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Mophomutagenesis risk and larvicide activity of the essential oil of Christmas berry, Schinus

terebinthifolia Raddi against Aedes aegypti (L.)

Resumo O dengue é hoje a principal doenca re-emergente
e sazonal no mundo. Na auséncia de uma vacina preventiva
eficaz, de tratamento etiolégico e quimioprofilaxia efetivos,
o Unico elo vulneravel para reduzir a sua transmissao é o
mosquito Aedes aegypti, seu principal vetor. Entretanto,
este trabalho avaliou o efeito larvicida do éleo essencial
de Aroeira vermelha (Schinus terebinthifolius) sobre larvas
desse mosquito vetor e conseguinte determinacao da CL,,
(Concentracao letal média) para esta. Para isso, o 6leo
essencial foi extraido por hidrodestilacao em aparelho
Clevenger modificado, onde uma vez obtido, foi purificado
e disperso em Tween 20 a 0,4% (sistema dispersor). Deste
sistema, |10 mL foram direcionados para cada tubo de
ensaio nos quais foram distribuidas |0 larvas cada, sendo
preparadas oito replicatas com diluices entre 0,1 % a 1,0%
de concentragao do éleo. Avaliou-se também no presente
estudo o potencial mutagénico que o dleo essencial pode
fazer manifestar em microorganismos, para isso efetuou-
se diluicbes do dleo essencial em caldo nutritivo em que
estava presente Salmonella choleraesuis ATCC 10708.
Tendo esse microorganismo se desenvolvido na presenca
do dleo, efetuou-se a semeadura do mesmo em meio
de cultura especifico para seu crescimento e avaliou-se a
morfologia da colénia da bactéria para averiguar possiveis
alteragoes. As leituras dos resultados foram feitas a cada
24 horas, mostrando em 72 horas morte total das larvas,
e crescimento das bactérias nos meios especificos, porém
nao conseguiu-se identificar alteracdes que denotassem
indicios de morfomutagenicidade nas col6nias de Salmonella
e com relagao ao ensaio bioldgico com as larvas nao foi
possivel efetuar a determinagdo da CL,, neste estudo,
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porém os procedimentos para dessa determinagao estao
em andamento.

Palavras-chaves Dengue; Cullicidae, aroeira, controle
biolégico.

Abstract Dengue is now the main re-emerging and seasonal
disease in the world. In the absence of an effective preventive
vaccine, of etiologic treatment and of chemoprophylaxis,
the only vulnerable link for reducing dengue transmission is
the mosquito Aedes aegypti, its main vector. Therefore, this
study aimed to evaluate the larvicidal effect of the Chistmas
berry (Schinus terebinthifolius) essential on larvae of this
mosquito, and determining the median lethal concentration
- LC,,. The essential oil was extracted by hydrodistillation in
a modified Clevenger apparatus, where once obtained, the
essential oil was purified and dispersed in a 0.4% solution of
Tween 20 as a disperser system. From that solution, 10 mL
were assigned to each test tube in which each tube received
10 larvae, and eight replicates prepared with essential oil
dilutions from 0.19% to 1.0% concentration of essential oil.
in this study the mutagenic potential that the essential oil
can manifest in microorganisms, for it has made dilutions
of essential oil in nutrient broth was also evaluated, taking
Salmonella choleraesuis ATCC 10,708 as biological model. That
microorganism was grown in the presence of the subminimum
inhibitory essential oil concentration, meanwhile, were sown
in the same culture medium specific for growth and evaluated
the morphology of the colony of bacteria to investigate possible
changes, and the induced mutation characterized by the the
development of lysine decarboxilation Bpositive reaction.
The larvae examinations were made every 24 hours, until
72 hours in total death of the larvae, and growth of bacteria
in specific media, but failed to identify changes that implied
evidence morphomutagenicity in colonies of Salmonella and
in relation to biological assay with the larvae could not make
the determination of LC,  in this study, but the procedures in
support of that determination are in process.

