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RESUMO

PRATTI, Drielle Lima de Almeida M.Sc., Universidade de Vila Velha — ES, marco de
2013. Bases mecanisticas para os danos morfolégicos induzidos pelo 6leo
essencial de pimenta rosa, Schinus terebinthifolia, em larvas de Stegomyia
aegypti, o vetor da dengue. Orientador: Dr. Alessandro Coutinho Ramos. Co-

orientador: Dr. Ary Gomes da Silva.

Com a movimentacdo humana através dos continentes, varias infeccbes foram
disseminadas pelo mundo. Entre essas doencas, a dengue passou a ser alvo dos
programas de saude publica em todo mundo. A falta de uma vacina eficaz e o uso
de produtos sintéticos, que vém prejudicando o0 ecossistema, despertaram as
pesquisas com produtos naturais contra o vetor dessa doenca. Por isso 0s objetivos
deste trabalho foram determinar a composicdo quimica qualitativa e quantitativa do
Oleo essencial dos frutos maduros e sementes de Schinus terebinthifolia Raddi sobre
a mortalidade larval de Stegomyia aegypti, 0 vetor da dengue e, ainda, caracterizar
0s danos estruturais sofridos pelas larvas e investigar sua associa¢cdo com 0s teores
de oleo essencial ao qual foram expostas em estudos anteriores. O 6leo essencial
foi obtido por extracdo em aparelho Clevenger de frutos maduros de Schinus
terebinthifolia. A identificacdo dos componentes do 6leo essencial foi realizada por
cromatografia em fase gasosa de alta resolucdo. Para o bioensaio foram utilizadas
larvas de St. aegypti, em 3° estagio, obtidas pela incubacdo de ovos do vetor em
agua natural e suprimento alimentar para peixes, com posterior preparacao de série
de tubos em cinco replicatas para o controle branco e cada tratamento realizado,
sendo que cada tubo recebeu 10 larvas vivas. A andlise morfoldgica foi feita por
fotografias das laminas com larvas em lupa e medidas em software ImageJ® com
escala grafica de 3000 mm . Realizou-se a andlise estatistica dos dados. Foram
identificadas 56 substancias, sendo que os compostos majoritarios (5-3-carene, o-
pinene e sylvestrene) corresponderam a 81,67%. As larvas foram suscetiveis ao
Oleo essencial de maneira dose-dependente, sendo que a concentracdo produziu
efeito significativo sobre a mortalidade larval. Dentre as principais deformacdes
encontradas nas larvas pode-se constatar a inibicdo da sintese de quitina por acao
do oleo levando a diminuicdo da deposicdo de camadas de cuticula. O Oleo
essencial de Schinus terebinthifolia causou morte das larvas expostas apds 72
horas, de maneira dose-dependente. Levou alteracdes na ultra-estutura das larvas
expostas evidenciando uma acgao direta sobre o exoesqueleto larval. Os resultados
apresentados sao atribuidos as substancias majoritarias presentes no 6leo essencial
e representam um resultado importante uma vez que se abrem possibilidades para a
utilizacdo de produtos naturais como alternativa para o controle de dipteros. Mais
estudos sdo necessarios para verificar o mecanismo de acao do Oleo essencial de S.
terebinthifolia, bem como avaliar a seguranca de uso desse composto no meio
ambiente.



Palavras chave: Larvicida, Aroeira, Aedes, Cullicidae, Anacardiaceae.
ABSTRACT

PRATTI, Drielle Lima de Almeida M.Sc., Universidade de Vila Velha — ES, marco de
2013. Mechanistic bases for the morphological damages induced by the
essential oil of Brazilian pepper, Schinus terebinthifolia, in the larvae of
Stegomyia aegypti, the dengue fever vector. Orientador: Dr. Alessandro Coutinho

Ramos. Co-orientador: Dr. Ary Gomes da Silva.

With human movement across continents, multiple infections were disseminated
throughout the world. Among these diseases, dengue has become the subject of
public health programs worldwide. The lack of an effective vaccine and the use of
synthetic products, which are damaging the ecosystem awakened research with the
vector natural products against this disease. Thus the objectives of this study were to
determine the qualitative and quantitative chemical composition of the essential oil of
the ripe fruits and seeds of Schinus terebinthifolia Raddi on mortality of larval
Stegomyia aegypti, the dengue vector, and still characterize the structural damage
suffered by the larvae and investigate its association with the levels of essential oll
that has been exposed in previous studies. The essential oil was obtained by
extraction apparatus Clevenger of ripe fruits of Schinus terebinthifolia. Identification
of essential oil components was performed by gas chromatography with high
resolution. For the bioassay were used St. aegypti larvae in 3rd stage, incubation of
eggs vector in natural water and food supply for fish, with subsequent preparation of
series of tubes in five replicates for each treatment and control white performed, and
each tube received 10 larvae. Morphological analysis was performed by photographs
of the slides with larvae in magnifying glass and measures in ImageJ ® software with
graphic scale of 3000 mm. Was performed statistical analysis. We identified 56
substances, with the major compounds (6-3-carene, o-pinene e sylvestrene)
accounted for 81.67%. The larvae were susceptible to the essential oil in a dose-
dependent, and the concentration produced significant effect on larval mortality.
Among the major deformations found larvae can observe the inhibition of chitin
synthesis by action of the oil leading to decreased deposition of layers of cuticle. The
essential oil of Schinus terebinthifolia caused death of the larvae exposed after 72
hours, a dose-dependent manner. Led changes in the ultra-estutura larvae exposed
showing a direct action on the larval exoskeleton. The results are attributed to
substances present in the majority essential oil and represent an important result
since it opens up possibilities for the use of natural products as an alternative for
control of flies. More studies are needed to verify the mechanism of action of the
essential oil of S. terebinthifolia and assess the safety of use of this compound in the
environment.

