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RESUMO

Os produtos do metabolismo secundario das plantas tém despertado grande interesse econdémico
pela sua diversidade quimica e atividades biologicas. Diante disto, o objetivo deste trabalho foi
determinar a composicdo quimica dos extratos vegetais de Myrcia oblongata, avaliar o potencial
antioxidante destes extratos, testar a atividade antimicrobiana frente a onze microrganismos
padrdes e dez sorotipos de Salmonella spp. de origem avicola, bem como avaliar o potencial de
mortalidade dos extratos e Oleo essencial sobre Alphitobius diaperinus. Foram identificados
saponinas, esteroides, triterpenoides, taninos e flavonoides. Os extratos apresentaram atividade
para todos 0s microrganismos testados, com excec¢do do extrato metandlico que ndo demonstrou
atividade para P. mirabilis e S. Enteritidis. O extrato hexanico, acetato de etila e acetona possuem
atividade antioxidante. O 6leo essencial e os extratos de hexano, etandlico, metandlico e de
acetato de etila apresentaram elevados indices de mortalidade sobre a larva de A. diaperinus. Para
os adultos os melhores resultados foram obtidos para o 6leo essencial, com mortalidade superior a
80%. Os resultados direcionam a importancia de estudos para compreender o potencial e a acdo de
extratos vegetais e Oleos essenciais, visando a diminuicdo de impactos causados pelo uso
extensivo de antimicrobianos e antioxidantes sintéticos e pelo uso indevido de substancias

quimicas para o controle de pragas.

Palavras-chave: avicultura, fitoquimica, Salmonella, inseticida, microdiluicdo, pragas

ABSTRACT

The products of secondary plant metabolism have aroused great economic interest in their
chemical diversity and biological activities. The objective of this work was to determine the
chemical composition of Myrcia oblongata extracts, to evaluate the antioxidant potential of
these extracts, to test the antimicrobial activity against eleven standard microorganisms and
ten serotypes of Salmonella spp. Of poultry origin, as well as to evaluate the potential
mortality of extracts and essential oil on Alphitobius diaperinus. Saponins, steroids,
triterpenoids, tannins and flavonoids have been identified. The extracts presented activity for
all microorganisms tested, except for the methanolic extract that did not show activity for P.
mirabilis and S. Enteritidis. The hexane extract, ethyl acetate and acetone have antioxidant
activity. The essential oil and extracts of hexane, ethanolic, methanolic and ethyl acetate
showed high mortality rates on A. diaperinus larvae. For adults, the best results were obtained
for essential oil, with a mortality greater than 80%. The results point to the importance of
studies to understand the potential and action of plant extracts and essential oils, aiming at
reducing the impacts caused by the extensive use of antimicrobials and synthetic antioxidants

and by the undue use of chemical substances for pest control.
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Revisao bibliografica

Setor avicola

A avicultura brasileira ocupa desde 2011 a lideranca na exportacédo de carne de frango,
além de ser o terceiro maior produtor mundial, produzindo um total de 13,14 milhGes de
toneladas ao ano (Ubabef, 2016). O aumento da produtividade avicola vinculou-se a
inovacdes na tecnologia de producdo e a novos métodos de processamento desta carne,
visando diminuir o tempo e o custo de producéo (Palermo, 2015).

Para diminuir o tempo de producdo, a nutricdo dos frangos também foi incrementada
com minerais, vitaminas e antimicrobianos. Estes ultimos sdo utilizados neste setor para
tratamento de enfermidades, infeccbes e como promotores de crescimento (Belusso;
Hespanhol, 2010). O termo, “antibidticos promotores de crescimento” (APC) ¢ muito
utilizado na industria, apesar de ndo ser conceitualmente correto. Este termo, deriva do efeito
positivo que 0s antimicrobianos possuem sobre o crescimento das aves. Entretanto, estes
antimicrobianos sdo adicionados as ragdes, em dosagens abaixo da utilizada no tratamento de
doencas, 0 que pode gerar problemas relacionados resisténcia microbiana (Rutz, 2007).

A utilizacdo dos APC ao longo dos anos foi interessante no desempenho das aves,
poréem em 1959 foi discutido o primeiro caso de uma possivel resisténcia bacteriana com a
utilizacdo de clortetraciclina (Elliot; Barnes, 1959). Este padréo de resisténcia foi sendo cada
vez mais notificado, até que em 2006 uma decisdo da Unido Europeia afetou o mercado de
exportacao de carne de frango brasileira, devido a proibicdo da utilizacdo dos antimicrobianos
como APC. Esta proibicdo provocou uma adequacdo para atender a demanda do mercado
externo (Rutz, 2007).

No Brasil, 0 Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) ao lado da
ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria vinculada ao Ministério da Salde)
regulamentam o uso terapéutico e como APC dos antimicrobianos na avicultura. Esta
regulamentacdo tem o intuito de reduzir a selecdo de bactérias resistentes aos antimicrobianos,
no entanto mesmo que os APC sejam permitidos com restricdo no Brasil, ainda hd muitos
problemas de resisténcia microbiana (Ubabef, 2014; Palermo, 2015).