Keywords Dengue; Cullicidae, peppertree, biological
control.
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Introducao

Schinus terebenthifolia Raddi, (Anacardiaceae),
popularmente conhecida como aroeira-vermelha é uma
arvore de folhas perenes, originaria da América do Sul,
especialmente do Brasil, Paraguai e Argentina. Possui
inflorescéncias, os frutos sao do tipo drupa e tém coloracao
verde no inicio e depois, quando maduros,se tornam
vermelhos com uma casca seca que se transforma em
uma espécie de concha de papel que envolve a semente. A
semente € Unica por fruto, marrom escura e mede cerca
de 0,3 milimetros de diametro (Degaspari, 2004). E uma
espécie didica com ampla distribuicao e grande plasticidade
ecoldgica (Lenzi & Orth, 2004), sendo encontrada também
na Europa e nos Everglades norte americanos onde foi
introduzida como ornamento e hoje é considerada uma
das espécies mais agressivas e invasoras de ambientes
(Degaspari, 2005). Sua polinizacio é feita basicamente por
insetos (Lenzi & Orth, 2004).

Este pequeno fruto se inscreve entre as muitas
especiarias existentes que sao utilizadas essencialmente
para acrescentar sabor e refinamento aos pratos da culinaria
mundial. O sabor suave e levemente picante do fruto da
aroeira-vermelha, bem como sua bonita aparéncia, de uso
decorativo permite o seu emprego em diversas preparacoes,
podendo ser utilizados na forma de graos inteiros ou moidos
para confeccao de molhos que acompanham as carnes
brancas, de aves e peixes, carne de porco, salames, massas,
¢é bastante adequada para combinar com queijos cremosos
em entradas por nao abafar o seu gosto sutil, e ainda é
utilizada para conferir sabores exéticos a bebidas e doces,
como coquetéis e chocolate. (Carvalho, 2003).

Apesar da arvore que da os frutos da aroeira vermelha
ser nativa da América tropical, presente especialmente em
varios locais do Brasil, ela é exportada da Franga, onde deu
um toque tropical a nouvelle cuisine, prato tipico francés, e
foi por la rebatizada poivre rose, retornando ao Brasil como
produto importado (Carvalho, 2003).

Nos frutos de S. terebinthifolia o sistema secretor é
representado por iniUmeras cavidades que ocupam quase
todo o mesocarpo. Essas cavidades variam de circulares a
ovaladas, tanto em secbes transversais quanto longitudinais
e ocorrem associadas ao floema (Machado & Carmello-
Guerreiro, 2000). Contudo os estudos referem-se, em sua
maior parte, aos canais secretores presentes nos 4rgaos
vegetativos por isso as partes utilizadas que apresentam
propriedades medicinais sao a casca, as folhas e os frutos.

De acordo com senso comum, esta espécie se
apresenta como adstringente, antidiarréica, antiinflamatéria,
depurativa, diurética e febrifuga. Devido a composicdo de
seus 6leos essenciais, é usada no tratamento de distdrbios

87

http://www.naturezaonline.com.br

respiratérios. Popularmente, também é empregada no
tratamento da diarréia, inflamacoes, para promover a
transpiracao e a eliminagao de liquidos. A casca da aroeira
tem acao contra febre, hemoptises e afeccoes uterinas em
geral. Da casca extrai-se um 6leo empregado contra tumores
e doencas da cérnea (Degaspari, 2005).

Seu dleo essencial mostrou atividade antimicrobiana
devido a presenca de diversas substancias, como a
terebinthona, o acido hidroximasticadiendico, o acido
terebinthifélico e o 4cido ursdlico que ja se demonstraram,
in vitro, atividade contra Klebsiella pneumoniae, Alcaligenes
faecalis, Pseudomonas aeruginosa, Leuconostoc cremoris,
Enterobacter aerogenes, Proteus vulgaris, Clostridium
sporogenes, Acinetobacter calcoacetica, Escherichia coli,
Beneckea natriegens, Citrobacter freundii, Serratia marcescens,
Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus e varias espécies de
fungos (Martinez et al., 1996). Ainda estudos realizados
confirmam a atividade antifingica desse éleo, pois
demonstraram resultados positivos para os testes com os
fungos de Aspergillus niger, A. flavus, A. parasiticus, A. fumigatus
e Trichoderma spp. (Siddiqui et al., 2003).

Este trabalho tem por objetivo geral efetuar a extracao
do dleo essencial provindo dos frutos de S. terebinthifolia,
fazer uma analise do possivel efeito larvicida sobre larvas do
mosquito Aedes aegypti bem como efetuar a determinacgio da
DL, para estas e investigar uma eventual morfomutagenicidade
em Salmonella choleraesuis, considerando a perspectiva de
aplicacao em escala ambiental de um produto para controlar
a proliferagado do mosquito da dengue.

Métodos

Extracéo e purificacdo do 6leo essencial.

