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RESUMO

Introducdo: As pragas urbanas sdo uns dos maiores problemas de saude publica
nas cidades, principalmente nos paises em desenvolvimento, que se disseminam
devido o saneamento basico precario ou inexistente e o descarte inadequado de
residuos domésticos. Um dos recursos utilizados nesse controle € a aplicacdo de
inseticidas sintéticos, porém a utilizacdo desenfreada dessas substancias a médio e
longo prazo pode causar contaminacdo ambiental e do manipulador. Por esse
motivo, vem crescendo o estudo com plantas com atividade repelente e inseticida.
Dentre as espécies estudadas para esse fim, se destacam as espécies do género
Copaifera, uma planta cujo 6leo tem inimeras propriedades, inclusive, atividade
repelente contra insetos. Objetivo: Desenvolver formulacdes semi-sélidas contendo
oleo de Copaifera reticulata como repelente e inseticida para baratas da espécie
Periplaneta americana. Material e Métodos: Foram desenvolvidas duas
formulagbes semi-sdlidas com 10% de Oleo de C. reticulata com diferentes
polaridades, uma a base de lanolina (Formulacdo 1) e outra a base de PEG
(Formulacdo 2). Testes de atividades repelentes e biocidas foram realizados para
avaliar a melhor formulacdo. Andlise reolégica e analise de perfil de textura das
formulagBes também foram realizadas. Resultados e discussédo: Comparando a
viscosidade apresentada pelas duas formulacdes testadas, percebe-se que a
formulacdo 2 apresentou maior viscosidade (3885,53 Pa/s) se comparado a
formulacdo 1 (2556,79 Pa/s). ApGs a analise de perfil de textura, a formulacdo 1
apresentou baixa dureza e compressibilidade e alta adesividade e coesividade,
enquanto isso a formulacdo 2 apresentou todos os parametros altos. No ensaio de
repeléncia observou-se que o indice de preferéncia (IP) da formulacédo 1 foi de -0,69,
e da formulacdo 2 foi de -1,00, demonstrando que ambas as formulacdes
apresentaram atividade repelente. Entretanto, a formulacdo 2 demonstrou melhor
atividade repelente. Apds o periodo de exposicdo das baratas as formulacdes, néo
foi observado morte de nenhum dos insetos, também n&o houve morte nas 72h apés
0 experimento, ndo havendo atividade inseticida. ConclusGes: Ambas as
formulagbes estudadas se mostraram promissoras no combate a P. americana,
tendo a formulacdo 2 apresentado melhor atividade e melhores caracteristicas de
textura e reologia, embora ainda seja necessario adequacfes, visando otimizar
ainda mais o efeito e o0 aspecto da formulagao.

Palavras-Chave: Copaifera reticulata; Periplaneta americana; formulacbes semi-
sélidas; atividade repelente; atividade biocida.
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ABSTRACT

Introduction: Urban pests are one of the biggest public health problems in cities,
especially in developing countries, which spread due to poor or non-existent basic
sanitation and inadequate disposal of household waste. One of the resources used
in this control is the application of synthetic insecticides, but the unbridled use of
these substances in the medium and long term can cause environmental and
handler contamination. For this reason, the study with plants with repellent and
insecticidal activity has been growing. Among the species studied for this purpose,
the species of the genus Copaifera stand out, a plant whose oil has numerous
properties, including repellent activity against insects. Objectives: To develop
semi-solid formulations containing Copaifera reticulata oil as a repellent and
insecticide for Periplaneta americana cockroaches. Material and Methods: Two
semi-solid formulations with 10% oil of C. reticulata with different polarities were
developed, one based on lanolin (Formulation 1) and another based on PEG
(Formulation 2). Tests for repellent and biocidal activities were carried out to
evaluate the best formulation. Rheological analysis and texture profile analysis of
the formulations were also performed. Results and discussion: Comparing the
viscosity presented by the two formulations tested, it can be seen that formulation 2
had higher viscosity (3885.53 Pa/s) compared to formulation 1 (2556.79 Pa/s).
After texture profile analysis, formulation 1 showed Ilow hardness and
compressibility and high stickiness and cohesiveness, while formulation 2 showed
all parameters high. In the repellency test it was observed that the preference index
(P1) of formulation 1 was -0.69, and of formulation 2 was -1.00, demonstrating that
both formulations showed repellent activity. However, formulation 2 showed better
repellent activity. After the period of exposure of the cockroaches to the
formulations, no death of any of the insects was observed, there was also no death
within 72 hours after the experiment, with no insecticidal activity. Conclusions:
Both formulations studied proved to be promising in combating P. americana, with
formulation 2 showing better activity and better texture and rheology
characteristics, although adjustments are still needed, in order to further optimize
the effect and appearance of the formulation.

Keywords: Copaifera reticulata; Periplaneta americana; semi-solid formulations;
Repellent activity; biocidal activity.
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1 INTRODUCAO

A relagcdo dos humanos com as pragas urbanas e seu controle vem desde os
primérdios da humanidade. As pragas urbanas sdo uns dos maiores problemas de
saude publica nas cidades, principalmente nos paises em desenvolvimento, que se
disseminam devido o saneamento basico precario ou inexistente e o descarte
inadequado de residuos domésticos. Dentre os insetos mais difundidos nas cidades
estdo as baratas domésticas, que sao carreadoras de diversos microorganismos
prejudiciais a saude humana.

O controle dessas espécies deve ser feito através do manejo ambiental e
educacdo para conscientizar a populacdo. Deve-se eliminar, prioritariamente,
ambientes que tenham condicbes que favorecam o abrigo, alimentacdo e
reproducao dos insetos. Um dos recursos utilizados nesse controle é a aplicacéo de
inseticidas, visando uma diminuicdo imediata da populacdo de insetos em grandes
infestacBes. Entretanto, a utilizacdo desenfreada dessas substancias a médio e
longo prazo pode causar contaminagdo ambiental e do manipulador, além de
eliminar espécies nao prejudicais ao homem e que atuam no controle populacional
de pragas urbanas.

Um outro problema acarretado pelo uso desenfreado de inseticidas sintéticos é o
mecanismo de resisténcia criada nos insetos alvos, fazendo com que seja
necessario a utilizacao de quantidades ainda maiores de inseticida, além de forcar o
mercado e a industria a criar substancias cada vez mais potentes e perigosas.

Apesar do crescente numero de evidéncias dos danos ambientais e a salde
humana que o uso de sinseticidas sintéticos causam, o uso global desse tipo de
inseticida cresceu consideravelmente nos ultimos 50 anos, com especialmente no
Brasil e na China.

Frente a esse cenario, as baratas da espécie Periplaneta americana vém
crescendo como praga nos ambientes urbanos. Esse inseto, assim como muitos
outros, desenvolveu mecanismos de resisténcia aos inseticidas liberados para
utilizagéo e que esta a venda no mercado.

Por esse motivo, vem crescendo o estudo com plantas com atividade repelente e
inseticida, visando a formulacdo de novos produtos, menos toxicos e mais eficazes.

Assim, os inseticidas derivados de plantas vém ganhando um espaco cada vez
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1 INTRODUCAO

maior, com inimeras pesquisas que comprovam a atividade repelente e inseticida de
diversas espécies vegetais.

Dentre as espécies estudadas para esse fim, se destacam as espécies do
género Copaifera, uma planta presente na regido amazonica, cujo 6leo extraido do
seu caule tem inimeras propriedades, inclusive, atividade repelente contra insetos.
O fato de a Copaifera reticulata apresentar atividade repelente - comprovado em
estudos anteriores - demonstrando maior repeléncia quando comparada a outra
espécie de Copaiba (Copaifera officinalis) justificou a escolha do éleo da espécie

para o desenvolvimento da formulacéo inseticida nesse presente estudo.
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2 OBJETIVOS

2. 1. OBJETIVO GERAL
Desenvolver formulagfes semi-sélidas contendo 6leo de Copaifera reticulata

Ducke (Copaiba) como repelente e inseticida para baratas da espécie Periplaneta
americana Linnaeus (Barata Doméstica).
2. 2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Obter formulacdes contendo 6leo de C. reticulata;

e Caracterizar os aspectos reoldgicos das formulacdes obtidas;

e Carcterizar o perfil de textura das formulagdes obtidas;

e Avaliar o efeito repelente das formulacdes obtidas;

e Avaliar o efeito inseticida das formulac¢des obtidas.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3. 1. INSETICIDAS
3. 1. 1. Inseticidas naturais

Os inseticidas naturais foram amplamente utilizados até meados da década de
1940. Apos esse periodo houve um aumento no nimero de estudos de compostos
sintéticos para o fim de controle de pragas. Durante a popularidade dos inseticidas
de origem natural, o Brasil foi um grande exportador desses produtos, que
apresentam maior seguranca no uso e menor impacto ambiental. A substuicdo pelos
inseticidas sintéticos se deu pelos naturais apresentarem variacdo na eficiéncia,
devido diferengas no teor de substancias ativas entre as plantas e baixo efeito
residual, o que obriga a reaplicacdo do produto diversas vezes em um curto periodo
a fim de manter o efeito desejado (CORREA, 2011).

