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ABSTRACT
Phytochemistry Study of the Essential Oil of the Brazilian Peppertree
Fruits (Schinus terebinthifolius Raddi) and its Effectiveness Combating

Dengue

Keywords: Schinus terebinthifolius Raddi, essential oils, dengue, hydrodistillation,
GC/MS.

Dengue is considered the most important of the human arbovirosis,
constituting nowadays one of the main Public Health problems in the world. The
disease is caused by a virus of the genus Flavivirus with four different serotypes,
transmitted by mosquitoes of the genus Aedes, and Aedes aegypti its main vector.

The control of the vector by synthetic insecticides has been the main
procedure adopted in combating the disease, since there are no effective vaccines
against the different virus serotypes. The insecticides, although effective, present
serious problems related to its use, among which can be highlighted environmental
damage, toxicity for human use, and the risk of the selection of resistant larvae and
adults.

The search for natural and less aggressive insecticide methodologies has
considerably grown in the last years, with the use of plant extracts and natural
substances. Studies reveal that plant essential oils have many potential biological
activities against insects.

Schinus terebinthifolius Raddi (Brazilian peppertree) species, well known for
its ornamental properties and its use as food condiment, has also been the object of
studies of biological activity.

In order to provide more information about the chemical identity of the
essential oil of the Schinus terebinthifolius fruits and contribute on the discovery of
new products to combat dengue, this study aimed to characterize chemically and
physical-chemically the essential oil, and also to evaluate its larvicidal , insecticide

and repellent activities related to the Aedes aegypti.
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The results yield of the process of extraction by hydrodistillation (6,54 *
1,56%) did not present a significant difference between the repetitions. The specific
density values (0,9097 + 0,0200 g/cm?), and index of refraction (1,4750 + 0,0001) of
the essential oil showed up close to the available data in the literature, a fact not
observed on the specific rotation value (+26,41 £ 0,0200). Thin-Layer
Chromatography (TLC) and Gas Chromatography (GC) showed the same
chromatographic profile for the samples obtained.

The analysis by Gas Chromatography coupled to the Mass Spectrometry
(GC/MS) detected 28 volatile substances. Among these, 17 were identified (91,15%
of the total identified), among what 12 are monoterpenes and 5 are sesquiterpenes.
The predominant chemical species, all monoterpenics were: d-3-carene (30,37%),
limonene (17,44%), a-phellandrene (12,60%), a-pinene (12,59%), myrcene (5,82%),
and o-cymene (3,46%).

The larvicidal, insecticide and repellent activities of the essential oil were
highlighted against the Aedes aegypti, being the concentrations 169,20 ug/mL; 50,00
ML and 2,39% (w/w), the most effective, respectively, in each of the tests made. The
LCso obtained was 117,34 ug/mL for the larvicidal test, and 28,80 uL for the

insecticide testing.
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RESUMO
Estudo Fitoquimico do Oleo Essencial dos Frutos da Aroeira (Schinus

terebinthifolius Raddi) e sua Eficacia no Combate ao Dengue

Palavras-chave: Schinus terebinthifolius Raddi, Oleos essenciais, dengue,
hidrodestilacao, CG/EM.

O dengue é considerado a mais importante das arboviroses humanas,
constituindo atualmente um dos principais problemas de Saude Publica no mundo. A
doenga € causada por um virus do género Flavivirus, com quatro diferentes
sorotipos, transmitidos por mosquitos do género Aedes, sendo o Aedes aegypti seu
principal vetor.

O controle do vetor por meio de inseticidas sintéticos figura como a
principal medida adotada no combate a doenga, uma vez que nao existem vacinas
efetivas contra os diferentes sorotipos do virus. Os inseticidas, apesar de eficazes,
apresentam sérios problemas relacionados ao seu uso, dentre os quais podem ser
destacados os danos ambientais, a toxicidade para uso humano e o risco de
desenvolvimento de larvas e adultos resistentes.

A procura por metodologias naturais e menos agressivas tem crescido
consideravelmente nos ultimos anos, com a utilizagdo de extratos vegetais e
substancias naturais. Estudos revelam que os Oleos essenciais vegetais apresentam
inumeras potencialidades biolégicas contra insetos.

A espécie Schinus terebinthifolius Raddi (Aroeira), muito conhecida por
suas propriedades ornamentais e uso como condimento alimentar, também tem sido
alvo de estudos de atividade bioldgica.

Com a finalidade de proporcionar maiores informacdes acerca da
identidade quimica do O6leo essencial dos frutos de Schinus terebinthifolius e
contribuir na descoberta de novos produtos no combate ao dengue, este trabalho
objetivou caracterizar quimicamente e fisico-quimicamente o dleo essencial, e
também avaliar as atividades larvicida, inseticida e repelente do mesmo frente ao

mosquito Aedes aegypti.
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Os resultados de rendimento do processo de extragao por hidrodestilagao
(6,54 + 1,56%) nao apresentaram diferenga significativa entre as repeticées. Os
valores de densidade especifica (0,9097 + 0,0200 g/cm®) e indice de refragdo
(1,4750 £ 0,0001) do oleo essencial mostraram-se préximos aos dados disponiveis
na literatura, fato ndo observado para o valor de rotagdo especifica (+26,41 +
0,0200). As analises de Cromatografia em Camada Delgada (CCD) e Cromatografia
Gasosa (CG) revelaram um mesmo perfil cromatografico para as amostras obtidas.

A andlise por Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de
Massas (CG/EM) detectou 28 substancias volateis. Dentre estas, 17 foram
identificadas (91,15% do total identificado), sendo 12 da classe dos monoterpenos e
5 da classe dos sesquiterpenos. As espécies quimicas predominantes, todas
monoterpénicas, foram: &-3-careno (30,37%), limoneno (17,44%), a-felandreno
(12,60%), a-pineno (12,59%), mirceno (5,82%) e o-cimeno (3,46%).

As atividades larvicida, inseticida e repelente do 6leo essencial foram
evidenciadas contra o mosquito Aedes aegypti, sendo as concentragdes 169,20
pg/mL; 50,00 uL e 2,39% (p/p), as mais eficazes, respectivamente, em cada um dos
testes realizados. A CLsp obtida foi de 117,34 ug/mL para o ensaio larvicida, e 28,80

ML para o ensaio inseticida.
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O dengue é uma doenca reemergente que vem preocupando as
autoridades sanitarias de todo o mundo em virtude de sua circulagédo nos cincos
continentes e pelo grande potencial para assumir formas graves e letais. O virus do
dengue € um arbovirus do género Flavivirus; é transmitido por mosquitos do género
Aedes, sendo o Aedes aegypti seu principal vetor. Sdo conhecidos quatro sorotipos
do virus (VENTURA; BATISTA, 1998; SOUTO JUNIOR; RIBEIRO, 2000;
MARCONDES, 2001; FURTADO et al., 2005).

Como ainda nao existem vacinas disponiveis contra os diferentes
sorotipos da doenga, o principal meio de controle do dengue baseia-se no combate
ao Aedes aegypti, por meio do saneamento do meio ambiente, eliminagao dos focos
de procriacdo do vetor e protecao individual contra picadas. As agdes de combate
podem ser focadas nos mosquitos imaturos (formas aquaticas), por meio do controle
fisico, controle quimico e controle biolégico, ou nos mosquitos adultos, por meio de
inseticidas, repelentes e barreiras mecanicas, ou ainda em ambos (MARCONDES,
2001; ARRUDA; OLIVEIRA; SILVA, 2003).

O controle do vetor utilizando inseticidas sintéticos (Figura 1), como o
Temephos, Malathion e Fenitrothion, constitui a principal medida adotada pelos
Programas de Saude Publica (FURTADO et al.,, 2005). O uso continuo destes
inseticidas tem se mostrado eficaz no processo de erradicacdo, mas nao obstante
tem conduzido cada vez mais ao desenvolvimento de larvas e adultos resistentes; o
odor do produto é desagradavel e o principio ativo costuma ser danoso as pessoas
que sofrem de problemas alérgicos e respiratorios (ARRUDA; OLIVEIRA; SILVA,
2003; ALBUQUERQUE et al., 2004).

No Brasil, o Temephos, da classe dos organofosforados, € o mais
utilizado, possuindo um tempo de agao prolongado e lenta decomposigéo; por ser
téxico, pode causar danos a saude da populagao, principalmente criangas e idosos
(VENTURA; BATISTA, 1998; SOUTO JUNIOR; RIBEIRO, 2000). O DDT
(Diclorodifeniltricloroetano), o mais eficiente dos inseticidas organoclorados no
combate aos mosquitos vetores desde 1940, € um produto relativamente barato,
com elevado poder residual, moderadamente téxico e de baixa absor¢gdo cutéanea;
por outro lado n&o é biodegradavel, sendo acumulativo no tecido adiposo de animais
de sangue quente; pode interferir no metabolismo do sddio e potassio e mostrou-se
carcinogénico em camundongos (CONSOLI; OLIVEIRA, 1994; MARCONDES,
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2001). O Brasil € o 3° maior consumidor de pesticidas no mundo: em 2001 foram
consumidas 21.544 toneladas de inseticidas (CORREA; VIEIRA, 2007).
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Figura 1. Principais agentes inseticidas sintéticos utilizados no controle de mosquitos vetores.

A resisténcia aos inseticidas convencionais surge hoje como um dos
principais obstaculos ao controle de insetos de importancia na agricultura e na
medicina. A resisténcia resulta no aumento da frequéncia de aplicacdo de inseticida;
dosagens crescentes; uso de misturas indevidas de produtos; substituicdo por outro
produto, geralmente de maior toxicidade; rendimentos diminuidos; danos ambientais
e surgimento de doengas, quando os vetores ndao podem ser controlados
(GEORGHIOU, 1983). Dados da Organizacdo Mundial de Saude revelam que o
custo da resisténcia de insetos a inseticidas pode alcancar anualmente 1,4 bilhdes
de ddlares nos Estados Unidos (HEMINGWAY; RANSON, 2000).

A procura por metodologias naturais e menos agressivas aos seres
humanos tem crescido consideravelmente nos ultimos anos. Uma alternativa ao
controle quimico convencional é a utilizagdo de extratos vegetais e substancias
naturais efetivas no controle do mosquito adulto e/ou da larva do Aedes aegypti e
que sejam isentas de toxicidade para o meio ambiente (MACORIS et al., 1995). E
fundamental que caracteristicas como toxicidade, agressdo ao meio ambiente,

acumulo na cadeia alimentar e risco de resisténcia, sejam criteriosamente avaliadas

nas proposigdes de novos produtos de combate aos mosquitos.
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O uso de extratos vegetais em ampla escala comercial como inseticida
comecgou aproximadamente em 1850, com a nicotina (Nicotiana tabacum), a
rotenona (Lonchocarpus sp.) e o piretro (Chrysanthemum cinerariaefolium). Hoje,
aproximadamente 2000 espécies de plantas sdo conhecidas por possuir alguma
atividade relativa ao controle de insetos (CROSBY, 1966; AHMED et al., 1984).

Plantas, como organismos que co-evoluem com insetos e
microorganismos, sdo fontes naturais de substéncias inseticidas e antimicrobianas,
ja que as mesmas sao produzidas pelo vegetal em resposta a um ataque patogénico
(PICHERSKY; GERSHENZON, 2002). De modo geral, os compostos quimicos
produzidos pelas espécies vegetais podem ser divididos em dois grandes grupos: 1.
Metabolitos primarios (acidos graxos, agucares e aminoacidos, por exemplo),
espécies quimicas de distribuicdo universal, essenciais a manutencao das funcdes
vitais da planta, apresentando fungdes bem definidas; 2. Metabdlitos secundarios
(terpenos, alcaldides e taninos, por exemplo), compostos de distribuicdo restrita,
sem fungao evidente na manutengao do ciclo de vida da planta, mas, relevantes na
interagdo desta com o meio ambiente (CASTRO et al., 2001).