Os frutos da aroeira foram colhidos de espécimes
ocorrentes na regiao de Barra do Riacho, no municipio de
Aracruz—ES. Os frutos colhidos foram escolhidos, separando-os
de quaisquer impurezas como pedacos de galhos ou folhas.

A extracdo do dleo essencial foi feita por hidrodestilacao
em aparelho Clevenger com as sementes trituradas
submetidas a uma hora de processo extrativo. A purificacao
do 4leo deu-se por separacao do mesmo da agua que restou
do processo de extracao onde se reduziu a temperatura
ao ponto de congelamento da agua, para que, uma vez
solidificado, fosse, o residuo de agua, separado do dleo
essencial obtido, que se manteve em fase liquida.

Ensaio bioldgico com larvas de Aedes aegypti.
O Centro de Controle de Zoonoses da Prefeitura
de Vitéria forneceu os ovos do mosquito A. aegypti que
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se apresentavam de tamanho muito reduzido e coloracio
escura, o qual foi submetido a meios necessarios para que os
mesmos eclodissem e para assim realizar o ensaio biolégico
com as larvas do referido mosquito.

O desenvolvimento completo do embrido do mosquito
se da em 48 horas, em condicoes favoraveis de umidade e alta
temperatura. Completado o desenvolvimento embrionario,
0s ovos sao capazes de resistir por mais de ano, mesmo longe
da agua (Silva et al., 2004). Apos esse periodo, se colocado
em contado com locais Umidos, pode haver a eclosio. Esta
condicao permite que os ovos sejam transportados a grandes
distancias, o que o torna o principal meio de proliferacao e
dispersao do mosquito (Funasa, 2001).

Assim providenciou-se que os ovos fossem submetidos
a um meio em que fosse possivel a eclosao dos mesmos
em larvas. Num periodo de 24 horas ja se notou que havia
presente, no recipiente, individuos na fase larval que foram
alimentados com ragao para peixe. Como a duracao da fase
larval, em condices favoraveis de temperatura (252 29°C) e
boa alimentacéo, pode chegar a 10 dias, podendo se prolongar
por algumas semanas. Deixou-as nesse meio durante quatro
dias para que o crescimento e desenvolvimento do estagio
larval chegasse ao terceiro instar.

Num primeiro momento preparou-se o sistema em
que o 6leo fosse dissolvido, para isso fez-se uso de um agente
dispersor, Tweem 20, na concentragdo de 0,4% para um
litro de solucao preparada. De posse do sistema em que dleo
pudesse ser disperso montou-se as diluicdes em oito replicatas
para cada, na seguinte seqliéncia: duas seqiiéncias de tubos
controle, onde havia agua (Branco ) e agente dispersante do
6leo a 0,4% (Branco 2) respectivamente, e uma seqiiéncia
crescente de concentracido do dleo essencial, 0,1%, 0,2%,
0,3%, 0,4%, 0,5%, 0,6%, 0,7%, 0,8%, 0,9% e 1,0% do dleo
presente em 10 mL de solugdo 0,4 % do agente dispersante.

Apos inoculagao das larvas na bateria de tubos, elas
foram incubadas em temperatura ambiente por 24 horas,
para assim fazer a leitura e avaliar a mortalidade das larvas
para avaliar o efeito do mesmo sobre a mortalidade das
larvas e assim a determinar a CL, .

Ensaio de mutagenicidade em Salmonella choleraesuis ATCC 10708.

Tendo em vista todos os aspectos patogénicos que rondam
esse microorganismo, com a ajuda do Centro Tecnoldgico de
Andlises (CETAN), adquiriu-se uma amostra de Salmonella
choleraesuis ATCC 10708 e efetuou-se de imediato uma
replicacio para evitar que o microorganismo sofresse mutagénese
pelo simples fato de, no meio, possuir muitas colonias.

Colocou-se em incubacdo em estufa a 35 °C a
atmosfera ambiente esperando dois dias para que as col6nias
crescessem satisfatoriamente. Com o replique feito montou-
se o teste de mutagenicidade onde se esterilizou o éleo
essencial, filtrando-o em micromembrana.
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Para se efetuar as microdiluicoes esterilizou o éleo
essencial, filtrando-o em micromembrana e adicionou-se
ao caldo nutritivo um agente dispersor de dleos, o Tweem
80, efetuando-se as diluicdes do dleo nas concentracdes de
0,1%, 0,25%, 0,5%, 0,75%, 1,0%, 1,5% e 2,0% , |ém de
tubos controle, um somente com Tween e outro somente
com caldo nutritivo, sem bleo essencial e sem Tween.

