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RESUMO

As arboviroses sdo doencas transmitidas por mosquitos (Diptera: Culicidae), dentre as
quais podemos destacar a dengue, chinkugunya, zika e febre amarela que sdo adquiridas
através da picada das fémeas da espécie Aedes aegypti. Uma das maneiras utilizadas
para prevenir estas doencas € o combate ao mosquito vetor através da utilizacdo de
inseticidas e repelentes disponiveis no mercado. Os inseticidas mais empregados sdo 0s
organoclorados e os organofosforados, entretanto, causam danos ao meio ambiente e
aos organismos ndo-alvo. Uma alternativa para diminuir estes efeitos sdo produtos de
origem natural, utilizando os 6leos essenciais de plantas, seja como ativo principal ou
coadjuvante de produtos sintéticos. A Lippia origanoides é um arbusto proveniente do
Cerrado brasileiro, rico em oOleos essenciais, com ampla utilizacdo na medicina
tradicional em desordens gastrointestinais e como antisséptico. As propriedades
aromaticas marcantes do 6leo essencial de suas partes aéreas relatadas em estudos, ja
comprovam atividades farmacoldgicas. Nesta perspectiva, este trabalho teve como
objetivo avaliar o potencial larvicida e repelente das partes aéreas de Lippia origanoides
H.B.K com aplicacdo para controle do mosquito Aedes aegypti, bem como 0s seus
componentes majoritarios, timol e carvacrol e a possivel potencializacdo do seu efeito
quando complexado com -ciclodextrina. Para tanto foi realizada uma prospecgéo
cientifica e tecnoldgica nas bases de dados cientificas PubMed, Biblioteca Virtual em
Saude (BVS), Web of Science e Scopus, e em outras relativas a patentes e modelos de
utilidade Instituto Nacional de Propriedade Industrial (INPI), do European Patent Office
(EPO) e da Patentes da América Latina e Espanha (LATIPAT), para identificar os
estudos e patentes desenvolvidos ja realizados acerca das propriedades dos 6leos
essenciais como larvicida e repelente. Portanto, foram encontrados 111 artigos e apenas
8 patentes, evidenciando a necessidade do desenvolvimento de estudos direcionados a
elaboracdo de produtos com aplicagbes no mercado consumidor. O OELO e seus
componentes majoritarios apresentaram potencial larvicida com CLso de 112,68; 85,46;
93,1 ug/mL e CLgy 156,1; 107,51; 108,5 pug/mL. Os testes larvicida com o OELO, timol
e carvacrol complexados & B-ciclodextrina nas mesmas concentragdes demonstraram
atividade superior, quando consideradas as concentracdes de ativos, presentes em cada
complexo. O OELO solubilizados em tween 80 1%, nas concentragdes de 250; 500 e
1000 pg/mL apresentaram a atividade repelente de 48% para 250 ug/mL e de 100% nas
concentragdes de 500 e 1000 pg/mL. Foram desenvolvidas seis formulagdes-teste com o
OELO e ao final do estudo de estabilidade preliminar foram aprovadas duas
formulagbes. As duas formulagOes aprovadas seguiram para o teste de atividade
repelente frente ao A. aegypti e apresentaram 100% de repeléncia em todo o teste, assim
como atividade inseticida. Portanto, pode-se concluir que o OELO, assim como 0s seus
componentes majoritarios demonstram ser promissores agentes larvicidas e repelentes
no desenvolvimento de produtos naturais para atuarem no combate ao A. aegypti.
Palavras-chave: Lippia origanoides, 6leo essencial, timol, carvacrol, Aedes aegypti.
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ABSTRACT

Arboviruses are mosquito-borne diseases (Diptera: Culicidae), among which we can
highlight the dengue, chinkugunya, zika and yellow fever that are acquired through the
bite of the females of the species Aedes aegypti. One of the ways used to prevent these
diseases is to combat the mosquito vector through the use of insecticides and repellents
available in the market. The most commonly used insecticides are organochlorines and
organophosphates, however, causing damage to the environment and non-target
organisms. An alternative to diminish these effects are products of natural origin, using
the essential oils of plants, either as main active or coadjuvants of the synthetic
products. Lippia origanoides H.B.K is a shrub from the Brazilian Cerrado, rich in
essential oils, widely used in traditional medicine in gastrointestinal disorders and as an
antiseptic. The remarkable aromatic properties of the essential oil of its aerial parts,
together with studies that already prove pharmacological activities in cells. In this
perspective, the objective of this work was to evaluate the larvicidal and repellent
potential of the aerial parts of Lippia origanoides H.B.K with application to control the
Aedes aegypti mosquito, as well as its major components, thymol and carvacrol and the
possible enhancement of its effect when complexed with B-cyclodextrin. For this
purpose, a scientific and technological survey was carried out in the scientific databases
PubMed, Virtual Health Library (VHL), Web of Science and Scopus, and in others
related to patents and utility models National Institute of Industrial Property (INPI), The
European Patent Office (EPO) and the Latin American and Spanish Patent (LATIPAT)
to identify the studies and patents already developed on the properties of essential oils
such as larvicide and repellent. Therefore, 111 articles and only 8 patents were found,
evidencing the need to develop studies aimed at the elaboration of products with
applications in the consumer market. The EOLO and its major components presented a
good larvicidal potential with LC50 of 112.68; 85.46; 93.1 pg / mL and LC90 156.1;
107.51; 108.5 pg / ml. The larvicidal tests with EOLO, thymol and carvacrol complexed
to the P-cyclodextrin in the same concentrations showed superior activity when
considering the active concentrations present in each complex. The EOLO solubilized in
tween 80 1% at concentrations of 250; 500 and 1000 pg/mL showed a repellent activity
of 48% at 250 pg/mL and 100% at concentrations of 500 and 1000 pg/mL. Six test
formulations were developed with EOLO and at the end of the preliminary stability
study two formulations were approved. The two approved formulations followed the
test for repellent activity against A. aegypti and showed 100% repellency throughout the
test, as well as insecticidal activity. Therefore, it can be concluded that EOLO as well as
its major components demonstrate promising larvicidal and repellent agents in the
development of natural products to combat A. aegypti.

Keywords: Lippia origanoides, essential oil, thymol, carvacrol, Aedes aegypti.
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1 INTRODUCAO

O Aedes aegypti ¢ originario da Africa e é conhecido por transmitir arborviroses
em locais com clima predominantemente tropical. Pode viver de 2-4 semanas, sendo
seus ovos muito resistentes ao clima seco. (CHANG et al, 2016). Este inseto tornou-se
predominantemente urbano e raramente invade ambientes silvestres. As fémeas
ovipositam e suas formas imaturas podem desenvolver-se em &agua limpa ou &gua
contendo uma quantidade moderada de matéria organica como piscinas, pneus, jarros de
plantas, telhado, entre outros (MARCONDES; XIMENES, 2016).

Doencas como dengue, zika, chikungunya e febre amarela podem ser
transmitidas por este mosquito. A dengue se tornou endémica no Brasil desde 1986,
apesar dos programas de controle de vetores estabelecidos no pais e que continuam até
hoje. A partir da década de 1990 foi percebido falhas no controle do A. aegypti
principalmente no que diz respeito a resisténcia aos inseticidas quimicos, onde se
destacam os organofosforados e piretroides, que requerem monitoramento constante
(TAUIL, 2002). A resisténcia ao temefos, organofosforados, levou a uma série de
relatérios sobre este fenbmeno e uma preocupacdo no pais (DIAS; MORAIS, 2014;
CHEDIAK et al, 2016).

O combate efetivo do vetor mostra ainda ser a medida mais eficaz para manejo
destas doencas, considerando o fato de inexistir vacinas e tratamentos eficazes, somado
a toxicidade desses inseticidas disponiveis no mercado (MARQUES et al, 2011).

Uma alternativa para o combate ao vetor se faz necessaria, e neste cenario
destacamos as plantas, que constituem uma fonte renovavel de metabdlitos
especializados, com uma enorme variabilidade quimica estrutural decorrente da
plasticidade metabdlica necessaria a adaptacdo desses seres as diversas situacdes de
estresse ambiental. Os metabolitos secundarios, no vegetal, sdo produzidos para
desempenhar um papel especifico, importante na adaptabilidade dos organismos vivos
as condicbes ambientais a que s&o sujeitos (SIMOES, et al, 2017).

Dentre os metabolitos, destacamos os Oleos essenciais (OEs) devido a sua
importancia para a sobrevivéncia da planta. O seu uso tem sido sugerido para o combate
a insetos, pois alguns deles podem ser seletivos, além de serem biodegradaveis e por
causarem menos efeitos adversos a organismos ndo-alvo e ao meio ambiente (LIU et al,
2015).
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Os OEs sdo largamente usados por suas propriedades bioldgicas, dentre as quais
podemos destacar as aclGes ja comprovadas: bactericida, antiviral, fungicida,
antiparasitario e inseticida, além das propriedades medicinais como analgésico, anti-
inflamatorio, sedativo, anti-espasmotico e anestésico local (BILIA et al, 2014). A
obtencdo dos Oleos essenciais pode ser a partir de um processo extrativo como
expressao, fermentacdo, enfleurage e extracdo, sendo o método mais comumente
utilizado, para fins comerciais de producdo de OEs, é a destilacdo por arraste de vapor
(BURT, 2004). Podem ser obtidos de varias partes das plantas aromaticas, tais como:
flores, frutos, sementes, folhas, galhos, casca e raiz, ou ainda por processos via
biossintetica. Os rendimentos de extracdo variam entre espécies e sofrem influéncias
edafoclimaticas, o que os torna substancias raras e altamente valiosas (ASBAHANI et
al, 2015).

Pesquisas demonstraram que 52 espécies do género Lippia sp sao amplamente
utilizados na Europa Central e América do Sul por conter OEs com propriedades
medicinais e na Africa Tropical por suas atividades bioldgicas antibacterianas,
antivirais, antifungicas e antiparasitarias, podendo apresentar também atividade
inseticida por sua composicdo quimica e farmacolégica (MUNOZ; STASCHENKO;
OCAMPO, 2014).

A Lippia origanoides H.B.K (Verbenaceae) é uma planta aromatica encontrada
no nordeste e regido central da América do Sul e amplamente utilizada para fins
medicinais (TELES et al, 2014). No Brasil, podemos encontra-la no bioma de Cerrado.
O 6leo essencial (OE) extraido das folhas de L. origanoides H.B.K apresenta atividade
antimicrobiana, antioxidante, anti-inflamatéria e acaricida (TOZIN; MARQUES;
RODRIGUES, 2015).

Os OEs de plantas sdo compostos com alta volatilidade, podendo se decompor
ao entrar em contato com luz, umidade e calor, através de reacBes de oxidacdo,
isomerizacdo ou ciclizacdo (BILIA et al, 2014). Estratégias tecnologicas se fazem
necessarias a fim de aumentar a estabilidade, sendo a tecnologia de encapsulacdo de
compostos uma opg¢do assegurar uma protecdo contra fatores externos. Esta estratégia
possobilita aumento da estabilidade, duracdo do seu efeito e pode possibilitar uma
liberacdo controlada quando incorporado numa forma farmacéutica (ASBAHANI et al,
2015). A complexacdo fisica de oOleos essenciais em excipientes, composto por

polimeros que possuem propriedades hospedeiras, representam uma estratégia simples
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para estabilizacdo de OEs, de modo a aumentar a sua estabilidade e/ou melhorar o perfil
de solubilidade (BILIA et al, 2014).

As ciclodextrinas (CD) sdo polimeros compostos de grupos de oligossacarideos
ciclicos contendo seis, sete, ou oito moléculas de glicopiranose que possuem a forma
conica com bordas hidrofilicas e cavidade interna relativamente hidrofobica, onde a
parte hidrofébica da substancia fica acomodada, enquanto a parte polar, se esta estiver
presente, faz associagdo com as bordas externa resultando na estabilizagdo do complexo
de inclusdo (ROY; SAHA, 2016). Estas moléculas incluem propriedades como
biocompatibilidade e capacidade de formar complexos de inclusdo com substancias com
baixa solubilidade em &gua em sua cavidade hidrofobica. Esta abordagem ajuda a
melhorar a solubilidade em agua dos farmacos, bem como aumentar a sua estabilidade e
promover a liberagdo controlada durante periodos prolongados de tempo (MOREIRA et
al, 2016). Por estas propriedades, as ciclodextrinas sdo amplamente utilizadas no campo
de produtos farmacéuticos, pesticidas, alimentos, artigos de higiene, industria de
transformacdo de téxteis, quimica supramolecular, encapsulamento molecular, dentre
outras aplicagcdes (ROY; SAHA, 2016).

Para o desenvolvimento de formulagdes cosméticas, como inseticidas e
repelentes, é necessario a realizacdo de testes de estabilidade preliminar, que, segundo o
Guia de Estabilidade de Produtos Cosméticos da ANVISA, os parametros a serem
considerados nos estudos de estabilidade compreendem pardmetros organolépticos (cor,
odor e aspecto e sabor, quando aplicavel), parametros fisico-quimicos (pH, densidade,
espalhabilidade, viscosidade) e parametro microbiologicos (contagem microbiana e
teste de desafio do sistema conservante - Challenge Test) (BRASIL, 2004).

Os estudos de estabilidade preliminar, também conhecidos como teste de
triagem, estabilidade acelerada ou de curto prazo, sdo realizadas na fase inicial do
desenvolvimento do produto, podendo durar geralmente 15 dias. Neste teste, sé@o
empregadas condicGes extremas de temperatura, acelerando assim o aparecimento de
possiveis instabilidades, com o objetivo principal de auxiliar e orientar a escolha das
formulagdes (BRASIL, 2004).

Diante do exposto, esta pesquisa tem como objetivo principal avaliar as
atividades larvicida e repelente do 6leo essencial da Lippia origanoides H.B.K e de seus
componentes majoritario, timol e carvacrol, e o 6leo essencial complexado com f-

ciclodextrina para o combate ao Aedes aegypti, dos respectivos componentes
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complexados a B-ciclodextrina frente ao Aedes aegypti e o desenvolvimento de uma
formulacdo farmacéutica repelente, afim de contribuir para o desenvolvimento
tecnolégico de um novo produto natural inseticida e repelente como alternativa ao

combate de doencas veiculadas por este vetor.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo Geral

Desenvolver formulagdes larvicida e repelente a partir do 6leo essencial de

Lippia origanoides contra Aedes aegypti.

2.2 Objetivos Especificos

v

<\

Avaliar a literatura quanto a atividade larvicida e repelente dentro da
tematica do trabalho;

Obter o 0leo essencial de L. origanoides H.B.K ;

Caracterizar quimicamente o 6leo essencial de L. origanoides H.B.K ;

Obter complexos de inclusdo a partir do 6leo essencial de L. origanoides
H.B.K e de seus componentes majoritarios;

Avaliar a atividade larvicida do 6leo essencial de L. origanoides H.B.K e de
seus constituintes majoritarios complexados a -ciclodextring;

Avaliar a atividade repelente do 6leo essencial de L. origanoides H.B.K e de
seus constituintes majoritarios;

Desenvolver uma formulacdo a partir do 6leo essencial de L. origanoides

H.B.K e avaliar o seu potencial repelente contra Aedes aegypti.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Plantas medicinais

As plantas medicinais fazem parte da nossa sociedade como ferramenta de
combate as enfermidades, utilizada na cura e prevencdo de doencas desde o inicio da
civilizacdo, ora como a Unica forma de tratamento, seja como um tratamento alternativo
para problemas de saude. Ao longo das décadas, muitas plantas com propriedades
bioldgicas foram estudadas por empresas para o desenvolvimento de novos
medicamentos fitoterapicos (PAULA; RESENDE; MIALHE, 2012).

