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RESUMO 

 

A busca por metodologias para a eliminação das larvas do mosquito 

Aedes aegypti é uma estratégia utilizada por vários pesquisadores. 

Extratos ou óleos essenciais de plantas surgem como uma alternativa aos 

inseticidas sintéticos, a fim de diminuir a velocidade de seleção de 

populações resistentes aos inseticidas químicos, organofosforados e 

piretróides. Diversos estudos já foram realizados e descritos na 

literatura, demonstrando os efeitos dos extratos obtidos com vegetais do 

gênero Eucalyptus sobre vários organismos, incluindo mosquitos e suas 

larvas. Entretanto, estudos com a espécie Eucalyptus staigeriana sobre o 

efeito larvicida em larvas do mosquito A. aegypti não foi ainda descrito. 

Portanto, o objetivo deste trabalho foi de avaliar experimentalmente o 

efeito larvicida do óleo essencial comercial de E. staigeriana, solução 

aquosa, em larvas de terceiro/quarto ínstar de A. aegypti, bem como a 

toxicidade aguda, utilizando-se bioindicadores de níveis tróficos 

diferentes como: microalgas e fungos. Também teve como objetivo de 

caracterizar os efeitos biológicos utilizando biomarcadores de alterações 

metabólicas, como as enzimas: desidrogenase láctica (LDH), fosfatase 

alcalina (FA), colinesterase (COL) e de estresse oxidativo, tais como: 

glutationa reduzida (GSH) e catalase (CAT) e os níveis de proteínas 

totais.  Através de análises histológicas foram analisadas e 

caracterizadas as alterações morfológicas no tubo digestório mediano 

das larvas de A. aegypti, expostas a solução aquosa de E. staigeriana, 

bem como o controle, em jejum e alimentado. As concentrações 

utilizadas do óleo essencial de E. staigeriana foram de 100, 74, 49 e 

30µg/mL, para atividade larvicida, já para os teste de toxicidade aguda 

foram de 100, 67, 50, 25 e 12µg/mL. Os bioindicadores utilizados foram 

a microalga Scenedesmus subspicatus e o fungo Fusarium oxysporum. O 

extrato aquoso de E. staigeriana se mostrou-se eficaz como larvicida, 

sendo encontrada a CE50 de 45,92 µg/mL. Com relação à toxicidade 

aguda em S. subpicatus o extrato aquoso E. staigeriana mostrou de 

média a alta toxicidade, sendo que para o F. oxysporium não mostrou 

toxicidade. A redução da atividade de LDH para larvas expostas a 

solução aquosa mostrou ser um efeito metabólico, indicando, portanto, 

que a mortalidade não foi decorrente de possível hipóxia.  A FA teve sua 

atividade reduzida, provavelmente, em função das alterações 

morfológicas relativas ao sistema digestório. A COL teve sua atividade 

elevada, mostrando aparentemente, num primeiro momento, que o 

extrato aquoso não é um larvicida neurotóxico. O aumento significativo 

de GSH em relação ao controle indica um mecanismo de adaptação a 
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um estresse oxidativo. A CAT mostrou-se com atividade elevada no 

tempo de 48 horas, em todas as concentrações testadas. Provavelmente 

isso se deve à exposição ao óleo, ou ainda por significar que o óleo de 

alguma maneira faz o papel do alimento, já que no controle alimentado 

sua atividade também aumentou ao longo do experimento. O perfil de 

alteração nos níveis de proteínas totais com o tempo foi diferente em 

cada uma das concentrações, ou seja, não foi observada uma tendência 

claramente definida de variação. Nas analises histológicas observamos 

alterações ao longo do intestino mediano da larva de A. aegypti, nas 

concentrações avaliadas e nos diferentes tempos de exposição, 

alterações tais como: modificações na forma das células, aumento das 

invaginações no tecido epitelial, grande quantidade de vacúolos e 

aumento de secreção apócrina.  

 

Palavras-chave: Aedes aegypti. Eucalyptus staigeriana.  Atividade 

Larvicida 
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ABSTRACT 

 

The search for methods to eliminate the mosquito larvae of Aedes 
aegypti is a strategy used by many researchers. Extracts of essential oils 

from plants emerge as an alternative to chemical insecticides in order to 

reduce the natural selection of resistant populations to chemical 

pesticides, organophosphates and pyrethroids. Several studies have 

already been carried out and described in the literature, demonstrating 

the effects of the extracts obtained from vegetables of Eucalyptus genus 

on various organisms, including mosquitoes and their larvae. However, 

studies with Eucalyptus staigeriana as a larvicide for mosquito larvae of 

A. aegypti has not yet been described. Therefore, the aim of this study 

was to experimentally evaluate the larvicidal effect of commercial 

essential oil of Eucalyptus staigeriana, aqueous solution, in larvae of the 

third / fourth instar of Aedes aegypti, as well as its acute toxicity, using 

bio-indicators of different trophic levels as microalgae and fungi. Also 

characterizing the biological effects using metabolic change biomarkers 

such as the enzymes lactate dehydrogenase (LDH), alkaline phosphatase 

(ALP), cholinesterase (COL) and oxidative stress such as reduced 

glutathione (GSH) and catalase (CAT) and total protein levels. 

Additionally, morphological changes in the median digestive tube of 

Aedes aegypti  larvae exposed to aqueous extract of E. staigeriana and 

control were analyzed and characterized through histological analyzes, 

in fasting and fed conditions. The concentrations of the essential oil of 

E. staigeriana that were used: 100, 74, 49 and 30μg / ml for larvicidal 

activity, while for acute toxicity test was 100, 67, 50, 25 and 12μg / ml. 

The bio-indicators used were the microalgae Scenedesmus subspicatus 

and the fungus Fusarium oxysporum. The aqueous extract of E. 

staigeriana proved to be effective as larvicide, and the 45.92 mg / mL 

EC50 was found. Regarding the acute toxicity for S. subpicatus the 

aqueous extract E. staigeriana showed high toxicity, and for F. 

oxysporium showed no toxicity. The reduction of LDH activity in larvae 

exposed to the aqueous extract showed to be a metabolic effect, thus 

indicating that mortality was not possible due to hypoxia. The FA 

activity was reduced probably due to the morphological changes related 

to the digestive system. The COL exhibited high activity, showing 

apparently that the aqueous extract is not a neurotoxic larvicide. The 

significant increase of GSH compared to the control indicated a 

mechanism of adaptation to oxidative stress. CAT showed high activity 

at time of 48 hours in all tested concentrations; probably this is due to 

exposure to oil, or it means that the oil promoted the same effect that the 
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food may do, since in the control group of larvae which was fed its 

activity also increased throughout the experiment. The change in profile 

of total protein levels during the exposure time was different in each one 

of the concentrations, ie, there was no clearly defined variation 

tendency. Histological analyzes demonstrated changes over the median 

intestine of A. aegypti larvae in all the evaluated concentrations and 

different exposure times, changes such as alterations in cell shape, 

increased invaginations in epithelial tissue, lots of vacuoles, increase of 

apocrine secretion. 

 

Keywords: Aedes aegypti. Eucalyptus staigeriana. Larvicidal Activity 
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INTRODUÇÃO 

 

Os mosquitos são insetos da Ordem Diptera, Família Culicidae, e 

estão distribuídos por todas as regiões do globo. A área Neotropical é a 

que detém o maior nível de endemicidade. São conhecidos por diversos 

nomes populares, como pernilongos, muriçocas, mosquitos-pregos, 

zancudos, carapanãs e sovelas, dependendo da região. Os adultos alados, 

na grande maioria, são hematófagos e nas suas fases imaturas, aquáticos. 

(WARD et. al., 1982; CONSOLI & OLIVEIRA, 1994; MARCONDES, 

2001).  

 A Família Culicidae apresenta grande interesse em Saúde 

Pública, por apresentar o maior número e os mais importantes insetos 

hematófagos entre todo o Filo Arthropoda. (EIRAS, 2005). 

O mosquito Aedes (Stegomyia) aegypti (Linnaeus, 1762) é 

originário da África, possivelmente da região da Etiópia, e acompanhou 

a migração humana pelo mundo desde as primeiras alterações antrópicas 

acontecidas em seu ambiente natural. Entre os culicídeos, é conhecido 

como a espécie mais integrada ao ambiente do ser humano. (NATAL, 

2002; FERNANDES, 2006) e é o mais importante vetor dos agentes 

etiológicos da dengue e da febre amarela urbana. Trata-se de uma 

espécie cosmopolita, de hábitos diurnos, sendo muito bem adaptada ao 

domicílio humano. (PINA, 1999).  

As fêmeas de A. aegypti não ovipõem em ambiente aquático, e 

sim em áreas de prováveis criadouros. Seus criadouros são transitórios, 

dependentes diretos das chuvas, pois suas larvas e pupas são aquáticas. 

Em função disso, a população de mosquitos adultos sofre flutuação 

grande e abrupta de densidade durante o ciclo anual, ou seja, seu ciclo 

anual é controlado pela quantidade de chuvas e pela temperatura 

ambiente. (LORENÇO-DE-OLIVEIRA, 1995; FORATTINI, 2002). 

Cabe ressaltar, que a fase larval é o período de maior alimentação 

e crescimento, quando estes passam grande parte do tempo alimentando-

se principalmente de material orgânico e microplâncton presentes na 

água. (BERGO et. al., 1990). Todo o processo digestivo das larvas 

ocorre no canal alimentar (sistema digestório ou intestino), que é 

responsável por todas as etapas do processamento do alimento: digestão, 

absorção, formação e eliminação das fezes. (TERRA & FERREIRA, 

2009). 

O intestino representa uma grande interconexão entre o inseto e o 

seu ambiente e a compreensão das funções e modos de operação do 

intestino são essenciais para avaliar os métodos de controle, pois exibem 

uma grande diversidade na morfologia e bioquímica. (LAW et al, 1992). 
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Entre as estratégias já utilizadas para controle e prevenção ao A. 

aegypti, está a utilização de inseticidas sintéticos, piretróides e 

organofosforados. (AUGUSTO & CÂMARA NETO, 2005). 

Sabe-se que os inseticidas sintéticos não são seletivos, agridem o 

meio ambiente e apresentam efeitos tóxicos agudos e crônicos sobre 

invertebrados e vertebrados. (DULOUT et al 1985; DEGRAEVE et al 

1984; DEGRAEVE; MOUTSCHEN, 1984; DEFERRARI et al 1991; 

GARRETT, 1992; EYER, 1995; CAVALIERE et al., 1996; MELO et 
al., 2008). 

O uso dos inseticidas químicos convencionais ou sintéticos vem 

se tornando cada vez mais problemático, uma vez que mesmo havendo a 

morte dos mosquitos suscetíveis às dosagens aplicadas, os que 

sobrevivem tornam-se mais resistentes, transferem essa capacidade a 

seus descendentes e, portanto, populações cada vez mais tolerantes são 

selecionadas. Aqui deve ser destacado o fato de que o uso 

indiscriminado dos inseticidas torna possível o estabelecimento da 

resistência mais rapidamente. (DONALÍSIO & GLASSER, 2002). 

Desde a década de 70, temos relatos de resistências das formas 

adultas de A. aegypti, devido à ação residual dos inseticidas BHC, DDT 

e Dieldrin. (BROGDON & MCALLISTER, 1998). Pesquisas 

corroboram a resistência desse vetor aos atuais inseticidas, em vários 

locais do mundo, tais como: Tailândia (JIRAKANJANAKIT et al., 

2007), Cuba, Peru e Venezuela (RODRÍGUEZ et al., 2007). No Brasil, 

a resistência foi verificada em Campo Grande-MS (CAMPOS & 

ANDRADE, 2003); São Paulo (LUNA et al., 2004); Distrito Federal 

(CARVALHO et al., 2004); Alagoas, Rio de Janeiro e Sergipe. 

(BRAGA et al., 2004).  

  Uma das alternativas para evitar o desenvolvimento de 

resistência em mosquitos é a utilização de produtos obtidos a partir de 

plantas com poder inseticida. Insetos expostos a bioinseticidas 

apresentam lento processo de desenvolvimento de resistência, pois essas 

substâncias, diferentemente dos inseticidas químicos sintéticos, são 

compostas pela associação de vários princípios ativos. (ROEL, 2001).  

Assim, o desenvolvimento de novas substâncias inseticidas 

biodegradáveis para o controle de A. aegypti tem se tornado de grande 

relevância no Brasil. Os óleos essenciais obtidos de plantas são 

considerados fontes potenciais de substâncias biologicamente ativas. 

Neste sentido, vários trabalhos têm citado a utilização de extratos 

de plantas com potencial larvicida para muitas espécies de mosquitos, e, 

em especial, para o A. aegypti. (BAGAVAN et al, 2010; SIVAKUMAR 

R. et al, 2011 ; T.M.Y. EL-SHEIKH et al, 2012; KOVEDAN et al, 
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2012; KRISHNAPPA & ELUMALAI, 2013; BEZERRA-SILVA et al, 

2015; HERNÁNDEZ-MORALES et al, 2015) 

Como exemplo de bioinseticidas extraídos de plantas, podem-se 

citar os estudos realizados com plantas pertencentes à Família 

Myrtaceae, tais como: Eucalyptus globulus, Eucalyptus stageriana, 

Corymbia citriodora, Eucalyptus grandis, entre outras. (LUCIA et al, 
2009; MACIEL et al, 2010; PARK et al, 2011).  

Porém, é importante salientar que a utilização dos extratos e/ou 

óleos destes vegetais para o controle das larvas de mosquitos apresentam 

um fator limitante, que é a baixa solubilidade em água, bem como a 

utilização de solventes para a solubilização dos óleos. Solventes estes 

que, além de matarem as larvas de mosquitos, podem afetar outros 

organismos aquáticos, prejudicando o meio ambiente. Outro fator 

limitante observado é que alguns extratos e/ou soluções da Família 

Myrtaceae foram testados somente em insetos adultos e, na sua 

repelência, sem comprovada aplicabilidade. 

Neste sentido, o objetivo deste trabalho consistiu em investigar 

não apenas a ação larvicida da solução aquosa do óleo essencial de E, 

staigeriana, como também as possíveis alterações nos níveis de enzimas 

e estruturas celulares que respondem à presença de toxicidade, bem 

como o estresse oxidativo gerado pela ação larvicida.  Além disso, o 

estudo visou identificar através de testes de toxicidade, com outros 

organismos bioindicadores, os possíveis impactos desta substância no 

meio ambiente.  

Tais estudos são importantes, pois permitem visualizar a 

abrangência e especificidade dos mecanismos de toxicidade envolvidos 

neste processo, possibilitando estimar os possíveis impactos ambientais 

e ecológicos da sua utilização. 

Portanto, estudos nesta área darão subsídios para o 

aperfeiçoamento e desenvolvimento de novos bioinseticidas, com a 

vantagem de se conhecer seus mecanismos de ação, espectro de ação 

ambiental e propriedades físico-químicas. 

 

OBJETIVOS 
 

2.1 Objetivo Geral 
 

Avaliar o efeito larvicida, toxicidade e alterações metabólicas e 

morfológicas em larvas de Aedes aegypti, expostas a solução aquosa do 

óleo essencial comercial de Eucalyptus staigeriana. 
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2.2 Objetivos Específicos 
 

1. Avaliar a toxicidade aguda da solução aquosa do óleo de E. 

staigeriana, utilizando-se bioindicadores de níveis tróficos 

diferentes, como microalgas e fungos; 

 

2. Caracterizar as alterações metabólicas em A. aegypti 
submetidas a solução aquosa de E. staigeriana, utilizando 

biomarcadores, em especial as atividades de enzimas, tais como 

fosfatase alcalina (FA), colinesterase (COL) e desidrogenase 

láctica (LDH); 

 

3. Caracterizar os efeitos biológicos do extrato aquoso sobre as 

larvas de A. aegypti, utilizando biomarcadores de defesa 

antioxidante, tais como: Glutationa reduzida (GSH) e Catalase 

(CAT); 

 

4. Identificar e caracterizar as possíveis alterações morfológicas 

das larvas expostas a solução aquosa, utilizando microscopia de 

luz. 
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REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

3.1 Biologia e Morfologia do Aedes aegypti  

 

O mosquito A. aegypti apresenta desenvolvimento por 

metamorfose completa, ou holometabolismo, e o seu ciclo é constituído 

por quatro fases, sendo elas: ovo, larva (1º a 4º instar), pupa e mosquito 

adulto (fêmea e macho). (FORATTINI, 2002). A larva e a pupa são 

aquáticas (Fig.1).  

       
Figura 1- Ciclo Biológico do mosquito Aedes aegypti 

 
Fonte: ACIOLE, 2009 

 

O mosquito se adapta facilmente ao ambiente urbano, tem hábitos 

domésticos, apresentando a hematofagia, cópula e oviposição no período 

diurno (primeiras horas da manhã e ao anoitecer). O macho, bem como a 

fêmea, pode se alimentar de néctar ou seiva vegetal, porém as fêmeas 

têm preferência pelo sangue humano, embora também possa se 

alimentar de sangue de cães, roedores e aves. A fêmea faz hematofagia 

após o acasalamento devido à necessidade da albumina e proteínas para 

maturação dos ovos. (ROZENDAAL, 1997). 
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3.1.1 Ovos 

 

Os ovos de A. aegypti medem cerca de 1mm de comprimento, são 

elípticos e alongados. No momento da postura são brancos, e após 

algumas horas adquirem coloração negra e tonalidade brilhante. 

(FUNASA, 2001). 

O ovo é a forma mais resistente do ciclo biológico dos culicídeos 

e também a fase mais importante do seu desenvolvimento, pois permite 

ao mosquito uma extensa sobrevida, isso devido à resistência que 

possuem diante das adversidades climáticas. (SILVA & SILVA, 1999). 

Em uma postura, a fêmea pode depositar de 50 a 500 ovos, 

preferindo fazer sua oviposição em horas do dia que apresentem uma 

baixa luminosidade e ainda em lugares que sua prole possa se 

desenvolver. Os ovos podem ainda ser colocados diretamente ou não na 

superfície da água, porém os que não são postos diretamente no meio 

líquido, quando as larvas eclodirem, facilmente conseguirão chegar ao 

meio líquido. (FORATTINI, 2002). 

Geralmente, a fêmea dos culicídeos faz uma postura após cada 

repasto sanguíneo. Todavia, a fêmea de A. aegypti, mais do que 

qualquer outra espécie, alimenta-se mais de uma vez entre duas 

oviposições sucessivas, especialmente quando impedida antes de ter 

completado totalmente o repasto sanguíneo. Sendo assim, essa 

característica aumenta a possibilidade do mosquito ingerir agentes 

patogênicos e fazer sua transmissão. (BARATA et al., 2001). 
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Figura 2 - Ovos de Aedes aegypti. 

 
Fonte: A autora, 2010. 

 

3.1.2 Larvas 

 

As larvas de mosquitos são sempre aquáticas e de vida livre e 

passam por quatro estádios evolutivos (quatro ínstares larvais) durante 

esse período (Fig.3). (FORATTINI, 2002).  

 
Figura 3 - Fases Evolutivas do Aedes aegypti: do ovo, aos quatro estádios da 

larva até a pupa. 

 
Fonte: http://deolhonoaedesaegypti.blogspot.com.br/p/ciclo-de-vida.html 

 

O corpo é dividido em cabeça, tórax e abdômen, podendo variar 

sua cor entre esbranquiçada, esverdeada, avermelhada ou até mesmo 
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enegrecida. Apresentam cerca de duzentos e vinte e dois pares de cerdas 

espalhadas simetricamente pelo corpo, as quais auxiliam na flutuação da 

larva no meio líquido e também desempenham função sensorial. 

(CONSOLI & OLIVEIRA, 1994). 

Os quatro estádios larvais não possuem a mesma duração de 

tempo e, em condições ambientais normais, todo esse período de 

desenvolvimento leva em torno de 8 a 10 dias. (FORATTINI, 2002). 

Segundo Forattini (1996), as larvas dispõem de um órgão 

chamado de sifão respiratório para efetuarem a respiração. Elas colocam 

a extremidade desse órgão em contato com o ar e o resto do corpo 

permanece imerso na superfície líquida.  

O aparelho bucal é do tipo mastigador-raspador (CONSOLI & 

OLIVEIRA, 1994), onde elas podem tanto morder quanto triturar 

substâncias que estejam submersas na água, como também raspar 

superfícies de objetos. Algumas espécies podem predar certos 

organismos que estejam presentes no mesmo hábitat, incluindo outras 

larvas. (FORATTINI, 2002). 

Conforme Consoli & Oliveira (1994), as escovas orais estão 

presentes na frente da cabeça, as quais se movimentam fazendo 

correntes hídricas, deste modo levando até a boca da larva as partículas 

que serão ingeridas por ela.  

É interessante destacar ainda que carências nutricionais geram um 

alongamento no tempo de desenvolvimento larval e também um 

aumento na mortalidade na fase de transição para o adulto. (BERGO et 
al, 1990). 

 

3.1.3 Pupas 
 

As pupas não se alimentam e vão passar por uma metamorfose 

para transformarem-se em mosquitos adultos. (CONSOLI & 

OLIVEIRA, 1994). Esses organismos são desprovidos de mandíbulas 

funcionais. (FORATTINI, 1996). 

Segundo Consoli & Oliveira (1994), as pupas têm aspecto de 

vírgula (Fig. 4). Inicialmente possuem a mesma cor da larva, porém vão 

escurecendo conforme se aproximam da emergência do adulto. Seu 

corpo é provido de cerdas e é dividido em cefalotórax e abdômen. Para 

realizar a respiração, a pupa é provida de um par de estruturas chamadas 

de trompas respiratórias, encontradas no cefalotórax. 

