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RESUMO

A fémea do mosquito Aedes aegypti é o principal vetor responsavel pela
transmisséo do virus da dengue. Enquanto ndo existe uma vacina eficaz para controle

dessa doenca, a Unica forma de reduzir sua incidéncia se restringe ao controle do A.
aegypti.

Tendo em vista a necessidade da busca por novos métodos de controle que
reduzam o impacto ambiental e que n&o permitam o desenvolvimento de resisténcia por
parte do mosquito, a utilizacdo de extratos vegetais como alternativa para se encontrar
substancias com propriedades inseticidas para o controle de mosquitos em geral,
podendo atuar como um método alternativo aos inseticidas sintéticos de amplo espectro
de acéo.

Este trabalho teve como objetivo avaliar a atividade larvicida de compostos
sintéticos, pouco toxicos ao ser humano e ao meio ambiente, para o controle do A.
aegypti bem como buscou-se determinar a atividade repelente de compostos de origem

vegetal frente a adultos de A. aegypti.

Os resultados do estudo nos levaram a descobrir um composto com forte acao
larvicida, pertencente a uma classe de compostos ainda nao empregada para o controle
de pragas a nivel mundial. Também foi possivel determinar quais os compostos
identificados do extrato de Ocimum basilicum que sdo os responsaveis pela acdo de

repeléncia ja descrita em literatura para o 6leo essencial desta planta.

Uma surpreendente acdo adulticida de uma mistura de compostos presentes no
6leo essencial de Ocimum basilicum foi observada durante os testes de repeléncia. Os
estudos nos possibilitaram determinar os compostos responsaveis por essa agao
adulticida bem como a relacao entre os compostos, necessaria para que se observe o

efeito adulticida.

Esses resultados abrem perspectivas para que se trabalhe no sentido de
desenvolver um novo larvicida para substituir o temefés, pesticida com amplo espectro
de atuacdo e que devera ser banido do mercado em poucos anos, bem como para o
desenvolvimento de um novo adulticida, baseado na presenca de compostos naturais,
de baixa toxicidade ao ser humano, que podera ser usado para substitui os piretroides

gue também deverdo ser retirados do mercado mundial em poucos anos.

Palavras-chave: Aedes aegypti. Larvicida. Repelente. Adulticida.



ABSTRACT

The female mosquito Aedes aegypti is the main vector responsible for
transmission of dengue virus. While there is no effective vaccine to control the disease,

the only way to reduce their incidence is restricted to the control of A. aegypti.

Given the need to search for new control methods that reduce environmental
impact and not allow the development of resistance in the mosquito, the use of plant
extracts are an alternative to find substances with insecticidal properties to control
mosquitoes in general, can act as an alternative method to chemical insecticides broad

spectrum of action.

This study aimed to evaluate the larvicidal activity of synthetic compounds, some
toxic to humans and the environment, for the control of A. aegypti and we sought to
determine the repellent activity of compounds of plant origin against adults of A. aegypti.

The study results led us to discover a compound with strong larvicidal action,
belongs to a class of compounds not used to control pests worldwide. It was also possible
to determine which of the identified compounds Ocimum basilicum extract that are
responsible for the repellent action already described in the literature for the essential oil
of this plant.

A surprising adulticide action of a mixture of compounds in the essential oil of
Ocimum basilicum was observed during testing repellency. The studies allowed us to
determine the compounds responsible for this action adulticide well as the relationship

between the compounds necessary to note that the adulticide effect.

These results open perspectives in order to work towards developing a new
larvicide temephos to replace pesticide with broad spectrum of activity and should be
banned from the market in a few years, as well as for the development of a new
adulticide, based on the presence of natural compounds of low toxicity to humans, which
can be used to replace pyrethroids which should also be removed from the world market

in a few years.

Key-words: Aedes aegypti. Larvicida. Repellent. Adulticide
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1. INTRODUCAO

As razdes para o ressurgimento global de epidemias de dengue ndo estao
completamente compreendidas, mas estéo relacionadas as mudancas demograficas
e sociais, incluindo o aumento do fluxo populacional.* O crescimento populacional, a
migracdo rural-urbana, infraestrutura urbana basica inadequada e o crescimento
exponencial do consumo, sao alguns dos fatores responsaveis pelas condicdes que

favorecem a transmisséo da dengue.?

Enquanto se aguarda a disponibilidade de uma vacina eficaz ou drogas
antivirais, especificas contra os quatro sorotipos da dengue (DEN-1, DEN-2, DEN-3,
e DEN-4), a Unica forma de reduzir a incidéncia desta doenca se restringe ao controle
do vetor Aedes aegypti,>* que frequentemente dependente de aplicacdes de

inseticidas sintéticos convencionais.®

Pesticidas quimicos organofosforados e piretrdides sdo uma poderosa
ferramenta contra vetores e continuardo desempenhando papel importante no
controle integrado. No entanto, eles tém desvantagens, como o custo elevado, riscos
a saude humana e a organismos ndo alvo, bioacumulacgéo e selecdo de organismos
resistentes.® Estes problemas tém justificado a necessidade de estratégias
alternativas usando produtos de origem natural, especialmente os derivados de
plantas, minimizando a dependéncia aos inseticidas quimicos sintéticos como 0s

organofosforados e piretréides.

Produtos de origem botanica sdo amplamente reconhecidos por sua
diversidade quimica, como por suas consideraveis aplicacdes na area farmacéutica.’
Logo, as plantas oferecem uma fonte alternativa de controle porque contém uma série
de bioativos quimicos. Muitas pesquisas tém direcionado esfor¢cos para a busca e o

desenvolvimento de substancias derivadas de plantas para o controle de mosquitos.?
19

A busca por novos compostos com forte atividade larvicida, reduzindo o
impacto ambiental e que ndo permitam o desenvolvimento de resisténcia por parte do
mosquito vetor da dengue € uma necessidade que pode ser orientada pelas atividades

biocidas apresentadas por plantas de algumas familias.
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1.1 INSETICIDAS E REPELENTES BOTANICOS DA FAMILIA Lamiaceae

Os extratos vegetais sédo fontes naturais de substancias inseticidas e
antimicrobianas utilizadas em mecanismos de defesas contra uma série de
organismos, inclusive insetos e pragas. Entre as classes de compostos utilizadas para
tal finalidade destacam-se os alcaloides, terpendides e derivados de fenilpropandides
0s quais resultam do metabolismo secundério das plantas e podem estar envolvidos

nas interagcées planta-inseto.?°

Devido a grande diversidade de plantas existentes no Brasil, estudos a partir
de extratos vegetais, surgem como alternativa de encontrar substancia com

propriedades inseticidas sobre A. aegypti.?*

Lamiaceae é uma familia botanica relativamente comum, cujos membros sao
encontrados nas regides temperadas em todo o mundo.?? Incluem cerca de 220
géneros e de 3.500 a 4.000 espécies.?® Inimeros trabalhos envolvendo a atividade
repelente de éleos essenciais da familia Lamiaceae séo descritos em literatura.?*2°
Algumas espécies da familia, pertencentes aos géneros Ocimum, Cunila,
Mentha e Glechon sdo encontrados no Sul do Brasil. Alguns géneros da familia
Lamiaceae que apresentaram atividade de repeléncia frente a mosquitos em geral
foram Hyptis, Hyssopus, Lavandula, Mentha, Nepeta, Ocimum, Origanum, Perilla,

Pogostemon, Rosmarinus, Salvia, Thymus.2425

Entre as plantas da familia Lamiaceae, apenas alguns géneros sdo citados
contendo alguma substancia com atividade de repeléncia contra 0 mosquito A.
aegypti. Estudos anteriores mostram que 6leos essenciais, bem como componentes

isolados, tém sido utilizados em formulagdes como repelentes naturais.?42°

Em trabalho ja descrito na literatura os resultados mostram que o 6leo essencial
de Nepeta cataria foi indicado como um repelente alternativo para protecdo contra
picada de artrépode,?® sendo menos eficaz do que o DEET para impedir a picada de

mosquitos.26:27

Em um estudo com 38 d6leos esséncias de plantas em trés concentracoes
diferentes, foi testado a atividade de repeléncia contra o mosquito A. aegypti em
laboratério.?® Foi aplicada uma quantidade de 0,1 mL do 6leo puro, em 30 cm? na

regido do antebraco de um voluntario. O braco tratado foi exposto durante 1 min com
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250 fémeas do mosquito, 4-5 dias de idade. A cada 30 min apds tratamento, o brago
tratado foi exposto novamente, o tempo foi gravado no qual a primeira picada ocorreu.
Quando os Oleos testados foram aplicados a uma concentracado de 10% (m/m) ou
50%(m/m), diluidos em alcool, nenhum deles impediu a picada de mosquito durante o
tempo de 2 h. Dentre os 6leos estudados seis sao pertencentes a familia Lamiaceae,
Lavandula angustifolia, Mentha arvensis, M. piperita, M. spicata, Ocimum basilicum e
0. sanctum. Quando os 6leos essenciais dessas seis espécies foram aplicados sem
diluicdo (0,1 mL), apresentaram uma meédia de protecédo de 10, 50, 50, 30, 70 e 60

minutos respectivamente.?®

Em outro trabalho os 6leos essenciais extraidos de 10 plantas medicinais foram
avaliados para estudos visando determinagdo das atividades larvicida, adulticida,
ovicida e de repeléncia frente a trés espécies de mosquitos Anopheles stephensi, A.
aegypti e Culex quinquefasciatus.2® Para os testes de repeléncia o autor utilizou um
aparato especifico, onde os mosquitos entravam em contato apenas com o repelente
sem um voluntéario humano. Os 6leos essenciais foram dissolvidos (10, 20, 40, 80, e
160 mg) de cada 6leo em aproximadamente 0,50 mL de acetona . Cinquenta fémeas
adultas do mosquito foram introduzidas no sistema. Os resultados dos testes de
repeléncia foram analisados estatisticamente, para a dose repelente (RDgs), ou seja,
a que repeliu 95% dos adultos em 1 h. Para o mosquito A. aegypti determinou-se que
o valor de RDgs dos 6leos de O. basilicum e Rosmarinus officinalis foi de 82,4 e 57,9

mg, respectivamente.?®

O efeito repelente de éleos essenciais de 18 plantas encontradas na Tailandia
contra quatro mosquitos vetores: A. aegypti, Aedes albopictus, Anopheles dirus e C.
quinquefasciatus, foi avaliado em laboratério, usando voluntarios humanos.3®
Solugdes dos Oleos foram preparadas a 10% (m/m) em etanol absoluto juntamente
com a presenca de aditivos (vanilina, propileno glicol e polietileno glicol) visando
prolongar o efeito de repeléncia. Essas soluces foram aplicadas em um antebraco
de cada voluntario. O tempo entre a aplicagdo da solucdo repelente e a segunda
picada sucessiva foi registado como o tempo de protecao. Para o 6leo de O. sanctum
e para o de Vitex trifolia, pertencentes a familia Lamiaceae, os tempos de protecao

frente ao mosquito A. aegypti foram em média de 1,3 e 1,8 horas respectivamente.*°
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Em outro estudo 41 extratos de plantas e 11 misturas de 6leos essenciais,
foram testados para se avaliar a atividade de repeléncia frente aos mosquitos da febre
amarela, o A. aegypti, o vetor da malaria, Anopheles stephensi e o vetor da filariose e
encefalite, C. quinquefasciatus.3! Foram usadas soluc¢des a 20% (v/v) de cada 6leo e
extrato em uma mistura de solventes composta por genapol (20%, v/v), polietileno
glicol (10%, v/v), etanol (20%, v/v) e agua (50% v/v). Para o ensaio, 0,1 mL da solucéo
repelente foram aplicadas sobre uma area marcada (30 cm?) de um antebraco de um
voluntario humano. O voluntario expbs o seu brago por 2 min, a cada intervalo de 30
min, a 250 fémeas entre 5 e 15 dias de idade, contidas no interior de uma gaiola. O
periodo maximo do teste foi de até 8 h, dependendo da eficacia do produto, ou até a
observacdo de duas picadas foi considerado como tempo de protecédo. Dentre os
Oleos pesquisado 7 pertencem a familia Lamiaceae. O periodo de protecdo e
percentagem de repeléncia para cada 6leo testado frente ao mosquito A. aegypti estao
descritos na Tabela 1.3t

Tabela 1. Tempo de prote¢éo e percentagem de repeléncia para cada 6leo testado frente ao mosquito
A. aegypti.

Oleo Tempo %

Lavandula angustifoli 120 min 24,3 %
Nepeta cataria 480 min 83,8 %
Thymus serpyllum 150 min 56,7 %
Salvia sclarea 120 min 45,9 %
Mentha piperita 120 min 59,4 %
Rosmarinus officinalis 330 min 43,2 %
Ocimum basilicum 120 min 81,1%
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O periodo de duracéo entre a aplicacdo de um repelente e as duas primeiras
picadas sucessivas foi registrado como o tempo de protecdo. A percentagem de

repeléncia foi calculada no final de cada teste, usando a seguinte formula:

x 100

% Repeléncia:

Onde:
e C € 0 numero total de mosquitos que pousaram na mao;

e P é o numero de mosquitos que picaram a mao;

1.1.1 Ocimum spp.

Dentre todas as espécies da familia Lamiaceae o género que possuem maior
destaque como Oleos essenciais com atividade repelente € o género Ocimum que é
composto por aproximadamente 150 espécies de ervas e arbustos distribuidas nas

regies tropicais e subtropicais da Asia, Africa e América Central e do Sul.

