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RESUMO

GEARDSON WILLIAN DA SILVA COSTA DE OLIVEIRA, Universidade Vila Velha —
ES, janeiro de 2020. AVALIAC;AO DOS DANOS MORFOLOGICOS E ESTRUTURAIS
SOFRIDOS POR LARVAS DO TERCEIRO INSTAR DE Stegomyia aegypti,
EXPOSTAS AO OLEO ESSENCIAL DE Schinus terebenthifolia Raddi (Linnaeus,
1762). Orientador: Ary Gomes da Silva.

O principal vetor de doencgas como dengue, zika e chikungunya é o Stegomyia aegypti
e a cada ano essas doencas tém aumentado o nimero de casos devido a inexisténcia
de vacinas e ao uso de forma continua e com concentracdes cada vez maiores de
inseticidas sintéticos. Esses inseticidas, principalmente o0os organoclorados,
organofosforados, carbamatos e piretroides sintéticos sdo extremamente tdxicos e
uma alternativa ao uso dessas substancias sdo os 6leos essenciais de Schinus
terebenthifolia. Dentre as propriedades do 6leo essencial da aroeira destacam-se 0
seu potencial inseticida, repelente e larvicida. Por isso, 0 objetivo deste trabalho foi
avaliar microscopicamente os danos morfoldgicos e estruturais em larvas de mosquito
Stegomyia aegypti causados pela exposi¢ao a concentragao letal média (CLso) do 6leo
essencial de frutos imaturos de Schinus terebenthifolia. As larvas de Stegomyia
aegypti foram expostas a concentracdes crescentes de Oleo essencial de Schinus
terebenthifolia (concentracdo de 1,563; 3,125; 6,25; 12,5; 25; 50; 100; 200; 400 e 800
ppm). a fim de determinar a CLso. ApOs a determinacdo da concentracao letal (CLso),
as larvas foram submetidas a analise microscépica com a finalidade de determinar os
danos morfolégicos causados pelo Oleo essencial. As larvas expostas ao 6leo
essencial na CLso apresentam perda expressiva da estruturacdo do torax e do epitélio
do meséntero em sua porcao proximal, mediana e distal, e do sifdo respiratério que

sofre perda praticamente total de sua organizacao.

PALAVRAS-CHAVE: Aedes aegypti; Larvicida; Oleo essencial; Aroeira.



ABSTRACT

GEARDSON WILLIAN DA SILVA COSTA DE OLIVEIRA, University of Vila Velha —
ES, january of 2020. EVALUATION OF MORPHOLOGICAL AND STRUCTURAL
DAMAGE SUFFERED BY LARVES OF THE THIRD INSTAR OF Stegomyia aegypti,
EXPOSED TO THE ESSENTIAL OIL OF Schinus terebenthifolia Raddi (Linnaeus,
1762). Advisor: Ary Gomes da Silva.

The main vector of diseases such as dengue, zika and chikungunya is Stegomyia
aegypti and each year these diseases have increased the number of cases due to the
lack of vaccines and the continuous use of synthetic insecticides. These insecticides,
mainly organochlorines, organophosphates, carbamates and synthetic pyrethroids are
extremely toxic and an alternative to the use of these substances are the essential oils
of Schinus terebentifolia. Among the properties of the essential oil of Brazilian pepper
stand out its potential insecticide, repellent and larvicide. Therefore, the objective of
this work was to microscopically evaluate the morphological damage in larvae of
Stegomyia aegypti mosquito caused by exposure to the lethal mean concentration
(LCs0) of the essential oil of immature fruits of Schinus terebenthifolia. The larvae of
Stegomyia aegypti were exposed to growing essential oil systems of Schinus
terebentifolia (concentration of 1.563; 3.125; 6.25; 12.5; 25; 50; 100; 200; 400 and 800
ppm) in order to determine the LCso. After determining the lethal concentration (LCso),
the larvae were subjected to microscopic analysis to determine the morphological
damage caused by the essential oil. The larvae exposed to essential oil in the LCso
show a significant loss of the structure of the thorax and of the mesenteric epithelium
in its proximal, median and distal portion, and of the respiratory siphon that suffers total

loss of its organization.

KEYWORDS: Aedes aegypti; Larvicide; Essential oil; Brazilian pepper.



1. INTRODUCAO

Uma das mais antigas formas de tratamento contra enfermidades utilizadas
pela humanidade sdo as plantas medicinais, sendo um recurso contra uma
diversidade de doencas e desempenha um papel importante na medicina tradicional
de vérios paises como na cultura Ayurveda (india), na medicina tradicional chinesa
(Mehta et al; 2015) e na medicina tradicional brasileira (Santos et al. 2011).

A utilizacdo das propriedades bioldégicas dos compostos extraidos de
plantas aromaticas e medicinais tem se intensificado com o propédsito de serem
aplicados na conservacdo de alimentos e no controle de enfermidades de origem
microbiana em humanos, animais e vegetais (Silva et al., 2010). Esses compostos
extraidos sdo chamados de Oleos essenciais que sao substancias arométicas
presentes em muitos 6rgaos vegetais aos quais se concentram a maior quantidade de
fitoconstituintes com propriedades bioldgicas ativas (Santos et al; 2009). Entre estas
propriedades, varios foram descritos possuindo atividade: antibacteriana, antifangica,
antiviral, antioxidante, antiparasitaria, inseticida (Ahmad e Beg, 2001; Benoit-Vical et
al; 2001; Martinez et al; 1996).

Esses compostos quimicos essenciais, chamados de metabdlitos, sao
sintetizados pelas plantas a partir de nutrientes, minerais, CO2, agua e luz e podem
ser divididos em dois grupos, os metabdlitos primarios (lipidios, protidios e glicidios) e
os chamados metabdlitos secundarios que sdo compostos de estruturas complexas,
de baixo peso molecular, encontrados em pequenas concentracfes e em grupos
distintos de plantas (Von Poser e Mentz, 2003). Dentre os principais constituintes dos
Oleos essenciais ou metabdlitos secundarios nas plantas, destacam-se 0s
monoterpenos e sesquiterpenos (Taiz e Zeiger, 2009; Knaak, 2010).

Dependendo da familia botanica, os 6leos essenciais podem ocorrer em
estruturas secretoras especializadas, tais como pélos glandulares (Lamiaceae),
células parenquiméticas diferenciadas (Lauraceae, Piperaceae, Poaceae), canais
oleiferos (Apiaceae) ou em bolsas lisigenas ou esquizolisigenas (Pinaceae,
Rutaceae), podendo ser estocado em certos érgdos como flores, folhas, cascas dos
caules, madeira, raizes, rizomas, frutos e sementes (Simdes et al., 2004). Na espécie
Schinus terebenthifolia Raddi, os 6leos essenciais encontram-se presentes nas folhas,
frutos, galhos, cascas e inflorescéncia (Ibrahim et al. 2004; Santos et al 2004). Alguns
trabalhos com a espécie S. terebenthifolia, destacam que as cascas, folhas e frutos

podem ser utilizados como fonte de substancias e com isso vem despertando grande
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interesse para a pesquisa (Lima et al., 2006; Cerkus et al., 2007; Johann et al., 2007,
El-Massry et al., 2009; Bendaoud et al., 2010; Bernardes et al., 2011; Johann et al.,
2010a,b; Machado et al., 2012).