As pupas ficam normalmente paradas em contato com a 

superfície da água, porém, quando são incomodadas, se movimentam 

com muita rapidez. (CONSOLI & OLIVEIRA, 1994). 
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Forattini (2002) afirma que pupas que irão dar origem aos 

mosquitos do sexo feminino são geralmente maiores que as pupas que 

darão origem aos mosquitos do sexo masculino.  Ressalta ainda que, em 

condições de temperatura e umidade normais, a fase de pupa dura cerca 

de dois dias ou pouco mais.  

Neste período de pupa são utilizados os nutrientes que foram 

armazenados durante a fase larval; passam então por uma metamorfose e 

se transformam em mosquitos adultos, passando a viver em ambiente 

terrestre. (CARDOSO, 2009). 

            
Figura 4 - Pupa de Aedes aegypti. 

 
Fonte:http://medent.usyd.edu.au/arbovirus/mosquit/photos/mosquitophotos.htm

#aegypti, 2009. 

 

3.1.4 Mosquito Adulto 

 

O corpo dos mosquitos adultos é dividido em cabeça, tórax e 

abdômen. Na cabeça encontram-se os olhos, antenas e palpos e órgãos 

do sentido. No tórax estão localizados os apêndices, especializados para 
a locomoção, as patas e as asas. No abdômen estão localizados os órgãos 

internos. Seu exoesqueleto é formado principalmente por quitina. 

(CONSOLI & OLIVEIRA, 1994). 
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Segundo Forattini (2002), os mosquitos adultos representam a 

fase de reprodução e dispersão do inseto. Após a fecundação, as fêmeas 

apresentam a necessidade de realizarem o processo de hematofagia, 

chamado também de repasto sanguíneo; somente assim se inicia a 

maturação de seus ovos.  

O metabolismo energético da grande maioria dos mosquitos, 

machos e fêmeas, depende da ingestão de carboidratos, frequentemente 

provenientes de seivas, flores e frutos. O glicogênio e triglicérides 

acumulados são determinantes para o potencial de atividade e 

longevidade. (CONSOLI & OLIVEIRA, 1994). 

O mosquito A. aegypti adulto (Fig. 5A) é facilmente reconhecido 

por sua cor, geralmente marrom, apresentando uma nítida faixa curva 

branco-prateada em cada lado do tórax e outras duas faixas mais fina, 

reta, longitudinal e central, as quais formam a figura de uma lira (Fig. 

5B). (LOZOVEI, 2001).  

 
Figura 5 - Aspectos da morfologia externa do adulto fêmea de 

Aedes (Stegomyia) aegypti (Linnaeus, 1762). 

 
Fonte: http://www.eol.org/pages/740699. Acesso em: 01/07/15 

 

Conforme Natal (2002) o corpo do mosquito apresenta manchas e 

listras brancas com fundo escuro, servindo como um tipo de 

camuflagem para o momento em que a fêmea vai picar sua vítima. 

Segundo Beserra et.al. (2006) quando o A. aegypti encontra-se 

em condições ambientais não favoráveis, a fêmea diminui sua 

fecundidade para assim aumentar sua longevidade, então conseguindo 
superar as condições desfavoráveis. 

Esses mosquitos possuem uma agilidade muito grande, de tal 

modo que, se durante o repasto sanguíneo o hospedeiro se movimentar 

mesmo que seja delicadamente, a fêmea logo sai voando e procura outro 
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hospedeiro para continuar seu repasto ou retorna logo em seguida para o 

primeiro hospedeiro. (CONSOLI & OLIVEIRA, 1994).  

Logo depois do término do repasto sanguíneo e a digestão, os 

óvulos já se encontrando maduros, as fêmeas são estimuladas à 

oviposição. A fecundação se dá com a passagem dos óvulos pelo 

oviduto e ocorre a postura desses ovos férteis, no ambiente. (NATAL, 

2002). 

Consoli & Oliveira (1998) afirmam que os criadouros preferidos 

do A. aegypti são recipientes artificiais, tanto faz os que são encontrados 

abandonados no ambiente e preenchidos com água como os que são 

utilizados pelo homem para uso doméstico, como as caixas d’água. 

Natal (2002) ainda confirma que os ovos são depositados pela fêmea nas 

“paredes” desses recipientes, um pouco acima da água. 

 

3.2  Histórico da Ocorrência do Aedes aegypti no Brasil 

 

A partir do século XX, o combate ao A. aegypti foi 

institucionalizado no Brasil devido a diversas epidemias de febre 

amarela urbana que ocorriam no país. A primeira campanha pública foi 

iniciada por Oswaldo Cruz, no Rio de Janeiro (1902-1907), o qual 

instituiu as brigadas sanitárias, detectando casos de febre amarela e 

eliminando os focos do mosquito. (LÖWY, 1990; DONALÌSIO, 2002).  

Entre 1928 e 1929, ocorreu outra epidemia, iniciada na cidade do 

Rio de Janeiro, disseminando-se para outros municípios do Estado. 

(DONALÍSIO, 2002). 

Nas décadas de 1930 e 1940, com o incentivo da Fundação 

Rockefeller, foram executadas campanhas de erradicação do A. aegypti 
nas Américas. No Brasil, entre os anos de 1923 e 1924, essa Fundação 

atuou contra a febre amarela nas cidades litorâneas do Nordeste. Um 

acordo com o Departamento Nacional de Saúde Pública (DNSP) 

conferiu a esta organização norte-americana a responsabilidade 

exclusiva de eliminação do mosquito. (LÖWY, 1999).  

Em 1947, a Organização Pan-Americana da Saúde (OPAS) e a 

Organização Mundial da Saúde (OMS) decidiram coordenar a 

erradicação do A. aegypti no continente por intermédio do Programa de 

erradicação do A. aegypti no Hemisfério Oeste. (SOPER, 1965; 

DONALÌSIO, 2002).  

Entre o final da década de 1940 e a década de 1950, eficientes 

programas de erradicação do vetor foram implantados em todos os 

países latino-americanos, sendo o mesmo eliminado em quase toda a 

América, com exceção dos Estados Unidos, Suriname, Venezuela, 
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Cuba, Jamaica, Haiti, República Dominicana e uma pequena parte da 

Colômbia. (SOPER, 1965).  

O último foco do mosquito no Brasil foi eliminado no dia 2 de 

abril de 1955, na zona rural do Município de Santa Terezinha, Bahia. 

(FRANCO, 1969). Em 1958, na XV Conferência Sanitária Pan-

Americana, em Porto Rico, foi oficialmente declarado que o País 

conseguira erradicar o vetor. (FUNDAÇÃO NACIONAL DE SAÚDE, 

2002).  

Em 1967, confirmou-se a reintrodução do A. aegypti no País, no 

Estado do Pará, e em 1969, no Estado do Maranhão. Mas, em 1973, um 

último foco foi eliminado e o vetor foi novamente considerado 

erradicado no território brasileiro. (NOBRE, et al, 1994).  

Entretanto, em função de falhas na vigilância epidemiológica e de 

mudanças sociais e ambientais decorrentes da urbanização acelerada, em 

1976 o A. aegypti retorna ao Brasil (SECRETARIA DE VIGILÂNCIA 

EM SAÚDE, 2003), sendo confirmadas reinfestações nos Estados do 

Rio Grande do Norte e do Rio de Janeiro e, desde então, o Ministério da 

Saúde tem implementado programas de controle.  

Na época, como não havia o registro de casos de dengue, todas as 

ações eram direcionadas para a erradicação do vetor. Em abril de 1990, 

a Fundação Nacional de Saúde (FUNASA) foi criada para coordenar as 

ações de controle de dengue. (BRAGA & VALLE, 2007). 

Em julho de 2001, a FUNASA abandonou oficialmente a meta de 

erradicar o vetor do País e iniciou trabalhos com o objetivo de controlar 

o mosquito em municípios com maior transmissão da doença. 

(FUNDAÇÃO NACIONAL DA SAÚDE, 2001; SILVA et. al., 2002). 

 Ao longo dos anos as políticas públicas no Brasil sobre dengue 

foram evoluindo, anteriormente discutia-se a erradicação do mosquito, 

entretanto percebeu-se que era impossível, mas somente controlar, 

devido a sua rápida proliferação. Então, como forma de controlar a 

doença o Ministério da Saúde elaborou planos e campanhas para 

combate a esse vetor. Assim, dessas políticas públicas resultaram as 

Diretrizes Nacionais para Prevenção e Controle de Epidemias de 

Dengue, formuladas em 2009 pelo Ministério da Saúde em parceria com 

os Conselhos Nacionais de Secretários Estaduais (CONASS) e 

Municipais (CONASEMS) de Saúde. Tais diretrizes fornecem 

elementos para que os planos de prevenção tenham a mesma ideia em 

todo país. O documento traz as responsabilidades de cada esfera do 

Sistema Único de Saúde (SUS), e ainda, contempla elementos para 

auxiliar estados e municípios na organização de suas atividades de 
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prevenção e controle, em períodos de baixa transmissão ou em situações 

epidêmicas. (BRASIL, 2012). 

 

3.3 Controle do Aedes aegypti 

 

As medidas de controle do A. aegypti visam à eliminação das 

larvas ou dos mosquitos adultos. Com relação às larvas, pode-se incluir 

a eliminação ou modificação dos seus habitats, como, por exemplo, a 

drenagem ou aplicação de inseticidas e/ou larvicidas nos locais. Já com 

relação aos mosquitos adultos, o controle pode ser feito de modo 

preventivo com a utilização de roupas protetoras, telas, repelentes ou 

ainda a aplicação de inseticidas. (BORROR & DELONG, 1988; 

SECRETARIA DE ESTADO DA SAÚDE, 2002; TEIXEIRA et al., 

2002).  

Para controlar o A. aegypti são realizadas intervenções como: 

ambiental, mecânica, biológicas, químicas e genéticas. 

(BALDACCHINO et al., 2015). 

 Desde a década de 1970, o organofosforado temephos é o 

larvicida usado no Brasil para controle do A. aegypti. Em pouco tempo, 

casos de resistência a este inseticida em diversas regiões do Brasil 

começaram a surgir, levando à implantação de programas de 

monitoramento da suscetibilidade do mosquito aos inseticidas químicos. 

(ANDRADE & MODOLO 1991; CAMPOS & ANDRADE, 2001; 

POLANCZYK et al. 2003; BRAGA et al. 2004; CARVALHO et al. 
2004; LUNA et al., 2004).  

Quanto mais o inseticida for utilizado, mais rápido e maior é a 

seleção de insetos resistentes na população.  A capacidade que os insetos 

possuem em tolerar concentrações inicialmente letais promove uma 

redução gradual na eficácia dos inseticidas, até sua ineficiência. 

 (CRUZ, 2002; CARVALHO et al., 2004). 

Devido à resistência dos mosquitos ao produto químico, um 

número maior de aplicações é utilizado, causando grandes impactos ao 

meio ambiente e ao homem. (D’AMATO et al., 2002).  

No mundo todo, a utilização de plantas com fins medicinais e 

contra a ameaça representada por determinados organismos são hábitos 

comuns na cultura popular. Porém, seu uso no combate aos mosquitos é 

de certa maneira uma novidade em vigilância entomológica. (SIMAS et 
al., 2004).  

Diversas substâncias extraídas da casca, do caule, das folhas e 

dos frutos de diversos vegetais têm demonstrado propriedades larvicidas 

e de repelência no controle de diversos culicídeos, em especial para o A. 
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aegypti. (SILVA et al., 2002; ARRUDA et al., 2003  SILVA et al., 

2004; SIMAS et al., 2004, KAUSHIK & SAINI, 2008; BAGAVAN & 

RAHUMAN, 2011; SIVAKUMAR R. et al., 2011; EL-SHEIKH, T. M. 

Y. et al., 2012).    

Esses produtos agem de diversas formas sobre os insetos, 

provocando também inibição da oviposição e da alimentação, distúrbios 

no desenvolvimento, deformações e infertilidade. (ROEL, 2001). 

Reguladores de crescimento de insetos, os Insect Growth Regulater 
(IGR), causam modificações fisiológicas e morfológicas durante o 

desenvolvimento e o crescimento do inseto. O IGR mais utilizado é o 

diflubenzuron, inseticida fisiológico, e seu ingrediente ativo atua 

interferindo na deposição de quitina, um dos principais componentes da 

cutícula dos insetos. (MARTINS & SILVA, 2004).  

Uma alternativa para a substituição dos produtos químicos foi a 

utilização da bactéria Bacillus thuringiensis  var. israelensis (B.t.i.), que 

a partir de 1976 começou a ser utilizada no controle de insetos-pragas na 

agricultura, e atualmente é utilizado no controle de vetores de doenças, 

como é o caso do A. aegypti. (POLANCZYK et al., 2003). A ação do 

B.t.i se processa pela ingestão de esporos e cristais proteicos pelas larvas 

de mosquito. Uma vez ingeridos, os cristais são solubilizados no lúmen 

intestinal, em pH alcalino, liberando as protoxinas, que são clivadas por 

enzimas proteolíticas em fragmentos menores, tornando-se toxinas 

ativas (CHARLES, 1983). Estas toxinas ativas passam pela membrana 

peritrófica, interagem com a porção apical do epitélio do intestino médio 

da larva, dando início à formação de poros ou canais (LAHKIM-

TSROR et al., 1983), provocando distúrbios na regulação do potencial 

elétrico trans-membrana, causando lise colóide-osmótica das células do 

epitélio intestinal. (CHARLES, 1981). As toxinas interagem 

especificamente com receptores da membrana apical do intestino médio, 

causando danos ao epitélio, levando à morte da larva. (CHARLES, 

1981; GILL et al., 1992). Nas duas últimas décadas, ocorreu um 

aumento progressivo no número de produtos à base de B.t.i..(BECKER, 

2000).  

Outra forma de controlar o mosquito é alterar o processo de 

reprodução do mesmo, liberando machos estéreis. (KNIPLING, 1985). 

Os mosquitos estéreis são liberados no ambiente, de tal maneira que o 

resultado de acasalamentos resulte na inviabilização de ovos, podendo 

assim levar a extinção do mesmo. (BARTLETT, 1990). Os mosquitos se 

tornam estéreis devido ao uso de agentes que causam mutações, tais 

como a radiação gama. Criada pelo entomólogo americano Edward 

Knipling, a técnica de esterilização com energia nuclear já é utilizada 
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em vários países como Peru, Chile, Portugal, Argentina, Austrália, 

África do Sul, Tailândia, Japão e recentemente no Brasil. Surge como 

uma medida alternativa a técnica usual de aplicação de inseticida, que, 

além de promover resistência do inseto ao produto químico utilizado, 

não é seletiva. (YANG & THOMÉ, 2009). 

Apesar dos avanços na área de controle dos mosquitos, ainda há 

muitos impedimentos quanto ao uso em âmbito comercial, pois a 

escassez de experimentos científicos na determinação da toxicidade ao 

homem e a outros organismos vivos é a real causa da impossibilidade de 

sua comercialização.  As pesquisas são desenvolvidas simplesmente 

objetivando apenas a verificação da atividade larvicida.    

 

3.4 Gênero Eucalyptus 

 

O gênero Eucalyptus, da Família Myrtaceae, compreende mais de 

600 espécies, originárias da Austrália, e desenvolve-se com grande vigor 

em todas as condições ecológicas, podendo ser encontrado em 

plantações do Rio Grande do Sul até o Amazonas. (PEREIRA, 1987). 

Uma das plantas mais valiosas para o homem, tanto pelas suas 

propriedades medicinais como pelo seu valor econômico. 

(ALZUGARAY & ALZUGARAY, 1988). 

O eucalipto no Brasil além de ser explorado pelas indústrias 

moveleiras, madeireiras e serrarias, hoje também tem a exploração de 

suas folhas, cascas e de frutos para a produção de óleos essenciais. 

(SALGADO, 2001; BRUM, 2010). Embora todos os tecidos de uma 

planta consigam acumular óleos voláteis, a composição dos mesmos 

pode variar de tecido para tecido, por exemplo, óleo extraído da casca de 

uma planta pode ser rico em determinada substância, sendo que suas 

folhas podem conter óleo com composição diferente. (BUSATTA, 

2006). 

Assim, os óleos essenciais de eucalipto são misturas complexas 

formadas por uma grande variedade de substâncias em diferentes 

concentrações, as quais são em geral de componentes orgânicos bastante 

voláteis. Tais substâncias apresentam grupamentos químicos típicos de 

hidrocarbonetos, alcoóis, aldeídos, cetonas, ácidos e ésteres. A grande 

maioria, no entanto, é constituída de terpenos complexos, constituídos 

de unidades do isopreno organizadas em cadeias as mais diferentes. 

Os compostos terpênicos mais frequentes são os monoterpenos 

(90% dos óleos) e os sesquiterpenos. (SALGADO et. al., 2003). Os 

monoterpenos são metabólitos secundários que podem causar 

interferência tóxica nas funções bioquímicas e fisiológicas em 
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organismos de invertebrados, apresentando a vantagem de, na maioria 

das vezes, serem pouco tóxicos para os mamíferos (RICE & COATS, 

1994). 

 

3.5 Bioindicadores, Biomarcadores e Estresse Oxidativo 

 

No sentido ecotoxicológico, um bioindicador pode ser definido 

como sendo o organismo utilizado para a verificação e avaliação dos 

efeitos de substâncias tóxicas no meio ambiente. O efeito que 

determinada substância, ou conjunto de substâncias, provoca é 

observado no final de uma cadeia de eventos, que se inicia na emissão 

da mesma, seguido pela sua dispersão no ambiente, sua concentração e 

os efeitos desta substância sobre os seres humanos, animais e plantas. 

(KLUMPP, 2001). 

Um bioindicador pode fornecer informações sobre a qualidade do 

ambiente e como este se altera ao longo do tempo (MARKET et al., 
2003; HOLT &  MILLER, 2011), baseado em parâmetros biológicos. 

Portanto, um bioindicador atua como um biossensor. Em geral, os 

organismos bioindicadores são utilizados em metodologias cujo objetivo 

consiste em testar a sua sobrevida e, para esta finalidade, tem-se 

indicado teste de toxicidade aguda em microcrustáceos, bactérias, 

microalgas, algas, fungos e animais (SVENSSON et al., 2005). A 

mortalidade de organismos tem sido utilizada para um rápido e 

relativamente simples monitoramento da resposta biológica. O ensaio de 

mortalidade permite a avaliação da toxicidade geral e, assim sendo, é 

considerado essencial como bioensaio preliminar no estudo de 

compostos com potencial atividade biológica. (CAVALCANTE et al., 
1999). 

Outro conceito importante é o de biomarcador. Um biomarcador 

de toxicidade é definido como qualquer resposta biológica no nível de 

indivíduo ou a grau inferior, traduzindo a exposição a um agente tóxico, 

sendo que nessa definição estão incluídas as alterações bioquímicas, 

fisiológicas, citogenéticas, histológicas e também comportamentais. 

(WHO, 1993). 

Os biomarcadores permitem a identificação das interações que 

ocorrem entre os contaminantes e os organismos vivos, possibilitando a 

mensuração de efeitos subletais. (ARIAS et al., 2007). 

No entanto, tem-se sugerido uma grande variedade de técnicas 

que utilizam organismos biomarcadores, tais como células isoladas, 

organelas, sistemas enzimáticos entre outras, as quais são capazes de 
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avaliar o grau de toxicidade de diversas fontes de contaminação 

ambiental. (SVENSSON et al., 2005). 

Os biomarcadores geralmente são divididos em três categorias: 

biomarcadores de exposição, biomarcadores de efeito e biomarcadores 

de susceptibilidade. Os biomarcadores de exposição são aqueles que 

indicam a exposição do indivíduo ao poluente, sendo capazes de estimar 

a dose interna ou a bioviabilidade de um xenobiótico particular ou seu 

metabólito em um organismo. Os biomarcadores de efeito são todos 

aqueles que demonstram algum tipo de efeito adverso no organismo 

exposto, o qual pode ser decorrente de uma falha no mecanismo de 

defesa, ocasionando injúrias histológicas, bioquímicas e fisiológicas. 

(OKEY, 1990; DALHOFF et al., 2005). Os biomarcadores de 

susceptibilidade ajudam a elucidar a variação na resposta da exposição a 

substâncias tóxicas observadas nos diferentes indivíduos e estão 

relacionados à sensibilidade dos organismos. (WHO, 1993). 

Assim, o desenvolvimento e uso de biomarcadores de exposição e 

de efeito, enquanto indicadores de alterações bioquímicas, fisiológicas e 

morfológicas, vêm ganhando espaço como mecanismo de avaliação de 

impacto em diversos países. (STREB et al., 2002). 

Dentre os biomarcadores encontram-se os de estresse oxidativo, 

induzidos por radicais livres pelas espécies reativas de oxigênio (EROs) 

e pelas espécies reativas de nitrogênio (ERNs). (HALLIWELL & 

GUTTERIDGE, 2007). 

O estresse oxidativo representa uma situação de desequilíbrio 

bioquímico/fisiológico, onde ocorre o aumento celular dos agentes 

oxidantes, como os radicais livres, e o decréscimo dos agentes 

antioxidantes, ditos de defesa. (BOVERIS et al., 2008). O estresse 

oxidativo é um mecanismo conhecido por promover lesão celular, 

resultante da produção excessiva de EROs, e é responsável por inúmeras 

disfunções celulares e fisiológicas. (CATALA, 2006).     

