFIA GASOSA ACOPLADA A
ESPECTROMETRIA DE MASSAS

Tempo de Retencao Kovatz Composto Porcentagem
17,391 1190 Naftaleno 1,3739
24,432 1349 Alfa-cubebeno 0,8548
25,675 1379 Alfa-copaeno 13,1729
26,271 1392 Beta-elemeno 2,0128
27,526 1424 Cariofileno 6,9564
28,985 1460 Alfa-humuleno 1,2514
29,715 1477 ? 1,0795

29,81 1479 Gama-muuroleno 0,9898
30,057 1485 ? 1,5226
30,192 1488 ? 2,934
30,391 1494 Viridifloreno 14,2923
30,692 1401 Alfa-selineno 29,6548
31,574 1422 Delta-cadineno 8,5572
31,743 1425 ? 4,7259
33,154 1565 Germacreno B 5,8989
35,445 1624 10-epi-gama-eudesmol 0,7308
35,813 1634 1-epi-cubenol 1,4579
36,976 1666 ? 0,7156

(?) = Nao identificado

Tempo de retencao: tempo que a substancia demora para sair da coluna (espectrometro de
massas).

indice de Kovatz: indice padrao ao qual o tempo de retencédo é transformado para chegar mais
proximo do valor que corresponde a substancia identificada.

Foi observada uma diferenca na quantidade de 6leo extraido das folhas e
ramos coletados nos meses de dezembro e margo. A primeira coleta, realizada no
dia 11 de dezembro de 2006, foi registrada com menor quantidade de 6leo extraido,
em comparagdo com a segunda coleta, realizada no dia 28 de marco de 2007. Esse
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fato pode estar relacionado com a variagdo sazonal na composi¢do quimica, pois
conforme a estagcédo do ano as concentragdes de principios ativos em plantas podem
variar. Como observado nos 6leos volateis de Guarea macrophylla (Meliaceae) por
LAGO et al. (2006), detectando uma variacdo sazonal dependente do grau de
oxigenacao dos compostos quimicos presentes na planta, que pode estar associada
com fatores fenoldgicos. Outra explicacao para essa diferenca, pode estar associada
a ampla diversidade genética, como observado por ZIMBACK et al. (2004) em
populacdes de T. pallida de trés localidades diferentes do Estado de Sao Paulo.

As moléculas dos compostos identificados no éleo de T. pallida pertencem
principalmente ao grupo dos monoterpenos e sesquiterpenos (Figura 16).

H
Naftaleno H
) Alfa Copaeno Beta elemeno Cariofileno
Alfa Cubebeno 13,17% 6,95%
<
X 7t H
; i H
alfa humulene N . Alfa Selineno Delta Cadineno
Gama Muurolene Viridifloreno 29.65% 8.55%%
14,30% ’ U
- I OH
™
OH
= H
Germacreno B 10 epi gamma eudesmol 1 epi cubenol

5,89%

FIGURA 16 — ESTRUTURAS MOLECULARES DOS COMPOSTOS DO OLEO DE Trichilia pallida
IDENTIFICADAS POR CROMATOGRAFIA GASOSA ACOPLADA A ESPECTROMETRIA DE
MASSAS

Os terpenos abrangem uma grande variedade de substancias de origem
vegetal, sendo o termo empregado para designar todas as substancias cuja origem
biossintética deriva de unidades do isopreno. Os compostos terpénicos mais
frequentes nos 6leos volateis sdo os monoterpenos, sendo encontrados em 90 %

nos 6leos e 0s sesquiterpenos.
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Varios monoterpenos foram isolados e avaliados quanto a toxicidade frente a
diferentes insetos, entre eles destacam-se a-pineno, B-pineno, 3-careno, limoneno,
mirceno, a-terpineno e canfeno (VIEGAS JUNIOR, 2003) (Figura 17).

°®Q
Q85
2y -

FIGURA 17: ESTRUTURAS MOLECULARES DOS COMPOSTOS a -PINENO (1), 3 -PINENO (2),

3-CARENO (3), LIMONENO (4), MIRCENO (5), a -TERPINENO (6), CANFENO (7) e 1,2-EPOXI-
PULEGONA (8)

Monoterpenos de estrutura relativamente simples, como o limoneno, mirceno
e a 1,2-epdxi-pulegona exercem funcdes de protecdo as plantas que o produzem
(VIEGAS JUNIOR, 2003) (Figura 17).

Os sesquiterpenos assim como 0s monoterpenos costumam aparecer nos
Oleos essenciais vegetais e muitos atuam como fitoalexinas, antibiéticos produzidos
pelas plantas em resposta ao ataque de microorganismos e como agentes
repelentes aos herbivoros. A atividade supressora de apetite foi relacionada ao
grupo dos sesquiterpenos, que inclui algumas lactonas e a angulatina A (VIEGAS
JUNIOR, 2003) (Figura 18).
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FIGURA 18: ESTRUTURA MOLECULAR DO COMPOSTO ANGULATINA A

Os terpendides sdo compostos formados por repeticdes de uma molécula de
cinco atomos de carbono, que sdao chamados de isopreno e classificam-se pelo
namero de unidades de isopreno que os compde. Isopreno sao hemiterpenos,
monoterpenos sdo formados por 2 moléculas de isopreno, ou seja, 10 carbonos;
sesquiterpenos sdo formados por 3 moléculas de isopreno, 15 carbonos; diterpenos
por 4 moléculas de isopreno, 20 carbonos; triterpenos por 6 moléculas de isopreno,
30 carbonos; tetraterpenos por 8 moléculas de isopreno, 40 carbonos e 0s
politerpenos por mais de 8 moléculas de isopreno, mais de 40 carbonos.

Os terpenos (E)-B-farneseno, B-humuleno, a- e B-muuroleno foram isolados
de uma espécie de Asteraceae, Chrysonthamus nauseasus, sendo que durante os
meses de verdo a sua protecao contra herbivoros ocorre em niveis elevados devido
a presenca desses terpenos. Durante o inverno esses niveis caem rapidamente pois
a planta tem suas folhas devoradas por outros animais. Durante a fase do
crescimento e a diferenciacdo das plantas, os terpenos variam nas diferentes partes
vegetais. Esse fato pode estar relacionado com a repeléncia e toxicidade em
herbivoros (VIEGAS JUNIOR, 2003).

Terpenos como a germacrona € 0 sesquiterpeno eudesmano estdo
associados a protecido de arvores e arbustos existentes no Alasca e zonas
temperadas da América do Norte (VIEGAS JUNIOR, 2003).

SIMMONDS et. al. (2001) isolaram da raiz de T. pallida, cinco
tetranortriterpendides, entre eles o hirtin  (metil 6-hidroxi-11B-acetoxi-12a-
propanoiloxi-3,7-dioxo-140,15B3-epoxi-1,5-meliacadien-29-oate) e o0 deacetilhirtin
(metil 6,11B-dihidroxi-12a-propanoiloxi-3,7-dioxo-143,15B-epoxi-1,5-meliacadien-29-
oate). Os demais compostos isolados foram (metil 6-hidroxi-11f3-acetoxi-12
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meliacadien-29-oate-(2-metilpropanoloxi)-3,7-dioxo-143,15B-epoxi-1,5-meliacadien-
29-oate); (metil 6,11B-dihidroxi-12a-(2-metilpropanoiloxi)-3,7-dioxo-143,15B-epoxi-
1,5-meliacadien-29-oate) e (metil 6-hidroxi-11B-acetoxi-12a-(2-metilbutanoil-oxi)-3,7-
dioxo-148,15B-epoxi-1,5-meliacadien-29-oate). Todos foram testados no estagio final
de larva das lepidopteras, Spodoptera littoralis (Boisduval, 1833), Spodoptera exigua
(HUbner, 1808), Heliothis virescens (Fabricius, 1777) e Helicoverpa armigera
(HObner, 1808), obtendo um resultado positivo como inibidor para a alimentagao.

A familia Meliaceae é conhecida por seus principios ativos sendo
constituidos pela mistura de substancias derivadas dos terpendides conhecidos
como limondides e esta mistura de substancias é caracteristica nas meliaceas.
Somente outras duas familias do reino vegetal possuem esses compostos,
Rutaceae e Cneoraceae (SILVA et. al., 1984).

ROCHA (2004) isolou e identificou, pela primeira vez da T. pallida a
substancia lupeol. Também identificou a substancia gedunina, que apresenta
atividade inseticida e confirmou a estrutura das substancias 7-desacetoxigedunina e
limonina, todas pertencentes ao grupo dos limondides. Quanto aos flavondides,
confirmou a estrutura molecular da quercetina, que afeta o desenvolvimento de
alguns insetos e 3-O-B-ramnosil quercetina, que apresenta atividade antimicrobiana.
Estas substancias nao foram isoladas de T. pallida no presente estudo.