Atualmente, o mercado tem se voltado novamente para o consumo dos
inseticidas naturais. Parte dessa mudanca se d& pela busca do consumidor por
alternativas menos prejudiciais a saude e ao meio ambiente. Como consequéncia
dessa demanda do mercado atual substdncias com menores toxicas e que
apresentem menosres riscos vém sendo estudadas. Os problemas decorrentes da
utilizacdo de pesticidas sintéticos apontam para a necessidade de se desenvolver
novos tipos de agentes de controle mais seletivos e menos agressivos ao homem e
ao ambiente (COSTA, 2004).

Diversas espécies de plantas tem sua atividade inseticida descrita em literatura,
essas plantas sdo ricas em substancias bioativas, que muitas vezes sao ativas
contra uma gama de insetos e outras pragas. Assim, estudos nessa area podem
acarretar no desenvolvimento de novas classes de agentes de controle mais seguros
(AGUIAR-MENEZES, 2005; KIM et al., 2003).

3. 1. 2. Inseticidas sintéticos

Devido o0 advento da industria quimica e o desenvolvimento de novos agentes
biocidas, os inseticidas sintéticos passaram a ganhar mais espaco apds a Segunda
Guerra Mundial. Esses compostos acabaram se mostrando mais potentes e menos
especificos que os inseticidas naturais amplamente utilizados até entdo (VIEGAS
JUNIOR, 2003).

Os inseticidas podem ser classificados quanto ao modo de acéo e quanto a
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3 REFERENCIAL TEORICO

origem. Podendo esses serem de origem inorganica (compostos de mercurio, bario,
enxofre e cobre) e os organicos (SANCHES et al., 2003).

Os compostos de origem organica sao os mais largamente utilizados, sendo a
atividade fisiologica da substancia diretamente ligada ao numero de atomos de
carbono na molécula. As principais classes desses compostos sdo 0s
organoclorados e os organofosforados (SANCHES et al., 2003).

Os organoclorados apresentam atomos de carbono e cloro em sua estrutura e
foram uma das primeiras classes de inseticidas sintéticos a surgirem em meados
dos anos de 1940. Eram amplamente utilizados na agricultura e no combate de
vetores como 0s mosquitos do género Anopheles. Essa classe de inseticidas é
toxica ao ser humano e ao meio ambiente, devido sua alta estabilidade,
permanecendo por longos periodos no ambiente, além de serem lipossoliveis,
podendo acumular no tecido adiposo dos organismos vivos (CAVALHEIROS, 1993;
SANCHES et al., 2003).

Figura 1 — Principais estruturas dos inseticidas organoclorados.

Cl Cl
Cl Cl Cl Cl
Cl Cl Cl Cl
Cl Cl
Hexaclorociclohexano Hexaclorobenzeno
CCl,

Difeniltricloroetano

Fonte: CHAU & AFGHAN, 1977.

Os organofosforados sdo compostos que possuem atomos de carbono e fésfora

em sua estrutura. S80 uma impostante classe de inseticidas, derivados dos acidos
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3 REFERENCIAL TEORICO

fosforico e tiofosférico. Apresentam uma facil degradacao, porém apresentam alta
toxicidade e inibem a enzima Colinesterase, ocasionando o acumulo de acetilcolina
nas fibras nervosas, impedindo a transmissédo de novos impulsos nervosos, podendo
causar convulsdes, parada respiratoria e coma (SANCHES et al., 2003; MARONI et
al., 2000).

Essas substancias sdo o meio mais utilizado para o combate de pragas urbanas.
Entretanto, seu uso pode acarretar em diversos maleficios para quem os utiliza,
causando problemas de saude a longo prazo e prejudicando o meio ambiente.
Devido o fato de 0 mecanismo de acdo da maior parte dos inseticidas ser a inibicao
da acetilcolinesterase, a maior parte dessas substancias ativas € inespecifica,
podendo matar ndo apenas 0s insetos de interesse, mas também insetos
importantes para a manutencao do equilibrio ambiental (FARIA, 2009).

A aplicacdo desenfreada desses inseticidas € responsavel pelos diversos
mecanismos de resisténcia adquiridos pelos insetos, além da poluicdo ambiental
causada por esses compostos. Esses maleficios causados pelos inseticidas
sintéticos tém levado ao aumento no interesse por novos produtos quimicos para o
controle de pragas. Novas substancias sdo necessarias para o efetivo controle de
pragas, oferecendo maior seguranca, seletividade, biodegradabilidade, viabilidade
econdbmica, baixo impacto ambiental e aplicabilidade em programas integrados de
controle de insetos (BRANCO et al., 2003).

Para uma nova substancia ser considerada um inseticida ndo basta a mesma
apresentar propriedades téxicas contra insetos. Além da toxicicidade, outros pré-
requisitos sdo levados em consideracdo para que uma substancia ativa seja
considerada um inseticida. Dentre esses pré-requisitos se encontram a eficacia em
baixas concentracdes, a auséncia de toxicidade frente mamiferos e outros animais,
auséncia de fitotoxicidade, facil obtencdo, manipulagdo e aplicacdo, viabilidade
econdmica e ndo ser cumulativa no tecido adiposo humano e de animais domésticos
(VIEGAS JUNIOR, 2003).

3.2. COPAIBA
As espécies do género Copaifera, pertencente a familia Leguminosae, séo

arvores que apresentam entre 25 e 40 metros de altura, podendo chegar a 4 metros

de diametro, sendo nativas da América Latina e Africa Ocidental, com grande
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incidéncia no Brasil e distribuida pela floresta amazénica (Figura 2) (ARRUDA et al.,
2019).

As diversas espécies de Copaiba produzem uma 6leo-resina conhecida
popularmente como 6leo de copaiba, que é extraida do tronco da arvore, conforme
figura 3, sendo constituida de acidos resinosos e compostos volateis (LORENZI,
1992; VEIGA JUNIOR & PINTO, 2002).

Figura 2 — Distribuicdo das espécies do género Copaifera.

1 espécie
2-5 espécies
6-9 espécies

>10 espécies

L d

o

onte: ARRUD,& et al., 2019.

A Oleo-resina de copaiba é amplamente utilizada pelos indigenas da regiédo
amazonica como repelente contra insetos (FREIRE et al., 2006). A atividade
repelente da Oleo-resina pode ser determinada pela presenca abundante de
monoterpenos e sesquiterpenos na sua composicado quimica, tendo em vista que as
propriedades repelentes de varios Oleos naturais sédo frequentemente associadas
com a presenca desses grupos de moléculas (NERIO et al., 2010).

Segundo Carvalho et al. (2015) na composicdo do o6leo de C. officinalis se
destaca os compostos majoritarios: B-cariofileno, a-bergamoteno, [-bisaboleno
(Figura 4). Enquanto que no Oleo de C. reticulata se destaca como composto

majoritario o B-cariofileno, que foi descrito como uma molécula com ampla atividade
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inseticida (KEELER et al., 1991; LEANDRO et al., 2012).

Figura 3 — Técnica de extracdo da Oleo-resina de Copaiba.

Fonte: Embrapa, 2016.

Figura 4 — Estrutura quimica dos compostos majoritarios presentes no 6leo de
Copaiba: B-cariofileno, a-bergamoteno e B-bisaboleno, respectivamente.