Em trabalho descrito na literatura avaliou-se a capacidade de protecdo de 6leos
essenciais de O. gratisimum e O. basilicum contra 0 mosquito A. aegypti. Foi utilizada
parafina liquida para a diluicéo, porque de acordo com o resultado de teste preliminar,
segundo os autores, esta substancia € neutra, ndo atuando como repelente ou
atraente para o A. aegypti.® Para os ensaios foram utilizadas fémeas de A. aegypti

com idade entre 3-5 dias.

O dleo essencial de O. gratisimum apresentou melhor protecdo do que o de O.
basilicum contra o A. aegypti. A melhor protecéo do 6leo essencial de O. gratisimum
atingiu 79,7%, protegendo menos de uma hora ap6és a aplicacdo de uma solucao de
concentracdo de 20% (m/m), enquanto protecdo do O. basilicum atingiu 22,9% na

mesma concentracdo e no mesmo periodo de tempo.33

Em trabalho de Dekker e colaboradores foram identificados, do 6leo essencial
de Ocimum forskolei, através da analise de cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (CG-EM), oito compostos: (S)-linalol, naftaleno, salicilato
de metila, (S)-1-octen-3-ol, (R)-a-copaeno, (E)-ocimeno, (E)-cinamato de metila e (E)-

cariofileno. Através da técnica de cromatografia gasosa acoplada a de detecgéo
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eletroantenografica (CG-DEA), identificou-se 0s possiveis compostos repelentes

presentes no 6leo essencial.34

O salicilato de metila e (E)-cinamato de metila foram, pela primeira vez,
relatados como tendo atividades repelentes frente ao A. aegypti. Os autores
apresentam a possibilidade de se desenvolver repelentes a base de produtos naturais

mais eficientes através da combinacéo de diferentes compostos.3*

1.2 COMPOSICAO QUIMICA DOS PRINCIPAIS OLEOS ESSENCIAIS DA FAMILIA
Lamiaceae QUE APRESENTARAM ATIVIDADE DE REPELENCIA CONTRA O
MOSQUITO Aedes Aegypti.

Liquidos oleosos aromaticos sao obtidos de partes das plantas tais como flores,
sementes, folhas, galhos, entre outros.3®> Compostos organicos bioativos produzidos
por vegetais incluem repelentes, larvicidas, inibidores de oviposicdo, inibidores de
crescimento, esterilizantes e toxinas, que formam uma vasta defesa quimica contra

insetos e microrganismos invasores.%

Oleos volateis sdo definidos como produtos obtidos de partes de plantas
através, principalmente, da destilagao por arraste a vapor d’agua que é o método
geralmente para producao industrial de éleos essenciais. Porém a extracdo por meio

de CO:2 supercritico produz um perfil organoléptico mais natural.3’

Na extracdo por arraste de vapor d’agua o 6leo volatil é arrastado pela agua.
Em pequena escala, emprega-se o aparelho Clevenger para a obtencdo do 6leo. O
Oleo obtido é facilmente separado da agua devido a sua baixa solubilidade neste
solvente e, depois, pode ser secado com Na2SO4 ou Mg2SOa4 anidros. O método é
comumente usado para extrair 6leo de plantas frescas,® mas também pode ser
empregado para a extragdo usando folhas previamente desidratadas. Os
componentes majoritarios dos 6leos essenciais podem constituir até 85 % do 6leo,

outros componentes podem estar presentes em pequenas proporgdes.3?

As Tabela 24043 ¢ Tabela 3% apresentam os principais constituintes dos 6leos

esséncias que possuem efeito de repeléncia frente ao mosquito A. aegypti.
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Tabela 2. Principais constituintes dos 6leos de plantas da familia Lamiaceae que apresentam atividade

de repeléncia frente ao A. aegypiti.

Composicéo (%)

Lavandula Mentha  Mentha Mentha Salvia Thymus Nepeta
angustifolia spicata  piperita arvensis sclarea  serpyllum  Cataria
limoneno 0,19 5,8 6,9 1,57 0,54 0,3
ocimeno 0,52 0,3 Tr
linalol 44,54 nd 0,2 tr 30,43 1,80
canfeno 3,98 1,32
borneol 2,45 5,08 3,89
iso-terpineol 6,75
mirceno 0,87 2,3 0,5 0,4 1.4 0,1
geraniol 11,02 4,21
e o
“cdeniel 103
carofileno 0,50 0,7 0,3
cadiol 0,15 0,9
sabineno 0,7 2,5 tr
1,8-cineole 2,30 3,0 5,6 1,13 0,7
Y-terpineno 1,4 0,3 21,90
mentona 21,9 12,7 7,46
mentofurano 6,8
mentol 0,5 37,4 77,54
carvona 49,5
piperitone 0,6 0,8 0,24
acetato de metila 17,4 1,12
timol 18,73 2,3
B-bourboneno 1,3 0,4 0,19
iSso-mentona 3,56
acetato de linalill 19,75
acetato de neril 7,78
acetato de geranil 12,1
sclareol 3,53
cimeno 21,12
ngg,e;gczgr;e 70,4
nAreS,e;Iz,cZo?],e 6.0
4a,7B,7aq, 25

nepetalactone
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Tabela 3. Principais constituintes dos 6leos do género Ocimum que apresentam atividade de repeléncia
frente ao A. aegypti.

Composicéo (%)

O. americanum 0. basilicum O. gratissimum 0. sanctum

(2)-3-hexenol 0,08 0,35 0,20 0,54
1-octen-3-ol 0,44 0,52 0,29 0,17

mirceno 0,03 tr 0,17 Nd

(2)-B-ocimeno 0,03 0,14 9,11 tr
1,8-cineol 0,09 0,47 Tr 0,01
fencona nd 0,04 0,17 0,19
linalol 0,23 28,44 0,72 0,45
canfora 5,95 13,08 0,17 0,02
borneol 0,68 0,29 0,03 0,26

4-terpineneol 0,25 1,33 0,04 Tr
mirtenal 0,02 0,16 tr 0,02
a-terpineol 0,07 0,34 0,22 0,11

nerol 0,08 0,21 0,05 tr
geraniol 0,10 3,84 nd 0,13
timol 0,39 0,06 nd 0,38
a-copaeno 0,19 tr 1,39 0,18
B-carofileno 0,94 0,99 3,89 16,60
a-humuleno tr 0,22 0,47 0,65
aroma?j"gr;dreno 0,02 0,38 0,57 0,14
germacreno D 0,29 0,18 8,84 5,10
B-selineno 3,43 nd 0,21 0,32
(E, E)-a-farneseno 0,08 0,07 2,78 0,09
d-cadineno 0,23 0,06 1,06 0,21
carofileno epoxido 0,01 0,11 0,14 1,10
a-cadinol 0,19 0,13 0,26 1,02
metil chavicol tr 0,93 nd 0,18
eugenol 1,12 0,13 63,36 1,66

() cinamato de 72,05 34,49 nd nd

metila
(E) cinamato de 9,11 6,90 nd nd
metila

metil eugenol 0,02 0,29 0,28 56,18
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1.3 INSETICIDAS NATURAIS E SINTETICOS

1.3.1 Piretréides

Tem sido descrito que compostos com estas caracteristicas sdo encontrados
em algumas plantas e que sao vitais para a sua sobrevivéncia inibindo o ataque de
pragas predadoras. Os esforcos para a implementacdo do uso destes compostos,
utilizados com grande sucesso pela natureza, tém se tornado cada vez mais intenso
nos ultimos anos. Apesar de muitas moléculas derivadas de plantas com estas
caracteristicas terem sido identificadas, apenas as piretrinas que sao obtidas a partir
dos extratos da planta Chrysanthemum cinerariaefolium pertencente a familia das
Asteraceae, estdo disponiveis para uso comercial. As piretrinas sao ésteres dos

acidos crisantémico e pirétrico (Figura 1).%°
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Figura 1. Estruturas dos &cidos crisantémico e pirétrico.

A descoberta e a evolucéo da classe de inseticida dos piretréides tem seguido
uma sequéncia classica que consiste na observagao da atividade num extrato natural,

isoladamente seguido da identificacdo dos compostos de analogos mais ativos.*6: 47

A atividade inseticida individual dos componentes da mistura pode-se
manifestar de maneiras diferentes, como ocorre nas piretrinas, onde a piretrina Il
(Figura 2) é responsavel pelo “knockdown” (queda do inseto sem mata-lo), enquanto

a piretrina | (Figura 2) é a que causa a morte do inseto propriamente dita.*®
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Figura 2. Estrutura piretrina.
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Segundo Barlow,*® as exigéncias estruturais para provocar o “knockdown”,
diferem daquelas para matar. Variacbes na rapidez da paralisia temporaria
apresentadas por varios piretroides foram associadas como diferenca nas suas
velocidades de penetragdo e destoxificagdo. A mudanga do grupo metila para
metoxicarbonila, da piretrina | para piretrina Il, provoca um aumento na polaridade da
molécula, o que certamente afetara a velocidade de penetracéo, isto explica a acao
de “knockdown” apresentada pela piretrina 11.5° Os efeitos mais prolongados, que

matam os insetos, estariam relacionados com a maior lipofilia da piretrina 1.5

1.3.2 Atividade larvicida

O temefos (O, O, O, O'-tetrametil-O, O'-tiodi-p-fenilenofosforotioato) (Figura 3)
€ um pesticida organofosforado que foi amplamente utilizado no Brasil de 1967 a 1998,
para o controle do A. aegypti %2 que transmite a dengue e a febre amarela, o pesticida
€ normalmente empregado como um larvicida em agua estagnada a uma
concentracéo de 1% (m/v), e em agua para uso doméstico, a uma concentracao final

de 1ppm.53
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Figura 3. O, O, O ', O'-tetrametil-O, O'-tiodi-p-fenilenofosforotioato (temefos).

O organofosforado temefos, registrado nos EUA em 1965, para utilizagdo em
agricultura e controle de mosquitos, € o Unico larvicida desse grupo com uso
generalizado no controle de larvas de mosquitos, recomendado pela OMS para uso
em agua potavel. Os organofosforados atuam inibindo a acetilcolinesterase (AChE),
importante enzima do sistema nervoso central. Essa enzima é fosforilada pelo
inseticida, ficando irreversivelmente inativada. A inibicdo da AChE resulta no acumulo
de acetilcolina impedindo a interrup¢cdo da propagacdo do impulso elétrico.
Consequentemente, o sistema nervoso central continuard sendo estimulado,

desencadeando o processo de paralisia que pode culminar com a morte do inseto. >
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O uso continuado de inseticidas, tanto na agricultura e pecuaria como na area
da Saude Publica, tem provocado o aparecimento de populacbes resistentes e

ocasionado problemas para o controle de vetores.>

1.3.3 Atividade repelente

O repelente sintético para mosquitos mais conhecido e utilizado é a N, N-dietil-
3-metilbenzamida (DEET) (Figura 4). Esta substancia tem eficacia comprovada e é
usada em formulacdes comerciais em concentragcdes que variam de 30% a 70% do
ativo (m/m). Embora esteja presente no mercado ha mais de 40 anos, o DEET, pode

causar efeitos toxicos, principalmente em criancas e gestantes. >°

O
HBC\O)LN/\CHS
o
Figura 4. N, N-dietil-3-metilbenzamida (DEET).

Estima-se que cerca de 200 milhdes de pessoas utilizem o DEET no mundo3?
%5 principalmente devido a sua persisténcia no efeito de repeléncia, no entanto, ele
apresentou alguns efeitos adversos, tais como toxicidade dérmica, convulsdes e
psicose maniaca aguda. °°

Muitos estudos tém sido realizados para identificar novas substéncias que
possam ser utilizadas como agentes repelentes, ja que existem controvérsias no que
diz respeito a seguranca no uso do DEET. Embora muitos autores defendam sua
utilizacao, outros o consideram alvo de criticas em virtude da ocorréncia de casos de

encefalite associados ao seu uso. °’

Os efeitos de repeléncia de substancias naturais normalmente ndo perduram
pelo mesmo periodo de tempo quando comparados com o do DEET. No entanto, os
efeitos de protecéo prolongada tém sido relatados a partir do uso de 20% (m/m) do
Oleo de citronela, acafrdo, e manjericdo cabeludo, especialmente com a adicdo de
vanilina 5% como fixador, em que cada um pode repelir trés espécies de mosquitos

durante até 6 h. 56.58.59
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1.3.4 Atividade adulticida

A partir de 1942, com a descoberta das propriedades inseticidas do 1,1,1-
tricloro-2,2-bis-(p-clorofenil)etano (DDT) (Figura 5), uma quantidade elevada de
hidrocarbonetos clorados foram utilizados em inUmeras culturas, almejando o controle
de pragas. Inicialmente esta pratica teve sucesso, porém, com 0 passar dos anos,
percebeu-se que tais compostos sofriam degradacdo lenta por processos naturais,
além de gradativamente acumular-se nos tecidos adiposos da maioria dos animais.
Na década de 70 estes compostos tiveram seu uso proibido por possiveis riscos a

vida humana, com suspeita de agéo carcinogénica. ¢

Cl
Cl Cl

Cl Cl

Figura 5. 1,1,1-tricloro-2,2-bis(p-clorofenil)etano (DDT).

