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“A natureza € o unico livro que oferece um
conteddo valioso em todas as suas folhas.”

(Johann Goethe)



RESUMO

A dengue € considerada a arbovirose mais importante do mundo, sendo endémica em mais de
100 paises, onde anualmente, 50 a 100 milhdes de pessoas sdo infectadas pelo seu virus.
Como o seu controle depende essencialmente do combate ao seu principal vetor, 0 mosquito
Aedes aegypti L. (Diptera: Culicidae), uma das formas mais eficientes de realizar este
combate € através do uso de produtos quimicos sintéticos, como o organofosforado temefos,
contra as larvas deste mosquito. No entanto, o uso continuo e repetido destes produtos tem
contribuido para o desenvolvimento de cepas resistentes. A solucdo para a ocorréncia de
resisténcia pode ser encontrada na busca por novos compostos inseticidas obtidos a partir de
produtos do metabolismo das plantas, como os 6leos essenciais. Sendo assim, o presente
trabalho objetivou realizar um levantamento dos 6leos essenciais com estudos de avaliacao da
atividade larvicida contra A. aegypti e analisar a composicdo quimica e a atividade larvicida
de 6leos obtidos de seis espécies vegetais da Amazonia Legal maranhense. Esta dissertacao
foi divida em dois capitulos; o capitulo 1 consiste no artigo de revisdo de literatura, onde foi
possivel observar que 210 6leos essenciais de 159 espécies vegetais foram avaliados quanto a
atividade larvicida e que mais de 75% destes 6leos mostraram-se ativos (CLso < 100 mg/L).
Foram apresentados, ainda, os fatores que afetam a atividade larvicida, a relagdo estrutura
atividade, os mecanismos de a¢do, bem como trabalhos com os constituintes isolados desses
Oleos. J4 o capitulo 2 relata a parte experimental da avaliacdo da atividade larvicida e a
composi¢do quimica de 6leos essenciais extraidos de seis espécies vegetais coletadas na
regido do Parque Nacional da Chapada das Mesas (Amazonia Legal maranhense), Maranhao,
Brasil; os 6leos foram extraidos por hidrodestilagdo, utilizando aparelho de Clevenger e sua
composi¢cdo analisada por cromatografia a gas acoplada a espectrometria de massas (CG/EM).
A atividade larvicida foi avaliada segundo metodologia preconizada pela Organizacao
Mundial de Saidde. Os sesquiterpenos hidrocarbonados constituiram a maior fracdo dos dleos
essenciais de Eugenia patrisii Vahl, Eugenia piauhiensis Vellaff., Myrcia erythroxylon O.
Berg, Psidium myrsinites DC. e Siparuna camporum (Tul.) A. DC.; enquanto que, Lippia
gracilis Schauer apresentou como constituintes majoritdrios, monoterpenos oxigenados.
Cinco dos seis Oleos testados demonstraram resultados promissores para o desenvolvimento
de produtos larvicidas contra as larvas de A. aegypti, apresentando CLsy entre 230 e 417
mg/L. A partir desses resultados foi possivel observar a necessidade de padronizacdo de
metodologias para avaliacdo larvicida contra A. aegypti, o baixo nimero de patentes e o
potencial de 6leos essenciais da flora maranhense para obten¢do de produtos que possam
contribuir com o controle da dengue.

Palavras-chave: Espécies aromaticas. Oleos volateis. Amazonia Legal. Dengue.



ABSTRACT

Dengue is considered the most important mosquito-borne viral disease in the world; it is
endemic in over 100 countries, where 50-100 million are infected by dengue virus per year.
As the dengue control is based on the combat of the primary vector of dengue, the
mosquito Aedes aegypti L. (Diptera: Culicidae), one of the most effective ways to achieve this
combat is by the use of synthetic chemicals, such as organophosphate temephos, against the
mosquito larvae. However, the continued and repeated use of these products has contributed
to the development of resistant strains. The occurrence of resistance can be figured out by
researches to find out news plant-base insecticides, such as essential oils. Thus, this study
aimed to perform a review of the essential oils with studies on the evaluation of the larvicidal
activity against A. aegypti and to analyze the chemical composition and the larvicidal activity
of essential oils from six plant species from Amazo6nia Legal maranhense. This dissertation
was divided into two chapters; the chapter 1 consists of a review of the scientific papers which
showed that 210 essential oils from 159 plant species have already been tested by their
larvicidal potential and that more than 75% of these essential oils were considered active
(LCso < 100 mg/L). This study has further information such as the factors affecting the
activity, structure-activity relationships, mechanisms of action, as well as the studies with the
main compounds of these oils. The chapter 2 reports the experimental research to evaluate the
larvicidal activity and chemical composition of essential oils extracted from six plants
collected in the “Parque Nacional da Chapada das Mesas”, Maranhdo, Brazil (Amazdnia
Legal maranhense). The oils were extracted by hydrodestilation, using a Clevenger apparatus
and their compositions were analyzed by gas chromatography coupled to mass spectrometry
(GC/MS). The larvicidal activity was performed according to the guidelines from the World
Health Organization. The sesquiterpenes hydrocarbons were the major fraction of the
essential oils from Eugenia patrisii Vahl, Eugenia piauhiensis Vellaff., Myrcia erythroxylon
O. Berg, Psidium myrsinites DC., and Siparuna camporum (Tul.) A. DC.; whereas, Lippia
gracilis Schauer essential oil showed the oxygenated monoterpenes as major compounds.
Five of the six tested oils showed promising results for the development of products larvicides
against A. aegypti larvae, showing LCs, value among 230 and 417 mg/L. From these results,
it was possible to observe the need for standardization of methodologies for evaluation of
larvicides against A. aegypti, the low number of patents and potential of oils from the
“maranhense” flora to obtain products that can contribute to the control of dengue.

Key words: Aromatic herbs. Volatile oils. Amazodnia Legal. Dengue.
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1 INTRODUCAO

O uso de plantas para o tratamento e controle de doengas remonta as mais antigas
civilizagdes. Essa pratica se tornou um habito nas diversas comunidades e um dos pilares da
inddstria e do comércio na formulagdo e comercializacdo de produtos farmacé€uticos e
agricolas (MOSIHUZZAMAN; SYDNES, 2010; AZMIR et al., 2013).

Existem cerca de 215.000 espécies vegetais catalogadas no planeta (MORA et al.,
2011). Aproximadamente 20% desse valor € representado pela flora brasileira, com cerca de
40.000 espécies, que estdo distribuidas nos biomas Amazonia, Cerrado, Mata Atlantica,
Caatinga, Pampa e Pantanal. Da flora mundial, estima-se que 10 a 20% das espécies
permanecem desconhecidas. Esta situacdo se torna mais grave em relacdo as espécies vegetais
do Brasil; apesar da rica biodiversidade brasileira, estas espécies sao consideradas as menos
estudadas e as que mais sofrem ameacgas de extingdo no planeta (JOPPA et al., 2011;
BRASIL, 2012; OLIVEIRA, et al. 2012).

O presente trabalho estd inserido em um projeto de rede intitulado “Avaliacdo
botanica, quimica e bioldgica das plantas arométicas da Amazonia Oriental (BIONORTE)”,
coordenado pelo Prof. Dr. Jose Guilherme Soares Maia e financiado pelo CNPq (Conselho
Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico), através do Edital
MCT/CNPq/FNDCT/CT-AMAZONIA/BIONORTE N° 66/2009, com o objetivo de levantar,
coletar e estudar, quimicamente, espécies vegetais aromadticas da regido da AmazoOnia
Oriental, incluindo areas dos estados do Para, Maranhdo e Tocantins.

Dentro das linhas de pesquisa do grupo, encontra-se a exploracdo de espécies
vegetais que tém sido pouco estudadas; portanto, uma das atividades realizadas durante o
desenvolvimento do projeto foi a coleta de espécies vegetais aromaticas de grande ocorréncia,
selecionadas através de critérios sensoriais, no Parque Nacional da Chapada das Mesas
(PNCM), estado do Maranhao, Brasil.

O PNCM ¢ uma Unidade de Conservacdo que abriga diversas espécies da flora e
fauna da Amazonia e do Cerrado (MORAES; LIMA, 2007). A Amazonia e o Cerrado sido os
maiores biomas brasileiros; juntos eles ocupam 86% do territorio nacional. Apesar da
importancia da biodiversidade presente nestes biomas, 17% e 55% da vegetagdo da Amazonia
e do Cerrado, respectivamente, foi desmatada devido ao dinamismo da ocupag¢do humana

(VIEIRA et al., 2008; BRASIL, 2011a).
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Neste contexto, a pesquisa por componentes ativos em espécies vegetais com
atividades bioldgicas e farmacoldgicas pode ser uma medida importante na preservaciao e
utilizacdo sustentdvel da biodiversidade vegetal. O desenvolvimento do conhecimento
cientifico e o do acesso aos recursos genéticos associados as espécies presentes em nossa flora
conferem valor econdmico a elas (BRASIL, 2007; MAY, 2011).

Os componentes ativos identificados nas espécies vegetais sdo, principalmente,
micromoléculas produzidas pelo seu metabolismo secundario. Estes metabdlitos variam de
espécie para espécie e podem estar presentes em diversas partes das plantas (HADACEK,
2002; BIESKI, 2005).

Um produto formado por metabdlitos secunddrios é o 6leo essencial, também
conhecido como 6leo volatil ou esséncia. Os O6leos essenciais sao constituidos,
principalmente, por fenilpropanoides, sesquiterpenos € monoterpenos; podendo estar
presentes em diversas espécies pertencentes as familias consideradas aromadticas (BASER;
BUCHBAUER, 2010). Estas familias, geralmente, apresentam importancia comercial pela
aplicacdo de seus oOleos essenciais na perfumaria, cosmetologia, na industria de alimentos,
medicamentos e produtos de higiene (CUNHA et al., 2004).

Um papel ecoldgico dos 6leos essenciais na natureza € o de proteger a planta contra
danos causados por insetos herbivoros e patégenos (GRODNITZK; COATS, 2002; ISMAN,
2005; BAKKALI et al., 2008; HARE, 2011). Partindo do pressuposto de que os o6leos
essenciais sao inseticidas naturais, diversos estudos t€ém confirmado o potencial biolégico de
Oleos essenciais contra larvas de Aedes (Stegomyia) aegypti L. (1762) (Diptera: Culicidae)
(COSTA et al., 2004; DHARMAGADDA et al., 2005; LEE, 2006; ALMEIDA et al., 2009;
CHUNG et al., 2009; FREITAS et al., 2010).

Aedes aegypti € o principal vetor da dengue, doenca infecciosa aguda causada por
quatro sorotipos do virus do género Flavivirus. Atualmente, a prevencdo da propagacdo da
dengue depende essencialmente do combate ao vetor. Este combate pode ser realizado através
de diversas medidas, dentre elas o uso de produtos quimicos que apresentem agdo larvicida
contra as formas imaturas de A. aegypti (BRASIL, 2010a).

Considerando a importancia do controle da dengue em nosso pais, este trabalho foi
realizado para avaliar os estudos de dleos essenciais com atividade larvicida contra A. aegypti
e determinar a composicdo quimica e o potencial larvicida contra A. aegypti de Odleos

essenciais extraidos de seis espécies vegetais coletadas no interior € nas zonas de
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amortecimento do Parque Nacional da Chapada das Mesas. Dessa forma, espera-se contribuir
para o estudo de 6leos essenciais da flora da Amazonia Legal maranhense e para a diminui¢ao

dos casos de dengue.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Dengue e Aedes (Stegomyia) aegypti L.

A dengue é uma doenca infecciosa aguda, cujo agente etioldgico € o virus do género
Flavivirus (sorotipos: DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4) (BRASIL, 2010a). Segundo a
Organizacdo Mundial de Saide (OMS), em 2012, a dengue passou a ser considerada a
arbovirose mais importante do mundo; a incidéncia mundial da dengue estd 30 vezes maior
que ha algumas décadas. Atualmente, a dengue é endémica em mais de 100 paises, onde
vivem aproximadamente 2,5 bilhdes de pessoas. Estima-se que, anualmente, 50 a 100 milhdes
de pessoas sdo infectadas por este virus; dentre os casos de infec¢cdo, 500.000 sao da forma
clinica de dengue grave. A porcentagem de mortalidade da doenca é de 2,5% e as maiores
vitimas sdo as criancas (OMS, 2009a, 2012a, b).

A dengue pode causar nos seres humanos manifestacdes clinicas benignas ou graves;
a evolucgdo clinica benigna pode se apresentar como uma infec¢do inaparente ou, como na
maioria dos casos, com sintomas de dengue cléssica (DC). Esta € caracterizada pelo inicio
subito de febre alta, cefaleia, mialgia, dor retro-orbital, prurido cutdneo e uma variedade de
sintomas nao especificos. J4 os casos graves de dengue podem se apresentar como febre
hemorragica da dengue (FHD) e/ou sindrome do choque da dengue (SCD). Nestes casos,
inicialmente se observa sintomas semelhantes aos da DC, com o diferencial de que entre o 3°
e 4° dia hda um agravamento do quadro clinico do paciente, que sofre manifestacdes
hemorragicas e colapso circulatério (BRASIL, 2005a; 2010b).

O principal vetor da dengue, A. aegypti, foi originalmente descrito no Egito e €
oriundo da regido etiopica. Este mosquito tem acompanhado a migracdo do homem pelo
mundo, sendo levado aos diversos locais de forma passiva através dos meios de transporte; €
considerado um inseto cosmopolita, pois estd disperso em dreas tropicais e subtropicais; e
antropofilico, pois € bem adaptado ao ambiente urbano (CONSOLI; OLIVEIRA, 1994).

Este vetor € um pequeno mosquito de escamas pretas, com manchas branco-
prateadas na superficie dorsal do térax. Para completar seu desenvolvimento, este inseto passa
pelas fases de: ovo, larva (quatro estddios), pupa e mosquito adulto; as larvas e a pupa se
desenvolvem em ambiente aquatico. J4 os mosquitos adultos, tanto os machos quanto as

fémeas, obtém fontes de carboidratos a partir de sucos vegetais; no entanto, as fé€meas
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necessitam para a manutencido de seus ovos, de fontes proteicas, que sdo obtidas durante o
repasto sanguineo (KLOWDEN, 2007; OMS, 2009a).

Este repasto sanguineo das fémeas de A. aegypti geralmente € realizado em horérios
diurnos e preferencialmente em humanos. Devido a estas caracteristicas de habito alimentar,
esta espécie desenvolveu certa habilidade de escapar de ser morto por sua vitima durante a
hematofagia, o que permite que ela tenha vérias refeigdes curtas de sangue em diferentes
hospedeiros. Apesar de este ser um processo natural para o desenvolvimento da espécie,
durante a hematofagia, as fémeas de A. aegypti infectadas pelos virus da dengue e da febre
amarela urbana podem inocular particulas virais com a saliva e transmitir estes virus para os

seres humanos (EIRAS, 2005; ELDRIDGE, 2005; SINGHI et al., 2007).

2.1.1. Aspectos epidemiologicos da dengue

O mosquito A. aegypti, originalmente identificado na Africa, invadiu outros
continentes a partir do século XV. Nos séculos XVII, XVIII e XIX, ele se dispersou por todo
hemisfério ocidental, pelo Mediterrdneo e pela Asia tropical, respectivamente. No final do
século XIX e inicio do século XX, A. aegypti chegou as Ilhas do Pacifico (TEIXEIRA et al.,
1999).

Na enciclopédia chinesa, publicada pela primeira vez durante a Dinastia Chin (265 a
420 d.C.), ha registros de casos clinicamente compativeis com a dengue. Nestes relatos sao
listados os sintomas e os medicamentos para o tratamento de uma enfermidade que, nesta
situacdo foi chamada de “veneno de dgua”, pois se correlacionou os mosquitos as cole¢des de
dgua (GUBLER, 1998).

Os primeiros registros de epidemias de dengue ocorreram na Asia, Africa e Estados
Unidos da América (EUA) nos anos 1779 e 1780. A ocorréncia destes surtos quase que
simultaneamente em trés continentes indicou que o virus € o seu mosquito vetor estavam
distribuidos pelos trépicos hd mais de 200 anos. Nesta época, as grandes epidemias ndao eram
muito frequentes; aconteciam em intervalos de 10 a 40 anos, pois a disseminagdo se sucedia a
partir das embarcagdes a vela, que eram um modo lento de transporte (GUBLER; CLARK,
1995).

Na Europa, a primeira epidemia foi registrada na Grécia nos anos 1927-1928. Nesta
ocasido, mais de um milhdo de pessoas foram infectadas, com o registro de 1000 mortes

ocasionadas pela FHD/SCD. Apés a II Guerra Mundial, a dengue foi erradicada na Europa,
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provavelmente devido ao uso de inseticidas em campanhas de erradicacdo da maldria; no
entanto, ainda existe a preocupacdo do retorno da transmissdo da dengue no Velho
Continente. Em paises como a Albania, Itdlia, Bélgica, Franca, Montenegro, Suica, Hungria e
Espanha, hd a presenca de A. albopictus, que é uma espécie que também pode transmitir a
dengue (LOPEZ-VELEZ; MORENO, 2005).

A dinamica de transmissdao e a epidemiologia da dengue mudaram drasticamente
durante a II Guerra Mundial. A perturbacio ecoldgica criou condi¢des ideais para o inicio de
uma pandemia global originada no sudeste da Asia; o movimento das tropas expandiu a
propagacdo do virus. Com esta distribuicdo geogrifica, muitos paises sofreram frequentes
epidemias causadas por multiplos sorotipos do virus da dengue (hiperendemicidade), que
cocirculavam nas comunidades. A primeira epidemia de FHD/SCD no sudeste da Asia
emergiu nos anos de 1950; entre 1953 e 1954, ocorreu nas Filipinas, seguido da Tailandia em
1958 e de Singapura e Vietnd em 1960. Nos anos 1970, as epidemias de DC e FHD/SCD se
espalharam por toda a regido (GUBLER, 2002; 2006).

Acredita-se que a entrada no Hemisfério Ocidental de A. aegypti, o principal vetor de
dengue nas Ameéricas, se iniciou no periodo das Grandes Navegagdes, por meio dos navios
que traficavam escravos africanos e dos navios europeus vindos da Espanha e de Portugal,
entre os séculos XV e XVII. Em relacdo a ocorréncia de casos de dengue nas Américas, 0s
primeiros relatos datam de mais de 200 anos atrds; fontes histdricas indicam que, nos anos
1600, ocorreu um surto de dengue nas Antilhas Francesas (1635) e no Panama (1699). Peru,
Meéxico, Colombia, EUA (Filadélfia) e diversas ilhas do Caribe foram paises afetados por
epidemias de dengue nos anos 1700. Em paises como o Brasil, Venezuela e Argentina isto s
aconteceu nos anos 1800 e na primeira metade dos 1900 (DANTES, 1991; PINHEIRO;
NELSON, 1997; ISTURIZ et al., 2000; MOORE; FREIER, 2005).

Os primeiros relatos de dengue no Brasil surgiram no final do século XIX; entre
1846 e 1848, foram registradas vdrias epidemias no Rio de Janeiro, Sdo Paulo e Salvador.
Novos surtos foram relatados entre 1851 e 1853, em Sado Paulo (CONSOLI; OLIVEIRA,
1994; TEIXEIRA et al., 1999).

Uma campanha continental, planejada pela Organizagdo Pan-Americana de Saude
(OPAS), foi realizada entre os anos 1940 e 1960 para a erradicacdo de A. aegypti; o mosquito
foi entdo considerado erradicado em 19 paises da América do Sul e Central. Somente no sul

dos EUA, algumas ilhas do Caribe e uma parte do norte da América do Sul, A. aegypti ndo foi
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erradicado. Devido ao sucesso dos programas de erradicacdo, nao foram registradas epidemias
de dengue entre 1946 e 1963 (SCHLIESSMAN; CALHEIRO, 1974; TAPIA-CONYER et al.,
2009; SHEPARD et al., 2011).

Apesar dos programas nacionais terem sido bem sucedidos, as medidas de controle
de A. aegypti ndo foram mantidas nos anos 1970. Isto ocasionou a reinfestagcdo do mosquito
em todos os paises onde ele havia sido erradicado (GUBLER, 2005). A partir de entdo
surgiram surtos epidemioldgicos em quase todos os paises das Américas. No Brasil, os
primeiros registros apds a reintroducdo de A. aegypti, foram em Salvador (1976), seguido do
Rio de Janeiro e Santos (1977), Natal (1979) e Foz do Iguagu (1981) (EIRAS, 2005). Como
os meios de transporte estavam mais modernos e rapidos, a mobilidade das pessoas fez com
que aumentasse a incidéncia e a distribuicdo geografica do virus de dengue (GUBLER, 2002;
OMS, 2012b).

O grande marco da reemergéncia da dengue nas Américas foi o primeiro registro de
DENV-1 na regidao, em 1977. Esta expansdo do virus causou uma pandemia devastadora que
s6 terminou em 1980, tendo afetado 43 paises das Américas. Em 1981, DENV-2 causou uma
grande epidemia de FHD em Cuba, seguido de outras partes do Caribe e da América Central e
do Sul (MARTﬂV et al., 2010). Neste mesmo ano, ocorreu o primeiro surto de dengue
documentado clinica e laboratorialmente no Brasil (DENV-1 e DENV-4), mais
especificamente, no noroeste da Amazodnia (Boa Vista, Roraima) (BRASIL, 2004; BRAGA;
VALLE, 2007a). A segunda maior epidemia de FHD aconteceu na Venezuela entre 1989 e
1990, com 3.108 casos. O numero de casos de FHD, nas Américas, no periodo de 1980 a
1996 variou bastante; foram registrados 39.307 casos em 1984 e 388.591 em 1991
(PINHEIRO; NELSON, 1997; WILSON; CHEN, 2002).

Somente em 1990, DENV-2 foi introduzido no Brasil, o que levou a ocorréncia dos
primeiros casos confirmados de dengue hemorrdgica no pais. A partir de 1994, a dengue
passou a ocorrer no Brasil de forma continua, com o registro de vdrias epidemias, o que
caracterizou o pais em um padrao endémico e epidémico (SIQUEIRA-JR et al., 2005). Em
1995, o Maranhdo foi o estado nordestino que apresentou a maior incidéncia de casos de
dengue, totalizando 38,8% de todos os casos desta regido brasileira. Neste mesmo ano, Rebélo
et al. (1999) analisaram a distribuicdo de A. aegypti nos municipios do Estado e aqueles que
apresentaram os maiores indices de positividade predial foram os pertencentes a Amazonia

Maranhense (3,5%) e os da Ilha de Sdo Luis (2,5%). Durante este periodo, somente os
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sorotipos DENV-1 e DENV-2 haviam sido isolados no Maranhdao (VASCONCELOS et al.,
1999).

Em 2000, DENV-3 foi detectado pela primeira vez no Brasil, mais especificamente
no estado do Rio de Janeiro. Entre 1990 e 2009, DENV-1-3 foram os trés sorotipos do virus
responsaveis por aproximadamente cinco milhdes de casos de dengue no Brasil; dentre estas
infeccdes, mais de 15.000 casos foram de FHD e acarretaram mais de 1.000 mortes. Em 2002,
pela primeira vez no Brasil, o nlimero absoluto de mortes por FHD foi maior que por maléria,
demonstrando que a dengue € a doenga transmitida por vetor de maior gravidade na regido
tropical (NUNES et al., 2012).

No municipio de Sdo Luis, Maranhdo, Brasil, entre 2001 e 2005, foram notificados
5.780 casos de dengue, sendo que 46,5% destes casos ocorreram no ano de 2005. A partir do
inquérito soroldgico realizado, identificou-se DENV-1 e DENV-2 em 2001, e a partir de
2002, DENV-3 (OLIVEIRA, A. et al., 2008).

No estado do Maranhao, em 2007, foram notificados 13.412 casos de dengue; no ano
seguinte, este nimero reduziu para 5.723. Em 2009, houve uma nova reducdo, desta vez para
2.251 notificacoes. J4 em 2010, houve um aumento de 156,7% no ndmero de casos (5.778),
quando comparado com o ano anterior. A predominancia dos diferentes sorotipos do virus da
dengue variou no decorrer dos anos. O periodo de 2001 a 2006 foi marcado pela
predominancia de DENV-3; de 2007 a 2009, DENV-2 predominou e em 2010, houve maior
notificacdo de DENV-1 (BRASIL, 2009a, 2011b).

Desde a introdug@o do virus da dengue no Brasil, os adultos jovens (20 a 40 anos de
idade) eram os mais afetados pela doenca. No entanto, esta situacdo mudou a partir de 2006;
com a recirculagdo de DENV-2 as criancas passaram a ser o grupo mais atingido pelos
sintomas da dengue, pois eram os mais susceptiveis por ndo terem tido contato prévio com
este sorotipo. Esta mudanca no perfil da doenca, com deslocamento da faixa etdria, levou a
um aumento no nimero de casos das formas graves da dengue (BRASIL, 2009b).

Em 2008, no estado do Rio de Janeiro, Brasil, foram registrados mais de 240.000
casos de dengue, com mais de 11.000 hospitalizagdes e 230 mortes confirmadas. Esta situagao
levou ao urgente cumprimento de medidas para a melhoria na assisténcia a saide e nas
operacdes para o controle do vetor (BARRETO; TEIXEIRA, 2008).

Apesar dos esforcos, em 2010, DENV-4 reemergiu no Brasil, 28 anos depois de ter

sido identificado pela ultima vez no estado de Roraima. Com a cocirculacio de DENV-4,
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DENV-1 e DENV-2, mais de 1,2 milhdes de casos de dengue foram registrados no pais. Um
exemplo desse sobressalto ocorreu no municipio de Boa Vista, estado de Roraima; este
municipio, que possuia aproximadamente 270.000 habitantes, em 2010, registrou 5.243 casos
de dengue (TEMPORAO et al., 2011).

Dados do Ministério da Saide do Brasil mostram que em 2011 houve uma reducgdo
de 18% no nimero de casos (715.666) no pais quando comparado a 2010. No entanto, nas
regides Norte, Nordeste e Sul observou-se um aumento significativo de casos (BRASIL,
2011c). Segundo a OPAS (2012), o Brasil notificou 545.443 casos de dengue em 2012, com a
cocirculagdo dos quatro sorotipos do virus. Destes casos, 3.702 foram de FHD/SCD e
causaram 237 Obitos. Os casos notificados no Brasil corresponderam a mais da metade
(51,8%) dos casos relatados nas Américas.

Apesar de estes dados oficiais serem considerados alarmantes, é importante notar que
eles ndo correspondem a realidade. Este fato pdde ser confirmado a partir de um estudo
realizado por Teixeira et al. (2002), no qual os autores demonstraram que em um periodo de
12 meses, 560.000 pessoas foram infectadas pelo virus da dengue, enquanto que o sistema
oficial de notificacdo registrou apenas 360 casos. Outro dado importante demonstrado neste
estudo € que somente os casos das pessoas atendidas no sistema publico de saide eram
registrados pelo sistema de notificacdao. Devido a isso, as notificacdes indicam que as pessoas
das classes socioecondmicas menos favorecidas sdo as mais atingidas pela dengue, pois sao
elas as que mais usam esse sistema de saude.

A situacdo da dengue nas Américas € preocupante; a incidéncia tem aumentado no
decorrer das décadas. O estado da dengue evoluiu de pouco endémico para hiperendémico,
com transmissdao autoctone. Mais de 30 paises de uma larga faixa do continente americano
registram casos da doenca anualmente. Dados da OMS mostram que a regido das Américas
reporta mais casos de dengue no mundo (68%, entre os anos 2000 e 2006). Os paises que
mais sofrem com o impacto da dengue sdo Brasil, Colombia, Venezuela, Costa Rica e
Honduras (82% do total) e os casos mais graves ocorrem em criangas (BRASIL, 2009b;
OMS, 2011; OPAS, 2012).

