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RESUMO

PRATTI, DRIELLE LIMA DE ALMEIDA, D.Sc. Universidade Vila Velha — ES, Marco,
2017. O oleo essencial de frutos maduros e imaturos de Schinus terebinthifolia
Raddi — atividade larvicida e danos histolégicos induzidos em larvas de
Stegomyia aegypti (Linnaeus, 1762). Orientador: Ary Gomes da Silva e Co-

orientador: Marcelo da Silva Moretti.

Stegomyia aegypti € um Culicideo de grande importancia para a saude publica
mundial pois transmite doencas como a febre amarela, dengue, zika e Chikungunya.
Podem se reproduzir em cole¢Bes de agua presentes na natureza como também em
criadouros antrépicos. E originario do continente africano, mas chegou ao novo mundo
por meio das grandes navegacdes e comércio escravagista dos séculos XV a XVII.
Nesses paises, se adaptou e passou a se reproduzir instalando suas populacdes. No
Brasil, ganhou importancia sanitaria em 1686 com uma epidemia de febre amarela e
foi considerado erradicado anos mais tarde. Porém, em 1970 com o crescente éxodo
rural foi re-introduzido causando graves epidemias. Nos ultimos anos, todo o globo
tem sofrido com a expansdo territorial desse vetor, principalmente devido as
mudancas climaticas. Medidas de controle desse inseto tém sido tomadas, com maior
empenho nos paises da regido tropical e subtropical, onde as condicbes de
sobrevivéncia e reproducao sao maiores, com o uso de pesticidas quimicos o que tem
causado problemas ao ser humano, meio ambiente e animais. Assim, muitas
pesquisas sobre métodos ambientalmente amigaveis estdo sendo feitas, com intuito
de diminuir esses maleficios dos inseticidas. De forma que o objetivo deste trabalho
foi comparar a composi¢ao quimica e o efeito larvicida dos 0leos essenciais de frutos
maduros e imaturos de Schinus terebinthifolia Raddi frente a larvas de terceiro instar
de Stegomyia aegypti (Linnaeus, 1762), verificando os danos histolégicos causados

as larvas.

Palavras-chave: Larvicida, dengue, Schinus terebinthifolius, produtos naturais, Aedes
aegypti.



ABSTRACT

PRATTI, DRIELLE LIMA DE ALMEIDA, D.Sc, Universidade Vila Velha — ES, March,
2017. The essential oil of ripe and unripe fruits of Schinus terebinthifolia Raddi -
larvicidal activity and histological damage induced in larvae of Stegomyia
aegypti (Linnaeus, 1762). Advisor: Ary Gomes da Silva e Co-advisor: Marcelo da

Silva Moretti.

Stegomyia aegypti is a Culicide of great importance for the global public health
because it transmits diseases like yellow fever, dengue, zika and Chikungunya. They
can reproduce in collections of water present in nature as well as in anthropic breeding
grounds. It originated from the African continent, but arrived in the new world through
the great navigations and slave trade of the fifteenth to seventeenth centuries. In these
countries, it adapted and began to reproduce itself by installing its populations. In
Brazil, it gained sanitary importance in 1686 with an epidemic of yellow fever and was
considered eradicated years later. However, in 1970 with the increasing rural exodus
was re-introduced causing serious epidemics. In the last years, the whole globe has
suffered with the territorial expansion of this vector, mainly due to the climatic changes.
Control measures of this insect have been taken, with greater commitment in tropical
and subtropical countries, where the conditions of survival and reproduction are
greater, with the use of chemical pesticides which has caused problems to humans,
the environment and animals. Thus, much research on environmentally friendly
methods is being done in order to reduce these insecticide harms. The objective of this
work was to compare the chemical composition and larvicidal effect of the essential
oils of ripe and immature fruits of Schinus terebinthifolia Raddi against third instar
larvae of Stegomyia aegypti (Linnaeus, 1762), to verify the histological damage caused

to larvae.

Keywords: Larvicide, dengue, Schinus terebinthifolius, natural products, Aedes
aegypti.



INTRODUCAO GERAL

Stegomyia aegypti (Linnaeus, 1762) corresponde a uma nova combinacdo de
nomenclatura para Aedes aegypti Linneaus, 1762 (Diptera: Culicidae) (REINERT,
HARBACH, & KITCHING, 2004). E um diptero da familia Culicidae de grande
importancia para a saude publica mundial, pois é responsavel por transmitir varias
doencas (SYED ALl et al., 2012; WHO, 2014; GUBLER, 2004; GUZMAN & ISTURIZ,
2010; MARCONDES & XIMENES, 2015; BURT et al., 2012; ZARASKA, 2016). St.
aegypti apresenta desenvolvimento holometabolo, ou seja, possui ciclo de vida que
passa por ovo, larva, pupa e adulto, o que dura em torno de 1,5 a 3 semanas (GERIS
et al., 2012), esse processo de desenvolvimento é altamente influenciado pela

temperatura e umidade do ambiente (LAMBRECHTS et al., 2011).

O ovo possui formato eliptico, alongado e fusiforme com aproximadamente 1 mm de
comprimento. No momento da oviposicao ele tem coloracdo branca e apds a postura
adquire coloracao escura. A fémea realiza a oviposi¢cdo em locais escuros e proximos
a agua (FORATTINI, 2003; NELSON, 1986). Sao resistentes a dessecacdo e seu
periodo de quiescéncia pode durar de alguns meses até mais de um ano, o que facilita

a disperséo passiva do inseto (SILVA et al., 2003).

As larvas eclodem apds o desenvolvimento embrionario do ovo que ocorre em,
aproximadamente, 48 horas apés a postura em condi¢Ges favoraveis de temperatura,
umidade e luminosidade (GERIS et al., 2012). Passam por 4 estagios larvais, e por
meio de ecdises, elas se desenvolvem até chegar na fase de pupa. A pupa apresenta
o corpo dividido em cefalotérax e abdome, e este estagio € um processo de transi¢ao
em que intensas transformagdes ocorrem para a formagéo do adulto (FORATTINI,

2003).
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O mosquito adulto é reconhecido por suas caracteristicas morfolégicas externas
especificas, como seu corpo de coloragcédo escura com duas listras branco-prateadas
no dorso e manchas de mesma coloracao nas patas (GERIS et al., 2012). Apresenta,
ainda, tufos de escamas prateadas préximas ao aparelho bucal (FORATTINI, 2003).
O macho possui antenas plumosas e palpos mais longos que a fémea, enquanto estes
se alimentam de seiva, a fémea é hematéfaga, uma vez que necessita do sangue para
promover a maturacao dos ovos (SILVA et al., 1999, FORATTINI, 2003, BECKER et

al., 2010, GERIS et al., 2012).

Esses mosquitos podem se reproduzir em colecbes de agua presentes na natureza,
como buracos de arvores, axilas foliares e orificios em rochas, porém, esta espécie
se adaptou as areas urbanas, com isso passou a viver intimamente ligado as
condic¢des peridomiciliares preferindo criadouros antrépicos como garrafas plasticas,
vasos de plantas ou qualquer recipiente capaz de acumular agua (BROWN et al.,

2014).

St. aegypti € originaria do continente Africano, especificamente da Etidpia, mas foi
descrita no Egito por Linnaeus em 1762, por isso o epiteto especifico ser “aegypti”.
Inicialmente sua distribuicéo era restrita ao Velho mundo, mas atualmente abrange
toda a regido tropical e subtropical dos continentes (BROWN et al., 2011). Isso, devido
as grandes navegacoes e ao trafego comercial por volta dos séculos XV e XVII, em
que formas imaturas de St. aegypti foram, possivelmente, transportadas em
recipientes de armazenamento de 4gua em navios. Essa espécie atingiu regides
geograficamente isoladas umas das outras (BROWN et al.,, 2014; POWELL &
TABACHNICK 2013), caracterizando casos tipicos de bioinvasdao (CAPDEVILA-

ARGUILESS & ZILLETTI, 2005).
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A bioinvaséao pode ser conceituada como o ato ou efeito do organismo invadir e se
estabelecer em ambientes onde ndo havia registros anteriores para a espécie, seja
de modo natural ou por atividade humana, rompendo assim com as barreiras de
distribuiciio geogréafica (IGNACIO et al., 2010). No Brasil o St. aegypti encontrou
ambientes que foram favoraveis ao seu estabelecimento e reproducéo, ultrapassando

assim as barreiras reprodutiva e ecoldgica da bioinvasao.

As primeiras notificacdes da presenca de St. aegypti em solo brasileiro datam de 1686,
associado a uma epidemia de febre amarela na Bahia, embora houvesse uma
epidemia anterior em 1685 em Recife, para a qual ndo houve registros explicitos da
atuacao desse vetor (OLDSTONE, 2010). Esse vetor foi supostamente erradicado, do
Brasil em 1955 (LOURENCO-DE-OLIVEIRA et al., 2004), porém, novos surtos
epidémicos foram relatados nos anos 70, época na qual o pais vivia um grande éxodo
rural devido ao crescimento comercial e de industrias nas cidades, o que aliado ao
crescimento desordenado, a falta de saneamento basico e infraestrutura, favoreceu a
nova instalacdo do St. aegypti e principalmente sua domesticacdo (MENDONCA,

SOUZA & DUTRA, 2009).

Outros fendmenos tém favorecido a bioinvaséo notéavel deste vetor em todo o mundo,
0 planeta terra tem sofrido atualmente mudancgas climaticas, como o aumento da
temperatura terrestre, que tem criado condi¢cdes favoraveis para o desenvolvimento
de vetores patogénicos como o St. aegypti (BECKER, 2008; GAGE et al., 2008;
REITER, 2010; WILLIAMS et al., 2014) em locais onde no passado ele nédo se
reproduziria, esse fendbmeno € possivel pois essas alteracdes no clima favorecem a
ecologia, o comportamento e o desenvolvimento dos vetores, bem como a dinamica

de transmissao das doencas associadas a eles (GUBLER, 2001).
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Diversas medidas tém sido tomadas com o intuito de combater essas doencas,
entretanto, ainda pouco sucesso fora alcancado (BHATT et al., 2013). O controle
farmacoldgico da dengue, por exemplo, é dificultado devido a existéncia de quatro
sorotipos virais (DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4) cada um com determinado
nivel de gravidade infecciosa (PESSANHA et al., 2011), e um quinto sorotipo,
denominado DENV-5, descrito recentemente na Malasia que foi associado a um unico
surto em humanos e que, aparentemente, circula entre macacos silvestres (MUSTAFA

et al., 2015).

Apesar da vacina contra febre amarela ja ser disponivel em muitos paises
(FRIERSON, 2010) e a vacina contra dengue ja estar sendo disponibilizada para
algumas populagdes (PITISUTTITHUM E BOUCKENOOGHE, 2016), os riscos das
outras doencas relacionadas ao St. aegypti € alto, entretanto, métodos preventivos
contra elas ainda ndo foram elucidados (HALLENGARD et al., 2014; HOMBACH et

al., 2016).

Com base nisso, o combate tem sido feito diretamente aos vetores, com 0 uso
principalmente de inseticidas quimicos (VAN DEN BERG et al.,, 2012). O DDT
(diclorodifeniltricloroetano), desde a sua descoberta na década de 30, tem sido o
inseticida mais largamente utilizado no combate a vetores, porém, a Convencéo de
Estocolmo sobre Poluentes Organicos Persistentes (2012) destacou a toxicidade
desse composto, bem como sua persisténcia no ambiente e consequente
bioacumulagéo, e mostrou a necessidade de se buscar alternativas para o controle de
vetores. Entretanto, a OMS (2007) ainda recomenda, com ressalvas, esse inseticida
para pulverizagéo residual de interiores contra o vetor da malaria (Anopheles), mas
com protecdo aos trabalhadores de pulverizacdo e os residentes em residéncias

tratadas da exposicao (WHO, 2011).
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Outro problema referente ao uso de inseticidas é o desenvolvimento de resisténcia
pelos insetos expostos (ANTONIO-NKONDJIO et al.,, 2011). A resisténcia € um
processo dinamico e complexo, dependendo diretamente de fatores genéticos,
fisiol6égicos, comportamentais e ecoldgicos dos insetos, e indiretamente de fatores
operacionais, incluindo as categorias de inseticidas utilizados, bem como o método de
aplicacao, concentracdo e cobertura (DENHOLM, ROWLAND, 1992). Segundo a
OMS, resisténcia é definida como “a capacidade de um inseto suportar os efeitos de
um inseticida, tornando-se tolerante aos seus efeitos toxicos por meio de selegéo

natural e mutagdes” (WHO, 1979).

Essa caracteristica do uso de inseticidas foi primeiramente descrita nos Estados
Unidos, quando se relatou o aparecimento de populagdes de Aedes sp. resistentes ao
tratamento com DDT (BROWN, 1986), depois dessa evidéncia, diversas pesquisas
demonstraram a resisténcia de espécies de Anopheles (CISSE et al., 2015; NWANE
et al., 2013; EDI et al., 2012) Aedes (FAUCON et al., 2015; MARCOMBE et al., 2012;
VONTAS et al., 2012) e Culex (OSTA et al., 2012; NORRIS, NORRIS, 2011; Ll et al.,

2016) aos inseticidas existentes.