Devido aos problemas acarretados com o uso dos inseticidas organoclorados,
comecou-se a vislumbrar a possibilidade de controle de pragas através do manejo
integrado de pragas (MIP).

Como parte destas estratégias, pode-se citar o uso de 6leos essenciais, que
sdo produtos normalmente pouco toxicos e que podem atuar somente alterando o
comportamento dos organismos alvos.

Poucas pesquisas tém sido desenvolvidas sobre o efeito de fitoquimicos em
mosquitos adultos. Os resultados de um estudo com extratos de plantas sugerem que
a acdo adulticida € um campo de pesquisa com grande potencial e ainda pouco
explorado.®! Bioensaios com extratos de varias partes de Tagetes minuta revelou que
seus extratos florais apresentaram o maior efeito biocida sobre adultos

de A. aegypti e Anopheles stephensi entre varias plantas estudadas.®?

E de importancia singular para o Brasil deter tecnologia propria que permita
aumentar o arsenal de metodologias alternativas para o controle de pragas segundo
as nossas demandas, nao ficando dependente de tecnologias desenvolvidas por

outros paises.%3 64
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1.4 QUIRALIDADE E ATIVIDADE BIOLOGICA

Os seres vivos sdo formados, em grande parte, por substancias organicas
quirais de baixa massa molecular, e por macromoléculas constituidas de monémeros
quirais. O reconhecimento da quiralidade dos sistemas biol6gicos se da pela presenca
de unidades oticamente puras que, ao interagirem com um par de enantibmeros,
formam dois complexos diastereocisoméricos com diferentes propriedades fisico-

quimicas. 6> 66

Por causa da importancia das relacdes espaciais tridimensionais estabelecidas
entre uma molécula de baixa massa molecular (por exemplo, uma droga) e seu local
de acdo (sitio ativo de uma proteina), tornou-se necessario testar enantibmeros
individuais e ndo a mistura das duas formas. Esta mistura de enantiomeros pode ser
dificil de separar, por isso € importante controlar a formacdo de um dos isbmeros
durante a sintese de um composto com estereocentro definido.®’

A quiralidade é extremamente importante para a manutencdo da natureza e
dos organismos vivos, a vida esta intimamente ligada a assimetria do carbono. A
quiralidade resulta na especificidade dos sistemas bioldégicos em reconhecer
moléculas quirais.®”-"© Como exemplo simples é possivel citar as diferencas entre o
cheiro da laranja e do limdo que vem do limoneno para os dois casos (Figura 6),
diferindo no seu arranjo espacial. Neste caso o enantiomero (R) tem cheiro de laranja
e o enantiobmero (S) tem cheiro de limdo, que séao facilmente diferenciados pelos

AN -

(R)-(+)-limoneno (S)-(-)-limoneno

receptores olfativos.

Figura 6. Estereoisdmeros do limoneno.

Um outro exemplo classico da diferenciacdo de resposta biolégica a quiralidade
€ a talidomida (Figura 7). Um dos enantibmeros tem acédo contra os incOmodos

efeitos de nauseas causados nos primeiros meses de gestacdo em mulheres, no
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entanto o outro enantidmero foi responsavel pelos defeitos congénitos em fetos,
restringindo o desenvolvimento dos vasos sanguineos que se dividem entre os
tecidos, atualmente esta sendo usado contra certos tipos de cancer. Em 1960 era
utilizada a mistura racémica da talidomida, levando ao nascimento de varios bebés

com ma formacdo dos membros superiores.®’

Figura 7. Talidomida sem estereoquimica definida.

A enantiodiferenciacédo esta baseada nas diferentes propriedades fisicas dos
diastereoisdmeros formados a partir da interacdo entre os enantibmeros de um
substrato e o0s receptores biolégicos. Esta diferenca dos enantibmeros de uma
substancia nos organismos vivos levou ao surgimento de processos industriais onde
a pureza otica € fundamental para a qualidade do produto, tais como nas industrias

alimenticia, farmacéutica, de produtos agricolas e de perfumaria.’

Estereoisbmeros menos ativos na mistura podem diminuir o potencial do
isdmero mais ativo, e os isdomeros podem diferir nas propriedades biol6gicas.”? Via de
regra, a quantidade de material necessario no caso de um enantibmero puro é
geralmente menor do que a quantidade necessaria do racemato, o que pode ser
vantajoso para 0 organismo em causa e para o ambiente, especialmente no caso de
pesticidas.”® As alteragdes nas conformacGes de estereoisomeros influenciam

diretamente nas propriedades fisicas’* ’® e nas atividades bioldgicas.”®

No que diz respeito aos compostos quirais em geral postula-se, de maneira

resumida, que existam quatro tipos de comportamentos bioldgicos esperados.’’

a) a atividade biolégica desejada é atribuida a apenas um dos enantibmeros,

enquanto que o outro é inativo;

b) os enantibmeros possuem propriedades farmacoldgicas idénticas (ou

préximas), tanto do ponto de vista qualitativo como guantitativo;
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c) a atividade € qualitativamente idéntica, mas quantitativamente diferentes

entre os estereoisdmeros;
d) as atividades dos dois enantidbmeros sao qualitativamente diferentes.

Na Tabela 4 podem ser visualizados alguns exemplos de farmacos com suas

diferentes atividades devido a sua estereoquimica.’® 7°
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Tabela 4. Alguns exemplos de atividades bioldgicas exercidas por formas enantioméricas puras.

Farmaco Estrutura Efeito

HO,

forma SS: tuberculostético
etambutol H .
TN forma RR: pode provocar cegueira
H

OH

(o}
o forma S: anti-artritico
penicilamina Hs o o
forma R: extremamente toxico
NH,
[0}
’ forma (+): horménio estrogénico
estrona ; N
e forma (-): inativo
HO
OH
H
_ ™~ a forma levégira é 20 vezes mais
adrenalina ) _ o
o ativa e igualmente mais toxica
OH
0
_ . forma R: sedativo
talidomida N ° .
N forma S: teratogénico
o o
HO.
H o forma R (-) é 80 vezes mais ativo
salbutamol o N XCH
A ° que a forma S (+)
OH
forma (z): ambos os isdmeros
" possuem atividade anestésica local, mas

bupivacaina apenas o isémero (-) apresenta agédo

vasoconstritora, prolongando assim a agéo

anestésica local.

NH, i . i
) a forma dextrégira € 2 vezes mais
anfetamina . A
ativa que o enantidmero (-)
o forma (+): acdo diurética e retencao
Cl
indacrinona wph do acido urico
CHj . . .
oo™ o forma (-): efeito uricosurico

N

[}

Cl
| a atividade anti-histaminica é
L ~ . . .
clorfeniramina devida essencialmente a
/ N
U configuracdo S
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Ha uma necessidade constante na descoberta de novos produtos que possuam
atividades herbicidas, fungicidas e inseticidas que causem poucos efeitos adversos
para a salide humana e para o meio ambiente.®°

Um exemplo de enantibmero com atividade herbicida € o (R)-Mecoprope, um
herbicida seletivo utilizado em larga escala contra ervas daninhas que crescem
conjuntamente com cereais como milho e trigo (Figura 8). Ao contrario do (R), o0 seu
enantiomero (S), ndo apresentam atividade herbicida, e, ainda, neutraliza o efeito do
(R)_81

Cl

ann g
(0]

o] CO,H
Figura 8. (R)-Mecoprope.

O (R)-metalaxil funciona como um fungicida (Figura 9), enquanto que o (S) é

muito menos ativo.8?
(0]
/o\)LN/\

CO,Me

Figura 9. (R)-Metalaxil.

Indoxacarbe (S) (Figura 10) é aplicado como inseticida, enquanto o seu
enantidbmero (R) ndo possui nenhuma atividade relevante.®?

o)
Cl /U\ CO,Me
/N ~N N N/

EOQMe

OCF,

Figura 10. (S) — Indoxacarbe.
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Outro produto que tem despertado interesse € o (+)-nootkatona por apresentar
marcante atividade repelente e téxica contra o cupim subterrdneo Formosan
(Coptotermes formosanus). Esta molécula foi isolada pela primeira vez no cerne do
cedro amarelo do Alasca, Chamaecyparis nootkatensis e mais tarde foi isolada da
casca do Citrus paradise (toranja), compondo a esséncia de toranja. No entanto o
custo atual do produto natural torna inviavel qualquer aplicacao industrial que néo seja

como aroma ou fragrancia.®*

Esta molécula foi sintetizada por varios grupos de pesquisa, porém nao
apresentando viabilidade econémica. Como alternativa esta sendo proposta pelo
grupo de pesquisa de Laine, uma rota sintética assimétrica que vem apresentando
resultados economicamente viaveis e podendo ser aplicada industrialmente, partindo
do (-)-B-pineno (Esquema 1).84

hr="m

(+)-nootkatona

Esquema 1. Retrosintese do composto (+)-nootkatona

Quando a atividade de um composto com atividade biocida é dependente da
estereoquimica apresentada pelo composto, a sintese estereosseletiva pode
possibilitar um caminho vidvel para a obtencdo desses compostos em escala
compativel com a necessaria para a aplicacao de tais em compostos como controles

de pragas.8 86
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

- Determinacao estrutural, sintese e aplicacdo de compostos com elevada acao
larvicida e ou repelente visando tanto o controle populacional dos mosquitos A. aegypti
como a diminui¢ao das picadas destes mosquitos.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Sintese do composto candidato a larvicida, efetuada na UFSCar, e realizacao

dos bioensaios para determinacéo de sua atividade frente a imaturos de A. aegypti.

- Teste da atividade do larvicida com larvas criadas em laboratério e com larvas
de populacéo silvestre proveniente de Foz de lguacu.

- Obtencéo por hidrodestilacdo do 6leo essencial de Ocimum basilicum que
mostrou atividade repelente frente a A. aegypti.

- ldentificacdo estrutural dos componentes do 6leo essencial.

- Determinacdo das atividades repelentes do 6leo essencial e dos componentes
isoladamente e em combinacdes.

- Consolidar equipe multidisciplinar apta a enfrentar desafios na area de saude

publica.
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3. MATERIAIS E METODOS

As técnicas empregadas no desenvolvimento dos trabalhos experimentais
foram baseadas na literatura especializada e adaptadas, quando necessario, para

obtencédo de melhores resultados.

As andlises de compostos quirais foram realizadas em cromatdgrafo Varian®
3800, equipado com coluna quiral CHIRASIL-DEX CB B-Ciclodextrina (30 m x 0,25
mm x 0,25 um). A rampa de aquecimento para todas as analises foi de 40 °C a 170

°C, a 3 °C/min, utilizando He como gas de arraste.

As analises de espectrometria de massas foram realizadas em cromatografo
gasoso acoplado a espectrometro de massas Shimadzu® GCMS — QP 2010 Plus
equipado com coluna capilar Rtx-5MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 um). Injetor em modo
splitless a 250 °C, interface e fonte de ions a 300°C. A janela de massas analisada foi

entre m/z 40 e m/z 350, utilizando He como gas de arraste.

As andlises de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio e de carbono
foram efetuadas em um equipamento AVANCE 200 BRUKER utilizando-se

cloroférmio deuterado como solvente e tetrametilsilano como referéncia.

A reacao de sintese do estragol foi monitorada via cromatografia em camada
delgada (CCD).

O estragol foi purificado por cromatografia flash em coluna, utilizando-se silica
gel 60 230-400 mesh ASTM Merck.
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3.1 PREPARACAO DE SOLUCOES DOS COMPOSTOS SINTETIZADOS NA
UNIVERSIDADE FEDERAL DE SAO CARLOS (UFSCAR)

3.1.1 Preparo das solu¢cdes dos complexos e ligantes

Solugdes aquosas em diversas concentracdes dos sete complexos sintetizados
na UFSCar e de cinco ligantes utilizados na sintese dos complexos mais ativos, foram
preparadas no Laboratorio de Ecologia Quimica e Sintese de Produtos Naturais do
Departamento de Quimica da Universidade Federal do Parand (UFPR). Quando
necessario adicionou-se sulféxido de dimetila (1 mL) para facilitar a dissolucao,
seguida da adicdo, sob agitacdo constante, de agua destilada. As solucbes
preparadas foram encaminhadas ao Laboratério de Entomologia Médica e Veterinaria
(LEMV) do Departamento de Zoologia da UFPR para que suas atividades larvicidas

fossem avaliadas.