A transmissdo da dengue se mantém end€mica nas regides tropicais e subtropicais
dos paises em desenvolvimento. A incidéncia da dengue no mundo nos dltimos anos é maior
do que em qualquer outro periodo da histéria (MORRISON et al., 2008). A dltima década tem

mostrado uma situagdo alarmante em relacdo as epidemias de dengue. Elas atingem mais de
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cem paises da Africa, Américas, MediterrAneo Ocidental, Sul e Leste da Asia e Oeste do
Pacifico (ACIOLE, 2009). A OMS (2012b) mostra que, comparada com a situacdo ha 50
anos, a incidéncia de dengue aumentou 30 vezes.

Portanto, hoje a dengue € considerada a arbovirose mais importante no mundo; a
difusdo dos quatro sorotipos do virus da dengue representa uma ameaga de pandemia global.
Segundo Gubler (2011), se o crescimento populacional, a urbanizacdo e a globalizacao
continuarem como previsto, a frequéncia e a severidade das epidemias de dengue tenderdo a
piorar.

A dengue causa um significativo impacto tanto na satide, quanto na economia das
populacdes que vivem em dreas endémicas (OMS, 2009a). No entanto, este impacto € dificil
de ser medido com exatiddo; esta € uma doenca que apresenta baixa taxa de letalidade, nao
obstante causa muitas perturbacdes sociais que ndo sdo notificadas. Além disso, os nimeros
reais da dengue sdo, provavelmente, muito piores. A subnotificacio, a fiscalizacdo precéria e
os erros na classificacdo dos casos tornam escassos os dados fidedignos do impacto da dengue
(GUBLER, 2002).

Shepard et al. (2011) calcularam o fardo econdmico da dengue nas Américas; para
isso, consideraram a perspectiva social da doenca. No entanto, ndo incluiram os custos
voltados para o controle do vetor e nem os provaveis valores que deixaram de ser arrecadados
através de perdas no turismo. O custo da dengue para a regido ficou estimado, em média, em
USS$ 2,1 bilhdes por ano, com uma faixa de intervalo de US$ 1 a 4 bilhdes.

Segundo Singhasivanon e Jacobson (2009), a quantificacdo do impacto da dengue
ainda é dificil, pois ndo existem estimativas precisas da incidéncia de dengue no mundo. E
necessario definir, além dos custos do tratamento e da prevencdo da doenga, os custos
indiretos promovidos por ela, como a morbidade, que representa perda de produtividade e de
renda da comunidade.

A alta incidéncia e a expansao geografica da dengue sdo influenciadas por diversos
fatores, que contribuem para a emergéncia e reemergéncia da doenca em diversos paises do
mundo. Dentre eles, podemos citar: a falta de infraestrutura dos sistemas publicos de sadde, o
crescimento exponencial das populacdes, as mudancgas nos estilos de vida das comunidades,
os descuidos no controle do vetor, entre outros (PINHEIRO; NELSON, 1997; GUBLER,
2011).
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No Brasil, as condi¢des socioambientais para a proliferacdo de A. aegypti sdo ideais.
Com a urbanizacao acelerada, desordenada e ndo planejada, surgiu um ambiente com diversas
deficiéncias estruturais (BRADBURY, 2011). Segundo a OMS/The United Nations Children's
Fund (OMS/UNICEF) (2008), entre 1990 e 2006, a populacdo urbana sem acesso adequado a
dgua potdavel aumentou de 107 para 137 milhdes.

A auséncia de boas condicdes de saneamento bésico, como a coleta adequada de
residuos sélidos e o abastecimento de dgua, faz com que haja um aumento na formacio de
criadouros de A. aegypti. Isso por que algumas comunidades, para satisfazer suas
necessidades de consumo, armazenam a dgua em recipientes inapropriados. Assim, para dar
continuidade ao seu ciclo de vida, este inseto deposita seus ovos nas paredes imidas desses
recipientes, um pouco acima da superficie liquida (MENDONCA et al., 2009). Durante o
verdo, com a maior ocorréncia de precipitagdo de chuvas, esta situacio tende a piorar, pois o
nivel da dgua nos recipientes aumenta, permitindo a eclosdo dos ovos (SILVA et al., 2012).

No entanto, a dengue ndo é uma doenca que ocorre apenas nos periodos de chuva; A.
aegypti € um inseto altamente antropofilico, que prefere depositar seus ovos em reservatorios
artificiais de agua feitos pelo homem e que independem da dgua das chuvas. Além disso,
apesar de preferirem dguas limpas, ha registros de larvas de A. aegypti presentes em aguas
poluidas (SILVA et al., 1999; GARCIA-REJON et al., 2011).

Diversos estudos tém caracterizado os locais preferidos pela fémea de A. aegypti para
a deposi¢ao de seus ovos. Forattini e Brito (2003), Gongalves-Neto e Rebélo (2004) e
Fernédndez et al. (2010) relataram em seus estudos que caixas d’agua, cisternas, tanques e
tambores, utilizados para o armazenamento de dgua nos domicilios, foram os tipos de
recipientes onde mais se encontrou larvas de A. aegypti. Outros recipientes como vasos de
planta, garrafas, latas, pneus e frascos de pléstico também sdo locais onde € comum encontrar
larvas desse mosquito.

Teixeira et al. (1999) observaram que no Nordeste do Brasil, regido mais pobre do
pais, os depdsitos que mais comumente continham larvas de A. aegypti eram aqueles
utilizados para o armazenamento de dgua, pois nesta regido € comum as pessoas nao terem em
seus domicilios um abastecimento de dgua adequado. Enquanto que, no Sudeste, regido mais
rica, os vasos de planta predominavam na positividade destas larvas.

Um dos grandes desafios no controle da dengue surge do fato de que os ovos de A.

aegypti sao muito resistentes a dessecagcdo. Depois que os ovos completam o periodo
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embriondrio, eles podem sofrer diapausa e permanecer vidveis por mais de um ano. Esta
caracteristica de A. aegypti permite que os seus ovos sejam transportados por longas
distancias. Isto auxilia na dispersdo da espécie, pois basta que o ovo entre em contato com
dgua, em outro local, para que eles eclodam, dando origem a outros espécimes (EIRAS,

2005).

2.1.2 Controle da dengue

O controle da dengue depende diretamente do combate aos seus vetores. Visto que,
apesar de diversas pesquisas realizadas até o momento, ndo hd vacinas disponiveis
comercialmente. Para que uma vacina possa ser utilizada na prevencao da dengue, esta precisa
promover protecao contra os quatro sorotipos do virus da dengue, pois o desenvolvimento de
resposta imunoldgica pode estar relacionado ao aumento da severidade da doenca (GALLER
et al., 2011; KONISHI, 2011).

Além disso, ndo existem drogas farmacoldgicas disponiveis para o tratamento da
dengue. Desta forma, atualmente, a prevencdo da propagacio do virus depende
essencialmente do combate ao seu principal vetor, o mosquito A. aegypti (GUBLER, 2011).

A erradicacdo de A. aegypti tem se constituido um grande desafio, principalmente
nos paises em desenvolvimento. Apenas um tipo de intervencdo ndo € suficiente para o
controle efetivo da dengue. A erradicagdo do mosquito vetor deve ser fundamentada em uma
abordagem integrada (OMS, 1995). Segundo a OMS (2012a), o controle integrado de vetores
deve ser definido com decisdes racionais, que utilizem metodologias eficazes, de baixo custo,
ecologicamente corretas e sustentdveis. Além disso, os programas de controle devem ser
suportados pelos diversos setores governamentais € ndo somente pelo da saude, adequando-se
a cada realidade local.

Erlanger et al. (2008) compararam a eficiéncia de diferentes intervencdes de controle
da dengue em paises em desenvolvimento. A partir dos dados obtidos neste estudo, os autores
confirmaram que o controle integrado de vetores € a metodologia mais eficaz em reduzir a
propagacdo da dengue. Os melhores resultados foram obtidos quando as intervencdes foram
adaptadas as condi¢des ecoepidemioldgicas e socioculturais das comunidades, agregadas a
programas educacionais.

Segundo Teixeira et al. (1999), o combate ao vetor é baseado em trés componentes:

melhorias no saneamento do meio ambiente, acdes de educacdo/comunicagdo para a
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populacdo e combate direto ao vetor. O saneamento ¢ fundamentado no manejo ambiental, no
qual se pretende eliminar os potenciais criadouros de A. aegypti. Este manejo pode ser
realizado através de medidas como o fornecimento adequado de dgua, para que a populagcdo
ndo precise armazend-la de forma impropria, e a coleta de residuos sélidos que, ao serem
descartados inadequadamente, formam reservatérios de dgua (NASCIMENTO-JR;
BERNARDES, 1999; BRASIL, 2002).

As agdes de educacdo, comunicacdo e informacdo visam proporcionar mudancas de
base cultural e social no comportamento das pessoas em relacdo aos cuidados individuais e
coletivos que podem ser realizados para prevenir a dengue. A participacdo da comunidade em
acoes de prevencdo da dengue é fundamental nos programas de controle da dengue
(GUBLER, 1998; TAPIA-CONYER et al., 2009).

No entanto, as campanhas educativas ndo afetam de forma duradoura o
comportamento da populagdo. A participacdo da comunidade € significativa apenas durante as
epidemias e a populacdo ndo se conscientiza sobre as informagdes técnicas da dengue (REIS
et al., 2013). Como a elimina¢do mecanica de focos de A. aegypti s6 é eficiente se todos os
membros da comunidade agirem para alcancar este objetivo, campanhas baseadas apenas na
participacdo da comunidade ndo sdao bem sucedidas (MORRISON et al., 2008). Para
modificar esta situacdo, € necessario conhecer as comunidades e os seus habitos. A partir dai é
possivel criar ferramentas que reforcem a ideia de que cada agente social € corresponsavel
pela prevencio de casos de dengue (DONALISIO; GLASSER, 2002).

O combate direto ao vetor pode ser considerado o fator prevalente no sucesso dos
programas de controle da dengue. Este combate pode ser quimico, bioldgico e fisico. O
controle quimico, através do uso de inseticidas, € uma das intervencdes mais utilizadas nos
programa de saude publica (BRAGA; VALLE, 2007b). Os produtos quimicos podem ser
utilizados em tratamentos focais, perifocais e espaciais. O tratamento focal consiste na
eliminacdo das formas imaturas de A. aegypti através da aplicacdo de larvicidas, como o
organofosforado temefds, em focos onde as larvas estejam presentes. O tratamento perifocal é
realizado em superficies proximas aos focos para impedir a infestacio do vetor. No
tratamento espacial € realizada a nebulizacdo de inseticida, com o objetivo de matar as fémeas
adultas contaminadas. No entanto, esta ultima técnica tem pouca aplicabilidade diante da

complexidade dos centros urbanos (BRASIL, 2002; OMS, 2006; MACORIS, 2011).

26



Para o controle biolégico de A. aegypti sdo utilizados organismos vivos que
competem, eliminam ou parasitam estes vetores. Inclui-se o uso de predadores invertebrados
aqudticos: Toxorhynchites e copépodos; de peixes larvofagos: Gambusia affinis e Poecilia
spp- (SENG et al., 2008); de bactérias patdgenas para as larvas: Bacillus thuringiensis
israelensis (Bti) e Bacillus sphaericus (Bs); e dos fungos patégenos Metharizium anisopliae
(POLANCZYK et al.,, 2003). Além destas medidas, o uso de hormonios miméticos
(reguladores de crescimento sintéticos) (MARTINS; SILVA, 2004) e o controle genético
apresentam um bom potencial para erradicar as populagdes de A. aegypti (OMS, 2012b).

A esterilizacdo de machos adultos de A. aegypti e a encubacdo de uma bactéria
intracelular simbionte chamada Wolbachia nas populacdes naturais destes mosquitos sao
intervencoes bioldgicas que podem ser utilizadas como alternativa no controle da dengue.
Esta segunda intervencdo é baseada em estudos que mostram que mosquitos fémeas, que
portam esta bactéria, ficam incapazes de transmitir o virus da dengue (MOREIRA et al., 2009;
FREITAS et al., 2012).

Outra ferramenta de f4cil aplicabilidade para o controle dos vetores da dengue € o
controle fisico. Este controle pode ser realizado através de acdes mecanicas, como a
eliminacdo dos criadouros (BRASIL, 2009¢c). A flambagem das paredes dos reservatorios de
dgua que ndo podem ser eliminados e o aquecimento da dgua também sdo formas uteis de
eliminacdo de ovos, larvas e pupas de A. aegypti, pois eles ndo sobrevivem a temperaturas
superiores a 49°C (SMITH et al., 1988).

Pode-se, ainda, utilizar produtos que formem um filme ultrafino na superficie da
agua. Estes filmes sdo monomoleculares e se espalham sob a superficie da dgua, atuando
como larvicidas e pupicidas por mecanismos muito mais fisicos que quimicos. Eles impedem
a suspensdo das larvas e pupas a superficie da dgua pela diminuicdo da tensdo superficial
desta. Assim, as larvas e as pupas ficam sufocadas e incapazes de emergir para a forma adulta
(NAYAR; ALI 2003).

No Brasil, o Programa Nacional de Controle da Dengue (PNCD) € hoje a maior
campanha de saude publica instituida pelo Ministério da Saude. A dengue é um grande
desafio para o pais, pois € uma doencga que, mesmo com 0s recursos cientificos e tecnoldgicos
disponiveis atualmente, ainda ndo apresenta um tratamento efetivo contra o agente etioldgico

e nem uma vacina eficaz e segura para a sua prevencao (TAUIL, 2006).
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Mesmo com a execugao dos programas de controle da dengue, observa-se um avango
significativo da dengue no Brasil e em outros paises. Esta situacdo demonstra que programas
como o PNCD, apesar de fornecerem informacdes para a populagdo sobre a transmissiao da
doenca, ndo estdo sendo capazes de mudar de forma permanente os hdbitos das comunidades
(PESSANHA et al., 2009).

Devido a dindmica da dengue, os programas que visam o seu controle sdo dificeis de
serem administrados. Portanto, ¢ fundamental que as acdes sejam tanto a nivel nacional
quanto comunitirio (TAPIA-CONYER et al., 2009). Um programa bem sucedido de controle
da dengue tem que ser sustentado pelo compromisso das liderancas em obter efeitos
duradouros, que podem ser obtidos a partir de um planejamento cuidadoso, que seja
executado conscientemente (MORRISON et al., 2008).

A OMS recomenda alguns compostos e formulacdes que podem ser usados no
controle da larva de A. aegypti. Entre eles, ha o organofosforado temef6s, a bactéria larvicida
Bacillus thuringiensis israelensis € o hormonio juvenil piriproxifeno. Temefés € o larvicida
mais apropriado para ser usado em programas de controle da dengue, pois € eficaz por vérias
semanas nos reservatorios de dgua tratados. Além disso, o temefos apresenta baixo custo e
baixa toxicidade a organismos ndo alvos e a humanos, quando aplicado na concentragcdao
recomendada (menor que 1 mg/L) (OMS, 2009b, 2012c).

O uso continuo e repetido de temefds e de outros inseticidas nos programas de saide
publica e na agricultura tem contribuido para o desenvolvimento de cepas resistentes de
vetores transmissores de doengas (LINES, 1988; OMS, 1992; POLSON et al., 2011). Este
processo de resisténcia ocorre, naturalmente, em uma frequéncia muito baixa em populacdes
de mosquitos, porém em populagcdes expostas aos inseticidas € inevitavel que este processo de
evolucdo seja acelerado. A exposi¢do aos inseticidas mata os individuos suscetiveis, mas
seleciona aqueles que sdo resistentes as dosagens aplicadas. A partir dai, as cepas resistentes
se reproduzem, transferindo aos seus descendentes a habilidade de tolerar certos inseticidas
(DONALISIO; GLASSER, 2002; MACORIS, 2011).

Diversos fatores podem estar envolvidos no processo de evolucdo da resisténcia aos
inseticidas. Fatores genéticos sdo caracterizados pela frequéncia, nimero e dominancia dos
alelos que conferem resisténcia. Fatores relacionados a biologia e ecologia dos insetos podem
ser divididos em bidticos (duracdo do ciclo biolégico, caracteristicas do processo reprodutivo

e tamanho da populacdo) e comportamentais (dispersdo, isolamento e sobrevivéncia). Os

28



fatores operacionais estdo intimamente ligados a execucdo de medidas de controle
promovidas pelo homem e s3o determinados pelas caracteristicas quimica e fisica do
inseticida, a frequéncia e o modo de aplicacdo deste, a drea tratada e a concentracdo aplicada
(GEORGHIOU; TAYLOR, 1986).

Segundo a OMS (1998), os insetos podem desenvolver resisténcia aos inseticidas por
meio de quatro possiveis tipos de mecanismos. O aumento do metabolismo para produtos nao
toxicos estd relacionado ao processo de detoxificacdo da via metabdlica do inseto. O aumento
do nivel de excrecdo dos inseticidas também estd relacionado a este processo. Nestes dois
mecanismos supracitados, hd o envolvimento das enzimas esterases, monooxigenases,
glutationa-S-transferase, através de superproducdo e/ou alteracdo no centro catalitico da
atividade enzimdtica. A diminui¢do da sensibilidade do sitio-alvo impede a ligacdo deste com
a forma ativa do inseticida. Por ultimo, a diminui¢do do nivel de penetracdo do inseticida
ocorre a partir da modificacdo da composicdo do exoesqueleto do inseto (MILLER, 1988;
MELO-SANTOS et al., 2010).

Todos os mecanismos supracitados sdo inespecificos e conferem resisténcia cruzada
a outros inseticidas estruturalmente semelhantes. Apesar da existéncia de metodologias
alternativas para o controle da transmissdo de doencas como a dengue, o uso de produtos
quimicos ainda é a técnica mais empregada em programas de saide publica. Portanto, a
resisténcia aos inseticidas tem se tornado um grande obsticulo no controle da dengue
(BRAGA; VALLE, 2007b).

Consequentemente, para combater os vetores da dengue em locais onde se tem
registrado a presenca de cepas resistentes, tem sido necessdrio aplicar com maior frequéncia
dosagens crescentes de inseticidas. Com isso, os danos ambientais sdo maiores, levando a
contaminagdo do ambiente sem a garantia de que os insetos vetores serdo controlados (LUNA
et al., 2005; BATISH et al., 2008; PERUMALSAMY et al., 2010).

O desenvolvimento de resisténcia dos insetos aos inseticidas convencionais fortalece
a necessidade de pesquisar novas alternativas para o combate dos vetores da dengue. Dentre
estas alternativas, inclui-se o uso de produtos naturais. Este € um campo de estudo que tem
atraido bastante a atencdo de pesquisadores em todo o mundo (GERIS et al., 2008; COELHO
et al., 2009; CARVALHO et al., 2011; KOVENDAN et al., 2012; PROPHIRO et al., 2012;
SOUZA et al., 2012).
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A busca por novos compostos inseticidas com diferentes mecanismos de acdo pode
ser a solucdo para a ocorréncia de resisténcia. Uma forma vidvel de alcancar este propdsito é
através do uso de extratos vegetais, visto que eles sdo constituidos por uma complexa mistura
de substancias. Além disso, as substincias presentes nas espécies vegetais podem atuar
sinergicamente, dificultando os mecanismos envolvidos no desenvolvimento da resisténcia.
Outras vantagens observadas na utilizacdo de inseticidas naturais sdo que estes sao origindrios
de recursos renovaveis, sdo biodegraddveis e apresentam um baixo custo (SIMAS et al.,
2004).

Outro motivo que reforca o interesse em buscar produtos a base de plantas € a
relacdo entre as plantas e os insetos. Por milhares de anos, os vegetais e os insetos t€ém
convivido e evoluido nos mesmos ambientes. Esta coevolucdo tem desenvolvido nas espécies
vegetais alguns mecanismos quimicos e fisicos para a sua defesa contra os insetos (RYAN;
BYRNE, 1988). Sendo assim, as espécies vegetais sdo fontes naturais de constituintes
inseticidas (MELO, 2006).

Muitas das pesquisas desenvolvidas com o objetivo de investigar novos larvicidas
para o controle de A. aegypti tém focado no estudo da bioatividade dos dleos essenciais, pois
eles sdo misturas complexas de metabdlitos secunddrios (VILA et al., 2010; MAGALHAES et
al., 2010; PARK et al., 2011; GOVINDARAJAN et al., 2012). Os o6leos essenciais sao
compostos por substancias volateis, odoriferas, lipofilicas, liquidas a temperatura ambiente e,
em geral, menos densas que a 4gua. Devido a estas propriedades, eles sio chamados também
de odleos etéreos, Oleos volateis ou esséncias. Apesar de serem lipofilicos, ndo devem ser
confundidos com os Oleos fixos, visto que estes dois produtos naturais apresentam

propriedades quimicas e fisicas muito diferentes (BASER, 1995; KAR, 2007).

2.2 Consideracoes gerais sobre os dleos essenciais

Dentre as Angiospermas, os Oleos essenciais podem estar presentes em espécies
vegetais pertencentes a familias botanicas conhecidamente aromaticas como: Anacardiaceae,
Apiaceae, Asteraceae, Chenopodiaceae, Cupressaceae, Lamiaceae, Myrtaceae, Pinaceae,
Piperaceae, Poaceae, Rutaceae, Verbenaceae e Zingiberaceae (SILVA, 2006). Pode-se obter
Oleo essencial a partir de todos os 6rgaos das plantas; uma mesma espécie pode produzir 6leo

em mais de um 6rgdo. Entretanto, estes 6leos, em geral, apresentam composi¢des quimicas
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distintas. Algumas espécies concentram seus 6leos essenciais em 0rgdos especificos, como as
folhas, flores, caule e rizoma. Esta especificidade € uma caracteristica que pode ser analisada
de acordo com a familia a qual a espécie pertence (LAWRENCE, 1995; MCTAGGART,
2003).

Outra caracteristica que pode ser relacionada a familia e ao género da espécie vegetal
€ o tipo de estrutura especializada que secreta e armazena o 6leo essencial nos tecidos ou na
superficie da planta. Estas estruturas podem ser células parenquimadticas ou epidérmicas
diferenciadas, tricomas glandulares e bolsas lisigenas ou esquizolisigenas (ROBBERS et al.,
1997; SVOBODA et al., 2000; HANDA, 2008).

Existem vdrias formas de se extrair os Oleos essenciais das espécies vegetais. Os
principais métodos usam como principio a destilacdo, que implica na vaporizacdo do dleo,
com a presenca de umidade (TANDON, 2008). A hidrodestilacido é o método mais empregado
em laboratérios de pesquisa, apesar de poder provocar alteragdes nos constituintes dos 6leos
quando se utiliza um tempo de extra¢do excessivo, pelo fato do material vegetal permanecer,
diretamente, em contato com a dgua em ebulicdo e com a fonte de calor. A destilacdo por
arraste de vapor d’agua ¢ outra metodologia empregada para a extracdo da maioria dos dleos
essenciais em larga escala. Nesta técnica, o vapor é gerado em um recipiente separado da
matéria vegetal, evitando alteracdes por degradacdo térmica (HUNTER, 2009).

A prensagem ou expressdo € um método mais utilizado para extrair 6leo essencial de
frutos citricos. A enfloracao € a extragdo com gordura a temperatura ambiente e € comumente
utilizado quando a matéria-prima sdo pétalas de flores. A extracdo com solventes organicos é
a técnica que resulta um extrato com aroma mais parecido ao material vegetal in natura,
embora haja a solubilizacdo de muitos outros constituintes diferentes. Uma alternativa ao uso
de solventes € a extracdo com diéxido de carbono (CO,) supercritico. Como o CO; € um
material inerte, nesta extracdo nao hd a presenca de tracos de solvente. A escolha do método
de extracdo do 6leo essencial influencia na sua composi¢cdo quimica e no seu rendimento
(BERTUCCO; FRANCESCHIN, 2008; BASER; BUCHBAUER, 2010).

Os dleos essenciais podem conter de 20 a 60 componentes quimicos. Dentre estes
componentes, dois ou trés, geralmente, estdo em maior concentracdo. Os constituintes
principais identificados nos dleos essenciais sao monoterpenos, sesquiterpenos e
fenilpropanoides. Estes sdo produzidos a partir de trés rotas biossintéticas do metabolismo das

espécies vegetais. A producdo dos sesquiterpenos, normalmente, € realizada pela rota do
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acetato/mevalonato. A sintese dos monoterpenos ocorre, preferencialmente, pela via do metil-
eritritol fosfato (MEP), também denominada xilulose-5-fosfato. A existéncia desta segunda
rota foi confirmada e caracterizada recentemente. Ambas as rotas produzem os precursores
dos terpenos, o pirofosfato de isopentanila (IPP) e o seu isomero pirofosfato de dimetilanila
(DMAPP) (CARSON; HAMMER, 2011). Ja a rota do &cido chiquimico € responsdvel pela
producdo dos fenilpropanoides, que sdo compostos por um esqueleto bdsico de um anel
aromético com um uma cadeia lateral de trés carbonos (SIMOES et al., 2005).

Os 6leos podem apresentar outros constituintes como os diterpenos, hidrocarbonetos
alifaticos (lineares, ramificados, saturados e insaturados), acidos, aldeidos, ésteres aciclicos ou

lactonas (YUNES; CECHINEL-FILHO, 2007).

2.3 Espécies vegetais na atencao a satde

As espécies vegetais ndo sdo somente fontes de constituintes inseticidas; o uso das
plantas para o tratamento de sintomas e doencas € algo tdo antigo quanto o surgimento das
civilizagdes. Diversos constituintes obtidos a partir de extratos vegetais sdo considerados
bioativos, podendo ser utilizados em sua forma natural ou como protétipos para o
desenvolvimento de novos farmacos (AZMIR et al., 2013).

Os primeiros registros do uso de plantas medicinais foram escritos a cerca de 5000
anos na Mesopotamia. A civilizacdo dos Semérios, desenvolvida nessa regido, desenvolveram
consideravelmente a medicina, devido ao rdpido aumento da populacio humana e a
propagacdo de doencas (BORCHARDT, 2002). Uma importante contribui¢do para o uso
racional de medicamentos a base de plantas surgiu a partir de gregos e romanos. Dioscorides
(90 d.C.), médico grego considerado o fundador da farmacognosia, em sua obra “De materia
medica”, registrou a coleta, de armazenamento e o uso de cerca de 600 ervas medicinais.
Galeno (130 d.C.), médico e filésofo, influenciou bastante a medicina ocidental, através de
suas complexas prescricdes para a composi¢ao de drogas farmac€uticas (NEWMAN et al.,
2008).

No decorrer da histdria, as espécies vegetais continuaram a ser utilizadas para a cura
e a prevencdo de doengas e a melhoria na saide nas diversas comunidades. Este uso levou a
descoberta de novos constituintes biologicamente ativos e a derivacdo direta e indireta de

novas moléculas bioativas. Um grande marco na histéria da inddstria farmacéutica ocorreu a
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partir da conjugacdo quimica do 4cido salicilico, obtido da casca de Salix alba L., com acetato
para a obtencdo do 4cido acetilsalicilico, composto menos téxico, com acdo analgésica e
antipirética (RASKIN et al., 2002; MUELLER, 2004; MAHDI, 2010).

Em 1785, o médico inglés Withering publicou dados sobre o uso de Digitalis
purpurea L. para o tratamento de desordens cardiacas; estes dados levaram ao isolamento da
digoxina, agente cardiotdnico. A partir de Papaver somniferum L., foi isolado, em 1816, o
farmaco analgésico morfina; a estrutura quimica deste composto levou ao desenvolvimento de
varios outros analgésicos altamente eficientes. O uso empirico da casca de Cinchona spp.
pelos indigenas da regido amazoOnica para o tratamento de febres levou ao isolamento, em
1820, do alcaloide antimaldrico quinina; a quinina foi a base para a produgdo sintética de
cloroquina e a primacrina, drogas também eficientes contra maldria (CRAGG; NEWMAN,
2002).