Mediante a tantos maleficios, muitas séo as pesquisas por métodos eficientes contra
vetores que, ao mesmo tempo, sejam ambientalmente amigaveis. Com isso,
inseticidas botanicos tém sido sugeridos como uma alternativa viavel para o controle
de pragas principalmente devido a sua bioacumulacdo reduzida e baixa atividade

contra organismos nao-alvo (NERIO et al., 2010; CANTRELL et al., 2012).

Os produtos naturais mais utilizados tem sido os extratos de plantas e os Oleos
essenciais, que sdo misturas complexas de substancias terpénicas e
fenilpropanoides, reconhecidos pelo seu odor caracteristico e alta volatilidade

produzidos pelas plantas aromaticas como metabdlitos secundarios (ISMAN, 2006;
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BAKKALI et al.,, 2008). Essa mistura de substancias dificulta o aparecimento de
resisténcia por parte dos insetos, o que faz com que os 0leos essenciais sejam cada
vez mais escolhidos para esse intuito (MACIEL et al., 2010). Os extratos de plantas
sdo também uma ferramenta ambientalmente interessante, porque acredita-se que
sejam biodegradaveis e tenham efeitos colaterais minimos sobre organismos nao-

alvo, bem como sobre o meio ambiente (PAVELA et al., 2013; PAVELA, 2014).

A biossintese das substancias terpénicas que compdem os 6leos essenciais, é feita
pela via citoplasmética do mevalonato (MVA) a partir do acetil-CoA e da via plastidica
do metileritritol pirofosfato (MEP) a partir do piruvato, formando o composto precursor
de cinco carbonos, o Isopentenil pirofosfato (IPP) e seu isdmero dimetilalil pirofosfato
(DMAPP) (MANN, 1987; DUDAREVA et al., 2006). A condensagédo de unidades de
isopreno forma os terpenoides, que séo classificados de acordo com a quantidade de
carbonos, sendo os monoterpenos (10), sesquiterpenos (15), os diterpenos (20), os
sesterpenos (25), os triterpenos (30) e os tetraterpenos (40). J& os fenilpropanoides
definidos como compostos aromaticos com uma cadeia lateral de trés carbonos,
ligada ao anel benzénico, sdo formados pela via do &cido chiquimico a partir do acido

cindmico (MANN, 1987)

Os Oleos essenciais podem estar presentes em varias partes das plantas aromaticas
como nas flores (laranjeira), folhas (capim-liméo, louro) ou nas cascas dos caules
(canelas), madeiras (séandalo, pau-rosa) e frutos (erva-doce) sendo entéo,
armazenados e liberados por estruturas como pélos glandulares (Lamiaceae), células
parenquimaticas diferenciadas (Lauraceae, Poaceae); canais oleiferos (Apiaceae) ou
em bolsas lisigenas ou esquizolisigenas (Pinaceae, Rutaceae). (SIMOES; SPITZER,

2004; PERES, 2004).
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As substancias que constituem os 6leos essenciais apresentam funcdes ecologicas
importantes para o desenvolvimento e sobrevivéncia das plantas. Séo utilizadas para
a protecado da planta contra predadores e fitopatogenos (BALDWIN et al., 2002;
MCCORMICK, UNSIKER, GERSHENZON, 2012; AMINI et al., 2012), na atra¢éo de
polinizadores e de animais dispersores de sementes a fim de garantir seu sucesso

reprodutivo (PICHERSKY E GERSHENZON, 2002; DAS et al., 2013).

Essas relagcbes planta-inseto sdo a base das pesquisas com produtos naturais, uma
vez que, sabendo disso, pesquisadores empenham suas buscas nesses produtos do
metabolismo secundario das plantas, tentando desvendar uma substancia ou conjunto
de substéancias capazes de atuar como inseticida. Por exemplo, Govindarajan et al
(2012) verificaram o efeito larvicida do 6leo essencial de folhas de Menta spicata
contra larvas de Culex quinquefasciatus, St. aegypti, € Anopheles stephensi e
obtiveram as concentracdes letais que ocasiona mortalidade em 50% do lote
experimental (CLso) de 62,62; 56,08 e 49,71 ppm respectivamente, mostrando baixas
concentragbes do 6leo essencial promovendo bom resultado na mortalidade das
larvas. Ja Panneerselvam e Murugan (2013) avaliaram o efeito adulticida, repelente e
ovicida de diversos tipos de extrato das folhas Andrographis paniculata, Cassia
occidentalis, e Euphorbia hirta, que sdo plantas medicinais conhecidas na india, contra
0 mosquito Anopheles stephensi vetor da malaria, e verificaram que estas plantas sao

promissoras para serem utilizadas nesta finalidade.

Outros pesquisadores compararam o efeito dos 6leos essenciais com o efeito das
substéancias isoladas, como Cheng et al. (2009) que observaram que o efeito téxico
do 6leo essencial de Cryptomeria japonica (CLso = 28,4 ppm) sobre larvas de St.
aegypti foi maior que o efeito do constituinte majoritario do mesmo 6leo, o 16-kaurene

(CLso=57,0 ppm) e o0 elemol (CLso> 100,0 ppm), porém, compostos minoritarios como
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0 3-carene (CLso = 25,3 ppm), terpinolene (CLso = 32,1 ppm), a-terpinene (CLso = 28,1
ppm) e y-terpinene (CLso = 26,8 ppm) apresentaram maior efetividade contribuindo

entdo para o efeito larvicida do 6leo como todo.

Uma outra espécie produtora de Oleos essenciais € a Schinus terebinthifolia Raddi,
pertencente a familia Anacardiaceae, € uma arvore perene de médio porte e seus
frutos sdo numerosos e na forma de drupa, com casca rosa escuro a vermelha
envolvendo uma Gnica semente de cor marrom. E conhecida popularmente como
pimenta-rosa, aroeira da praia, aroeira vermelha, “brazilian pepper” e “christmas berry”
(LENZI E ORTH, 2004). E nativa da América do Sul, sendo encontrada no Brasil,
Paraguai e Argentina (SILVA et al., 2010b) e reconhecida na Europa por sua utilizagéo
na culinaria internacional, principalmente a francesa (PERINO-ISSATIER et al., 2010).
Muitas atividades biologicas e medicinais sdo atribuidas a esta planta, tais como
antioxidante (BENDAOUD et al., 2010), cicatrizante (ESTEVAO et al., 2013),
antitumoral (MATSUO et al., 2011), antimicrobiana (SILVA et al., 2010a; JOHANN et
al., 2010), bem como antisséptico (MEDEIROS et al., 2007), anti-inflamatorio (FEDEL-
MIYASATO et al., 2014), antibacteriano (COLE et al., 2014; GOMES et al., 2012) e

larvicida (KWEKA et al., 2011; PRATTI et al., 2015; SILVA et al., 2010b).

Kweka et al. (2011) destacaram a atividade larvicida do 6leo essencial dos frutos
maduros da aroeira contra larvas de terceiro instar de uma espécie de mosquito vetor
da malaria, Anopheles gambie, porém com uma CLso de 2625,20 ppm. Silva et al.
(2010b), testando o mesmo Oleo contra larvas de terceiro instar de St. aegypti,
observaram a CLso de 366,91 ppm. Outros pesquisadores verificaram se o extrato
salino das folhas de aroeira era toxico para larvas de St aegypti e viram gque o extrato
produziu efeitos nocivos as células digestivas, enteroenddcrinas e regenerativas no

intestino médio das larvas, bem como induziu a desorganizag&o estrutural do intestino
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e eliminacéo de seu contetudo. Porém, ao testarem a toxicidade ambiental em Artemia
salina, um microcrustaceo, (MEYER et al., 1982), verificaram que o extrato de folhas
de aroeira matou 100% dos nauplios de A. salina em todas as concentracdes testadas
(0,125-1,0%), indicando que o extrato foliar € potencialmente tdéxico para o0 ambiente
nas concentracbes que matam as larvas de St. aegypti, fato que inviabiliza o uso

desse tipo de extrato no ambiente (PROCOPIO et al., 2015).

Mediante as a¢Bes bioldgicas e efeitos gerados por extratos e 6leos essenciais das
partes dessa planta contra mosquitos vetores, 0 objetivo deste trabalho foi comparar
a composi¢do quimica dos 06leos essenciais de frutos imaturos, maduros e folhas de
Schinus terebinthifolia Raddi; comparar o efeito larvicida dos Oleos essenciais de
frutos maduros e imaturos de Schinus terebinthifolia Raddi frente a larvas de terceiro
instar de Stegomyia aegypti (Linnaeus, 1762), analisando os danos histol6gicos

causados as larvas.
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HIGHLIGHTS
e Os frutos maduros sdo compostos principalmente de monoterpenos e
sesquiterpenos residuais.
e Os frutos imaturos sao predominantemente compostos de sesquiterpenos.
e Treze substancias eram comuns a ambas amostras.
e A principal substancia do fruto maduro foi o 8-3-careno e do fruto imaturo foi o

limoneno.
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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi comparar a quimica do 6leo essencial de frutos imaturos,
e maduros de Schinus terebinthifolia Raddi obtidos por hidrodestilacdo e analisados
por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-MS). Os frutos
maduros sdo compostos principalmente de monoterpenos, com vestigios residuais de
sesquiterpenos, enquanto que no 6leo essencial dos frutos imaturos e das folhas
ocorrem muitos sesquiterpenos. A principal substancia do 6leo essencial do fruto
maduro e das folhas foi o &-3-carene (46,67% e 68,78%), e do fruto imaturo foi o
limonene (37,49%). A andlise de agrupamento revelou que o 6leo essencial dos frutos
imaturos e maduros formaram grupos bastante distintos. Os resultados sugerem
diferengas na composicdo quimica entre os frutos maduros e imaturos de S.
terebinthifolia de acordo com seu estagio de maturacédo e elevam os subsidios para o

extrativismo natural da aroeira.

Palavras-chave: Schinus terebinthifolius, Composicdo quimica, aroeira,

Cromatografia.
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1. Introducéo

Metaboloma é um termo que tem sido utilizado para denominar, identificar e/ou
quantificar o conjunto de metabdlitos sintetizados por um sistema biolégico (Fiehn,
2002). No caso das plantas iniumeras substancias estdo envolvidas em seus
processos bioldgicos e séo classificados em metabdlitos primarios ou secundarios
(Luckner, 2013).

Os metabolitos primarios sdo aqueles que representam a estrutura do
organismo em si, ou seja, sdo aquelas moléculas essenciais a vida, os carboidratos,
lipideos, proteinas e nucleotideos. A partir dessas moléculas, algumas plantas sédo
capazes de sintetizar, por meio de rotas biossintéticas, outras substancias que vao
participar do processo de interacdo da planta com o meio ambiente, esses sao
chamados metabdlitos secundarios (Luckner, 2013). Esses metabdlitos estédo
envolvidos na manutencao e desenvolvimento da espécie vegetal, uns atuando na
protecdo e defesa da planta, repelindo pragas, herbivoros e patdgenos, e outros na
atracdo de polinizadores, animais dispersores de sementes e micro-organismos
simbiontes (Pinto et al., 2002; Mccormick, Unsiker, Gershenzon, 2012; Das et al.,
2013).

O metabolismo secundério participa da producédo, dentre outras substéncias,
de dleos essenciais (OEs), que sdo misturas complexas de substancias volateis,
lipofilicas, geralmente odoriferas e liquidas obtidas de matérias-primas vegetais
(Heinzmann, Spitzer e Simdes, 2017). Constituidos por compostos de duas classes
quimicas principais e inteiramente distintas, os terpendides e os fenilpropandides.
Bioquimicamente, terpendides se originam a partir do acido mevaldnico que forma o
precursor isopreno utilizado como componente basico para a sintese dos terpendides,
enguanto os fenilpropanoides sdo derivados da fenilalanina que é sintetizada pela via

do &cido chiquimico na planta (Sangwan et al. 2001).

Os OEs estéao presentes em diferentes extratos vegetais de partes vegetativas,
como casca, caule e folhas de Schinus terebinthifolia Raddi (Anacardiaceae),
comumente conhecida como aroeira, pimenta rosa ou pimenta brasileira, é nativa da
Ameérica do Sul, especialmente do Brasil, Paraguai e Argentina. E uma arvore perene
com fruto globoide do tipo drupa, aromatico, doce, de cor verde quando imaturo e

vermelho quando maduro (Carmello-Guerreiro e Paoli, 2002).
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Na Medicina Tradicional Brasileira, S. terebinthifolia tem sido amplamente
utilizada. Alguns trabalhos os indicam como anti-inflamatério (Fedel-Miyasato et al.,
2014), antioxidante (Bendaoud et al., 2010; Uliana et al., 2016), antitumoral (Matsuo
et al., 2011), cicatrizante (Estevdo et al., 2013; Fedel-Miyasato et al., 2014),
antifangico (Johann et al., 2010), antibacteriano (Cole et al., 2014; Gomes et al., 2012;
Uliana et al., 2016) e inseticida/ larvicida (Kweka et al., 2011; Pratti et al., 2015; Silva
et al., 2010).