Keywords: Larvicidal, Aroeira, Aedes, Cullicidae, Anacardiaceae.
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Parasites and Vectors

Resumo

Introducdo: Com a movimenta¢do humana através dos continentes, varias infeccbes foram
disseminadas pelo mundo. Entre essas doencas, a dengue passou a ser alvo dos programas de
salde publica em todo mundo. A falta de uma vacina eficaz e 0 uso de produtos sintéticos,
que vém prejudicando o ecossistema, despertaram as pesquisas com produtos naturais contra
0 vetor dessa doenca. Por isso 0s objetivos deste trabalho foram determinar a composicédo
quimica qualitativa e quantitativa do 6leo essencial dos frutos maduros e sementes de Schinus
terebinthifolia Raddi sobre a mortalidade larvar de Stegomyia aegypti, 0 vetor da dengue e,
ainda, caracterizar os danos estruturais sofridos pelas larvas e investigar sua associagdo com
os teores de 0Oleo essencial ao qual foram expostas em estudos anteriores.

Material e Métodos: O 0leo essencial foi obtido por extracdo em aparelho Clevenger de
frutos maduros de Schinus terebinthifolia. A identificacdo dos componentes do 6leo essencial
foi realizada por cromatografia em fase gasosa de alta resolugdo. Para o bioensaio foram
utilizadas larvas de St. aegypti, em 3° estagio, obtidas pela incubacdo de ovos do vetor em
agua natural e suprimento alimentar para peixes, com posterior preparacao de série de tubos
em cinco replicatas para o controle branco e cada tratamento realizado, sendo que cada tubo
recebeu 10 larvas vivas. A analise morfoldgica foi feita por fotografias das laminas com
larvas em lupa e medidas em software ImageJ® com escala gréfica de 3000 mm . Realizou-se
a analise estatistica dos dados.

Resultados: Foram identificadas 56 substancias, sendo que 0s compostos majoritarios
corresponderam a 81,67%. As larvas foram suscetiveis ao 6leo essencial de maneira dose-
dependente, sendo que a concentracdo produziu efeito significativo sobre a mortalidade larval.
Dentre as principais deformagdes encontradas nas larvas pode-se constatar a inibicdo da
sintese de quitina por acdo do Oleo levando a diminuicdo da deposi¢cdo de camadas de
cuticula.

Concluséo: O dleo essencial de Schinus terebinthifolia causou morte das larvas expostas
apos 72 horas, de maneira dose-dependente. Levou alteracGes na ultra-estutura das larvas
expostas evidenciando uma acgdo direta sobre o exoesqueleto larval. Os resultados
apresentados sdo atribuidos as substancias majoritarias presentes no o6leo essencial e
representam um resultado importante uma vez que se abrem possibilidades para a utilizacéo
de produtos naturais como alternativa para o controle de dipteros. Mais estudos sdo
necessarios para verificar o mecanismo de a¢do do 6leo essencial de S. terebinthifolia, bem
como avaliar a seguranca de uso desse composto no ecossistema.

Palavras-chave: Aroeira, larvicida, Aedes, Cullicidae, Anacardiaceae.
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Parasites and Vectors
Introducao

A expanséo do transporte aéreo mundial e do comércio maritimo supera barreiras geograficas
para insetos vetores de doencas, permitindo que estes cubram amplas &reas de distribuicdo em
curtos periodos de tempo. Quando todo transporte se limitava ao deslocamento a pé ou sobre
animais, as doencgas eram mais circunscritas a determinadas regides do globo [1]. Com o
crescimento da movimentacéo de grandes contingentes de grupos humanos por terra, mar e ar,
varias infec¢bes foram disseminadas pelo mundo. Com o advento das embarcaces e o
surgimento de viagens intercontinentais durante as primeiras exploracdes do planeta, essas
infeccBes se tornaram de porte maior atingindo regides geograficamente isoladas umas das

outras [2], caracterizando casos tipicos de bioinvasdo [3].

Entre as doencas propagadas pela modernizacdo da rede de transportes, a febre amarela e a
dengue adquiriram importancia para a satde publica mundial, pelo fato de apresentarem um
mosquito vetor em comum, o Stegomyia aegypti (Linnaeus, 1762), nativo das regides
tropicais e sub-tropicais da Africa Ocidental, que se espalhou e se adaptou a criadouros
antropicos e peridomiciliares, bem como recipientes de armazenamento de dgua em navios
[4]. Deste modo, com as grandes navegacdes e 0 comércio de escravos, essa espécie chegou a
Portugal e Espanha, principalmente nas cidades portuérias, indo também se estabelecer em
todas as regides temperadas e tropicais das Américas, com a colonizacdo europeia do Novo

Mundo, causando grandes epidemias [5].

As primeiras notificacbes da presenca de St. aegypti em solo brasileiro datam de 1686,
associada 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 atuacdo daquele vetor [2].
Esse vetor foi supostamente erradicado, do Brasil em 1955 [6], porém, novos surtos
epidémicos foram relatados nos anos 70. Atualmente, em tempos de mudancas climéticas, a
dengue se tornou uma pandemia de enorme preocupacdo para a saude publica devido a
ecologia do mosquito vetor estar propagada em toda a regido intertropical que possuem
maiores densidades demograficas no planeta [7].