S. terebenthifolia (aroeira vermelha) pertence a familia Anacardiaceae, &
uma espécie nativa da costa brasileira, entretanto € encontrada em algumas regiées
da Europa, Africa, Asia, algumas partes da América Central e do Norte, principalmente
nos Estados Unidos, onde foi introduzida para fins ornamentais. No Brasil ocorre
espontaneamente na costa litordnea, em areas remanescentes da Mata Atlantica, e
em outros tipos de formagfes vegetais, devido a sua grande plasticidade ecoldgica
(Barbosa et al., 2007; Cerkus et al., 2007; Santos et al., 2007; Carvalher-Machado,
2008; Affonso et al., 2012; Montanari et al., 2012).

A demanda de consumo dos frutos de S. terebenthifolia como condimento,
tem aumentado muito, tanto no mercado nacional como no internacional. Seus frutos
sao utilizados em vérias preparacdes, na forma de graos inteiros ou moidos para o
preparo de molhos, carnes de aves e peixes, salames, chocolates e massas
(Degaspari, et al., 2004; Lenzi & Orth, 2004; Bertoldi, 2006). Atualmente o Oleo
essencial dos frutos de S. terebenthifolia tem recebido atencéo pelas suas
propriedades larvicida, inseticida e repelente contra o mosquito Stegomyia aegypti,
transmissor do virus da dengue (Cole, 2008) e inseticida para o0 mosquito Anopheles
gambiae transmissor da malaria e o mosquito doméstico Culex quinquefasciatus
(KWEKA et al., 2011).

Os mosquitos sdo os principais agentes transmissores de doengas, como
a malaria, dengue, febre amarela, chikungunya, zika, filariose, encefalite japonesa,
dentre outras (Govindarajan 2010). O Stegomyia aegypti € a mais importante espécie
de mosquitos com impacto sobre a salde publica em varios paises do mundo,
podendo ser encontrado em regides tropicais e subtropicais das Américas, Africa e
Asia, assim como, sudeste dos Estados Unidos, ilhas do Oceano indico e no norte da
Australia (Soumahoro et al 2010).

A dengue, doenca transmitida pelo S. aegypti, ocorre em mais de 100
paises e ocorre em areas urbanas, peri-urbanas e rurais dos trépicos e subtrépicos.
E uma doenca endémica na Africa, nas Américas, no leste do Mediterraneo, no
Sudeste Asiatico e no Oeste do Pacifico (Cole, 2008). O crescimento de casos de
dengue nos paises em desenvolvimento se deve principalmente ao crescimento

desordenado e a falta de servicos basicos como estrutura de fornecimento de agua,



esgoto e coleta de lixo, propiciando condi¢des favoraveis a multiplicagdo do mosquito
vetor (BRICKS, 2004).

Esta doenca € a mais frequente das infeccbes arbovirais humanas,
causado por um Flavivirus com 4 sorotipos distintos (DEN-1, DEN-2, DEN-3 e DEN-
4), transmitidos pela picada de fémeas de mosquitos do género Aedes, destacando-
se 0 Aedes (Stegomyia) aegypti (Linnaeus, 1762) como principal espécie transmissora
(Arruda et al., 2003; Ferreira et al., 2005).

No Brasil, ha registros de casos de dengue desde o ano de 1846 e em 2019
foram registrados cerca de 1.544.98 casos de dengue no Brasil, com casos ocorrendo
em todos os estados brasileiros (Brasil 2020a). A doenca apresenta um padrao
sazonal, com maior incidéncia de casos entre os meses de janeiro a maio, periodo
mais quente e Umido, tipico dos climas tropicais. Todos 0s quatro sorotipos ja foram
registrados no Brasil, o sorotipo DEN-1 causou epidemias no Rio de Janeiro em 1986,
o DEN-2, foi introduzido em 1990, e o DEN-3 no ano 2000, ja o sorotipo DEN-4 foi
erradicado no territério brasileiro, porém foi um dos primeiros a ser isolado em 1981
no estado de Roraima em uma epidemia de dengue ocorrida em Boa Vista (Nogueira
et al., 2001).

Para as doencas relacionadas ao vetor Stegomyia aegypti, até o0 més de
agosto de 2020, o Brasil registrou 918.773 casos de dengue; 63.928 casos de
chikungunya e 5.783 casos de zika (Brasil 2020b). Considerando os dados para o
estado do Espirito Santo, até o més de agosto de 2020, a Chikungunya corresponde
a 20,6% dos casos registrados no Brasil (13.188 casos), para a Dengue foram
registrados 7.416 casos), e Zika 97 casos (Brasil 2020b). A elevada incidéncia de
casos esta associada a plasticidade ecoldgica do vetor Stegomyia aegypti e ao fato
dessas doencas estarem adaptadas as dinamicas sociais e ao ambiente das cidades
(Johansen et al.,, 2016). Além disso a elevada incidéncia de casos pode estar
associada ao uso intensivo e em concentracdes cada vez maiores de inseticidas,
acarretando uma maior resisténcia aos produtos nos mosquitos de Stegomyia aegypti,
alterando o ciclo cronoldgico do ambiente e podendo atingir diretamente espécies que
corroboram com o equilibrio ambiental (Luna et al.,2013; Antonio-Nkondjio et al 2011;
OMS, 2010).

Devido a inexisténcia de vacinas para esses tipos de doencas, o controle
se baseie em acdes antivetoriais (Lang, 2012; WHO, 2009), podendo ser realizado
por meio de controle quimico, fisico, biolégico ou integrado, usando métodos

simultaneos (Neves et al 2007). O controle fisico baseia-se na eliminacao de criatorios
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do mosquito, locais que acumulam &gua que serviriam de habitat para as larvas
(Cavalcanti et al 2007; Costa et al 2005; Corréa et al 2005). O controle biolégico
consiste em utilizar outros organismos capazes de combater os mosquitos e/ou larvas,
como o trabalho de Hoffmann e Turelli (2013) que descreve a utilizacdo de mosquitos
infectados com a bactéria Wolbachia, a fim de bloquear a transmissao de agentes
patogénicos.

Todavia, o controle quimico € o mais aplicado, sendo feito por substancias
que interferem no ciclo de vida do vetor, prevalecendo o uso de inseticidas sintéticos,
relacionados a quatro classes, os organoclorados, organofosforados, carbamatos e
piretroides sintéticos, que sdo as classes recomendadas pela Organizacdo Mundial
da Saude (OMS) para pulverizacédo interna (WHO 2012; Neves et al 2007). Esse tipo
de controle apresenta-se de forma rapida e eficaz, entretanto, em longo prazo traz
sérios prejuizos ao meio ambiente, devido sua toxicidade e capacidade de
permanecerem longos periodos no meio, poluindo agua, solo, ar e 0s seres Vvivos
(Cavalcanti et al 2007; Doéria et al 2008).