A anadlise cromatografica do 6leo essencial de Shorea robusta Gaertn.f.
(Dipterocarpaceae) revelou a presenca de 28 compostos, entre eles alfa-copaeno,
viridifloreno, beta-elemeno e gama-muuroleno. Os experimentos com estas
substancias registraram que o 6leo influencia significativamente na localizagdo do
hospedeiro por Hoplocerambyx spinicornis Newman, 1842 (Coleoptera:
Cerambycidae) (KAUR et. al., 2003).

ARAUJO et. al. (2003) identificaram os compostos de Hyptis martiusii Benth,
(Lamiaceae) através da cromatografia gasosa, revelando a presenca do viridifloreno
e do germacreno B entre os 28 compostos constantes no éleo essencial, sendo
registrado efeito inseticida contra larvas de Ae. aegypti e de Bemisia argentifolii
Bellows & Perring, 1994 (Hemiptera:Aleyrodidae).

A influéncia de Mesocyclops longisetus (Thiébaud, 1914) (Copepoda:

Cyclopoidea) na selecdo do local para oviposicdo de fémeas de Ae. aegypti foi
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registrada através de ovitrampas. Foi observada uma atratividade significativamente
maior pelas fémeas do mosquito em armadilhas contendo o extrato hexanico do
copépodo, onde entre os compostos identificados encontravam-se monoterpenos e
sesquiterpenos incluindo alfa-copaeno e delta-cadineno (TORRES-ESTRADA et. al.,
2007).

A analise do 6leo de Guarea macrophylla Vahl (Meliaceae) indicou uma
variacao ciclica na composicao quimica. Enquanto sesquiterpenos apresentaram-se
como a classe predominante no 6leo extraido das folhas, uma variacao dependente
ciclica no grau de oxigenacado destes compostos foi detectada, parecendo estar
associado a fatores de fenologia. O 6leo das folhas foi analisado através de
eletroantenograma, ou seja, testes de comportamento a partir das antenas de
fémeas de Hypsipyla grandella Zeller, 1848 (Lepidoptera: Pyralidae), uma praga
para varias espécies de melidceas. Trés compostos alcancaram resposta
significativa e foram identificados como ledol, 1 cubenol e 1-epi-cubenol. Os
resultados sugerem que estes compostos podem ser 0s responsaveis pela atracao
de H. grandella a G. macrophylla (LAGO et. al., 2006).

Copaifera officinalis Linnaeus (Fabaceae), a copaiba que é cultivada no
Brasil, Venezuela, Coldmbia, Suriname e Guiana, também foi reconhecida como um
excelente repelente de insetos e uma das substancias identificadas € a alfa-
humuleno. No entanto, FAZOLIN et. al. (2002) ao testarem o efeito inseticida no
controle de Cerotoma tingomarianus Bechyné, conhecida como vaquinha-do-
tomateiro, observaram que o Oleo da copaiba ndao apresentou eficiéncia na
mortalidade e inibicdo da alimentagdo para essa espécie de colebptero
(Chrysomelidae). Esses resultados mostram que para essa espécie de planta o
efeito repelente encontra-se em evidéncia, se comparado com o efeito inseticida.

FAZOLIN et. al. (2005) também avaliaram a a¢do do 6leo de Piper aduncum
Linnaeus (Piperaceae) sobre C. tingomarianus, constatando efeito inseticida por
contato e disturbios fisiolégicos pela acao da aplicacao topica.

A atividade inseticida de 6leos essenciais de Lippia turbinata Griseb. e
Lippia polystachya Griseb. (Verbenaceae) para larvas, pupas e adultos de C.
quinquefasciatus foi avaliada. A composicdo dos Oleos mostraram-se

qualitativamente semelhantes e as diferengas registradas eram, principalmente,
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devido a proporgdo de cada composto. Ambos os 6leos mostraram efeito larvicida
em concentragdes de 80 ppm ou mais, somente o 6leo de L. turbinata apresentou
efeito sobre adultos e nao foi detectada mortalidade de pupas. O potencial destes
6leos para controle do mosquito vetor é discutido (GLEISER & ZYGADLO, 2007).

A atividade larvicida para Ae. aegypti, do 6leo essencial extraido de espécies
pertencentes ao género Croton L. (Euphorbiaceae), amplamente distribuida pelo
nordeste do Brasil, foi analisada. Como principais compostos foram identificados
metileugenol e alfa-copaeno para Croton nepetaefolius Baill.; alfa-pineno e beta-
pineno para Croton argyrophyloides Mull. Arg.; e alfa-pineno, beta-felandreno e
trans-cariofileno para Croton sonderianus Mull. Arg. (MORAIS et. al., 2006)

As pesquisas realizadas com intuito de avaliar o efeito de 6leos essenciais,
extraidos de diversas espécies vegetais, mostram que as substancias identificadas
quando analisadas individualmente podem apresentar resultados significativos
contra os insetos, porém nem todas agem da mesma maneira, pois os efeitos que
afetam as diferentes fases da vida do inseto podem ser diferenciados para
determinadas espécies. As substancias identificadas no 6leo de T. pallida neste
trabalho, como alfa-copaeno, beta elemeno, alfa humuleno, gamma muuroleno,
viridifloreno, delta cadineno, germacreno B e 1 epi cubenol, também foram
encontradas em outras espécies de plantas e apresentaram eficiéncia para o
controle de insetos. Nao foram encontrados registros na literatura sobre a acao do
cariofileno, naftaleno, alfa cubebeno, alfa selineno e 10 epi gamma eudesmol.

As investigacdes dos extratos e 6leo essencial das plantas sobre os insetos
sao avaliadas com maior intensidade quanto ao seu efeito inseticida em espécies de
importadncia na agricultura, porém o elevado numero de espécies de plantas
existentes que vém sendo analisadas podem revelar efeitos ainda desconhecidos,
para insetos de interesse médico.

3.3. Método novo x d6leo essencial de Trichilia pallida

O provavel potencial repelente do 6leo de T. pallida p6de ser observado nos
testes realizados com o método novo, desde a primeira concentragao utilizada. Foi
possivel verificar que o etanol nao interfere na composicdao do 6leo, quando
adicionado a ele, pois entre o etanol e o controle ocorreu uma diferenca de apenas
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2% na atracdo das fémeas. A diferenga de atratividade das fémeas nas
concentragdes do 0Oleo foi inferior em relagéo ao controle.

Na concentracdo do 6leo a 0,2% somente 14% das fémeas foram atraidas,
41% preferiram o controle, ou seja, cerca de 2 vezes mais fémeas foram atraidas
pelos odores das maos sem interferéncia do éleo, e 45% nao optaram por nenhuma
das méos, ou seja, por nenhum dos lados.

Para a concentracédo a 1%, o 6leo atraiu 15% das fémeas, o controle 36% e
49% nao optaram por nenhum dos lados permanecendo na caixa central. Em
concentragdo a 2%, 11% das fémeas se aproximaram do 6leo, 36% do controle e
53% permaneceram na caixa central. Na concentragdo de 3%, 10% das fémeas
foram até o 6leo, 52% até o controle e 38% nao optaram pelo éleo ou pelo controle.
Na concentracao de 4%, apenas 8% das fémeas mostraram preferéncia pelo 6leo,
56% pelo controle, cerca de 6 vezes mais atracdao pelo controle, e 36%
permaneceram sem opgao no interior da caixa central (Figura 19).

Esses resultados indicam que o 6leo testado, através do método novo, pode
apresentar potencial para repeléncia ao Ae. aegypti principalmente em
concentragcdes mais elevadas. Observou-se que a preferéncia das fémeas nas
concentracdes 3% e 4% foi em numero superior pelo controle, e inferior no éleo e
até no numero das fémeas que nao discriminaram por nenhuma das opc¢des.
Evidenciando, provavelmente, que o efeito repelente sobre as fémeas aumenta a
medida em que a concentracao do 6leo também aumentou. A repeléncia das fémeas
€ proporcional ao aumento das concentracdes do 6leo.

O numero acumulado de fémeas foi analisado, a parte, para cada
concentragdo. O teste com etanol mostrou um aumento progressivo no numero de
fémeas atraidas, simultaneamente para o etanol e seu controle a medida em que o
tempo aumentou, constatando que o etanol ndo interferiu nos resultados quando
utilizado como solvente para diluir o 6leo da planta (Figura 20). Este resultado

mostra que o uso do etanol como solvente para diluir 6leos essenciais é adequado.
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FIGURA 19 - PORCENTAGEM DO TOTAL DE FEMEAS ATRAipAS PARA CADA
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FIGURA 20 - NUMERO ACUMULADO DE FEMEAS, POR MINUTO, ATRAIDAS ATE A MAO
CONTROLE E ATE A MAO COM O ETANOL, EM TESTES REALIZADOS PELO METODO NOVO
(n=300)

DOGAN & ROSSIGNOL (1999) utilizaram etanol para fazer a assepsia das
maos antes de iniciar os testes com produtos repelentes, para que nao ocorresse
contaminacdo com outros odores. Indicando que o etanol ndo interfere nos

resultados e que além de solvente pode ser utilizado para assepsia.
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A diferenga no numero total de fémeas atraidas em cada uma das
concentragcdes com O6leo de T. pallida testadas, mostrou que, de maneira geral, a
medida em que a concentracdo do 6leo aumentou o numero de fémeas que
buscaram hematofagia na mao tratada reduziu (Tabela 2). Os dados foram
analisados individualmente, ou seja, para cada concentracdo com seu respectivo

controle, evidenciando que o 6leo apresenta um potencial como repelente.