Muitos dos metabdlitos secundarios produzidos pelas plantas sdo usados
pelas mesmas contra microorganismos e insetos predadores, o que as torna
potenciais candidatas para a descoberta de novos produtos contra o Aedes aegypti.
Como exemplo tem-se a agao repelente dos 6leos essenciais de casca de laranja
(EZEONU; CHIDUME; UDEDI, 2001), tomilho e cravo (BERNARD, 1999) e
substancias como eugenol, cineol e citronelal (HUMMELBRUNNER; ISMAN, 2001).
Estudos com Lippia sidoides (alecrim pimenta) (CARVALHO et al., 2003) e
Cymbopogon citratus (capim limdo) (FURTADO et al.,, 2005) sugerem que seus
Oleos essenciais possuem agao larvicida contra o Aedes aegypti.

Os oleos essenciais sdo substancias volateis, usualmente com odores
agradaveis, extraidos de fontes vegetais normalmente por destilagdo por arraste a
vapor (hidrodestilagdo). Eles sdo encontrados praticamente em todo tecido vivo de
plantas. Tais Oleos possuem um importantissimo papel na protegdo contra
microorganismos e estdo vinculados na sobrevivéncia do vegetal devido as suas
diversas fungdes. Estudos cientificos estabelecem que cerca de 60% dos oleos
essenciais possuem atividade antifungica e 35% possuem atividade antibacteriana
(LIMA et al., 2006). Sao ativos contra virus e protozoarios, apesar do mecanismo de

acgao ainda nao estar totalmente esclarecido (COWAN, 1999).
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Investigacbes recentes confirmam que alguns Oleos essenciais nao
somente repelem, mas também apresentam acao inseticida e/ou larvicida para
varios tipos de insetos, tais como baratas (Periplaneta americana e Blatta
germanica), moscas (Musca domestica e Drosophila melanogaster) e mosquitos
(Anopheles stephensi, Aedes aegypti e Culex quinquefasciatus) (ANSARI; RAZDAN;
TANDON, 2000; ANSARI et al.,, 2000; ISMAN, 2000; CARVALHO et al., 2003;
CHENG et al., 2003; SIMAS et al., 2004). As substancias mais frequentemente
encontradas nos oOleos essenciais pertencem a um grupo de compostos conhecidos
como terpenos (ISMAN, 2000). Muitos terpenos constituintes de 6leos essenciais
tém recebido atencao especial por parte de pesquisadores (ALCARAZ; RIOS, 1991).

A planta Schinus terebinthifolius Raddi, popularmente conhecida como
aroeira e, cujo fruto € muito utilizado na culinaria européia, também vem sendo
estudada quanto a sua composigao quimica e atividades farmacoldgicas, por possuir
inumeras potencialidades medicinais e fitoquimicas. Alguns de seus metabdlitos
secundarios tém auxiliado no tratamento e cura de diversos males (LENZI; ORTH,
2004a; LENZI; ORTH, 2004b).

Propriedades antioxidantes (DEGASPARI; WASZCZYNSKYJ; SANTOS,
2004; ROSSATO et al.,, 2004; LIMA et al., 2006b; CERUKS et al.,, 2007),
antimicrobianas (GUERRA et al., 2000; AMORIM; SANTOS, 2003; DEGASPARI;
WASZCZYNSKYJ; PRADO, 2005), moluscicidas (LIMA et al.,, 2006b) e
leishmanicidas (BRAGA et al., 2006) de Schinus terebinthifolius foram descritas na
literatura, incluindo-se ai os estudos com o 6leo essencial, onde algumas
propriedades bioldgicas ja foram confirmadas: agédo antifungica (LIMA et al., 2006a;
BUENO; SANTOS; SARTORI, 2007), atividade antimicrobiana (GEHRKE et al.,
2007) e propriedade alelopatica (NESELLO; SERAFINI; PAULETTI, 2007).

Resultados promissores foram obtidos por Santos et al. (2005) na
avaliacdo da atividade larvicida do O6leo essencial dos frutos de Schinus
terebinthifolius Raddi. Este estudo constitui um incentivo para a continuidade da
investigacado da atividade do 6leo essencial de Schinus utilizando larvas de Aedes
aegypti, e ampliacdo para a avaliagao de outras propriedades bioldgicas, a saber,
acgao inseticida e acao repelente, a fim de se obter meios alternativos de combate ao

dengue.
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Assim, a presente dissertacao engloba e propde a prospeccao fitoquimica,
avaliacao das caracteristicas fisico-quimicas e analise das propriedades larvicida,
inseticida e repelente do O6leo essencial extraido dos frutos de Schinus
terebinthifolius Raddi, proporcionando conhecimento acerca de suas caracteristicas

quimicas e bioldgicas.
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2 OBJETIVOS
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2.1 OBJETIVO GERAL

O presente estudo tem como objetivo geral estudar quimicamente e fisico-
quimicamente o 6leo essencial dos frutos da planta Schinus terebinthifolius Raddi
(Aroeira), e também avaliar e quantificar suas atividades larvicida, inseticida e

repelente no controle do mosquito Aedes aegypti.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

(i) Extragao por hidrodestilagado, em aparelho de Clevenger modificado, do

6leo essencial dos frutos de Schinus terebinthifolius Raddi;

(i) Analise e comparagao das porcentagens (massa de 6leo/massa de

material seco) de dleo essencial extraido dos frutos;

(iii) Caracterizagao fisico-quimica das amostras de oleo essencial obtidas;

(iv) Anadlise das substancias volateis das amostras através de
Cromatografia em Camada Delgada (CCD) e Cromatografia Gasosa (CG), e
identificacdo por Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas
(CG/EM);

(v) Avaliacdo e quantificagdo das atividades larvicida, inseticida e
repelente do Oleo essencial dos frutos de Schinus terebinthifolius Raddi, em

diferentes concentragdes, frente ao mosquito Aedes aegypti.
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3.1 DENGUE

O dengue € a mais frequente das infec¢des arbovirais humanas, causado
por um Flavivirus (Figura 2) com 4 sorotipos distintos, denominados DEN-1, DEN-2,
DEN-3 e DEN-4, transmitidos pela picada de fémeas de mosquitos do género Aedes,
destacando-se o0 Aedes aegypti (Linnaeus, 1762) como principal espécie
transmissora (BEERS; BERKOW, 2001; WHO, 2002; ARRUDA; OLIVEIRA; SILVA,
2003; FERREIRA et al., 2005).

Figura 2. Microscopia crioeletrénica do virus do dengue.
Fonte: Kuhn et al. (2002).

Normalmente, virus compostos por RNA, como os Flavivirus, tendem a
apresentar mais mutagdes, o que parece nao ser o caso do virus do dengue, que
pouco se modificou nos ultimos anos. Ao que tudo indica, o DEN-3 é o tipo mais
virulento, seguido pelo DEN-2, DEN-4 e DEN-1 — a viruléncia é diretamente
proporcional a intensidade com que o virus se multiplica no corpo (SCHATZMAYR,
2007).

O Aedes aegypti € um dos insetos mais domiciliados no Brasil, podendo
ser facilmente identificado pelo escudo ornamentado com escamas branco-
prateadas formando um desenho em forma de lira. Seus criadouros preferenciais
sdo os recipientes artificiais, tanto os abandonados pelo homem a céu aberto e
preenchidos pelas aguas das chuvas, como aqueles utilizados para armazenar agua
para uso doméstico (SILVA; SILVA; LIRA, 1998; SILVA et al., 2002). Contudo, Silva
et al. (1999) demonstraram que o Aedes aegypti também se desenvolve em agua

poluida.
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O desenvolvimento do mosquito ocorre por metamorfose completa (Figura
3), passando pelas seguintes fases: ovo, quatro instars larvais, pupa e inseto adulto
(DENGUE, 2003).
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Figura 3. Ciclo de vida do mosquito Aedes aegypti.
Fonte: Adaptado de Dengue (2008).

Os ovos apresentam-se brancos no momento da postura, mas
rapidamente adquirem coloragdo negra brilhante, sendo consideravelmente
resistentes: ja foi observada a eclosao de ovos com até 450 dias, quando colocados
em contato com a agua. A resisténcia dos ovos do Aedes aegypti a dessecagao é
um sério obstaculo para sua erradicagdo, além de permitir que o0s ovos sejam
transportados a grandes distancias em recipientes secos, tornando-se assim o
principal meio de disperséo do inseto (dispersao passiva). A fase larvar, uma fase de
alimentagao e crescimento, ao contrario dos ovos, apresenta grande vulnerabilidade,
sendo o alvo preferencial das agdes de combate do Programa Nacional de Combate
do Dengue (PNCD) (DENGUE, 2003).

O Aedes aegypti € dotado de certo ecletismo em relacdo a fonte
sanguinea para alimentagdo, mas o homem é sua principal vitima; as fémeas
restringem seus habitos hematdéfagos aos horarios diurnos, com maior pico no

periodo entre 16 e 18 horas. A noite, embora raramente, podem ser oportunistas,
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atacando o homem se este se aproxima de seu abrigo (CONSOLI; OLIVEIRA, 1994;
MARCONDES, 2001; SILVA et al., 2002).

O ciclo do dengue é: Homem — Aedes aegypti — Homem (Figura 4). O
homem ¢é infectante ao mosquito vetor durante o periodo de viremia. No mosquito
vetor infectado, o virus, apés a multiplicagdo, concentra-se em glandulas salivares.
Deste ponto em diante, o vetor vai transmitindo o virus para quantas pessoas forem
picadas (MARCONDES, 2001). O Aedes aegypti € atualmente o mosquito de maior

dispersdo em areas urbanas no mundo (SILVA et al., 2004).

Mosquito pica/ Mosquito pica /
Adquire virus Transmite virus

<«— Periodo — Periodo

< de incubacdo de incubacéo

extrinseco intrinseco : :
Viremia Viremia

12 16 20 A

A0 54 8 : 24
\_ J DIAS \_
Doenca Doenca

Ser humano 1 Ser humano 2

Figura 4. Ciclo do dengue.
Fonte: Dengue (2007).

A incidéncia do dengue tem aumentado nas ultimas décadas. A doenca
ocorre em mais de 100 paises e expde mais de 2,5 bilhbes de pessoas ao risco de
contrai-la nas areas urbanas, periurbanas e rurais dos trépicos e subtrdpicos. Trata-
se de uma doenca endémica na Africa, nas Américas, no leste do Mediterraneo, no
Sudeste Asiatico e no Oeste do Pacifico. Nas Américas, no ano de 2003, foram
notificados cerca de 483 mil casos (BRAGA; VALLE, 2007).

Até 1977, os sorotipos DEN-2 e DEN-3 eram os predominantes nas
Américas. O sorotipo DEN-1 foi detectado em 1977, causando epidemias na
Jamaica, Cuba, Porto Rico e Venezuela. O sorotipo DEN-3 circulou até meados da
década de 70, desapareceu, e foi reintroduzido em 1994, causando uma grande
epidemia na Nicaragua, que depois se disseminou para o México e outros paises da
América Central e do Sul. Atualmente, o DEN-3 é detectado em mais de 15 paises.

Em 1981, o DEN-4 foi isolado nas ilhas do Caribe e, atualmente, esta presente em
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diversos paises da regiao, assim como na Venezuela, Equador e Peru (BRICKS,
2004).

Varios fatores contribuiram para o crescimento do dengue nos ultimos 50
anos. O maior aumento ocorreu nos paises em desenvolvimento, onde o
crescimento desordenado propiciou condigdes favoraveis a multiplicagdo do
mosquito vetor, tais como a falta de servigos basicos (estrutura de fornecimento de
agua, esgoto e coleta de lixo). Outro problema associado ao aumento dos casos de
dengue é o aumento das migragdes e do turismo, que favorecem a importacao de
novos sorotipos (BRICKS, 2004).