Frente a tantos maleficios gerados pelos inseticidas sintéticos e a elevada
biodiversidade da flora brasileira, muitos pesquisadores tém se dedicado a estudos
relativos ao uso de produtos naturais que demonstrem potencial inseticida, repelente
e larvicida (Nerio et al 2010; Ghosh et al 2012; Silva et al 2010). Neste contexto a
espécie Schinus terebenthifolia vem sendo bastante estudada em relacdo a acdo
larvicida do 6leo essencial desta planta sobre larvas de Stegomyia aegypti (Pratti et
al., 2015; Silva et al., 2010). Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar
microscopicamente os danos morfolégicos e estruturais em larvas de mosquito
Stegomyia aegypti causados pela exposicao a concentracdo letal média dos 6Oleos
essenciais de frutos imaturos de Schinus terebenthifolia.
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1.1. Schinus terebenthifolia Raddi (Linnaeus, 1762)

Schinus terebinthifolia Raddi popularmente conhecida como aroeira, € uma
espécie florestal nativa do Brasil, cujos conhecimentos cientificos sdo recentes.
Pertence a familia Anacardiaceae, € helidfita, perenifdlia e didica, comum em beira de
rios, e varzeas umidas de formacdes secundarias (Montanari et al., 2012; Cerkus et
al., 2007; Lorenzi, 1998). Apresenta ampla distribuicdo na América do Sul e no Brasil
ocorre por toda a costa litorAnea, em areas remanescentes da Mata Atlantica, e em
outros tipos de formacgbes vegetais, devido a sua grande plasticidade ecoldgica
(AFFONSO et al., 2012; BARBOSA et al., 2007; CARVALHER-MACHADO, 2008;
SANTOS et al., 2007; LENZI & ORTH, 2004).

Considerada uma arvore mediana, de 5 a 10 m de altura, € perenifélia e
apresenta copa larga, o tronco pode atingir de 30 a 60 cm de diametro com casca
grossa, mas é frequentemente menor em encostas e solos mais pobres. As folhas sao
compostas de 3 a 10 pares de foliolos imparipinados, aroméaticos e medindo de 3 a5
cm de comprimento por 2 a 3 cm de largura. Apresentam flores pequenas, masculinas
e femininas, em paniculas piramidais e frutos drupas, de coloracdo verde no inicio e
de um vermelho brilhante e vivo quando maduro, de 4 a 5 mm de diametro, aroméaticos
e adocicados, conferindo uma beleza notavel a arvore. A mesma pode ser cultivada a
partir de sementes ou por estaquia (DEGASPARI et al., 2005; GILBERT; FAVORETO,
2011). A madeira da aroeira € utilizada na carvoaria e na construcdo de cercas, as
cascas sao utilizadas na extracao de taninos para a industria do curtume e as flores
sdo meliferas (ALLARDICE et al., 1999).

A aroeira recebe varios nomes populares, sendo conhecida popularmente
como aroeira-brasileira, aroeira pimenteira, aroeira precoce, aroeira do campo, aroeira
da praia, aroeira negra, aroeira branca, aroeira vermelha, aroeira mansa, aroeira do
brejo, aroeira do sertdo, fruto de raposa, fruto do sabia, coracdo de bugre, cambui,
balsamo, aroeira do Parand, aguaraiba e careiba (Affonso et al., 2012; Barbosa et al.,
2007; Clemente, 2006), As denominacdes atribuidas internacionalmente a espécie
sao: Brazilian pepper, Brazilian holly, Brazilian pepper tree, Christmas berry e Florida
holly (EUA), Mexican pepper, pimienta de Brasil (Porto Rico), Poivre de Bourbon,
poivre rose, Poivrier d'’Amérique (Franga), Rosa Pfeffer, Rosa Beeren, Brasilianischer
Pfeffer (Alemanha), Pepe rosa, Schino brasiliano e Balsame delle Missioni (Italia)
(Bertoldi, 2006).
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O interesse cientifico-tecnologico, por esta espécie se deve ao seu
potencial terapéutico (RIBAS et al., 2006); atividade antioxidante (DEGASPARI et al.,
2004; CERUKS et al., 2007); atividade antimicrobiana (DEGASPARI et al., 2005;
GEHRKE et al., 2007; SOARES et al., 2007; FRANCO et al., 2007); aproveitamento
de seus Oleos essenciais em aplicacdes farmacéuticas (SILVA et al., 2011; CAMPOS
et al., 2010, ARAUJO, 2010). A casca, as folhas e frutos da espécie S. terebinthifolia
vem sendo relatados como os principais 6rgéos utilizados para a obtencéo dos Oleos
essenciais e de diversos outros compostos ativos, despertando assim um grande
interesse para a pesquisa (BENDAOUD et al.,, 2010; BERNARDES et al., 2011;
CERUKS et al., 2007; EL-MASSRY et al., 2009; JOHANN et al., 2007; JOHANN et al.,
2010a,b; LIMA et al., 2006; MACHADO et al., 2012). Estudos fitoquimicos de S.
terebinthifolia detectaram a presenca de compostos fendlicos simples, flavonoides,
taninos, esterdides, triterpenos, antraquinonas, saponinas (DEGASPARI et al., 2005;
BARBOSA et al., 2007; MOURA et al., 2007; SANTOS et al.,, 2007), além de
terebinthona, o &cido hidroximasticadiendico, o acido terebinthifolico e o acido ursolico
(LIPINSKI et al., 2012).

De todos os resultados da metabolizacdo de compostos sintetizados pela
planta, fazem parte do grupo de substancias com maior nimero de compostos
biologicamente ativos, os alcaldides e 0s 6leos essenciais. Estes Ultimos atuam como
inibidores da germinacdo, na protecdo contra perda de &gua e aumento da
temperatura, na protecao contra predadores e na atracdo de polinizadores (SANTOS
et al.,2007). Na andlise do Oleo essencial obtido de frutos maduros, Gehrke et al.
(2007) evidenciaram os monoterpenos a-3-careno € a-pineno, e os sesquiterpenos f3-
gurjuneno, cis-B-guaieno, trans-p-guaieno, a-muuroleno, trans-calameno, cubenol e
epi-a-muurolol, ja Barbosa et al. (2007) destacaram o a-cadinol, elemol e germacreno-
D, como preponderantes. Nos frutos imaturos Barbosa et al. (2007) evidenciou o
predominio de sesquiterpenos a-cadinol, a-cadineno, epi-a-muurolol.

A espécie S. terebinthifolia é utilizada como planta medicinal h4 muitos
anos, a aroeira esta entre as 39 espécies medicinais citadas por naturalistas que
viajaram pelo Brasil no século 19 e que sao listadas na 12 Farmacopéia Brasileira de
1926 (Brandao et al., 2008). As ac¢Oes terapéuticas de S. terebinthifolia podem ser
atribuidas a diversificada presenca de substancias que estédo distribuidos em seus
orgaos, como folhas, cascas, frutos, flores e sementes. Isso justifica 0 uso medicinal

popular desta planta como, por exemplo, antiinflamatoria, cicatrizante, géis para
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tratamento ginecoldgico (BULLA et al., 2015; CARVALHO et al., 2013; BRANCO et
al., 2006; RIBAS et al., 2006; DEGASPARI et al., 2005).