O Brasil tem a maior biodiversidade do mundo, representando uma importante
fonte de moléculas biologicamente ativas e ao mesmo tempo nao desfruta de vantagens
competitivas na obtencdo de novos produtos e patentes, devido a caréncias de estudos
sistematicos com a utilizacdo racional dos recursos naturais para obtencdo de
medicamentos oriundos da flora brasileira (VILLAS BOAS e GADELHA, 2007).

O Brasil possui cerca de 55 mil espécies de plantas catalogadas de um total de
350.000 a 550.000 espécies, sendo considerado o pais com a maior biodiversidade do
planeta (ANDRADE et al, 2014)

O emprego de compostos naturais na busca de moléculas bioativas tem grande
importancia no desenvolvimento de novos produtos farmacéuticos. Cerca de 25% de
todas as drogas produzidas em paises desenvolvidos sdo produzidos direta ou
indiretamente de produtos naturais. Muitos medicamentos valiosos disponiveis
atualmente foram descobertos, muitas vezes, a partir do seu uso tradicional
(MARQUES et al, 2017).

Estudos etnobotanicos desempenham papel primordial na documentacéo,
valorizacdo e entendimento dos usos populares das plantas. De fato, o conhecimento
local e tradicional tem sido o ponto de partida para o desenvolvimento de muitas das
ultimas décadas (MISNI; NOR; AHMAD, 2016; RIBEIRO et al, 2017).

Os derivados ou extratos de plantas fornecem uma fonte valiosa de agentes
medicinais. Estima-se que exista cerca de 250 mil espécies de plantas medicinais em
todo o mundo. Entretanto, apenas 6% destas tiveram suas atividades bioldgicas
comprovadas. Além disso, menos de 1% dos compostos de plantas medicinais foram
avaliados em ensaios clinicos (SOOSARAEI et al, 2017).
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Estima-se que 75 a 80% da populacdo mundial ja utilizou medicamentos a base
de plantas para cuidados com a saude. A opcdo por medicamentos naturais é mais
popular em grupos de baixa renda, particularmente aqueles que residem em &reas rurais
de paises em desenvolvimento onde 0s recursos sdo mais escassos, limitando o
atendimento por profissionais da salde. Em outros casos, acredita-se que a terapia
alternativa natural tenha menos efeitos colaterais quando comparado aos produtos de
drogas sintéticas disponiveis (MARQUES et al, 2017).

3.2 Oleos essenciais

Oleos Essenciais (OEs), que também podem ser chamados de 6leos volateis, s&o
liquidos oleosos, altamente volateis, provenientes a partir de material vegetal. Podem
ser extraidos por diversos métodos como hidrodestilagdo, arraste por vapor d’agua,
expressao, fermentacdo, dentre outros. Estima-se que 3000 OEs sejam conhecidos,
somente 300 possuem importancia para fins comerciais (BURT, 2004).

Os constituintes quimicos dos OEs incluem dois grupos. O primeiro inclui
terpenos e terpenoides, enquanto o segundo é representado por constituintes aromaticos
e alifaticos. Os terpenos sdo constituidos por diferentes classes, sendo compostos por
unidades de isoprenos com 5 carbonos-base (C5) e sdo as moléculas mais
representativas dos OEs, constituindo em torno de 90%. Os principais terpenos sdo 0s
monoterpenos (C10) e sesquiterpenos (C15), como mostra a Figura 1 (BAKKALI et al,
2008).



23

Figura 1 - Principais terpenos presentes em 6leos essenciais
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Fonte: BAKKALI, 2008.

A variabilidade dos 6leos disponiveis sofre influéncia edafocliméticas, onde
plantas estudadas em diferentes estacdes do ano podem ter OEs com composicOes e
rendimentos diferentes, podendo conter ou ndo um constituinte bioativo especifico,
gerando variaces quantitativas e qualitativas devido a diversos fatores como qualidade
do solo e condi¢Bes climéticas, época da colheita, tipo de processamento e
armazenamento e 0 método de extracdo escolhido, influenciar assim na eficacia de sua
atividade biolégica (SARRAZIN et al, 2015a).

OEs, entre os metabolitos, fazem parte da fisiologia vegetal de grande
importancia para a sobrevivéncia da planta com propriedades ambientais, seja para
atrair os insetos o que favorece o processo de polinizacdo das plantas, para garantir a
reproducéo, ou na protecdo contra predadores (BAKKALI et al, 2008).

Os oOleos essenciais representam grande importancia econdémica nos diversos
setores industriais. Sdo amplamente utilizados no setor farmacéutico pela sua atividade
antimicrobiana, antifingica, antioxidante, dentre outras propriedades farmacoldgicas.
No setor agrondémico sdo usados como pesticidas em programas de combate a doencas
do campo, bem como em produtos alimentares estocados, uma vez que possuem
propriedades repelentes, acaricidas, inseticidas e fumegantes (TELES et al, 2014).

Oleos essenciais possuem uma variedade fitoquimica em sua composig&o, dentre

eles 0s monoterpenos possuem grande importancia.



24

3.3 Monoterpenos

Os monoterpenos sdo substancias derivadas de hidrocarbonetos de isopreno (2-
metil-1,3-butadieno) e originadas pela ligagdo de duas ou mais moléculas de isopreno
(TURINA, et al, 2006). Podem ser classificados como aciclicos, ciclicos e biciclicos e
geralmente sdo analisados usando cromatografia gasosa (CG) e espectrometria de massa
(MS) acoplados a diferentes técnicas de extragcdo (CACHO et al, 2015). Os
monoterpenos podem ser utilizados tanto para uso medicinal quanto para uso na
indUstria alimenticia. Estudos demonstraram propriedades de monoterpenos ciclicos,
tais como timol e carvacrol, como anti-inflamatdrias, antioxidantes, analgésicas e
efeitos ansioliticos significativos (LOZON et al, 2016).

O Timol (5-metil-2-(1-metiletil)-fenol) e carvacrol (2-metil-5-(1-metiletil)-fenol)
sdo monoterpenos fendlicos frequentemente encontrados em Oleos essenciais de
espeécies pertencentes a familia Verbaneceae (NOVATO et al, 2015). Apresentam uma
variedade de atividades biologicas como antifungica, inseticida, antibacteriana,
antiparasitaria e antioxidante (LLANA-RUIZ-CABELLO et al, 2015). O carvacrol, em
particular, ainda possui atividades antitumoral, antimutagénica, antigenotoxica,
analgésica, antiespasmddica, anti-inflamatéria, angiogénica, antiplaquetaria, inibitoria
da AChe, antielastase, e hepatoprotetor (PEREZ-SANCHEZ et al, 2015).

Estudos demonstraram que o timol pode interagir com as membranas e
fosfolipidios das células, podendo assim interferir na permeabilidade da membrana, no
potencial de acdo de membrana e em seu fluxo de potéassio (CHIKHOUNE et al, 2015).

Sarrazin et al (2015b) demonstraram que o carvacrol presente em 6leo essencial
de L. origanoides H.B.K foi eficaz contra o crescimento de microorganismos como
Bacillus cereus, B. subtilis, Pseudomonas aeruginosa e Salmonela typhimurium, que
sdo bactérias que muitas vezes estdo envolvidas em processos de deterioracdo dos

alimentos, podendo assim atuar como conservante em alimentos processados.

3.4 Lippia origanoides
O género Lippia possui aproximadamente 200 espécies distribuidas no
continente Africano, América do Sul e América Central. Oleos essenciais podem ser
extraidos das diversas partes da planta, como folhas, flores ou partes aéreas para
diversas finalidades medicinais, sendo comumente utilizadas para tratamentos

respiratorios, gastrointestinais e lesdes déermicas (ESCOBAR et al, 2010).
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A Lippia origanoides (figura 2) é uma planta aromatica proveniente do Cerrado
brasileiro e comumente encontrada na América do Sul, podendo também ser encontrada
na América Central. (TOZIN; MARQUES; RODRIGUES, 2015). E conhecida no norte
do Brasil como “‘salva-do-marajé” e alecrim-d’angola, podendo também ser chamada de
orégano no México (SARRAZIN et al, 2015a). Estudos comprovaram que seu 6leo
essencial extraidos das folhas, apresenta atividades antimicrobianas, antivirais,
acaricida, antioxidante e anti-inflamatéria (TOZIN; MARQUES; RODRIGUES, 2015).

Figura 2: Lippia origanoides H.B.K.

Fonte: LOPES et al, 2014.

A composicdo do 6leo essencial de L. origanoides H.B.K presente na Amazoénia
brasileira e na Colémbia demonstrou uma variagdo significaticativa dos seus
constituintes majoritarios, permitindo subdividi-la em 5 quimiotipos diferentes:
Quimiotipo A (p-cimeno, a ¢ B-felandreno e limoneno), Quimiotipo B (carvacrol),
Quimiotipo C (timol), Quimiotipo D (1,8-cineol) e Quimiotipo E ((E)-metil-cinamato e
(E)-nerolidol) (SARRAZIN et al, 2015a).

O seu uso medicinal a partir da analise do seu 6leo essencial vem sendo
estudado e resultados demonstraram sua atividade contra Candida, Cryptococcus
neoformans, Trichophytum rubrum, Fonsecaea pedrosoi, Staphylococcus aureus,

Lactobacillus casei, Streptococcus mutans, Trypanosoma cruzi e Leishmania chagasi.
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Além dessas atividades, seu extrato etanolico apresentou acdo anticolinesterasica,
sequestradora de radicais livres e acdo citotoxica contra linhagens de células
cancerigenas (SILVA et al, 2015).

A toxicidade do 6leo essencial de L. origanoides H.B.K foi avaliada por varios
estudos e apresentou resultados variados. Isso se deve a fatores relacionados ao cultivo e
coleta da planta, a parte da planta utilizada, ao método de extracdo escolhido bem como

as condigdes ambientais a que esta planta foi exposta (ANDRADE et al, 2014).

3.5 Aedes aegypti

O mosquito Aedes aegypti € o vetor de uma das doengas emergentes mais
importantes dos ultimos anos. Somente no Brasil, foram diagnosticados mais de 80%
dos casos de dengue da América Latina (MARQUES et al, 2011). Esta doenca,
considerada negligenciada, se torna um grande problema mundial levando em
consideracdo o aumento da taxa da populagdo humana, mudangas no clima, urbanizagéo
precéria, e todos os fatores que podem favorecer a propagacdo dessa doenca, bem como
de seus vetores (CHEDIAK et al, 2016).

Os primeiros relatos do Aedes aegypti foram descrito por Linnaeus, no Egito em
1762, sendo posteriormente encontrado em todo o continente americano, sudeste da
Asia e na India. Estima-se que sua introducdo no Brasil tenha ocorrido durante o
periodo colonial, entre os séculos XVI e XIX. A partir do século XX o combate ao
mosquito foi intensificado devido a morte de milhares de pessoas por febre amarela,
sendo este controle através da eliminacdo mecanica dos criadouros. O A. aegypti chegou
a ser erradicado por duas vezes no pais, entre 0s anos de 1958 e 1973, entretanto em
1976, foi relatado sua reintroducdo, na cidade de Salvador, estado da Bahia, devido a
falhas no controle vetorial e ao crescimento urbano acelerado. Desde entdo, 0 mosquito
vetor encontra-se presente em todo o pais (CAVALCANTE; TAUIL, 2016; ZARA et
al, 2016).

O Aedes aegypti se caracteriza como um mosquito de comportamento
predominantemente urbano, podendo ser encontrado tambem em ambientes rurais. Os
seus ovos possuem grande resisténcia fora da agua, podendo durar até um ano. As

fémeas ovipositam na superficie de pneus, latas e garrafas, vasos de plantas, calhas e
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caixas d’agua contendo dgua. Ao entrar em contato com a agua, os ovos eclodem em até
30 minutos. As larvas passam por 4 estagios até chegar a fase adulta, em um periodo de
5a7dias

A transmissdo de arboviroses como a dengue, febre amarela, Chikungunya e
Zika por este vetor se da através das picadas das fémeas que consomem sangue de
vertebrados, incluindo o homem. Atraves deste processo de alimentacdo, acabam por
transmitir estas doencgas extremamente prejudiciais aos seres humanos, tornando assim
uma grande preocupacdo de saude publica, principalmente em paises em
desenvolvimento (LIU et al, 2014).

Existe uma estreita semelhanca entre as apresentacdes clinicas da dengue,
chikungunya e Zika, que sdo caracterizados por febre, dor de cabeca, erup¢des cutaneas
maculopapular, mialgia, artralgia e uma série de sinais e sintomas complexos que

restringem o diagnostico diferencial (ATIF et al, 2016).

A dengue é uma infeccdo viral proveniente da familia Flaviviridae e género
Flavivirus, sendo classificada em quatro sorotipos diferentes. Caracteriza-se por
sintomas leves como mal-estar, calafrios, febre, dor de cabeca, dor muscular, artralgia e
dor periorbital, podendo evoluir para febre hemorragica e morte do paciente e estima-se
que atinja cerca de 390 milhdes de pessoas por ano (MARCONDES; XIMENES, 2016;
ROSA et al, 2016).

A dengue foi relatada pela primeira vez no Brasil em 1981, na cidade de Boa
Vista, na regido norte do pais, com surtos dos sorotipos DENV-1 e DENV-4 que foram
rapidamente suprimidos. Em 1986, no estado do Rio de Janeiro, houve uma epidemia
do sorotipo DENV-1 espalhando-se por sete estado, quando em 1990 surgiram relatos
de um novo surto, desta vez com o sorotipo DENV-2 novamente no Rio de Janeiro.
Desde 1994, houve um aumento na vetorizagdo da dengue, provocando uma rapida
dispersdo da doenca. No Brasil, o0 DENV-3 foi primeiramente isolado em 2000, no
estado do Rio de Janeiro, havendo grandes epidemias deste sorotipo em 2001 e 2002
neste estado. O DENV-4 ressurgiu no Brasil em 2010, no estado de Roraima, 28 anos
depois de ter sido detectado no pais (ARAUJO et al, 2015)
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O virus Chikungunya causa sintomas parecidos com a dengue, no entanto com
dores mais severas, enquanto o virus Zika provoca sintomas faceis de controlar, mas
que em alguns pacientes é observado o aparecimento de sindrome neuroldgica e
doencas autoimunes (MARCONDES; XIMENES, 2016; ROSA et al, 2016).

O virus Zika apresenta sinais e sintomas que vdo desde febre de baixa
intensidade (37,8 a 38,5°C), erupg¢des pruriginosas e maculopapulares, conjuntivite e
artralgia, a sinais clinicos associados a infec¢do aguda como dor de cabega, mialgia,
hematospermia, astenia, perda auditiva transitoria, dor retro-orbital, sangramento
subcutaneo. As principais complicacGes associadas a infeccdo por Zika incluem

microcefalia congénita e sindrome Guillain—Barré (ATIF et al, 2016).

Sendo o género Aedes sp. o principal vetor na propagacdo e transmissao destas
arboviroses, as estratégias de prevencao se dao a partir da exterminagdo de criadouros,
bem como o uso de inseticidas e repelentes contra estes insetos. Campanhas de
saneamento em grande escala também se constituem como uma medida preventiva,
levando em consideracdo que urbanizacdo e saneamentos precarios sdo fatores que

contribuem para a proliferacdo destes vetores (ATIF et al, 2016).