No Brasil, faz-se referéncia ao dengue desde o ano de 1846. A doenga
apresenta um padrdo sazonal, com maior incidéncia de casos nos primeiros cinco
meses do ano, periodo mais quente e umido, tipico dos climas tropicais. O sorotipo
DEN-1 causou epidemias no Rio de Janeiro em 1986, o DEN-2, foi introduzido em
1990, e o DEN-3 no ano 2000. O sorotipo DEN-4 foi um dos primeiros a ser isolado
em uma epidemia de dengue ocorrida em Boa Vista, Roraima, em 1981; atualmente
este sorotipo ndo existe no territério brasileiro. Em 2002, foram registrados cerca de
800 mil casos de dengue no Brasil, 0 que corresponde a 80% dos casos de toda a
América no mesmo ano. Atualmente, o dengue encontra-se presente em todos os
estados brasileiros, distribuido por 3.794 municipios, sendo responsavel por cerca
de 60% das notificagdes nas Américas (BRICKS, 2004; BRAGA; VALLE, 2007;
CAMARA et al., 2007).

Ha duas formas da doenca: dengue classico (ou febre de dengue), com
sintomas caracteristicos de varias viroses e de pouca gravidade, e dengue
hemorragico (ou febre hemorragica de dengue), forma mais grave que inclui desde
pequenos sangramentos até grandes hemorragias e oObitos (CAVALCANTI et al.,
2004).

Segundo o Ministério da Saude, um caso suspeito de dengue classico
apresenta febre com duragdo maxima de 7 dias, acompanhada de pelo menos dois
dos seguintes sintomas: cefaléia, dor retro-orbitaria, mialgia, artralgia, prostracao,
exantema. Além desses sintomas, o individuo deve ter estado nos ultimos 15 dias
em area onde esteja ocorrendo transmissdo de dengue ou tenha a presenga do
Aedes aegypti (RODRIGUES et al., 2005).

O desenvolvimento de uma vacina contra o dengue para uso em larga

escala é considerado prioritario pela Organizacdo Mundial da Saude. Entretanto, o
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desenvolvimento dessa vacina tem frustrado a comunidade cientifica, devido a
certas exigéncias e problemas, tais como a necessidade de a vacina imunizar contra
os quatro sorotipos da doenga, com alta eficiéncia, para evitar o mecanismo
fisiopatolégico que desencadeia o dengue hemorragico (FIGUEIREDO, 1999).

A reemergéncia de epidemias de dengue classico e a emergéncia da febre
hemorragica de dengue sao alguns dos maiores problemas de Saude Publica da
segunda metade do século XX (CAMARA et al., 2007).

3.2 Schinus terebinthifolius RADDI

3.2.1 Caracterizacao Botanica

A Schinus terebinthifolius Raddi, popularmente conhecida como aroeira,
aroeira-vermelha, aroeira-pimenteira e pimenta-brasileira, pertencente a familia
Anacardiaceae, € uma espécie originaria da América do Sul, especialmente do
Brasil, Paraguai e Argentina. E encontrada desde o Ceara até o Rio Grande do Sul,
sendo largamente distribuida no estado do Espirito Santo. E uma arvore tipica da
caatinga nordestina, indicada para a recuperacdo de areas degradadas e
arborizagcdo (SANTOS et al., 2004). A espécie foi descrita pela primeira vez em
1820, pelo italiano Giuseppe Raddi (JONES, 1997).

A planta se caracteriza por ser uma arvore de 4 a 10 metros de altura, de
tronco com casca espessa e copa densa, folhas compostas por 3 a 10 pares de
foliolos, de bordas serreadas, flores pequenas de coloragdo amarelo-clara e
aromaticas; a semente € unica, marrom-escura e mede cerca de 0,3 centimetros de
diametro (DEGASPARI; WASZCZYNSKYJ; SANTOS, 2004; SANTOS et al., 2004).
Os frutos sao do tipo drupa (carnoso) e tém coloragao verde no inicio e depois se
tornam vermelhos (posteriormente, a casca vermelha seca e se transforma em uma
espécie de concha de papel que envolve a semente); sdo comestiveis (Figura 5) e
ricos em Oleo essencial, podendo chegar a 10% do peso seco dos frutos (LLOYD et
al., 1977), enquanto seus galhos, folhas e inflorescéncias apresentam de 0,08 a
0,15% de o6leo essencial (SINGH et al., 1998). A casca do caule contém, além de
Oleos essenciais, taninos, resinas e saponinas: as cascas frescas contém 0,12% de
oleo essencial e 13,9% de taninos (BORIO; CECY; YASUMOTO, 1973).
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Estudos fitoquimicos realizados entre 1960 e 1970 revelaram a presenca
de diversos compostos quimicos, incluindo alcoois, cetonas, acidos, monoterpenos,
sesquiterpenos e triterpenos, no caule, folhas e frutos de Schinus terebinthifolius
(LLOYD et al.,, 1977; MORTON, 1978). Marsaioli (1974), em seu trabalho com
extratos benzénicos de cascas e folhas de Schinus terebinthifolius, isolou os
seguintes triterpenos: acido masticadienénico, schinol, baueren-28-carboxi-3-ona, [3-
sitosterol, a-amirina, bauerenona, simiarenol e n-triacontano, sugerindo ainda a
presenca de bauerenol e a-amirinona.

A espécie floresce a partir de trés meses de idade e apresenta periodo de
floragdo prolongado, estendendo-se de outubro a abril. E uma espécie de valor
apicola para a produgao de mel de qualidade e pdlen (REITZ; KLEIN; REIS, 1978;
CARVALHO, 1981). Nas proximidades de Curitiba, Parana, € comum o uso da
aroeira como suplemento alimentar para caprinos (BAGGIO, 1988).

A aroeira é também resistente ao fogo. Devido a sua capacidade de
rebrota, a espécie pode ser utilizada em barreiras contra incéndios, desde que
manejada em forma arbustiva (BAGGIO, 1988).

Atualmente, a espécie vem se destacando cada vez mais pelo consumo
de seus frutos (pimenta rosa), cuja demanda tem aumentado muito, tanto no
mercado nacional quanto internacional, que os utiliza como condimento alimentar

(LENZI; ORTH, 2004a). Na Europa, a planta assume ainda caracteristicas
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ornamentais, sendo utilizada na arborizacdo de parques e avenidas (CORREA,
1984).

Schinus terebinthifolius apresenta também propriedades medicinais; as
partes utilizadas s&o: casca, folhas e frutos (BORIO; CECY; YASUMOTO, 1973). E
adstringente, antidiarréica, depurativa, diurética e febrifuga. Devido a composi¢céao
quimica de seus Oleos essenciais, € usada no tratamento de disturbios respiratérios.
Da casca, ativa contra febre, hemoptises e afecgdes uterinas em geral, extrai-se um
6leo empregado contra tumores e doencas da cérmnea (DEGASPARI;
WASZCZYNSKYJ; SANTOS, 2004; MOUSTAFA et al., 2007). Aos frutos e seu 6leo
essencial atribui-se atividade antimicrobiana sobre bactérias gram-positivas e,
antiinflamataoria por inibicdo da enzima fosfolipase A, (PIRES et al., 2004). Esta acéo
antiinflamatoria apresenta carater inibitério especifico e esta diretamente relacionada
a triterpendides presentes nos frutos (JAIN et al., 1995).

As partes aéreas da planta revelam propriedades antioxidantes
(DEGASPARI; WASZCZYNSKYJ; SANTOS, 2004; ROSSATO et al., 2004; LIMA et
al.,, 2006b; CERUKS et al.,, 2007), enquanto ao extrato etandlico das folhas é
atribuida a capacidade de inibigdo do crescimento de certas bactérias e fungos, tais
como Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa e Candida albicans. O 6leo
essencial da planta é usado topicamente no tratamento de micoses e candidiases,
sendo esta atividade atribuida a sua alta concentragdo de monoterpenos (LIMA et
al., 2006c¢).

A espécie apresenta, no entanto, alguns fatores negativos. A sua alta
capacidade reprodutiva a torna agressiva na invasao de areas onde a sua presenca
nao € desejavel, sendo recomendada cautela no planejamento e manejo do seu
plantio, principalmente fora de sua regido de origem. Embora no Brasil ndo se
caracterize como tal, ocorrendo em proporgdes equilibradas na flora nativa, a aroeira

introduzida na Fldrida tornou-se uma espécie invasora (SANCHOTENE, 1985).

3.2.2 Composicdo Quimica

3.2.2.1 Oleos Essenciais

Os dleos essenciais ja vém sendo utilizados pela medicina ha milhares de

anos. Registros egipcios de seis mil anos atras relatam praticas religiosas
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associadas a cura de males, uncgdes da realeza e busca de bem-estar fisico, através
dos aromas obtidos de partes especificas de certos vegetais, como resinas, folhas,
flores e sementes. Na China e india as substancias aromaticas ja eram populares ha
centenas de anos antes da era crista, quando eram utilizadas em incensos, pocoes
e varios tipos de acessorios, usados diretamente sobre o corpo. Entretanto, a real
comercializagdo de materiais aromaticos s6 se iniciou a partir da Idade Média,
quando cientistas mucgulmanos introduziram o processo de destilagdo para a
extracao de oleos oriundos de diversas partes das plantas (SIANI et al., 2000).

As denominacbes atribuidas a estes Oleos devem-se as suas
caracteristicas fisico-quimicas: como evaporam quando expostos ao ar em
temperaturas comuns, sua principal caracteristica, sdo chamados 6leos volateis; por
apresentarem aroma intenso e agradavel, constituindo verdadeiras “esséncias’,
Oleos essenciais; e por serem soluveis em solventes organicos apolares, como o
eter, por exemplo, podem ser denominados de Oleos etéreos. Além disso,
apresentam alto indice de refracdo e sdo opticamente ativos (TYLER; BRADY;
ROBBERS, 1988; ROBBERS; SPEEDIE; TYLER, 1997; VITTI; BRITO, 2003;
SIMOES et al., 2004).

A ISO (International Standard Organization) define dleos essenciais como
os produtos obtidos de partes de plantas mediante destilagéo por arraste com vapor
de agua, bem como os produtos obtidos por expressdao dos pericarpos de frutos
citricos (SIMOES et al., 2004).

Dependendo da familia, os 6leos essenciais podem ocorrer em estruturas
secretoras especializadas, tais como pélos glandulares (Lamiaceae), células
parenquimaticas diferenciadas (Laureaceae, Piperaceae, Poaceae), canais oleiferos
(Apiaceae) ou em bolsas lisigenas ou esquizolisigenas (Pinaceae, Rutaceae),
podendo ser estocados em certos 6rgaos, tais como flores, folhas, cascas dos
caules, madeira, raizes, rizomas, frutos ou sementes (SIMOES et al., 2004).

Na espécie Schinus terebinthifolius, os Oleos essenciais mostram-se
presentes nas folhas, frutos, galhos, cascas do caule e inflorescéncias (BORIO;
CECY; YASUMOTO, 1973; SINGH et al., 1998; IBRAHIM; FOBBE; NOLTE, 2004;
SANTOS et al., 2004).

A maior parte dos 6leos essenciais consiste na mistura de hidrocarbonetos
(monoterpenos, sesquiterpenos, entre outros) e de compostos oxigenados (alcoois,

ésteres, éteres, aldeidos, cetonas, lactonas, fendis, éteres fendlicos, entre outros).
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Quimicamente, estes compostos derivam de terpenos, originados a partir da unidade
isoprénica (u.i.; CsHg), que por sua vez origina-se do Acido Mevalénico (Esquema 1),
ou de fenilpropandides, provindos do Acido Chiquimico (Esquema 2). Quando estes
compostos contém elementos adicionais, normalmente o oxigénio, sdo denominados
terpendides. Os terpendides apresentam-se entre as principais classes de
metabdlitos secundarios biologicamente ativos, juntamente com os glicosideos,
alcaldides e flavondides, sendo classificados de acordo com o numero de unidades

isoprénicas presentes na molécula: monoterpenos (C,; 2 u.i.); sesquiterpenos (C,;

; 8 u.i.)