TABELA 2 - COMPARACAO DO NUMERO TOTAL DE FEMEAS ATRAIDAS PELO ETANOL E
PELAS CONCENTRACOES DO OLEO DE Trichilia pallida COM SEUS RESPECTIVOS
CONTROLES PELO METODO NOVO

Solvente Oleo Oleo Oleo Oleo Oleo
Teste | Etanol C 0,2% C 1% C 2% C 3% C 4% C
1 12 0 5 5 0 8 0 6 5 6 3 4
2 8 8 6 9 1 13 2 11 2 9 2 18
3 5 5 3 10 3 9 0 9 0 5 0 11
4 3 5 4 6 1 5 0 6 3 3 3 6
5 5 9 9 8 12 9 0 8 0 14 0 10
6 9 10 3 16 12 6 8 8 2 13 1 14
7 4 4 3 8 4 6 2 6 0 13 2 11
8 6 7 4 10 5 12 7 8 4 7 1 10
9 0 1 0 2 0 3 3 3 0 15 0 10
10 3 0 2 10 1 12 9 7 1 6 1 10
11 8 0 1 5 0 9 0 6 4 13 1 12
12 0 2 0 7 0 2 0 6 3 12 1 13
13 0 2 1 9 2 8 0 9 1 16 4 13
14 0 3 1 5 0 4 1 4 2 14 1 16
15 0 13 2 13 5 4 3 12 5 10 5 10
Total 63 69 44 123 | 46 110 35 109 32 156 25 168
C = controle

O etanol foi o solvente utilizado para fazer a diluicido do 6leo e obter as
concentragdes desejadas. Foi testado também individualmente, sem o 6leo e
simultaneamente com o controle, para verificar se poderia ser utilizado sem que
interferisse na composicéo e possivel efeito repelente do 6leo. Confirmou-se através
dos testes que o etanol ndo apresenta efeito sobre as fémeas. A mediana obtida
através dos numeros totais de fémeas atraidas nos testes com etanol e controle foi
4; sendo t=-0,276970; grau de liberdade df=28 e p=0,783838 (Figura 21).

O numero acumulado de fémeas no teste com Oleo de T. pallida na
concentracdo a 0,2% mostrou um aumento progressivo no numero de fémeas
atraidas ao 6leo e seu controle, porém, a medida em que o tempo avancou a
atracdo pelo controle foi maior em comparacdo com o 6leo (Figura 22). Este fato
pode ser em consequéncia da possivel acdo repelente do 6leo ou devido a méao
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controle ser a melhor opgéo de escolha por ndo ocorrer interferéncia de substancias
diferentes das liberadas através dos odores humanos.
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FIGURA 21 - TOTAL DE FEMEAS ATRAIDAS NOS TESTES REALIZADOS PELO METODO
NOVO COM ETANOL E SEU CONTROLE (n=300)
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FIGURA 22 - NUMERO ACUMULADO DE FEMEAS, POR MINUTO, ATRAIDAS ATE A MAO
CONTROLE E ATE A MAO COM O OLEO DE Trichilia palida NA CONCENTRAGAO 0,2%,
ATRAVES DO METODO NOVO (n=300)
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A mediana obtida através dos numeros totais de fémeas atraidas nos testes
na concentracao de 0,2% foi 3 e no seu controle 8. O valor de t=-4,79512; grau de
liberdade df=28 e p=0,000049 (Figura 23). Este resultado mostra-se significativo
para o efeito repelente do 6leo testado pelo método novo.
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FIGURA 23 - TOTAL DE FEMEA§ ATRAIDAS NOS TESTES REALIZADOS COM OLEO DE
Trichilia pallida NA CONCENTRACAO 0,2% E SEU CONTROLE, ATRAVES DO METODO NOVO
(n=300)

As informacdes sobre o uso de extratos da T. pallida, em concentracdes
proximas das utilizadas nesta pesquisa como repelente, mostram resultados
positivos como inseticida, para espécies de lepidépteros durante o estagio larval.

TORRECILLAS & VENDRAMIM (2001) observaram redugdao na
sobrevivéncia e no peso larval e o prolongamento do periodo de desenvolvimento
em lagartas de S. frugiperda, quando foram alimentadas com folhas de milho
tratadas com extrato aquoso dos ramos de T. pallida a 0,1% de concentracao.

ROEL et al. (2000b) alimentando lagartas de S. frugiperda com folhas de
milho tratadas com o extrato acetato de etila de folhas e ramos de T. pallida e
verificaram 100% de mortalidade larval em concentracao igual ou superior a 0,05%
do extrato, a concentracao de 0,006% afetou a sobrevivéncia e o desenvolvimento
do inseto e ndo provocou qualquer efeito em concentracdo igual ou inferior a
0,0008%.
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O éleo de P. aduncum apresentou efeito inseticida, para C. tingomarianus,
na concentracao de 0,04% por contato e provocou disturbios fisiol6gicos pela agao
da aplicacao tépica em concentragdes superiores a 2,5% (FAZOLIN et. al., 2005).

No presente estudo o nimero acumulado de fémeas nos testes com 6leo de
T. pallida na concentracdo a 1% mostrou resultado semelhante a concentragao de
0,2%, com aumento progressivo, a medida em que o tempo avancou, em ambas

situagdes, 6leo e controle (Figura 24).
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FIGURA 24 - NUMERO ACUMULADO DE FEMEAS, POR MINUTO, ATRAIDAS ATE A MAO
CONTROLE E ATE A MAO COM O OLEO DE Trichilia pallida NA CONCENTRAGAO 1%,
ATRAVES DO METODO NOVO (n=300)

Numero de fémeas acumuladas

A mediana obtida através dos numeros totais de fémeas atraidas nos testes
na concentracdo de 1% foi 1 e seu controle 8; sendo t=-3,12182; o grau de
liberdade df=28 e p=0,004147 (Figura 25).

Houve mortalidade das lagartas de S. frugiperda quando alimentadas com
folnas de milho tratadas com o extrato aquoso dos ramos de T. pallida na
concentragdo de 1% (TORRECILLAS & VENDRAMIM, 2001). O efeito inseticida de
extratos aquosos na concentracdo 1%, de diferentes espécies pertencentes ao
género Trichilia ndo mostrou eficiéncia no estagio larval de S. frugiperda, como
observado por RODRIGUEZ & VENDRAMIM (1996, 1997) ao testarem o extrato de
folhas e ramos das espécies Trichilia elegans A. Juss., T. clausseni C. DC.,
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FIGURA 25. TOTAL DE FIAE~MEAS ATRAIDAS NOS TESTES REALIZADOS COM OLEO DE Trichilia
pallida NA CONCENTRACAO 1% E SEU CONTROLE, ATRAVES DO METODO NOVO (n=300)
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FIGURA 26. NUMERO ACUMULADO DE FEMEAS, POR MINUTO, ATRAIDAS ATE A MAO
CONTROLE E ATE A MAO COM O OLEO DE Trichilia palida NA CONCENTRAGAO 2%,
ATRAVES DO METODO NOVO (n=300)

T. casaretti C. DC. e T. catigua A. Juss. A atividade inseticida dos extratos dos

ramos de T. pallida, significativamente diferente, sobre S. frugiperda, em diferentes

experimentos, foi observada na concentracao 1%, variacado na mortalidade entre 70

e 100%. O numero acumulado de fémeas no presente teste com 6leo de T. pallida
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na concentracdo a 2% mostrou resultado semelhante as demais concentracées de
0,2 e 1% (Figura 26).

A mediana obtida através dos numeros totais de fémeas atraidas nos testes
na concentracdo de 2% foi 1 e seu controle 7; sendo t=-4,81699; o grau de
liberdade df=28 e p=0,000046 (Figura 27).
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FIGURA 27 - TOTAL DE FEMEA§ ATRAIDAS NOS TESTES REALIZADOS COM OLEO DE
Trichilia pallida NA CONCENTRACAO 2% E SEU CONTROLE, ATRAVES DO METODO NOVO
(n=300)

O numero acumulado de fémeas no teste com Oleo de T. pallida na
concentracdo a 3% mostrou um aumento progressivo no numero de fémeas atraidas
pelo controle a medida em que o tempo aumentou, enquanto que no éleo o niumero
de fémeas permaneceu constante durante todo o tempo, sendo inferior ao nimero
das fémeas atraidas pelo controle (Figura 28).