CHy
,_,_.' HQC ._‘-"" CHa GHEI CHz
HC™
CH, 3
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2 CH, CH;
T=CH
CH,
p-cariofileno ¢-bergamoteno p-bisaboleno

Fonte: LEANDRO et al., 2012.

3.3. EXTRATIVISMO

Grande parte das popula¢@es tradicionais amazénicas tiram seu sustento através
de atividades extrativistas nas florestas do norte do Brasil. A Politica Nacional de
Desenvolvimento Sustentavel dos Povos e Comunidades Tradicionais (PNPCT)
assegura os direitos desses povos através do Decreto Federal 6.040/2007
(MENEGUETTI & SIVIERO, 2019).
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O PNPCT busca promover o desenvolvimento sustentavel dos povos e
comunidades da floresta, enfatizando o reconhecimento, fortalecimento e garantia
dos direitos territoriais, sociais, ambientais, econdmicos e culturais, respeitando e
valorizando a identidade, formas de organizacdo e as instituicbes estabelecidas
(MENEGUETTI & SIVIERO, 2019).

O extrativismo sustentavel € uma das melhores alternativas para as populacdes
tradicionais praticarem o desenvolvimento sustentavel. Extrativismo é uma atividade
gue promove o manejo adequado dos recursos naturais disponiveis, podendo ser de
origem vegetal, animal ou mineral, seno uma das mais antigas atividades humanas
(MIRANDA, 2016).

O Oleos e gorduras vegetais estdo entre os produtos de maior importancia
extrativista na regido amazodnica, sendo obtidos através de processos variados.
Esses produtos possuem grande potencial biotecnoldgico a ser explorado, podendo
ser de grande importancia para o0 desenvolvimento economico da regido
(MENEGUETTI & SIVIERO, 2019).

3.4. FAMILIA BLATTIDAE

Pertencentes a superordem Dictyoptera, ordem Blattodea, as baratas sdo umas
das pragas urbanas mais conhecidas e causadoras de repulsa nos seres humanos.
Estdo presentes no planeta Terra ha aproximadamente 400 milhdes de anos, com
poucas mudancas evolutivas, e até o momento cerca de 3500 espécies sao
conhecidas, porém apenas 1% habita areas urbanas. As espécies mais nocivas ao
homem, frequentemente encontradas em areas domiciliares sdo: Periplaneta
americana (barata americana), Blattella germanica (barata alema), Blatta orientalis
(barata oriental) e Periplaneta australasiae (barata australiana) (Figura 5)
(ZORZENON, 2002; THYSSEN et al., 2004).

22



3 REFERENCIAL TEORICO

Figura 5 — Espécies da familia Blattidae.
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Por ter uma alta adaptabilidade, capacidade reprodutiva e a abundancia de
abrigos e alimentos encontrados nas areas urbanas, as varias espécies de baratas
se proliferam facilmente e com rapidez, causando grande incomodo em todos o0s
niveis sociais. Além disso, € carreadora de microrganismos patégenos, tanto de
forma mecanica quanto biologicamente, a sua presenca em areas residenciais,
hospitalares, escolas e restaurantes a torna um fator de risco preocupante
(ZORZENON, 2002).

Segundo Rodrigues (2014), as baratas depositam suas ootecas em locais
seguros, e com fontes de alimento, como em ralos, rodapés, rachaduras, frestas e
caixas de gordura. Esses locais devem ser inspecionados regularmente para
avaliacdo do grau de infestacao.

Muitas doencas sao ocasionadas por esses insetos e 0S microrganismos

patdgenos que 0s mesmos carregam. Segundo Potenza et al. (2004), as baratas séo
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responsaveis, em alguns casos, por aumentar de forma exacerbada processos
alérgicos e de asma, devido alérgenos provenientes de suas fezes, saliva e
exoesqueleto, que ficam dispersos no ar.

As baratas sdo vetores mecéanicos de patdgenos importantes nas infeccdes
hospitalares. Segundo Reys (2003), esses insetos podem veicular patbgenos dentro
de ambientes hospitalares de duas maneiras. As baratas se alimentam de escarro,
secrecbes e outros produtos bioldgicos contaminados dos pacientes, assim, as
partes externas das baratas ao entrarem em contato com esse material ficam
contaminadas. Enquanto procuram mais alimento, elas carreiam esses
microrganismos, e através de suas fezes depositam-nos em varios lugares. Elas
também podem regurgitar o alimento contaminado, transmitindo esses patégenos
infecciosos. Também veiculam patdégenos entrando em contato com a comida dos
pacientes, ao roerem os labios e pontas dos dedos sujos de pessoas, ou entrando
em contato com materiais cirirgicos e pdos-cirdrgicos.

Lopes (2005) afirma que, “as baratas sao de grande importancia médica por
estarem simultaneamente associadas ao ambiente de vida do homem e a locais
contaminados por microrganismos patogénicos ao homem e a outros animais”.

3. 4. 1. Periplaneta americana

A P. americana € um inseto do género Periplaneta e € considerada uma praga
urbana global, causando maleficios para a saude humana, principalmente doencas
intestinais. E a espécie de barata mais difundida no Brasil devido as caracteristicas
ambientais favoraveis para a disseminacao (ZENG et al., 2019). Além dos problemas
de coleta de lixo e terrenos baldios, o clima tropical também favorece a multiplicacdo
desse inseto, uma vez que as altas temperaturas diminuem o tempo que uma ooteca
leva para eclodir e liberar novas ninfas de P. americana (VIANNA et al., 2001). Para
cada aumento médio de 0,56 °C, o periodo embrionario da espécie diminui em 2,8
dias, podendo chegar a 34 dias em temperaturas de 2 a 28°C. O ciclo de vida
desses insetos esta descrito na figura 6 (GOULD & DEAY, 1940; KLEIN, 1933).

Segundo a literatura, a cuticula da P. americana pode ser infestada com
Shigella, Salmonella paratyphi, Pseudomonas aeruginosa, Proteobacteria e os ovos
de Ascaris, ancilostomo e Giardia lamblia. A bactéria colera intestinal ativa,

Mycobacterium tuberculosis, e o bacilo da lepra também sdo microorganismos que
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podem ser encontrados no intestino da P. Americana (ZENG et al., 2019).

Uma das razdes da P. americana ser um potencial vetor mecéanico de patdogenos
estd no fato de ter contato muito préximo com o homem e seu ambiente. Esses
hébitos, juntamente com o comportamento endofilico e uma grande capacidade de
dispersédo e multiplicacdo, conferem tal potencial a estes organismos (THYSSEN et
al., 2004).

Figura 6 - Ciclo de vida da P. americana.

NINFAS
ADULTO

Fonte: MESSIAS, 2011.

As baratas foram reconhecidas como causadoras de resposta IgE e asma por
Bernton e Brown, em 1964. As baratas s&o, juntamente com os acaros, um dos
principais alérgenos que frequentemente apresentam reacdes positivas ao teste de
puntura. A sensibilizacdo as baratas podem chegar a 55% em algumas cidades
brasileiras. Em Curitiba, o extrato de baratas utilizado no teste de puntura (P.
americana e B. germanica) provocou reacdes cutaneas em 24,1% dos asmaticos. A
maior atividade antigénica das baratas foi encontrada no corpo, mas também em
ovos, fezes, esqueleto queratinico e intestino (DE SOUZA & FILHO, 2012).

A sensibilizacdo ao alérgeno da barata é um fator de gravidade para asma. Em
estudo realizado nos EUA em 1997 foi constatado que asmaticos sensibilizados
apresentam maior numero de exacerbacbes, mais despertares noturnos e
hospitalizagbes por asma. Em Curitiba, verificou-se que 40,7% de pacientes com

asma grave apresentam positividade ao teste cutaneo para barata, e apenas 19,7%
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dos pacientes com asma leve foram positivos (ROSARIO FILHO et al.,1999; DE
SOUZA & FILHO, 2012).

