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RESUMO

O inseto Aedes aegypti ¢ vetor de diversas doengas, incluindo Febre Amarela, Dengue,
Chikungunya e Zika. O controle desse vetor tem sido principalmente realizado por meio do uso
de inseticidas quimicos, no entanto, esse método tem levado a selecao de populagdes resistentes.
Em busca de uma alternativa ecologicamente correta, diversos estudos demonstraram que os
oleos essenciais (OE) tém a capacidade de repelir individuos adultos e causar toxicidade em
diferentes estagios de desenvolvimento do inseto. A planta Eugenia pyriformis, popularmente
conhecida como Uvaia, tem sido objeto de diversos estudos que exploram o potencial de seu
OE. Ante o exposto, o objetivo do presente estudo foi avaliar os efeitos toxicos do OE de
E. pyriformis sobre Aedes aegypti em larvas de 3° estadio. Para isso foram utilizados insetos da
linhagem Rockefeller mantidos no Laboratorio de Biologia Parasitaria II da Universidade
Federal de Lavras. As plantas de Uvaia foram coletadas no municipio de Perddes, Minas Gerais,
em trés pontos diferentes. O OE foi extraido por meio da técnica de arraste a vapor no Horto de
Plantas Medicinais da UFLA. A fim de avaliar a atividade do composto, foram conduzidos
bioensaios padronizados pela Organizagdo Mundial de Saude com adaptagdes utilizando larvas
do mosquito. O OE em diferentes concentragdoes (0,1; 0,05; 0,025; 0,01; 0,009; 0,007; 0,00625
e 0,00312) foi homogeneizado em um recipiente contendo 24 mL agua e larvas de terceiro
instar. Para analise estatistica foi utilizado o software PoloPlus versdo 2.0. O OE E. pyriformis
induziu uma mortalidade de 100% das larvas na concentracao mais alta testada, que foi de 4000
pug/mL. A DL50 calculada foi de 575,6 pg/mL. Esses resultados demonstraram que
E. pyriformis tem um efeito toxico sobre larvas de A. aegypti, uma vez que a porcentagem de
mortalidade das larvas mostrou-se diretamente proporcional as concentragdes de oleo essencial.
Novos ensaios tornam-se necessarios para avaliar a melhor concentragdo com otimizagdo do
OE.

Palavras-chave: Uvaia, Dengue, Arboviroses, Vetores, Controle



ABSTRACT

The insect Aedes aegypti is a vector of several diseases, including Yellow Fever, Dengue,
Chikungunya and Zika. The control of this vector has been mainly carried out through the use
of chemical insecticides; however, this method has led to the selection of resistant populations.
In search of an environmentally friendly alternative, several studies have shown that essential
oils (EOs) have the ability to repel adult individuals and cause toxicity at different stages of
insect development. The plant Eugenia pyriformis, popularly known as Uvaia, has been the
subject of several studies that explore the potential of its EO. In view of the above, the objective
of the present study was to evaluate the toxic effects of E. pyriformis EO on Aedes aegypti in
3rd stage larvae. For this purpose, insects of the Rockefeller strain kept in the Laboratory of
Parasitic Biology II of the Federal University of Lavras were used. Uvaia plants were collected
in the municipality of Perddes, Minas Gerais, at three different points. The EO was extracted
using the vapor drag technique at the Medicinal Plants Garden of UFLA. In order to evaluate
the activity of the compound, bioassays standardized by the World Health Organization were
conducted with adaptations using mosquito larvae. The EO in different concentrations (0.1;
0.05; 0.025; 0.01; 0.009; 0.007; 0.00625 and 0.00312) was homogenized in a container
containing 24 mL water and third-stage larvae. PoloPlus software version 2.0 was used for
statistical analysis. E. pyriformis EO induced 100% larval mortality at the highest concentration
tested, which was 4000 pg/mL. The calculated LD50 was 575.6 pg/mL. These results
demonstrated that E. pyriformis has a toxic effect on A. aegypti larvae, since the percentage of
larval mortality was directly proportional to the essential oil concentrations. New trials are
necessary to evaluate the best concentration with optimization of the EO.

Keywords: Uvaia, Dengue, Arboviruses, Vectors, Control
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1 INTRODUCAO

Aedes aegypti ¢ um importante vetor de patogenos. Ele € originario das regides tropicais
e subtropicais, sendo encontrado principalmente em areas urbanas e¢ periurbanas. Tem uma
grande importancia em saude publica, uma vez que € responsavel pela transmissdo de arbovirus
causadores de doengas como a Dengue, Febre Amarela, Zika e Chikungunya. O controle de 4.
aegypti ¢ de extrema importancia para prevenir a propagacdo dessas doencas. Medidas de
combate a esse inseto incluem eliminar recipientes que possam acumular dgua parada, como
tampar caixas d'dgua, manter piscinas tratadas, eliminar pneus velhos e limpar calhas
regularmente.

Outra medida € o uso de produtos sintéticos como os inseticidas, contudo estes podem
levar a selecdo de insetos resistentes a esses compostos. As medidas alternativas, como a
utilizagdo de 6leos essenciais (OE) por exemplo, vém ganhando for¢a atualmente, isso porque
esses compostos possuem substancias toxicas para os insetos de diferentes géneros de insetos
de importancia médico-veterinaria e agricola. Além disso, também ¢ ecologicamente correto e
vantajoso tanto para o meio ambiente quanto para o controle de arboviroses.

Os OE sao substancias naturais extraidas de plantas, conhecidas por suas propriedades
terap€uticas e aromadticas. Dessa forma, ao contrario de muitos produtos sintéticos que podem
ser prejudiciais ao meio ambiente, os O0leos essenciais tém a vantagem de serem produtos
naturais. Sua utilizagdo pode ajudar a reduzir o acimulo de produtos quimicos que sao toxicos
para a natureza, diminuindo assim os impactos negativos no ecossistema.

Eugenia pyriformis, também conhecida como uvaia, ¢ uma planta perene que desperta
interesse nas industrias farmacéutica, agricola e bioldgica devido ao seu potencial medicinal,
larvicida e inseticida. A uvaia possui propriedades terpénicas que apresentam efeitos anti-
inflamatorios, antioxidantes, antibacterianos e antifingicos, assim como o seu 6leo essencial.