3.6 Inseticidas e Repelentes

O controle quimico de mosquitos vetores de doencas é realizado pelo uso de
inseticidas utilizando compostos quimicos, que podem afetar todos os estagios do ciclo
bioldgico destes insetos. Na década de 1940, o controle de mosquitos envolveu o uso de
inseticidas sintéticos, tais como DDT, clordano, hexacloreto de benzeno e tetrafosfato
de hexaetila. Os compostos quimicos mais comumente utilizados no controle de larvas e
pupas sdo os organofosfatos e os reguladores de crescimento de insetos (LIU et al,
2014; ARAUJO et al, 2015).

As respostas comportamentais dos mosquitos frente aos compostos quimicos séo
de suma importancia para o desenvolvimento de programas de controle destes insetos.
Teoricamente, esses compostos podem proteger os seres humanos por pelo menos dois
mecanismos diferentes, pela mortalidade imediata ou sem contato modificando o
comportamento do mosquito, levando a uma inibicdo da sua alimentacdo (NARARAK
et al, 2016).
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A repeléncia também representa um papel importante na prevencdo de vetores
transmissores de doencas. A maioria dos repelentes comerciais € preparada usando
produtos quimicos como alletrina, N, N-dietil-meta-toluamida (DEET), ftalato de
dimetilo (DMP) e N, N-dietilo amida de acido mendélico (DEM) (GOVINDARAJAN
et al, 2016).

Segundo a Resolucdo RDC n° 19/2013, que dispde sobre as normas técnicas de
produtos cosméticos repelentes de insetos, o uso de DEET em produtos repelentes é
proibido para criangas menores de 2 (dois) anos de idade. No caso de criangas entre 2 e
12 anos de idade, o DEET ¢é permitido na concetracdo de 10%, limitando-se o uso diario
a 3 aplicacOes ao dia, evitando o uso prolongado. Para pessoas com idade superior a 12
anos, sdo permitidas concentracdes acima de 30%, desde que sejam realizados testes de
avaliacdo de risco para humanos, levando em consideracdo a frequéncia de aplicagéo
(ANVISA, 2013).

Os derivados de planta, extratos e 6leos, sdo amplamente conhecidos pela sua
diversidade quimica e pela sua variada aplicacdo na industria. As plantas possuem uma
rica fonte de bioativos quimicos que podem ajudar no controle de pragas. O
conhecimento popular sobre o0 uso e a eficacia das plantas contribui de forma relevante
para a divulgacdo de suas propriedades, despertando o interesse de pesquisadores de
diferentes areas do conhecimento (BEZERRA et al, 2014).

No passado, antes da aplicacdo de inseticidas sintéticos como repelentes, as
pessoas plantavam ou queimavam plantas aromaticas locais para se protegerem de
mosquitos. Estas técnicas sdo usadas até hoje em muitas partes do mundo (MISNI;
NOR; AHMAD, 2016).

Monoterpenos tais como a-pineno, cineol, eugenol, limoneno, terpinoleno,
citronelol, citronel, canfora e timol estdo presentes como componentes majoritarios de
EOs de varias espécies de plantas ja descritos na literatura como repelentes de
mosquitos. Entre os sesquiterpenos, o B-cariofileno é altamente citado como um forte
repelente contra A. aegypti. Embora as propriedades repelentes de varios EOs parecem
estar associadas regularmente a presenca de monoterpenos e sesquiterpenos
(GOVINDARAJAN et al, 2016).

O oleo de citronela é o ingrediente ativo mais utilizado em formulacGes
repelente. No entanto, consumidores nao estdo dispostos a utilizar repelentes que

contenham este 6leo devido ao seu odor forte e baixa eficcia contra 0s mosquitos.
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Embora os 0leos essenciais sejam relatados contra uma grande variedade de mosquitos,
sua alta volatilidade e/ou biodegradabilidade resultou em uma eficacia a curto prazo se
comparado as formulagdes contendo DEET como principio ativo (MISNI; NOR;
AHMAD, 2016).

3.7 Ciclodextrinas

Véarios metodos séo utilizados para melhorar o perfil de solubilidade de farmacos
que possuem baixa biodisponibilidade, devido a baixa solubilidade em 4gua e a uma
lenta taxa de dissolucdo, dentre estes métodos, a complexacdo destes farmacos com
ciclodextrinas sdo largamente utilizadas (BAL; SENGUPTA; MURTHY, 2013). A
complexacdo de drogas com ciclodextrinas podem permitir aumento da
biodisponibilidade do fa&rmaco, aumento da sua solubilidade e estabilidade, assim como
diminuem a sua toxicidade (SILVA et al, 2016).

As Ciclodextrinas (CDs) sdo uma familia de oligossacarideos ciclicos compostos
por cadeias de subunidades de glucopiranose ligadas alfa 1,4, representando um dos
mais simples compostos de encapsulacdo. As CDs mais comuns s3o a-ciclodextrina (a-
CD), B-ciclodextrina (B-CD) e y-ciclodextrina (y-CD) compostos por 6, 7 e 8 unidades
glicosiladas, respectivamente (figura 3) (CIOBANU; LANDY; FOURMENTIN, 2013).
Dentre estas, a B-ciclodextrina é a mais utilizada devido a sua capacidade de hospedar a
maioria das moléculas de interesse, que possuem massa molecular na faixa de 100 a
400g/mol, além do seu preco de custo ser mais razodvel se comparado as outras
ciclodextrinas (AGUIAR et al, 2014).

A estrutura molecular das CDs em forma de cesta com uma superficie exterior
hidrofilica e uma cavidade interior hidrofébica explica a sua propriedade de atuar com
uma gaiola molecular para hospedes hidrofébicos (KFOURY et al, 2014).

Atualmente, as ciclodextrinas tém sido amplamente utilizadas por suas
vantagens ao encapsular moléculas instaveis ou insolliveis em agua. A encapsulacao de
OEs permite o aumento da sua solubilidade em &gua, melhora de sua estabilidade,
protegendo-o assim de uma possivel oxidacdo, evaporacdo ou degradacdo térmica
(SEBAALY et al, 2016).

Kfoury et al (2014) formaram complexos de inclusdo de B-ciclodextrina com
monoterpenos, como eucaliptol, geraniol, limoneno, linalol, a-pineno, b-pineno,

pulegona e timol, preparados de forma eficaz, sendo comprovado nos testes de
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espectroscopia de fluorescéncia, espectroscopia no infravermelho com Transformada de
Fourier (FTIR) e calorimetria diferencial de varredura (DSC). De acordo com o0s
resultados a presenca da funcdo oxigenada, da estrutura monoterpeno é um fator
importante para encapsulacéo eficaz.

Figura 3: Propriedades e estrutura quimica de a-CD, 3-CD e y-CD.

0.57 nm 0.78 nm 0.95nm
“—> <> —
a-CD B-CD

Fonte: sciential.files.wordpress.com.

Kellici et al (2016) realizou a caracterizagdo do complexo de incluséo da
quercetina, um representante dos flavonoides, com B-ciclodextrina e obteve resposta
positiva na reducgéo da proliferacdo de células cancerigenas T24 da bexiga humana, bem
como foi observado o0 aumento da biodisponibilidade e da solubilidade da quercetina em
agua. Bal; Sengupta e Murthy (2013) comprovou que a formulacdo utilizando o
complexo de inclusdo de carvedilol com B-ciclodextrina incorporado em microcépsulas,

foi eficaz no controle da hipertensdo arterial por 24 horas em testes in vivo.
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Capitulo I: Atividades inseticida e repelente de 6leos essenciais contra
mosquitos (Diptera: Culicidae): uma prospeccao cientifica e tecnologica



Atividades inseticida e repelente de 6leos essenciais contra mosquitos (Diptera:

Culicidae): uma prospeccao cientifica e tecnoldgica
Resumo:

Doencas causadas por mosquitos sdo uma das maiores preocupacdes de saude publica
mundial, sendo estas agravadas com o uso exagerado de produtos quimicos que atuam
no combate destes. A busca por novas alternativas para atuar no combate a estes vetores
tém despertado o interesse de pesquisadores para Oleos essenciais de plantas que
possuem diversas atividades farmacoldgicas j& comprovadas. Esta prospecc¢éo cientifica
e tecnologica tem como objetivo apresentar todo o potencial inseticida e repelente dos
6leos essenciais de plantas contra mosquitos transmissores de doencas, para embasar o
desenvolvimento de novos produtos naturais como alternativa aos produtos sintéticos
empregados para tal finalidade. Foram realizadas buscas de artigos nos bancos de dados
Medical Literature and Retrivial System on Line (MEDLINE/PubMed®); Biblioteca
Virtual em Satde (BVS); Colecéo Principal do Web of Science™ e Scopus (Elsevier).
Para a busca de patentes foram realizadas buscas nas bases de dados de patentes do
Instituto Nacional de Propriedade Industrial (INPI), World Intellectual Property
Organization (WIPO), no European Patent Office (EPO) e Patentes da América Latina e
Espanha (LATIPAT). Foram encontrados 111 artigos e 11 patentes que foram
classificados de acordo com a base de dados em que o estudo foi encontrado, 0 ano no
qual foi publicado, a atividade testada e a espécie de mosquito estudados. Pode-se
concluir que hd um numero de estudos publicados, mas um ndmero limitado de
patentes, demonstrando ser uma &rea promissora para 0 desenvolvimento de novos
produtos inseticidas e repelentes de origem natural.

Palavras-Chave: plantas medicinais, 6leos essenciais, inseticidas, repelentes.



Insecticide and repellent activities of essential oils against mosquitos (Diptera:

Culicidae): a scientific and technological prospect
Abstract:

Diseases caused by mosquitoes are one of the world's biggest public health concerns,
and these are exacerbated by the overuse of chemicals that fight against mosquitoes.
The search for new alternatives to act in the fight against these vectors has aroused the
interest of researchers for essential oils of plants that have several pharmacological
activities already proven. This scientific and technological prospect aims to present all
the insecticidal and repellent potential of plant essential oils against diseases
transmitting mosquitoes, to support the development of new natural products as an
alternative to the synthetic products used for this purpose. We searched the Medical
Literature and Retrivial System on Line databases (MEDLINE / PubMed®); Virtual
Health Library (VHL); Main Collection of the Web of ScienceTM and Scopus
(Elsevier). To search for patents, searches were carried out in the patent databases of the
National Institute of Industrial Property (INPI), World Intellectual Property
Organization (WIPO), European Patent Office (EPO) and Latin American and Spanish
Patent (LATIPAT). We found 111 articles and 11 patents that were classified according
to the database in which the study was found, the year in which it was published, the
activity and species of mosquito studied. It can be concluded that there are a number of
published studies, but a limited number of patents, proving to be a promising area for
the development of new insecticides and natural repellents.

Keywords: Medicinal plants, essential oil, insecticidal, repellents.
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1 INTRODUCAO

Mosquitos (Diptera: Culicidae) transmissores de doengas tém se tornado uma
grande preocupacdo de satde publica mundial a cada ano. Além de transmitirem vérias
doencas como a malaria, filariose, encefalite japonesa, dengue, chikungunya e febre
amarela, estes vetores afetam a saude e a qualidade de vida de milhdes de pessoas em
paises de clima tropical e subtropical (DUA et al, 2013). Estas doenc¢as podem ocorrer
devido ao crescimento desordenado dos grandes centros urbanos, a globalizacdo de
viagens e comércio, bem como as alteracdes climaticas e ambientais que tém favorecido
a propagacdo destas doencas, principais causas de morbidade e mortalidade em seres
humanos nos dltimos anos (CHEDIAK et al, 2016; ARAUJO et al, 2015).

Em 2016, foram relatados mais de 1 milh&o de casos de doengas transmitidas
por vetores, representando 17% de todas as doencas infecciosas. A Regido das Ameéricas
relatou mais de 2,38 milhGes de casos de dengue em 2016, destes foram relatados no
Brasil aproximadamente 1,5 milhdo de casos, caracterizando um dos maiores surtos
mundiais da doenca. A maléria, transmitida por mosquitos do género Anopheles, causa
mais de 400.000 mortes por ano em todo 0 mundo, a maioria criangcas com menos de 5
anos de idade. (WHO, 2016)

Atualmente, no combate a estes vetores, sdo utilizados inseticidas quimicos
sintéticos, como organofosforados, organoclorados, carbamatos e piretroides, que
representam uma forma efetiva de controle de insetos (BARBOSA et al, 2014,
GOVINDARAJAN et al, 2016). O composto DEET (N, N-dietil-3-metilbenzamida) é o
repelente de insetos mais utilizado no mercado, entretanto, foram registrados casos em
que altos niveis de exposicdo ao DEET causaram neurotoxicidade, dermatite e reacdes
alérgicas em pacientes (TABANCA et al, 2013).

Apesar de se mostrarem efetivos, foram relatados casos de resisténcia fisiologica
dos mosquitos a esses compostos devido ao seu uso indiscriminado, além de possuirem
efeitos toxicos a seres humanos e ao meio ambiente (GOVINDARAJAN et al, 2016;
BESERRA et al, 2014). Produtos inseticidas e repelentes de origem natural estdo sendo
largamente estudados como alternativa aos produtos sintéticos por serem considerados
mais especificos, biodegradaveis e por ndo possuirem toxicidade aos organismos ndo-

alvo (SOONWERA, 2015). Estudos demonstraram que tem crescido o interesse na
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descoberta de novas plantas com atividade inseticida e repelente que se reflete em pelo
menos 44 familias de plantas com estas atividades comprovadas (VERA et al, 2014).

Medicina tradicional, baseada em plantas para amenizar sintomas, prevenir ou
curar doencas, tem sido utilizada desde os primordios em todo o0 mundo (CHIKHOUNE
et al, 2015). No Brasil, devido a sua rica biodiversidade, a OMS estima que 90% da
populacdo tenha feito uso de plantas para fins terapéuticos (ROSA et al, 2016). Mais
recentemente, o interesse por 0Oleos essenciais de plantas para fins terapéuticos tem
crescido (CHIKHOUNE et al, 2015). EUA, China e Brasil sdo os principais paises
produtores de Oleo essencial, representando 24%, 20% e 8% da producdo em volume,
respectivamente. O Brasil é famoso por sua diversidade floristica; consequentemente
sua flora deve ser considerada um reservatdrio importante de moléculas ativas com
potenciais aplicacdes industriais. As espécies de plantas de vérias familias botanicas tém
sido descritas pelo seu conteddo de 6leo essencial e por suas atividades bioldgicas e
farmacoldgicas (PEREZ-SANCHEZ et al, 2015).

Oleos essenciais (OEs) sd0 compostos volateis, produtos do metabolismo
secundario de plantas, compostos principalmente por terpenos, sesquiterpenos e
fenilpropandides (ROSA et al 2016). Atualmente, sdo conhecidos cerca de 3000 OEs,
entretanto, apenas 10% deles tém importancia para a industria farmacéutica,
agrondmica, alimentar, sanitaria, cosmética e perfumaria (BILIA et al, 2014) Estudos
demonstraram que além das atividades inseticidas e repelentes, os OEs possuem
atividades bactericida, antiviral e fungicida, antioxidante e antiparasitaria (MAJOLO et
al, 2016; ASBAHANI et al, 2015; SARRAZIN et al, 2015).