A atividade antimicrobiana foi relatada por diversos autores, principalmente
para as espécies Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Staphylococcus albunse,
Pseudomonas. aeruginosa, Yersinia, Acinetobacter calcoaceticus, Bacillus subtilis,
Klebsielia pneumoniae e Bacillus subtilis (CARVALHO et al., 2013; GUNDIDZA et al.,
2009; SANTOS, 2007). A acédo antifungica de extratos de S. terebinthifolia ou de seus
Oleos essenciais foram relatadas para as seguintes espécies fungicas, Aspergillus
flavus, Candida albicans, Aspergillus niger, Botrytis spp, Candida glabrata e Sporothrix
schenckii (CARVALHO et al., 2013; SANTOS et al., 2010; GUNDIDZA et al., 2009;
JOHANN et al., 2007). Por sua vez, Bendaoud et al. (2010) mostraram que o0s
componentes ativos do Oleo essencial dos frutos da aroeira possuem atividade
anticancerigena contra o modelo de cancer de mama humano (MCF-7).

Ja Cole (2008) e Proccopio et al (2015), utilizando o 6leo essencial de S.
terebinthifolia, registrou atividade larvicida, inseticida e repelente contra o mosquito
Aedes aegypti, transmissor do virus da dengue, enquanto Kweka et al. (2011)
evidenciaram a acao inseticida para o0 mosquito Anopheles gambiae transmissor da
malaria e o mosquito doméstico Culex quinquefasciatus. Ha relatos que a planta
também possui efeito tripanocida (SARTORELLI et al., 2012), uma possivel acéo
antidepressiva (PICCINELLI et al.,2015), efeito hepatoprotetor (ABDOU et al.,2015) e
fotoprotetor (BULLA et al.,2015). Em animais a S. terebinthifolia possui acao contra a
peritonite secundaria (MELO et al.,2014), emprego na cicatrizacdo de gastrorrafias
(SANTOS et al.,2006) e de lesdes operatoérias na bexiga (LUCENA et al.,2006).

1.2. Stegomyia aegypti

O mosquito Aedes (Stegomyia) aegypti (Linnaeus, 1762), pertence a
Classe Insecta, Ordem Diptera e a Familia Culicidae, seu ciclo de desenvolvimento
ocorre em quatro estagios: ovo, larva, pupa e adulto e é o principal vetor do virus da
Dengue no Brasil. O habitat de S. aegypti esta adaptado ao meio urbano, ligado as
condi¢bes domiciliares ou peridomiciliares (CONSOLI; LOURENCO-DE-OLIVEIRA,
1994; SILVA, 2003). Farnesi et al. (2009). Ao longo de sua evolucgéo, esse culicideo
desenvolveu um comportamento estritamente sinantropico e antropogénico, sendo
considerado a espécie de mosquito mais dependente do ambiente urbano e por isso

vem evoluindo junto ao homem (NATAL, 2002). A urbanizacdo sem controle e a
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deficiéncia nos servicos de saneamento basico constitui um importante fator de
permanéncia de S. aegypti nas cidades (SILVA et al., 2003; TAUIL, 2002). Segundo
GOMEZ et al. (2001) as residéncias que apresentam maiores probabilidade de abrigar
larvas de mosquito sdo aquelas com menores condi¢des de higiene.

Para Tilak et al (2004) a preferéncia do S. aegypti por depdsitos artificiais
contribui para o aumento da concentracdo populacional do mosquito, criando
condicOes ideais para a oviposicdo. Esses ambientes artificiais se tornam um dos
principais fatores responsaveis pela distribuicdo dos mosquitos nos criadouros e sua
subsequente dispersdo em diferentes areas geograficas. Bessera et al. (2006)
mostram que o desenvolvimento do mosquito € controlado por variaveis climaticas
como temperatura, precipitacdo e umidade o que pode diminuir ou prolongar a
sobrevida do mosquito. Coutinho et al. (2004) evidencia que a sobrevida dos
mosquitos adultos tem sido apontada como um fator influente em epidemias e na
sobrevivéncia do mosquito durante o inverno. Na natureza, o ciclo de vida do mosquito
se completa em torno de 30 a 35 dias, dependendo das condi¢des citadas acima
(FUNASA, 2001). O ovo de S. aegypti quando entra em contato com a agua demora
48 horas para eclodir, entretanto em condi¢Bes adversas (auséncia de agua e baixa
umidade) o ovo pode entrar em estado de laténcia por até 450 dias (FUNASA, 2001;
TAUIL, 2002). Dessa forma, quando as chuvas comecam, ha no ambiente uma
populacdo de ovos de mosquito e assim a populacao se restabeleceria rapidamente.

Natal (2002) cita que a fémea de S. aegypti € muito agil ao picar e que em
seus ciclos reprodutivos, apds cada oviposicdo, a fémea ficara faminta e respondera
aos estimulos atrativos de um hospedeiro. Esses contatos conferem ao mosquito seu
papel epidemiolégico na transmissdo de doencas, destacando-se a dengue. Esse
mosquito é vetor eficiente do virus da dengue especialmente por causa de seu
comportamento hematéfago intermitente, podendo assim se alimentar em mais de um
hospedeiro durante um unico ciclo gonotréfico (MACKENZIE et al., 2004). Por isso
entender as formas de dispersdo do mosquito podem contribuir para o controle do
vetor e consequentemente para o controle de doengas.

A dispersdo do mosquito ocorre devido ao transporte passivo das formas
imaturas, principalmente dos ovos, que podem permanecer longos periodos em
condi¢cbes de dessecacédo, enquanto a dispersao ativa dos adultos € reduzida, sendo
restrita a autonomia de voo de aproximadamente 100 metros (GADELHA; TODA
1985). Para Natal (2002) se os objetos plasticos ndo forem reciclados ou coletados e

conduzidos a um destino adequado, é quase certo que, abandonados no ambiente,
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serdo otimos criadouros do mosquito em questao. Por isso, para um efetivo controle
populacional do mosquito, os cuidados como o meio ambiente sdo imprescindiveis. O
combate e prevencao sao feitos pelo monitoramento e controle da populacdo do
mosquito vetor, na tentativa de reduzir os indices de infestagédo (Gubler, 1989; WHO,
2009; Luz et al., 2011) e consequentemente, os casos da doencga. No Brasil, trés
formas de controle populacional do vetor sdo amplamente utilizadas: controle quimico
por larvicida e adulticida e controle mecéanico através da remocao dos criadouros
(DONALISIO; GLASSER, 2002). Os controles feitos por inseticidas ao mesmo tempo
em gue sao indispensaveis, causam resisténcia da populacdo de mosquito (BRAGA,;
VALLE, 2007; BRAGA et al. 2004; MACORIS et al. 1997) e impacto ambiental, muitas
vezes comprometendo a efetividade da aplicacdo (BARRETO, 2005), por isso 0 uso
de produtos bioldgicos para o combate ao vetor sdo tdo importantes.

Casos de resisténcia do mosquito aos inseticidas tém sido reportados no
Brasil e no mundo. Macoris et al. (1995), em Goiania, relatam uma alteracdo de
suscetibilidade ao Temephos, ja que sua eficiéncia na mortalidade do mosquito foi
baixa na concentracao de 0.01mg/l, enquanto para outras cidades isso ndo aconteceu.
A FUNASA (1999), atendendo a essa preocupacao, realizou um estudo envolvendo
mais cidades e inseticidas para evidenciar a alteracdo de suscetibilidade ao
Temephos, Fenitrotion e Malation em algumas cidades do Brasil. Esses estudos
motivaram a continuagdo do monitoramento de resisténcia no Brasil, no entanto, o
pais enfrenta ainda alguns problemas de infraestrutura nessa area (BRAGA; VALLE,
2007). Dessa forma, o controle biolégico do vetor passa a ser uma alternativa viavel e
neste contexto, o Oleo essencial das folhas de S. terebinthifolia demonstrou ser

bastante eficiente.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral
Avaliar os danos estruturais e ultraestruturais das larvas submetidas ao 6leo essencial

de frutos imaturos de S. terebenthifolia.