Dessa forma, a avaliacdo do efeito toxico desses 0leos essenciais, uma vez que pode se
tornar uma alternativa de controle de A. aegypti, resultando em novas estratégias de prevencao
das doengas transmitidas por esse inseto, além de ser uma opg¢ao mais ecoldgica, prejudicando

menos 0 meio ambiente.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Classificacao

O mosquito Aedes aegypti ¢ um inseto pertencente a ordem Diptera, subordem
Nematocera, familia Culicidae, subfamilia Culicinae, tribo Aedini, Género Aedes, Subgénero
Stegomyia (Consoli & Oliveira, 1994).

Dentro da familia Culicidae as subfamilias Anophelinae e Culicinae englobam espécies
de grande importancia na saude unica, uma vez que as fémeas sdao hematofagas e vetoras de
agentes causadores de infecgdes para humanos e animais domésticos e silvestres (DE
ALMEIDA, 2011).

O género Aedes (Meigen, 1818) (Diptera: Culicidae), pertence a tribo Aedini e
compreende mais de 900 espécies de mosquitos formalmente distribuidas em 44 subgéneros.
Dentre esses subgéneros, nove sao encontrados na regido Neotropical (FORATTINI, 2002).
Este género inclui vérias espécies de importancia médica para a satide publica, responsaveis
pela transmissdo de patogenos, como o virus Zika (ZIKV), virus Dengue (DENV), virus da
febre amarela (YFV) e virus Chikungunya (CHIKV) em sua maioria transmitidos pela espécie

A. aegypti no Brasil (E SILVIA, 2022).

2.2 Biologia

O ciclo de vida de 4. aegypti apresenta caracteristicas complexas, com mudancas
significativas na morfologia, fungao e habitat ao longo do tempo (WU, et al., 2006; LEVI et al.,
2014). Este inseto ¢ holometabdlico, ou seja, passa por diferentes estagios até atingir o completo
desenvolvimento, incluindo ovo, quatro estagios larvais, pupa e inseto adulto. Grande parte do
ciclo de vida desse mosquito ocorre em ambiente aquatico, compreendendo os estagios de ovo,

larva e pupa (HARKER et al., 2013; LUZ et al., 2020) (Figura 1).
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Figura 1 - Ciclo biolégico Aedes aegypti
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Legenda: Ciclo mostrando o inseto emergindo da pupa e, em seguida, ocorrendo a cépula, para que a
fémea possa realizar o repasto sanguineo, essencial para a maturacdo dos ovos. A oviposi¢do
normalmente ocorre em qualquer lugar propicio ao acimulo de agua. Apds a eclosdo das larvas, segue-
se a fase larval, composta por 4 estadios, seguida pela fase de pupa. O ciclo aquatico tem duragdo
aproximada de 7 dias, enquanto o periodo adulto é de 30 dias em condicdes ideais.

Fonte: Pereira & Castro, 2023 criado com BioRender

As fémeas do mosquito 4. aegypti apresentam um comportamento incansavel na busca
por hospedeiros ao longo de suas vidas, uma vez que o repasto sanguineo desempenha um papel
importante na regulacdo da maturacdo dos ovos em insetos hematofagos (GEISER., et al., 2003;
FACCHINELLI, BADOLO & MCCALL, 2023). Normalmente, a fémea de 4. aegypti deposita
seus ovos na parede do local de oviposi¢ao, acima do nivel da dgua. Essa postura de ovos pode
ocorrer em recipientes de 4gua naturais e artificiais, variando em tamanho e material, tanto em
areas residenciais como em ambientes peridomiciliares. Durante sua vida, a fémea pode
produzir até cinco lotes de ovos, com uma média de 100 a 200 ovos por lote (CLEMONS et al.,
2010; ABREU et al., 2015; FACCHINELLI, BADOLO & MCCALL, 2023).

No momento da postura, os ovos sdo inicialmente brancos, porém rapidamente
adquirem uma coloracdo preta brilhante. Eles possuem aproximadamente 1 mm de

comprimento e apresentam um contorno alongado e fusiforme (Figura 2). Uma vez postos,
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esses ovos demonstram resisténcia a dessecagdo no ambiente, embora a viabilidade exata
dependa da umidade relativa (FUNASA, 2001; MCGREGOR et al., 2021)
Figura 2 - Ovos Aedes aegypti

Fonte: Da autora, 2023

Do ovo ao adulto, ha quatro estadios larvais e um instar pupal. As larvas mudam
consideravelmente de tamanho durante seu desenvolvimento; o primeiro estddio tem apenas
cerca de 1 mm de comprimento, enquanto o quarto instar tem aproximadamente 8§ mm de
comprimento (SCHAPER et al., 2006)

A larva de A. aegypti apresenta uma estrutura corporal composta por cabega, torax e
abdomen (Figura 3). Elas apresentam um sifao respiratdrio, através do qual os espiraculos se
abrem na extremidade desse 6rgao. (FUNASA, 2001; GOMES, 2009).

Figura 3 - Larva de Aedes aegypti

cabeca

Fonte: Da autora, 2023
As mudangas estruturais durante o desenvolvimento larval s3o evidentes,
principalmente nas pegas bucais, o que pode estar relacionado a uma alteracao na dieta durante

a maturagdo larval. Supde-se que as larvas do primeiro e segundo estadio se alimentem
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principalmente de bactérias, enquanto as larvas do terceiro e quarto instar consomem particulas
organicas maiores (SCHAPER et al., 2000).

Diversos fatores ambientais, como temperatura, salinidade, pH, nutrientes dissolvidos e
gases presentes no habitat aquatico, exercem influéncia no crescimento das larvas do inseto
(BAR & ANDRE W, 2013). Sob condi¢des 6timas, o periodo compreendido entre a eclosdo e a
pupacdo pode ndo ultrapassar cinco dias. No entanto, em temperaturas baixas e escassez de
alimentos, o quarto estddio larval pode se estender por varias semanas antes da transformagao
em pupa (FUNASA, 2001). Além disso, o pH do meio onde as larvas estdo inseridas exerce um
impacto significativo no desenvolvimento das formas imaturas de A4. aegypti. Quando expostas
a um ambiente com pH acido, mesmo que as condigcdes de temperatura ¢ umidade sejam
favoraveis, as formas imaturas ndo conseguem se desenvolver de maneira vidavel (DOS
SANTOS et al., 2012).

