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RESUMO

As plantas de copaifera sdo fontes conhecidas de Oleos essenciais que
possuem atividade biologica anti-inflamatéria e antibacteriana. Neste estudo
analisamos a fitoquimica de compostos majoritarios e a acao larvicida do Oleo
essencial de uma espécie de copaibeira, Copaifera langsdorffii Desf. O 6leo foi
obtido por hidrodestilacédo utilizando o aparelho de Clevenger, entdo a densidade de
ambos foi determinada e para identificar os componentes dos 6leos que usamos
para cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa - GC-MS -ensaios
biolégicos foram realizados com Stegomyia aegypti, onde os 6leos essenciais foram
aplicados em diferentes concentracdes em contato com as larvas para determinacéo
da dose letal. Larvas também foram observadas apds contato com os 6leos por 24,
48 e 72 horas. Os resultados indicaram a presenca de 47 substancias compondo o
0leo essencial com grande incidéncia de mono e sesquiterpenos. NoO ensaio
biolégico o potencial inseticida deste 6leo contra as larvas de S. aegypti in vitro é
confirmado através da determinagéo do CLsg e foi observado que a concentracéo do
O0leo e o tempo de exposicdo da larva ao 6leo essencial sdo cruciais para a
efetividade do 6leo como agente larvicida afetando significativamente na taxa de
mortalidade. Com base em trabalhos anteriores podemos considerar que o Oleo
essencial da oleorresina de C. langsdorfii (CLso = 80,53 ppm) pode ser considerado
um bom agente larvicida, eficicaz em sistema aquoso de emulsionamento simples,

tendo o DMSO como agente emulsificante.

Palavras chaves: Aedes; arbovirus, aroma, copaiba, Copaifera, Fabaceae,
Leguminosae.



ABSTRACT
Copaifera plants are known sources of anti-inflammatory, anti-inflammatory and
antibacterial. This study was to a phytochemical assay of majoritary and a
mechanism in the main phase of copaibeira, Copaifera langsdorffii. The oil was
obtained by hydrodistillation using Clevenger apparatus, so a density of both was
determined and used to identify the components of which are used for gas
chromatography coupled to mass spectrometry - GC-MS. Biological assays were
performed with Stegomyia aegypti, where substrates were applied to different
substrates. Larvae were also observed after contact with the oils for 24, 48 and 72
hours. The results indicated that the presence of 47 substances is composed of
essential oil with high incidence of mono and sesquiterpenes. No biological
reaction or insecticide potential in the oil against S. aegypti larvae in vitro is
confirmed by oil determination larvicide, affecting relants, nappe mortality rate.
Based on what may be a C. langsdorfii essential oil (LCso = 80.53 ppm) it can be a
good larvicidal agent, with high efficacy in a simple emulsionated aquous system,

using DMSO as surfactant.

Keywords: Aedes, arbovirus, copaiba, Copaifera, Fabaceae, Leguminosae, scent.
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Introducéo

Stegomyia aegypti (Linnaeus, 1762) corresponde a uma nova combinagdo de nomenclatura
para Aedes aegypti Linneaus, 1762 (Diptera: Culicidae) (Reinert et al., 2004). E um diptero da
familia Culicidae de grande importancia para a satde publica mundial, pois é responsavel por
transmitir vérias doencas (Syed Ali et al., 2012; WHO, 2014; Gubler, 2004; Guzman e IstUriz,
2010; Marcondes e Ximenes, 2015; Burt et al., 2012; Zaraska, 2016). St. aegypti apresenta
desenvolvimento holometabdlico, ou seja, possui ciclo de vida que passa por ovo, larva, pupa
e adulto, o que dura em torno de 1,5 a 3 semanas (Geris et al., 2012), num processo de
desenvolvimento altamente influenciado pela temperatura e umidade do ambiente
(Lambrechts et al., 2011).

Esses mosquitos podem se reproduzir em colecGes de dgua presentes na natureza, como
buracos de arvores, axilas foliares e orificios em rochas, porém, esta espécie se adaptou as

areas urbanas, com isso passou a viver intimamente ligado as condi¢des peridomiciliares
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preferindo criadouros antropicos como garrafas plasticas, vasos de plantas ou qualquer

recipiente capaz de acumular &gua (Brown et al., 2014).

O ovo possui formato eliptico, alongado e fusiforme com aproximadamente 1 mm de
comprimento. No momento da oviposigdo ele tem coloracdo branca e apds a postura adquire
coloracdo escura. A fémea realiza a oviposicdo em locais escuros e proximos a agua
(Forattini, 2003; Nelson, 1986). Os ovos sdo resistentes a dessecacdo e seu periodo de
quiescéncia pode durar de alguns meses até mais de um ano, o que facilita a dispersao passiva
do inseto (Silva et al., 2003).