40°

10’

3 u.i.); diterpenos (C,; 4 u.i.); triterpenos (C,; 6 u.i.); tetraterpenos (C

(GUENTHER, 1977; COWAN, 1999; RATES, 2001; SIMOES et al., 2004).
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Esquema 1. Rota biossintética de terpendides a partir do Acido Mevalénico.
Fonte: Adaptado de Dewick (2002).
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Esquema 2. Rota biossintética de fenilpropandides a partir do Acido Chiquimico.
Fonte: Adaptado de Dewick (2002).

A composicao quimica do 6leo essencial de uma planta é determinada

geneticamente, geralmente especifica para um determinado érgao (o 6leo da casca

da canela é rico em aldeido cinamico, enquanto o 6leo das folhas e raizes é rico em

eugenol e canfora, respectivamente), e caracteristica para o seu estagio

de

desenvolvimento. Entretanto, as condigdes ambientais sdo capazes de causar

variacdes significativas (WILLIAMS et al., 1998; SIMOES et al., 2004).

O dleo essencial dos frutos de Schinus terebinthifolius Raddi apresenta

uma composi¢cao predominantemente terpénica (Quadro 1) (PIERIBATTESTI et al.,

1981; MALIK; MAHMUD; SATTAR, 1994).

19



Estudo Fitoquimico do Oleo Essencial dos Frutos da Aroeira (Schinus terebinthifolius Raddi) e sua Eficacia no Combate ao Dengue

a-pineno B-pineno .
limoneno p-cimeno
6-3-careno OH
} B-felandreno
a-felandreno 4-terpineol

Quadro 1. Estruturas quimicas de alguns monoterpenos comumente presentes no 6leo essencial de
Schinus terebinthifolius Raddi.

Em seu trabalho com frutos frescos de Schinus terebinthifolius, Ibrahim;
Fobbe; Nolte (2004) identificaram o elixeno, o a-pineno € o germacreno D como
compostos majoritarios do 6leo essencial. Pieribattesti et al. (1981), detectaram, pela
primeira vez, a preseng¢a do canfeno, B-felandreno e y-terpineno no 6leo essencial
obtido a partir dos frutos de Schinus terebinthifolius; dos 12 monoterpenos
encontrados no trabalho, o a-pineno e o a-felandreno apresentaram-se em maior
propor¢cao, enquanto apenas tragos de careno foram encontrados. Lloyd et al.
(1977), ao trabalharem com extratos hexanicos e etéreos de frutos triturados de
Schinus  terebinthifolius, = encontraram os acidos masticadiendico e
hidroximasticadiendico, além de uma pequena quantidade de acido ursdlico; na
porcdo neutra do extrato foram identificados: a-pineno (25% do total de
monoterpenos), B-pineno, sabineno, 6-3-careno, a-felandreno, [(-felandreno,
limoneno, p-cimeno e terpinoleno.

Gehrke;  Stolz; Morel (2007) obtiveram uma  composi¢cao
predominantemente monoterpénica em seu trabalho com o 6leo essencial de
Schinus terebinthifolius obtido a partir de frutos maduros, sendo o 8-3-careno e o a-

pineno responsaveis por, aproximadamente, 40% dos constituintes da amostra.
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3.2.2.2 Aspectos Toxicologicos

Morton (1978) alertou sobre o uso da Schinus terebinthifolius em seres
humanos, em funcédo de efeitos adversos, tais como: irritagdo do sistema digestivo,
nauseas, inflamagdes e alergias (com lesdo e edema). Acredita-se que cefaléias
agudas e problemas respiratorios possam ser atribuidos aos monoterpenos volateis
presentes nos frutos (STAHL; KELLER; BLINN, 1983).

Stahl; Keller; Blinn (1983) isolaram e caracterizaram o 0-8'-cardanol de
frutos de Schinus terebinthifolius; testes cutaneos demonstraram a natureza quimica
irritante deste composto para a pele. Os autores atribuiram os efeitos toxicos da
aroeira ao 0-8'-cardanol combinado com alguns outros constituintes do 6leo,
especialmente o 8-3-careno e o felandreno.

A espécie apresenta toxicidade para o gado bovino (CORREA, 1926).

Resultados preliminares de um estudo realizado por Pires et al. (2004)
para avaliar a toxicidade aguda de Schinus terebinthifolius revelaram atoxicidade do
extrato por via oral em camundongos, sendo a dose-limite utilizada (5 g.Kg™'), cerca
de 2.500 vezes superior a habitualmente usada como condimento, sugerindo

seguranga quanto a inocuidade para o consumo humano.
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4 MATERIAL E METODOS
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4.1 MATERIAL

4.1.1 Amostras

Frutos maduros de Schinus terebinthifolius Raddi foram colhidos no
Campus da Universidade Federal do Espirito Santo (UFES), localizado em
Goiabeiras, Vitoria, Espirito Santo, de arvores localizadas proximas ao prédio da
Secretaria do Centro de Ciéncias Exatas (CCE).

A identificagdo botanica foi realizada pela professora Solange Zanotti
Schneider do Laboratério de Botanica. As exsicatas das plantas representando as
coletas encontram-se arquivadas no Herbario da instituicdo, sob o registro VIES
14711.

Os frutos foram submetidos a secagem em ambiente aberto, durante uma
semana, a sombra, para que nao houvesse perda dos componentes volateis.

A secagem diminui a velocidade de deterioragdo do material por meio da
reducdo do teor de umidade, atuando negativamente na agdo das enzimas pela
desidratagcdo, permitindo a conservagdo das plantas por mais tempo. Com a
eliminagdo da agua, aumenta-se o percentual de principios ativos em relagcdo a
massa seca (SILVA; CASALI, 2000).

4.1.2 Larvas e Mosquitos Testes

Em pontos de alta incidéncia de dengue na Grande Vitéria, Espirito Santo,
larvas e pupas de Aedes aegypti foram coletadas, selecionadas e identificadas pelo
bidlogo Helder Ricas Rezende, do Nucleo de Entomologia e Malacologia da
Secretaria de Estado da Saude (SESA), para a formagao de colénias e obtencao da
primeira geragdo de mosquitos e larvas em laboratorio (geracéo F).

Os mosquitos foram mantidos em uma gaiola de aluminio (altura: 30,0 cm;
largura: 30,0 cm; comprimento: 30,0 cm) no insetario do Nucleo de Entomologia e
Malacologia do Espirito Santo (NEMES), a 25 + 2°C e 70 £ 5% de umidade relativa
do ar, submetidos a fotoperiodo de 12:12 horas (claro/escuro), e, alimentados com
solugdo aquosa de sacarose a 10% (p/v) e sangue de um rato vivo. O local

apresentava-se isento de patdgenos, inseticidas ou repelentes.
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As larvas foram mantidas em cubas plasticas de 1500 mL (altura: 5,5 cm;
largura: 16,0 cm; comprimento: 26,0 cm) contendo agua corrente e, alimentadas

exclusivamente com ragéo para peixe.

4.1.3 Reagentes

Foram utilizados apenas reagentes de grau analitico: etanol 95%;
diclorometano; sulfato de sddio anidro; hexano; acetato de etila; iodo ressublimado;
cloroférmio. Silica gel para Cromatografia em Camada Delgada (com 13% de

gesso).

4.2 METODOS

Os trabalhos foram conduzidos nos Laboratérios de Quimica Organica, de
Fisico-Quimica e de Entomologia da Universidade Federal do Espirito Santo (UFES),
Vitoria, Espirito Santo. A analise de Cromatografia Gasosa acoplada a
Espectrometria de Massas (CG/EM) e a determinagado da Rotagédo Especifica foram
realizadas no Instituto Agronémico de Campinas (IAC) e Universidade Federal de
Séo Carlos (UFSCar), respectivamente.

Os ensaios biolégicos conduzidos no laboratério de Entomologia (atividade
larvicida, inseticida e repelente), foram realizados sob as mesmas condigbes de
temperatura e umidade relativa do ar: 25°C + 2°C e 70 + 5%, respectivamente.

O procedimento adotado ao longo do experimento € mostrado no

Esquema 3.
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Material botanico

(Frutos de Schinus terebinthifolius Raddi)

1. Hidrodestilagao
(aparelho de Clevenger

modificado)

\ 4 \ 4
Residuo Oleo/Agua
(Hidrolato)

Desprezado 1. Separagéo (Particionamento
com Diclorometano)
\ 4
\ 4
Oleo Solucéo aquosa

A\ 4

1. Na;SOy anidro/2. Filtragdo/3. Rotaevaporagcao

Oleo essencial

A 4

1. Caracterizagé&o fisico-quimica:
a) Densidade especifica; b) Indice de
refragdo; c) Rotagéo especifica

2. Anélises qualitativas e quantitativas:
a) CCD; b) CG; ¢c) CG/EM

Identificacéo

1. Ensaios biolégicos

Acéo
larvicida

Acéao
inseticida

Acéo
repelente

Esquema 3. Procedimento geral adotado no trabalho.
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4.2.1 Extrac&o do Oleo Essencial

O d6leo essencial dos frutos de Schinus terebinthifolius Raddi foi extraido
pelo método de hidrodestilagdo de acordo com o método empregado pela AOAC
(1995), como mostra a Figura 6. O processo consiste essencialmente em volatilizar o

Oleo essencial com uma corrente de vapor de agua (WATERMAN, 1993).

4.2.1.1 Hidrodestilagéo

Para a extragédo por hidrodestilagao foi utilizado o aparelho de Clevenger
modificado (WASICKY; AKISUE, 1969), acoplado a baldo de fundo redondo de
3000 mL. A utilizagdo do aparelho de Clevenger permite a separagao do 6leo e da

agua, além do resfriamento do 6leo, evitando possiveis decomposi¢des do mesmo.

Figura 6. Sistema de hidrodestilagdo com apafelho de Clevenger modificado.

Os frutos de Schinus terebinthifolius (200 g), descascados e triturados em
liquidificador até atingirem granulometria uniforme, e 1500 mL de agua deionizada,
foram colocados no baléo e levados para a manta aquecedora.

O tempo de extragcdo foi de 6 horas contadas a partir da ebulicdo da
amostra, de acordo com a recomendacéo de tempo de hidrodestilagdo de Azevedo
et al. (2002) em seu estudo com Hyptis suaveolens.

Todo o sistema foi protegido da luz.
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O hidrolato obtido foi particionado com trés porgdes de 30 mL de
diclorometano em funil de separacéao, e seco com sulfato de sédio anidro, sendo em
seqguida filtrado para a separagédo do sulfato e levado ao rotaevaporador (Buchi) a
30°C e pressado reduzida (40 mmHg) para remogao do diclorometano. Apos a
evaporacgao do solvente, o 6leo essencial obtido foi pesado e armazenado em frasco
ambar sob resfriamento: na maioria dos casos, o 6leo essencial pode sofrer
oxidacdo, tornando-se escuro, o que pode ser evitado armazenando-o em frasco

ambar, bem fechado e cheio, em condigbes de baixa temperatura (MING, 1998).

4.2.1.2 Rendimento

O rendimento do processo extrativo foi determinado em decuplicata pela
relacdo massa/massa (conforme a férmula abaixo). As massas dos 6leos essenciais
foram determinadas em balanga semi-analitica e seus valores comparados as

respectivas massas de frutos de Schinus terebinthifolius utilizadas.

% de 6leo essencial = massa de 6leo essencial obtido (g) x 100
massa de frutos secos (g)

4.2.2 Determinac&o das Caracteristicas Fisico-Quimicas do Oleo Essencial

Para a caracterizagao fisico-quimica das amostras de 6leo essencial foram
realizadas as seguintes analises: densidade especifica, indice de refragdo, rotagao
especifica e perfil cromatografico (Cromatografia em Camada Delgada,
Cromatografia Gasosa e Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de

Massas).
4.2.2.1 Densidade Especifica

A densidade especifica de uma substancia é a razdo entre a massa de
uma quantidade da substancia e o volume correspondente, usualmente expressa em
g/cm®. Trata-se de um indicador muito Util: a maioria dos 6leos essenciais é mais
leve que a agua e, portanto, tem uma densidade especifica inferior a 1
(WATERMAN, 1993).
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Este parametro foi determinado em densimetro digital (Anton Paar, modelo
Stabinger série SVM 3000), calibrado a temperatura de 20°C, utilizando a norma
ASTM D5002 (ASTM, 1999).