Apos atingir o quarto estadio larval, o inseto passa para uma fase de pupa movel, que
nao se alimenta. Esse estagio dura aproximadamente dois dias, durante os quais as pupas
permanecem na superficie da agua, flutuando. Essa posi¢do facilita a emergéncia do inseto
adulto. A pupa ¢ composta por uma divisao entre o cefalotorax e o abdomen. A cabega e o torax
estao fundidos, formando a regido conhecida como cefalotorax, o que da a pupa, quando vista
de lado, uma aparéncia semelhante a um ponto-virgula. Além disso, a pupa possui um par de

tubos respiratorios ou trombetas, que atravessam a agua e permitem a respiracdo (FUNASA,

2001; CLEMONS et al., 2010) (Figura 4).

Figura 4 - Pupa Aedes aegypti

Trombetas respiratérias

<—Cefalotérax
Abdome —>»

Fonte: Da autora, 2023

Os adultos sao insetos de tamanho médio, com cerca de 4 a 7 mm de comprimento.

Possuem escamas brancas na superficie dorsal do térax e um abddémen de coloragdo marrom
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escuro a preto, que pode apresentar escamas brancas. A identificacdo desses insetos ¢ facilitada
pela presenca de um desenho em forma de lira no térax, claramente visivel a olho nu (ARAUJO
et al,, 2011). Além disso, os segmentos tarsais das pernas traseiras exibem bandas basais
brancas, formando o que parece ser listras distintivas. (Figura 5).

Figura 5 - Aedes aegypti adulto

[ ¥

Ji\\
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Fonte: Da autora, 2023

Tanto os machos quanto as fémeas de A. aegypti se alimentam de solucdes agucaradas
presentes em plantas. No entanto, sdo as fémeas que possuem pegas bucais adaptadas para sugar
e se alimentar do sangue de vertebrados antes da oviposicao. A duracdo da vida adulta desse
inseto varia de acordo com as condigdes ambientais, geralmente situando-se entre duas semanas

e um més. (CLEMONS et al., 2010).

2.3 Criadouro

O comportamento sinantropico de Aedes aegypti ¢ fortemente influenciado pelo
ambiente urbano e doméstico. Nas cidades com crescimento desordenado, tratamento
inadequado de esgoto, armazenamento inadequado de 4gua ou falta de destinacdo adequada e
protecdo do lixo, h4 uma maior proximidade desse vetor com as residéncias. Esses fatores
resultam em mudangas no comportamento de oviposi¢do, devido a alteragdo na disponibilidade
de novos potenciais criadouros (CAVALCANTI et al., 2016).

Dessa forma, as larvas de A. aegypti sdo encontradas em uma variedade de habitats
antropogénicos, incluindo recipientes artificiais com bordas retas, nos quais a fémea do

mosquito deposita seus ovos. Isso inclui itens como pneus de veiculos, bases de plantas em
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vasos, vasos, caixas d’agua, lonas plésticas, calhas de telhado bloqueadas, baldes, tigelas para
animais de estimacao, regadores, bueiros. (MCNAUGHTON et al., 2018).

Os programas de controle da dengue tém como elemento central a eliminagdo de
recipientes que contenham agua limpa, visto que 4. aegypti estd geralmente associado a esse
tipo de dgua. No entanto, estudos cientificos j4 documentaram a presenca dessa espécie em
recipientes com agua poluida, agua salobra e at¢ mesmo em fossas sépticas (DE BRITO
ARDUINO et al., 2015). Além disso, ¢ importante ressaltar que A. aegypti tem uma tendéncia
a colonizar principalmente areas urbanas e suburbanas em paises tropicais, devido as condi¢des
climaticas favoraveis ao seu desenvolvimento pos-embrionario. Isso resulta em sobreposigoes

de distribui¢do em grande parte dessas regides (SANTANA-MARTINEZ et al., 2017).

2.4 Manutencio de colonia de Aedes aegypti

A espécie Aedes aegypti esta entre os insetos mais amplamente pesquisados devido ao
seu papel crucial como vetor de patdgenos de importancia médica e veterinaria e também sua
facilidade de criacdo em laboratério. Dessa forma, o controle efetivo da transmissao desses
patogenos depende primordialmente do controle dos vetores, uma vez que nao existem vacinas
eficazes para todos esses patdgenos. A vasta quantidade de estudos dedicados a esse mosquito
¢ reflexo da preocupacao global com as doencas transmitidas por ele e da necessidade de
desenvolver estratégias de prevengao e controle eficazes (SOGHIGIAN, 2020).

Diferentes abordagens biotécnicas, como a liberagdo de transgénicos ou mosquitos
estéreis e o desenvolvimento de vacinas bloqueadoras da transmissao, estdo sendo aplicadas
para tentar controlar a populagdo de A. aegypti e/ou a transmissao de arbovirus (RODRIGUES-
ALVES et al., 2020). Todas essas abordagens requerem experimentos cientificos em laboratorio
para estudar sua biologia, comportamentos e fisiologia para ampliar a compreensao da relagdo
mosquito vetor-patdgeno e fornecer uma plataforma para o direcionamento de medidas de
controle (DILANI et al., 2023).

A utilizacdo de métodos padronizados na criagdo do mosquito 4. aegypti desempenha
um papel fundamental na realizacdo de estudos laboratoriais controlados (WOHL et al., 2022).
Para alcangar o sucesso na produgdo desses insetos, ¢ essencial atender a certos requisitos. E
imprescindivel contar com ambientes controlados, nos quais o fotoperiodo, a temperatura e a
umidade sejam adequadas as necessidades de cada espécie. Além disso, € necessario dispor de

instalacdes estruturadas para o manejo dos insetos (HERCULANO, 2020).
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Nos protocolos de criacdo de colonias de 4 aegypti em ambiente laboratorial, diversas
técnicas sdo empregadas para a eclosdo dos ovos e o desenvolvimento larval. Em muitos casos,
utiliza-se agua destilada como meio de criagdo. No entanto, existem métodos nos quais se
adiciona fermento bioldgico seco granulado a agua (SANTOS et al., 2010; ANJOLETTE et al.,
2016; GUNATHILAKA et al., 2019). Além da agua destilada, em laboratdrio, também sao
utilizados outros tipos de agua, como agua deionizada, a4gua de torneira declorada e 4dgua filtrada
(SERPA et al., 2008; ARSHAD et al., 2021; DURANT et al., 2021).