Entre 1999 e 2001, foram isoladas diversas espécies de enterobactérias
presentes em baratas da espécie P. americana capturadas em um hospital publico
em Goiania-GO. Dentre as espécies isoladas, a Klebsiella pneumoniae foi a espécie
mais prevalente nas baratas coletadas. Depois da K. pneumoniae as espécies mais
encontradas foram Enterobacter aerogenes, Serratia marcescens, Hafnia alvei,
Enterobacter cloacae e Enterobacter gergoviae. Todas as espécies isoladas estao
associadas a surtos e epidemias de infeccbes hospitalares. Além disso, apds a
avaliacdo de suscetibilidade desses microrganismos a antimicrobianos, pode-se
observar cepas resistentes a uma gama de antimicrobianos como oxacilina,
cefalexina e ampicilina (PRADO, 2002).
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4.1. INSETOS
Os insetos utilizados na execuc¢do do trabalho da espécie Periplaneta americana

(barata domeéstica) foram criados e reproduzidos no LAC 2 do curso de Farmacia da
Universidade Federal do Amapé — UNIFAP.

Os insetos foram mantidos em temperatura ambiente e pouca luz, em uma caixa
tampada com uma tela permitindo a passagem de ar, alimentados com racéo para
cées e a agua foi fornecida através de frutas.

4.2. OBTENCAO DO OLEO DE Copaifera reticulata

O ¢6leo da C. reticulata foi fornecido pela Universidade Federal do Oeste do Para
(UFOPA), proveniente da Floresta Nacional do Tapajos (FLONA) localizada no Km
83 da BR-163, no municipio de Belterra-PA (latitude 3° S 07’ 36,2528517843,
longitude 54° W 99’ 59,896691144”).

4.3. CARACTERIZAGAO DO OLEO
4.3.1. Preparo da amostra para analise em CG-EM
A amostra do Oleo foi filtrada em membrana filtrante Millepore 0,45 um e
posteriormente aliquotas de 100 uL foram diluidas em 2 mL hexano e analisadas em
CG-EM.
4.3.2. Anélise do 6leo por CG-EM

As analises foram realizadas em cromatografo gasoso acoplado a espectrometria
de massas (CG-EM, Shimadzu corporation- QP2010SE), as condi¢cdes
cromatograficas foram: coluna capilar Rtx-5 (30 m x 0,25 mmID x 0,25 um); Hélio
como gas de arraste com fluxo de 1,5 mL/min, a temperatura do forno foi
programada mantendo-se 120 °C por 2 min e seguido de aumento de 3 °C/min até
160 °C mantido por 2 min e seguido de aumento de 8 °C/ min ate a temperatura final
de 290°C mantida por 2 minutos; temperatura do injetor 270 °C; temperatura do
detector de 290 °C; injetado um volume de 1,0 yL em razdo de split de 20:1.
Detector de massas operando em modo Scan 40-400 (m/z) com impacto eletrénico
de 70 eV. Para identificagdo dos compostos, Utilizou-se o espectro de fragmentagao
dos picos com similaridade acima de 90% comparado aos da biblioteca Nist do
equipamento (CARVALHO et al., 2015).
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4.4, DESENVOLVIMENTO DAS FORMULAQOES

Todas as formulacdes foram desenvolvidas na concentracdo de 10% de 6leo de
C. reticulata.

Foram desenvolvidos dois tipos de pomadas em diferentes polaridades

Formulagdo 1: A formulagdo foi desenvolvida pela mistura em diferentes
proporcdes de lanolina e vaselina liquida fundidas em banho-maria Solab® SL-150
até 65 + 5 °C. Apés fusdo dos componentes, foi adicionado o 6leo de C. reticulata
sob agitacao e resfriamento em banho de agua fria. (Tabela 1).

Formulagdo 2: A formulagéao foi desenvolvida pela mistura de PEG 400, PEG
4000 e propilenoglicol fundidos em banho-maria Solab® SL-150 até 65 + 5 °C. ApoOs
fusdo dos componentes, foi adicionado o 6leo de C. reticulata sob agitacdo e
resfriamento em banho de 4gua fria. (Tabela 2).

Tabela 1 — Composicédo da formulacdo a base de lanolina com 10% de 6leo de C.

reticulata (Formulagéo 1).

Componentes Quantidade em % (p/p)
Vaselina so6lida 20,00
Lanolina g.s.p. 100 g
Oleo de Copaiba 10,00

Tabela 2 — Composicao da formulacdo a base de PEG com 10% de 6leo de C.

reticulata (Formulacéo 2).

Componentes Quantidade em % (p/p)
PEG 400 33,33
PEG 4000 33,33
Propilenoglicol 33,33
Oleo de Copaiba 10,00
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4.5. REOLOGIA

4.5. 1. Analise reoldgica de cisalhamento continuo

O comportamento reoldgico de fluxo foi realizado em reémetro de gradiente e
tensao de cisalhamento controlado, em modo de fluxo, e equipado com geometria de
placas paralelas de aco (40 mm, separadas por uma distancia fixa de 1,0 mm). Os
experimentos foram realizados nas temperaturas de 25 e 37 £ 0,1°C, em triplicata de
amostra. As formula¢gBes com e sem o 6leo foram cuidadosamente aplicadas a placa
inferior, assegurando o minimo de cisalhamento da amostra. Apos aplicacdo a
amostra permaneceu em repouso por cinco minutos. As curvas de fluxo
(ascendentes e descentes) foram obtidas com gradiente de cisalhamento partindo de
0 a 2000 s 1. As curvas ascendentes de fluxo foram analisadas segundo o modelo

da equacao de Oswald de Waele (Lei da Poténcia — Power Law):

[=k{”

Onde: o, tensdo de cisalhamento; k, indice de consisténcia; A, gradiente de
cisalhamento; n, index de fluxo.

4. 6. ANALISE DO PERFIL DE TEXTURA (APT)

A andlise do perfil de textura (APT) das formulacdes foi realizada utilizando um
analisador de textura conforme descrito por Jones et al. (2002). Amostras de 15 g de
cada formulacédo foram colocadas em frascos de McCartney, evitando a introducdo
de bolhas. No modulo APT, uma prova analitica de policarbonato (10 mm de
diametro) foi comprimida duas vezes no interior das amostras, com velocidade de 2
mm/s, profundidade de 15 mm e tempo de 15 s entre o final da primeira e o inicio da
segunda compressdo. As analises foram realizadas em, oito replicatas para cada
amostra na temperatura de 25°C. A partir dos gréficos, resultantes da forca vs.
distancia e forca vs. tempo, a dureza, a compressibilidade, a adesividade e a
coesividade foram calculados.

4. 7. AVALIACAO DA EFETIVIDADE DAS FORMULACOES

4.7.1. Teste da atividade repelente

Este teste foi adaptado do método proposto por McDonald et al. (1970). Foram
realizados testes de repeléncia com as duas formula¢des desenvolvidas com o 6leo

de C. reticulata.
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Nesse teste foi colocado em metade de uma placa de Petri de 9 cm de diametro
1 g de uma das formulacfes obtidas. Foram colocadas 10 ninfas da espécie P.
americana dentro da placa de Petri e foi observado o potencial de repeléncia da
formulag&o. Cada tratamento foi realizado em triplicata.

Foram observadas as 10 ninfas nas primeiras quatro horas de teste e a sua
atracdo para o controle ou para o lado tratado na placa foi avaliada periodicamente
por analise do seu deslocamento para uma porcdo ou a outra. A partir dos dados
gravados no teste, o indice de preferéncia (IP) citado por Procépio et al. (2003) foi

calculado:

IP = (%ILT -%IC) / (%ILT +%IC)

Onde, %ILT = % de insetos no lado de teste, %IC =% de insetos no lado de
controle. O indice foi classificado como segue: IP: de -1.00 a -0,10 significa
repelente, -0,10 a +0,10 significa neutro e de +0,10 a +1,00 significa atraente.

4.7. 2. Teste da atividade biocida

O teste foi realizado em triplicata com cada formulacdo, além do controle,
conforme metodologia sugerida no Manual de Protocolos para testes de eficacia de
produtos desinfestantes (ANVISA, 2004).

Foram utilizados exemplares de P. americana reproduzidos em laboratério,
adultos de ambos os sexos, mantidos em recipientes plasticos sob temperatura e
umidade controlados (entre 23-27 °C e entre 50-70%, respectivamente), alimentados
com dieta animal (racdo para caninos adultos) e agua.