Assim € possivel observar que um numero significativo de farmacos foi
originalmente obtido a partir de espécies vegetais. Estima-se que cerca de 25% dos
medicamentos prescritos no mundo sdo provenientes de espécies vegetais. Das drogas
consideradas bdésicas e essenciais pela OMS, 11% foram originadas de espécies vegetais.
Além desses dados, estima-se que 60% dos farmacos antitumorais e antimicrobianos,
disponiveis no comércio, sdao de origens naturais (RATES, 2001).

A OMS reconheceu, oficialmente, o uso dos fitoterdpicos para fins profilaticos,
curativos, paliativos e de diagndstico, em 1978, ao recomendar a difusdo dos conhecimentos
tradicionais relacionados ao uso de plantas medicinais. A valorizacdo deste tipo de terapia
surge da ciéncia de que 80% da populagdo, principalmente dos paises em desenvolvimento,
dependem, para a manuten¢do da atencdo primdria a saude, de praticas tradicionais como a
utilizacdo de preparacdes a base de vegetais (BRASIL, 2006).

No Brasil, varias politicas foram implantadas visando desenvolver a terapéutica a
partir das plantas medicinais. Dentre elas, a mais recente, a Politica Nacional de Plantas
Medicinais foi instituida pelo Decreto 5.813, de 22 de junho de 2006. Esta politica busca
preservar o conhecimento tradicional e reconhecer as praticas populares do uso de plantas
medicinais, de forma a garantir o acesso seguro e o seu uso racional. O programa relacionado
a esta politica insere as praticas integrativas e complementares ao Sistema Unico de Satide
(SUS), como forma de ampliar as opgdes terapéuticas aos usudrios do SUS, com seguranca,

eficcia e qualidade (BRASIL, 2008, 2011d).
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A demanda comercial por plantas medicinais e pelos fitoterdpicos tem aumentado
consideravelmente nas dltimas décadas, em todo o mundo. Esse crescimento esta relacionado
a fatores econdmicos e o interesse pelo uso de alternativas consideradas mais sauddveis que
os medicamentos sintéticos. Freitas (2007) calculou o faturamento do segmento brasileiro de
producdo de agentes fitoterapéuticos, entre 2003 e 2006; indicando uma quantia de cerca de
R$ 1,840 bilhdes, com a venda de 122,7 milhdes de unidade farmacéuticas. Segundo Moraes
(2010), o segmento de fitoterdpicos brasileiro cresce 8-10% ao ano e corresponde a R$ 500

milhdes dos R$ 9 bilhdes de venda de todos os tipos de medicamentos no pais.

2.4 Parque Nacional da Chapada das Mesas: Cerrado e Amazonia Legal

O Maranhdo é um estado localizado no nordeste brasileiro e compreende a uma area
total de aproximadamente 331 mil km® Por ser uma regido de transi¢io entre biomas
(Amazonia, Cerrado e Caatinga), apresenta uma rica biodiversidade, com vegetacdes diversas
(IBGE, 2010).

No Centro-Sul do estado do Maranhdo, estd localizado o Parque Nacional da
Chapada das Mesas, criado em 2005, com o objetivo de proteger uma drea composta pela
flora do Cerrado e da Amazo6nia. A abrangéncia dessa Unidade de Conservacdo se estende
pelos municipios de Carolina, Riachdo e Estreito (BRASIL, 2005b).

O Cerrado localizado na regido da Chapada das Mesas é composto por um mosaico
de formacdes vegetais. A vegetacdo se apresenta basicamente com duas fisionomias distintas:
dreas cobertas com vegetacdo rasteira e arbustos escassos (formagdes savanicas) e dreas
cobertas com florestas de arvores relativamente altas formando um grande dossel (formagdes
florestais) (MORAES; LIMA, 2007).

A flora do Cerrado apresenta caracteristicas que enquadra esse bioma em trés tipos
de formacgdes vegetais. As formagdes florestais sdo observadas na mata ciliar, na mata de
galeria, na mata seca e no cerraddo. As formacgdes savanicas sdo caracteristicas do cerrado
sensu stricto, do parque de cerrado, do palmeiral e da vereda. J4 as formacdes campestres sao
compostas pelo campo sujo, campo rupestre e campo limpo (RIBEIRO; WALTER, 1998).
Além disso, o Cerrado se constitui como uma area rica em agua, pois nele estdo presentes as
trés maiores bacias hidrograficas da América do Sul: Tocantins - Araguaia, Sdo Francisco e

Prata (OLIVEIRA et al., 2005; MASCARENHAS et al., 2009).
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Cerca de metade da extensdo do Cerrado foi transformada em pastagens plantadas e
culturas anuais. As transformagdes ocorridas nesta drea trouxeram grandes danos ambientais,
tais como: fragmentacao de habitats, extincao da biodiversidade, invasdo de espécies exoticas,
erosdo dos solos, poluicdo de aquiferos, degradacdo de ecossistemas, alteracdes nos regimes
de queimadas, desequilibrios no ciclo do carbono e possivelmente modificagdes climaticas
regionais (KLINK; MACHADO, 2005). Este bioma tornou-se um “hotspot” para conservagao
da biodiversidade mundial, pois apresenta altas taxas de desmatamento e ha a constatacao de
que algumas espécies de animais e vegetais estio ameagadas de extincdo (OLIVEIRA, D. et
al., 2008).

A identificagdo dos “hotspots” mundiais ¢ uma abordagem que auxilia no
planejamento da conservacdo. Este planejamento possibilita que se concentrem os esforcos
onde hd maior necessidade. As dreas com altas concentragdes de espécies endémicas e com
perdas excepcionais de habitat, como o Cerrado e Amazonia, sdo consideradas as de maior
prioridade (MYERS et al., 2000).

A Amazonia Legal brasileira corresponde a uma édrea de cerca de 5 milhdes de Km?,
que se estendem pelos estados do Acre, Amapd, Amazonas, Mato Grosso, Pard, Rondonia,
Roraima, Tocantins e regido ocidental do Maranhdo. Cerca de 17% da cobertura total de
vegetacdo original deste bioma sofreu efeitos do desmatamento. A regido com maiores taxas
de desflorestamento compreende ao leste do Acre, Rondonia, norte do Mato Grosso, leste do
Pard e Maranhio; esta regido € denominada de “Arco do desflorestamento” (ALMEIDA et al.,
2010; XAUD et al., 2013).

O desmatamento na Amazonia brasileira é devido, principalmente, ao avanco da
agropecudria e ao extrativismo madeireiro. Estas atividades sdo realizadas, em grande parte,
ilegalmente e ndo levam ao crescimento econdmico da regido; altos indices de desmatamento
estdo associados a altos niveis de desigualdade social. Os recursos naturais da Amazonia sao
utilizados de uma forma abusiva; além dessa exploracdo causar sérios danos ao meio
ambiente, ainda contribui para baixas taxas de renda per capita (KOHLHEPP, 2002; SILVA
et al., 2011).

Apesar de existir um ndmero significante de grupos de pesquisa na Amazonia,
investigando agentes fitoterapéuticos, fitocosméticos e plantas medicinais, Frickmann e
Vasconcellos (2011) relataram que estas pesquisas ndo t€m sido eficientes na geracdo de

inovacdo na regido. Este resultado confirma que a rica biodiversidade amazo6nica ndo tem sido
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utilizada adequadamente; os estudos relacionados a flora regional ndo tem cooperado

plenamente para o desenvolvimento sustentdvel da Amazonia brasileira.
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivos gerais

Realizar um estudo de revisdo das pesquisas envolvendo dleos essenciais e seus
constituintes com atividade larvicida contra Aedes aegypti € uma bioprospeccao da atividade

larvicida de 6leos essenciais de seis espécies vegetais da Amazonia Legal maranhense.

3.2 Objetivos especificos

N

e Realizar uma revisdo referente a atividade larvicida contra Aedes aegypti de 6leos
essenciais e de seus constituintes;

e Evidenciar espécies vegetais aroméaticas com potencial larvicida;

e Demonstrar os fatores que influenciam na atividade larvicida de dleos essenciais;

e Evidenciar as estruturas quimicas dos constituintes relacionadas a atividade larvicida;

e Analisar os possiveis mecanismos de acdo larvicida de constituintes dos o6leos
essenciais;

e Determinar a composi¢do quimica dos Oleos essenciais extraidos de espécies vegetais
da Amazodnia Legal maranhense;

e (Quantificar os constituintes detectados nas espécies em estudo;

e Definir os marcadores quimicos das amostras testadas;

e Determinar os rendimentos dos 6leos essenciais extraidos;

e Avaliar a atividade larvicida dos 6leos essenciais extraidos contra A. aegypti.

37



REFERENCIAS

ACIOLE, S. D. G. Avaliacao da atividade inseticida dos dleos essenciais das plantas
amazonicas Annonaceae, Boraginaceae e de mata atlantica Myrtaceae como alternativa
de controle as larvas de Aedes aegypti (Linnaeus, 1762) (Diptera: Culicidae). 86 f.
Dissertacdo (Mestrado em Biologia Humana e Ambiente) Universidade de Lisboa, Lisboa,
20009.

ALMEIDA, C. A.; VALERIANO, D. M.; ESCADA, M. L. S.: RENNO, C. D. Estimativa de
drea de vegetacdo secunddria na Amazonia Legal Brasileira. Acta Amazonica, v. 40, n. 2, p.
289-302, 2010.

ALMEIDA, R. R. P; SOUTO, R. N. P.; BASTOS, C. N.; SILVA, M. H. L.; MAIA, J. G. S.
Chemical variation in Piper aduncum and biological properties of its dillapiole-rich essential
oil. Chemistry & Biodiversity, v. 6, n. 9, p. 1427-1434, 2009. doi:10.1002/cbdv.200800212

AZMIR J.; ZAIDUL, 1. S. M.; RAHMAN, M. M.; SHARIF, K. M.; MOHAMED, A.
SAHENA, F.; JAHURUL, M. H. A.; GHAFOOR, K.; NORULAINI, N. A. N.; OMAR, A. K.
M. Techniques for extraction of bioactive compounds from plant materials: A review.
Journal of Food Engineering, v. 117, n. 4, p. 426-436, 2013.

BAKKALI, F.; AVERBECK, S.; AVERBECK D, IDAOMAR M. Biological effects of
essential oils — a review. Food and Chemical Toxicology, v. 46, p. 446-475, 2008.

BARRETO, M. L.; TEIXEIRA, M. G. Dengue no Brasil: situacdo epidemioldgica e
contribui¢des para uma agenda de pesquisa. Estudos avancados, v. 22, n. 64, p. 53-72, 2008.

BASER, K. H. C. Analysis and quality assessment of essential oils. In: SILVA, K. T. (Org.)
A manual on the essential oil industry. Austria: United Nations Industrial Development
Organization Vienna, 1995. pp. 155-178.

BASER, K. H. C.; BUCHBAUER, G. Handbook of essential oils: science, technology, and
applications. Boca Raton: CRC Press, 2010. 980 p.

BATISH, D. R.; SINGH, H. P.; KOHLI, R. K.; KAUR, S. Eucalyptus essential oil as a
natural pesticide. Forest Ecology Management, v. 256, p. 2166-2174, 2008.
doi:10.1016/j.foreco.2008.08.008

38



BERTUCCO, A.; FRANCESCHIN, G. Supercritical fluid extraction of medicinal and
aromatic plants: fundamentals and applications. In: HANDA, S. S.; KHANUJA, S. P. S;
LONGO, G.; RAKESH, D. D (Org.) Extraction technologies for medicinal and aromatic
plants. Trieste: ICS Unido, 2008. pp. 169-180.

BIESKI, I. G. C. Plantas medicinais e aromaticas no sistema tinico de satiide da regiao sul
de Cuiaba-MT. 92 f. Monografia (P6s-Graduagdo Lato Sensu em Plantas Medicinais:
manejo, uso e manipula¢do) Universidade Federal de Lavras, Lavras, 2005.

BORCHARDT J. K. The beginnings of drug therapy: ancient mesopotamian medicine. Drug
News Perspect, v. 15, n. 3, p. 187-192, 2002.

BRADBURY, J. Beyond the fire-hazard mentality of medicine: the ecology of infectious
diseases. PloS Biology, v. 1, n. 2, p. 148-151, 2011. doi: 10.1321/journal.pbio.000022

BRAGA, 1. A.; VALLE, D. Aedes aegypti: histérico do controle no Brasil. Epidemiologia e
Servicos de Sadde, v. 16, n. 2, p. 113-118, 2007a.

; Aedes aegypti: inseticidas, mecanismos de acdo e resisténcia. Epidemiologia
e Servicos de Satude, v. 16, n. 4, p. 279-293, 2007b.

BRASIL. Ministério da Sadde. Fundacdo Nacional de Sadde. Programa Nacional de
Controle da Dengue. Brasilia: Ministério da Saide, 2002.

. Ministério da Sadde. Fundagdo Nacional de Satide. 100 anos de Saiide Publica: a
visao da Funasa. Brasilia: Fundacdo Nacional de Saude, 2004. 232 p.

. Ministério da Saude. Secretaria de Vigilancia em Saude. Diretoria Técnica de
Gestdo. Dengue: diagndstico e manejo clinico. 2 ed. Brasilia: Ministério da Sadde, 2005a.
24p.

. Decreto s/n° de 12 de dezembro de 2005. Cria o Parque Nacional da Chapada das
Mesas, nos Municipios de Carolina, Riachdo e Estreito, no Estado do Maranhdo, e d4 outras
providéncias. Legislacdo Federal. DOU DE 13/12/2005 P2, 2005b.

. Ministério da Saude. Secretaria de Ciéncia, Tecnologia e Insumos Estratégicos. A
Fitoterapia no SUS e o Programa de Pesquisas de Plantas Medicinais da Central de
Medicamentos. 1* ed. Série B. Brasilia: Ministério da Saude, 2006. 148 p.

39



BRASIL. Ministério do Meio Ambiente. Secretaria de Biodiversidade e Florestas. Areas
Prioritarias para Conservacao, Uso Sustentavel e Reparticio de Beneficios da
Biodiversidade Brasileira: Atualizacdo - Portaria MMA n°9, de 23 de janeiro de 2007.
Brasilia: MMA, 2007.

. Ministério da Satde. Secretaria de Ciéncia, Tecnologia e Insumos Estratégicos.
Programa Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos. Brasilia: Ministério da Satde,
2008. 78 p.

. Ministério da Sadde. Secretaria de Vigilancia em Sadde. Sistema nacional de
vigilancia em saude: relatério de situagdo: Maranhdo. 4. ed. Brasilia: Ministério da Satde,
2009a. 64 p.

. Ministério da Sadde. Secretaria de Vigilancia em Satide. Diretrizes nacionais para
a prevencio e controle de epidemias de dengue. 1 ed. Brasilia: Ministério da Saude, 2009b.
160 p.

. Ministério da Saude. Secretaria de Vigilancia em Sadde. O agente comunitirio de
satdde no controle da dengue. 1. ed. Brasilia: Ministério da Satde, 2009¢. 37 p.

. Ministério da Sadde. Secretaria de Vigilancia em Saide. Guia de vigilancia
epidemioldgica. 7 ed. Brasilia: Ministério da Sadde, 2010a.

. Ministério da Saudde. Secretaria de Vigilancia em Saude. Doencas infecciosas e
parasitarias: guia de bolso. 8 ed. Brasilia: Ministério da Sadde, 2010b.

. Ministério do Meio Ambiente. Monitoramento do desmatamento nos biomas
brasileiros por satélite. Acordo de cooperacdo técnica MMA/IBAMA. Monitoramento do
bioma cerrado 2008-2009. Brasilia: MMA, 2011a.

. Ministério da Sadde. Secretaria de Vigilancia em Sadde. Sistema nacional de
vigilancia em saide: relatério de situacdo: Maranhdo. 5. ed. Brasilia: Ministério da Saude,
2011b. 35 p.

. Ministério da Saude. Secretaria de Vigilancia em Saude. Balan¢o dengue: situacio
epidemioldgica e atividades desenvolvidas. Brasilia: Ministério da Satde, 2011c. 17 p.

40



BRASIL. Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitiria. Formulario de Fitoterapicos da
Farmacopéia Brasileira / Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria. Brasilia: Anvisa, 2011d.
126 p.

. Ministério do Meio Ambiente. Geografia. Biomas brasileiros, 2012. Disponivel em:
http://www .brasil.gov.br/sobre/meio-ambiente/geografia. Acesso em 17 de novembro de
2012.

CARSON, C. F.; HAMMER, K. A. Chemistry and bioactivity of essential oils. In:
THORMAR, H. (Org.) Lipids and essential oils as antimicrobial agents. New Delhi:
Wiley, 2011. pp. 203-238.

CARVALHO, G. H. F.; SILVA, H. H. G.; CUNHA, L. C.; SILVA, I. G. Atividade inseticida
do extrato bruto etandlico de Persea americana (Lauraceae) sobre larvas e pupas de Aedes
aegypti (Diptera, Culicidae). Revista de Patologia Tropical, v. 40, n. 4, p. 348-361, 2011.

CHUNG, I. M.; SEO, S. H.; KANG, E. Y.; PARK, S. D.; PARK, W. H.; MOON, H. 1.
Chemical composition and larvicidal effects of essential oil of Dendropanax morbifera

against Aedes aegypti L. Biochemical Systematics and Ecology, v. 37, n. 4, p. 470-473,
2009. doi:10.1016/j.bse.2009.06.004

COELHO, J. S.; SANTOS, N. D. L.; NAPOLEAO, T. H.; GOMES, F. S.; FERREIRA, R. S ;
ZINGALL R. B.; COELHO, L. C. B. B.; LEITE, S. P.; NAVARRO, D. M. A. F.; PAIVA, P.
M. G. Effect of Moringa oleifera lectin on development and mortality of Aedes aegypti
larvae. Chemosphere, v. 77, p. 934-938, 2009. doi:10.1016/j.chemosphere.2009.08.022

CONSOLL R. A. G. B.; OLIVEIRA, R. L. Principais mosquitos de importancia sanitaria
no Brasil. Rio de Janeiro: Fiocruz, 1994. 228 p.

COSTA, J. G. M.; PESSOA, O. D. L.; MENEZES, E. A.; SANTIAGO, G. M. P.; LEMOS, T.
L. G. Composition and larvicidal activity of essential oils from heartwood of Auxemma
glazioviana Taub. (Boraginaceae). Flavour Fragrance Journal, v. 19, n. 6, p. 529-531,
2004. doi:10.1002/ftj.1332

CRAGG, G. M.; NEWMAN, D. J. Drugs from nature: past achievements, future prospects.
In: IWU, M.; WOOTTON, J. (Org.) Ethnomedicine and drug discovery. Amsterdam:
Elsevier Science, 2002. pp. 23-37.

CUNHA, A. P.; SILVA, A. P.; ROQUE, O. R.; CUNHA, E. Plantas e produtos vegetais em
cosmética e dermatologia. Lisboa: Fundagdo Calouste Gulbenkian, 2004. 310 p.

41



DANTES, H. G. El dengue en las Américas. Um problema de salud regional. Salud Pudblica
de México, v. 33, n. 4, p. 347-355, 1991.

DHARMAGADDA, V. S. S.; NAIK, S. N.; MITTAL, P. K.; VASUDEVAN, P. Larvicidal
activity of Tagetes patula essential oil against three mosquito species. Bioresource
Technology, v. 96, n. 11, p. 1235-1240, 2005. doi:10.1016/j.biortech.2004.10.020

DONALISIO, M. R.; GLASSER, C. M. Vigilancia entomoldgica e controle de vetores do
dengue. Revista Brasileira de Epidemiologia, v. 5, n. 3, p. 259-272, 2002.

EIRAS, A. E. Culicidae. In: NEVES, D. P. (Org.) Parasitologia Humana. 11 ed. Sao Paulo:
Atheneu, 2005. pp. 355-367.

ELDRIDGE, B. F. Mosquitoes, the Culicidae. In: MARQUARDT, W. C. (Org.) Biology of
disease vectors. 2 ed. Amsterdam: Elsevier, 2005. pp. 95-111.

ERLANGER, T. E.; KEISER, J.; UTZINGER, J. Effect of dengue vector control
interventions on entomological parameters in developing countries: a systematic review and
meta-analysis. Medical and Veterinary Entomology, v. 22, p. 203-221, 2008.
doi:10.1111/5.1365-2915.2008.00740.x

FERNANDEZ, M. C. M.; TRUJILLO, M. C.; SILVA, M. L.; LAZCANO, J. B. Factores
relacionados con la presencia de Aedes aegypti (Diptera:Culicidae) en dos regiones de Cuba.
Revista Cubana de Medicina Tropical, v. 62, n. 2, p. 112-118, 2010.

FORATTINI, O. P.; BRITO, M. Reservatérios domiciliares de dgua e controle do Aedes
aegypti. Revista de Saide Puablica, v. 37, n. 5, p. 676-677, 2003.

FREITAS, A. Estrutura de mercado do segmento de fitoterapicos no contexto atual da
industria farmacéutica brasileira. Brasilia: Ministério da Saude, 2007.

FREITAS, F. P.; FREITAS, S. P.; LEMOS, G. C. S.; VIEIRA, 1. J. C.; GRAVINA, G. A,;
LEMOS, F. J. A. Comparative larvicidal activity of essential oils from three medicinal plants
against Aedes aegypti L. Chemistry & Biodiversity, v. 7, n. 11, p. 2801-2807, 2010.
doi:10.1002/cbdv.200900260

FREITAS, R. M.; AGUIAR, R.; BRUNO, R. V.; GUIMARAES, M. C.; OLIVEIRA, R. L.;
SORGINE, M. H. F.; STRUCHINER, C. J.; VALLE, D.; O’NEILL, S. L.; MOREIRA, L. A.

42



Why do we need alternative tools to control mosquito-borne diseases in Latin America?
Memorias do Instituto Oswaldo Cruz, v. 107, n. 6, p. 828-829, 2012.

FRICKMANN, F. S. S.; VASCONCELLOS, A. G. Research and patent of phytotherapeutic
and phytocosmetic products in the Brazilian Amazon. Journal of Technology Management
& Innovation, v. 6, n. 4, p. 136-150, 2011.

GALLER, R.; BONALDO, M. C.; ALVES, A. M. B. Dengue vaccines: closer but not there
yet. Memérias do Instituto Oswaldo Cruz, v. 106, n. 8, p. 905-906, 2011.

GARCIA-REJON, J. E.; LOPEZ-URIBE, M. P.; LORONO-PINO, M. A.; FARFAN-ALE, J.
A.; NAJERA-VAZQUEZ, M. R.; LOZANO-FUENTES, S.; BEATY, B. J.; EISEN, L.

Productive container types for Aedes aegypti immatures in Mérida, México. Journal of
Medical Entomology, v. 48, n. 3, p. 644-650, 2011. doi:10.1603/ME10253

GEORGHIOU, G. P.; TAYLOR, C. E. Pesticide resistance: strategies and tactics for
management. Washington: National Research Council. National Academy Press, 1986. pp.
157-169.

GERIS, R.; RODRIGUES-FO, E.; SILVA, H. H. G.; SILVA, 1. G. Larvicidal effects of
fungal meroterpenoids in the control of Aedes aegypti L., the main vector of dengue and
yellow  fever. Chemistry &  Biodiversity, v. 5, p. 341-345, 2008.
doi:10.1002/cbdv.200890032

GONCALVES-NETO, V. S.; REBELO, J. M. M. Epidemiological characteristics of dengue
in the Municipality of Sao Luis, Maranhdo, Brazil, 1997-2002. Caderno de Satide Publica,
v. 20, n. 5, p. 1424-1431, 2004.

GOVINDARAJAN, M.; SIVAKUMAR, R.; RAJESWARI, M.; YOGALAKSHMI, K.
Chemical composition and larvicidal activity of essential oil from Mentha spicata (Linn.)
against three mosquito species. Parasitology Research, v. 110, n. 5, p. 2023-2032, 2012.
doi:10.1007/s00436-011-2731-7

GRODNITZKY, J.; COATS, J. R. QSAR evaluation of monoterpenoids insecticidal activity.
Journal of Agricultural and Food Chemistry, v. 50, p. 4576-80, 2002.

GUBLER, D. J.; CLARK, G. G. Dengue/Dengue Hemorrhagic Fever: The Emergence of a
Global Health Problem. Emerging Infectious Diseases, v. 1, n. 2, p. 55-57, 1995.

43



GUBLER, D. J.; CLARK, G. G. Dengue and dengue hemorrhagic fever. Clinical
Microbiology Reviews, v. 11, n. 3, p. 480-496, 1998.

GUBLER D. J. Epidemic dengue/dengue hemorrhagic fever as a public health, social and
economic problem in the 21* century. Trends in Microbiology, v. 10, n. 2, p. 100-103, 2002.

The emergence of epidemic dengue fever and dengue hemorrhagic fever in the
Americas: a case of failed public health policy. Pan American Journal of Public Health, v.
17, n. 4, p. 221-224, 2005.

. Dengue/dengue hemorrhagic fever: history and current status. Novartis Foundation
symposium, v. 277, p. 3-16, 2006.

. Dengue, urbanization and globalization: the unholy trinity of the 21* Century.
Tropical Medicine and Health, v. 39, n. 4, p. 3-11, 2011. doi:10.2149/tmh.2011-S05.

HADACEK, F. Secondary Metabolites as Plant Traits: Current Assessment and Future
Perspectives. Critical Reviews in Plant Sciences, v. 21, n. 4, p. 273-322, 2002.

HANDA, S. S. An overview of extraction techniques for medicinal and aromatic plants. In:
HANDA, S. S.; KHANUIJA, S. P. S.; LONGO, G.; RAKESH, D. D. (Org.) Extraction
technologies for medicinal and aromatic plants. Trieste: ICS Unido, 2008. pp. 21-54.

HARE, J. D. Ecological role of volatiles produced by plants in response to damage by
herbivorous insects. The Annual Review of Entomology, v. 56, p. 161-80, 2011.

HUNTER, M. Essential oils: art, agriculture, science, industry and entrepreneurship.
New York: Nova Science Publishers, 2009. 780 p.

INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E ESTATISTICA (IBGE). Maranhio, 2010.
Disponivel em: http://www.ibge.gov.br/estadosat/perfil.php?sigla=ma. Acesso em: 27
dezembro de 2011.

ISMAN, M. B. Tropical forests as sources of natural insecticides. In. ROMEOQ, J. T. (Org.)
Recent advances in phytochemistry: chemical ecology and phytochemistry of forest
ecosystems. V 39. Tampa: Elsevier, 2005. pp. 145-161.

44



ISTURIZ, R. E.; GUBLER, D. J.; CASTILLO, J. B. Dengue and dengue haemorrhagic fever
in Latin America and the Caribbean. Infectious Disease Clinics of North America, v. 14, p.
121-140, 2000.

JOPPA, L. N.; ROBERTS, D. L.; PIMM, S. L. How many species of flowering plants are
there? Procdedings of the Royal Society, v. 278, p. 554-559, 2011.
doi:10.1098/rspb.2010.1004

KAR, A. Pharmacognosy and Pharmacobiotechnology. 2 ed. New Delhy: New Age
International Publishers, 2007. 879 p.

KLINK, C. A.; MACHADO, R. B. A. Conservagao do Cerrado brasileiro. Megadiversidade,
v. 1,n. 1, p. 147-155, 2005.

