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SEGURANGA E EFICACIA DO OLEO ESSENCIAL DE Ocimum sanctum L. var.
cubensis PARA O CONTROLE DE DIPTEROS MUSCOIDES.

RESUMO
DISSERTACAO DE TESE DE DOUTORADO EM BIODIVERSIDADE E SAUDE

Idelsy Chil Nafiez

Ocimum sanctum L. (OS) (syn. Ocimum tenuiflorum L.) é uma planta com enormes propriedades
para curar e prevenir doencas. As espécies de Ocimum sdo popularmente conhecidas como basiliscos
ou manjericGes, claramente diferem ndo sé morfologicamente, mas também em seus metabélitos
secundarios e, de fato, em suas potencialidades farmacolégicas. OS tem reportado efeito inseticida
em varias espécies de mosquitos, entretanto ndo tem estudos reportados sobre a atividade desta planta
contra moscas. O objetivo deste estudo foi, portanto, avaliar a seguranca e a eficacia do 6leo essencial
de Ocimum sanctum L. var. cubensis para o controle alternativo de dipteros muscoides da familia
Calliphoridae  (Cochliomyia  macellaria, Chrysomya putoria, Chrysomya albiceps,
Chrysomya megacephala, e Lucilia cuprina) e Muscidae (Musca domestica). O 6leo essencial foi
extraido por um aparelho do tipo de Clevenger e caracterizado por seus componentes quimicos
ajudados por um Cromatdgrafo de Gas acoplado a um Espectrémetro de Massa (GC / MS). Para os
estudos de Toxicidade Aguda Oral e Toxicidade Dérmica Aguda, foram utilizados os guias 423 e
402 da Organizacdo de Cooperacdo e Desenvolvimento Econdmico e do Comité de Etica em
Pesquisa. Para a avaliacdo da citotoxicidade, foram obtidas culturas primarias de células cardiacas
embrionarias (ECC) de camundongos suicos, e as taxas de morte celular foram medidas pelo ensaio
colorimétrico Presto Blue. Para avaliar os efeitos do 6leo essencial de OS sobre o desenvolvimento
po6s-embrionario das moscas, o 6leo essencial foi testado em seis concentragoes (5, 10, 25, 50, 75 e
100%) em aplicacdo topica 1uL /larva. O 6leo essencial das folhas de O. sanctum L. var. cubensis
gue cresce selvagem na regido leste de Cuba apresenta oito componentes principais, correspondendo
a mais do que 94%. Os trés componentes principais sdo eugenol 21,96%, B-cariofileno 20,79% e
biciclogermacreno 20,37%, estes compostos quimicos sao reconhecidos pela atividade inseticida. Os
estudos “in vivo” e “in vitro” ndo revelaram nenhuma toxicidade nas condigdes experimentais
empregadas. Nos estudos da atividade inseticida do 6leo essencial de O. sanctus var. cubensis em
nas seis espécies de moscas avaliadas se comprovou que o 6leo afetou os parametros: massa corporal
em todas as espécies, duracdo do periodo neolarva-adulto (menos na espécie M. domestica), e nao
afeto o pardmetro razdo sexual para nenhuma das espécies avaliadas. O dleo causou mortalidade em
todas as espécies de moscas estudadas, causando também alteracBes morfologicas nas espécies
C. putoria e C. megacephala. A atividade inseticida sobre adultos de M. domestica mostra que a
mortalidade é dependente da dose, a concentracéo letal CLso foi estimada em 10,69% (9,41pg). O
unguento a 15% de 6leo essencial de O. sanctum avaliado numa miiasse (facultativa cutanea
ulcerante) suina produzida por larvas de M. domestica, mostrou efetividade conseguindo a
cicatrizacdo da lesdo em sete (07) dias, conseguindo a cicatrizagdo da lesdo em sete (07) dias. Assim,
estes resultados demonstraram que o 6leo essencial de O. sanctum pode representar um método
alternativo eficaz para controlar estas espécies de moscas.

Palavras chaves: Ocimum sanctum, Diptera Muscomorpha, Controle de vetores, Avaliacdo de 6leo
essencial, Calliphoridae, Muscidae, Miiase.
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SAFETY AND EFFICIENCY OF ESSENTIAL OIL OF Ocimum sanctum L. var.
cubensis FOR THE CONTROL OF MUSCOID DYPTEROS.

ABSTRACT

PHD THESIS IN BIODIVERSIDAD E SAUDE

Idelsy Chil Nufiez

Ocimum sanctum L. (OS) (syn. Ocimum tenuiflorum L.) is a plant with enormous properties to heal
and prevent diseases. Ocimum species are popularly known as basilisks or basils, they clearly differ
not only morphologically, but also in their secondary metabolites, determined their pharmacological
potentials. OS has an insecticidal effect reported on several species of mosquitoes, but there are no
studies reported on the activity of this plant against flies. The objective of this study was to evaluate
the safety and efficacy of essential oil of Ocimum sanctum L. var. cubensis for the alternative control
of muscoid dipterans of the families Calliphoridae (Cochliomyia macellaria, Chrysomya putoria,
Chrysomya albiceps, Chrysomya megacephala and Lucilia cuprina) and Muscidae
(Musca domestica). The essential oil was extracted by a Clevenger apparatus and its chemical
components were characterized using a Gas Chromatograph coupled to a Mass Spectrometer (GC /
MS). For the Oral Acute Toxicity and Acute Dermal Toxicity studies, guides 423 and 402 of the
Organization for Economic Cooperation and Development and the Research Ethics Committee were
used. For the evaluation of cytotoxicity, primary cultures of embryonic heart cells (ECC) from Swiss
mice were obtained, and cell death rates were measured by the PrestoBlue colorimetric assay. To
evaluate the effects of OS essential oil on the post-embryonic development of flies, the essential oil
was tested in six concentrations (5, 10, 25, 50, 75 and 100%) in topical application 1uL / larvae. The
essential oil of the leaves of O. sanctum L. var. cubensis that grows wild in eastern Cuba has eight
major components, corresponding to more than 94% of the total amount. The three main components
are 21.96% eugenol, B-caryophyllene 20.79% and bicyclogermacrene 20.37%, these chemical
compounds are recognized by the insecticidal activity. "In vivo™ and "in vitro" studies did not reveal
any toxicity under the experimental conditions applied. In the studies of the essential oil of
O. sanctum var. cubensis insecticidal activity in the six species of flies evaluated showed that the oil
affected the parameters: body mass in all species, duration of the newly hatched larvae to adult period
(less in the species M. domestica), and the parameter sexual ratio was not affected in any of the
species evaluated. The oil caused mortality in all species of flies studied, causing also morphological
changes in C. putoria and C.megacephala species. The insecticidal activity on adults of
M. domestica shows that mortality is dose dependent; the LCso lethal concentration was estimated to
be 10.69% (9.41ug). The 15% ointment of O. sanctum essential oil evaluated in a myiasi (facultative
cutaneous ulcer) produced by larvae of M. domestica, showed efficacy, achieving curation of the
lesion in seven (07) days. Therefore, these results demonstrated that the essential oil of O. sanctum
may represent an effective alternative method to control these species of flies.

Key words: Ocimum sanctum, Diptera Muscomorpha, Pest control, Esential oil, Calliphoridae,
Muscidae, Myiasi.
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1. INTRODUCAO

Na primeira metade do seculo XX, o Brasil foi um grande produtor e exportador de
inseticidas botanicos, como piretro, rotenona e nicotina, que apresentam maior seguranca
em seu uso agricola e de menor impacto ambiental. Os inseticidas botanicos foram muitos
populares e importantes entre as décadas de 1930 e 1940 para o controle de pragas. A
importacdo de materiais botanicos ou derivados para uso como inseticidas representou um
empreendimento comercial consideravel. Por exemplo, acima de 6.700 toneladas de raizes
de Derris elliptica foram importadas pelos Estados Unidos do sudeste da Asia em 1947, mas
diminuiu para 1.500 toneladas em 1963 (Wink 1993). Isto reflete a extensdo pela qual os
inseticidas botanicos foram substituidos pelos inseticidas quimicos sintéticos, também
conhecidos como agrotoxicos, dentre eles, os organoclorados, organofosforados, carbamatos
e piretroides, produzidos pelos paises industrializados nas décadas de 1950 e 1960,
especialmente quando se adotou o pacote tecnolégico da Revolugdo Verde (Carson 1956,
Kathrina e Antonio 2004). O volume de agrotoxicos usados no mundo chegou a ultrapassar
20.000 toneladas de ingredientes ativos na década de 1990, quando as importacdes de piretro

para os Estados Unidos totalizaram apenas umas 350 toneladas (Isman 1997).

Os inseticidas quimicos de origem sintética surgiram em meados da década de 1940.
Atuam no sistema nervoso dos insetos causando sua morte (Buss e Park-Brown 2006). E o
meio de controle mais utilizado para dipteros sinantropicos, constituido principalmente por
organoclorados e organofosforados (Vieira et al. 2001). Estes possuem diversas
propriedades que os tornavam proprios para o0 uso em grande escala, como baixo custo de
producdo, longa acdo residual e a toxicidade para um amplo espectro de pragas e vetores
(Sethajintanin e Anderson 2006). Brasil se tornou o maior consumidor de agrotéxicos do
planeta e uma das consequéncias disto saos os residuos nos alimentos que tem sido motivo
de debates e estudos dos especialistas que alertam sobre o perigo destes compostos quimicos
para a saude e ao meio ambiente. Cada vez mais surgem estudos que faz a associacdo dos
agrotoxicos com doengas como cancer, md formacdo congénitas, mal de Parkinson,
depressdo, suicidios, diminui¢cdo da capacidade de aprendizagem em criangas, ataques
cardiacos, problemas mentais e outros de ordem comportamentais e que nao existem limite

diario aceitavel de ingestdo dessas substancias (Abrasco, 2012; Siqueira, 2014).

O uso de inseticidas quimicos (sintéticos) para o controle de insetos é perigoso,
afetando especificamente o homem e outros animais, podendo poluir o ar, a &gua e a cadeia



alimentar (Mendonca et al. 2011). Séo toxicos tanto para animais vertebrados quanto para
insetos polinizadores (Aktar et al. 2009). Devido a alta lipossolubilidade que apresentam, os
compostos clorados sdo biocumulativos, ficando retidos no tecido vivo (Ritter et al. 1995;
FUNASA 2001). Concentram-se em tecidos e fluidos animais com alta quantidade na
gordura como a carne, o leite e seus derivados (Klaassen e Rozmam 1991), podendo gerar
danos toxicoldgicos a populacdo humana e a animais domesticos, tanto a curto quanto em
longo prazo (Eyer et al. 2004; Faria 2003). Varios estudos realizados na América Latina
observaram que a acumulacao de organoclorados no sangue, tecido adiposo e leite materno
sd0 muito superiores aos niveis observados nos paises desenvolvidos (Carvalho 1991). No
Brasil, os inseticidas organoclorados foram amplamente utilizados na agricultura, porém seu
emprego foi descontinuado pela Portaria n.°329, de 2/9/85, que permitiu sua utilizacédo
somente no controle de formigas (Aldrin) e em campanhas de satde publica (DDT e BHC)
(OPAS 1996).

Dentre as vantagens dos inseticidas quimicos, destacam-se: acdo rapida; Unico
método de controle pratico quando a populacdo de insetos causa danos econdmicos a um
cultivo comercial; disponiveis numa variedade de propriedades; efetivos
contra varias espécies e métodos de aplicacao relativamente baratos
(Kuramoto e Shimazu 1997).

O uso excessivo desses tipos de inseticidas também resultou em uma progressiva
resisténcia das pragas a esses quimicos, diminuindo sua efetividade e gerando consequéncias
com potenciais negativos, como o aumento da frequéncia de uso, da dose e de misturas com
compostos mais toxicos (Hemingway e Ranson 2000). Perdem sua efetividade a medida em
que as populagdes-alvo adquirem resisténcia genética contra seus compostos (Gullan e
Cranston 2007). Entre os anos de 1914 a 2007, dos 7740 casos relatados de resisténcia a

inseticidas, a ordem Diptera esteve presente em 2265 (Whalon et al. 2008).

A resisténcia esta estendida por todo o mundo e afeta a maioria das classes quimicas
disponiveis. H& referéncias de resisténcia de Musca domestica a organoclorados,
organofosforados, carbamatos, piretroides, benzoilureas, ciromazina, neonicotinoides
(imidacloprid, tiametoxam), fenilpirazois (fipronil), avermectinas, espinosades etc. E certo
que a resisténcia as classes quimicas mais modernas (neonicotinoides, fenilpirazoes,
spinosad etc.) é relativamente pouco frequente, pois estes compostos ndo tém sido muito
utilizados (Campbell et al. 1997).



As populagdes multirresistentes aumentam cada vez mais. Estas sdo resistentes
simultaneamente a mais de uma classe quimica (ex. organofosforados, carbamatos e

piretroides ao mesmo tempo) (Brindley e Selim 1984).

O desenvolvimento de resisténcia em varias espécies de pragas e vetores, com baixa
especificidade, aliado ao impacto ambiental, elevada toxicidade para vertebrados e o alto
custo e eficiéncia questionavel dos inseticidas sintéticos de Gltima geracdo, demonstraram
que o controle de vetores com o uso exclusivo desse tipo de inseticida ndo garantiria sua
eficiéncia. Como resposta a esses fatores limitantes, a OMS tem incentivado, nos ultimos
anos, a busca de novas estratégias de controle de insetos vetores de agentes etiol6gicos
causadores de doencas humanas, dos animais domésticos e silvestres (Mdrner et al. 2002).

Todo o0 exposto até agora incrementa o interesse pelos inseticidas alternativos
(Almeida e Batista-Filho 2001). Segundo a FUNASA (2001), o controle quimico deve ser
utilizado como Gltima alternativa, uma vez que existem outras formas mais eficazes e menos

agressivas ao meio ambiente.

Afortunadamente, o interesse em desenvolver e usar produtos botanicos para o
manejo de pragas estd novamente aumentando nos Gltimos anos (Isman, 1997; Marner et al.
2002; Mathew 2009). Esse interesse vem ao encontro da necessidade de buscar por métodos
alternativos de menor impacto ou riscos a satde humana e ao meio ambiente, bem como pela
crescente demanda por produtos alimenticios saudaveis e isentos de residuos de agrotoxicos.
Sdo inumeras as plantas possuidoras de poderes inseticidas, que deveriam ndo apenas ser
pesquisadas sempre ser utilizada como modelos para sintese de novos principios ativos. Os
conhecimentos adquiridos com os mecanismos de defesa das plantas tém auxiliado no
desenvolvimento de métodos de controle de pragas menos agressivos ao ambiente.
Conforme anteriormente mencionando, muitos desses principios ativos tém acdo especifica
para alguns grupos de organismos, sem afetar outros, e essa caracteristica é importante para

controlar apenas 0s organismos alvos.

Ocimum sanctum (Lamiaceae), também conhecido como Ocimum tenuiflorum,
manjericdo sagrado, tulasi ou tulsi, € uma planta aromatica nativa do subcontinente indiano
e difundida como uma planta cultivada em todo o tropico do Sudeste Asiatico, cultivada e
naturalizada em outras areas tropicais (Warrier et al. 1995; Staples-Kristiansen 1999). A
planta € menos conhecida nos paises ocidentais onde existe uma falta de informacéo sobre

praticas culturais (Sims et al. 2014). Em Cuba, € cultivada em jardins e quintais como a erva



aromatica. Suas sementes propagam-se facilmente pelo ar e entdo podem ser encontradas

espontaneamente nos bairros das cidades e nas areas rurais (Roig 2012).

O extrato desta espécie tem potencial em tratamentos para tosse, diarreia, disenteria
e mau funcionamento dos rins, bronquite, doencas do figado, febre catarral, otalgia,
lombalgia, solugo, oftalmia, doenca ocular dolorosa, distirbios gastricos, disturbios
geniturinarios, diabetes, doengas da pele, vérias formas de envenenamento e disturbios de
estresse psicossomatico, artrite, febre cronica e picada de inseto (Sakina et al. 1990; Singh-
Majumdar, 1997; Prajapati et al. 2003; Rashid et al. 2013).

Os efeitos inseticidas do 6leo essencial de O. sanctum foram testados em condi¢oes
de laboratorio contra as espécies de mosquitos Anopheles stephensi Liston, Aedes aegypti
Linnaeus, Culex quingquefasciatus (Say) e Anopheles minimus (Phasomkusolsil e Soonwera
2010). Os oleos essenciais e seus constituintes principais (eugenol) foram mais toxicos para
A. stephensi, seguidos pelos mosquitos A. aegypti e C. quinquefasciatus (Bhatnagar et
al. 1993), também tém sido estudados como repelentes para outras classes de insetos, como
Sitophilus granarius, Sitophilus zeamais, Tribolium castaneum e Prostephanus truncatus
(Obeng-Ofori-Reichmuth 1997).

Né&o foram encontrados relatos do uso de Ocimum sanctum no controle de moscas.
As moscas possuem grande importancia na salde publica por ser responsaveis pela
transmissdo de enterobactérias patogénicas, virus, fungos, helmintos e protozoarios, tais
como ameba e giardia. Esses organismos sdo responsaveis também pela maioria dos casos
de diarreia em criancas, e algumas espécies de moscas podem produzir miiase. H4 mais de
duas centenas de bactérias e patdgenos que as moscas podem transmitir, alguns dos mais
comuns sdo: Salmonella sp., Staphylococcus sp., Escherichia coli, Shigella sp. Estes
microrganismos podem transmitir aos seres humanos e animais varios agentes etioldgicos
de doengas tais como: colera, hepatite, poliomielite, tuberculose e estes patdgenos podem
também causar diarreia, febre entre outras. Sempre que uma mosca pousa em algum lugar,

pode depositar milhares de bactérias e outros microrganismos (Greenberg 1971 e 1973).

1.1 Inseticidas botanicos

Alguma planta, ao longo de sua evolucao, desenvolveu sua propria defesa quimica
contra os insetos herbivoros, sintetizando metabdlicos secundarios com propriedades

inseticidas; isto €, com atividade toxica contra 0s insetos ou que causem sua morte por outros



modos de acdo, ou mesmo sua repeléncia. Os inseticidas botanicos sdo produtos derivados
dessas plantas ou partes das mesmas, podendo ser o proprio material vegetal, normalmente
moido até ser reduzido a po, ou seus produtos derivados por extracdo aquosa ou com
solventes organicos, tais como alcool, éter, acetona, cloroférmio etc. ou destilacdo
(Wiesbrook 2004).

O acervo bibliogréfico a respeito das plantas inseticidas praticamente ficou
estacionado desde o0s anos 1940, época em que eram bastante desenvolvidos o comércio e a
pesquisa da rotenona e de outras plantas com propriedades inseticidas. As plantas inseticidas
mais promissoras encontram-se nas familias Meliaceae, Rutaceae, Asteraceae, Annonaceae,
Labiatae e Canellaceae (Jacobson, 1989; Miana et al. 1996; Escalona et al. 2001; Fernandes
et al. 2005).

As informacdes disponiveis sobre a caracterizacdo, 0 modo de acao, a toxicologia e
os efeitos no ecossistema, para a maioria dos inseticidas botanicos, séo ainda escassas,
embora a maioria seja utilizada a mais de uma década. Um dos casos é da Quassia amara, a
qual tem sido utilizada hd muito tempo com bons resultados, mas nao tem alcancado nivel
de producdo industrial ou semi-industrial por falta de disponibilidade permanente de matéria
prima. Outras plantas como o tabaco (Nicotiana tabacum), crisantemo (Chrysanthemum),
derris (Derris elliptica), anona (Annona squamosa) e riania (Riania speciosa), com
substancias bioativas de acdo eficiente contra insetos, apresentam graus diferenciados de
toxicidade para o homem e mamiferos, recomendando-se seu uso com precaucdo
(EMBRAPA 2005a).

1.1.1 Vantagens de usar inseticidas botanicos
As principais vantagens da aplicacdo de inseticidas botanicos sao:

Degradacéo rapida: Os inseticidas botanicos sdo rapidamente degradados pela luz
solar, ar, umidade, chuva e enzimas desintoxicantes. Degradacdo rapida significa baixa
persisténcia, menor risco de as pragas desenvolverem resisténcia e reduzido risco para
organismos benéficos e ndo-alvo, o0 que permite que sua aplicacdo possa ser feita um pouco

antes da colheita do alimento, por possuir baixo ou nenhum poder residual.

Acado répida: Embora a morte possa ndo ocorrer em poucas horas ou dias, 0s insetos
podem parar de se alimentar quase que imediatamente apos a aplicagdo do inseticida

botanico. Todavia, sua acdo em geral € mais lenta que a dos inseticidas sintéticos.



Baixa a moderada toxicidade: Muitos inseticidas botanicos tém baixa a moderada
toxicidade aos mamiferos, baseando-se na DLso oral, um termo usado para descrever a dose
do inseticida, administrado por via oral, requerida para matar 50% dos individuos da
populacédo dos animais em teste (geralmente, ratos e coelhos), sendo expresso em miligrama

(mg) do ingrediente ativo por quilograma (Kg) de peso corpéreo.

Seletividade: A rapida degradacdo e o curto periodo residual fazem os inseticidas

botanicos mais seletivos a certos insetos praga e menos prejudiciais aos insetos benéficos.

Fitotoxicidade: Muitos inseticidas botanicos ndo sao fitotoxicos (toxicos para as
plantas) nas dosagens recomendadas. Todavia, 0s inseticidas saponaceos, sulfurosos e
sulfato de nicotina podem ser toxicos a alguns vegetais e ornamentais. Os extratos de nim
podem causar fitotoxicidade em concentracdes altas, embora dependa da espécie de planta
sobre a qual o extrato foi aplicado, sua idade e fase de desenvolvimento. A fitotoxicidade
causada por nim manifesta-se nas plantas tratadas como folhas enrijecidas, quebradicas, de
cor verde-palido, geralmente menores, com pontos necréticos. Geralmente, solucOes
aquosas de 6leo emulsionavel de nim acima de 1% causam fitotoxicidade. Essa caracteristica
é utilizada algumas vezes, para desenvolver herbicida, tendo como modelo, essas
substancias. Um exemplo de herbicida com o esqueleto quimico semelhante a substancia
extraida de 6leo essencial de plantas é a cinmetilina, cuja molécula é semelhante ao do
eucaliptol, extraido de folhas de eucalipto (Kathrina e Antonio 2004; Wiesbrook 2004;
EMBRAPA 2005%).

Custo e disponibilidade: Os inseticidas botanicos podem ser fabricados na
propriedade rural a baixo custo quando se dispde de material vegetal e que as substancias
sejam solUveis em agua. Ainda o preco dos produtos botanicos disponiveis no mercado pode
ser mais elevado do que os dos inseticidas sintéticos, em geral por serem poucos disponiveis
no mercado por causa da caréncia de fornecedores comerciais ou por problemas associados
ao fornecimento estavel de matéria prima. (Buss e Park-Brown 2002; Kathrina e Antonio
2004; Wiesbrook 2004; EMBRAPA 2005a).

1.1.2 Desvantagens de usar inseticidas botanicos
Entre as desvantagens dos inseticidas botanicos estéo:

Necessidade de sinergistas: Alguns inseticidas botanicos rapidamente se degradam

ou sdo metabolizados por enzimas desintoxicantes dos insetos-alvo. Como a desintoxigédo



pode ocorrer rapidamente, o inseticida somente atordoa temporariamente o inseto, mas nao
causa sua morte. Para evitar que o inseto se recupere rapidamente, um sinergista deve ser
adicionado ao inseticida para inibir certas enzimas desintoxicantes nos insetos. Isto aumenta
a acao inseticida do produto. Os sinergistas apresentam baixa toxicidade, tem pouca ou

nenhuma propriedade inseticida inerente, e tem atividade residual muito curta.

Baixa persisténcia: Os inseticidas botanicos sdo rapidamente degradados, e assim,
apresentam baixa persisténcia, o que pode exigir aplicacdes mais frequentes e custos mais
elevados. Todavia, essas caracteristicas em conjunto permitem minimizar o impacto dessas

aplicacdes (Buss e Park-Brown 2002; Kathrina e Antonio 2004).

Modo de acdo: Os inseticidas botanicos raramente tém acdo sistémica, acdo que é
exercida por um inseticida que é absorvido por uma planta e translocado em quantidades
suficientes para tornar o local de translocacédo toxico para os insetos por um tempo ilimitado.
Desse modo, os inseticidas botanicos podem ndo controlar eficientemente insetos que
passam parte de sua vida no interior de frutos, ramos etc., embora haja excegdes (por
exemplo, extrato de alho) (EMBRAPA 2005%).

Caréncia de Pesquisas: Resultados cientificos sobre eficiéncia e toxicidade cronica
aos mamiferos ndo estdo disponiveis para muitos inseticidas botanicos. Tolerancia de
residuos téxicos em alimentos para inseticidas botanicos ndo tem sido estabelecida.
Dificuldade de Registro. No Brasil, os inseticidas botanicos ndo séo registrados pelo
Ministério da Agricultura (MAPA 2005), mas estdo disponiveis no mercado sem registro
para venda legal por isso existe a necessidade de se verificar a presenca de rotulo antes de
comprar ou aplicar esses produtos (Buss e Park-Brown 2002; Kathrina e Antonio 2004;
Wiesbrook 2004; EMBRAPA 2005a).

1.1.3 Como atuam os inseticidas botanicos

Algumas substancias ou compostos de plantas podem atuar de varias formas,
especialmente quando é um complexo que é responsavel por sua acdo sobre o inseto.
Recentes estudos tém demonstrado que os metabolicos secundarios de plantas com efeitos
de inseticida podem agir como inibidores da alimentacédo de insetos ou de a sintese de quitina
ou perturbadores do crescimento, desenvolvimento, reproducéo, diapausa e comportamento.
No geral, podemos distinguir trés tipos que descrevem o modo de a¢do de uma substancia
de origem botanica sobre os insetos (Kathrina e Antonio 2004; EMBRAPA 2005a):



Acdo toxica, repelente e/ou antialimentar: por exemplo, os extratos de nim atuam
como inseticida, que no sentido da propria palavra, causa a morte do inseto por intoxicagéo,
mas, as vezes, sao repelentes (fazem com que os insetos se afastem da planta, prevenindo a
alimentacdo ou oviposicdo na mesma) ou agem como antialimentar (inibe o inseto se
alimentar). A acgdo tdxica dos extratos botanicos provem da acdo de seus ingredientes ativos
no sistema nervoso central dos insetos, interferindo na transmissdo (sinaptica ou axdnica)
normal dos impulsos nervosos, quando sdo denominados de neurotdxicos. Os inseticidas
botanicos (assim como os inseticidas quimicos sintéticos) que atuam no sistema nervoso

central dos insetos sdo também toxicos para os seres humanos.

Acdo sobre érgdos ou moléculas-alvo: Alguns inseticidas botanicos podem agir no
sistema neuroendocrino, interferindo nos processos normais de troca de tegumento (ecdise)
e/ou metamorfose, sendo denominados de reguladores de crescimento, ou podem interferir
no metabolismo respiratério das células, interferindo na sintese de ATP (Kathrina e Antonio
2004; Wiesbrook 2004; EMBRAPA 20059%).

Acdo por contato ou ingestdo: As substancias que atuam por contato, que
caracteriza 0 modo de acdo de um inseticida que age e é absorvido pela pele (tegumento) do
inseto, como a nicotina, rotenona e piretrina, afetam o sistema nervoso central, que é
acessivel para essas substancias em toda a superficie do corpo do inseto ou pelas vias
respiratorias, causando rapidamente a morte do inseto. As substancias repelentes com as do
alho, atuam somente por contato, mas agem por contato com os quimioreceptores do inseto
e ndo por contato com a cuticula ou os neurbnios. As substancias que atuam por ingestdo,
que caracteriza 0 modo de acdo de um inseticida que age e penetra no organismo por via
oral, como a capsina (da pimenta), quassia (Quassia amara), azadiractina (nim) e
fenilalanina (mucuna), afetam o sistema de digestdo, o sistema de biosintese dos hormonios
da ecdise ou a formacdo da camada de quitina da cuticula do inseto. (Buss e Park-Brown
2002; Kathrina e Antonio 2004; Wiesbrook 2004; EMBRAPA 2005a).