3.2 BIOENSAIOS

3.2.1. Criacéo das Larvas

Os bioensaios foram realizados com larvas de A. aegypti obtidas a partir de
ovos da col6nia “Rockefeller-CDC” (Center of Disease Control) e da colonia de
populacdo silvestre de procedéncia de Foz do Iguacu (F3), ambas ja previamente
estabelecidas no insetario do Laboratorio de Entomologia Médica e Veterinaria
(LEMV) da Universidade Federal do Parana (UFPR), trabalho em colaboracdo com o

Prof. Mario A. Navarro-Silva.

Os ovos foram submersos em copos plasticos com capacidade para 770 mL
preenchido com agua desclorada e adicionado 26 mg de racao triturada a fim de
induzir a eclosao de larvas. Obtida a eclosao larval, mediante visualizacdo das larvas,
e passadas 24 horas, estas foram transferidas para bandejas plasticas (35,5 cm x 21,5
cm X 6,5 cm) contendo 3 L de agua, também desclorada (Figura 11). Estas larvas
foram mantidas sob condi¢cdes de temperatura (25°C + 1), umidade (70% = 10) e

fotoperiodo (12:12) controlados em camara climatizada Modelo 347 CDG. Assim
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permaneceram até atingirem o estagio de 3° instar final ou 4° inicial, ndo sofrendo

nenhum tipo de tratamento quimico.

Figura 11. Larvas do mosquito A. aegypti.

3.2.2 Determinacao da Atividade Larvicida.

Os bioensaios de atividade larvicida para os compostos provenientes da
UFSCar seguiram o protocolo da Organizacdo Mundial de Saude (OMS), com
algumas modificagdes. Inicialmente realizou-se apenas um bioensaio preliminar para
cada um dos sete complexos (C1 a C7) em concentracdo de 40 uM em quadruplicata
bem como com os cinco ligantes dos dois complexos mais ativos (SB2 a SB6), Figura
12.

Figura 12. SolugBes dos complexos C1 a C7 na concentracdo de 40 uM.

Atingindo o estagio larval descrito acima, as larvas (20 para cada tratamento)
foram contadas, separadas e transferidas, com auxilio de pipeta de Pauster,
submersas em 20 mL de agua desclorada, para copos plasticos descartaveis com
capacidade para 330 mL (Figura 13). Juntamente com as larvas as solu¢gfes aquosas
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dos diferentes compostos foram adicionadas ao recipiente, de acordo com a
guantidade previamente determinada. O volume final de cada tratamento foi de 100
mL. Adicionou-se em cada tratamento racao para gato como fonte de alimento (26
mg). A cada quatro dias uma nova porc¢éao de racao foi adicionada. As condi¢cdes para
a manutencdo dos experimentos foram as mesmas descritas para a criacdo das
larvas, sendo que os copos foram mantidos na mesma camara climatizada Modelo
347 CDG. As leituras foram efetuadas a cada 24 horas até o periodo maximo de 20

dias. Todos os tratamentos foram realizados em quadruplicata.

Figura 13. Copos plasticos descartaveis com capacidade para 330 mL.

Depois de selecionado o candidato a melhor larvicida, realizou-se testes nas
mesmas condi¢des descritas acima nas seguintes concentragdes 1 uyM, 5 uM, 10 M,
13 uM, 15 uM, 18 pM, 20 uM, 30 uM, e 200 pM.

Cada tratamento foi realizado em trés oportunidades diferentes, totalizando 12

bioensaios e 240 larvas para cada tratamento.

Dois tipos de controle foram efetuados, um com as larvas dispostas apenas em
agua (100 mL) mais a racao de gato e outro com as larvas dispostas numa solugéo

de sulféxido de dimetila (1 mL) em agua (99 mL) mais racdo para gato.
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3.3 OBTENCAO DO OLEO DE MANJERICAO Ocimum basilicum L. (Lamiaceae)

Em um baldo de duas bocas de 2 L foram adicionadas 100 g folhas de
manjericdo secas e fragmentadas, seguido da adicdo de agua destilada até 2/3 do
volume do baldo. O balédo foi adaptado a um aparelho de Clevenger modificado e o
sistema aquecido com auxilio de uma manta de aquecimento até a destilacdo do
solvente. A extracao foi mantida por aproximadamente 4 horas e o aquecimento foi
desligado. Separou-se a fase oleosa da aquosa e extraiu-se a fase aquosa com éter
etilico (3 x 30 mL). A fase organica foi separada e secada com sulfato de magnésio
anidro. Apos filtracdo o solvente foi removido sob pressao reduzida em evaporador

rotativo obtendo-se 250 mg (0,25% m/m) do 6leo essencial.

3.3.1 Identificacdo dos compostos presentes no 6leo essencial de
Ocimum basilicum.

A determinacdo da composicdo do 6leo de manjericdo (O. basilicum) foi feita
através de analise cromatografica acoplada a espectrometria de massas comparando
os dados dos indices de Kovats e dos espectros de fragmentacdo de massas dos
compostos com dados de literatura. Condi¢des de analise:

Pressao: 59 kPa

Fluxo: 24,4 mL/min

Velocidade linear: 36,8 cm/s

Gas de Arraste: Hélio

Volume injetado: 1uL

Solvente: Hexano (solu¢do a 1 mg/mL)

Temperatura: 60°C até 250°C, a 3°C/min.
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3.5 PROCEDIMENTO PARA SINTESE DO ESTRAGOL

A um baldo de 50 mL, equipado com agitacdo magnética, condensador de
refluxo e mantido sob atmosfera de argonio, foi adicionado magnésio (0,264 g, 11
mmol), tetraidrofurano anidro (10 mL) e 1-bromo-4-metoxibenzeno (1,87 g, 10 mmol)
o qual foi adicionado gota a gota. A mistura reacional foi mantida a temperatura
ambiente durante uma hora. Apés consumo quase total do magnésio, adicionou-se
lentamente uma solucéo de brometo de alila (1,21 g, 10 mmol) em THF (10 mL) a
temperatura de 0°C. A mistura reacional foi agitada por 30 minutos a temperatura
ambiente. Agua (5 mL) foi adicionada ao baldo reacional o qual foi agitado por cinco
minutos e o contetdo do baldo foi transferido para um funil de separac¢éo contendo
éter etilico (30 mL). As fases foram separadas e a fase organica foi lavada com
solucéo saturada de NaCl (10 mL). A fase organica foi secada sob sulfato de magnésio
anidro e filtrada. O produto foi purificado por cromatografia flash em gel de silica
usando uma mistura de hexano/acetato de etila (9:1) como eluente. Obteve-se 814
mg (55%) do produto purificado. E.M. m/z (abund. relativa %): 148 (M*, 100); 147 (M*
-1, 60); 133 (24); 117 (46); 105 (28) e 91 (33) 77(38).

RMN de 'H (200 MHz CDCI3) d (ppm): 3,32 (d, J = 6,83 Hz, 2H); 3,78 (s, 3H);
5,05 (m, 2 H); 5,95 (ddt, 1H); 6,85 (dd, J = 8,80 Hz e 1,77 Hz, 2H); 7,09 (d, J = 8,80
Hz, 2H).

RMN de 13C (200 MHz CDCls) & (ppm): 39,4; 55,2; 113,8; 115,4; 129,5; 133,2;
137,9; 158.

3.6 PROCEDIMENTO PARA HIDROGENACAO DO LINALOL

A um baldo de 25 mL, equipado com agitacdo magnética e mantido sob
atmosfera de hidrogénio, foi adicionado Pd/C (0,200 g), etanol (10 mL) e o linalol
(0,154 g 1 mmol). A mistura reacional foi mantida a temperatura ambiente durante 72
horas. O conteudo do baldo foi filtrado em celite (2,0 g) utilizando éter etilico como

solvente, posteriormente o solvente foi evaporado a pressao reduzida. Obteve-se
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0,135 g (86%) da mistura contendo o produto hidrogenado como majoritario. E.M. m/z
(abund. relativa %): 73 (100); 69 (60) e 55 (46).

RMN de *H (200 MHz CDCIs) & (ppm): 0,87 (t, J =8,0 Hz, 3H); 0,89 (d, J = 6,8
Hz, 6H); 1,30 (m, 2H); 1,30 (m, 2H) 1,39 (s, 3H); 1,42 (t, J = 7,1 Hz, 2H); 1,55 (9, J =
8,0 Hz, 2H); 1,69 (m, 1H).

RMN de 13C (200 MHz CDCIls) & (ppm): 8,5; 21,7; 22,5; 27,3; 28,1; 34,1; 40,2;
42.,8; 74,3.

3.7 TESTE DE REPELENCIA.

Os testes de repeléncia foram realizados na sala de criacdo do insetario do
Laboratorio de Entomologia Médica e Veterindria, situado no Departamento de
Zoologia da Universidade Federal do Parana, a uma temperatura de 25°C + 2°C e
umidade relativa de 60 a 70%. Os dados de temperatura e umidade relativa, dentro
da sala de criacdo e gaiola, foram monitorados e registrados utilizando um termo
higrdmetro digital durante os experimentos.

Para a realizacao dos testes foram utilizadas gaiolas de madeira com telas nas
laterais e vidro na face superior medindo 30 cm X 30 cm X 30 cm com fémeas do
mosquito A. aegypti, todas copuladas sem ter passado pelo repasto sanguineo. Os
testes foram realizados no periodo diurno, respeitando a preferéncia para a atividade
de hematofagia do mosquito, registrando a data e horéario de realizacédo dos testes.

Através de um cronémetro digital foi registrado o tempo maximo de 5 minutos
para os testes preliminares e de 15 minutos para os demais experimentos e também
registrado o tempo da primeira picada. Ocorrendo mais que duas picadas antes do
tempo maximo o experimento foi interrompido. No fim de cada teste foi registrado o

namero de picadas observadas na mao do analisador.

Para os testes uma das mé&os do analisador foi higienizada com sabao neutro
e em seguida a face superior, inferior, lateral e a regido entre os dedos, foram tratadas
com solugdes dos possiveis repelentes em etanol. A mao fechada foi introduzida na

gaiola para realizacao dos testes conforme a Figura 14, com o analisador sentado, ou
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seja, em posicao de descanso, ndo tendo realizado esforgo fisico anteriormente a

realizacdo dos testes.

Figura 14. Posicionamento da m&o na gaiola durante os testes realizados.

O dleo essencial de O. basilicum extraido, bem como os compostos isolados e
combinacBes dos mesmos, ou variacdes, destes tiveram suas atividades de
repeléncia avaliadas. Para os testes foram preparadas diferentes concentracées dos

possiveis repelentes, diluidos em etanol, a um volume total final de 1,5 mL.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 DETERMINACAO DA ATIVIDADE LARVICIDA DOS COMPOSTOS
SINTETIZADOS NA UNIVERSIDADE FEDERAL DE SAO CARLOS (UFSCar)

Inicialmente foi realizado um bioensaio piloto, em quadruplicata, com sete
complexos diferentes, previamente selecionados, com apenas uma concentragéo de
cada composto, 40 uM. Os complexos utilizados foram denominados como C1 a C7.
Tal bioensaio-piloto se fez necessario, também, para a determinacdo do método a ser
aplicado aos futuros bioensaios com 0s compostos que apresentassem melhores

resultados larvicidas.

Para os grupos controle, uma parcela das larvas foi exposta a uma solugéo
aguosa de sulfoxido de dimetila (1 mL para 99 mL de agua destilada), uma vez que
alguns compostos precisaram ser pré-solubilizados neste solvente, e outro grupo foi
exposto apenas a 4gua destilada. Todos os ensaios foram realizados em

quadruplicata.

A mortalidade das larvas foi verificada a cada 24 horas até a emergéncia
completa do ultimo adulto do grupo controle contendo &gua destilada. As larvas
incapazes de atingir a superficie da agua ou imoveis quando submetidas a estimulos,
batidas sucessivas na parede dos copos com pipeta de Pauster, foram consideradas
como larvas mortas. As larvas mortas foram descartadas a cada leitura de 24 horas.

Ao final do experimento as larvas sobreviventes foram descartadas.

O bioensaio-piloto teve duracdo de 96 horas (4 dias), sem adicao de racdo e
com reposicdo de agua em caso de evaporacdo para manter sempre o volume final
de 100 mL. Os resultados obtidos (em valores absolutos) podem ser observados de
acordo com a Tabela 5 e Figura 15. Os compostos que apresentaram melhores
resultados foram C1 e C7, com mortalidade maior que 50% das larvas em até 4 dias
(96 h).
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Tabela 5. Porcentagem de mortalidade larval e formacéo de pupas representada de forma acumulada
observada durante o bioensaio preliminar realizado para avaliagéo da atividade larvicida dos compostos
C1, C2, C3, C4, C5, C6, C7, sobre imaturos de Aedes aegypti da coldnia Rockefeller, na concentracéo
de 40 pM, com duragédo de 96 horas (quatro dias), mantido sob condi¢Bes de temperatura (25°C + 1),
umidade (70% = 10) e foto periodo (12:12) controlados em camara climatizada.