KLOWDEN, M. J. Making generalizations about vectors: Is there a physiology of “the
mosquito”? Entomological Research, v. 37, p. 1-13, 2007. doi:10.1111/.1748-
5967.2007.00044.x

KOHLHEPP, G. Conflitos de interesse no ordenamento territorial da Amazonia brasileira.
Estudos Avancados, v. 16, n. 45, p. 37-61, 2002.

KONISHI, E. Issues related to recent dengue vaccine development. Tropical Medicine and
Health, v. 39, n. 4, p. 63-71, 2011. doi:10.2149/tmh.2011-S01

KOVENDAN, K.; MURUGAN, K.; KUMAR, A. N.; VINCENT, S.; HWANG, J. S.
Bioefficacy of larvicidal and pupicidal properties of Carica papaya (Caricaceae) leaf extract
and bacterial insecticide, spinosad, against chikungunya vector, Aedes aegypti (Diptera:
Culicidae). Parasitology Research, v. 110, p. 669-678, 2012. doi:10.1007/s00436-011-2540-
z

LAWRENCE, B. M. The isolation of aromatic materials from natural plant products. In:
SILVA, K. T. (Org.) A manual on the essential oil industry. Austria: United Nations
Industrial Development Organization Vienna, 1995. pp. 57-154.

LEE, H. S. Mosquito larvicidal activity of aromatic medicinal plant oils against Aedes
aegypti and Culex pipiens pallens. Journal of the American Mosquito Control Association,
v. 22, n. 2, p. 292-295, 2006. doi:10.2987/8756-971X(2006)22[292:MLAOAM]2.0.CO;2

45



LINES, J. D. Do agricultural insecticides select for insecticide resistance in mosquitoes? A
look at the evidence. Parasitology Today, v. 4, n. 7, p. S17-S20, 1988.

LOPEZ-VELEZ, R.; MORENO, R. M. Cambio climitico en Espafia y riesgo de
enfermedades infecciosas y parasitarias transmitidas por artrépodos y roedores. Revista
Espaiola de Salud Puablica, v. 79, p. 177-190, 2005.

LUNA, J. S.; SANTOS, A. F.; LIMA, M. R. F.; OMENA, M. C.; MENDONCA, F. A. C.;
BIEBER, L. W.; SANT’ANA, A. E. G. A study of the larvicidal and molluscicidal activities

of some medicinal plants from northeast Brazil. Journal of Ethnopharmacolology, v. 97, p.
199-206, 2005. doi:10.1016/j.jep.2004.10.004

MACORIS, M. L. G. Mecanismos de resisténcia de Aedes aegypti L. (Diptera: Culicidae)
a inseticidas. 82 f. Tese (Doutorado em Biologia Geral e Aplicada) Universidade Estadual
Paulista, Botucatu, 2011.

MAGALHAES, L. A. M.; LIMA, M. P.; MARQUES, M. O. M.; FACANALL R.; PINTO, A.
C. S.; TADEI, W. P. Chemical composition and larvicidal activity against Aedes aegypti
larvae of essential oils from four Guarea species. Molecules, v. 15, n. 8, p. 5734-5741, 2010.
doi:10.3390/molecules15085734

MAHDI, J. G. Medicinal potential of willow: A chemical perspective of aspirin discovery.
Journal of Saudi Chemical Society, v. 14, p. 317-322, 2010.

MARTIN, J. L. S.; BRATHWAITE, O., ZAMBRANO, B.; SOLORZANO, J. O
BOUCKENOOGHE, A.; DAYAN, G. H.; GUZMAN, M. G. The epidemiology of dengue in
the Americas over the last three decades: A worrisome reality. American Journal of
Tropical Medicine and Hygiene, v. 82, n. 1, p. 128-135, 2010. doi:10.4269/ajtmh.2010.09-
0346

MARTINS, F.; SILVA, 1. G. Avaliagao da atividade inibidora do diflubenzuron na ecdise das
larvas de Aedes aegypti (Linnaeus, 1762) (Diptera, Culicidae). Revista da Sociedade
Brasileira de Medicina Tropical, v. 37, n. 2, p. 135-138, 2004.

MASCARENHAS, L. M. A.; FERREIRA, M. E.; FERREIRA, L. G. Sensoriamento remoto
como instrumento de controle e protecio ambiental: andlise da cobertura vegetal
remanescente na Bacia do Rio Araguaia. Sociedade & Natureza, v. 21, n. 1, p. 5-18, 2009.

46



MAY, R. M. Why worry about how many species and their loss? PLoS Biology, v. 9, n. 8, p.
e1001130, 2011. doi:10.1371/journal.pbio.1001130

MCTAGGART. Basic Plant Taxonomy, Chemistry, Extraction, Biosynthesis, and Analysis.
In: BUCKLE, J. (Org.) Clinical aromatherapy: Essential oils in practice. 2 ed. Philadelphia:
Elsevier, 2003. pp. 38-75.

MELO, A. C. R. Estudo das folhas de sacaca (Croton cajucara Benth.) como bioinseticida
contra as larvas de Aedes aegypti. In: 1 Congresso de Pesquisa e Inova¢do da Rede Norte
Nordeste de Educacdo Tecnoldgica. Anais..., Natal, 2006. pp. 1-7.

MELO-SANTOS, M. A. V.; VARJAL-MELO, J. J. M.; ARAUJO, A. P.; GOMES, T. C. S.;
PAIVA, M. H. S.; REGIS, L. N.; FURTADO, A. F.; MAGALHAES, T.; MACORIS, M. L.
G.; ANDRIGHETTI, M. T. M.; AYRES, C. F. J. Resistance to the organophosphate
temephos: Mechanisms, evolution and reversion in an Aedes aegypti laboratory strain from
Brazil. Acta Tropica, v. 113, p. 180-189, 2010.

MENDONCA, F. A.; SOUZA, A. V.; DUTRA, D. A. Sadde publica, urbanizacdo e dengue
no Brasil. Sociedade & Natureza, v. 21, n. 3, p. 257-269, 20009.

MILLER, T. A. Mechanisms of resistance to pyrethroid insecticide. Parasitology Today, v.
4,n.7,p. 8-12, 1988.

MOORE, C. G.; FREIER, J. E. Invasive species and emerging vector-borne infections. In:
MARQUARDT, W. C. (Org.) Biology of disease vectors. 2 ed. Amsterdam: Elsevier, 2005.
pp- 219-224.

MORA, C.; TITTENSOR, D. P.; ADL, S.; SIMPSON, A. G. B.; WORM, B. How Many
Species Are There on Earth and in the Ocean? Plos Biology, v. 9, n. 8, p. e1001127, 2011.
doi:10.1371/journal.pbio.1001127

MORAES, M. O. Semidrido: um possivel celeiro de matéria-prima para medicamentos
fitoterapicos. Jornal da Ciéncia e-mail. 3983 ed. Rio de Janeiro: SBPC, 2010.

MORAES, R. C.; LIMA, L. P. Utilizacdo de SIG como ferramenta na gestdo do Parque
Nacional Chapada das Mesas (Carolina/MA). In: XIII Simpésio Brasileiro de Sensoriamento
Remoto. Anais..., Florian6polis: INPE, 2007. pp. 4057-4064.

47



MOREIRA, L. A.; ITURBE-ORMAETXE, I.; JEFFERY, J. A.; LU, G.; PYKE, A. T.;
HEDGES, L. M.; ROCHA, B. C.; HALL-MENDELIN, S.; DAY, A.; RIEGLER, M.; HUGO,
L. E.; JOHNSON, K. N.; KAY, B. H.; MCGRAW, E. A.; VAN DEN HURK, A. F.; RYAN,
P. A.; O’NEILL, S. L. A Wolbachia symbiont in Aedes aegypti limits infection with dengue,
chikungunya and Plasmodium. Cell, v. 139, p. 1268-1278, 2009.

MORRISON, A. C.; ZIELINSKI-GUTIERREZ, E.; SCOTT, T. W.; ROSENBERG, R.
Defining challenges and proposing solutions for control of the virus vector Aedes aegypti.
PLoS Medicine, v. 5, n. 3, p. 362-366, 2008.

MOSIHUZZAMAN, M.; SYDNES L. K. Herbal products in healthcare: challenges and
potential. In: GUPTA, V. K. (Org.) Comprehensive bioactive natural products. V 1.
Houston: Studium Press, 2010. pp. 279-306.

MUELLER, R. L. First-generation agents: aspirin, heparin and coumarins. Best Practice &
Research Clinical Haematology, v. 17, n. 1, p. 23-53, 2004.

MYERS, N.; MITTERMEIER, R. A.; MITTERMEIER, C. G.; FONSECA, G. A. B.; KENT,
J. Biodiversity hotspots for conservation priorities. Nature, v. 403, p. 853-858, 2000.

NASCIMENTO-JR, J. A.; BERNARDES, R. S. Estudo epidemiolégico da relacdo entre
limpeza publica e a ocorréncia do Aedes aegypti. In: 20° Congresso Brasileiro de Engenharia
Sanitdria e Ambiental. Anais... Rio de Janeiro, 1999. pp. 3948-3956. Disponivel em:
http://www.bvsde.paho.org/bvsaidis/brasil20/vii-007.pdf. Acesso em: 14 de janeiro de 2012.

NAYAR, J. K.; ALI, A. A review of monomolecular surface films as larvicides and pupicides
of mosquitoes. Journal of Vector Ecology, v. 28, n. 2, p. 190-199, 2003.

NEWMAN, D. J.; CRAGG, G. M.; KINGSTON, D. G. I. Natural products as
pharmaceuticals and sources for lead structures. In: WERMUTH, C. G. (Org.) The practice of
medicinal chemistry. 3 ed. Illkirch: Academic Press, 2008. pp. 159-186.

NUNES, M. R. T.; FARIA, N. R.; VASCONCELOS, H. B.; MEDEIROS, D. B. A.; LIMA,
C. P. S.;; CARVALHO, V. L.; SILVA, E. V. P.; CARDOSO, J. F,; et al. Phylogeography of
dengue virus serotype 4, Brazil, 2010-2011. Emerging Infectious Diseases, v. 18, n. 11, p.
1860-1866, 2012. doi:10.3201/eid1811.120217

OLIVEIRA, A. C. C; SILVA, M. V. S;; MIRANDA, J. L.; BRAGA, V. M.; MOURA, G. S.;
CALDAS, A.J. M.; AQUINO, D. M. C. Aspectos epidemioldgicos do dengue em Sdo Luis-

48



MA no periodo de 2001 a 2005. In: 44° Congresso da Sociedade Brasileira de Medicina
Tropical. Anais..., Porto Alegre: PUCRS, 2008. pp. 154-154.

OLIVEIRA, D. A.; PIETRAFESA, J. P.; BARBALHO, M. G. S. Manutencdo da
biodiversidade e o hotspots cerrado. Caminhos de Geografia, v. 9, n. 26, p. 101-114, 2008.

OLIVEIRA, 1. P.; COSTA, K. A. P.; SANTOS, K. J. G.; MOREIRA, F. P. Consideragdes
sobre a acidez dos solos de cerrado. Revista Eletronica Faculdade Montes Belos, v. 1, n. 1,
p. 1-12, 2005.

OLIVEIRA, V. B.; YAMADA, L. T.; FAGG, C. W.; BRANDAO, M. G. L. Native foods
from Brazilian biodiversity as a source of bioactive compounds. Food Research
International, v. 48, p. 170-179, 2012. doi:10.1016/j.foodres.2012.03.011

OMS. Vector resistance to pesticides: fifteenth report of the WHO expert committee on
vector biology and control. Geneva: WHO Technical Report Series 818, 1992. 62 p.

. Vector Control for Malaria and other Mosquito-Borne. Diseases Report of a
WHO Study Group. Geneva: WHO/TRS/857, 1995. 100 p.

. Techniques to detect insecticide resistance mechanisms (field and laboratory
manual). Geneva: World Health Organization, 1998. 35 p. Disponivel em:
http://whqlibdoc.who.int/hq/1998/WHO_CDS_CPC_MAL_98.6.pdf. Acesso em: 24 de
outubro de 2011.

. Pesticides and their application: for the control of vectors and pests of public
health importance. 6 ed. Geneva: World Health Organization, 2006. 125 p. Disponivel em:
http://whqlibdoc.who.int/hq/2006/WHO_CDS_NTD_WHOPES_GCDPP_2006.1_eng.pdf.
Acesso em: 15 de agosto de 2012.

Dengue: guidelines for diagnosis, treatment, prevention and control. 2. ed.
Geneva: World Health Organization, 2009a. 147 p.

. Temephos in drinking-water: use for vector control in drinking-water sources and
containers. Geneva: WHO Press, 2009b. 14 p.

49



OMS. Dengue Net, 2011. Disponivel em:
http://www.who.int/csr/disease/dengue/denguenet/en/index.html. Acesso em: 18 de Setembro
de 2011.

Handbook for integrated vector management. Geneva: World Health
Organization, 2012a. 78 p.

. Global strategy for dengue prevention and control 2012-2020. Geneva: WHO
Press, 2012b. 43 p.

. Recommended compounds and formulations for control of mosquito larvae.
WHOPES, 2012c. Disponivel em:
http://www.who.int/whopes/Mosquito_Larvicides_Sept_2012.pdf. Acesso em: 28 de
Setembro de 2012.

OMS/UNICEF. Progress on drinking-water and sanitation: special focus on sanitation.
Nova York: United Nations Children’s Fund e Geneva: World Health Organization, 2008. 58
p. Disponivel em: http://www.who.int/water_sanitation_health/monitoring/jmp2008.pdf.
Acesso em: 18 de maio de 2012.

OPAS. Number of reported cases of dengue and severe dengue (SD) in the Americas, by
country: Epidemiological Week/EW 48 (Updated 15 Dic 2012), 2012. Disponivel em:
http://new.paho.org/hg/index.php?option=com_content&view=article&id=264&Itemid=363&
lang=en. Acesso em: 20 de dezembro de 2012.

PARK, H. M.; KIM, J.; CHANG, K. S.; KIM, B. S.; YANG, Y. J.; KIM, G. H.; SHIN, S. C.;
PARK, I. K. Larvicidal activity of Myrtaceae essential oils and their components against
Aedes aegypti, acute toxicity on Daphnia magna, and aqueous residue. Journal of Medical
Entomology, v. 48, n. 2, p. 405-410, 2011. doi:10.1603/ME10108

PERUMALSAMY, H.; CHANG, K. S.; PARK, C.; AHN, Y. J. Larvicidal activity of Asarum
heterotropoides root constituents against insecticide-susceptible and —resistant Culex pipiens

pallens and Aedes aegypti and Ochlerotatus togoi. Journal of Agricultural and Food
Chemistry, v. 58, p. 10001-10006, 2010. doi:10.1021/jf102193k

PESSANHA, J. E. M.; CAIAFFA, W. T CESAR, C. C.; PROIETTI, F. A. Evaluation of the
Brazilian National Dengue Control Plan. Caderno de Saide Publica, v. 25, n. 7, p. 1637-
1641, 2009.

50



PINHEIRO, F.; NELSON, M. Re-emergence of dengue and emergence of dengue
haemorrhagic fever in the Americas. Dengue Bulletin, v. 21, p. 16-24, 1997.

POLANCZYK, R. A.; GARCIA, M. O.; ALVES, S. B. Potencial de Bacillus thuringiensis
israelenses Berliner no controle de Aedes aegypti. Revista de Satde Publica, v. 37, n. 6, p.
813-816, 2003.

POLSON, K. A.; BROGDON, W. G.; RAWLINS, S. C.; CHADEE, D. D. Characterization of
insecticide resistance in Trinidadian strains of Aedes aegypti mosquitoes. Acta Tropica, v.
117, n. 1, p. 31-38, 2011. doi:10.1016/j.actatropica.2010.09.005

PROPHIRO, J. S.; SILVA, M. A. N.; KANIS, L. A.; SILVA, B. M.; DUQUE-LUNA, J.;
SILVA, O. S. Evaluation of time toxicity, residual effect, and growth-inhibiting property of
Carapa guianensis and Copaifera sp. in Aedes aegypti. Parasitology Research, v. 110, p.
713-719, 2012. doi:10.1007/s00436-011-2547-5

RASKIN, I.; RIBNICKY, D. M.; KOMARNYTSKY, S.; ILIC, N.; POULEV, A,
BORISJUK, N.; BRINKER, A.; MORENO, D. A.; RIPOLL, C.; YAKOBY, N.; O'NEAL, J.
M.; CORNWELL, T.; PASTOR, I.; FRIDLENDER, B. Plants and human health in the
twenty-first century. Trends in Biotechnology, v. 20, n. 12, p. 522-531, 2002.

RATES, S. M. K. Plants as source of drugs. Toxicon, v. 39, p. 603-613, 2001.

REBELO, J. M. M.; COSTA, J. M. L.; SILVA, F. S.; PEREIRA, Y. N. O.; SILVA, J. M.
Distribuicdo de Aedes aegypti e do dengue no Estado do Maranhdo, Brasil. Caderno de
Sadde Piblica, v. 15, n. 3, p. 477-486, 1999.

REIS, C. B.; ANDRADE, S. M. O.; CUNHA, R. V. Aliados do A. Aegypti: fatores
contribuintes para a ocorréncia do dengue segundo as representacoes sociais dos profissionais
das equipes de satide da familia. Ciéncia & Satde Coletiva, v. 18, n. 2, p. 517-526, 2013.

RIBEIRO, J. R.; WALTER, B. M. T. Fitofisionomias do bioma Cerrado. In: SANO, S. M.;
ALMEIDA, A. P. (Org.) Cerrado: Ambiente e flora. Planaltina: Embrapa — Cerrados, 1998.
pp- 89-166.

ROBBERS, J. E.; SPEEDIE, M. K.; TYLER, V. E. Farmacognosia e farmacobiotecnologia.
Sao Paulo: Premier, 1997. 372 p.

51



RYAN, M. F.; BYRNE, O. Plant-insect coevolution and inhibition of acetylcholinesterase.
Journal of Chemical Ecology, v. 14, p. 1965-1975, 1988.

SHEPARD, D. S.; COUDEVILLE, L.; HALASA, Y. A.; ZAMBRANO, B.; DAYAN, G. H.
Economic impact of dengue illness in the Americas. American Journal of Tropical
Medicine and Hygiene, v. 84, n. 2, p. 200-207, 2011. doi:10.4269/ajtmh.2011.10-0503

SCHLIESSMAN, D. J.; CALHEIRO, L. B. Review of status of yellow fever and Aedes
aegypti eradication programs in Americas. Mosquito News, v. 34, n. 1-9, 1974.

SENG, C. M.; SETHA, T.; NEALON, J.; SOCHEAT, D.; CHANTHA, N.; NATHAN, M. B.
Community-based use of the larvivorous fish Poecilia reticulate to control the dengue vector
Aedes aegypti in domestic water storage containers in rural Cambodia. Journal of Vector
Ecology, v. 33, n. 1, p. 139-144, 2008.

SILVA, G. M.; OLIVEIRA-JR, J. N.; DINIZ, M. B. Condicionantes socioeconOmicos e
ambientais dos clubes de convergéncia da renda na Amazonia Legal 1985 a 2007. Estudos
Economicos, v. 41, n. 4, p. 841-874, 2011.

SILVA, H. H. G.; SILVA, L. G.; OLIVEIRA, C. L. N. S.; ELIAS, C. N. Adaptacao do Aedes
aegypti (Linnaeus, 1762) em criadouros artificiais com &4gua poluida. Entomologia y
Vectores, v. 6, p. 383-391, 1999.

SILVA, J. S.; IBIAPINA, S. S.; BEZERRA, J. M. T.; TADELW. P.; PINHEIRO, V. C. S.
Variation in Aedes aegypti (Linnaeus) (Diptera, Culicidae) infestation in artificial containers
in Caxias, State of Maranhdo, Brazil. Revista da Sociedade Brasileira de Medicina
Tropical, v. 45, n. 2, p. 174-179, 2012.

SILVA, W. G. Atividade larvicida do éleo essencial de plantas existentes no Estado de
Sergipe contra Aedes aegypti Linn. 86 f. Dissertacdo (Mestrado em Desenvolvimento e
Ambiente) Universidade Federal de Sergipe, Sergipe, 2006.

SIMAS, N. K.; LIMA, E. C.; CONCEICAO, S. R.; KUSTER, R. M.; OLIVEIRA-FILHO, A.
M. Produtos naturais para o controle da transmissdo da dengue — atividade larvicida de
Myroxylon balsamum (6leo vermelho) e de terpendides e fenilpropandides Quimica Nova, v.
27, p. 46-49, 2004.

52



SIMOES, C. M. O.; SCHENKEL, E. P.; GOSMANN, G.; MELO, J. C. P.; MENTZ, L. A ;
PETROVICK, P. R. Farmacognosia: da planta ao medicamento. 5 ed. Florian6polis: Editora
da UFSC, 2005. 821 p.

SINGHASIVANON, P.; JACOBSON, J. Dengue is a major global health problem: Foreword.
Journal of Clinical Virology, v. 46, n. S2, S1-S2, 2009.

SINGHI, S.; KISSOON, N.; BANSAL, A. Dengue and dengue hemorrhagic fever:
management issues in an intensive care unit. Jornal de Pediatria, v. 83, n. 2 Suppl, p. S22-
35, 2007. doi:10.2223/JPED.1622

SIQUEIRA-JR, J. B.; MARTELLI, C. M. T.; COELHO, G. E.; SIMPLICIO, A. C. R;
HATCH, D. L. Dengue and dengue hemorrhagic fever, Brazil, 1981-2002. Emerging
Infectious Diseases, v. 11, n. 1, p. 48-53, 2005.

SMITH, G. S.; ELIASON, D. A.; MOORE, C. G.; IHENACHO, E. N. Use of elevated
temperatures to kill Aedes albopictus and Ae. aegypti. Journal of the American Mosquito
Control Association, v. 4, p. 557-558, 1988.

SOUZA, T. M.; CUNHA, A. P.; FARIAS, D. F.; MACHADO, L. K.; MORALIS, S. M,;
RICARDO, N. M. P. S.; CARVALHO, A. F. U. Insecticidal activity against Aedes aegypti of
m-pentadecadienyl-phenol isolated from Myracrodruon urundeuva seeds. Pest Management
Science, v. 68, p. 1380-1384, 2012.

SVOBODA, K. P.; SVOBODA, T. G.; SYRED, A. D. Secretory structures of aromatic and
medicinal plants: a review and micrographs. Beguildy: Microscopix publications, 2000. 60

P-

TAPIA-CONYER, R.; MENDEZ-GALVAN, J. F.; GALLARDO-RINCON, H. The growing
burden of dengue in Latin America. Journal of Clinical Virology, v. 46, n. S2, p. S3-S6,
20009.

TAUIL, P. L. Perspectivas de controle de doencas transmitidas por vetores no Brasil. Revista
da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical, v. 39, n.3, p. 275-277, 2006.

TEIXEIRA, M. G.; BARRETO, M. L.; GUERRA, Z. Epidemiologia e medidas de prevencao
do dengue. Informe Epidemiologico do SUS, v. 8, n. 4, p. 5-33, 1999.

53



TEIXEIRA, M. G.; BARRETO, M. L.; COSTA, M. C. N.; FERREIRA, L. D. A;
VASCONCELOS, P. F. C.; CAIRNCROSS, S. Dynamics of dengue virus circulation: a silent
epidemic in a complex urban area. Tropical Medicine and International Health, v. 7, n. 9,
p. 757-762, 2002.

TEMPORAO, J. G.; PENNA, G. O.; CARMO, E. H.; COELHO, G. E.; AZEVEDO, R. S. S;
NUNES, M. R. T.; VASCONCELOS, P. F. C. Dengue virus serotype 4, Roraima State,
Brazil. Emerging Infectious Diseases, v. 17, n. 5, p. 938-940, 2011.
doi:10.3201/eid1705.101681

TANDON, S. Distillation technology for essentiall oils. In: HANDA, S. S.; KHANUJA, S. P.
S.; LONGO, G.; RAKESH, D. D. (Org.) Extraction technologies for medicinal and
aromatic plants. Trieste: ICS Unido, 2008. pp. 115-127.

VASCONCELOS, P. F. C.;; LIMA, J. W. O.; RAPOSO, M. L.; RODRIGUES, S. G.; ROSA,
J. S. T.; AMORIM, S. M. C. Inquérito soro-epidemioldgico na Ilha de Sdo Luis durante

epidemia de dengue no Maranhdo. Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical,
v. 3, p. 171-179, 1999.

VIEIRA, I. C. G.; TOLEDO, P. M.; SILVA, J. M. C.; HIGUCHI, H. Deforestation and threats
to the biodiversity of Amazonia. Brazilian Journal of Biology, v. 68, n. 4(Suppl.), p. 949-
956, 2008.

VILA, R.; SANTANA, A. L.; PEREZ-ROSES, R. et al. Composition and biological activity of
the essential oil from leaves of Plinia cerrocampanensis, a new source of o-bisabolol.
Bioresource Technology, V. 101, n. 7, p. 2510-2514, 2010.
doi:10.1016/j.biortech.2009.11.021

WILSON, M. E.; CHEN, L. H. Dengue in the Americas. Dengue Bulletin, v. 26, p. 44-61,
2002.

XAUD, H. A. M.; MARTINS, F. S. R. V.; SANTOS, J. R. Tropical forest degradation by
mega-fires in the northern Brazilian Amazon. Forest Ecology and Management, v. 294, p.
97-106, 2013.

YUNES, R. A.; CHECHINEL-FILHO, V. Quimica de Produtos Naturais, novos farmacos
e a moderna farmacognosia. 1 ed. Itajai: Univali, 2007. 299 p.

54



CAPITULO 1. ESSENTIAL OILS AND THEIR COMPOUNDS AS Aedes aegypti L.
(Diptera, Culicidae) LARVICIDES: REVIEW

Este capitulo sera submetido a Revista “Parasitology Research”, na forma de artigo de revisido

e estd normatizado de acordo com as normas para a publicacio nesta revista (ANEXO 1).

ABSTRACT The aim of this review is to describe the essential oils and their compounds that
are bioactive against Aedes aegypti L. (Diptera, Culicidae) larvae, the immature stage of the
primary vector of dengue. This review is based on original articles obtained by searching on
major databases. Our literature review revealed that 210 essential oils from 159 plant species
have been tested for their larvicidal potential. More than 75% of these essential oils were
considered active (LCsp < 100 mg/l). The majority of the active oils are from species
belonging to Myrtaceae (13%), Cupressaceae (10%), and Piperaceae (8%). Approximately
40% of the plants studied for their larvicidal activity against A. aegypti were collected in
Brazil. Essential oils rich in phenylpropanoids, oxygenated sesquiterpenes, and monoterpene
hydrocarbons were the most active. The plant parts used and the major constituents of the
essential oils are presented. In addition, factors affecting the activity, structure-activity
relationships, and mechanisms of action of the essential oils and their compounds are
discussed. Essential oils have been widely investigated and demonstrate high larvicidal
activity against A. aegypti. This review reveals that the essential oils are effective alternatives

for the production of larvicides to be used in vector-borne disease control programs.

Key words: Aromatic plants. Sesquiterpenes. Monoterpenes. Phenylpropanoids. Larvicidal

activity. Dengue.
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Introduction

The incidence of dengue has increased worldwide 30-fold in recent decades. In 2012, dengue
was considered the most important mosquito-borne viral disease in the world, being endemic
in over 100 countries of the tropical and subtropical regions where over 2.5 billion people
live. About 40% of the world's population is now at risk to be infected by dengue virus; it is
estimated that among this population, 50-100 million are infected per year, with 500,000
cases of severe dengue. About 2.5% of those affected die and most of them are children in
some Asian and Latin American countries (WHO 2009a, 2012a, b).