1.1.4 Inseticidas botanicos volateis

Uma classe de substancias que tem merecido muita atengdo séo a das substancias que
fazem parte do Gleo essencial de algumas plantas. Os 6leos essenciais ou 6leos volateis estdo
presentes nas plantas aromaticas e podem apresentar atividade atraente, repelente, e até

toxica a insetos e microrganismos.



Entre as substancias que tém sido empregadas para controle de insetos e
microrganismos e que fazem parte da composicdo de dleos essenciais de plantas sdo, por
exemplo, os terpenos (apinenos e 3-pinenos) presentes nos Oleos extraidos da resina de
pinheiro (Pinus sp), o nerol extraido do 6leo essencial do capim limdo (Cymbopogon citratus
Stapf, Poaceae), o limoneno do 6leo da casca do fruto de diversas espécies de Citrus (laranja,
lim&o), e algumas substéncias obtidas de plantas utilizadas como condimento alimentar,
como o eugenol do cravo da india (Eugenia caryophyllata Thunb., Myrtaceae), o mentol da
horteld (Mentha piperita L.; Labiatae), a piperina da pimenta-do-reino (Piper nigrum L.;
Piperaceae) e as substancias sulfuradas obtidas do extrato do alho (Allium sativum L.).
Algumas plantas consideradas “invasoras” também produzem substancias aromaticas que
tem apresentado alguma bioatividade contra insetos, como 0 mentrasto
(Ageratum conyzoides L., Asteraceae), cujos extratos de folhas sdo repelentes a insetos ou
agem como reguladores de crescimento, sendo ativos contra gorgulhos (Sitophilus zeamais),
e a erva-de-santa-maria ou mastruz (Chenopodium ambrosioides L.; Chenopodiaceae),
cujos frutos tem compostos bioativos contra insetos de grdos armazenados, especialmente
gorgulhos (Escalona 2001; Menezes 2005; Rathi et al. 2008).

1.1.5 Aspectos boténicos e morfoldgicos do género Ocimum

Entre as ervas aromaticas, varias espécies do género Ocimum, pertencente a familia
Lamiacea, por exemplo, 0 manjericdo, possuem importancia econémica na obtencéo de 6leo
essencial (Nolasco 1996), tendo uso na medicina popularmente em todos os continentes
(Simon et al. 1990; Vieira et al. 2001). Compreende aproximadamente trinta espécies de
ervas e subarbustos dispersos das regides tropicais e subtropicais da Asia, Africa, Américas
Central e do Sul, sendo a Africa considerada o principal centro de diversidade deste género
(Paton 1992).

Este género tem despertado a atencdo de pesquisadores por apresentar espécies que
sdo fontes de 6leos essenciais com mais de vinte componentes, entre eles metil-chavicol,
metil-cinamato, eugenol, citral, linalol, timol, canfora e taninos (Simon et al. 1990; Simon
et al. 1993; Morales et al. 1997).

Entre as espécies de manjericio de maior importancia encontram-se
Ocimum gratissimum  (manjericdo-doce), Ocimum basilicum (manjericdo branco),
Ocimum tenuiflorum (syn. Ocimum sanctum), Ocimum selloi Benth que s&o produtores de

6leos essenciais para producdo de farmacos, perfumes e cosméticos (Matos 1998).
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Classificacao cientifica:
Ocimum sanctum
e Reino : Plantae
e Divisdo: Magnoliophyta
e Classe : Magnoliopsida
e Ordem : Lamiales
e Familia: Lamiaceae
e Género : Ocimum
e Espécie : O. tenuiflorum
e Nome binomial: Ocimum tenuiflorum or Ocimum sanctum L. (Silva et al.
2016)

Ocimum sanctum (Syn. Ocimum tenuiflorum L.) € uma planta com propriedades
enormes para curar e prevenir doencas. Popularmente, as espécies de Ocimum sédo
conhecidas como basiliscos ou manjericdes, mas claramente diferem entre eles, ndo sé
morfologicamente, também em seus metabdlitos secundarios e, de fato, em suas

potencialidades farmacoldgicas (Singh- Majumdar 2007).

Ocimum sanctum L. (também conhecido como Tulsi) tem sido usado ha milhares de
anos na Ayurveda (Sistema tradicional indiano de medicina) por suas propriedades curativas
diversas. Tulsi, a Rainha das ervas, o lendario “Incomparavel” da india, é uma das mais
sagradas e mais apreciadas das muitas ervas curativas e saudaveis do oriente. O manjericdo
sagrado, Tulsi, é conhecida pela sua santidade religiosa e espiritual, bem como pelo seu
importante papel no sistema tradicional Ayurvédico e Unani de saude holistica e medicina
herbal do Oriente. E mencionado por Charaka no Charaka Samhita; um texto ayurvédico.
Marcado pelo seu aroma forte e sabor adstringente, é considerado na Ayurveda como uma
especie de "elixir da vida" e acredita-se para promover a longevidade. Os extratos de Tulsi
sdo usados em Ayurveda para constipacbes comuns, dores de cabeca, disturbios do
estdbmago, inflamacdo, doencas cardiacas, vérias formas de envenenamento e malaria.
Tradicionalmente, O. sanctum L. é tomado em muitas formas, como cha de ervas, energia
seca ou folha fresca. Durante séculos, as folhas secas de Tulsi foram misturadas com gréos

armazenados para repelir insetos (Biswas- Biswas 2005).
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E pungente e sabor amargo e quente, leve e seco em vigor. As raizes, folhas e
sementes possuem propriedades medicinais (Figura 1). Os 6leos essenciais tém papel na
atracdo de agentes polinizadores, de defesa contra herbivoros, como reguladores da taxa de
decomposic¢édo da matéria organica no solo e como agentes antimicrobianos. Industrialmente,
podem ser utilizados como antioxidantes ou aromatizantes dos alimentos e bebidas e podera

ser utilizado na inddstria de cosméticos e perfumaria (Nolasco 1996).

Figura 1. Plantas de Ocimum sanctum L. var. cubensis. Fonte:
http://www.costaricajungleretreats.com/herbs-to-support-your-cleanse/

1.1.6 Composic¢do quimica de Ocimum sanctum L. var. cubensis

Ocimum sanctum (OS) tem um odor aromatico especifico devido a presenca de um
6leo essencial ou volatil, concentrado principalmente nas folhas. Este 6leo volatil aromatico
contém uma variedade de terpenos com grupos fenadis e aldeidos, diferindo sua composicéo
quimica de acordo com estudos em diferentes partes do mundo devido a diversidade
genética, 0 habitat e os tratos culturais (Martins et al. 2000). Isto parece 18gico, considerando
que os 6leos essenciais podem alterar sua composicao de acordo com a regido geogréafica de

onde provém, o tempo de coleta da planta e o estado vegetativo (Cannon et al. 2013).

A espécie contém nutrientes e outros compostos biologicamente ativos, as
proporcdes podem variar consideravelmente entre as linhagens e mesmo as plantas no
mesmo campo. Os estudos revelam largas quantidades de fitoquimicos que tém sido
constituintes isolados da planta, por exemplo, aesculectin, orientin, vallinin, eugenol,
alcaloides, que podem ser responsaveis por varios dos seus efeitos terapéuticos (Mamun-or-
Rashid et al. 2013).

As folhas de O. sanctum contem 0,7% de 6Oleo volatil, cerca de 71% desse 6leo e
composto pelo eugenol e 20% de metil eugenol. O éleo também contém carvacrol e

sesquiterpine caryophyllene e hidrocarbonetos. Folhas e caule desta planta em extrato
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originaram alguns compostos fenolicos (antioxidantes) tais como cirsilineol, circimaritin,
isothymusin, apigenina e acido rosemarico e quantidades aprecidveis de eugenol (Shah-
Qadry 1998; Yanpallewar et al. 2004); também tem sido isolados 6xido aromadendreno,
benzaldeido, borneol, acetato de bornilo, canfora, 6xido de cariofileno, cis-a-terpineol,
Veridifloro, Cubenol, Cardinene, D-limoneno, eicosano, eucaliptol, eugenol, metil eugenol,
farneseno, farnesol, furaldeido, germacreno, heptanol, humuleno, limoneno, N-
butilbenzoato, ocimeno, acido oleico, sabineno, selineno, a-canfeno, a-mirceno, a-pineno,
B-pineno, a-thujene, B-Guaiene, B-gurjuneno, metil chavicol, linalol, cirsilineol, circimaritin
fitol, Isothymusin, apigenina, &cido Rosamerico, octano, nonano, benzeno, ledol e cadineno
(Vani et al. 2009; Singh et al. 2012; Kadian- Parle, 2012; Naquvi et al. 2012).

1.1.7 Propriedades farmacolodgicas de Ocimum sanctum L. var. cubensis

Esta planta tem sido recomendada para o tratamento de bronquite, asma brénquica,
amaléria, diarreia, disenteria, doencas de pele, artrite, doenca ocular dolorosa, febre cronica,
picada de inseto etc. Também foi sugerida a possuir atividade antifertilidade, anticancer,
anti-diabético, antifungica, antimicrobiana, hepatoprotectiva, cardio-protector, antiemético,
antiespasmadico, e atividade diaforética. Uma pesquisa cientifica atual revelou que a planta
exibe uma atividade significativa contra o cancer reduzindo o potencial antioxidante o
estresse de danos na mucosa gastrica; melhora resisténcia, estimula o sistema imunolégico,
reduz a inflamacdo; diminui fatores de envelhecimento; suporta o coracdo, pulmdes e figado
(Rashid et al. 2013).

Ele tem uma ampla gama de ag&o sobre o corpo humano, também como aliviador da
tosse, um indutor de suor e um mitigador de indigestdo e anorexia. As propriedades
medicinais de tulsi foram estudadas em centenas de estudos cientificos, incluindo
experimentos in vitro, animais e humanos. Estes estudos revelam que tulsi tem uma
combinacdo Unica de agdes que incluem: antimicrobiano (incluindo antibacteriano, antiviral,
antifangico, antiprotozoario, antipaltdico, anti-helmintico), repelente de mosquitos,
antidiarreico, anti-oxidante, anti-catarata, anti-inflamatorio, quimiopreventivo, anti-
hipertensivo, anti-carcinogénico, analgésico, antipirético, anti-alérgico, imunomodulador,
depressor do sistema nervoso central, aumento da memoria, anti-asmatico, anti-tussivo,
diaforetico, anti-tiroide antifertilidade, anti-ulcera, anti-emético, anti-espasmodico, anti-
artritico, anti-stress, anti-catarata. Estas agdes farmacoldgicas ajudam o corpo e a mente a

lidar com uma ampla gama de estresses quimicos, fisicos, infecciosos e emocionais e
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restaurar a fungdo fisioldgica e psicolégica (Mondal et al. 2009; Pattanayak et al. 2010;
Mohan et al. 2011; Mahajan et al. 2013; Govind-Madhuri, 2014).

1.1.8 Propriedades inseticida de Ocimum sanctum L.

Na busca por controle quimico alternativo contra Aedes aegypti L., muitas pesquisas
séo desenvolvidas e estimuladas no intuito de se descobrirem novas substancias inseticidas
de origem vegetal. Num trabalho desenvolvido por Furtado e col. (2005), foi avaliado o
efeito larvicida de dez o6leos essenciais contra A. aegypti, entre eles o O. sanctum,
determinando as concentrages letais para 50 e 90% das larvas de 3° instar de A. aegypti em

71,27 e 111,61 mg/mL, respectivamente.

Rathi et al. (2008) realizaram triagem fitoquimica de dez plantas com atividade
inseticida, entre  elas, Adathoda vasica, Cynodon dactylon, Eclipta alba,
Morinda pubescens,  Ocimum tenuiflorum  (O.  sanctum),  Phyllanthus amarus,

Sesbania grandifolora, Solanum surattense, Solanum trilobatum e Vinca rosea.

O. sanctum tem reportado efeito inseticida em as espécies de mosquitos
Anopheles stephensi Liston, Aedes aegypti Linnaeus and Culex quinquefasciatus (Say)
(Tawatsin et al. 2006). O 6leo essencial e 0 seu maior constituinte eugenol sdo muito toxicos

contra A. aegypti and C. quinquefasciatus (Bhatnagar et al. 1993).

Sakthivadivel e Daniel (2008) utilizaram solucGes de extrato etandlico de folhas de
O. sanctum em concentrac6es até 200 ppm e verificaram o efeito larvicida para larvas de 4°
estadio de Ae. aegypti e Cx. quinquefasciatus. As CLsg obtidas, apds 24 h de observacéo,
para Cx. quinquefasciatus e Ae. aegypti ficaram entre 100 e 200 ppm. O estudo de Kamaraj
et al. (2008) avaliou as propriedades larvicidas da planta O. sanctum da regido de Chitheri
Hills, Distrito de Dharmapuri, India. Utilizaram-se para isso os solventes acetona,
cloroférmio, acetato de etilo, metanol e hexano para a producgdo de extratos de folhas desta
planta. Os bioensaios foram realizados com larvas de 4° estddio de Ae. aegypti e
Cx. quinquefasciatus. A mortalidade foi observada apos 24 h de exposi¢do. Todos 0S
extratos apresentaram moderado efeito larvicida, no entanto, a mais elevada mortalidade
larval ocorreu com a aplicacdo do extrato acetdnico de O. sanctum contra as larvas de
Ae. aegypti (CLso=81,56 ppm) e contra Cx. quinguefasciatus (CL50=38,30 ppm),

respectivamente.
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Foi comprovada a atividade repelente do eugenol o componente principal do dleo
essencial de O. sanctum contra quatro espécies de coledpteros; Sitophilus granarius,
Sitophilus zeamais, Tribolium castaneum e Prostephanus truncatus (Obeng-Ofori et al.
1997).

Né&o tem estudos reportados sobre a atividade desta planta contra moscas.

1.2 Dipteros muscoides e sua importancia na saude publica

Diversas espécies de moscas parasitam humanos e animais de criacdo causando
irritacdo e levando a perdas na producdo do gado; sdo ainda capazes de gerar doencas em
ambos. Além disso, podem ser vetores mecanicos de agentes patogénicos do gado, como
Anaplasma marginale e Trypanosoma vivax (Peter et al. 2005).

Moscas sinantrdpicas, do tipo ndo picadoras e picadoras (Familias Calliphoridae,
Muscidae e Sarcophagidae) vivem em associacdo ao homem e sdo capazes de se reproduzir
em lixdes e em matéria organica em decomposi¢cdo. Devido aos seus habitos, essas moscas
podem veicular diversos microrganismos patogénicos, como virus, bactérias e protozoarios,
fato que ressalta a importancia do seu controle para a satde publica. Sabe-se que a veiculagdo
destes patdgenos ocorre por meio da regido externa de seu corpo (patas, asas e térax), por
regurgitacdo de seu alimento sobre superficies e também por meio de suas fezes

contaminadas (Greenberg 1973).

Poucos estudos haviam demonstrado o impacto positivo de medidas de controle de
moscas na incidéncia de diarreia em paises em desenvolvimento. No Japao, foi sugerida a
transmissdo mecanica por moscas do virus H5N1 (subtipo do virus influenza A), causador
da gripe aviaria. A revisao de Graczyk et al. 2001 mostra a importancia das moscas ndo
picadoras na transmissdo de doencas infecciosas humanas, como Chlamydia trachomatis,
bactéria causadora do tracoma, uma doenga infecciosa que causa inflamag&o da conjuntiva,
podendo levar & cegueira, principalmente em criancas na Africa Subsaariana. Além disso, os
autores também relacionam as moscas a transmissao de infeccdes nosocomiais e também de

enteropatdgenos (Graczyk et al. 2001).

Estudo realizado na Nigéria sugeriu o envolvimento de moscas sinantrépicas na
epidemiologia de helmintoses intestinais humanas. As espécies de dipteros foram expostas
a fezes humanas contaminadas e foi feita analise posterior da sua superficie corporal e

conteudo intestinal, revelando a presenca de ovos viaveis de Ascaris lumbricoides,
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Trichuris trichiura e Taenia sp. (Adenusi e Adewoga 2013) em aves e humanos,
contribuindo para disseminacédo do surto (Sawabe et al. 2011).

As moscas Sao responsaveis também por causarem ou produzirem miiase, uma
infestacdo por larvas de moscas em tecidos humanos ou animal. As miiases cutaneas incluem
doengas da pele e danos do tecido subcutdneo causado por estas larvas. Podem ser
classificadas em vérias formas a partir do ponto de vista clinico e entomolégico. As miiases
cutaneas sdo comuns em paises tropicais das Américas do Sul e Central assim como na
Africa do Sul, pois afetam principalmente o gado e pastores, mas também podem afetar
animais de estimacdo, individuos deficientes, incapazes, pacientes em estado avancado de
cancer e as pessoas que visitam areas rurais onde habitam essas moscas. Os animais
fortemente infestados mostram uma reducdo significativa no peso e na producéo de leite, e
suas peles sao danificadas por perfuracdo, de modo que eles perdem o seu valor comercial
(Zumpt 1965; Guimaré&es e Papavaro 1999; Sukontason et al. 2005).

A classificacdo das miiases pode ser feita de duas formas, uma sob a perspectiva
anatdmica, baseada na parte do corpo infestada pelas larvas de moscas, e outra baseada em
conceitos parasitologicos, de acordo com o tipo de relacdo entre o parasita e o hospedeiro
(Patton 1922). De acordo com Zumpt (1965), a classificacdo da miiase baseada na anatomia
pode ser dividida em cinco grupos: sanguinivora, dermal e subdermal, nasofaringeal,

intestinal e urogenital.

A classificacdo mais utilizada de miiase é baseada em conceitos da parasitologia, de
acordo com o tipo de relagdo entre o parasita e 0 hospedeiro, o que auxilia no entendimento
sobre a biologia da mosca. De acordo com esse conceito, existem trés grupos de espécies
causadoras de miiase: a parasita obrigatoria, que se desenvolve em hospedeiros vivos, a
parasita facultativa, que pode se desenvolver em matéria organica viva ou morta e que ainda
pode ser subdividida em espécies primarias e secundarias. As espécies primarias conseguem
iniciar a miiase e as secundarias s6 ocorrem apés as obrigatorias ou primarias ja terem
iniciado a infestacdo. Por fim, o ultimo grupo € denominado miiase acidental ou
pseudomiiase que ocorre quando ovos ou larvas de mosca sdo acidentalmente ingeridos pelo
hospedeiro (Zumpt 1965).

Desta forma, o interesse pelo estudo dos dipteros causadores de miiases vem
crescendo em todo o continente americano, uma vez que os ataques de larvas destas espécies

ao homem e aos animais é uma questdo de importancia médico-sanitaria.
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1.3 Ordem Diptera

A ordem Diptera possui mais de 151.000 espécies descritas, sendo a segunda maior
ordem da classe Insecta, apenas sendo menos representativa que Coleoptera (Thompson
2008; Wiegmann et al. 2011). De acordo com Zhang (2013), 160.591 especies sdao Diptera.
Isto significa que, pelo menos, 15-20% de espécies animais conhecidas sdo Diptera. Porém
aparentemente, esse nimero é subestimado, uma vez que se estima que deve ter entre
400.000 e 800.000 espécies. Alguns autores chegam a falar de 1.000.000 ou mais espécies
(Zang 2013).

Essa ordem de insetos contém todas as moscas, mosquitos e mutucas de importancia
veterinaria, se caracterizam por possuirem um par de asas funcionais. Algumas sdo
importantes por serem ectoparasitas, enquanto em outras, sdo as larvas que parasitam 0s
tecidos do hospedeiro ou por serem vetores de doencas. Todas as espécies sdo
holometabdlicas (Rafael et al. 2013). De acordo com Carvalho et al. (2012), no mundo, o
namero de espécies desta ordem, poder chegar a aproximadamente 400 mil, com uma
estimativa de 60 mil para o Brasil. E segundo Amorim 2009, atualmente o nimero de
espeécies descritas no Brasil estd em torno de 8.700, sendo um total de 31.000 reconhecidas

na Regido Neotropical.

Insetos pequenos ou grandes, com cabeca, torax e abdome distintos. O mesonoto,
que é o arco dorsal do segundo segmento do torax, € desenvolvido e com um par de asas
hialinas. Segundo par de asas transformado em balancins ou halteres. Ha espécies apteras.
Pecas bucais do tipo picador-sugador ou lambedor. Metamorfoses completas e larvas sem
pernas (Mc Alpine 1987). Cabeca distinta do térax, um par de antenas, um par de olhos
compostos, um a trés ocelos e o aparelho bucal. Mesotdrax mais desenvolvido que o pré e o
metatdrax. As asas membranosas apresentam as estruturas chamadas veias, as primarias
chamadas de costal (C), subcostal (Sc), radio (R), média (M), cubital (Cu) e anal (A), cujas
ramificacBes se conectam e formam areas denominadas células. As vezes apresenta junto a
base da asa, na parte posterior, um lobo acessorio e dobrado sobre si mesmo, a caliptra
(Rafael et al. 2013).

Segundo McAlpine et al. (1981), esta ordem é dividida em duas subordens:
Nematocera e Brachycera. Os nematdceros sao os dipteros que possuem as antenas formadas
por mais de seis articulos livremente articulados e palpos maxilares com trés a cinco
segmentos. Os Brachycera sdo os dipteros genericamente conhecidos por moscas, que se

caracterizam por apresentarem corpo robusto quando comparado aos nematoceros, com
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antenas formadas por trés segmentos, sendo o ultimo anelado e palpos maxilares com no

maximo dois segmentos (Rafael et al. 2013).

Os Brachycera incluem, Muscidae, Calliphoridae, Sarcophagidae e outros dipteros
de antenas curtas. Os Brachycera por sua vez sdo divididos em varias infra-ordens:
Asilomorpha, Muscomorpha, Stratiomyomorpha, Tabanomorpha, Vermileonomorpha e
Xylophagomorpha. Os Muscomorpha é a melhor representada em quanto a fauna
sarcosaprofaga se refere. As Familias Calliphoridae, Muscidae e Sarcophoagidae sdo
comuns na decomposicao de um corpo, tanto no estagio larval como adultos e, sendo assim,

a familias mais Uteis nas provas forenses (Guarin 2005).

As moscas provavelmente desenvolveram a sinantropizagéo (associagao intima com
0 ambiente modificado pelo homem) desde o inicio da jornada evolutiva de nossos ancestrais
hominideos, aproveitando os depdsitos de restos alimentares, carcacas de animais e fezes
acumuladas; com o inicio da domesticacdo dos animais também se associaram varias
espécies de moscas coprofagas e sarcossapréfagas (Robinson 1996). Das numerosas espécies
de dipteros, somente cerca de 20 espécies estdo mais intimamente associadas ao homem nas
areas urbanas, distribuidas por 10 familias, sendo as mais importantes as familias Muscidae,
Fanniidae, Calliphoridae e Sarcophagidae. O controle dessas moscas ndo € muito facil. De
um modo geral o uso exclusivo de praguicidas pode provocar o desenvolvimento da
resisténcia aos inseticidas quimicos e impactar o ambiente, contaminando o solo, a 4gua e
os alimentos. Em hospitais, restaurantes, hotéis e fabricas processadoras de alimentos 0s
inseticidas sdo de uso limitado. A M. domestica é o exemplo classico da espécie que
desenvolveu resisténcia a maioria dos inseticidas quimicos conhecida, além de possuir 0s
genes necessarios para o desenvolvimento de resisténcia aos produtos mais poderosos atuais
(Kaufman et al. 2001; Learmount et al. 2002).

1.3.1 Familia Calliphoridae

Até o momento € representada na regido Neotropical por aproximadamente 130
especies distribuidas em 28 géneros (Thompson 2006). Séo dipteros de médio a grande porte,
de modo geral azulados, violaceos, esverdeados ou cupreos, com reflexos metalicos. Caliptra
bem desenvolvida, escudo podendo apresentar trés faixas pretas longitudinais, pds-escutelo
ausente ou pouco desenvolvido. Conhecidas popularmente como “moscas varejeiras”, as
moscas da familia Calliphoridae tém importante papel na natureza, participando da cadeia

alimentar e da reciclagem da biomassa, podendo ainda veicular diversos agentes patogénicos
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que causam enfermidades parasitarias a0 homem e aos animais domésticos. Atuam como

agentes mecanicos e/ou bioldgicos, causadores de miiases (Furusawa e Cassino 2006).

Nos adultos da familia Calliphoridae, a arista € plumosa e os pelos geralmente séo
compridos até o apice, sendo o pos-escutelo ausente. O mesonoto pode apresentar ou nao
faixas pretas longitudinais; nervura M1+2 apresenta curva acentuada, estreitando a célula

apical (James 1947).

Os califorideos podem ser atraidos por substancias em processo de fermentacdo,
decomposicéo, sangue e feridas. Dessa forma, sdo encontrados em abatedouros, frigorificos,
curtumes, estdbulos de gado leiteiro, aviérios, feiras livres, frutos caidos, plantas em
decomposicdo, lixo domestico, aterros sanitarios e em lix8es a céu aberto (Dias 2008).
Varios géneros sdo de importancia na medicina e medicina veterinaria por serem produtores
de miiases, entre as espécies destos géneros de maior importancia se achan Cochliomyia,

Lucilia, Chrysomya e Calliphora.

1.3.1.1 Género Cochliomyia
Dentro da familia Calliphoridae o género Cochiliomya nos apresenta duas espécies
muito importantes: A Cochiliomya hominivorax e Cochiliomya macellaria.

A Cochiliomya hominivorax é a chamada “mosca da bicheira”.

Cochliomyia macellaria

A mosca Cochliomyia macellaria (Fabricius) é uma das principais espécies
causadoras de miiases cutaneas secundarias, comumente conhecidas por bicheiras. Sua
distribuicdo original se limita as Américas, ocorrendo na regido neotropical, desde 0 México
até a PatagOnia e, na regido artica até o sul do Canada (Guimaraes 1983). Os ovos sédo
depositados em massas, em numero que varia de 40 a 250 ovos (Hall 1995) no lixo, tecidos
necrosados de ferimentos de animais, carcagas em putrefacdo etc. O periodo de pré

oviposicdo é de 3 a 18 dias (Bishopp 1915).

S0 moscas azuis ou verdes metalicas com trés faixas longitudinais no torax (assim
como a C. hominivorax) o que ira diferenciar € que a C. macellaria (Figura 2) tera uma
particularidade, polinosidades claras no final de seu abdome, essas polinosidades também

sdo conhecidas como manchas prateadas ou brancas e palpos maxilares reduzidos.
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Figura 2. Adulto de Cochliomyia macellaria (Diptera: Calliphoridae). Fonte
http://bugguide.net/node/view/212052

Os registros desta espécie como causadora de miiases na América tropical devem ser
atribuidos a C. hominivorax, pois C. macellaria é estrita saprofaga e se cria em abundancia
em carcacas. Deste modo, casos dessa espécie como causadoras de miiases sdo devidos a
invasdes secundarias. Em humanos, esta espécie pode causar miiase nosocomial (Smith
1986).

1.3.1.2 Género Chrysomya

O género Chrysomya com moscas que se caracterizam por apresentarem caliptras
recobertas por pélos e pela presenca de faixas purpuras no abdome. As espécies que foram
introduzidas recentemente no pais e ocupam o nicho antes ocupado por C. macellaria, agora
ausente de muitas regides do pais (Guimardes e Papavero 1999).