Os animais foram transferidos para frascos plasticos de 9,5cm de didmetro e
4,5cm de altura, e mantidos em jejum por pelo menos 12h antes do experimento.
ApoOs esse periodo, os frascos foram virados sobre um azulejo (15 x 15cm),
contendo a formulagédo a testada, e foram mantidos em contato com a formulacéo
por 20 minutos. Passado esse periodo, os insetos foram novamente transferidos
para os frascos plasticos, a fim de cessar o contato com a formulacéo, e foi oferecido
alimento e 4gua. A observacéo dos insetos foi mantida por 72h apds o encerramento
do contato com a formulagéo. Os insetos foram considerados mortos caso néo foi
observado nenhum movimento de nenhum dos seus apéndices por 3 segundos

consecutivos, apos a estimulagéo.

30



4 MATERIAL E METODOS

4. 8. ANALISE ESTATISTICA
Todos os experimentos foram realizados em triplicata e comparados pelo
teste de analise de variancia (ANOVA) um critério no software BioStat 5.3, a

significancia foi aceita guando p <0,05.
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Estudar as propriedades reoldgicas das formulagbes escolhidas pode permitir o
entendimento das interacdes das bases e do Oleo que constituem os sistemas das
formulacdes. Esse estudo pode auxiliar na selecdo da formulacdo mais adequada
para a aplicagdo que desejamos para o produto. Além disso, a analise de
cisalhamento continuo pode demonstrar os efeitos que a variagdo de estresse que
as formulacbes sdo expostas durante o processo de fabricacdo, envase,
armazenamento, transporte e a propria utilizacdo do produto, podem causar (DA
SILVA et al., 2020).

O indice de consisténcia esta relacionado a viscosidade de um fluido de lei de
poténcia em baixo cisalhamento. Sendo assim, valores elevados de indice de
consisténcia demonstram que o fluido tem grande resisténcia a deformacao devido
ao emaranhado das cadeias moleculares que o constituem (DA SILVA et al., 2020).
Comparando a viscosidade apresentada pelas duas formulacdes testadas, percebe-
se gque a formulacdo 2 (Figura 8) apresentou maior viscosidade (3885,53 Pa/s) se
comparado a formulacéo 1 (2556,79 Pa/s) (Figura 7), conforme descrito na tabela 3.
Essa diferenca na viscosidade das formulacdes tera implicacdes na aplicagcdo do
produto, tendo em vista que quanto maior a viscosidade da formulagdo, menor sera
0 escoamento da mesma na superficie aplicada, sendo assim, a formulacdo mais
viscosa terd melhor desempenho em questdes de durabilidade do produto final.
Tabela 3 — Propriedades reoldgicas das formulagdes.

Propriedades mecénicas e Formulactes

reologicas Formulacéo 1 Formulag&o 2
Viscosidade 2556,79 Pals 3885,53 Pa/s
Consisténcia 559s 2,79s
R%* 0,99 0,99

"Segundo modelo de Carreau-Yasuda
Alguns materiais sofrem perda reversivel de viscosidade quando submetidos a

tensdo de cisalhamento, podendo apresentar histerese. Geralmente a éarea de
histerese revela os perfis de reversibilidade das respostas das formulagdes ao
cisalhamento, mostrando dois perfis diferentes: tixotrépico (area de histerese
positiva) ou reopética (area de histerese negativa) (BARBOSA et al., 2017; JONES
et al., 2009).
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Figura 7 — Reograma da formulacédo 1 (a base de lanolina).
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A analise de perfil de textura (APT) € uma ferramenta utilizada para avaliagdo
das propriedades mecéanicas em sistemas semissolidos. A APT permite a avaliacédo
de sistemas em diferentes temperaturas, podendo simular temperaturas em que o
produto poderad ser submetido, como a temperatura ambiente, ambientes de
temperatura elevada ou baixas temperaturas. Esse tipo de analise € de extrema
importancia para entender as caracteristicas da formulacéo e assim poder otimizar a
férmula até ao resultado desejado (DA SILVA et al., 2020). Os dados obtidos na APT
neste estudo permitiu o célculo de quatro parametros: dureza, compressibilidade,
adesividade e coesividade, conforme descrito na secao materiais e métodos.

A APT foi realizada a fim de avaliar as propriedades mecanicas das formulacdes
com resultados das replicatas, média e desvio padrdo descritos nas tabelas 4 e 5.
Apos a andlise a formulacdo 1 apresentou baixa dureza e compressibilidade e alta
adesividade e coesividade (Tabela 4). Enquanto isso a formulagcdo 2 apresentou
todos os parametros altos (Tabela 5).

Considerando que as formulagbes foram desenvolvidas visando uma proposta
de novo produto baraticida, propriedades como facil remocao da embalagem,
adesividade e viscosidade s&o parametros importantes a serem avaliados visando a
maior aceitabilidade do produto no mercado. Baixos valores de dureza e
compressibilidade sdo esperados visando garantir uma melhor aplicacdo e remocao
do produto. Além disso, alta coesividade e adesividade sdo parametros esperados
para melhor desempenho da formulacdo no local pretendido (DE SOUZA
FERREIRA, BASSI DA SILVA et al., 2015).

A formulacdo 2, a base de Propilenoglicol (PEG) apresentou resultados
satisfatérios na APT, porém, para melhorar os parametros de dureza e
compressibilidade, seria necessario a reformulagdo, aumentoando o PEG 400 da
formula, visando adequar a viscosidade e garantir melhor aplicagdo e remocao do

produto na superficie em que o mesmo sera utilizado.
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Tabela 4 — Dados obtidos na ATP da formulagéo 1.

LANOLINA (FORMULACAO 1)

Dureza Compressibilidade Adesividade Coesividade
(N) (N.mm) (N.mm) (N.mm)
" 0,353 1,077 -0,823 0,903
g 0,434 1,183 -0,969 0,901
Q 0,436 1,153 -0,971 0,942
& 0,439 1,192 -0,994 0,935
i 0,419 1,091 -0,917 0,938
0,391 0,906 -0,749 0,914
0,348 1,161 -0,933 0,958
0,362 1,160 -0,912 0,919
MD 0,398 1,116 -0,909 0,927
DP 0,039 0,093 0,083 0,020

Tabela 5 — Dados obtidos na ATP da formulacao 2.

PEG (FORMULACAO 2)

Dureza Compressibilidade Adesividade Coesividade
(N) (N.mm) (N.mm) (N.mm)
I 0,819 2,985 -0,665 0,824
s 1,016 3,434 -0,885 0,654
3 0,957 2,539 -0,823 0,720
= 1,161 2,701 -1,015 0,866
nd 0,896 2,236 -0,777 0,818
0,890 3,091 -0,783 0, 864
1,150 3,779 -0,993 0,542
0,990 2,655 -0,845 0,790
MD 0,985 2,928 -0,848 0,760
DP 0,122 0,502 0,115 0,113

As figuras 9 e 10 demonstram em forma de grafico a quantidade de ninfas de P.
americana que foram repelidas no decorrer das quatro horas em que o teste de
atividade repelente das pomadas de lanolina (Formulacéo 1) e PEG (Formulacao 2)
a 10% de Oleo de C. reticulata ocorreu, respectivamente. Os testes foram realizados

em triplicata com 10 ninfas em cada placa.
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Figura 9 — Quantidade de ninfas de P. americana que foram repelidas no periodo de

4 horas pela formulacdo a base de lanolina (Formulacdo 1) a 10% de 6leo de C.

reticulata e formulacdo branco.
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Figura 10 — Quantidade de ninfas de P. americana que foram repelidas no periodo
de 4 horas pela formulacdo a base de PEG (Formulacdo 2) a 10% de 6leo de C.

reticulata e formulag&o branco.
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Apés os ensaios, foi realizada uma média das trés placas testadas para o
célculo do indice de preferéncia. Para o calculo, as médias foram transformadas em
porcentagem para aplicacdo na férmula de Procopio et al. (2003), sendo o resultado
interpretado conforme o0s seguintes parametros repeléncia (-0,10 a -1,00), neutro (-
0,10 a +0,10) e atrativo (+0,10 a +1,00).

Como demonstrado no Quadro 1, observou-se que o indice de preferéncia (IP)
da formulacdo 1 foi de -0,69, e da formulacédo 2 foi de -1,00, demonstrando que
ambas as formulacdes apresentaram atividade repelente. Entretanto, a formulacéao 2
demonstrou melhor atividade repelente, repelindo 100% das ninfas durante o teste,
enquanto a formulacdo 1 repeliu 84,9% das ninfas. As formulacbes sem o 6leo
tiveram indice de preferéncia de 0,70 (formulacdo 1) e 0,65 (formulacdo 2),
demonstrando que a base da formulacdo nao interferiu no efeito repelente da
mesma.