As larvas eclodem ap6s o desenvolvimento embriondrio do ovo que ocorre em,
aproximadamente, 48 horas ap0s a postura em condicdes favoraveis de temperatura, umidade
e luminosidade (Geris et al., 2012). Passam por 4 estagios larvais, e por meio de ecdises, elas
se desenvolvem até chegar na fase de pupa. A pupa apresenta o corpo dividido em cefalotdrax
e abdome, e este estagio € um processo de transicdo em que intensas transformacGes ocorrem
para a formacdo do adulto (Forattini, 2003). Na fase adulta, os machos se alimentam de seiva
de plantas, enquanto a fémea é hematdfaga, uma vez que necessita do sangue para promover a
maturacdo dos ovarios (Silva et al., 1999, Forattini, 2003, Becker et al., 2010, Geris et al.,
2012).

As primeiras notificacbes da presenca de St. aegypti em solo brasileiro datam de 1686,
associado a uma epidemia de febre amarela na Bahia, embora houvesse uma epidemia
anterior em 1685 em Recife, para a qual ndo houve registros explicitos da atuacdo desse vetor
(Oldstone, 2010). Esse vetor foi supostamente erradicado, do Brasil em 1955 (Lourenco-de-
Oliveira et al., 2004), porém, novos surtos epidémicos foram relatados nos anos 70, época na
qual o pais vivia um grande éxodo rural devido ao crescimento comercial e de inddstrias nas
cidades, o que aliado ao crescimento desordenado, a falta de saneamento basico e
infraestrutura, favoreceu a nova instalacdo do St. aegypti e principalmente sua domesticacéo
(Mendonca et al., 2009).

Além da dengue e febre amarela, St. aegypti também transmite duas doencas descobertas em
meados do século passado no continente africano, a Zika e a Chikungunya (Chant et al., 2016;
Weaver e Lecuit, 2015). Estas doencas se espalharam de modo rapido nos paises do centro-sul
americanos e Caribe gerando graves epidemias (Benelli e Mehlhorn, 2016; van Bortel et al.
2014), semelhante ao que ocorre com a dengue que vem fazendo inUmeras vitimas em muitos
paises da faixa tropical e subtropical, além de se espalhar para a zona temperada do globo
gerando preocupacdes nesses paises que antes ndo eram acometidos por essa doenca (Brady et
al., 2014). Recentemente, foi identificada uma possivel infec¢do pelo virus Mayaro, no Haiti e
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na regido amazonica brasileira, uma doenga que possui sintomas muito semelhantes aos da
Chikungunya. O motivo de preocupacdo em torno desse virus € que anteriormente ele
somente era transmitido por mosquitos vetores silvestres que ndo alcancavam a zona urbana,
porém, indicios mostram que, possivelmente, ocorreu uma mutacdo em seu ciclo urbano e

aparentemente, agora, pode ser transmitido pelo St. Aegypti (Zaraska, 2016).

Outros fendbmenos tém favorecido a bioinvasdo notavel deste vetor em todo o mundo, o
planeta terra tem sofrido atualmente mudancas climaticas, como o aumento da temperatura
terrestre, que tem criado condigdes favoraveis para o desenvolvimento de vetores patogénicos
como o St. aegypti (Becker, 2008; Gage et al., 2008; Reiter, 2010; Williams et al., 2014) em
locais onde no passado ele ndo se reproduziria, esse fenémeno é possivel pois essas alteracdes
no clima influenciam no comportamento e desenvolvimento dos vetores, bem como a
ecologia, o comportamento e o desenvolvimento dos vetores, bem como a dinamica de

transmisséo das doencas associadas a eles (Gubler, 2001).

Diversas medidas tém sido tomadas com o intuito de combater essas doencas, entretanto,
ainda pouco sucesso fora alcancado (Bhatt et al., 2013). O controle farmacoldgico da dengue,
por exemplo, € dificultado devido a existéncia de quatro sorotipos virais (DENV-1, DENV-2,
DENV-3 e DENV-4) cada um com determinado nivel de gravidade infecciosa (Pessanha et
al., 2011), e um quinto sorotipo, denominado DENV-5, descrito recentemente na Mal&sia que
foi associado a um unico surto em humanos e que, aparentemente, circula entre macacos
silvestres (Mustafa et al., 2015).