O presente trabalho tem como objetivo realizar uma prospeccdo cientifica e
tecnoldgica referente as atividades inseticida e repelente dos 6leos essenciais de plantas
contra mosquitos transmissores de doengas, visando incentivar estudos para comprovar
todo o potencial inseticida dos Oéleos essenciais, bem como incentivar 0
desenvolvimento de novos produtos naturais como alternativa no combate a vetores

transmissores de doencas.
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2 METODOLOGIA

2.1 Prospeccéo cientifica

A prospecgdo cientifica foi realizada mediante a busca de artigos nas bases de
dados selecionadas: Medical Literature and Retrivial System on Line
(MEDLINE/PubMed®); Biblioteca Virtual em Saude (BVS); Colecéao Principal do Web
of Science™ e Scopus (Elsevier). O periodo de acesso as bases de dados foi em maio de
2017, ndo havendo restricdo em relacdo ao periodo temporal de realizagdo dos estudos
alvo da revisao.

Para construcdo da questdo de pesquisa e elaboracdo da estratégia de busca,
utilizou-se a metodologia Problema, Intervencédo, Contexto (PICo) para pesquisas ndo
clinicas, delimitando-se como questdo norteadora: “Ha evidéncias de que Oleos
essenciais de plantas possuem atividade inseticida e repelente contra insetos
pertencentes a familia Culicidae?”. Os termos de busca selecionados estdo descritos no
Quadro 1.

Quadro 1 - Distribuicéo dos termos de busca utilizados

Problema (P): Insetos
pertencentes a familia

Contexto (Co): atividade

Intervenco (1): Oleos L
inseticida e repelente

essenciais de plantas

Culicidae
Culicidae Oil, Volatile Insecticides
Mosquitoes Essential Oils Insect Repellents
Volatile Oils Insecticidal Activity
Plants, Medicinal Ovicidal Activity
Medicinal Plants Larvicidal Activity
Medicinal Herbs Repellent Activity

Pharmaceutical Plants

Healing Plants

Fonte: Autoria Prdpria.
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Para a busca especifica nas bases de dados foram utilizadas combinacdes entre
descritores (para localizacdo de artigos indexados) e palavras-chave referentes a tais
descritores (para recuperacgdo de artigos em processo de indexagdo) em inglés, por meio
dos operadores booleanos “AND” e “OR”.

Foram utilizados como critérios de inclusdo: a) texto completo disponivel; b)
presenca da aplicabilidade de 6leos essenciais de plantas com atividade inseticida e/ou
repelente; ¢) publicagdes nos idiomas portugués, inglés ou espanhol. Foram excluidos
da pesquisa capitulos de livros, editoriais, patentes, artigos duplicados em outras bases
de dados, bem como aqueles que ndo tratassem do tema a partir da leitura do titulo e
resumo.

Posteriormente a selecdo dos artigos nas bases de dados, foi realizada a leitura
do texto completo dos artigos que ndo foram excluidos na primeira fase. A selecdo dos
artigos foi realizada por trés autores e revisada para garantir os critérios de
elegibilidade. A organizacdo dos resultados obtidos foi realizada através do software de
gerenciamento de referéncias Mendeley.

2.2 Prospecgdo tecnoldgica

A prospeccdo tecnoldgica designa atividades de prospeccdo centradas nas
mudancas tecnologicas, nas mudancas funcionais e no significado de inovacéo.
Constitui uma ferramenta basica para orientar o desenvovimento de novas tecnologias
(AMPARO; RIBEIRO; GUARIEIRO, 2012).

Foram realizadas buscas nas bases de dados de patentes do Instituto Nacional de
Propriedade Industrial (INPI), World Intellectual Property Organization (WIPO),
European Patent Office (EPO) e Patentes da América Latina e Espanha (LATIPAT).
Como palavras-chave foram utilizados os termos “6leo essencial”, “inseticida” e
“repelente”, “essential oil”, “insecticidal”, “repellent”, no titulo e/ou resumo, bem como
foi utilizado o operador booleano “AND”. Foram incluidas neste estudo patentes
independente do tempo transcorrido desde o depésito, considerando todos os pedidos de

patente depositados até o presente momento.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram encontrados 832 artigos por meio da busca com os descritores e palavras-
chave selecionados, dos quais 472 artigos foram incluidos por atenderem aos critérios
de inclusdo. Destes, foram selecionados para a revisdo 111 artigos. Os passos

detalhados desta pesquisa estdo apresentados na Figura 1.

Figura 1 - Fluxograma de selecdo dos estudos primarios da prospec¢do

cientifica.

Artigos recuperados nas
bases de dados (n = 832)
e BVS (n=38)
e Pubmed (n =38) Artigos excluidos (n = 360)
e Scopus (n=761)
e Web of Science (n = 25) e Texto completo indisponivel (n =
300)
| , | * Lingua da publicacdo diferente de
l inglés, portugués ou espanhol (n = 1)
e Artigos de revisdo, capitulo de livro,
Anélise dos resumos carta (n = 59)
(n=472)
Artigos excluidos (n = 361)
l > | o Auséncia do tema do estudo (n = 352)
l e Artigos duplicados (n = 9)

Artigos incluidos
(n=111)

Fonte: Autoria Prdpria.

De acordo com critérios, de incluséo e exclusdo, foram selecionados 92 artigos
da colecéo virtual Scopus (Elsevier); 16 artigos da Biblioteca Virtual em Saude (BVS);
2 artigos do Medical Literature and Retrivial System on Line (MEDLINE/PubMed®) e

1 artigo da colecdo virtual principal Web of Science, como demonstrado na Figura 2.
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Figura 2: Distribuicdo dos artigos em suas respectivas bases de dados.
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Fonte: Autoria Prdpria.

Quando foi considerado a distribuicdo de artigos por ano de publicacdo dos
artigos, figura 3, pode-se notar que houve um aumento gradual a partir do ano de 2010,
evidenciando um direcionamento de pesquisadores em buscas de novas entidades
quimicas e produtos alternativos nas fontes naturais vegetais, para atuarem no combate
a mosquitos. A literatura mostra uma tendénncia progressivamente crescente na busca
de novas plantas com atividade inseticida, o que se reflete em pelo menos 44 familias de
plantas com atividade inseticida confirmadas, incluindo acGes sobre o virus da dengue
(VERA et al, 2014).



46

F igura 3: Distribuicdo dos artigos segundo o ano de publicacéo.
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Fonte: Autoria Prdpria.

O combate a mosquitos transmissores de doencas, € um grande desafio de Saude
Publica em todo o mundo, como pode ser visto nos recentes surtos de Dengue,
Chikungunya e Zika, destacando a importancia do controle a estes insetos,
principalmente em paises com clima tropical e subtropical (BENELLI et al, 2017). Por
ainda ndo existir vacinas para arboviroses como a dengue, o uso de larvicidas e
repelentes continua sendo a maneira mais efetiva de se controlar estas doencas
(MARQUES et al, 2011).

A Figura 4 mostra a distribuicdo das atividades biologicas relacionadas a
ovicida, larvicida, pupicida, inseticida, oviposicdo e repelente atribuidas aos 6leos
essenciais. Dos 111 artigos selecionados pela estratégia de busca, 87 estudos realizaram
testes larvicidas, 29 testes para atividade repelente, 16 para atividade inseticida, 15 para
atividade de oviposicdo, 9 para atividade ovicida e apenas 5 testaram a atividade

pupicida.
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Figura 4: Distribuicdo das atividades testadas nos artigos selecionados.
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A maioria dos programas de controle destes vetores ttm como alvo o combate
aos estagios mais jovens dos mosquitos, como ovos, larvas e pupas, visto que o foco em
matar o inseto adulto reduz temporariamente a populacdo e pode acarretar em maiores
custos operacionais (TABARI et al, 2017).

Por definicdo, repelente é o produto de origem quimica ou natural com
capacidade de repelir mosquitos e outros artropodes. O DEET é o agente quimico mais
amplamente utilizado em formulacdes repelentes, entretanto sua toxicidade ao ser
humano apéds sua aplicacdo pode variar de reacbes leves a graves (RAMIREZ et al,
2012; LALTHAZUALI & MATHEW, 2017). O uso continuo e extensivo de inseticidas
sintéticos para o controle de mosquistos levou a diversos problemas como
desenvolvimento de resisténcia genética em mosquitos e poluicdo ambiental (DUA et
al, 2013).

A figura 5 mostra as diferentes espécies de mosquitos encontradas nos artigos.
A espécie Aedes aegypti foi alvo de pesquisa em 54 artigos que testaram atividades dos
Oleos essenciais. As demais especies como Culex quinquefasciatus testado em 35

trabalhos publicados, Aedes albopictus citado em 22 artigos, Anopheles sthephensi em
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14 artigos, Culex pipiens em 11 artigos, Anopheles subpictus em 6 artigos, Culex
tritaeniorhunchus em 5 artigos, Anopheles gambiae em 4 artigos, Anopheles dirus e
Anopheles minimus, ambos em 3 artigos, Ochleratus caspius em 2 artigos e Anopheles
anthropophagus, Anopheles arabiensis, Anopheles atroparvus, Anopheles darlingi,

Anopheles sinensis, Anopheles tessellatus com 1 artigo cada.

Figura 5: Distribuicdo das espécies de mosquitos testadas nos artigos selecionados.

60 Bl Artigos

Nimero de artigos

Espécie de mosquito

Fonte: Autoria Propria.

Os mosquitos dos géneros Aedes sp., Anopheles sp. e Culex sp. (Diptera:
Culicidae) sdo os mais importantes vetores transmissores de doencgas em nivel mundial.
Zhao e colaboradores (2017) realizaram um estudo para avaliar o potencial larvicida das
raizes de Echinops grijsii contra Aedes albopictus Skuse (Stegomyia albopictus),
Anopheles sinensis Wiedemann e Culex pipienspallens Coquillett e demonstraram que
este 6leo essencial possuia mais toxicidade as larvas de A. albopictus e C. pipiens do

que a rotenona utilizada como controle positivo.

Para alcancar medidas mais efetivas de controle destas doengas e evitar os
efeitos negativos decorrentes de inseticidas quimicos, pesquisadores tem intensificado o
desenvolvimento de repelentes naturais a partir de plantas com o intuito de diminuir
estes efeitos (LALTHAZUALI & MATHEW, 2017). Estes produtos devem ser efetivos,
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ecologicamente sustentaveis, econébmicos e apresentarem baixa toxicidade ao homem
(OLIVEIRA et al, 2013).

Nesse intuito, os Oleos essenciais apresentam-se como uma alternativa no
combate aos vetores destas doencas. Os 6leos de eucalipto, citronela, tomilho, cravo e
horteld sdo largamente utilizados como ativos de produtos repelentes de insetos.
Estudos também demonstraram que o Azadiractina, anabasina, quassia, nicotina,
piretrinas, D-limoneno e carvacrol eram utilizados como inseticidas naturais antes da
utilizacdo de produtos sintéticos (KOC; OZ; CETIN, 2012; REHMAN; ALI; KHAN,
2014).

Segundo a Organizacdo Internacional de Padronizagcdo, OEs sdo produtos
volateis extraidos de plantas por destilacdo a vapor, na maioria dos casos. Sdo misturas
complexas, volateis, lipofilicas, liquidas e odoriferas e possuem um papel importante na
defesa contra microorganismos e predadores e na atracdo de insetos (RAMOS et al,
2017). com sua composicdo composta majoritariamente de terpenos e fenilpropanoides
que ja tiveram suas funcbes contra insetos comprovadas (GOVINDARAJAN;
RAJESWARY; BENELLI, 2016).

A maioria dos trabalhos que avaliou a atividade larvicida de OEs, testou apenas
OEs isolados e apenas um numero limitado focou na toxicidade de seus constituintes
marjoritarios, bem como em seus possiveis efeitos sinérgicos ou antagénicos (TABARI
et al, 2017).

Em um estudo realizado por Lalthazuali & Mathew (2017), que buscou avaliar o
potencial repelente dos Oleos essenciais de Ocimum sanctum, Mentha piperita,
Eucalyptus globulus e Plectranthus amboinicus contra Aedes aegypti mostrou que o
6leo essencial de O. sanctum, M. piperita, E. globulus e P. amboinicus na concentracao

de 20% tiveram resultados comparaveis ao DEET na mesma concentracao.

Benelli e colaboradores (2017) avaliaram a eficacia do 6leo essencial de Pinus
nigra, Hyssopus officinalis, Satureja montana, Aloysia citrodora e Pelargonium
graveolens contra larvas de Culex quinquefasciatus, onde o 6leo essencial de S.

montana apresentou a maior mortalidade em larvas de C. quinquefasciatus, que pode
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ser devido a presenca de compostos fendlicos como timol (18,8%) e carvacrol (22,4%) e
seus precursores p-cimeno (18,9%) e y-terpineno (8,9%). Corroborando com trabalho de
Leyva e colaboradores (2008), no qual atribui a acdo inseticida dos 6leos essenciais aos
compostos D-limoneno, a-terpinol, B-mirceno, linolool, 1,8-cineol, 4-terpineol e timol,

assim como atividade larvicida ao carvacrol.

b) Prospeccéo tecnoldgica

De acordo com critérios, adotados para prospeccdo tecnoldgica, foram
encontradas 11 patentes utilizando as palavras-chave “6leo essencial ”, “inseticida” e
“repelente”, em portuglies e inglés como demonstrado no quadro 2. A base de patentes
que apresentou um maior nimero de patentes foi na European Patent Office, obtendo-se
5 patentes, que pode ser explicado pelo fato desta base conter dados patentarios de mais

de 90 paises.

Também foram encontrados 3 na base de patentes WIPO, 2 documentos na base
do INPI, seguido por 1 patente na LATIPAT.

Figura 6 - Total de patentes pesquisadas nas bases de dados INPI, WIPO, USPTO, EPO
e LATIPAT.

NUmero de Patentes

INPI WIPO EPO LATIPAT

Fonte: Autoria Prdpria.
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O quadro 2 apresenta as principais informacfes das patentes analisadas no

presente estudo. Estdo apresentados o titulo da patente, ano de sua publicacdo, pais de

origem e a sua especificacdo na Classificagcdo Internacinal de Patentes (CIP).

Quadro 2 - Principais carateristicas das patentes analisadas.

Titulo

Ano

Pais

CIP

Pest control formulation, method for
producing the same, and use

2017

Japdo

AOIN

Uso do Oleo Essencial de Siparuma
guianensis Aublet (Negramina) em
formulagBes com fins inseticidas e
repelentes.

2016

Brasil

AOIN

Sterilization mosquito-repellent
incense.

2016

China

AO0IN

Pest control formulation, method for
producing the same, and use

2014

Japéo

AO0IN

Insecticide and/or repellent method

2011

Franca

AOIN

Insecticide, insect repellent, ovicide,
larvicide, nymphicide composition,
useful to destruct flying and crawling
insects, their eggs, larvae, and
nymphs, comprises essential oil,
proteolytic enzyme, and amphoteric
surfactant

2011

Franca

AOIN

Formulaciones que contienen aceites
esenciales microencapsulados.

2010

Espanha

AO01IN

Absorption article with anti-mosquito
agent and preparation method thereof

2010

China

AO0IN

Repellentien zum Schutz gegen
Insekten

2005

Alemanha

AB1K

Processo para preparagdo da vela do
6leo de Piper aduncum e processo
para uso do 6leo de Piper aduncum
como agente repelente no combate de
mosquitos Aedes aegypti e Anopheles

SpPp.

2004

Brasil

Cl11B

Natural plant insect killing protecting
agente

1995

China

AO01IN

Fonte: Autoria Prdpria.