4.2.2.2 Indice de Refracdo

Segundo a Farmacopéia Brasileira (1988), o indice de refracdo de uma
substancia é a relacdo entre a velocidade da luz no ar e a sua velocidade nesta
substancia. E um importante parametro fisico-quimico para a confirmagdo da
identidade de um 6leo (WATERMAN, 1993) e deteccao de impurezas (IAL, 1985). O
alto indice de refragdo é uma caracteristica dos oOleos essenciais (VITTI; BRITO,
2003).

Esta determinacgéo foi efetuada em refratbmetro Abbe (Carl-Zeiss Jena,
modelo G), a temperatura de 20°C, de acordo com a metodologia descrita pela
AOAC (1995).

4.2.2.3 Rotagéao Especifica

A rotacdo especifica € a propriedade que certas substancias quirais
apresentam de desviar o plano de polarizagdo da luz polarizada. A rotagao
especifica é considerada como positiva (+) para as substancias dextrégiras (desviam
o plano de polarizagdo no sentido horario) e negativa (—) para as substancias
levégiras (desviam o plano de polarizagdo no sentido anti-horario) (FARMACOPEIA
PORTUGUESA VII, 2002). Nos O6leos essenciais, 0s mono- e sesquiterpenos
apresentam-se sob formas estereoquimicas definidas, e muito raramente como
misturas racémicas. Como as moléculas quirais tém a habilidade de desviar o plano
de polarizacdo da luz polarizada, enquanto as misturas racémicas e moléculas
aquirais ndao o fazem, os Oleos essenciais tendem a ser opticamente ativos
(WATERMAN, 1993). A rotacdo especifica é utilizada para diferenciar o dleo
sintético do natural: os Oleos essenciais sintéticos, por apresentarem-se como

misturas racémicas, sao inativos opticamente (MING, 1998).
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As medidas de rotacdo especifica do 6leo essencial, sem diluicdo, foram
realizadas em polarimetro digital (Perkin EImer, modelo Polarimeter-241) que utiliza
a raia D do sodio (A = 589,3 nm), com caminho 6ptico de 1 dm e cubeta com 0,8 mL

de capacidade, a temperatura de 23,5°C.

4.2.2.4 Perfil Cromatografico

4.2.2.4.1 Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

Os cromatogramas foram obtidos empregando-se como fase estacionaria
placas cromatograficas de silica gel com 13% de gesso e, como fase movel, uma
mistura em proporgao volumétrica do sistema hexano:acetato de etila (90:10; v/v), e

iodo ressublimado como revelador.

4.2.2.4.2 Cromatografia Gasosa (CG)

As analises de Cromatografia Gasosa foram realizadas utilizando-se
equipamento da marca Varian (Figura 7), modelo Star 3600 CX, acoplado com
detector de ionizagdo de chama de hidrogénio, e equipado com uma coluna capilar
de silica fundida DB-1 (dimetilsiloxano) da marca J&W Scientific, com 30 m de
comprimento, didmetro de 0,32 mm, espessura do filme de 5 uym; o nitrogénio foi
utilizado como gas carreador. As condicbes de operagcao do cromatografo gasoso
foram: pressao interna da coluna de 80 kPa; raz&o de split de 20:1; fluxo de gas na
coluna de 30 mL/min.; temperatura no injetor: 200°C; temperatura no detector:
250°C; programagédo da coluna: 70°C (1 min.), 25°C/min. até 190°C (1 min.),
1°C/min. até 200°C (4 min.), 1°C/min. até 210°C (4 min.), 2,5°C/min. até 220°C (8
min.).

Uma pequena quantidade do éleo essencial (1 pL) foi transferida através
de um capilar para um recipiente limpo e seco onde foi diluida com 1 mL de
diclorometano. Com o auxilio de uma microseringa mediu-se 1 uL desta solugéo e a

amostra foi injetada no aparelho.
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Figura 7. Cromatografo Gasoso (Varian, modelo Star 3600 CX).

4.2.2.4.3 Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (CG/EM)

As analises de Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de
Massas foram realizadas utilizando-se cromatégrafo gasoso da marca Shimadzu,
modelo GC-17A, acoplado a espectrometro de massas, modelo QP-5000
(Shimadzu), empregando-se coluna capilar de silica fundida DB-5 (5%
difenildimetilsiloxano), da marca J&W Scientific, com 30 m de comprimento, diametro
de 0,25 mm, espessura do filme de 0,25 ym, e hélio como gas carreador. As
condi¢oes de operagao do cromatografo gasoso foram: pressao interna da coluna de
100 kPa; razéo de split de 20:1; fluxo de gas na coluna de 1 mL/min.; temperatura no
injetor: 220°C; temperatura no detector: 230°C; programagao da coluna: 60°C,
3°C/min. até 240°C. O detector de massas operou com ionizagao por impacto de
elétrons (70 eV) com amplitude de varredura de 40 a 450 m/z.

Uma pequena quantidade do 6leo essencial (1 pL) foi transferida através
de um capilar para um recipiente limpo e seco onde foi diluida com 1 mL de acetato
de etila. Com o auxilio de uma microseringa mediu-se 1 pL desta solugdo e a
amostra foi injetada no aparelho.

A identificagdo das substancias foi efetuada através da comparagéo dos
seus espectros de massas com o banco de dados do sistema CG/EM (NIST 62 MS
LIBRARY) e pela comparagcédo dos indices de retengdo de Kovats obtidos

experimentalmente com os valores tabelados (ADAMS, 2001).
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O indice de retencédo definido por Kovats € um indice que descreve o
comportamento de retengcdo do composto comparativamente ao de uma mistura de
alcanos lineares de diferentes numeros de atomos de carbono. Este indice de
retencao fornece informacéo sobre a sequéncia de eluigdo do composto e varia em
funcdo da fase estacionaria e da temperatura, sendo independente das condicbes
experimentais. Devido a grande importancia comercial e farmacoldgica de terpenos
e fenilpropandides presentes em Oleos essenciais e da dificuldade de sua
caracterizacao, estdo disponiveis na literatura varias compilagdes com analises,
tempos de retencdo e indices de retencdo de Kovats, para o auxilio na
caracterizacao de 6leos essenciais (JANZANTTI; FRANCO; WOSIACKI, 2003).

Para o calculo dos indices de retengao de Kovats, uma mistura de padrées
de alcanos lineares (Cg a Cy4) foi injetada no aparelho (1 yL) nas mesmas condi¢des

cromatograficas anteriormente citadas.

4.2.3 Avaliacdo da Atividade Larvicida do Oleo Essencial dos Frutos de

Schinus terebinthifolius Raddi

A acao larvicida do 6leo essencial dos frutos de Schinus terebinthifolius
Raddi foi avaliada segundo metodologia descrita por Consoli e Oliveira (1994),
conforme mostrado na Figura 8.

O dleo essencial foi diluido com etanol para as diferentes concentragoes
testadas. As larvas foram separadas com o auxilio de uma pipeta de Pasteur e
colocadas em papel de filtro whatman n°. 1 para a remogédo do excesso de agua e
posteriormente, distribuiu-se 15 larvas de terceiro instar (geragcédo F{) em copos de
material plastico descartavel com capacidade para 50 mL contendo 300 uL da
diluicdo e 19,7 mL de agua deionizada, previamente homogeneizados. As larvas que
apresentavam anormalidades foram descartadas. Os ensaios foram realizados em
triplicata com duplicata (nove repetigdes por tratamento).

Como controle utilizou-se agua deionizada (20 mL) e etanol (300 pL de
etanol em agua deionizada, perfazendo um volume total de 20 mL).

Os testes e os controles ficaram sob observacao até que todas as larvas
estivessem mortas ou por um periodo de 24 horas. O numero de larvas mortas foi

registrado, sendo consideradas mortas aquelas que nao apresentavam movimento
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ou nao respondiam aos estimulos com a pipeta de Pasteur, ficando incapazes de
alcangar a superficie.

Figura 8. Testes para medir a susceptibilidade das larvas de Aedes aegypti ao 6leo essencial dos
frutos de Schinus terebinthifolius Raddi.

As larvas que pupassem deveriam ser excluidas da computagdo dos
resultados e, caso isso ocorresse com mais do que 10%, o teste teria que ser
repetido. O mesmo aconteceria se a mortalidade nos controles ultrapassasse os
20%. Se a mortalidade nos controles estivesse entre 5% e 20%, as porcentagens
deveriam ser corrigidas pela formula de Abbott (ABBOTT, 1925):

% mortalidade no teste - % mortalidade no controle x 100
100 - % mortalidade no controle

O etanol foi utilizado no preparo das solucdes-teste, uma vez que facilita a
homogeneizagado do 6leo essencial na agua, onde serdo colocadas as larvas. Foram
utilizadas larvas de terceiro instar, imediatamente apds a muda, por se tratarem de
larvas mais resistentes para tais estudos, minimizando assim a possibilidade de
pupacao durante os testes (CONSOLI; OLIVEIRA, 1994; SILVA; SILVA; LIRA, 1998;
SILVA et al., 2003).
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4.2.4 Avaliacdo da Atividade Inseticida do Oleo Essencial dos Frutos de
Schinus terebinthifolius Raddi

A acéo inseticida do 6leo essencial dos frutos de Schinus terebinthifolius
Raddi foi avaliada segundo metodologia descrita por Consoli e Oliveira (1994), com
modificagao, conforme mostrado na Figura 9.

Papéis de filtro com 30 cm? de area foram impregnados com diferentes
volumes de 6leo essencial e, posteriormente colocados em vidros de 1500 mL
(altura: 22,0 cm; diametro: 13,0 cm), dotados de tampa com orificios de 2 mm de
didmetro, contendo 40 fémeas de Aedes aegypti (geragdo F4), recentemente
alimentadas com sangue (24 horas antes do inicio dos testes). O papel de filtro foi
deixado dentro do vidro por uma hora.

Posteriormente, o papel de filtro foi removido e descartado, e um chumacgo
de algodao embebido em agua corrente foi colocado sobre a tampa, disposto de
forma a ndo ocluir os orificios da mesma.

Os ensaios foram realizados em triplicata com duplicata (nove repeticdes
por tratamento). Como controle utilizou-se papel de filtro sem impregnagao.

Os testes e os controles ficaram sob observacdo até que todos os
mosquitos estivessem mortos ou por um periodo de 24 horas. O numero de
mosquitos mortos foi registrado, sendo considerados mortos aqueles que nao
apresentavam movimento.

Se a mortalidade nos vidros-controle ultrapassasse os 20%, todo o teste
deveria ser repetido; se a mortalidade nos controles estivesse entre 5% e 20%, as

porcentagens deveriam ser corrigidas pela formula de Abbott (ABBOTT, 1925).

terebinthifolius Raddi frente ao mosquito Aedes aegypti.
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4.2.5 Avaliacdo da Atividade Repelente do Oleo Essencial dos Frutos de

Schinus terebinthifolius Raddi

Os testes de acgao repelente do 6leo essencial dos frutos de Schinus
terebinthifolius Raddi foram conduzidos segundo metodologia descrita por Yang e
Ma (2005) com modificagao, conforme mostrado na Figura 10.

O ¢leo essencial foi diluido com etanol para as diferentes concentragdes
testadas. Utilizou-se ratos da espécie Mesocricetus auratus (hamster) como cobaia.