Para ainoculagao do microorganismo no teste preparou-
se uma solucao na qual se langou mao da escala de Mc Farland
(escala de concentragao celular) para que houvesse uma
padronizagao na quantidade de microorganismos inseridos no
teste. Com as diluicdes preparadas se efetuou a semeadura
da Salmonella nos meios teste sendo encaminhadas para
incubagao em estufa a 35° C a atmosfera ambiente. Apos
48 horas de incubagao efetuou-se a primeira leitura que
consistiu em localizar a maior concentracio da diluicao em
que houve crescimento da bactéria.

Posteriormente efetuou-se a semeadura das bactérias que
cresceram na maior concentracio do éleo em meio de cultura
apropriado (Agar XLD), avaliando o aspecto macroscépico
da colénia formada para assim determinar se houve ou nao
mudangas génicas nos microorganismos testados.

Resultados

Obtencao e purificacdo do éleo essencial

Os frutos da aroeira foram colhidos de espécimes
ocorrentes na regiao de Barra do Riacho, no municipio de
Aracruz — ES. Apés a coleta foi feita a separacao fisica dos graos
de quaisquer impurezas como pedacos de galhos ou folhas.

A extracao do 6leo essencial se deu por hidrodestilagao
em aparelho Clevenger com as sementes trituradas
submetidos a uma hora de processo extrativo, sendo esse
processo efetuado em diversas etapas para que todas as
sementes colhidas fossem submetidas ao mesmo processo
extrativo resultando num volume de aproximadamente 80
mL de 6leo essencial possuindo agua residual resultante do
processo de volume irrisério. A purificacdo do éleo deu-
se por separagcao do mesmo da agua residual. Para isso se
reduziu a temperatura ao ponto de fusdo da agua, para que,
uma vez solidificada, fosse o residuo de agua separado do
6leo essencial obtido, que se manteve em fase liquida. Foi
obtido um rendimento de 3,2% do processo citado.

Ensaio biolégico com larvas de Aedes aegypti

Com a montagem do sistema de diluicdes demonstrado
no Quadro |, inclusdao das larvas no dito sistema e tendo
transcorridas as 24 horas de teste efetuou-se a leitura onde
se constatou que as larvas do controle ainda mantinham-se
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vivas, o que nao se pode observar para as larvas que foram
submetidas ao 6leo essencial conforme constatado com os
dados demonstrados no Quadro |.

Ensaio de mutagenicidade em Salmonella choleraesuis ATCC 10708.

Conforme o quadro 3 houve crescimento do microorganismo
nas diluigdes 0, a |,0% além dos grupos controle. Assim inoculou-
se em triplicata de meio XLD, especifico para Salmonella, o
conteido dos tubos T1, T2 e T7, sendo essas placas encaminhadas
para estufa a 35 °C a atmosfera ambiente.

Apds 48 horas de incubacao efetuou-se a leitura
macroscopica do aspecto da colénia formada pela bactéria, e
com isso constatou-se que, no meio em que o dleo essencial
da Schinus therenbentifolia esta presente, tanto as col6nias
das bactérias que nao foram expostas ao 6leo essencial (T |
e T2) como as que conseguiram sobreviver na concentragao
maxima de [,0% (T7) mantiveram-se como col6nias de
superficie lisa e sem descarboxilar a lisina (Quadro 2).

Discussao

Quanto ao efeito larvicida para o A. aegypti, expresso
pelo ensaio biolégico em que se utilizou o éleo essencial
dos frutos da aroeira, foi verificado que todas as larvas do
mosquito morreram no tempo de 24 horas, mesmo em
diluicao do éleo minima do éleo, ou seja, a 0, | %. Resultado
semelhante foi apresentado por Coélho (2006), que utilizou
extratos hexanicos de folhas e raiz da mesma planta,
onde afirmou-se ser necessario um biomonitoramento e
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Quadro 2 Avaliacio de crescimento e de descarboxilagao da
lisina Resultado de crescimento dos Salmonella choleraesuis
ATCCI10708 nas diluicbes do 6leo essencial em tubos
contendo caldo nutritivo contendo 0,2% de Tween 80.

Tubos Conc(:;lr;t;agio Crescimento Deséftiliilase
Controle | - + -
Controle 2 - + -

T3 0,1% + -
T4 0,25% + -
T5 0,5% + -
Té6 0,75% + -
T7 1,0% + -
T8 |,5% - na
T9 2,0% - na

um fracionamento quimico para possivel identificagdo de
substancias ativas mais seletivas e biodegradaveis que possam
atuar sobre as larvas do A. aegypti.