According to the World Health Organization (WHO) (2012c), Aedes (Stegomyia)
aegypti L. (Diptera, Culicidae) is the primary vector of dengue. This mosquito is a highly
anthropophilic species; being adapted to the urban human environment and use man-made
artificial containers for oviposition and development of the aquatic stages. The virus
transmission to humans occurs through the bites of infected female mosquitoes that are
daytime feeder (Eldridge 2005; Klowden 2007).

Whereas there are no specific drug available to prevent the propagation of serotypes
of the dengue virus and neither effective vaccines against the virus, because the vaccine needs
to provide protection against all four serotypes of virus (Konishi 2011), the control of dengue
is based on the combat of the mosquitoes (Gubler 2011).

The organophosphate temephos is the most appropriate larvicide to be used in public
health programs (WHO 2009b). However, the continued and repeated use of temephos has
contributed to the development of resistant strains of vector-borne diseases (WHO 1992;
Braga and Valle 2007; Polson et al. 2011).

To overcome these problems it is interesting to find out new larvicides with different
modes of action in view of the few available choices of pesticides for use in public health
control. The ideal insecticide has to be effective, ecologically sound, sustainable, low
mammalian toxicity and cost-effective. Besides, the larvicides should not change the
characteristics of the water significantly (WHO 2006).

WHO (2012d) reported four categories of vector control in the Handbook for
Integrated Vector Management. Among them, the botanicals preparations are cited as a
biological method of control.

The plant-insect relationships are a reason for interest in the search for herbal

products. For thousands of years, plants and insects have evolved in parallel. This coevolution
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has led to the development in many plants of chemical and physical mechanisms of defense
against insects (Ryan and Byrne 1988). In addition, there is the traditional use of plant parts
and plant derivatives by human communities to control pest species of insects (Dharmagadda
et al. 2005; Shaalan et al. 2005). Azadirachtin, anabasine, quassia, nicotine, pyrethrins, D-
limonene, and carvacrol were important botanical insecticides used before the advent of
synthetic chemicals (Wood 2012). As well as citronella oil has been used extensively as an
insect repellent (EPA 1999; Kongkaew et al. 2011).

All these factors mentioned have attracted the attention of researchers to find out
news plant-based insecticides (Shaalan et al. 2005), especially for the control of A. aegypti
propagation by larvicidal agents (Geris et al. 2012). Some studies have focused on the use of
essential oils from plants as potential bioactive agents against A. aegypti larvae (Magalhaes et
al. 2010; Vila et al. 2010; Park et al. 2011; Govindarajan et al. 2012). Essential oils can be
considered the best alternative for the control of disease vectors (Bilal and Hassan 2012).
They are complex mixtures of volatile secondary metabolites belonging mainly to
phenylpropanoids, mono- sesquiterpenes classes. Diterpenes can also be found, although there
are few oils with them (Baser and Buchbauer 2010).

Literature reviews regarding plant-base products with biological activity have shown
significant contribution to the development of new alternatives for use on human health
(Amaral et al. 2006; Krishnaiah et al. 2011; Lang and Buchbauer, 2011; Kumar et al. 2012;
Unnati et al. 2013).

Due to the available literature reviews about plant extracts against insects (Sukumar
et al. 1991; Shaalan et al. 2005; Koul et al. 2008; Zoubiri and Baaliouamer, 2011) we focused
this review to studies of larvicidal activity against A. aegypti on essential oils, exploring the
relationships between oil constituents and larvicidal activity, with the aim of contributing to
the search for new alternatives for the dengue control. We present a review based on original
articles that were chosen by searching on major databases, such as Biological Abstracts,
Chemical Abstracts, Web of Science, Pubmed, Scopus, ScienceDirect, and Scielo. The patents
were found by searching on the database of European Patent Office. The key words employed

in the literature review were “essential oils”, “larvicidal activity”, “larvicide”, and “Aedes

aegypti’.
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Essential oils and their compounds as larvicides against Aedes aegypti

The WHO published in 2005 the Guidelines for Laboratory and Field Testing of Mosquito
Larvicides aiming to standardize the procedures for testing larvicides action. This document
defines the sequential phases for evaluating a larvicide preparation or compound. It is
recommended that the studies begin at the laboratory to determine the potential of tested
samples. Then small- and large-scale field trials should be performed to analyze the effects on
non-target organisms, the efficacy and residual under different ecological settings. The
Guidelines shows that the potency of a chemical against particular specie of mosquito larvae
must be compared with other insecticides (WHO 2005).

Several authors determined their own forms to characterize the potency of natural
products as mosquito larvicides (Chantraine et al. 1998; Massebo et al. 2009; Magalhaes et al.
2010). Komalamisra et al. (2005) considered products showing LCsyp < 50 mg/l active, 50
mg/l < LCsp < 100 mg/l moderately active, 100 mg/l < LCsy < 750 mg/1 effective, and LCsy >
750 mg/1 inactive. For Kiran et al. (2006), compounds with LCsg < 100 mg/l show significant
larvicidal effect.

As the WHO does not show a standard criterion for determining the larvicidal
activity of natural products, in this review we used the classification established by Cheng et
al. (2003) in which the compoundswith LCsy > 100 mg/l were considered not active, with
LCsp < 100mg/1 were active and LCsy < 50 mg/l were highly active.

Our literature review showed that 210 essential oils from 159 plant species have been
tested by their larvicidal potential against A. aegypti. According to the classification of Cheng
et al. (2003), more than 75% of these essential oils were considered active (LCsp < 100 mg/1)
in our review. This result confirms the ecological role of essential oil in nature; many
essential oils serve to protect plants by defense mechanisms against pathogens and predators
(Grodnitzky and Coats 2002; Bakkali et al. 2008). Hence it shows the great potential of plant
essential oils in dengue control. In table 1 were listed these species as well as their essential
oil characteristics.

These studies about essential oil as A. aegypti larvicide used species distributed
among 27 (twenty-seven) families, mainly from Myrtaceae (13%), Lamiaceae (11%),
Lauraceae (10%), and Zingiberaceae (7.8%). The majority of the active oils are from species
that belong to Myrtaceae (13%), Cupressaceae (9.8%) and Piperaceae (7.9%). According to
Sukumar et al. (1991), Regnault-Roger (1997), Magalhaes et al. (2010), and Park et al.
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(2011), species belong to Myrtaceae, Apiaceae, Piperaceae, Lamiaceae, Rutaceae, Asteraceae,
Meliaceae, and Zingiberaceae have the potential to be used as insecticide.

The most active essential oils were from woods of Callitris glaucophylla Joy (LCsg
0.69 mg/l), Juniperus virginiana L. (LCso 1 mg/l), Thymus serpyllum L. (LCso 1 mg/l), and
Amyris balsamifera L. (LCsp 1 mg/l) (Shaalan et al. 2006; Amer and Mehlhorn 2006). Their
LCsp values can be comparable with the dosage recommended for the use of temephos (1
mg/l) in container-breeding (WHO 2012e).

The essential oils were extracted from the whole or from specific parts of the plant;
from the analyzed studies, leaves were the most used part of the plant (55%). Although among
these studies with oils from leaves only 50% of them showed a high activity (LCsy < 50 mg/I)
(Cheng et al. 2003), whereas almost 80% of essential oils from seeds were shown to be highly
active.

About 40% and 27% of the plants studied for the larvicidal activity against A. aegypti
were collected in Brazil and Northeast of Brazil, respectively; essential oils from these plants
have been the most studied. These data support the importance of Brazilian biodiversity.
According to Oliveira et al. (2012), 20% of the plants species of the world were native from
Brazilian flora; however, these plants are not optimally used and should be further studied.

The essential oils rich in phenylpropanoids, oxygenated sesquiterpenes, and
monoterpene hydrocarbons were the most active; all phenylpropanoid-rich essential oils
showed larvicidal activity. The essential oils that were not active according to the criterion
established by Cheng et al. (2003) were listed in table 2. Euphorbiaceae and Zingiberaceae
were the botanical families that have showed the highest ratio of inactive species.

To further understand the relationship between essential oils and their larvicidal
activity, some authors have isolated and tested the major compounds of these oils. In most of
these studies, it was observed that the whole essential oil was as active as their isolated
compounds. Phenylpropanoids and monoterpene hydrocarbons were the most active
compound classes. In table 3 were listed the isolated compounds that were considered active
(LCsp < 100 mg/1) according to Cheng et al. (2003).

On the other hand, the oxygenated sesquiterpenes B-eudesmol and caryophyllene
oxide which are major compounds of the active essential oils from Guatteria friesiana Erkens
& Maas and Guatteria blepharophylla Mart., respectively (Aciole et al. 2011), were not active
when tested isolated, although the whole oil showed high activity (Cheng et al. 2009a, b); this
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can be explained by the interactions between the constituents present in oils. Other
compounds that were considered inactive (LCsy > 100 mg/l) according to Cheng et al. (2003)
were listed in table 4.

On the studies performed by Magalhaes et al. (2010), Aciole et al. (2011), and Lima
et al. (2011) they achieved results which demonstrated the high potential larvicidal of
oxygenated sesquiterpene-rich essential oil. Lima et al. (2011) correlated the activity of
Spondias purpurea L. essential oil with high concentration of these compounds in blend.
Simas et al. (2004) noted that oxygenated sesquiterpenes were more effective than
monoterpenes and phenylpropanoids. For these authors, these results led to the hypothesis that
lipophilicity is an important tool for the larvicidal activity on A. aegypti.

Essential oils are complex chemical mixtures of major and minor compounds. In
general the bioactivity of essential oils is correlated to the major compounds. However is
important to note that among these secondary metabolites can have interactions; these
relations increase, decrease or no change the larvicidal activity of tested oils compared with
that from their isolated constituents (Waliwitiya et al. 2009). The synergistic phenomenon
exists in botanical preparations by the interaction between major and minor molecules. In
some cases the bioactivity of the blend is higher than those on purified compounds (Lahlou
2004a; Shaalan et al. 2005).

Cheng et al. (2009c) found that the leaf essential oil from Cryptomeria japonica
(Thunb. ex L. f.) D. Don (LCsp 28.4 mg/l) was more toxic to A. Aegypti larvae than its major
constituents, 16-kaurene (LCsy 57.0 mg/l) and elemol (LCs >100.0 mg/1) that are both present
on the samples at concentrations near to 20%. The authors suggest that the minor compounds
as 3-carene (LCsp25.3 mg/l), terpinolene (LCsp 32.1 mg/l), a-terpinene (LCsy 28.1 mg/l), and
y-terpinene (LCsp 26.8 mg/l) also contribute to the larvicidal activity, since they exhibited
great larvicidal potential.

In a study performed by Silva et al. (2008), B-caryophyllene and caryophyllene oxide
were found to be the major compounds of the leaf essential oil of Hyptis pectinata (L.) Poit.
This oil exhibited a LCsy value of 366 mg/l against A. aegypti larvae; whereas LCsy value of
-caryophyllene was 1202 mg/l and of caryophyllene oxide 125 mg/1.

With this review, we observed that the lowest LCso values on essential oils were
lower than that on their isolated compounds. For example, among the oils tested, the wood

essential oil from Callitris glaucophylla (LCso 0.69 mg/l) showed the highest larvicidal
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potential; whereas the lowest LCsy values showed for an isolated compound from essential oil
were 6.8 mg/l to the phenylpropanoids benzyl benzoate and benzyl salicylate.

The ecological role of essential oils on the plant defense occurs due the blends of
compounds and not because the individual ones. This shows us the importance of the
complexity of chemical composition of the natural products. Understand the mechanisms
involved in synergistic phenomenon are meaningful for the improvement of essential oil-
based larvicidal products.

These results support the idea of using complex natural product, without the isolation
of active compound. The production and marketing of essential oil can be much cheaper than
that for larvicide compounds, since the necessary process for the isolation or synthesis of
them are more expensive. So it is possible obtain an essential oil-based larvicidal product
economically viable, obtained from renewable resource and with greater acceptance by the
population. Thus, scientific research in this segment should be encouraged in order to
contribute to the development of these kinds of products.

Another further way to develop more effective natural products for use in mosquito
control is adding the synthetic compound piperonyl butoxide (PBO) to natural compounds.
PBO is an inhibitor of microsomal mono-oxygenases, which is involved in the metabolism
and detoxification of insecticides (Kumar et al. 2002). Waliwitiya et al. (2009) reported the
synergistic effect of PBO with phytochemicals. This study showed that plant-based products
containing PBO became more active, such that their required concentrations can be compared

to those of conventional larvicides.

61



Table 1. Plant essential oils that have been considered active (LCso < 100 mg/l) against Aedes aegypti L. (Diptera: Culicidae) larvae, according to the

criterion established by Cheng et al. (2003)

LCs,

Famlily and Species Part Used Plant Origin Major Constituents (mg/l) Reference
Amaranthaceae
Chenopodium ambrosioides L. Aerial Cuba a-terpineol 35 Leyva et al. 2009a
Aerial Ethiopia NI 9.1 Massebo et al. 2009
Anacardiaceae
Anacardium humile A. St.-Hil. Leaves Brazilian Savanna NI 20.9 Porto et al. 2008
Schinus molle L. Leaves Ethiopia NI 9.6 Massebo et al. 2009
Seeds Ethiopia NI 14.5 Massebo et al. 2009
Spondias purpurea L. Leaves Northeast of Brazil ~Caryophyllene oxide and a-cadinol 39.7 Lima et al. 2011
Annonaceae
Guatteria blepharophylla Mart. Leaves Brazilian Amazon  Caryophyllene oxide 58.72 Aciole et al. 2011
Guatteria friesiana Erkens & Maas Leaves Brazilian Amazon  B-eudesmol 52.6 Aciole et al. 2011
Guatteria hispida (R.E.Fr.) Erkens & Maas Leaves Brazilian Amazon  a-pinene and B-pinene 85.74 Aciole et al. 2011
Rollinia leptopetala R E. Fr. Stems Northeast of Brazil ~ Spathulenol 34.7 Feitosa et al. 2009
Apiaceae
Anethum graveolens L. Aerial Germany NI 50 Amer and Mehlhorn 2006
Apium graveolens L. Seeds Thailand (R)-(+)-limonene 42.1 Pitasawat et al. 2007
Carum carvi L. Seeds Thailand Carvone 54.62 Pitasawat et al. 2007
Daucus carota L. Root South Korea NI NI* Lee 2006
Foeniculum vulgare Mill. Fruits Thailand trans-anethole 49.3 Pitasawat et al. 2007
Seeds Bolivia NI 24.3 Chantraine et al. 1998
Araliaceae
Dendropanax morbifera Flower South Korea v-elemene 62.32 Chung et al. 2009
Aristolochiaceae
Asarum heterotropoides Leveille Root Korea Methyleugenol and safrole 23.8 Perumalsamy et al. 2009, 2010
Asteraceae
Baccharis sp. L. Aerial Bolivia NI 14.7 Chantraine et al. 1998
Coreopsis fasciculata Wedd. Aerial Bolivia NI 26.5 Chantraine et al. 1998
Eupatorium betonicaeforme (DC.) Baker Root Northeast of Brazil B-caryophyllene NT* Albuquerque et al. 2004
Helichrysum italicum G. Don f. NI France NI 100 Amer and Mehlhorn 2006
Senecio adenophylloides Sch. Bip. Leaves Bolivia NI 43.4 Chantraine et al. 1998
Tagetes erecta L. Leaves and Northeast of Brazil  Piperitone 79.78 Marques et al. 2011
Stem
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Continuation Table 1

Famlily and Species Part Used Plant Origin Major Constituents %n(l:gs}'l) Reference
Asteraceae
Tagetes patula L. Leaves India Limonene and terpinolene 13.57 Dharmagadda et al. 2005
Tagetes pusilla Kunth Seeds Bolivia NI 14.1 Chantraine et al. 1998
Boraginaceae
Cordia curassavica (Jacq.) Roem. & Schult. Leaves Southeast of Brazil cis-isolongifolone 87.70 Aciole 2009
Leaves Northeast of Brazil  o-pinene 97.7 Santos et al. 2006
Cordia leucomalloides Taroda Leaves Northeast of Brazil  J-cadinene and (E)- caryophyllene 63.1 Santos et al. 2006
Burseraceae
Boswellia carteri Birdw. Resins Somalia NI 10 Amer and Mehlhorn 2006
Commiphora myrrha (T. Nees) Engl. Stem bark South Korea NI NI* Lee 2006
Convolvulaceae
Ipomoea cairica (L.) Sweet Leaves India NI 22 Thomas et al. 2004
Cupressaceae
Cryptomeria japonica (Thunb. ex L. f.) D. Don Leaves Taiwan 16-kaurene and elemol 28.4 — Cheng et al. 2009¢
56.7
Leaves Taiwan NI 37.6 Cheng et al. 2003
Bark Taiwan NI 48.1 Cheng et al. 2003
Heartwood Taiwan NI 72 Cheng et al. 2003
Sapwood Taiwan NI 82.7 Cheng et al. 2003
Chamaecyparis formosensis Matsum. Wood Taiwan Myrtenol 38.6 Kuo et al. 2007
Callitris glaucophylla Joy Thomps. & L.P. Johnson =~ Wood Australia Guaiol and citronellic acid 0.69 Shaalan et al. 2006
Calocedrus formosana (Florin) Florin Heartwood Taiwan NI 75.2 Cheng et al. 2003
Bark Taiwan NI 51.8 Cheng et al. 2003
Leaves Taiwan NI 56.3 Cheng et al. 2003
Juniperus virginiana L. Wood USA NI 1 Amer and Mehlhorn 2006
Juniperus communis L. NI Austria NI 50 Amer and Mehlhorn 2006
Taiwania cryptomerioides Hayata Heartwood Taiwan NI 79.8 Cheng et al. 2003
Euphorbiaceae
Croton nepetaefolius Baill. Leaves Northeast of Brazil Methyleugenol 84 Morais et al. 2006
Croton regelianus Miill. Arg. Leaves Northeast of Brazil ~ Ascaridole, p—cymene, and camphor 24.2 Torres et al. 2008
Croton zehntneri Pax & K. Hoffm. Leaves Northeast of Brazil (E)-anethole 28 Morais et al. 2006
Leaves Northeast of Brazil (E)-anethole 56.2 Santos et al. 2007
Stalkes Northeast of Brazil (E)-anethole and p-anisaldehyde 51.3 Santos et al. 2007
Inflorescence Northeast of Brazil (E)-anethole 57.5 Santos et al. 2007
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Continuation Table 1

Famlily and Species Part Used Plant Origin Major Constituents %n(l:gs}'l) Reference
Euphorbiaceae
Phyllanthus amarus Sch. Et Thonn Aerial Nigeria Linalool 25 Oyewole et al. 2010
Fabaceae
Bauhinia acuruana Moric Leaves Northeast of Brazil  epi-a-cadinol 56.22 Gois 2010
Hymenaea courbaril L. Ripe fruit peels Northeast of Brazil a-copaene and spathulenol 14.8 Aguiar et al. 2010
Unripe fruit Northeast of Brazil ~Germacrene D and B-caryophyllene 28.4 Aguiar et al. 2010
peels
Lamiaceae
Hyptis martiusii Benth. Leaves Northeast of Brazil  §-3-carene and 1,8-cineol 18.5 Costa et al. 2005
Lavandula gibsoni J. Graham Aerial India a-terpinolen and thymol 48.32 Kulkarni et al. 2013
Mentha spicata L. Leaves India Carvone 56.08 Govindarajan et al. 2012
Leaves Ethiopia NI 67.8 Massebo et al. 2008
Nepeta cataria L. NI NI (E),(Z)-nepetalactone and 70 Zhu et al. 2006
(2),(E)-nepetalactone
Ocimum americanum L. Leaves and Northeast of Brazil  (E)-methyl-cinnamate 67 Cavalcanti et al. 2004
branches
Ocimum gratissimum L. Aerial Northeast of Brazil Eugenol 60 Cavalcanti et al. 2004
Ocimum lamiifolium Hochst. Ex Benth. Leaves Ethiopia NI 8.6 Massebo et al. 2009
Ocimum suave Willd. Leaves Ethiopia NI 29.8 Massebo et al. 2009
Origanum marjorana L. Leaves South Korea NI NI* Lee 2006
Plectranthus amboinicus (Lour.) Spreng. Leaves Northeast of Brazil ~ Carvacrol 51.8 Lima et al. 2011
Plectranthus mollis Spreng. Aerial India Piperitone oxide and fenchone 25.39 Kulkarni et al. 2013
Thymus serpyllum L. NI Turkey NI 1 Amer and Mehlhorn 2006
Thymus vulgaris L. Leaves Ethiopia NI 17 Massebo et al. 2009
Lauraceae
Cinnamomum camphora (L.) J. Presl NI Taiwan NI 10 Amer and Mehlhorn 2006
Cinnamomum cassia (L.) C. Presl NI NI Cinnamaldehyde 80 Zhu et al. 2006
Cinnamomum impressicostatum Kosterm. Leaves Malaysia Benzyl benzoate and a-phellandrene 10.7 Jantan et al. 2005
Leaves Malaysia NI 13.7 Jantan et al. 2003
Cinnamomum microphyllum Ridl. Leaves Malaysia Benzyl benzoate 6.7 Jantan et al. 2005
Leaves Malaysia NI 20.6 Jantan et al. 2003
Cinnamomum mollissimum Hook. F. Leaves Malaysia Benzyl benzoate 10.2 Jantan et al. 2005
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Famlily and Species Part Used Plant Origin Major Constituents %n(l:gs}'l) Reference
Lauraceae
Cinnamomum osmophloeum Kaneh. Leaves Taiwan NI 86.8 Cheng et al. 2003
Leaves Taiwan trans-cinnamaldehyde 36 Cheng et al. 2004
Leaves Taiwan trans-cinnamaldehyde and cinnamyl acetate 44 Cheng et al. 2004
Cinnamomum pubescens Kochummen Leaves Malaysia Benzyl benzoate 12.8 Jantan et al. 2005
Cinnamomum rhyncophyllum Miq. Leaves Malaysia Benzyl benzoate 6.2 Jantan et al. 2005
Cinnamomum scortechinii Gamble Leaves Malaysia B-phellandrene and linalool 21 Jantan et al. 2005
Cinnamomum sintoc Blume Leaves Malaysia Safrole 41 Jantan et al. 2005
Meliaceae
Guarea humaitensis T.D. Penn. Branches Brazilian Amazon  Caryophyllene epoxide 48.6 Magalhaes et al. 2010
Guarea scabra A. Juss. Leaves Brazilian Amazon  cis-caryophyllene 98.6 Magalhdes et al. 2010
Myrtaceae
Eucalyptus camaldulensis Dehnh. Leaves Taiwan a-pinene, a-phellandrene, and p-cymene 31 Cheng et al. 2009b
Eucalyptus citriodora Hook. Leaves Ethiopia NI 38.7 Massebo et al. 2009
NI NI p-menthane-3,8-diol 58 Zhu et al. 2006
Eucalyptus dunnii Maiden Leaves Argentina 1,8-cineol and y-terpinene 25.23 Lucia et al. 2008
Eucalyptus globulus Labill. Leaves Ethiopia 1,8-cineol 52 Massebo et al. 2009
Eucalyptus grandis W. Hill Leaves Argentina a-pinene 324 Lucia et al. 2007
Eucalyptus gunnii Hook. F. Leaves Argentina 1,8-cineol and p-cymene 21.13 Lucia et al. 2008
Eucalyptus saligna Sm. Leaves Argentina 1,8-cineol and p-cymene 22.16 Lucia et al. 2008
Eucalyptus tereticornis Sm. Leaves Argentina B-phellandrene and 1,8-cineol 22.14 Lucia et al. 2008
Eucalyptus urophylla S.T. Blake Leaves Taiwan 1,8-cineol 95.5 Cheng et al. 2009b
Eugenia melanadenia Krug & Urb. Leaves Pinar del Rio, 1,8-cineol 85 Aguilera et al. 2003
Cuba
Melaleuca leucadendron (L.) L. NI Cuba 1,8-cineol, a-pinene and a-terpineol 41 Leyva et al. 2008
Myrtus communis L. Leaves and France NI 50 Amer and Mehlhorn 2006
Twigs
Pimenta dioica (L.) Merr. Leaves Southeast of Brazil  Eugenol 38.8 Marinho 2010
Pimenta pseudocaryophyllus (Gomes) Landrum Leaves Southeast of Brazil ~Chavibetol (m-eugenol) 44.1 Aciole 2009
Pimenta racemosa (Mill.) ].W. Moore Leaves Cuba Terpinem-4-ol and 1,8-cineol 27 Leyva et al. 2009a
Psidium guajava L. Leaves Northeast of Brazil  1,8-cineol and B-caryophyllene 24 Lima et al. 2011
Psidium rotundatum Griseb. Leaves Cuba 1,8-cineol 63 Aguilera et al. 2003
Syzygium aromaticum (L.) Merr. & L.M. Perry Flowers Northeast of Brazil Eugenol 214 Costa et al. 2005
NI NI Eugenol 62.3 Barbosa et al. 2012a
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Famlily and Species Part Used Plant Origin Major Constituents %n(l:gs}'l) Reference
Pinaceae
Pinus caribaea Morelet Leaves Cuba NI 51 Leyva et al. 2009b
Pinus longifolia Salisb. NI India K—terpineole 82.1 Ansari et al. 2005
Pinus tropicalis Morelet Leaves Cuba NI 42 Leyva et al. 2009b
Pinus sp. L. (Turpentine) Resin Argentina a-pinene and B-pinene 14.7 Lucia et al. 2007
Piperaceae
Piper aduncum L. NI Cuba Dillapiole 57 Leyva et al. 2009a
Aerial Brazilian Amazon  Dillapiole 54.5 Almeida et al. 2009
Piper auritum Kunth. Leaves Cuba Safrole 17 Leyva et al. 2009a
Piper betle L. NI Indonesia Citronellal 13.1 Wahyuni 2012
Piper hostmanianum (Miq.) C. DC. Leaves Brazilian Amazon  Asaricin and myristicin 54 Morais et al. 2007
Piper klotzschianum (Kunth) C. DC. Seeds Southeast of Brazil  1-butyl-3,4-methylenedioxybenzene, 13.27 Nascimento et al. 2013
limonene, and o-phellandrene
Root Southeast of Brazil  1-butyl-3,4-methylenedioxybenzene 10.0 Nascimento et al. 2013
Piper marginatum Jacq. Leaves Northeast of Brazil Isoelemecin and apiole 8.29 Costa et al. 2010a
Leaves Northeast of Brazil (Z)-asarone 23.8 Autran et al. 2009
Stem Northeast of Brazil (E)-asarone 19.9 Autran et al. 2009
Inflorescence Northeast of Brazil  Patchouli alcohol and (E)-asarone 19.9 Autran et al. 2009
Piper nigrum L. Seeds Ethiopia NI 9 Massebo et al. 2009
Seeds Sri Lanka (E)-caryophyllene and caryophyllene oxide 50 Amer and Mehlhorn 2006
Piper permucronatum Yunck. Leaves Brazilian Amazon  Dillapiole and myristicin 36 Morais et al. 2007
Poaceae
Cymbopogon citratus (DC.) Stapf Leaves Northeast of Brazil ~ Geranial 69 Cavalcanti et al. 2004
Cymbopogon winterianus Jowitt ex Bor Leaves Northeast of Brazil NI 98 Mendonga et al. 2005
Vetiveria zizanioides (L.) Nash Root Bolivia NI 31.5 Chantraine et al. 1998
Ranunculaceae
Nigella sativa L. Leaves Ethiopia NI 32 Massebo et al. 2009
Rutaceae
Amyris balsamifera L. Wood Haiti NI 1 Amer and Mehlhorn 2006
Wood Haiti Elemol and eudesmols 52 Zhu et al. 2006
Chloroxylon swietenia DC. Leaves India Geijerene 16.5 Kiran et al. 2006
Stems India Geijerene and limonene 20.2 Kiran et al. 2006
Citrus bergamia Risso Fruit peels South Korea NI NI* Lee 2006
Citrus limon (L.) Osbeck Fruit peels Italy NI 10 Amer and Mehlhorn 2006
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Famlily and Species Part Used Plant Origin Major Constituents %n(l:gs}'l) Reference
Rutaceae
Clausena excavata Burm. f. Leaves Taiwan Safrole and terpinolene 37.1 Cheng et al. 2009a
Twigs Taiwan Safrole 40.1 Cheng et al. 2009a
Feronia limonia (L.) Swingle Leaves India Estragole and B-pinene 11.59 Senthilkumar et al. 2013
Zanthoxylum armatum DC. Seeds New Delhi, India Linalool 54 Tiwary et al. 2007
Zanthoxylum limonella Alston Fruits Thailand (R)-(+)-limonene 24.6 Pitasawat et al. 2007
Santalaceae
Santalum album L. Wood India Guaiol, elemol and eudesmol 10 Amer and Mehlhorn 2006
Scrophulariaceae
Capraria biflora L. Leaves Northeast of Brazil  o-humulene 73.39 Souza et al. 2012a
Stemodia maritima L. Stem Northeast of Brazil = B-caryophyllene and caryophyllene oxide 22.9 Arriaga et al. 2007
Leaves -caryophyllene 55.4 Arriaga et al. 2007
Verbenaceae
Lantana camara L. Leaves Northeast of Brazil = Bicyclogermacrene and (E)-caryophyllene 42.3 Costa et al. 2010b
Lippia adoensis Hochst. Leaves Ethiopia NI 47 Massebo et al. 2009
Lippia citriodora Kunth. NI France NI 100 Amer and Mehlhorn 2006
Lippia gracilis Schauer Leaves Northeast of Brazil ~ Carvacrol 26 Santiago et al. 2006
Leaves Northeast of Brazil ~ Carvacrol 98 Silva et al. 2008
Lippia sidoides Cham. Leaves Northeast of Brazil Thymol 19.5 Costa et al. 2005
Leaves Northeast of Brazil Thymol 56 Morais et al. 2006
Leaves Northeast of Brazil Thymol 63 Cavalcanti et al. 2004
Zingiberaceae
Alpinia purpurata (Viell.) K. Schum. Red flower Northeast of Brazil  B-caryophyllene and B-pinene 80.7 Santos et al. 2012
Pink flower Northeast of Brazil  -pinene and B-caryophyllene 71.5 Santos et al. 2012
Curcuma aromatica Salisb. Rhizomes Thailand 1H-3a,7-methanoazulene and curcumene 36.3 Choochote et al. 2005
Curcuma domestica Valeton Rhizomes Malaysia NI 20.9 Jantan et al. 2003
Curcuma longa L. Rhizomes Cuba Turmerone, curcumene, and zingiberene 25 Leyva et al. 2008
Curcuma xanthorrhiza Roxb. Rhizomes Malaysia NI 74.2 Jantan et al. 2003
Curcuma zedoaria Roxb. Rhizomes Thailand 1,8-cineol and p-cymene 31.87 Pitasawat et al. 2007
Zingiber officinale Roscoe Rhizome India NI 100 Prajapati et al. 2005

NI Information is not available.