A manutengdo de colonias do mosquito 4. aegypti no ambiente laboratorial envolve
varias etapas, que incluem a coleta de ovos, a eclosdo das larvas e alimentacao até atingirem a
fase adulta. Para garantir o desenvolvimento saudavel das larvas, ¢ essencial fornecer uma dieta
adequada, geralmente na forma de ragdo especifica. A medida que as larvas se transformam em
pupas, elas sdo transferidas para copos e posteriormente colocadas em gaiolas para permitir a
emergéncia dos mosquitos adultos (ANJOLETTE et al., 2016; COSTA et al., 2021).

Durante a fase adulta, os mosquitos sdo alimentados com uma solu¢do acucarada para
suprir suas necessidades energéticas. Posteriormente, ¢ fornecida uma fonte de sangue para as
fémeas, o que promove a matura¢do dos ovos. Apds cerca de 4 dias, os ovos podem serem
observados nas fitas de papel filtro, dando origem a um novo ciclo de criagdo do mosquito

(ANJOLETTE et al., 2016; WOHL et al., 2022).

2.5 Oleo essencial

Os OE sd3o compostos naturais volateis, complexos e caracterizados por possuirem um
aroma distinto. Sao produzidos pelas plantas aromaticas como metabolitos secundarios, sendo
encontrados nas folhas, caules, flores, frutos, cascas e raizes dessas plantas (WINSKA et al.,
2019).

Esses OEs sdo produzidos por mais de 17.500 espécies de plantas pertencentes a
diversas familias de angiospermas, como Lamiaceae, Rutaceae, Myrtaceae, Zingiberaceae €
Asteraceae. No entanto, apenas cerca de 300 espécies tém aplicagdes comerciais. Os OE tém
sido utilizados na medicina devido as suas propriedades bioldgicas. Eles apresentam agdo
larvicida, analgésica, anti-inflamatoria, antioxidante, fungicida, antitumoral, antiviral, entre
outras. Dessa forma, essas propriedades tém despertado interesse na pesquisa cientifica e na

aplicagdo terapéutica desses compostos naturais (WINSKA et al., 2019).
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Além disso, pesquisas tém revelado que os OE de varias plantas possuem substancias
toxicas para as larvas de diferentes géneros de insetos de importancia médica-veterinaria e
agricola. Por essa razdo, muitos pesquisadores t€m incentivado a utilizagcdo de dleos essenciais
ou extratos de plantas como alternativas para o controle de vetores. Os OE de plantas possuem
a capacidade de interferir nos sistemas respiratorio, digestivo, metabolico e comportamental
dos insetos (ISHAK et al., 2021).

Estudos recentes também tém focado em produtos de origem vegetal que apresentam
baixa toxicidade e reduzem o acimulo de produtos quimicos toxicos no meio ambiente. Entre
esses produtos naturais, os OE tém se mostrado alternativas potenciais aos produtos quimicos
sintéticos porque sdo eficazes, ecologicamente corretos e estdo disponiveis para muitas partes
do mundo (MANH et al., 2020).

Na natureza, os metabolitos secundarios possuem uma fungdo importante na prote¢ao
das plantas, atuando como agentes antibacterianos, antivirais, antifiungicos e inseticidas, além
de serem eficazes contra herbivoros, reduzindo seu apetite pelas plantas. Esses compostos
também podem atrair determinados insetos, favorecendo a dispersdo de polen e sementes, ao
mesmo tempo em que repelem outros insetos indesejaveis (BAKKALI et al., 2008).

Geralmente, esses 0leos sdo obtidos a partir de metabolitos secundarios das plantas e
utilizando processos como destilagdo a vapor, hidrodestilacao, destilacdo seca ou prensagem
mecanica a frio das plantas para a obtencdo do produto (BAKKALI et al., 2008). No método
de extragdo por arraste a vapor, o material vegetal, de onde sera extraido o dleo, ¢ previamente
moido ou triturado, dessa forma, ocorre um aumento do contato do material com o vapor, e
como resultado da alta temperatura, as estruturas em que os 60leos essenciais se encontram se
rompem. Isso resulta no arraste dos compostos volateis juntamente com o vapor d'dgua.
(FULLER, 2008; MARCOLINA, 2021). Este processo utiliza uma caldeira para geracdo de
vapor, um extrator (destilador), onde ¢ colocada a matéria prima a ser extraida, um condensador
e um frasco de coleta (separador) (SILVEIRA et al., 2012).

A técnica de extracdo por arraste a vapor ¢ iniciada quando o vapor de agua atravessa o
material vegetal, levando consigo o 6leo presente nas plantas. O oleo se vaporiza devido ao
choque térmico e ¢ transportado pelo vapor até alcancar o condensador. No condensador, a
mistura de dleo e hidrolato (subproduto com maior concentragdo de agua) resfria-se e retorna
ao estado liquido. Por fim, no separador, o 6leo ¢ separado do hidrolato com base nas diferengas

de polaridade e densidade entre as substancias (AZAMBUIJA, 2011).
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2.6 Caracteristicas botanicas e o6leo essencial da Eugenia pyriformis

A familia Myrtaceae ¢ uma das principais familias de arvores frutiferas comerciais do
mundo. Dentre os 121 géneros pertencentes a esta familia, destacam-se Syzygium, Eugenia
Campomanesia. Esses géneros sdo constituidos por uma grande variedade de espécies frutiferas
com grande potencial para serem exploradas economicamente, além de apresentarem excelente
valor nutricional e serem consideradas fontes de fitoquimicos, tais como compostos fenolicos,
carotenoides e compostos volateis. (DE PAULO FARIAS et al., 2020).