Atualmente, o uso do fruto de S. terebinthifolia tem sido destacado no mercado
global como um tempero (Ruas et al, 2011; FAO, 2015), e tornou-se
internacionalmente conhecido como Brazilian pepper ou Christmas berry (FAO, 2015).
No entanto, essas frutas sdo commodities obtidas principalmente através do
extrativismo natural, sem gestdo sustentavel. As comunidades extrativas do Brasil
vendem frutas em torno de €0,50 por quilograma, enquanto podem custar €80,00 por
quilograma no mercado internacional. A colheita natural de frutas é atualmente feita
guebrando varios ramos contendo frutas em diferentes estadios de amadurecimento
sem considerar qualquer necessidade de conservacéo para preservar os bancos de
sementes naturais e para a sustentabilidade das espécies em seu ambiente natural
(Alvares-Carvalho et al., 2016).

Esses frutos sdo ricos em OEs (1,5%), com relatos de amostras analisadas de
seu Oleo apresentando 6-3-carene (55,36%), a-pinene (15,62%) e silvestrene
(10,69%) como principais componentes (Kweka et al., 2011, Silva et al., 2010). Além
disso, analises fitoquimicas desses frutos revelaram a presenca de alto contetdo de

taninos, biflavondides e triterpenos acidos (Barbosa et al., 2007).

A composicdo dos OEs é determinada por fatores genéticos, mas fatores
ambientais podem causar variagdes significativas em seus componentes (Gouvea et
al.,, 2012). O ambiente, por exemplo, gera estimulos que podem alterar a via
metabdlica estimulando a biossintese de compostos diferentes. Todas as interacdes
da planta com o ambiente podem modificar a producéo de metabdlitos, como o tipo
de solo, a acao de insetos, temperatura, luminosidade, pluviosidade, época de
colheita, estagio de desenvolvimento, idade da planta, dentre outros (Ramakrishna e
Ravishankar, 2011). Barbosa et al (2007) descreveram uma variagdo sazonal na
composicdo de OEs de frutos de S. terebinthifolia e sua atividade alelopatica. No

entanto, a época de colheita, o tempo, o0 modo de secagem do material vegetal e a
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fase do ciclo de vida da planta também podem afetar a composicao final e o conteudo

do 6leo essencial (Bakkali et al., 2008).

Diante do exposto, 0 presente estudo tem como objetivo analisar
comparativamente a composi¢cdo quimica do Oleo essencial de frutos imaturos e
maduros de Schinus terebinthifolia Raddi, verificando as modificacées ocorridas no
processo de amadurecimento e buscando possiveis marcadores que permitam

caracterizar padrdes de estadio de maturacéo.
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2. Materiais e métodos

2.1 Material vegetal

Os frutos maduros de Schinus terebinthifolia foram colhidos na regido da Area de
Protecdo Ambiental de Setiba, Guarapari, Espirito Santo, Brasil, nas coordenadas
20°34'46”S e 40°25'02"W. Os frutos imaturos e as folhas foram colhidos de espécimes
ocorrentes na restinga da Barra do Riacho no Municipio de Aracruz, Espirito Santo,
Brasil, nas coordenadas 19°49'47.6"S 40°03'33.5"W limpos e separados de
impurezas. Exsicatas foram depositadas no herbario da Universidade Vila Velha, sob

0s numeros 1526 e 2164, respectivamente.
2.2 Extracdo dos 0leos essenciais

A extracdo dos OEs foi realizada por hidrodestilagdo em aparelho de Clevenger a
partir de 4 amostras de frutos maduros, 4 amostras de frutos imaturos e 3 amostras
de folhas adultas de S. terebinthifolia. Os materiais vegetais foram previamente
triturados com agua deionizada e transferidos para o baldo do sistema de Clevenger
(Handa et al., 2008). Cada processo de extracdo durou cerca de uma hora, contada a
partir da ebulicdo da amostra, sendo o aquecimento mantido na temperatura minima
necessaria a ebulicdo. Apdés cada extracdo, as amostras obtidas dos OEs foram
transferidas para um frasco de vidro, rotulado e levadas a freezer -20° para sua
purificacdo. ApGs o congelamento da dgua remanescente, o OE que estava na fase
liquida, foi drenado do frasco. A densidade de cada OE dos frutos foi determinada
gravimetricamente por pesagem de 1mL de liquido a 20°C, em sala climatizada com

temperatura controlada.
2.3 Perfil fitoquimico

A andlise cromatografica dos componentes dos OEs em estudo foi realizada através
da cromatografia gasosa de alta resolucdo, acoplada a espectrometria de massas —
GC/MS, no Laboratorio de Quimica Fina da Tommasi Analitica. O volume de inje¢céo
foi de 2 uL, composto por 1,6 pL de uma solucao de 6leo essencial (30 mg/ml) e 0,4
pL de uma solucéo de uma série de hidrocarbonetos de C7-C30, como padréo interno,
solubilizado em n-hexano. O sistema utilizado em GC-MS foi um cromatografo a gas,
(ThermoScientific® Ultra GC) acoplado a um espectrometro de massa
(ThermoScientific®). A coluna de silica fundida utilizada foi uma DB-5 (J & W Scientific)
com as seguintes medidas 30 m x 0,25 mm x 0,25 mm. O gas Hélio foi utilizado como

gas de arraste e a temperatura da coluna foi aumentada em 3°C por minuto entre 60°-
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240°C. Os espectros de massa foram obtidos a 70 eV a uma taxa de varredura de
0,84 scan/seg, na faixa de m/z 40-500. Os tempos de retencdo dos componentes da
amostra e uma mistura de n-alcanos de C7-C30, co-injetados no sistema GC/MS no
mesmo programa de temperatura, foram utilizados para o célculo do indice de
Retencdo de Kovats — K| (Adams, 2009) e do indice de Retencdo Aritmético de van
der Dool e Kratz (1963).

Os arquivos gerados com o0s espectros de massa obtidos nas varreduras foram
utilizados na identificacdo dos componentes dos OEs, pela utilizacdo do programa
Xcalibur, versdo 2.0.7. A identificacdo foi baseada na similaridade espectral, feita
através da comparacdo dos espectros obtidos com os presentes na biblioteca
espectral e os disponiveis na literatura, e na comparacao dos indices de retencdo

calculados, comparados com a literatura (Adams, 2009).
2.4 Analises estatisticas

O perfil fitoquimico qualitativo e quantitativo dos OEs foi determinando com base na
composic¢do do produto de extragéo de frutos maduros e frutos imaturos. A diversidade
quimica para cada unidade morfoldgica trabalhada foi estimada pelo indice de
Diversidade de Shannon-Weaver — H'. A equitabilidade foi determinada pelo indice de
Pielou (BROWER et al., 1997). Os indices obtidos foram testados em relacdo a
eventuais diferencas pela analise de variancia — (ANOVA), com um critério de
classificacao, utilizando as fontes de OE como blocos de tratamento no modelo linear.
As diferencas entre as médias foram descriminadas a posteriori pelo Teste de Scheffe.
O nivel de significancia para rejeicdo da hipétese de nulidade de igualdade entre os
indices médios foi p < 0,05 (ZAR, 2010).

Na avaliagdo das afinidades, foi utilizada uma matriz com os sinais detectados em
eletronvolts (eV) para os componentes dos OEs, corrigida em escala pela
transformacao ranging que acomodou todos os dados numa amplitude entre zero e
um, excluidos os componentes de ocorréncia restrita em uma unica amostra e 0s que
estivessem presentes em todas elas. Para a avaliacdo qualitativa, os sinais
detectados em eV foram convertidos numa matriz binaria que expressasse a presenca
ou auséncia do componente no OE, excluidos também os compostos de ocorréncia
restrita a uma amostra e 0s que estivessem presentes em todas. Na matriz
guantitativa, a dissimilaridade foi estimada pelo coeficiente de distancia de Manhattan
Total. O Gleo essencial de folhas de 3 pontos diferentes da area de coleta foi incluido
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nas analises como falseadores da hipétese de agrupamento de 6leos essenciais de
frutos. O dendrograma foi construido pelo método de ligacdo de média de grupo. O
coeficiente de Manhattan total, o dendrograma e seu respectivo coeficiente de
correlacdo cofenética foram calculados utilizando o programa Fitopac versao 2.0
(SHEPHERD, 1995).

No estudo do gradiente quimico foi aplicado o algoritmo da andlise de espécies
indicadoras (TWINSPAN) (Hill, 1979) utilizando os componentes quimicos dos OEs
de cada unidade morfolégica trabalhada, como classificadores que foram
categorizados como compostos indicadores, preferenciais e nao preferenciais para os
blocos formados pela maximizagcdo das discrepancias encontradas nas mesmas

matrizes qualitativa e quantitativa empregadas (Ter BRAAK, 1987).
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3. Resultados e discusséo

A partir do processo de hidrodestilacdo foram obtidos Oleos de alta fluidez,
incolor para os frutos imaturos e folhas, e amarelo para os frutos maduros. O melhor
rendimento foi verificado para o OE dos frutos maduros (2,73 + 0,25%) que foi o dobro
do OEs dos frutos imaturos (1,30 = 0,26%) (Tabela 1). Este resultado diverge dos
obtidos por Barbosa et al (2007) que encontrou 0 mesmo rendimento para ambos 0s
frutos. Nao houve diferenca significativa entre as densidades e equitabilidade médias
dos 6leos essenciais analisados (Tabela 1). Apesar disto, a diversidade quimica no

OE dos frutos maduros foi superior a de frutos imaturos (Tabela 1).

Tabela 1. Rendimento, densidade absoluta, diversidade quimica equitabilidade do 6leo
essencial de frutos imaturos e maduros de Schinus terebinthifolia Raddi.

Média (p/p) * Intervalo de

Parametro Confianca a 95% Testet
Imaturos Maduros t.glp
Rendimento (%) 1,301 £ 0,261 2,729 + 0,253 8,698; gl: 20; p = 0,000™
Densidade (g.mL™?) 0,868 + 0,013 0,865 + 0,002 -0,464; gl: 20; p = 0,647
Diversidade quimica (H") 1,681 £ 0,212 2,057 £ 0,147 4,631; gl: 6; p = 0,004
Equitabilidade (J) 0,516 + 0,088 0,487 + 0,030 -0,994; gl: 6; p = 0,359™

gl= graus de liberdade; ** diferenca significativa para p < 0,01; * diferenca significativa para p < 0,05; "
diferenca néo significativa pelo Test t a 5% de probabilidade.

A auséncia de diferenca significativa entre as equitabilidades quimicas dos
Oleos essenciais de frutos imaturos e maduros é consistente com o fato de que, em
ambos, 10 substancias conseguem compreender mais de 90% da composicao
centesimal dos Oleos extraidos. Na amostra dos frutos maduros destacam-se 0s
principais constituintes: &-3-carene 46,67%, a-pinene 14,98, sylvestrene 9,24%
seguido de iso-sylvestrene 7,15%. Na amostra do OE dos frutos imaturos predominam
limonene 37,49%, &-3-carene 19,79%, sylvestrene 13,83% e germacrene D 4,68%. E
no OE das folhas encontram-se o 8-3-carene 68,78%, E-caryophyllene 8,22%,
myrcene 6,78%, a-pinene 4,05%, terpinolene 2,99% e limonene 2,80% (Tabela 2).

A maior diversidade quimica foi encontrada no fruto maduro, com deteccao de
65 e 74 substéncias no 6leo essencial. No 6leo essencial dos frutos imaturos foram
detectadas de 31 a 43 substancias, praticamente a metade do numero encontrado no
fruto maduro. Na tabela 3 estdo apresentados os teores de todas as substancias
identificadas nos Oleos essenciais dos frutos imaturos e maduros de Schinus
terebinthifolia Raddi.
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Tabela 2. Composicéo centesimal dos compostos majoritarios de frutos imaturos, maduros e folhas de Schinus
terebinthifolia Raddi.