Essa diferenca na atividade repelente das formulagdes pode se dar devido a
diferenca de polaridade de ambas e a interacdo delas com o 6leo de C. reticulata. O
fato da formulagéo 1, a base de lanolina repelir menos pode estar relacionado ao
fato da mesma ser uma base de baixa polaridade, interagindo mais com o 6leo
presente na formulacado, dificultando assim que 0s sesquiterpenos presentes no
0leo, que sdo responsaveis pela acdo repelente, sejam liberados com maior
facilidade.

Diferentemente da formulacéo 1, a formulagéo 2 foi feita com uma base de maior
polaridade, o que diminui a interacdo entre as moléculas de sesquiterpenos e a base
da formulacdo, aumentando assim a liberacdo dos mesmos e consequentemente
aumentando a acéo repelente da formulacao.

Quando comparadas entre si, as quatro horas de teste nao interferiram no efeito
de nenhuma das formulacdes com o 6leo, e nem no branco da formulacdo 1,
demonstrando que a quantidade de horas que os insetos ficaram expostos as
formulagbes né&o influenciou significativamente na repeléncia dos mesmos.
Entretanto houve diferencas estatisticas significativas durante as quatro horas de
teste do branco da formulagcdo 2 (p>0,05), porém essa diferenca estatistica na
atividade da formulacdo sem o 6leo ndo influencia no resultado final do estudo,

tendo em vista que os brancos das formula¢ces ndo apresentaram efeito repelente.
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Quadro 1 - indice de preferéncia (IP) de cada formulacdo de C. reticulata,

percentagem de insetos nos grupos controle e tratamento (resultados preliminares).

FORMULACOES IP (iINDICE DE % DE NINFAS NO | % DE NINFAS NO
PREFERENCIA) LC LT
Formulacéo 1 -0,69 84,9% 15,1%
Formulacéo 2 -1,00 100% 0
Branco 0,70 15% 85%
(Formulacéo 1)
Branco 0,65 17,5% 82,5%
(Formulacéo 2)

A composicao quimica do 6leo de C. reticulata estd apresentada na tabela 6. Os

sesquiterpenos hidrogenados majoritarios identificados representam 70,25% do 6leo

de C. reticulata Os principais componentes identificados no 6leo de C. reticulata séo
B-cariofileno (39,91%), a-bergamoteno (11,34%) e B-bisaboleno (7,38%).

Tabela 6 — Sesquiterpenos marjoritarios identificados no 6leo de C. reticulata

analisado em CG-EM, dados em percentagem.

indice de retencéo Compostos C. reticulata
DB-5 Lit. %
(Adams, Sesquiterpenos
2017) hidrogenados
1405 1408 p-cariofileno 39,91
1436 1411 ¢-bergamoteno 11,34
1510 1505 f-bisaboleno 7,38
1480 1484 germacreno D 5,84
1455 1436 a-humuleno 3,15
1376 1374 g-copaeno 2,63
Total 70,25

Diversas espécies de plantas possuem oOleos com grande potencial repelente

contras diversas espécies de insetos (NERIO et al., 2010). A composic¢ao do oleo de

C. reticulata indica sesquiterpenos hidrogenados como 0s compostos majoritarios,

sendo o B-cariofileno, a-bergamoteno e o B-bisaboleno os compostos mais

38




5 RESULTADOS E DISCUSSAO
abundantes nos dois 6leos (Tabela 6). A atividade repelente do 6leo se justifica
devido ao alto teor desses compostos terpenicos em sua composicéo, considerando
gue a propriedade repelente de diversos Oleos vegetais estd frequentemente
relacionada com os terpenos presentes na composicdo quimica (GOMES et al.,
2014).

O B-cariofileno, composto mais abundante no 6leo, tem atividade repelente
comprovada e € um dos sesquiterpenos mais citados que possui atividade repelente
contra Aedes aegypti, isso mostra como a composicdo majoritaria do 6leo pode
influenciar na repeléncia contra P. americana (NERIO et al., 2010; KEELER et al.,
1991). Foi identificado como composto marjoritario nos 6leos de Alpinia purpurata
(gengibre-vermelho), Plectranthus barbatus (boldo-da-terra) e Plectranthus
amboinicus (horteld-grosso). Relatos da literatura confirmam que os 0Oleos dessas
espécies tem excelente atividade larvicida contra Aedes aegypti, Anopheles
stephensi, Anopheles subpictus e Culex tritaeniorhynchus. A presenca abundante do
B-cariofileno nesses 0leos justifica a atividade larvicida deles, demonstrando como
Oleos vegetais sao alternativas possiveis para o0 combate de insetos
(GOVINDARAJAN et al., 2016).

A presenca de humuleno — outro sesquiterpeno presente nha composic¢ao do 6leo
utilizado neste estudo— entre os compostos majoritarios do 6leo de P. amboinicus,
juntamente com o B-cariofileno, também sdo descritos como o0s possiveis
responsaveis pela atividade larvicida do 6leo, mostrando que a atividade de um éleo
ndo se define apenas por um composto majoritario, mas pelo sinergismo entre varios
compostos (SENTHILKUMAR & VENKATESALU, 2010).

O a-bergamoteno esté presente em Oleos de espécies que apresentam atividade
repelente contra mosquitos, como Hyptis suaveolens (betbnica brava) (CONTI et al.,
2012). Outras espécies, como Ocimum basilicum (manjericdo-da-folha-larga),
também tem o a-bergamoteno descrito na composi¢édo quimica do seu 6leo (AHMED
& AUJLA, 2012).

Segundo Shadia et al. (2007), o B-bisaboleno é o segundo sesquiterpeno mais
abundante no o6leo de manjericdo branco (Ocimum americanum), que apresenta

atividade inseticida contra pulpas e larvas de Thymus magnus.

Os repelentes de insetos funcionam fornecendo uma barreira de vapor que
impede o inseto de entrar em contato com a superficie em que o repelente se
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encontra. Esse mecanismo € de extrema importancia para as formulacdes deste
estudo, e a composicdo das mesmas determina a intensidade desse vapor, tendo
em vista que uma formulacdo que impossibilita a volatizacdo dos compostos volateis

do oleo ira comprometer a atividade repelente do produto (GOMES et al., 2014).

O fato da formulacéo 2 ter apresentado maior efeito repelente corrobora para a
teoria do mecanismo de acdo do repelente, tendo em vista que a formulacao 1, por
ser mais apolar, interagiu mais com o0 Oleo da composicdo, dificultando a
volatilizagdo dos compostos responsaveis pela repeléncia. Enquanto isso, a
formulacdo 2 é mais polar, interagindo menos com o 6leo, facilitando assim a
volatilizacdo e consequente repelencia.

O teste de atividade biocida foi desenvolvido conforme metodologia descrita na
secdo materiais e métodos. As formulacGes foram avaliadas em triplicata, além do
branco de cada formulagdo também ter sido testado a fim de analisar se algum
componente da formulacdo pode interferir ou ndo na atividade do 6leo que foi
utilizado como ingrediente ativo das formulacdes. Apos o periodo de exposicao das
baratas as formulacdes, ndo foi observado morte de nenhum dos insetos, também
ndo houve morte nas 72h ap0s o0 experimento, caracterizando que nenhuma das
formulacdes testadas apresenta atividade inseticida durante as 72h de observacéo.

Considerando as melhores caracteristicas reolégicas, de textura e o melhor
desempenho nos ensaios in vivo a formulagéo 2 se mostrou a mais promissora entre
as duas desenvolvidas. Entretanto, estudos de otimizagcdo da formulagao se fazem
necessarios, visando potencializar ainda mais o efeito e melhorar os aspectos
reologicos e de textura do produto. Além disso, estudos de estabilidade e prazo de
validade se fazem necessarios para que a formulagdo possa se tornar um produto

comercial.
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6 CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS

Ambas as formulacfes estudadas se mostraram promissoras no combate a P.
americana, tendo a formulacdo 2 apresentado melhor atividade e melhores
caracteristicas de textura e reologia, embora mais estudos ainda sejam necessarios,
visando otimizar ainda mais o efeito e o aspecto da formulacao.