As espécies pertencentes ao género Chrysomya sao moscas de tamanho médio (5,0-
12,0mm), possuem coloracdo verde escura, azul metalica, cobre ou roxa. O térax néo
apresenta faixas longitudinais no mesonoto. A caliptra inferior é coberta por curtos pelos e
ha a presenca de faixas escuras nos tergitos abdominais.

O género contém cerca de 12 espécies originarias das regifes tropical e subtropical
do velho mundo. Os adultos sdo considerados sinantrdpicos; sdo ageis e atraidos por matéria
organica em decomposicdo. As larvas sdo saprofagas, desenvolvem-se em detritos
organicos, tais como: fezes, carcacas de animais e também em tecido animal vivo, como

parasita facultativo ou obrigatorio (Oliveira-Costa et al. 2007).

Sabe-se que as relacdes de comércio entre 0s paises asiaticos e o Brasil aumentaram,
assim como o numero de viagens internacionais de avido, fatores que podem explicar a
introducdo acidental de C. megacephala na América (Guimarées et al. 1979). Entre 0s anos

de 1975 e 1976, varios navios com refugiados portugueses de Angola chegaram a costa
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brasileira. Animais domesticos foram trazidos nos navios, como cabras, cachorros e
galinhas, e tal ocorréncia pode ajudar a explicar a introdugéo de C. chloropyga e C. albiceps,

espeécies que ja se encontravam amplamente distribuidas no continente africano.

De acordo com Guimarées et al. (1979), as trés espécies de Chrysomya introduzidas
se dispersaram por todo o Brasil. Os autores, na época, ressaltaram a necessidade de medidas
de controle dessas moscas, devido a sua répida expansdo e a vulnerabilidade das

comunidades.

Espécies do género Chrysomya sdo consideradas moscas com alta capacidade
autdbnoma de dispersdo, facilitada pelos seus héabitos sinantropicos. Uma vez que o
movimento de dispersdo das moscas pode ser aliado a mobilidade e & movimentacao do ser
humano, sua propagacéo e conquista de novos ambientes sdo potencializadas (Baumgartner
e Greenberg 1984).

Chrysomya megacephala

Sua distribuicdo estende-se por todo o mundo, tendo maior prevaléncia nas regides
orientais. Adultos de C. megacephala possuem coloracao verde, azul ou roxa e o espiraculo
protoracico é escuro. As antenas e genas sdo amareladas (Oliveira-Costa et al. 2007);
possuem um comprimento médio de 8,9 a 10 mm e sdo provenientes das regies Oriental,

Australiana e Paleartica (Prins 1982) (Figura 3).

Figura 3. Adulto de Chrysomya megacephala (Diptera: Calliphoridae). Foto: Raquel Fernandes
Silva Chagas do Nascimento.

Ocorre no Brasil. Espécie classificada por causar miiase ulcerativa de carater
facultativo. Geralmente é encontrada junto com outras espécies em uma mesma ferida, por
ser causadora de miiase secundaria, tendo preferéncia pelas bordas de ferimentos, pelo fato
de estas ja estarem necrosadas. Alimenta-se de carne em decomposicdo e fezes. Casos de

miiases em humanos sdo relatados na literatura, tanto por causar miiase ulcerativa
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(Fernandes et al. 2009), otomiiase (Lee e Yong 1991) e por ser de importancia na medicina
forense (Chen et al. 2004).

A literatura cientifica ainda é escassa em relacdo ao controle de C. megacephala e
ndo existem trabalhos cientificos de revisdo que discutam todas as medidas de controle
utilizadas. Dentre esses poucos estudos, podemos destacar aqueles relacionados ao uso de
inseticidas quimicos, como os piretroides (deltametrina e permetrina) e os organofosfatos,
que mostraram ter maior efeito inseticida em populacdes adultas de C. megacephala
mantidas em laboratério, quando comparadas as populacdes coletadas em campo,

consideradas sinantropicas (Mihara e Kurahashi 1991; Sukontason et al. 2005).

Outras metodologias de controle incluem o uso de metabdlitos secundarios de
plantas, como o 6leo de eucalipto, que causa alteracdes ultraestruturais superficiais no
tegumento larval (Sukontason et al. 2004), o uso de lignanas, como o yangambin, extraido
das folhas de Ocotea duckei Vattimo (Lauraceae) que causam inibicdo do desenvolvimento
pos-embrionario de C. megacephala (Cabral et al. 2007), o uso de latex da planta
Parahancornia amapa (Apocynaceae), que causa 0 mesmo tipo de efeito no
desenvolvimento pds-embrionario de C. megacephala (Mendonca et al. 2011), e, ainda, a
utilizacdo de extrato de Neem contendo Azadiractina A, que causa diminui¢cdo na
emergéncia dos adultos e reducdo da fecundidade na geragdo seguinte de moscas

(Siriwattanarungsee et al. 2008).

Chrysomya putoria

Em nivel de descri¢do taxonémica a Chrysomya putoria, possui as estruturas chaves
para identificacdo sdo as cerdas pré-pleuras e a cerda estigmatiga que se localizam na lateral
do térax do inseto (Carvalho e Ribeiro 2000). Introduzida na América Latina (Guimardes et

al. 1978), porém nativa da Africa, com habitat da Tanzania ao Congo (Zumpt 1965).

Chrysomya putoria seria idéntica a C. chloropyga? De acordo com Zumpt (1965), a
terminalia do macho de C. chloropyga e C. putoria é idéntica, mas Paterson (1977) atribuiu
diferencas morfoldgicas nas formas estruturais do cerco, harpes e nos segmentos pre-
genitais. Laurence (1988) realizou estudos com C. putoria e relatou na discusséo de seus
estudos que corrobora as conclusdes de Paterson (1977) e relatou ainda que C. chloropyga e

C. putoria representam duas espécies distintas, onde cada uma delas ocupa nichos ecoldgicos
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também distintos. Wells et al. (2004) confirmaram a parafilia dessas duas espécies

confirmando assim que sdo duas espécies diferentes (Figura 4).

Figura 4. Adulto de Chrysomya putoria (Diptera: Calliphoridae). Fonte: Acervo LEMEF.

Tendo importancia médica e sanitéria por ser vetor mecanico de agentes patogénicos
(Greenberg 1971 e 1973), também é mencionada como produtora de miiases secundarias no

homem e nos animais domésticos.

Chrysomya albiceps

E uma espécie nativa da Australia, que se difundiram por todo o mundo.
Chrysomya albiceps tem origem nos tropicos do Velho Mundo e foi introduzida no Brasil
em 1975 e 1976, com o grande fluxo de refugiados angolanos em navios (Guimaraes et

al. 1983). Mosca de cor verde metalica, com espiraculo mesotoracico branco (Figura 5).

17 R

Figura 5. Adulto de Chrysomya albiceps (Diptera: Calliphoridae). Fonte: naturafotolocura 720
x 960

Suas larvas apresentam uma fileira de tubérculos que contém pequenas cerdas apicais
e escamas na base que ndo sdo pigmentadas. Seu espiraculo posterior tem peritrema aberto
e pigmentado. Dependendo da temperatura, as larvas eclodem entre 24-36 horas e as larvas
inicialmente se alimentam de exsudatos da carne fresca decomposta, porém no segundo e
terceiro instares, podem se tornar predadores ou mesmo canibais. E considerado um (til

indicador forense (Oliveira-Costa 2003).
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E classificada como parasita causadora de miiases ulcerativas de carater facultativo.
Podem causar miiases primarias e secundarias em seres humanos, assim como em outros
animais (Zumpt 1965). Causa miiase secundaria em ovinos e seus habitos alimentares variam
de excrementos, lixo urbano, carne em decomposicao a alimentos frescos. Em humanos, ha
relatos de que esta espécie causa miiases ulcerativas (Ferraz et al. 2010), nasais (James
1947), além de serem importantes também em medicina forense (Byrd-Castner 2001).

1.3.1.3 Género Lucilia

O género Lucilia é cosmopolita e possui 27 espécies com grande diversidade. Assim
como os demais califorideos, possui como caracteristicas habito sinantropico, muitas
espécies sao saprdfagas criando-se também em carcacas e organismos em decomposicao, e
alguns, especialmente machos, alimentam-se de néctar. Algumas de suas espécies naturais
do Novo Mundo como Lucilia eximia (Wiedemman, 1819), sofreram um declinio
populacional como resultado da invasdo de outros califorideos durante a década de 1970
(Moretti e Thyssen 2006; Gido e Godoy 2006).

O Género Lucilia pertence a familia Calliphoridae, possui coloracdo azul ou verde
metalica, podendo ter reflexos clpricos e amarelados. Possui tamanho médio, cerca de 8 a
10 mm de comprimento. Cabeca castanho-escuro com a parafacialia coberta por uma
pilosidade prateada ou amarelo-ouro. Olhos vermelho-pardacentos. Aristas longas e
densamente pilosas. Torax sem faixas longitudinais no mesonoto. Asas com o remigio sem

pelos, dorsal e ventralmente (Serra-Freire e Mello 2006).

As espécies sdo muito semelhantes entre si e suas larvas da maioria das espécies sao
sapréfagas. Entretanto, duas espécies atuam como principais ectoparasitas Lucilia sericata
(Meigen, 1826) e Lucilia cuprina e mais ocasionalmente Lucilia caesar (Linnaeus, 1758) e
Lucilia illustris (Meigen, 1826) podem ser encontradas em miiases. Todas elas sdo mais
comumente encontradas atuando em miiase cutanea de ovelhas, embora possam infestar
outros animais e até mesmo homem e sdo predominantemente distribuidas pela regido
Paleartica e Oriental. Tem distribuicdo cosmopolita como é o caso de L. cuprina e L. sericata

através do movimento de ovinos domésticos (Stevens e Wall 1997).

A espécie L. eximia foi registrada causando miiases em cées e gatos domésticos no
Brasil (Ahid 2009).
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Lucilia cuprina

Lucilia cuprina é classificada por produzir miiase de carater facultativo. Tem sua
distribuicdo mais concentrada na Africa do Sul e Australia, mas pode ser encontrada em
outras partes do mundo, inclusive no Brasil. Moscas desse género preferem se alimentar de
tecido morto, mas podem invadir tecidos vivos quando existem poucas opgoes (Visciarelli
2007). O mecanismo de infestacdo se da por meio da deposi¢do de ovos em cadaveres, em
feridas negligenciadas e supuradas, ou ainda, em particular, sobre a 18 de ovelhas que possam
estar sujas com urina, fezes ou sangue. Pode causar miiase secundaria em humanos
(Visciareli 2007; Francesconi- Lupi 2012). Foram relatados casos de miiase secundéria
humana provocados por L. cuprina no Rio de Janeiro, onde trés pacientes que se
encaminharam ao hospital para tratar de ferimentos tiveram larvas coletadas em éareas
lesionadas (Figueiredo et al. 2012). Fernandes et al. (2009) relataram casos de miiase

secundéria humana em Goias, também ocasionados por L. cuprina.

Esta espécie € caracterizada por apresentar coloracdo metélica com reflexos
acobreados, genitalia bem desenvolvida, frontalia enegrecida e triangulo ocelar que possui
dois pares de cerdas ocelares (Mello 1961 e 2003). De acordo com Oliveira-Costa e Queiroz

(2007), o tamanho médio da mosca adulta varia de 8,0 a 10,0 mm (Figura 6).

Figura 6. Adulto de Lucilia cuprina (Diptera: Calliphoridae).

1.3.2 Familia Muscidae.

Inclui moscas de tamanho médio, corpo cinza a amarelo escuro, algumas de cor azul
a verde metalica. Compreendem os géneros de aparelho bucal funcional, quatro faixas negras
no mesonoto, 2 cerdas mesopleurais e 0 mesmo sim cerdas. Quarta nervura longitudinal da
asa recurvada formando um cotovelo em angulo reto (na espécie M. domestica). M1
geralmente curvada para a margem anterior da asa. Arista nua ou plumosa. Trés estagios

larvares, sendo que a larva € vermiforme e geralmente é esbranquicada. Possui reflexos
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amarelados no abdome. A larva, na extremidade anterior possui ganchos (para captar
alimentos) e na posterior possui estigmas respiratorios com 1, 2 ou 3 aberturas, de acordo
com a fase larvar (L1, L2, L3). A familia apresenta uma subfamilia Muscinae com 0s géneros
de interesse a Musca domestica (mosca doméstica), Stomoxys calcitrans (mosca-dos-

estabulos) e Haematobia irritans (mosca-dos-chifres) (Ahid 2009).

1.3.2.1 Musca domestica

Musca domestica L. (Diptera: Muscidae) é a espécie de maior interesse sanitario,
atribuido ao seu carater sinantropico, sua abundancia na regido urbana, sua capacidade de
desenvolver-se em varios tipos de substratos, seu alto poder reprodutivo e ao fato de ser
apontada como veiculadora de patégenos ao homem e aos animais (Nakano e Leite 2000).
Por isso, novas técnicas de controle tém que ser estudadas visando ao controle dessa mosca

de interesse em saude pablica (Marchiori et al. 2000a).

Tem sido apontada como responsavel pela transmissdo de mais de 60 categorias de
patégenos para 0 homem, animais domésticos e em cativeiro e por isso é uma espécie de
grande interesse médico-sanitario. Nao sdo parasitos obrigatdrios, mas se nutri de secre¢des
e sdo atraidos por feridas (Ahid 2009).

Os adultos de M. domestica apresentam grande capacidade de voo e tém habitos
diurnos, procurando locais bem iluminados e quentes para se estabelecerem. A mosca
domeéstica é atraida tanto pelo lixo e esterco como pelo leite, substancias agucaradas, frutas
e outros alimentos humanos, sendo um inseto comensal que frequenta uma série de
substratos como carnicas, secrec@es bioldgicas e fezes, acabam por contaminar a agua e o
alimento, que muitas vezes sdo consumidos pelo homem. Tem importancia como: transporte
foretico de microrganismos que levam a febre tifoide, disenteria, colera e mastite bovina, e
de protozoéarios como Entamoeba, Giardia e helmintos como Taenia sp. e Dipylidium. Essa
espécie € também veiculadora de ovos da Dermatobia hominis além de ser hospedeiro
intermediario de endoparasitos como Habronema em cavalos e Raillietina em aves
(Marchiori et al. 2003b; Ahid 2009).

As fémeas realizam a ovipostura sobre matéria organica fermentavel, como lixo e
fezes. Os ovos sdo brancos, alongados e medem menos de um milimetro. A eclosdo ocorre
de oito a 24 horas ap0s a postura. Assim que nasce, a larva comeca a se alimentar do
substrato, sofrendo duas ecdises (mudas). Apds, aproximadamente, cinco dias, a larva

abandona o substrato de desenvolvimento e se enterra no solo para pupar. Se o clima for
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quente, o adulto estara formado em quatro ou cinco dias. O ciclo completo dura, em média,
de dez a 14 dias. Nas estacdes frias, o periodo do ciclo completo pode prolongar-se por vérias
semanas, ja que o desenvolvimento do inseto é influenciado pela temperatura.
A Musca domestica apresenta coloracdo acinzentada, com quatro faixas longitudinais
negras no mesotono (ITIS 2015). Ela possui o0 abdome de coloragdo creme ou amarelada e

uma faixa mediana longitudinal dorsal negra (Figura 7).

Figura 7. Adulto de Musca  domestica  (Diptera: Muscidae). Fonte:
herramientas.educa.madrid.org
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Avaliar a seguranca e a eficacia do 6leo essencial de Ocimum sanctum L. var.

cubensis para o controle alternativo de dipteros muscoides das familias Calliphoridae

(Cochliomyia macellaria, Chrysomya putoria, Chrysomya albiceps,

Chrysomya megacephala e Lucilia cuprina) e Muscidae (Musca domestica).

2.2. Objetivos Especificos

1.

Determinar a composicdo quimica do 6leo essencial de Ocimum sanctum var.

cubensis;

Determinar os efeitos indesejaveis da ingestdo e o contato do éleo essencial de
Ocimum sanctum var. cubensis, através da realizacéo dos testes de: Toxicidade Aguda
Oral pelo Método das Classes, Toxicidade Dérmica Aguda e Toxicidade in vitro em

culturas de células cardiacas;

Caracterizar o efeito do 6leo essencial de Ocimum sanctum var. cubensis sobre o
desenvolvimento pés-embrionario de cinco espécies de Calliphoridae (C. macellaria,
C. putoria C. albiceps, C. megacephala e L. cuprina) e uma espécie de Muscidae
(M. domestica) mediante o estudo do comportamento das variaveis de cada estagio e

alteracfes morfoldgicas macroscopicas evidenciadas;

Determinar o efeito inseticida do 6leo essencial de Ocimum sanctum var. cubensis

sobre adultos de Musca domestica;

Avaliar o efeito de um unguento a 15% de 6leo essencial de Ocimum sanctum var.

cubensis em uma miasse suina.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Material Vegetal

As folhas de Ocimum sanctum var. cubensis foram coletadas no més de setembro do
ano 2013 no municipio San Luis provincia de Santiago de Cuba, Cuba. As folhas foram
identificadas por taxonomistas especializados do “Centro Oriental de Ecosistemas y
Biodiversidad (BIOECO)” do Museu de Historia Natural “Tomas Romay” da Cidade de
Santiago de Cuba. Este material seco também foi depositado no herbario desta instituicdo

sob o numero de registro 3247 (Anexo I).

3.1.1 Obtencéo e caracterizacao do 6leo essencial

A extragdo do 6leo: usando a armadilha Clevenger e utilizando a técnica de hidro
destilacdo, foram removidos os 6leos essenciais das partes aéreas (folhas essencialmente) de
cada uma das plantas. Apds a conclusao do processo de extracao do 6leo, que foi armazenado

a 4 °C num frasco ambar reafixavel e ao abrigo da luz.

Anélise e identificacdo: a composicdo quimica do 6leo essencial foi determinada num
cromatografo de gases série Mega 2 coplado a um espectrémetro de massa (GC / MS)
Hewlett Packard modelo 5890 (EUA). 5MS (Agilent Technologies, EUA) de 30 m x 0,32
m e 0,25 mm de espessura - foi utilizada coluna capilar VF. O programa de temperatura foi
de 60 ° C (2 min), com um aumento de 3 ° C / min até 110 °C, 15 °C / min até 150 °C e,
finalmente, com um aumento de 17 °C / min até 290 °C. O volume de injeccdo da amostra
foi de 1 uL com uma razdo de divisao de 100: 1, usando hélio como gas transportador, a uma
taxa de fluxo de 0,5 mL por minuto. Tanto a temperatura de entrada e o detector foram
mantidas a 220 e 250 °C, respectivamente. Se utilizou um analizador de espectrometria de
massa quadruplo por ionizagdo por impacto de elétrons a 70 eV para caracterizar 0s
compostos, identificando e comparando os seus dados espectrais de massa com a biblioteca
de espectrometria de massa do National Institute of Standards and Technology e de acordo

com os seus indices retencdo de Kovats (Figura 8).
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Analise e identificacdo: Os componentes quimicos do dleo da espécie vegetal estudada foram
separados e identificados por um cromatdgrafo a gds acoplado a um espectrometro de massa

Figura 8. Diagrama de fluxo para obtencao do 6leo essencial de Ocimum sanctum.

3.2 Manuseio de animais de laboratdrio e consideracdes éticas

Todos os animais incluidos no estudo receberam agua e comida ad libitum durante
todo o periodo de vida. Foram mantidos em condi¢des ambientais favoraveis com
temperatura de 25°C, umidade relativa variando entre 40 e 70% e fotoperiodo de 12 horas
claro/escuro. Os experimentos foram conduzidos seguindo as diretrizes internacionais
estabelecidas para 0 manuseio de animais de laborat6rio baseadas nos principios de redugédo
do nimero de animais e refinamento no trato do mesmo. A execucdo dos estudos foi
aprovada pelo Comité de Etica da “Facultad de Ciencias Naturales de la Universidad de
Oriente — Cuba” 1 (Anexo Il) para serem realizados no “Centro de Toxicologia y
Biomedicina (TOXIMED) - Cuba ” 2 centro de pesquisa credenciado para tais fins (Anexo 111)
e no Laboratério de Biologia Celular do Instituto Oswaldo Cruz - Fundagdo Oswaldo Cruz,

Rio de Janeiro, Brasil.

Para o teste de Toxicidade Aguda Oral foram utilizados seis ratos fémeas Sprague
Dawley (que nunca tiveram contato sexual) com idade entre cinco e seis semanas de vida e
com massa corporal entre 170 e 206 gramas. No caso do teste de Toxicidade Dérmica Aguda
foram utilizados dez ratos (cinco fémeas e cinco machos) com mesma idade, também

Sprague Dawley com massa corporal entre 200 e 300 g, fornecidos em todos os casos pelo

1 Faculdade de Ciéncias Naturais da Universidade de Oriente — Cuba.

2 Centro de Toxicologia e Biomedicina (TOXIMED) — Cuba.
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“Centro Nacional para la Produccion de Animales de Laboratorio (CENPALAB) — Cuba™
com Certificado de Satde N°. 08001414,

3.3Provas para determinacéo da seguranca do o6leo

3.3.1 Toxicidade aguda oral pelo Método das Classes (CTA)

Toxicidade aguda é determinada pelos efeitos de uma Unica dose de uma substancia
muito alta. Geralmente, o ponto final do estudo é a morte do animal, expressada pela dose
letal 50 (DL s0), que representa mais ou menos a dose da substancia que provoca a morte de
50% dos animais. A observacdo dos animais € realizada apds a administracao da substancia
e dura até 14 dias, apds o qual os animais sdo sacrificados e autopsiados. Em geral, o ensaio
é realizado com 5 grupos de 10 animais de cada sexo, embora haja alguns atalhos que tentam
reduzir o nimero de animais abatidos como em nosso trabalho aplicando o principio das 3Rs

(Reduction, Refinement, Replacement - Reducéo, refinamento e substituicédo).

Para determinar os possiveis efeitos toxicos de O. sanctum utilizou-se a Diretriz 423
para a avaliacdo de substancias quimicas emitida pela Organizacao Para A Cooperacao e o
Desenvolvimento Econémico, seguindo o Método das Classes de Toxicidade Aguda (CTA)
(OECD/OCDE 423, 2012) (Quadro I)

Quadro I. Biomodelo usado e condig¢des do ensaio de Toxicidade Aguda Oral.

ESPECIES / LINE NUMERO | SEXO IDADE PESO AGUA ALIMENTOS
Rato Sprague Dawley 6 Feminino | 5-6sem | 170g-206g | Livre demanda | Livre demanda
PROVENIENCIA "
Centro Nacional para la NO CERTIFICADO SANITARIO | DISTRIBUIGAO gﬁggﬁ? lflg
Produccion de Animales de 00114 3 ratos x caixa 95 0C: UR = 70%
Laboratorio (CENPALAB) ' °
VIA DE v
DOSE INCIAL DOSAGEM INTERVALO (N1) & NUMERO DE PASSOS
o ADMINISTRAGAO
2 000 mg/Kg de peso corporal Dose Unica Oral 1

Este modelo permite a estimacdo da DLso com um intervalo de confianca e a
classificagdo da substancia de ensaio de acordo com o Sistema Globalmente Harmonizado,
onde se estabelecem as faixas das substancias em classes toxicas desde: Nao Classificada,

Perigosa, Toxica, Muito Toxica e Altamente Toxica (Tabela I).
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Tabela I. Classificacdo toxicoldgica das substancias segundo a Diretriz 423 da Organizagao
para a Cooperacéo e o0 Desenvolvimento (OECD/OCDE 423, 2012).

Faixa da DLso (Mmg/Kg) CTA Classificacdo
DLso > 2000 mg/Kg de peso CTAS Néo Classificada
300 < DLso <2000 mg/Kg de peso CTA4 Perigosa
50 < DLsp < 300 mg/Kg de peso CTA3 Toxica
5 < DLsp < 50 mg/Kg de peso CTA2 Muito Tdxica
DLso < 5 mg/Kg de peso CTA1l Altamente Téxica

Os animais foram selecionados aleatoriamente e colocados em dois grupos de trés
ratos por caixa (Figura 9), um grupo controle e um grupo experimental tratado com o 6leo.
Foi retirado o alimento de todos os animais 12 horas antes de iniciar o estudo e se determinou

a massa corporal momentos antes numa balanca Sartorius de origem alema.

il

ﬁ/‘;‘(u i
b

Figura 9. Ratos Sprague Dawley mantidos em condigbes de laboratorio. Agua e comida
ad libintum, fotoperiodo 12/12, temperatura 25 °C, umidade relativa 60 +5%.

Ao grupo experimental foi administrada uma dose de 2000 mg/Kg com ajuda de uma
sonda gastrica N° 10 Vygén de origem francesa (Figura 10). As observac@es clinicas dos
animais realizaram-se de 2 a 4 vezes por dia, prestando atengdo ao: comportamento, estado
fisico geral, as mucosas nasais, mudancas na pele e na pelagem, sinais que mostrassem
alteracOes nos sistemas respiratdrio, circulatério, nervoso central e autbnomo e a atividade
somatomotora. Além de possiveis aparecimentos de sinais como tremores, convulsdes,
diarreia, letargia, salivagéo, pouco reflexo aos estimulos, sono, fotofobia e coma. Realizou-

se ainda a palpacdo do abdémen.
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Figura 10. Administracdo do 6leo aos ratos com ajuda de uma sonda gastrica.

No sétimo e décimo quarto dia se determinou novamente a massa corporal dos
animais. Ao chegar ao ponto final do estudo, os animais foram sacrificados de forma
humanizada por administracdo de uma superdose do anestésico ketamina por via

intraperitoneal. Posteriormente foram estudados macroscopicamente os 6rgdos internos.

3.3.2 Teste de Toxicidade Dérmica Aguda (TAD).

De acordo com o Manual de 402 OECD, a toxicidade aguda dérmica (TAD) refere-
se a efeitos adversos de um curto periodo de tempo ap6s a aplicacdo de uma dose Unica de
uma substancia na pele. Este teste € Util para a estimativa e avaliacdo das caracteristicas
toxicas de uma substancia quando a exposicdo a que pode ocorrer por esta via e fornece
informac@es sobre os riscos de salde que podem causar exposicdo dérmica a curto prazo.
Tais resultados podem formar a base para a classificacéo e rotulagem da substancia e também
um primeiro passo no estabelecimento de um regime de dosagem em estudos subcronicos e
outros. Eles também fornecem informacdes sobre a absor¢do cutdnea da mesma e seu

mecanismo de acao toxica.

Considerada toda a informacao disponivel sobre a substancia de ensaio antes de
desenvolver o estudo: identificagdo, estrutura quimica, propriedades fisico-quimicas, 0s
resultados de outro estudo de toxicidade in vivo ou in vitro, dados toxicologicos de
substancias relacionadas e utilizacdo proposta para a proteccdo da saude humana, que é
tomado em conta quando se selecciona de forma adequada o teste e a dose inicial mais
adequada. O limite de teste pode também ser empregado com uma Unica dose de pelo menos

2000 mg/Kg de peso corporal, em grupos de 5 machos e 5 fémeas (Quadro I1).

A DLso é uma Unica dose da substancia que provoca 50% de mortalidade com

animais tratados quando aplicado na pele.
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Quadro I1. Biomodelo usado e condigdes do ensaio de Toxicidade Aguda Dérmica.