Substancia Imaturo (%) Substancia Maduro (%) Substancia I(izl)has
Limonene 37,49 §-3-carene 46.67 5-3-Carene 68,78
5-3-carene 19,79 a-pinene 14,98 E- Caryophyllene 8,22
Sylvestrene 13,83 Sylvestrene 9,24 Myrcene 6,78
Germacrene D 4,68 Iso-sylvestrene 7,15 a-pinene 4,05
a-thujene 4,55 a-phellandrene 4,38 Terpinolene 2,99
E-caryophyllene 4,13 Germacrene D 2,14 Limonene 2,80
Myrcene 3,77 Myrcene 1,76 a-Humulene 0,69
Elemol 3,35 Silphiperfol-6-ene 1,52 B-selinene 0,45
B-eudesmol 1,37 Eugenol 1,39 y-cadinene 0,39
5-elemene 1,22 terpinolene 1,33 cis-B-guaiene 0,39
B-pinene 0,81 Methy! perillate 0,77 a-guaiene 0,26
Hedycaryol 0,71 B-ylangene 0,76 v-terpinene 0,25
Cis-1,4-diene cadina 0,52 B-bisabolol 0,72 Dauca-5,8-diene 0,24
a-humulene 0,45 ;i:r-]r:uurola-s,& 0,62 E;Zﬁro Sabina 0,20
Terpinolene 0,41 Hedycaryol 0,60 o copaene 0,19
3-cadinene 0,37 5-elemene 0,38 B-E-Ocimene 0,15

Total 97,48 Total 94,40 Total 96,91
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Tabela 3: indices de retencdo, substancias e composi¢éo centesimal (%) de consenso para as
guatro amostras de 6leo essencial de frutos maduros e imaturos de Schinus terebinthifolia Raddi,
analisadas por cromatografia em fase gasosa acoplada & espectrometria de massas.

indices de Retencéo

van der Dool e Kratz Kovats Substancia Img};ro M"’(‘%ro

Calculado Adams Calculado Adams ’ ’
924 921 928 926 tricyclene 0,004 0
931 924 936 930 o-thujene 4,554 0
932 932 937 939 o-pinene 0 14,977
945 945 951 952 o-fenchene 0,210 0
945 945 951 952 a-fenchene 0,210 0
984 974 987 979 B-pinene 0,813 0
988 988 990 990 myrcene 3,772 1,756
1004 1002 1005 1002 o-phellandrene 0 4,384
1006 1007 1008 1008 iso-sylvestrene 0 7,152
1011 1008 1013 1011 6-3-carene 19,793 46,666
1021 1020 1024 1024 p-cymene 0,094 0
1027 1024 1031 1029 limonene 37,494 0
1028 1025 1032 1030 sylvestrene 13,834 9,238
1087 1086 1089 1088 terpinolene 0,409 1,325
1110 1112 1112 1114 trans-thujone 0,005 0
1156 1155 1160 1160 isoborneol 0 0,287
1163 1162 1166 1166 3-terpineol 0 0,111
1173 1174 1176 1177 terpinen-4-ol 0 0,034
1176 1176 1179 1179 m-cymen-8-ol 0 0,083
1180 1179 1183 1182 p-cymen-8-ol 0 0,221
1198 1196 1198 1197 safranal 0 0,105
1219 1219 1221 1221 cis-sabinene hydrate acetate 0 0,075
1225 1226 1227 1228 neoiso-dihydro carveol 0 0,053
1246 1244 1250 1248 car-3-en-2-one 0 0,114
1249 1250 1252 1254 cis-piperitone epoxide 0,060 0
1254 1254 1257 1257 linalool acetate 0,007 0
1283 1283 1285 1285 isobornyl acetate 0,140 0,243
1285 1284 1287 1285 bornyl acetate 0 0,117
1289 1288 1290 1290 lavandulyl acetate 0,086 0
1296 1297 1297 1298 carvacol ethyl ether 0 0,016
1301 1300 1302 1300 terpinyl acetate 0 0,006
1304 1303 1304 1304 E-cinnamyl alcohol 0 0,127
1311 1312 1312 1313 cis-pinocarvyl acetate 0 0,215
1319 1318 1321 1320 methyl thujate 0 0,044
1330 1332 1332 1334 cis-piperitol acetate 0 0,216
1336 1335 1339 1338 6-elemene 1,220 0,376
1345 1345 1347 1347 silphinene 0 0,048
1347 1346 1350 1349 a-terpinyl acetate 0,034 0
1349 1350 1351 1352 citronellyl acetate 0 0,228
1352 1350 1355 1352 o-longipinene 0,040 0
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Tabela 3 - cont: indices de retencéo, substancias e composicdo centesimal (%) de consenso para as
quatro amostras de 6leo essencial de frutos maduros e imaturos de Schinus terebinthifolia Raddi,
analisadas por cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de massas.

van der Dool e Kratz

indices de Retencéo

Kovats

Substancia

Imaturo  Maduro

(%)

(%)

Calculado Adams Calculado Adams
1355 1356 1357 1359 eugenol 0 1,392
1361 1361 1364 1364 cis-B-damascenone 0 0,254
1364 1366 1366 1368 piperitenone oxide 0,014 0
1374 1374 1375 1376 o-copaene 0,079 0
1377 1377 1378 1379 silphiperfol-6-ene 0 1,521
1379 1379 1381 1381 geranyl acetate 0 0,090
1383 1385 1384 1386 trans-myrtanol acetate 0,009 0
1385 1386 1386 1387 dao,7a,7aB-nepetalactone 0 0,059
1390 1391 1391 1392 da-a-7p-7a-a-nepetalactone 0,146 0
1392 1392 1393 1393 methyl perillate 0 0,766
1398 1400 1398 1400 B-longipinene 0,005 0
1407 1407 1407 1407 longifolene 0 0,100
1417 1417 1418 1419 E-caryophyllene 4,133 0
1418 1419 1420 1420 B-ylangene 0 0,756
1426 1428 1427 1429 dictamnol 0 0,041
1430 1429 1432 1431 cis-thujopsene 0 0,114
1426 1430 1428 1432 B-copaene 0,052 0
1434 1434 1436 1436 v-elemene 0,243 0,280
1439 1439 1441 1441 aromadendrene 0 0,051
1447 1448 1449 1450 cis-muurola-3,5-diene 0 0,615
1452 1452 1454 1454 a-humulene 0,445 0,177
1454 1454 1456 1456 E-pB-farnesene 0 0,046
1457 1458 1459 1460 allo-aromadendrene 0 0,043
1460 1461 1462 1463 cis-cadina-1(6),4-diene 0,025 0
1480 1480 1481 1481 germacrene D 4,682 2,138
1492 1492 1493 1492 8-selinene 0 0,066
1493 1495 1493 1495 y-amorphene 0 0,215
1494 1495 1495 1495 cis-cadina-1,4-diene 0,519 0
1505 1505 1505 1505 E,E-a-farnesene 0 0,023
1511 1511 1512 1512 8-amorphene 0,024 0
1520 1521 1521 1522 B-sesquiphellandrene 0 0,084
1525 1522 1526 1523 &-cadinene 0,365 0,227
1546 1546 1548 1548 hedycaryol 0,707 0,602
1545 1548 1549 1549 elemol 3,351 0
1549 1548 1550 1550 a-agarofuran 0 0,055
1552 1550 1554 1551 silphiperfol-5-en-3-one B 0 0,090
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Tabela 3 cont: Indices de retencéo, substancias e composicéo centesimal (%) de consenso para as
quatro amostras de 6leo essencial de frutos maduros e imaturos de Schinus terebinthifolia Raddi,
analisadas por cromatografia em fase gasosa acoplada a espectrometria de massas.

van der Dool e Kratz

indices de Retencéo

Kovats

Substancia

Imaturo  Maduro

(%)

(%)

Calculado Adams Calculado Adams

1551 1553 1555 1555 norpatchoulenol 0,072 0

1555 1555 1556 1557 cis-a-isomethyl-ionol acetate 0 0,105
1564 1567 1565 1568 E-p-methoxy-cinnamaldehyde 0 0,066
1571 1570 1572 1571 dendrolasin 0 0,028
1579 1577 1580 1579 trans-sesquisabinene hydrate 0,015 0,113
1589 1590 1589 1591 E-dihydro-apofarnesol 0 0,058
1593 1592 1593 1592 viridiflorol 0 0,024
1594 1594 1598 1594  carotol 0,020 0

1605 1604 1605 1604 khusimone 0 0,046
1612 1612 1613 1613 cis-isolongifolanone 0 0,011
1615 1614 1616 1615 E-isoeugenol acetate 0 0,026
1615 1618 1615 1619 isolongifolan-7-alfa-ol 0,063 0

1623 1625 1624 1626 trans-isolongifolanone 0 0,127
1625 1627 1626 1628 1-epi-cubenol 0 0,161
1628 1630 1629 1632 y-eudesmol 0,970 0

1634 1636 1636 1637 B-acorenol 0 0,108
1644 1643 1646 1645 2-epi-p-cedren-3-one 0 0,062
1649 1649 1650 1650 B-eudesmol 1,374 0

1650 1650 1651 1651 cedr-8(15)-en-9-a-ol 0 0,143
1663 1661 1665 1662 dihydro-eudesmol 0,075 0

1674 1674 1675 1675 pB-bisabolol 0,044 0,719
1713 1713 1713 1714 longifolol 0 0,065
1775 1775 1776 1776 2-a-hydroxy-amorpha-4,7(11)-diene 0 0,020
1781 1777 1781 1778 Z-a-santalol 0 0,023
1783 1783 1784 1784 hinesol acetate 0 0,021
1793 1792 1793 1793 8-a-acetoxyelemol 0 0,017
1815 1813 1816 1813 cryptomeridiol 0 0,019

1,10-B-epoxy-6-
1850 1848 1851 1849 oxofuranoeremophilane 0 0,019
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Tabela 4: indices de retencdo, substancias e composicdo centesimal (%) de consenso para as trés
amostras de 6leo essencial de folhas de Schinus terebinthifolia Raddi, analisadas por cromatografia
em fase gasosa acoplada a espectrometria de massas.

indices de retencéo

van der Dool e Kratz Kovats Substancia Folhas (%)
Calculado Adams Calculado Adams
932 932 937 939 o pinene 4,054
987 988 990 990 Myrcene 6,780
1009 1008 1011 1011 8-3-Carene 68,780
1028 1024 1032 1029 Limonene 2,886
1044 1044 1049 1050 B-E-Ocimene 0,151
1050 1054 1055 1059 v terpinene 0,251
1084 1086 1086 1088 Terpinolene 2,987
1098 1095 1099 1096 linalool 0,053
1115 1117 1117 1120 Dehydro Sabina ketone 0,196
1130 1132 1133 1136 cis limonene oxide 0,040
1160 1166 1164 1170 p mentha-1,5-dien-8-ol 0,056
1251 1249 1254 1252 Piperitone 0,088
1367 1369 1369 1371 cyclosativene 0,037
1372 1374 1374 1376 o copaene 0,193
1387 1387 1388 1388 B cubebene 0,053
1416 1417 1417 1419 Caryophyllene (E) 8,220
1434 1437 1436 1439 o guaiene 0,256
1445 1449 1447 1451 Amorpha-4,11-diene 0,067
1451 1452 1453 1454 o Humulene 0,686
1471 1471 1472 1472 Dauca-5,8-diene 0,241
1476 1475 1478 1477 y Gurjunene 0,118
1484 1489 1485 1490 B selinene 0,454
1491 1492 1492 1493 cis-B-guaiene 0,387
1494 1495 1495 1495 vy amorphene 0,028
1498 1498 1498 1498 o selinene 0,017
1514 1513 1515 1513 y cadinene 0,390
1519 1520 1520 1522 7-epi-a-selinene 0,033
1528 1528 1529 1529 Zonarene 0,020
1532 1532 1533 1533 Y cuprenene 0,033
1570 1571 1571 1572 Caryolan-8-ol 0,063
1576 1582 1577 1583 Caryophyllene oxide 0,084
1614 1615 1615 1616 B himachalene oxide 0,049

Na figura 1 estdo os cromatogramas dos OEs dos frutos maduros e imaturos

S. terebinthifolia, onde as substancias majoritarias sdo comparadas (Figura 1).
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Figura 1. Cromatogramas comparados dos componentes do 6leo essencial dos frutos imaturos e
maduros de Schinus terebinthifolia Raddi.
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Entre os componentes quimicos majoritarios do OE dos frutos maduros, as
amostras revelaram elevado teor de monoterpenos. Nos OEs dos frutos imaturos e
das folhas foram observados, qualitativamente, maior prevaléncia de sesquiterpernos
(Tabela 2), comparado com o OE dos frutos maduros. Quantitativamente, os trés OEs
analisados tiveram como constituinte majoritario um representante monoterpénico,
sendo o ®-3-carene para os frutos maduros e folhas, e o limonene para os frutos
imaturos. Ennigrou et al (2016) observaram nos 6leos dos frutos dessa espécie a
predominéncia de monoterpenos principalmente a-phellandrene, a-pinene e limonene
em frutos colhidos de espécimes ocorrentes no nordeste da Tunisia. Alpha-
phellandrene, B-phellandrene e a-pinene foram os monoterpenos identificados em
amostra de OE dos frutos maduros de S. terebinthifolia colhidos no sudeste da Tunisia
(Bendaoud et al., 2010). E o OE das folhas analisado por Uliana et al (2016) confirma
esse achado predominante em sesquiterpenos. A composicdo quimica dos 6leos
essenciais € variavel e dependem de diversos fatores como a parte da planta
analisada, a origem, a estacéo e o processamento (Paolini et al., 2010).