SOUZA & VENDRAMIM (2000a) utilizando a concentracdo de 3% do extrato
de T. pallida obtiveram eficiente controle de B. tabaci biétipo B, pois o extrato dos
ramos da planta provocou maior mortalidade dos ovos, mostrando-se mais eficiente
do que o extrato das sementes de A. indica e de frutos verdes de M. azedarach.
MARTINEZ (2002) utilizou a mesma concentragdo do extrato do caule de T. pallida e
constatou eficiéncia como inseticida sobre S. frugiperda, que causou 86% de

mortalidade.
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A mediana obtida através dos nimeros totais de fémeas atraidas nos testes
na concentragcdo de 3% foi 2 e seu controle 12; sendo t=-7,11691; o grau de
liberdade df=28 e p=0,000000 (Figura 29).
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FIGURA 28 - NUMERO ACUMULADO DE FEMEAS, POR MINUTO, ATRAIDAS ATE A MAO
CONTROLE E ATE A MAO COM O OLEO DE Trichilia pallida NA CONCENTRAGAO 3%,
ATRAVES DO METODO NOVO (n=300)
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FIGURA 29 - TOTAL DE FEMEAS ATRAIDAS NOS TESTES REALIZADOS COM OLEO DE
Trichilia pallida NA CONCENTRACAO 3% E SEU CONTROLE, ATRAVES DO METODO NOVO
(n=300)
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O numero acumulado de fémeas nos testes com 6leo de T. pallida na
concentragcdo a 4% mostrou resultado semelhante a concentracdao 3%, com o
aumento progressivo no numero de fémeas atraidas até o controle no decorrer do
tempo. No 6leo a atracao oscilou, mas nao ultrapassou o total de 25 fémeas atraidas
(Figura 30).
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FIGURA 30 - NUMERO ACUMULADO DE FEMEAS, POR MINUTO, ATRAIDAS ATE A MAO
CONTROLE E ATE A MAO COM O OLEO DE Trichilia pallida NA CONCENTRAGAO 4%,
ATRAVES DO METODO NOVO (n=300)

MARTINEZ (2002) observou que T. absoluta é suscetivel a extratos aquosos
das folhas e ramos de T. pallida, e que a uma concentracao de 5% (p/v) os extratos
causam 80% de mortalidade. CASTIGLIONI et. al. (2002), com a mesma
concentragdo do Oleo, conseguiram reduzir a fecundidade das fémeas de
Tetranychus urticae (Koch, 1836) (Acari, Tetranychidae), reduzindo assim o dano
foliar causado em Canavalia ensiformis (L.) D.C. (Fabaceae), observando maior
eficiéncia dos extratos dos ramos de T. pallida do que o extrato das folhas.

A mediana obtida através dos numeros totais de fémeas atraidas nos testes
na concentracao de 4% foi 1 e seu controle 11; sendo t=-9,72670; grau de liberdade
df=28 e p=0,000000 (Figura 31).

Durante os testes com etanol a média da temperatura interna do
equipamento ficou em 25,1 °C, a média da temperatura ambiente da sala de criacao
ficou em 25,3 °C e a média da umidade relativa da sala ficou em 56,6%. A média do
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tempo de atragdo da primeira fémea, ao se aproximar da mao com etanol,
apresentou diferenca de 35 segundos a menos em relacao ao controle (Tabela 3).
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FIGURA 31 - TOTAL DE FEMEA~S ATRAIDAS NOS TESTES REALIZADOS COM OLEO DE
Trichilia pallidA NA CONCENTRACAO 4% E SEU CONTROLE (n=300)

TABELA 3 - CORRELACAO ENTRE A TEMPERATURA INTERNA E EXTERNA, E UMIDADE
RELATIVA DENTRO E FORA DO EQUIPAMENTO TESTE E O TEMPO DE ATRACAO, PARA
OS DADOS DOS TESTES REALIZADOS COM ETANOL

Médias Tempo de atracao
Teste Temperatura | Temperatura Umidade Etanol Controle
interna (2C) externa (2C) | Relativa externa
(%)
1 23,7 23,4 67 00:00:33 -
2 24,8 25,1 42 00:03:24 00:00:30
3 21,6 23,0 60 00:00:32 00:04:12
4 24,7 24,9 60 00:02:07 00:02:16
5 259 26,2 57 00:02:34 00:01:00
6 24,8 24,7 59 00:00:15 00:00:10
7 26,8 26,8 60 00:02:33 00:01:50
8 24.8 24,7 57 00:02:40 00:01:40
9 23,5 23,8 49 00:00:00 00:02:57
10 26,0 26,4 61 00:02:25 -
11 24,7 25,0 52 00:00:57 -
12 27,2 27,3 53 00:00:30 00:04:15
13 25,8 25,8 50 - 00:02:34
14 26,5 27,0 62 - 00:05:18
15 26,4 26,5 60 - 00:00:43
Média 25,14 25,37 56,6 00:01:14 | 00:01:49
Desvio Padrao 1,469 1,334

Durante os testes com 6leo nas concentragdes a 0,2%; 1% e 2%, as médias

da temperatura interna e externa ficaram em torno de 25°C, e as médias da umidade
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relativa da sala ficaram em 55,8%; 56,5% e 56,4%, respectivamente ao periodo de

testes realizados com as concentragdes de 6leo citadas acima.

TABELA 4 - CORRELACAO ENTRE O CLIMA DENTRO E FORA DO EQUIPAMENTO TESTE
E O TEMPO DE ATRACAO PARA OS TESTES REALIZADOS COM O OLEO DE Trichilia
pallida NA CONCENTRACAO 0,2%

Médias Tempo de atracao
Teste Temperatura | Temperatura Umidade Oleo Controle
interna (°C) externa (2C) Relativa (%) 0,2%
1 24,0 23,3 57 00:02:30 00:00:23
2 24,9 25,3 43 00:03:22 00:01:43
3 22,3 23,8 59 00:00:34 00:02:16
4 24,7 24,9 60 00:00:10 00:00:10
5 25,8 26,1 64 00:00:47 00:00:26
6 24,8 24,7 59 00:00:08 00:00:08
7 26,9 26,7 58 00:03:55 00:00:03
8 26,4 26,4 52 00:03:39 00:00:32
9 23,5 23,8 49 00:00:00 00:00:15
10 26,0 26,4 61 00:06:21 00:01:44
11 25,5 25,3 51 00:03:29 00:10:50
12 27,3 27,3 52 - 00:00:49
13 25,8 25,8 50 00:00:33 00:02:57
14 26,5 27,0 62 00:07:50 00:02:34
15 26,6 26,5 60 00:01:45 00:00:18
Média 25,4 25,55 55,8 00:02:20 00:01:40
Desvio Padrao 1,375 1,243

TABELA 5 - CORRELACAO ENTRE O CLIMA DENTRO E FORA DO EQUIPAMENTO
TESTE E O TEMPO DE ATRACAO PARA OS TESTES REALIZADOS COM O OLEO DE
Trichilia pallida NA CONCENTRACAO 1%

Médias Tempo de atracao
Teste Temperatura | Temperatura Umidade Oleo Controle
interna (°C) externa (2C) | Relativa (%) 1%
1 24,8 23,8 56 - 00:00:50
2 25,4 25,1 43 00:02:46 00:00:23
3 23,0 24,8 59 00:00:18 00:02:18
4 24,9 25,1 56 00:15:00 00:00:10
5 25,9 26,2 66 00:00:24 00:02:33
6 24,9 24,8 60 00:00:40 00:00:11
7 26,9 27,1 65 00:02:58 00:00:19
8 27,1 27,2 50 00:01:14 00:00:21
9 23,6 23,9 51 - 00:00:42
10 26,9 27,3 67 00:14:15 00:01:01
11 25,5 25,4 51 - 00:00:27
12 27,3 27,3 52 - 00:00:25
13 26,2 26,1 51 00:02:02 00:00:37
14 26,8 27,1 61 - 00:03:54
15 26,6 26,7 60 00:04:19 00:01:36
Média 25,72 25,86 56,53 00:02:55 00:01:03
Desvio Padrao 1,299 1,242
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A diferenca na média do tempo de resposta em que a primeira fémea se
aproximou, da mao com 6leo a 0,2% em relacdo ao seu controle foi de um minuto e
vinte segundos. Na concentracdo de 1% essa diferenca foi de um minuto e
cinglenta e dois segundos e para a concentragdo a 2% foi registrado diferenca de
um minuto e cinco segundos (Tabelas 4, 5 e 6).

Observa-se que para as trés primeiras concentracdes testadas, o tempo de

resposta das fémeas ficou entre um e dois minutos.