ESPECIE/ LINEA NUMERO SEXO IDADE PESO AGUA ALIMENTOS
Rato Sprague 10 Ambos os 5-6 200g - 300g | Livre demanda | Livre demanda
Dawley (F:5y M:5) sexos | semanas
PROVENIENCIA 0
Centro Nacional para la Produccion | N CERTIFIGADO | pyerpiBlicAO | CONDIGOES AMBIENTAIS
. : SANITARIO : IR = 700
de Animales de Laboratorio 00114 1 rato x caja 250C; UR=70%
(CENPALAB) ,
DOSE INCIAL INTERVALO DOSAGEM | yix pE apmiINISTRAGAO |  NUMERO DE
(N1) — PASSOS
2 000 mg/Kg de peso corporal L Dérmica
Dose Unica 1

Os ratos Sprague Dawley foram raspados ou tricotomizados 24 horas antes da
aplicacdo do 6leo no lombo (dorso) e a ambos os flancos (10% da superficie corporal) tendo
cuidado de nao ferir a pele. Utilizaram-se animais com pele intacta e saudavel. Lavou-se
essa area do animal com &gua estéril e se deixou repousar por um periodo de 24 horas.
Posteriormente se aplicou uma dose de 2000 mg/Kg de peso do 6leo de estudo em um dos
flancos.

Os animais foram mantidos expostos a acdo do Oleo durante 24 horas, com
emplastros fixos contendo a sustancia sem ser imobilizados. Passado este tempo se retiraram
os emplastros e foi lavada a zona de aplicacdo com &gua estéril. As observacgdes clinicas
foram realizadas até por volta de 14 dias depois de retirados os emplastros. Avaliou-se ainda
0 comportamento, a conduta, o estado geral, a postura e reflexos, atitude relacionada com a
vontade de se alimentar, ingerir agua e 0s habitos de higiene. Registrou-se a massa corporal
no inicio do estudo e se comparou com a dos sete dias e a do fim do estudo como principal

indicador de injuria nos estudos com animais.

O Quadro 111, a seguir mostra as categorias de acordo com o método de Draize para a

classificacéo de eritema e edema.

Quadro 1. Classificacdo de acordo com o método de Draize para a classificacdo de eritema e
edema.

Eritema e escara Formacéo do edema Gréo

Auséncia de eritema Auséncia de edema 0

Edema muito ligeiro

(Escassamente perceptivel)

Edema ligeiro (margens da &rea bem definida
por uma de elevacdo dos bordes)

Eritema moderado a grave Edema moderado (elevado a cerca de 1 mm) 3
Edema grave (elevacéo de mais que 1 mm, se
estende além do local de exposicao

Eritema muito ligeiro

Eritema bem definido

Eritema grave a escara
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Uma vez transcorridos os 14 dias, os animais foram enviados ao Laboratorio de
Anatomia Patologica de TOXIMED, onde se realizou a eutanasia, o sacrificio humanizado
foi realizado atraves da administracdo de uma sobredose intraperitoneal do anestésico

ketamina. Entdo seguiu o estudo macroscopico todos os 6rgaos, incluindo a pele.

3.3.3 Teste de toxicidade in vitro em culturas de células cardiacas

3.3.3.1. Culturas de células de mamiferos

A obtencdo de culturas priméarias de musculo cardiaco foi realizada a partir de
embrides de camundongos retirados de fémeas gravidas com 18-20 dias de gestacdo. Apds
eutanasia das fémeas gravidas, os coracdes dos embrides foram removidos e dissecados em
solucdo salina. Os ventriculos foram submetidos a sucessivas etapas de dissociacdo
mecanica e enzimatica (0,05% de tripsina e 0,01% de colagenase por 5 min/37°C). As
suspensdes celulares foram centrifugadas e o sedimento ressuspenso em meio suplementado
com soro (5% de fetal bovino (SFB) e 15% de cavalo), 2% de extrato embrionario de pinto,
1mM de L-glutamina e 5mM de cloreto de célcio. A progressdo da dissociacdo foi
monitorada por microscopia éptica de contraste de fase, para analise de morfologia,
densidade e viabilidade celular. Em seguida foi feito o plaqueamento das células em
diferentes substratos previamente revestidos por 0,01% de gelatina. Inicialmente as culturas
foram mantidas por 30 minutos em garrafas a 37°C para a adesdo de fibroblastos, sendo
entdo o sobrenadante (rico em cardiomidcitos) transferido para novos substratos também

revestidos por gelatina (Silva et al. 2008).

Culturas priméarias de células de mamifero foram analisadas em microscépio 6tico
(observacdo da morfologia, densidade e contratibilidade das células); as células foram
cultivadas a 37°C por 24 horas e entdo incubadas por 24 e 48 horas a 37°C com diferentes
concentragfes do do oleo essencial (0 -1200 ug/mL.) diluidas em meio de cultura. Os
controles foram realizados pela omissdo das drogas ou pela adicdo de DMSO (na

concentracdo final relativa & dose de 1200ug/mL uM).

O teste de viabilidade foi realizado pelo método de Presto Blue: as culturas expostas
aos compostos foram incubadas com o substrato por 6h e em seguida realizada leitura no
espectrofotémetro (570 e 600nm), segundo recomendacao dos fabricantes e como descrito

anteriormente (Timm et al. 2014). Os resultados serdo expressos na diferenca na
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porcentagem de reducdo em células tratadas (CT) e células ndo tratadas (CNT) (Figura 11),

através da seguinte equacéo:

(117,216)(Abs 570 CT) — (80,586)(Abs 600 CT)
(117,216)(Abs 570 CNT) — (80,586)(Abs 600 CNT)

100

Centrifugar e ressuspender ©
3 : sedimento em meio suplementado
Culturas primarias de Sucessivas etapas de dissociagdo com soro (5% de fetal bovino
musculo cardiaco a ,| mecanica e enzimatica (0.05% de o (SFB) e 15% de cavalo), 2% de
partir de embrides de tripsina e 0,01% de colagenase por axirato embrionifiode pin-to, 1mM
camundongos 5> min37°C de L-glutamina e SmM de cloreto
de calcio
Observar a morfologia, 1
densidade e contratibilidade Cultivar as células a 37°C por 24
das células_ horas
Meétodo de Presto blue: Culturas expostas as -
diferentes concentragdes dos dleos por 6h e m’
Leitura no espectrofotémetro (570 e 600nm) p- 2 3 Incubar por 24 e 48 horas a 37°C no
Baseado remogdo do O; e substituicdo pelo Q <«— dleo de Osancrum (0 -1200
hidrogénio pg/mi )

A

Resultados: expressos na diferenca na porcentagem de redugdo em células tratadas (CT) e células ndo
tratadas (CNT)

Figura 11. Diagrama de fluxo para avaliacdo in vitro 6leo essencial de O. sanctum sobre culturas
de cardiomidcitos.

3.3.4 Criacéo e manutencdo no laboratério das colénias de dipteros muscoides

A criacdo dos dipteros muscoides incluidos no estudo foi estabelecida a partir de
adultos coletados em diferentes pontos do Brasil: Campus da Universidade Federal do
Amapa — UNIFAP (C. albiceps e C. macellaria), no Campus da Fundagdo Oswaldo Cruz,
FIOCRUZ, no Rio de Janeiro — FIOCRUZ (C. putoria e C. megacephala) e numa cagamba
de lixo encontrada no Bairro do Amorim, proximo ao campus da FIOCRUZ/RJ (L. cuprina
e M. domestica). A metodologia utilizada para o estabelecimento e manutencéo das col6nias
foi a estabelecida por Queiroz e Milward-de-Azevedo (1991), que consiste em manter 0s
adultos em gaiolas de madeira, com telas de nailon nas laterais e uma abertura frontal
contendo uma manga de tecido preto para 0 manuseio dos insetos, o volume da gaiola é de

aproximadamente 2,7 m® (30x30x30 cm) (Figura 12A). Esta mesma metodologia preconiza
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uma alimentacdo a base de sacarose oferecida na forma de agucar refinado que atualmente
se dispde numa solucdo em forma de xarope simples a uma concentragdo de 83 + 2% e 4gua

provida em garrafas com um pavio feito de gaze para difusdo por coeséo.

Os dipteros utilizados foram provenientes de novas colbnias, feitas a partir da
primeira geracdo dos adultos coletados. Para substrato de postura e maturacdo das fémeas
da familia Calliphoridae foi oferecida carne moida putrefata (Figura 12B) e no caso especial
da espécie M. domestica, uma mistura de carne bovina moida putrefata e farelo de trigo na
proporcao 5g de carne/lg de farelo, dieta preconizada no Laboratério de Entomologia
Meédica e Forense do Instituto Oswaldo Cruz — LEMEF/FIOCRUZ.

Figura 12. CondicOes para criacado e manutencao das col6nias de dipteros mucoides. A: Gaiola
para contencao; B: Dieta para bésica para alimentacao e inducdo da copula e postura.

3.3.5 Bioensaio de atividade inseticida em dipteros muscoides

Apo6s aproximadamente 12 horas de induzida a postura com carne bovina putrefata
em cada coldnia se obtiveram quantidades suficientes de larvas em instar L1 para testar seis
doses (quatro repeticdes com 50 larvas cada) totalizando 1600 larvas em total. As
concentracdes foram preparadas utilizando sulfoxido de dimetilo (DMSO) como solvente
(5, 10, 25, 50, 75 e 100% de oleo essencial). Dois grupos foram utilizados como controle;
em um deles s6 DMSO foi adicionado, e no outro, nenhuma substancia foi adicionada

(controle puro), sendo a aplicacdo feita imediatamente apos a diluigéo.

Foram aplicados 50uL de cada concentracdo de 6leo topicamente sobre 50 larvas
recém-eclodidas a uma relacdo de 1ul/larva aproximadamente. Apés a aplicacdo as larvas
foram transferidas para um recipiente contendo 50g de dieta e este recipiente foi

acondicionado dentro de um segundo recipiente de maior volume, contendo vermiculita
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como substrato de pupacdo. Estes foram cobertos por tecido de nailon (escaline) preso por

elastico.

Em todos os tratamentos, as pupas foram coletadas, pesadas em balanca de precisdo
e acondicionadas trés por cada tubo de ensaio, contendo até ¥4 de seu volume de vermiculita
e tampados com escaline, para pupacao e posterior emergéncia dos adultos. As observacoes
foram registradas numa planilha adequada ao desenvolvimento dos dipteros desenhada no

Laboratorio de Entomologia Médica e Forense (Apéndice I)

Foi calculada a viabilidade larval através da seguinte formula:

S Numero de larvas que abandonou a dieta
Viabilidade larval = — — x 100%
Numero de larvas definido para cada tratamento

No momento da emergéncia dos adultos foi calculada a viabilidade pupal e em
conjunto, a viabilidade de neolarva a adulto utilizando as seguintes formulas

respectivamente:

o Numero de pupas das quais emergiram adultos
Viabilidade pupal = - x 100%
Numero total de pupas formadas

Numero de adultos que emergiram

Viabilidad 1 dulto = 100%
tabtiidade neofatva a adutto Numero de larvas definido para cada tratamento X 0

Os insetos foram observados quanto a viabilidade do desenvolvimento das fases de
larva, pupa e neolarva a adulto, duracdo de cada fase e razdo sexual calculada segundo a

seguinte férmula:

Ndmero de fémeas emergidas

Razdo sexual = - — - - -
(Numero de fémeas emergidas + Numero de machos emergidos)

A mortalidade absoluta (aqueles individuos que ndo emergiram) foi calculada através
da inversdo da viabilidade. A mortalidade foi corrigida usando a formula de Abbott (1925).

% Mortalidade especifica de cada estagio por tratamento ou controle = 100 — % Viabilidade
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(% Mortalidade observada — % Mortalidade na testemunha) x 100
100 — % Mortalidade na testemunha

Mortalidade corrigida =

O fluxo de trabalho do ensaio é mostrado na Figura 13.

Inchagdo dacopula Agrupamento em oS para
eou postua obseracio

Figura 13.Fluxo de trabalho do ensaio de atividade do 6leo essencial de O. sanctum no
desenvolvimento pos-embrionario de dipteros mucoides.
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3.3.6 Bioensaio inseticida para adultos de Musca domestica

Se utilizou um pedaco de papel filtro (2 x 2 cm), impregnado com 30 L de 6leo
essencial de O. sanctum nas mesmas concentracdes testadas em larvas, que inserido em um
tubo Falcon (50 mL). A cada tubo, 30 adultos moscas com 15-20 dias de idade foram
colocadas e os tubos foram cobertos com um tecido de nylon pressionado com a banda de
borracha. Este ensaio bioldgico foi realizado cinco vezes e as observagdes para a mortalidade

de adultos foram feitas até 120 minutos ap0s a aplicacdo cada 10 minutos (Figura 14).

Papel o
(2% 2 cm)

[ 30 pL de dleo essencial de
| 0. sanclum

30 adultos de Musca
domestica com 10-20 dias de
idade {5 repelighies)

As observagoes para a mortalidade de adultos foram feitas
até 120 minutos apds a aplicagio

Figura 14. Diagrama de fluxo para o bioensaio inseticida para adultos de Musca domestica.

3.3.7 Avaliacdo de um unguento a 15% de 6leo essencial de O. sanctum L. var. cubensis
em uma miiasse suina

Desde 2 de agosto a 12 de agosto de 2016 foi realizado o estudo de um caso de miiase
natural em porco na Fazenda do proprietario Juan Bautista Chil Estupifian (15°47°30,9" S;
47°53°06,89°” O) no municipio de San Luis, na provincia Santiago de Cuba no Oriente do
Cuba. Foram coletadas algumas das larvas da miiase. Foi solicitado o preenchimento da
ficha epidemioldgica, com as seguintes informacdes sobre o hospedeiro: idade, sexo, raca,
peso, local da lesdo e tipo de miiase. As larvas foram acondicionadas em recipientes
bioldgicos de 50 mL contendo um quarto de vermiculita, a seguir o material foi remetido
para o Laboratdrio de Entomologia do departamento de Biologia da Universidade de Oriente.
As larvas foram inicialmente identificadas com as chaves proposta por Florez e Wolff
(Florez e Wolff 2009) e mantidas em estufas tipo B.O.D., quando ocorria a emergéncia dos
adultos era refeita a identificacdo com as chaves de Mello (Mello 2003) e Guimarées e
Papavero (Guimardes e Papavero, 1999). O trabalho foi supervisado pelo Doutor em

Medicina Veterinaria e Zootecnia Yoandris Quintana Duany com numero de licenca 2329.
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Depois da coleta (nédo se retiraram as outras larvas) foi aplicada na lesdo um unguento
composto de vaselina e lanolina a 15% de 6leo essencial de Ocimum sanctum, elaborado
conforme procedimento geral (Vila Jato 2001), aquecendo-se todos os componentes da fase
oleosa a cerca de 70°C diminuindo a temperatura até 60°C para adicionar o 6leo essencial
de OS, mantendo a agitagdo, até resfriamento, a temperatura ambiente (30°C). O unguento
foi embalado em potes de vidro de cor &mbar com capacidade para 30g, armazenados em

refrigeragdo (8-12 °C).

Foi aplicada em outra lesdao do mesmo animal a base da formulagdo (vasolanolina)
como controle. O unguento e o controle foram aplicados duas vezes no dia no horario das 8
horas da manhd e as 16 horas da tarde, registrando o progresso da leséo antes a aplicagéo da

tarde.

3.4 Obtencao, registro e analise estatistica dos dados

Os dados para cada ensaio foram coletados em planilhas especificas e posteriormente

digitalizados no programa Microsoft Excel onde se construiram graficos e tabelas.

Os resultados da atividade inseticida sobre o desenvolvimento post embrionéario
foram analisados através da analise de variancia (ANOVA: P < 0,05). Foi utilizado o Teste
de Comparacdo Multipla de Médias de Tukey para analise da significancia estatistica, e 0
desvio padrdo foi calculado através da média dos experimentos. O pacote estatistico

Graphpad® Prism foi utilizado na realizacéo destes calculos estatisticos (Tukey, 1953).

Para o processamento da varidvel massa corporal (0 dias, 7 dias e 14 dias) nos ensaios
de toxicidade se utilizou o pacote estatistico Statgraphy versdo 5.1. Foi realizada uma prova
estatistica através do Contraste Multiplo de Faixas com o Teste de Comparacdo Multipla de

Médias de Tukey das Minimas Diferencas Significativas (LSD) a 95% de nivel de confianga.

Os resultados da atividade inseticida sobre adulto de Musca domestica foram
analisados através da analise de Probit, os dados de concentracdo-mortalidade foram
conduzidos para estimar os valores DLso e limites associados confianca de 95% para cada
tratamento usando SPSS para Windows 18.0/2009 (Finney 1971).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO.

4.1 Composicéo quimica do 6leo essencial de Ocimum sanctum L. var.
cubensis

A andlise por cromatografia gasosa-espectrometria de massas permitiu conhecer a
composicao quimica e abundéancia relativa dos principais constituintes do 6leo estudado. A

Tabela Il mostra os componentes identificados.

Tabela Il. Componentes identificados por GC-MS no 6leo essencial de O. sanctum L. var.
cubensis.

N° KI® COMPOSTOS® RI© % AREA
1 960 Benzaldehido 962 0,44
2 1031  Cineol<1,8> 1031 0,13
3 1096  Linalool 1101 7,13
4 1359  Eugenol 1357 21,96
5 1388 Borurboneno < f3 > 1375 1,25
6 1388  Cubebeno <3 > 1386 0,14
7 1390  B-elemeno 1388 1,52
8 1419 B-cariofileno 1419 20,79
9 1434  Bergamoteno < a-trans > 1432 0,29
10 1454  a-humuleno 1454 4,20
11 1460  Aromandreno < allo > 1459 1,16
12 1479  y-Muuroleno 1480 5,81
13 1490  B-Selileno 1488 7,69
14 1500 Bicyclogermacreno 1496 20,38
15 1505  Bisaboleno <@ > 1510 4,12
16 1522 Cadineno < > 1524 0,30
17 1522 Sesquifelandreno <f > 1531 0,20
18 1561 Germacreno B 1569 0,25
19 1582 Cariofileno oxido 1585 1,18
20 1590  Globulol 1588 1,05

(A) Indice de Kovats da Literatura; (B) Os compostos listados em ordem de eluicéo; (C) indice de retengéo calculada.

O caréacter aromatico de cada tipo de planta de manjericdo depende da genética, do
seu estado de crescimento vegetativo, os fatores agroclimatologicos e compostos quimicos

na sintese dos 6leos essenciais (Cannon et al. 2013, Kumar et al. 2014).

Os resultados mostram um 6leo essencial de cor amarelo palido com um rendimento
y 970 . 5 . i incipai y
de 0,5% (m / v). O oOleo de O. sanctum apresenta oito componentes principais

correspondendo a mais do que 94%. Os trés componentes principais, eugenol 21,96%, [-
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cariofileno e 20,79% Biciclogermacreno 20,37% representam mais de 60% dos compostos
identificados. Os outros componentes principais correspondem a: linalol 7,13% B-Selileno
7,69%, y-Muuroleno 5,81% o-humuleno 4,20% e <(> bisaboleno 4,12%. Enquanto os

compostos sesquiterpenos representam 70% da composicéo total.

Resultados similares foram encontrados em estudos feitos ao O¢leo de
Ocimum tenuiflorum L. f. (Syn. O. sanctum L.) cultivado na regido ocidental de Cuba onde
foram identificados quarenta compostos, representando 90% e Eugenol (34,3%), p-elemeno
(18,0%) B-cariofileno (23,1%) foram os principais constituintes (Pino et al. 1998) e no
nordeste do Brasil, determinando que o dleo da folha continha eugenol (79,0-82,7 %) ¢ B -
cariofileno (7,9-9,8 %) como principais constituintes (Lacerda et al.1999). Assim num
estudo realizado na regido sul da india se obteve que o | eugenol foi o principal constituinte
de todos os 0leos (72,5%, 75,3%, 83,7% e 65,2% nos Oleos de erva inteira, folhas, caule e
inflorescéncias, respectivamente) e o B - cariofileno foi o segundo constituinte mais
dominante e a respectiva concentracdo em cada 6leo (5,5%, 6,4%, 2,7% e 12,0%) (Kothari
et al. 2005).

Como podemos ver independentemente da area a partir da qual essas plantas foram
obtidas, os 0leos essenciais sempre tem alta concentracdo de eugenol (21,96% em nossa
pesquisa), este composto é amplamente conhecido por suas propriedades anestésicas,
antiplaquetarias, antiedémicas, anti eméticas, carminativas , antidcidas, antioxidantes,
gastroprotectiva, gastrorregenerativas, bactericidas, antifingica, antisséptico, antiviral,
herbicidas, pesticidas, inseticidas, insetifugos, desparasitacdo, sedativo, perfumado e
aromatizantes (Marotti 1996).

Todos estes compostos quimicos sdo encontrados em concentracGes elevadas
frequentemente em 6leos essenciais com propriedades inseticidas (Hantan e Zaki 1998).
Repetidamente eugenol bem como sesquiterpenos (Koul et al. 2008) é descrito como
composto inseticida em muitas espécies de insetos como M. domestica L e

Drosophila melanogaster (Meigen, 1830).

Os insetos variam enormemente em suas respostas aos metabolitos secundarios de
plantas e a sensibilidade de diferentes espécies de insetos pode ser bastante diferente para a
mesma substancia. Além disso, os principais componentes dos 6leos essenciais dentro de
uma especie de planta sdo diretamente afetados pela localizacdo geografica, estacdo de

coleta, forma de cultivo, as condi¢des climéticas e da idade da planta (Farias 1999).
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4.2 Seguranca da aplicabilidade do 6leo essencial de O. sanctum L. var.
cubensis

As propriedades medicinais de Ocimum sanctum L. sdo conhecidos por milhares de
anos por varias civilizagbes do mundo. O uso acumulado do “manjericio” como remédio
etnobotanico, em India, Cuba, Brasil e outros paises sdo indicios de uma baixa ou nula
toxicidade (Kirtikar 1975; Anonymous. Wealth of India 1991; Ghosh 1995; Lacerda 1999;
Harsa 2003; Roig 2012).

No entanto, para amparar cientificamente a aplicacdo e aplicabilidade de qualquer
produto, metabdlito ou principio ativo torna-se indispensavel realizar testes que demostrem
sua seguranca (OECD/OCDE 423 2012). E por isso que a seguir se apresentam os resultados
dos efeitos provocados pelo 6leo estudado ao interagir in vitro com células de mamiferos,

ao serem administrados por via oral, bem como ao serem colocados em contato com a pele.

4.2.1 Toxicidade aguda oral em ratos tratados com o 6leo essencial de O. sanctum pelo
Método das Classes de Toxicidade (CTA)

De acordo com Gad, 0 peso corporal é muitas vezes o parametro mais sensivel para
indicar um efeito adverso (Gad 2007). Outros autores, como Mosberg, argumentaram que
os dados relativos ao peso corporal tém uma alta sensibilidade para detectar alteracbes
devido aos produtos quimicos de baixa toxicidade (Mosberg 1989), enquanto na Harvard
Medical Asea, se considera que a rapida perda de peso corporal esta entre os indicadores de
maiores informacdes previstas em estudos toxicoldgicos (perda de cerca de 15 a 29% de

peso corporal num periodo de cinco a sete dias) (Harvard Medical Asea 1999).

O comportamento do peso corporal dos animais do estudo ndo foi afetado apds a
administracdo da substancia (Tabela I11).
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Tabela I11. Variacdo de peso corporal (g) dos ratos no estudo da Toxicidade Oral Aguda pelo
Meétodo de Classe Toxicidade Aguda (CTA) do bleo essencial de Ocimum sanctum L.

Peso (gramas) Variacdo de peso
Grupo Animais - Sexo DOS  njag  Dia7  Diald D7-D0  D14-DO
1 167,4 2147 243,6 47,3 76,2
Controle 2 F - 167,8 220,9 238,9 53,1 71,1
3 166,9 227,8 253,8 60,9 86,9
1 2000 170,6 198,5 229,7 27,9 59,1
Experimental 2 172,2 223,6 246,7 51,4 74,5
mg/Kg

3

Legenda: F = feminino, D= Dia

171,7 209,3 233,7 37,6 62,0

Se observou um aumento normal de peso, sem diferencas significativas entre as
médias das duas amostras para um nivel de confianca de 95%, 0 que corresponde aos
argumentos apresentados pelos padrdes de referéncia para o uso e cuidado de animais de
laboratério, em relacdo a espécie utilizada (Aleméan 1998 e 2000; CCAC 1993).

Sinais clinicos

Um indicador importante para determinar a toxicidade de uma substéancia consiste na
avaliacdo das manifestacdes clinicas, uma vez que € possivel saber danos associados com
lesGes de Grgdos e sistemas que permitam obter resultados em alteraces nas suas fungdes.
Além disso, propbe-se que qualquer substancia téxica produz alteracbes anatomo-
fisiologica, que se manifesta em mudancas no quadro clinico geral, e eles dependem da
gravidade e extensdo da lesdo e de sistemas de érgédos envolvidos, duracdo da exposic¢ao,
concentracdo da substancia no sangue, idade e estado geral de saude do animal (Wallace-
Hayes 1994).

Os animais utilizados no teste foram mantidos sob estreita observacéo e avaliagdo
clinica no prazo de 14 dias de duracdo, ndo apresentaram sinais clinicos indicativos de
toxicidade durante toda a duragdo do ensaio. Consequentemente a anélise no Laboratdrio de

Patologia do TOXIMED néo encontrou nenhuma alteracdo dos corpos.

Os achados de necropsia
Nenhuma alteragdo patologica foi encontrada em 0rgéos e sistemas dos animais

pertencentes ao estudo quando foi examinado no Laboratério de Patologia (Figura 15).
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Figura 15. Orgéos e sistemas de animais pertencentes ao estudo de CTA ao ser examinado no
Laboratério de Patologia.

Estudos que avaliam os efeitos toxicos de extratos de Ocimum sanctum em
mamiferos, principalmente para extratos aquosos e alcodlicos. Tais como Bhargava e Singh
(1981) informaram uma baixa toxicidade para o extrato etanoico de Ocimum sanctum em
camundongos adultos, estabelecendo a concentragéo letal em DLso de 4505 + 80 mg/Kg e
3241 £ 71 mg/Kg por via oral ou intraperitoneal, respectivamente (Bhargava e Singh 1981).
Utilizando o0 mesmo modelo animal, outros estudos confirmam que o extrato etanolico tem
LDso de 4600 mg/Kg, enquanto o extrato aquoso foi depositado em 6200 mg/Kg (Singh e
Majumdar 1994; Devi e Ganasoundari 1995). Recentemente, Gautam e Goel (2014)
corroboram esta baixa toxicidade quando em doses de teste de toxicidade aguda e subaguda
abaixo de 2000 mg/Kg ndo evidenciam quaisquer sintomas perigosos ou morte em ratos

durante os 28 dias do estudo.

Sabe-se que a toxicidade dos 6leos essenciais (OE) em mamiferos € baixa e sdo bem
estudados experimental e clinicamente devido a sua utilizacdo como medicamentos. A
maioria dos OE, incluindo camomila (Chamaemelum nobile), citronela (Cymbopogon sp.),
lavanda (Lavandula angustifolia), cravo-da-india (Syzygium aromaticum), eucalipto
(Eucalyptus), anis (Pimpinella anisum) e manjerona (Majorana hortensis) ttm um valor de
DLso oral em ratos de 2000 mg/Kg a 5000 mg/Kg. Menos de uma dizia de 6leos essenciais,
entre 0s quais se encontra 0 manjericdo, tém valores de LDsp variando de 1000 a 2000
mg/Kg, mas alguns sdo moderadamente toxicos a muito toxicos (Regnault-Roger 2012) .
Este valor de 2000 mg/Kg foi testado em nosso trabalho e foi demonstrado que o O. sanctum

var. cubensis nessa dose ndo é toxico.
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Tendo em conta estes resultados, podemos argumentar que apesar de ser o Eugenol
o principal componente do dleo essencial analisado, a concentragdo encontrada esta
substancia ndo é suficiente para produzir alteracdes relatadas por alguns autores, tais como
dano tecidual direto, reacbes alérgicas, disfuncdo hepatica, coagulacdo intravascular
disseminada, hipoglicemia grave, convulsdes, nauseas, batimentos cardiacos rapidos e
tonturas e até mesmo morte por faléncia maltiple dos érgdos (ACOFARMA 2008; Pavithra
2014), esta abordagem € consistente com as opinides expressas pelo Padilla et al. 1998,
quando afirma que o Eugenol pode até causar lesdo caustica ou queimaduras superficiais
quando colocados diretamente e em altas concentragdes nos tecidos moles, mas a gravidade
da lesdo € proporcional ao tempo de exposic¢do, a dose e a concentracdo (Padilla et al. 1998).