Antioxidantes podem ser vastamente definidos como qualquer 

substância que, presente em baixas concentrações quando comparada ao 

substrato oxidável, atrasa ou inibe a oxidação deste substrato de maneira 

eficaz. (SIES, 1986; SIES & STAHL,1995). Os antioxidantes são 

agentes responsáveis pela inibição e redução das lesões causadas pelos 

radicais livres nas células. Os antioxidantes podem ser classificados 

como enzimáticos e não enzimáticos, os quais são produzidos pelo 

próprio organismo ou provindos de fontes exógenas (dietéticas), como 

as vitaminas E e C, os carotenoides, alguns minerais como zinco, selênio 

e cobre e os compostos fenólicos, incluindo os flavonoides. O sistema 

de defesa antioxidante compreende: I) agentes que removem 
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cataliticamente as EROs e outras espécies de oxigênio, como a 

superóxido dismutase, catalase e peroxidases; II) proteínas que 

minimizam o efeito pró-oxidativo dos íons ferro e cobre e o grupamento 

heme (metalotioneína, transferrinas etc.); III) proteínas que protegem as 

biomoléculas contra o dano (inclusive o dano oxidativo) por outros 

mecanismos, como proteínas estressoras; IV) agentes de baixo peso 

molecular que removem as EROs e os ERNs, por exemplo, glutationa, α 

- tocoferol, bilirubina etc. (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2007).  

As defesas antioxidantes constituem sistemas bioquímicos que 

tendem a proteger as células contra os efeitos deletérios de EROs. As 

EROs incluem radicais livres derivados do oxigênio molecular (O2), 

como o radical ânion superóxido (O2 
• -

), o oxigênio singlete (
1
O2) e o 

radical hidroxil (
•
OH), bem como os derivados não radicalares, como o 

peróxido de hidrogênio (H2O2). Uma vez formadas, as EROs podem 

reagir com diferentes alvos celulares, levando à formação de lesões 

oxidativas em proteínas, DNA e lipídios (ALMEIDA et al., 2007; 

HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2007).  

A célula possui um complexo sistema de detoxificação de EROs, 

formada tanto por moléculas não enzimáticas, como a glutationa 

reduzida (GSH), como por enzimas com funções definidas neste 

processo. Especificamente, a enzima superóxido dismutase (SOD) 

remove o radical ânion superóxido, enquanto as enzimas catalase (CAT) 

e glutationa peroxidase (GPx) atuam na detoxificação do peróxido de 

hidrogênio. (LEVY, 2002). 

A GSH é um tiol de baixo peso molecular que se encontra dentro 

das células, sendo um tripeptídeo importante na proteção das células 

contra o dano oxidativo e na defesa contra substâncias tóxicas. (UHLIG 

& WENDEL, 1992). A GSH é o mais abundante antioxidante tiol 

intracelular, apresenta-se em concentração aproximadamente milimolar 

em todas as células aeróbicas viventes e sua principal função é servir 

como um tampão sulfidril. A GSH também é utilizada na detoxificação 

de xenobióticos, via reações de conjugação catalisada pela enzima GST 

(glutationa transferase) (ARMSTRONG, 1997; VAN BLADEREN, 

2000). É um dos mais importantes antioxidantes não enzimáticos, sendo 

considerado como uma primeira linha de defesa devido à sua habilidade 

de ser pronta e continuamente recuperada pelo ciclo da GSH.  

Entretanto, a dismutação do ânion superóxido gera o peróxido de 

hidrogênio (H2O2) e esta espécie reativa é decomposta em água e 

oxigênio pela CAT. A atividade da CAT se dá nos tecidos animais e 

vegetais, localizada principalmente em organelas subcelulares, 
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circundadas por uma membrana simples, conhecida como peroxissomas. 

(FABER et al., 1990; HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1999). 

 

3.6 Enzimas como Biomarcadores 

 

As enzimas, em sua maioria, são catalisadores de natureza 

proteica, produzidas pelos organismos vivos. (CAMPBELL, 2000; 

NELSON & COX, 2004). Nos sistemas biológicos, as enzimas 

constituem a base das complexas e variadas reações que caracterizam os 

fenômenos vitais. Elas estão presentes em todas as células vivas e 

desempenham a função vital de controlar os processos metabólicos pelo 

qual os nutrientes são convertidos em energia. (CAMPBELL, 2000). 

A fosfatase alcalina (FA) é uma hidrolase, que tem como função 

principal remover os grupos fosfato de um grande número de moléculas, 

incluindo os nucleotídeos, as proteínas e os alcaloides. Este processo é 

conhecido como desfosforilação (SCHÖNAU et. al., 1994). A fosfatase 

alcalina é extremamente abundante em alguns tecidos ou órgãos, sendo 

sua atividade relacionada com muitos processos fisiológicos, tais como 

digestivo, absorção, reabsorção e secreção (ROCHE, 1950; FERNLEY, 

1971).  

A FA constitui um sistema de múltiplas formas, isoenzimas e 

isoformas, cuja heterogeneidade se deve, respectivamente, a fatores 

genéticos e a modificações ocorridas após a síntese proteica. As 

diferentes isoenzimas são codificadas por diferentes genes e 

modificações pós-tradução em cada uma delas originam as várias 

isoformas. (XIE & ALPERS, 2000). 

Estudos relatam que é possível que a FA tenha um papel 

importante na meiose, sendo também associada ao desenvolvimento 

embrionário, ao processo mitótico e à apoptose. (HUI, 1993; 

DEHGHANI et al., 2009). 

Estudos demonstram que nos dípteros e lepidópteros a FA é 

normalmente um marcador de membrana nas microvilosidades do 

intestino médio, embora possa também ocorrer em membranas 

intestinais basolaterais e até mesmo como uma enzima secretora. 

(TERRA & FERREIRA, 1994). Ou seja, a FA desempenha um papel 

importante no processo digestivo destes organismos e o estudo da sua 

atividade, neste caso, pode fornecer informações importantes sobre o 

funcionamento normal e patológico do processo digestivo. (HOUK & 

HARDY, 1984; KOODALUIGAM et al., 2011). 

A lactato desidrogenase (LDH) é uma enzima tetramérica 

presente em uma ampla variedade de organismos, que apresenta cinco 
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isoenzimas que catalisam a conversão do lactato a piruvato em todos os 

tecidos, especialmente no citoplasma das células. Essas isoenzimas 

podem ser encontradas em concentrações relativas que variam de tecido 

para tecido. A atividade catalítica da LDH somente é possível na 

presença da coenzima NADH, que atua no balanço redox durante a 

redução do piruvato a lactato (ou vice-versa). Enzima que pode ser 

utilizada, como biomarcador de lesão celular.  (TURK & CASTEEL, 

1997; HOCHACHKA & SOMERO, 2002). 

 As colinesterases (ChE) são enzimas responsáveis pela hidrólise 

da acetilcolina (ACh), neurotransmissor responsável pela transmissão 

dos impulsos nervosos. Existem duas enzimas que possuem a 

capacidade de hidrolisar a acetilcolina: a acetilcolinesterase (AChE) ou 

colinesterase verdadeira e a pseudocolinesterase, também denominada 

butirilcolinesterase (BChE) ou colinesterase inespecífica. (SEIZI et. al., 
2003; MOTTA, 2003). 

Substâncias anticolinesterásicas inibem as enzimas colinesterases, 

impedindo, por conseguinte, a hidrólise da acetilcolina, o que leva a um 

acúmulo desta na fenda sináptica. Este acúmulo é danoso, pois causa 

uma hiperestimulação colinérgica. (SANTOS & MOSTARDEIRO, 

2008).  

A acetilcolina, neurotransmissor que, quando presente na fenda 

sináptica, promove a propagação do impulso nervoso, uma vez que 

provoca a abertura de canais de sódio na célula pós-sináptica. Em 

situação normal, após a cessação do estímulo, a acetilcolina é removida 

por recaptação ou por degradação enzimática, sendo a 

acetilcolinesterase a enzima responsável por isso. Organofosforados e 

carbamatos, usados como inseticidas, atuam inibindo a AChE e, em 

consequência, a acetilcolina permanece na fenda sináptica e o impulso 

não cessa, levando o inseto à morte. Nestes casos, a resistência está 

relacionada com afinidade reduzida da AChE pelo inseticida, o que 

permite a interrupção normal, ou quase, do estímulo nervoso. 

(HEMINGWAY & RANSON, 2000). 

 

3.7 Sistema Digestório dos Insetos 

 

Os processos de distribuição de alimentos, utilização e de 

armazenamento são muito semelhantes em insetos e vertebrados, assim 

como na maioria dos outros seres vivos. No entanto, alguns processos 

metabólicos distintos são encontrados apenas em insetos. (KLOWDEN, 

2007). 
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Os insetos possuem o tubo digestório dividido em três partes: 

intestino anterior, médio e posterior (Fig 6).  A região anterior 

(estomodeu) está relacionada com a ingestão, o armazenamento, a 

trituração e o transporte do alimento para a próxima região, a mediana. 

O intestino médio (mesênteron) contém, pelo menos, quatro tipos de 

células em uma única camada epitelial, que inclui células colunares, 

regenerativas, caliciformes e endócrinas. São produzidas e secretadas 

enzimas digestivas e ocorre a absorção dos produtos da digestão. Já na 

região posterior (proctodeu) ocorre a absorção de água, de sais e de 

outras moléculas importantes, antes da eliminação das fezes pelo ânus. 

(CHOWN &NICOLSON, 2004; GULLAN & CRANSTON, 2005; 

KLOWDEN, 2007). 

No intestino médio da maioria dos insetos o bolo alimentar é 

envolvido por uma camada acelular semipermeável composta por 

quitina e proteínas, denominada membrana peritrófica (MP). A MP 

delimita o espaço endoperitrófico (onde se encontra o bolo alimentar) e 

o espaço ectoperitrófico (espaço luminal entre a MP e o epitélio) (Fig. 

6). (TERRA & FERREIRA, 2009). 

As regiões anterior e posterior do intestino são revestidas por 

quitina e não secretam enzimas nem absorvem os produtos resultantes 

da ação delas sobre o alimento. Na região mediana, as enzimas das 

células do intestino podem ser intracelulares, associadas ao glicocálix, 

ou serem proteínas integrantes da membrana microvilar. O pH do 

conteúdo do intestino médio é uma das importantes propriedades que 

afetam as enzimas digestivas, geralmente fica entre 6 e 7,5, mas existem 

exceções onde o conteúdo é muito alcalino, com pH 9-12. Entretanto, ao 

longo do intestino médio, o pH pode ter valores variados. (TERRA & 

FERREIRA, 1994). 
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Figura 6 - Representação esquemática dos compartimentos do intestino do 

inseto. Glicocálix, que consiste das cadeias de carboidratos das proteínas 

intrínsecas e dos glicolipídios das membranas microvilares. 

 
Fonte: TERRA & FERREIRA, 2012. 

 

Os insetos podem ser ingestores contínuos (síntese e secreção de 

enzimas constitutivas, ou seja, ocorrem continuamente) e ingestores 

descontínuos (síntese e secreção de enzimas reguladas). (LEHANE et 
al., 1996). 

Billingsley (1990) confirma que a presença de alimento no 

intestino estimula a síntese e a secreção de enzimas digestivas em 

mosquitos. 

A síntese de proteínas ocorre no retículo endoplasmático rugoso 

das células, processada no complexo de Golgi e empacotadas em 
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vesículas secretoras (Fig.7). Vários são os mecanismos celulares de 

liberação das vesículas secretoras no lúmen intestinal, entre eles: 

a. Secreção exocítica – as vesículas produzidas se 

fundem com a membrana plasmática apical, esvaziando os seus 

conteúdos e não ocorre a perda de citoplasma (Fig. 7A). (GRAF et al., 

1986); 

b. Secreção apócrina – juntamente com as vesículas 

secretoras liberadas ocorre a perda de, pelo menos, 10% do citoplasma 

apical (Fig 7B). (CRISTOFOLETTI et al., 2001); 

c. Secreção microapócrina – liberação de vesículas de duas 

membranas por brotamento (Fig. 7C). Em alguns insetos, esta secreção 

ocorre por vesículas destacantes, que pode conter uma ou várias 

vesículas secretoras (Fig. 7D). (JORDÃO et al., 1996). 

 
Figura 7 - Modelos de processos secretores das enzimas digestivas de insetos. 

BSV (vesículas secretoras), CE (extrusão celular), GC (complexo de Golgi), M 

(microvilosidades), N (núcleo), PSV (vesícula secretora destacante) RER 

(retículo endoplasmático rugoso), SV (vesícula secretora). 

 
Fonte:TERRA & FERREIRA, 2012. 
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Diversos estudos demonstram o funcionamento normal e 

patológico do sistema digestivo dos insetos, utilizando técnicas 

bioquímicas e histológicas. (ALVES et al., 2010).
   

     
                  

 



45 

 

 

MATERIAIS E MÉTODOS  

 

4.1 Solução aquosa de Eucalyptus staigeriana 

 

O óleo essencial de E. staigeriana foi adquirido através da 

FERQUIMA Ind. e Com. de Óleos Essenciais, São Paulo/SP, a qual é 

Agente e Distribuidora da Empresa Francesa Sovimpex. 

No laboratório de Avaliação Ecotoxicológica da Universidade 

Federal de Santa Catarina (UFSC), para o bioensaio, o óleo essencial foi 

diluído em 100 mL de água destilada, nas concentrações de 100µg, 

74µg, 49µg e 30µg, formando assim, as soluções aquosas. 

 

4.2 Otimização para obtenção da solução aquosa a partir do óleo 

essencial de Eucalyptus staigeriana 

 

Visando a não utilização de solventes para a solubilização do óleo 

essencial do E. staigeriana, buscamos desenvolver métodos mais 

eficazes para os bioensaios de toxicidade. Neste sentido realizamos: 

1 - Homogeneização da solução aquosa com sonicador e agitador 

magnético para posterior varredura por espectrofotometria UV-Visível. 

2 - Obtenção do espectro UV-Visível (Pró-Análise V-1200) do 

extrato aquoso no intervalo de comprimento de onda de 180 nm a 500 

nm, com o intuito de analisar o perfil de absorbância da solução aquosa 

do óleo essencial de E. staigeriana, na Central de Análises do 

Departamento de Química -UFSC. 

 

4.3 Material Biológico 

 

Os ovos de A. aegypti da linhagem Rockfeller (cedido pelo 

Ministério da Saúde) foram fornecidos pelo Departamento de 

Microbiologia, Imunologia e Parasitologia da Universidade Federal do 

Rio Grande do Sul (UFRGS). 

O fungo utilizado no teste de toxicidade foi o Fusarium 

oxysporum, obtido do Centro de Investigaciones en Biotecnología 

(CIBIOT), da Universidad Pontificia Bolivariana (UPB). 

A microalga verde de água doce, Scenedesmus subspicatus, foi 

obtida da coleção do Laboratório de Avaliação Ecotoxicológica da 

Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC). 

 

4.4 Bioensaios 
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4.4.1 Atividade larvicida 

 

As larvas foram obtidas a partir de ovos que foram submersos em 

água destilada, a temperatura de 26ºC ± 2 por 24 horas, em copos 

plásticos com capacidade para 250 mL, e adicionado alimento (ração 

para gatos, Purina® Cat Chow®).  Após observação da eclosão larval, 

depois de 24 horas, estas foram transferidas para bandejas plásticas, 

contendo também água destilada e alimento (Fig.8).  

Estas larvas foram mantidas sob condições de temperatura (26ºC 

± 2), umidade (70% ± 10) e fotoperíodo (dia:noite) controlados em 

câmara climatizada no Laboratório de Avaliação Ecotoxicológica, até 

atingirem o estádio de 3º ínstar final ou 4º ínstar inicial. No período de 

crescimento, as larvas não sofreram nenhum tipo de tratamento químico, 

somente alimentadas com a ração acima citada de dois em dois dias, 

bem como a troca de água da bandeja. 

 
Figura 8 - Etapas do crescimento das larvas: a) Ovos de A. aegypti, já 

embrionados; b) Local para eclosão das larvas; c) Larvas após a eclosão em 

bandejas. 

 
Fonte: A e B – A autora, 2011; C – Lígia Barizon de Souza, 2011. 
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Os bioensaios da atividade larvicida seguiram o protocolo da 

Organização Mundial de Saúde (WHO, 1981), com algumas 

modificações como, utilização de frascos de vidro nos bioensaios e a 

modificação da quantidade de larvas por volume de solução. 

Todos os bioensaios para atividade larvicida foram realizados 

com larvas da colônia Rockefeller mantidas em Câmara climatizada sob 

as mesmas condições de temperatura, umidade e fotoperíodo citadas 

anteriormente, seguindo-se os mesmos padrões, mas com concentrações 

da solução aquosa distintas. 

Atingindo o estádio larval de 3º ínstar final ou 4º ínstar inicial, 

larvas foram contadas e transferidas com auxílio de uma pipeta Pasteur 

para copos plásticos descartáveis, capacidade 50 mL, para 

posteriormente serem colocadas nos frascos de vidro com a solução 

aquosa. 

Num primeiro momento, um teste piloto foi realizado e 10 larvas 

de terceiro/quarto ínstar foram expostas a concentrações diferentes do 

óleo essencial de E. staigeriana (200, 130, 100, 74, 50, 49, 30, 24 e 

12µg/mL). Cada concentração foi preparada em duplicata, incluindo o 

controle (somente água destilada). Destas foram selecionadas quatro 

concentrações que apresentaram os melhores resultados com relação à 

capacidade larvicida (100, 49, 74 e 30µg/mL) otimizando assim, o 

cálculo da CE50 (Concentração Efetiva 50), preparadas em triplicata, 20 

larvas por concentração, incluindo o controle.  

A quantidade do óleo essencial para cada concentração foi pesada 

diretamente em frascos de vidro com capacidade de 100 mL, 

separadamente. Depois da pesagem do óleo foram adicionados 100 mL 

de água destilada e feita a homogeneização da solução, com auxílio do 

agitador magnético ou do ultrassom por cinco minutos, resultando na 

solução aquosa de E. staigeriana. Para o grupo controle, as larvas foram 

mantidas apenas em água destilada.  

A mortalidade das larvas foi acompanhada no teste piloto após 

20min, 30min, 2, 24 e 48 horas de exposição na solução aquosa. Já no 

bioensaio para cálculo da CE50 a mortalidade das larvas foi 

acompanhada após 1hora, 5 horas, 24 horas e 48 horas. No teste piloto, 

bem como nos bioensaios as larvas não foram alimentadas. 

Larvas incapazes de atingir a superfície da água ou imóveis 

quando submetidas a estímulos com pipetas de vidro foram consideradas 

como larvas mortas. 

Outros testes preliminares para a atividade larvicida foram 

realizados com a finalidade de obter larvas que ficassem expostas às 

maiores concentrações possíveis da solução aquosa por 48 horas.  Isso 
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se deu em função de que as concentrações testadas deveriam estar no 

intervalo em que não fosse observada mortalidade acentuada, nem 

mesmo mortalidade moderada, uma vez que um dos objetivos do 

trabalho foi de avaliar os mecanismos bioquímicos de toxicidade, bem 

como as alterações morfológicas, em concentrações subletais e seus 

respectivos períodos cronológicos. E isso só pode ser obtido através de 

vários ensaios exploratórios. 

 

4.4.2 Avaliação do crescimento micelial do fungo 

 

O meio de cultivo (Tabela 1) utilizado no experimento foi 

esterilizado em autoclave a 120ºC por 30 minutos. Após um breve 

resfriamento, em câmara estéril, o caldo foi colocado em béqueres 

esterilizados contendo o óleo de E. staigeriana já pesado, sendo então 

homogeneizados com movimentos circulares e colocados 

respectivamente nas placas de Petri. 

 
Tabela 1 - Meio de cultura para o crescimento do fungo Fusarium oxysporum. 

Meio de cultura com extrato de Malte 

Substância Composição (g) 

Extrato de Malte 18 

Glicose (dextrose) 3 

Ágar 15 

Água destilada 1L 

pH 6,4-6,8 

Fonte: Tatiana Pineda, 2011. 

 

Depois que o caldo solidificou e esfriou, foi inoculado 

aproximadamente 0,5g de fungo no centro da placa (Fig. 9).  As 

concentrações do óleo essencial utilizadas para o teste de toxicidade 

com o fungo F. oxysporum foram de: 100, 67, 50, 25 e 12 µg/mL, em 

triplicata para cada concentração. O controle continha somente o meio 

de cultivo. 
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Figura 9 - Placa de Petri com meio de cultura e o fungo Fusarium oxysporum, 

inoculado no centro da placa. 

 
Fonte: A autora, 2012. 

 

As placas com o fungo inoculado foram deixadas em estufa à 

28ºC durante dois dias, observando se ocorria o aparecimento de alguma 

contaminação nas placas. Nas tampas das placas em que foi colocado o 

meio de cultura (parte externa), foram desenhados quatro quadrantes 

para auxiliar na medição do raio de crescimento do fungo. 

Não ocorrendo contaminação e depois das 48h de crescimento do 

fungo, iniciou-se a medição a partir do ponto de inoculação, com auxílio 

de uma régua, nas quatro direções dos eixos. Esta medição foi executada 

diariamente, durante 15 dias. O valor de crescimento radial para cada 

condição testada representa, portanto, a média aritmética dos quatro 

valores de raios obtidos, respectivamente. 

 

4.4.3 Avaliação do crescimento algal 

 
Os testes de toxicidade com a alga foram realizados segundo a 

Norma DIN 38.412, parte 33, 1991, com as devidas adaptações para as 

condições locais e já testadas no Laboratório de Avaliação 

Ecotoxicológica/CCB da UFSC. O inóculo algal foi mantido no 
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laboratório, resfriado a 4ºC, em meio de cultura CHU (segundo Norma 

DIN).  

O óleo essencial de E. staigeriana foi pesado diretamente nos 

balões volumétricos, separadamente com o auxílio de uma micro seringa 

de vidro, de forma que as soluções aquosas finais atingissem as 

concentrações de 100, 67, 50, 25 e 12µg/mL. 

Os ensaios foram realizados em duplicata para cada concentração, 

sendo que o volume final da mesma em cada biorreator (balões 

volumétricos de 200 mL) foi de 100 mL (Fig. 10). 