Com a crescente disseminacdo de dengue, espera-se que um impacto igualmente grande
ocorrera no setor da saide mundial, implicando fortes danos para a economia global. O total
dos custos médios em dodlares internacionais para cada paciente ambulatorial e hospitalizado
foram estimadas, respectivamente, em I1$ 514,00 e em I$ 1.394, em cinco paises americanos
(Brasil, El Salvador, Guatemala, Panama e Venezuela) e trés paises asiaticos (Camboja,

Malasia e Tailandia). Anualmente, uma média de 574.000 casos notificados, 0 que representa
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Parasites and Vectors
um custo financeiro total anual estimado de pelo menos 1$ 587 milhfes nos oito paises
estudados. Se for levado em conta um eventual ajuste em funcgéo da subnotificagéo esse valor
pode ser elevado para US$ 1,8 bilhGes, e caso sejam incorporados os custos com vigilancia e
controle do vetor o montante final seria um valor ainda maior [8], isso se d& gracas a
inexisténcia de vacinas disponiveis cujo desenvolvimento tem sido dificultado pela existéncia

dos quatro tipos virais [9].

Uma das principais razfes para o surgimento de epidemias, como a dengue, é a alta densidade
de populacdo humana e urbanizagdo ndo planejada [10], aliada ao alto nivel de domesticidade
de seu vetor [11]. Na auséncia de uma vacina contra a dengue [9], a acdo mais eficaz de
prevencdo tem sido o controle das popula¢es do mosquito vetor ja na fase adulta, isso tem
sido feito principalmente com o uso de inseticidas sintéticos da classe dos organofosforados e
piretroides [12]. Entre os anos de 1940 a 1980 essas substancias foram amplamente utilizadas
sem restricdes e com bastante sucesso, mas com o passar dos anos, estudos evidenciaram que
0S mosquitos adquiriam certa resisténcia a esses inseticidas [12;13], e que 0S mesmos
produziam grandes danos aos ecossistemas [14;15]. Com isso comegou a busca por novos
meios de combate inclusive com produtos naturais, considerando a diversidade de plantas,

principalmente nos tropicos onde a epidemia da dengue tém se concentrado [16].

No que diz respeito as medidas de controle populacional do mosquito vetor da dengue, ainda
é controversa a estratégia mais adequada, pois apesar da eliminacdo de adultos ser apontada
como a medida de efeito mais produtivo no combate a dengue, varios estudos tém sido
realizados, investigando a atuacdo de substancias tanto naturais quanto sintéticas como
larvicidas e ovicidas [17]. Em relacdo a atividade larvicida, os produtos naturais apresentam
atividade potencial como descrito por Chowdhury et al., 2008, trabalhando com extratos
aquosos de Solanum villosum Mill. (Solanaceae) [18] e por Silva et al., 2010 analisando 6leo
essencial de Schinus terebinthifolia Raddi (Anacardiaceae) [16]. Ambos obtiveram resultados
satisfatorios em relagdo a atividade larvicida contra St. aegypti.

Schinus terebinthifolia Raddi, também conhecida como aroeira, pimenta-rosa, pertence a
familia Anacardiaceae [9;19]. E uma arvore perene, nativa da América do Sul, encontrada no
Brasil, Paraguai e Argentina [20]. No Brasil, os frutos maduros desidratados de S.
terebinthifolia sdo comercializados como um substituto para a pimenta preta. Muitas
propriedades medicinais tém sido atribuidas a esta planta, tais como acdo antioxidante,
cicatrizante para feridas, antitumoral e antimicrobiana [21] e ainda, possui agdo larvicida

contra mosquitos da dengue, St. aegypti [16]. Com a acdo larvicida do 6leo essencial
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Parasites and Vectors
comprovada, este trabalho tem por objetivo determinar a composi¢do quimica qualitativa e
quantitativa do 6leo essencial dos frutos maduros e sementes de Schinus terebinthifolia e
avaliar a sua agéo sobre a mortalidade larval de Stegomyia aegypti, bem como caracterizar os
danos estruturais sofridos pelas larvas e investigar a correlagdo com os teores de Gleo

essencial ao qual foram expostas.

Métodos

Obtencéo, purificagdo e determinacéo da densidade do 6leo essencial

Os frutos maduros de aroeira foram colhidos na regido da Grande Vitéria-ES, limpos e
separados de impurezas. Estes foram entdo divididos em 10 amostras de 100g cada. Os frutos
foram entdo triturados com agua desionizada e transferidos para um baldo de fundo redondo
[22], sequido de extracdo em aparelho de Clevenger por quatro horas para cada amostra,
contadas a partir da ebulicdo da &gua, o aquecimento foi mantido na temperatura minima
necessaria a ebulicdo. Todo o processo extrativo foi realizado no laboratério de Ecologia
Funcional da UVV. Apos a extracdo, as amostras foram todas transferidas para um frasco de
vidro, e sua purificacdo foi feita pelo congelamento da dgua remanescente. A densidade de
cada amostra de 6leo essencial foi determinada gravimetricamente, por pesagem em balanga
analitica com precisdo de 1,0 mg, de 1 mL de liquido a 20°C, em sala climatizada com

temperatura controlada.
Perfil fitoquimico dos 6leos essenciais

A analise cromatografica dos componentes do 0leo essencial em estudo foi realizada através
da cromatografia em fase gasosa de alta resolucéo, acoplada a espectrometria de massas —
CG-EM. O volume de injecdo foi de 2 pL, composto por 1,8 uL de uma solucdo de dleo
essencial (30 mg/ml) e 0,2 pL de uma solugdo de uma serie de hidrocarbonetos de C7-C30,
como padrdo interno em n-hexano. O sistema utilizado em CG-EM consistiu de um
cromatografo a gas, Thermo Scientific® Ultra GC acoplado a um espectrometro de massa
Thermo Scientific®. A coluna cromatografica tinha como fase estacionaria silica fundida DB-
5J & W Scientific (30 m x 0,25 mm x 0,25 mm). O Hélio foi 0 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 0,84 scan/sec, na faixa de m/z 40-500 [23]. 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
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calculo do Indice de Retencdo de Kovats — KI [23] e do indice de Retencéo Aritmético de van
den Dool e Kratz 1963 [24].