Podemos concluir afirmando que o ensaio da toxicidade oral pelo Método de
Toxicidade Aguda (CTA) mostrou que o 6leo essencial de O. sanctum avaliado por via oral,
dose Unica, € enquadrado como ndo classificado, no modelo nivel de dose de animais
utilizados nas condigdes experimentais empregadas, segundo estabelecido pela Diretriz 423

da Organizacdo para a Cooperacao e o Desenvolvimento Econémico (OCDE).

4.2.2 Potencial toxico agudo do contato com a pele de ratos tratados com 6leo de O.
sanctum L. var. cubensis

A dose administrada (2000 mg/Kg de massa corporal) ao grupo experimental, ndo
ocasionou mudangas significativas nos sinais clinicos dos ratos durante as primeiras 24
horas. Uma vez transcorrido este tempo, se procedeu a retirar os emplastros com cuidado de
ndo ferir a pele e se lavou bem a éarea de aplicacdo ndo se observando nenhuma mudanca
aparente, e se manteve intacta. Os animais foram submetidos a uma estrita observacéo e

valoracao clinica durante todo o periodo do ensaio (Figura 16).
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Figura 16. Evolucéo dos animais no ensaio de Toxicidade Aguda dérmica.

O comportamento da massa corporal nos ratos incluidos no estudo ndo foi afetado
depois da administracdo do 6leo (Tabela V). Observou-se um incremento estatisticamente
significativo entre as variancias (p > 0,05%) entre os dias 0, 7 e 14. Estas diferencas
significativas foram estabelecidas entre o peso corporal varia¢fes entre o dia 0, 7 e 14 para
0 sexo masculino; no entanto, foram observadas nas fémeas as Unicas diferencas
significativas entre os dias 0 e 14. No entanto, estes resultados sdo consistentes com as
Normas de Referéncia para o uso e cuidado de animais de laboratdrio em relacdo a espécie
utilizada (CCAC 1993; Aleméan 1998 e 2000).

47



Tabela IV. Variacao individual do peso corporal (g) dos ratos tratados com o 6leo essencial de
0. sanctum no ensaio de Toxicidade Aguda Dérmica.

Peso (gramas) Variacao de peso
Grupo Animais  Sexo Doses o Dpia7  Dial4 D7-D0 D14-DO
1 173,6 1949 2149 21,3 41,3
2 200,7 216,7 236,8 16 36,1
1 3 F rr?s;)lgg 210,2 225,6 252,4 154 42,2
4 2144 229,3 242,6 14,9 28,2
5 200,9 2215 239,6 20,6 38,7
1 267,2 307,6 3427 40,4 75,5
2 280,3 316,3 361,6 36 81,3
2 3 M n?;/olgg 280,6 322,4 346,1 41,8 65,5
4 242,6 287,6 329,3 45 86,7
5 281,2 3193 358,8 38,1 77,6

Legenda: F = feminino, M = Masculino, D= Dia
Nos exames realizados pelo Laboratério de Anatomia Patoldgica ndo foi encontrada
nenhuma alteracdo anatomopatolédgica nos 6rgéos e sistemas dos animais quando analisados
macroscopicamente 0s seguintes 6rgados: coragdo, pulmdes, rins, figado, estbmago, bago e

pele.

Também néo foi observado nenhum sinal clinico atribuido a administracdo do dleo

essencial e O. sanctum (Figura 17).

Figura 17. Orgdos e sistemas dos animais estudados na TAD sem nenhuma alteracéo
anatomopatoldgica encontrada.

Com alguns Oleos essenciais ou, pelo menos, com 0S monoterpenos que 0S
constituem, observou-se toxicidade dérmica, dentre eles o cravo-da-india, o eucalipto, o
gaivérico (Gaultheria procumbens), conhecidos pela sua irritabilidade (Hammer e Carson

1999). Os Oleos essenciais de bergamota e angelica (Angelica archangelica) causam
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fotossensibilidade (Bakkali et al. 2008) , o D-limoneno produz absor¢&o transdérmica muito
irritante (Okabe et al. 1990) o 6leo da arvore do cha pode causar alergias cutaneas (Rubel et
al. 1998; Rutherford et al. 2007).

Este resultado corrobora a afirmacdo feita anteriormente, que a concentracdo de
eugenol presente no 6leo ndo é o suficiente para causar lesdes causticas ou queimaduras

superficiais quando colocada diretamente sobre a pele.

Como resultado do ensaio de Toxicidade Dérmica Aguda, dos animais tratados com
0 0Oleo essencial de O. sanctum que foi realizado segundo a Diretriz N° 402 da Organizacéo
para a Cooperagdo Econémica e o Desenvolvimento (OECD), este 6leo € classificado como
Nao Toxico para a pele, apds aplicacdo topica em dose Unica nos ratos da linha
Sprague- Dawley. Este resultado obtido indica que o 6leo pode ser considerado indcuo

topicamente por ndo ser toxico ao contato com a pele.

4.2.3 Teste de toxicidade in vitro em culturas de células cardiacas

Os resultados apresentados refletem a média e desvio padrdo de trés ensaios
individuais (realizados em triplicatas). A analise da toxidade sobre cultivo primério de
cardiomiocitos avaliou a toxicidade do 6leo essencial de O. sanctum L. var cubensis com a
finalidade de verificar o perfil de viabilidade celular através de ensaio que identificacdo
danos em nivel mitocondrial. O teste identifica o potencial citotéxico dos extratos pela
medida da metabolizagdo celular pelo método do Presto Blue: o principio do ensaio é a
reacdo de oxi-reducdo (REDOX) através sistema de transporte de elétrons (remocédo do

oxigénio e substitui¢do pelo hidrogénio) e citocromos (Xu et al. 2015).

Os conjuntos de dados revelam nenhuma toxicidade em relacdo a alteracfes
morfoldgicas, fisiologicas e de densidade celular, tdo bem como, de viabilidade mitocondrial
das fragOes testadas e nos tempos de 24, 48 e 72h de incubagéo (Tabela V).
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Tabela V. Comportamento da viabilidade de células cardiacas apo6s tratamento com o 6leo
essencial de O. sanctum L. var. cubensis.

Substancia 24 h 48 h 72h
Controle 0,00+ 0,00 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00
1200 mg/mL 5,22 £ 0,03 5,09 +£0,33 4,84 + 3,65
600 mg/mL 0,56 + 0,01 0,49 + 0,49 0,31+0,09
300 mg/mL 0,05+ 0,04 0,00 £ 0,00 0,00 £ 0,00
150 mg/mL 0,00 + 0,00 0,06 +£0,09 0,00 + 0,00
DMSO 6,83+ 0,05 2,04 +1,18 5,68+ 0,00

4.3 Avaliacao da atividade inseticida do 6leo essenciais de O. sanctus L.
var. cubensis em cinco espécies de Calliphoridae (Cochliomyia macellaria,
Chrysomya putoria, Chrysomya megacephala, Chrysomya albiceps e
Lucilia cuprina) e Musca domestica (Muscidae): parametros determinantes
e significagio.

De acordo com d’Almeida e Ferrero Fraga (2001), quando se trata da eficacia de
substancias ou compostos sobre individuos testados, os melhores pardmetros a serem
considerados, sdo a duracdo e a viabilidade (inverso da mortalidade) do periodo de
neolarva a adulto, pois os periodos larvais e pupal sdo mais influenciados por fatores
abioticos como temperatura, fotoperiodo e umidade relativa. Igualmente deve-se considerar
que frequentemente acontece uma baixa mortalidade no periodo pupal, que pode ser
explicado pelo fato desse periodo ser caracterizado por grandes mudancgas internas e pouca

influéncia de fatores externos ao metabolismo (Needham 1929).

4.3.1 Efeitos do tratamento com o 6leo essencial de Ocimum sanctum L. var. cubensis
sobre o desenvolvimento pds-embrionario de Cochliomyia macellaria.

Os valores determinados de massa corporal das larvas maduras de C. macellaria ao
abandonarem a dieta para pupar estao representadas na Tabela VI. Observou-se que somente
0s grupos controles ndo apresentaram diferencas estatisticamente significativas entre eles,
uma vez aplicado o teste de comparagdo multipla de médias de Tukey (p<0,01). De forma
geral, todos os tratamentos mostraram valores de massa corporal menores quando

comparadas com o grupo controle.

Cunha-e-Silva e Milward—de-Azevedo (1994) obtiveram peso médio de 0,056g, em
larvas de C. macellaria, quando criadas em carne equina, peso muito parecido ao presente

trabalho para as larvas dos grupos controles, o que sugere a influenza do 6leo aplicado na
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reducdo do peso das larvas tratadas. Alguns autores referem se a a¢o tdxica, repelente e/ou
antialimentar dos extratos obtidos de plantas, por exemplo, os extratos de nim atuam como
inseticida, que no sentido da prépria palavra, causa a morte do inseto por intoxicacao, e
podem agir também como antialimentar ou seja inibe o inseto a iniciar a alimentacao
(Kathrina e Antonio 2004).

Tabela VI. Efeito sobre a massa corporal das larvas de Cochliomyia macellaria apds o
tratamento com o 6leo essencial de Ocimum sanctum L. var. cubensis.

Tratamentos Ma_lssa larval Intervalo de variacédo da massa
Meédia +DP (mg) larval (mg)
Controle puro 544+77% 33,4-78,7
Controle com DMSO 55,1 +£16,2°2 36,3 -82,2
Oleo 5% 46,0 +4,2" 35,7 -53,6
Oleo 10% 345+74°¢ 23,7 - 47,7
Oleo 25% 479+9,2° 26,0 —54,4
Oleo 50% 31,2+6,3°¢ 195-484
Oleo 75% 495+7,1° 28,0 -59,8
Oleo 100% 465+59°" 36,8 — 56,0

Letras iguais indicam que ndo ha diferenca significativa pelo Teste de Tukey, p < 0,05. DP: Desvio padrdo; mg: miligramas.

A andlise da duracdo dos estagios larval e pupal, assim como do periodo de
neolarva - adulto evidenciou primeiro que no estagio larval houve um comportamento que
estabelece uma diferenca entre os grupos tratados e os grupos controles (Figura 18). Foi
possivel observar neste periodo que existem diferencas estatisticamente significativas para
todas as concentrages quando aplicado o teste de Tukey (p <0,01). Sendo maiores 0
periodo de desenvolvimento larval (4-5 dias) para os grupos tratados em quanto comparado
aos controles (3-4 dias).
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Figura 18. Efeito do 6leo essencial de Ocimum sanctum L. var. cubensis sobre o tempo de
desenvolvimento de Cochliomyia macellaria.

Este comportamento pode estar relacionado com o fato de que as larvas tratadas com
0 Oleo essencial foram mais leves, ou seja que a sustancia aplicada de alguma forma
influenciou a pouca assimilacdo de nutrientes pelas larvas o que provocou a demora maior
para passar ao estadio de pupa. Vale ressaltar que a nutricdo larval exerce uma forte
influéncia sobre o tamanho dos adultos, existindo uma correlacdo direta entre o tamanho do
adulto e a taxa de oviposi¢do (Thomas 1993). Este tempo de desenvolvimento larval obtido
para 0s grupos controles é similar ao observado por Silva et al. (2012) para esta espécie de

moscas quando determinaram um periodo larval médio de 4,17 + 0,13 dias.

No estagio pupal o comportamento apresentou também diferencas, o controle puro
apresento diferencas estatisticas com todos os grupos tratados, sendo maior o periodo medio
de desenvolvimento quanto comparado com os tratamentos, sendo este periodo entre 6-7
dias para o controle puro e entre 5-7 dias para 0s grupos tratados. Alguns inseticidas
botanicos podem agir no sistema neuroendocrino, interferindo nos processos normais de

metamorfose, sendo denominados de reguladores de crescimento (Kathrina e Antonio 2004).

Quando se comparou este resultado com aqueles da literatura, foi possivel constatar
que o comportamento irregular evidenciado na duracéo do estagio larval ja foi evidenciado
por outros autores, como por exemplo, Khater e Khater (2009) ao avaliarem a atividade
inseticida de quatro plantas medicinais contra L. sericata (Diptera: Calliphoridae),

concluiram que alguns extratos de plantas podem causar anomalias em larvas e pupas,

52



associando este comportamento a possiveis distirbios ocasionados no sistema endocrino que

poderia interferir nos processos fisiologicos ligados & metamorfose.

Ao analisar o periodo completo de neolarva a adulto, foi observado que todos os
grupos tratados, diferiram estatisticamente de forma significativa quando comparados com
0 grupo controle puro ao realizar o teste de Tukey (p < 0,01). O grupo tratado com o 6leo ao
5% apresentou um valor médio menor que o0 grupo controle puro, e 0s outros grupos tratados
apresentaram valores médios maiores o que demonstra a influéncia deste 6leo no

desenvolvimento desta espécie de mosca.

Em todos os casos se obteve um periodo maior de desenvolvimento que o obtido por
Silva et al. (2012), que notaram que o periodo total de desenvolvimento de C. macellaria,
criadas em dieta de carne bovina em condic¢des controladas (30°C dia/ 28°C noite, 70+10%
UR e 12h de fotofase) foi de 8,16 + 0,054 dias, 0 que pode indicar que o 6leo essencial de

O. sanctum pode atuar como um regulador de crescimento nesta espécie.

Em relacdo ao pardmetro de razdo sexual, nenhuma diferenga estatistica foi
encontrada, de acordo com o teste do qui-quadrado. Desta forma, a utilizacdo deste dleo
essencial ndo tem uma influéncia nesta variavel bioldgica. Pode se observar na Figura 19,
que todos os grupos tratados tiveram um comportamento bastante estavel, com valores de
razdao sexual proximos a 0,5 e na mesma faixa que o grupo controle como estabelecido por
Fisher (1930).

Cochliomyia macellaria
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Controle  Controle Oleo 5% Oleo 10% Oleo 25% Oleo 50% Oleo 75% Oleo 100%
pwro  com DMSO
Tratamentos

Figura 19. Razéo sexual de Cochliomyia macellaria ap6s o tratamento com o 6leo essencial de
O. sanctum L. var. cubensis.
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Os resultados do presente estudo corroboram o estudo realizado por Silva et al.
(2010) ao testarem o extrato etanoico do caule de C. linearifolius em C. macellaria no qual
ndo observaram variac@es nos indices de razéo sexual (Controle: 1,52/1, 20mg/mL.: 1,2/1,
40mg/mL:1,03/1 e 60mg/mL: 1/1,15) em nenhuma das concentracdes quando comparadas
com o grupo controle. O mesmo que foi achado por Dutok (2015) ao avaliar o
comportamento da razdo sexual desta espécie ap6s o tratamento com o extrato aquoso bruto

de sementes de Pouteria mammosa.

Foram observados efeitos de mortalidade maiores que 39% com a aplicacdo do dleo
de O. sanctum em todas as concentragdes testadas (Figura 20), ndo se observando relagéo

dose/efeito.

56,5 56,5

Mortalidade Corrigida (%)

Periodo Larval Periodo Pupal Periodo de Neolarva a Adulto
Tratamentos

® Controle com DMSO ®35% ®m10% m25% ®m50% m75% 100%

Figura 20. Mortalidade corregida larval, pupal e do periodo de neolarva-adulto de
Cochliomyia macellaria ap6s o tratamento com o 0leo essencial de Ocimum sanctum L.
var. cubensis.

Na fase de larva, se observem valores de mortalidade corrigida préxima ao 50% para
a maioria das concentracgdes, as mais eficazes foram: 50% e 25% (56, 5% de mortalidade),
5% (54,5%), e 100% (49,7%). A mortalidade durante o periodo de pupa foi muito menor do
que no periodo de larvas, para todas as concentragdes, sendo ligeiramente aprecidvel para as
concentragdes 5% (16,6%), 50% (10,2%) e 75% (8,2%).

Em todos os casos se obtiver valores de mortalidade corrigida superiores ao 39%
quando se analisou o periodo de neolarva até adulto. Os grupos com maiores concentragdes
de oleo essencial ndo sempre foram mais eficazes do que 0s grupos com menores
concentracdes. As maiores mortalidades foram para 5% (62%), 50% (61%), 25% (57, 8%)
e 100% (50,8%). A possibilidade do efeito do DMSO ajuda a explicar este comportamento
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particular. Em 2006, Notman et al. relataram que o DMSO é capaz de induzir poros na
membrana, enquanto Andrey et al. 2007 referem que esta substancia pode desbastar a
expansdo de uma bicamada de fosfolipidios aumentando a sua fluidez. Este ndcleo
hidrofobico pode explicar porque DMSO promove a permeacdo de solutos, particularmente
em entidades hidrofobicas. Mesmo assim; e a despeito de qualquer explicacgdo tedrica, o 6leo
essencial em todas as concentragdes testadas a provou ser eficaz contra o desenvolvimento

de insetos e em especial nesta espécie de mosca.

Quando comparamos o efeito do 6leo essencial de OS com estudos realizados nesta
mesma espécie observamos no mesmo que Dutok em 2015, que existe um efeito agudo que
causa a mortalidade no estéagio larval, com uma transcendéncia menos influente no estagio
pupal, assim como do periodo neolarva a adulto. Neste estudo onde se avaliou a Mortalidade
(absoluta) larval, pupal e do periodo neolarva-adulto de Cochliomyia macellaria ap6s o
tratamento com o extrato aquoso bruto de sementes de Pouteria mammosa obtive se que
todos os tratamentos possuem mortalidades para o periodo neolarva a adulto acima de 60%,
mais a mortalidade do grupo controle também foi alta, a diferenca de nosso estudio onde as

mortalidades dos grupos controles ndo sdo apreciaveis como se pode observar na Tabela VII.

Tabela VII. Mortalidade absoluta e mortalidade corrigida, pela formula de Abbott (1925), dos
estagios de desenvolvimento de Cochliomyia macellaria (Diptera: Calliphoridae) tratadas com
diferentes concentracdes do 6leo essencial de Ocimum sanctum var. cubensis.

Peri Neolarv
Periodo Larval Periodo Pupal eriodo de Neolarva a

Tratamentos Adulto
Absoluta (%) Corrigida (%) Absoluta (%) Corrigida (%) Absoluta (%) Corrigida (%)
Controle 45 - 2,1 - 6,5 -

Controle com
DMSO 55 1,0 4,2 2,2 9,5 3,2
5% 56,5 54,5 18,4 16,6 64,5 62,0
10% 39,0 36,1 7,4 54 43,5 39,6
25% 58,5 56,5 4,8 2,8 60,5 57,8
50% 58,5 56,5 12,0 10,2 63,5 61,0
75% 50,5 37,7 10,1 8,2 46,5 42,8
100% 52,0 49,7 4,2 2,1 54,0 50,8

4.3.2 Efeitos do tratamento com o 6leo essencial de Ocimum sanctum L. var. cubensis
sobre o desenvolvimento pds-embrionario de Chrysomya putoria

O peso das larvas foi afetado diretamente pelo 6leo essencial de manjericdo. Larvas
de grupos de controle (36,5 £ 10,17 e 34,7 + 5,24 mg, controle puro e com DMSO,
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respectivamente) foram mais leves do que as larvas tratadas com Oleo essencial de
O. sanctum em todas as concentracdes (todos acima de 50 mg), com diferencas altamente
significativas (p < 0,001). A utilizacdo de 6leo essencial de manjericdo alem de reduzir o
periodo de larvas (Tabela VI11) também causou as larvas a ganhar mais peso num tempo mais

curto.

Tabela VI1I11. Efeito sobre a massa corporal das larvas de Chrysomya putoria apds o tratamento
com o 6leo essenciais de O. sanctum L. var. cubensis.

Tratamentos Massa larval Intervalo de variacdo da
Meédia £DP (mg) massa larval (mg)
Controle puro 36,59 £ 10,172 14,0 - 55,0
Controle com DMSO 34,71 £ 5,242 15,0 -47,7
Oleo 5% 52,58 + 4,65° 29,2 - 63,6
Oleo 10% 54,85 + 4,38° 44,0 - 69,0
Oleo 25% 53,30 + 5,45° 38,0 - 64,0
Oleo 50% 52,95 +4,44° 37,0-67,2
Oleo 75% 54,35 + 3,43° 38,2 -65,6
Oleo 100% 54,44 +7,63° 26,0 -57,0

Letras iguais indicam que nao ha diferenca significativa pelo Teste de Tukey, p < 0,05.
DP: Desvio padrdo; mg: miligramas.

Isto também foi observado por Carrico et al. (2014) quando se utilizou extrato aquoso
bruto de P. sapota nas mesmas espécies varejeiras. Além disso, Carvalho et al. (2012) ao
testarem os efeitos da cocaina sobre a taxa de desenvolvimento de Chrysomya albiceps
(Wiedemann, 1819) e Chrysomya putoria, encontrou 0s mesmos efeitos. Eles consideraram
que este desempenho foi devido a algum efeito sobre o sistema enddcrino das moscas; isso
também poderia ser a causa deste comportamento particular em nosso estudo.

As seis concentracOes avaliadas afetaram o tempo de desenvolvimento (Figura 21).
Neste estudo, todas as concentragdes do 6leo essencial O. sanctum mostrou uma diminuicao
significativa na duracdo do periodo de larval de C. putoria quando comparado com 0 grupo
controle puro e controle com DMSO. E aceito internacionalmente que o periodo larval é o
mais importante no ciclo de vida da mosca varejeira. Isto é, quando as larvas ingerem tanta
comida quanto possivel no menor intervalo de tempo (Goodbrod e Goff 1990). Além disso,
as larvas permanecem na dieta por um tempo mais curto se a quantidade e a qualidade dos
nutrientes sdo suficientes para a pupacao e atingem o peso minimo necessario para pupacao
(Santos e Borja 1997). No entanto, as condi¢fes padrdo em que todos 0S grupos
experimentais e de controle foram realizados nos permitiu deduzir que os efeitos observados

eram devido ao efeito do 6leo essencial de OS. Carrico et al. (2014) testaram os efeitos
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larvicida de um extrato bruto aquoso de Pouteria sapota (Jacg.) (Sapotaceae) na mesma
espécie de mosca varejeira, usado neste estudo e também encontraram uma diminuicdo da

duracéo do periodo larval.

® Periodo Larval ~ ® Periodo pupal Periodo de Neolarva a Adulto
10,00 ~
8,87
9,00 8,31 I 796 8,16
| = 7,72 7,55 ! 7,75 7,72 T
8,00 - > T < T
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5,00 - 4,70 457 y
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4,00 7 34 3,0 3,0 3,0 3,0 3,0 33
3,00 -
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Figura 21. Duracdo dos estagios larval e pupal, assim como do periodo de neolarva-adulto
(dias) de Chrysomya putoria ap6s o tratamento com o éleo essencial de Ocimum sanctum L. var.
cubensis.

A duragdo do periodo de pupa também foi significativamente mais baixa para o0s
insetos tratados com todas as concentragcfes de 6leo essencial, quando comparado com 0s
grupos de controle, exceto para o grupo de 25%. O estagio de pupa é quando as mais
importantes alteragdes hormonais estdo ocorrendo em insetos holometabolos, como as
moscas varejeiras. Cabral et al. (2007) sugeriram que 0s compostos extraidos de plantas e
testados para o controle de insetos pode modificar processos fisiologicos especificos, tais
como o controle enddcrino do crescimento de insetos, o sistema neuroenddcrino ou a
producdo de alguns hormonios. O 6leo essencial de O. sanctum poderia estar, de alguma
forma, afetando esses processos fisiologicos. Kostyukovsky et al. (2002) afirmaram que 0s
tratamentos com Oleos essenciais ou seus constituintes purificados resultou em sintomas
visiveis que apontavam para um modo neurotéxico de acao, semelhantes aos produzidos por
organofosforados e carbamatos.

Alguns autores observaram que os terpenos dos 6leos essenciais tém sido mostrados
como inibidores competitivos da acetilcolinesterase isolada a partir de enguias elétricas, bem

como colinesterase isolada de mosca domestica e de cabecas de barata (Ryan e Byrne 1988).
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O periodo de neolarvas até adultos ou o periodo de desenvolvimento completo é o
pardmetro mais eficaz para avaliar a eficacia de substancias como um inseticida, pois evita
distorcdes entre os periodos de larva e pupa (d'Almeida et al. 2001). De acordo com a Figura
21, a concentracdo mais elevada afetou essa variavel menos que os limites inferiores, o que
ndo é usual. Uma possivel explicagdo para este fato é a de considerar a natureza da substancia
aplicada. Neste caso particular, a aplicacdo de um o6leo essencial puro torna-o mais
susceptivel a evaporacdo sob condicdes de laboratorio do que quando dissolu¢cdes em DMSO
sdo usadas. Assim, as larvas tratadas com concentracGes mais baixas poderiam estar em
contato com a substancia testada por longos periodos de tempo, ao passo que as
concentracdes mais elevadas podem perder as substancias ativas por meio de evaporagao.
Outra possibilidade pode estar relacionada com a utilizacdo de DMSO. Alguns autores
sugeriram a capacidade de DMSO para aumentar a permeabilidade da membrana. A
possibilidade do efeito DMSO novamente ajuda a explicar este comportamento particular,
mas é claro que o 6leo essencial de O. sanctum tem um marcado efeito sobre esta espécie de
mosca.

Em relacdo ao pardmetro de razdo sexual, nenhuma diferenca estatistica foi
encontrada, de acordo com o teste do qui-quadrado. Desta forma, a utilizacdo deste 6leo

essencial ndo tem uma influéncia medido nesta varidvel bioldgica (figura 22).
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Figura 22. Razdo sexual de Chrysomya putoria apés o tratamento com o 6leo essencial de
Ocimum sanctum L. var. cubensis.
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Foram observados efeitos de mortalidade de 6leo de OS em todas as concentracdes
testadas. Na fase de larva, a concentragdo mais eficaz de o 6leo essencial foi de 5% e menos
eficaz foi a concentracéo de 75%. A mortalidade durante o periodo de pupa foi maior do que
no periodo de larvas, para todas as concentracdes, exceto para 0 grupo tratado com oOleo
essencial de 100% e o mesmo foi observado para a o periodo de neolarva até adulto (Figura
23). A maior mortalidade nesta fase foi com 6leo essencial de 25%. Mais uma vez, 0s grupos
com maiores concentracdes de 6leo essencial foram menos eficazes do que 0s grupos com
menores concentracdes. A possibilidade de a evaporacdo do 0Oleo essencial e/ou o efeito

DMSO novamente ajuda a explicar este comportamento particular.
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Figura 23. Mortalidade corrigida larval, pupal e do periodo de neolarva-adulto de
Chrysomya putoria ap6s o tratamento com o 6leo essencial de Ocimum sanctum L. var. cubensis.

Quando comparamos nossos resultados com os obtidos por outros autores como
Pinto (2014) quando comparou a mortalidade (%) dos estagios pds-embrionarios de
Chrysomya putoria (Diptera: Caliphoridae), tratados com 6leo essencial de Pinus caribaea
Morelet coletado no Brasil observamos que o éleo de OS foi muito mais efetivo nesta espécie
que o oleo de Pinus, ja que este atingiu valores de mortalidade absoluta no periodo de
neolarva até adulto entre 35 e 58% e 0 OS superou estes valores como pode observar-se na
Tabela IX.
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Tabela IX. Mortalidade absoluta e mortalidade corrigida, pela formula de Abbott (1925), dos
estagios de desenvolvimento de Chrysomya putoria (Diptera: Calliphoridae) tratadas com
diferentes concentrag6es do 6leo essencial de Ocimum sanctum var. cubensis.