TABELA 6 - CORRELACAO ENTRE O CLIMA DENTRO E FORA DO EQUIPAMENTO TESTE
E O TEMPO DE ATRACAO PARA OS TESTES REALIZADOS COM O OLEO DE Trichilia
pallida NA CONCENTRACAO 2%

Médias Tempo de atracao
Teste Temperatura | Temperatura Umidade Oleo 2% Controle
interna (°C) | externa (°C) Relativa (%)
1 25,3 24,2 57 - 00:00:20
2 25,5 25,2 42 00:06:23 00:00:26
3 23,7 25,3 69 - 00:00:21
4 24,8 24,9 59 - 00:00:24
5 24,0 23,9 61 - 00:00:09
6 22,6 22,7 55 00:02:55 00:01:43
7 25,3 25,2 70 00:05:35 00:02:26
8 27,4 27,7 52 00:01:55 00:00:09
9 26,6 27,7 44 00:04:41 00:03:19
10 27,4 27,5 65 00:02:25 00:00:15
11 25,3 25,4 51 - 00:06:08
12 27,3 27,2 51 - 00:03:05
13 26,6 26,5 50 - 00:00:27
14 26,8 27,1 61 00:08:01 00:00:16
15 26,6 26,8 60 00:05:10 00:01:19
Média 25,68 25,82 56,46 00:02:28 00:01:23
Desvio Padrao 1,459 1,534

Durante os testes com 6leo nas concentracdes a 3% e 4%, a média das
temperaturas interna e externa ficaram em torno de 26°C e as médias da umidade
relativa da sala em 58,2% e 57,7%, respectivamente as concentracdes do 6leo
citadas acima. A diferenca das médias do tempo de resposta e aproximacao da
primeira fémea na mao com 6leo a 3% foi dois minutos e quinze segundos, e na

mao com 6leo a 4% foi de trés minutos e treze segundos (Tabelas 7 e 8).
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TABELA 7 - CORRELACAO ENTRE O CLIMA DENTRO E FORA DO EQUIPAMENTO TESTE E O
TEMPO DE ATRACAO PARA OS TESTES REALIZADOS COM O OLEO DE Trichilia pallida NA
CONCENTRACAO 3%

Médias Tempo de atracao
Teste Temperatura Temperatura Umidade Oleo 3% Controle
interna (°C) externa (°C) Relativa (%)
1 24,3 24,2 60 00:02:36 00:00:10
2 23,6 23,5 55 00:05:50 00:00:10
3 25,5 25,3 69 00:00:00 00:01:12
4 22,2 22,9 46 00:07:32 00:00:11
5 25,6 26,0 45 - 00:01:20
6 27,6 27,8 64 00:10:20 00:00:40
7 25,5 25,6 51 - 00:00:43
8 26,6 26,6 60 00:05:13 00:02:25
9 26,7 26,7 59 - 00:00:20
10 26,4 26,4 60 00:08:57 00:00:41
11 26,2 26,3 60 00:00:20 00:00:29
12 26,8 26,7 60 00:00:18 00:00:44
13 27,9 27,9 62 00:02:31 00:00:51
14 28,1 28,1 61 00:00:08 00:00:07
15 28,1 28,1 61 00:00:06 00:00:06
Média 26,07 26,14 58,2 00:02:55 00:00:40
Desvio Padrao 1,697 1,619

TABELA 8 - CORRELACAO ENTRE O CLIMA DENTRO E FORA DO EQUIPAMENTO TESTE E O
TEMPO DE ATRACAO PARA OS TESTES REALIZADOS COM O OLEO DE Trichilia pallida NA
CONCENTRACAO 4%

Médias Tempo de atracao
Teste Temperatura Temperatura Umidade Oleo 4% Controle
interna (°C) externa (°C) Relativa (%)
1 24,4 24,5 60 00:06:49 00:03:48
2 23,7 23,7 56 00:03:28 00:00:34
3 25,6 25,4 68 - 00:00:18
4 22,8 22,9 49 00:06:48 00:04:47
5 26,4 26,8 44 - 00:00:25
6 27,4 27,7 64 00:03:57 00:02:40
7 25,6 25,6 51 00:04:08 00:00:23
8 26,6 26,6 60 00:12:57 00:00:38
9 26,7 26,7 60 - 00:02:34
10 26,5 26,5 60 00:01:56 00:00:27
11 27,1 27,0 59 00:07:13 00:00:08
12 23,7 21,3 49 00:11:24 00:00:37
13 27,5 27,5 62 00:01:28 00:00:15
14 27,7 27,7 62 00:06:05 00:00:24
15 27,7 27,7 62 00:00:03 00:00:03
Média 25,96 25,84 57,73 00:04:25 00:01:12
Desvio Padrao 1,606 1,946

Os resultados mostram que para ambas concentracées 3% e 4%, o tempo
de atracdo média das fémeas ficou acima de dois minutos. Observou-se que nas
concentracdes mais baixas o tempo de resposta das fémeas nao ultrapassou dois

minutos. Essa diferenca pode estar associada ao aumento da concentracéo do 6leo,
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onde as substancias ativas, com efeito repelente, estdo mais concentradas e por
isso agindo de modo mais intenso e efetivo.

A média do tempo em que a primeira fémea se aproximou da mao com 6leo
e da mao controle pode ser melhor visualizada através do grafico abaixo, indicando
que para todas as concentracdes a atracao das fémeas pelo controle foi mais rapida
do que a atracéo pelo 6leo (Figura 32). Esse fato ocorreu devido a liberacdo dos
odores, principalmente o acido lactico, que sao atrativos para as fémeas de
mosquito.
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00:02:10
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00:01:26
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0,2% 1% 2% 3% 4%

FIGURA 32 - MEDIA DO TEMPO, EM MINUTOS, PARA ATRACAO E APROXIMACAO DA
PRIMEIRA FEMEA ATE A MAO COM OLEO OU ATE A MAO CONTROLE, NO TESTE
REALIZADO ATRAVES DO METODO NOVO (n=1.500)

A atragéo pela mao com 6leo a 0,2% foi dois minutos e vinte segundos e seu
controle um minuto e quarenta segundos. Em 1% o tempo de aproximacao até o
6leo foi duas vezes maior em relagcao ao controle, dois minutos e cinglienta e cinco
segundos e seu controle um minuto e trés segundos. A 2% o tempo também foi de
quase duas vezes para aproximacao da fémea até o 6leo, dois minutos e vinte e oito
segundos, até seu controle um minuto e vinte e trés segundos. Na concentragdo de
3% de 6leo manteve as fémeas afastadas por mais tempo, em média demorou seis
vezes mais a aproximacgao até o éleo, dois minutos e cinglienta e cinco segundos,

enquanto até o controle o tempo foi de quarenta segundos e para a concentracao a
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4% o tempo foi quase quatro vezes maior para o 6leo, quatro minutos e vinte e cinco
segundos e seu controle um minuto e doze segundos.

O efeito de seis espécies de Trichilia, entre elas T. pallida, foi estudado por
BORGONI & VENDRAMIM (2003), mostrando que o extrato aquoso dos ramos
dessa espécie causou alta mortalidade e reducdo de peso em lagartas de S.
frugiperda.

A atividade inseticida de T. pallida ja foi observada sobre as lagartas de S.
frugiperda por varios pesquisadores (ROEL et al, 2000a, RODRIGUEZ &
VENDRAMIM, 1996; TORRECILLAS & VENDRAMIM, 2001; ROEL & VENDRAMIM,
1999; ROEL et al.,2000a, b), sobre Tuta absoluta (Meyrick) (THOMAZINI et al.,
2000) e Bemisia tabaci (Genn.) (SOUZA & VENDRAMIM, 2000a, b; 2001). Apesar
de ser uma espécie que possui atividade inseticida para diferentes grupos de insetos
e pertencer a uma das familias de plantas mais promissoras no combate aos insetos
atualmente, o efeito do 6leo essencial de T. pallida em Ae. aegypti nas
concentracdes testadas, ndo apresentaram atividade significativa como repelente,
porém, concentracdes mais elevadas e fracionadas do 6leo, podem apresentar
resultados mais precisos. Como acontece com a espécie C. guianensis, a andiroba,
que apresenta efeito larvicida, inseticida e de repeléncia contra os mosquitos Ae.
aegypti e Cx. quinquefasciatus .

3.4. Método convencional x 6leo essencial de Trichilia pallida

O o6leo essencial de T. pallida foi testado, também, pelo método
convencional, onde a mao com éleo e em seguida a mao controle foram inseridas
diretamente dentro da gaiola, sem que houvesse uma barreira para protecao contra
as picadas das fémeas. A partir do momento em que a mao foi colocada no interior
da gaiola foi iniciada a contagem do tempo, sendo anotados o tempo em que a
primeira fémea pousou, o tempo em que foi sentida a primeira picada, e 0 nimero
total de fémeas que pousaram.

O etanol foi testado apenas para constatar que nao causaria interferéncia

nos compostos do éleo ao ser usado como solvente para diluir o 6leo.



78

A média da temperatura e umidade da sala de criagdo, durante os testes
com etanol, foi respectivamente, 26,1°C e 62,6%. A média do tempo de pouso da
primeira fémea foi sete segundos e da primeira picada foi vinte e quatro segundos,
um intervalo de dezessete segundos entre pouso e picada. O total geral do pousos
em 15 testes realizados foi de 120 fémeas (Tabela 9).