De acordo com a destruicdo em relacdo ao ano de publicacdo das patentes,

podemos observar que foram publicadas apenas duas patentes no ano de 2016, 2011 e
2010 (18,2%) cada, seguido pelos anos de 2017, 2014, 2005, 2004 e 1995 (9,1%) com 1

publicacdo cada (Figura 6). Este resultado denota um despertar, ainda que sem tanta

expressividade, por parte dos pesquisadores acerca do desenvolvimento de produtos que
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utilizam o6leos essenciais para fins inseticidas e repelentes, necessitando dar

continuidade aos estudos ja publicados.

Figura 7 - Numero de patentes de acordo com o ano de publicacéo.

Bl rPatentes

NUmero de Patentes

2017 2016 2014 2011 2010 2005 2004 1995

Ano de Publicacéo

Fonte: Autoria Propria.

Segundo o pais de origem das patentes publicadas, podemos inferir que a China
foi a detentora de 3 patentes encontradas (27,3%), seguida pelo Brasil, Japdo e Franca
com 2 patentes publicadas (18,2%) cada e pela Espanha e Alemanha com 1 patente
(9,1%) cada (figura 7).
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Figura 8 - Numero de patentes publicadas segundo o pais de origem.

4 -
w
et
c 34 Bl ratentes
et
(4o}
o
2 2
(@]
S
[¢}]
£ ;-
S
- ._l

0-

?~
e?‘ "o\\/ ,?O Q‘?‘ \2\? X
N R > N \p
o o Ng ¥ QY N\
? « % <
< i~

Pais de origem

Fonte: Autoria Prdpria.

De acordo com a Classificacdo Internacional de Patentes (CIP), a maioria das
patentes encontradas estdo inseridas na subclasse AO1IN (81,9%), que corresponde
conservacao de organismos de humanos, animais ou plantas e suas partes; biocidas, bem
como desinfetantes, pesticidas e herbicidas para fins médicos, dentarios ou sanitarios.
Foi encontrada 1 patente inseridas na subclasse C11B (9,1%), que se refere a producgéo
de gorduras ou 6leos graxos a partir de matérias- primas por extra¢do, assim como 1
patente inserida na subclasse A61K (9,1%), que se refere a preparacdes para finalidades

médicas, odontoldgicas ou higiénicas.

4 CONCLUSAO

Os estudos demonstram a importancia dos Oleos essenciais de plantas. As
potenciais atividades inseticidas e repelentes contra mosquitos vetores de doengas foram
encontradas distribuidas em diversas familias. Os Gleos essenciais representam uma
importante ferramenta para o controle de vetores, que representam grandes problemas
de saude publica mundial. Foi evidenciada uma escassez de patentes que tratam deste

assunto, demonstrando que os pesquisadores ndo estdo protegendo as suas pesquisas e
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também fica evidentente a necessidade de investimento para prosseguimento dos
estudos, com pesquisas preliminares ja realizadas. Foram encontradas apenas 11
patentes com atividades inseticidas e repelentes e nenhum com a especie de Lippia
origanoides H.B.K.
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Extracdo, caracterizacdo quimica e avaliacao do potencial larvicida e repelente do
6leo essencial de Lippia origanoides e de seus componentes majoritarios contra

Aedes aegypti
Resumo:

Mosquitos da espécie Aedes aegypti sdo transmissores de doencas como dengue,
chinkugunya, zika e febre amarela e sdo considerados como um dos maiores desafios
para saude publica mundial. Inseticidas e repelentes utilizados para o seu controle
resultam em efeitos indesejaveis para 0 meio ambiente e a saide humana, bem como
resisténcia dos vetores com a sua utilizacdo excessiva. Como alternativa para diminuir
estes efeitos € a sua substituicdo por produtos naturais, como os 0Oleos essenciais de
plantas aromaticas. O presente estudo teve como objetivo avaliar as atividades larvida e
repelente do 6leo essencial Lippia origanoides H.B.K (OELO), dos componentes
majoritarios (Carvacrol e Timol) e ainda na forma de complexos de inclusao frente ao
Aedes aegypti. O OELO foi obtido atraves do metodo de hidrodestilagdo e caracterizado
por CG/EM. Os complexos de inclusdo foram obtidos por malaxagem e Spray Drying.
A avaliagéo da atividade larvicida foi realizada utilizando 20 larvas de A. aegypti no 3°
estadgio de desenvolvimento e testados nas concentracdes de 50; 75; 100; 150 e 200
pug/mL do OELO, dos componentes majoritarios (Carvacrol e Timol) e seus respectivos
complexos de inclusdo. A mortalidade larval foi observada ap6s 24h. O OELO e seus
componentes majoritarios apresentaram um bom potencial larvicida com CLsy de
112,68; 85,46; 93,1 pg/mL e ClLgy 156,1; 107,51; 108,5 pg/mL. Os testes larvicida com
0 OELO, timol e carvacrol complexados a B-ciclodextrina nas mesmas concentracdes
demonstraram atividade superior, quando consideradas as concentracdes de ativos,
presentes em cada complexo. O OELO solubilizados em tween 80 1%, nas
concentragdes de 250; 500 e 1000 pg/mL apresentaram a atividade repelente de 48%
para 250 pg/mL e de 100% nas concentracdes de 500 e 1000 pg/mL. Foram
desenvolvidas seis formulacdes-teste com o OELO e ao final do estudo de estabilidade
preliminar foram aprovadas duas formulagdes. As duas formulagGes aprovadas
seguiram para o teste de atividade repelente frente ao A. aegypti e apresentaram 100%
de repeléncia em todo o teste , assim como atividade inseticida. Portanto, pode-se
concluir que o OELO, assim como 0s seus componentes majoritarios demonstram ser
promissores agentes larvicidas e repelentes no desenvolvimento de produtos naturais
para atuarem no combate ao A. aegypti.

Palavras-Chave: Lippia origanoides, 6leo essencial, timol, carvacrol, Aedes aegypti.
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Extraction, chemical characterization and evaluation of the larvicidal and
repellent potential of the essential oil of Lippia origanoides and its major

components against Aedes aegypti
Abstract:

Mosquitoes of the species Aedes aegypti are transmitters of diseases like dengue,
chinkugunya, zika and yellow fever and are considered as one of the greatest challenges
for world public health. Insecticides and repellents used for their control result in
undesirable effects on the environment and human health, as well as resistance of the
vectors with their overuse. As an alternative to diminish these effects is its substitution
by natural products, like the essential oils of aromatic plants. The present study had as
objective to evaluate the larval and repellent activities of essential oil of Lippia
origanoides H.B.K (EOLO), the major components (Carvacrol and Thymol) and also in
the form of inclusion complexes against Aedes aegypti. EOLO was obtained by the
hydrodistillation method and characterized by GC/MS. Inclusion complexes were
obtained by malaxing and Spray Drying. The evaluation of the larvicidal activity was
carried out using 20 larvae of A. aegypti in the third stage of development and tested in
the concentrations of 50; 75; 100; 150 and 200 pg/mL EOLO, major components
(Carvacrol and Thymol) and their inclusion complexes. Larval mortality was observed
after 24h. The EOLO and its major components presented a good larvicidal potential
with LC50 of 112.68; 85.46; 93.1 pg / mL and CL90 156.1; 107.51; 108.5 ng / ml. The
larvicidal tests with EOLO, thymol and carvacrol complexed to the B-cyclodextrin in
the same concentrations showed superior activity when considering the active
concentrations present in each complex. The EOLO solubilized in 1% tween 80 at
concentrations of 250; 500 and 1000 pg/mL showed a repellent activity of 48% at 250
pg/mL and 100% at concentrations of 500 and 1000 pg/mL. Six test formulations were
developed with EOLO and at the end of the preliminary stability study two formulations
were approved. The two approved formulations followed the test for repellent activity
against A. aegypti and showed 100% repellency throughout the test, as well as
insecticidal activity. Therefore, it can be concluded that EOLO as well as its major
components demonstrate promising larvicidal and repellent agents in the development
of natural products to combat A. aegypti.

Keywords: Lippia origanoides, 6leo essencial, thymol, carvacrol, Aedes aegypti.
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1 INTRODUCAO

As arboviroses representam grandes problemas de salde publica com
importantes agravos a saude humana, onde se destacam a Dengue, a Febre Amarela,
Chikungunya e Zika. Sendo a dengue uma doenga emergente que Sse tornou uma
preocupacdo de Saude Publica, devido a sua incidéncia ter aumentado cerca de 30 vezes
nos Ultimos 50 anos e 50-100 milhdes de infec¢Bes por ano sdo estimadas em mais de
100 paises endémicos. Embora a maioria dos pacientes seja assintomaética, infeccdes
subsequentes com quatro sorotipos de virus diferentes, podem resultar em febre
hemorragica com alta mortalidade. Na América Latina, o Brasil se destaca com 98,5%
dos casos e a maior taxa de mortalidade (SANTANA et al 2015). Mais recentemente e,
0 virus Zika ganhou grande repercussdo mundial por causar uma epidemia generalizada
no Brasil. Estudos comprovaram que este virus estd associado a casos de deformidades
congénitas em recém-nascidos, como a microcefalia, podendo causar inclusive abortos
espontaneos (IMPERATO, 2016).

O Aedes aegypti é 0 mosquito vetor da Dengue, Febre Amarela, Chikungunya,
Zika e outras arboviroses de impacto na saude. Este mosquito é altamente antropofilico,
possui habitos diurnos e pode ser encontrado em ambientes que ndo possuem
saneamento adequado. Tem se adaptado a ambientes urbanos, onde realiza sua
oviposicdo e desenvolvimento de seus estadios aquéaticos do seu ciclo biolégico em
recipientes feito pelo homem. A transmissdo dos virus se da através da picada da fémea
adulta (DIAS; MORAES, 2014).

A estratégia mais eficaz atualmente para eliminar ovos, larvas, pupas e adultos é
0 uso de inseticidas contendo organoclorados, organofosforados, carbamatos ou
piretroides. Entretanto, a aplicacdo mais frequente desses inseticidas tem causado o
surgimento de cepas resistentes, exigindo aumento da dose e aplicagbes mais
frequentes. Sendo assim, o controle mais efetivo dos mosquitos tornou-se insuficiente,
dependente do limitado ao nimero de inseticidas efetivos disponiveis no mercado, bem
como o agravante dos efeitos deletérios que estes compostos podem causar ao
ecossistema e saude humana (SILVA et al, 2015).

No entanto, este controle vetorial tem se constituido um grande desafio,
principalmente em paises em desenvolvimento em a populagdo de insetos resistente tem

prevalecido, surgindo a necessidade de inovagdes tecnoldgicas, sendo as fontes naturais
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como as plantas, uma alternativa para o controle de mosquistos e incidéncia de
arboviroses transmitidas por eles (ZARA et al, 2016; MAR et al, 2018).

As substancias oriundas das plantas representam importacia estratégia de
manutencdo da propria existéncia humana. O homem primitivo, atraves dos métodos de
observacao e tentativas, selecionou as plantas com fins alimenticios, terapéuticos e as
que podiam ser toxicas (BENDAZZOLI, 2000). As principais vantagens das moléculas
de produtos naturais estdo relacionadas com a especificidade nas suas atividades
bioldgicas e a capacidade de se ligar a receptores bioldgicos (VILLAS BOAS e
GADELHAS, 2007). Os fitoquimicos derivados de fontes vegetais podem atuar como
larvicidas, reguladores de crescimento de insetos, atraentes oviposicdo e repelentes,
podendo, portanto, desempenhar um papel importante na interrupgdo da transmisséo de
doencas transmitidas por mosquitos tanto a nivel individual como a nivel comunitario
(MANJARI et al, 2014).

Na natureza, os 6leos essenciais e outros extratos obtidos de plantas foram
evocados como fontes relevantes de produtos naturais (BAKKALI et al., 2008; VEIGA
Jr. et al., 2005). Sdo produzidos como metabdlitos secundarios e desempenham um
importante papel de protecdo das plantas contra bactérias, fungos, virus, insetos e
herbivoros (SIMOES et al , 2017). S3o importantes ainda para atrair alguns insetos para
realizar a polinizacdo das espécies vegetais e repelir outros. Portanto os 6leos essenciais
sdo substancias volateis naturais encontradas em grande variedade de plantas, com
importancia comercial, utilizados principal nas indUstrias alimenticia, farmacéutica ou
quimica, como potenciadores de sabor, odorizantes de fragrancias e como inseticidas
(KUMAR; WAHAB; WARIKOO, 2011).

A Lippia origanoides pertencente a familia Verbenaceae, rico em d&leos
essenciais, amplamente distribuido pela América do Sul e América Central, sendo
encontrado no Cerrado brasileiro. Conhecida na regido Norte como “salva-do-marajo” e
“alecrim-d’angola”, ¢ no estado do Piaui como ‘“alecrim-do-campo”. Esse arbusto
aromatico € usado na culinaria e na medicina tradicional para o tratamento de disturbios
gastrointestinais, doencas respiratorias e como antisséptico para irritacdo na boca e
garganta (SARRAZIN et al, 2015BARRETO et al, 2014). A composi¢do do 0leo
essencial de L. origanoides H.B.K ¢ classificado em 5 quimiotipos diferentes de acordo
com 0s seus componentes majoritarios: Quimiotipo A (p-cimeno, a ¢ B-felandreno e

limoneno), Quimiotipo B (carvacrol), Quimiotipo C (timol), Quimiotipo D (1,8-cineol)
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e Quimiotipo E ((E)-metil-cinamato e (E)-nerolidol). Essas variacbes na sua
composicdo e rendimento ocorrem devido a influéncia de fatores externos como
qualidade do solo e condi¢des climaticas, levando consequentemente a influéncia em
sua atividade bioldgica (SARRAZIN et al, 2015).

Uma caracteristica intriseca dos 0leos essenciais € sua natureza lipofilica, que
por vezes dificulta a sua solubilidade em matrizes a base de &gua. Como proposta para
solucionar este problema seria a complexacdo destes 6leos em ciclodextrinas (CDs),
aumentando sua solubilidade e a estabilidade, quando incorporado numa formulagéo
(LIANG et al, 2012). As CDs possuem estrutura adequada a formacdo de complexos
com substancias que necessitam aumentar a sua estabilidade e solubilidade,
comitantemente. A sua estrutura externa é essencialmente hidrofilica, o que facilita a
sua solubilidade em agua e em outra substacia polares, enquanto a sua cavidade interior
é hidrofdbica, onde ficam alojadas as moléculas que se desejar trabalhar (KRINGEL et
al, 2017).

O presente estudo teve como objetivo avaliar as atividades larvicida e repelente
do Oleo essencial, dos componentes majoritarios (Carvacrol e Timol) de Lippia
origanoides H.B.K, dos respectivos componentes complexados a B-ciclodextrina frente

ao Aedes aegypti e o desenvolvimento de uma formulacdo farmacéutica repelente.

2 METODOLOGIA
2.1 Reagentes

Carvacrol, Timol, Tween 80 e B-ciclodextrina foram adquiridos na Sigma-
Aldrich, EUA.
2.2 Coleta do material vegetal

As partes aéreas de L. origanoides H.B.K foram coletadas no periodo da manha,
na cidade de José de Freitas (latitude 04°45'23" sul e longitude 42°34'32"oeste), Estado
do Piaui, Brasil. A exsicata foi depositada no Herbario Graziela Barroso, na
Universidade Federal do Piaui, sob 0 numero TEPB09205.
2.3 Obtencéo do 6leo essencial

Para extracdo do dleo essencial, folhas limpas e selecionadas foram pesadas e
submetidas ao processo de extracdo por hidrodestilagdo, em aparelho extrator tipo
Clevenger (figura 1). Para tanto, aproximadamente 100g de folhas foram fragmentadas
e colocadas em um bal&o volumeétrico de fundo redondo com capacidade para 2 L, no
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qual foi adicionado &gua destilada. O processo de extracdo foi realizado durante um
periodo de aproximadamente 4 horas. O 6leo foi retirado com o auxilio de uma pipeta
Pasteur descartavel, acondicionado em frasco de vidro ambar hermeticamente fechado e

posteriormente armazenados em refrigerador a 4°C.