Periodo de Neolarva a

Periodo Larval Periodo Pupal Adulto
Tratamentos . . -
Absoluta  Corrigida  Absoluta  Corrigida  Absoluta  Corrigida
(%) (%) (%) (%) (%) (%)
Controle 6,4 - 3,1 - 7,5 -
Controle com
DMSO 7,50 4,06 6,20 4,30 11,30 4,50
5% 37,50 26,50 35,40 33,27 66,50 52,90
10% 29,00 17,40 67,40 54,8 73,70 65,02
25% 38,50 19,30 74,80 61,6 81,40 70,84
50% 48,40 20,04 62,00 48,61 74,10 63,42
75% 30,70 12,63 34,30 25,31 49,30 37,51
100% 32,80 25,33 25,20 11,40 58,60 43,22

Além de todas as modificacdes do ciclo p6s-embrionério, O. sanctum também causou
alteracdes morfologicas em adultos cujas larvas foram tratadas com concentracdes 5% e
10%. No grupo tratado com 5%, de um total de 92 moscas que emergeram como adultos
13,04% (12 moscas) resulta em algum tipo de alteracdo morfoldgica; enquanto que para o
segundo grupo (10% do 6leo essencial) 7 moscas de 67 (10,44%) aparecem com também
com alguma deficiéncia. Este comportamento aparece apenas nos grupos tratados com
concentracdes menores, indicando como o toxico pode ser o 6leo essencial para o ciclo pos-
embrionario desta mosca desde que quando; se ndo € capaz de matar, produz alguma
alteracdo que afete o seu desenvolvimento normal. As alteracGes morfolégicas mais comuns
encontradas foram uma contracdo do abdémen, ptilinum ndo retraida, e asas torcidas (Figura
24A e Figura 24B). Todos os insetos do grupo controle foram normais (Figura 24). As
alterac6es morfoldgicas afetaram diretamente a capacidade de voar, e, consequentemente,
para encontrar comida e se reproduzir. Assim, estes resultados demonstraram que o 0leo
essencial de O. sanctum pode representar um método alternativo eficaz para controlar as

moscas varejeiras.
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Figura 24. Alteracdes morfoldgicas de Chrysomya putoria (Diptera: Calliphoridae) adultos
tratados por via topica com concentragdes de 5 e 10% de 6leo essencial extraido de Ocimum
sanctum (Lamiaceae). A - Abdome contratada e asas torcidas (x16). B - Ptilinium ndo retraido
(x40). C - inseto do grupo controle (x16).

4.3.3 Efeitos do tratamento com 6leo essencial de Ocimum sanctum L. var. cubensis.
sobre o desenvolvimento pds-embrionario de Chrysomya albiceps

Uma vez aplicado o 6leo sobre larvas de primeiro instar de C. albiceps foi avaliada

a variavel massa corporal.

Como pode se conferir na Tabela X, todos os grupos submetidos ao tratamento
resultaram com uma massa corporal maior quando comparados com o0 grupo controle puro
e controle com DMSO, sendo as concentracdes de 50 e 100% nesta ordem, as de uma maior
significacdo estatistica ao aplicar o teste de Tukey (p<0,01%). Todos conseguiram 0 peso
minimo necessario (42 mg) para o inicio da fase de pupa (Queiroz e Milward-de Azevedo
1991). O grupo controle puro e controle com DMSO também apresentaram diferengas

significativas.

Tabela X. Efeito sobre a massa corporal das larvas de Chrysomya albiceps ap6s o tratamento
com Gleo essencial de O. sanctum L. var. cubensis.

Massa larval Média  Intervalo de variacao da

Tratamentos
+DP (mg) massa larval (mg)

Controle puro
Controle com DMSO
Oleo 5%

Oleo 10%

Oleo 25%

Oleo 50%

Oleo 75%

Oleo 100%

46,290 + 8,652 2
80,152 + 13,512 °
93,167 + 8,017 ¢
96,059 +9,812°
94711 £6.197 ¢
104,61 + 6,712 ¢
94,223 12,274 ¢
106,13 £ 6,174 ¢

32,200 - 62,000
57,250 — 105,80
77,200 - 110,00
75,000 - 114,50
89,000 - 117,00
82,000 - 116,60
66,200 - 122,60
92,200 - 122,00

Letras iguais indicam que ndo ha diferenca significativa pelo Teste de Tukey, p < 0,05.

DP: Desvio padrdo; mg: miligramas.
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Pode-se observar que de alguma forma DMSO influencia o aumento na massa
corporal das larvas, mas em todos os tratamentos com o 6leo essencial larvas foram ainda
mais pesadas do que as tratadas com apenas DMSO. Trabalhos demostram a influéncia do
DMSO sobre as membranas bioldgicas. Um estudo de simulacdo utilizando modelos de
granulacdo grossa tem sugerido que esta sustancia induz poros na membrana. Vale ressaltar
que neste trabalho para concentragdes de 12,5; 15,0 e 20,0% de DMSO, aconteceram

formacéo de multiplos poros (Norman et al. 2006).

Um afinamento da membrana induzido por DMSO, expansdo de uma camada dupla
de fosfolipido e o aumento da fluidez do seu nucleo hidrofébico é capaz de explicar porque
DMSO promove a permeagdo de solutos, em especial, as unidades hidrofdbicas, através da
membrana: o comprimento do percurso € reduzido e a prépria difusdo é facilitada porque da

fluidez melhorada da membrana interior (Andrey et al. 2007).

A duracdo dos estagios larval e pupal, assim como do periodo de neolarva a adulto

da espécie C. albiceps uma vez tratada com o 6leo podem ser observados na Figura 25.

No caso do periodo larval, todos os grupos abandonaram a dieta no periodo entre
cinco e seis dias para todos os casos. No grupo controle puro se observaram diferencas com
0s grupos controle com DMSO, 10 e 50%, sendo estes periodos ligeiramente menores,

verificado estatisticamente pelo Teste de Tukey (p<0,01%).
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Figura 25. Duragdo dos estdgios larval, pupal, e de neolarva a adulto da espécie
Chrysomya albiceps tratada com 6leo essencial de Ocimum sanctum L. var. cubensis.
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Estes resultados concordam com o referido na literatura para o tempo de
desenvolvimento larval desta espécie de mosca (Queiroz e Milward-de Azevedo 1991;
Estrada et al. 2009; Dutok, 2015) e mostram que o Gleo essencial de O. sanctum nao

inflGencia neste periodo.

Quando se avaliou o comportamento da duragdo do estagio pupal, se observaram
diferengas entre o controle puro e o controle com DMSO, 10% e 75%, estes apresentaram
uma duracéo superior (5,64; 5,74; 5,72 dias) quando comparados com o grupo controle puro
(5,40 dias). Esta diferenca foi estatisticamente confirmada através do Teste de Tukey
(p<0,01%).

O periodo de neolarva-adulto esteve compreendido entre 10 e 11 dias para todos o0s
casos, se observaram diferencas estatisticamente significativas entre o grupo controle puro
e 0 0leo ao 50% (10,84 e 10,61 dias, respectivamente), a concentracdo do 50% foi a que teve
um periodo menor de desenvolvimento resultando também diferente com todas as outras

concentracgdes testadas e com o grupo controle com DMSO.

Tem estudos realizados que avaliam o efeito de extratos naturais sob o
desenvolvimento desta espécie de mosca onde se obtiveram resultados parecidos. Em o
estudo feito por Dutok (2015) para avaliar o efeito do extrato aquoso bruto de sementes de
Pouteria mammosa sobre o tempo de desenvolvimento de Chrysomya albiceps como
resultado final obteve que as doses de 25, 50 e 100% conseguiram manter uma duragao
similar sem mostrar diferencas estatisticamente significativas quando comparadas com o
grupo controle. No caso das concentragdes 5, 10 e 75% tiveram uma duracéo total do periodo
de desenvolvimento inferior ao grupo controle. Num estudo realizado por Baptista-da-
Silva et al. (2010) utilizando o extrato aquoso de Mentha crispa nas concentracdes de 25,
50, 75 e 100% em C. albiceps, acharam evidéncias de que 0s grupos tratados apresentaram
um encurtamento na duragdo média do periodo larval. Unicamente encontrou que o
tratamento de 25%, ndo teve 0 mesmo comportamento que 0S outros, ndo apresentando

diferencas estatisticamente significativas quando comparado ao grupo controle.

Outros autores como Abdel-Shafy et al. (2009), ndo desenham o estudo de forma que
possam ser determinadas as duragdes dos estagios iniciais de desenvolvimento. Seus estudos

sdo mais dirigidos ao estudo da mortalidade.
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Em relacdo ao pardmetro de razdo sexual, nenhuma diferenga estatistica foi
encontrada, de acordo com o teste do qui-quadrado. Desta forma, a utilizacdo deste 6leo

essencial ndo tem uma influéncia medido nesta varidvel bioldgica (Figura 26).

Chrysomya albiceps
1,00

0,50

Razio sexual

0,00

Controle  Controle Oleo 5% Oleo10% Oleo25% Oleo50% Oleo 75% Oleo 100%
puro com DMSO
Tratamentos

—&— Tendéncia da Razdo Sexual C. albiceps

Figura 26. Razdo sexual de Chrysomya albiceps ap6s o tratamento com o 6leo essencial de
Ocimum sanctum L. var. cubensis.

Ainda quando no caso particular da espécie C. albiceps, muitas vezes se expressa 0
fendmeno de monogenia que originam s6 descendentes de sexo feminino (telitoca ou
teligénicas) ou em outras ocasides s6 nascem individuos machos (arrenétoca ou
arrenogénicas) e de acordo com Ullerich (1963), os machos ndo podem influenciar o sexo
de suas proles. Queiroz (1991) observou que, além dessa espécie ser bissexual e se reproduzir
por monogenia pode originar, numa mesma geracao tanto os machos quanto as fémeas. Em
nosso estudo pode-se observar que existe estabilidade na colénia, tanto para os grupos
tratados, como para o grupo controle. Por conta deste fendbmeno, prefere-se ndo atribuir
nenhum comportamento relacionado a razdo sexual das colbnias e a exposicéo frente a
alguma substéncia, porém utiliza-se unicamente para monitorar qualitativamente a

estabilidade.

A Figura 27 apresenta a mortalidade corrigida larval, pupal e do periodo de neolarva-
adulto resultante em C. albiceps apds o tratamento com o 0leo essencial de O. sanctum L.
var. cubensis. Pode-se observar que se obteve efeitos do 6leo em todos os estadios de
desenvolvimento desta especie. Os efeitos mais marcantes do 6leo sobre esta espécie foram
observados para as concentragoes de 50 e 100%, sendo a mortalidade larval maior quando

tratada com o 6leo ao 100% e a mortalidade pupal maior com o 6leo ao 50%, resultando em
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mortalidades corrigidas superiores ao 31% no periodo de neolarva a adulto para ambas
concentragoes. Para as outras concentragoes testadas foram observados mortalidades acima
de 17%.

Mortalidade Corrigida (%)

Periodo Larval Periodo Pupal Periodo de Neolarva a Adulto
Tratamentos
u Controle com DMSO m5% 10% m25% m50% 75% m100%

Figura 27. Mortalidade corrigida larval, pupal e do periodo de neolarva-adulto de
Chrysomya albiceps ap6s o tratamento com o 6leo essencial de O. sanctum L. var. cubensis.

N&o € possivel estabelecer uma relacdo dose/efeito. Ainda assim, este resultado é
similar ao obtido por Baptista-da-Silva et al. (2010), que observaram que o0 aumento da
concentracdo do extrato de M. crispa ocasionou mortalidade em C. albiceps, sendo a
concentracéo de 100% a que atingiu maior mortalidade, corroborando aos encontrados neste

estudo, onde a concentracao mais efetiva também foi 100%.

No estudo de Abdel-Shafy et al. (2009), dependendo do extrato e a espécie de planta
testada foram encontrados resultados similares ao do presente trabalho, pois esse estudo
gerou uma combinacao de 32 grupos de resultados variados, 0 que demonstra uma resposta
variada da espécie frente a diferentes metabolitos. A maioria dos extratos testados por Abdel-

Shafy et al. (2009), resultaram em uma maior mortalidade na maior concentragao estudada.

No estudo de Dutok (2015) a mortalidade larval, pupal e do periodo de neolarva-
adulto resultante em C. albiceps apds o tratamento com o extrato aquoso bruto de sementes
de P. mammosa, foi observado que os efeitos mais marcantes do extrato sobre esta espécie
estdo relacionados ao periodo larval, dando como resultado que os indices de mortalidades
no periodo neolarva-adulto sdo similares. Nesste estudo também nédo se encontrou relagao

dose/efeito e a maior mortalidade foi também obtida para o extrato ao 100%. Quando
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comparamos os valores de mortalidade absoluta obtidos por Dutok (2015) (entre 34 e 52,5%)
podemos observar que o intervalo é muito similar ao obtido por nos, ainda com valores

superiores para o 0leo essencial de OS como pode ter comprovado na Tabela XI.

Tabela XI. Mortalidade absoluta e mortalidade corrigida, pela formula de Abbott (1925), dos
estagios de desenvolvimento de C. albiceps (Diptera: Calliphoridae) tratadas com diferentes
concentracdes do 6leo essencial de O. sanctum L. var. cubensis.

Periodo de Neolarva a

Periodo Larval Periodo Pupal
Tratamentos Adulie
Absoluta Corrigida  Absoluta Corrigida Absoluta  Corrigida
(%) (%) (%) (%) (%) (%)
Controle 6,00 - 0 R 10,50 -

Controle com DMSO 13,50 6,10 2,30 0,03 15,50 6,20
5% 56,00 13,50 1,10 9,70 56,50 21,90
10% 65,50 2,00 4,40 17,50 66,50 19,20
25% 61,00 8,10 0,00 9,80 61,00 17,10
50% 59,00 6,80 0,00 26,50 60,50 31,50
75% 45,50 2,70 0,00 15,50 46,00 17,80
100% 31,50 23,60 0,70 17,40 41,80 37,40

4.3.4 Efeitos do tratamento com o 6leo essencial de Ocimum sanctum L. var. cubensis
sobre o desenvolvimento pds-embrionario de Chrysomya megacephala.

Na Tabela XII, estdo apresentados os resultados obtidos para a massa corporal de
C. megacephala tratadas com o 6leo essencial de O. sanctum. Pode-se observar que os
grupos tratados em todas as concentragdes resultaram em larvas mais pesadas ao
abandonarem a dieta quando comparados com o grupo controle puro, que apresentou uma
massa larval média de 59,724 + 10,76 mg, gerando uma diferenca altamente significativa
quando se comparou 0 grupo controle puro com o controle com DMSO e os demais
tratamentos. O grupo controle com DMSO apresentou diferenca significativa quando se
comparou com as concentragoes aos 5, 75 e 100%. As concentragdes com maior efeito sobre

a massa corporal foram 25, 50 e 10%, respectivamente.

Quando analisados os intervalos de variacdo observou-se que a concentracdo de
100% gerou as larvas mais leves (67,49 + 8,68 mg) sendo essas muitos mais pesadas que as

do grupo controle puro.
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Tabela XII. Efeito sobre a massa corporal das larvas de Chrysomya megacephala ap6s o

tratamento com o 6leo essencial de Ocimum sanctum L. var. cubensis.

Massa larval Média

Intervalo de variacdo da

Tratamentos +DP (mg) massa larval (mg)
Controle puro 59,72 £ 0,812 33,90 - 76,70
Controle com DMSO 72,97 +0,64° 37,20 — 85,60
Oleo 5% 69,46 +0,69° 34,00 - 83,00
Oleo 10% 70,75 +0,48° 61.60 — 85,00
Oleo 25% 74,93 + 0,66° 60,00 - 87,8
Oleo 50% 72,24 +0,64° 37,00 - 78,80
Oleo 75% 68,84 + 0,36° 59,00 - 73,80
Oleo 100% 67,49 £ 0,74° 34,00- 79,60

Letras iguais indicam que ndo ha diferenca significativa pelo Teste de Tukey, p < 0,05. DP: Desvio padrao; mg: miligramas.

Em todos os casos se obtiveram pesos maiores que o Peso Larval Minimo para
Pupacédo (PLMP) estabelecido por Von Zuben em 1998, quando determinou que o0 PLMP

para emergéncia de machos desta espécie é 30,5 mg e no caso das fémeas de 32 mg.

Mendonca et al. (2011) quando testaram topicamente os efeitos do latex liofilizado
de Parahancornia amapa (Apocynaceae) em C. megacephala encontraram flutuagdes no
valor médio da massa corporal das larvas, com valores inferiores e superiores ao grupo
controle (Controle: 61 mg, concentracdo 1%: 60,2 mg e a concentracdo 3%: 76 mg).
Resultados diferentes foram achados no trabalho apresentado por Dutok em 2015 quando
avaliou efeitos do tratamento com o extrato aquoso bruto de sementes de Pouteria mammosa
sobre o desenvolvimento pés-embrionario de Chrysomya megacephala donde foram
geradas, em todos os tratamentos, larvas mais leves (médias entre 43,77 e 57,10 mg) que as
geradas apos a aplicacdo de latex de Amapazeiro (Dutok, 2015). Também no trabalho
desenvolvido por Pinto em 2014 quando avalio o éleo essencial de P. caribaea coletado no
Brasil e em Cuba sobre esta espécie de mosca obteve que quase todas as concentragdes
apresentaram diminuicdo da ingestdo da carne, com excecdo da concentracdo de 5%
(77,44 + 1,49mg Gleo/Brasil e 76,83 £ 1,656mg 6leo/Cuba) que tiveram o peso aumentado,
além devemos assinalar que neste estudio o peso médio dos grupos controles foi muito
superior aos achados pelos autores antes citados, encontrando-se em valores de 74, 51 +
4,11g e 74,27 = 4,05mg para o controle puro e com DMSO, respectivamente, o que dificulta

a comparacao.

Contrariamente, no presente estudo foram geradas, em todos os tratamentos, larvas

mais pesadas (médias entre 67,49 e 74,93 mg) que as do grupo controle puro, além do que
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no estudo de Pinto em 2014 com o 6leo de P. caribaea os pesos médios das larvas tratadas
se encontraram entre 53,53 + 1,54¢g e 76,83 +1,65¢, intervalo onde ficam também os pesos

das larvas tratadas com 6leo essencial de O. santum.

Corroborando o presente estudo, Cabral et al. (2007a,b) também observaram
diferencas significativas na massa corporal das larvas de C. megacephala entre o grupo
controle e os tratamentos ao aplicar trés metabdlitos conhecidos como neolignanas:
yangambina extraido de Ocotea duckei (Lauraceae), burchellina de Aniba burchelli

(Lauraceae) e grandisina retirado de Piper solmsianum (Pipearaceae).

Na Figura 28 se encontram representados a duragdo dos estagios larval e pupal, assim
como do periodo de neolarva-adulto de C. megacephala apds o tratamento com o 6leo

essencial de O. sanctum var. cubensis.

A duracdo do estagio larval foi menor em todos os grupos tratados, quando
comparados com o grupo controle (4,82 dias) e o grupo controle com DMSO (4,57 dias),
com diferencas estatisticas significativas. Este comportamento pode estar relacionado com
o fato das larvas terem uma maior massa corporal o que garantiu um desenvolvimento mais
rapido para chegar a seguinte etapa de desenvolvimento (Santos e Moya-Borja 1997).
Resultados similares foram obtidos por Mendonca et al. (2011) ao estudarem o latex
liofilizado de Parahancornia amapa (Apocynaceae) ao 1.0% resultando em uma diminuicéo

de os periodos larval, pupal e neolarva/adulto.
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Figura 28. Duracdo dos estagios larval e pupal, assim como do periodo de neolarva-adulto de
Chrysomya megacephala ap6s o tratamento com o 0leo essecial de Ocimum sanctum L.
var. cubensis.

A duracdo do estagio pupal foi menor em todos os grupos tratados, quando
comparados com o grupo controle (3,7dias) e o grupo controle com DMSO (3,6 dias), com
diferencas estatisticas significativas entre o grupo controle puro e todas as concentracGes
avaliadas, sendo maiores estas diferencas com as concentracdes 10% (3,1 dias), 50% (3,1
dias) e 100% (3,0 dias).

Quando é realizada a analise final da duracéo do periodo total (de neolarva até adulto)
que inclui os dois estagios antes analisados, observou-se que todos os grupos tratados com
0 Oleo essencial emergiram antes do que os grupos controles, pois quando os tratamentos
foram comparados com o grupo controle puro (9,79 dias) e controle com DMSO (9,39 dias)
tiveram, uma duracdo de dos dias a menos (entre 7,00 e 7,46 dias). Este resultado apresentou
diferencas estatisticamente significativas quando comparados os tratamentos com o grupo
controle, sendo as concentracdes de 100, 10 e 50% aquelas que mais aceleraram este estagio,

diminuindo, dessa forma, a duracdo de 7,00; 7,19 e 7,14 dias, respectivamente.

Num estudo que refere o uso de lignanas, como o yangambin, extraido das folhas de
Ocotea duckei Vattimo (Lauraceae) mostrou que elas causam inibi¢do do desenvolvimento

pos-embrionario de C. megacephala (Cabral et al. 2007). Quando se avaliou 0 uso de latex
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da planta Parahancornia amapa (Apocynaceae) ao 1%, que causa 0 mesmo tipo de efeito
no desenvolvimento pds-embrionario de C. megacephala (Mendonga et al. 2011).

No presente ensaio a col6nia de C. megacephala mostrou um elevado grau de
estabilidade apds a aplicacdo do 6leo de O. sanctum (Figura 29), resultando numa razéo
sexual muito préxima de 0,50 para todos os tratamentos, inclusive para 0s grupos controles
como preconizado por Fisher (1930). Resultado similares foram encontrados por Dutok em
2015 quando avaliou esta espécie tratada com o extrato aquoso bruto de sementes de
Pouteria e por Pinto em 2014 quando determinou que ndo houve diferenca significativa entre
as razdes sexuais dos grupos controle (com/sem DMSO) e dos grupos tratados com o 6leo
essencial de P. caribaea (Brasil e Cuba) nesta espécie.

No entanto, para esta mesma espécie, Cabral et al. (2007a,b) observaram diferencas
com relacdo a razdo sexual, tanto para o grupo controle, quanto para os grupos tratados com

as quatro neolignanas testadas, indice que variou desde 0,37 até 0,75.
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DMSO
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Figura 29. Razao sexual de Chrysomya megacephala apés o tratamento com o 6leo essencial de
Ocimum sanctum L. var. cubensis.

Na Figura 30, pode-se observar os valores de mortalidade em porcentagem dos
estagios larval, pupal e do periodo de neolarva-adulto de C. megacephala apds o tratamento

com diferentes concentracfes do 6leo essencial de O. sanctum var. cubensis.

No estagio larval, todos os grupos tratados apresentaram valores de mortalidade
corrigida superiores ao grupo controle, sendo as concentra¢es 50, 100 e 75% as mais
efetivas, com 24,44; 23,89 e 17,22 % como médias de mortalidade, respectivamente. No
estagio pupal também se observou influéncia do extrato, pois os valores de mortalidade dos

grupos tratados com o 6leo a 50 e 100% atingiram valores de 34% de mortalidade.
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Figura 30. Mortalidade corregida larval, pupal e do periodo de neolarva-adulto de
C. megacephala ap6s o tratamento com o 6leo essencial de O. sanctum L. var. cubensis.

Os resultados de mortalidade corrigida néo séo dose/dependente, mais a porcentagem
de mortalidade corrigida durante o periodo total mostrou maior eficacia para causar
mortalidade nesta espécie de moscas nas concentracdes 100, 50 e 75, respectivamente.
Nossos resultados concordam com os obtidos por Dutok (2015) quando avaliou a
mortalidade de Chrysomya megacephala apos a aplicagdo topica do extrato aquoso
bruto de sementes de Pouteria mammosa, as medias de mortalidade absolutas obtidas
estdo entre 32 e 43%. As medias de mortalidade absoluta obtida ao aplicar o 6leo
essencial de O. sanctum nesta espécie se encontram entre 23,5 e 38,5% (

Tabela X111), observando se mortalidade absoluta acima de 30% para as concentragdes
de 50, 75 e 100%.
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Tabela XI11. Mortalidade absoluta e mortalidade corrigida, pela formula de Abbott (1925), dos
estagios de desenvolvimento de Chrysomya megacephala (Diptera: Calliphoridae) tratadas com
diferentes concentragdes do dleo essencial de Ocimum sanctum (Lamiaceae).

Periodo de Neolarva a

Tratamento Periodo Larval Periodo Pupal Adulto
S Absoluta Corrigida Absoluta  Corrigida  Absoluta Corrigida
(%) (%) (%) (%) (%) (%)
Controle 10 - 17,65 - 15,50 -
Controle
com 10,5 0,56 16,96 0,00 16,50 1,18
DMSO
5% 14,50 5,00 16,96 1,60 23,50 9,47
10% 20,00 11,11 25,00 8,98 26,00 12,43
25% 9,50 1,30 10,50 1,10 26,50 13,02
50% 32,00 24,44 45,99 34,26 37,50 26,04
75% 25,50 17,22 33,33 19,09 30,00 17,16
100% 31,50 23,89 45,99 34,45 38,50 27,22

Alteracoes Morfoldgicas

Além de todas as modificacGes do ciclo pos-embrionario, O. sanctum também causou
alterac6es morfoldgicas em adultos cujas larvas foram tratadas com concentracées 10, 25 e
50%. No grupo tratado com 10%, de um total de 146 moscas que emergiram como adultos
11,64% (17 moscas) resulta em algum tipo de alteracdo morfoldgica; enquanto que para o
grupo tratado com 25% do Gleo essencial 23 moscas de 145 (15,86%%) aparecem com
também com alguma deficiéncia e no grupo tratado com 50% do 6leo 0 11,38% (14 moscas
das 123 que emergiram) presentam alguma malformacdo. As alteracbes morfoldgicas mais
comuns encontradas foram uma ptilinum ndo retraida, e asas torcidas (Figura 31A e Figura
31B). Todos os insetos do grupo controle foram normais (Figura 31C). As alteragdes
morfologicas afetaram diretamente a capacidade de voar, e, consequentemente, para
encontrar comida e se reproduzir. Assim, estes resultados demonstraram que o 6leo essencial
de O. sanctum pode representar um método alternativo eficaz para controlar as moscas da

especie C. megacephala.
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Figura 31. AlteracGes morfologicas de Chrysomya megacephala (Diptera: Calliphoridae)
adultos tratados por via topica com concentragbes de 10%, 25% e 50% do dleo essencial
extraido de Ocimum sanctum (Lamiaceae). A - Ptilinium néo retraida (x16); B - Asas torcidas
(x16); C - Inseto do grupo controle (x16).

4.3.5 Efeitos do tratamento com o 6leo essencial de Ocimum sanctum L. var. cubensis
sobre o desenvolvimento pos-embrionario de Lucila cuprina.

A Tabela XIV mostra o efeito do déleo essencial de OS sobre a massa corporal das
larvas de Lucila cuprina apos o tratamento por aplicacdo topica. Pode-se observar que 0s
grupos controles (puro e com DMSO) apresentaram as menores médias das massas (33,3 mg
e 32,7 mg, respectivamente) sem diferencas estatisticas quando aplicado o teste de Tukey
(p<0,01%) entre eles, e todas as concentracdes testadas apresentaram diferencas estatisticas
guanto comparados com o0s controles com medias de massas superiores em todos 0s casos,
por enguanto os tratamentos onde as larvas foram mais pesadas foram com o éleo ao 5%,
10% e 25% apresentando diferencas estatisticas também quando comparados com 0s outros
tratamentos. As larvas tratadas com 0 100% de 6leo essencial foram as mais leves com massa

média de 38,9 mg.