TABELA 9 - DADOS DE TEMPERATURA E UMIDADE RELATIVA DO AR NA SALA DE
CRIAGCAO, DURANTE A REALIZACAO DOS EXPERIMENTOS, ATRAVES DO METODO
CONVENCIONAL, COM INDICACAO POR TESTE DO TEMPO DO PRIMEIRO POUSO E DA
PRIMEIRA PICADA DE Aedes aegypti E O TOTAL DE POUSOS, DURANTE A EXPOSICAO
DO HOSPEDEIRO HUMANO EM SUPERFICIE TRATADA COM ETANOL E AO CONTROLE

Médias Etanol
Teste Temperatura Umidade 12 Pouso | 12 Picada Total de
externa (2C) Relativa (%) pousos

1 26,1 64 00:00:01 00:00:14 10
2 24,6 68 00:00:07 00:00:23 11
3 26,7 69 00:00:03 00:00:24 9
4 26,5 53 00:00:15 00:00:43 11
5 23,8 50 00:00:07 00:00:27 8
6 26,4 53 00:00:06 00:00:28 8
7 25,3 59 00:00:12 00:00:16 6
8 27,3 61 00:00:23 00:00:49 8
9 25,7 57 00:00:08 00:00:38 3
10 27,0 70 00:00:06 00:00:36 6
11 26,6 68 00:00:01 00:00:15 4
12 26,6 67 00:00:10 00:00:18 7
13 26,6 67 00:00:05 00:00:09 9
14 26,7 67 00:00:04 00:00:16 11
15 26,7 67 00:00:06 00:00:13 9

Média 26,17 62,66 00:00:07 00:00:24 8

Desvio Padrao 0,948 Total de pousos nos 15 testes 120

A média da temperatura e umidade da sala de criacdo, durante os testes
com 6leo nas concentracdes a 0,2%; 1% e 2% ficou em 26°C e entre 62% e 65%,
respectivamente. A diferenca da média do tempo de pouso da primeira fémea, entre
a mao com éleo e a mao controle, para a concentracao 0,2% foi um segundo, a 1%
o tempo foi 0 mesmo e a 2% a diferenca ficou em 2 segundos. A primeira picada,
para 0,2% de 6leo, demorou cinco segundos a mais em relacdo ao controle, a 1%
essa diferengca baixou para dois segundos, e a 2% ficou em quatro segundos
(Tabelas 10, 11 e 12).
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TABELA 10 - DADOS DE TEMPERATURA E UMIDADE RELATIVA DO AR NA SALA DE CRIACAO, DURANTE A
REALIZACAO DOS EXPERIMENTOS, ATRAVES DO METODO CONVENCIONAL, COM INDICAGAO POR

TESTE DO TEMPO DO PRIMEIRO POUSO E DA PRIMEIRA PICADA DE Aedes aegypti

E O TOTAL DE

POUSOS, DURANTE A EXPOSIQI:\O DO HOSPEDEIRO HUMANO EM SUPERFICIE TRATADA COM OLEO DE
Trichilia pallida NA CONCENTRACAO DE 0,2% E AO CONTROLE

Médias Oleo 0,2% Controle
Teste T. E. U.R. Total Total
(°C) (%) 12 Pouso | 12 Picada | pousos | 12Pouso | 12Picada pousos

1 26,1 64 00:00:04 00:00:13 12 00:00:04 00:00:12 6
2 24,6 68 00:00:02 00:00:12 12 00:00:04 00:00:21 10
3 26,7 69 00:00:07 00:00:20 9 00:00:01 00:00:06 7
4 26,5 53 00:00:02 00:00:27 10 00:00:12 00:00:25 6
5 23,8 50 00:00:01 00:00:27 10 00:00:13 00:00:23 8
6 26,4 53 00:00:02 00:00:17 4 00:00:03 00:00:15 2
7 25,3 59 00:00:02 00:00:14 15 00:00:08 00:00:33 14
8 27,3 61 00:00:01 00:00:20 10 00:00:05 00:00:26 10
9 25,7 57 00:00:05 00:00:39 10 00:00:02 00:00:14 9
10 27,0 70 00:00:08 00:00:32 13 00:00:01 00:00:11 13
11 26,6 68 00:00:01 00:00:14 5 00:00:01 00:00:11 10
12 26,6 67 00:00:10 00:00:26 11 00:00:04 00:00:26 15
13 26,6 67 00:00:02 00:00:13 15 00:00:01 00:00:09 10
14 26,7 67 00:00:26 00:01:04 6 00:00:04 00:00:29 8
15 26,7 67 00:00:04 00:00:25 8 00:00:03 00:00:29 8

Média | 26,17 62,66 00:00:05 | 00:00:24 10 00:00:04 00:00:19 9

Desvio 0,948 Total de pousos nos 15 150 Total de pousos nos 15 136

Padrao testes testes

Legenda: T.E. = temperatura externa / U.R. = umidade relativa

TABELA 11 - DADOS DE TEMPERATURA E UMIDADE RELATIVA DO AR NA SALA DE CRIACAO, DURANTE
A REALIZACAO DOS EXPERIMENTOS, ATRAVES DO METODO CONVENCIONAL, COM INDICACAO POR
TESTE DO TEMPO DO PRIMEIRO POUSO E DA PRIMEIRA PICADA DE Aedes aegypti E O TOTAL DE
POUSOS, DURANTE A EXPOSICAO DO HOSPEDEIRO HUMANO EM SUPERFICIE TRATADA COM OLEO DE
Trichilia pallida NA CONCENTRACAO DE 1% E AO CONTROLE

Médias Oleo 1% Controle
Teste T. E. U.R. Total Total
(°C) (%) 12 Pouso | 12 Picada | pousos | 12Pouso | 12 Picada | pousos
1 26,2 66 00:00:01 00:00:16 13 00:00:06 | 00:00:13 8
2 24,6 68 00:00:02 00:00:10 13 00:00:05 | 00:00:15 7
3 27,1 65 00:00:04 00:00:20 12 00:00:02 | 00:00:15 13
4 27,2 50 00:00:01 00:00:15 16 00:00:07 | 00:00:20 9
5 24,2 52 00:00:03 00:00:15 10 00:00:03 00:00:33 12
6 27,4 75 00:00:01 00:00:10 9 00:00:01 00:00:11 8
7 25,3 59 00:00:02 00:00:10 10 00:00:01 00:00:14 3
8 27,3 61 00:00:06 00:00:33 10 00:00:01 00:00:14 11
9 26,4 60 00:00:16 00:00:16 7 00:00:02 | 00:00:11 7
10 26,7 69 00:00:15 00:00:15 6 00:00:01 00:00:15 11
11 26,7 60 00:00:24 00:00:24 5 00:00:01 00:00:18 9
12 26,5 67 00:00:14 00:00:14 1 00:00:02 | 00:00:18 8
13 26,5 67 00:00:01 00:00:14 13 00:00:02 | 00:00:13 10
14 26,5 67 00:00:02 00:00:58 3 00:00:01 00:00:31 11
15 26,0 67 00:00:03 00:00:21 6 00:00:02 | 00:00:23 11
Média 26,34 63,53 00:00:02 | 00:00:19 9 00:00:02 | 00:00:17 9
Desvio 0,942 Total de pousos nos 15 134 Total de pousos nos 15 138
Padrao testes testes

Legenda: T.E. = temperatura externa / U.R. = umidade relativa
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TABELA 12 - DADOS DE TEMPERATURA E UMIDADE RELATIVA DO AR NA SALA DE CRIACAO, DURANTE
A REALIZAGCAO DOS EXPERIMENTOS, ATRAVES DO METODO CONVENCIONAL, COM INDICAGAO POR
TESTE DO TEMPO DO PRIMEIRO POUSO E DA PRIMEIRA PICADA DE Aedes aegypti E O TOTAL DE
POUSOS, DURANTE A EXPOSIQAO DO HOSPEDEIRO HUMANO EM SUPERFICIE TRATADA COM OLEO DE
Trichilia pallida NA CONCENTRAGCAO DE 2% E AO CONTROLE

Médias Oleo 2% Controle
Teste T. E. U. R. Total Total
(°C) (%) 12 Pouso | 12 Picada | pousos 12 Pouso | 12 Picada | pousos
1 23,9 69 00:00:07 00:00:15 2 00:00:08 00:00:28 8
2 23,0 63 00:00:07 00:00:27 8 00:00:02 00:00:26 13
3 25,2 78 00:00:01 00:00:11 8 00:00:07 00:00:22 8
4 27,9 58 00:00:02 00:00:16 9 00:00:02 00:00:16 7
5 27,4 50 00:00:03 00:00:25 9 00:00:02 00:00:18 10
6 27,6 74 00:00:01 00:00:08 7 00:00:02 00:00:11 6
7 25,4 59 00:00:03 00:00:15 7 00:00:01 00:00:26 6
8 27,2 60 00:00:01 00:00:27 10 00:00:01 00:00:14 7
9 26,5 57 00:00:03 00:00:39 4 00:00:04 00:00:22 4
10 26,8 69 00:00:04 00:00:21 5 00:00:01 00:00:13 10
11 26,7 68 00:00:02 00:00:21 6 00:00:03 00:00:16 10
12 26,3 68 00:00:03 00:00:36 5 00:00:03 00:00:09 8
13 26,3 68 00:00:03 00:00:16 12 00:00:02 00:00:16 13
14 26,4 68 00:00:19 00:00:50 2 00:00:03 00:00:31 12
15 26,4 68 00:00:02 00:00:27 16 00:00:02 00:00:20 11
Média 26,2 65,13 00:00:04 | 00:00:23 7 00:00:02 00:00:19 9
Desvio 1,343 Total de pousos nos 15 110 Total de pousos nos 15 133
Padrao testes testes

Legenda: T.E. = temperatura externa / U.R. = umidade relativa

O tempo de aproximacao e pouso para as cinco concentracbes do 6leo
testadas, foi reduzido, ja4 para o tempo da picada pode-se observar que na
concentracdo de 4% a diferenca, apesar de reduzida, foi mais expressiva se
comparada com as demais concentracdes. Esse fato, assim como nos testes
realizados através do método novo, também pode estar associado a maior
concentragao das substancias ativas.