A espécie E. pyriformis ¢ uma planta comumente encontrada nos estados de Sao Paulo,
Parand, Santa Catarina e Rio Grande do Sul, sendo conhecida pelos nomes populares de "uvaia",
"uvaieira" ou arbusto do campo. Essa planta tem o ciclo de vida perene, podendo atingir de 6 a
13 metros de altura, com tronco ereto de cor marrom e copa arredondada. A floracao ocorre de
agosto a setembro, e os frutos amadurecem entre novembro e dezembro (MEDEIROS et al.,
2019).

Os frutos sdo citricos, apresentam formato esférico, achatado e piriforme, a textura pode
ser mais macia ou firme, e a coloragdo varia entre tons amarelos e alaranjados, sdo comestiveis
e podem ser utilizados para fazer sucos, vinagres e vinhos. O género ao qual ela pertence
apresenta um grande nimero de espécies no Brasil, sendo conhecido pela produgdo de 6leos
essenciais € na fabricagdo de sorvetes, refrescos, geleias, licores e vinho, (BEZERRA et al.,
2018; MEDEIROS et al., 2019; DE SOUZA et al., 2020; SGANZERLA et al., 2022).

As folhas de E. pyriformis sao simétricas, eliptico-lanceoladas, com apice e base agudos
e textura subcoriacea. Elas possuem compostos bioativos que apresentam propriedades anti-
inflamatorias, antioxidantes, antibacterianas e antifungicas (ARMSTRONG et al., 2012;
KLEIN et al., 2018).

As uvaias, assim como outras frutas, apresentam um perfil quimico metabdlico
caracterizado por compostos relacionados ao seu valor nutricional, aroma, sabor e propriedades
benéficas a satde. Esses compostos podem incluir metabdlitos primarios onipresentes,
envolvidos em fungdes bésicas, como aminodcidos, agucares e acidos organicos, além de
metabolitos secundérios especificos das frutas, como compostos fendlicos (SPRICIGO et al.,
2023).

As caracteristicas mais marcantes de E. pyriformis sao seu aroma com notas frutadas e
seus teores fenolicos e terpénicos. Seu perfil volatil apresenta a identificagdo de 59 compostos,
com predominancia de monoterpenos e sesquiterpenos. O 4cido galico tem sido relatado como

o principal componente fenolico dessa fruta (SPRICIGO et al., 2023).
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Os OE das espécies de Myrtaceae sdo caracterizados pela presenca de compostos
terpénicos com comprovada atividade microbioldgica. Estudos realizados sobre a composicao
quimica do OE de Eugenia pyriformis revelaram que a fracao sesquiterpénica ¢ predominante,
representando 51,3%, em comparagdo com a fragdo monoterpénica, que corresponde a 29,0%.
Dois componentes importantes para esse 6leo sao o limoneno (monoterpeno) com uma
proporcao de 12,4% e o oxido de cariofileno (sesquiterpeno) com 16,2%, os quais ndo sio
comumente encontrados em espécies de Myrtaceae (STIEVEN et al.,, 2009). Estudos ja
mostraram efeitos larvicidas contra 4. aegypti relacionados a esses dois componentes
(FURTADO et al., 2005; SILVA et al., 2006).

Devido a sua composi¢ao quimica, diversos estudos in vitro t€m demonstrado os efeitos
antimicrobianos do OE da uvaia contra diversos microrganismos, como bactérias, fungos, virus
e protozoarios (DA SI LVA et al., 2022).

Virios estudos também mostram que o género Eugenia, tem sido identificado como
uma fonte rica de fitocompostos que exibem diversas atividades biologicas de grande interesse
para os campos farmacéutico, agricola, bioldgico e biotecnologico (DE MENEZES FILHO et
al., 2021).

3 OBJETIVO
3.1 Geral

Avaliar a toxicidade do oleo essencial de Eugenia pyriformis sobre larvas de

Aedes aegypti

3.2 Especifico

e Avaliar o potencial toéxico do o6leo essencial de E. pyriformis em larvas de Aedes
aegypti.

e (alcular o rendimento do oleo essencial de E. pyriformis.

e C(Calcular a dose letal necessaria para matar 50% (LD50) da populagdo de

A. aegypti cepa Rockfeller.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Obtencao e manutenc¢iao da colonia de A. aegypti

O experimento foi realizado no Laboratorio de Biologia Parasitaria II (BIOPAR II) do
Departamento de Medicina. Para o experimento, foram utilizados ovos de 4. aegypti da cepa
'Rockefeller', fixados em papel filtro, fornecidos pelo Laboratorio de Fisiologia de Insetos
Hematofagos da Universidade Federal de Minas Gerais.

Para a eclosdo, a fita foi colocada em um recipiente com agua previamente declorada.
O recipiente foi entdo colocado em uma incubadora B.O.D., mantida a uma temperatura de 27
°C, para que ocorresse a eclosdo. Apos um dia ja era possivel ver larvas de primeiro estadio,
elas entdo foram alimentadas com ragdo de peixe. Apods uma semana, as larvas foram retiradas
da incubadora B.O.D., e o recipiente foi levado para uma sala com temperatura ¢ umidade

controladas (Figura 6).

Figura 6 - Recipiente e local onde os diferentes estagios do inseto eram mantidos

Legenda: (A) Recipiente com agua e fita de ovos de A. aegypti para eclosdo; (B) Incubadora B.O.D.,
onde foi colocada a bacia com agua e fita de ovos; (C) Sala com temperatura ¢ umidade controladas no
insetario do BIOPAR I1.

Fonte: Da autora, 2023
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No processo de manutengdo da colonia, era necessario realizar a troca de dgua em
intervalos alternados e fornecer racdo de peixe como alimento para as larvas. Apos
aproximadamente 7 dias, ja era possivel observar a presenca de pupas na dgua. Para separar as
pupas das larvas, utilizou-se uma pipeta de Pasteur. As pupas foram transferidas para um coletor
universal contendo agua, o qual foi colocado dentro de gaiolas teladas para sua posterior
criacdo. A alimentagdo dos insetos adultos consiste em uma solugdo de agucar diluido em agua.