Os arquivos gerados com os espectros de massa obtidos nas varreduras foram utilizados na
identificacdo dos componentes dos 6leos essenciais, realizada no Laboratorio de Ecologia
Funcional da UVV, através da utilizacdo do programa Xcalibur, versdo 2.0.7. A identificacdo
foi baseada na similaridade espectral, feita atraves da comparacéo dos espectros obtidos com
0s presentes na biblioteca espectral e os disponiveis na literatura, e na comparagdo dos indices
de retencdo calculados, comparados com os disponiveis na literatura [23].

Bioensaio com larvas

Para o bioensaio foram utilizadas larvas de St. aegypti, em 3° estagio, obtidas pela incubacéo
de ovos em 3L de agua natural e suprimento alimentar para peixes Krill Flakes Tropical®. Os
ovos foram obtidos pela colocagdo de armadilhas, denominadas ovitrampas que consistiam
em recipientes pretos de plastico, cheios com agua até a metade de sua capacidade, onde eram
colocadas paletas de Eucatex® para que os ovos ficassem aderidos. As ovitrampas foram
dispostas nas dependéncias da Universidade Vila Velha, proximo a arvores e plantas no
Campus.

Foi preparada uma série de tubos em cinco replicatas para o controle branco e para cada
tratamento realizado, sendo que cada replicata recebeu 10 larvas vivas. O controle branco foi
utilizado para avaliar a sobrevivéncia das larvas, em solucdo de Tween 80® a 0,5% em agua

desionizada.

De acordo com Silva et al, (2010) houve mortalidade total das larvas expostas ao 6leo
essencial na concentracdo de 862,20 ppm [16], entdo foi preparado um gradiente de
concentracédo de 86,22 - 862,20 ppm de Oleo essencial por dispersdo numa solucdo de Tween
80® 0,5%. Dez diluicbes foram preparadas em intervalo de 86,22 ppm entre elas, tendo em
conta a capacidade de locomocao ascendente para respiracdo das larvas como o critério de
sobrevivéncia. As avaliagdes das larvas sobreviventes foram realizadas ap0s 24, 48 e 72 horas

apos a inoculagdo, com seguranga para evitar o aparecimento de mosquitos adultos.
Analise morfométrica das larvas

As larvas foram fixadas em uma mistura de formol, acido acético, etanol e agua (4:3:50:43),
dispostas em laminas de vidro, fotografadas em lupa (LeicaZoom® 2000) com escala gréfica

de 3000um e as medidas da espessura em projecdo do exoesqueleto dos oito segmentos do
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corpo das larvas tomando como referéncia interna o tubo digestorio larval, foram feitas
utilizando o software ImageJ®. Foram analisadas a integridade de cabeca, térax, abdome e
sifdo respiratorio.

Para a avaliacdo dos danos estruturais, foram selecionadas 247 larvas que apresentavam
algum dano estrutural, observado em lupa (LeicaZoom® 2000), em meio ao total de 550

larvas distribuidas no gradiente de concentracdes do 6leo essencial até 689,76 ppm.
Anadlises estatisticas de dados

A diversidade quimica das 10 amostras de 0Oleo foi estimada pelo indice de Diversidade de
Shannon-Weaver — H’> — e a equitabilidade foi estimada pelo indice J de Pielou, [25] sendo
ambas testadas em relacdo a eventuais diferencas pelo teste t para amostras independentes. O
nivel de significancia para rejeicdo da hipdtese de nulidade de igualdade entre os indices
médios foi p < 0,05 [26].

Os percentuais de morte larval para cada replicacdo foram transformados pela raiz de arco
seno quadrado de suas proporc¢oes, e sua normalidade foi verificada por um teste de K2, com
base sobre os desvios de simetria e de curtose da curva de probabilidade de distribuicdo dos
dados obtidos em relacéo a hipdtese nula de uma distribui¢do normal. Outro pressuposto para
testes paramétricos, homogeneidade variancia foi verificada pelo teste de Bartlett [26].

Como as taxas de mortalidade ndo puderam ser normalizadas pelo arco-seno transformagéo,
uma regressao logistica binaria foi realizada a partir de um modelo probitico, tendo as doses e
a duracdo 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 dose ou tempo de exposicdo ao Oleo essencial através de um
modelo probitico tendo como base de transformagdo o logaritmo neperiano [27]. As
concentragdes letais CL50, CL90. CL95 e CL99 foram calculadas a partir da equacdo de linha
reta gerada pelo modelo probitico testado [27]. As analises estatisticas foram feitas pelos

Programas MyStat versdo 12.0 e Minitab versao 13,0.