Figura 1 - Aparelho de hidrodestilacao tipo Clevenger modificada.

Fonte: Autoria prépria.

2.3.1 Caracterizacdo do 6leo essencial por Cromatografia Gasosa/Espectrometria

de Massas

A caracterizagdo quimica dos constituintes dos Oleos essenciais foi realizada
através de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG/EM) (figura
2).

Amostras de 1uL de o6leo essencial foram injetadas e submetidas a seguinte
programacao: injetor = 220 °C, detector = 240 °C, coluna = 60°C a 240°C, 3°C.min*. O
gas utilizado foi gas Hélio, com vazéo de 1 mL. min™. Os espectros de massas foram
comparados com as entradas da biblioteca eletrobnica Wiley229 e conferidos
visualmente com espectros de massas disponiveis na literatura (ADAMS, 2007) e
comparacao dos indices de Kdvats, dos espectros com os da biblioteca do CG-EM e
com dados da literatura.
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Figura 2 - Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas.

Fonte: Autoria propria.

2.4 Preparo dos complexos de incluséo

2.4.1 Malaxagem

Para a complexacdo do OELO e de seus constituintes majoritarios (timol e
carvacrol) com a molécula de B-ciclodextrina pelo método de Malaxagem foram
solubilizadas quantidades equimolares de OELO e B-CD na proporgdo 1:1 em
temperatura ambiente em uma solucdo de etanol P.A. e &gua destilada (1:3). Os
compostos foram homogeneizados com o auxilio de gral e pistilo durante 60 minutos.
Posteriormente, o complexo foi colocado em estufa durante 24 horas para secagem. Foi
calculado o rendimento do pd, em seguida, o complexo foi armazenado em dessecador
até a realizacdo dos testes. O mesmo procedimento foi realizado com o timol e o

carvacrol separadamente.

2.4.2 Spray Drying

Para a complexacdo do OELO e de seus constituintes majoritarios (timol e
carvacrol) com a molécula de B-ciclodextrina pelo método de spray drying na proporcao
de 1:1, obtendo-se os complexos de inclusdo (CI), foram solubilizadas quantidades

equimolares de OELO e B-CD, em temperatura ambiente, em uma solucéo de etanol
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P.A. e agua destilada (1:3). Os compostos foram homogeneizados com o auxilio de um
agitador magnético por 30 minutos. Posteriormente, essa solucdo foi injetada no
aparelho spray-drying de bancada (BUCHI B-290) (figura 3) com uma pressao de
entrada de 0,9 Bar, temperatura de entrada de 95 °C e fluxo da amostra de 3 mL min™.
Foi calculado o rendimento do pd, em seguida, o complexo foi armazenado em
dessecador até a realizacao dos testes. O mesmo procedimento foi realizado com o timol

e o carvacrol separadamente.

Figura 3 - Aparelho spray-drying de bancada (BUCHI B-290).

I
{

)

Fonte: Autoria prépria.
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2.5 Desenvolvimento das formulagdes farmacéuticas

2.5.1 Formulacéo gel

Foram preparadas seis formulagtes (F1, F2, F3, F4, F5 e F6): trés com base de
lecitina de soja nas concentracdes 0,0 1,0 e 1,5% de OELO e trés a base de
hidroxietilcelulose nas concentragdes 0,0 1,0 e 1,5% de OELO (tabela 1).

Para a formulagéo Gel utilizando a lecitina de soja como agente gelificante de
propriedades emulsionantes, na concentracdo de 2%, adicionado Optiphen® como
conservante e quantidade suficiente de agua para 100 g. A formulacdo foi
homogeinizada e incorporado o 6leo de Lippia origanoides nas concentra¢@es de 1% e
1,5% como substancia ativa.

Para a formulagdo Gel utilizando hidroxietilcelulose como base na concentragéo
de 2% foi adicionado em &gua a 50°C e homogeneizado por 1 hora sem interrupg&o.
Foram adicionados o conservante e propilenoglicol, ans concentracées de 0,25% 3%, O
0leo de Lippia origanoides nas concentracdes de 1% e 1,5% como substancia ativa, foi

incorporado apds a base pronta e resfriada.

Tabela 1 - Composic¢do das bases das formulaces.

COMPONENTES F1 F2 F3 F4 F5 F6
Fosfolipideos de soja Lecigel® 2% 2% 2% - - -
Hidroxietilcelulose Natrosol® - - - 2% 2% 2%
Optiphen® 2% 2% 2% - - -
Conservante - - - 0,25% | 0,25% | 0,25%
Propilenoglicol - - - 3% 3% 3%
Oleo essencial de Lippia - 1% 1,5% - 1% 1,5%
origanoides

Agua g.s.p. 100g

Legenda: (-): componente ndo adicionado
F1/F2/F3/F4/F5/F6: formulagbes-teste
Fonte: Autoria propria.

2.5.2 Auvaliacédo preliminar de estabilidade das formulagdes
2.5.2.1 Testes preliminares de estabilidade

O teste de estabilidade preliminar é realizado na fase inicial da fabricacdo de um

produto, testando formulagdes utilizando varios parametros em condi¢fes extremas de
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temperatura em espaco de tempo reduzido. Este teste ndo possui a finalidades de
determinar a vida util do produto, mas consiste em auxiliar na triagem das formulacdes
(BRASIL, 2004). Os testes de estabilidade preliminar e acelerada foram executados em
conformidade com o Guia de Estabilidade de Produtos Cosméticos da ANVISA
(BRASIL, 2004).

As formulagGes classificadas macroscopicamente como estaveis, ap6s 24h de
sua manipulacao, foram submetidas aos testes preliminares de estabilidade: resisténcia a
centrifugacdo, caracteristicas organolépticas, valores de pH e determinacdo da
espalhabilidade. Todos os testes foram realizados nos seguintes momentos: 24 horas
apo6s a manipulacdo (Tempo zero), apds ciclo gelo-degelo, apds estresse térmico e apos
12 dias de sua manipulagdo e mantida em condi¢Oes ambiente (Temperatura ambiente).

Em todos os momentos todos os parametros foram realizados em triplicata.
2.5.2.1.1 Resisténcia a centrifugacéo

As amostras de 5g de cada formulacdo foram centrifugadas durante 30 min a
3000 rpm e no final observou-se a ocorréncia ou ndo de separacdo de fases. O produto
deve permanecer estavel e qualquer sinal de instabilidade indica a necessidade de
reformulacdo. A aprovacdo neste teste € um indicativo de estabilidade das preparacdes

cosméticas avaliadas (BRASIL, 2004). Este teste foi realizado em triplicata.
2.5.2.1.2 Estresse térmico

Amostras de 15g de cada formulacdo foram submetidas ao aquecimento em
banho termostatizado na faixa de temperatura de 40,0 a 80,0°C (figura 4). Programou-
se 0 aumento da temperatura de 10,0£1,0 em 10,0+1,0°C, mantendo-se por trinta
minutos em cada temperatura. As leituras foram realizadas ao término de 80,0°C apds o

arrefecimento natural das amostras a temperatura ambiente (VELASCO et al, 2008).
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Figura 4 - Banho termostatizado.

Fonte: Autoria propria.
2.5.2.1.3 Ciclo gelo/desgelo

O ciclo de gelo/desgelo foi realizado com 10g de cada tipo de formulacéo
fabricada, alternando-os da geladeira a 5+2,0°C para a estufa a 50+2,0°C, a cada 24
horas, durante 12 dias. Esse teste auxilia nas observacfes de alteragdes que podem
ocorrer devido ao estresse de temperatura, acelerando o surgimento dos possiveis sinais
de instabilidade (BRASIL et al, 2004).

2.5.2.1.4 Caracteristicas organolépticas

Observou-se as formulag6es, primeiramente, pelos critérios cor, odor e aspecto.
Além desses critérios verificou-se outros que poderiam estar diferentes das formulagdes
iniciais analisadas. Essas caracteristicas foram observadas apés a formulacdo, apds o

stress térmico e a cada mudanca do ciclo gelo/desgelo (BRASIL, 2004).
2.5.2.1.5 Determinacéo do pH

A determinacdo do pH foi realizada usando pHmetro digital, previamente
calibrado com solugbes tampdo pH 4,0 e 7,0. O eletrodo foi inserido diretamente nas
amostras analisadas (BRASIL, 2004). Este teste foi realizado em triplicata e o resultado

corresponde a média de trés determinacdes.



69

2.5.2.1.6 Determinacdo da Espalhabilidade

A determinacdo da espalhabilidade foi realizada de acordo com metodologia
previamente descrita na literatura por Knorst (1991). No equipamento utilizado, uma
placa molde circular, de vidro (didmetro = 20 cm; espessura = 0,2 cm), com orificio
central de 1,2 cm de didmetro, foi colocada sobre uma placa-suporte de vidro (20 cm X

20 cm) posicionada sobre uma escala milimetrada (figura 5).

A amostra foi introduzida no orificio da placa molde e a superficie foi nivelada
com espatula. A placa molde foi cuidadosamente retirada e sobre a amostra foi colocada
uma placa de vidro de peso conhecido. Apds um minuto, foi realizada a leitura dos
didmetros abrangidos pela amostra, em duas posi¢des opostas, com auxilio da escala do
papel milimetrado. Posteriormente, foi calculado o diametro médio. Este procedimento
foi repetido acrescentando-se sucessivamente outras placas, em intervalos de um
minuto. Os resultados foram expressos em espalhabilidade (mm?) da amostra em fungéo
do peso aplicado (gramas), de acordo com a equagdo abaixo, sendo que 0S mesmos
correspondem a média de trés determinagdes (BRASIL, 2004). Utilizou-se para o teste
10 placas, as quais variavam o peso entre 76,95 g e 309,70 g e foram aplicadas de forma

decrescente perfazendo um total de 1533,2 g quando todas se apresentavam sobrepostas.

Ez‘=d2'Ty4
Onde:

Ei = espalhabilidade da amostra para um determinado peso i (mm?);
d = didametro médio (mm);
n =3,14.
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Figura 5 - Aparelho de espalhabilidade.

Fonte: Autoria propria.

2.5.2.1.7 Microscopia Optica

A analise microscépica foi realizada medindo-se o diametro de 100 goticulas em
ocular micrométrica. Para tanto as amostras do creme e creme-gel foram diluidas em
solucdo de propilenoglicol em &gua (1:1), na proporcéo de uma parte de amostra para 10
partes da solugdo. A lamina foi preparada e observada em microscépio 6ptico Olympus
CX 40 com objetivas de 10 e 40 vezes e uma ocular 10x aumento (CARVALHO, 2007).

2.6 Avaliagdes das Atividades Biologicas
2.6.1 Animais

As linhagens de A. aegypti, isentas de agentes patdgenos ou inseticidas, para 0s
bioensaios foram obtidas do Nucleo de Entomologia do Piaui (NEPI) da Universidade
Federal do Piaui (UFPI) - Campus Petrénio Portela. As col6nias foram mantidas em
temperatura controlada de 27 £+ 2°C, umidade relativa de 80 + 10% e ciclos claro/escuro
de 12 horas, onde as larvas foram mantidas diariamente com racdo autoclavada para
felinos, enquanto os machos adultos foram alimentados com solugdo de sacarose a 10%
e as fémeas com sangue de galinhas.

Foram utilizadas 12 galinhas provenientes do Nucleo de Entomologia do Piaui
(NEPI) da Universidade Federal do Piaui (UFPI) - Campus Petronio Portella, que sdo
utilizadas para alimentacdo das coldnias de mosquitos como para a realizagdo dos
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ensaios de avaliacdo da atividade repelente. Estas foram mantidas em galinheiro de
alvenaria com tela, coberto de telha ceramica, com agua potavel e alimentacédo a base de
racdo balanceada, ad libitum. Todos os experimentos foram aprovados pelo Comité de
Etica em Experimentagdo Animal da UFPI - CEEA/UFPI, sob protocolo niimero 301/17
(Anexo I).

2.6.2 Atividade larvicida
2.6.2.1 Avaliacéo da atividade larvicida do OELO e de seus constituintes majoritarios

contra Aedes aegypti

Vinte larvas foram colocadas em béqueres de vidro de 50 mL com 29,5 ml de
agua destilada e 500 uL de solugdo de Tween 80 1% contendo o 6leo essencial de L.
origanoides H.B.K , timol e carvacrol nas concentracdes de 50; 75; 100; 150 e 200
pug/mL. O controle foi tratado como acima, mas sem Oleo essencial. Cada béquer foi
deixado a temperatura ambiente durante 24 horas, ao fim desse periodo foi realizada a
contagem de larvas mortas. Cada tratamento foi realizado em triplicata e calculado da
concentracdo letal (CL). A toxicidade do Oleo foi relatada como CLsy e Clgg, que
representa as concentracGes em pg/ml que mataram 50 e 90% de larvas (AGUIAR et al,
2015).

2.6.2.2 Avaliacado da atividade larvicida do OELO, Timol e Carvacrol complexados a

p-ciclodextrina

Vinte insetos foram colocados em béqueres de vidro de 50 mL com 29,5 ml de
agua destilada e 500 pL de solucdo de Tween 80 1% contendo complexos de inclusédo
com OELO, Timol e Carvacrol nas concentragdes de 50; 75; 100; 150 e 200 ug/mL. O
controle foi tratado como acima, mas sem 0 OELO e seus marcadores. Cada béquer foi
deixado a temperatura ambiente durante 24 horas, ao fim desse periodo foi realizada a
contagem de larvas mortas. Cada tratamento foi realizado em triplicata. A toxicidade do
oleo foi relatada como CLsp e CLgo, que representa as concentragcbes em pg/ml que
matardo 50 e 90% de larvas (AGUIAR et al, 2015).
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2.6.3 Atividade repelente
2.6.3.1 Avaliacao da atividade repelente in vitro do 6leo essencial e dos componentes

majoritarios

O OE foi solubilizado em Tween 80 para obter concentracdes de 0; 250; 500 e
1000 pg/mL. O teste da atividade repelente foi realizado entre 8:00 e 14:00 devido ao
habito alimentar da espécie. 20 mosquitos fémeas adultos entre 3 e 10 dias ap6s
emergirem, foram colocados em gaiolas de laboratorio (24x24x24 cm) e mantidas sem
alimentacdo durante 12 horas. Antes de cada ensaio, as galinhas tiveram as penas de
suas pernas retiradas, apés isso foram lavadas com sabdo neutro sem cheiro e deixados
secar durante 10 min. Ap6s aplicacdo dos tratamentos, as galinhas foram colocadas
sobre as gaiolas e foram contabilizadas 0 nimeros de mosquitos que realizaram pouso
ou alimentacdo nos tempos de 10, 20, 30 e 60 minutos. As experiéncias foram

realizadas em triplicata (figura 6).

Figura 6 - Avaliacédo da atividade repelente do OELO contra Aedes aegypti.

Fonte: Autoria prépria.
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2.6.3.2 Avaliacao da atividade repelente das formulacGes

Para avaliacdo da atividade repelente, in vivo, foi desenvolvido um instrumento
de teste de atividade repelente, confeccionado de material transparente de acrilico, de
formato retangular, com dimensdes 16x5x4 cm e com duas aberturas compostas por
engrenagem deslizantes que permite a abertura para introducdo das fémeas de A.
aegypti, e a exposicdo da pele com as formulagdes com o ambiente que contem as
fémeas de A. aegypti, modelo adaptado de Castillo; Stashenko; Duque (2017) (figura
7).