Para a matura¢do dos ovos, as fémeas eram alimentadas com sangue de hamsters do
Biotério Experimental do Laboratério de Biologia Parasitaria II. Os hamsters eram previamente
anestesiados e colocados em gaiolas por um periodo de meia hora, permitindo o repasto
sanguineo. Essa alimentagdo ocorria quinzenalmente. ApoOs o repasto sanguineo, era aguardado
um periodo de trés dias, e entdo era colocado dentro da gaiola um recipiente preto contendo
agua até a metade, juntamente com um papel filtro, para a oviposi¢do. Apos trés dias, o
recipiente com o papel filtro era removido. O papel filtro era transferido para um componente
onde ficava até secar e, posteriormente era armazenado em um envelope, onde poderia ser

mantido por até 6 meses (Figura 7).

Figura 7 - Etapas para manutenc¢do de colonias de Aedes aegypti em laboratorio
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Legenda: (1) fita com ovos que sera colocada na agua para a eclosdo das larvas. (2) Fase do
desenvolvimento larval, apos todas as larvas eclodirem a fita é descartada e as larvas sdo alimentadas
com racdo. (3) fase da pupa, onde sdo separadas das larvas e colocadas em um pote dentro da gaiola
para o mosquito adulto emergir. (4) Fase do inseto adulto, onde ap6s emergirem da pupa sao alimentados
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com solugdo agucarada a 30%, nessa fase ocorre a alimentacdo das fémeas com sangue para maturagao
dos ovos e para a coleta desses ovos sdo utilizados um pote e papel filtro que ao secar pode ficar
armazenado por 6 meses.

Fonte: WOHL, Margot P, 2023

4.2 Obtencao do dleo essencial de Eugenia pyriformis

Para obteng¢do do OE, as folhas de E. pyriformis foram coletas no municipio de Perddes,
Minas Gerais em trés pontos diferentes (Figura 8). O clima predominante em Perddes ¢ o
tropical de altitude, caracterizado por estiagens no inverno e altos indices pluviométricos nos
meses de novembro a margo. A altitude do municipio ¢ de 767 metros. A vegetacdo local ¢ uma

transi¢do entre o cerrado e a floresta semidecidua do Sudeste do pais.

Figura 8 - Localizagdo do municipio de Perddes
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Legenda: (A) Mapa do Brasil com énfase para o estado de Minas Gerais e a Macrorregido Sul.
(B) Macrorregido Sul com énfase para a Microrregido de Lavras. (C) Microrregido de Lavras, com
énfase para o municipio de Perddes.

Fonte: Barcante, 2023

O OE foi extraido por meio da técnica de arraste a vapor no Horto de Plantas Medicinais

da UFLA (Figura 9).
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Figura 9 - Método de extracdo de dleo essencial por arraste a vapor

Legenda: (1) Caldeira a vapor para gerar o vapor até chegar ao material. (2) Destilador lugar onde fica
o material vegetal e o vapor passa para levar o 6leo essencial desse material. (3) Condensador ocorre a
mistura do hidrolato com o 6leo, ocorre também o resfriamento mudando o estado gasoso para liquido.
(4) Separador o 6leo ¢ separado do hidrolato por terem diferentes densidade e polaridade.

Fonte: Da autora, criado com BioRender.com

Para o célculo de rendimento do OE de E. pyriformis foi divido o volume de 6leo, em
mL, pela massa, em gramas de material utilizado. Nesse caso a massa foi 4.500g e o volume

foi 4,2 mL. Dando 0,093% de rendimento.

4.3 Bioensaio do efeito do o6leo essencial sobre as larvas de Aedes aegypti

O bioensaio foi feito de acordo com a metodologia padronizada pela Organizagao
Mundial da Saude, utilizando larvas do A. aegypti. Para fazer a dilui¢ao o OE foi colocado em
um microtubo e pesado (0,5g), depois foi adicionado a 1 mL de DMSO. Apds esses processos
foi feita a diluicdo dessa concentragdo central para a formagdes de outras 6 concentragdes
(Figura 10), apos a diluigdo foram feitas as conversdes de acordo com a quantidade de agua

inserida no copo onde as larvas ficaram para assim chegar na unidade de pg/mL (Figura 11).
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Figura 10 - Preparo do 6leo essencial para a diluicdo da concentracdo

Legenda: (A) balanga contendo a eppendorf com 0,5g de OE da Eugenia pyriformis; (B) Solugéo
contendo OE e DMSO; (C) concentragdes diluidas, sendo elas, 0,1; 0,05; 0,025; 0,0125; 0,00625 ¢
0,00312.

Fonte: Da autora, 2023

Figura 11 - Conversdo das unidades de concentracio
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0,5g + TmL de DMSO 0,7g/mL

Legenda: (a) eppendorf com 0,5g de o6leo essencial misturado com 1 ml de DMSO. (b) eppendorf
contendo 0,1 g/ml da solucdo. (¢) dilui¢do da conversdo em 0,004 g/ml uma vez que o 6leo essencial foi

colocado no copo contendo mais 24 ml. (d) conversdo de g/ml para mg/ml. (e) conversdo de mg/ml para
ug/mkL.

Fonte: Castro, 2023

Logo apds a preparagdo da concentracdo, dentro de uma capela de exaustdo, foram

separadas 15 larvas e colocadas em copos com 24 mL de 4gua declorada. Para cada
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concentragcdo, foram separados 4 copos contendo 15 larvas cada. Logo apos separa-las, as
solugdes contendo o OE e o DMSO foram adicionadas aos copos de acordo com sua
concentragdo. Em seguida os recipientes foram colocados em uma B.O.D. com uma
temperatura de 27 °C (Figura 12). As larvas foram observadas nos intervalos de 24 horas, 48
horas e 72 horas. Para o controle, foram separados dois copos, cada um contendo 15 larvas de
terceiro estadio, sendo que um copo continha apenas 24 mL de dgua, enquanto o outro continha

24 mL de agua e 200 uL. de DMSO.