A avaliagdo dos danos estruturais que ocorreram nas larvas foi iniciada com uma Analise
Discriminante, procurando investigar se houve a diferenciacdo de grupos morfologicos
consistentes com as concentracfes de 6leo essencial aos quais elas foram expostas. A
consisténcia da funcdo discriminante estimada foi verificada pela validacdo cruzada pelo
método de Jacknife [28]. A andlise de discriminante foi realizada no software Systat versao

13.0. A associagdo entre 0s componentes majoritarios do 6leo essencial sobre os danos larvais
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foi testada atraves da Regressdo Logistica Ordinal, testando a hipotese de que os compostos
majoritarios no 6leo essencial eram os causadores dos danos estruturais observados. O nivel

de significancia estabelecido foi p < 0,05 [27].

Resultados e discussao

Oleo essencial

O oleo essencial extraido do fruto maduro apresentou-se como um liquido de baixa
viscosidade, incolor e transltcido. Considerando as médias e seus respectivos Intervalos de
Confianca (IC) a 95%, o rendimento extrativo de 6leo essencial do fruto maduro foi de 2,729
+ 0,253%, densidade absoluta foi 0,8622 + 0,002 g.mL™; a diversidade quimica (#°) foi 2,057
+ 0.147; e equitabilidade (J) 0,487+0,030.

Foram identificadas ao todo, 56 substdncias no Oleo essencial, principalmente mono e
sesquiterpenos e entre eles 0s compostos majoritarios foram 6-3-carene 55,36%, a-pinene
15,62%, sylvestrene 10,69% o que corresponde a 81,67% da composicdo total do 6leo. Um
total de 96,11% da composicao do 6leo essencial é evidenciado quando 12 substancias, que
sd0 0s compostos minoritarios que compdem 14,44% da composicao total, sdo adicionadas as
anteriores, sendo alguns sesquiterpendides e fenilpropandides, além dos monoterpendides ja
citados (Tabela 1). Os outros 41 compostos ocorreram em vestigios residuais e formaram

apenas 3,89% do total da composicéo.

Tabela 1 - Compostos majoritarios do dleo essencial de frutos maduros de Schinus
terebinthifolia Raddi (Linnaeus, 1792).

indices de Retencéo

van den Dool e Kratz Kovats Identificacéo %
Calculado Adams 2009 Calculado Adams 2009
1010 1008 1011 1011 d-3-carene 55,36
933 932 938 939 a-pinene 15,62
1027 1025 1031 1030 sylvestrene 10,69
1479 1480 1481 1481 germacrene D 2,48
1377 1379 1379 1381 f3-patchoulene 1,99
988 988 990 990 mircene 1,89
1355 1356 1357 1359 eugenol 1,71
1087 1086 1089 1088 terpinolene 1,52
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1392 1390 1393 1391 sativene 0,93
1418 1419 1419 1420 [3-cedrene 0,89
1675 1674 1676 1675 cis-a-santalol 0,77
1447 1448 1449 1450 cis-muurola-3,5-diene 0,76
1546 1546 1548 1548 hedycaryol 0,66
1336 1335 1339 1338 d-elemene 0,44
1434 1434 1436 1436 y-elemene 0,41
Total 96,11
607
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Figura 1 - Cromatograma em fase gasosa, evidenciando os constituintes majoritarios do 6leo

essencial dos frutos maduros de Schinus terebinthifolia.
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A equitabilidade encontrada evidencia a maneira pela qual o nimero de substancias quimicas
esta distribuido em suas proporcdes nas espécies em estudo, indicando o grau de simetria na
distribuicdo proporcional de massas entre os componentes dos 6leos essenciais. Os valores
menores que 1 expressam uma concentracdo cada vez mais irregular entre 0s componentes na
medida em que se aproximam de zero, 0 que € muito comum nos 6leos essenciais nos quais se
identificam facilmente mais de 40 substancias, porém apenas um pequeno numero é

responsavel pela maior propor¢do de massas [29].

Os 06leos essenciais podem estar presentes num sé 6rgdo ou em toda planta [22]. Podem ser
produzidas em células secretoras, cavidades, ductos, células epidérmicas e tricomas e
geralmente possuem densidade menor que a da &gua, dado esse evidenciado para o 6leo
essencial em questdo, e ainda sdo sollveis em compostos organicos. Os 6leos podem conter,
mais comumente, cerca de 20 a 60 substancias em diferentes concentragdes. Geralmente 2 ou
3 destas substancias apresentam-se em maior concentracdo (20 — 70%) e deste modo, véo

caracterizar o 6leo e determinar sua propriedade bioldgica [29].

VariagOes qualitativas e quantitativas na composicdo do 6leo essencial de uma mesma espécie
vegetal podem estar relacionadas com varios fatores. Estes tipos de diferencas podem ocorrer
como consequéncia da variacdo intra-clonal no melhoramento genético de cultivares
propagacao vegetativa de rosa com cheiro de geranio, Pelargonium sp., sugerindo que mesmo
variagcdes genéticas somaticas podem afetar a biossintese e a producéo de 6leo [30].

Essas diferencas podem ocorrer ainda, devido a razGes ambientais que podem envolver a
origem geografica, o estresse produzido por fatores abiéticos como vento, umidade do ar e
salinidade [31], além da forma de cultivo, que pode também ocasionar variacdes na
composigdo do Oleo essencial [13]. Porém, como se trata de um material obtido de uma
espécie que cresce em condicBes naturais, € provavel que as diferencas detectadas sejam
consequéncia das diferencas de localizacdo geografica da planta da qual foi extraido o dleo

essencial.