Com esse resultado identifica-se que o 6leo em estudo
possui um potencial étimo para aplicacio em campo no
combate ao vetor do dengue, proporcionando a possivel
reducdo de casos da referida doenga. Contudo, ainda

Quadro | Mortalidade das larvas de Aedes aegypti, em ensaio bioldgico com o dleo essencial de pimenta rosa, em concentragdes de 0,1 a 1,0 %.

TI T2 T3 T4 TS T6 v T8
Ui | Was | HORTAS | VIVAS | MORTAS | VNAS | MORTAS | WvAS | MORTAS | VIVAS | MORTAS | VivAS | MORTAS | VNAS | MORTAS | vivas | MORTAS
BRANCO | 10 10 10 10 10 10 10 10
0,1% 10 10 10 10 10 10 10 10
0,2% 10 10 10 10 10 10 10 10
0,3% 10 10 10 10 10 10 10 10
0,4% 10 10 10 10 10 10 10 10
0,5% 10 10 10 10 10 10 10 10
0,6% 10 10 10 10 10 10 10 10
0,7% 10 10 10 10 10 10 10 10
0,8% 10 10 10 10 10 10 10 10
0,9% 10 10 10 10 10 10 10 10
1,0% 10 10 10 10 10 10 10 10
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nao se estabeleceu o que era intencionado no presente
estudo, a determinagdo da DL,  do dleo essencial sobre
as larvas, porém estudos estao sendo direcionados para a
determinacao desse indice.

Considerando outros produtos de origem natural,
como os taninos, tem sido proposto que substancias com
CL,, variando entre 0,| a 0,49 ppm sao bons agentes
larvicidas (Silva et al 2004). Entretanto, para 6leos essenciais
a atividade inibidora tem se manifestado em teores bem
diferentes. O 6leo essencial de Pterodon polygalaeflorus Benth
(Leguminosae), o 6leo essencial dos frutos teve uma CL,;
foi 134,90 = 0,25ug/mL (Pimenta et al., 2006)

A resina exsudada por plantas do género Protium
(Burseraceae), que também contém oleos essenciais, €
usada dentre outras fungdes, quando queimada, para repelir
insetos. Seu éleo essencial apresenta em sua composicao
uma predominancia de monoterpenos nos frutos e
sesquiterpenos nas folhas (Cité et al, 2006; Pontes et al, 2007;
Riidigera, Siani, Veiga Jr, 2007). Entretanto, essa constituicao
pode variar de acordo com o local, clima e fatores genéticos
da planta (Siani et al, 2004). Os monoterpenos apresentam
boa atividade larvicida e os sesquiterpenos tém capacidade
para inibir a ecdise (Lima et al, 2005).

A inibicao da ecdise em larvas de dipteros tem sido
freqlientemente relatada para extratos de plantas. Por exemplo,
a agao da azadiractina, uma substancia extraida de Azadirachta
indica A. Juss., atua no sistema neurossecretor de A. aegypti,
promovendo uma alteracao dos teores da ecdisona e intervindo,
portanto na sintese e liberacao do horménio protoacicotrépico
(PPTH) do corpus allatum, que é o responsavel pela producao
de ecdisona pelas glandulas protoracicas. A azadiractina bloqueia
a liberagao deste horménio, o que leva a um aumento de sua
concentracao dentro do corpus allatum, o que em Ultima analise
levaa um efeito feedback, juntamente na intervencao na liberacao
daalatropina pelos corpora cardiacos, interferindo desta maneira
nos teores de hormonio juvenil da hemolinfa (Martinez, 2002).

No que diz respeito a pesquisa do efeito
morfomutagénico, o aspecto macroscépico da coldnia
formada no meio em que a bactéria foi retirada das diluicbes
do éleo nao se apresentou diferente das bactérias originadas
do tubo controle, nem quanto a morfologia e nem quanto .
Assim, sem a expressao da mutagao para o desenvolvimento
de superficie rugosa constatado por este teste, deduz-se que
os componentes do éleo essencial da pimenta rosa nao tem
potencial o potencial pesquisado.

Este fato também foi observado por Degaspari (2005)
em que a referida bactéria se mostrou um tanto resistente
a presenca do 6leo, onde foi necessaria a diluicao de uma
elevada concentracao do mesmo para que houvesse inibicao
total do seu crescimento.
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