CONTROLE ™ GONTROLE ™ oy (1-55) 2 (1-80) C3 (180
M.L. F.P. M.L. F.P. ML FP. ML.  F.P. M.L. F.P.
) ) () %) ) () ) () (B (%)
24 h 2,6 0,0 1,3 0,0 7,7 0,0 00 00 13 0,0
42 h 3,9 0,0 1,3 0,0 20,5 o0 O00 00 13 0,0
72 h 5,2 0,0 1,3 0,0 43,6 0,0 00 00 1,3 1,3
96 h 6,5 1,3 1,3 0,0 61,5 00 00 00 25 13
TOTAL 6,5 1,3 1,3 0,0 61,5 00 00 00 25 1,3

HORAS

C4(n=79) C5(=78) C6(=79) C7(n=60)
HORAS M.L. F.P. M.L. F.P. M.L. F.P. M.L. F.P.

) ) %) () %) () (%) (%)

24 h 0,0 0,0 1,3 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0

42 h 0,0 0,0 1,3 0,0 0,0 0,0 13,3 0,0

72 h 0,0 0,0 1,3 2,6 0,0 0,0 38,3 0,0

96 h 1,3 0,0 1,3 51 0,0 0,0 55,0 0,0

TOTAL 1,3 0,0 1,3 51 0,0 0,0 55,0 0,0

M.L. = porcentagem da mortalidade larval; F.P. = porcentagem de formac¢é&o de pupas; n = nimero total

de larvas expostas; C1=composto 1; C2=composto 2; C3=composto 3; C4=composto 4; C5=composto
5; C6=composto 6; C7=composto.
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Figura 15. Mortalidade larval ndo acumulada por composto, por réplica e por dia (em horas), referente
ao bioensaio preliminar realizado com os compostos C1, C2, C3, C4, C5, C6, C7. (n) = nimero total
de larvas expostas por produto.
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Os compostos C1 e C7 foram selecionados para dar continuidade a avaliacao
de atividade larvicida bem como suas subunidades (SB2, SB3, SB4, SB5 e SB6)

(Tabela 6 e Figura 16), com duracgéo de total de 264 horas.

Tabela 6. Porcentagem de mortalidade larval e formac&o de pupas representada de forma acumulada
observada durante os bioensaios preliminares realizados para avaliacdo da atividade larvicida dos
compostos C1 e C7 e suas subunidades (SB 2, SB 3, SB4, SB 5 e SB6), na concentracdo de 40 uM,
sobre imaturos de Aedes aegypti da coldnia Rockefeller, com duragéo total de 264 horas (onze dias),
mantido sob condicdes de temperatura (25°C + 1), umidade (70% + 10) e foto periodo (12:12)
controlados em camara climatizada, com adicao de 0,026g de racédo a cada 96 horas.

CONTROLE CONTROLE C1 C7
HORAS H20 (n=241) DMSO (n=241) (n=240) (n=242)

M. L. F. P. M. L. F. P. M. L. F. P. M. L. F. P.

(%) (%) (%) (%) (%) (%) (%) (%)
24 h 0,0 0,0 0,0 0,0 6,3 0,0 6,2 0,0
42 h 0,0 0,4 0,0 0,0 39,6 0,0 38,4 0,0
72 h 0,4 2,5 0,0 0,4 62,5 0,0 64,0 0,0
96 h 2,1 14,1 5,8 7,1 77,9 0,0 79,8 0,0

120 h 2,9 33,6 91 22,0 86,3 0,0 88,0 0,0
144 h 3,7 64,3 10,4 31,5 90,8 0,0 92,1 0,0
168 h 4,1 72,6 11,6 39,8 93,3 0,0 93,8 0,4
192 h 5,0 79,7 13,7 44,4 93,8 0,0 93,8 0,4
216 h 5,4 85,1 16,2 47,7 94,2 0,0 93,8 0,4
240 h 10,8 85,9 27,4 47,7 94,2 0,0 93,8 0,4
264 h 11,6 88,4 28,6 47,7 94,2 0,0 93,8 0,4
TOTAL 11,6 88,4 28,6 47,7 94,2 0,0 93,8 0,4

SB2 SB3 SB4 SB6 SB5
(n=241) (n= 240) (n=219) (n=239) (n=241)
HORAS i L. Ep. '\L" F.P. M.L. F.P. M.L. F.P. M.L. F.P.

) () gy (B () (%) (%) (%) (%) (%)

24 h 0,0 00 08 0,0 1,8 0,0 0,4 0,0 0,0 0,0
42 h 0,8 00 188 0,0 5,0 0,0 0,8 0,0 0,4 0,0
72 h 0,8 00 438 0,0 5,5 0,0 0,8 0,0 0,8 0,0
96 h 25 108 625 0,0 6,8 3,2 2,1 134 2,5 145
120h 46 27,8 729 0,0 9,1 178 38 368 4,1 40,7
144h 8,3 490 825 10,8 123 30,6 6,3 494 46 52,7
168h 95 56,0 829 13 16,0 41,1 63 561 46 593
192h 10,0 62,2 854 1,7 21,0 46,1 7,1 59,8 58 639
216 h 104 639 875 21 23,7 50,7 79 62,3 75 68,0
240h 141 639 875 21 256 51,1 105 62,3 104 70,5
264h 145 639 875 21 265 511 113 623 108 714
TOTAL 145 639 875 21 2655 511 113 623 108 714

M.L. = porcentagem da mortalidade larval; F.P. = porcentagem de formacgé&o de pupas; n = nimero total
de larvas expostas; C1 = composto 1; C7 = compostos 7; SB2 = subunidade 2; SB3 = subunidade 3;
SB4 = subunidade 4; SB5 = subunidade 5; SB6 = subunidade 6.
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Figura 16. Mortalidade larval ndo acumulada por composto e subunidades e por réplica em 48 horas,
horéario no qual ocorreu maior mortalidade, referente ao bioensaio de efetividade realizado com os

compostos C1 e C7 e suas subunidades. (n) = niUmero total de larvas expostas por produto.
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Os compostos C1 e C7 foram os que apresentaram melhores resultados,
comparados aos demais, pois ambos, depois de 72 h, haviam matado mais da metade

das larvas presentes nos copos.

A partir deste bioensaio piloto selecionou-se o composto C7 para a
continuidade da avaliacdo de sua atividade larvicida, tendo em vista a facilidade de
sintese, baixa toxicidade e baixo custo de producédo. Nos bioensaios subsequentes
adicionou-se 26 mg de racdo no inicio dos bioensaios e a cada 24 horas sendo que

houve também areposicao de agua, para manter o volume em 100 mL.

Nove concentracdes do composto C7 foram avaliadas, sendo elas: 1 uM, 5 uM,
10 uM, 13 uM, 15 pM, 18 uM, 20 uM, 30 pM, e 200 uM. Para cada concentracéo foram
realizados bioensaios em quadruplicata e em trés dias diferentes, totalizando 12
bioensaios. Mantido sob condi¢des de temperatura (25°C £ 1), umidade (70% = 10) e
foto periodo (12:12) controlados em camara climatizada. Com adicdo de 0,026g de

racao a cada 96 horas.

Os bioensaios de efetividade realizados com composto C7 mostraram atividade
larvicida de 100% para as concentracao de 200 uM sob condi¢fes controladas (25°C
+ 1, umidade 70% + 10 e fotoperiodo (12:12) sobre populacdes de A. aegypti da
colonia Rockefeller (Tabela 7 e Figura 17). Para a concentracao de 200 uM deve se

destacar que ndo houve a emergéncia de adultos (Tabela 8).

Tabela 7. Porcentagem de mortalidade larval e formacéo de pupas representada de forma acumulada
observada durante os bioensaios de efetividade realizados para avaliacdo da atividade larvicida do
composto C7, na concentracéo de 200 pM, sobre imaturos de Aedes aegypti, com duracéo total de 96
horas (quatro dias).

HORAS CONTROLE H20 (n= 160) 200 pM (n= 158)
M. L. (%) F. P. (%) M. L. (%) F. P. (%)
24 h 0,0 0,0 65,8 0,0
42 h 0,0 0,0 89,2 0,0
72 h 0,0 0,6 96,2 0,0
96 h 3,8 25,0 100,0 0,0
TOTAL 3,8 25,0 100,0 0,0

n = nimero total de larvas expostas.
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Tabela 8. Porcentagem de emergéncia de adultos, mortalidade pupal e larvas sobreviventes
observadas ao término dos bioensaios de efetividade realizado para avaliagdo da atividade larvicida do
composto C7, na concentracdo de 200 uM, sobre imaturos de Aedes aegypti, com duracdo de 96 horas
(quatro dias).

Término do bioensaio (96 h)

COMPOSTO Adultos Mortalidade Larvas
emergidos (%) pupal (%) sobreviventes (%)
H20 (n= 160) 25,0 0,0 71,2
200 pM
(n= 158) 0,0 0,0 0,0

n = ndmero total de larvas expostas.

B H,0 (n=160) kY200 uM (n = 158)
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Figura 17. Porcentagem de mortalidade larval, emergéncia de adultos, mortalidade pupal e larvas
sobreviventes observadas ao término dos bioensaios de efetividade realizados para avaliagdo da
atividade larvicida do composto C7 sobre imaturos de Aedes aegypti, nas concentracdes de 200 pM,
com duracéo total de 96 horas (quatro dias). (n) = nimero total de larvas expostas por produto.

As outras oitos concentracées do composto C7 foram avaliadas, sendo elas: 1
uM, 5 uM, 10 uM, 13 pM, 15 uM, 18 uM, 20 uM e 30 uM. Os resultados estéo
representados nas Tabelas 9 a 24 e Figuras 15 a 22. Também para cada concentracao
foram realizados bioensaios em quadruplicata e em trés dias diferentes, totalizando
12 bioensaios. Os bioensaios foram mantidos sob condi¢des de temperatura (25°C £
1), umidade (70% + 10) e foto periodo (12:12) controlados em camara climatizada,

com adi¢cao de 0,026g de ragéo a cada 96 horas.
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Tabela 9. Porcentagem de mortalidade larval e formacéo de pupas representada de forma acumulada
observada durante os bioensaios de efetividade realizados para avaliacdo da atividade larvicida do
composto C7, na concentracéo de 30 pM, sobre imaturos de Aedes aegypti, com duragéo total de 168
horas (sete dias).

HORAS CONTROLE H20 (n= 238) 30 UM (n= 240)
M. L. (%) F. P. (%) M. L. (%) F. P. (%)
24 h 0,4 0 4,2 0
42 h 2,9 0 47,5 0
72 h 5 0,4 70,8 0
96 h 6,7 37 84,2 0
120 h 7,6 66,8 92,9 0,4
144 h 8,8 73,9 97,5 0,4
168 h 8,8 74,4 99,6 0,4
TOTAL 8,8 74,4 99,6 0,4

n = nimero total de larvas expostas.

Tabela 10. Porcentagem de emergéncia de adultos, mortalidade pupal e larvas sobreviventes
observadas ao término dos bioensaios de efetividade realizados para avaliacdo da atividade larvicida
do composto C7, na concentracdo de 30 pM, sobre imaturos de Aedes aegypti, com duracgéo total de
168 horas (sete dias).

Término do bioensaio (168 h)

COMPOSTO Adultos Mortalidade Larvas
emergidos (%) pupal (%) sobreviventes (%)
H20 (n= 238) 73,1 1,3 16,8
30 uM (n= 240) 0,0 0,4 0,0

n = nimero total de larvas expostas.

B H,0 (n=238) & 30 uM (n = 240)
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Figura 18. Porcentagem de mortalidade larval, emergéncia de adultos, mortalidade pupal e larvas
sobreviventes observadas ao término dos bioensaios de efetividade realizados para avaliagdo da
atividade larvicida do composto C7 sobre imaturos de Aedes aegypti, has concentracdes de 30 uM,
com duracdo total de 168 horas (sete dias). (n) = nimero total de larvas expostas por produto.
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Tabela 11. Porcentagem de mortalidade larval e formacéo de pupas representada de forma acumulada
observada durante os bioensaios de efetividade realizados para avaliacdo da atividade larvicida do
composto C7, na concentracdo de 20 puM, sobre imaturos de Aedes aegypti, com duracéo total de 216
horas (nove dias).

HORAS CONTROLE H.0 (n= 238) 20 UM (n=242)
M. L. (%) F. P. (%) M. L. (%) F. P. (%)

24 h 0,4 0,0 11,6 0,0
42 h 2,9 0,0 42,1 0,0
72 h 5,0 0,4 67,4 0,0
96 h 6,7 37,0 79,8 0,0
120 h 7,6 66,8 85,1 0,0
144 h 8,8 73,9 90,1 0,4
168 h 9,2 76,9 92,1 0,8
192 h 14,7 80,3 92,6 0,8
216 h 14,7 85,3 93 0,8

TOTAL 14,7 85,3 93 0,8

n = nimero total de larvas expostas.