Apesar da vacina contra febre amarela ja ser disponivel em muitos paises (Frierson, 2010) e a
vacina contra dengue ja estar sendo disponibilizada para algumas populacdes (Pitisuttithum e
Bouckenooghe, 2016), os riscos das outras doencas relacionadas ao St. aegypti € alto,
entretanto, métodos preventivos contra elas ainda ndo foram elucidados (Hallengérd et al.,
2014; Hombach et al., 2016).

Com base nisso, 0 combate tem sido feito diretamente aos vetores, com 0 uso principalmente
de inseticidas quimicos (van den Berg et al., 2012). O DDT (diclorodifeniltricloroetano),
desde a sua descoberta na década de 30, tem sido o inseticida mais largamente utilizado no
combate a vetores, porém, a Convencdo de Estocolmo sobre Poluentes Organicos Persistentes
(2012) destacou a toxicidade desse composto, bem como sua persisténcia no ambiente e
consequente bioacumulacdo, e mostrou a necessidade de se buscar alternativas para o controle
de vetores. Entretanto, a OMS (2007) ainda recomenda, com ressalvas, esse inseticida para

pulverizacdo residual de interiores contra o vetor da malaria (Anopheles), mas com protecao
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aos trabalhadores de pulverizagéo e os residentes em residéncias tratadas da exposi¢ao (WHO,
2011).

Atualmente ndo existem medicacOes especificas para o tratamento e/ou profilaxia dessas
doencas (Fauci e Morens, 2016), e apesar da vacina contra a febre amarela estar comegando a
ser disponibilizada para algumas populagdes (Pitisuttithum e Bouckenooghe, 2016), as
vacinas para as outras doencas estdo em fase de desenvolvimento (Hombach et al., 2016;
Smaley et al., 2012). Sendo assim, 0 melhor método de prevencado existente é evitar a picada
do mosquito (WHO, 2016). O combate ao vetor é feito principalmente por inseticidas
quimicos (WHO, 2016), porém, o uso indiscriminado dessas substancias tem gerado diversos
efeitos adversos graves em humanos, animais e ao meio ambiente (Lee et al., 2014), bem
como, tém selecionado populagdes de insetos cada vez mais resistentes dificultando, portanto,
0 combate ao vetor (Antonio-Nkondjio et al., 2011). Esses maleficios despertaram o interesse
por pesquisas a fim de encontrar métodos que sejam indcuos ao ambiente e humanos, e que
reduzam a possibilidade dos mosquitos se tornarem resistentes. Nesse sentido, estudos com o
uso de bactérias e mosquitos transgénicos fazem parte desses novos métodos em ascensdo
(Hoffman et al., 2011; Alphey et al., 2010; Robson et al., 2019; Fu et al., 2010), bem como
produtos naturais oriundos de plantas (Gosh et al., 2012; Benelli et al., 2015; Pavela, 2015).

Muitos sdo os meios de combate ao mosquito adulto, mas considerando a transmisséo
transovariana do virus da dengue e chikungunya em St. aegypti ( Le Goff et al., 2011; Dzul-
Manzanilla et al., 2015) é importante que a interrupcdo da dindmica populacional desta
espécie ocorra em niveis mais baixos de seu desenvolvimento. Nessa l6gica, estudos
utilizando 6leos essenciais tém crescido devido ao potencial toxico as larvas desse mosquito
(Pavela, 2015; Vera et al., 2014; Silva et al., 2016). Este trabalho tem como objetivo utilizar o
o0leo essencial da resina que exuda do caule de Copaifera lanngsdorffi Desf., uma copaiberia
de ocorréncia na Mata Atlantica na costa leste do Brasil, e determinar sua atividade larvicida
contra St. aegypti, quando incorporado ao meio aquoso em sistema de emulsédo mediada por
dimetilsulfoxido — DMSO.

Material e métodos

Extracdo do dleo essencial e determinacéo da densidade

As amostras de oleorresina de C. langsdorffii foram obtidas de 10 individuos originarios da

regido rural de Castelo, Espirito Santo, Brasil nas coordenadas 20°30°45”°S e 41°11°20°0.
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Exsicatas destas espécies estdo depositadas no Herbario UVV-ES sob ndmero de registro
2164 e 2165, respectivamente. A extracdo de 6leo essencial foi feita por hidrodestilacdo em
um aparelho de Clevenger a partir de 10 amostras de oleorresina, cada uma pesando 50g,
durante uma hora de processo extrativo, contados a partir da ebulicdo da amostra, com
aquecimento mantido na temperatura minima necessaria a ebulicdo. Este procedimento foi
realizado no laboratorio de Ecologia Funcional, na UVV. Apos a extracdo, o 6leo essencial foi
transferido para um frasco de vidro, e sua purificacdo foi feita por separacdo da agua
remanescente por congelamento, e o 6leo essencial que foi mantido na fase liquida, foi
drenado do frasco. A densidade de cada 6leo essencial foi determinada gravimetricamente por
pesagem 1 mL de liquido a 20°C, em banho-maria com temperatura controlada. Cada 6leo

essencial foi pesado em uma balanca analitica com precisao de 1,0 mg.