O rato foi imobilizado em uma gaiola de contencdo de madeira goiabao,
sem verniz e sem tinta, de dimensdes: 5,8 cm (altura) x 7,5 cm (largura) x 13,0 cm
(comprimento), com o abdome limpo e raspado. Uma area de 4 cm? foi marcada no
abdome e o rato imobilizado foi entdo colocado em uma gaiola de aluminio (altura:
22,5 cm; largura: 22,5 cm; comprimento 22,5 cm), contendo 150 fémeas de Aedes
aegypti (geracao F4), por dois minutos. Se mais de 10 mosquitos picassem o rato
durante este teste, os mosquitos e o rato poderiam entdo ser usados nos testes de
repeléncia. Nas 72 horas que antecederam os testes, os mosquitos foram mantidos
com solugéo aquosa de sacarose a 10% (p/v), sendo suspensa a alimentagcdo com
sangue.

As solugdes-teste foram aplicadas na area marcada no abdome do rato
(aliquota de 20 pL). Apés uma hora, o rato foi colocado na gaiola por dois minutos,
retirado, e colocado novamente na gaiola a cada hora, durante dois minutos, por
cinco horas consecutivas, sendo observado o numero de picadas de mosquito. Os
ensaios foram realizados em ftriplicata (trés repeticbes por tratamento). Como

controle utilizou-se o etanol (20 pL).

Figura 10. Testes em cobaias para medir a eficacia repelente do 6leo essencial dos frutos de Schinus
terebinthifolius Raddi frente ao mosquito Aedes aegypti.
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Foi avaliado o numero de picadas de mosquito no rato ao longo das cinco
horas de duracgao do teste, ao final do qual se calculou a porcentagem de protecao
(efeito repelente) para cada uma das concentracdes testadas utilizando-se a

seqguinte férmula:

Porcentagem de protecao (%) = [(Controle — Tratado)/Controle] x 100

O Controle consistia do numero de picadas de mosquito no rato tratado
com a solugédo-controle (etanol), comparado com o numero de picadas no rato

tratado com a solugéo-teste (Tratado).

4.2.6 Anélise Estatistica

Os dados obtidos nos ensaios larvicida e inseticida foram comparados
estatisticamente por Anadlise de Variancia (ANOVA) e Teste de Tukey para
comparagao das médias (a 5% de probabilidade), e posteriormente analisados. Nos
ensaios de repeléncia, o delineamento estatistico utilizado foi inteiramente
casualizado, em esquema fatorial 5 x 5 (cinco tratamentos avaliados ao longo de
cinco horas de teste); as médias foram comparadas pelo Teste de Tukey (a 5% de
probabilidade). Os dados de rendimento de extracdo foram avaliados através do
Coeficiente de Variagao.

A andlise estatistica dos dados foi realizada utilizando-se o programa R
Versao 2.5.0 (2007).

Para os ensaios larvicida e inseticida foi determinada a Concentragao
Letal Mediana (CLsp), com um intervalo de confianca de 95%, por meio da analise de
probito. A analise de probito € uma analise de regressdo comumente utilizada para
quantificar taxas de mortalidade de uma determinada populagdo submetida a um

componente téxico.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
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5.1 OBTENGAO DOS OLEOS ESSENCIAIS

Os oleos essenciais obtidos apresentaram odor forte, sabor pungente e
coloragao amarelo-clara.

A porcentagem de O6leo essencial extraido dos frutos de Schinus
terebinthifolius Raddi variou de 5,50% (p/p) a 8,41% (p/p) (Tabela 1), no entanto,
esta porcentagem ainda € inferior aos 10,00% (p/p) relatados por Lloyd et al. (1977).

Tabela 1. Rendimento do 6leo essencial obtido dos frutos de Schinus terebinthifolius Raddi por
hidrodestilagao.

Repeticdes Rendimento (% p/p)
6,95
7,06
8,10
8,41
6,39
5,96
5,58
5,59
5,50
5,87
Média (X) 6,54
Desvio Padrao 1,06
Coeficiente de Variacao (%) 16,21

S © o ~NoO O WN =

Os resultados obtidos mostraram-se coerentes com o trabalho de Bertoldi
(2006), que em seus experimentos de extracdo de 6leo essencial a partir de frutos
secos de Schinus terebinthifolius encontrou uma variagcao de rendimento de 5,60 %
0,30% (v/p) a 7,70 + 0,20% (v/p), em funcao do local de coleta dos frutos.

O valor médio encontrado é quatro vezes maior do que o relatado por
Pieribattesti et al. (1981) — 1,50% — em seu trabalho com frutos de Schinus
terebinthifolius.

Os valores de rendimento de extracdo do dleo essencial apresentaram
baixa flutuacdo de resultados entre as repeticdes, o que pode ser visualizado pelo
Coeficiente de Variagado de 16,21%. O Coeficiente de Variagdo (CV) é a medida
mais utilizada para expressar a instabilidade relativa de uma caracteristica ou

variavel (SAMPAIO, 1998) — quanto menor o CV, maior € a homogeneidade dos
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dados, € menor a variagcdo do acaso (GARCIA, 1989): Coeficientes de Variacéo
menores que 10,00% sao considerados baixos, entre 10,00% e 20,00%, médios,
entre 20,00% e 30,00%, altos, e maiores que 30,00%, muito altos (PIMENTEL-
GOMES, 1987). Para Campos (1984), Coeficientes de Variacdo entre 10,00% e
20,00% sao considerados normais.

A natureza e quantidade de Oleos essenciais produzidos pelas espécies
vegetais ao longo de seu desenvolvimento podem ser afetados significativamente
por fatores como intensidade Iluminosa, temperatura, nivel de nutricdo e
disponibilidade de agua — os chamados fatores abidticos (LIMA; KAPLAN; CRUZ,
2003).

Hornok citado por Bernath (1992) relatou redugéo significativa do conteudo
do oOleo essencial de Mentha piperita (hortela-pimenta) a sombra, enquanto Telci et
al. (2004) obtiveram alto conteudo de 6leo essencial de Mentha spicata (hortela-
verde) em condicdes de alta intensidade luminosa. Nas espécies Ocimum basilicum
(manjericdo) e Thymus vulgaris (tomilho), o completo desenvolvimento de pélos
glandulares, onde o0s Oleos essenciais sdo armazenados, é luz-dependente
(GOBBO-NETO; LOPES, 2007).

Hotyn citado por Bernath (1992) constatou que o acréscimo de 2-3°C na
temperatura, durante o dia, levou a um aumento significativo na quantidade de 6leo
essencial de Mentha piperita. Segundo Evans (1996), a producao de 6leo essencial
pode ser relacionada com a temperatura, embora possa haver perda excessiva em
dias muito quentes.

Hornok (1983), ao estudar a influéncia da nutrigdo mineral no rendimento
do 6leo essencial de Mentha piperita e Ocimum basilicum, verificou que o aumento
dos niveis de fosforo e nitrogénio no solo acarretou aumento do rendimento do 6leo
essencial. Na camomila, de modo geral, o teor de dleo essencial aumenta com o
nitrogénio e o fosforo e diminui com o potassio (FRANZ, 1983).

Mitchell e Yang (1998), em seu trabalho sobre a influéncia de diferentes
niveis de irrigagao no rendimento do 6leo essencial de Mentha piperita, verificaram
um aumento do rendimento em funcdo do aumento do nivel de irrigagdo, havendo
um valor critico, onde o excesso hidrico resultou em diminuicdo de rendimento. Ja
Penka (1978), observou aumento da concentracdo de Oleos essenciais em 15

espécies medicinais quando n&o eram irrigadas.
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Apesar das coletas terem sido realizadas em um mesmo local, os frutos
nao foram colhidos de uma unica arvore; logo, as variacbes de rendimento
verificadas podem ser justificadas, ainda que parcialmente, pela influéncia de fatores
abidticos (nem todas as arvores que serviram de fonte para as coletas encontravam-

se sob as mesmas condigdes de intensidade luminosa, por exemplo).

5.2 CARACTERISTICAS FiSICO-QUIMICAS DO OLEO ESSENCIAL

Os resultados obtidos na caracterizacao fisico-quimica do 6leo essencial

de Schinus terebinthifolius Raddi estdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2. Caracteristicas fisico-quimicas do 6leo essencial dos frutos de Schinus terebinthifolius

Raddi.
Caracteristicas Fisico-Quimicas Valores*
Densidade Especifica (g/cm°) a 20°C 0,9097 + 0,0200 (CV = 2,2000%)
indice de Refragéo a 20°C 1,4750 £ 0,0001 (CV = 0,0068%)
Rotacao Especifica a 23,5°C +26,41 + 0,0200 (CV = 0,0760%)

* Dados expressos como Média + Desvio Padréo (Coeficiente de Variagdo = %), de trés repetigdes.

5.2.1 Densidade Especifica

O dleo essencial obtido apresentou densidade especifica inferior a da
agua, uma vez que durante a hidrodestilagao verificou-se uma nitida separacao de
fases, ficando o 6leo essencial na parte superior do tubo coletor.

O resultado da densidade especifica em g/cm® a 20°C do dleo essencial
de Schinus terebinthifolius Raddi obtido esta resumido na Tabela 2.

O valor mostrou-se ligeiramente superior ao descrito em outros trabalhos
com Schinus terebinthifolius: 0,8775 g/lcm® (24°C) (SINGH et al., 1998) e 0,8620
g/cm?® (temperatura ndo informada) (MALIK; MAHMUD; SATTAR, 1994), em trabalho
com folhas e inflorescéncias, e, folhnas e galhos, respectivamente. A densidade do
Oleo essencial € influenciada por sua composi¢cdo quimica, e, variacbes nesta
composi¢cdo implicam em variagbes na densidade; logo, deve-se levar em
consideracgao fatores que influenciem a composi¢cao quimica do d6leo (parte da planta
submetida a extracdo, por exemplo). A temperatura de analise € outro parametro a
ser considerado: em geral, a densidade diminui com o aumento da temperatura
(BRADY; RUSSELL; HOLUM, 2002).
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5.2.2 Iindice de Refragéo

O valor observado (Tabela 2) mostrou-se proximo ao encontrado em
outros trabalhos (apesar da ndo-coincidéncia das partes utilizadas da planta): 1,4740
(28°C) (MALIK; MAHMUD; SATTAR, 1994) e 1,4825 (24°C) (SINGH et al., 1998), em
trabalho com folhas e galhos, e, folhas e inflorescéncias, respectivamente. O indice
de refragdo varia inversamente com a temperatura (FARMACOPEA ARGENTINA,
2003), logo, é importante que a temperatura de analise seja considerada, assim
como as variagbes de composi¢ao quimica do o6leo essencial em fungao da parte

submetida ao processo extrativo.

5.2.3 Rotacéao Especifica

O resultado de rotacdo especifica do O6leo essencial de Schinus
terebinthifolius Raddi encontra-se na Tabela 2. A rotacdo Optica positiva indica que o
oleo essencial & dextrogiro.

O valor encontrado mostrou-se inferior ao obtido por Pieribattesti et al.
(1981): +39,00° (20°C), em seu trabalho com frutos de Schinus terebinthifolius. E
provavel que esta diferenca seja resultado de variagdes na composigdo quimica do
oleo essencial, podendo também estar relacionada as condi¢gdes de analise: a
rotacao especifica geralmente decresce linearmente com o aumento da temperatura,
assim como varia com a concentracado (FARMACOPEA ARGENTINA, 2003).

5.2.4 Perfil Cromatografico
5.2.4.1 Cromatografia em Camada Delgada (CCD)
As andlises de CCD, realizadas com finalidade qualitativa, revelaram um

mesmo perfil cromatografico para as 10 amostras obtidas de 6leo essencial dos

frutos de Schinus terebinthifolius Raddi.
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5.2.4.2 Cromatografia Gasosa (CG) e Cromatografia Gasosa acoplada a
Espectrometria de Massas (CG/EM)

As diferentes amostras de 6leo essencial de Schinus terebinthifolius Raddi

revelaram um mesmo perfil cromatografico nos ensaios de CG (Figuras 11 e 12).

pE Sy Pico Tempo de Area relativa
retencao (min.) (%)
1 9,430 8,09
1]
2 9,800 6,37
0.1000 — s 3 9,949 3,87
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Figura 11. Perfil cromatografico (CG) do dleo essencial dos frutos de Schinus terebinthifolius Raddi —
Amostra da 12 extragao.
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Figura 12. Perfil cromatografico (CG) do dleo essencial dos frutos de Schinus terebinthifolius Raddi —
Amostra da 22 extragao.
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As pequenas diferengas verificadas em termos de tempo de retencao
refletem provaveis variagdes qualitativas no procedimento de injecdo da amostra,
assim como problemas relacionados a integracdo dos sinais cromatograficos
(quando a separagdo ndo atinge uma resolugdo adequada) (COLLINS; BRAGA,;
BONATO, 2006). As variagbes referentes as areas relativas podem estar
relacionadas a origem dos frutos (e fatores ambientais a eles associados)
(HORNOK, 1983).