O enriguecimento da férmula com outros 0leos vegetais ou substancias isoladas
gue tenham atividade inseticida comprovadas também é uma alternativa para a
melhora do efeito, tendo em vista que a formulacdo ndo demonstrou efeito biocida
contra a espécie de barata estudada.

O estudo dos efeitos sinérgicos entre os constituintes do 6leo de C. reticulata,
bem como a busca de novos aditivos que possam aumentar o periodo de protecdo
do produto e otimizar a atividade biocida, se mostra uma linha de estudo promissora.
Esses estudos podem permitir a substituicdo de repelentes e inseticidas sintéticos
utilizados amplamente, por produtos de origem natural efizazes, de baixo custo e
menos téxicos reduzindo a resisténcia adquirida pelos insetos, bioacumulacdo e
poluicdo ambiental.

Assim, este trabalho abre caminho para o desenvolvimento de outros tipos de
formulacoes semissolidas a base de 6leo de copaiba para o fim de combate a
insetos, além da realizacdo de mais testes para avaliar o efeito repelente e inseticida

da formulacdo em outras espécies de insetos.
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Preparation of the manuscripts

Manuscripts that do not agree to the Instructions will be refused prior to peer
review.
Manuscripts must be submitted in English.

Submission of a manuscript to BJPS implies that the data have not been published
previously and will not be submitted for publication elsewhere while the

manuscript is under review.

Co-authors should be individuals who have contributed substantially to the
content of the paper.

Manuscripts in accordance to the “Preparing your manuscript section” will be
submitted for peer review to at least two independent, anonymous referees
indicated by the Associated Editors. Based on peer review, the Associate Editors
will suggest manuscript acceptance or not to the Editor-in-Chief, who is responsible
for the final decision.

In the case revision is suggested, the authors are asked to resubmit the manuscript
incorporating the suggestions and recommendations of the referees within 15
calendar days. If the revised version is not received within the time specified from
the date of notice, the manuscript process will be canceled. All revisions must be
accompanied with a letter detailing the changes made to the original document
and answering all the reviewer comments, on a point-by-point basis. All alterations

must be identified in the revised manuscript.

Manuscripts must have their copyright assigned to the BJPS before submitting to
the Journal.

The dates of receipt and acceptance will be published for each article. Authors are
expected to return reviewed manuscripts to the Journal within 15 calendar days,
and to return galley proofs of accepted manuscripts within 72 hours. The total
number of "late” days will be added to the submission date at the time of
publication,

Authors are required to suggest 4 potential reviewers with information of
institutional and e-mail address. At least 2 of the potential reviewers suggested
should be from a different country to the corresponding authors, The Editors
reserve the right to indicate these or other reviewers for manuscript evaluation.
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Manuscript categories

The authors should state in the cover letter that the manuscript is intended to be
Full-length Original Paper, Short Communication, Review Article, Mini-review
article, Concepts and Comments and Book Reviews.

The Journal will also publish Thematic or Congress Abstracts Supplements under
invitation by the Editors or previous approval of the Editorial Board.

EJPS will publish the following type of articles:

Full-length Original Paper

Each manuscript should clearly state its objective or hypothesis; the experimental
design and methods used; the essential features of any interventions; the main
outcome measures; the main results of the study; and a discussion placing the
results in the context of published literature.

The manuscript should contain:

® abstract of no more than 250 words

* nomore than 6 key words

& zrunning title to be used as a page heading, which should not exceed 60
letters and spaces

e manuscript main body divided into separate sections (Introduction, Material
and Methods, Results and Discussion).

® no more than 40 references (without exceptions)

* Supplementary data can be submitted as Suppmentary information session.

Short Communication

A short communication is a report on a single subject, which should be concise
but definitive. The scope of this section is intended to be wide and to encompass

methodology and experimental data on subjects of interest to the readers of the

Journal

The manuscript should contain:

e abstract of no more than 250 words

e no more than 6 key words

& zrunning title to be used as a page heading, which should not exceed 60
letters and spaces

e manuscript main body divided into separate sections (Introduction, Material
and Methaods, Results and Discussion), without a separate section for
conclusions

* no more than 20 references (without exceptions)

* nomore than three illustrations (figures and/or tables)
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Review Article

A review article should provide a synthetic and critical analysis of a relevant area
and should not be merely a chronological description of the literature. A review
article by investigators who have made substantial contributions to a specific area
of Pharmaceutical Sciences will be published by invitation of the Editors. However,
an outline of a review article may be submitted to the Editors without prior
consultation. If it is judged appropriate for the Journal, the author(s) will be invited
to prepare the article for peer review. The manuscript should contain:

e abstract of no more than 250 words

* no more than 6 key words

e arunning title to be used as a page heading, which should not exceed 60
letters and spaces

e manuscript main body divided into sections with appropriate titles and
subtitles

e nomore than 90 references (without exceptions)

Mini-review Article
A mini-review is focused on a restricted part of a subject normally covered in a
review article. The structure of the mini-review follows the same rules as the

review.

Concepts and Comments
The Concepts and Comments section provides a platform for readers to present

ideas, theories and views.

The manuscript should contain:

e abstract of no more than 250 words

* no more than 6 key words

e arunning title to be used as a page heading, which should not exceed 60
letters and spaces

e manuscript main body divided into sections with appropriate titles and
subtitles

e nomore than 40 references (without exceptions)

Book Reviews
Written by experts indicated by the Editors or written by the authors.
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Preparing your manuscript

Cover Letter

It is important that you include a cover letter with your manuscript. Take the time
to consider why this manuscript is suitable for publication in the Brazilian Journal
of Pharmaceutical Sciences. Why will your paper inspire other members of your
field, and how will it drive research forward? Please explain this in your cover
letter,

The cover letter should also contain the following information:

» Title of article.

¢ Name(s) of all author(s).

s Information of Corresponding Author (name, full address, telephone numhber
and e-mail).

Aunthorship requirements

Only people who directly contributed to the intellectual content of the paper
should be listed as authors. All manuscripts must be, submitted, only, by electronic
way. The confirmation of submission is sent by email for all the authors, for their
agreement.

Authors should meet all of the following criteria, thereby taking public
responsibility for the content of the paper:

s Conceived, planned and carried out the experiments presented in the
manuscript or interpreted the data, or both.

* Wrote the paper, or reviewed successive versions.

¢ Approved the final version.

s Holding positions of administrative leadership, contributing patients, and
collecting and assembling data, however important to the research, are not
by themselves criteria for authorship. Any person who has made substantial,
direct contribution to the work but cannot be considered an author should
be cited in the Acknowledgment section, with permission and a description
of his/her specific contribution to the research.




Text format

e The text of a manuscript can only be accepted as a Microsoft Word file
created with MS Word as a "doc”, "docx" or "rtf" document.

® Manuscripts should be sent in 30-36 lines, 1,5 spaced,

s Each page should contain the page number in the upper right-hand corner
starting with the title page as page 1.

s Report all measurements in Systdme International, SI
(http://physics.nist.zov/cun/Units) and standard units where applicable

s Names of plants, animals and chemicals should be mentioned according to
International Rules available.

s Names of drugs can follow the International rules (DCI) or current Brazilian
rules (DCE)

s Trademarks may be mentioned only once in the text (between parenthesis
and initial in capital letter)

¢ Do not use abbreviations in the title and limit their use in the abstract and
text.

s The length of the manuscript and the number of tables and figures must be
kept to a minimum.

e Ensure that all references are cited in the text.

e Generic names must be used for all drugs. Instruments may be referred to by
proprietary name; the name and country of the manufacturer should be
given in parenthesis.

Organization of the Manuscript

Most articles published in BJPS will be organized into the following sections:
Title, Authors, Abstract, Key words, Running Title, Author for Correspondence and
email address

Introduction

Material and Methods

Results and Discussion

Acknowledgments

References

Tables with a descriptive title and footnote legends

Figures with a descriptive title, descriptive legends and uniformity in format
Continuous page numbers are required for all pages including figures. There are
no specific length restrictions for the overall manuscript or individual sections.
However, we urge authors to present and discuss their findings concisely. wWe
recognize that some articles will not be best presented in our research article
format. If you have a manuscript that would benefit from a different format,

please contact the editors to discuss this further.
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Title Page

Title - The title should be as short and informative as possible, should not contain

non-standard acronyms or abbreviations, and should not exceed two printed lines.