Anélise cromatogréfica

A identificacdo dos componentes do 6leo essencial de cada uma das copaibeiras em estudo foi
realizada por analise cromatografica a gas de alta resolucédo, no Laboratorio de Quimica Fina,
no Tommasi Analitica. O volume de injecdo foi de 2 mL, composto por 1,6 mL de uma
solucdo de o6leo essencial (30 mg/ml) e 0,4 mL de uma solu¢cdo de uma série de
hidrocarbonetos de C7-C30, como padréo interno e como solvente o n-hexano. O sistema
utilizado, cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa - GC-MS - consistiu de
um cromatdgrafo a gas, Thermo Scientific® Ultra GC acoplado a um espectrometro de massa,
Thermo Scientific®. A coluna capilar de silica fundida utilizada foi uma DB-5 J & W
Scientific (30 m x 0,25 mm x 0,25 mm). Hélio era o portador gas e o programa de
temperatura da coluna foi aumentada em 3°C por minuto entre 60°-240°C. Os espectros de
massa foram obtidos a 70 eV a uma taxa de varredura de 0,84 scan/sec, na faixa de m/z 40-
50017. Os tempos de retencdo dos componentes da amostra e uma mistura de n-alcanos de
C7-C30, co-injetados na GCMS sistema no ambito do programa mesma temperatura foram
utilizada para o célculo do Indice de Retencio de Kovats - KI17. Identificacdo dos
componentes do 6leo essencial foi baseado no Kl calculado comparado com o disponivel

literatura'’ espectros de massa e com o espectro GC-MS biblioteca.

Ensaio Bioldgico

Bioensaio com larvas
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Para o0 bioensaio foram utilizadas larvas de St. aegypti, em 3° estagio, obtidas pela incubagdo
de ovos em 3L de agua natural e suprimento alimentar para peixes. Os ovos foram obtidos
pela colocacdo de armadilhas, denominadas ovitrampas**. As ovitrampas foram dispostas nas

dependéncias da Universidade Vila Velha, proximo a arvores e plantas.

Foi preparada uma série de tubos em cinco replicatas para o controle branco utilizado para
avaliar a sobrevivéncia das larvas, em solucdo de Dimetilsulfoxido (DMSO) 0,5% em agua
deionizada, e para cada tratamento realizado, que consistiram de dilui¢cbes de cada Oleo
essencial analisados, nas concentragfes de 1.56, 3.125; 6.25; 12.5; 25; 50; 100; 200; 400 e
800 ppm. Cada replicata recebeu 10 larvas vivas®, considerando a capacidade de locomocéo
ascendente para respiracdo como o critério de sobrevivéncia. As avaliacbes das larvas
sobreviventes foram realizadas nos tempos 0, 24, 48 e 72 horas apds a inoculagdo, com

seguranca para evitar o aparecimento de mosquitos adultos.

Analise dos dados

O perfil fitoquimico qualitativo e quantitativo dos éleos essenciais foi determinando a partir
do hidrodestilado da oleorresina da copaibeira em estudo, em co-injecdo de uma mistura de
hidrocarbonetos (C7-C30), introduzida na analise como padrdo externo para monitoramento
do processo, e da extracdo de quatro amostragens independentes. A diversidade quimica foi
estimada pelo indice de Diversidade de Shannon-Weaver — H’ e a equitabilidade pelo indice J
de Pielou (Zar, 1997).

Para 0 ensaio bioldgico de determinacdo da atividade larvicida, a regressdo logistica binaria
foi realizada a partir de um modelo probitico, tendo as doses e a duragcdo da exposicao ao 6leo
essencial como variaveis independentes e a taxa de mortalidade larval como variavel
dependente. A hipétese nula testada foi de que a taxa de mortalidade larval foi independente
da dose ou tempo de exposicdo ao 6leo essencial através de um modelo probitico tendo como
base de transformac&o o logaritmo neperiano *’. As concentracdes letais CLso, CLgg. CLos €
CLgo foram calculadas a partir da equacéo de linha reta gerada pelo modelo probitico testado

7 As anéalises foram feitas pelo programa Minitab versdo 17.0.
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Resultados e Discussao

O oleo essencial constituiu-se num liquido oleoso de baixa viscosidade, incolor e

transllcido e sua caracterizacgdo fisico-quimica é apresentada na Tabela 1.