 
Figura 10- Biorreatores para crescimento de algas 

 
Fonte: Anabelle Barroso de Paiva, 2009. 

 

O inóculo algal para o ensaio requer uma concentração inicial de 

células de aproximadamente 10
3
 células por litro.  Para isso, 

determinamos as concentrações através da medida de transmitância das 

soluções a 720 nm, utilizando-se espectrofotômetro (FEMTO – 700 

PLUS) e utilizando a curva padrão necessária para converter 

transmitância em número de células, conforme análises anteriores.  

Então, iniciou-se a preparação das soluções de diferentes 

concentrações, para duas repetições. Adicionou-se o meio nutriente 

(Meio CHU), inóculo de algas com concentração de células definida e 

completamos com água destilada até o volume final de 600 mL, assim, 

foi preparado o inóculo do bioensaio. 
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Após a preparação acima citada, colocamos 100 mL do inóculo 

do bioensaio nos balões volumétricos, que continham o óleo essencial 

de E. staigeriana pesado. Os controles foram feitos com meio nutriente 

CHU, água destilada e a concentração inicial de alga 

(aproximadamente10
3
 células por litro). As algas foram cultivadas em 

biorreatores de 200 mL, conectados ao suprimento de CO2 (ar), 

incubados a uma temperatura de 24ºC ± 2, com iluminação constante de 

2000 lux, a uma distância de 5 cm dos balões, conforme Figura 10. 

Os ensaios tiveram duração de 72 horas, sendo que a cada 24 

horas foram retiradas alíquotas (1 mL), com pipeta de vidro, agitando 

para que a amostra ficasse mais homogênea possível, para serem 

realizadas medidas de transmitância. 

A amostra de 1ml foi colocada na cubeta de quartzo no 

espectrofotômetro digital UV-VIS, em comprimento onda de 720nm 

para leitura óptica. A medida de transmitância expressa a turbidez da 

solução em função da concentração de células no meio. Quanto maior a 

transmitância da solução, menor a concentração de células no meio. 

Para medir a Taxa de Crescimento Algal (TCA), o valor da 

transmitância inicial (tempo 0) foi subtraído dos valores das 

transmitâncias obtidas em 24h, 48h e 72h, e dividido pelo respectivo 

tempo, para obter o valor da taxa de crescimento da massa algal 

utilizando-se a Equação 1 (NIE et. al., 2008), nas diferentes 

concentrações testadas. Para os dados expressados no gráfico da Figura 

18 utilizamos para o cálculo a Equação 2. 
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Nti = número de células no tempo ti 

Nto = número de células no tempo to 

 

4.5 Atividade Antioxidante 

 

Para efetuar a medição da atividade da Catalase (CAT) e a 

concentração da Glutationa Reduzida (GSH) foi efetuado paralelamente 

outro bioensaio com a mesma metodologia do bioensaio de toxicidade 

para larvas de A. aegypti. 

A partir dos tempos estabelecidos para o teste de toxicidade do 

extrato aquoso, 10 larvas inteiras foram retiradas de cada concentração-

teste e do controle, pesadas e colocadas no freezer a – 80ºC. Para o 

transporte dos criotubos até o freezer - 80ºC utilizamos gelo seco.  

Para efetuar os ensaios, as larvas foram retiradas do freezer, 

colocadas em gelo seco para transporte até o laboratório, onde foi feito 

um homogenato. 

Cada homogenato continha dez larvas, 1 mL de água ultrapura 

com Triton x-100 a 0,01%, em temperatura ambiente. Este foi feito com 

homogeneizador manual, com cerca de 15 impactos cada amostra. 

Feito o homogenato, as amostras foram centrifugadas por 10 

minutos a 3000 rpm. O sobrenadante foi retirado e novamente em gelo 

seco foram colocadas as amostras prontas para a execução dos ensaios.  

Todas as análises foram feitas no dia da preparação dos 

homogenatos, bem como a preparação das soluções para os respectivos 

ensaios, quando necessário. 

 

4.5.1 Catalase (CAT) 
 

Em uma cubeta de quartzo de 0,5 mL, contendo 955 µl de tampão 

(água ultrapura e Triton x-100 à 0,01%) em temperatura ambiente, 

foram adicionados 10 μL de amostra  e  35 μL de peróxido de 

hidrogênio (H2O2) 0,3 M. Desta forma, a atividade da CAT foi 

quantificada através do monitoramento da decomposição do peróxido de 

hidrogênio (H2O2), durante 2 minutos (AEBI, 1984)  em 

espectrofotômetro 700 PLUS FENTON, em 240nm.  

Uma unidade de atividade enzimática (U) foi definida como a 

quantidade de enzima necessária para liberar 1 µmol de produto por 

minuto. A atividade específica foi definida como a relação entre o 

número de unidades de atividade (U) e a massa de proteína total (mg) 

presente no meio de reação. Após o cálculo efetuado para atividade da 

CAT, a mesma foi dividida pelo peso das larvas da amostra em questão. 
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A quantificação da CAT foi determinada pela equação 3:  
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Sendo:  

ACAT = Atividade da enzima catalase (U/L) 

∆Abs = variação absorbância por 1 minuto de cinética enzimática 

linear 

∆t = 1 minuto 

εp = Absortividade molar do Peróxido de Hidrogênio (40 

L.mmol
-1

) 

Vt = Volume total de reação 

Va = Volume de amostra 

10
3
 = Conversão de mmol para µmol 

30 = Fator de diluição para procedimento  

 

4.5.2 Glutationa Reduzida (GSH) 

 

A GSH, forma majoritária de tióis de baixo peso molecular, foi 

quantificada nas amostras com larvas de A. aegypti pelo método descrito 

por Beutler, Duron e Kelly (1963).  

Após centrifugação dos homogenatos, alíquotas (100µL) foram 

submetidas à precipitação com o ácido tricloroacético (TCA) a 20%. 

Após a precipitação, 50µL do sobrenadante foi misturado com 50μL de 

ditionitrobenzóico (DTNB) e 800 μL de tampão (água ultrapura com 

Triton x-100 a 0,01%). 

A absorbância do ânion tiolato, formado após 3 minutos à 

temperatura ambiente, foi medida em 412nm em espectrofotômetro 

semi-automatizado (Bioplus BIO 2000) contra o branco da reação.  

A concentração de GSH nas amostras foi calculada pela equação 

da reta obtida na curva de calibração com padrão de GSH, substituindo 

o valor de absorbância da amostra. 

As análises foram realizadas em duplicatas e os valores expressos 

em μmol.g
-1

. 

 

4.6 Ensaios Enzimáticos 
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As enzimas dosadas foram: Colinesterase (COL), Fosfatase 

Alcalina (FA) e Desidrogenase Láctica (LDH), através de kits da 

Labtest Liquiform, método cinético, para equipamento automatizado. 

Para os ensaios enzimáticos utilizamos a mesma metodologia do 

ensaio anterior, incluindo o preparo dos homogenatos das análises de 

CAT e GSH. 

Todos os ensaios enzimáticos também foram feitos no mesmo dia 

da preparação dos homogenatos, bem como a preparação das soluções 

para os respectivos ensaios, quando necessário. 

As atividades das enzimas foram determinadas em equipamento 

automatizado Cobas Mira da Plus Roche-Basel, Suiça, no Laboratório 

de Análises Clinicas no Centro de Ciências da Saúde (CCS) da UFSC.  

Para calcular a atividade específica de cada enzima, o valor da 

atividade de cada amostra foi dividido pelo peso das larvas da amostra 

em questão. O resultado obtido também foi dividido pela concentração 

das proteínas totais encontradas na respectiva amostra. 

 

4.7 Quantificação Proteínas Totais 

 

Para determinação de proteínas totais nos homogenatos foi 

empregado o método de Bradford, o qual é rápido e sensível para a 

quantificação de proteínas, baseado na reação das proteínas com o 

reagente Coomassie Brilliant Blue, proposto por Marion Bradford 

(1976).  

A curva de calibração empregada na quantificação de proteínas 

foi preparada usando soluções de diferentes concentrações de albumina 

bovina: 5, 25, 50, 100 e 125 μg/mL.  

Em tubos de ensaio, 0,25mL do reagente de Bradford foram 

misturados com 2,25mL do homogenato das amostras. Após 10 minutos, 

as respectivas absorbâncias a 595 nm foram determinadas em 

espectrofotômetro 700 Plus Fenton, utilizando-se água ultrapura com 

Triton x-100 à 0,01% como branco.  

Para calcular a quantidade específica de proteínas totais o valor 

da atividade de cada amostra foi dividido pelo peso das larvas da 

amostra em questão. 

 

4.8 Técnicas Histológicas 

 

4.8.1 Material 
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As larvas utilizadas foram obtidas empregando-se a mesma 

metodologia dos bioensaios anteriores, incluindo a mesma faixa de 

concentração do extrato aquoso, ou seja, de 100µg/mL, 74 µg/mL e 

30µg/mL. 

 

4.8.2 Métodos 

 

1 – Fixação 
A partir dos tempos estabelecidos para a observação do teste de 

toxicidade do extrato aquoso, duas larvas do mosquito foram retiradas 

do meio de teste e submetidas a 2 tipos de soluções fixadores: 

           - Bouin (BEÇAK & PAULETE, 1976), solução aquosa de 

ácido pícrico, formol e ácido acético. Tempo de fixação de 24 horas em 

temperatura ambiente.  

           - Formalina tamponada 4%, 0,1M, ph 7 (JUNQUEIRA 

et al., 1989), tempo de fixação de 24 horas em temperatura ambiente. 

 

Após as 24 horas, o material foi lavado em água destilada, várias 

vezes até a retirada da solução fixadora. 

 

2 – Desidratação 

 

Na desidratação posterior, as larvas foram imersas em soluções 

alcoólicas crescentes de 70% (duas trocas de 20 minutos), 95% (30 

minutos) e 100% (duas trocas de 1 hora cada). 

 

3 – Inclusão 

 

As larvas foram incluídas em parafina (Merck) ou Historesina 

(hidroxietil metacrilato – Leica) 

 

- Parafina – Após a desidratação, foi realizada a diafanização do 

material em xilol (2 banhos de 30 minutos cada) e inclusão em parafina, 

com ponto de fusão a 60ºC (2 banhos de 1 hora cada). Em seguida, o 

material foi emblocado. 

 

- Historesina - Após a desidratação, as larvas foram submetidas a 

uma solução de 2:1 de álcool etílico 100% e historesina, por 30 minutos, 

1:1 de álcool etílico 100% e historesina, 1:2 de álcool etílico 100% e 

historesina, seguida de dois banhos de historesina pura, sendo que o 

primeiro foi over night e o segundo de 1 hora. 
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No dia seguinte, o material foi emblocado em formas plásticas e 

deixadas por 24 horas em estufa a 40ºC. 

 

4 – Microtomia 

 

Os blocos de parafina foram cortados em micrótomo rotativo 

manual (EK MICRO 2.1), regulado para fornecer cortes de 3µm de 

espessura. Em seguida, os cortes foram deixados por 24 horas em estufa 

a 37ºC.  

 Os blocos de historesina foram cortados em micrótomo rotativo 

(Leica RM2255), regulado para fornecer cortes de 3µm de espessura. 

Em seguida, os cortes foram deixados por 24 horas em estufa a 37ºC.  

 

5 – Coloração 
 

As lâminas com os cortes de parafina foram desparafinizadas em 

xilol e hidratadas (banhos sucessivos em soluções de álcool etílico 100, 

95 e 70% e água). Em seguida, os cortes foram corados com 

Hematoxilina-Eosina. Vários tempos de coloração foram testados. Após 

a coloração, as lâminas foram desidratadas (álcool etílico 70, 95 e 

100%), diafanizadas em xilol e depois montadas com lamínulas e 

bálsamo do Canadá. 

 

Para historesina foram utilizadas 3 tipos de coloração: 

 

- Hematoxilina-Eosina – Foi utilizada a hematoxilina de Gill e a 

eosina aquosa a 1%. Vários tempos de coloração foram testados. 

- Azul de toluidina a 1% - durante o tempo de 1 minuto.  

- PAS (“Periodic Acid Schiff”) - Hematoxilina - As lâminas 

foram submetidas aos seguintes banhos sucessivos: solução de ácido 

periódico a 0,4%, por 30 minutos, lavagem rápida em água destilada, 

reativo de Schiff por 1 hora, passagem direta para 3 banhos de água 

sulforosa de 3 minutos de duração cada, lavagem durante 30 minutos em 

água corrente e, finalmente, coloração em hematolixina, por 10 minutos 

em temperatura de 40ºC.  Alguns cortes do material foram utilizados 

como controle, sendo incubados com saliva a 37ºC por 20 minutos, 

seguidos de imersão nas soluções descritas acima. A saliva, nesta 

técnica, serve para a eliminação do glicogênio (polissacarídeo livre). 

 

Após as colorações as lâminas foram secas em estufa a 37ºC e 

montadas com lamínulas e bálsamo do Canadá. 
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6 – Análises Fotográficas 

 

As lâminas histológicas foram analisadas ao microscópio de luz 

Zeiss binocular “standard”, e fotografadas em microscópio Olympus, 

modelo Bx41, com câmera digital colorida com 3.3 mpixel da Q-

imaging, programa de captura de imagens Q-capture Pro 5.1 da Q-

imaging. 

 

4.9 Análises Estatísticas 

 

A concentração Efetiva (CE50) para a atividade larvicida (fator 

concentração com 5 níveis – controle, 30µg, 49µg, 74µg e 100µg)  e 

para a taxa de crescimento algal (fator concentração com 6 níveis – 

controle, 12µg, 25µg, 50µg, 67µg e 100µg) foi calculada utilizando-se o 

método estatístico Probit Method (WEBER, 1993), a partir do número 

de organismos mortos, em cada concentração, após o período de 

observação de 48 horas.  

As diferenças no crescimento micelial do fungo F. oxysporium  

em distintas concentrações do extrato aquoso (controle, 12µg, 25µg, 

50µg, 67µg e 100µg) no 13º dia foram testadas com uma análise de 

variância (ANOVA) unifatorial. Já para o estresse oxidativo (CAT e 

GSH), atividade enzimática (Fosfatase alcalina, LDH e Colinesterase) e 

determinação das proteínas totais as diferenças foram testadas entre 

distintas concentrações e tempos (fator concentração com 4 níveis – 

controle, 30, 74 e 100; fator tempo com 4 níveis – 1h, 5h, 24h e 48h) 

utilizando ANOVAs bifatoriais. A homogeniedade das variâncias foi 

previamente testada com o teste de Cochran, e transformações em Log 

foram utilizadas quando necessárias. Para os termos significativos com 

p< 0,05 foram adotados teste pós-hoc do tipo SNK (Student-Newman-

Keuls) com objetivo de identificar quais grupos diferem entre si. 

As análises estatísticas foram realizadas na programação R (R 

Development Core Team, 2013) utilizando o pacote GAD (Sandrini-

Neto e Camargo, 2012). Sendo que, os gráficos foram desenvolvidos no 

programa estatístico GraphPad Prism version 6.0 software (San Diego, 

USA). 
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RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

 5.1 Otimização para obtenção da solução aquosa a partir do óleo 

essencial de Eucalyptus staigeriana 

 

A grande maioria dos artigos publicados sobre o efeito de 

extratos vegetais como larvicidas utiliza solventes para solubilização dos 

óleos essenciais utilizados em bioensaios de toxicidade. Os solventes 

mais empregados são dimetilsulfóxido (DMSO) e detergentes tais como 

Triton-X100 e Tween. Esses solventes, em determinadas concentrações, 

se mostram tóxicos para os mosquitos, bem como para outros 

organismos de vida aquática e até mesmo para o homem. (FURTADO et 

al., 2005; CHENG et al., 2009; CUNHA E SILVA et al., 2014). 

Tentando evitar este efeito indesejável em nossos bioensaios, não 

utilizamos solventes para a solubilização do óleo essencial de E. 

staigeriana, mas utilizamos equipamentos como sonicador  e agitador 

magnético para solubilizar e obter uma solução aquosa o mais 

homogêneo possível.  

Além dos equipamentos para obtenção da solução aquosa, era 

necessário identificarmos a presença ou não do óleo em nossas 

amostras, se de fato são solubilizados, bem como determinar uma 

metodologia que possibilitasse estabelecer um controle e/ou um padrão 

da quantidade de material na solução.  Com essa finalidade, diversas 

concentrações diferentes (200 µg/mL a 12 µg/mL) do óleo essencial em 

água destilada foram submetidas a varredura por espectrofotometria 

UV-Visível (Pró-Análise V-1200). O espectro apresentou um único pico 

majoritário da solução aquosa do óleo de E. staigeriana, que está 

centrado em 240nm, como mostra a Figura 11. Verificamos ainda que as 

absorbâncias foram proporcionais a massa de óleo adicionada 

inicialmente. 
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Figura 11 - Espectro UV-Vísivel da mistura final água/óleo 

 
Fonte: A autora, 2012. 

 

A partir da obtenção deste dado, em todos os bioensaios 

realizados para avaliar a toxicidade em larvas do mosquito e microalgas, 

as soluções aquosas foram homogeneizadas com o auxílio de um 

sonicador e suas absorbâncias verificadas em espectrofotômetro, a 

240nm.  

 

5.2 Otimização do Bioensaio de Toxicidade para Larvas de A. aegypti 
 

Inicialmente foi feito um teste piloto para a atividade larvicida da 

solução aquosa de E. staigeriana, sendo que seis concentrações 

diferentes foram testadas (200, 130, 100, 50, 24, 12 µg/mL). 

Para a transferência do óleo essencial de E. staigeriana para os 

frascos-teste, no momento da pesagem, utilizamos pipeta Pasteur. Após 

a pesagem, foi adicionado 100mL de água destilada em cada frasco e 

colocados no sonicador, por cinco minutos. No momento da colocação 

da água nos frascos de vidro, observamos que na superfície da solução 

formou-se uma película esbranquiçada. 

Após os 5 minutos, executou-se a leitura da absorbância de cada 

amostra e posteriormente, 10 larvas de terceiro/quarto ínstar foram 

adicionadas em cada frasco (duplicata), totalizando 20 larvas por 
concentração. A partir da colocação das larvas, iniciamos as 

observações. 

As larvas que estavam em contato com a solução aquosa com 

maiores concentrações (200, 130 e 100µg/mL) mudaram rapidamente o 
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seu comportamento, em comparação com as larvas que estavam no 

controle. As mesmas tinham mais dificuldade para chegar até a 

superfície, possuíam movimentos letárgicos e no percurso utilizavam 

sua parte anterior friccionando a parte posterior, ficando com o corpo 

em forma de um círculo fechado. 

Após este comportamento, os movimentos ficaram cada vez mais 

lentos, onde não conseguiam mais chegar até a superfície, ficando no 

fundo do frasco ou paralisadas na superfície da solução aquosa, não 

respondendo quando estimuladas mecanicamente.  

Já na concentraçaõ de 50µg/mL e 24µg/mL, as larvas levaram 30 

minutos para iniciarem o mesmo comportamento citado anteriormente. 

Entretanto, na concentração de 12µg/mL e no controle, as larvas 

apresentaram comportamento normal. 

Com relação à mortalidade das larvas, ou seja, atividade 

larvicida, nas concentrações maiores (200, 130 e 100µg/mL), após vinte 

minutos de experimento já tivemos morte de larvas, como mostra a 

Tabela 2, na concentração de 12µg/mL não tivemos mortes de larvas, 

bem como no controle (Fig. 12). 

 
Tabela 2 - Média da quantidade (não cumulativa) de larvas de Aedes aegypti 

mortas em cada concentração do óleo essencial de Eucalyptus staigeriana no 

tempo de 48h; n=20, T=26º±2. 

 

Tempo 

 

            

Concentração (µg/mL) 

 

 

200 

 

 

130 

 

 

100 

 

 

50 

 

 

24 

 

 

12 

 

 

Controle 

20min 2 2 2 - - - - 

30min 1,5 3 3 4 - - - 

2h 16,5 9,5 6,5 5 - - - 

24h - 5,5 6,5 4 2 - - 

48h - - 2 7 9 - - 

Total 20 20 16 20 11 0 0 

Fonte: A autora, 2015. 

 

Na maior concentração, ou seja, de 200µg/mL, em duas horas de 

bioensaio, todas as larvas já estavam mortas. Na concentração de 

24µg/mL, a mortalidade aconteceu a partir de 24 horas de experimento e  
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Figura 12 - Evolução da mortalidade (não cumulativa) das larvas de Aedes 

aegypti no período de tempo de 20min até 48 horas; n=20, T=26º±2. 

 
Fonte: A autora, 2015. 

 

Entretanto, visando calcular a concentração efetiva (CE50) em 24 

horas, fez-se novamente outro bioensaio. As mesmas concentrações 

anteriores foram utilizadas, pipeta Pasteur para a transferência do óleo 

para os frascos de vidro, mesma quantidade de larvas e repetições. 

Sendo que, para homogeneização da solução aquosa, diferentemente do 

ensaio anterior, foi utilizado agitador magnético por 10 minutos e 

medido a absorbância. Novamente observou-se uma camada espessa de 

óleo na superfície da água. Neste bioensaio, as absorbâncias obtidas 

foram abaixo dos valores do bioensaio anterior.  

Após a colocação das larvas na solução aquosa, também 

observamos o comportamento na locomoção das mesmas. Neste evento, 

ocorreu uma demora de aproximadamente 20 minutos para iniciar os 

movimentos diferenciados com relação ao controle e após uma hora de 

experimento as larvas apresentaram movimentos letárgicos. Entretanto, 

a mortalidade das larvas ocorreu somente duas horas depois do início do 

experimento na concentração mais alta, de 200µg/mL, como mostra a 

Figura 13. 
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Figura 13 - Evolução da mortalidade (não cumulativa) das larvas de Aedes 

aegypti no período de tempo de 20 min até 48 horas; n=20, T=26º±2. 