Examples:

Freeze-drying of ampicillin solid lipid nanoparticles using mannitol as
cryoprotectant

A fully validated microbiclogical assay for daptomycin injection and comparisen to
HPLC method

Pharmacokinetics, safety and tolerability of L-3-n-butylphthalide tablet after single

and multiple oral administrations in healthy Chinese volunteers.

Authors and Affiliations
Full name (matched with superscript numbers identifying affiliation). Institution(s)

(Department, Faculty, University, City, State, Country) of each author (in English).

Examples:

Hongmei Xial * , Yongfeng ChengZ , Yinxiang Xu2 , Zhiging Chengl

1College of Pharmacy, Anhui University of Chinese Medicine, Hefel, People's Republic
of China.

25chool of Life Science, University of Science and Technology of China, Hefel, People's
Republic of China.

3Zhaoke (Hefei) Pharmaceutical Co. Ltd.,, Hefei, People's Republic of China.

Abstract

Since abstracts are published separately by Information Services, they should
contain sufficient hard data to be appreciated by the reader. The abstract should
not exceed 250 words and should be prepared in a single paragraph.

The abstract should briefly and clearly present the objective, experimental
approach, new results as guantitative data if possible, and conclusions. It should
mention the techniques used without going into methodological detail and
mention the most important results.

Abbreviations should be kept to a minimum and should be defined in both the
Abstract and text. Please do not include any reference citations in the abstract. If
the use of a reference is unavoidable, the full citation should be given within the

abstract.
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Key Words
A list of key words or indexing terms (no more than 6) should be included avoiding

generic terms.

Running title
This short title, to be used as a page heading, should not exceed 80 letters and

spaces.

Corresponding author

Omne of the authors should be designated as the corresponding author. It is the
corresponding author” s responsibility to ensure that the author list is accurate and
complete. If the article has been submitted on behalf of a consortium, all
consortinm members and affiliations should be listed in the Acknowledgments
section. Provide the name and email address of the author to whom

correspondence should be sent identified with an asterisk.

Introduction

The Introduction should put the focus of the manuscript into a broader context
and reflects the present state-of-art of the subject. This should state brisfly and
clearly the objectives of the investigation with reference to previous works.
Extensive review of the literature should be avoided and substituted for references

of recent review publications.

Material and Methods

These should be described in sufficient detail that the work can be reproduced.
Well-established procedures and technigues require only a citation of the criginal
source, except when they are substantially modified. Reports of experimental
studies on humans and animals must certify that the research received prior

approval by the appropriate institutional review Ethics Committee.

Results and Discussion: Results must be presented clearly and concizsely and in
logical order. This section should provide results of all of experiments required to
support the conclusions of the paper. When possible, use figures or tables to
present data rather than text. Large datasets, including raw data, should be
submitted as supplementary files; these are published online linked to the

article. Discussion should interpret the results and assess their significance in
relation to existing knowledge. Speculation not warranted by actual data should be
avoided. The Discussion should spell out the major conclusions and interpretations

of the work including some explanation of the significance of these conclusions.
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contributions from colleagues. People who contributed to the work but do not fit
the criteria for authors should be listed in the Acknowledgments section, along
with their contributions. Donations of animals, cells, or reagents should also he
acknowledged. You must also ensure that anyone named in the Acknowledgments
agrees to being so0 named. Financial support for the research and fellowships

should be acknowledged in this section (agency and grant number).

Figures

Figures must be submitted in high-resolution version (800 dpi).

Preparing figure files for submission

BJPS encourages authors to use fizures where this will increase the clarity of an
article. The use of color figures in articles is free of charge. The following
guidelines must be ocbserved when preparing figures. Failure to do so is likely to

delay acceptance and publication of the article.

® Each figure of a manuscript should be submitted as a single file.

® Figures should be numbered in the order they are first mentioned in the text,

and uploaded in this order.

# Figure titles and legends should be provided in the main manuscript as a List
of Figures, not in the graphic file.

® The aim of the figure legend should he to describe the key messages of the
figure, but the figure should also be discussed in the text.

s An enlarged version of the figure and its full legend will often be viewed in a
separate window online, and it should be possible for a reader to understand
the figure without moving back and forth between this window and the
relevant parts of the text.

® The legend itself should be succinct, while still explaining all symbols and
abbreviations. Avoid lengthy descriptions of methods. Statistical information
should be given as well as the statistical tests used.

s Arrows or letters should be used in the fizure and explained in the legend to
identify important structures.

* Figures with multiple panels should use capital letters A, B, C, etc. to identify
the panels.

® Each figure should be closely cropped to minimize the amount of white
space surrounding the illustration. Cropping figures improves accuracy
when placing the figure in combination with other elements, when the
accepted manuscript is prepared for publication.

s Individual figure files should not exceed 5 ME. If a suitable format is chosen,
this file size is adequate for extremely high guality figures.

Please note that it is the responsibility of the author(s) to obtain permission from
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Please note that it is the responsibility of the author(s) to obtain permission from
the copyright holder to reproduce figures (or tables) that have previously been
published elsewhere. In order for all figures to be open-access, authors must have
permission from the rights holder if they wish to include images that have been
published elsewhere in non-open-access journals. Permission should be indicated

in the figure legend, and the original source included in the reference list;

Supported file type

The following file format can be accepted: TIFF (suitable for images) or JPEG with
600 dpi, and Word file for the manuscript.

Tabhles

Tables must be submitted in Word (.doc) or Excel (.xls), not as an image.

Tables must be numbered consecutively with Roman numerals in the text.

Tables must have a concise and descriptive title.

All explanatory information should be given in a footnote below the table.

Footnotes should be used to explain abbreviations and provide statistical

information, including statistical tests used.

e All abbreviations must be defined in this footnote, even if they are explained
in the text.

e Tables must be understandable without referring to the text.

e Tables occupying more than one printed page should be avoided, if possible.

e Vertical and diagonal lines should not be used in tables; instead, indentation

and vertical or horizontal space should be used to group data.

References

References should be prepared and listed according to Vancouver standard
reference style. Entries should be arranged in alphabetical order by author at the
end of the paper. All authors’ names should be given. Accuracy and completeness
of reference data is the responsibility of the authors.

Only published references should be included in the reference list. Meeting
abstracts, conference talks, or papers that have been submitted but not yet
accepted should not be cited. Limited citation of unpublished work should be
included in the body of the text only. All personal communications should be
supported by a letter from the relevant authors.

References should be cited in the text by the authors’ names, with only the first
letter in capital letter followed by the year of publication. For more than three
authors, the first has to be cited followed by the expression et al. (in italic), Small
letters close to the year must differentiate references of the same authors and year
of publication.

Examples:
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Article accepted for publication but not yet published. First 6 authors followed
by et al,, Title, Journal (abbreviation in italic), Year of expected publication, (in
press) at the end of the citation.

Janiszewski M, Lopes LR, Carmo AOQ, Pedro MA, Brandes RP, Santos CXC, et al.
Regulation of NAD(P)H oxidase by associated protein disulfide isomerase in

vascular smooth muscle cells. J Biol Chem. 2005 (in press).

Internet Communication. Ensure that URLs are active and available. Provide DOI,
if available.

Brasil. Ministério da Saude, Secretaria de Vigilancia em Saude. Leishmaniose
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grave: normas e condutas [Internet], Brasilia (DF): Ministério da Saude, 2006.
[citado

2008 Jan 7. 60 p. (Série A. Normas e Manuais Técnicos), Disponivel em:
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CAPES Statistics. [citad 2006 Mar 1§]. Available from:
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Developmental toxicology. [citad 2015 Apr 10]. Available from:
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proceedings.
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Audiovisual Material
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Larsen CE, Trip R, Johnson CR. Methods for procedures related to the
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"Unpublished results” and "Personal communication”. Reference should
appear in the text with the individual name(s) and initials and not in the reference
list. (Santos C§, da-8ilva GB, Martins LT, unpublished results).

It is assumed that the author has obtained permission from the source when
"personal communication” is cited.
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