Tabela 12. Porcentagem de emergéncia de adultos, mortalidade pupal e larvas sobreviventes
observada ao término dos bioensaios de efetividade realizados para avaliagédo da atividade larvicida do
composto C7, na concentracéo de 20 puM, sobre imaturos de Aedes aegypti, com duracéo total de 216
horas (nove dias).

Término do bioensaio (216 h)

COMPOSTO Adultos Mortalidade Larvas
emergidos (%) pupal (%) sobreviventes (%)

H20 (n= 238) 84,0 1,3 0,0

20 uM (n=242) 0,4 0,4 6,2

n = nimero total de larvas expostas.

= H,0 (n=238) K320 puM (n=242)
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Figura 19. Porcentagem de mortalidade larval, emergéncia de adultos, mortalidade pupal e larvas
sobreviventes observadas ao término dos bioensaios de efetividade realizado para avaliagdo da
atividade larvicida do composto C7 sobre imaturos de Aedes aegypti, has concentracdes de 20 uM,
com duracdo total de 216 horas (nove dias).
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Tabela 13. Porcentagem de mortalidade larval e formacéo de pupas representada de forma acumulada
observada durante os bioensaios de efetividade realizados para avaliacdo da atividade larvicida do
composto C7, na concentracdo de 18 pM, sobre imaturos de Aedes aegypti, com duracéo total de 240
horas (dez dias).

HORAS CONTROLE H.0 (n= 239) 18 UM (n= 241)
M. L. (%) F. P. (%) M. L. (%) F. P. (%)

24 h 0,0 0,0 18,3 0,0
42 h 0,0 1,3 43,6 0,8
72 h 0,0 9,6 68,5 0,8
96 h 2,9 49,8 78,4 0,8
120 h 3,8 76,6 82,6 0,8
144 h 5,0 85,8 85,5 0,8
168 h 5,9 87,4 87,1 1,7
192 h 6,3 89,1 90,0 2,1
216 h 6,7 92,9 90,5 2,5
240 h 6,7 93,3 90,5 2,5

TOTAL 6,7 93,3 90,5 2,5

n = namero total de larvas expostas.

Tabela 14. Porcentagem de emergéncia de adultos, mortalidade pupal e larvas sobreviventes
observadas ao término dos bioensaios de efetividade realizados para avaliagdo da atividade larvicida
do composto C7, na concentracdo de 18 pM, sobre imaturos de Aedes aegypti, com duracéo total de
240 horas (dez dias).

Término do bioensaio (240 h)

COMPOSTO Adultos Mortalidade Larvas
emergidos (%) pupal (%) sobreviventes (%)
H20 (n= 239) 90,8 2,5 0,0
18 uM (n= 241) 1,7 0,8 7,1

n = numero total de larvas expostas.
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Figura 20. Porcentagem de mortalidade larval, emergéncia de adultos, mortalidade pupal e larvas
sobreviventes observadas ao término dos bioensaios de efetividade realizados para avaliagdo da
atividade larvicida do composto C7 sobre imaturos de Aedes aegypti, has concentracdes de 18 uM,
com duracdo total de 240 horas (dez dias). (n) = nimero total de larvas expostas por produto.
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Tabela 15. Porcentagem de mortalidade larval e formacéo de pupas representada de forma acumulada
observada durante os bioensaios de efetividade realizados para avaliacdo da atividade larvicida do
composto C7, na concentracéo de 15 pM, sobre imaturos de Aedes aegypti, com duragéo total de 240
horas (dez dias).

HORAS CONTROLE H.0 (n= 238) 15 uM (n= 243)
M. L. (%) F. P. (%) M. L. (%) F. P. (%)

24 h 0,0 0,0 8,6 0,0
42 h 1,7 3,8 27,6 0,0
72 h 2,1 5,9 47,3 0,0
96 h 6,3 61,3 59,3 0,0
120 h 6,3 71,8 72,4 0,0
144 h 7,6 79,8 80,7 0,0
168 h 8,4 81,1 86,8 0,4
192 h 8,8 83,6 89,3 0,4
216 h 9,2 87,0 89,3 2,1
240 h 9,2 90,8 89,3 2,5

TOTAL 9,2 90,8 89,3 2,5

n = nimero total de larvas expostas.

Tabela 16. Porcentagem de emergéncia de adultos, mortalidade pupal e larvas sobreviventes
observada ao término dos bioensaios de efetividade realizados para avaliagédo da atividade larvicida do
composto C7, na concentracéo de 15 pM, sobre imaturos de Aedes aegypti, com duracgéo total de 240
horas (dez dias).

Término do bioensaio (240 h)

COMPOSTO Adultos Mortalidade Larvas
emergidos (%) pupal (%) sobreviventes (%)
H20 (n= 238) 85,7 5,0 0,0
15 uM (n= 243) 1,2 1,2 8,6

n = nimero total de larvas expostas.
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Figura 21. Porcentagem de mortalidade larval, emergéncia de adultos, mortalidade pupal e larvas
sobreviventes observadas ao término dos bioensaios de efetividade realizados para avaliagdo da
atividade larvicida do composto C7 sobre imaturos de Aedes aegypti, has concentracdes de 15 uM,
com duracdo total de 240 horas (dez dias). (n) = nimero total de larvas expostas por produto.
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Tabela 17. Porcentagem de mortalidade larval e formacéo de pupas representada de forma acumulada
observada durante os bioensaios de efetividade realizados para avaliacdo da atividade larvicida do
composto C7, na concentracdo de 13 pM, sobre imaturos de Aedes aegypti, com duracéo total de 240
horas (dez dias).

HORAS CONTROLE H.0 (n= 239) 13 uM (n= 238)
M. L. (%) F. P. (%) M. L. (%) F. P. (%)

24 h 0,0 0,0 16,4 0,0
42 h 0,0 1,3 34,9 0,8
72 h 0,0 9,6 48,7 1,3
96 h 2,9 49,8 62,2 1,7
120 h 3,8 76,6 65,5 2,9
144 h 5,0 85,8 68,1 4,2
168 h 5,9 87,4 71,8 6,7
192 h 6,3 89,1 77,7 7.1
216 h 6,7 92,9 78,6 7,6
240 h 6,7 93,3 78,6 7,6

TOTAL 6,7 93,3 78,6 7,6

n = namero total de larvas expostas.

Tabela 18. Porcentagem de emergéncia de adultos, mortalidade pupal e larvas sobreviventes
observadas ao término do bioensaio de efetividade realizado para avaliagdo da atividade larvicida do
composto C7, na concentracdo de 13 pM, sobre imaturos de Aedes aegypti, com duracéo total de 240
horas (dez dias).

Término do bioensaio (240 h)

COMPOSTO Adultos Mortalidade Larvas
emergidos (%) pupal (%) sobreviventes (%)
H20 (n= 239) 90,8 2,5 0,0
13 uM (n= 238) 5,0 2,5 13,8

n = nimero total de larvas expostas.
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Figura 22. Porcentagem de mortalidade larval, emergéncia de adultos, mortalidade pupal e larvas

sobreviventes observadas ao término dos bioensaios de efetividade realizado para avaliacdo da

atividade larvicida do composto C7 sobre imaturos de Aedes aegypti, has concentracdes de 13 pM,

com duracdo total de 240 horas (dez dias). (n) = nimero total de larvas expostas por produto.

Tabela 19. Porcentagem de mortalidade larval e formac&o de pupas representada de forma acumulada
observada durante os bioensaios de efetividade realizados para avaliacdo da atividade larvicida do
composto C7, na concentracéo de 10 uM, sobre imaturos de Aedes aegypti, com duracgédo total de 288
horas (doze dias).

CONTROLE H:0 (n= 240)

10 uM (n= 220)

HORAS —0 L. ) F. P. (%) M. L. (%) F. P. (%)
24 h 0,0 0,0 8,2 0,0
42 h 1,3 3,3 18,6 0,5
72 h 2,9 4,2 26,4 0,9
96 h 2,9 50,8 40,0 1,4
120 h 3,3 72,5 50,0 45
144 h 4,2 75,4 56,4 5,9
168 h 4,2 77,1 65,9 7,7
192 h 4,2 80,4 70,5 10,5
216 h 4,6 85 71,4 11,8
240 h 5,8 91,7 72,3 16,4
264 h 6,3 91,7 72,3 16,4
288 h 7,5 92,5 72,7 16,8

TOTAL 7,5 92,5 72,7 16,8

n = ndmero total de larvas expostas.
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Tabela 20. Porcentagem de emergéncia de adultos, mortalidade pupal e larvas sobreviventes
observadas ao término dos bioensaios de efetividade realizados para avaliagdo da atividade larvicida
do composto C7, na concentracdo de 10 pM, sobre imaturos de Aedes aegypti, com duracéo total de
288 horas (doze dias).

Término do bioensaio (288 h)

COMPOSTO Adultos Mortalidade Larvas
emergidos (%) pupal (%) sobreviventes (%)
H20 (n= 240) 88,8 3,8 0,0
10 uM (n= 220) 10,9 5,9 10,4

n = nimero total de larvas expostas.
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Figura 23. Porcentagem de mortalidade larval, emergéncia de adultos, mortalidade pupal e larvas
sobreviventes observadas ao término dos bioensaios de efetividade realizados para avaliagdo da
atividade larvicida do composto C7 sobre imaturos de Aedes aegypti, has concentracdes de 10 pM,
com duracao de 288 horas (doze dias). (n) = nimero total de larvas expostas por produto.
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Tabela 21. Porcentagem de mortalidade larval e formacéo de pupas representada de forma acumulada
observada durante os bioensaios de efetividade realizados para avaliacdo da atividade larvicida do
composto C7, na concentracdo de 5 pM, sobre imaturos de Aedes aegypti, com duracéo total de 288
horas (doze dias).

HORA CONTROLE H20 (n= 240) 5 UM (n= 238)

S M. L. (%) F. P. (%) M. L. (%) F. P. (%)
24 h 0,0 0,0 2,3 0,0
42 h 1,3 3,3 4,6 1,8
72 h 2,9 4,2 6,5 4,1
96 h 2,9 50,8 10,1 18,9
120 h 3,3 72,5 14,3 35,5
144 h 4,2 75,4 19,8 43,3
168 h 4,2 771 28,6 46,1
192 h 4,2 80,4 30,0 49,3
216 h 4,6 85,0 30,9 53,0
240 h 5,8 91,7 31,8 60,8
264 h 6,3 91,7 31,8 63,1
288 h 7,5 92,5 31,8 63,1

TOTAL 7,5 92,5 31,8 63,1

n = namero total de larvas expostas.

Tabela 22. Porcentagem de emergéncia de adultos, mortalidade pupal e larvas sobreviventes
observada ao término dos bioensaios de efetividade realizados para avaliacdo da atividade larvicida do
composto C7, na concentracéo de 5 pM, sobre imaturos de Aedes aegypti, com duracéo total de 288
horas (doze dias).

Término do bioensaio (288 h)

COMPOSTO Adultos Mortalidade Larvas
emergidos (%) pupal (%) sobreviventes (%)

H20 (n= 240) 88,8 3,8 0,0

5 uM (n=238) 58,1 51 51

n = numero total de larvas expostas.
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Figura 24. Porcentagem de mortalidade larval, emergéncia de adultos, mortalidade pupal e larvas
sobreviventes observada ao término dos bioensaios de efetividade realizados para avaliagcao da
atividade larvicida do composto C7 sobre imaturos de Aedes aegypti, has concentracdes de 5 UM,
com duracdo total de 288 horas (doze dias). (n) = nimero total de larvas expostas por produto.

Tabela 23. Porcentagem de mortalidade larval e formacgéo de pupas representada de forma acumulada
observada durante os bioensaios de efetividade realizados para avaliacdo da atividade larvicida do
composto C7, na concentracdo de 1 pM, sobre imaturos de Aedes aegypti, com duracdo total de 288
horas (doze dias).

HORAS CONTROLE H20 (n= 240) 1 UM (n= 240)
M. L. (%) F. P. (%) M. L. (%) F. P. (%)

24 h 0,0 0,0 0,0 0,0
42 h 1,3 3,3 0,4 2,5
72 h 2,9 4,2 1,7 6,7
96 h 2,9 50,8 2,1 42,9
120 h 3,3 72,5 2,5 77,1
144 h 4,2 75,4 3,8 80,8
168 h 4,2 77,1 4,6 82,1
192 h 4,2 80,4 5,8 82,9
216 h 4,6 85,0 5,8 86,3
240 h 5,8 91,7 7,5 90
264 h 6,3 91,7 8,3 90,4
288 h 7,5 92,5 8,8 90,8

TOTAL 7,5 92,5 8,8 90,8

n = nimero total de larvas expostas.
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Tabela 24. Porcentagem de emergéncia de adultos, mortalidade pupal e larvas sobreviventes
observada ao término dos bioensaios de efetividade realizados para avaliagéo da atividade larvicida do
composto C7, na concentracdo de 1 pM, sobre imaturos de Aedes aegypti, com duracéo total de 288
horas (doze dias).