 
Fonte: A autora, 2015. 

 

Podemos observar na Tabela 3, que somente nas concentrações 

de 200µg/mL e 130µg/mL ocorreu mortalidade de larvas, no período de 

24 horas do início do bioensaio e que nas concentrações abaixo de 

130µg/mL não ocorreu morte das larvas, no decorrer das 48 horas de 

experimento. 
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Tabela 3 - Média de mortalidade (não cumulativa) de larvas de Aedes aegypti 

mortas em cada concentração do óleo essencial de Eucalyptus staigeriana no 

tempo de 48h; n=20, T=26º±2. 

 

Tempo 

 

 

Concentração (µg/mL) 

 

 

200 

 

 

130 

 

 

100 

 

 

50 

 

 

24 

 

 

12 

 

 

Controle 

20min - - - - - - - 

30min - - - - - - - 

2h 4 - - - - - - 

24h 16 16,5 - - - - - 

48h - 3,5 - - - - - 

Total 20 20 0 0 0 0 0 

Fonte: A autora, 2015. 

 

A partir do segundo bioensaio, percebeu-se que alguns itens da 

metodologia para avaliação da toxicidade da solução aquosa do óleo de 

E. staigeriana em A. aegypti deveriam ser modificados.  

Então, descartou-se a utilização de artefatos de plástico para a 

transferência do óleo essencial para os frascos de vidro no momento da 

pesagem. A utilização do agitador magnético também foi descartada, 

pois com amostras obtidas com o uso do sonicador foram obtidas 

maiores taxas de mortalidade de larvas, provavelmente pela formação de 

uma emulsão mais homogênea do óleo de E. staigeriana. Nesse caso, 

gotículas muito pequenas de óleo são formadas, potencializando o efeito 

do larvicida pelo aumento da superfície de contato entre as larvas e o 

óleo essencial. A utilização de ultrassom de baixa frequência para a 

formação de emulsões tem sido usada principalmente em escala 

laboratorial. (ABISMAIL et. al., 1999). No entanto, a maioria dos 

trabalhos até agora tem se concentrado na preparação de emulsões de 

síntese, por exemplo, para tintas industriais ou na preparação de 

nanopartículas. (KENTISH et. al., 2008).  

Portanto, diante do resultado obtido anteriormente e sem êxito 

para achar a CE50, foi realizado um terceiro bloco de bioensaios.  

No terceiro bloco de bioensaio foi utilizada a mesma metodologia 

anterior com relação às concentrações, quantidade de larvas e 

repetições. Entretanto, para a colocação do óleo nos frascos de vidros 

utilizamos micro seringa de vidro e para a homogeneização novamente, 

o sonicador e novamente verificamos a absorbância das amostras.  

Já a partir da colocação da água destilada nos frascos observamos 

mudanças no bioensaio. A camada espessa, esbranquiçada na superfície 
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da água não foi mais visualizada, somente gotas do óleo essencial, o que 

levou a concluir, de forma visual, a boa dispersão do óleo, e que a pipeta 

Pauster por ser de plástico liberou substâncias para o meio liquido. 

Ao colocarmos as larvas no extrato aquoso, observamos 

novamente o comportamento diferenciado das larvas com relação ao 

controle, ficando mais lentas e friccionando sua parte anterior na 

posterior, letárgicas com dificuldades de chegar à superfície, sendo que 

nas concentrações maiores (200 e 130µg/mL), algumas larvas morreram 

após 20 minutos de experimento, como mostra a Figura 14. 

 
Figura 14 - Evolução da mortalidade (não cumulativa) das larvas de Aedes 

aegypti no período de tempo de 20 min até 48 horas; n=20, T=26º±2. 

 
Fonte: A autora, 2015. 

 

Nas concentrações de 200 a 100µg/mL, até 24h ocorreu 

mortalidade de forma expressiva, já na concentração de 50µg/mL, a 

morte das larvas aconteceu a partir de 24 horas de exposição. Não 

ocorrendo aqui mortalidade de larvas nas concentrações de 24 e 

12µg/mL, bem como no controle (Tabela 4). 
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Tabela 4 - Média da quantidade (não cumulativa) de larvas de Aedes aegyptii 

mortas em cada concentração do óleo essencial de Eucalyptus staigeriana no 

tempo de 48h; n=20, T=26º±2. 

 

Tempo 

 

 

Concentração (µg/mL) 

 

 

200 

 

 

130 

 

 

100 

 

 

50 

 

 

24 

 

 

12 

 

 

Controle 

20min 5 2 - - - - - 

30min 2 4 - - - - - 

2h 13 12 2 - - - - 

24h - 2 18 10 - - - 

48h - - - 5 - - - 

Total 20 20 20 15 0 0 0 

Fonte: A autora, 2015. 

 

Assim sendo, diante dos resultados anteriores, iniciou-se um 

quarto bioensaio em busca de concentrações que nos indicassem a CE99 

e CE50 em 24 horas.  

 

5.3 Bioensaios de Toxicidade e Avaliação Bioquímica 

 

5.3.1 - Atividade Larvicida 

 

A partir dos resultados obtidos com os testes anteriores, iniciamos 

um novo bioensaio utilizando as concentrações de 100, 74, 49 e 

30µg/mL, 20 larvas por frasco, em duplicata, num total de 40 larvas por 

concentração, micro seringa de vidro para a transferência do óleo 

essencial para os frascos, sonicador para a homogeneização, água 

destilada e verificação da absorbância das amostras. 

Quanto à atividade larvicida a solução aquosa do óleo essencial 

de E. staigeriana, apresentou atividade larvicida contra as larvas de A. 
aegypti, em toda a faixa de concentração testada, tendo sido observada 

uma correlação entre dose e resposta (Fig.15). A concentração de 

30µg/mL apresentou a menor atividade larvicida, matando uma 

quantidade de larvas (média das duplicatas de 4,5 larvas), o que 

corresponde 22,5% de mortalidade. A concentração de 100µg/mL do 

óleo essencial testado apresentou a maior atividade larvicida, 

provocando a morte de 100% dos indivíduos testados, ou seja, 40 larvas. 

As concentrações intermediárias 74 e 49µg/mL mataram 17,5 e 10 

larvas respectivamente, o que corresponde a uma mortalidade de 87,5 e 

50 % respectivamente, conforme mostra o gráfico abaixo. 
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Figura 15- Efeito da toxicidade do extrato aquoso do Eucalytus staigeriana em 

larvas de terceiro/quarto ínstar de Aedes aegypti, em 48 horas. ; n=40, T=26º±2.  

 
Fonte: A autora, 2015. 

 

A CE50, concentração na qual cinquenta por cento dos indivíduos 

testados morrem, foi de 45,92. A análise do percentual de mortalidade 

das larvas de A. aegypti, no intervalo de concentração de 100 µg/mL a 

30 µg/mL, utilizando-se o software Probit, permitiu confirmar o valor da 

CE50 (Tabela 5).  

 
Tabela 5 - Concentração Efetiva 50% (CE50), em µg/mL, do teste de avaliação 

de toxicidade da solução aquosa de Eucalyptus staigeriana em larvas de Aedes 

aegypti em 48 horas; n=40, T=26º±2. 

CE50 LC UC 

45.92 40.36 52.25 

LC = limite inferior do intervalo a 95% de confiança 

UC = limite superior do intervalo a 95% de confiança 

Fonte: A autora, 2015. 

 

Confirmando-se a ação larvicida da solução aquosa e o intervalo 

de concentração mais adequado para se testar a atividade, assumiu-se 

como necessária a investigação dos mecanismos bioquímicos associados 
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a citotoxidade desta solução aquosa que podem demonstrar qual 

mecanismo pode ser o responsável pela mortalidade das larvas. Para tal, 

necessitávamos de larvas vivas que ficassem expostas a solução aquosa 

por até 48 horas, ou seja, os ensaios deveriam ser realizados em 

intervalo de concentração que incluísse efeitos subletais. A elucidação 

dos mecanismos de toxicidade é importante, pois nos permite avaliar ou 

estimar quais grupos de organismos poderiam ser afetados pela ação 

tóxica da solução aquosa do óleo e, portanto, seu possível impacto 

ambiental. 

Com esse objetivo, vários bioensaios de toxicidade foram 

efetuados até conseguirmos um pool de no máximo 10 larvas por 

concentração que ficaram expostas por 48 horas em todas as 

concentrações estudadas e assim, através de estudos enzimáticos e de 

estresse oxidativo, avaliar o que bioquimicamente ocorre com larvas 

expostas a solução aquosa de E. staigeriana. 

Então, um último bioensaio foi feito com as concentrações de 

100, 74, 49 e 30µg/mL e controle, em triplicata, 30 larvas por frascos, 

totalizando 90 larvas por concentração, onde conseguimos um pool de 

10 larvas para os testes enzimáticos e das defesas antioxidantes. Além 

das análises enzimáticas e das defesas antioxidantes, coletamos larvas 

para avaliação histológica. 

A Figura 16 mostra que na concentração de 100µg/mL morreram 

somente 60% das larvas que estavam em contato com a solução aquosa 

de E. staigeriana em 48 horas de exposição. Além disso, na 

concentração de 30µg/mL não ocorreu mortalidade. Já nas 

concentrações intermediárias 74 e 49µg/mL morreram em média de 10,3 

e 4,3 de larvas, respectivamente, o que corresponde a uma mortalidade 

de 51,6% e 21,6 % respectivamente. Fica evidente que a ação larvicida 

da solução aquosa de E. staigeriana, embora confirmada nesta fase de 

bioensaios, demonstrou ser menos intensa do que nos ensaios anteriores. 

Ou seja, observamos que o óleo essencial, em função do tempo de 

armazenamento, começa a perder sua eficácia, como todo óleo essencial, 

pois alguns componentes são voláteis e/ou sofrem reações de oxidação 

(os constituintes insaturados são mais facilmente oxidáveis que os 

saturados). 
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Figura 16 - Efeito da toxicidade da solução aquosa de Eucalyptus staigeriana 

em larvas de 3º/4º ínstar de Aedes aegypti, em 48 horas. Óleo essencial em uso 

por 2 anos; n=90, T=26º±2. 

 
Fonte: A autora, 2015. 

 
Embora indesejado no laboratório, esse é um resultado muito 

importante do ponto de vista de formulação e aplicação de um possível 

produto final em situações de campo reais. Assim, concluímos que 

estudos posteriores mais aprofundados serão necessários para se obter 

uma estabilidade maior do óleo e, portanto, chegarmos a uma 

formulação comercial do mesmo. 

Sabe-se que os óleos essenciais são misturas complexas de 

terpenos e esteróis, sendo que uma das suas características é a 

volatilidade. (SIMÕES et al.,2010). A relativa instabilidade das 

moléculas que constituem os óleos torna difícil sua conservação.   

 

5.3.2 – Avaliação do crescimento micelial do fungo 

 

As avaliações do crescimento micelial radial iniciaram-se após 

48h da inoculação do fungo. As avaliações consistiram na mensuração 

diária do raio definido pelo micélio em quatro diferentes direções pré-

estabelecidas. Portanto, o valor do crescimento radial representa a média 

aritmética calculada a partir da média de crescimento em 4 eixos da 
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placa, das três triplicatas. O fungo F. oxysporum apresentou bom 

desenvolvimento, completando seu crescimento em toda placa no 

período de quinze dias. Como evidenciado pelos dados da Figura 17, o 

crescimento micelial não foi afetado significativamente em nenhuma das 

concentrações do extrato testadas, para as quais foram observadas 

mortalidade das larvas do mosquito. O resultado encontrado no presente 

estudo é diferente e não confirma resultados obtidos em outros estudos. 

(Elgorban et al. 2015). Do ponto de vista ecológico, o fato de que o óleo 

de eucalipto não se mostrou tóxico para o fungo estudado é muito 

importante, uma vez que esses organismos são degradadores e, portanto, 

produtores de nutrientes importantes na cadeia trófica. 

 
Figura 17 - Crescimento micelial do fungo Fusarium oxysporium em contato 

com solução aquosa de Eucalyptus staigeriana em diferentes concentrações, em 

meio de cultura com extrato de malte, temperatura de 28ºC. 
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Fonte: A autora, 2015.  

 

Os valores do teste ANOVA não foram significativos entre as 

concentrações com p< 0,05 (p=0,28). 

Alguns estudos documentam as propriedades antifúngicas dos 

óleos essenciais de plantas (DAFERERA, et. al., 2003, TYAGI et al., 

2014, FUGUO et al., 2015). 



71 

 

 

Tyagi et al. (2014) testaram o potencial antimicrobiano do óleo 

essencial de eucalipto, o qual foi determinado in vitro contra 8 diferentes 

leveduras encontradas em processo de deterioração dos alimentos, 

incluindo o teste dos vapores ou compostos voláteis do óleo. A atividade 

dos vapores de eucalipto (voláteis) foi significativamente mais elevada 

do que a concentração inibidora do óleo de eucalipto. As concentrações 

do fungicida inibitórias mínimas para os diversos organismos variaram 

entre 0,56 e 4,50mg/ml e de 1,13 a 9 mg/ml, respectivamente. 

Os resultados relatados sugerem o óleo de eucalipto como um 

potente inibidor de leveduras deterioração dos alimentos não apenas in 

vitro, mas também em um sistema alimentar real.   

Elgorban et al. (2015) demonstraram que extratos de Eucalyptus 

globulus obtidos por hidrodestilação usando um equipamento tipo-

Clevenger, diferente desse estudo, foram capazes de inibir o crescimento 

micelial de Fusarium oxysporum em 48%, no período de 5 dias de 

exposição. O mesmo estudo demonstrou que para outras espécies de 

Fusarium testadas a inibição variou de 57 a 78%. Aqui cabe ressaltar 

que pelo fato de que o método de extração foi diferente, a composição 

do extrato também pode apresentar diferenças. 

   

5.3.3 – Avaliação do crescimento algal 
 

O objetivo desse teste foi avaliar o possível efeito de inibição do 

crescimento (multiplicação celular) da alga clorofícea S. subspicatus, 

existente em águas doce, causada pela exposição ao extrato de óleo 

utilizado. Como produtores primários, microalgas verdes estão na base 

da cadeia trófica em ambientes aquáticos. A utilização do óleo em teste 

como larvicida em ambientes naturais, com grande probabilidade, 

poderá afetar tais ambientes e por esse motivo, consideramos 

fundamental testar a toxicidade do óleo para esse tipo de organismo. 

 Testes de toxicidade com microalgas em avaliações 

ecotoxicológicas são aceitos, bem definidos internacionalmente e são 

descritos/normatizados por diversos protocolos internacionais, como por 

exemplo, os descritos pela Agência de Proteção Ambiental Americana 

(USEPA) e pela OECD (Test Nº 201: Freshwater Alga and 

Cyanobacteria, Growth Inhibition Test).  

Na Figura 18, os resultados mostram com clareza a toxicidade da 

solução aquosa para as algas, avaliado em testes de 48h, confirmando 

que a taxa de inibição do crescimento pode ser correlacionada com a 

concentração de óleo. Para a concentração de 100 µg/mL, a taxa de 

inibição foi de 100% do crescimento algal.  
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Figura 18 - Taxa de crescimento da alga Scenedesmus subspicatus em 48h de 

exposição à solução aquosa de Eucalyptus staigeriana. Temperatura ambiente. 

C o n c e n tr a ç ã o  d o  ó le o  ( g /m L )

T
a

x
a

 d
e

 C
re

s
c

im
e

n
to

 A
lg

a
l 

(%
)

0 5 0 1 0 0 1 5 0

0

1 0

2 0

3 0

4 0

Fonte: A autora, 2015 

 

O valor de CE50 encontrado foi de 24,94 µg/mL, o qual pode ser 

considerado ou indicativo de média para alta toxicidade (Tabela 6). Pelo 

fato de que o óleo em estudo é de origem vegetal e contêm 

majoritariamente terpenos e fitoesteróis, a toxicidade observada é 

bastante compreensível, uma vez que tais componentes são conhecidos 

por dar origem a diversos hormônios vegetais. 

 Relatos de estudos da toxicidade de óleo de eucalipto em 

microalgas não estão disponíveis na literatura. Estudos mais detalhados 

utilizando parâmetros bioquímicos para avaliar os mecanismos da 

toxicidade nesse caso deverão ser realizados, porém, não estão nos 

objetivos do presente estudo. 
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Tabela 6 - Concentração Efetiva (CE50), em µg/mL, do teste de avaliação da 

taxa de crescimento da alga Scenesdemus subspicatus em 48 horas de exposição 

a solução aquosa de Eucalyptus staigeriana; temperatura ambiente. 

CE50 LC UC 

24,94 22,38 27,78 

LC = limite inferior do intervalo a 95% de confiança 

UC = limite superior do intervalo a 95% de confiança 

Fonte: A autora, 2015. 

 

É importante relatar, que diversos estudos foram realizados e 

descritos na literatura, demonstrando os efeitos dos extratos obtidos com 

vegetais do gênero Eucalyptus sobre vários organismos, incluindo 

mosquitos e suas larvas. 

O óleo essencial de C. citriodora apresentou atividade inibitória 

sobre as bactérias Staphylococcus aureus, Salmonella choleraeseus e 

Escherichia coli (ESTANISLAU et al., 2001), sobre os fungos 

Colletotrichum lindemuthianum, C. sublineolum, Fusarium oxysporum, 

Alternaria triticina, Alternaria alternata e Rhizoctonia solani 

(RAMEZANI et al., 2002; BONALDO et al., 2007) e sobre os insetos 

coleópteros Acanthoscelideos obtectus (MAZZONETTO & 

VENDAMIM, 2003). Esse óleo também apresentou atividade tóxica in 

vitro sobre as larvas do fitonematóide Meloidogyne incógnita. 

(PANDEY et al., 2000). 

Já o óleo essencial de Eucalyptus globulus demonstrou também 

atividade sobre bactérias e fungos (NAVARRO et al., 1996; 

TAKAHASHI et al., 2004; SALARI et al., 2006), sobre o carrapato 

Boophilus microplus (CHAGAS et al., 2002), bem como atividade 

inseticida sobre Musca domestica (MORSY & HALIM, 2005), 

Pediculus capitis (YANG et al., 2004), além do coleóptero 

Acanthoscelides obtectus (PAPACHRISTOS & STAMOPOULOS, 

2004).  Também foi tóxico para larvas de A. aegypti (LUCIA et. al., 
2007), bem como larvicida e inseticida para Lutzomyia longipalpis, 

principal vetor da Leishmaniose Visceral no Brasil e América do Sul 

(MACIEL et. al., 2010). O óleo obtido através do processo de 

hidrodestilação apresentou atividade inseticida sobre o caruncho do 

milho Sitophilus zeamais (SANDI & BLANCO, 2007). 

O óleo essencial Eucalyptus staigeriana mostrou-se eficiente no 

controle do coleóptero Callosobruchus maculatus provocando 

mortalidade de adultos através do processo de fumigação (BRITO et al., 
2006). O mesmo óleo foi testado quanto à ação acaricida verificando-se 
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atividade sobre larvas e fêmeas ingurgitadas do carrapato Rhipicephalus 

microplus (CHAGAS et al., 2002), bem como larvicida  para L. 

longipalpis (MACIEL et. al., 2010) e ainda tóxico para nematódeos 

(MACEDO et. al., 2010; RIBEIRO et. al., 2013).  

 

5.4 Enzimas como Biomarcadores de Toxicidade 

 

As enzimas são catalisadores biológicos de natureza 

principalmente proteica, que participam de todas as reações celulares, 

tendo como papel fundamental o controle metabólico celular.  Do ponto 

de vista ecotoxicológico, constituem excelente ferramenta para estimar-

se o efeito de substâncias, na avaliação das alterações bioquímicas, 

morfo-histológicas ou comportamentais, em especial de fármacos e 

poluentes. (COELHO et. al., 2008; JESUS & CARVALHO, 2008). 

A escolha das enzimas no presente estudo deveu-se às 

informações descritas na literatura, bem como à experiência do nosso 

laboratório – Laboratório de Avaliação Ecotoxicológica - UFSC em 

estudos com poluentes.  

Como mencionado anteriormente, diversos autores demonstraram 

que fosfatases alcalinas de mosquitos podem ser utilizadas como 

marcadores de membrana nas microvilosidades do intestino médio, 

embora possam também ocorrer em membranas intestinais basolaterais e 

até mesmo como uma enzima secretora. (TERRA & FERREIRA, 1994). 

Assim, existem evidências experimentais importantes de que podem 

desempenhar um papel importante no processo digestivo destes 

organismos e o estudo da sua atividade, neste caso, pode fornecer 

informações importantes sobre o funcionamento normal e patológico do 

processo digestivo.  

Da mesma forma, a enzima lactato desidrogenase é uma 

importante enzima do metabolismo de carboidratos, estrategicamente 

posicionada como catalisador de uma reação que oferece alternativa ao 

metabolismo aeróbio de glicose, ou seja, participa da fase do 

metabolismo anaeróbio.  

A enzima colinesterase tem sido intensamente utilizada como um 

bio- marcador da exposição de diversos organismos a inseticidas 

fosforados. Esses fatos justificaram a escolha dessas enzimas como 

possíveis biomarcadores das alterações bioquímicas que poderiam 

ocorrer nas larvas expostas ao óleo de eucalipto. 

Portanto, com o objetivo de elucidar a influência da exposição a 

solução aquosa de E. staigeriana no metabolismo do mosquito A. 
aegypti, as três  enzimas marcadoras de possíveis alterações metabólicas 
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importantes foram escolhidas: Lactato Desidrogenase (LDH), 

Colinesterase (COL) e Fosfatase Alcalina (FA).  