Figura 7 - Instrumento de teste de atividade repelente em humano.

Fonte: Autoria propria.

Na atividade repelente, foram utilizados antebracos de voluntarios com idade
entre 18 e 50 anos, ap6s aprovacdo do Comité de Etica da Universidade Federal do
Piaui, CAAE: 74885917.5.0000.5214.

Antes do teste os voluntarios foram esclarecidos quanto a importancia da
pesquisa e 0s riscos, apds concordarem com a participacdo foi-lhes apresentado o termo
de consentimento livre e esclarecido para procissao das assinaturas.
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A parte uilizada para os testes em todos os voluntarios foi o antebraco direito e
esquerdo depois de realizada higienizacdo com agua e sabdo neutro e seco com papel
absorvente e aguardado um periodo de 10 min antes da aplicagdo das formulagfes. Em
cada antebraco foi aplicado a quantidade de 0,5 gramas, considerando sempre um
antebraco para as formulagdes com a substancia ativa e outro antebrago para o controle

negativo.

No instrumento de teste da atividade repelente, foram adicionadas 20 fémeas de
A. aegypti (5-12 dias de vida), aclimatados e sem alimentacdo por 24 horas. O
instrumento foi acoplado em cada antebraco dos voluntarios e observados nos tempos
10, 20, 30 e 60 minutos, sendo contabilizados a quantidade de fémeas que conseguiam
se aproximar da area exposta. Cada tratamento foi testado em triplicata.

2.7 Analises Estatisticas

Os resultados foram apresentados como a média + desvio padrdo da média para
cada grupo de experimento. Os ensaios foram realizados em triplicata e em trés
experimentos independentes. As diferencas entre os grupos foram analisadas utilizando
o valor p<0,05 como estatisticamente significativo. Os valores da concentracdo letal
média (CLsg) e da concentracdo letal a 90%(CLg) foram calculados por regresséo de
probitos, utilizando o pacote SPSS® versdo 22 e assumindo um nivel de confianca de
95% (p<0.05). Para anélises de variancia utilizou-se Oneway ANOVA e o0 poOs-teste de
Bonferroni (p<0,05) no software GraphPad Prism® 6.0.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Caracterizagdo quimica do 6leo essencial de Lippia origanoides

Através da andlise de cromatografia gasosa/espectrometria de massas (CG/EM)
foram identificados 10 compostos do Gleo essencial através da comparacdo do seu
indice de retencdo com o indice presente na literatura. A tabela 2 e a figura 8
apresentam os constituintes do 6leo essencial, sua composicdo percentual e seus valores
do indice Kovats listados por ordem de elui¢cdo. Os principais constituintes do 6leo
estudado foram carvacrol (56,31%), seguido pelo p-cimeno (14,5%) e timol (10,62%),
0S espectros de massas destes constituintes estdo apresentados na figura 9. A

porcentagem das composic¢des dos 7 compostos restantes variaram de 0,75 a 6,88%.

O oleo analisado pode ser classificado como quimiotipo B por apresentar o
carvacrol como composto com maior concentracdo. O 6leo essencial de L. origanoides
H.B.K que ocorrem tanto no Brasil quanto na Colémbia foram classificados em
quimiotipos, segundo a maior concentracdo dos seus diferentes componentes, como:
Quimiotipo A (p-cimene, a- e B-felandreno e limoneno); Quimiotipo B (carvacrol);
Quimiotipo C (timol); Quimiotipo D (1,8-cineol) e Quimiotipo E ((E)-metil-cinamato e
(E)-nerolidol). (SARRAZIN et al, 2015b).

Tabela 2 - Composi¢do quimica do 6leo essencial de L. origanoides H.B.K

Pico Componente Area (%) IR (calculado) IR literat.
1 a-tujeno 1,07 974 924
2 mirceno 1,32 1034 988
3 a-terpineno 1,47 1064 1014
4 p-cimeno 14,5 1072 1020
5 1,8-cineol 0,75 1082 1026
6 y-terpineno 6,88 1107 1054
7 timol metil éter 5,48 1283 1232
8 timol 10,62 1348 1289
9 carvacrol 56,31 1357 1298
10 B-cariofileno 1,6 1485 1408

Fonte: Autoria Prdpria.
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Figura 8 - Cromatograma dos ions totais (TIC) dos constituintes volateis do dleo essencial de

Lippia origanoides.
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Fonte: Autoria Prdpria.
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Figura 9 - Espectros de massas dos compostos majoritarios do 6leo essencial das partes aéreas
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De acordo com os resultados da caracterizacdo deste 6leo, podemos inferir que
0S principais componentes sdo monoterpenos. Estes ja foram relatados por varios
autores por possuirem atividade larvicida contra mosquitos dos géneros Culex,
Anopheles e Aedes (CASTILLO; STASHENKO; DUQUE, 2017).

Corroborando com os resultados encontrados, um estudo realizado com amostras
coletadas na Colémbia por Castillo; Stashenko; Duque (2017), demonstrou que 0s
maiores componentes marjoritarios do OELO foram carvacrol (50,6%), timol (11,5%) e
p-cimeno (8,7%). Em outro estudo realizado no estado de Minas Gerais, Brasil, com as
partes aéreas de L. origanoides H.B.K , foram identificados 15 compostos onde 0s que
apresentaram as maiores concentragdes foram carvacrol (29%), o-cimeno (25,6%) e

timol metil éter (11,5%) (ANDRADE et al, 2014).

O oleo essencial de L. origanoides H.B.K coletado em Anapurus, Maranhdo,
Brasil, apresentou como componente majoritario o 1,8-cineol (64,1%). J& a analise de
trés espécimes coletadas na Coldmbia apresentaram diferentes composicdo com
predominancia de timol (56%), predominancia de carvacrol (40%) e predominancia de
p-cimeno (12%), respectivamente. Pode haver diferencas na composi¢cdo dos 6leos
essenciais que podem estar atribuidos as variagdes do estado fenoldgico e a fatores
ambientais. Estas alteracdes afetam significativamente os processos bioguimicos e
fisioldgicos da planta, que regulam o metabolismo e consequentemente a biossintese
dos 6leos essenciais. (SARRAZIN et al, 2015a).

3.2 Avaliagéo preliminar de estabilidade das formulages

3.2.1 Testes preliminares de estabilidade

Os estudos de estabilidade de cosméticos sdo realizados com o intuito de indicar
0 grau de estabilidade do produto, garantindo sua seguranca e eficacia, desde a sua
fabricacdo até o término da sua validade. Estes estudos geram subsidios para orientacéo
na escolha dos componentes da formulacdo, do material de acondicionamento
adequado, formas de apresentagdo, na escolha de material de acondicionamento e de
embalagem alternativos, bem como a confirmagdo do prazo de validade estimado
(SILVA et al, 2015; NISHIKAWA, et al, 2007).
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3.2.1.1 Caracteristicas organolépticas

Em relagdo as caracteristicas organolépticas, nas formulacbes F1, F2 e F3 nédo
houve alteracdo no aspecto, cor e odor. Quanto as formulacdes F4, F5 e F6, ndo houve
alteracdo quanto ao odor, entretanto, apresentou alteracdo na cor e aspecto ap0ds os testes
de estresse térmico, ciclo gelo/degelo e em temperatura ambiente, no qual houve
aumento da temperatura durante os testes. Os resultados das verificagdes das
caracteristicas organolépticas das formulagdes estdo descritas na Tabela 3.

Tabela 3. Caracteristicas organolépticas das formulacbes F1, F2, F3, F4, F5 e F6 em
tempo zero, apds teste estresse térmico, apos teste ciclo gelo-degelo e em amostras

mantidas a temperatura ambiente.

TEMPOS F1 F2 F3 F4 F5 F6
Zero
Aspecto | homogéneo | homogéneo | homogéneo | homogéneo | homogéneo | homogéneo
Cor branco branco branco incolor amarelado amarelado
Odor ausente carac. 6leo | carac. 6leo ausente carac. 6leo | carac. 6leo
essencial essencial essencial essencial
Estresse térmico
Aspecto | homogéneo | homogéneo | homogéneo | homogéneo | heterogéneo | heterogéneo
Cor branco branco branco incolor amarelado amarelado
Odor ausente carac. 6leo | carac. 6leo ausente carac. 6leo | carac. 6leo
essencial essencial essencial essencial
Ciclo gelo/degelo
Aspecto | homogéneo | homogéneo | homogéneo | homogéneo | heterogéneo | heterogéneo
Cor branco branco branco incolor amarelado amarelado
Odor ausente carac. 6leo | carac. 6leo ausente carac. 6leo | carac. 6leo
essencial essencial essencial essencial
Temperatura ambiente
Aspecto | homogéneo | homogéneo | homogéneo | homogéneo | heterogéneo | heterogéneo
Cor branco branco branco incolor amarelado amarelado
Odor ausente carac. 6leo | carac. 6leo ausente carac. 6leo | carac. 6leo
essencial essencial essencial essencial

Fonte: Autoria prépria.

3.2.1.2 Determinacéo do pH

Na analise do pH, observou-se que as amostras mantiveram-se na faixa entre

5,0-6,0, mantendo-se assim dentro de uma faixa adequada para produtos cosméticos e

dermatoldgicos.
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3.2.1.3 Determinacéo da Espalhabilidade

Durante os testes de espalhabilidade, foi observado que as formulagdes
a base de hidroxietilcelulose apresentaram uma elevada espalhabilidade ap6s os testes
de estresse, principalmente naquele em que houve aumento excessivo da temperatura.
Foram excluidos dos estudos as formulacbes F5 e F6 por apresentarem instabilidades
como separacdo de fases durante os testes. Enquanto as formulacBes a base de
fosfolipidio de soja, F1, F2, F3 e F4 & base de hidroxietilcelulos e apresentaram uma
boa espalhabilidade e menos variacdo nestes valores quando submetidos as variagcdes de
temperatura, prosseguindo assim nos testes de estabilidade, assim como no bioensaio de

repeléncia.

Figura 10 - Valores de espalhabilidade das formulagdes F1, F2, F3, F4, F5 e F6 em
tempo zero, apds teste estresse térmico, apos teste ciclo gelo-degelo e em amostras
mantidas a temperatura ambiente.
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Legenda: TO: tempo zero.

pos ciclo: apds ciclo gelo/degelo.

pos estresse: apos estresse térmico
TA: temperatura ambiente por 12 dias.
Fonte: Autoria prépria.
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3.2.1.4 Microscopia Optica

O teste de microscopia Optica aplicado para determinar o didmetro das goticulas
na formulacdo tdépica ndo foi adequado para as formulagbGes. As particulas,
possivelmente, estavam finamente dispersas, com diametro ndo detectado com a
microscopia oOptica. Estes resultados ndo comprometem a qualidade das formulacdes,

uma vez que essas caracteristicas ndo correspondem a instabilidade.

3.3 Avaliacgbes das atividades bioldgicas
3.3.1 Avaliacdo da atividade larvicida do OELO e de seus constituintes

majoritarios contra Aedes aegypti

O OELO testado nas concentracdes de 50; 75; 100; 150 e 200 pug/mL apresentou
atividade larvicida contra A. aegypti, com concentragdo letal cinquenta CLsp e CLgo de
89,28 e 114,5 pg/mL, respectivamente. OS componentes majoritarios, carvacrol e timol,
nas concentragdes de 50; 75; 100; 150 e 200 pg/mL foi constatada CLspe CLgo de 54,5 €
89,1 ug/mL.,e 68,0 e 92,3 png/mL, respectivamente. No entanto, ao testar o OE, timol e
carvacrol complexados a B-ciclodextrina nas mesmas concentragdes, demonstraram
aparentemente baixa atividade, s6 que ndo, uma vez que a concentracdo do 6leo e dos
componentes majoritarios estdo diluidos, quando consideramos a massa molecular da [3-

ciclodextrina e a média da massa dos componentes majoritarios, Tabela 4 e Figura 11.
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Tabela 4 - Atividade larvicida do 6leo essencial de Lippia origanoides contra Aedes aegypti.

Composto CLso (ng/mL) CLgo (ng/mL) %2
OELO 112,68 156,1 26,61*
Carvacrol 85,46 107,51 14,3*
Timol 931 108,5 0,01*
OELO-mlIx 262,87 346,29 1,6
Carvacrol-mlx 256,05 335,36 1,37
Timol-mlx 295,27 377,91 0,2
OELO-SD 265,66 360,71 5,27
Carvacrol-SD 319,87 430,94 2,29
Timol-SD 317,81 411,66 0,32

Legenda: OELO: 6leo essencial de Lippia origanoides H.B.K.

OELO-milx: 6leo essencial de Lippia origanoides H.B.K. complexado por malaxagem.
Carvacrol-mix: carvacrol complexado por malaxagem.

Timol-mlx: timol complexado por malaxagem.

OELO-SD: 6leo essencial de Lippia origanoides H.B.K. complexado por spray-drying.
Carvacrol-SD: carvacrol complexado por spray-drying.

Timol-SD: timol complexado por spray-drying.

¥2: qui-quadrado

*P<0.05, nivel de significancia

A busca por larvicidas naturais ecologicamente seguros, com alta eficacia e que
sejam de menor custo, tem impulsionado a descoberta de novos 6leos essenciais com
potencial larvicida promissor para o desenvolvimento de produtos que possam atuar
como medidas complementares e suplementares no combate a mosquitos transmissores
de doencas (SUMITHA & THOPPIL, 2016).
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Figura 11 - Atividade larvicida do Oleo essencial de Lippia origanoides contra Aedes

aegypti.
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Fonte: Autoria propria.

Em um estudo no qual foi avaliada a atividade larvicida do OE do rizoma de
Zingiber nimmonii em larvas de 3° estagio tardio de Aedes aegypti, a CLso e CLg foi de
44,46 e 85,88 pg/mL, respectivamente (GOVINDARAJAN et al, 2016a). Em outro
estudo também realizado por Govindarajan et al (2016b), avaliou o OE das folhas
frescas de Plectranthus barbatus em 20 larvas do 3° estégio tardio de Aedes albopictus,
apontando uma CL50 e CL90 de 87,25 e 107,56, respectivamente.

O mecanismo de acdo dos OEs que proporciona a morte larval de mosquitos
ainda nao foi claramente elucidada, aléem dos bioensaios, sdo realizados estudos
enzimaticos nos insetos, com o intuito de auxiliar no esclarecimento do mecanismo de
acdo destes compostos (LEVYA et al, 2016). Uma hipdtese foi testada utilizando o 6leo
essencial de Piper corcovadensis, onde os autores concluiram que o 6leo inibiu as
enzimas digestivas presentes no intestino das larvas de A. aegypti, como a tripsina e a
quimiotripsina, que sdo de suma importancia para a nutricdo, desenvolvimento e
crescimento destas larvas (SILVA et al, 2016).
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A atividade larvicida dos Oleos essenciais pode ser atribuida a presenca de
monoterpenos como componentes principais desses 6leos (CASTRO et al, 2016;
CHAUHAN et al, 2016).

O timol e o carvacrol sao monoterpenos fendis biossintetizados a partir do y-
terpineno, que por sua vez é gerado a partir do p-cimeno, estes Ultimos compostos
sempre estdo presentes no mesmo Oleo. E importante considerar que o timol e o
carvacrol sdo isdmeros, variando apenas a posi¢do do grupo hidroxila no anel fendlico
(SARRAZIN et al, 2015a).