Dentre todas as substancias identificadas nos 0leos essenciais dos frutos, 13
delas foram comuns aos dois estagios de maturacao estudados, sendo eles: myrcene,
0-3-carene, sylvestrene, terpinolene, isobornyl acetate, d-elemene, y-elemene, a-
humulene, germacrene D, &-cadinene, hedycaryol, trans-sesquisabinene hydrate e [3-
bisabol (Tabela 3). Destes, o &-3-carene foi 0 componente majoritario das amostras
de frutos maduros. As substancias exclusivas dos frutos imaturos foram 30, entre as
quais estd o composto majoritario o limonene. No 6leo dos frutos maduros 61
substancias foram detectadas exclusivamente, mas entre o0s trés compostos
majoritarios, apenas o a-pinene (Tabela 2) ndo foi detectado nas amostras de frutos
imaturos (Tabela 3). Incluindo o OE das folhas na comparagéo, foram observadas 3
substancias em comum nos 3 Oleos: a-humulene, &-3-carene, myrcene (Tabela 4 —
negrito).

Independentemente de considerar o perfil fitoquimico qualitativo, que originou
um dendrograma de agrupamento de amostras de 6leos essenciais de frutos e folhas
pela Distancia Média de Manhattan (Figura 2a), ou o quantitativo, que originou um
dendrograma correspondente pela Distancia de Canberra incluindo as auséncias
comuns de componente (Figura 2b), fica evidente um padrdo de agrupamento que
separa os perfis de OEs de frutos maduros e imaturos, aproximando contudo os perfis
de frutos imaturos e de folhas (Figura 2).
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Figura 2. Dendrogramas de agrupamento das amostras de 6leos essenciais de folhas e de frutos
maduros e imaturos de Schinus terebinthifolia Raddi, construido pelo método de ligagdo me média de
grupo (UPGMA). a: coeficiente de Distdncia média de Manhattan e b: coeficiente de Distéancia
Canberra, incluindo as auséncias comuns de componentes dos 6leos essenciais. Mi.4: Amostras de
fruto maduro; Fi.3: Amostras de folhas; 11-4: Amostras de frutos imaturos.

Um olhar conservativo sobre este fato, caso ndo houvesse alguma pressao
seletiva, poderia levar a esperar que ndo houvesse um perfil tdo diferenciado. Esta
visdo se sustentaria quando se tem em conta que, na familia Anacardiaceae, os OEs
compdem uma oleorresina que é produzida por estruturas secretoras que ocorrem
tanto no eixo vegetativo como nas estruturas reprodutivas de flores e da unidade de
dispersdo formada por frutos e sementes (Carmello-Guerreiro e Paoli, 2002). Esta
ideia encontra outra sustentacao no fato de que, em S. terebinthifolia, a dispersao dos
frutos € ornitocérica (D’Avila et al., 2010, Jesus e Monteiro-Filho, 2014), considerando
gue as aves nao sao olfativamente orientadas e, portanto, praticamente insensiveis a
estimulacao olfativa (D’Avila et al., 2010).

A irradiacdo adaptativa das angiospermas foi profundamente afetada pela
dispersdo de sementes e, consequentemente, pela capacidade de estabelecimento
de plantulas. A diversificacdo dos tipos de frutos foi acompanhada de uma ampla
diversificacdo nos mecanismos de dispersdo. Entretanto, a despeito da importancia
desses mecanismos, pouco se sabe sobre que forcas evolutivas afetaram este
processo, e nem se ele esta efetivamente sujeito a restricdes filogenéticas entre as
angiospermas (Lorts et al., 2008). E a familia Anacardiaceae ndo é uma exce¢ao em
meio a este contexto, tanto assim que a familia n&o diversificou muito os tipos de frutos

e nem 0s mecanismos de dispersédo (Weeks et al., 2014).
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Se o perfil fitoquimico do OE dos frutos imaturos se aproximou do perfil do OE
das folhas, as amostras provenientes desses dois 6rgdos ndo se mesclaram na
andlise de agrupamento, sendo distinto os grupos de amostras de folhas e frutos
imaturos (Figura 2). Também formaram padrdes distintos o perfil fitoquimico das
amostras de frutos imaturos e maduros (Figura 2).

Do ponto de vista ecoldgico, o envolvimento dos OEs na dispersdo de frutos
nao fica totalmente descartado. Embora em Anacardiaceae néao tenha ocorrido muita
diversificacdo nos tipos de fruto (Weeks et al.,, 2014), e 0 género Schinus € uma
excecdo dentro da familia, a espécie Schinus facilulatus Johnst. apresentou disperséo
de semente por uma formiga cortadeira, Acromyrmex striatus Roger (Fomicidae:
Attini) na regiao do Chaco, na Argentina (Varella e Pereira, 2003).

Detalhando mais a distingdo entre os perfis fitoquimicos dos OEs de frutos
maduros e imaturos, foi constatado que a analise de substancias majoritarias (Figura
3) revelou que ndo necessariamente 0s compostos majoritarios vao determinar, como
componentes indicadores a identificacdo tipica das fases de maturagéo dos frutos. Ao
mesmo tempo, uma Unica divisdo demonstrou-se capaz de separar os dois estagios
de maturacdo amostrados, sendo o y-eudesmol, o &-cadinene e o p-cymene 0sS
compostos indicadores do estagio imaturo do fruto, enquanto a Z-a-santalol acetate,
a trans-isolongifolanone, o hinesol acetate e a 2-a-hidroxy-amorpha-4,7(11)-diene
foram os componentes indicadores do estagio maduro.

2-a-hydroxy-amorpha-4,7(11)-diene y-eudesmol

A=0,770
= >— OH
....... .éo d-cadinene
hinesol acetate

H
Maduro1 Maduro 2 Imaturo 1 Imaturo 2
Maduro3 Maduro 4 Imaturo3  Imaturo 4

p-cymene

~ O\n/
a Z (0]
Z-a-santalol acetate

trans-isolongifolanone

Figura 3. Diagrama de ordenacéo por andlise de substancias indicadoras (TWINSPAN) entre os 6leos
essenciais de frutos maduros e frutos imaturos Schinus terebinthifolia Raddi.
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Esses padrdes fitoquimicos consistentemente segregados dos frutos maduros
e imaturos chamam a atencdo para a necessidade de introduzir praticas sustentaveis
no extrativismo natural da aroeira. A remocéo indiscriminada de ramos vegetais leva
a perda de meristemas laterais florais (MU-Uribe e Quesada, 2006). Este fato tem um
impacto dramatico sobre a vigilancia das populacdes de plantas naturais, uma vez que
resulta na perda de frutos e sementes, que sdo necessdarios para o recrutamento
juvenil (Alvaréz-Casino et al 2010). Além de produzir uma matéria prima de baixa
qualidade.

Variacfes de rendimento, bem como a producédo de biomassa, sédo atribuidas
a diversos fatores internos e externos como localizacao, clima, época da colheita, tipo
da variedade, estrutura genética dentre outros (Kassahun et al., 2012; Ramakrishna e
Ravishankar, 2011; Salamon, 2007). Em outras situacdes, essas variacbes podem ser
devido a razbes ambientais que podem envolver a origem geografica, como
consequéncia de estresse produzido por fatores abidticos como vento, umidade do ar
e salinidade (Bettaieb et al., 2009; Gouvea et al., 2012; Taarit et al., 2011). A forma de
cultivo pode também ocasionar variagdes na composi¢do do OE (Paul et al., 2010), e
mesmo o processo de extracdo ndo deve ser descartado (Sefidkon et al., 2007). Neste
caso, o0 processo experimental de extracdo pode ser refutado como uma causa para
esta variagdo, uma vez que o0s trés compostos principais nas amostras de frutos
maduros foram também encontrados anteriormente nas mesmas condicbes como
descritas no presente trabalho (Silva et al., 2010; Kweka et al., 2011).

Recentemente Bourgou et al. (2012) investigando o efeito da maturacéo sobre
a composicao quimica do OE extraido da casca de quatro citrus: laranja amarga
(Citrus aurantium), Limao (Citrus limon), laranja Maltaise (Citrus sinensis) e tangerina
(Citrus reticulata) constataram varia¢cdes quimicas na composi¢ado e na produtividade
dos dOleos de 0,46 a 2,70% nos estadios final de maturacao.

Trabalho conduzido por Msaada et al. (2009) também mostraram variagdes na
composi¢cdo e no rendimento do OE do coentro, sendo que o maior rendimento
ocorreu no estagio final do amadurecimento com maior predominéncia na composi¢ao
guimica dos monoterpenos, enquanto que Telci et al. (2006) encontraram resultados
diferentes em seus trabalhos com erva doce, pois a medida que os frutos aumentavam
de tamanho, mantinham seu contetdo em 6leo essencial.

Muitos estudos fitoquimicos foram conduzidos investigando a composi¢ao
quimica e o rendimento de extracdo dos OEs de Schinus terebinthifolia Raddi e

mostrou grande variagcdo na diversidade e composicdo quimica. Nascimento et al
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(2012) trabalhando com amostras de OE dos frutos, identificaram o limonene como
constituinte majoritario no 6leo essencial dos frutos imaturos (31,8%) e maduros
(44,1%). Por outro lado, Barbosa et al (2007) elucidaram a-cadinol (20,6%) como
marcador predominante no OE de frutos imaturos e 3-3-carene (29,2%) nos frutos
maduros. E 8-3-carene 41,01%, a-phellandrene 14,40%, limonene 12,36%, a-pinene
10,36% foram encontrados por Gois et al (2016) no OE de frutos maduros.
Comparando nosso estudo com a literatura, muitas das principais substancias nos
OEs desta planta sédo semelhantes (Barbosa et al., 2007; Silva et al., 2010; Kweka et
al., 2011), no entanto, sofrem por vezes variacdes significativas nos seus contelidos.

As densidades determinadas para os Oleos essenciais estudados foram
diferentes entre si, primeiro pela diferenca no tempo de maturacdo mas também como
o préprio conhecimento tradicional indica, eventos ambientais abi6ticos, como a
precipitacdo pluviométrica, podem afetar caracteristicas fisico-quimicas como a
viscosidade dos 6leos essenciais, e outras plantas secretoras de oleorresina ndo
estdo livres desta influéncia. Estes parametros podem mesmo ser caracteristicos e
especificos da procedéncia de cada fonte de matéria prima, sendo necessario
padronizar o fracionamento de suas doses em massas, ao invés de volumes.

Os componentes majoritarios encontrados podem ser utilizados como
marcadores fitoquimicos para identificacdo dos Oleos essenciais em estudo em
avaliacdes de controle de qualidade e padronizacdo destes para utilizacdo com fins
cosméticos e medicinais, visto suas propriedades farmacoldgicas. Para o Oleo
essencial de frutos maduros de S. terebinthifolia estas substancias s&o o0s
monoterpenos, 4-3-carene e 0 a-pinene e para o 6leo essencial de frutos imaturos séo
o limonene e o 8-3-carene, que séo possibilidades de marcadores quimicos presentes

na amostra do 6leo essencial desta espécie.

Assim, nota-se que do ponto de vista ecologico esse processo de diferenciacao
entre 0s Oleos essenciais de frutos maduros e imaturos € devido ao processo de
maturacdo e ndo a dispersdo da semente. Assim, praticas sustentaveis para o
extrativismo de Schinus terebinthifolia Raddi sdo necessarias para que haja a
conservacao da espécie e a garantia de um produto final de boa qualidade.
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RESUMO

O Stegomyia aegypti € um vetor de doencas graves ao ser humano e que apresenta grande
plasticidade ecoldgica e fisioldgica que o capacita a se adaptar a diversas condi¢cGes impostas,
fazendo com que sua distribuicéo geogréfica fique cada vez mais abrangente. O combate a esse
inseto é a melhor medida de controle das doengas transmitidas por ele. Muitos métodos estdo
sendo pesquisados a fim de diminuir os efeitos maléficos ao ambiente e humanos,
principalmente utilizando produtos naturais, como 0s 0leos essenciais. Por isso, objetivou-se
comparar o efeito larvicida do o6leo essencial de frutos imaturos e maduros de Schinus
terebinthifolia Raddi frente a larvas de Stegomyia aegypti. Os 6leos essenciais foram obtidos
por hidrodestilacdo e foram realizados bioensaio com larvas desse inseto no terceiro estagio de
vida utilizando diluicdes seriadas dos 6leos essenciais de 1,56 a 800 ppm. Pode-se observar
uma maior potencialidade do efeito larvicida do 6leo essencial de frutos imaturos (CLso = 71,31
ppm), mas o 6leo essencial dos frutos maduros também se mostrou eficaz (CLso = 80,53 ppm),
fazendo com que esses 6leos sejam uma alternativa de inseticida botanico com baixo ou nenhum

dano ao ambiente e humanos.