A média da temperatura e umidade da sala de criagdo, durante os testes
com ébleo nas concentracdes 3% e 4%, foi 26,1°C e 64% e 63% de umidade relativa,
respectivamente. A diferenca nas médias do tempo de pouso da primeira fémea na
mao com 6leo em ambas concentragdes, 3% e 4%, ficou em dois segundos. A
diferenga da primeira picada na mao com 3% de 6leo em relagdo ao seu controle,
foi de cinco segundos, enquanto que na concentracéo a 4% essa diferenca foi de 12
segundos (Tabelas 13 e 14).

A rapida aproximagado das fémeas observada em todos os experimentos
através do tempo de atracao e de pouso também pode estar associada ao “efeito de
intrusdo”, que, possivelmente, pode ter sido estimulado pela agitacdo inerente ao

inicio dos experimentos e da presenca humana, ensejando selecdo passiva ou
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oportunista por parte desses hematdfagos. Efeito semelhante ao que ocorre em
pesquisas de campo, como observado por FORATTINI et. al. (1981) em um
levantamento sobre a atividade de culicideos em mata residual no Vale do Ribeira,
Sé&o Paulo.

TABELA 13 - DADOS DE TEMPERATURA E UMIDADE RELATIVA DO AR NA SALA DE CRIACAO, DURANTE A
REALIZACAO DOS EXPERIMENTOS, ATRAVES DO METODO CONVENCIONAL, COM INDICAGAO POR TESTE
DO TEMPO DO PRIMEIRO POUSO E DA PRIMEIRA PICADA DE Aedes aegypti E O TOTAL DE POUSOS,
DURANTE A EXPOSICAO DO HOSPEDEIRO HUMANO EM SUPERFICIE TRATADA COM OLEO DE Trichilia

pallida NA CONCENTRACAO DE 3% E AO CONTROLE

Meédias Oleo 3% Controle
Teste T. E. U. R. Total Total
(°C) (%) 12 Pouso | 12 Picada | pousos | 12 Pouso | 12 Picada pousos
1 244 60 00:00:13 00:00:31 4 00:00:02 00:00:15 8
2 23,5 63 00:00:12 00:00:29 4 00:00:03 00:00:21 9
3 25,3 69 00:00:02 00:00:11 8 00:00:04 00:00:17 6
4 22,9 54 00:00:03 00:00:34 4 00:00:05 00:00:25 6
5 26,3 51 00:00:02 00:00:17 12 00:00:01 00:00:19 10
6 27,1 73 00:00:01 00:00:10 15 00:00:07 00:00:16 12
7 25,5 59 00:00:01 00:00:12 13 00:00:05 00:00:29 15
8 26,4 68 00:00:04 00:00:24 13 00:00:02 00:00:20 16
9 26,5 67 00:00:07 00:00:43 10 00:00:04 00:00:24 10
10 26,7 54 00:00:13 00:00:25 9 00:00:01 00:00:11 8
11 26,6 67 00:00:02 00:00:21 10 00:00:01 00:00:16 17
12 26,9 68 00:00:03 00:00:23 11 00:00:01 00:00:12 12
13 27,9 70 00:00:05 00:00:31 10 00:00:02 00:00:18 10
14 28,1 70 00:00:01 00:00:23 12 00:00:03 00:00:16 8
15 28,1 70 00:00:03 00:00:12 6 00:00:02 00:00:16 14
Média 26,14 64,2 00:00:04 | 00:00:23 9 00:00:02 | 00:00:18 11
Desvio 1,572 Total de pousos nos 15 141 Total de pousos nos 15 161
Padrao testes testes

Legenda: T.E. = temperatura externa / U.R. = umidade relativa

A resposta das fémeas ao odores testados, sua aproximacao e pouso, foram
registrados com diferenga de um minuto para a concentracéo 0,2%; em 1% o tempo
foi igual para 6leo e controle; e em 2%, 3% e
(Figura 33).

Apbs o pouso as fémeas logo selecionaram o melhor local para realizar o

4% a diferenca foi de dois minutos

repasto sangiineo. E assim, como no tempo de pouso, a média do tempo da
primeira picada em ambas situagdes, no 6leo e no controle, observou-se que em
todas as concentracdes a atracdo das fémeas pelo controle foi mais rapida do que a
atracao pelo 6leo, com intervalo de tempo de apenas poucos segundos de diferenca.

No 6leo a 0,2% a diferenca do tempo da primeira picada, para o 6leo em
relacdo ao controle foi de cinco segundos, a 1% essa diferenca ficou em dois
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segundos, a 2% quatro segundos, a 3% cinco segundos e a 4% doze segundos
(Figura 34).

TABELA 14 - DADOS DE TEMPERATURA E UMIDADE RELATIVA DO AR NA SALA DE CRIACAO, DURANTE A
REALIZACAO DOS EXPERIMENTOS, ATRAVES DO METODO CONVENCIONAL, COM INDICAGAO POR TESTE
DO TEMPO DO PRIMEIRO POUSO E DA PRIMEIRA PICADA DE Aedes aegypti E O TOTAL DE POUSOS,
DURANTE A EXPOSIGAO DO HOSPEDEIRO HUMANO EM SUPERFICIE TRATADA COM OLEO DE Trichilia

pallida NA CONCENTRACAO DE 4% E AO CONTROLE

Médias Oleo 4% Controle
Teste T.E. U. R. Total Total
(°C) (%) 12 Pouso | 12 Picada | pousos 12 Pouso | 12 Picada | pousos
1 244 60 00:00:01 00:00:56 11 00:00:05 00:00:27 12
2 23,4 64 00:00:04 00:00:24 8 00:00:02 00:00:10 7
3 25,4 68 00:00:03 00:00:12 6 00:00:05 00:00:14 9
4 23,0 57 00:00:02 00:00:17 9 00:00:03 00:00:23 8
5 26,8 52 00:00:02 00:00:10 11 00:00:03 00:00:28 14
6 26,8 78 00:00:02 00:00:24 11 00:00:01 00:00:13 7
7 25,6 58 00:00:01 00:00:20 11 00:00:04 00:00:17 3
8 26,3 68 00:00:05 00:00:27 11 00:00:02 00:00:11 16
9 26,7 67 00:00:03 00:00:51 10 00:00:01 00:00:14 11
10 26,8 68 00:00:05 00:00:24 9 00:00:02 00:00:11 9
11 27,2 67 00:00:10 00:00:23 11 00:00:01 00:00:08 11
12 27,3 67 00:00:03 00:00:18 9 00:00:083 00:00:14 13
13 27,7 54 00:00:12 00:00:25 5 00:00:02 00:00:09 8
14 27,7 54 00:00:05 00:00:40 9 00:00:02 00:00:12 12
15 27,8 70 00:00:08 00:00:30 10 00:00:01 00:00:10 12
Média 26,19 63,46 00:00:04 | 00:00:26 9 00:00:02 00:00:14 10
Desvio 1,533 Total de pousos nos 15 141 Total de pousos nos 15 152
Padrao testes testes

Legenda: T.E. = temperatura externa / U.R. = umidade relativa

O tempo de resposta das fémeas com exposicao direta foi reduzido nas
concentragdes entre 0,2% e 3%, nao ultrapassando cinco segundos. A diferenca
mais elevada foi atingida pela concentracdo de 4%, porém nao ultrapassando 12
segundos. O resultado observado possibilita a hipétese de que quanto maior a
concentracdao maior € o potencial do efeito repelente do 6leo.