Figura 12 - Experimento dentro da B.O.D.
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Fonte: Da autora, 2023

O método adotado para quantificar a mortalidade das larvas foi feito de acordo com a
observagdo do comportamento das mesmas. Larvas que permaneciam imoveis mesmo apos
estimulo eram consideradas como mortas. Para estimulé-las, utilizou-se uma espatula, sendo
feita uma manipulacdo de forma cuidadosa para ndo prejudica-las. Essa estimulacdo ¢
necessaria uma vez que algumas larvas tendem a ficar imdveis mesmo estando vivas. Portanto,
larvas que ndo demonstravam qualquer sinal de movimento apds o estimulo eram consideradas

mortas.
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4.4 Analises estatisticas

Os dados foram organizados em planilha, previamente identificada com o tipo de
extrato, no software Microsoft Excel (Office 2010). As concentragdes letais (LC do inglés
Lethal Concentrations) 50%, 90% e 99% e o slope foram calculadas a partir do software
PoloPlus® (Raymond, 1985). Os dados que tiveram diferencas significativas nos valores de
LC50 e LC90 foram baseados de acordo com Hematpoor e colaboradores (2017) e Wang e

colaboradores (2019) a ndo sobreposicao de intervalos de confianca a 95%.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os experimentos foram realizados em uma B.O.D. com temperatura e umidade
controladas sendo que a média da temperatura nos 3 dias de experimento foi de 24,75 °C + 3

°C, j4 a média da umidade foi de 65% = 17% (Tabela I).

Tabela I — Temperatura e umidade minima, maxima e desvio padrao registradas na B.O.D.

TEMERATURA (°C) 24h 48h  72h  Média o o ARREDONDADO
Méxima 271 I 273 27,2 0,1 0
Minima 20,4 231 234 223 1652271164 2
Média 2375 2515 2535 24,75  3,464823228 3
UMIDADE (%)
Maxima 80 71 76 76 4,509249753 5
Minima 54 50 52 52 . 2
Média 67 60,5 64 64 16,97056275 17

Fonte: Castro, 2023

Tabela II — Percentual de mortalidade das larvas de Aedes aegypti de acordo com as
diferentes concentracdes de 6leo essencial de Eugenia pyriformis no intervalo de 24 horas.

Concentrac&o (ug/mL) 24H Total (%) DP
| I I IV

4000pg 15 15 15 15 100% 0
2000pg 15 12 15 15 95% 2
1000pg 9 8 2 10  4830% 4
400pg 4 11 14 6 5833% 5
360pg 0 5 0 10 25% 5
280pg 6 0 2 0 1333% 3
250}g 0 0 0 0 0% 0
124yg 0 0 0 1 170% 05

Fonte: Da autora, 2023
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Grafico I — Curva de mortalidade (%) das larvas de Aedes aegypti com diferentes concentragdes
de OE de Eugenia pyriformis no intervalo de 24 horas.
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Fonte: Da autora, 2023

Nas primeiras 24 horas, observou-se um alto indice de mortalidade das larvas nas quatro
concentragdes mais altas 4000ug, 2000pg, 1000png e 4000pg. A taxa de mortalidade foi de 100%
com 60 mortes na concentracao de 4000ug, 95% com 57 mortes na concentragao de 2000ug,
48,30% com 29 mortes na concentragcdo de 1000ug e 58,33% com 35 mortes na concentragao
de 400ug. Por outro lado, as concentragdes mais baixas apresentaram uma menor taxa de
mortalidade. Na concentracdo de 360ug observou-se uma taxa de mortalidade de 25% com 15
mortes, a de 280ug apresentou 13,33% com 8 mortes, a de 250ug ndo registrou nenhuma morte
(0%) e a de 124pg observou-se uma taxa de mortalidade de 1,7% com 1 morte (Tabela II)
(Gréfico I).

Tabela IIT — Percentual de mortalidade das larvas de Aedes aegypti de acordo com as diferentes
concentragdes de 6leo essencial de Eugenia pyriformis no intervalo de 48 horas

Concentragéo (ug/mL) 48H Total (%) DP
| I I v

4000pg 15 15 15 15 100% 0
2000pg 15 12 15 1§ 95% 2
1000ug 12 8 2 12 56,67% L
400ug 6 11 14 7 63,33% <
360ug 0 6 0 11 28% 5
280ug 6 0 2 0 13.33% 3
250ug 0 0 0 0 0% 0
124ug 0 0 0 1 1,70% 0,5

Fonte: Da autora, 2023
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Grafico II — Curva de mortalidade (%) das larvas de Aedes aegypti com diferentes
concentragdes de OE de Eugenia pyriformis no intervalo de 48 horas.
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Fonte: Da autora, 2023

Apoés 48 horas, foi observado um aumento de 8,37% na taxa de mortalidade da
concentragdo de 1000ug, resultando em 34 mortes. A taxa de mortalidade da concentracao de
400pg aumentou em 5%, chegando a 38 mortes. Além disso, houve um aumento de 2% na
concentragdo de 360ug, tendo 17 mortes. Por outro lado, os indices de mortalidade das
concentragdes de 2000ug, 280ug, 250ug e 124pg permaneceram inalterados. (Tabela III)
(Gréfico II).

Tabela IV — Percentual de mortalidade das larvas de Aedes aegypti de acordo com as diferentes
concentracgoes de 6leo essencial de Eugenia pyriformis no intervalo de 72 horas.

Concentra¢do (pg/mL) 72H Total (%) DP
| Il 11} v
40009 15 15 15 15 100% 0
2000pg 15 14 15 15 98% 2
1000ug 12 9 2 12 58,33% 5
400pug 6 11 14 7 63,33% 4
360ug 0 6 0 11 28% 5
280ug 6 0 2 0 13,33% 3
250ug 0 0 0 0 0% 0
124ug 0 0 0 1 1,70% 0,5

Fonte: Da autora, 2023
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Grafico III — Curva de mortalidade (%) das larvas de Aedes aegypti com diferentes
concentragdes de OE de Eugenia pyriformis no intervalo de 72 horas.

110%

% de mortalidade
L
C

-10%

250pg 280ug 360pg 400ug 1000pg 2000ug 4000ug

Concentracgdes de OE Eugenia pyriformis

Fonte: Da autora, 2023

No periodo de 72 horas, foi observado um aumento continuo na taxa de mortalidade das

concentragdes de 2000ug, atingindo um indice de mortalidade de 98%, correspondendo a 59

mortes. Além disso, a concentracdo de 1000ug também apresentou um aumento na mortalidade

das larvas, chegando a 58,3%, totalizando 35 mortes. Por outro lado, as concentragdes restantes

mantiveram a mesma taxa de mortalidade (Tabela VI) (Gréfico III).