Em estudo realizado por Govindarajan et al (2013), o timol foi testado contra as
larvas de 3° estagio das espécies Aedes subpictus e Aedes albopictus, apresentando 2,5
vezes mais toxicidade do que o OE com CLsg e CLgg de 22,06 e 24,83; e 40,06 e 44.28

pg/mL, respectivamente.

A investigacdo acerca do mecanismo de acdo de novos bioinseticidas no
combate a mosquitos em todo o seu ciclo biolégico sdo de suma importancia, pois
podem fornecer informacGes necessarias para o desenvolviemnto de novas formulagdes
e distribuicdo a serem adotadas para uma possivel comercializacdo, além de definir
estratégias para 0 gerenciamento da resisténcia causada pelo uso indiscriminado de
inseticidas sintéticos (WANG et al, 2016)

3.3.2 Avaliacéo da atividade repelente do OELO contra Aedes aegypti

O bioensaio repelente demonstrou que o OELO possui boa atividade repelente.
As concentragdes de 1000 pg/mL e 500 pg/mL apresentaram repeléncia de 100%
durante o tempo de 60 minutos, na concentracao de 250 ug/mL, apresentou repeléncia
de 68% em 30 minutos de teste, diminuindo para 48% no fim do teste (figura 12).A
partir dos resultados demonstrados, o 6leo essencial de L. origanoides H.B.K apresenta

grande potencial para uma promissora formulacao repelente.
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Figura 12 - Atividade repelente do 6leo essencial de Lippia origanoides contra Aedes

aegypti.
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Fonte: Autoria Prdpria.

A aplicacdo de repelentes e/ou materiais tratados com inseticidas s&o
considerados a forma mais antiga e comum para protecdo pessoal contra picadas de
mosquitos (CONTI et al, 2013). Repelentes de insetos sdo produtos que previnem
insetos, tais como 0s mosquitos de se alimentarem através da picada sob a pele humana
ou animal (MAMOOQOD et al, 2017). A atividade contra mosquitos ja foi relatada para
alguns 6leos essenciais, como anis, eucalipto, horteld, manjericdo e louro (KOC; OZ;
CETIN, 2012).

Atualmente, o dietiltoluamida (DEET) é conhecido por ser o agente repelente de
mosquitos com maior eficadcia no mercado, proporcionando até 8h de protecdo contra
estes insetos. Entretanto, apesar da sua eficacia, pode apresentar odor e textura na pele
desgradaveis, bem como possiveis reacGes alérgicas, aumentando a demanda por
formulagGes contendo produtos naturais (MISNI; MOHAMED; AHMAD, 2016).

Resultados da atividade repelente do dleo essencial de Ruta chapelensis
apontaram uma boa repeléncia contra Aedes aegypti utilizando doses consideradas
baixas, com RDsg foi de 0,000215 uL/cmZ da pele, enquanto RDgy foi de 0,007613
uL/cmz. Na dose mais alta testada o0 OE manteve a repeléncia de 50% dos mosquitos
por 45 minutos (CONTI et al, 2013).
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Govindarajan (2011) realizou um estudo em que testaram o OE de quatro
espéecies de plantas Cymbopogan citrates, Cinnamomum zeylanicum, Rosmarinus
officinalis e Zingiber officinale contra Culex tritaeniorhynchus e Anopheles subpictus,
onde a maior repeléncia observada foi no OE de Z. officinale, no qual a maior

concentracgdo testada forneceu 100% de protecdo no tempo de 150 minutos.

O oleo essencial de Polygonum hydropiper apresentou a atividade repelente foi
até 323,2 min e 302,6 min apos aplicacdo a 10 e 5 ppm, respectivamente. Durante o
periodo de estudo, ndo foram observadas irritacGes na pele, sensacBes quentes ou
erupgdes cutaneas, demonstrando ser um principio ativo em potencial para o
desenvolvimento de formulagdes repelentes seguras e eficazes (MAHESWARAN &
IGNACIMUTHU, 2015).

Os oOleos essenciais ap6s a sua atividade repelente comprovada podem ser
utilizados como principios ativos de repelentes comerciais, tanto individualmente como
em associagcdo com outros produtos naturais ou mesmo em produtos sintéticos com o
intuito de diminuir a sua concentracdo utilizada. E importante ressaltar que apds
resultados obtidos em laboratorios, os 6leos testados devem ser explorados para avaliar
a sua eficacia em estudos de campo, bem como para estudar a sua viabilidade
econdmica e residual para serem considerados em programas de controle de insetos
(KHANDAGLE et al, 2011).

3.3.3 Avaliacdo da atividade repelente das formulacdes

Apds a conclusdo dos testes de estabilidade preliminar, foram aprovadas as
formulacbes F1, F2 e F3 para prosseguirem para realizacdo dos testes de repeléncia
contra fémeas de A. aegypti. Os resultados demonstraram que as formulacdes F2 e F3
mantiveram 100% de repeléncia em todo tempo decorrido do teste (60 minutos).
Durante a observacgéo da atividade repelente foi obervada a atividade inseticida, com a
morte de todos os mosquitos ao fim do teste, 60 minutos. A formulacdo-teste F1, que
ndo foi adicionado nenhuma concentracdo de 0Oleo essencial ndo confirmou atividade
repelente, durante o experimento, sendo observada uma adapatacdo dos mosquitos e de
forma decrescente a atividade repelente com o passar do tempo, indice de repeléncia

média de 50% no tempo de 10 minutos, 35% em 20 minutos, 30% em 30 minutos e 0%
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no fim do teste e ndo foi observada nenhuma atividade inseticida, como era previsto
(figura 13).

Figura 13 - Atividade repelente das formulag¢Ges F1, F2 e F3 contra Aedes aegypti.
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Legenda: F1: formulagdo a base de fosfolipideo de soja 0%.
F2: formulacéo a base de fosfolipideo de soja 1%.

F3: formulacgdo a base de fosfolipideo de soja 1,5%.
Fonte: Autoria prépria.

A eficéacia dos repelentes é dependente da sua volatilidade e da sua fixacdo na
pele durantes as atividades diarias. Para uma protecdo adequada e eficaz destes
mosquitos vetores de doencas € necessaria a sua reaplicacdo regular. No entanto, 0s
6leos essenciais de plantas oferecem um curto tempo de duracdo do efeito repelente
devido a alta volatilidade de seus compostos (MAMOOD et al, 2017; KEZIAH et al,
2015). Neste contexo, embora as formulacdes desenvolvidas e testadas neste estudo se
mostraram efetivas e promissoras contra o A. aegypti, sd0 necessarios estudos mais
completos, como os estudos de estabilidade acelerada e de prateleira, bem como testes
de campo que avaliam o efeito repelente em espacos mais amplos e em periodos

maiores de tempo.
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4 CONCLUSAO

Diante dos resultados obtidos, pode-se concluir que o 6leo essencial de Lippia
origanoides H.B.K e seus componentes majoritarios, timol e carvacrol apresentaram
atividade larvicida contra Aedes aegypti.

As formula¢des de complexos de inclusdo do 6leo com B-ciclodextrina foi
possivel observar a pontencializa¢do da atividade larvicida contra A. aegypti.

As formulagbes das formas farmacéuticas obtidas de 6leo essencial de L.
origanoides H.B.K, incorporadas em excipintes a base de fosfolipideos de soja
(Lecigel®) apresentou melhor resultado nos testes de estabilidade preliminar quando
comparada com as formulagcfes produzidas em excipientes a base de hidroxietilcelulose
(Natrosol®).

Em relacdo ao teste de estabilidade preliminar, das seis formulacdes
desenvolvidas, as formulacdes-teste F2 e F3 foram aprovadas nos ensaios, bem como
apresentaram indice de repeléncia de 100% durante todos o0s bioensaios de repeléncia
contra as fémeas de A. aegypti. E em paraleo ao teste de repeléncia foi possivel observar
a atividade inseticida contra fémeas de A.aegypti de forma dose dependente.

Portanto ficou notorio o potencial do éleo essencial de Lippia origanoides
H.B.K para o desenvolvimento de produtos com aplicabilidade larvicida, repelente e
inseticida para atuar no combate do mosquito A.aegypti.
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4 CONCLUSAO

e A prospeccao cientifica e tecnoldgica relatou uma escassez de patentes que
tratam da atividade larvicida e repelente sentro da temética do trabalho;

e O oleo essencial foi obtido por hidrodestilacdo e caracterizado através de
cromatografia gasosa, apresentando como componentes majoritarios, 0s
monoterpenos carvacrol e timol;

e O Oleo essencial isolado de L. origanoides H.B.K e seus componentes
majoritarios apresentaram atividade larvicida contra A. aegypti.

e Nos bioensaios de repeléncia do 6leo essencial de L. origanoides H.B.K e
de seus constituintes majoritarios, nas concentragdes de 1000 pg/mL e 500
ug/mL foi demonstrando indice de repeléncia de 100% e atividade inseticida
ao fim do teste.

e As formulag¢oes de complexos de inclusdo do 6leo com B-ciclodextrina foi
observada a pontenciaclizagéo da atividade larvicida contra A. aegypti.

e As formulacdes das formas farmacéuticas obtidas de Oleo essencial de L.
origanoides H.B.K, incorporadas em excipintes a base de fosfolipideos de
soja (Lecigel®) apresentou melhor resultado nos testes de estabilidade
preliminar quando comparada com as formulacBes produzidas em
excipientes a base de hidroxietilcelulose (Natrosol®).

e As formulagbes F2 e F3 aprovadas nos testes de estabilidade preliminar,
apresentaram atividades repelente e inseticida contra fémeas de A.aegypti de
forma dose dependente.

e Portanto ficou notorio o potencial do 6leo essencial de Lippia origanoides
H.B.K para o desenvolvimento de produtos com aplicabilidade larvicida,

repelentes e inseticida para atuar no combate do mosquito A.aegypti.
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UFP! - UNIVERSIDADE
FEDERAL DO PIAUT - CAMPUS %"WM B
- MINISTRO PETRONIO

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Desenvolvimento de produtos inseticidas e repelentes a partir do dleo essencial de
Lippia origanoides H.B.K. contra Aedes aegypti.

Pesquisador: Maria das Gracas Freire de Medeiros

Area Tematica:

Verséo: 2

CAAE: 74885917.5.0000.5214

Instituicdo Proponente: FUNDACAO UNIVERSIDADE FEDERAL DO PIAUI
Patrocinador Principal: Universidade Federal do Piaui - UFPI

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 2.308.998

Apresentacéo do Projeto:

A presente pesquisa propde o desenvolvimento de produtos a partir do 6leo essencial de Lippia origanoides
H.B.K. de utilidade inseticida e repelente para atuar no combate ao A. aegypti. O mosquito Aedes aegypti é
responsavel pela transmissao de uma das doencas emergentes de maior repercussao nos ultimos anos, a
dengue. Este mosquito também é capaz de transmitir outras arboviroses como, zika, chikungunya e febre
amarela. Inseticidas sintéticos sao amplamente utilizados devido ao seu baixo custo, eficiéncia e toxicidade
aos invertebrados, no entanto esta utilizacao

exacerbada levou a uma resisténcia dos mosquitos. Uma alternativa eficiente seria o desenvolvimento de
inseticidas a partir de compostos naturais por serem biodegradaveis e produzirem menos efeitos adversos a
organismos hao-alvo e ao meio ambiente. Oleos essenciais sdo compostos de plantas aromaticas que
possuem atividades antibacterianas, antifangicas, antivirais, além de propriedades medicinais. A Lippia
origanoides H.B.K (Verbanecea) &€ uma planta aromatica encontrada no nordeste e regiao central da
Ameérica do Sul e amplamente utilizada para fins medicinais. No Brasil, podemos encontra-la no bioma de
Cerrado. O ¢leo essencial (OE) extraido das folhas de L. origanoides apresenta atividade antimicrobiana,
antioxidante, anti-inflamatéria e acaricida.

Enderego: Campus Universitario Ministro Petronio Portella - Pro-Reitoria de Pesquisa

Bairro: Ininga CEP: (4.049-550
UF: PI Municipio: TERESINA
Telefone: (86)3237-2332 Fax: (86)3237-2332 E-mail: cep.ufpi@ufpi.edu.br
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Continuacgéo do Parecer: 2.308.008

Objetivo da Pesquisa:
Desenvolver produtos inseticidas e repelentes a partir do 6leo essencial de Lippia origanoides e seus
derivados contra Aedes aegypti.

Avaliacéo dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

A pesquisa podera oferecer riscos de grau leve aos pesquisadores, bem como aos voluntarios participantes,
sendo estes riscos apresentados no

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). As coldnias serdo criadas em laboratdrios, portanto se
apresentarao higidos, livres de

patégenos. Se algum dos participantes ou pesquisadores desta pesquisa apresentarem algum tipo reacao
alérgica, seja pela picada do mosquito ou

pela administragao do repelente, estes serdao encaminhados imediatamente ao hospital mais préximo e sera
prestada toda assisténcia necessaria

por parte dos pesquisadores responsaveis pela pesquisa.

Beneficios:

Espera-se contribuir com a literatura sobre a utilizacao e otimiza¢ao das atividades biolégicas atribuidas aos
oleos essenciais;

Os resultados da pesquisa poderao posteriormente ser base de estudos e numa perspectiva futura, a
implementacao deste composto de origem

natural como produto repelente;

O desenvolvimento de inovacéo cientifica em estudos relativos a produtos naturais;

O fortalecimento da pesquisa cientifica e difusao no meio académico dos conhecimentos gerados na UFPI.

Comentarios e Consideracdes sobre a Pesquisa:
Pesquisa relevante.

Consideragdes sobre os Termos de apresentacéo obrigatoria:
Termos de apresentacéo obrigatéria conferidos pelo secretario.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:
Projeto de pesquisa apto a ser desenvolvido.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:
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Bairro: Ininga CEP: 64.049-550
UF: PI Municipio: TERESINA
Telefone: (86)3237-2332 Fax: (86)3237-2332 E-mail: cep.ufpi @ufpi.edu.br
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IS
Continuagéo do Parecer: 2.308.008
Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Informagdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS DO P | 26/00/2017 Aceito
do Projeto ROJETO 971289.pdf 09:24:54
Projeto Detalhado/ |PROJETO_COMITE_JANSY.pdf 26/09/2017 |Maria das Gragas Aceito
Brochura 09:24:13 | Freire de Medeiros
Investigador
TCLE/Termos de | TCLE.pdf 26/09/2017 |Maria das Gragas Aceito
Assentimento / 09:23:51 Freire de Medeiros
Justificativa de
Auséncia
Outros TCUD.pdf 31/08/2017 |Maria das Gragas Aceito
09:36:15 | Freire de Medeiros
Qutros Termo_de_Confidencialidade.pdf 31/08/2017 |Maria das Gragas Aceito
09:33:12 | Freire de Medeiros
Outros carta_de_encaminhamento.pdf 31/08/2017 |Maria das Gragas Aceito
09:32:01 Freire de Medeiros
Qutros Curriculo_lattes_pesquisador.pdf 31/08/2017 |Maria das Gragas Aceito
09:29:09 | Freire de Medeiros
Orcamento ORCAMENTO.pdf 30/08/2017 |Maria das Gragas Aceito
00:08:33__ | Freire de Medeiros
Cronograma CRONOGRAMA pdf 30/08/2017 |Maria das Gragas Aceito
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Declaracao de declaracao_dos_pesquisadores.pdf 30/08/2017 |Maria das Gragas Aceito
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(Coordenador)
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