* Results expressed as percentage of larval mortality
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Table 2. Plant essential oils that have been considered not active (LCso > 100 mg/1) against Aedes aegypti L. (Diptera: Culicidae) larvae, according to the

criterion established by Cheng et al. (2003)

Family and Species Part Used Plant Origin Major Constituents LCsy (mg/l)  Reference
Amaranthaceae
Achyranthes aspera L. Leaves India NI 761 Khandagle et al. 2011
Stems India NI 668 Khandagle et al. 2011
Anacardiaceae
Schinus terebenthifolia Raddi Fruits Southeast of Brazil 6-3-carene 117.34 Silva et al. 2010
Annonaceae
Rollinia leptopetala R E. Fr. Leaves Northeast of Brazil Linalool and 1,8-cineol 104.7 Feitosa et al. 2009
Apiaceae
Cuminum cyminum L. Seed India NI >150 Prajapati et al. 2005
Asteraceae
Ageratum conyzoides L. Leaves Northeast of Brazil NI 148 Mendonga et al. 2005
Artemisia abrotanum L. NI Cuba NI 193 Leyva et al. 2008
Cupressaceae
Calocedrus formosana (Florin) Florin Sapwood Taiwan NI 104.8 Cheng et al. 2003
Cunninghamia lanceolata (Lamb.) Hook. Heartwood  Taiwan NI 106.4 Cheng et al. 2003
Sapwood Taiwan NI 172.2 Cheng et al. 2003
Taiwania cryptomerioides Hayata Sapwood Taiwan NI 240 Cheng et al. 2003
Cyperaceae
Cyperus scariosus R. Br. Flower India NI >250 Prajapati et al. 2005
Euphorbiaceae
Croton argyrophylloides Mill. Arg. Leaves Northeast of Brazil a-pinene 102 Morais et al. 2006
Croton heliotropiifolius Kunth Leaves Northeast of Brazil B-caryophyllene 550.68 Silva 2006
Croton pulegiodorus Baill. Leaves Northeast of Brazil B-caryophyllene 158.81 Silva 2006
Croton sonderianus Miill. Arg. Leaves Northeast of Brazil B-phelandrene and B-trans-guaiene 104 Morais et al. 2006
Fabaceae
Pterodon polygalaeflorus Benth. Dried fruits ~ Northeast of Brazil B-caryophyllene 134.9 Pimenta et al. 2006
Lamiaceae
Hyptis fruticosa Salzm. Ex Benth. Leaves Northeast of Brazil 1,8-cineol 502.68 Silva 2006
Hyptis pectinata (L.) Poit. Leaves Northeast of Brazil B-caryophyllene and caryophyllene oxide 366.35 Silva 2006
Hyptis suaveolens (L.) Poit. Leaves and  Northeast of Brazil 1,8-cineol and trans-caryophyllene 261 Cavalcanti et al. 2004
branches
Mentha piperita L. Leaves India Menthol 111.9 Kumar et al. 2011
Ocimum basilicum L. Leaves India NI 200 Prajapati et al. 2005
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Family and Species Part Used Plant Origin Major Constituents LCsy (mg/l)  Reference
Lamiaceae
Rosmarinus officinalis L. Shoot India NI 250 Prajapati et al. 2005
NI NI NI > 500 Waliwitiya et al. 2009
Lauraceae
Aniba duckei Kosterm. Leaves Brazilian Amazon Linalool 250.61 Teles 2009
Cinnamomum cordatum Kosterm. Leaves Malaysia Linalool and methyl cinnamate 183.6 Jantan et al. 2005
Cinnamomum osmophleum Kaneh. Leaves Taiwan T-cadinol and a-cadinol 108 Cheng et al. 2004
Leaves Taiwan Camphor 115 Cheng et al. 2004
Leaves Taiwan NI 120 Cheng et al. 2003
Leaves Taiwan Linalool 177 Cheng et al. 2004
Cinnamomum zeylanicum Blume. Bark India NI > 150 Prajapati et al. 2005
Guarea convergens T.D. Penn. Branches Brazilian Amazon a-santalene and a-copaene 145 Magalhaes et al. 2010
Guarea silvatica C. DC. Leaves Brazilian Amazon Caryophyllene oxide 117.8 Magalhaes et al. 2010
Branches Brazilian Amazon Spathulenol 273.6 Magalhaes et al. 2010
Myrtaceae
Myrcia ovata Cambess. Leaves Northeast of Brazil Neral and geranial 192 Lima et al. 2011
Syzygium jambolana (Lam.) DC. Leaves and  Northeast of Brazil (Z)-ocimene and (E)-ocimene 433 Cavalcanti et al. 2004
branches
Piperaceae
Piper gaudichaudianum Kunth Leaves Brazilian Amazon Viridiflorol and aromadendrene 121 Morais et al. 2007
Piper humaytanum Yunck. Leaves Brazilian Amazon Caryophyllene oxide and -selinene 156 Morais et al. 2007
Rutaceae
Clausena anisata (Willd.) Hook. f. ex Benth Leaves India B-pinene and sabinene 130.19 Govindarajan 2010
Clausena dentata (Willd.) Roem. Leaves India Sabinene, biofloratriene, and borneol 140.2 Rajkumar and Jebanesan 2010
Citrus limonia (L.) Osbeck Fruit peels Northeast of Brazil Limonene 519 Cavalcanti et al. 2004
Citrus sinensis (L.) Osbeck Fruit peels Northeast of Brazil Limonene 538 Cavalcanti et al. 2004
Verbenaceae
Lantana montevidensis (Spreng.) Briq. Leaves Northeast of Brazil (Z)-caryophyllene and valencene 117 Costa et al. 2010
Zingiberaceae
Alpinia zerumbet (Pers.) B.L. Burtt & R.M. Sm. Leaves and  Northeast of Brazil 1,8-cineol and terpinen-4-ol 313 Cavalcanti et al. 2004
branches
Boesenbergia pandurata (Roxb.) Schltr. Rhizome Malaysia NI 149.2 Jantan et al. 2003
Curcuma aeruginosa Roxb. Rhizome Malaysia NI 103.1 Jantan et al. 2003
Hedychium bousigonianum Pierre ex Gagnep.  Rhizome USA 1,8-cineol and B-pinene NI* Sakhanokho et al. 2013
Hedychium elatum Horan. Rhizome USA B-pinene and linalool NI* Sakhanokho et al. 2013
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Family and Species Part Used Plant Origin Major Constituents LCsy (mg/l)  Reference

Zingiberaceae
Hedychium flavescens Carey ex Roscoe Rhizome USA Linalool and B-pinene NI* Sakhanokho et al. 2013
Hedychium flavum Roxb. Rhizome USA 1,8-cineol and B-pinene NI* Sakhanokho et al. 2013
Hedychium forrestii Diels Rhizome USA Linalool NI* Sakhanokho et al. 2013
Hedychium thyrsiforme Sm. Rhizome USA 1,8-cineol and B-pinene NI* Sakhanokho et al. 2013
Zingiber officinalis Roscoe Rhizome Malaysia NI 197.2 Jantan et al. 2003

Rhizome India NI 154 Khandagle et al. 2011

Zingiber zerumbet (L.) Roscoe ex Sm. Rhizome Malaysia NI 102.6 Jantan et al. 2003

NI Information is not available.
* Results expressed as percentage of larval mortality
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Table 3. Metabolites from essential oils that have been considered active (LCsyp < 100 mg/l) against

Aedes aegypti L. (Diptera: Culicidae) larvae, according to the criterion established by Cheng et al.

(2003)
Classes Constituents LCsy (mg/l) Reference
Monoterpene hydrocarbons A’-carene 25.3 Cheng et al.2009a
19.2 Perumalsamy et al. 2009
60 Kim et al. 2008
(—)-camphene 67 Perumalsamy et al. 2009
p-cymene 19.2 Cheng et al. 2009b
37.1 Cheng et al. 2009¢
43.3 Cheng et al. 2009a
51 Santos et al. 2010
Fenchene 69.3 Perumalsamy et al. 2009
Limonene 18.1 Cheng et al. 2009b
19.4 Cheng et al. 2009a
12.01 Govindarajan et al. 2012
R-(+)-limonene 27 Santos et al. 2011
24.47 Perumalsamy et al. 2009
37 Silva et al. 2008
S-(-)-limonene 30 Santos et al. 2011
B-myrcene 279 Cheng et al. 2009a
35.8 Cheng et al. 2009¢
66.42 Perumalsamy et al. 2009
o-phellandrene 16.6 Cheng et al. 2009b
23.1 Perumalsamy et al. 2009
o-pinene 15.4 Lucia et al. 2007
79.1 Cheng et al. 2009¢
(+)-0-pinene 50.92 Perumalsamy et al. 2009
74.3 Simas et al. 2004
(-)-o-pinene 64.80 Perumalsamy et al. 2009
B-pinene 27 Govindarajan 2010
12.1 Lucia et al. 2007
(+)-B-pinene 22.39 Perumalsamy et al. 2009
42.5 Simas et al. 2004
(-)-B-pinene 15.40 Perumalsamy et al. 2009
Sabinene 21 Govindarajan 2010
27.3 Rajkumar and Jebanesan 2010
o-terpinene 14.7 Cheng et al. 2009b
28.1 Cheng et al. 2009¢
y-terpinene 17.1 Perumalsamy et al. 2009
26.8 Cheng et al. 2009a; 2009b
30.7 Cheng et al. 2009¢
56 Santos et al. 2011
95 Silva et al. 2008
Terpinolene 28.4 Cheng et al. 2009c
32.1 Cheng et al. 2009a; 2009b
15.3 Perumalsamy et al. 2009
Oxygenated monoterpenes Ascaridole 9.6 Torres et al. 2008
Borneol 43.5 Rajkumar and Jebanesan 2010
94.9 Perumalsamy et al. 2009
Camphene 67.02 Perumalsamy et al. 2009
Carvacrol 58.9 Lima et al. 2011
69 Santos et al. 2010
70 Silva et al. 2008
cis-carveol 32.88 Govindarajan et al. 2012

71

Cont.



Continuation Table 3

Classes Constituents LCsy (mg/l) Reference
Oxygenated monoterpenes RS-carvone 23.69 Govindarajan et al. 2012
118 Santos et al. 2011
R-(-)-carvone 152 Santos et al. 2011
43.8 Simas et al. 2004
S-(+)-carvone 124 Santos et al. 2011
1,8-cineol 48 Lima et al. 2011
57 Lucia et al. 2007
75 Perumalsamy et al. 2009
Citronellol 49.9 Ali et al. 2013
Geraniol 493 Ali et al. 2013
69 Santos et al. 2010
70 Silva et al. 2008
81.6 Simas et al. 2004
Geranyl formate 58.5 Ali et al. 2013
Linalool 38.64 Govindarajan 2010
96.6 Perumalsamy et al. 2009
Pulegone 39.6 Waliwitiya et al. 2009
Terpinen-4-ol 64.76 Perumalsamy et al. 2009
Thymol 53.5 Waliwitiya et al. 2009
79 Silva et al. 2008
81 Santos et al. 2010
3,5-dimethoxytoluene 64.05 Perumalsamy et al. 2009
3.4,5-trimethoxytoluene 67.13 Perumalsamy et al. 2009
Verbenone 93.16 Perumalsamy et al. 2009
Sesquiterpene hydrocarbons  Germacrene D 18 Govindarajan 2010
63 Kiran et al. 2006
Geijerene 43 Kiran et al. 2006
B-caryophyllene 88.3 Perumalsamy et al. 2009
Oxygenated Sesquiterpenes B-bisabolol 33.2 Rajkumar and Jebanesan 2010
(E),(E)-farnesol 13 Simas et al. 2004
(E)-nerolidol 9.0 Chantraine et al. 1998
13.4 Ali et al. 2013
17.0 Simas et al. 2004
Diterpenes 16-kaurene 57 Cheng et al. 2009¢
Phenylpropanoids (E)-anethole 14.8 Chantraine et al. 1998
42 Cheng et al. 2004
67 Waliwitiya et al. 2009
69.2 Santos et al. 2007
(E)-asarone 27 Perumalsamy et al. 2010
(Z)-asarone 16** Ciccia et al. 2000
Benzyl benzoate 6.8 Jantan et al. 2005
Benzyl salicylate 6.8 Jantan et al. 2005
(E)-cinnamaldehyde 24.4 Simas et al. 2004
29 Cheng et al. 2004
51.3 Kim et al. 2008
Cinnamyl acetate 33 Cheng et al. 2004
Methyl cinnamate 16.8 Jantan et al. 2005
26 Cheng et al. 2004
Ethyl cinnamate 39.5 Kim et al. 2008
33 Cheng et al. 2004
Ethyl-p-methoxycinnamate 18.9 Kim et al. 2008
p-methoxycinnamic acid 61 Kim et al. 2008
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Continuation Table 3

Classes Constituents LCsy (mg/l) Reference
Phenylpropanoids Eugenol 33 Cheng et al. 2004
44.5 Simas et al. 2004
82.8 Pandey et al. 2013
88 Santos et al. 2010
89.9 Jantan et al. 2005
Methyleugenol 57.6 Perumalsamy et al. 2009, 2010
Estragole 12.7 Govindarajan 2010
46.4 Perumalsamy et al. 2009
Myristicin 72.98 Perumalsamy et al. 2009
Safrole 49 Simas et al. 2004
32.1 Jantan et al. 2005
9.88 Perumalsamy et al. 2009
2,2-dimethyl-6-vinylchroman-4-one NI* Albuquerque et al. 2004

NI Information is not available.
* Results expressed as percentage of larval mortality
** Result expressed as LCqy (mg/1)
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Table 4. Metabolites from essential oils that have been considered not active (LCsy >
100 mg/l) against Aedes aegypti L. (Diptera: Culicidae) larvae, according to the
criterion established by Cheng et al. (2003)

Classes Constituents LCsy (mg/l) Reference
Monoterpene hydrocarbons 3-carene 150 Santos et al. 2011
Myrcene > 500 Waliwitiya et al. 2009
a-pinene > 500 Waliwitiya et al. 2009
B-pinene > 500 Waliwitiya et al. 2009
Oxygenated monoterpenes (+)-borneol > 100 Kim et al. 2008
(-)-borneol > 100 Kim et al. 2008
Borneol 610 Santos et al. 2010
Borneol acetate > 500 Waliwitiya et al. 2009
Isoborneol 598 Santos et al. 2010
(-)-camphene > 100 Kim et al. 2008
220 Santos et al. 2010
(+)-camphene 406 Santos et al. 2010
Camphor 271.5 Jantan et al. 2005
> 500 Waliwitiya et al. 2009
657 Santos et al. 2010
1,4-cineol 751 Santos et al. 2010
1,8-cineol > 100 Kim et al. 2008
642.4 Jantan et al. 2005
1381 Silva et al. 2008
1419 Santos et al. 2010
Citronellal 174 Waliwitiya et al. 2009
> 100 Simas et al. 2004
Citronellyl formate > 100 Ali et al. 2013
Eucarvone 130.35 Perumalsamy et al. 2009
Geranic acid > 100 Ali et al. 2013
Geraniol 415 Pandey et al. 2013
Limonene oxide 517 Santos et al. 2011
Linalool >100 Simas et al. 2004; Ali et al. 2013
157.4 Jantan et al. 2005
242.6 Pandey et al. 2013
> 500 Waliwitiya et al. 2009
Menthol > 100 Simas et al. 2004
365.8 Pandey et al. 2013
404 Santos et al. 2011
Menthone 508 Santos et al. 2011
Isomenthone NI Ali et al. 2013
Isopulegol 297 Santos et al. 2011
Neoisopulegol 554 Santos et al. 2011
Terpineol 331.7 Pandey et al. 2013
a-terpineol 111.78 Perumalsamy et al. 2009
(+)-a-terpineol > 100 Kim et al. 2008
(-)-a-terpineol > 100 Kim et al. 2008
(-)-terpinen-4-ol > 100 Cheng et al. 2009¢
Sesquiterpene hydrocarbons  B-caryophyllene 1202 Silva et al. 2008
Oxygenated Sesquiterpenes Caryophyllene oxide 125 Silva et al. 2008
Elemol > 100 Cheng et al. 2009¢
B-eudesmol > 100 Cheng et al. 2009¢
Phenylpropanoids Bornyl Acetate > 500 Waliwitiya et al. 2009
Eugenol 142.9 Waliwitiya et al. 2009
Methyleugenol 350.9 Jantan et al. 2005

NI Information is not available.
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Factors affecting the larvicidal activity of essential oils and their compounds

The toxic potential of essential oils and their compounds against A. aegypti larvae may
vary significantly according to intrinsic and extrinsic factors. Plant species, plant parts,
age of the plant, chemotypes, and geographic conditions (such as season, rainfall,
humidity percentage, temperature, sunlight, and altitude) in which the plant was
collected, larval source, and methods used, in general, induce different responses on the
larvae (Morais 2009; Barbosa et al. 2012b).

Cheng et al. (2003) related quite different results for the essential oils from
heartwood, bark, leaves, and sapwood of Calocedrus formosana (Florin) Florin. Similar
results were observed in the same study for heartwood and sapwood oil of Taiwania
cryptomerioides Hayata; the first plant part provided an essential oil that was active
against A. aegypti larvae (LCsp 79.8 mg/l) and the second one provided inactive oil
(LCsp 240 mg/l).

Arriaga et al. (2007) revealed that the essential oil from stem of Stemodia
maritima L. showed LCsy of 22.9 mg/l, whereas the leaf essential oil from this species
was less active (LCso 55.4 mg/l). The essential oil from Rollinia leptopetala R.E. Fr.
stem (LCsp 34.7 mg/l) was also more active than that from its leaves (LCsg 104.7 mg/l)
(Feitosa et al. 2009). These results can be explained by the differences on the chemical
composition of essential oils from these plant parts.

Cheng et al. (2009¢) compared the larvicidal potential of leaf essential oils
from Cryptomeria japonica at different ages (58, 42, and 26 years old). Although the
percentage of the two major compounds (16-kaurene and elemol) in the oils have not
been changed significantly among the three samples, their toxicity against A. aegypti
larvae varied; the 58-years old tree was most active, showing a LCsy of 28.4 mg/l, than
the 42-years old (LCsg 39.2 mg/l) and the 26-years old tree (LCsg 56.7 mg/l). These
results indicated that essential oils obtained from tree with different ages have
significant influence on A. aegypti larvicidal activity.

Five chemotypes of indigenous Cinnamomum osmophloeum Kaneh. showed
different larvicidal potential; the linalool type, camphor type, and mixed type (T-cadinol
and a-cadinol) were considered inactive (LCsp > 100 mg/l), whereas the
cinnamaldehyde type, cinnamaldehyde/cinnamyl acetate type were highly active (LCs

< 50 mg/1) (Cheng et al. 2004).
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Additionally, the different ecological niche of mosquito larvae can influence on
their susceptibility to toxic compounds. There is the hypothesis that the field collected
larvae are more resistant to chemicals than those reared in laboratory, because the first
ones are better adapted to adjust to environmental variations and have a higher genetic
variability (George and Vincent 2005; Sun et al. 2006). Simas et al. (2004) tested (R)-(-
)-carvone against larvae reared in laboratory for more than ten years and showed a good
potential of this compound (LCsy 43.8 mg/l); however (R)-(-)-carvone was not active
(LCsp 158 mg/l) when tested against larvae collected in field where it is known that has
larvae strain resistant to temephos (Santos et al. 2011).

Barbosa et al. (2012a) tested some compounds and Syzygium aromaticum (L.)
Merr. essential oil against field collected strain which is resistant to temephos and also
tested against Rockefeller strain, susceptible to temephos. It was possible to observe
different results for both strains, such as in case of eugenol which exhibited LCsy values
of 93 and 71 mg/l on field collected and Rockefeller larvae, respectively. However, the
results against both strains did not show statistically significant difference. This
indicates that S. aromaticum essential oil and the analyzed compounds as eugenol do
not exhibit cross-resistance with temephos.

Another factor that can change the potential of compounds is the larval instar.
There are four mosquito larval stages (Consoli and Oliveira 1994). Waliwitiya et al.
(2009), investigating the toxicity of several monoterpenes, trans-anethole and
Rosmarinus officinalis L. essential oil against A. aegypti larvae of first to fourth instars,
observed that the activity of the samples decreased according to larval growth. During
larval growth, the larvae acquire higher capacity of detoxification and development
alterations in cuticle thickness. These larval features may contribute to decrease
compounds potential.

Different methodologies and analysis used in the experiments can also lead to
contradictory results (Santos et al. 2010; Barbosa et al. 2012a). For example,
methyleugenol was active (LCso 57.6 mg/l) when tested by Perumalsamy et al. (2010)
and inactive (LCso 350.9 mg/l) when tested by Jantan et al. (2005). Silva et al. (2008)
showed that LCsy value of B-caryophyllene was 1202 mg/L, whereas for Perumalsamy
et al. (2009) this value was 88.3 mg/l. Other compounds, as 1,8-cineol, a-pinene, -

pinene, (-)-camphene, and linalool, showed different potential against A. aegypti larvae,
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when tested by different authors, probably due to differences in the methodology
performed to achieve the larvicidal activity (Table 3 and 4).

According to Lahlou (2004a), the biological tests results are dependent of
laboratory conditions (temperature, photoperiod), materials, and models used for the
experimentation. Standardization of the testing procedures is desirable in order to
provide data from scientific researches carried out in different laboratories and

institutions that can be compared and utilized by national authorities (WHO 2005).

Structure-activity relationships of essential oils compounds

The relation between larvicidal effect and essential oil chemical composition is difficult
to be determined, because the interactions among the compounds may influence the
activity of the mixture. Thus, some authors have identified chemical structural
characteristics on major compounds of essential oils which may contribute to the
understanding on larvicidal effect (Santos et al. 2010, 2011; Barbosa et al. 2012a).

The lipophilicity plays a key role in modulating the larvicidal activity; the
association between lipophilic compounds and protein deactivation/enzyme inhibition
can be a reasonable explanation for this fact (Ryan and Byrne 1988). We will show
below in more detail the important structural characteristics for effective larvicidal
activity of monoterpenes, sesquiterpenes and phenylpropanoids, and their derivatives.

Phenol (1) exhibited LCsy value of 194 mg/l for A. aegypti larvae, whereas
compounds that have lipophilic groups as CH chain outside the ring of phenol such as
thymol (2) (LCsy 81 mg/l) and carvacrol (3) (LCso 69 mg/l) showed larvicidal activity
higher than phenol (Santos et al. 2010).

The double bonds are important in the larvicidal activity of natural molecules,
because hydrogenation of them decreases the lipophilic character of these compounds,
restricting their passage through the larvae cuticle (Lomonaco et al. 2009). It is
interesting to note the importance of exocyclic double blonds, for instance, in the
comparison between a-pinene (4) and B-pinene (5). According to Simas et al. (2004),
Lucia et al. (2007), and Peumalsamy et al. (2009), B-pinene, that possesses exocyclic
double blond, is more toxic to A. aegypti larvae than a-pinene which has endocyclic
double blond (Table 2). Similar data were found by Santos et al. (2011) who showed

that LCs value of R-limonene (6) (with endo and exocyclic double bonds) was 27 mg/l;
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whereas for y-terpinene (8), compound in which exhibits two endocyclic double bond,
the LCsop was 56 mg/l1 to larvicide action.

The phenylpropanoids benzyl benzoate and benzyl salicylate were the most
active compounds; this high larvicidal potential can be contributed by the higher
number of conjugated double bonds in the aromatic ring. In general, aromatic molecules
are more toxic to A. aegypti larvae than aliphatic ones. The electronic density and
aromatic ring planarity seems to influence the potentiality of these substances (Santos et
al. 2010).

Following the same sight, a high number of hydroxyl groups decrease potency.
Lopez et al. (2005) reported that this structural characteristic prevents molecule
penetration through mosquito cuticle then it does not reach its specific targets. Although
carvacrol (3) and thymol (4) have conjugated double bonds in their aromatic rings they
also have a hydroxyl group each one, thus they do not exhibited high larvicidal active
against A. aegypti (Santos et al. 2010). The same chemical structure, but without the
hydroxyl group, represented by p-cymene (9) was more potent to this action (LCsp 51
mg/1).

Barbosa et al. (2012a) evaluated structure—activity relationships of derivatives
of eugenol (10). The lowest potency was observed for the compound in which the
double bond on the side chain was removed to add a hydroxyl (11) (LCsy 1415.1 mg/l).
Among the derivatives, the one which was more potent than eugenol (LCsy 93.3 mg/l)
was 1-ethoxy-2-methoxy-4-(2-propen-1-yl)-benzene (12) (LCsy 67.2 mg/l). This
compound is different of eugenol, because the phenolic proton of eugenol was removed
and then added an ethyl group.