Término do bioensaio (288 h)

COMPOSTO Adultos Mortalidade Larvas
emergidos (%) pupal (%) sobreviventes (%)

H20 (n= 240) 88,8 3,8 0,0

1 uM (n= 240) 89,2 1,7 0,4

n = ndmero total de larvas expostas.
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Figura 25. Porcentagem de mortalidade larval, emergéncia de adultos, mortalidade pupal e larvas
sobreviventes observada ao término dos bioensaios de efetividade realizados para avaliacdo da
atividade larvicida do composto C7 sobre imaturos de Aedes aegypti, has concentracdes de 1 UM,
com duracdo total de 288 horas (doze dias). (n) = nimero total de larvas expostas por produto.

4.1.1. Atividade larvicida do composto C7 frente a populacéo silvestre de

Aedes aegypti de procedéncia de Foz do Iguacu (F3).

Bioensaios de efetividade com o composto C7 sobre populagdes de A. aegypti
da terceira geracao (F3) da populacdo de Foz do Iguagu apresentou mortalidade de
78,6% na concentracao de 40 uM sob condi¢des controladas (25°C + 1, umidade 70%
+ 10 e fotoperiodo 12:12), com adicéo de 0,026g de racéo a cada 96 horas. Observou-
se 0,41% de emergéncia de adultos para tal concentracdo (Tabela 25 e Tabela 26,
Figura 26).
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Tabela 25. Porcentagem de mortalidade larval e formacéo de pupas representada de forma acumulada
observada durante os bioensaios de efetividade realizados para avaliacdo da atividade larvicida do
composto C7, na concentracdo de 40 uM, sobre imaturos de Aedes aegypti da populacdo de Foz do
Iguacu (F3), com duracdo total de 192 horas (oito dias), mantido sob condigBes de temperatura (25°C
+ 1), umidade (70% + 10) e fotoperiodo (12:12) controlados em camara climatizada,

CONTROLE CONTROLE
HOSRA H20 (= 238) DMSO (n= 243) 40 UM (n= 243)
M.L. (%) F.P.(%) M.L. (%) F.P.(%) M. L (%) F.P. (%)
24h 0,0 0.0 0,0 0.0 5.3 0.0
42 h 0.0 7.1 2.1 4.9 17,3 0.8
72 h 0.0 27,7 3.7 17,7 30.5 0.8
96 h 1,7 76.5 8.6 61.7 436 0.8
120h 25 88.2 8.6 77.8 61.3 0.8
144h 25 92.0 8.6 81.1 71.2 0.8
168h 25 92.9 8.6 84.4 77.4 0.8
192h 25 97.5 8.6 85.2 78.6 0.8
TOTAL 25 97.5 8,6 85,2 78,6 0.8

n = nimero total de larvas expostas.

Tabela 26. Porcentagem de emergéncia de adultos, mortalidade pupal e larvas sobreviventes
observadas ao término dos bioensaios de efetividade realizados para avaliagdo da atividade larvicida
do composto C7, na concentracdo de 40 UM, sobre imaturos de Aedes aegypti da populacdo de Foz
do Iguacu, com duragéo total de 192 horas (oito dias).

Término do bioensaio (192 h)

COMPOSTO Adultos Mortalidade Larvas
emergidos (%) pupal (%) sobreviventes (%)
H20 (= 238) 97,5 1,7 0,0
DMSO (n= 243) 85,2 1,6 6,2
40 uM (n=243) 0,4 0,4 20,6

n = nimero total de larvas expostas.
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Figura 26. Porcentagem de mortalidade larval, emergéncia de adultos, mortalidade pupal e larvas
sobreviventes observadas ao término dos bioensaios de efetividade realizados para avaliagéo da
atividade larvicida do composto C7 sobre imaturos de Aedes aegypti da populagéo de Foz do Iguacu,
na concentracéo de 40 uM, com duracdo total de 192 horas (oito dias). (n) = nimero total de larvas
expostas por produto.
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4.2 ANALISES DA COMPOSICAO DO OLEO ESSENCIAL DE Ocimum basilicum

O Oleo essencial de O. basilicum foi obtido por hidrodestilagdo em um
rendimento de 0,25% (m/m).

Em um primeiro momento foi feita a analise do dleo para verificar a composicéo
e identificar os principais constituintes. A Figura 27, a seguir, mostra o cromatograma

do 6leo de O. basilicum.
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Figura 27. Analise cromatografica do 6leo essencial de Ocimum basilicum.

A partir dos tempos de retencéo de cada constituinte do 6leo, foram calculados
seus indices de Kovats e analisados o padrdo de fragmentacdo que oS mesmos
apresentaram quando submetidos a analise de cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas, visando suas determinacdes estruturais. Foram
identificados 0os compostos que se apresentavam em mais de 1% na mistura. A Tabela
27 mostra os indices calculados e as porcentagens dos principais componentes do
oleo.
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Tabela 27. Principais substancias identificadas do 6leo de Ocimum basilicum.

Tem po~de Kovats [%] Compostos

retencao Calculado
9,421 1031 3,79 Composto 1
12,057 1100 59,13 Composto 2
15,44 1178 1,11 Composto 3
16,02 1191 1,23 Composto 4
16,367 1199 8,17 Composto 5
21,17 1306 1,14 Composto 6
24,612 1384 11,79 Composto 7
26,859 1436 4,11 Composto 8
30,23 1517 1,14 Composto 9
35,33 1644 3,00 Composto 10

Embora a identificacdo de todos os compostos presentes no 6leo tenha sido
realizada, neste trabalho os mesmos seréo identificados com codigos, tendo em vista
que uma patente estd em fase de redacdo. Apenas a identificacdo do estragol e do

linalol serdo apresentadas como exemplos.

4.3 SINTESE DO ESTRAGOL

Tendo em vista o custo relativamente elevado do estragol, foi planejada a
sintese desse composto a partir de materiais de partida disponiveis em nosso

laboratorio, conforme demonstrado pelo Esquema 2.

Br
1) Mg, THF Z

—_—
2) /\/Br
MeO MeO

1-bromo-4-metoxibenzeno 1-alil-4-metoxibenzeno

Estragol

Esquema 2. Sintese do estragol.

O estragol foi obtido pela reagdo do 1-bromo-4-metoxibenzeno com magnésio,

gerando assim um intermediario reacional conhecido como reagente de Grignard que,



61

através de uma reacao de substituicdo nucleofilica de segunda ordem com o brometo
de alila, levou a formacdo do produto desejado em 55% de rendimento, apds

purificacdo por coluna cromatogréfica.

O produto purificado teve sua estrutura quimica identificada por cromatografia

acoplada a espectrometria de massas, conforme apresentado na Figura 28.
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Figura 28. (a) espectro de fragmentacdo de massas do produto da reagéo. (b) espectro de
fragmentacdo de massas do estragol obtido na literatura.®”

O pico base deste espectro é o pico do ion molecular (M*, m/z = 148 u.m.a.).
Percebe-se também a perda do radical metila e metoxila, que originam 0s picos com
m/z 133 e 117 u.m.a., respectivamente. A perda do radical C2Hs, referente aos dois
carbonos da porc¢éo olefinica da cadeia lateral, gera o pico com m/z 121 u.m.a. Pode-
se observar o rearranjo e a formacéao do ion tropilio simples (C7H7*) pelo pico m/z 91

u.m.a.

O composto também foi analisado por RMN de *H (Figura 1Figura 29) e por RMN
de 13C (Figura 31). No espectro de RMN de 'H do estragol pode-se destacar a
presenca de um dupleto em & 3,32 ppm referente ao CH: alilico com integral para
dois hidrogénios (Figura 30 a), um sinpleto em & 3,78 ppm correspondente ao grupo
metoxila com integral para 3 hidrogénios (Figura 30 b) e os sinais em & 5,05 ppm e
em & 5,95 ppm que correspondem aos hidrogénios vinilicos (Figura 30 c, d).
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Figura 29. Espectro de RMN de *H do estragol.
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Figura 30. Regides expandidas do espectro de RMN de 'H do estragol.
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No espectro de RMN de 13C para o estragol pode-se destacar, entre outros, o
carbono em & 55,2 ppm referente a metoxila e os carbonos em & 158, 133,2, 129,5 e

113,8 ppm atribuidos aos carbonos do anel aromético.
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Figura 31. Espectro RMN de 13C estragol.

4.4 TESTES DE REPELENCIA COM Aedes aegypti

Inicialmente foi realizado um teste preliminar com o éleo de O. basilicum e com
combinacdes dos principais componentes do 06leo, cinco compostos encontrados
acima de 3%, compostos 1, 2, 5, 7 e 8, respeitando as concentracdes presentes na
composicdo do 6leo, diluidos em 1,5 mL de etanol. Também foi testado o efeito
repelente somente para o solvente. Os resultados obtidos podem ser observados na
Tabela 28.
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Tabela 28. Resultados preliminares de repeléncia com o 6leo de Ocimum basilicum e com os
componentes majoritarios do 6leo diluidos em etanol a um volume final de 1,5 mL.

Etanol 0. basilicum Componentes do 6leo
Tempo 24 s 2min 03 s 2min37s
n de picadas 13 12 1

O o6leo de O. basilicum apresenta uma maior atividade de repeléncia quando
comparado com o etanol. Os resultados também mostram que 0s principais
componentes do 6leo sdo os responsaveis pela atividade de repeléncia do mesmo. A
partir deste resultado determinou-se a repeléncia dos cinco principais componentes

do dleo, isoladamente (Tabela 29).

Tabela 29. Melhores resultados de repeléncia para os componentes do 6leo em um volume de 100 pL,
frente ao mosquito Aedes aegypti.

Composto 2 Composto7 Composto5 Compostol Composto 8

Tempo 5 min 1min40s 55s 20s 50s
nde 3 6 4 10 15
picadas

Outro teste efetuado foi avaliar a repeléncia da mistura dos componentes
principais, sempre retirando o componente que apresentava menor abundancia na
mistura, ou seja, avaliou-se a repeléncia dos 5 principais componentes, depois dos
quatro, trés e dois principais componentes do 6leo (Tabela 30). Os testes revelaram
gue dois componentes, isoladamente, apresentaram maior atividade de repeléncia,
compostos 2 e 7. Os resultados abaixo de 1 minuto foram considerados pouco

significativos.

Tabela 30. Repeléncia dos principais componentes do 6leo, frente ao mosquito Aedes aegypiti.

5 principais 4 principais 3 principais 2 principais
componentes componentes componentes componentes

Tempo 2min 37 s 4min40s 4 min 5 min

n de picadas 1 2 3 0
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Durante os testes observou-se que o composto 2 isoladamente apresentou

uma melhor atividade repelente contra o0 mosquito A. aegytpi comparado com 0s

demais componentes do 6leo. Entéo foram feitas combina¢des do composto 2 com 0s

demais componentes isoladamente. Também foram realizados testes variando-se as

concentracdes dos outros quatro componentes mantendo-se a concentracdo do

composto 2. Nesses testes 0 tempo de analise passou a ser de 15 minutos. Os

resultados estdo sumarizados na Tabela 31.

Tabela 31. Tempos de repeléncia das diferentes combinacdes feitas com os compostos especificados
mais 0 composto 2, frente ao mosquito Aedes aegypti.

Concentracéo Tempo 1 Tem_po n de picadas
picada termino
Composto 8 2min 30 s 3min10s 4
Mantendo a Composto 1 3min05s 5min15s 2
concentragao Composto 5 4min45s 5min16s 2
original

Composto 7 12min30s 13min45s 3
Composto 8 2min24s 2min40s 4
Aumentandoa  Composto 1 6 min47 s 7min15s 2
Concentragao Composto 5 6 min20s 6 min40s 3
Composto 7  ------ 15 min 0

Duas combina¢gOes demonstraram um bom potencial repelente frente ao A.

aegypti, sendo que para a combinacdo do composto 2 e 7 em especial, ndo observou-

se picada ap06s 15 minutos de exposicao.

Com isso os testes passaram a ser realizados combinando os compostos 2 e 7

variando suas concentragcdes (Tabela 32).

Tabela 32. Tempos de repeléncia das diferentes combinac¢des dos dois principais constituintes do 6leo,
frente ao mosquito Aedes aegypti.

Tempo 1° Tempo n° de
Concentragéao picada termino picadas
Compostos 2 e 7 1 12min30s 13min45s 3
Compostos 2 e 7 2 13 min 14 min 39 s 2
Compostos 2 e 7 3 - 15 min 0

Observou-se que com o0 aumento das concentragcfes dos componentes,

aumenta-se o efeito de persisténcia da repeléncia frente ao A. aegypti.
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4.5 EFEITO DE REPELENCIA DO LINALOL

Um dos componentes do 6leo que apresentou melhor eficiéncia durante os
testes foi o linalol. O linalol € classificado como um monoterpeno oxigenado e
apresenta em sua estrutura quimica duas insaturacdes entre atomos de carbono bem

como um estereocentro. A Figura 32 apresenta as estruturas do (R) e do (S)-linalol.

Ha HsC

7
//,/'

Hop, &

H,;C CHj H,C CHs
(R)-(-) Linalol (S)-(+) Linalol

Figura 32. Estruturas do estereoisémeros linalol.