Palavras-chave: Atividade bioldgica; Produtos naturais; Aedes aegypti; Schinus

terebinthifolius, Stegomyia aegypti.
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1. Introducgéo

As doencas transmitidas por vetores tém causado enorme preocupacdo em todo o
mundo, uma vez que diversas enfermidades estdo emergindo de forma avassaladora sem que
haja preparo por parte dos sistemas de satde para seu controle ou eliminagdo!?. O motivo
principal para a disseminagdo descontrolada dessas doencas € o aumento do turismo e das
possibilidades de transito entre os paises, o que tem facilitado a inser¢do de novos virus em
locais diversos®, associado a isso, as mudancas climéticas também contribuem para a adaptagio

dos vetores a novos ambientes®.

Um vetor de grande importancia para a satde pablica mundial é o Stegomyia aegypti
(Linnaeus, 1762), ele é responsavel pela transmissdo de doencas graves e tem encontrado
facilidade de se estabelecer em novos locais, fazendo com que as doengas alcancem outros
continentes. Sua capacidade de adaptacdo se da pela sua plasticidade fisiol6gica e ecoldgica,
incluindo a habilidade de se reproduzir em agua acumulada em pequenos reservatorios

antropicos®.

Além da dengue e febre amarela, o St. aegypti também transmite duas doencas
descobertas em meados do século passado no continente africano, a Zika e a Chikungunya®’.
Estas doencas se espalharam de modo rapido nos paises do centro-sul americanos e Caribe
gerando graves epidemias?®®, semelhante ao que ocorre com a dengue que vem fazendo
inimeras vitimas em muitos paises da faixa tropical e subtropical, além de se espalhar para a
zona temperada do globo gerando preocupacdes nesses paises que antes ndo eram acometidos
por essa doenca’. Recentemente, foi identificada uma possivel infeccdo pelo virus Mayaro, no
Haiti e na regido amazonica brasileira, uma doenca que possui sintomas muito semelhantes aos
da Chikungunya. O motivo de preocupacdo em torno desse virus é que anteriormente ele
somente era transmitido por mosquitos vetores silvestres que néo alcangcavam a zona urbana,
porém, indicios mostram que, possivelmente, ocorreu uma mutacdo em seu ciclo urbano e

aparentemente, agora, pode ser transmitido pelo St. aegypti'®.

Atualmente ndo existem medicacdes especificas para o tratamento e/ou profilaxia dessas
doencas!!, e apesar da vacina contra dengue estar comecando a ser disponibilizada para algumas
populagbes'?, as vacinas para as outras doencas estdo em fase de desenvolvimento'®!* sendo
assim, o melhor método de prevencao existente é evitar a picada do mosquito®. O combate ao
vetor ¢ feito principalmente por inseticidas quimicos?®, porém, o uso indiscriminado dessas
substéncias tem gerado diversos efeitos adversos graves em humanos, animais € a0 meio
ambiente!’, bem como, tém selecionado populacdes de insetos cada vez mais resistentes

dificultando, portanto, o combate ao vetor'®, Esses maleficios despertaram o interesse por
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pesquisas a fim de encontrar métodos que sejam indcuos ao ambiente e humanos, e que reduzam
a possibilidade dos mosquitos se tornarem resistentes. Nesse sentido, estudos com o uso de
bactérias e mosquitos transgénicos fazem parte desses novos métodos em ascenséo %22, bem

como produtos naturais oriundos de plantas 2.

Muitos sdo 0s meios de combate ao mosquito adulto, mas considerando a transmisséo
transovariana do virus da dengue e chikungunya em St. aegypti’®?’ é importante que a
interrupcdo da dindmica populacional desta espécie ocorra em niveis mais baixos de seu
desenvolvimento. Nessa logica, estudos utilizando 6leos essenciais tém crescido devido ao

potencial toxico as larvas desse mosquito 2% 2829,

Os 0leos essenciais (OEs) sdo subprodutos do metabolismo secundario de plantas,
definidos como 6leos volateis que tém componentes aromaticos de odor forte caracteristico.
Existem cerca de 17.000 espécies de plantas produtoras de 6leos essenciais®®, que utilizam
estruturas secretoras complexas, como os tricomas glandulares, cavidades secretoras e ductos,
para sintetizar e armazenar os OEs, que também estdo presentes nas folhas, caule, flores, frutos,
cascas ou raizes de plantas®’. OEs sdo misturas complexas com cerca de 20-60 componentes
em diferentes concentra¢bes, dos quais somente dois ou trés sdo 0s principais, com
concentracdes relativamente elevadas (20-70%), responsaveis por caracterizar o 0Oleo e,

geralmente, determinar suas propriedades biol6gicas?.

Dentre as plantas produtoras de 6leos essenciais, encontra-se a Schinus terebinthifolia
Raddi que é uma espécie da familia Anacardiaceae, conhecida popularmente como pimenta
rosa, aroeira vermelha ou pimenta brasileira, nativa da América do Sul e América Central,
muito utilizada na medicina popular dessas regides para o tratamento das mais diversas
enfermidades®. Diversos estudos conduzidos com diferentes partes da planta demonstraram
propriedades bioldgicas importantes, por exemplo, atividade antimicrobiana do extrato
hidroalcoolico das cascas frente a cepas de Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus
e Encherichia coli®®, acdo anti-inflamatoria e cicatrizante do extrato metandlico das folhas
quando testada em feridas de excisdo de pele feitas em ratos**, ja o 6leo essencial dos frutos,
apresentou atividade antifingica contra Cryptococcus neoformans®, neste mesmo produto foi
estudada e comprovada, ainda, a agdo larvicida® 3. O extrato etandlico e o dleo essencial das
folhas se mostraram potencialmente antioxidantes in vitro *’, e a atividade antitumoral foi
demonstrada pelos extratos aquoso e metandlico em linhagens de células de céancer de

prostata®®, dentre outras®® 4,
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Poucos estudos sobre a atividade biolégica dos frutos imaturos foram realizados.
Sabendo que a composicado de Oleos essenciais varia de acordo com inimeros fatores tanto
genéticos quanto ambientais como o clima, estacdo do ano, localizacéo, tipo de solo, tempo de
maturacdo e outros 14, o objetivo do presente estudo é a analisar a acdo larvicida dos 6leos
essenciais de frutos imaturos e maduros de Schinus terebinthifolia Raddi frente a larvas de

Stegomyia aegypti, relacionando essa atividade ao perfil fitoquimico elucidado.

2. Resultados e discussao
Os 0leos essenciais testados apresentaram consideravel atividade larvicida, sendo que a
mortalidade das larvas ndo foi um fendmeno exclusivamente atribuido a concentracao dos 6leos
essenciais de S. terebinthifolia no meio de incubacdo, mas o tempo de exposi¢cdo aos
tratamentos também afetou de maneira significativa a taxa de mortalidade (Tabelas 1 e 2).
Tabela 1 - Regresséo logistica binaria entre a concentracdo e o tempo de exposic¢ao ao 6leo essencial

dos frutos maduros de Schinus terebinthifolia Raddi na mortalidade de larvas de Stegomyia aegypti
(Linnaeus, 1762).

Parametros Coeficiente EP Z P
Tempo de exposicdo ao 6leo essencial =0

Constante -2,430 0,177 -13,73 0,000%

PPM 0,008 0,001 11,18 0,000%

G =86,70; gl = 1; p = 0,000%; %2 Hosmer-Lemeshow = 3,39; p = 0.495
P(Morte) = d(Y"
Y'=-2,4300 + 0,008 PPM

Tempo de exposicdo ao 6leo essencial = 24

Constante -1,892 0,136 -13,91 0,000%
PPM 0,023 0,002 11,25 0,000%
G =118,03; gl = 1; p = 0,000%; %2 Hosmer-Lemeshow = 61,80; p = 0,000

P(Morte) = d(Y"

Y'=-1,892+ 0,023 PPM

Tempo de exposicdo ao 6leo essencial = 48
Constante -2,324 0,181 -12,85 0,000%
PPM 0,038 0,003 11,74 0,000%
G =83,98; gl = 1; p = 0,000%; %2 Hosmer-Lemeshow = 16,88; p = 0,002
P(Morte) = d(Y")
Y'=-2,324+ 0,038 PPM

Tempo de exposicéo ao 6leo essencial = 72
Constante -2,552 0,211 -12,08 0,000%
PPM 0,047 0,004 11,06 0,000%
G =67,875; gl = 1; p = 0,000%; x? Hosmer-Lemeshow = 14,28; p = 0,006
P(Morte) = ©(Y")
Y'=-2,552 + 0,047 PPM
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Tabela 1 cont- Regressdo logistica binaria entre a concentracdo e o tempo de exposi¢do ao bleo
essencial dos frutos maduros de Schinus terebinthifolia Raddi na mortalidade de larvas de Stegomyia
aegypti (Linnaeus, 1762).

Efeito PPM + Tempo

Constante -1,398 0,141 0,000
PPM 0,006 0,004 11,18 0,000%
Tempo 0,035 0,003 11,18 0,000%

G =98,375; gl = 2; p = 0,000%; %2 Hosmer-Lemeshow = 56,76; p = 0,000
P(Morte) = O(Y")
Y'=-2,552 + 0,006 PPM +0,035 Tempo

as: altamente significativo

Tabela 2 - Regressao logistica bindria do tempo de exposicao (0, 24, 48 e 72 horas) ao 6leo
essencial dos frutos imaturos de Schinus terebinthifolia Raddi na mortalidade de larvas de
Stegomyia aegypti (Linnaeus, 1762).

Parametros Coeficiente EP Z P
Tempo de exposicao ao 6leo essencial =0

Constante -2,268 0,152 -14,90 0,000

PPM 0,003 0,0003 10,11 0,000%

G =98,73; gl = 1; p = 0,000%; %2 Hosmer-Lemeshow = 12,41; p = 0,015
P(Morte) = O(Y")
Y'=-2,268 + 0,003 PPM

Tempo de exposicéo ao 6leo essencial = 24
Constante -0,895 0,083 -10,75 0,000
PPM 0,012 0,002 9,40 0,000%
G =232,77; gl = 1; p = 0,000%; %2 Hosmer-Lemeshow = 3,11; p = 0,539
P(Morte) = d(Y"
Y'=-0,895 + 0,012 PPM

Tempo de exposicdo ao 6leo essencial = 48
Constante -0,743 0,080 -9,32 0,000
PPM 0,011 0,001 9,49 0,000%
G = 246,76; gl = 1; p = 0,000%; %2 Hosmer-Lemeshow = 20,16; p = 0,000
P(Morte) = d(Y"
Y'=-0,743+ 0,011 PPM

Tempo de exposicéo ao 6leo essencial = 72
Constante -0,916 0,089 -10,31 0,000%
PPM 0,020 0,002 9,15 0,000%
G =213,84; gl = 1; p = 0,000%; %2 Hosmer-Lemeshow = 0,0784; p = 0,999
P(Morte) = d(Y")
Y'=-0,916 + 0,020 PPM

Efeito PPM + Tempo

Constante -1,590 0,073 0.000%*
PPM 0,004 0,000 1,13 0.000%
Tempo 0,022 0,001 1,13 0.000%

G =832,54; gl = 2; p = 0.000%; %2 Hosmer-Lemeshow = 211,83; p = 0,000
P(Morte) = O(Y")
Y'=-1,590 + 0,004 PPM +0,022 Tempo

as: altamente significativo

O modelo probitico testado revelou que a concentragdo e o tempo de exposi¢do ao dleo
essencial séo capazes de afetar a mortalidade das larvas e a interagédo aditiva do efeito do tempo

de exposicdo e da concentracdo (Tabela 1 e 2. PPM + Tempo) também foi altamente
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significativa, mas o ajuste ao modelo probitico, medido pelo valor de p do x2 de Hosmer-
Lemeshow, foi inferior ao minimo de 0,25 aceito para um bom ajuste do modelo testado
(Hosmer e Lemeshow, 1989).

Contudo, o efeito significativo do tempo de exposicdo sobre a mortalidade das larvas
produziu um impacto significativo na determinacdo das concentragdes letais. Uma vez que a
CLso diminuiu em valor absoluto e convergiu para um intervalo de confianga menor entre 0 e
24 horas de exposigéo (Tabelas 4 e 5).

A andlise de covariancia comparou o efeito larvicida de ambos 6leos essenciais
excluindo os tempos e concentracfes onde todas as larvas morriam ou todas sobreviviam, ja
que nessas situaces ndo ocorrem variabilidade. Com isso, pode-se observar a potencialidade
do OE dos frutos imaturos maior que dos frutos imaturos em cada tempo estudado, representado
pelo coeficiente de cada planta (Tabela 3).

Tabela 3 — Analise de covariancia entre as mortalidades causadas pela exposi¢do de larvas de
Stegomyia aegypti aos 6leos essenciais de frutos maduros (Planta 1) e imaturos (Planta 2) de
Schinus terebinthifolia nos tempos de 0, 24, 48 e 72 horas.