Nesses estudos, com base em diversos ensaios preliminares 

tentativos, utilizamos um pool de 10 larvas em 1 mL de água ultrapura 

contendo Triton a 0,01%, para fazer o homogenato das mesmas. 

Constatou-se que o homogenato que continha 10 larvas do mosquito 

possuiu material suficiente para analisar as enzimas avaliadas neste 

trabalho, com base na concentração de proteínas totais encontrada. 

(Figura 28). 

Para uma melhor visualização dos resultados que evidenciam a 

evolução das respostas das atividades enzimáticas, especialmente em 

relação aos controles, decidimos aqui expressar os resultados na forma 

de valores relativos, em vez dos valores absolutos, nos gráficos que 

demonstram a variação da atividade das enzimas em função do tempo e 

da concentração da solução. As razões que justificam este tratamento 

dos dados ficarão mais evidentes com a discussão dos mesmos, a seguir. 

Para o cálculo dos valores relativos, o valor de atividade 

enzimática dos controles em 1 hora, 5 horas, respectivamente, 24 horas, 

bem como para o de 48 horas, foi considerado como sendo o valor 

relativo igual a 1 (um). Os respectivos valores das médias (das 

replicatas) das atividades enzimáticas das amostras, para cada 

concentração testada, foram divididos pelo valor de cada controle (valor 

relativo = valor da amostra/valor do controle). Exemplificando, o 

resultado da atividade enzimática das amostras obtido no tempo de 1 

hora foi dividido pelo valor do controle de 1 hora, sendo o mesmo 

procedimento utilizado para as amostras e controle de 5 horas, 24 horas 

e 48 horas. Obtivemos assim, o valor relativo de cada uma das amostras 

testadas. 

 

5.4.1 – Atividade da Lactato Desidrogenase (LDH) 

 

A LDH é uma das enzimas chaves do metabolismo anaeróbico de 

glicose que catalisa a reação reversível do piruvato a lactato, no final da 

via glicolítica, em períodos de baixa ou insuficiente disponibilidade de 

oxigênio, incluindo anaerobiose tecidual, hipóxia. (HOCHACHKA & 

SOMERO, 2002). 

No gráfico (Fig. 19), podemos observar que no tempo de 1 hora, 

em todas as concentrações, os valores da atividade enzimática foram 

mais altos ou praticamente iguais ao resultado do controle. Após 5 horas 

de exposição a solução aquosa, para a concentração de 74µg/mL, o seu 

valor mostrou-se relativamente aumentado, sendo que nas outras 
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concentrações os valores foram menores que o controle. Em 24 horas de 

exposição, a concentração de 100 µg/mL foi a única onde o valor da 

atividade enzimática foi acima do valor expresso no controle, elevando-

se ainda mais após 48 horas de exposição a solução aquosa. 

 
Figura 19 - Valores relativos da atividade enzimática da lactato desidrogenase 

(LDH) em larvas de Aedes aegypti em 1, 5, 24 e 48 horas de exposição em 

solução aquosa de Eucalyptus staigeriana, n=10; T=37ºC. 

 
Fonte: A autora, 2015. 

 

O resultado da ANOVA indica que a interação entre o efeito de 

concentração e o de tempo foi muito significativa (Tabela 7, ver coluna 

LDH). Isto significa que os efeitos das diferentes concentrações foram 

de fato dependentes dos tempos, ou seja, há diferenças significativas 

entre os efeitos das diferentes concentrações dependendo do tempo em 

que as larvas de A. aegypti ficaram expostas a solução aquosa do óleo de 

E. staigeriana. Os testes pos-hoc SNK comprovaram as tendências 
observadas no gráfico acima. 
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Tabela 7 - Resultados das análises de variância para atividades de lactato 

desidrogenase (LDH), fosfatase (FA) e colinesterase (COL). Os termos de 

interesse significativos (α=0,05) utilizados nas comparações a posteriori estão 

em negrito. Para os testes Student-Newman-Keuls (SNK): Ct (controle), 30, 74 

e 100=concentrações em µg/mL. “ < “ ou “ > “, indica p<0,05 e = indica 

p>0,05. Níveis de significância * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001. 

 
LDH FA COL

F F F

[ ] 3 15,45 6,86 3,48*

t 3 15,12 34,37 4,18*

t x [ ] 9 19,39*** 7,14*** 0,47

Resíduo 16

SNK t x [ ] t x [ ]

1h Ct=100=30=74 1h 74=Ct=100=30 [ ] 30>74

5h 30=Ct=100<74 5h 30=100=Ct<74

24h 74=30=Ct<100 24h 30=100=74=Ct t 1h>5h

48h 74=30=Ct<100 48h 30=100=Ct=74 1h>24h

Fatores GL

 
Fonte: A autora, 2015. 

 

Nas concentrações de 74µg/mL e 30µg/mL, a atividade da LDH 

diminuiu com o tempo (de 5 à 48h) comparando-se com o controle (Fig. 

19). Esta resposta significa que, aparentemente, a disponibilidade de 

oxigênio tecidual não é um fator atuante e responsável pelos efeitos 

tóxicos encontrados, nesta fase de exposição, pois é fato bem conhecido 

que a atividade desta enzima deve aumentar com a redução da 

concentração de oxigênio presente no tecido, em diversos organismos. 

Infelizmente, que seja do nosso conhecimento, não existem dados 

disponíveis na literatura com relação à atividade desta enzima em 

mosquitos, bem como em larvas. Existem dados indiretos, 

especialmente dados relativos à expressão gênica de enzimas e outras 

proteínas, que demonstram que a atividade da via glicolítica aumenta 

significativamente em larvas submetidas à condição de estresse, 

incluindo por agentes tóxicos, porém, sem qualquer menção específica à 

enzima LDH, (BARREIRA, 1996).  O valor de atividade de LDH 

extraordinariamente elevado no tempo de 5h de exposição à 

concentração de 74µg/mL não possui uma explicação fácil ou óbvia, 

porém o perfil é o mesmo da concentração de 30µg/mL e diferente da 

concentração de 100 µg/mL, na qual à medida que o tempo de exposição 

aumenta (de 5 à 48h), a atividade da LDH aumenta significativamente.  

Os resultados da atividade de LDH parecem indicar que existem 

duas fases distintas de comportamento metabólico das larvas com 

relação ao tempo de exposição. O mesmo comportamento parece ocorrer 

com a relação à variação das concentrações, pois as concentrações de 30 
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e 74 µg/mL exibem um padrão e a de 100 µg/mL outro comportamento. 

No intervalo de tempo de 0 à 5h, provavelmente, as larvas estão 

tentando se adaptar a exposição ao óleo.  Assim a atividade aumenta e 

em seguida se reduz a valores inferiores ao controle, provavelmente 

refletindo a situação dinâmica entre o efeito provocado e a intensidade 

da reação de defesa do organismo.  No momento seguinte (de 5 à 48h), a 

tendência da atividade de LDH parece obedecer a um único efeito 

determinante do comportamento, o qual induz a redução gradual e 

sucessiva da atividade, para as larvas expostas a solução aquosa do óleo, 

nas concentrações de 30 e 74 µg/mL. Para a concentração de 100 

µg/mL, a atividade aumenta significativamente. Isso significa que por 

ser essa uma concentração bastante elevada, o perfil de atividade com o 

tempo é diferente das demais. Se levarmos em consideração que para 

essa concentração a mortalidade é muito alta e rápida, tal 

comportamento parece compreensível.   

Não menos importantes nos parecem os efeitos da adaptação ao 

jejum, os quais estão de certa forma, indicados na literatura. Alguns 

poucos estudos indicam que a resposta metabólica ao estresse é diferente 

entre larvas alimentadas e larvas em jejum. (BARRERA, 1996).  Aqui 

cabe destacar que o protocolo utilizado neste estudo (OMS) para testar a 

atividade larvicida determina que as larvas não sejam alimentadas. A 

discussão desse fato ou fator no presente estudo será feita a seguir. 

 Para melhor entender os efeitos do jejum sobre a atividade das 

enzimas em estudo, as larvas foram monitoradas de 0 à 48h, com e sem 

alimentação e não expostas a solução aquosa do óleo. Neste caso, os 

dados da Figura 20 a seguir, não são os dados relativos, pois se trata 

apenas do grupo controle. 
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Figura 20 - Atividade enzimática da lactato desidrogenase (LDH) em larvas de 

Aedes aegypti do grupo controle em 1, 5, 24 e 48 horas em jejum e alimentado. 

n= 10; T= 37ºC. 

 
Fonte: A autora, 2015. 

 

Observando os resultados da atividade enzimática de LDH das 

larvas em jejum e comparando-se com o resultado das larvas 

alimentadas por 48 horas, podemos observar que para as larvas em 

jejum, bem como para as que receberam alimento por 48 horas, a 

atividade da enzima LDH aumentou ao longo das 48 horas do bioensaio. 

Para as larvas alimentadas, os valores foram ainda maiores do que os 

valores expressos no controle. Salientamos que não ocorreu mortalidade 

de larvas em nenhum dos frascos onde as larvas foram mantidas por 48 

horas e foi observado mudança de instar normalmente. Em resumo, para 

as larvas do grupo controle, com e sem alimento, a atividade de lactato 

desidrogenase não se reduz, ao contrário, aumenta com o tempo de 0 à 

48h. Neste caso, o aumento da atividade de LDH ao longo do período de 

48 h deve ser provocado pelas mudanças morfológicas que as larvas 

sofrem, uma vez que completaram o terceiro instar e atingiram o quarto 

instar e se preparam para se transformar em pupa. 

 Assim, a redução da atividade de LDH para larvas expostas a 

solução aquosa do óleo é um efeito metabólico provocado pelo mesmo, 

nas concentrações de 30 µg/mL e 74 µg/mL e que, portanto, podemos 

afirmar que, nestas duas concentrações a mortalidade das larvas não foi 

por hipóxia. Por outro lado, na concentração de 100 µg/mL, além dos 

efeitos de toxicidade promovidos pela exposição ao óleo, como será 

discutido na seção referente aos dados histológicos, também é provável 
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que efeitos de hipóxia possam ser operantes, o que explicaria o aumento 

da atividade de LDH. Numa outra hipótese, nessa concentração alta, o 

óleo poderia estar promovendo o mesmo efeito que a alimentação 

provoca, ou seja, o aumento da atividade de LDH. 

Por outro lado, é importante observar no gráfico da GSH (Figura 

25) (o qual será discutido a seguir) que os valores da atividade 

antioxidante foram crescentes, com relação ao tempo em que as larvas 

estavam expostas a solução aquosa. Fica evidente que os mecanismos de 

defesa das larvas nestas duas concentrações aumentaram com relação ao 

tempo de exposição. Ou seja, as larvas estavam submetidas a algum tipo 

de estresse.   

Barrera (1996) estudou a resistência ao jejum e a competição 

entre larvas de 3,5 dias (3º instar) das três espécies do gênero Aedes. O 

estudo mostrou através do consumo de oxigênio, que a taxa metabólica 

durante o jejum cai significativamente nas quatro espécies estudadas, A. 

aegypti, A, albopictus e A. triseriatus e A. taeniorhynchus (Fig. 21). Os 

nossos resultados nos permitem sugerir que a redução da taxa de 

consumo de oxigênio no jejum não significa uma redução da taxa 

metabólica de uma maneira geral, mas sim uma reorganização 

metabólica, em especial do metabolismo de carboidratos, com uma 

possível redução da degradação de glicose. 

 
Figura 21 - Taxa de respiração (média±SE;µl/larva/h)  de larvas de Aedes 

aegypti, Aedes albopictus, Aedes triseriatus e Aedes taeniorhynchus de 3,5 dias, 

medida pelo consumo de oxigênio. * Poucos sobreviventes. 

 
Fonte: Barrera, 1996. 

 

É interessante destacar ainda que, que carências nutricionais 

geram um alongamento no tempo de desenvolvimento larval e também 

um aumento na mortalidade na fase de transição para o adulto. (BERGO 

et al, 1990). 
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 Os dados da atividade enzimática para larvas controle, com e 

sem alimentação, indicam que existe um alto grau de complexidade e 

dificuldade na avaliação dos efeitos de toxicidade do óleo em estudo, 

pois alem de demonstrar os efeitos do jejum, também demonstram os 

efeitos da evolução das larvas no período de 48h, ou seja, as prováveis 

mudanças de instar e respectivas alterações bioquímicas. Por essa razão, 

para excluir ou descontar essas influências dos efeitos tóxicos 

promovidos pela exposição ao óleo, nós avaliamos que a melhor forma 

seria expressar os dados de atividade como dados relativos ao controle, 

uma vez que os efeitos de mudança de instar e do jejum estão 

acontecendo também para as larvas controle. Esse mesmo raciocínio foi, 

portanto, utilizado na discussão de todos os resultados das atividades 

enzimáticas. 

 

5.4.2 – Fosfatase Alcalina (FA) 

 

Fosfatases constituem um grupo de enzimas que estão envolvidas 

e/ou regulam a fosforilação de proteínas relacionadas com a sinalização 

celular, metabolismo de carboidratos e nucleotídeos, transferência de 

energia através de ATP, crescimento e diferenciação de tecidos. 

(COLEMAN, 1992). As fosfatases ácidas são encontradas dentro de 

vacúolos e intimamente associadas com a face interna de membranas, 

enquanto que as fosfatases alcalinas são principalmente localizadas nas 

superfícies luminais de epitélios que transportam metabólitos, incluindo 

o processo digestivo de larvas e mosquitos. Assim, fosfatases e esterases 

com diversificado significado fisiológico têm sido amplamente 

utilizadas como biomarcadores sensíveis e precisos para avaliar a 

toxicidade de biocidas químicos e de origem vegetal, sobre pragas e 

insetos que atuam como vetores de doenças. (ALEXANDER, 1990; 

WHEELOCK, et al., 2005). 

No gráfico da Fig. 22, podemos observar que após 1 hora, em 

todas as concentrações, os valores da atividade enzimática foram 

superiores ou praticamente iguais ao resultado do controle. Após 5 horas 

de exposição, na solução aquosa a concentração de 74µg/mL, as larvas 

apresentaram o valor de atividade aumentado, como observado para 

LDH, sendo que nas outras concentrações, os valores foram menores ou 

iguais ao controle. Em 24 horas de exposição todas as concentrações 

tiveram sua atividade abaixo do valor expresso no controle, sendo que 

após 48 horas de exposição à concentração de 74µg/mL se manteve 

igual ao controle, mas as outras concentrações tiveram seus valores 

abaixo do valor apresentado no controle.  
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Figura 22 - Valores relativos da atividade enzimática da fosfatase alcalina 

(FA), em larvas de aegypti em 1, 5, 24 e 48 horas de exposição em solução 

aquosa de E. staigeriana; n=10; T= 37ºC. 

 
     Fonte: A autora, 2015. 

 

O resultado da ANOVA para essa atividade enzimática também 

indica que a interação entre os efeitos de concentração e efeitos de 

tempo foi muito significativa (Tabela 7, ver coluna FA). Isto significa 

que os efeitos das diferentes concentrações foram de fato dependentes 

dos tempos de exposição, ou seja, há diferenças significativas entre as 

concentrações dependendo do tempo em que as larvas de A. aegypti 

ficaram expostas a solução aquosa de E. staigeriana. Os testes pos-hoc 

SNK comprovaram as tendências observadas no gráfico acima (Tabela 

7, ver coluna FA). 

Novamente, assim como na atividade de LDH, os períodos de 0 à 

1h e de 1 à 5h são diferentes do restante dos tempos de exposição, de 5 à 

48h. Provavelmente, os mesmos efeitos de adaptação também são 

operantes aqui. Observou-se um aumento de atividade nas primeiras 

horas de exposição e em seguida ocorre a redução, ou manutenção, da 

atividade da fosfatase alcalina. Porém, diferentemente da atividade de 
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LDH, a atividade observada na concentração de 100 µg/mL não foi 

superior à atividade nas demais concentrações.   

Importante salientar que, neste caso, o método utilizado para 

determinação da atividade enzimática não permite diferenciar os 

diversos grupos de fosfatases alcalinas. Em outras palavras, a atividade 

de fosfatase medida reflete a atividade de um pool de enzimas com 

distribuição entre tecidos diferentes e, embora todas sejam fosfatases 

alcalinas, também as suas funções específicas são diferentes, incluindo 

as fosfatases envolvidas no processo digestivo. Neste sentido, seria de se 

esperar que a atividade do grupo de fosfatases envolvidas no processo 

digestivo, que promovem a absorção dos lipídeos do óleo, aumentasse 

como um efeito de compensação provocado pelas alterações induzidas 

pela presença do extrato de óleo de eucalipto. Também a atividade das 

fosfatases envolvidas no metabolismo energético poderia aumentar em 

função do aumento da demanda por energia, em função do processo de 

desintoxicação e absorção dos lipídeos. Obviamente, esse parece não ser 

o caso. Alternativamente, o óleo poderia desestruturar a membrana 

peritrófica e/ou também as células do tecido epitelial do intestino médio, 

afetando a atividade das enzimas ali contidas, incluindo as fosfatases. 

Neste caso, poderíamos observar a redução da atividade das fosfatases, 

como realmente foi observado. As análises histológicas de fato 

revelaram alterações celulares importantes no intestino médio das larvas 

expostas ao extrato em estudo, como será discutido posteriormente. 

Porém, ainda que esse efeito fosse operante, a relação do efeito com a 

concentração do óleo não poderia ser explicada por um único fator, 

como pode ser evidenciado pelos efeitos diferentes detectados em 30, 74 

e 100 µg/mL, uma vez que não existe proporcionalidade da intensidade 

do efeito com o aumento de concentração. 

 Estudos sobre a sensibilidade de larvas à toxina B.t.i., produzida 

pelo Bacillus thuringiensis e usada como larvicida, entre insetos 

suscetíveis e cepas resistentes revelaram a importância da fosfatase 

alcalina, especialmente no intestino, a qual serve como um potencial 

receptor para a ligação da toxina B.t.i (ANDRADE & MODOLO, 1991).  

Embora a  fosfatase alcalina e outras enzimas têm sido consideradas por 

desempenhar um importante papel na toxicidade B.t.i., o efeito direto de 

B.t.i. nestas enzimas permanece ainda em discussão. 

     Adicionalmente, Koodalingan et al. (2011) relataram que o 

nível da atividade enzimática da FA de larvas expostas a solução aquosa 

de Sapindus emarginatus diminuiu durante o desenvolvimento de larvas 

de quarto ínstar do A. aegypti, redução esta de 12% do nível de atividade 

em comparação com o controle. Por outro lado, o estudo com pupas 
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expostas ao mesmo óleo revelou um aumento de 49% de atividade da 

FA sobre o controle. Da mesma forma, estudos que avaliaram a 

evolução de larvas de primeiro a quarto instar constataram que durante 

esse período ocorre uma redução de atividade de fosfatase alcalina. Ou 

seja, os efeitos observados dependeram da fase de desenvolvimento em 

que as larvas estavam.  

Podemos sugerir que efeitos semelhantes também estão operando 

no nosso estudo, uma vez que as larvas evoluem das primeiras horas até 

o tempo de 48h, sendo que nesse tempo, elas certamente estão no 4º 

instar e se preparam para se transformar em pupas, como já mencionado 

anteriormente. 

Neste sentido, da mesma forma que para LDH, os efeitos do 

jejum e evolução morfológica das larvas sobre a atividade das fosfatases 

em estudo foram avaliados. Para tanto, as larvas foram monitoradas de 0 

à 48h, com e sem alimentação, não expostas ao extrato de óleo.  

O gráfico da Figura 23 indica que, em primeiro lugar, o jejum e 

as alterações morfológicas relativas à mudança de instar promovem a 

redução na atividade de fosfatase alcalina. Em segundo lugar, demonstra 

que a alimentação pode mudar esse comportamento, para o intervalo de 

tempo de 0 à 24h, porém, no tempo de 48h esse efeito de redução da 

atividade é aprofundado. 
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Figura 23 - Atividade enzimática da fosfatase alcalina (FA) em larvas de Aedes  

aegypti do grupo controle em 1, 5, 24 e 48 horas em jejum e com alimento; 

n=10; T= 37ºC. 

 
Fonte: A autora, 2015. 

 

Outro fator importante na discussão da participação das fosfatases 

é relativo às fosfatases envolvidas na regulação do metabolismo 

energético. 

Em estudo feito com o mosquito Culex quinquefasciatus Alves et 

al., (2010) observaram uma alteração no pH do intestino médio, quando 

as larvas foram expostas aos inseticidas: temefós, cipermetrina, 

deltametrina, ivermectina e abamectina. Segundo Clements, (1996) o pH 

do intestino médio de mosquitos varia de espécie para espécie, mas é 

mantido entre 10,5 e 11,0 na região anterior.  

Segundo os autores, a alteração observada sugere um 

desequilíbrio elétrico, já que a manutenção do pH alcalino é o principal 

gasto energético das larvas, podendo gerar um desarranjo fisiológico 

também na hemolinfa dos mosquitos. (ALVES et al., 2010). 

Para que as larvas consigam um pH alcalino de 11,0, no intestino 

médio, cátions, como Na
+ 

ou K
+ 

e ânions, como OH
- 
, CO3

2 - 
ou HCO3 

- 

precisam ser acumulados no lúmem do intestino mediano.  Portanto, 

duas vias de transporte epitelial são utilizadas com a função de 

alcalinizar o mesmo. (BOUDKO, et al., 2001). 

Íons de K+ ou Na+ são bombeados ativamente para dentro da 

hemolinfa, de tal forma que a energia para o movimento destes íons seja 
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provida pela V-ATPase presente no ápice das membranas do ceco 

anterior de insetos. (CHAPMAN, 1998). 