Testes preliminares foram efetuados para se avaliar o efeito de repeléncia dos
estereoisdmeros do linalol. O (R)-linalol foi adquirido da Sigma Aldrich. Uma mistura
dos enantidmeros tendo o (S)-linalol como majoritario foi fornecida pelo Dr. Emmanoel
Vilaga Costa da Universidade Federal de Sergipe. Essa mistura foi obtida através da
extracdo das folhas, por hidrodestilagcdo, de Lippia alba Verbenaceae.®

Para verificar as estereoquimicas absolutas dos estereoisémeros do linalol
determinou-se o valor de rotacdo especifica de uma solu¢do a 10% (m/v) desses

compostos em etanol, cujos valores estdo na Tabela 33.
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Tabela 33. Valores de rotacéo especifica e de excessos enantioméricos do extrato de Lippia alba, do
(R)-linalol comercial e da mistura racémica do linalol em solucao de etanol (10%, v/v).

Composto e.e. (%) [a]o

mistura tendo (S)-

(+)-linalol como 67,45 +14,2°
majoritario
(R)-(-)-linalol
95 - 20,63°
comercial

mistura quase
. 2,5 +0,527°
racémica

(R)-linalol 95%

: - 20,0°
(literatura)

Percebe-se pelo valor de rotacdo especifica que a mistura contendo os
enantidmeros do linalol fornecido pelo Dr. Emmanoel Vilaca Costa tem o enantibmero
com configuracao (S) como majoritario em um excesso enantiomérico aproximado de
67,45%. Também é possivel notar que na mistura quase racémica o enantibmero com

configuracédo (S) é majoritario em um excesso de 2,5%.

A mistura quase racémica do linalol foi analisada via cromatografia gasosa
(CG) em coluna quiral (Figura 33). Apos véarias tentativas de separacédo do linalol
racémico na coluna utilizada o melhor resultado € apresentado na Figura 33 a, onde
percebe-se baixa resolucdo. Entédo foi preparada uma mistura com o (R)-linalol e a
mistura contendo o (S)-linalol como majoritario, numa propor¢cdo de 2:1,
respectivamente (Figura 33 b). Com isso foi possivel determinar que o (R)-linalol

apresenta menor tempo de retencdo que seu enantibmero.
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Figura 33. Cromatogramas obtido em cromatégrafo gasoso com coluna quiral CHIRASIL-DEX CB-[3-
ciclodextrina. (a) linalol quase racémico; (b) mistura (R + S)-linalol.

Para confirmar qual dos estereoisdmeros € o majoritario no 6leo de O. basilicum
(Figura 34 a) foi injetado juntamente com o 6leo o (R)-linalol, havendo um aumento na
area do pico (Figura 34 b); depois foi injetado o 6leo mais o a mistura tendo o (S)-
linalol como majoritario, aparecendo um pico com maior tempo de retencao (Figura 34
c) e também foi injetado uma mistura do 6leo com o linalol quase racémico, onde
houve um aumento na area do pico com menor tempo de retencdo bem como o

aparecimento do pico com maior tempo de retencao (Figura 34 d).
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Figura 34. Cromatogramas obtido em cromatografo gasoso com coluna quiral CHIRASIL-DEX CB-f3-
ciclodextrina. (a) 6leo de Ocimum basilicum; (b); Ocimum basilicum + (R)-linalol; (c); Ocimum
basilicum + mistura contendo (S)-linalol como majoritério; (d) Ocimum basilicum + linalol quase
racémico.

4.6 HIDROGENACAO DO (R)-LINALOL.

Tendo em vista o potencial repelente do linalol, foi realizada em nosso

laboratorio a hidrogenacdo do mesmo uma vez que esta descrito em literatura que o
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potencial de causar reacfes alergénicas é devido a facilidade de oxidacdo das

insaturacdes presentes nesse composto.®®
HO HO

‘ 1) Pd/C, H,

—>
’ Etanol

Esquema 3. Hidrogenacéo do linalol.

Com isso buscou-se preparar um derivado do linalol saturado e avaliar suas
propriedades como repelente. Desta forma obteve-se o 3,7 dimetil-octan-3-ol como o
produto majoritario ao final da reacdo, conforme determinado por andlise via

cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM).

1507
1.25]
1.00—5
0.75—5
0.50—5

025

D_DD_-L/\_J A

40 50 6.0 70 20 a0 10.0 1.0 120 13.0 14.0 15.0

Figura 35. Andlise cromatografica da reacao de hidrogenacao do linalol.

Os outros dois compostos observados em maiores propor¢des, além do
produto totalmente hidrogenado com tempo de retencdo de 4,6 minutos, foram
identificados como sendo os produtos monoinsaturados, um com tempo de retencao
de 4,8 minutos, provavelmente o que manteve a ligacao dupla terminal, e o outro com

tempo de retencéo de 5,2 minutos. O espectro de massas do composto majoritario é
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ilustrado abaixo, bem como o espectro do 3,7 dimetil-octan-3-ol, obtido da base de

dados do espectrémetro de massas.
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Figura 36. (a) espectro de fragmentagdo de massas do produto majoritario da reagdo de
hidrogenacéo do linalol; (b) espectro de fragmentacéo de massas do 3,7 dimetil-octan-3-ol obtido da
literatura.8”

O pico base deste espectro é o (M*, m/z = 73 u.m.a.) que corresponde a perda

do fragmento C4H9O.

A mistura reacional também foi analisada por RMN de 'H (Figura 37) e por RMN
13C (Figura 38). No espectro de RMN de 'H pode-se destacar a presenca dos sinais
entre & 0,85 ppm e & 0,90 ppm referente as metilas conectadas a carbonos que foram
hidrogenados (Figura 37 b) uma vez que esses carbonos apresentaram um
deslocamento quimico de & 1,59 e & 1,67 ppm para o linalol (Figura 37 a). Percebe-
se 0s hidrogénios vinilicos presentes em ambos 0S compostos minoritarios

monoinsaturados entre & 5,0 e 5,50 ppm.
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Figura 37. Espectro de RMN de *H (a) do linalol (b) da mistura obtida da hidrogenagéo do linalol.
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No espectro de RMN de 3C da mistura pode-se destacar, entre outros, 0s
deslocamentos quimicos dos carbonos 1, 2, 6 e 7, que foram hidrogenados, em & 8,5
ppm; & 34,3 ppm; & 41,6 ppm e d 26,5 ppm, respectivamente. Percebe-se também
uma diminui¢cdo na intensidade dos sinais referentes aos carbonos vinilicos que no

espectro do linalol apareciam acima de 100 ppm.
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Figura 38. Espectro de RMN de *3C (a) do linalol (b) da mistura obtida da hidrogenacao do linalol.
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4.7 TESTES DE REPELENCIA COM A MISTURA RACEMICA, COM OS
ESTEREOISOMEROS DO LINANOL E COM A MISTURA CONTENDO O LINALOL
HIDROGENADO COMO MAJORITARIO.

Tendo em vista que a atividade biologica de um composto pode estar
relacionada com a estereoquimica, testes foram iniciados para se avaliar o efeito da
estereoquimica do linalol em sua atividade de repeléncia. Utilizou-se também a
mistura obtida da reacdo de hidrogenac¢édo do linalol nesses testes uma vez que esta
relatado na literatura que o linalol pode causar reacdes alergénicas quando aplicado
diretamente sobre a pele de humanos principalmente devido aos produtos de
oxidacdo de suas insaturacdes.®® E importante ressaltar que a reacdo de
hidrogenacao ndo se completou e a utilizagdo da mistura nesses testes iniciais, que
tinha o produto hidrogenado como majoritario, serviria para indicar uma tendéncia de

repeléncia para o composto hidrogenado.

Foram realizados testes de repeléncia com os componentes separadamente
seguindo a mesma metodologia dos testes anteriores. A Tabela 34 apresenta os

resultados obtidos durante os testes.

Tabela 34. Resultados dos testes de repeléncia de solugdes etandlicas (1,5 mL volume final) dos
estereoisbmeros e da mistura racémica do linalol bem como da mistura reacional obtida na
hidrogenagéo do linalol.

_ Tempo 1° Término n° de
Quantidade picada teste picadas

(R)-(-)-linalol 100 pL 6 min49s 8 min30s 3

(S)-(+)-linalol 100 pL 6 min 30 s 7 min 3
linalol racémico 100 pL 10 min 30 s 11 min 2

mistura da

_ reagdo de 100 pL 7 min 7min30's 4

hidrogenacgéo do
linalol

Os resultados indicam que ambos os estereoisdmeros do linalol, nos excessos

testados, apresentaram atividades de repeléncia similares e comparaveis ao da
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mistura obtida durante a hidrogenacao do (R)-linalol. A mistura racémica apresentou

o melhor resultado de repeléncia.

4.8 TESTES INSETICIDAS

Tendo em vista que durante alguns testes visando avaliar a atividade de
repeléncia dos compostos isolados de O. basilicum foi observada uma inesperada
mortalidade dos mosquitos adultos em uma determinada massa e relagao entre os
compostos empregados, resolveu-se investigar o efeito causado variando-se a
proporcao destes compostos na mistura, bem como a massa total dos compostos
empregados. A identidade quimica dos compostos bem como a proporcao entre
os eles estdo sendo preservadas, pois uma patente esta sendo redigida com os
resultados deste experimento, envolvendo o desenvolvimento de um provavel

novo adulticida para o mosquito A. aegypti.
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Tabela 35. Testes de repeléncia com combinacfes dos compostos variando a propor¢do e/ou a

quantidade.
Massa Tempo 1° Tempo n°de
total picada término  picadas
Combinacao
1 de compostos 100. mg da 11 min 13 min 5
variando a mistura
proporcao
Combinacao
5 de compostos 150. mgda 15 min 0
variando a mistura
proporgéo
Combinacao
3 de compostos 200. mgda 15 min 0
variando a mistura
proporgéo
Combinacao
4 de compostos 270. mgda 15 min 0
variando a mistura
proporgéo
Combinacao
5 de compostos 360. mgda 15 min 0
variando a mistura
proporgéo
Combinacao
de compostos
6 responsavel 219. mgda 15 min 0
) mistura
pelo efeito
adulticida

Para as entradas 1 a 5 da Tabela 35, observou-se que embora as solucdes
apresentassem efeito de repeléncia, ndo foi observada mortalidade ou perda de
atividade dos mosquitos que pudesse levar a mortalidade. Apenas para entrada 6,
além do efeito de repeléncia, observou-se uma perda de atividade dos mosquitos, com

consequente morte dos mesmos nos 15 minutos de experimento.

Vale a pena ressaltar que nas entradas 4 e 5 da Tabela 35, foi mantida a
guantidade em massa do majoritario e usadas quantidades maiores dos
compostos minoritarios do que as usadas na entrada 6 e, mesmo assim, néo foi

observado o efeito adulticida, evidenciando que para que o efeito adulticida seja
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observado € necessario que 0os compostos mantenham uma determinada

relacéo.

Tendo em vista que o linalol € um dos componentes da mistura que apresentou
atividade adulticida, experimentos foram efetuados para se determinar o papel da
estereoquimica no efeito de mortalidade. Esses testes revelaram que quando o (R)-
linalol, identificado no extrato de O. basilicum, foi empregado na mistura, a atividade

de mortalidade foi mais pronunciada do que quando se utilizou a mistura racémica.
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5. CONCLUSAO

Os resultados permitiram identificar um novo composto sintético com forte acao
larvicida frente a A. aegypti. Esse resultado abre boas perspectivas visando o
desenvolvimento de novos larvicidas, pois se trata de composto foto e termoestavel,
de custo competitivo com os custos dos produtos comerciais usados para tal finalidade

e de baixa toxicidade ao ser humano.

Os resultados obtidos com 6leo essencial de O. basilicum permitiram identificar
quais componentes sdo responsaveis pelo efeito de repeléncia frente ao mosquito A.

aegypti .

Vale a pena ressaltar que uma combinacdo de componentes deste o6leo
apresentou forte acdo adulticida e pode permitir também o desenvolvimento de um
novo adulticida para o A. aegypti baseado em produtos naturais de baixa toxicidade

ao ser humano.
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6. PERSPECTIVAS

e Estudo do mecanismo de acdo do complexo com acgdo larvicida.

e Sintetizar outros complexos, baseados nos mecanismos de agao, e determinar

suas atividades visando potencializar a agédo larvicida.

e Emprego do composto com acado larvicida para o controle de outras pragas
florestais e agricolas, tendo em vista que resultados promissores ja estdo sendo

obtidos em estudos preliminares.

e Estudos visando determinar a aplicabilidade da mistura dos compostos naturais
identificados do 6leo essencial de O. basilicum para o desenvolvimento de um

novo adulticida frente a A. aegypti.

e Estudo do mecanismo de agdo da mistura de produtos naturais com efeito

adulticida.

e Utilizacdo da mistura de produtos naturais com efeito adulticida para o controle
de outras pragas tendo em vista os resultados promissores observados em

estudos preliminares.
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