Bioensaio com larvas

N&o houve mortalidade larval no controle branco (Tabela 2), indicando ser inexistente ou
desprezivel o efeito da soluco diluente com Tween 80 sobre a mortalidade larval. Nenhuma
larva sobreviveu na concentracdo de 862,20 ppm (Tabela 2), e nem nas concentragdes
superiores a ela, morrendo em até uma hora apds a exposi¢do ao tratamento com o 6leo

essencial.
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Tabela 2 - Mortalidade larval de Stegomyia aegypti (Linnaeus, 1762) ap6s 72 horas de
exposicdo a um gradiente de concentracéo do 6leo essencial dos frutos e sementes de Schinus
terebinthifolia Raddi.

Parasites and Vectors

Oleo essencial

(ppm)

Mortalidade larval (% Média £ Erro padrao)

24 h 48 h 72h

Branco 0.00 +£0.00 0.00 +4.00 0.00 +£4.00

86.22 0.00 +0.00 2.00 +2.00 4.00 + 2.45

172.44 42.00 + 22.00 48.00 + 19.85 52.00 + 18.00
258.66 26.00 +19.39 32.00 +£17.45 32.00 +22.00
344.88 24.00 £ 12.08 38.00 + 14.97 42.00 + 18.85
431.10 74.00 +14.00 82.00 +£9.17 88.00 + 8.00
517.32 60.00 = 24.49 64.00 + 22.27 64.00 + 22.27
603.54 60.00 + 24.49 62.00 + 23.32 64.00 + 22.27
689.76 62.00 + 23.32 64.00 + 22.27 68.00 + 19.85
775.98 80.00 + 20.00 80.00 + 20.00 82.00 + 18.00
862.20 100.00 + 0.00 100.00 = 0.00 100.00 + 0.00

A mortalidade das larvas ndo foi um fenédmeno exclusivamente atribuido a concentra¢do do

6leo essencial de S. terebinthifolia no meio de incubacdo. O tempo de exposi¢do ao 6leo

também afetou de maneira significativa a taxa de mortalidade (Tabela 3).

Tabela 3 - Regressdo logistica binaria entre a concentracdo e o tempo de exposi¢do ao Oleo
essencial dos frutos maduros de Schinus terebonthifolia Raddi e a mortalidade de larvas de

Stegomyia aegypti.
Parametros
Parametro
Coeficiente EP p
Concentracdo de 6leo essencial (PPM)
Constante -1,086 0,069 -15,81 <0,01*
PPM 0,003 0,0001 17,30 <0.01*

G =330,59; gl = 1; p < 0,01%:%2 Hosmer-Lemeshow = 59,65; p < 0,01*

Tempo de exposicao ao 6leo essencial

Constante

-0,295

0,86

-3,43

<0.01%
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Tempo 0,005 0,002 2,91 <0,01%
G =8,50; gl = 1; p < 0,01%; %2 Hosmer-Lemeshow = 0,937; p < 0,01*

Concentracdo + Tempo de exposicdo ao oleo essencial

Constante -1,380 0,113 -12,25 <0,01®
PPM 0,0026 0,0002 17,35 <0,01®
Tempo 0,0059 0,0018 3,32 <0,01®

G = 341,67; gl = 2; p < 0,01; % Hosmer-Lemeshow = 45,62; p < 0,01

Concentracdo (PPM) + Tempo de exposi¢do ao 6leo essencial +

Concentragdo*Tempo
Constante -1,6672 0,1913 -8,71 <0,01%
PPM 0,0033 0,0004 8,1 <0,01%
Tempo 0,0117 0,0036 3,29 <0,01®
PPM*Tempo -0,00001 0,000001 -1,86 0,07"™

G = 345,10; gl = 3; p < 0,01%; ? Hosmer-Lemeshow = 66,55; p < 0,01

ns: ndo significativo; s: significativo; as: altamente significativo

O modelo probitico testado evidenciou que a concentracdo e 0 tempo de exposicdo ao 6leo
essencial sdo capazes de afetar a mortalidade das larvas, porém como a interacdo
multiplicativa do efeito do tempo de exposicdo e da concentracdo (Tabela 3, PPM*Tempo)
ndo foi significativo, ndo ha uma potencializacdo do efeito do tempo de exposicdo sobre a

mortalidade das larvas expostas ao 6leo essencial nas concentracdes estabelecidas.

Apesar do efeito altamente significativo do tempo de exposicdo sobre a mortalidade das
larvas, o ajuste a0 modelo probitico, medido pelo valor de p do x* de Hosmer e Lemeshow, é
excessivamente menor que o efeito da concentracdo do Oleo essencial. Quando tempo e
concentracéo foram colocados no mesmo modelo, o valor de p do %* de Hosmer e Lemeshow
tende a convergir para o valor da concentracdo quando este é testado isoladamente, e 0
coeficiente padrdo associado ao tempo € muito menor comparado ao da concentracdo (Tabela
3), indicando que o principal agente causador da mortalidade é o 6leo essencial propriamente
dito.

Contudo, o efeito significativo do tempo de exposicdo sobre a mortalidade das larvas
produziu um impacto significativo na determinagdo das concentracGes letais, uma vez que a
CL50 diminuiu em valor absoluto e convergiu para um intervalo de confianga menor e com

melhor ajuste do y? de Hosmer e Lemeshow em 72 horas de exposicio (Tabela 3).
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A concentracdo experimental minima de 6leo essencial que foi capaz de provocar mortalidade
de todas as larvas expostas a ela foi de 862,20 ppm, quando foi evidenciada a morte de todas
as larvas cerca de uma hora apés o contato das larvas com o 6leo essencial. Este valor
experimental foi inferior as 1261,239 ppm estimadas pelo modelo probitico que calculou a
CL50 de 366,9167 ppm ao final de 72 horas de exposicdo ao 6leo essencial (Tabela 4).
Porém, esta CL50 estimada estd incluida no intervalo de 344,88-431,10 ug.mL™,
experimentalmente proposto por Silva et al (2010) [16].