Tabela 1. Rendimento, densidade absoluta e diversidade quimica do 6leo essencial de

oleorresina de C. langsdorffii.

Parametro Média * Erro Padréo
Rendimento (%) 26,202 £2.919
Densidade (g mL™) 0,905 + 0.007
Diversidade quimica (H") 2.211 nats + 0.034
Equitabilidade (J) 0.603 £ 0.02

Legenda: H’: indice de diversidade de Shannon-
Weaverr; J: indice de equitabilidade de Pielou.

A equitabilidade encontrada evidéncia a maneira pela qual o nimero de substancias quimicas
esta distribuido em suas proporcdes na espécie em estudo, indicando o grau de simetria na
distribuicdo proporcional de massas entre 0os componentes do Oleo essencial. Os valores
menores que um expressam uma concentragdo cada vez mais irregular entre os componentes
na medida em que se aproximam de zero, 0 que é muito comum nos 6leos essenciais nos
quais se identificam facilmente mais de 40 substancias, porém apenas um pequeno numero €

responsavel pela maior propor¢do de massas (Bakkali et al. 2014).

A separacdo dos compomentes dos Gleos essenciais das amostras de C. langsdorffii revelou
que o perfil cromatografico (Figura 1) foi composto de 47 substancias, sendo principalmente

Mono e sesquiterpenos.
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Figura 1. Perfil cromatogréafico e estrutura quimica dos principais constituintes do 6leo essencial de

Copaifera langsdorffii Desf.

A composigdo centesimal apresentada na sequéncia de separagdo na corrida cromatografica é

apresentada na Tabela 2.

Tabela 2. Composi¢do centesimal do 6leo essencial da oleorresina de Copaifera langsdorffii
Desf.

Al AlAdams Kl KIlAdams Identificacio Teor (%)
1025 1025 1029 1030 silvestreno 0.032
1033 1032 1038 1037 Z-B-ocimeno 0.042
1129 1128 1132 1132 alo-ocimeno 0.019
1330 1328 1332 1130 E-patchenol 0.142
1337 1338 1340 1340 3-hidroxi-benzenometanol 0.818
1347 1348 1350 1351 o-cubebeno 0.743
1364 1365 1366 1367 acetato de cis-carvila 0.072
1374 1374 1376 1376 o-Copaeno 6.079
1384 1386 1385 1387 Z-3-damascona 0.722

1389 1389 1390 1390 [-elemeno 3.385
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Tabela 2 cont. Composi¢do centesimal do Oleo essencial da oleorresina de Copaifera
langsdorffii Desf.

Al AlAdams Kl KIAdams Identificacao 'I('(()e/:)r
1398 1398 1398 1398 cipereno 0.462
1422 1421 1423 1422 B-duprezianeno 43.703
1434 1434 1436 1436  y-elemeno 1.505
1438 1437 1440 1439 a-guaieno 6.545
1442 1442 1444 1444 6,9-guaiadieno 0.133
1446 1448 1448 1450 cis-muurola-3,5-dieno 1.736
1450 1452 1452 1454 o-humuleno 6.352
1460 1458 1462 1460 alo-aromadendreno 0.015
1476 1475 1477 1476 trans-cadina-1(6),4-dieno 0.897
1480 1479 1482 1481 germacreno D 4.878
1488 1489 1489 1490 B-selineno 1.930
1494 1495 1494 1495  y-amorfeno 1.145
1499 1500 1499 1500 a-muuroleno 0.658
1502 1502 1502 1502 y-patchouleno 1.231
1509 1509 1510 1509 a-bulneseno 6.524
1516 1514 1517 1515 cubebol 2.355
1523 1521 1524 1526 B-sesquifelandreno 2.610
1534 1533 1536 1535 10-epi-cubebol 0.036
1537 1537 1539 1539 a-cadineno 0.284
1543 1542 1544 1543 d-cuprenona 0.536
1551 1550 1553 1551 cis-muurol-5-en-4-b-ol 0.198
1556 1556 1557 1557 trans-dauca-4(11),7-dieno 0.269
1569 1570 1570 1572 alcool cariofilenilico 0.138
1582 1586 1583 1587 thujopsan-2-a.-ol 1.798
1592 1592 1592 1592 viridiflorol 0.222
1608 1608 1608 1608 humuleno-epoxide 11 0.269
1617 1618 1618 1618 junenol 0.247
1626 1627 1627 1628 1-epi-cubenol 0.089
1635 1634 1636 1635 acido camforico 0.102
1641 1640 1642 1641 hinesol 0.042
1645 1644 1646 1645 o-muurolol 0.310

1653 1652 1655 1654 a-cadinol 0.482
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Tabela 2 cont. Composi¢do centesimal do Oleo essencial da oleorresina de Copaifera

langsdorffii Desf.