2.2. Objetivos especificos

Extrac&o do 6leo essencial dos frutos imaturos de S. terebenthifolia;

Determinacédo da densidade do Gleo essencial extraido de frutos imaturos;
Determinacdo do perfil fitoquimico do oOleo essencial dos frutos imaturos de S.
terebenthifolia.

Avaliacdo dos danos produzidos nas larvas expostas a ClLso do 6leo essencial de

frutos imaturos de S. terebenthifolia.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Coleta dos materiais vegetais

Os frutos maduros e imaturos de Schinus terebenthifolia Raddi foram
coletados de espécimes ocorrentes na Area de Protecdo Ambiental de Setiba — APA-
Setiba — Guarapari, Brasil. O espécime foi identificado pelo Prof. Dr. Ary Gomes da
Silva e a exsicata desta planta foi depositada no Herbario UVV-ES, sob o nUmero de
registro 1526.

3.2. Extracao dos 0leos essenciais

Cada extracdo do Oleo essencial foi realizada por hidrodestilacdo em
aparelho de Clevenger a partir de 10 amostras de 100g de frutos imaturos de S.
terebenthifolia. Cada processo de extragéo durou cerca de uma hora, contadas a partir
da ebulicdo da amostra, com aquecimento mantido na temperatura minima necessaria
a ebulicdo. Os frutos utilizados foram previamente triturados com agua deionizada e
transferidos para o baldo do sistema de Clevenger (Handa et al 2008). As extracdes
foram realizadas no laboratério de Ecologia Funcional da UVV. Apés cada extracao,
as amostras obtidas de Oleos essenciais foram transferidas para um frasco de vidro,
rotulado e sua purificacdo foi feita por separacdo da agua remanescente por
congelamento, o 6leo essencial que estava na fase liquida, foi drenado do frasco. A
densidade de cada 6leo essencial foi determinada gravimetricamente por pesagem 1

mL de liquido a 20°C, em sala climatizada com temperatura controlada.

3.3. Perfil fitoquimico dos 6leos essenciais

A andlise cromatografica dos componentes do 6leo essencial em estudo foi
realizada através da cromatografia gasosa de alta resolugdo, acoplada a
espectrometria de massas — GC-MS, no Laboratério de Quimica Fina da Tommasi
Analitica. O volume de injecéo foi de 2 pL, composto por 1,6 uL de uma solucéo de
6leo essencial (30 mg/ml) e 0,4 pL de uma solucao de uma série de hidrocarbonetos
de C7-C30, como padrdo interno, tanto em n-hexano como solvente. O sistema
utilizado em GC-MS foi um cromatografo a gas, Thermo Scientific® Ultra GC acoplado
a um espectrometro de massa Thermo Scientific®. A coluna de silica fundida utilizada
foi uma DB-5 J & W Scientific (30 m x 0,25 mm x 0,25 mm). Tendo o Hélio como gas
de arraste e a temperatura da coluna foi aumentada em 3°C por minuto entre 60°-

240°C. Os espectros de massa foram obtidos a 70 eV a uma taxa de varredura de
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0,84 scan/sec, na faixa de m/z 40-500 (Adams 2009). Os tempos de retencédo 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 céalculo
do indice de Retencdo de Kovats — KI (Adams 2009) e do indice de Retencio
Aritmético de van der Dool e Kratz 1963.

Os arquivos gerados com 0s espectros de massa obtidos nas varreduras
foram utilizados na identificacdo dos componentes dos 0Oleos essenciais, que foi
realizada no Laboratério de Ecologia Funcional da UVV, por meio da utilizacdo do
programa Xcalibur, versdo 2.0.7. A identificagao 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 comparacédo dos indices de retencéo

calculados, comparados com os disponiveis na literatura (Adams 2009).

3.4. Ensaio biolégico com larvas de Stegomyia aegypti

Para o ensaio biolégico os ovos de S. aegypti foram obtidos pela colocacao
de armadilhas, denominadas ovitrampas, nas dependéncias da Universidade, proximo
a arvores e plantas no Campus. Essas ovitrampas consistem em baldes pretos de
plastico com agua e paletas de Eucatex® para que os ovos figuem aderidos. Apds a
obtencéo, os ovos foram incubados em 3L de agua natural e suprimento alimentar
para peixes para eclosao de larvas, que permaneceram neste ambiente até alcancar
0 3° estagio de vida.

Para testar o efeito larvicida do 6leo essencial de frutos imaturos de S.
terebenthifolia, foram preparadas dez diluicbes do 6leo essencial num gradiente de
concentracdo de 1,563; 3,125; 6,25; 12,5; 25; 50; 100; 200; 400 e 800 partes por
milhdo (ppm). Cada tratamento foi utilizado cinco réplicas e cada réplica recebeu 10
larvas vivas. A contagem de larvas sobreviventes foi realizada apos 0, 24, 48 e 72
horas apds a inoculacdo, tendo como critério de sobrevivéncia a capacidade de
locomocéo ascendente para respirar (WHO, 2005). Como controle, foi realizado um
ensaio para avaliar a sobrevivéncia das larvas, em solugdo de Dimetilsulfoxido —
DMSO - a 0,5% em &gua deionizada.

Posteriormente, apds estabelecer estatisticamente a concentracdo letal
capaz de matar 50% do lote experimental, novo ensaio foi realizado com essa
concentracdo, onde as larvas permaneceram nesse meio por 24h. ApGs esse tempo
as larvas vivas e mortas foram separadas e fixadas em solucéo de FAA 50 (Acido

acético 3%, formaldeido 10%, alcool etilico 50% e agua g.s.p 100mL).
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3.5 Andlise microscopica das larvas

Para os estudos anatémicos e histomorfolégicos foram utilizadas as larvas
fixadas em FAA 50 ap0s os ensaios biologicos. Essas larvas foram desidratadas em
série etandlica, em concentra¢cfes graduais e crescentes (50%, 60%,70%,80%, 90%
e 3 vezes 100%) a cada hora. Logo apds, foi realizada a pré-infiltracdo do material em
solucéo de historesina diluida em etanol em uma proporcéo de 2:1 por 24h. Apdés 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 secc¢des transversais e longitudinais do corpo da larva. As secc¢des
foram coradas com solucédo de safranina em agua por 30 segundos e em azul de
toluidina 1% em solucéo tamponada em fosfato por 60 segundos. As laminas foram
seladas com Entelan® (Merck) e laminula de vidro. A observacéo foi realizada em
microscopio 6ptico de campo claro (Leica galen Ill) e as imagens foram obtidas atraves

da camera Samsung 12Mp, acoplada ao microscopio.

3.6 Anédlises estatisticas dos dados

A diversidade quimica do Oleo essencial de frutos imaturos de S.
terebenthifolia foi estimada pelo indice de Diversidade de Shannon-Weaver (H’) e a
equitabilidade foi estimada pelo indice J de Pielou, (Ludwing and Reynolds, 1988).