Parametros Coeficiente EP Z P
Tempo de exposicéo ao 6leo essencial = 0

Constante -1,795 0,099 -18,10 0,000%

PPM Planta 1 0,004 0,0002 16,11 0,000%

PPM Planta 2 -1,040 0,161 -6,44 0,000%

G =-209,24; v = 40,36; gl = 1; p = 0,000

P(Morte) = O(Y")

Planta 1. Y'=-1,795 + 0,004 PPM — Planta 2: Y'=-1,795 - 1,040 PPM
Tempo de exposicéo ao 6leo essencial = 24

Constante -1,573 0,099 -15,82 0,000%*
PPM Planta 1 0,017 0,001 14,98 0,000%
PPM Planta 2 0,525 0,109 -4,83 0,000%

G =-361,40; y2 = 20,45; gl = 1; p = 0,000

P(Morte) = O(Y")

Planta 1: Y'=-1,573 + 0,017 PPM — Planta 2: Y' = -1,573 + 0,525 PPM
Tempo de exposicéo ao 6leo essencial = 48

Constante -1,460 0,094 -15,52 0,000
PPM Planta 1 0,017 0,001 15,64 0,000%
PPM Planta 2 0,502 0,1063 473 0,000%

G =-369,80; ¥ =58,98; gl = 1; p = 0,000

P(Morte) = O(Y")

Planta 1: Y'=-1,460 + 0,017 PPM — Planta 2: Y' = -1,460 + 0,502 PPM
Tempo de exposicéo ao 6leo essencial = 72

Constante -1,860 0,119 -15,68 0,000%*
PPM Planta 1 0,029 0,002 15,41 0,000%*
PPM Planta 2 0,725 0,122 5,93 0,000%

G =-301,15; 4% = 35,70; gl = 1; p = 0,000

P(Morte) = O(Y")

Planta 1: Y' = -1,860 + 0,029 PPM — Planta 2: Y' = -1,460 + 0,725 PPM
as: altamente significativo

E importante notar que no primeiro contato das larvas com os OE (Tempo de exposicio

= 0) ocorre a morte instantanea gerada exclusivamente pela toxicidade aguda das concentragoes
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letais do OE, sendo o OE dos frutos imaturos 260 vezes mais toxico que o OE dos frutos
maduros (Tabela 3). O fato de ter ocorrido morte instantanea nas concentragdes toxicas, sugere

uma intervencdo num processo critico para a larva.

Com o passar do tempo, as larvas que sobreviveram no tempo 0, comegam a morrer por
outros fatores que podem estar envolvidos na mortalidade, como por exemplo, 0 aparecimento
de lesGes crbnicas, causadas pela exposicéo as concentragdes subletais. Como descrito por Pratti
etal (2015), que identificaram em larvas de S. aegypti danos oxidativos causados pela exposicdo
ao OE de frutos maduros de S. terebinthifolia, é possivel que a base metabolica dos danos
observados em doses subletais seja consequente a algum processo que diminua o suprimento
celular de ATP, muito provavelmente promovendo o desacoplamento da fosforilagdo oxidativa,
uma vez que existem relatos, de morte por desacoplamento da cadeia respiratoria em larvas de
insetos 4849,

Uma vez que a OMS néo estabelece um padrdo para analise de produtos naturais com
potencial larvicida, Cheng et al (2003) e Kiran et al (2006) determinaram um critério em que
compostos com CLso < 100 ppm sdo considerados ativos, ou seja, potencialmente larvicida.
Seguindo esse padrdo, pode-se observar que os 6leos essenciais de frutos maduros (CLsg =
80,53 ppm) e imaturos (CLso =71,31 ppm) sdo considerados bons agentes larvicida 5%
(Tabelas 4 e 5). Porém, Silva et al (2010) considerou em seu estudo o 6leo essencial de frutos
maduros ativo contra larvas de St. aegypti mesmo com uma CLso = 366,91 ppm, 4 vezes maior
que a encontrada no presente trabalho 2°, respaldado pelo critério defendido por Pitasawat et al
(2007). As CLso encontradas no presente estudo foram inferiores também ao obtido para o 6leo
essencial de Pterodon polygalaeflorus Benth (Fabaceae) cuja CLso foi 134,90 + 0,25ug/mL53,



Tabela 4 - Concentracdes letais (CL) do 6leo essencial dos frutos
maduros de Schinus terebinthifolia e limites inferior e superior dos
Intervalos de confianga a 95% (IC 95%) determinadas pelo modelo
probitico em regressdo logistica binaria testada para larvas de

Stegomyia aegypti ao 6leo.

Tempo (h) Efeito

Dose (ppm) (Linf -Lsup IC 95%)

CLso 307,70 (278,30 — 343,83)

. CLeo 469,99 (423,16 — 533,86)
CLes 516,00 (463,20 — 588,75)
CLeo 602,31 (537,81 — 692,23)
CLso 80,53 (71,92 — 91,13)

" CLeo 135,06 (120,42 — 155,11)
CLes 150,52 (133,84 — 173,58)
CLao 179,52 (158,86 — 208,37)
CLso 60,98 (61,46 — 75,09)

48 CLo 94,60 (85,83 — 106,23)
CLes 104,14 (94,23 — 117,44)
CLeo 122,02 (109,85 — 138,61)
CLso 54,63 (49,45 — 60,66)

7o CLo 82,05 (74,38 — 92,37)
CLes 89,83 (81,20 — 101,60)
CLeo 104,42 (93,87 — 119,05)

Tabela 5 - Concentracdes letais (CL) do 6leo essencial dos frutos
imaturos de Schinus terebinthifolia e limites inferior e superior dos
Intervalos de confianca a 95% (IC 95%) determinadas pelo modelo
probitico em regressdo logistica binaria testada para larvas de

Stegomyia aegypti ao 6leo.

Tempo (h) Efeito

Dose (ppm) (Linf -Lsup I1C 95%)

CLso 718,90 (639,01 — 825,82)

0 CLeo 1125,18 (990,77 — 1318,33)
Clos 1240,36 (1088,77 — 1459,66)
CLeo 1456,40 (1271,80 — 1725,60)
CLso 71,31 (59,86 — 85,85)

" Clgo 173,44 (148,08 — 211,18)
CLes 202,40 (172,35 — 247,46)
CLeo 256,71 (217,66 — 315,71)
CLso 65,00 (53,42 — 78,97)

48 CLeo 177,13 (151,26 — 215,38)
CLes 208,92 (177,97 — 255,07)
Cloo 268,54 (227,83 — 329,80)
CLso 45,63 (38,27 — 54,96)

2 CLeo 109,49 (93,37 — 133,73)
Clos 127,60 (108,48 — 156,56)
CLo 161,55 (136,70 — 199,53)
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Para taninos, tem sido proposto que substancias com CLsp variando entre 0,1 a 0,49 ppm
sdo bons agentes larvicidas °*. Entretanto, para 6leos essenciais a atividade inibidora tem se

manifestado em concentra¢des maiores °22°,

A resina exsudada por plantas do género S. terebinthifolia é usada, dentre outras
funcdes, para repelir insetos®. Seu Oleo essencial apresenta em sua composicdo uma
predominancia de monoterpenos nos frutos e sesquiterpenos nas folhas®®>®. Os monoterpenos

apresentam boa atividade larvicida e os sesquiterpenos tem capacidade para inibir a ecdise®’.

Trabalhos com S. terebinthifolia, destacam o a-terpineno e o limoneno como 0s
compostos que caracterizam o 6leo dos frutos®’. Destes compostos, 0 limoneno é um dos
majoritarios no oOleo essencial do fruto de S. terebinthifolia e outros estudos devem ser
realizados para a verificagdo da mesma propriedade larvicida neste e em outros compostos
presentes no 6leo essencial estudado, apds seu respectivo isolamento.

3. Secdo experimental
Bioensaio com larvas

Para o bioensaio foram utilizadas larvas de St. aegypti, em 3° estagio, obtidas pela incubacdo
de ovos em 3L de dgua natural e suprimento alimentar para peixes. Os ovos foram obtidos pela
colocacdo de armadilhas, denominadas ovitrampas**. As ovitrampas foram dispostas nas

dependéncias da Universidade Vila Velha, proximo a arvores e plantas.

Foi preparada uma série de tubos em cinco replicatas para o controle branco utilizado para
avaliar a sobrevivéncia das larvas, em solucdo de Dimetilsulféxido (DMSO) 0,5% em agua
deionizada, e para cada tratamento realizado, que consistiram de dilui¢cbes de cada Oleo
essencial analisados no capitulo I, nas concentracGes de 1.56, 3.125; 6.25; 12.5; 25; 50; 100;
200; 400 e 800 ppm. Cada replicata recebeu 10 larvas vivas*, considerando a capacidade de
locomocdo ascendente para respiracdo como o critério de sobrevivéncia. As avaliagcdes das
larvas sobreviventes foram realizadas nos tempos 0, 24, 48 e 72 horas apds a inoculagdo, com

segurancga para evitar o aparecimento de mosquitos adultos.
Analise dos dados

A regressdo logistica binaria foi realizada a partir de um modelo probitico, tendo as doses e a
duracéo da exposicdo ao 0leo essencial como variaveis independentes e mortalidade larval taxas

como variavel dependente. A hip6tese nula testada foi de que a taxa de mortalidade larval foi
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independente da dose ou tempo de exposicao ao 6leo essencial através de um modelo probitico
tendo como base de transformagéo o logaritmo neperiano 4. As concentragdes letais CLso,
CLgo. CLgs e CLgo foram calculadas a partir da equacdo de linha reta gerada pelo modelo

probitico testado *’. As analises foram feitas pelo programa Minitab versdo 17.0.
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CAPITULO Il
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Resumo

Doencas transmitidas por insetos sdo as maiores preocupacdes para a saude publica.
O Stegomyia aegypti € a mais importante espécie de mosquitos invasores. A
inexisténcia de vacinas para todas as doencas faz com que o controle se baseie em
acOes antivetoriais. Assim, 0 objetivo deste trabalho € avaliar microscopicamente 0s
danos histologicos em larvas de mosquito Stegomyia aegypti causados pela
exposicao a concentracdo letal média dos Oleos essenciais de frutos maduros e
imaturos de Schinus terebinthifolia. As larvas foram expostas a concentracdo de
106,51 ppm do 6leo essencial de frutos imaturos e a 366,91 ppm do 6leo essencial de
frutos maduros por 24h, ap0s esse tempo foram separadas em mortas e sobreviventes
e incluidas em historresina para realizacdo dos cortes histolégicos que foram
observados em microscépio otico e fotografados. Tanto nas larvas mortas quanto nas
sobreviventes, pode ser constatado que 0s danos estruturais apresentaram uma
tendéncia de intensificacdo a partir da terminacao mais distal. Porém, nas primeiras,
as células apresentaram caracteristicas necrdticas com nudcleo picnético e
desorganizacao citoplasmatica. As larvas sobreviventes evidenciaram estrutura mais
preservada a partir da porcdo mediana do meséntero, apresentando-se sem
alteracBes na regido do torax e cabeca. Mostrando que mesmo em doses subletais,
0s danos causados pela exposicdo ao 6leo essencial levam a mortalidade dessas
larvas em questao de tempo, impedindo assim a eclosdo dos mosquitos adultos e, em

consequéncia, a propagacao de doencas.

Palavras-chave: Aedes, mosquito da dengue, larvicida, produtos naturais, Schinus

terebinthifolius.

Principais conclusdes

- Os 6leos essenciais de Schinus terebinthifolia sdo bons agentes larvicida.

- Os Oleos essenciais ndo se diferenciaram na proporc¢ao de danos causados.

- Os danos as células apresentaram caracteristicas necroticas

- Ambos tratamentos apresentaram perda expressiva da estruturacao do torax e do
epitélio do Meséntero.

- Lesdes crbnicas podem ser a causa da mortalidade das larvas expostas a esses

6leos essenciais.
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Introducao

Febre amarela, dengue, zika, Chikungunya séo exemplos de doencgas vetoriais
transmitidas por uma mesma espécie de mosquitos, o Stegomyia aegypti (Linnaeus,
1762) (Jentes et al., 2011; Marcondes e Ximenes, 2015; Leparc-Goffart et al., 2015),
que é uma nova combinacdo nomenclatural para Aedes aegypti Linnaeus, 1762
(Diptera: Culicidae) (Reinert et al., 2004). Este vetor tem inspirado grande
preocupacao para a saude publica mundial, uma vez que sua distribuicdo geografica
abrange todos os continentes, incluindo Europa e América do Norte (Kraemer et al.,
2015). Essa alteracdo na dispersao geografica do vetor, em paises da zona
temperada, com clima naturalmente impréprio a ele, foi influenciada, principalmente,
pelas mudancas climaticas (Gubler, 2001; Shuman, 2010). Atualmente, ndo existem
terapias medicamentosas preventivas, nem vacinas eficazes contra todas essas
doencgas, assim a forma mais eficiente de controla-las é combatendo o mosquito vetor
(Fauci e Morens, 2016; WHO, 2016).