Al AlAdams Kl KIAdams Identificacdo 'I('(()e/:)r
1664 1665 1665 1666 intermedeol 0.008
1670 1672 1671 1673 5-iso-cedranol 0.099
1677 1676 1678 1677 occidenol 0.040
1683 1683 1684 1684 epi-a-bisabolol 0.025
1690 1692 1691 1692 junicedranol 0.071

Os mono e sesquiterpenos dominaram o perfil cromatogréfico do éleo essencial da oleorresina
estudada. Este fato tem sido comumente descrito na literatura onde as oleorresinas de
copaibas se apresentam como uma dispersdo natural de &cidos diterpénicos em uma mistura

1920 que sdo os principais componentes do 6leo essencial®.

de mono-e sesquiterpenos,
Os sesquiterpenos mais comuns relatados séo cariofileno, copaeno, zingibereno, bisaboleno e
bergamoteno, enquanto que os principais diterpenos sdo acidos caurendico, hardwichiico,
kovalenico, polialtico e copélico, sendo este Gltimo considerado um diterpeno tipico do
género Copaifera®. Estudos previamente relatados mostraram semelhangas em compostos de
sesquiterpeno no perfil do oOleo-resina a partir de Copaifera duckei Dwyer, Copaifera
multijuga Hayne e Copaifera reticulata Ducke, e cariofileno tem sido relatado como a
substancia principal nos tltimos dois 6leos?.

Os estudos sobre 0 que é conhecido popularmente como 6leo de copaiba, se concentram na
analise da oleorresina, que é uma solucdo natural de &cidos diterpénicos®, em 6leos essenciais
que é composto principalmente de sesquiterpenos®.

O B—duprezianeno e a-guaieno foram as principais substancias presentes no 6leo essencial da
oleoresina de C. langsdorfii, essas substancias ndo foram identififacadas em um estudo da
mesma espécie que isolou os compomentes dos Gleos essenciais dos frutos e cascas. Neste
estudo 0s constituintes principais identificados para o 6leo essencial dos frutos foram: y-
muuroleno (29,8%) e B-cariofileno (14,8%), enquanto que para o 6leo das cascas dos frutos o
constituinte principal era o 6xido de cariofileno (47,3%)>°.

Ensaio bioldgico
O dleo essencial testado apresentou atividade larvicida, sendo que a mortalidade das

larvas nédo foi um fendmeno exclusivamente atribuido a concentracdo do 6leo essenciai de C.
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langsdorfii no meio de incubacdo, mas o tempo de exposicao aos tratamentos também afetou

de maneira significativa a taxa de mortalidade (Tabelas 3 e 4).

Tabela 3 - Regressao logistica binaria entre a concentracdo e o tempo de exposi¢do ao 6leo essencial
de Copaifera langsdorfii Desf. na mortalidade de larvas de Stegomyia aegypti (Linnaeus, 1762).

Parametros Coeficiente EP Z P
Tempo de exposicdo ao 6leo essencial =0

Constante -2,430 0,177 -13,73 0,000*

PPM 0,008 0,001 11,18 0,000*

G =86,70; gl = 1; p = 0,000; > Hosmer-Lemeshow = 3,39; p = 0.495
P(Morte) = ®(Y")
Y'=-2,4300 + 0,008 PPM

Tempo de exposicdo ao 6leo essencial = 24

Constante -1,892 0,136 -13,91 0,000*
PPM 0,023 0,002 11,25 0,000%
G =118,03; gl = 1; p = 0,000%; %* Hosmer-Lemeshow = 61,80; p = 0,000

P(Morte) = ®(Y"

Y'=-1,892+ 0,023 PPM

Tempo de exposicdo ao 6leo essencial = 48

Constante -2,324 0,181 -12,85 0,000*
PPM 0,038 0,003 11,74 0,000*
G =83,98; gl = 1; p = 0,000%; * Hosmer-Lemeshow = 16,88; p = 0,002

P(Morte) = ®(Y")

Y'=-2,324+ 0,038 PPM

Tempo de exposicéo ao 6leo essencial = 72

Constante -2,552 0,211 -12,08 0,000%*
PPM 0,047 0,004 11,06 0,000%*
G = 67,875; gl = 1; p = 0,000%; x* Hosmer-Lemeshow = 14,28; p = 0,006