Como as taxas de mortalidade ndo puderam ser normalizada pelo arco-
seno transformacdo, uma regressdo logistica binaria foi realizada a partir de um
modelo probitico, tendo as concentracdes e a duracado da exposicao ao 6leo essencial
como variaveis independentes e mortalidade larval taxas como variavel dependente.
A hipétese nula testada foi de que a taxa de mortalidade larval foi independente da
concentracdo ou tempo de exposicdo ao Oleo essencial através de um modelo
probitico tendo como base de transformacdo o logaritmo neperiano (Hosmer e
Lemeshow, 1989). As concentragdes letais CLso, CLoo. CLgs e CLgg foram calculadas
a partir da equacédo de linha reta gerada pelo modelo probitico testado (Hosmer e
Lemeshow, 1989).

Os resultados obtidos a partir do ensaio biolégico produziram a
determinacdo de frequéncia dos danos morfolégicos e estruturais que levaram a
mortalidade das larvas nas diferentes concentracbes do Oleo essencial. Como as
porcentagens apresentaram restricobes de normalidade, devido a circularidade e

assimetria de distribuicdo em torno da média, os resultados obtidos foram
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transformados pelo arco-seno da raiz quadrada das respectivas propor¢des, como
tentativa de corrigir os eventuais desvios de normalidade (Zar, 2010).

A normalidade dos dados € uma premissa para 0s testes estatisticos
paramétricos, ela foi verificada pelo teste de K2, baseado no teste sobre os desvios de
simetria e curtose da curva de distribuicdo de probabilidades dos dados obtidos, em
relacdo a hipotese de nulidade de uma distribuicdo normal. Outra premissa para 0s
testes paramétricos, a homogeneidade de variancia foi verificada pelo teste de Bartlett
(zar, 2010). As analises estatisticas foram feitas pelos Programas Systat versdo 13.0
e Minitab versao 13.0.
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4. RESULTADOS

4.1 Obtencao e purificacdo dos 6leos essenciais

O dleo essencial dos frutos imaturos de S. terebenthifolia apresentou-se
como um liquido oleoso de baixa viscosidade, incolor e transltcido. O rendimento do
processo extrativo foi de 1,3%, a densidade foi de 0,868 g.mL-1, a diversidade quimica
(H’) 1,68 e a Equitabilidade (J’) foi de 0,516 (Tabela 1).

Tabela 1. Rendimento, densidade absoluta, diversidade quimica equitabilidade dos

6leos essenciais dos frutos maduros e imaturos de S. terebenthifolia Raddi.

Parametro Média = IC 95%
Rendimento (%) 1,301 £ 0,261
Densidade (g mL™?) 0,868 + 0,013
Diversidade quimica (H) 1,681 + 0,212
Equitabilidade (J) 0,516 + 0,088

4.2 Perfil fitoquimico dos 6leos essenciais

No perfil fitoquimico do 6leo essencial de frutos imaturos foram detectadas
de 21 a 34 substancias, sendo que 8 substancias compreendem mais de 90% da
composicdo centesimal dos 6leos extraidos. Na composicdo quimica do 6leo
essencial de frutos imaduros revelou uma predominancia dos monoterpenos (79,43%)
com destaque para o limoneno 37,49%, &-3-careno 19,79%, silvestreno 13,83%, a-
tujeno 4,55%, mirceno 3,77% (Tabela 2).

Tabela 2. Composi¢do quimica qualitativa e centesimal dos 6leos essenciais dos

frutos imaturos de Schinus terebenthifolia Raddi.

Substancia Arearelativa (%) Substancia Area relativa (%)

limoneno 37,49 mirceno 3,77
0-3-careno 19,79 elemol 3,35
silvestreno 13,83 B-eudesmol 1,37
germacreno D 4,68 d-elemeno 1,22
a-tujeno 4,55 outros 4,48
B-cariofileno 4,13 TOTAL 98,66
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4.3 Ensaio biolégico com larvas deStegomyia aegypti

A mortalidade das larvas ndo foi um fendmeno exclusivamente atribuido a
concentracdo do Oleo essencial de S. terebenthifolia no meio de incubacao. O tempo
de exposicdo ao 6leo também afetou de maneira significativa a taxa de mortalidade
(Tabela 3).

Tabela 3 - Regressao logistica binaria entre a concentracdo e o tempo de exposi¢ao
ao Oleo essencial dos frutos imaturos de Schinus terebenthifolia Raddi a mortalidade

de larvas de Stegomyia aegypti (Linnaeus, 1762).

Parametros Coeficiente EP Z p

Concentracdo de 6leo essencial (ppm)
Constante -0.70132 0.03459 -20.27 0.000
ppm 0.0032868 0.0001782 18.44 0.000
G =577.167; gl = 1; p = 0.000; %> Hosmer-Lemeshow = 210.790; p = 0.000

Tempo de exposicao ao 6leo essencial (h)
Constante -0.83996 0.04938 -17.01 0.000
Tempo 0.015539 0.001065 14.59 0.000
G = 217.556; gl = 1; p = 0.000; %> Hosmer-Lemeshow = 124.355; p = 0.000

Concentracao de 6leo essencial (ppm) + Tempo de exposicdo ao 6leo

essencial (h)

Constante -1.59923 0.06784 -23.57 0.000
ppm 0.0039874 0.0002091 19.07 0.000
Tempo 0.021600 0.001270 17.01 0.000

G =889.933; gl = 2; p = 0.000; %> Hosmer-Lemeshow = 274.843; p = 0.000

Concentracao de 6leo essencial (ppm) + Tempo de exposi¢cao ao 6leo
essencial (h) + Concentracao*Tempo

Constante -1.38830 0.06941 -20.00 0.000
ppm 0.0019151 0.0002322 8.25 0.000
Tempo 0.008919 0.001490 5.99 0.000
ppm*Tempo 0.00027691 0.00001983 13.97 0.000

G =1245.400; gl = 3; p = 0.000; x> Hosmer-Lemeshow = 68.061; p = 0.000
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O modelo probitico testado revelou que a concentracdo e o tempo de
exposicao ao 6leo essencial sdo capazes de afetar a mortalidade das larvas, sendo
qgue a interacdo multiplicativa do efeito do tempo de exposicéo e da concentracao foi
altamente significativa (Tabela 4). Apesar do efeito altamente significativo do tempo
de exposicao sobre a mortalidade das larvas, 0 ajuste ao modelo probitico, medido
pelo valor de p do 2 de Hosmer-Lemeshow, foi inferior ao minimo de 0,25 aceito para
um bom ajuste do modelo testado.

Contudo, o efeito significativo do tempo de exposi¢cado sobre a mortalidade
das larvas produziu um impacto significativo na determinacdo das concentraces
letais. Uma vez que a CLso diminuiu em valor absoluto e convergiu para um intervalo
de confianga menor e com melhor ajuste do x2 de Hosmer-Lemeshow entre 0 e 24
horas de exposicéo (Tabela 4).

Para a espécie S. aegypti, a mortalidade de larvas foi dose-dependente da
concentracdo de 6leo essencial. Apesar do tempo de exposicdo influenciar de forma
significativa, a concentracdo do 6leo essencial € o fator que mais contribui para a
mortalidade da espécie. Esse resultado indica potencialidade inseticida desse Oleo

contra larvas de S. aegypti in vitro.