Na região do intestino médio das larvas de A. aegypti, a H
+
-V-

ATPase está presente na membrana basal, sendo que o transporte de 

prótons de células intestinais para a hemolinfa poderá acidificar a 

hemolinfa, enquanto os prótons que seguem para o lúmen tende a 

alcalinizá-lo. No entanto, este movimento deverá ser hiperpolarizado por 

enzimas tanto na membrana apical como na membrana basal. 

(FILIPPOVA et al., 1998; ZHUANG et al., 1999; BOUDKO et al., 

2001).  

Aqui cabe ressaltar que o estudo feito por Alves et al., (2010) 

demonstrou o aumento de alteração no pH do intestino mediano de C. 

quinquefasciatus  e concluiu que os inseticidas podem estar 

influenciando nesta V-ATPase de tal forma que íons tendem a passar da 

hemolinfa para o lúmen, podendo acidificar o intestino médio das larvas. 

No mesmo estudo o autor também percebeu o aumento das invaginações 

na membrana basal do tubo intestinal como sendo um indicativo da 

alteração no transporte de eletrólitos, pois este aumento pode resultar no 

acréscimo de bombas iônicas na tentativa de bombear íons para o lúmen 

a partir da hemolinfa.  

Em nossas análises histológicas também conseguimos perceber o 

aumento das invaginações (Fig. 34) na porção basal do epitélio do 

intestino médio das larvas de A. aegypti, observando com isso uma 

diferenciação na coloração das células ao longo do intestino mediano, 

provavelmente provocado pela mudança de pH. 

 

5.4.3 – Colinesterase (COL) 

 

O perfil de atividade enzimática com o tempo para essa enzima é 

diferente das demais enzimas estudadas. Também o perfil de variação da 

atividade em função das concentrações é diferente. No gráfico (Fig. 24), 

podemos observar que na concentração de 74µg/mL, em todos os 

tempos de exposição estudados, a atividade enzimática foi abaixo dos 

valores expressos no controle. Já na concentração de 100 µg/mL seu 

valor expressou-se maior que o controle, com exceção do tempo de 

exposição de 5 horas. Na concentração de 30µg/mL, em todos os tempos 

de exposição estudados, os valores ficaram acima dos valores 

expressados pelo controle.  
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Figura 24 - Valores relativos da atividade enzimática da colinesterase (COL) 

em larvas de Aedes aegypti em 1, 5, 24 e 48 horas de exposição em extrato 

aquoso de E. staigeriana; n=10; T=37ºC. 

 
Fonte: A autora, 2015. 

 

O resultado da ANOVA indica que os efeitos das diferentes 

concentrações foram dependentes dos tempos, ou seja, a concentração 

do extrato afetou a atividade da enzima de forma significativamente 

diferente, dependendo do tempo que as larvas ficaram expostas a 

solução aquosa. (Tabela 7, ver coluna COL). 

Também para a atividade de colinesterase, a relação do efeito 

observado com a concentração do óleo não poderia ser explicada por um 

único fator, como pode ser evidenciado pelas diferenças detectadas em 

30, 74 e 100 µg/mL, uma vez que não existe proporcionalidade da 

intensidade do efeito com o aumento de concentração. 

 Acetilcolinesterase (Ace) é uma enzima essencial no sistema 

nervoso de todos os animais.  Está presente nas membranas pós-

sinápticas e seu principal papel é interromper a transmissão nervosa, 

hidrolisando o neurotransmissor acetilcolina. (SOREQ & SEIDMAN, 

2001; REVUELTA et al., 2009). 



88 

 

A Ace vem sendo muito pesquisada por ser o alvo dos inseticidas 

organofosforados e carbamatos. Sua inibição por estes inseticidas faz 

com que a enzima perca a capacidade de hidrolisar a acetilcolina e, com 

isso, a concentração do neurotransmissor permanece alta nas junções 

nervosas, causando excitação exagerada, o que eventualmente culmina 

na morte do inseto. (FUKUTO, 1990, WALSH et al. 2001, 

NABESHIMA et al. 2003; WU et al., 2010). Exatamente por essa razão, 

verificar se a atividade larvicida do óleo poderia ser via neurotoxicidade, 

é que avaliamos o comportamento dessa enzima no presente estudo. 

O papel fisiológico de duas diferentes acetilcolinesterases 

estudadas em alguns insetos ainda não está claro. No entanto, Revuelta 

et al. (2009) analisando os dois genes ace de Blattella germanica por 

meio de RNA de interferência e PCR quantitativo, demonstraram que o 

produto do gene ace-1 é o principal responsável pela hidrolise 

fisiológica de acetilcolina: cerca de 65-75% de toda a atividade 

colinesterásica neste modelo.  

Trabalhos relatam que larvas expostas a substâncias consideradas 

larvicidas exibem a inibição significativa a acetilcolinesterase, 

mostrando a atividade neurótoxica para A.aegypti e C. quinquefasciatus 

(KOODALINGAN et al., 2011; KOODALINGAM et al., 2012), sendo 

a dosagem da sua atividade utilizada frequentemente como biomarcador 

de efeito. 

Como mostra o gráfico (Fig. 24), em nosso estudo sobre a ação 

larvicida da solução aquosa de E. staigeriana, aparentemente, a solução 

não se mostrou um larvicida neurotóxico, uma vez que a atividade de 

colinesterase não foi inibida, com exceção do efeito observado na 

concentração de 74 µg/mL e no período de 1h para a concentração de 

100 µg/mL, porém, neste caso, aumentando sucessivamente com o 

tempo.  

Em resumo, a variação das atividades de todas as enzimas 

estudadas não obedece a uma regra simples em relação à concentração 

do óleo e, portanto, exibiu um certo grau de dificuldade na sua 

explicação. Tal fato é comum quando se estuda misturas complexas de 

agentes tóxicos, como no caso da solução aquosa do óleo de eucalipto. 

Tais misturas complexas são constituídas de muitas substâncias 

diferentes, as quais podem apresentar efeitos antagônicos ou sinérgicos, 

umas em relação às outras. Assim, a relação dose resposta é a resultante 

de vários efeitos e, portanto, bastante complexa.  

 

5.5 Biomarcadores de Estresse Oxidativo 
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Os procedimentos para obtenção dos homogenatos foram os 

mesmos utilizados para analisar as enzimas LDH, FA e COL, já 

explicados no item 5.4. 

Entende-se como estresse oxidativo quando ocorre uma produção 

de espécies oxidantes numa quantidade maior do que os sistemas de 

desintoxicação são capazes de suportar. Essa situação fisiológica de 

desbalanceamento causa oxidações não específicas de proteínas, ácidos 

nucleicos, membranas, que lesam os sistemas biológicos. (JONES, 

2006). 

 

5.5.1 – Glutationa Reduzida (GSH) 
 

A Figura 25 mostra que a atividade de GSH em 1 hora, em todas 

as concentrações, está acima dos valores expressos pelo controle. Em 5 

horas de exposição a solução aquosa, em todas as concentrações, os 

valores ficaram abaixo dos valores contidos no controle. Mas, em 24 

horas, com exceção da concentração de 74µg/mL, os valores estão 

acima dos valores expressos pelo controle e ainda maiores do que os 

valores expressos em 1 hora de exposição a solução aquosa. Da mesma 

forma, nas 48 horas de exposição, os valores da atividade estão, em 

todas as concentrações, maiores se compararmos com os demais tempos 

de exposição, bem como com os valores expressos no controle.  
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Figura 25 - Valores relativos da atividade da glutationa reduzida (GSH) em 

larvas de Aedes aegypti em 1, 5, 24 e 48 horas de exposição em extrato aquoso 

de E. staigeriana; n=10; Temperatura ambiente. 

 
Fonte: A autora, 2015. 

 

O resultado da ANOVA indica que a interação entre os efeitos 

das concentrações e tempo foi extremamente significativa (Tabela 8, ver 

coluna GSH). Isto significa que as concentrações foram de fato 

dependentes dos tempos, ou seja, há diferenças muito significativas 

entre as concentrações dependendo do tempo em que as larvas de A. 

aegypti ficaram expostas a solução aquosa de E. staigeriana. Os testes 

pos-hoc SNK comprovaram as tendências observadas no gráfico acima. 
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Tabela 8- Resultados da análise de variância para atividades de glutationa 

reduzida (GSH), catalase (CAT) e proteína totais. Os termos de interesse 

significativos (α=0,05) utilizados nas comparações a posteriori estão em 

negrito. Para os testes Student-Newman-Keuls (SNK): Ct (controle), 30, 74 e 

100=concentrações em µg/mL. “ < “ ou “> “, indica p<0,05 e = indica p>0,05. 

Níveis de significância * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001. 
GSH CAT Proteinas Totais

F F F

[ ] 3 8,33 1,59 9,73

t 3 130,19 7,01 14,35

t x [ ] 9 17,82*** 2,80* 13,44***

Resíduo 16

SNK t x [ ] t x [ ] t x [ ]

1h Ct<100=30<74 1h 74=Ct=30=100 1h 100=30<74=Ct

5h 30=74<100<Ct 5h 100=Ct=30=74 5h 74=Ct<30<100

24h 74=Ct<30=100 24h 30=100=Ct=74 24h 74=100=30<Ct

48h Ct<100=30=74 48h Ct<100=74=30 48h 100<74=30=Ct

Fatores GL

 
Fonte: A autora, 2015. 

 

A atuação protetora/antioxidante da GSH, dependendo da sua 

relação de concentração com o agente oxidante, é capaz de prevenir os 

danos às membranas celulares e a outras macromoléculas. Esta molécula 

hidrossolúvel pode ser encontrada desde os microrganismos até plantas 

e animais superiores. É encontrada principalmente no citosol celular e 

em outras fases aquosas de sistemas vivos, onde desempenha um papel 

fundamental na regulação do balanço redox. Assim sendo, pode ser 

usada como um indicador de estresse oxidativo no processo de 

intoxicação por xenobióticos. (JEFFERIES et al., 2003; KONISHI et al., 

2005). 

Na presente pesquisa, no final do período de exposição (48 horas) 

pode-se constatar um aumento significativo de GSH nas larvas expostas 

a solução aquosa de E. staigeriana em relação ao controle, indicando 

que o efeito de toxicidade do extrato do óleo pode envolver a formação 

de radicais livres e/ou espécies ativas de oxigênio, estimulando assim a 

elevação da concentração de GSH.   

Desta forma, os resultados parecem confirmar (Figura 17, 

resultados de LDH) que a GSH é frequentemente a primeira linha de 

defesa contra o estresse oxidativo, inclusive em larvas de mosquitos. Os 

níveis de GSH podem aumentar devido a um mecanismo de adaptação a 

um estresse oxidativo (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1998; ZHANG 

et al., 2005). 

Na literatura, não encontramos nenhum estudo acerca da atuação 

da GSH como defesa antioxidante em larvas de mosquitos, em especial 

de A. aegypti, após a exposição à xenobióticos. Porém, esta defesa 
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antioxidante é muito estudada em outros organismos aquáticos como os 

peixes e algas. 

Em estudos realizados por Lima et al. (2006) foi observado que, 

em sete dias, tilápias expostas a efluentes de indústria suína 

apresentaram baixos níveis de GSH, por outro lado, após 90 dias de 

exposição foi observado elevado conteúdo de GSH sugerindo adaptação 

antioxidante em resposta a exposição crônica. Assim, o aumento nos 

níveis de GSH sugere resposta adaptativa e de proteção desta 

biomolécula contra o estresse oxidativo, induzido por substâncias 

contaminantes. (PANDEY et al., 2003; ZHANG et al., 2004; 

FAROMBI et al., 2007). 

Modesto (2009) estudou o efeito de dois tipos de herbicidas à 

base de glifosato, Roundup® e Roundup Transorb®, para a espécie de 

peixe nativa Prochilodus lineatus após 6 e 24 horas de exposição, e 

observou um aumento significativo no conteúdo da GSH, quando 

comparados com os respectivos controles. Ele supôs que a GSH foi 

utilizada prioritariamente como defesa antioxidante. 

Já Torres et al.  (2008) estudaram a susceptibilidade das defesas 

antioxidantes e de mecanismos de desintoxicação de xenobióticos na 

microalga diatomácea Minutocellus polymorphus quando submetida a 

concentrações subletais de oxifluorfeno e de benzo[a]pireno em 

exposição aguda. Os resultados mostraram que a GSH diminuiu frente 

aos controles, em quase 40% sob ação do oxifluorfeno e mais de 50% 

nas culturas com benzo[a]pireno.  

Ghelfi (2014) estudou os efeitos tóxicos agudos causados pela 

exposição ao diclofenaco em concentrações semelhantes às encontradas 

no ambiente no peixe Rhamdia quelen. Ao ser avaliada nesse estudo, a 

GSH não apresentou alteração em seu níveis em nenhuma concentração 

de diclofenaco testada em relação ao controle, no fígado e no rim. A 

redução nas concentrações da GSH poderia estar diminuída em função 

da conjugação da GSH com xenobiótico para a ação catalítica da 

Glutationa Transferase (GST), desta forma agiria como um agente 

celular redutor que protegeria a célula contra os radicais livres.  

A diminuição no conteúdo de GSH pode ser um indício de que, 

num estresse severo, haja depleção deste tiol devido à perda do 

mecanismo de adaptação ou devido à oxidação interna da GSH sem 

haver a reposição de sua forma reduzida. (ZHANG et al., 2005). 

 

5.5.2 – Catalase (CAT) 
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Na Figura 26 observamos que a atividade da catalase aumentou 

consideravelmente somente nas larvas expostas por 48 horas a solução 

aquosa, em todas as concentrações. Sendo que nos demais os tempos 

observados, a atividade da CAT foi menor ou igual ao controle, em 

todas as concentrações.  

 
Figura 26 - Valores relativos da atividade enzimática da catalase (CAT) em 

larvas de Aedes aegypti em 1, 5, 24 e 48 horas de exposição em extrato aquoso 

de E. staigeriana, n=10.  

   
Fonte: A autora, 2015. 

 

O resultado da ANOVA indica que a interação entre 

concentrações e tempo foi pouco significativa (Tabela 8, ver coluna 

CAT). Os testes pos-hoc SNK comprovaram as tendências observadas 

no gráfico acima. 

Sim et al. (2011) estudaram a produção de catalase em mosquitos 

adultos da espécie Culex pipiens esclarecendo os mecanismos 

envolvidos na regulação da síndrome da diapausa em mosquitos fêmeas. 

Demonstrou que dois genes que codificam para as enzimas 

antioxidantes, catalase e sod-1, 2 e 3 e a glutationa peroxidase, oferecem 

um papel protetor em mosquitos diapáusicos. Catalase, em particular, 
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desempenha um papel fundamental na proteção aos danos oxidativos 

dos ovários.   

Curiosamente, na presente pesquisa, as larvas expostas a solução 

aquosa apresentaram diferença significativa em relação ao controle, 

apenas no período de 48 horas. Entretanto, quando comparamos as 

larvas que ficaram alimentadas por 48 horas de bioensaio com as larvas 

em jejum, no mesmo período, observamos que a atividade da CAT nas 

larvas em jejum por 48 horas é muito baixa com relação a todos os 

demais tempos, mas particularmente menor do que o valor encontrado 

para as larvas alimentadas (Fig. 27).  
 

Figura 27 - Atividade enzimática da catalase (CAT) em larvas de Aedes aegypti 

do grupo controle em 1, 5, 24 e 48 horas em jejum e com alimento; n=10.  

 
 Fonte: A autora, 2015. 

 

Esses resultados demonstram que a elevação da atividade da 

catalase se deve à exposição ao óleo, ou por responder a um processo de 

toxicidade, ou por significar que o óleo de alguma maneira faz o papel 

do alimento.  A atividade da CAT em larvas de mosquito na literatura é 

pouco explorada. 

SOHAL et al. (1983) estudaram a determinação do padrão dos 

mecanismos de proteção contra radicais livres, associados com a idade, 

durante a respiração aeróbica da Musca domestica. A atividade da CAT 

diminuiu bastante, progressivamente com a idade; 19 dias de idade as 

moscas exibiram redução de aproximadamente 45% na atividade da 
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CAT em comparação com o moscas de 3 dias de idade. O estudo indica 

que, em geral, o envelhecimento na mosca doméstica é acompanhado 

por um declínio na atividade da CAT. 

Benassi (2004) verificou um aumento da atividade da CAT em 

peixes, Oreochromis niloticus, expostos aos efluentes originários da 

mineração de carvão não remediados, em relação ao grupo controle. O 

autor sugere que a presença de compostos tóxicos no efluente de carvão 

não remediado provavelmente favoreceu a formação de peróxido de 

hidrogênio. 

Suryawanshi et al. (2015) investigaram a eficácia da prodigiosina 

pura (pigmento natural, de cor vermelha, produzido pela bactéria  

Serratia marcescens), como propriedade larvicida contra larvas e pupas 

dos mosquitos A. aegypti e Anopheles stephensi, onde demonstrou 

atividade inibitória para as espécies anteriormente citadas, independente 

do estágio de desenvolvimento, sendo que não existiu inibição da CAT 

nas larvas testes, bem como no controle. 

Hermes-Lima & Storey (1996) consideram que a elevação da 

atividade da CAT em alguns organismos, representa um caráter 

adaptativo que está associado à prevenção do estresse oxidativo, em 

função do aumento da produção de peróxido de hidrogênio. 

 

5.6 – Proteínas Totais 

 

A Figura 28 mostra que os valores dos níveis de proteínas totais 

em 1 hora, nas concentrações de 100µg/mL e 30µg/mL, estão abaixo 

dos valores expressos pelo controle, entretanto a concentração de 

74µg/mL está igual ao valor expresso no controle. Em 5 horas de 

exposição a solução aquosa, as concentrações de 100 e 30µg/mL 

tiveram seus valores maiores que os valores contidos no controle, já na 

concentração de 74µg/mL seu nível ficou quase igual ao do controle. 

Mas, em 24 horas, todas as concentrações tiveram seus níveis de 

proteínas totais abaixo dos valores expressos pelo controle. Em 48 horas 

os níveis de proteínas totais aumentaram com relação aos valores 

obtidos em 24 horas, mas se mostraram menores que os níveis expressos 

pelo controle. O perfil de alteração da atividade com o tempo é diferente 

em cada uma das concentrações, ou seja, não foi observada uma 

tendência claramente definida de variação. 

Adicionalmente, também constatou-se que o perfil de alteração da 

concentração de proteínas totais não se correlacionou com nenhum 

perfil de atividade enzimática avaliado - LDH, FA, e COL. Isso significa 
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que, provavelmente, as alterações na concentração de proteínas totais 

observada não se deve a um grupo em particular de proteínas.      

 
Figura 28 - Níveis de proteínas das larvas de Aedes aegyti expostos por 1, 5, 24 

e 48 horas em solução aquosa de E. staigeriana; n=10. 

 
Fonte: A autora, 2015. 

 

O resultado da ANOVA indica que a interação entre os efeitos 

das concentrações e tempo foi extremamente significativa (Tabela 8, ver 

coluna Proteínas Totais). Isto significa que as concentrações foram de 

fato dependentes dos tempos, ou seja, há diferenças muito significativas 

entre as concentrações dependendo do tempo em que as larvas de A. 

aegypti ficaram expostas a solução aquosa de E. staigeriana. Os testes 

pos-hoc SNK comprovaram as tendências observadas no gráfico acima. 

Um número significativo de pesquisadores examinaram o 

impacto de uma variedade de biocidas no nível de proteínas totais em 

insetos. Por exemplo, a concentração de proteínas totais em ninfas do 

coleópteros, Callosobruchus maculatus, foi afetada após a exposição 

desses insetos a um inseticida obtido da folha de Bauhinia monandra. 

(MACEDO et al., 2007).  

Recentemente, Koodalingam et al. (2009) relataram a redução do 

nível de proteína total de larvas e pupas de A. aegypti expostos ao 
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extrato de Sapindus emarginatus, com atividade larvicida, como no 

presente estudo.  Adicionalmente, verificou-se que o metabolismo de 

proteínas em larvas de A. aegypti expostas ao Vectobar foi perturbado 

com a evidente redução de 34% no nível de proteínas totais nos 

homogenatos de larvas. Esta observação sugere um efeito tóxico direto 

do produto a base de B.t. i., toxina na maquinaria sintética de proteínas 

da larva do mosquito. 

Na análise qualitativa realizada utilizando PAGE bidimensional, 

Huang et al. (2004) demonstraram expressão defeituosa de importantes 

proteínas em larvas expostas a azadirachtin (composto químico que 

pertence ao grupo limonóide, é um metabolito secundário presente em 

sementes de amargosa (Neem)). Da mesma forma,  estudos também 

demonstraram que o metabolismo geral das proteínas foi perturbado nas 

larvas após exposição ao extrato de Sapindus emarginatus. 
 

 

5.6 Histologia do Sistema Digestório de Aedes aegypti 

 

5.6.1 Padronização da metodologia 
 

a – Fixação - Entre os fixadores utilizados, verificou-se que o 

fixador de Bouin (Beçak & Paulete,1976) apresentou uma boa 

preservação histológica da larva de A. aegypti, com boa definição das 

estruturas após a coloração. 

 

b – Inclusão - As preparações histológicas do material incluído 

em historesina apresentaram qualidade superior às do material incluído 

em parafina, já que o uso de historesina proporcionou a obtenção de 

cortes mais finos (3µm), com menor sobreposição das estruturas 

celulares. Diante disso, a inclusão em parafina foi descartada e passou-

se a utilizar somente a inclusão em historesina. 

 

5.6.2 Descrição Histológica do Intestino da Larva de Aedes aegypti 

 

O Intestino dos mosquitos é dividido anatomicamente em três 

regiões: intestino anterior, intestino mediano e intestino posterior. Neste 

estudo, foi analisado somente o intestino mediano, responsável pela 

maior parte da digestão, onde ocorrem a secreção das enzimas digestivas 

e a absorção dos nutrientes. 