P(Morte) = O(Y")

Y'=-2,552 + 0,047 PPM

Efeito PPM + Tempo

Constante -1,398 0,141 0,000%*
PPM 0,006 0,004 11,18 0,000%*
Tempo 0,035 0,003 11,18 0,000

G = 98,375; gl = 2; p = 0,000%; %> Hosmer-Lemeshow = 56,76; p = 0,000
P(Morte) = O(Y")
Y'=-2,552 + 0,006 PPM +0,035 Tempo

as: altamente significativo

O modelo probitico testado revelou que a concentracdo e o tempo de exposicdo ao
0leo essencial sdo capazes de afetar a mortalidade das larvas e a interacdo aditiva do efeito do
tempo de exposicdo e da concentracdo (Tabela 1. PPM + Tempo) também foi altamente
significativa, mas o ajuste ao modelo probitico, medido pelo valor de p do x2 de Hosmer-
Lemeshow, foi inferior ao minimo de 0,25 aceito para um bom ajuste do modelo testado
(Hosmer e Lemeshow, 1989).

Contudo, o efeito significativo do tempo de exposi¢do sobre a mortalidade das larvas

produziu um impacto significativo na determinacgédo das concentragdes letais. Uma vez que a
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CLsp diminuiu em valor absoluto e convergiu para um intervalo de confianga menor entre 0 e
24 horas de exposic¢do (Tabelas 4 e 5).

A andlise de covariancia comparou o efeito larvicida do 6leo essencial excluindo os
tempos e concentragdes onde todas as larvas morriam ou todas sobreviviam, j& que nessas
situacGes ndo ocorrem variabilidade. (Tabela 3).

Tabela 4 — Anélise de covariancia entre as mortalidades causadas pela exposicdo de larvas de
Stegomyia aegypti aos dleos essenciais de Copaifera langsdorffi nos tempos de 0, 24, 48 e 72
horas.

Parametros Coeficiente EP Z P
Tempo de exposicao ao 6leo essencial =0

Constante -1,795 0,099 -18,10 0,000%

PPM 0,004 0,0002 16,11 0,000%

G =-209,24; y* = 40,36; gl = 1; p = 0,000
P(Morte) = O(Y")
Y' =-1,795 + 0,004 PPM

Tempo de exposic¢do ao 6leo essencial = 24
Constante -1,573 0,099 -15,82 0,000*
PPM 0,017 0,001 14,98 0,000*
G =-361,40; x° = 20,45; gl = 1; p = 0,000
P(Morte) = O(Y")
'=-1,573+ 0,017 PPM

Tempo de exposicdo ao 6leo essencial = 48

Constante -1,460 0,094 -15,52 0,000*
PPM 0,017 0,001 15,64 0,000*
G =-369,80; x* = 58,98; gl = 1; p = 0,000
P(Morte) = O(Y")

'=-1,460 + 0,017 PPM
Tabela 3 cont. — Andlise de covariancia entre as mortalidades causadas pela exposi¢do de larvas
de Stegomyia aegypti aos 6leos essenciais de Copaifera langsdorffi nos tempos de 0, 24, 48 e 72
horas.

Parametros Coeficiente EP Z P
Tempo de exposicdo ao 6leo essencial = 72

Constante -1,860 0,119 -15,68 0,000%

PPM 0,029 0,002 15,41 0,000%

G =-301,15; ¥* = 35,70; gl = 1; p = 0,000
P(Morte) = O(Y")
Y'=-1,860 + 0,029 PPM

as: altamente significativo
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As concentragdes letais do 6leo essencial séo apresentadas na Tabela 5.

Tabela 5 - Concentragbes letais (CL) do 6leo essencial da
oleorresina de Copaifera langsdorfii e seus respectivos limites
inferior e superior dos Intervalos de confianca a 95% (IC 95%)
determinadas pelo modelo probitico em regressao logistica binaria
testada para larvas de Stegomyia aegypti ao Gleo.