O oleo essencial revelou uma composi¢cao quimica de predominancia
monoterpénica (85,81% do total identificado), apresentando como principais
constituintes o 8-3-careno (30,37%), o limoneno (17,44%), o a-felandreno (12,60%),
o a-pineno (12,59%), o mirceno (5,82%) e o o-cimeno (3,46%), conforme mostrado

na Tabela 3.

Tabela 3. Composicao percentual do 6leo essencial dos frutos de Schinus terebinthifolius Raddi,
determinada por CG/EM.

Tempo de indice de Kovats

Pico retencdo (min.) Obtido Teorico* Substancia Area relativa (%)
1 4,870 930 939 a-pineno 12,59
2 5,806 968 976 sabineno 0,61
3 5,905 972 980 B-pineno 0,69
4 6,279 987 991 mirceno 5,82
5 6,697 1002 1005 a-felandreno 12,60
6 6,922 1009 1011 0-3-careno 30,37
7 7,256 1019 1022 0-cimeno 3,46
8 7,470 1025 1031 limoneno 17,44
9 9,457 1084 1086 isoterpinoleno 1,02
10 12,546 1162 1165 borneol 0,34
11 12,841 1169 1177 4-terpineol 0,57
12 18,133 1295 1298 carvacrol 0,30
13 23,182 1413 1418 trans-cariofileno 1,77
14 25,730 1474 1480 y-muuruleno 1,29
15 26,395 1489 1508 E,E-a-farneseno 0,36
16 27,508 1517 1524 o-cadineno 1,32
17 32,062 1634 1640 epi-a-cadinol 0,60
Total identificado 91,15

* ADAMS, R. P. Identification of essential oil components by gas cromatography/mass spectroscopy. Carol Stream:
Allured Publishing Corporation, 2001.
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Os sesquiterpenos trans-cariofileno, y-muuruleno, E,E-a-farneseno, ©-
cadineno e epi-a-cadinol, apareceram em menor proporgao, representando 5,34%
do total de compostos identificados.

No Quadro 2 estdo representadas as estruturas quimicas dos principais

monoterpenos e sesquiterpenos identificados no 6leo essencial analisado.

0-3-careno* ) .
limoneno* a-pineno
a-felandreno*
H
\f .-.__-fif-'f
mirceno* o * o
o-cimeno trans-cariofileno** )
o-cadineno™**

Quadro 2. Estruturas quimicas dos principais monoterpenos* e sesquiterpenos** presentes no éleo
essencial extraido dos frutos de Schinus terebinthifolius Raddi.

Os resultados encontrados ndo coincidem com os achados de outros
trabalhos com o 6leo essencial dos frutos de Schinus terebinthifolius Raddi. Ibrahim;
Fobbe; Nolte (2004) detectaram como terpenos majoritarios os sesquiterpenos
elixeno (15,18%) e germacreno D (14,31%) e o monoterpeno a-pineno (15,01%).
Pieribattesti et al. (1981), obtiveram como espécies terpénicas predominantes os
monoterpenos a-pineno (26,50%), a-felandreno (22,30%), limoneno (16,00%) e B-
felandreno (15,00%); enquanto o trabalho de Gehrke; Stolz; Morel (2007) revelou
predominio dos monoterpenos 8-3-careno (24,56%) e a-pineno (16,14%). Barbosa et
al. (2007), em seu trabalho de analise da variagdo da composi¢cédo volatil do 6leo
essencial dos frutos de Schinus terebinthifolius em funcdo do tempo de extracdo,
obtiveram como monoterpenos predominantes, apos trés horas de extragédo, o 6-3-
careno (5,82%), o B-felandreno (4,49%), o a-felandreno (2,88%) e o 4-terpineol
(2,24%). Nenhum destes estudos envolvendo caracterizagdo quimica do Oleo
essencial dos frutos de Schinus terebinthifolius Raddi mencionou em seus resultados
0S monoterpenos o-cimeno, borneol e carvacrol, assim como o0s sesquiterpenos y-

muuruleno e E,E-a-farneseno, identificados no presente trabalho.
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Esta variacdo observada na composi¢cdo quimica do oleo essencial dos
frutos de Schinus terebinthifolius Raddi, nestes diferentes trabalhos, guarda uma
relacdo direta com o ambiente no qual o vegetal se desenvolve e o tipo de cultivo a
que ele é submetido (WILLIAMS et al., 1998).

Avaliando a influéncia do suprimento mineral na composicao dos o6leos
essenciais de Mentha piperita e Ocimum basilicum, Hornok (1983) verificou que o
aumento do suprimento de nitrogénio resultou em diminuicdo dos teores dos
principais constituintes dos 6leos (mentol e linalool, respectivamente), enquanto o
aumento do teor de potassio teve efeito de aumento no teor de mentol (M. piperita),
linalool e estragol (O. basilicum). O fornecimento de fésforo ndo promoveu
alteragdes significativas na composigéo dos dleos essenciais.

O estresse hidrico frequentemente implica significativamente nas
concentragbes de metabdlitos secundarios em plantas, e ha varios relatos de que
esta condigdo geralmente leva a um aumento na producdo de varios tipos de
metabdlitos secundarios, como glicosideos cianogénicos, glucosinolatos, alguns
terpendides, antocianinas e alcaldides (GOBBO-NETO; LOPES, 2007).

As folhas de Mentha piperita mantidas sob condi¢cbes de dia longo contém
mentol, mentona, e somente tragos de mentofurano, enquanto as plantas
desenvolvidas sob condicbes de dia curto apresentam o mentofurano como
constituinte majoritario do éleo essencial (GOBBO-NETO; LOPES, 2007).

Entretanto, ndo se pode estabelecer um unico padréo de influéncia dos
fatores abidticos sobre a composi¢ao dos 6leos essenciais, pois cada espécie reage
de forma diferenciada (CASTRO, 2006).

5.3 AVALIACAO DA ATIVIDADE LARVICIDA DO OLEO ESSENCIAL DOS FRUTOS
DE Schinus terebinthifolius RADDI FRENTE AO MOSQUITO Aedes aegypti

O dleo essencial dos frutos de Schinus terebinthifolius Raddi apresentou
atividade larvicida contra o Aedes aegypti (Tabela 4), com CLsy de 117,34 pg/mL.
N&o foi verificada mortalidade nos controles.

Nao houve diferenca estatistica significativa (Teste de Tukey, a 5% de
probabilidade) da eficacia larvicida nas concentragbes de 169,20 pg/mL; 178,80
pg/mL; 190,20 pg/mL e 200,40 ug/mL, considerando-se o teste com duragao de 24

horas, apesar dos resultados nas trés primeiras horas de teste apontarem para uma
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maior eficacia da concentracdo de 200,40 ug/mL: 75,56% de atividade larvicida,
enquanto as concentragdes de 190,20 ug/mL; 178,80 pug/mL e 169,20 pg/mL
apresentaram, respectivamente, 62,22%; 59,26% e 59,26% de atividade larvicida
para o0 mesmo periodo. Sob o ponto de vista econdmico, em fungao da utilizacédo de
uma menor quantidade de matéria-prima, e considerando a duracao total do teste,

24 horas, a concentracao de 169,20 ug/mL mostrou-se a mais viavel.

Tabela 4. Porcentagem de mortalidade das larvas de Aedes aegypti frente as diferentes
concentragdes do 6leo essencial dos frutos de Schinus terebinthifolius Raddi.

Concentracao da solucao (ug/mL) Mortalidade ap6s 3 Mortalidade apés 24

horas de teste (%) horas de teste (%)*"

200,40 75,56 99,26 a

190,20 62,22 99,26 a

178,80 59,26 97,04 ab

169,20 59,26 97,04 ab

159,00 47,41 79,26 bc

145,50 47,41 77,78 c

139,50 47,41 7111¢

132,00 39,26 65,93 ¢

120,00 27,41 45,93 ¢

94,20 14,81 32,59 de

87,00 0,00 20,00 ef

75,00 0,00 13,33 f

63,60 0,00 6,67 f
Controle do solvente (dgua deionizada) 0,00 0,00
Controle do solvente (etanol) 0,00 0,00

* Dados expressos como médias, de nove repeticdes.
T Medias seguidas da mesma letra n&o diferem entre si, pelo Teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

De acordo com a literatura (CHENG et al., 2003), substancias com valores
de CLsp menores que 100 ug/mL sdo consideradas bons agentes larvicidas. A CLsg
obtida para o dleo essencial dos frutos de Schinus terebinthifolius Raddi (117,34
Mg/mL) apresentou-se proxima a este valor, o que refor¢a a viabilidade de uso do
mesmo para tal finalidade, principalmente se considerada a abundéancia da planta no
territorio brasileiro e o grau de rendimento obtido na extracdo do 6leo essencial.

Em seu trabalho de avaliagdo da atividade larvicida de alguns terpendides
contra larvas de 4° instar de Aedes aegypti, Omena; Lima; Sant'Ana (2000)

verificaram que o0s sesquiterpenos cis-nerolidol, farnesol e guaiazuleno, o
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fenilpropandide anetol e os monoterpenos limoneno e felandreno apresentaram-se
ativos em concentracédo de 100 pg/mL, em menos de 24 horas, para matar 100%
das larvas. O limoneno € comprovadamente ativo contra larvas de 4° instar do
mosquito Culex quinquefasciatus (IBRAHIM et al., 2001), atuando também em larvas
de 2° instar, com valores de CLsy variando de 7,8 a 30,6 ug/mL e de 6,6 a 26,1
Mg/mL, respectivamente (MOHSEN; AL-CHALABI; KASSIR, 1989).

Cheng et al. (2005), ao avaliarem a atividade larvicida do 6leo essencial
das folhas de Cryptomeria japonica (cedro japonés), verificaram que o ©&-3-careno
apresenta grande potencial como agente larvicida contra o Aedes aegypti (CLsg =
10,7 pg/mL).

A analise por CG/EM do dleo essencial de Schinus terebinthifolius Raddi
revelou dentre seus principais constituintes o ©-3-careno, o limoneno e o a-
felandreno (30,37%; 17,44% e 12,60%, respectivamente), o que pode justificar,
ainda que parcialmente, a agao larvicida do 6leo, com estes compostos atuando de

forma isolada ou sinergicamente com outros constituintes.

5.4 AVALIACAO DA ATIVIDADE INSETICIDA DO OLEO ESSENCIAL DOS
FRUTOS DE Schinus terebinthifolius RADDI FRENTE AO MOSQUITO Aedes

aegypti

O dleo essencial dos frutos de Schinus terebinthifolius Raddi apresentou
atividade inseticida sobre adultos de Aedes aegypti (Tabela 5), com CLsy de 28,80
ML. Nao foi verificada mortalidade nos controles.

Nao houve diferenca estatistica significativa (Teste de Tukey, a 5% de
probabilidade) da eficacia inseticida nas concentragbes de 70,00 pL e 50,00 pL,
considerando-se o teste com duracdo de 24 horas, apesar dos resultados nas trés
primeiras horas de teste apontarem para uma maior eficacia da concentragao de
70,00 uL, com 99,44% de atividade inseticida, enquanto a concentragao de 50,00 uL
apresentou 78,60% de atividade inseticida para 0 mesmo periodo. Sob o ponto de
vista econdmico, por utilizar menor quantidade de matéria-prima, e considerando a
duracao total do teste, 24 horas, a concentragcdo de 50,00 uL mostrou-se a mais

viavel.
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Tabela 5. Porcentagem de mortalidade de mosquitos Aedes aegypti frente as diferentes
concentragdes do 6leo essencial dos frutos de Schinus terebinthifolius Raddi.