Tabela X1V. Massa larval de Lucilia cuprina (Diptera: Calliphoridae) tratadas com diferentes
concentracdes do 6leo essencial de Ocimum sanctum (Lamiaceae).

Tratamentos Peso Larval (mg) Intervalo de variacdo
Média + DP da massa larval (mg)
Controle puro 333+7,1f 18,5-38,0
Controle com DMSO 32,7+3.2f 26,5-39,3
Oleo 5% 545+1,7¢2 51,4-58,1
Oleo 10% 52,9+40%® 40,8 - 57,4
Oleo 25% 51,7+33"b 45,0 -57,2
Oleo 50% 421+76°¢ 29,0 - 64,0
Oleo 75% 451+6,34 26,5—61,0
Oleo 100% 389+64°¢ 26,0 -47,8

Letras iguais indicam que ndo ha diferenca significativa pelo Teste de Tukey, p < 0,05
DP: Desvio padrdo; mg: miligramas.
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Os resultados obtidos para os grupos controles séo similares aos apresentados por
Pessanha et al. (2015) quando estudo o peso (mg) de larvas maduras (L3) de Lucilia cuprina
em grupos controle e tratados com cepas de Brevibacillus laterosporus, nesse trabalho as
larvas do grupo controle puro atingiram uma massa média de 31,3 mg. Nossos resultados
também concordam com os de Pinto (2014) quando analisou o desenvolvimento pos
embrionario de L. cuprina tratada com 6leo essencial de Pinus caribaea coletado no Brasil
e em Cuba, as larvas do grupo controle puro apresentaram massa média de 33,19mg e as de

0 grupo controle com DMSO 32,45 mg.

Na Figura 32 o gréafico mostra o efeito do 6leo de O.S sobre a duracdo dos estagios
larval, pupal e do periodo de neolarva até adulto de L. cuprina. Os grupos controles (puro e
com DMSO), no estagio larval, tiveram uma duracdo meédia de 4,2 £ 0,5 e 4,2 £ 0,5 dias,
respectivamente, periodo maior quando comparado com todos os tratamentos, que tem
valores 3,0 £ 0,1 dias para 0 5% até 2,2 + 0,4 dias para 0 50%, sendo o tempo de
desenvolvimento larval ligeiramente menor para as larvas tratadas com as maiores
concentracdes, mostrando diferencas estatisticas entre os controles e os tratamentos quando
aplicado o teste de Tukey. Este comportamento pode ter devido ao fato das larvas tratadas
com o 6leo ter atingido maior peso e por tanto estar mais preparadas para abandoar a dieta

€m um menor tempo.
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Figura 32. Efeito do 6leo essencial de Ocimum sanctum L. var. cubensis sobre o tempo de
desenvolvimento de Lucila cuprina.
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O mesmo aconteceu nos periodos pupal e de neolarva até adulto. A duracdo do
estagio pupal foi maior para os grupos controles 5,7 + 0,9 dias, com diferencas estatisticas
quando comparadas com todos 0s grupos tratados, os que oscilaram entre 4,8 + 0,6 dias e
4,0 £ 0,2 dias, sendo este periodo ligeiramente maior para as maiores concentracoes testada.
O periodo de neolarva até adulto foi de 10,8 + 0,8 dias e 10,7 + 0,7 dias para o controle puro
e o controle com DMSO, mostrando também diferencas estatisticas com todos 0s
tratamentos os que tiveram duracao deste estagio com valores entre 8,0 £ 0,2 diase 8,2 + 0,6
dias sem diferencas entre eles ja que as ligeiras diferencas entre os periodos anteriores

compensaram o periodo total de desenvolvimento.

Quando comparados nossos resultados com os obtidos por Pinto (2014) ao testar o
0leo essencial de Pinus caribaea Morelet coletado no Brasil e em Cuba as mesmas
concentracdes avaliadas por nds, observamos resultados diferentes, eles acharam que o
periodo de desenvolvimento de esta espécie de mosca foi menor para as moscas do grupo
controle que para as tratadas com os 6leos, além que para 0s grupos tratados com os 6leos
aos 75% e 100% obtiveram resultados muitos parecidos aos nossos com um tempo de
desenvolvimento de 8,31 £+ 0,65 dias e 8,33 £ 0,97 dias, respectivamente. No trabalho
realizado por Dutok (2015) quando avaliou o efeito do extrato aquoso bruto de sementes de
Pouteria mammosa sobre o tempo de desenvolvimento de Lucilia cuprina obteve para o
controle resultados similares a nos (10,87 + 0,76 dias), para as larvas tratadas sempre o
desenvolvimento se viu retardado até atingir valores até de 22 dias. Também guando Pinto
et al. (2015) avaliaram o efeito do 6leo essencial de Cymbopogo citratus coletados em Cuba
e no Brasil observaram um retardou no tempo de desenvolvimento desta espécie chegando

em alguns casos até 14 dias.

O comportamento da razdo sexual nos grupos tratados quando comparados com o

grupo controle foi estavel (Figura 33).
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Lucilia caprina

Razao sexual

Controle  Controle  Oleo 5% Oleo 10% Oleo25% Oleo 50% Oleo 75% Oleo 100%
puro  com DMSO

—a— Tendéncia da Razdo Sexual L. cuprina

Figura 33. Razéo sexual de Lucilia cuprina ap6s o tratamento com o com o 6leo essencial de
Ocimun sanctum L. var. cubensis.

A razdo sexual da coldnia ndo apresentou diferenca, indicando que héa estabilidade
dentro da populacédo (Esser 1991; Gabre et al. 2005). Resultados similares foram obtidos por
Pinto (2015) ao testar nesta espécie de mosca diferentes tratamentos de 6leo essencial de
P. caribaea coletado no Brasil e em Cuba assim como o grupo controle; o0 mesmo acontece
na pesquisa de Dutok (2015) quando avalio o efeito ap6s aplicacdo topica de P. mammosa
sobre L. cuprina, se evidenciando que todos os grupos tratados e o grupo controle
apresentaram valores muito proximos de 0,5, o que quer dizer que houve uma relacdo bem
perto de 1:1 entre o numero de fémeas com relacdo ao nimero de machos emergidos. Estes
resultados conferem com o preconizado por Fisher (1930), confirmando a estabilidade

dentro da populacéo.

Novamente os resultados de mortalidade corrigida ndo sédo dose/dependente (Figura
34), se obtive mortalidade por acima de 17% para todos os tratamentos além de que as larvas
tratadas com 6leo ao 100% foram as mais afetadas (37% de mortalidade corrigida), seguidas
por 50% (31,5%) e 5% (21,9%).
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Mortalidade Corrigida (%)

Periodo Larval Periodo Pupal Periodo de Neolarva a Adulto
Tratamentos
u Controle com DMSO u5% 10% m25% m50% 75% m100%

Figura 34. Mortalidade corregida larval, pupal e do periodo de neolarva-adulto de
Lucilia cuprina apdés o tratamento com o 6leo essencial de O. sanctum L. var. cubensis.

Os resultados de mortalidade obtidos coincidem com os de Pinto (2014) quando
avaliou as larvas de L. cuprina tratadas com o 6leo essencial de P. caribaea coletado em
Cuba, ndo sendo igual para esta mesma espécie quando tratada com o 6leo essencial de
P. caribaea coletado no Brasil, onde o periodo larval a partir da concentracdo de 10% se

apresentou dose dependente.

Obteve-se mortalidade tanto larval como pupal. As maiores mortalidades larvais
foram para os tratamentos ao 100% (23,6%) e 5% (13,5%). Entretanto, no periodo pupal as
outras concentracdes se viram mais afetadas, atingindo sempre valores superiores a 9,7% e
chegando até valores de 26, 5 % para o tratamento com 50% de 6leo, tomando em conta que
para o controle com DMSO ndo se observou mortalidade neste estagio, demonstrando

também um efeito cronico do 6leo.

Quando comparamos os por centos de mortalidade com os obtidos por outros autores
como Pinto et al. (2015) ao estudar o efeito do 6leo essencial de Cymbopogo citratus
coletados em Cuba e no Brasil, podemos observar que eles obtiveram mortalidades maiores,
mais esses dados sdo de mortalidade absoluta o que faz dificil a comparagdo j& que por
exemplo para o 0leo essencial de O. sanctum estudado a mortalidade absoluta no periodo de
neolarva até adulto para as larvas tratadas com o 100% de 0leo essencial encontrada foi de
54%, mais este valor diminui quando comparado com a mortalidade do controle. O mesmo

acontece quando comparamos com os resultados de Dutok (2015), onde encontrou que todos
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os tratamentos provocaram mortalidade absoluta média acima de 45%, sendo o maior (55%)
observado na concentracdo de 5% quando foi tratada com extrato o aquoso bruto de sementes
de P. mammosa, resultado muito parecido com os deste trabalho, se nos referimos aos dados

de mortalidade absoluta como pode se observar na Tabela XV.

Tabela XV. Mortalidade absoluta e mortalidade corrigida, pela formula de Abbott (1925), dos
estagios de desenvolvimento de Lucilia cuprina (Diptera: Calliphoridae) tratadas com
diferentes concentragdes do dleo essencial de Ocimum sanctum (Lamiaceae).

Periodo de Neolarva a

ratamentos Periodo Larval Periodo Pupal Adulto
Absoluta  Corrigida Absoluta  Corrigida  Absoluta Corrigida
(%) (%) (%) (%) (%) (%)
Controle 26,0 - 1,4 - 27,0 -
Controle com DMSO 30,5 6,1 1,4 0 31,5 6,2
5% 36,0 13,5 10,9 9,7 43,0 21,9
10% 27,5 2,0 18,6 17,5 41,0 19,2
25% 32,0 8,1 11,0 9,8 39,5 17,1
50% 31,0 6,8 27,5 26,5 50,0 31,5
75% 28,0 2,7 16,7 15,5 40,0 17,8
100% 43,5 23,6 18,6 17,4 54,0 37,0

Todos os tratamentos provocaram mortalidade sobre as larvas de L. cuprina, o que
nos permite concluir que o tratamento topico com o 6leo essencial de O. sanctus induz
alteracdes em diferentes niveis do ciclo de desenvolvimento desta espécie de mosca pelo que

pode considerar-se uma alternativa para o controle destes insetos.

4.3.6 Efeitos do tratamento com o 6leo essencial de O. sanctum L. var. cubensis sobre
o0 desenvolvimento pés-embrionario de Musca domestica

E uma mosca ndo-hemat6faga, que possui distribuicio geografica mundial. Vive
habitualmente no domicilio e peridomicilio humanos, na zona urbana e rural. O tamanho da
populacédo local dependente muito das condigdes sanitarias vigentes, ocorrendo sempre em
maior quantidade sempre que ha deficiéncia no servico de coleta de lixo urbano ou
tratamento do esterco dos animais. Esta espécie possui esse nome por ser uma, ou a mais

adaptada aos ambientes antrépicos.

A Tabela XVI nos mostra os valores do peso obtidos para as larvas desta espécie,

apos a aplicagéo topica do oleo essencial de O. sanctum, nas larvas do primeiro instar (L1).
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Tabela XVI. Efeito sobre o peso das larvas de Musca domestica ap6s o tratamento com o 6leo
essencial de Ocimun sanctum L. var. cubensis.

Tratamentos Massa larval Média +DP Intervalo de variacdo da
(mg) massa larval (mg)

Controle 24,10+ 1,262 21,3-26,8
Controle com DMSO 22,80 +1,84° 19,0-254
Oleo 5% 22,85 + 2,24° 17,5-26,4

Oleo 10% 22,92 +2,6° 16,0 -32,4

Oleo 25% 22,87 £2,83° 16,0 - 26,3

Oleo 50% 23,47 + 1,67® 21,3-26,2

Oleo 75% 20,37 +2,38¢ 16,6 — 24,2

Oleo 100% 21,14 +1,88¢ 15,5-23,0

Letras iguais indicam que ndo ha diferenca significativa pelo Teste de Tukey, p < 0,05
DP: Desvio padrdo; mg: miligramas.

As larvas do grupo controle foram as mais pesadas (24,10 £ 1,26 mg) com diferenca
estatistica do controle com DMSO e todas as concentracGes testadas. Conforme observado
na Tabela XVI, nas maiores concentracdes (75% e 100%) foram encontradas as larvas mais
leves (20,37 + 2,38 mg e 21,14 + 1,88 mg, respectivamente). Todas as concentracdes
estudadas mostraram diferencas estatisticamente significativas ao aplicar o teste de Tukey,

pois as larvas que abandonaram as dietas nestes tratamentos eram mais leves.

Estes resultados coincidem com o estudo realizado por Freitas (2008) quando
observou diferencas significativas nas médias da massa das pupas de M. domestica quando
comprarou com o0 grupo controle, ao utilizar extratos de Eucalyptus sp. Entretanto, este autor
notou que existiam variagdes significativas ao testar o extrato aquoso de M. azedarach nesta
mesma espécie com a formacao de pupas que resultaram significativamente mais leves que
0 grupo controle (20mg). Resultados similares foram obtidos por Cabral et al. (2008) quando
testaram diferentes extratos de M. azedarach sobre M. domestica, onde também se formaram
pupas mais leves nos tratamentos (A: 20,17mg; B: 20,88mg; C: 21,52mg; D: 20,41mg),

guando comparados com o grupo controle que resultou atingir a massa de 22,10 mg.

Resultados um tanto diferentes foram apresentados por Dutok (2015) ao estudar o
efeito sobre o peso das pupas de Musca domestica ap0s o tratamento com o extrato aquoso
bruto de sementes de Pouteria mammosa, observando que o grupo controle alcangcou uma
média de peso igual a 16,80 +0,95 mg e as concentracbes mais altas (75%: 17,14 £0,95 e
100%: 16,94 +1,44 mq) apresentaram peso maior do que o0 grupo controle porem os valores
de desvio padrdo ndo resultam em diferencas estatisticas. Outros resultados contraditérios

foram obtidos por Pinto (2015) ao analisar a atividade inseticida do oOleo essencial de
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Cymbopogon citratus de Cuba e Brasil e seu efeito no desenvolvimento pos-embrionéario de
Musca domestica, encontrando que as larvas mais leves (17,53 + 1,23 mg de 6leo/Brasil e
17,49 £+ 1,27 mg de 6leo/Cuba) pertencem a concentracdo de 10%, enquanto as larvas mais
pesadas (27,01 £ 2,18 mg de 6leo/Brasil e 26,97 £ 2,38 mg de 6leo/Cuba) pertencem a
concentracédo de 50%, quando comparada com os grupos controle com DMSO (21,59 + 1,39
mg) e sem DMSO (21,50 £ 1,76 mg).

No estudo realizado por Pinto (2015) ao comparar o peso das larvas maduras (mg),
de Musca domestica tratadas com dleo essencial de Pinus caribaea Morelet. coletado no
Brasil e em Cuba, obteve resultados similares aos nossos onde as larvas tratadas foram mais
leves que as do controle, foi observado que somente a concentracdo de 50% teve 0 seu peso
aumentado (25,97 £ 2,19mg/6leo/Brasil e 25,91 + 2,45mg/6leo/Cuba) com diferenca
significativa quando comparada com os grupos controle sem DMSO (21,50+1,76mg) e com
DMSO (21,59+ 1,39mg). Os grupos tratados apresentaram diferenca significativa no peso
guando comparados com 0s grupos controles.

A andlise da duracdo dos estagios larval e pupal, assim como do periodo de
neolarva - adulto evidenciou que ndo houve um comportamento que estabelece uma
diferencga entre os grupos tratados e os grupos controles (Figura 35). Foi possivel observar
que ndo existem diferencas estatisticamente significativas para todas as concentragdes
quando aplicado o teste de Tukey (p<0,01). Em todos os casos o periodo de
desenvolvimento esteve compreendido entre nove (9) e dez (10) dias sim diferencas entre os

grupos controles e os tratados.
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Figura 35. Efeito do 6leo essencial de Ocimum sanctum L. var. cubensis sobre o tempo de
desenvolvimento de Musca domestica.

Estes resultados diferem dos obtidos por Pinto (2015) quando estudou a atividade
inseticida do 6leo essencial de Cymbopogon citratus de Cuba e Brasil e seu efeito no
desenvolvimento poOs-embrionario desta espécie de mosca, encontrando que o
desenvolvimento pos-embrionario de M. domestica pareceu estar drasticamente influenciado
pelo tratamento com 6leos essenciais do Brasil e Cuba, sem diferenca entre eles: o periodo
larval em concentragbes de 5, 10, 25 e 100% mostrou um atraso no desenvolvimento,
enguanto 50 e 75% reduziram a duracdo do periodo. No periodo de neolarva a adulto foi
observado que todas as concentragfes atrasaram este periodo, bem como também foi
observado o mesmo no periodo pupal. Em outro estudo realizado por este mesmo autor
(Pinto 2015) quando analisou os dados obtidos em relagdo a duracdo do periodo poés -
embrionario (larval, pupal e de neolarva a adulto) de M. domestica tratadas com 6leo
essencial de Pinus caribaea coletado no Brasil e em Cuba, foi observado também que nos
grupos tratados houve um atraso no tempo de desenvolvimento com diferenca significativa

quando comparado com os grupos controle (com e sem DMSO).

No estudo realizado por Dutok (2015) com o extrato aquoso bruto de sementes de
P. mammosa também com M. domestica, os resultados mostraram que este extrato nao
possui efeito sobre a duracdo do estdgio pupal da referida espécie e sim sobre a duracdo do
estagio larval e no periodo completo (desde larva até adulto) e todos os grupos tratados

apresentam diferencas estatisticamente significativas ao se aplicar o teste de comparacao
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maltipla de médias de Tukey (p<0,01), quando comparados com o grupo controle,
retardando ligeiramente o tempo de desenvolvimento.

No presente ensaio a col6nia de M. domestica mostrou um elevado grau de
estabilidade apds a aplicacdo do 6leo de O. sanctum (Figura 36), resultando numa razéo
sexual muito préxima de 0,50 para todos os tratamentos, inclusive para os grupos controles,

sugerindo uma relacdo macho/fémea de 1:1 como preconizado por Fisher (1930).

Musca domestica
1,00

Razio sexual

0.48 0.51 0.49

0,00 . . . . . . . .
Controle Controle Oleo 5% Oleo 10% Oleo 25% Oleo 50% Oleo 75% Oleo 100%

puro com

DMSO

—k— Tendéncia da Razdo Sexual M. domestica

Figura 36. Razao sexual de Musca domestica ap6s o0 tratamento com o com o 6leo essencial de
Ocimun sanctum L. var. cubensis.

Em nosso estudo o dleo essencial de O. sanctum nao teve influéncia sobre o tempo
de desenvolvimento de M. domestica, porém apresentou influéncia sobre a mortalidade desta
espécie. Na Figura 37 pode-se observar os valores de mortalidade corrigida em porcentagem
dos estagios larval, pupal e do periodo de neolarva-adulto de M. domestica ap0s o tratamento

com diferentes concentrac6es do 0leo essencial de O. sanctum L. var. cubensis.
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Mortalidade Corrigida (%)

Periodo Larval Periodo Pupal Periodo de Neolarvaa Adulto
Tratamentos
m Controle com DMSO m 5% 10% m25% m50% 75% m100%

Figura 37. Mortalidade corregida larval, pupal e do periodo de neolarva-adulto de
Musca domestica apds o tratamento com o 6leo essencial de Ocimum sanctum L. var. cubensis.

No estagio larval, todos os grupos tratados apresentaram valores de mortalidade
corrigida superiores ao grupo controle, sendo as concentracdes 50, 25 e 75% as mais efetivas.
No estagio pupal os valores maiores foram obtidos para as concentracdes de 100 e 10%,
observando um efeito acumulativo do dleo no periodo de neolarva até adulto, onde se obteve

mortalidade superior a 47% para todas as concentracfes testadas.

Neste trabalho ndo se encontrou relacdo dose/efeito, o que difere dos resultados
encontrados por Pinto (2015) quando avaliou diferentes concentracdes do dleo essencial de
P. caribaea coletado no Brasil e em Cuba nesta espécie, pois a mortalidade no periodo larval
e de neolarva a adulto se apresentou dose dependente. Neste mesmo estudo no periodo de
neolarva até adulto a mortalidade absoluta foi acima de 60% em todas as concentracdes em
ambos Oleos essenciais (Brasil e Cuba), ficando as maiores mortalidades para as
concentracdes de 100% do Oleo.

Quando comparou-se os dados de mortalidade corrigida no periodo de neolarva até
adulto apos a aplicacdo do 6leo essencial de O. sanctum, se observou que os maiores valores
foram para os tratamentos com o 6leo a 50, 25 e 75% (63,7; 56,2 e 54,1, respectivamente),
mas se mostrarmos os dados de mortalidade absoluta obtidos com os testes com O. sanctum,
valores acima de 60% (Tabela XV11), estes sdo muito similares aos obtidos por Pinto (2015)
para o Gleo essencial de P. caribaea e também por Dutok (2015) para o extrato acuoso de

P. mammosa onde os porcentagens de mortalidade absoluta estiveram entre 44,5% e 61,5%.
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Tabela XVII. Mortalidade absoluta e mortalidade corrigida, pela formula de Abbott (1925),
dos estagios de desenvolvimento de Musca domestica (Diptera: Muscidae) tratadas com
diferentes concentrag6es do 6leo essencial de Ocimum sanctum (Lamiaceae).

Periodo de Neolarva a

S Periodo Larval Periodo Pupal Adulto
Absoluta  Corrigida Absoluta Corrigida  Absoluta  Corrigida

(%) (%) (%) (%) (%) (%)

Controle puro 16,00 - 0,0 - 16,00 -
Controle com DMSO 19,50 6,10 0,00 0,00 19,50 6,20
5% 58,00 13,50 8,30 9,70 61,50 47,30
10% 59,50 2,00 12,30 17,50 65,00 52,10
25% 64,50 8,10 8,50 9,80 68,00 56,20
50% 70,00 6,80 8,30 26,50 73,50 63,70
75% 62,50 2,70 8,00 15,50 66,50 54,10
100% 51,00 23,60 22,40 17,40 62,50 48,60

4.3.7 Anélise comparativa do efeito do 6leo essencial de O. sanctum L. var. cubensis
sobre o desenvolvimento poés-embrionério das seis especiés de dipteros muscoides
estudadas: Cochliomyia macellaria, Chrysomya putoria, Chrysomya megacephala,
Chrysomya albiceps, Lucilia cuprina e Musca domestica

Na Tabela XVII1I se ilustra de forma comparativa o efeito da aplicacao topica (dose
Unica) das 6 concentracBes de OS avaliadas sobre os diferentes parametros determinados:
massa corporal, duracdo do periodo neolarva-adulto (que inclui o estagio larval e o estagio

pupal), razéo sexual e mortalidade absoluta e corrigida.

Todas as espécies foram sensiveis ao tratamento com 6leo essencial de OS para o
parametro massa corporal. Nas espécies Cochliomyia macellaria e Musca domestica em
todos os tratamentos as larvas mostraram valores de massa corporais menores quando
comparadas com 0s grupos controles. Nas espécies Chrysomya putoria,
Chrysomya albiceps, Chrysomya megacephala e Lucila cuprina todos os grupos submetidos
ao tratamento resultaram com uma massa corporal maior quando comparados com 0s grupos
controles. Estes achados indicam que o 0Oleo essencial de O. sanctum poderia estar, de
alguma forma, afetando o modificando processos fisiologicos especificos dos insetos, tais
como o controlo endécrino do crescimento de insetos, o sistema neuroenddcrino ou a

producdo de alguns hormdnios.

Os valores calculados da razdo sexual para cada espécie indicaram que todas as
colbnias (amostras incluidas no estudo) se mantiveram estaveis apos a aplicacdo do dleo.
Desta forma, a utilizacdo deste dleo essencial ndo tem uma influéncia nesta variavel

biologica.
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A duracdo do periodo pds-embrionario de um diptero muscoide pode variar uma vez
que estes insetos sdo submetidos a tratamentos com substancias e/ou extratos que podem
acelerar (diminuir o tempo) ou retardar (aumentar o tempo) de desenvolvimento. Quando

analisada a duracéo dos estagios de todas as espécies estudadas se observou que:

Para a espécie Cochliomyia macellaria o periodo de desenvolvimento larval para 0s
grupos tratados foi maior em quanto comparado aos controles. Para as espécies
Chrysomya putoria, Chrysomya megacephala e Lucila cuprina este periodo foi menor
quando comparado aos grupos controles. O Oleo teve muito pouco efeito sobre a espécie
Chrysomya albiceps no periodo larval, diminuindo ligeiramente o periodo para as
concentracOes de 10% e 50%, e ndo teve nenhum efeito para este pardmetro na espécie

M. domestica.

O periodo de desenvolvimento pupal foi maior para os grupos tratados com
concentragcOes de 10 e 75%, para a espécie Chrysomya albiceps e menor para as espécies
Cochliomyia macellaria, Chrysomya putoria (exceto 25%), Chrysomya megacephala e

Lucila cuprina. A espécie Musca domestica ndo foi afetada neste periodo pelo éleo de OS.

Como resultado se obteve que o periodo de neolarva a adulto apresentou valores
médios maiores para a espécie Cochliomyia macellaria (exceto ao 5%) e menores para
Chrysomya albiceps, Chrysomya putoria, Chrysomya megacephala e Lucila cuprina, o que
demonstra a influéncia deste 6leo sobre o desenvolvimento destas cinco espécies de moscas.
A andlise da duracdo do periodo de neolarva a adulto para Musca domestica evidenciou que
ndo houve um comportamento que estabeleca uma diferenca entre os grupos tratados e 0s

grupos controles.

Ao se analisar o parametro mortalidade corrigida no estagio total (neolarva a adulto),
a espécie mais sensivel foi C. putoria (70,84%), seguida pela seguinte ordem: M. domestica
(63,7%), C. macellaria (62%), C. albiceps (37,4%), L. cuprina (37%), C. megacephala
(27%).
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Tabela XVII1. Resumo simplificado do comportamento, em forma comparativa, do efeito da
aplicacdo topica dose Unica do 6leo essencial de O. sanctum L. var. cubensis sobre o
desenvolvimento  pés-embrionario de cinco espécies da familia Calliphoridae
(Cochliomyia macellaria, Chrysomya putoria, Chrysomya megacephala, Chrysomya albiceps e
Lucilia cuprina) e a espécie Musca domestica (Muscidae). Individuos por concentragdo: 200.
Amostra tratada independente da dose: 1200 individuos.

Estabilidade da Duragéo do periodo de desenvolvimento

. col6nia p6s-embrionario . Efeitos pos-
Espécie - . — . Mortalidade .
Massa Razdo Estagio Estagio Periodo emergencia
corporal Sexual Larval Pupal Neolarva - adulto
Cochliomyia N Absoluta-Corrigida
macellaria ! t ! ! MA:64,5% MC:62%
Chrysomya T N I ! I Absoluta-Corrigida C5% (13,04%)
putoria MA:81,4% MC:70,84% C10% (10,44%)
0, 0
Chrysomya T B I | I Absoluta-Corrigida C1205£;,851)gg£; c
megacephala MA:38,5% MC:27% C50% (11,38%)
Chrysomya B 110e 110e I Absoluta-Corrigida
albiceps 1 50% 75% MA:66,5% MC:37,4%
- . B lexceto Absoluta-Corrigida
Luciliacuprina 1 { 25% { MA54% MC:37%
Musca ! N Absoluta-Corrigida
domestica MA:73,5% MC: 63,7 %

M: Mortalidade; C: Concentragdo; ~: Estavel; 1: Aumentou, |: Diminuiu, ---: N&o significativo.