Tabela 4 - Atividade larvicida do 6leo essencial dos frutos imaturos de Schinus
terebenthifolia, com suas concentracdes letais (CL) + Intervalo de confianca a 95% (IC
95%) e parametros como coeficiente angular (Cof. angular), coeficiente linear (Cof.
linear) nivel de significancia (p) e y?> de Hosmer-Lemeshow de ajuste do modelo
probitico testado a mortalidade das larvas a exposicao apos 0, 24, 48 e 72 horas para

as larvas de Stegomyia aegypti ao 6leo.

Tempo Concentragao (ppm) = IC 95%

(h) CLso ClLoo Clos CLoo

0 584,55 +41,85 806,35+49,21 869,23+52,77 987,179 + 60,52
24 106,55+21,18 328,35+32,61 391,23+37,46 509,18 +47,26
48 85,76 + 20,77 307,56 +31,19 370,44 +35,95 488,39 + 45,67
72 76,96 £ 20,80 298,77 £30,80 361,64 +35,52 479,59 + 45,19

Tempo (h) G* Cof. angular Cof. linear A 2>

0 118,8*** 0,003*** -2,182%** 16,12%**

24 292,29%** 0,012*** -0,897*** 3,53

48 268,69*** 0,011*** -0,743*** 20,16***

72 577,17** 0,003*** -0,701*** 210,8***

*gl=1; ** gl =4; *** p<0,01; ns = ndo significativo
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4.4 Danos morfoldgicos e estruturais

Os danos estruturais para todos os ensaios (Figura 1 a; b; c; d) apresentam
uma tendéncia de intensificacéo a partir da por¢cdo mais distal, ou seja, do sifao (Figura
1 VI) que integra o aparato respiratério da larva, em direcdo a cabeca da larva (Figura
1 I). Nas larvas que morreram (Figura 1 d) as células apresentam caracteristicas
necroticas com perda expressiva da estruturacao do térax (Figura 1 d-II) e do epitélio
do meséntero desde a porcao proximal até a distal (Figura 1 d-llI; IV; V) que é a que
se encontra mais proxima do sifao respiratorio que sofre perda praticamente total de
sua organizacao (Figura 1 d-VI).

Mesmo nas larvas sobreviventes a exposicéo a CLso, 0 sifdo sofre perdas
estruturais muito semelhantes as das larvas que morreram expostas a essa mesma
concentracdo de Oleo essencial (Figura 1 c-VI; d-VI). Nas larvas sobreviventes a
exposi¢do a ClLso, 0s danos celulares foram se intensificando em dire¢céo a cabecga da
larva de S. aegypti, fato evidenciado pela intensa vacuolizacédo das células epiteliais
componentes do meséntero, chegando a ocorrer perda de células por descamacéao

em direcdo a luz do meséntero (Figura 1 c-1V; c-V).
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Figura 1. Fotomicrografia em microscopia de luz em transmissdo em campo claro de
larvas de terceiro instar de Stegomyia aegypti (Linnaeus, 1762). a: larvas
sobreviventes apés 24 horas de exposicao a agua destilada; b: larvas sobreviventes
apos 24 horas de exposicdo a agua destilada + DMOS 0,5%; c: larvas sobreviventes
apos 24 horas de exposicdo a CLso do 6leo essencial de frutos imaturos de Schinus
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terebenthifolia; d: larvas mortas apés 24 horas de exposi¢do a CLsodo 6leo essencial
de frutos imaturos de Schinus terebenthifolia; I: cabeca; Il: térax; Ill: meséntero
proximal; 1V: meséntero mediano; V: meséntero distal; VI: sifao respiratério. Seta
simples: vacuolizacao; seta dupla: vacuolizacdo das células epiteliais do meséntero,

seguida de descamacéo (dupla seta) para a luz do érgao.
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5. DISCUSSAO

5.1 Oleo essencial

A presenca dos 6leos essenciais pode estar associada a um s6 6rgéo ou
em toda planta. Estes 6leos podem ser produzidos em células secretoras, cavidades,
ductos, células epidérmicas e tricomas e geralmente possuem densidade menor que
a da agua, dado esse evidenciado para o 6leo essencial em questdo, e ainda sao
solluveis em compostos organicos (Bakkali et al. 2008). Os 0Oleos essenciais da
espécie S. terebinthifolius Raddi estdo presentes principalmente nas folhas e nos
frutos sendo que a concentracdo nos frutos pode chegar a ser cinco vezes superior
ao das folhas (Clemente, 2006).

A equitabilidade encontrada evidencia a maneira pela qual o nimero de
substancias quimicas esta distribuido em suas proporc¢des nas espécies em estudo,
indicando o grau de simetria na distribuicdo proporcional de massas entre 0s
componentes dos 6leos essenciais. Os valores menores que 1 expressam uma
concentracdo cada vez mais irregular entre os componentes na medida em que se
aproximam de zero, 0 que € muito comum nos 6leos essenciais nos quais se
identificam facilmente cerca de 20 a 60 substancias em diferentes concentracdes
(Bakkali et al. 2008). Geralmente 2 ou 3 destas substancias apresentam-se em maior
concentragcdo (20 — 70%) e deste modo, vao caracterizar o 6leo e determinar sua
propriedade biolégica (Bakkali et al. 2008).

Os resultados de rendimento do 6leo essencial obtidos no presente
trabalho mostram-se divergentes com o trabalho de Bertoldi (2006), que em seus
experimentos de extracdo de Oleo essencial a partir de frutos secos de Schinus
terebenthifolia encontrou uma variagcdo de rendimento de 5,60% a 7,70% (v/p), em
funcdo do local de coleta dos frutos. Entretanto os dados sdo semelhantes com o
trabalho de Pieribattesti et al. (1981) que obteve um rendimento de 1,50% a partir dos
frutos de Schinus terebenthifolia.

Variacdes qualitativas e quantitativas na composicao do 6leo essencial de
uma mesma espécie vegetal podem estar relacionadas com varios fatores, como
variacao genética (Kulkarni et al. 1997; Siani et al. 2004), a origem geogréfica e fatores
abiéticos como vento, intensidade Iluminosa, temperatura, nivel de nutricao,
disponibilidade de agua e salinidade (Kokkini et al. 1994; Lima et al. 2003), além da

forma de cultivo (Paul et al. 2010).
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O dleo essencial obtido apresentou densidade especifica inferior a da agua,
uma vez que se verificou uma nitida separacao de fases, ficando o 6leo essencial na
parte superior do tubo coletor durante a hidrodestilacdo. O valor encontrado foi
semelhante ao descrito em outros trabalhos com Schinus terebenthifolia: 0,87 g/cm?
(24°C) (Sing et al., 1998) e 0,86 g/cm? (temperatura néo informada) (Malik et al. 1994),
em trabalho com folhas e inflorescéncias, e, folhas e galhos, respectivamente.

Em relacdo a diversidade de substancias, houve um predominio de
monoterpenos, resultado que coincide com os trabalhos de Pieribattesti et al. (1981),
Gehrke et al. (2007) e Barbosa et al. (2007) que registraram 0S monoterpenos como
perfil fitoquimico predominante no 6leo essencial dos frutos de Schinus terebenthifolia
Raddi. Todavia ha registros de trabalhos cujo perfil fitoquimico predominante sédo os
sesquiterpenos (Ibrahim et al. 2004).