In general, the acetylation of the hydroxyl group in oxygenated monoterpenes
increases the activity of them; e. g. eugenyl acetate (LCsy 50.2 mg/l) was more potent
than eugenol (LCsy 82.8 mg/l). Some structural features, such as shape, degree of
unsaturation, and functional groups influence on the larvicidal activity (Pandey et al.
2013).

A compound having an aliphatic aldehyde conjugated with an aromatic ring is
quite potent. This fact is reinforced by comparing the larvicidal activity of (E)-
cinnamaldehyde (13) (LCsy 24.4 mg/1) with that of citronellal (14) which is not aromatic
and was inactive for larvae of A. aegypti (Simas et al. 2004). The studies by Cheng
(2004) and Santos et al. (2010) have also confirmed this data. The first study showed

78



that the LCsy of benzaldehyde (15) after 48 hours was 33 mg/l. The second study
compared the bioactivity of phenol (1) (LCsy 194 mg/l) and salicylaldehyde (16) (LCs
136 mg/l).

Some essential oils compounds have stereoisomers. The chiral compounds are
recognized by receptors and enzymes in different ways. This influences their mode of
action and lead to different biological potential (Lahlou 2004b). In table 2 we show
different larvicidal potential for a-pinene and B-pinene enantiomers. In addition, the
larvicidal potential of enantiomers (S)-(+)-carvone (17) (LCsyp 124 mg/l) and (R)-(-)-
carvone (18) (LCsy 152 mg/l); (+)-camphene (19) (LCsy 406 mg/l) and (-)-camphene
(20) (LCsp 220 mg/l) were significantly different. In contrast, (R)-(+)-limonene (6)
(LCso 27 mg/l) and (S)-(-)-limonene (7) (LCso 30 mg/l) exhibited similar potential
profiles (Santos et al. 2010, 2011).

According to Santos et al. (2011), neoisopulegol (21) exhibited a LCs, value of
554 mg/l. It was less potent than its diastereoisomer isopulegol (22) (LCsg 297 mg/l).
However, this difference was not observed between borneol (23) (LCsy 610 mg/l) and
isoborneol (24) (LCsy 598 mg/l) (Santos et al. 2010).

The evaluation of structure-eactivity relationships of larvicidal compounds may
contribute to the search for further compounds with similarly high or even higher
activity. This knowledge may indicate synthesis pathways for the production of
insecticides more effective and less toxic and, in addition, can promote the

understanding of the mode of action of these larvicidal compounds.
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Fig. 1 Chemical structures of compounds that were studied for their larvicidal activity

against Aedes aegypti L. (Diptera: Culicidae)
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Mode of action

Few studies have been conducted on determining the larvicidal mechanisms of action of
essential oils and their compounds against A. aegypti larvae. Essential oils are complex
mixture of chemical compounds. Hence several mechanisms of toxicity on insects could
be involved. Protein denaturalization, enzymatic inhibition and membrane
disintegration are some of the suggested modes (Regnault-Roger 1997; Cavalca et al.
2010).

Insecticides can affect the insects by various modes of action. They may be
ingested and absorbed through the digestive tract. The respiratory system and the body
may be the target by fumigants, suffocants, and desiccants actions. Some compounds
may act as hormones inhibiting the growth and development of the insect (Hemingway
and Ranson 2005).

According to Cantrell et al. (2010), larvicide compounds act by absorption
through the cuticle, via the respiratory tract, and/or enter by ingestion via the
gastrointestinal. Then in the interior of the larva the substances can reach the site of
action or can cause systemic effects by diffusion in different tissues (Souza et al.
2012b).

In addition, the lipophilicity of the essential oils constituents enables disruption
and penetration through the lipoprotein matrix of the insect cell membrane (Satyan et al.
2009). Franzios et al. (1997) indicate that many of essential oils deter insects feeding,
while some others are insect growth regulators through analogs or antagonistic effects
to the endogenous hormones.

Some authors suggest that the rapid effect on some natural larvicides is an
indicative of their neurotoxic mode of action. The symptoms of most larvae treated with
essential oils are caused by toxicity on the neuromuscular system. These symptoms are
excitation, convulsions, hyperactivity, hyperextension of the legs and abdomen,
followed by paralysis (fast knock-down) and death (Enan 2001; Isman 2006).
According to Kostyukovsky et al. (2002), these effects are similar to those produced by
conventional insecticides as temephos which is an organophosphate cholinesterase
inhibitor used in vector-borne disease control programmes (WHO 2009b).

Ryan and Byrne (1988) reported that five oxygenated monoterpenes were
reversible competitive inhibitors of acetylcholinesterase (AChE) isolated from electric

eels; this was evidenced by both in vitro and in vivo experiments. Nevertheless in the
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studies of Kostyukovsky et al. (2002); Lopez and Pascual-Villalobos (2010), natural
terpenes, such as fenchone, y-terpinene, geraniol, linalool, (S)-carvone, inhibited AChE
from Electrophorus electricus L. (Gymnotiformes, Gymnotidae) and from Rhizopertha
dominica F. (Coleoptera, Bostrichidae) only at high concentrations. This indicated that
the AChE inhibition is not the main mode of action of these essential oils compounds.

Another potential target for the larvicidal activity of essential oil constituents is
the octopaminergic system of insects. Octopamine is a biogenic monoamine that occurs
in neuronal and non-neuronal tissues of invertebrates. This compound acts as a
neurotransmitter, a neurohormone and a neuromodulator; its physiological role is
analogous to that of norepinephrine in vertebrates, influencing many features of animal
physiology and behavior, such as flight, energy metabolism regulation and heart-rate
(Roeder 1999; Pfliiger and Stevenson 2005). The otopamine receptors (ORs) are
membrane bound receptors that belong to the family of G-protein coupled receptors
(GPCRs). Generally, the interactions with ligands modulate effects via changes in
intracellular calcium concentrations [Ca**]; and via activation or inhibition of adenylyl
cyclase (Evans 1984).

Enan (2001) suggested that the toxicity of eugenol and a-terpineol to
Periplaneta americana L. (Blattaria, Blattidae) (American cockroaches) has the
octopaminergic system as a primary target; the involvement of octopamine/octopamine
receptor is indicated by toxicity signs as acceleration of heartbeat, effects on cyclic
adenosine monophosphate (cAMP) production in the nervous system, and a decrease in
binding octopamine receptors. Kostyukovsky et al. (2002), by in vitro studies using
abdominal segments from Helicoverpa armigera Hiibn (Lepidoptera, Noctuidae), the
cotton bollworm moth, as a source of ORs, indicated that the mode of action of two
essential oil terpenes on insects was a competitive activation of ORs. Enan (2005)
proposed that ORs mediates the toxicity of cinnamic alcohol, eugenol, (E)-anethol, and
2-phenylethyl propionate against Drosophila melanogaster Meigen (Diptera,
Drosophilidae) and P. americana, by the cellular changes as receptor binding, cAMP
production and [Ca2+]i mobilization.

In a recent protein-ligand docking study, eugenol, geraniol, 1,8-cineol e
carvacrol as well as octopamine and acetylcholine were allowed to dock against OR and
acetylcholinesterase protein models of Aedes aegypti and Homo sapiens. The study aim
was to predict and rank the association between the ligands and the targets proteins on
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two animal systems. The compounds docked with all the protein models, although they
performed better against the protein models of A. aegypti than the human’s protein
models (Khanikor et al. 2013).

Another receptor may be involved on the essential oils mode of action; the
insecticidal activity of the oxygenated monoterpene thymol was mediated by
interferences on ionotropic GABA receptors. In addition, thymol was more potent on a
recombinant insect GABA receptor than on mammalian GABA 4 receptors. However, it
is not evidenced the thymol-binding site on the GABA receptor, because thymol did not
acted via site of action on the investigated allosteric modulators, such as
benzodiazepines, B-carbolines, barbiturates, propofol, loreclezole and steroids (Priestley
et al. 2003).

All the aforementioned facts indicate that these compounds may be considered
safe to humans. Further studies should be carried out aiming to confirm the mosquito
larvicidal modes of action of essential oil constituents. With these data it will be
possible to find pharmacophore models that are necessary for molecular recognition by
the receptors. Thereby this can serve as a means to develop products more effective and
less toxic to non-target organisms than the conventional larvicides used in vector-borne
disease control programmes.

Besides this, essential oils are complex mixture of constituents and their
larvicidal activity seems to have no specific site of action. So it is too difficult for the
insect develop adaptation that lead to particular resistance to the mixture (Wahyuni

2012).

Patents

From the data cited in this paper, it could be noted the higher potential of essential oils
and their compounds as A. aegypti larvicides. Thus, some patent applications were
published, with the purpose to regulate the production of formulations for use against A.
aegypti larvae in the field.

One of them proposed a mosquito larvicide formulation in which the active
principles are d-limonene present in orange oil and ethyl lactate (W0O2005034631A2).
United States Patent application No. US3954991 also relates to use of limonene; but on
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this patent, limonene is condensed with sesamol to produce two novel compounds
which are highly effective in killing mosquito larvae.

Two monoterpenes widely found in essential oils, p-cymene and thymol, were
incorporated into a formulation that can be used as a larvicide and adulticide against
mosquitoes of the genus Aedes and Anopheles (US2009036547A1). The inventors
reported that this composition is also useful against strains resistant to conventional
insecticides. Japanese patent application No. 2000026210A includes spathulenol as an
active ingredient of a formula insecticide to be used against A. aegypti and C. pipiens
pallens L. (Diptera, Culicidae).

French patent application No. FR2958500 relates to a process for the
preparation and use of an insecticide, insect repellent, ovicide, larvicide, and
nymphicide composition. This composition comprises at least one essential oil or a
mixture of them; these essential oils may be from Eucalyptus globulus Labill.,
Juniperus communis L., Santalum album L., Mentha piperita L., Eugenia caryophyllata
Thunb., Pinus sylvestris L., Rosmarinus officinalis L., Eucalyptus citriodora Hook.,
Annona squamosal L., among others.

International publication No. WO02011/032892A1 describes a synergistic
combination for use as ascaricide, insecticide, pupicide and/or larvicide that comprises
at least two active compounds. One of them may be fatty alcohols, simple oils as well as
essential oils of peppermint, tangerine, grapefruit, lemon and basil.

Although this review has shown the high potential of Brazilian plants, just one
Brazilian patent was found in the database. The cited patent reports the use of essential

oil from bracts of Alpinia purpurata (Viell.) K. Schum. as larvicide and deterrent againt

A. aegypti (BRPIO805711-7A2).

Conclusion

In the search for alternative larvicides to be used in vector-borne disease control
programmes, plant essential oils have demonstrated to be more active than their
individual compounds against A. aegypti. This highest bioactivity of essential oils
shows us the importance of to produce a low cost larvicide without the need to isolate
active compound, as this is an expensive process. For this, selection of chemical

markers is essential for the quality control of herbal products.
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These natural products have been widely investigated; however, a low number
of patents applications were published with the purpose to regulate the production of
formulations for use against A. aegypti larvae in the field. From this review, it was
possible to observe the need for standardization of methodologies for evaluation of
larvicides against A. aegypti.

The research regarding the search for new larvicides should be performed in
standard form; the features from plants (collection, extraction, chemical constitution)
and from insects (collection, age) and the methodological procedures must be well
defined in research. We need to overcome the barriers to commercialization of new
botanical insecticide. The natural products research lines need to conduct the studies

with this aim, to produce plant-based larvicides to be used in public health programs.
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CAPITULO 2. Atividade larvicida de éleos essenciais de espécies vegetais da

Amazonia Legal, Maranhao, Brasil, contra Aedes aegypti L. (Diptera: Culicidae)

Este capitulo serd submetido a Revista “Acta Amazonica”, na forma de artigo e estd

normatizado de acordo com as normas para a publicacao nesta revista (ANEXO 2).

Resumo: Aedes aegypti L. (Diptera: Culicidae) é o principal vetor da dengue,
arbovirose mais importante do mundo. Oleos essenciais extraidos de seis espécies
vegetais de grande ocorréncia no Parque Nacional da Chapada das Mesas (Amazonia
Legal maranhense) foram testados contra as larvas de A. aegypti de 3° a 4° estddio de
desenvolvimento, para avaliar os seus potenciais larvicidas, segundo metodologia
preconizada pela Organizacdo Mundial de Sadde. A composi¢do quimica destes 6leos
foi determinada por cromatografia a gis acoplada a espectrometria de massas. Os
sesquiterpenos hidrocarbonados constituiram a maior fracdo dos 6leos essenciais de
Eugenia patrisii Vahl, Eugenia piauhiensis Vellaff., Myrcia erythroxylon O. Berg,
Psidium myrsinites DC. e Siparuna camporum (Tul.) A. DC.; enquanto que, Lippia
gracilis Schauer apresentou como constituintes majoritarios monoterpenos oxigenados.
Cinco dos seis Oleos testados demonstraram resultados promissores para o
desenvolvimento de produtos larvicidas contra as larvas de A. aegypti, apresentando
CLsp entre 230 e 417 mg/L. Os resultados deste estudo incentivam o desenvolvimento

de um efetivo larvicida baseado nesses 0leos essenciais.

Palavras-chave: espécies aromadticas, Cerrado maranhense, Chapada das Mesas,

inseticida botanico, dengue.
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Abstract: Aedes aegypti L. (Diptera: Culicidae) is the primary vector of dengue, the
most important mosquito-borne viral disease in the world. Essential oils extracted from
six endemic plants of “Parque Nacional da Chapada das Mesas” (Amazdnia Legal
maranhense) were tested against the A. aegypti larvae to evaluate their larvicidal
potential, according to the guidelines from the World Health Organization. In addition,
the oil chemical compositions were determined using gas chromatography coupled to
mass spectrometry. The sesquiterpenes hydrocarbons were the major fraction of the
essential oils from FEugenia patrisii Vahl, Eugenia piauhiensis Vellaff., Myrcia
erythroxylon O. Berg, Psidium myrsinites DC., and Siparuna camporum (Tul.) A. DC.;
whereas, Lippia gracilis Schauer essential oil showed the oxygenated monoterpenes as
major compounds. Five of the six tested oils showed promising results for the
development of products larvicides against A. aegypti larvae, showing LCsy value
between 230 and 417 mg/L. The results of this study encourage the development of

these effective essential oil-based larvicides.

Key words: aromatic herbs, Cerrado maranhense, Chapada das Mesas, botanical

insecticide, dengue.
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1 Introducao

A dengue € considerada a arbovirose mais importante do mundo. Esta doenca é
endémica em mais de 100 paises, onde vivem aproximadamente 2,5 bilhdes de pessoas.
Estima-se que, anualmente, 50 a 100 milhdes de pessoas sao infectadas pelo virus da
dengue (OMS 2012a). A incidéncia da dengue no mundo nos tltimos anos € maior do
que em qualquer outro periodo da histéria (Morrison et al. 2008). A Organizac¢do
Mundial de Saide (OMS) (2012b) mostra que, comparada com a situagc@o ha 50 anos, a
incidéncia de dengue aumentou 30 vezes.

A dengue pode causar, nos seres humanos, manifestacdes clinicas benignas,
como a dengue cléssica ou graves, como a febre hemorrdgica da dengue. Em geral,
estas manifestacoes causam um alto impacto na saude, sociedade e economia das
populagdes que vivem em areas endémicas (OMS 2009).

O principal vetor da dengue é Aedes (Stegomyia) aegypti L. (1762) (Diptera:
Culicidae); este inseto é considerado cosmopolita e antropofilico, estando disperso em
dreas tropicais e subtropicais, com boa adaptacdo em ambientes urbanos (Consoli e
Oliveira 1994).

A alta incidéncia e a expansdao geografica da dengue sdo influenciadas por
diversos fatores, que contribuem para a emergéncia e reemergéncia da doenca em
diversos paises do mundo, especialmente a falta de infraestrutura dos sistemas publicos
de saude, o crescimento exponencial das populacdes, as mudangas nos estilos de vida
das comunidades, os descuidos no controle do vetor, entre outros (Pinheiro e Nelson
1997, Ferreira 2012).

Apesar das diversas pesquisas realizadas, até o momento nio existem drogas

farmacoldgicas disponiveis para o tratamento da dengue e também nao h4 uma vacina
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eficaz e segura para a prevencao desta doenca. Desta forma, a preven¢do da propagagdo
do virus da dengue depende essencialmente do combate ao seu principal vetor, o
mosquito A. aegypti (Gubler 2011).

A erradicacdo do mosquito vetor deve ser fundamentada em uma abordagem
integrada (OMS 1995), como as melhorias no saneamento do meio ambiente, as acdes
de educagdo/comunicagdo para a populacdo e as medidas de combate direto ao vetor
(Teixeira et al. 1999).

O combate direto, quimico, bioldgico e fisico, ao vetor € considerado o fator
prevalente na obten¢do de sucesso nos programas de controle da dengue. O controle
quimico, através do uso de inseticidas nas diferentes fases de desenvolvimento do
mosquito, ¢ uma das intervencdes mais utilizadas na saide publica (Braga e Valle
2007). Estes inseticidas podem ser utilizados em tratamentos focais, perifocais e
espaciais. O tratamento focal é o método mais eficiente e consiste na eliminacdo das
formas imaturas de A. aegypti através da aplicacdo de larvicidas, como o
organofosforado temefds, em focos onde as larvas estejam presentes (Brasil 2002; OMS
2006; Macoris 2011).

No entanto, uso continuo e repetido de temefés e de outros inseticidas nos
programas de satude publica e na agricultura tem contribuido para o desenvolvimento de
cepas resistentes de vetores transmissores de doencas (Vontas et al. 2012). Larvicidas
naturais obtidos a partir de plantas sd3o uma importante alternativa ao uso dos larvicidas
sintéticos, pois s@o origindrios de recursos renovaveis, sdo biodegradaveis e apresentam
baixo custo (Simas et al. 2004).

Estas caracteristicas dos produtos naturais tém atraido a atencdo de muitos

pesquisados interessados em investigar novos compostos bioativos, especialmente para
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o controle das larvas de A. aegypti (Santos et al. 2011; Barbosa et al. 2012). Muitas
destas pesquisas tém focado no estudo da bioatividade dos 6leos essenciais, pois eles
sdo misturas complexas de metabdlitos secundarios (Magalhaes et al. 2010; Vila et al.
2010; Park et al. 2011; Govindarajan et al. 2012).

A Amazonia e o Cerrado sdo os maiores biomas brasileiros; juntos eles ocupam
86% do territério nacional. Apesar da importancia da biodiversidade encontrada nestes
biomas, 17% e 55% da vegetacdo da Amazdnia e do Cerrado, respectivamente, foi
desmatada devido ao dinamismo da ocupagdo humana (Vieira et al. 2008; Brasil 2011).
Uma importante unidade de conservacdo destes biomas estd localizada na regido
Centro-Sul do estado do Maranhdo, que é o Parque Nacional da Chapada das Mesas
(Brasil 2005).

Considerando a necessidade de viabilizar o uso sustentdvel de espécies vegetais
arométicas da Amazonia e do Cerrado e de pesquisar novos produtos para o controle da
dengue, este estudo teve como objetivo avaliar a atividade larvicida contra A. aegypti de
Oleos essenciais de seis espécies vegetais de grande ocorréncia na Amazonia Legal

maranhense, bem como determinar a composicdo quimica destes 6leos.

2 Materiais e Métodos

2.1 Material vegetal

As espécies vegetais aromadticas coletadas foram selecionadas a partir de
critérios sensoriais e de observagdes das caracteristicas morfolégicas dos espécimes.
Estas inspe¢des foram realizadas por botdnicos colaboradores que acompanharam a
coleta, para avaliar se a familia, ao qual o espécime pertence, é considerada aromatica.

Além disso, privilegiou-se a selecdo de espécies vegetais pouco estudadas.
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As folhas das espécies vegetais foram coletadas de espécimes maduros,
encontrados endemicamente em pontos de coleta, que se localizaram no interior do
Parque Nacional da Chapada das Mesas, Maranhdo, Brasil e nas suas zonas de
amortecimento. Essa drea se constitui como uma Unidade de Conservacao Ambiental,
que abriga flora da Amazonia e do Cerrado maranhense. Autorizacdo de coleta das
espécies vegetais foi emitida pelo Sistema de Autorizacdo e Informacdo em
Biodiversidade (SISBIO), do Instituto Chico Mendes de Conservagao da Biodiversidade
(ICMBio0) — Ministério do Meio Ambiente (MMA) e esta registrada sob o n° 28007-2.

As espécies foram identificadas por botinicos do Herbério "Jodo Murga Pires"
do Museu Paraense Emilio Goeldi, Belém, Pard, Brasil. A lista das espécies, as
coordenadas geograficas, as datas das coletas e os registros no Herbdrio estdo na tabela

1.

Tabela 1 - Espécies vegetais aromadticas coletadas no Parque Nacional da Chapada das

Mesas, Centro-Sul do estado do Maranhdo, Brasil

Familia e Espécie vegetal

Local da coleta

Data da coleta

Registro Herbario

Myrtaceae
Eugenia patrisii Vahl
Eugenia piauhiensis Vellaff.
Mpyrcia erythroxylon O. Berg
Psidium myrsinites DC.
Siparunaceae
Siparuna camporum (Tul.) A. DC.
Verbenaceae

Lippia gracilis Schauer

07°15'64,6"S; 47°59'79,7"W
07°19'14,8"S; 47°19'14,8"W
07°09'32,7"S; 47°24'05,1"W

07°06'3,65"S; 47°20'35,3"W

07°03'04,6"S; 47°27'09,1"W

07°06'3,65"S; 47°20'35,3"W

20 de julho de 2011
28 de fevereiro de 2012
20 de julho de 2011

28 de fevereiro de 2012

01 de margo de 2012

28 de fevereiro de 2012

L-2910

L-3146

L-2907

L-3152

L-3174

L-3151
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2.2 Destilacdo dos oleos essenciais

O material vegetal foi seco por sete dias em um ambiente com temperatura
controlada (25 + 2 °C), fragmentado em pequenos pedacos e submetido a
hidrodestilacdo em aparelho de Clevenger modificado. Os 6leos essenciais obtidos
foram coletados, secos com sulfato de s6dio anidro e centrifugados. Foram medidos os
volumes dos 6leos puros, para o cdlculo de seus rendimentos em porcentagem (v/p);
este teor percentual foi estimado a partir da massa da planta, subtraindo-se o percentual
de umidade medido em uma balanca determinadora de umidade. Os O6leos foram
conservados em ampolas de vidro ambar e mantidos em refrigeracdo (+5 °C) até a

utilizagao.

2.3 Andlise quimica dos oleos essenciais

Foi utilizado o cromatdgrafo a gas acoplado a espectrometro de massas (CG-
EM) THERMO modelo DSQ II (Thermo Fisher Scientific, Austin, TX, USA). As
andlises quimicas dos Oleos essenciais obtidos foram realizadas sob as seguintes
condic¢des: coluna capilar de silica fundida (30 m x 0,25 mm d.i.) com fase estaciondria
DB-5ms (0,25 um de espessura do filme); programa de temperaturas: 5 min a 60 °C,
posteriormente 3 °C/min até 240 °C; temperatura do injetor: 250 °C; gds de arraste: hélio
(alta pureza), ajustado para fornecer uma velocidade linear de 32 cm/s (medidos a
100°C); tipo de injecdo: sem divisdo de fluxo, 0,1 pLL de uma solugao 2:1000 de dleo:n-
hexano. Todos os espectros de massa foram obtidos a partir da ioniza¢do obtida pela
técnica de impacto eletronico (IE), com energia de 70 eV; o filtro do quadrupolo varreu
a faixa de 39 a 400 daltons a cada segundo. A temperatura da fonte de ions e das pecas

de ligacao foi de 200 °C.
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Cada constituinte quimico foi identificado através da comparacdo de seu
espectro de massas (massa molecular e o padrio de fragmentagdo) com espectros
existentes na literatura e no banco de dados do equipamento e, também pela comparagao
dos indices de reten¢do com aqueles da literatura (NIST 2005; Adams 2007). Dados
obtidos de compostos auténticos anteriormente analisados, em mesmas condicOes
cromatograficas, foram armazenados na biblioteca desenvolvida pelo grupo “Plantas
Aromadticas e Oleaginosas da Amazonia” como forma de auxiliar na identifica¢do das
substancias (Maia et al. 1998). Os indices de retencdo foram determinados através da
curva de calibracdo de uma série de n-alcanos (Cs-C,4) injetados nas mesmas condicdes
cromatogréficas das amostras. A porcentagem (relativa) dos compostos identificados foi

calculada a partir da drea do pico no cromatograma.

2.4 Bioensaio larvicida

Os ovos de A. aegypti foram coletados com o uso de armadilhas tipo
ovitrampas, que foram distribuidas por bairros da ilha de Sdo Luis, Maranh@o, Brasil e
deixadas em campo por cinco dias. Apds este periodo de exposi¢do, as ovitrampas
foram recolhidas e enviadas para o Laboratério de Farmacognosia II da Universidade
Federal do Maranhdao — UFMA. Neste local, as paletas foram analisadas em
microscopio estereoscOpico para o registro da presenca ou auséncia de ovos. A
ovitrampa € constituida por um recipiente plastico de cor preta; no interior deste
recipiente é fixado verticalmente um paleta de “eucatex”; esta paleta é parcialmente
submersa em dgua de torneira.

As paletas contendo os ovos foram imersas em dgua de torneira desclorada,

para a eclosdo destes; adicionou-se ragdo Purina Cat Chow® triturada (0,3 g) 2 dgua para

102



auxiliar no crescimento das larvas. Apds a eclosao, as larvas foram observadas durante
4 a 5 dias até que atingirem o 3° ao 4° estddio de desenvolvimento. As larvas foram
utilizadas no bioensaio nestes estddios. Todo o processo de criacdo das larvas foi
realizado em temperatura controlada (25+2°C) e com fotoperiodo de 12 h. As larvas
foram identificadas a partir da andlise dos seus caracteres morfoldgicos, segundo as
chaves de identificacdo de Consoli e Oliveira (1994).

O bioensaio de atividade larvicida foi desenvolvido de acordo com a
metodologia proposta pela Organizacdo Mundial de Saide (OMS 2005). Para a
realizacdo do bioensaio, foram preparadas solu¢des estoques com os Oleos essenciais,
dgua mineral e solucdo de dimetilsulféxido (DMSO) a 0,01%, de onde foram retiradas
aliquotas para a preparacdo de solu¢des de 20 mL em seis concentragdes, que variaram
entre 50 e 1000 mg/L. Em cada solu¢do foram adicionadas 10 larvas. A verificacdo de
mortalidade foi feita 24 horas apds o inicio do teste. O controle negativo consistiu em
solucdo de DMSO a 0,01% e o controle positivo em solucdo de temefés a 1 mg/L; o

bioensaio foi realizado em triplicata e foi repetido trés vezes em dias diferentes.

2.5 Andlise estatistica

A avaliacdo da atividade larvicida dos 6leos essenciais foi realizada através do
célculo da concentracdo média letal de 50% dos individuos testados (CLsg), determinada

através da andlise de probitos, usando programa SPSS 13.0.
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3 Resultados

3.1 Andlise quimica dos dleos essenciais

Os Oleos essenciais das folhas de Eugenia patrisii, Eugenia piauhiensis,
Myrcia erythroxylon, Psidium myrsinites, Siparuna camporum, Lippia gracilis
apresentaram rendimentos de 0,38; 0,43; 0,53; 0,39; 1,40 e 7,99% (v/p),
respectivamente; todos os Oleos foram menos densos que a dgua e apresentaram
coloracdo amarelo claro. Cinquenta e oito constituintes, representando 91,94 a 99,64 %
dos 6leos foram identificados (Tabela 2).