MIOT et. al. (2004) avaliaram, pelo método convencional, a eficacia do 6leo
de andiroba comparado com DEET 50%, como repelente de Aedes sp. Voluntarios
submeteram seus antebracos recobertos com 6leo de andiroba a 100%, DEET 50%
como controle positivo, éleo de soja refinado, 6leo de andiroba 15% e auséncia de
produtos como controle negativo. Os tempos da primeira e terceira picadas foram
registrados em segundos e o0s resultados mostraram que a primeira picada no
antebraco sem produto ocorreu em 17,5 segundos e a terceira picada em 40,0
segundos. As picadas na pela com 6éleo de soja ocorreram em 60,0 segundos e
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101,5 segundos, no 6leo de andiroba a 100%, em 56,0 segundos e 142,5 segundos,
e a 15% em 63,0 segundos e 97,5 segundos € o DEET 50% nao houve picadas
apos 3600 segundos. A comparacao do 6leo de andiroba 100%, com 6leo de soja,
auséncia de produto e 6leo de andiroba 15%, mostrou discreta superioridade com
p<0,001 para teste de Wilcoxon. O Oleo puro de andiroba apresentou efeito
repelente discreto contra picada de Aedes sp., sendo significativamente inferior ao
DEET 50%.
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FIGURA 33 - MEDIA DO TEMPO, EM SEGUNDOS, PARA ATRAGAO E POUSO DA PRIMEIRA
FEMEA NA MAO COM OLEO E NA MAO CONTROLE, NO TESTE REALIZADO ATRAVES DO
METODO CONVENCIONAL, EM CONDICOES MONITORADAS DE TEMPERATURA E UMIDADE
RELATIVA DO AR (n=1.500)

O numero total de fémeas que pousaram em ambas as maos, com 6leo e
controle, foram quantificadas e os valores apresentaram-se muito proximos e
reduzidos. Foi observado maior atracao pelo controle, com excecao da concentracao
do 6leo de T. pallida a 0,2% que atraiu mais fémeas do que o seu controle. Em
média foram calculados 10 pousos na mao com éleo a 0,2% e 9 na mao controle. Na
concentracdo a 1% foram 8,9 pousos e no seu controle 9,2; a 2% foram 7,3 e no
controle 8,8; a 3% em média pousaram 9,4 fémeas e no seu controle 10,7 e a 4%

foram 9,4 no 6leo e 10,1 no controle (Figura 35).
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FIGURA 34 - ME’DIA DO TEMPO, EM SEGUNDOS, DA PRIMEIRA PICADA DE UMA DAS FEMEAS
NA MAO COM OLEO E NA MAO CONTROLE, NO TESTE REALIZADO ATRAVES DO METODO
CONVENCIONAL (n=1.500)
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FIGURA 35 - MEDIA DO TOTAL DE POUSOS, EM PARTE DO HOSPEDEIRO HUMANO,(MAO)
TRATADA COM OLEO E CONTROLE, NO TESTE REALIZADO ATRAVES DO METODO
CONVENCIONAL, NA SALA DE CRIACAO EM CONDICOES MONITORADAS DE TEMPERATURA
E UMIDADE RELATIVA DO AR (n=1.500)

ODALOQO et al. (2005) testando o efeito repelente do 6leo essencial das
plantas Croton pseudopulchellus Pax, Mkilua fragrans Verdc. (Annonaceae),
Endostemon tereticaulis (poir.) Ashby, Ocimum forskolei Benth., Ocimum fischeri
Guerke, Plectranthus longipes Baker (Labiateae) contra fémeas de Anopheles

gambiae s.s. obtiveram resultado significativo em todos os testes, sendo que as
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espécies vegetais C. pseudopulchellus e P. longipes exibiram alta atividade
repelente, seguidos de M. fragrans e E. tereticaulis, e com menor atividade O.
fischeri e O. forskolei.

As fémeas de Ae. aegypti utilizadas nos experimentos foram consideradas
aptas a ingestao de sangue por estarem com idade entre 5 a 7 dias e possivelmente
copuladas, pois durante o periodo de amadurecimento fisiolégico permaneceram
junto aos machos nas gaiolas de criagdo. Porém o controle da necessidade da
fémea em buscar sangue para sua alimentagdo nao pbéde ser confirmado devido ao
numero elevado de individuos que foram utilizados nos experimentos. Assim, um
fator importante seria selecionar fémeas que estivessem na mesma condicdo
fisiolégica no momento do teste, desta forma, as fémeas estariam em condi¢des de

responder com a mesma intensidade aos estimulos ambientais.

3.5. Bioensaios com extratos

Extratos de meliaceas, incluindo a T. pallida, tém mostrado efeito inseticida
em diferentes concentracdes, quando testados em grupos variados de insetos.
Porém no presente estudo, apds 24 horas de exposicao nos extratos de T. pallida,
foi observada a ineficiéncia do hidrolato, do extrato aquoso, do extrato hexanico, do
extrato diclorometano e do extrato metandlico. As larvas resistiram aos extratos,
mostrando que para as concentragdes testadas (25; 15; 7,5 e 5 mL), T. pallida nao
exerce efeito larvicida.

Ao contrario dos resultados, onde os extratos de T. pallida mostraram
eficiéncia como inseticida de larvas, obtidos por RODRIGUEZ & VENDRAMIM, 1996
com extratos aquosos; TORRECILLAS & VENDRAMIM, 2001 com extratos aquosos
de ramos; ROEL & VENDRAMIM, 1999 e ROEL et al.,2000a com extrato acetato de
etila e ROEL et al.,2000b, com extratos organicos para as lagartas de S. frugiperda,
THOMAZINI et al., 2000, com extratos aquosos para Tuta absoluta (Meyrick) e
SOUZA & VENDRAMIM, 2000a, b; 2001, com os ramos da planta, que foi a unica
estrutura que proporcionou mortalidade de ovos em relagdo ao cértex e as folha
para Bemisia tabaci (Genn.).
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ROCHA (2004) constatou que o extrato metandlico, dos galhos de T. pallida,
€ toxico para lagartas de S. frugiperda, pois causou 100% de mortalidade, e o
extrato em metanol das folhas alongaram a duracdo das fases e reduziram o peso
das pupas, enquanto o extrato hexanico causou no maximo 20% de mortalidade. O
extrato diclorometano provocou 84% de mortalidade, sendo submetido a
fracionamentos cromatograficos que resultaram no isolamento e identificacdo de trés

limondides.
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4. CONCLUSOES

1. O equipamento desenvolvido e adaptado para testar a repeléncia de produtos
sintéticos comerciais e naturais sobre mosquitos, apresentou eficacia durante a
execucao dos experimentos com repelentes sintéticos e com o éleo da T. pallida e
assim pode ser utilizado para avaliacao de substancias que possuem capacidade de

repelir fémeas de Culicidae.

2. Os experimentos realizados com os produtos repelentes comerciais, A, B e C,
apresentaram resultados positivos, conferindo a eficacia do novo equipamento com
a vantagem de se utilizar uma metodologia menos agressiva e mais ética, sem

expor diretamente o hospedeiro as picadas dos mosquitos.

3. Foi extraido o 6leo essencial da T. pallida e a identificagdo das substancias feita
através da técnica de cromatografia gasosa acoplada ao espectrdbmetro de massas
revelando 18 compostos, entre eles naftaleno, alfa-cubebeno, alfa-copaeno, beta-
elemeno, cariofileno, alfa-humuleno, gama-muuroleno, viridifloreno, alfa-selineno,
delta-cadineno, germacreno B, 10-epi-gama-eudesmol e 1-epi-cubenol, cinco dos
compostos nao foram identificados.

4. Os resultados obtidos através dos experimentos realizados com o 6leo essencial
da T. pallida nas concentracdes 0,2%, 1%, 2%, 3% € 4% mostraram discreto efeito
repelente, quando comparado com o controle, porém esses resultados ndo foram
considerados  significativos  estatisticamente, indicando que o 06leo nas
concentragdes testadas nao pode ser utilizado como repelente de culicideos.

4. Os experimentos realizados com hidrolato, extrato aquoso, extrato hexanico,
extrato diclorometano e extrato metandlico nao apresentaram resultados
significativos em nenhuma das concentracdes testadas, revelando que os extratos

nao possuem efeito inseticida sobre as larvas de Ae. aegypti de terceiro instar.
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5. SUGESTOES

1. Os resultados obtidos com os experimentos podem servir de base para futuras
pesquisas, utilizando concentracbes do oOleo de T. pallida diferentes das
concentracdes que foram testadas no presente estudo, até que se obtenha a
concentracdo ideal. Pois as concentragdes testadas (0,2%, 1%, 2%, 3% € 4%)
apresentaram efeito repelente discreto quando comparado com o controle, porém

nao foram considerados significativos.

2. Levando-se em consideracdo os resultados obtidos em pesquisas ja realizadas
com outros grupos de insetos, utilizando diferentes partes da T. pallida, onde folhas
e ramos mostraram variacdo nos resultados, um estudo dessas partes vegetais da T.
pallida, separadamente, seria importante para avaliar o potencial de cada uma delas
e também discriminar em qual das partes existe maior concentracao de substancia
ativa com efeito repelente ou inseticida e se essa substancia pode ser utilizada para
repelir culicideos.

3. Na fase larval os insetos se alimentam e consequentemente estdo mais expostos
as substancias toxicas presentes nas plantas inseticidas. Contrario aos resultados
de pesquisas utilizando extratos de T. pallida para interromper a fase larval dos
insetos, os resultados obtidos no presente estudo ndo foram satisfatérios,
necessitando de uma busca com os extratos fracionados em concentracdes
menores e maiores, para que seja possivel avaliar se realmente a planta ndo tem
efeito sobre as larvas de Ae. aegypti, bem como de outras espécies de culicideos,
ou se existe uma concentracdo ideal para que os extratos sejam eficientes como

inseticidas.
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