  O intestino mediano, ou mesêntero, de larvas do grupo controle 

de 3º/4º ínstar de A. aegypti é subdividido em três regiões distintas: parte 
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proximal em que os cecos gástricos estão presentes; parte média e parte 

distal, onde encontramos diferentes tipos celulares (Fig. 29). 

     
Figura 29 - Fotomicrografia intestino mediano da larva de Aedes aegypti de 

3º/4ºínstar, controle, coradas com HE; vista geral, 40x. CG (cecos gástricos), C 

(cárdia). 

CG C

Proximal

Médio

Distal

CG C

Parte Proximal

Parte Média

Parte Distal

Fonte: A autora, 2015. 

 

O epitélio do intestino mediano é do tipo simples, com células 

cúbicas nas partes proximal e média.  Na parte distal, as células são 

colunares. Subjacente ao epitélio do intestino observa-se uma delgada 

camada de tecido conjuntivo (Fig. 30). 

As células da parte proximal (Fig 30A) caracterizam-se por 

apresentar citoplasma heterogêneo, acidofilia moderada, núcleo esférico 

e central (N) e a presença de microvilosidades em sua membrana 

plasmática apical, formando a borda em escova. Nesta parte, encontram-

se os cecos gástricos (CG), onde ocorre a digestão intermediária e final 
(Fig 30A).   

 
Figura 30 - Fotomicrografia do intestino mediano de larvas de 3º/4ºínstar de 

Aedes aegypti, controle, coradas com HE, 400x, A (parte proximal), B e C 

(parte média), D (parte distal), CG (cecos gástricos), CE (células epiteliais 
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cúbicas), N (núcleo), CR (células regenerativas), IN (invaginações no tecido 

epitelial), MP (membrana peritrófica), EEC (espaço ectoperitrófico), EEN 

(espaço endoperitrófico), VA (vacúolo) BE (borda em escova). 

 
Fonte: A autora, 2015 

 

 As células epiteliais da parte média (Fig. 30B e C) apresentam 

forma cúbica (CE), núcleo esférico e microvilosidades em sua 

membrana plasmática da região apical. Destaca-se, ainda, a presença de 

invaginações dispostas regularmente (IN) na região basal do epitélio 

intestinal, que podem ou não serem bem visíveis, dependendo da 

condição metabólica da larva. Embora na literatura não exista uma 

descrição precisa e detalhada de tais estruturas, as invaginações 

observadas formam uma rede de espaços intercelulares, tal como canais 

estreitos, que penetram na região basal do tecido e cujas aberturas 

comunicam-se diretamente com a lâmina basal. Tal arranjo de estruturas 

está localizado em uma região onde ocorre o intenso fluxo de fluídos, 

provavelmente, relacionado com o transporte de água, proteínas e íons 

através do epitélio. (THREADGOLD, 1976; MARTOJA & BALLAN-

DUFRANÇAIS, 1984). Em estudo realizado com a espécie 

Rhynchosciara americana, Ferreira et al. (1981) analisou a organização 
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de um sistema de transporte, introduzindo a base morfológica para o 

modelo de circulação endo-ectoperitrófica de enzimas digestivas. 

Berridge (1970) e Ribeiro et al. (1990) verificaram que as invaginações 

presentes nos cecos gástricos formam um compartimento extracelular 

que possui acesso restrito à hemolinfa, devido à presença de poucas 

aberturas das invaginações para o espaço extracelular. Tal organização 

estrutural deve permitir à célula concentrar solutos nesse 

compartimento, criando assim um gradiente de pressão osmótica entre o 

mesmo e o lúmen, auxiliando, portanto, na tomada de água da luz, como 

deve ocorrer na região do reto. 

Na parte distal do intestino mediano, as células do epitélio são 

colunares (CC) com núcleo esférico e inúmeros vacúolos (VA) no 

citoplasma da região apical (Fig. 30C e D). O termo célula colunar vem 

sendo utilizado há um bom tempo para nomear as células que 

desempenham as principais funções no processo digestivo de insetos 

(WIGGLESWORTH, 1972; MARTOJA & BALLAN-DUFRANÇAIS, 

1984; RIBEIRO et al.,1990; TERRA, 1990), assim essa denominação 

excedeu os limites da morfologia, agrupando um caráter fisiológico. A 

região apical destas células apresenta uma espessa borda em escova 

(BE) com grande quantidade de microvilosidades. A borda em escova é 

observada em todo o intestino mediano, sendo mais espessa na parte 

posterior (Fig 30D) 

Observam-se, também, ao longo do intestino mediano, células 

basais regenerativas (CR), distribuídas isoladamente ou em grupos na 

base do epitélio. As células regenerativas são pequenas, triangulares, 

com um núcleo arredondado (Fig. 30 A e C). O processo de renovação 

do epitélio a partir da diferenciação das células regenerativas parece ser 

um mecanismo comum entre os insetos (CAVALCANTE & CRUZ-

LANDIM, 1999), tendo sido observado em várias espécies. (TERRA 

1988; CHAPMAN, 1998). As células regenerativas se dividem por 

mitose e substituem as células mais velhas, que se degeneram e são 

liberadas para a luz do tubo. (TERRA, 1988; CHAPMAN, 1998).   

Ao longo de todo o intestino mediano observa-se a membrana 

peritrófica (MP), importante estrutura no sistema digestório de insetos 

(Fig. 30C). A membrana peritrófica é acelular, composta por uma rede 

de quitina e proteínas (peritrofinas). Esta membrana está presente no 

intestino mediano da maioria dos insetos, com exceção dos Hemiptera e 

Thysanoptera. (TELLAM, 1996; TERRA, 2001; HEGEDUS, 2009). Em 

certos insetos, como mosquitos hematófagos, a membrana peritrófica só 

é secretada após a distensão do tubo digestório com a alimentação 

(RICHARDS & DAVIES, 1997), mas em outros insetos a membrana 
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peritrófica é parcialmente solubilizada durante a fixação e só pode ser 

detectada durante a dissecção. (TERRA, 2001). Alguns autores 

destacavam que a função da membrana peritrófica era apenas de 

proteção contra possíveis danos mecânicos causados ao epitélio 

intestinal pelo alimento ingerido. (PETERS, 1992). Posteriormente, uma 

função de barreira contra microrganismos foi reconhecida (JACOBS-

LORENA & Oo, 1996; TELLAM, 1996; LEHANE, 1997) e muitos 

autores consideram ser esta a sua principal função. (LEHANE, 1997). 

Davidson (1979) relatou que larvas de C. quinquefasciatus, infectadas 

por Bacilus sphaericus, apresentaram a membrana peritrófica dobrada 

em zig-zag devido à expansão do intestino médio e Lacey & Federici 

(1979) encontraram aspecto morfológico semelhante em larvas de 

Simulium vittatum expostas ao B. thunringiensis. 

Dados mais recentes salientam o papel da membrana peritrófica 

na compartimentalização dos eventos da digestão, dividindo a luz do 

intestino em um espaço endoperitrófico (Fig. 30B e C) (interior do 

espaço delimitado pela membrana peritrófica) e um espaço 

ectoperitrófico (Fig. 30B e C) (no exterior da região definida pela 

membrana peritrófica). (TERRA, 2001). Esta organização definida pela 

membrana peritrófica permite a criação de um contra-fluxo de água na 

região ectoperitrófica da parte posterior para a parte anterior do intestino 

mediano, contrário ao fluxo antero-posterior do alimento ingerido.  

Zhuzhikov (1970) relata também que, a MP de larvas de A. 

aegypti não possui permeabilidade iônica seletiva, sugerindo que trocas 

iônicas de compostos inorgânicos dissociados não teriam sua passagem 

afetada através da MP. Desta forma, é provável que as moléculas do 

óleo essencial dissolvidos na água, possam passar pela MP e cheguem às 

células do intestino mediano das larvas de A. aegypti, onde ocorre 

absorção e consequentemente seus efeitos deletérios poderiam então ser 

pronunciados. 

 

5.6.3 Alterações Histológicas observadas nas Larvas de Aedes 

aegypti expostas a solução aquosa de Eucalyptus staigeriana 

 

Algumas mudanças no comportamento das larvas expostas a 

solução aquosa foram observadas durante os bioensaios, quando 

comparadas às do grupo controle, como, por exemplo, a diminuição 

gradativa dos movimentos. As larvas apresentaram movimentos mais 

lentos a partir de 1 hora do início dos testes, principalmente as larvas 

expostas nas concentrações de 100 e de 74µg/mL. Após 1 hora de 

exposição algumas larvas entraram em estado letárgico, permanecendo 
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assim mesmo quando estimuladas. Larvas mortas foram descartadas 

para evitar qualquer interferência na análise histológica. 

As modificações morfológicas nas células do mesêntero das 

larvas foram observadas já a partir da primeira coleta no tempo 1 hora 

de exposição a solução aquosa. Na parte anterior de larvas expostas a 

concentração de 100µg/mL (Fig. 31), verificou-se o rompimento do 

epitélio intestinal. Esta alteração pode estar relacionada à alta 

mortalidade de larvas (100%) nesta concentração e em concentrações 

mais altas nos bioensaios de atividade larvicida no tempo de 2 horas 

(Fig.12 – Gráfico de mortalidade, no item 5.2). Por outro lado, no 

controle e nas outras concentrações menores analisadas, nos tempos de 

exposição de 5, 24 e 48 horas, do extrato aquoso de E. staigeriana não 

observou-se ruptura drástica do epitélio, embora tenham sido observadas 

outras alterações. Na literatura, não encontramos relatos sobre o 

rompimento total do epitélio em larvas de mosquitos sob impacto de 

agentes químicos estressores. Aqui cabe destacar que o óleo de eucalipto 

é formado basicamente de compostos químicos altamente lipofílicos, os 

quais podem se ligar ou se fundir com estruturas lipídicas das 

membranas celulares. 

 



103 

 

 
Figura 31 - Fotomicrografia das modificações celulares da parte proximal do 

intestino mediano de larvas de Aedes aegypti, coradas com HE, 100x (A), 400x 

(B, C e D). C (cárdia), CG (cecos gástricos), CE (células epiteliais), N (núcleo), 

CR (células regenerativas), IN (invaginações no tecido epitelial), MP 

(membrana peritrófica), EEC (espaço ectoperitrófico), EEN (espaço 

endoperitrófico), VA (vacúolo) BE (borda em escova), RE (rompimento 

epitelial).  

 
Fonte: A autora, 2015. 

 

Outra modificação observada foi na forma da célula de todo o 

epitélio do intestino mediano a partir de 5 horas de exposição a solução 

aquosa de E. staigeriana. Na parte proximal, o epitélio cúbico simples 

modificou suas células tornando-as alongadas e seus núcleos de posição 

central passaram para basais. Modificações essas observadas nas 

concentrações de 100 µg/mL (Fig. 31B) e 74µg/mL (Fig. 31C).  

Adicionalmente, em 24 horas o epitélio da parte média, 

modificou-se de epitélio cúbico para epitélio pavimentoso, na 

concentração de 30µg/mL (Fig. 32A) e em 48 horas, ocorreu à mesma 

modificação do epitélio, mas na concentração de 74µg/mL (Fig. 32C).  
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Figura 32 - Fotomicrografia das alterações celulares da parte média do intestino 

mediano de Aedes aegypti coradas com HE (A, B e D), PAS (C), 400x. Controle 

24 horas (B), controle 48 horas (D), CE (células epiteliais), N (núcleo), CR 

(células regenerativas), IN (invaginações no tecido epitelial), MP (membrana 

peritrófica), EEC (espaço ectoperitrófico), EEN (espaço endoperitrófico), VA 

(vacúolo) BE (borda em escova), SA (secreção apócrina). 

 
Fonte: A autora, 2015. 

 

Já as células da parte distal apresentaram alto grau de 

desorganização no tecido nas concentrações de 74µg/mL em 24 horas 

(Fig. 33A) e em 48 horas (Fig 33C) de exposição a solução aquosa, 

exibindo modificações morfológicas importantes das suas estruturas, tais 

como alongamentos. 
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Figura 33 - Fotomicrografia das alterações celulares na parte posterior do 

intestino mediano da larva de Aedes aegypti coradas com HE (A, B e D), PAS 

(C), 400x. Controle 24 horas (B), controle 48 horas (D), 74µg/mL/24h (A), 

74µg/mL/48h (C) N (núcleo), CC (células colunares), IN (invaginações no 

tecido epitelial), MP (membrana peritrófica), EEC (espaço ectoperitrófico), 

EEN (espaço endoperitrófico), VA (vacúolo) BE (borda em escova), SA 

(secreção apócrina). 

 
Fonte: A autora, 2015. 

 

Com o aumento do tempo de exposição a solução aquosa, bem 

como com o aumento da concentração, observamos modificações na 

posição, aumento do tamanho e quantidade das invaginações da região 

basal do epitélio intestinal da parte média (Fig. 34 A e B). 

As invaginações apresentaram-se bastante profundas e dilatadas, 

estendendo-se até próximo da metade da altura da parte basal do tecido 

epitelial (Fig. 34A). Também a regularidade desses espaçamentos ao 

longo do tecido foram diferentes, inclusive modificando a sua orientação 

espacial no tecido, como pode ser visto na Figura 34, passando de 

perpendicular a longitudinal. Esse efeito não foi observado no grupo de 

larvas controle (Fig. 34B).  
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Alguns autores como Arruda et al. (2003) e Valotto et al. (2011) 

relatam que as invaginações são o aumento do espaço intercelular, sendo 

um dos principais efeitos de toxicidade. 

 
Figura 34 - Invaginações na região basal do tecido epitelial da parte média do 

intestino mediano de larvas de Aedes aegypti. Coradas com HE, 400x. 

Concentração 30µg/mL/24 horas de exposição a solução aquosa, controle 24 

horas (B). N (núcleo), CE (células epiteliais), IN (invaginações no tecido 

epitelial), MP (membrana peritrófica), EEC (espaço ectoperitrófico), EEN 

(espaço endoperitrófico), VA (vacúolo). 

 
Fonte: A autora, 2015. 

 

Destaca-se, ainda, nas células do intestino mediano, a presença de 

vacúolos no citoplasma, nas regiões apical e basal destas células, 

embora mais numerosos na região basal (Fig. 32B e 33B). Tais vacúolos 

são estruturas fisiologicamente normais e estão envolvidos no transporte 

e retenção de substâncias necessárias para o processo digestivo ou a 

serem eliminadas. A alteração do número dessas estruturas, redução ou 

aumento, pode se constituir num efeito indicativo de toxicidade. No 

presente estudo, as alterações dessas estruturas não são conclusivas ou, 

em outras palavras, não exibem relação com a concentração do óleo em 

estudo. Esses vacúolos foram observados em todos os tempos de 

exposição a solução aquosa e também no grupo controle. Nesse caso, 

observamos uma quantidade significativa de vacúolos em 24 horas de 

jejum, principalmente na parte média e distal (Fig. 32B e 33B). 

A vacuolização e mudança no formato das células, provocadas 

pela exposição das larvas a solução aquosa e verificadas no presente 
estudo estão de acordo com resultados obtidos para larvas de culicídeos 

expostas a B. sphaericus e B. thuringiensis (KELLEN et al., 1965; 

LAKTIM-TSROR et al., 1983) e ao extrato de Magonia pubescens 
(ARRUDA, 2003).  
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Em relação à atividade secretora das células das partes média e 

distal, foram observadas várias projeções citoplasmáticas apicais e 

vesículas livres no lúmen, indicando um processo de eliminação de 

substâncias, mais especificamente denominado de secreção do tipo 

apócrina (Fig. 35A e B). Essa forma de secreção é fisiologicamente 

normal, porém não é a preferencial, e a sua intensidade pode indicar 

uma desregulação do processo, evidente em processos de intoxicação. 

Esta forma de secreção foi observada em todas as concentrações 

estudadas, sendo que sua intensidade exibiu correlação com a 

concentração e tempo de exposição (Fig. 35A e B). 

 
Figura 35 - Secreções apócrinas na parte distal do intestino mediano de larvas 

de Aedes aegypti, PAS (A), HE (B e C), 400x. Concentração 100µg/mL/1h (A) 

de exposição a solução aquosa de Eucalyptus staigeriana,e concentração de 

30µg/mL/24h (B). N (núcleo), CC (células colunares), IN (invaginações no 

tecido epitelial), MP (membrana peritrófica), EEC (espaço ectoperitrófico), 

EEN (espaço endoperitrófico), VA (vacúolo), BE (borda em escova), SA 

(secreção apócrina).  

 
Fonte: A autora, 2015. 

 

Especialmente para o grupo de larvas expostas à concentração de 

100ug/mL, esse processo foi bastante intenso (Figura 35A). Entretanto, 

para o grupo controle, esse mecanismo fisiológico foi bastante discreto, 

sendo especialmente observado no tempo 24 e 48 horas (Fig 33B e D). 

Destaca-se aqui o fato de que o grupo controle estava em jejum, como 

determina o protocolo experimental. Esse resultado confirma, como 

observado para as enzimas, que o óleo induz modificações no sistema 

digestório, como qualquer alimento provocaria. 

 As células do intestino mediano liberam produtos de secreção 

como enzimas, visto que, a função dessa região está primordialmente 

ligada à produção de enzimas digestivas e a absorção de produtos da 

digestão. (SNODGRASS, 1935; KING & AKAI, 1984; CRUZ-
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LANDIM, 1985; CHAPMAN, 1998; CAVALCANTE & CRUZ-

LANDIM, 1999). 

Para King & Akai (1984), o mecanismo de secreção no intestino 

mediano, pode ser do tipo apócrino, envolvendo o rompimento ou 

expulsão de parte do citoplasma das células epiteliais junto com o 

produto secretor, e ainda que rupturas citoplasmáticas possam ocorrer 

por artefatos de fixação ou em resposta a períodos de jejum. Quando a 

perda do citoplasma é muito pequena, o mecanismo secretor é chamado 

de microapócrino. (JORDÃO et al., 1999). 
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CONCLUSÃO 

 

1 – A solução aquosa do óleo essencial do E. staigeriana 
demonstrou possuir atividade larvicida contra o A. aegypti, e a relação 

dose-resposta foi confirmada.  O estudo sobre quais substâncias 

existentes no óleo e que poderiam ser responsáveis pelos efeitos 

encontrados não foi realizado.  

 

2- O óleo essencial, em função do tempo de armazenamento, 

começa a perder sua eficácia, como todo óleo essencial, pois alguns 

componentes são voláteis e/ou sofrem reações de oxidação.  

 

3 – Os resultados obtidos demonstraram com clareza que para 

testes de toxicidade cujo parâmetro em avaliação é a mortalidade, larvas 

de mosquito em processo de transição de instares podem ser utilizadas. 

Porém, para os ensaios enzimáticos e de estresse oxidativos, as 

mudanças no metabolismo das larvas associadas às mudanças de instar 

faz com que os resultados apresentem um alto grau de complexidade e 

dificuldade na avaliação dos efeitos de toxicidade. Neste caso, usar 

larvas de um único instar pode ser a estratégia mais adequada. 

 

4 – A falta de alimento nos grupos controles, como preconiza o 

protocolo da OMS utilizado, deve ser levada em consideração e seus 

efeitos nos parâmetros em estudo devem ser monitorados. Sem esse 

controle, o grau de dificuldade na avaliação dos resultados com relação 

aos grupos expostos a uma substância ou composto pode ser muito 

elevado e/ou pode levar a conclusões equivocadas. 

 

5- Os parâmetros bioquímicos escolhidos inicialmente para 

avaliar os possíveis efeitos de toxicidade da solução aquosa do óleo 

essencial mostraram-se bastante adequados e elucidativos. No entanto, a 

relação dose resposta para esses parâmetros nem sempre é clara ou 

elucidativa. Provavelmente, esse efeito se deve ao fato de que o óleo é 

uma mistura complexa e mais de um componente pode ter efeito, 

antagônicos ou sinérgicos. 

 

6- Os dados histológicos obtidos nos estudos complementares ou 

paralelos aos estudos de parâmetros bioquímicos mostraram-se 

essenciais para confirmar e agregar novas evidências aos mecanismos de 

toxicidade.    
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CONSIDERAÇÕES FINAIS E PERSPECTIVAS FUTURAS 

 

Com base nos resultados obtidos, em especial, naqueles em que 

os resultados não foram conclusivos, obviamente, recomenda-se a 

continuidade dos estudos. Nesse sentido recomenda-se: 

1 – Realizar o estudo químico com isolamento dos principais 

constituintes do óleo essencial de E. staigeriana em combinação com a 

determinação das atividades individuais destas substâncias sobre as 

larvas de A. aegypti. 

2 – Realizar novos testes de avaliação de segurança destas 

substâncias em organismos bioindicadores tais como peixes e 

organismos de solo. 

3 - Analisar a persistência residual da atividade larvicida, bem 

como a influência de doses sub-letais da solução aquosa sobre o 

desenvolvimento de imaturos de A. aegypti. 

4 - Utilização em testes experimentais de campo para demonstrar 

na prática a possibilidade do uso eficaz e seguro da solução aquosa. 

5 – Realização de pesquisa ampliada e sistemática com outros 

biomarcadores de estresse oxidativo, tais como Glutationa transferase, 

glutationa redutase, SOD, TBARs, para elucidar outros aspectos dos 

mecanismos de toxicidade. 

6- Investigar a expressão gênica e seus impactos no metabolismo 

celular, de possíveis proteínas envolvidas com o metabolismo das 

larvas. Adicionalmente, usar ferramentas de proteômica para gerar 

informações sobre quais proteínas podem estar envolvidas nas alterações 

observadas, em diferentes situações ou tratamentos. 
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