A Figura 1 mostra os cromatogramas dos oleos essenciais analisados. Os
constituintes majoritdrios de E. patrisii foram: d-cadineno e biciclogermacreno (Fig.
1A); de E. piauhiensis: y-elemeno e (E)-B-cariofileno (Fig. 1B); de M. erythroxylon:
germacreno D (Fig. 1C); de P. myrsinites: (E)-B-cariofileno e a-humuleno (Fig. 1D); de
S. camporum: y-patchouleno (Fig. 1E).

Sesquiterpenos hidrocarbonados constituiram a maior fracdo dos Oleos
essenciais de E. patrisii, E. piauhiensis, M. erythroxylon, P. myrsinites e S. camporum.
Enquanto que o 6leo essencial de L. gracilis apresentou como constituintes majoritarios

os monoterpenos oxigenados 1,8-cineol e a-terpineol (Fig. 1F).

3.2 Bioensaio larvicida

A OMS (2005) determina as diretrizes para a realizacdo de testes larvicidas em
mosquitos, no entanto nao indica os critérios que devem ser usados no reconhecimento
de atividade larvicida. Sendo assim, diversos autores criaram diferentes formas para

classificar os produtos testados (Cheng et al. 2003; Kiran et al. 2006).
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Neste trabalho, utilizou-se a classificacdo de Komalamisra et al. (2005) como
critério de avaliacdo do potencial dos dleos testados. Estes autores consideram que
produtos que apresentam CLsy maior que 50 mg/L sdo ativos, CLs entre 50 e 100 mg/L
sdo moderadamente ativos, CLs, entre 100 e 750 mg/L sdo efetivos e CLsy maior que
750 mg/L sdo inativos.

O o6leo essencial de M. erythroxylon foi considerado inativo, pois até a maior
concentracdo testada (1000 mg/L) ndo causou mortalidade as larvas; os demais 6leos
essenciais foram considerados efetivos, pois apresentaram CLsy entre 230 e 417 mg/L,
apos 24h de exposicdo. Os valores das CLsp, assim como os seus respectivos intervalos
de confiancga de 95%, estdo listados na tabela 3.

Na maior concentragdo testada dos 6leos essenciais efetivos (400 mg/L), as
larvas se mostraram agitadas por algum tempo e depois ficaram lentas, movimentando-
se de maneira anormal, com tremores e convulsdes. Depois ficaram paralisadas no
fundo dos recipientes até morrerem. A taxa de mortalidade foi diretamente proporcional

as concentracgoes testadas.
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Figura 1 - Cromatogramas obtidos a partir da andlise dos 6leos essenciais de espécies
vegetais da Amazdnia Legal, Maranhdo, Brasil, no cromatégrafo a gds Thermo modelo
DSQ II; A — Eugenia patrisii Vahl; B — Eugenia piauhiensis Vellaff.; C — Myrcia
erythroxylon O. Berg; D - Psidium myrsinites DC.; E - Siparuna camporum (Tul.) A.

DC.; F —Lippia gracilis Schauer
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Tabela 2 - Principais constituintes dos Oleos essenciais de espécies vegetais da
Amazodnia Legal, Maranhdo, Brasil, testados contra as larvas de Aedes aegypti L.

(Diptera: Culicidae)

Espécies vegetais / %

Constituintes / Classes IR

Epa Epi Me Pm  Sc Lg
o-pineno 931 - 3,54 - - - -
sabineno 977 - - - - - 2,72
B-pineno 977 - 7,08 - - - 6,22
myrceno 989 - - - 1,32 - 2,2
o-felandreno 1003 - - - - 12,8 -
a-terpineno 1017 - - - - - 0,92
p-cimeno 1024 - - - - 1,5 1,35
limoneno 1029 - 1,27 - - 4,9 -
1,8-cineol 1034 0,1 - - 0,66 - 56,16
(E)-B-ocimeno 1046 - 5,52 - - - -
y-terpineno 1059 - - - - - 3,55
a-terpinoleno 1085 - - - - 0,41 -
linalol 1100 - - - 0,78 - -
trans-pinocarveol 1140 - - - - - 3,42
d-terpineol 1167 - - - - - 1,02
terpine-4-ol 1180 - - - - - 3,83
a-terpineol 1186 - 0,43 - - - 12,09
geraniol 1256 - - - - 0,49 -
acetato do 6xido de (E)-linalol 1286 - - - - 0,46 -
o-elemeno 1335 1,34 3,49 - - 4,9 -
o-cubebeno 1349 0,98 - - - - -
a-copaeno 1378 3,77 1,5 1,85 - 0,38 -
B-bourboneno 1386 2,41 0,57 - - - -
B-elemeno 1390 4,14 479 241 - 3,29 -
o-gurjuneno 1412 0,49 - 0,52 043 - -
B-ilangeno e (E)-B-cariofileno - 11,62 - - - - -
(E)-B-cariofileno 1419 - 16,46 10,55 26,05 3,17 1,12

Cont.
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Continuacdo tabela 2

Espécies vegetais / %

Constituintes / Classes IR
Epa Epi Me Pm Sc Lg
B-gurjuneno 1432 2,51 - 4,71 - 3,36 -
y-elemeno 1434 - 17,48 5,38 - - -
a-guaieno 1438 0,75 - - - 1,94 -
aromadendreno 1440 2,68 229 1,06 14 - -
guaiadieno 6,9 1444 - - - - 9,23 -
trans-muurola-3,5-dieno 1450 - - - - 1,47 -
a-humuleno 1455 4,64 2,18 - 23,92 0,69 1,49
allo-aromadendreno 1462 - - 2,64 - - -
biciclogermacreno 1470 13,78 8,11 13,26 - 5,11 -
y-muuroleno 1480 9,46 0,91 - 0,63 - -
germacreno D 1482 - 5,64 26,79 - - -
v-patchouleno 1484 - - - - 28,63 -
B-selineno 1487 11,11 1,23 - 1,95 1,6 -
a-selineno 1496 - - - 1,25 - -
viridifloreno 1497 - 1,42 - - - -
a-muuroleno 1501 - - - - 3,76 -
0-cadineno 1523 14,87 295 9,63 - 0,72 -
zonareno 1526 - - - 3,53 - -
a-cadineno 1539 1,51 - 1,22 - - -
selina-3,7(11)-dieno 1542 - - - 2,05 0,57 -
germacreno B 1558 - 1,99 - - - -
espatulenol 1578 3,46 2,5 3,25 - 1,33 -
oxido de cariofileno 1581 - - - 10,09 - -
globulol 1585 - - 4,16 - - -
viridiflorol 1590 2,92 2,33 - 2,19 5,02 -
epoéxido de humuleno II 1601 - - - 6,37 - -
epi-cubenol 1626 1,24 - - - 2,14 -
cariofiladienol II 1631 - - - 5,66 - -
epi-a-cardinol 1639 - - - 2,73 - -
T-muurolol 1640 3,01 0,81 2,26 - 0,36 -
a-~cadinol 1654 - 1,05 225 381 1,09 -
Cont.
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Continuacdo tabela 2

Espécies vegetais / %

Constituintes / Classes IR

Epa Epi Me Pm Sc Lg
Monoterpenos hidrocarbonados - 17,41 - 1,32 19,61 16,96
Monoterpenos oxigenados 0,1 0,43 - 1,44 0,95 81,07
Sesquiterpenos hidrocarbonados 86,06 71,01 80,02 61,21 68,87 2,61
Sesquiterpenos oxigenados 10,63 6,609 11,92 30,85 9,94 -
Total 96,79 95,54 91,94 94,82 99,37 99,64

Condicdes de andlise: Cromatdgrafo a gds acoplado a Espectrometro de massas THERMO
modelo DSQ II; constituintes quimicos identificados a partir da comparag@o dos seus espectros
de massas com espectros existentes na literatura (NIST 2005; Adams 2007). Legenda: IR:
Indice de Retencdo; Epa: Eugenia patrisii Vahl; Epi: Eugenia piauhiensis Vellaff.; Me: Myrcia
erythroxylon O. Berg; Pm: Psidium myrsinites DC.; Sc: Siparuna camporum (Tul.) A. DC.; Lg:
Lippia gracilis Schauer.

Tabela 3 - Determinagdo das concentracdes médias letais de 50% dos individuos (CLs)
apresentada pelos 6leos essenciais de espécies vegetais da Amazdnia Legal, Maranhdo,

Brasil, contra Aedes aegypti L. (Diptera: Culicidae) (n = 10) ap6s 24h de exposicao

Espécie vegetal CLs," (mg/L)
Eugenia patrisii Vahl 417 (360 — 504)°
Eugenia piauhiensis Vellaff. 230 (194 — 306)°

C

Mpyrcia erythroxylon O. Berg -

Psidium myrsinites DC. 292 (212 - 386)°
Siparuna camporum (Tul.) A. DC. 251 (207 - 312)°
Lippia gracilis Schauer 282 (259 — 306)"

* CLs, determinada através da andlise de probitos, usando programa SPSS 13.0; ° Intervalo
de confianca de 95%; © O dleo essencial de Myrcia erythroxylon ndo causou mortalidade as
larvas de A. aegypti. (Nao houve mortalidade das larvas no controle negativo, que continha
solucdio de DMSO a 0,01%; ja o controle positivo, com temefds a 1 mg/L, induziu 100% de
mortalidade das larvas).
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4 Discussao

A composicdo dos 6leos essenciais de uma mesma espécie vegetal pode variar
com fatores genéticos, ambientais e fisiopatoldgicos, que influenciam no metabolismo
do vegetal. O contetido total e as propor¢des relativas dos metabdlitos secunddrios nas
plantas podem ser regulados por fatores bidticos e abidticos, como a época, o local e o
hordrio da coleta da planta (Sangwan et al. 2001; Gobbo-Neto e Lopes 2007; Pavarini et
al. 2012).

Embora possa haver essa variagdo, Maia et al. (2010) demonstraram que o 6leo
das folhas de P. myrsinites apresenta como constituintes majoritdrios (E)-f-cariofileno
(28,7%) e a-humuleno (19,4%), havendo uma concordancia com nosso trabalho. No
estudo Maia et al. (2010), a amostra foi coletada em Anapurus, municipio localizado na
regido do Cerrado maranhense; a similaridade entre o perfil quimico deste espécime
com o do analisado no presente trabalho pode ser explicada pelo fato de que ambos os
espécimes foram coletados na flora do Cerrado, sofrendo condi¢cdes climéticas
semelhantes.

Por outro lado, o resultado referente ao dleo essencial de L. gracilis difere de
outros trabalhos. O 6leo essencial de L. gracilis, no presente estudo, apresentou o 1,8-
cineol como constituinte majoritario; enquanto que, outros estudos relataram o carvacrol
como componente principal deste 6leo, quando este foi obtido de espécimes coletados
em outros estados do nordeste brasileiro (Ceard e Pernambuco) (Albuquerque et al.
2006; Neto et al. 2010). Mendes et al. (2010) identificaram timol (24,1%), p-cimeno
(15,9%) e 1,8-cineol (4,8%) entre os constituintes quimicos do 6leo essencial de L.

gracilis cultivada no municipio de Sao Cristovao, estado de Sergipe, nordeste brasileiro.
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No presente trabalho, procurou-se, também, estabelecer o potencial larvicida
contra A. aegypti dos Oleos essenciais estudados, segundo critério estabelecido por
Komalamisra et al. (2005). Diversos estudos tém demonstrado o alto potencial larvicida
de 6leos essenciais de plantas do Cerrado e do nordeste brasileiro (Santos et al. 2006;
Porto et al. 2008; Lima et al. 2011).

Cinco dos seis 6leos essenciais estudados em nosso trabalho teve o seu
potencial larvicida contra A. aegypti descrito pela primeira vez na literatura; somente o
Oleo essencial de L. gracilis ja havia sido avaliado frente a estas larvas. Santiago et al.
(2006) e Silva et al. (2008) determinaram para o 6leo desta espécie valores de CLsy de
26 e 98 mg/L, respectivamente. Estes valores sdo bastante diferentes do encontrado para
esta espécie em nosso trabalho (CLsy 282 mg/L); esta diferenca pode ser explicada pela
variacdo na constituicdo quimica destes Oleos. Nos estudos realizados pelos autores
supracitados, o constituinte majoritirio dos O6leos foi o monoterpeno oxigenado
carvacrol, como ja referido; enquanto que no presente trabalho, foi o 1,8-cineol.
Constitui¢cdes quimicas diferentes podem justificar possiveis respostas bioldgicas
diferentes.

Os Oleos de E. piauhiensis e S. camporum foram considerados os mais
promissores, dentre os testados, com CLso de 230 e 251 mg/L, respectivamente. Os
Oleos essenciais de espécies de Myrtaceae tém sido considerados ativos contra larvas de
A. aegypti (Park et al. 2011). Espécies pertencentes ao género Eugenia L. e Psidium L.
ja tiveram seus Oleos testados contra larvas de A. aegypti e foram consideradas ativas;
Eugenia melanadenia Krug & Urb., Psidium guajava L. e Psidium rotundatum Griseb.

apresentaram CLs, de 85, 24 e 63 mg/L (Aguilera et al. 2003; Lima et al. 2011).
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Entre os 6leos testados, somente o de M. erythroxylon foi considerado inativo
para a atividade larvicida. Entretanto, o 6leo essencial das folhas de outra espécie desse

género, M. ovata Cambess., apresentou CLsp de 192 mg/L (Lima et al. 2011).

5 Conclusao

O uso de produtos obtidos de plantas, como os O6leos essenciais, para a
producdo de larvicidas naturais € uma ferramenta promissora para o controle da dengue.
Estes produtos sdo considerados fontes naturais de substancias inseticidas para as varias
fases de desenvolvimento de mosquitos, além de serem biodegradédveis e apresentarem
baixa toxicidade para organismos nao alvos.

As larvas de A. aegypti foram suscetiveis a cinco dos seis 6leos essenciais
testados neste trabalho; os resultados aqui apresentados incentivam o desenvolvimento
de um efetivo larvicida baseado nesses 6leos essenciais.

Estudos complementares serdo realizados com o propdsito de purificar, isolar e
testar os constituintes ativos presentes nestes 6leos. Assim serd possivel confirmar se a
atividade larvicida deles € devido aos seus constituintes majoritirios ou a um efeito
sinérgico da mistura. Além disso, serdo realizados estudos referentes a variabilidade

sazonal dos constituintes destes 6leos e a determinacao da toxicidade destes (toxicidade

aguda, mutagenicidade, carcinogenicidade), para determinar a seguranca de seu uso.
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4 CONSIDERA COES FINAIS

A partir do trabalho de revisdo de 6leos essenciais e seus constituintes com atividade

larvicida contra A. aegypti, disposto no capitulo 1 dessa dissertacdo, foi possivel concluir que:

Os oleos essenciais obtidos de algumas espécies vegetais apresentam alto
potencial larvicida contra A. aegypti;

A atividade larvicida pode ser influenciada por diversos fatores, dentre eles
aqueles inerentes a espécie vegetal, a origem das larvas e ao método
empregado no teste;

Na maioria dos 6leos essenciais, foi observado que o efeito sinérgico entre os
seus constituintes quimicos permite uma maior agdo larvicida contra A.
aegypti em comparacao com seus constituintes isolados;

A lipofilicidade e a aromaticidade sdo -caracteristicas estruturais dos
constituintes dos dleos essenciais que melhoram a atividade larvicida destes,
dessa forma constituintes como (E)-nerolidol, benzoato de benzila e salicilato
de benzila apresentaram os resultados mais promissores entre 0S
constituintes;

O modo de agdo dos dleos essenciais e dos seus constituintes pode ocorrer
por desnaturalizacdo proteica, inibicdo enzimética e/ou desintegracdo da

membrana.

Na andlise da composi¢do quimica e avaliacdo da atividade larvicida contra A.

aegypti de dleos extraidos de espécies da Amazonia Legal maranhense, exposto no capitulo 2

dessa dissertacao, foi possivel concluir que:

Nao foi observada uma relacdo entre rendimento e atividade larvicida, pois o
6leo essencial com maior rendimento (Lippia gracilis Schauer — 7,99%) nao
foi considerado o mais ativo;

Sesquiterpenos hidrocarbonados constituiram a maior fracdo dos O6leos
essenciais de espécies de Myrtaceae (Eugenia patrisii Vahl, Eugenia
piauhiensis Vellaff., Myrcia erythroxylon O. Berg, Psidium myrsinites DC.) e
de Siparunaceae (Siparuna camporum (Tul.) A. DC.); enquanto que o 6leo
essencial da espécies de Verbenaceae (L. gracilis) apresentou monoterpenos

oxigenados como constituintes majoritarios;
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Dentre os seis 6leos essenciais testados para atividade larvicida contra A.
aegypti, um foi inativo (M. erythroxylon) e os outros foram considerados
efetivos, com CLsg entre 230 e 417 mg/L; este € um dado interessante, pois
producdo de larvicidas a base de 6leos essenciais pode ser um processo de
menor custo que o necessario para o isolamento ou sintese de compostos
ativos;

Os dleos de E. piauhiensis e S. camporum apresentaram os resultados mais
promissores, podendo apresentar potencial para serem empregados na

obtencdo de produtos larvicidas para controle da dengue.
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Associate Editor in TWO weeks’ time. A response letter is expected
to be uploaded in the Journal system detailing corrections that
have been made. In this letter, recommendations not incorporated
into the revised version, if any, need to be responded. The entire
process is online, and can be followed at the Journal Web site,
http://sbmission.scielo.br/index.php/aa/login.

8. The manuscript organization should follow this order; in the first
pages: Title, authorship, and institutional and electronic address. In
the following pages: Title, Abstract, Keywords; Introduction,
Materials and Methods, Results, Discussion, Acknowledgements
(including financial support), and References. Figures and tables
(with legends) are to be inserted at the end of the manuscript. For
submissions presented in Portuguese or Spanish it is also required:
title, abstract and keywords in English. Likewise, for submission in
English is also required: title, abstract and keywords in Portuguese.

9. Short communications are to be written separating the topics
(Introduction, etc) in paragraphs, but without including their titles.
They also have to include: Title, authorship, institutional and
electronic address and all the topics of the full article. Three
figures and two tables are permitted. The format of the first page
and that of the References are the same as for the full article.

10. Full name(s) of the author(s), with the last name in capital
letters, and complete address of authors and Institution(s),
including telephone, fax, e-mail must be recorded on the Journal
system when submitting the manuscript.

11. IMPORTANT NOTE: Manuscripts not properly formatted
according to "Instructions to authors" are NOT accepted for
publication.

FORMAT AND STYLE

12. The manuscript is to be prepared with a text editor (doc, docx
or rtf extension), typed using "Times New Roman" 12-point font. It
should be double-spaced with 3-cm margins; pages and lines
consecutively numbered.

13. Title. Adjust to the left; capitalize first letter of sentence.

14. Abstract up to 250 words (150 for short communications) must
contain succinctly, the objective, methodology; results and
conclusions, emphasizing important aspects of the study. Scientific
names of species and other Latin terms should be in italic.

15. Keywords. They must consist of three to five terms. Each
keyword term may consist of two or more words. However, words
used in the title cannot be repeated as keywords.

16. Introduction. Should emphasize the purpose of the study and
supply a brief summary of previous relevant studies, as well as
clearly state the objectives or hypotheses to be tested. Do not
anticipate data or conclusions of the manuscript in this section.

17. Materials and Methods. Should contain enough information,
chronologically organized to explain the procedures carried out, in
such a way that other researches can be able to repeat the study.
Statistical treatments of data should be described. Standard
techniques need only be referenced. Measuring units and their
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abbreviations should follow the International System and, when
necessary, should include a list of the abbreviations utilized.
Specific instruments used in the study should be described (model,
manufacturer, city and country of manufacturing). Voucher material
(sample for future reference) should be deposited in one or more
scientific collections and informed in the manuscript.

18. Ethics and legal aspects: For studies that requires special
permissions (e.g. Ethic Committee/National Commission of Ethic in
Research-CONEP, IBAMA, CNTBio, INCRA/FUNAI, EIA/RIMA, others)
the registration/approval number (and publishing date) must be
informed.

19. Results. Should present a concise description of information
obtained, with a minimum of personal judgment. Do not repeat in
the text all the data contained in tables and illustrations. Numeral
should be one space-separated from units. For example, 60 °C and
NOT 60°C, except for percentages (for instance, 5% and NOT 5
%). Use units and symbols of the international system and
exponential symbolism. For example: cmol kg-1 instead of
meqg/100g. Do not present the same information (data) in tables
and figures simultaneously.

20. Discussion. The discussion should focus on results obtained.
Avoid mere speculation. However, well based hypotheses can be
incorporated. Only relevant references should be included.
Conclusions should contain a concise interpretation of main results
and a final message, which should highlight the scientific
implications of the study. Conclusions can be included at the end of
the discussion or as a separated section.

21. Acknowledgements (including financial support) should be brief
and concise.

22. References. At least 70% of references must be scientific
journal articles. Citations should preferentially be from last 10
years. It is suggested not to exceed 40 references. They should be
cited in alphabetic order of author names, and should be restricted
to citation included in the text. In this section, the journal title is
NOT abbreviated. Please see the examples below:

a) Articles from periodicals:

Walker, I. 2009. Omnivory and resource -
sharing in nutrient - deficient Rio Negro
waters: Stablilization of biodiversity? Acta
Amazonica, 39: 617-626.

Alvarenga, L.D.P.; Lisboa, R.C.L. 2009.
Contribuicdo para o conhecimento da
taxonomia, ecologia e fitogeografia de
briéfitas da Amazodnia Oriental. Acta
Amazonica, 39: 495-504.

b) Dissertations and theses:

Ribeiro, M.C.L.B. 1983. As migracodes dos
jaraquis (Pisces: Prochilodontidae) no rio
Negro, Amazonas, Brasil. Dissertacao de
Mestrado, Instituto Nacional de Pesquisas
da Amazénia/Fundacdo Universidade do
Amazonas, Manaus, Amazonas. 192p.
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c) Books:

Steel, R.G.D.; Torrie, J.H. 1980. Principles

and procedures of statistics: a biometrical
approach. 2nd ed. McGraw-Hill, New York,

1980, 633p.

d) Books chapters:

Absy, M.L. 1993. Mudancgas da vegetagao e
clima da Amazoénia durante o Quaternario.
In: Ferreira, E.J.G.; Santos, G.M.; Ledo,
E.L.M.; Oliveira, L.A. (Ed.). Bases
cientificas para estratégias de preservacao
e desenvolvimento da Amazénia. v.2.
Instituto Nacional de Pesquisas da
Amazobnia, Manaus, Amazonas, p.3-10.

e) Citation of electronic Source:

CPTEC, 1999. Climanalise, 14: 1-2
(www.cptec.inpe.br/products/climanalise).
Accessed on 19/05/1999.

23. In the text, citations of references follow a chronological order.
For two or more references from the same year cite according to
alphabetical order. Please see the following examples.

a) One author:
Pereira (1995) or (Pereira 1995).
b) Two authors:

Oliveira and Souza (2003) or (Oliveira and
Souza 2003).

c) Three or more authors:

Rezende et al. (2002) or (Rezende et al.
2002).

d) Citations from different years (chronological
order):

Silva (1991), Castro (1998) and Alves
(2010) or (Silva 1991; Castro 1998; Alves
2010).

e) Citations in the same year (alphabetical order):

Ferreira et al. (2001) and Fonseca et al.
(2001); or (Ferreira et al. 2001; Fonseca et
al. 2001).

FIGURES

24. Photographs, drawings and graphics should have high definition,
with high black and white contrast, numbered sequentially in Arabic
numerals. The figure legend must be at the bottom of the figure.
Do NOT use grey tones in scatter graphs or bar charts. In scatter
graphs back and white (solid, dotted or dashed) lines and symbols
open or solid (circle, square, triangle or diamond) can be used. For
bar charts, black, white, stripped or dotted bars can be used.
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Border the plotting area with a thin solid line, but do NOT use a
border line in the graphic area. Avoid unnecessary legends in the
plotting area. Do NOT use letters too small (< size 10) in figures
(either in title axes or within the plotting area). In axes (vertical,
horizontal), use inward marks in scale divisions. Do NOT use
horizontal or vertical grid lines, except in maps or similar
illustrations. Meaning of acronyms used in figures must be described
in the figure legend.

25. Figures should be limited to seven (7) in articles, and to three
(3) in short communications, and should be of high quality.

26. Figures should be formatted to fit within the page dimensions of
the Journal, namely, within a column (8 cm) or the width of the
entire page (17 cm), and allowing space for the figure legend
(caption). Illustrations can be resized during the production process
in order to optimize Journal space. Scales should be indicated by a
line or bar (horizontal) in the figure and, if necessary, referenced in
the figure legend, for example, bar =1 mm.

27. Figures in the text, with initial letter capitalized, can be cited
directly or indirectly (in parenthesis). For example: Figure 1 or
(Figure 1). In the caption, figure number should be followed by a
period. For example: "Figure 1. Analysis..."

28. For figures that have been previously published, the authors
should clearly state in the manuscript that a permission for
reproduction has been granted. The document that conceded such
authorization should be uploaded in the Journal system.

29. Photographs and illustrations (bitmap) should be in the tiff or
jpeg format, with high resolution (at least 300 dpi). For scatter
graphs use xls, xlsx, eps, cdr or ai format. Each figure included in
the text should also be uploaded at the Journal’s web site as an
individual file, a "supplementary document".

30. Photographs are expected to be black and white, preferably.
Color photographs can be accepted; however, there is a printing
cost, which is charged to authors. Alternatively and without costs
to authors, a color figure can be used in the Journal electronic
version (if this is essential); whereas a black and white version of
the same figure can be used in the printed version.

31. Authors can be invited to submit a color photograph to
illustrate the Journal cover page. In this case, the printing cost will
be afforded by the Journal.

TABLES

32. Tables should be well organized and numbered sequentially with
Arabic numerals. A maximum of five tables is permitted for articles
and two for short communication. The numbering and the title
(self-explanatory) should be at top of the table. A table may have
footnotes. Meaning of acronyms used in tables (head columns, etc)
must be detailed in the table title.

33. Tables should be generated using a text editor (extension rtf,
doc or docx), and should not be inserted in the manuscript as a
figure (e.g. in jpg format).

34. Citations in the text can be made directly or indirectly (in
parenthesis), with the initial letter capitalized. For example: Table 1
or (Table 1). In the table legend, the table number should be
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followed by a period, for instance: "Table 1. Analysis...".

ADDITIONAL INFORMATION

1. Acta Amazonica can make minor
formatting and grammar corrections in the
manuscript to adjust to editorial and
language standard. Finally, the proof is
sent to authors for a last verification. In
this phase only typographical or spelling
mistakes can be corrected in the proof. NO
major changes can be made on the
manuscript at this stage, otherwise the
entire manuscript could return to the
evaluation process by the Editorial Board.

2. Acta Amazonica does not charge a fee
for publication. Further information can be
obtained by e-mail acta@inpa.gov.br. If
your inquiry is about a submission please
inform the submission number.

3. Subscriptions to Acta Amazonica can be
paid by check or money order. Institutional
subscriptions US$ 100.00; individual
subscription US$ 75.00. Please contact by
e-mail: valda@inpa.gov.br.Tel.: (55 92)
3643-3236 or fax: (55 92) 3643-3029

[Home] [About this journal] [Editorial board] [Subscription]

All the content of the journal, except where otherwise noted, is licensed under a Creative Commons

License

Av. André Araujo, 2936 Aleixo
CEP 69011-970 Manaus AM Brasil
Caixa Postal 478
Tel.: +55 92 3642-3438
Fax: +55 92 3643-3223

ﬂ.’l|;ti|

acta@inpa.gov.br

www.scielo.br/revistas/aaliinstruc.htm 6/6