Um dos primeiros estudos com 0leo essencial de pimenta brasileira foi
realizado por Clemente (2006) e foi registrado que seus constituintes principais foram
a-pineno (12,94%), B-pineno (5,02%), a-felandreno (13,04%), 8-3-careno (29,22%) e
B-felandreno ( 18,08%). Cole (2008) registrou os principais componentes do 6leo o &-
3-careno (30,37%), limoneno (17,44%), a-felandreno (12,60%), a-pineno (12,59%),
mirceno (5,82%) e ando-cimeno (3,46%). Em outro estudo, 0s principais constituintes
foram sabineno, a-pineno, cariofileno e germacreno D (Dos Santos 2007).

Entre os monoterpenos identificados em Schinus terebenthifolia, Silva et al.
(2010) encontrou o 6—careno (41,01%), a-felandreno (14,40%), limoneno (12,36%) e
a-pineno (10,36%). Silva et al. (2010) identificou como majoritarios o &-3-careno
(55,43%), o a-pineno (16,25%), o silvestreno (10,67%). Gehrke et al. (2007)
analisando o 6leo essencial em frutos observaram os monoterpenos 6-3-careno € a-
pineno representando aproximadamente 40% dos constituintes. Da mesma forma,

Silva et al. (2011) demonstraram a predominancia majoritaria o a-pineno.

5.2 Ensaio biolégico com larvas de Stegomyia aegypti

As larvas de Stegomyia aegypti foram susceptiveis a composic¢ao do 6leo
essencial de forma dose-dependente, o que abre possibilidades para a utilizagdo do
6leo como importante alternativa para controle biolégico de larvas. De acordo com a
Cheng et al. (2003), substancias com valores de CLso menores que 100 pg/mL séo
consideradas bons agentes larvicidas. A CLso obtida para o 6leo essencial dos frutos

imaturos de Schinus terebenthifolia (106,55 ug/mL) apresentou-se proxima a este
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valor, o que viabiliza o uso do 6leo para tal finalidade. No entanto, o baixo rendimento
de Oleo pode ser um fator limitante para utilizacdo como larvicida.

A analise por CG/EM do 6leo essencial de Schinus terebenthifolia Raddi
revelou dentre seus principais constituintes o limoneno (37,49%) e o &-3-careno
(19,79%), o que pode justificar, ainda que parcialmente, a acao larvicida do 6leo, com
estes compostos atuando de forma isolada ou sinergicamente com outros
constituintes.

Omena et al. (2000) verificaram que 0S monoterpenos limoneno e
felandreno apresentaram-se ativos em concentragédo de 100 ug/mL, em menos de 24
horas, para matar 100% das larvas. Ibrahim et al. (2001) afirmam que o limoneno é
comprovadamente ativo contra larvas de 4° instar do mosquito Culex
quinquefasciatus, ja Mohsen et al. (1989) encontraram valores de CLso variando de
7,8 a 30,6 pg/mL e para larvas de 2° instar valores e de 6,6 a 26,1 uyg/mL. Cheng et
al. (2005), verificaram que o &-3-careno, extraido das folhas de Cryptomeria japonica
(cedro japonés), apresenta grande potencial como agente larvicida contra o Aedes
aegypti (CLso= 10,7 pg/mL).

A resina exsudada por plantas do género Protium é usada dentre outras
funcdes para repelir insetos. Seu 0leo essencial apresenta em sua composi¢ado uma
predominancia de monoterpenos nos frutos e sesquiterpenos nas folhas (Cit6 et al.
2006; Pontes et al. 2007; Rudigera, Siani, Veiga Jr, 2007). Os monoterpenos
apresentam boa atividade larvicida e os sesquiterpenos tem capacidade para inibir a
ecdise (Lima et al. 2006).

A inibicdo da ecdise em larvas de dipteros tem sido frequentemente
relatada para extratos de plantas. Por exemplo, a acdo da azadiractina, uma
substancia extraida de Azadirachta indica (A. Juss.), atua no sistema neurossecretor
de S. aegypti, promovendo uma alteracdo dos teores da ecdisona e intervindo,
portanto, na sintese e liberacdo do horménio protoacicotrépico (PPTH) do corpus
allatum, que é o responsavel pela producao de ecdisona pelas glandulas protoracicas.
A azadiractina blogueia a liberacdo deste horménio, o que leva a um aumento de sua
concentracdo dentro do corpus allatum, o que em Uultima andlise, leva a um efeito
feedback, juntamente na intervencdo na liberacdo da alatropina pelos corpora
cardiacos, interferindo desta maneira nos teores de horménio juvenil da hemolinfa
(Martinez e van Emden, 2002).
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5.3 Danos morfoldgicos e estruturais nas larvas

A diminuicdo da espessura do exoesqueleto e a perda de integridade dos
orgaos internos nas regides do sexto, sétimo e oitavo segmentos do corpo larval foram
os sinais mais evidentes dos efeitos do 6leo essencial sobre a larva de S. aegypti. O
fato de ter ocorrido morte instantdnea nas concentracdes tdxicas, sugere uma
intervencdo num processo critico para a larva e, neste caso, 0s principais danos
seriam 0s provocados aos tubulos de Malpighi, pois sé@o eles os responsaveis pelo
processo de excrec¢do, ndo so de eletrolitos e metabdlitos, mas também do grande
volume de agua, naturalmente excretados pelas larvas de insetos que se
desenvolvem na agua (Bradley, 1987).

A diminuicdo do espessamento do exoesqueleto, mais evidente nas
concentragbes proximas as Clso pode estar relacionada a uma diminuicdo da
capacidade de sintese de quitina (Mezendorfer e Zimoch, 2003), um processo que é
particularmente sensivel as concentracdes celulares de ATP. O sifao respiratério,
intestino e tabulos de Malpighi, 6rgaos particularmente lesados, também apresentam
membranas celulares altamente dependentes de suprimento de ATP para seu
funcionamento fisiolégico, envolvendo transporte de eletrolitos e nutrientes (Kato et al.
2006). E possivel que a base metabdlica dos danos observados em concentracdes
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 (Dua et al. 2013).

Foi possivel evidenciar a mortalidade larval dose-dependente apos
exposi¢do ao 6leo essencial de S. terebenthifolia. Usualmente a atividade biolégica
dos 6leos essenciais tem sido atribuida a seus componentes majoritarios (Bakkali et
al. 2008), entretanto a participacdo das outras substancias presentes no Oleo
essencial ndo pode ser descartada, uma vez que 0 sinergismo entre estes pode
ocorrer (Silva et al. 2007; Intirach et al. 2012).
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6. CONCLUSAO

O 6leo essencial apresentou um predominio de monoterpenos em sua
composi¢ado (79,43%) sendo o limoneno (37,49%) e o &-3-careno (19,79%) os
compostos mais abundantes. O 6leo essencial apresentou valores de densidade
especifica proximos ao descrito na literatura e um rendimento divergindo com alguns
dados publicados, entretanto a variacao do rendimento pode estar associada a fatores
bioticos e abiodticos. A atividade larvicida do 6leo essencial foram evidenciadas contra

o Stegomyia aegypti.
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