Além de todas as modificagbes do ciclo pds-embrionario, O. sanctum também causou
alteracdes morfoldgicas em adultos de C. putoria nas concentragdes de 5% (13,04% de moscas com
malformacdes) e 10% (10,44% também com alguma deficiéncia) e na espécie C. megacephala nos
grupos tratados com as concentra¢fes 10% (11,64% insetos malformados, 25 (15,86% moscas com
malformaces) e 50% (11,38% com deficiéncia). Para ambas espécies as alteracbes morfologicas
mais comuns encontradas foram o ptilinium ndo retraido e asas torcidas. As alteragcdes morfoldgicas
afetaram diretamente a capacidade de voar, e, consequentemente, para encontrar comida, se
reproduzir, bem como serdo presas facies aos predadores. Assim, estes resultados demonstraram que
0 Oleo essencial de O. sanctum pode representar um método alternativo eficaz para controlar as

moscas destas espécies.

4.4 Efeito inseticida do 6leo essencial de Ocimum sanctum L. var. cubensis
sobre adultos de Musca domestica

A Tabela XIX apresenta 0 numero de moscas domésticas mortas e / ou paralisadas
apos os testes usando as mesmas seis concentracdes de 6leo essencial de manjericdo. A

atividade bioldgica observada mostra que a mortalidade é também dependente da dose.
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Tabela XIX. Numero de adultos de Musca domestica (Diptera: Muscidae) mortos e/ou
paralisados usando diferentes concentragdes de 6leo essencial extraido de Ocimum sanctum L.
var. cubensis.

10 20 30 40 50 60 70 80 9 100 110 120

Tratamento / tempo . . . . . . . . ) . . .
min  min min  min  min  Min Mmin  min - Mmin  Mmin . min  min

paralisadas 29 33 34 39 43 52
5%
mortas
paralisadas 32 34 37 42 53 61
10%
mortas
2500 paralisadas 30 57 19 22 29 25 21 29 24 22 24
0
mortas 51 71 74 8 97 99 106 111 122
paralisadas 58 90 89 87 64 79 42 17
50%
mortas 11 29 52 65 101 133 150
paralisadas 50 70 51 52 72 64 33 19
75%
mortas 39 60 78 8 117 131 150
paralisadas 100 30 22 5 3
100%
mortas 21 115 123 145 147 150
paralisadas
DMSO
mortas

As concentracdes mais baixas (5 e 10%) provocaram apenas paralisacdo 70 minutos
apos a aplicacdo e nenhuma morte no final do experimento (120 minutos). Por outro lado,
na maior concentracdo (100%) todas as moscas morreram apds uma hora de exposicdo. A
concentragédo letal LCso foi estimada em 10,69% (9,41ug) e, segundo o teste de Pearson,

observou-se uma relacdo causa-efeito (p <0,0001).

N&o foram encontrados na literatura estudos sobre a atividade inseticida do dleo
essencial de O. sanctum sobre M. domestica. Os resultados do presente estudo concordam
com a descrigdo de Sinthusiri e Soonwera (2013) quando estudaram o efeito inseticida do
6leo esencial de O. basilicum. Em ambas investigacOes, percebeu-se que em concentracdes
de 10% do oleo essencial, o efeito sobre as moscas adultas é pequeno, mesmo apos 60
minutos. Entretanto, Sinthusiri e Soonwera (2013) ndo experimentaram concentracdes
maiores (acima de 10%), nas quais o 6leo de O. sanctum se mostrou muito efetivo ndo apenas
no momento em que os efeitos aparecem, mas também no nimero de moscas afetadas, de

acordo com os resultados desta investigagéo.

Note-se que o 0Oleo essencial puro afeta 81% das moscas (67% paralisadas e 14%
mortos) nos primeiros 10 minutos (Tabela XIX). E importante observar que as moscas

relatadas como paralisadas nunca recuperam sua vitalidade; estando mortas todas em
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periodos mais longos de tempo. Este evento (morte da mosca) ocorre geralmente 20 minutos
depois que as moscas comegam a ficar paralisadas. Esta sequéncia (o efeito da paralisia antes
da morte) foi atribuida a sesquiterpenos em outros estudos (Viegas Junior 2003; Bertoni

2012) e estes tipos de substancias sdo bastante abundantes no 6leo essencial de O. sanctum.

Este comportamento pode sugerir o possivel mecanismo de agdo deste 6leo, 0 que
poderia estar atuando por contato nestes insetos. Visto que estas substancias que atuam por
contato, caracterizam o modo de acdo de um inseticida que age e € absorvido pela pele
(tegumento) do inseto, como por exemplo, a nicotina, rotenona e piretrina, que afetam o
sistema nervoso central, que € acessivel para essas substancias em toda a superficie do corpo
do inseto ou pelas vias respiratorias, causando rapidamente a morte do inseto (Kathrina e
Antonio 2004).

Em relacdo as doses letais, Pavela (2008) relatou uma CLsg para aplicacdo topica de
O. basilicum em adultos de M. domestica de 15 pg / mosca. Em nosso estudo obtivemos uma
CLso equivalente a 9,41 ug / mosca (10,69%), menor a de Pavela (2008). Ambos os estudos
também corroboram aos resultados encontrados por Bertoni (2012) nesta espécie, quando
experimentou um 6leo essencial de manjericdo colombiano, obtendo um valor de CLsg de
10,4 mg / dm?®. Este mesmo autor informou a atividade inseticida de alguns compostos puros
que normalmente sdo encontrados em 6leo de O. basilicum e que também se encontram no
oleo essential de O. sanctum. Para o linalol, o quinto composto mais abundante em nossa
amostra, foi estimada uma atividade de LCso = 13,6 mg / dm?, este valor é proximo aqueles
relatados para a atividade de toda a mistura que implica o 6leo essencial de manjericdo (10,4
mg / dm?®). Por outro lado, o composto principal (eugenol) sé atinge a atividade a CLso =
98,4 mg / dm®. Esses achados confirmam que a atividade de um 6leo essencial ndo sé esta
relacionada com a atividade do composto principal, mas também pelo efeito sinérgico de

todos os constituintes quimicos do composto.

A luz de todos esses achados, podemos concluir que o 6leo essencial de O. sanctum
coletado em Cuba possui uma composicado quimica capaz de ter um efeito em todas as fases
do ciclo de vida de M. domestica, exaltando suas potencialidades como um inseticida eficaz
contra esse vetor, tendo em conta que M. domestica é o exemplo classico da espécie que
desenvolveu resisténcia a maioria dos inseticidas quimicos (sintécos) conhecidos, alem de
possuir 0s genes necessarios para o desenvolvimento de resisténcia aos produtos mais

poderosos da atualidade (Kaufman et al. 2001; Learmount et al. 2002).
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4.5 Avaliacdo do unguento a 15% de 6leo essencial de Ocimum sanctum L.
var. cubensis numa miasse suina.

A miiase cutdnea é uma doenca da pele muito comum em animais,
(Guimardes 1999). Neste trabalho foi utilizada uma porca da raca Yorklan, de 18 meses de
idade e de 160 kg de peso corporal, como hospedeiro para o estudo de eficacia de um
unguento a 15% de dleo essencial de Ocimum sanctum L. var. cubensis (Figura 38), em uma
miiase (natural) facultativa cuténea ulcerante classificada pelo médico veterinério Yoandris

Quintana Duany.

Figura 38. Unguento a 15% de 6leo esséncia de Ocimum sanctum L. var. cubensis embalado
em potes de vidro de cor ambar.

Na Figura 39 pode-se observar a lesdo na pele de porco, sem tratamento, ao inicio do
estudo. No 1 dia do estudo a lesdo apresentava um diametro de 5 cm aspecto Umido, bordas

regulares, com exsudacao de sangue e fluidos, odor de sangue e tecido em decomposicéo.

Figura 39. Lesdo na pele do pbrco a0 inicio do estudo.

Foi realizada a coleta de algumas das larvas presentes na lesdo. O estudo de
identificacdo realizado mostrou que pertencem a espécie Musca domestica (Carvalho et al.
2002). Este resultado foi confirmado durante a emergéncia dos insetos. Este inseto é
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considerado um parasita facultativo que pode causar miiase em animais e no homem
(Manfrim et al. 2007; Cansi e Demo 2011).

Como foi mencionado acima, no primeiro dia de tratamento a lesdo tinha um
diametro aproximado de 5 cm (figura) com exsudacdo de sangue e fluidos. Ao segundo dia,
ja ndo apresentava umidade (auséncia de fluidos) e seu didmetro diminuiu até
aproximadamente 4,1 cm e continuou diminuindo até fechar completamente no dia 7 (Figura
40).

Figura 40. Evolucdo da lesdo de miiase suina tratada com o unguento de Ocimum sanctum L.
var. cubensis a 15%.
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O unguento utilizado para este estudo estava composto por vaselina, lanolina e 6leo
essencial de OS. Todos os componentes da base tem sido classificados como in6cuos
segundo (Vila Jato 2000) e foi demostrado neste trabalho que o 6leo essencial nao é toxico.
O principio ativo utilizado no unguento (6leo essencial de Ocimum sanctum) conseguiu
reduzir a lesdo da miiase num periodo de sete dias s6. Apds o segundo dia de tratamento,
nédo se observaram larvas vivas na lesdo tratada com o unguento, no entanto, na lesdo que
foi tratada com a base do unguento s6 (0 controle) apresentou um tamanho maior com as
mesmas caracteristicas do primeiro dia, com fluido sanguinolento, aspecto podre e com
cheiro de tecido podre e ainda as larvas ficavam vivas. Por esta causa, 0 médico veterinario

decidiu aplicar nesta lesdo o Asuntol liquido.

Em Cuba, as infestacGes causadas por larvas de moscas sdo normalmente tratadas
com o Asuntol. Este produto € uma emulsdo que possui como principio ativo um composto

organofosforado (OP) (Figura 41) chamado de Coumaphos (Deken et al. 2017).

Segundo a experiéncia do médico veterinario com o uso de o Asuntol, a miiase
cutanea em porco é curada normalmente em sete dias. A metabolizacdo do coumaphos é
mais rapida em mamiferos do que em artropodes (hormalmente os alvos), o que significa
que o produto é menos téxico em mamiferos (DLso ratos: 56 mg/Kg). Asuntol € usado para
mergulhos e pulverizag¢fes, bem como para a lavagem pessoal. O Asuntol é bastante estavel
e possui efeito residual de 4 dias. Da sua desintegracdo resulta na formacéo do potasan que
€ um produto tdxico. Segundo a classificacdo das Classes de toxicidad pela OMS, o
coumaphos liquido pertence a classe Il, ou seja, moderadamente perigoso (Garcia-Garcia
2008, Bayer Health Care 2017, OMS 2017).

Figura 41. Estrutura quimica do Asuntol (Coumaphos).

Os inseticidas OF ligam-se ao centro esterasico da acetilcolinesterase (AChe),
impossibilitando-a de exercer sua funcdo de hidrolisar o neurotransmissor acetilcolina em

colina e acido acético. A AChe esté presente no sistema nervoso central (SNC), sistema
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nervoso periférico (SNP) e também nos eritrécitos. Inativa a acetilcolina, responsavel pela
transmissdao do impulso nervoso no SNC, nas fibras pré-ganglionares, simpéticas e
parassimpaticas e na placa mioneural. Isto inativa a enzima e bloqueia a degradacdo do
neurotransmissor acetilcolina, divulgado pelo que é a célula pré-sinaptica do nervo a um
impulso subsequente (despolarizagdo). A acetilcolina se liga ao receptor de acetilcolina
nicotinica pos-sinaptica e ativa um canal de catido intrinseca resultando numa despolarizagdo
da célula pos-sinaptica devido ao influxo de ions sodio e calcio. Se acetilcolina ndo é
hidrolisada pela acetilcolinesterase, a concentracao do neurotransmissor aumenta, levando a

hiperexcitacdo do sistema nervoso central (SNC) (Carvalho e Miranda 2015).

A Musca domestica possui mecanismos de adaptacdo que tem facilitado o
aparecimento de resisténcia aos inseticidas (Kaufman et al. 2001; Learmount et al. 2002).
Esta espécie possui um ciclo de vida curto, apresentando facil adaptacdo ao meio. Esse lhe
confere um alto potencial de resisténcia quando sao aplicados no meio deles intensivamente
alguns inseticidas como 0 DDT, o Malathion e outros comumente usados na Europa, Asia e
Ameérica (WHO 1992; Shono e Scott 2003; Srinivasan et al. 2008). Martiradonna e Soto
(2007) reportaram uma variabilidade na linha de base aos inseticidas organofosforados
(fenitrotiom e malathion) de populagdes adultas de Musca domestica L. O estudo evidenciou
que o inseticida fenitrotido apresentava maior toxicidade, pois necessitou de menor
concentracdo para se obter o efeito desejado. O contrario aconteceu com o malathion que

precisou de concentragoes maiores para produzir a mortalidade esperada (resisténcia).

Outros estudos tém também analisado a resisténcia aos organofosforados. A
resisténcia de carrapatos Boophilus e moscas do chifre (Haematobia irritans) para
organofosforados é bastante comum em muitos paises. O que pode reduzir com frequéncia
a eficacia destes produtos (EMBRAPA 2005b, Silveira 2014, Verissimo 2015).

Tomando em conta que a resisténcia aos inseticidas estd aumentando mundialmente
e constitui um dos mais complexos problemas de controle de pragas na atualidade. J& foram
documentadas 447 espécies de insetos e de acaros que desenvolveram resisténcia a um ou
mais grupos quimicos e organicos (Georghiou e Mellon 1983; Georghiou 1986; Roush e
Tabashnik 1990), sendo importante achar produtos naturais capazes de substitui-los. Desta
forma o 0Oleo essencial de OS pode ser um bom candidato, visto que neste estudo mostrou

ter uma acdo similar ao Asuntol no tratamento da miiase.
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Os resultados obtidos na répida evolugdo da miiase suina tratada se devem aos
achados em nossa pesquisa quando se avaliou a a¢éo do 6leo essencial de OS a 15%, sendo
capaz de ter uma mortalidade absoluta em M. domestica no periodo larval de 59,5%, o que
garante sua efetividade para o controle das larvas produtoras da miiase avaliada, ainda que
ele pode atuar sobre o inseto adulto, ja que na avaliacdo da atividade inseticida se obteve aos
120 min. de aplicado o 6leo que 61 moscas encontravam-se paralisadas, o que pode também

ter ajudado para que ndo ocorresse reinfeccdo na lesao.

Também com certeza influenciaram as propriedades farmacoldgicas do OS, que
resulta da interac@o sinérgica de diversos fitoquimicos ativos. Investigagdes fitoquimicas
desta planta mostraram que os fenois presentes nela (Eugenol, cirsilineol, isotimucina,
apigenina e Acido rosamarinico) e flavonoides (orientina e vicenina) possuem potentes
atividades antioxidantes (inibidor da ciclo-oxigenase) (Geetha e Vasudevan 2004), e o

Eugenol é o componente maioritéario do 6leo estudado por nos.

Tem sido reportado também que esta planta apresenta um efeito de cura de ferida.
Foi avaliado o efeito sobre o fator de necrose tumoral Alfa (TNF-Alfa) de um extrato aquoso
de folhas de Ocimum sanctum L. pelo modelo de excisdo de reparo de feridas em ratos Wistar
albinos, mostrando apds a aplicacdo do extrato um aumento da taxa de epitelizacdo com
aumento na contracdo das feridas (Shetty et al. 2008). Neste estudo de Shetty et al. (2008)
também foi avaliado o efeito de um extrato etandlico sobre as feridas, mostrando que o
mesmo aumentou significativamente a resisténcia a ruptura. As feridas tratadas com extrato
epitelizaram mais rapidamente e a taxa de contragdo da ferida foi significativamente
aumentada em comparacdo com as feridas do grupo controle. Foi achado também um

aumento significativo no peso do tecido de granulacdo umido e seco.

Em outro estudo desenvolvido por Govind e Madhuri (2006), OS apresentou
atividade anti-Glcera em ratos. O 6leo fixo de Ocimum sanctum L. administrado por via
intraperitoneal provocou atividade anti-ulcerosa significativa contra a aspirina,
indometacina, alcool (etanol a 50%), histamina, reserpina e serotonina das Ulceras induzidas
pelo estresse em ratos. O 6leo fixo possuia significativamente atividade anti-ulcerosa como

inibidor da lipoxigenase, antagonista da histamina e anti-secretorios.

Ocimum sanctum mostrou também resposta ao efeito imune. Um destilado a vapor
das folhas frescas de O. sanctum mostraram modificagdo na resposta imune humoral em

ratos albinos que poderiam ser atribuidos a producao de anticorpos, liberacdo de mediadores
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de reacOes de hipersensibilidade e respostas dos tecidos aos mediadores nos 6rgaos alvos
(Mediratta et al. 1998). Outros autores tém relatado que OS mostrou suplementacdo da
resposta de imunogenicidade humoral representado por um aumento no titulo de anticorpos
dentro do teste de aglutinacdo de eritrocitos de Windal em ovinos, bem como pela resposta

imunoldgica celular representada por formacéo de roseta e linfocitose.

Tendo em conta a rdpida evolugcdo da lesdo e que avaliamos, também a falta de
toxicidade dérmica deste 6leo, podemos recomendar continuar com os estudos que permitam
patentear esta nova formulacao para o tratamento das miiases provocadas por as espécies de

moscas estudadas por nos.
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5. CONCLUSOES

1. O ¢6leo de Ocimum sanctum L. var. cubensis apresenta oito componentes principais,
correspondendo a mais do que 94%. Os trés componentes principais, eugenol
21,96%, B-cariofileno 20,79% e biciclogermacreno 20,37% representam mais de
60% dos compostos identificados. Estes compostos quimicos sdo reconhecidos pela
atividade inseticida.

2. Os ensaios de Toxidade Aguda Oral, Toxicidade Dérmica e o Teste de toxicidade
“in vitro” em células cardiacas mostraram que o 6leo essencial de O. sanctum L. var.
cubensis ndo ¢ toxico nas condigdes experimentais empregadas.

3. Nos estudos da atividade inseticida do 6leo essencial de O. sanctum L. var. cubensis
em cinco espécies de Calliphoridae (Cochliomyia macellaria, Chrysomya putoria,
Chrysomya megacephala, Chrysomya albiceps, Lucilia cuprina) e Muscidae
(Musca domestica) se comprovou que o oleo afetou os parametros: massa corporal
em todas as espécies, duragdo do periodo neolarva-adulto (estagio larval e o estagio
pupal), com exce¢do da espécie M. domestica e ndo afetou o pardmetro razao sexual
para nenhuma das espécies avaliadas.

4. O 6leo de O. sanctum L. var. cubensis causou mortalidade em todas as espécies de
moscas estudadas, a mortalidade corrigida no periodo de desenvolvimento de
neolarva até adulto foi maior para C. putoria (70,84%), seguida pela seguinte ordem:
M. domestica (63,7%), C. macellaria (62%), C. albiceps (37,4), L. cuprina (37%),
C. megacephala (27%), respectivamente, causando também altera¢cdes morfoldgicas
nas espécies C. putoria e C. megacephala.

5. A atividade inseticida sobre os adultos de M. domestica mostrou que a mortalidade ¢
dependente da dose e a concentragdo letal CLso foi estimada em 10,69% (9,41pug)
mostrando que o 6leo essencial de O. sanctum L. var. cubensis coletado em Cuba
possui uma composi¢ao quimica capaz de ter um efeito em todas as fases do ciclo de
vida desta espécie.

6. O unguento a 15% de 6leo essencial de O. sanctum L. var. cubensis avaliado numa
miiase (facultativa cutinea ulcerante) suina produzida por larvas de M. domestica,

mostrou efetividade conseguindo a cicatrizagao da lesao em sete (07) dias.
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APENDICES

APENDICE 1. Obtencao, registro dos dados e variaveis determinadas (Razdo sexual,
Duracgdo dos estagios larval, pupal e do periodo neolarva a adulto, Viabilidade —
Mortalidade, Numero de individuos malformados, Mortalidade corrigida.

AVALIACAO DIPTERA DOSE: [ ] REPETICAO: G

ESPECIE: [ ! TRATAMENTO:
DATA ESTIMULO POSTURA: / / DATA DE ECLOSAQ DAS LARVAS (L1):

Peso larva em Data abandono da Data da Data emerge

Instar L3 dieta (L3) pupagao adulio OBSERVACOES

LARVA
Sexo
Estagio
L1-L3
(Dias)
Estagio L3
a Adultos
(Dias)
Tempo
Neo-Adu
(Dias)

(mg) Dia / Més Dia / Més Dia / Més

50

Legenda para a coluna observagies e sexo: LMV-> Larva Morta na Vermiculita; LMT = Larva Morta no Tubo de ensaio; LMC = Larva Morta na Carne; PV = Pupa na Vermiculita; PC - Pupa na
carne; NE < Nio Emergiu; ME -» Morreu Emergindo; EMF <> Emergiu com Malformagio. F -» Femea; M > Macho; ? o * < Sexo duvidoso. (Colocar sempre a data ao lado das siglas).



ANEXOS

ANEXO I. Certidao de classificacéo e depodsito do material vegetal
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ANEXO 1. Aprovacio do Comité de Etica “Facultad de Ciencias Naturales Universidad de

Oriente” Cuba.

FACULTAD DE CIENCLAS MATURALES
LN IVERSIAD DE ORIENTE
COMITE DE ETICA

AVAL PARA INVESTIGA CION

Santiagoe de Cuba, 16 de Febreno de 2012

El Comité de Etica de la Facultad de Cienciss Mamrales mediante la presente emite su eriterio
final acerca de b investigacidén sinads dentro del marco del proyecto aprobadoe CAPES/MES-
Cuba, nimene 13001 tindade: “Diperos muscoides de imponancia saniana v forense:
Bionomia vy control aliemativoe a través de la evaluacidn de exiracios de especies vegetales
cubanas”, coprdinade por la Dra C Margareth Maria de Carvalho Cueiroz, Investigadora T itular
en Salud Piblicadel Instite Oswaldo CruaFundacidn Oswaldo Cruz de Rio de Janeino-Brasil,
y o el DL Julio César Escalona Arranz, Profesor Titubar de la Universidad de Oriente Cuba.

El gamdio que se someie a consideracidn comtituye una investigacidn novedosa v necesaria ya
que comribuir al conocimienie de los aspecios bisccolbgicos v bionbmicos de las diversas
capecies de dipienns muscoides de | familias Calliphoridae y M idae, de modoe que permita
el usp de estos insectos como madelos bioldgicos en diversos experimentos en institucionss de
investigacin, & mismo para dar subsidios al conocimiento de la biokgia de las diferentes
capecies de musopides de imporiancia sanitana y forense que & incipiente en la literatura v
reducir los casos de enfermedades parasitarias ¢ infocciosas ransmitidas v causadas por moscas
{dipteros muscokles), tanto para el hombre como para los animales dom&ticos, con el uso de
insecticidas naturales.

Drentre e este proyecto, como parte de b Tesis de Doctorado de la M.Sc. [delsy Chil Nidez se
previed: Evaluar la eficacia v seguridad del aceiie esencial de Oleisnanr sanenin L. en el control
alternativie de diperos muscoides de importancia sanitaria. Para lograr estie objetive se nealizas
la extraccidn y caractenizacidn quimica del aceie esencial de las hojas de Ovionen st L
s ovaluard el efecto del aceite csencial de las hojas de Ovivnor sancnn L. sobre el desarmollo
postembrionarie de sei especies de moscas de imporiancia sanitaria Clepsesnrg padoris
(Wicdemann, [RI8), Chewosne megacephala (Fabricius, 1784, Chepseonna alfieeps
(Wicdemann, 1819 Cochiforyia sacefarin (Fabricius, 1TV5) Laeilis cageing { Wiedemann,
18300, ¥ Micsea dwsrestica { Linnacus 1913) v se evaluard b toxicidad sociada al empleo de esta
sustanG i@ coma insecticida botinioo.

La Abahaca mondonguera (Oeinnen sameno), o5 una hierha aromatica anual de la familia de
las lamidceas nativa de [rdn, India vy oiras regiones tropicales de Asia. En Cuba se culiiva en
patios ¥ jardines como hicrba aromatica, Como s propaga feilmenie por sus semillas se ha
cacapado del cultive ¥ se le encuentra apontine en las cercanias de las poblaciones v de las
viviendas campesings, Precisamente csa facil propagacidn, permite la wilizacidn de sus hojas
aim que sufja el riesgo de causar dafio de extincidn a osta especie, ni al medio ambiente.



realizaciin de estudios toxicologicos en modelos i vive que confirmen el uso seguro del aceite
esencial de Oeimum sanciiom como un nuevo producto, tanto pam el hombre, animales y
ecosistema en general.

Por lo que los miembms de este Comitd Cientifico reunidos en la Facultad de Ciencias
Matumles de la Universidad de Oriente el dia 16 de Febrem de 2012 (16022012, aproeban la
colecta del material vegetal (hojas de Ooimmm sancrem) para la presente investigacion, asi como
los ensayos con animales de laboratorio, siempre que sean realizados en un centm acreditado
para esos estudios y por personal calificado.
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ANEXO I11. Declaragio de credenciamento do “Centro de Toxicologia e Biomedicina -
TOXIMED?” para o Manuseio de Animais de Laboratorio.
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= i w) UNIVERSIDAD DE C|ENC|AS MEDICAS TOXIMED
e ) CENTRO DE TOXICOLOGIA Y BIOMEDICINA ~ ccure /1t c s
Santiago de Cuba s

Y BIOMED LA

El Centro de Toxicologia y Biomedicina (TOXIMED) creado desde 1997 en la Universidad de
Ciencias Médicas de Santiago de Cuba es una Unidad de Desarrollo Cientifico Tecnolégico
acorde al Registro Nacional de Entidades de Ciencia e Innovacion Tecnolégica del CITMA,
Certificado No. 006 3 04, con fecha 3 de diciembre del 2004. Tiene como misién contribuir a
la disminucion de la morbilidad y la mortalidad por intoxicaciones asi como proteger el medio
ambiente del riesgo quimico, con un alcance nacional, mediante prestacién de servicios
cientifico-técnicos, capacitacion de recursos humanos y ejecucion de investigaciones
biomedicas aplicadas. Dentro de sus encargos sociales se encuentra efectuar acuerdos de
colaboracion con instituciones nacionales y extranjeras; ofrecer servicios de consultorias y
trabajos investigativos especializados a entidades extranjeras y Organismos Internacionales
en moneda libremente convertible de acuerdo a las estrategias de colaboracién aprobadas;
prestar servicios a la poblacion y a empresas estatales de consultoria sobre toxicologia en
pesos cubanos. Todas estas actividades ademas de ser avaladas por el prestigio adquirido
por el centro y sus investigadores a nivel nacional e internacional desde su creacién. estan
amparadas por cuerpos legales que complementan la definicién de las actividades que se
desarrollan en TOXIMED, ellos son:

* Resolucion Ministerial MINSAP No. 139, con fecha 6/09/1996. Define los centros que
forman la Red Nacional de Centros de Toxicologia y la Red Funcional de Implantologia en el
pais y establece las tareas técnicas a cumplir.

* Resolucion Ministerial MINSAP No. 86/04. Crea la Red Nacional de Laboratorios para el
Diagnostico de Certeza del Consumo de Drogas de Abuso.

* Resolucion Ministerial MINSAP No. 29/2011. Establece los centros facultados para la
ejecucion de pruebas de deteccion de drogas toxicas, sustancias alucinégenas, hipnoéticas,
estupefacientes u otras de efectos similares.

e Indicacion No. 4/2010 del Ministro de Salud Publica para la implementacion de la
metodologia del plan de reduccion de desastres quimicos y radioldgicos en las instituciones

de salud.
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