Tempo (h) Efeito Dose (ppm) (Linf -Lsup 1C 95%)
ClLs 307,70 (278,30 — 343,83)

0 CLgo 469,99 (423,16 — 533,86)
CLgs 516,00 (463,20 — 588,75)
(of I 602,31 (537,81 — 692,23)
CLso 80,53 (71,92 - 91,13)

o4 CLgo 135,06 (120,42 — 155,11)
Clgs 150,52 (133,84 — 173,58)
Clgg 179,52 (158,86 — 208,37)
CLso 60,98 (61,46 — 75,09)

48 CLgo 94,60 (85,83 — 106,23)
Clgs 104,14 (94,23 - 117,44)
Clgg 122,02 (109,85 — 138,61)
CLso 54,63 (49,45 — 60,66)

79 CLgo 82,05 (74,38 —92,37)
CLgs 89,83 (81,20 — 101,60)
Clgo 104,42 (93,87 — 119,05)

E importante notar que no primeiro contato das larvas com os OE (Tempo de
exposicdo = 0) ocorre a morte instantanea gerada exclusivamente pela toxicidade aguda das
concentracdes letais do OE (Tabela 3). O fato de ter ocorrido morte instantanea nas

concentragdes toxicas, sugere uma intervencdo num processo critico para a larva.

Com o passar do tempo, as larvas que sobreviveram no tempo 0, comegam a morrer
por outros fatores, como por exemplo, o aparecimento de lesGes cronicas, causadas pela
exposicao as concentracdes subletais. Como descrito por Pratti et al (2015), que identificaram
em larvas de S. aegypti danos oxidativos causados pela exposicdo ao OE, é possivel que a
base metabdlica dos danos observados em doses subletais seja consequente a algum processo
que diminua o suprimento celular de ATP, muito provavelmente promovendo o
desacoplamento da fosforilagdo oxidativa, uma vez que existem relatos, de morte por
desacoplamento da cadeia respiratoria em larvas de insetos 4.

Porém, Silva et al (2010) considerou em seu estudo o 6leo essencial de frutos maduros
ativo contra larvas de St. aegypti mesmo com uma CLso = 366,91 ppm, 4 vezes maior que a

9

encontrada no presente trabalho ?°, respaldado pelo critério defendido por Pitasawat et al
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(2007). As CLsg encontradas no presente estudo foram inferiores também ao obtido para o
oleo essencial de Pterodon polygalaeflorus Benth (Fabaceae) cuja CLso foi 134,90 +
0,25ug/mL>,

Para taninos, tem sido proposto que substancias com CLso variando entre 0,1 a 0,49
ppm s&o bons agentes larvicidas >*. Entretanto, para 6leos essenciais a atividade inibidora tem

se manifestado em concentracdes maiores **%°,

A resina exsudada por plantas do género Schinus terebinthifolia Raddi é usada, dentre
outras funcdes, para repelir insetos™. Seu 6leo essencial apresenta em sua composicdo uma
predominancia de monoterpenos nos frutos e sesquiterpenos nas folhas®>*®. Os monoterpenos

apresentam boa atividade larvicida e os sesquiterpenos tem capacidade para inibir a ecdise®’.

Trabalhos com S. terebinthifolia, destacam o a-terpineno e o limoneno como 0s
compostos que caracterizam o 6leo dos frutos57. Destes compostos, o limoneno é um dos
majoritarios no oOleo essencial do fruto de S. terebinthifolia e outros estudos devem ser
realizados para a verificacdo da mesma propriedade larvicida neste e em outros compostos

presentes no 6leo essencial estudado, apds seu respectivo isolamento.

A inibicdo da ecdise em larvas de dipteros tem sido frequentemente relatada para
extratos de plantas. Por exemplo, a acdo da azadiractina, uma substdncia extraida de
Azadirachta indica (A. Juss.), atua no sistema neurossecretor de S. aegypti, promovendo uma
alteracdo dos teores da ecdisona e intervindo, portanto na sintese e liberacdo do horménio
protoacicotropico (PPTH) do corpus allatum, que é o responsavel pela producédo de ecdisona
pelas glandulas protoracicas. A azadiractina bloqueia a liberagdo deste hormonio, o que leva a
um aumento de sua concentracdo dentro do corpus allatum, o que em Gltima anéalise leva a um
efeito feedback, juntamente na intervencado na liberacdo da alatropina pelos corpora cardiacos,
interferindo desta maneira nos teores de horménio juvenil da hemolinfa [45].

Uma vez que a OMS ndo estabelece um padrdo para analise de produtos naturais com
potencial larvicida, Cheng et al (2003) e Kiran et al (2006) determinaram um critério em que
compostos com CLsp < 100 ppm sdo considerados ativos, ou seja, potencialmente larvicida.
Seguindo esse padrdo, neste estudo pode-se comprovar que 0s 6leos essenciais da oleorresina
de C. langsdorfii (CLso = 80,53 ppm) pode ser considerado bom agente larvicida **** (Tabela
4), eficicaz em sistema aquoso de emulsionamento simples, tendo o DMSO como agente

emulsificante.
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