Os pesticidas, de forma geral, sdo utilizados em areas agricolas, programas de
saude publica e areas verdes urbanas, a fim de proteger as plantas e os seres
humanos de diversas pragas (Nicolopoulou-Stamati et al., 2016). Na saude publica,
0s inseticidas quimicos sdo os mais utilizados pelo homem para controle de vetores,
especialmente devido a facil aplicacao e baixo custo (van den Berg et al., 2012). Por
essas caracteristicas, seu uso se tornou indiscriminado e liberal fazendo com que se
tornassem perigosos para a saude humana e animal, o meio ambiente e a
biodiversidade (Sarwar, 2015; Zheng et al., 2016).

A exposicao de humanos aos pesticidas pode ocorrer de diversas formas: pela
ingestdo de alimentos contaminados, respiracdo, absorcdo pela pele e ainda
transmissao pelo aleitamento materno (Pirsaheb et al., 2015). Sendo inclusive ja
relatadas acOes diretas dessa exposi¢ao, no sistema nervoso central de criancas
gerando dificuldades no desenvolvimento de partes do seu cérebro culminando em
problemas de aprendizagem, déficit de atencdo e hiperatividade, mesmo se a
exposicdo ocorrer ainda no utero da mée (Eskenazi et al., 1999; Rauh et al 2012). E
adultos expostos a altas doses de pesticidas demonstraram ser mais propensos a
desenvolverem doencas neurodegenerativas como Parkinson e déficits cognitivos
(Mostafalou e Abdollahi, 2013).
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Apesar dos efeitos negativos destas substancias, a Organizacdo Mundial da
Saude (OMS) recomenda as quatro classes de inseticidas quimicos,
organofosforados, organoclorados, carbamatos e piretroides, para pulverizagdo de
areas habitadas por humanos e animais (WHO, 2012). Como a aplicacdo dessas
substancias é sobre solo e ar, elas podem se acumular em alimentos, solo e agua,
atingindo populac¢des ndo-alvo e causando desequilibrio ecolégico (Hallmann et al.,
2014; Hayes et al., 2006), além disso ocorre a acumulacdo entre os niveis da cadeia
alimentar, como o0 encontrado por Mishra e Sharma (2011), que detectaram a

presenca de organoclorados em leite materno.

Além desses efeitos ecoldgicos negativos, com o decorrer dos anos 0s insetos
se tornaram resistentes aos inseticidas quimicos, sendo necessario o emprego de
concentracbes cada vez mais altas com o intuito de eliminar os vetores,
consequentemente, os maleficios se tornaram ainda mais intensos, tanto para

humanos quanto ao meio ambiente (Antonio-Nkondjio et al., 2011).

Dentre os impactos, a resisténcia a inseticidas € um dos principais problemas
em programas de controle de vetores tradicionais, este problema ganha ainda mais
destaque tendo em vista a explosao de epidemias decorrentes de vetores em todo 0
mundo. (Bhatt et al., 2013). Assim, a busca por métodos de controle alternativos vém
crescendo, medidas sustentaveis e ecoldgicas tém sido pesquisadas, com o intuito de
reduzir a propagacao dos vetores, eliminando o mosquito durante todas as fases de
desenvolvimento (Larva, pupa e mosquito adulto), bem como impedindo a picada no
ser humano (repelentes), nesse sentido os produtos naturais despontam como
alternativa rica, devido a ampla gama de compostos quimicos sintetizados nas plantas
e a disponibilidade desses recursos na natureza (Gkinis et al., 2013; Govindarajan,
2011; Silva et al., 2010; Chowdhury, Ghosh, Chandra, 2008; Choochote et al., 2007;
Trongtokit et al., 2005).

Diversos estudos com Oleos essenciais de plantas tém apontado resultados
promissores com potenciais efeitos contra vetores, dentre eles o 0leo essencial de
frutos de Schinus terebinthifolia Raddi que tem sido estudado como larvicida (Silva et
al.,, 2010; Kweka et al., 2011). Portanto, este trabalho tem por objetivo avaliar
microscopicamente os danos histolégicos em larvas de mosquito Stegomyia aegypti
causados pela exposicdo aos o6leos essenciais de frutos maduros e imaturos de

Schinus terebinthifolia Raddi, potencialmente larvicidas.
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Materiais e métodos

Andlise microscopica das larvas

Para os estudos histomorfoldgicos foi realizado novo ensaio biolégico como
descrito no capitulo Il, sendo as diluicdbes de cada 6leo essencial realizadas na
concentracéo letal que ocasiona mortalidade em 50% do lote experimental de larvas,
calculada. Foram colocadas 10 larvas vivas em tubo de ensaio, em 5 replicatas para
cada tratamento e controle realizados. O tratamento durou 24 horas e apds esse
tempo, as larvas mortas foram separadas das vivas e fixadas em FAA 50 por 2 horas
e posteriormente desidratadas em série etandlica, em concentracdes graduais e
crescentes (50%, 60%,70%,80%, 90% e 3 vezes 100%) a cada hora. Logo ap0és, foi
realizada a pré-infiltracdo do material em solucéo de historesina diluida em etanol em
uma propor¢cdo de 2:1 por 24h. ApoOs este periodo, o material foi submetido ao
processo de infiltracdo por 48h, sendo em seguida incluido em bloco de historesina.
O material foi seccionado em micrétomo rotativo sendo obtidas sec¢des transversais
e longitudinais do corpo da larva. As secc¢des foram coradas com solucao de safranina
em agua por 30 segundos e em azul de toluidina 1% em solucdo tamponada em
fosfato por 60 segundos. As laminas foram seladas com Entelan® (Merck) e laminula
de vidro. A observacdo foi realizada em microscépio Optico de campo claro
(Leicagalen 1) e as imagens foram obtidas com escala grafica de 3000 um utilizando

camera Samsung 12Mp acoplada ao microscopio.
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Resultados e discussao

Danos histolégicos

O meséntero das larvas de Stegomyia aegypti € caracterizado por células
cubicas em unicamada cobrindo toda a luz intestinal (Figura 1: c1, d1, e1). O tratamento
com o OE na concentracao letal média para essas larvas evidenciou uma completa
desorganizagcdo celular, com producdo de vesiculas e hipertrofia das células na

direcdo do lumen (Figura 1: cs3, ds, ese Figura 1: ca, ds, €4).

Os mesmos padrdes de danos foram encontrados nas larvas expostas a ambos
OEs. Comparando as larvas que sobreviveram (Figura 1: a1, bs, c1, d1, e1, f1) no ensaio
controle quando expostas exclusivamente a agua, assim como no ensaio branco
(Figura 1: a2, bz, c2, d2, e2, f2) quando foram expostas ao meio constituido com solucéo
de DMSO a 0,5%, bem como a CLso dos OEs (Figura 1: as, bs, cs, ds, es, f3) com as
morreram apés a exposicao a ClLso por 24h (Figura 1: a4, ba, c4, da, es, fa) pode ser
constatado que os danos estruturais apresentam uma tendéncia de intensificacao a
partir da terminac&o mais distal, ou seja, do sifao (Figura 1: f1-4) que integra o aparato
respiratério da larva, em direcao a cabeca da larva (Figura 1: a1-4). No caso das larvas
que morreram (Figura 1: a-f4) as células apresentam caracteristicas necréticas com
perda expressiva da estruturacao do térax (Figura 1bas) e do epitélio do meséntero em
sua porcao proximal (Figura 1cs), mediana (Figura 1d4) e distal (Figura 1les) que é a
que se encontra mais proxima do sifao respiratorio (Figura 1fs) que sofre perda
praticamente total de sua organizacéo.

Mesmo nas larvas sobreviventes a exposicao a ClLso (Figura 1f3), o sifao sofre
perdas estruturais muito semelhantes as das larvas que morreram nesta mesma
concentracdo de OE (Figura 1fs). A partir do sifdo, os danos celulares foram se
intensificando em dire¢éo a cabeca da larvar, evidenciando nas larvas sobreviventes
uma intensa vacuolizacdo das células epiteliais componentes do meséntero indicando
um provavel estado de lise celular, chegando a ocorrer perda de células por
descamacéao em direcao a luz do meséntero. Todas essas lesdes podem prejudicar
0s processos digestivos e de absorcdo no meséntero das larvas levando ao
comprometimento da sobrevivéncia e afetando assim o desenvolvimento larval do

inseto.

Outros larvicidas derivados de plantas tém demonstrado efeitos deletérios no
intestino médio de St. aegypti, como o extrato salino das folhas de S. terebinthifolia,
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que faz com que as larvas eliminem o conteudo intestinal na tentativa de excretar as
substancias toxicas sem absorvé-las e que com a exposi¢ao continuada leva a lesdes
intestinais como as observadas no presente trabalho (Procépio et al., 2015). A
acetogenina, um metabdlito secundario presente em Annona sguamosa causou
vacuolizacao e hipertrofia celular no intestino médio de St. aegypti (Costa et al., 2014).
Vacuolizacdo, danos celulares, assim como a lise celular e a morte foram relatados
como alguns dos efeitos do extrato etandlico de Melia azedarach no intestino médio

de larvas de Culex quinquefasciatus (Al-Mehmadi e Al-Khalaf, 2010).

A morte instantanea de larvas em concentragdes iguais ou superiores a 800
ppm, a diminui¢cdo da espessura do exoesqueleto e a perda de integridade dos 6rgéos
internos nas porcdes finais do corpo da larva foram os sinais mais evidentes numa
avaliacdo dos efeitos do OE de frutos de S. terebinthifolia sobre larvas de St. aegypti
(Pratti et al., 2015).

Os danos observados nas larvas que morreram na concentragcdo média
sugerem gue alguma intervencdo num processo critico para a larva ocorreu e, neste
caso, os principais danos foram os provocados aos tubulos de Malpighi, pois séo eles
0s responsaveis pelo processo de excre¢do, nao so de eletrdlitos e metabdlitos, mas
também do grande volume de agua, naturalmente excretados pelas larvas de insetos

gue se desenvolvem na agua (Bradley, 1987).

Porém, nas larvas sobreviventes, ou que se mostraram dentro do tempo
analisado mais resistentes a concentracdo exposta, também fica evidente que existe
um efeito téxico tolerado em certo limite, mesmo com danos celulares evidentes nas
regiGes do sifdo respiratorio, tabulos de Malpighi e meséntero. E possivel ainda que
os danos gerados nestas estruturas venham progressivamente a se refletir em perda

de integridade estrutural e funcional nos outros segmentos da larva.

Pratti et al (2015) identificaram a diminuic&o do espessamento do exoesqueleto
de larvas de St. aegypti expostas ao OE de frutos de S. terebinthifolia e relacionaram
esse efeito a diminuicdo da sintese de quitina, pois eles observaram que as principais
alteracdes morfologicas ocorreram na regido do sifao respiratério, tibulos de malpighi
e intestino, propondo entdo que a base metabdlica dos danos observados em doses
subletais fossem consequente a algum processo que diminua o suprimento celular de

ATP, muito provavelmente promovendo o desacoplamento da fosforilagdo oxidativa,
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uma vez que existem relatos, de morte por desacoplamento da cadeia respiratoria em

larvas de insetos (Dua et al., 2013).

Semelhantemente no presente estudo e confirmando as propostas de Pratti et
al (2015) para o mecanismo de toxicidade do OE de frutos de S. terebinthifolia, as
células do meséntero e sifado respiratorio sdo altamente dependentes de suprimento
de ATP para seu funcionamento fisiologico, envolvendo transporte de eletrdlitos e
nutrientes (Kato et al., 2006) e elas evidenciaram lesdes importantes, caracterizadas

por descamacéo e vacuolizacdo consequéncias, entdo, de danos oxidativos.

Desta forma, o uso de 6leos essenciais como larvicidas, se mostrou toxico
causando danos irreparaveis em nivel celular no epitélio do meséntero da larva,
indicando ser este o local de absor¢cdo dos compostos e que, independentemente do
tipo de substancia utilizada, as alteracdes destrutivas sdo muito semelhantes. Assim,
a utilizacdo de 6leos essenciais pode ser uma alternativa larvicida viavel no combate
as larvas de vetores de doencas, visto que numa baixa concentracdo o conjunto de
substancias do 6leo promoveu danos progressivos que levaram a morte das larvas,

impedindo assim a eclosao de adultos.
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Figura 1: Foto
instar de Stegomyia aegypti (Linnaeus, 1762) sobreviventes ainda com bolo alimentar (ba) no trato
digestério apds 24h de exposicdo a:1: agua destilada; 2: agua destilada + DMSO 0,5%; 3:CLsodo éleo
essencial de frutos maduros e imaturos de Schinus terebinthifolia Raddi. 4. Larvas mortas apés
exposicdo 24h de exposi¢cdo a ClLsp do 6leo essencial de frutos maduros e imaturas de Schinus
terebinthifolia Raddi. a: cabeca; b: térax; c: meséntero proximal; d: meséntero mediano; e: meséntero
distal; f: sifao respiratorio. Os danos celulares mais frequentemente observados foram a necrose (f3 e
f4), acometendo principalmente o sifdo das larvas sobreviventes (f3) e mortas (f4) apds exposicao a
CL50; além da vacuolizagdo (seta) das células epiteliais do meséntero, seguida de descamacao (dupla
seta) para a luz do 6rgéo.
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