Tabela 4 - Atividade larvicida expressa em concentracdes letais do 0leo essencial dos frutos
maduros de Schinus terebinthifolia Raddi, em intervalos de exposicdo ao 6leo apos 24, 48 e

72 horas para as larvas de Stegomyia aegypti.

Tempo (h) Efeito Dose (ppm) = (Intervalo)
ClLso 476,2289 + 45,9505
Clgo 968,8985 + 71,1853
Y Clgs 1108,563 * 82,8280
Clgg 1370,552 + (106,427)
Angular 0,0029 + 0,0005; Z=10,82; p < 0,01%*
Constante -1,3794 £+ 0,2515 Z=-10,72; p < 0,01*
G 132,96; gl = 1; p <0,01%
ClLso 419, 97 £ 45,5872
CLgo 912,6437 + 67,6247
Clos 1052,309 £ 79,0205
48 Clgg 1314,297 £ 102,385
Angular 0,0027 + 0,00052; Z = 10,22 (p < 0,01*
Constante -1,1183 + 0,2374; Z = -9,33 (p < 0,01%)
G 115,88; gl = 1; p < 0,01%
ClLso 366,9167 + 45,7382
Clgo 859,5862 + 64,7419
Clgs 999,2512 + 75,8928
72 Clgg 1261,239 £ 99,027
Angular 0,0023 + 0,00052; Z = 10,22 (p < 0,01*
Constante -0,8194 +0,2231; Z =-7,2 (p < 0,01%)
G 87,83; gl = 1; p < 0,01%

as: altamente significativo
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Cheng et al (2003) mostraram que a atividade larvicida 6tima de 6leos essenciais é dada pela
CL50 < 100 pg/ml [32]. Entretanto Pitasawat et al (2007) declararam que para Oleos
essenciais a atividade inibidora tem se manifestado em concentragfes mais elevadas [33].
Fato esse que contribui com o exposto no presente estudo, onde a CL50 corresponde ao

menor valor médio de 366,9167 ppm, no periodo de 72 horas de incubacéo.
Analise morfométrica das larvas

As larvas expostas a concentragdes subletais do 6leo essencial tiveram maior preservacao da
estrutura da cabeca seguida do térax. Porém, seus oito segmentos corporais apresentavam-se
com as seguintes alteraces: perda dos tufos de cerdas dos segmentos; diminuicdo do
espessamento do exoesqueleto e perda de integridade da membrana peritrofica, indicada pela

retracdo e perda de definicdo observada nos 6rgdos internos da larva (Figura 2).

B

300pum

Figura 2 - Stegomyia aegypti (Linnaeus, 1762). Larvas de 3° instar expostas a 86,22 ppm (A)
e 603,24 ppm (B) de 6leo essencial de frutos Schinus terebinthifolia. ca: cabeca; to: torax; td:

tubo digestorio; sg: segmentos; sa: sifao respiratorio.

Tomando-se como referéncia a segmentacdo do corpo da larva, mesmo na concentracdo de
Oleo essencial de 86,22, onde mais de 90% das larvas expostas sobreviveram ao tratamento
(Tabela 2), os trés segmentos mais distais, onde se localizam o intestino, tubulos de Malpighi
e sifao respiratério, apresentaram perda de integridade estrutural (Figura 3) mostrando-se
como a regido imediatamente mais sensivel aos efeitos do 6leo essencial (Figura 3). A partir
dai, os danos estruturais foram avangando de forma acropeta na larva, uma vez que nos

demais segmentos medianos e proximais os danos foram intensificados a partir da
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concentracédo de 344,88 ppm (Figura 3), uma concentracdo contida no intervalo de confianca a
95% da CLsg estimada (366,9167 + 45,7382 ppm, Tabela 4).

Tabela 5 - Porcentagem dos danos encontrados nos segmentos corporais observados em 247

larvas de Stegomyia aegypti que morreram em 72 horas de exposi¢do ao 6leo essencial dentro

de cada concentracao.

86.22 1191 1191 7.14 7.14 714 19.05 76.19 6429 64.29

172.44 28,57 3333 1429 16.67 19.05 26.19 5238 90.48 80.95

258.66 3421 3947 3421 3421 3421 3947 4474 6579 65.79

344.88 57.14 5714 5714 5714 5952 5952 6191 88.10 90.48

431.10 95.00 95.00 95.00 95.00 95.00 95.00 9500 95.00 95.00

517.32 84.00 84.00 78.00 78.00 78.00 78.00 8200 92.00 92.00

603.54 78.26 7826 7826 7826 8043 84.78 8478 9130 91.30

689.76 96.00 96.00 92.00 92.00 92.00 94.00 96.00 100.00 98.00
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Figura 3 - Perda de integridade estrutural no térax e nos oito segmentos (S1-S8) do corpo da
larva de Stegomyia aegypti (Linnaeus, 1762) expostas a um gradiente de concentracdo de

86,22 — 431,10 ppm, do bleo essencial dos frutos maduros de Schinus terebinthifolia Raddi
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Casos de morte instantanea, em até 1 hora apds a exposicdo ao Oleo essencial, foram
observados na concentracdo de 862,20 ppm, quando as larvas perderam a direcionalidade de

seus movimentos ascendentes para respiracdo, morrendo em seguida.