E possivel observar que as curvas de mortalidade dos graficos I, II ¢ III mantiveram

semelhantes com o passar das 72 horas.

Tabela V — Doses de mortalidade com intervalo de confianca de 90% e 95%

DOSE  IC90% (INFERIOR- SUPERIOR) IC95% (INFERIOR- SUPERIOR)

DL10 2200l (102 - 317,5u) (663 -342,51)

DL50 575,61 (415 - 898 3u1) (376,6 - 1098,6u1)
DL90 1506,2u1 (9483 - 4524,441) (870.6 - 8653,8u1)
DL95 1978 4u1 (1160,7- 7389.4u1) (10553 - 16253ul)
DL99 3299 6u1 (1677.9 - 18742u1) (14933 - 53750u1)

Fonte: PoloPlus, 2023

A dose letal para matar 50% da populacdo de A. aegypti foi de 575,6 pg/mL. No

intervalo de 90% ficou entre 415 - 898 pg/mL, enquanto no intervalo de confianca de 95% ficou

entre 376,6 — 1098,6 ng/mL (Tabela V).
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Segundo MARCOLINA (2021) os OE sao compostos naturais volateis, o que significa
que possuem baixo peso molecular. Dessa forma, quando expostos ao ambiente, podem
facilmente passar para o estado gasoso e se dispersar no ar circundante. Durante o experimento,
foi observada essa caracteristica volatil dos 6leos essenciais, uma vez que ao longo dos dias
houve uma consideravel diminui¢ao na quantidade de dgua nos copos, assim prejudicando na
locomocao das larvas.

Além disso, de acordo com ISHAK et al. (2021), os OE de varias plantas contém
substancias toxicas para larvas de diferentes géneros de insetos. Essas substancias tém a
capacidade de interferir nos sistemas respiratério, digestivo, metabdlico e comportamental dos
insetos. No experimento, foi observado que nas concentracdes mais altas ocorria uma
dificuldade de locomocao das larvas. Com o passar das horas, as concentracdes mais elevadas
formavam uma pelicula invisivel que prejudicava o movimento das larvas e prendia seu sifdo,
prejudicando a respiragao.

SPRICIGO et al. (2023) relataram que E. pyriformis possui um perfil volatil que inclui
a identificacdo de 59 compostos, com predominancia de monoterpenos e sesquiterpenos e,
STIEVEN et al., 2009 chamaram a atengdo para dois componentes especificos, o limoneno
(monoterpeno) e o 6xido de cariofileno (sesquiterpeno), que ndo sao comumente encontrados
em espécies da familia Myrtaceae. FURTADO et al. (2005) relataram em seu estudo a acao
larvicida de 6leos contendo limoneno contra A. aegypti. Por sua vez, SILVA et al. (2006)
demonstraram em suas pesquisas a atividade larvicida do ¢xido de cariofileno contra
A. aegypti. Portanto, o uso do OE de uvaia como larvicida pode ter uma vantagem devido a essa
caracteristica incomum em sua composi¢do, em comparagdo com outras espécies de sua familia.

Nos estudos de Silva et al. (2021) foi observada a atividade larvicida sobre
A. aegypti com o OE de Eugenia calycina, resultando em uma DL50 de 166,4 pg/mL.
Agora de acordo com as pesquisas de Govindarajan et al. (2016) mostraram que a
Syzygium zeylanicum (Myrtaceae) possui uma DL50 de 90,45 pg/mL contra larvas de
A. albopictus.

Além disso, a pesquisa de Mendes et al. (2017), mostrou que E. melanadenia apresentou
uma DL50 de 85 pg/mL, E. piauhiensis uma DL50 de 230 pg/mL e E. triguetra uma DL50 de
64,8 pg/mL. Os estudos de Mahran, 2022 revelaram que o Oleo essencial de
S. aromaticum, também da familia Myrtaceae, possui uma DL50 de 394 pg/mL no intervalo
de confianga de 95%.

Quando comparados com a DL50 de E. pyriformis que ¢ 575,6 pg/mL, os resultados

indicam que o seu OE possui um menor potencial larvicida. Isso ocorre porque, nos diferentes
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estudos, o critério de referéncia para um OE ser considerado forte e eficaz como larvicida ¢ ter
uma DL50 abaixo de 100 pg/mL. Além disso, o unico OE que tem uma DL50 acima de
E. pyriformis € o de S. aromaticum, com uma DL50 de 394 pg/mL no intervalo de confianga
de 95%, enquanto E. pyriformis tem uma DL50 de 376,6 pg/mL no intervalo de confianga de
95%. No entanto, uma vez que as duas DL50 estdo acima de 100 pg/mL, o potencial larvicida
de ambas pode ser considerado baixo.

Além de E. pyriformis, os Gnicos 0leos essenciais do género Eugenia que também foram
considerados fracos em termos de potencial larvicida foram o OE de E. piauhiensis e o de
E. calycina, com uma DL50 de 230 pg/mL e 166,4 ng/mL, respectivamente.

Embora o OE de E. pyriformis tenha causado prejuizos as larvas como em sua
movimentagdo e respiracdo, quando ele ¢ comparado aos estudos relacionados aos diferentes
Oleos essenciais de seu género e familia, verificou-se que E. pyriformis apresenta um efeito
larvicida baixo, exigindo concentracdes maiores para eliminar as larvas. Porém o indice de
mortalidade das larvas condiz com as concentragdes em que elas estavam inseridas, mostrando

assim um efeito toxico desse Oleo essencial.

6 CONCLUSAO

e O OE de E. pyriformis mostrou-se ter um potencial toxico, uma vez que as
concentracdoes condizem com o numero de mortalidade. Quanto maior a
concentracao, maior era o numero de larvas mortas.

e O OE apresentou um rendimento de 0,093%, o qual se mostrou alto em relagado
a massa vegetal utilizada.

e A DL50 das larvas de 4. aegypti foi de 575,6 ng/mL, revelando-se um valor

acima do esperado indicando assim, um potencial toxico abaixo do previsto.
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