Aliquota Mortalidade ap6s 3 Mortalidade apés 24
(UL de Gleo essencial) horas de teste (%) horas de teste (%)*"
70,00 99,44 100,00 a
50,00 78,60 93,89 ab
40,00 54,43 80,00 b
30,00 37,77 48,61 c
20,00 12,22 22,22 d
10,00 5,27 12,50 d
5,00 0,00 6,94 d
Controle 0,00 0,00

* Dados expressos como médias, de nove repeticdes.
T Medias seguidas da mesma letra n&o diferem entre si, pelo Teste de Tukey, a 5% de probabilidade.

Os monoterpenos, compostos presentes mais comumente nos Oleos
essenciais e, tipicamente lipofilicos, apresentam alto potencial para interferéncias
téxicas em processos bioquimicos basicos, com consequéncias fisiolégicas e
comportamentais em insetos (ISMAN, 2000; PRATES; SANTOS, 2002). Os dleos
essenciais sao inseticidas de amplo espectro, de agao rapida, indicativa de modo de
agao neurotdxico, com evidéncias de interferéncia no neuromodulador octopamina
(ausente em mamiferos) ou em canais de calcio. A octopamina é semelhante a
noradrenalina, agindo como um neurorménio, neuromodulador e neurotransmissor,
regulando os batimentos cardiacos, os movimentos, o comportamento e o
metabolismo dos insetos (CORREA; VIEIRA, 2007).

Monoterpenos de estrutura relativamente simples como o limoneno, o
mirceno e a 1,2-epoxi-pulegona, aparentemente apresentam acgao inseticida em
funcdo da inibicdo da enzima acetilcolinesterase nos insetos, que é o caso da 1,2-
epoxi-pulegona, tida como o principal agente inseticida de Lippia stoechadoifolia
(Verbenaceae) (VIEGAS JUNIOR, 2003). Entretanto, Greenberg-Levy et al. (1993),
ao avaliarem o efeito de monoterpenos sobre a enzima acetilcolinesterase dos
besouros Rhyzopertha dominica e Tribolium confusum, verificaram que o limoneno
nao apresentava toxicidade para os insetos nem acado inibidora sobre a
acetilcolinesterase. Estudos envolvendo a agao dos monoterpenos sobre artropodes
sugerem outros mecanismos de acdo além da inibicdo da acetilcolestinerase:
inibicdo do citocromo P450 monoxigenase-dependente e acdo no sistema nervoso
octopaminérgico (OLIVEIRA; PINTO; PAUMGARTTEN, 1997).
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O limoneno tem sido usado com sucesso no controle de parasitdides de
animais domésticos. Da mesma forma, o composto tem demonstrado eficacia contra
pulgas resistentes ao Malathion (IBRAHIM et al., 2001). Porém, Karr e Coats (1988),
ao estudarem as propriedades inseticidas do limoneno, verificaram que as mesmas
sao limitadas: o limoneno apresentou-se levemente téxico quando aplicado
topicamente a Blafta germanica e mosca doméstica; a administracdo oral nao
resultou em morte para baratas adultas ou ninfas, e, a agao repelente contra Blatta
germanica foi verificada apenas com o uso de altas concentragdes. Seri-Kouassi et
al. (2004) atribuiram ao eucaliptol e ao limoneno, compostos majoritarios no 6leo
essencial de Melaleuca quinquenervia (L.), a acgado inseticida deste contra
Callosobruchus maculatus (caruncho do feijado-de-corda). Estes trabalhos revelam
uma discrepancia de resultados com relagao a eficacia inseticida do limoneno. Uma
das hipéteses para tal comportamento é o provavel sinergismo com outros
compostos presentes no 6leo essencial.

O dleo essencial de Thymus vulgaris, constituido majoritariamente por
timol (48,20%), a-pineno (8,40%) e pB-pineno (4,30%), apresenta forte acgéo
fumigante contra a mosca do cogumelo Solani (Lycoriella mali), sendo os
monoterpenos a-pineno e B-pineno os responsaveis pela toxicidade, o que nao
exclui a possibilidade de sinergismo com outros componentes do 6leo (CHOI et al.,
2006). Entretanto, Pontes et al. (2007), verificaram em seu trabalho com o 6leo
essencial das folhas e frutos de Xylopia sericea (pimenteira) que, embora o 6leo
extraido do fruto seja composto por mais de 62,00% de a-pineno e B-pineno, revela
menor toxicidade contra o acaro rajado (Tetranychus urticae) do que o 6leo extraido
das folhas, constituido majoritariamente pelos sesquiterpenos oxigenados cubenol
(567,43%) e a-epi-muurolol (26,09%). Verifica-se, portanto, a existéncia de uma
variacao de susceptibilidade a um mesmo terpeno por parte de diferentes espécies
de insetos.

A acgao inseticida de Cymbopogon citratus (capim limao) é atribuida aos
monoterpenos a-citral, B-citral e mirceno (FERREIRA; FONTELES, 1989).

Muitos destes terpenos dotados de agao inseticida anteriormente descritos
revelaram-se presentes no oOleo essencial dos frutos de Schinus terebinthifolius
Raddi (Tabela 3; pagina 42) e provavelmente guardam relagdo com a acéo inseticida

do mesmo.
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A fim de aumentar a eficacia da agao inseticida do 6leo, tem-se como
opgao a associagao com sinergistas, a fim de vencer alguns mecanismos de
resisténcia cruzada do inseto. Um exemplo € o uso do butéxido de piperonila para
bloquear a agdo de enzimas oxidativas mediadas pelo citocromo P450 (OMOTO;
RISCO; SCHMIDT, 2007).

5.5 AVALIACAO DA ATIVIDADE REPELENTE DO OLEO ESSENCIAL DOS
FRUTOS DE Schinus terebinthifolius RADDI FRENTE AO MOSQUITO Aedes

aegypti

O dleo essencial dos frutos de Schinus terebinthifolius Raddi apresentou

atividade repelente contra o mosquito Aedes aegypti (Tabela 6).

Tabela 6. Avaliagcéo da eficacia repelente do 6leo essencial dos frutos de Schinus terebinthifolius
Raddi em ratos, contra o mosquito Aedes aegypti, ao longo de um periodo de cinco horas.

Concentracao Tempo (horas)*’

(% p/p) 1 2 3 4 5
10,00 0 bA 0 bA 0cA 0cA 0cA
5,03 0 bA 0 bA 1cA 1cA 2 cA
2,39 0 bA 1 bA 3 bcA 4 cA 7 cA
1,17 6 abC 9 bBC 13 bABC 17 bAB 21 bA
0,46 15 aE 29 aD 43 aC 55 aB 68 aA

Controle 17 35 53 71 89

* Médias seguidas da mesma letra néo diferem entre si, pelo Teste de Tukey, a 5% de probabilidade, sendo letras mindsculas
para colunas e letras mailsculas para linhas.
T Resultado expresso em numero de picadas de mosquito.

Nao houve diferenga estatistica significativa (Teste de Tukey, a 5% de
probabilidade) de eficacia repelente nas concentragdes de 10,00% (p/p); 5,03% (p/p)
e 2,39% (p/p) ao longo das cinco horas de teste.

Tendo em vista relatos de irritagdo cutdnea associados a Schinus
terebinthifolius (MORTON, 1978; STAHL; KELLER; BLINN, 1983; NELSON, 1996), é
importante considerar o uso de concentragbes minimas eficazes. Além disso, 0 uso
de concentragdes menores é mais viavel economicamente. Logo, a concentragéo
2,39% (p/p) mostrou-se a mais viavel.

A porcentagem de protecdo conferida pelo 6leo essencial encontra-se

disposta na Tabela abaixo:
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Tabela 7. Porcentagem de protegao (efeito repelente) do éleo essencial dos frutos de Schinus
terebinthifolius Raddi em ratos, contra o0 mosquito Aedes aegypti, apds cinco horas de teste.

Concentracao Controle* Tratado* Repeléncia (%)
(% p/p)
10,00 265 0 100,00
5,03 265 4 98,49
2,39 265 15 94,34
1,17 265 66 75,09
0,46 265 210 20,75

* Resultado expresso em nimero de picadas de mosquito.

Os compostos eucaliptol, limoneno, p-cimeno, y-terpineno, [(-pineno,
mirceno, eugenol e a-humuleno parecem desempenhar efeito repelente contra
moscas, em testes com concentracdes variando de 17-25 ymol.cm™ (IBRAHIM et al.,
2001).

O efeito repelente do limoneno sobre Sitophilus zeamays Mots. (gorgulho
do milho) foi evidenciado por Tavares (2006), em seu trabalho com compostos
bioativos de diferentes espécies do género Chenopodium; entretanto, o limoneno
apresentou baixo efeito toxico sobre os espécimes, assim como o a-pineno. Liu et al.
(2006) verificaram que o limoneno, o linalool e a canfora, apesar de n&o serem os
componentes majoritarios do O6leo essencial das sementes de Cinnamomum
camphora (L.), sdo os principais responsaveis pela acado repelente, fumigante e
inseticida deste 6leo contra pragas de graos armazenados. O mirceno apresenta
acao repelente contra Rhipicephalus appendiculatus (carrapato) e Sitophilus
zeamays Mots., sendo altamente toxico para muitos insetos, tais como moscas
domésticas, baratas e larvas de mosquitos do género Culex (NDUNGU et al., 1995;
WERNER, 1995).

Dados do United States Department of Agriculture revelam diferengas no
perfil de duracdo do efeito repelente dos monoterpenos contra o mosquito Aedes
aegypti: 1. Menor ou igual a uma hora, para o mirceno, limoneno e a-pineno; 2. Entre
uma e duas horas, para o citronelol, eugenol, linalool e B-terpineol; e, 3. Entre duas e
trés horas para o citral e geraniol (USDA, 1967), sugerindo assim uma relagdo entre

a composicao terpénica do 6leo essencial e a duragao de seu efeito repelente.
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A composicdo quimica do Oleo essencial dos frutos de Schinus
terebinthifolius Raddi (Tabela 3; pagina 42) revelou a presenca de muitos destes
terpenos, o que reforca o provavel papel dos mesmos na acgao repelente do dleo

essencial.
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6 CONCLUSAO
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O processo de extragao por hidrodestilagdo do 6leo essencial dos frutos
de Schinus terebinthifolius Raddi apresentou rendimento compativel com a literatura
consultada.

O dleo essencial apresentou valores de densidade especifica e indice de
refracdo proximos ao descrito na literatura, fato ndo observado para a rotacéo
especifica, cujo valor obtido apresentou-se um pouco distante dos dados
disponiveis. As analises de CCD e CG revelaram um mesmo perfil cromatografico
para as amostras obtidas.

Foram identificados 17 compostos (91,15% da composicédo do 6leo
essencial) por CG/EM, sendo os monoterpenos ©-3-careno (30,37%), limoneno
(17,44%), a-felandreno (12,60%), a-pineno (12,59%), mirceno (5,82%) e o-cimeno
(3,46%) as espécies quimicas predominantes. Em menor proporgdo apareceram 0s
sesquiterpenos frans-cariofileno, y-muuruleno, E,E-a-farneseno, &-cadineno e epi-a-
cadinol, representando 5,34% do total de compostos identificados.

As atividades larvicida, inseticida e repelente do oleo essencial foram
evidenciadas contra o Aedes aegypti, sendo as concentragdes 169,20 ug/mL; 50,00
ML e 2,39% (p/p), as mais eficazes, respectivamente, em cada um dos testes
realizados. A CLsp obtida foi de 117,34 ug/mL para o ensaio larvicida, e 28,80 pL

para o ensaio inseticida.
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