Apesar de a Andlise Discriminante (Figura 4) ter detectado grupos de larvas distintos de
maneira altamente significativa em relacdo as concentracdes de 0leo essencial a que foram
expostas (AWilk = 0,423; p < 0,01; gl: 8; 7; 238), a validacao cruzada por Jacknife conseguiu
alcancar o maximo de 28% de acerto na classificagdo das larvas amostradas dentro dos
respectivos grupos pela utilizagcdo da funcdo discriminante estimada, ndo permitindo assim
aceitar como distintos [28] os grupos de larvas segundo as concentracdes de 6leo essencial a

que foram expostas.

M

/AN
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Figura 4 - Diagrama da Analise Discriminante realizada com as avaliagbes morfométricas
das larvas de Stegomyia aegypti (Linnaeus, 1762) expostas a concentracdes de 6leo essencial,

com as respectivas curvas normais de dispersao.
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Apesar de a regressdo logistica ordinal ter encontrado um modelo logistico altamente
significativo (G=8,18; gl=1; p < 0,01), o coeficiente padrdo Z do coeficiente angular
associado a concentracdo de Oleo essencial foi de 1,02, indicando que a concentracéo do 6leo
essencial teve um impacto desprezivel sobre a geracdo de danos nos diferentes segmentos da

larva, sugerindo que a mortalidade e os danos estruturais sejam devidos a processos distintos.

A morte instantdnea de larvas em concentracdes iguais ou superiores a 862,20 ppm, a
diminuicdo da espessura do exoesqueleto e a perda de integridade dos 6rgdos 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 St. aegypti (Tabela 5).

O fato de ter ocorrido morte instantanea nas concentragdes toxicas, sugere uma intervencao
num processo critico para a larva e, neste caso, 0s principais danos seriam os provocados aos
tibulos de Malpighi, pois sdo eles os responsaveis pelo processo de excre¢do, ndo sé de
eletrolitos e metabdlitos, mas também do grande volume de agua, naturalmente excretados

pelas larvas de insetos que se desenvolvem na agua [34].

Porém, nas concentracdes subletais e, mais claramente na concentracao de 86,22 ppm em que
grande nimero de larvas sobreviveram, também fica evidente que existe um efeito toxico
tolerado em certo limite, mesmo com diminuicdo do espessamento do exoesqueleto e danos
estruturais nas regides do sifdo respiratdrio, tabulos de Malpighi e intestino. E possivel ainda
que os danos gerados nestas estruturas venham progressivamente a se refletir em perda de

integridade estrutural e funcional em outros segmentos da larva.

O exoesqueleto pode estar envolvido na toxicidade pelo 6leo essencial pelo menos por dois
mecanismos ja citados em literatura. Num deles, seria preservada a deposicdo de quitina
formando o novo exoesqueleto do estagio larval antes de uma muda, mas ocorreria inibicdo da
ecdise em larvas de insetos, que tem sido relatada para extratos de plantas [35]. Por exemplo,
a acdo da azadiractina, uma substancia extraida do neen, Azadirachta indica A. Juss.
(Meliaceae), atua no sistema neurossecretor de St. aegypti, bloqueando a liberagéo de
ecdisona, 0 que leva a um aumento de sua concentragdo dentro do corpus allatum, intervindo,
portanto, na sintese e liberacdo do horménio protoacicotropico (PPTH), que é o responsavel
pela producdo de ecdisona pelas glandulas protoracicas. [36]. Ndo deve ser este 0 caso em
estudo, uma vez que na concentracao de 86,22 ppm, foram observadas a presenca de larvas de
quarto instar, apos as 72 horas de incubacéo.

A diminuicdo do espessamento do exoesqueleto, mais evidente nas concentragdes proximas as

CLso (Figura 3) pode estar relacionada a uma diminui¢éo da capacidade de sintese de quitina
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[37], um processo que é particularmente sensivel as concentragdes celulares de ATP. O siféo
respiratorio, intestino e tubulos de Malpighi, 6rgdos particularmente lesados, também
apresentam membranas celulares altamente dependentes de suprimento de ATP para seu
funcionamento fisioldgico, envolvendo transporte de eletrdlitos e nutrientes [38]. E possivel
que a base metabdlica 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 [39].

Foi possivel evidenciar a mortalidade larval dose-dependente apds exposicdo ao Oleo
essencial de S. terebinthifolia. Usualmente a atividade bioldgica dos éleos essenciais tem sido
atribuida a seus componentes majoritarios [29], entretanto a participacdo das outras
substancias presentes no 6leo essencial ndo pode ser descartada, uma vez que 0 Sinergismo

entre estes pode ocorrer [40;41].

Conclusao

Diante do exposto pode-se concluir que o 6leo essencial de Schinus terebinthifolia causou
morte das larvas expostas apds 72 horas, de uma maneira dose-dependente. Gerando
alteracbes na ultra-estutura das larvas expostas evidenciando uma acdo direta sobre o
exoesqueleto e danos em drgdos internos da larva. Os resultados apresentados podem ser
atribuidos as substancias majoritarias presentes no 6leo essencial, 0 que representa um
resultado importante uma vez que se abrem possibilidades para a utilizacdo de produtos
naturais como importante alternativa para o controle de dipteros, uma vez que sdo
biodegradaveis e ndo impactam o meio ambiente. Mais estudos sdo necessarios para avaliar a
seguranga de uso desse composto em escala de campo, buscando avaliar a seguridade

ambiental.
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