Outro problema que gera resisténcia microbiana no setor avicola € o uso indevido de
inseticidas quimicos, para o controle de insetos pragas. Estes insetos tais como o Alphitobius
diaperinus (Coleoptera: Tenebrionidae) e Dermanyssus gallinae (Acari: Dermanyssidae),
conhecido como “cascudinho” e “piolho de galinha” respectivamente, sdao geralmente

controlados com piretrdides e organofosforados (Lambkin; Furlong, 2011). Porém, estes e
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produtos quimicos apresentam algumas desvantagens como selecéo de populagdes de insetos
resistentes, contaminacdo do ambiente e das aves, além da resisténcia microbiana de bactérias
cujo insetos sdo vetores (Japp et al., 2010).

O A. diaperinus é o principal vetor de bactérias patogénicas em aviarios,
principalmente as enterobactérias, cuja presenca demonstra o grande potencial deste inseto de
albergar bactérias patogénicas nos aviarios, durante todo o periodo de crescimento das aves.
Este inseto tem a capacidade de carrear bactérias como Bacillus spp., Streptococcus spp.,
Proteus mirabilis, Escherichia coli, Enterobacter spp., Klebsiella pneumoniae e varios
sorovares do género Salmonella spp. no seu interior (Segabinazi et al., 2005).

As Samonellas spp. em especial, sdo de extrema importancia para a Satde Publica, ja
que a salmonelose é responsavel por altas taxas de morbidade e mortalidade em todo o mundo
(Vargas et al., 2011). Além disso, a disperséo desta bactéria no ambiente natural é associada a
producdo intensiva de alimentos de origem animal, onde os produtos avicolas destacam-se

como 0s principais reservatorios deste patogeno (D’aoust; Maurer, 2007).

Salmonelose

Existem mais de 2.300 sorotipos diferentes de Salmonella spp., uma grande parte destes
sdo patogénicos para 0 homem (Connor e Schwartz, 2005). Os sorotipos que mais causavam
infeccOes alimentares nas Ultimas décadas foram S. Agona, S. Hadar e S. Typhimurium, porém
nos ultimos trés anos a S. Enteritidis é a causa predominante de salmoneloses em Varios paises
(Machado et al., 2016). Diferentes sorotipos de salmonelas sdo isoladas em amostras de aves.
Recentemente em amostras de suabe de arrasto provenientes de granjas do Parand, os sorotipos
mais frequentemente isolados foram Heidelberg, Mbandaka, Newport, Schwarzengrund,
Enteritidis, Livingstone, Orion, Give e Infantis (Pandini et al., 2015).

A epidemiologia deste género na cadeia produtiva de aves envolve dois processos. A
transmissdo vertical, que se da através do ovo infectado, podendo desencadear nascimentos de
pintos doentes. E a transmissao horizontal que ocorre através da contaminacdo do ambiente e
da racdo, além da existéncia de diferentes espécies animais que constituem reservatérios
destas bactérias (Gomes, 2015).

Tendo em vista que o A. diaperinus é o principal reservatorio da Salmonella spp. em
aviarios, pesquisas sao realizadas no sentido de repelir ou matar este vetor, sem a utilizacao de
inseticidas quimicos (Marcomini et al., 2009). Pandini et al. (2014) obtiveram mortalidade de
larvas de A. diaperinus, utilizando o éleo essencial de Guarea kunthiana, planta nativa do

Brasil. Também foi verificado, que o extrato alcodlico de G. kunthiana repeliu
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significativamente larvas e adultos desta espécie. A repeléncia e mortalidade deste inseto séo
de primordial importéncia para a diminuicéo da incidéncia de salmonelose.

Casos de salmoneloses s&o tratados com antimicrobianos em todo o mundo. Os
antimicrobianos mais utilizados por muitos anos foram: ampicilina, sulfametoxazol associado
atrimetoprima e cloranfenicol. A ocorréncia cada vez maior de cepas resistentes a estes
agentes provocou mudancgas no tratamento desta doenca, sendo o grupo das fluoroquinolonas
e terceira geracdo de cefalosporinas, o tratamento de escolha (Boxstael et al., 2012). Esta
resisténcia apresentada pelos sorotipos de Salmonellas spp. aos antimicrobianos, também foi
demonstrada para 28 isolados em aviérios, sendo verificado 25 diferentes padrGes de
resisténcia a estreptomicina, acido nalidixico e tetraciclina (Scur et al., 2014).

Resisténcia e suscetibilidade a antimicrobianos

Tanto para as salmonelas quanto para outras bactérias o problema de resisténcia vem
aumentando provavelmente devido ao uso extensivo e indevido de antimicrobianos, APC e
inseticidas quimicos (Anvisa, 2012; Ubabef, 2014). Registra-se um aumento significativo na
frequéncia de bactérias resistentes, que antes eram reconhecidamente sensiveis a drogas
rotineiramente usadas. Hoje, estas bactérias apresentam-se resistentes a varios farmacos
disponiveis no mercado (Kasper; Fauci, 2015). As salmonelas, por exemplo, possuem uma
variedade de elementos genéticos capazes de recombinar e de transportar genes de resisténcia
dispersos por todo reino bacteriano (Bennett, 1999).

Foi constatado resisténcia intermediaria de sorotipos de Salmonella spp. a
antimicrobianos carbapenémicos, como o imipenem (Ribeiro et al., 2008). Também foi
verificado o perfil de resisténcia de diferentes sorotipos de Salmonella spp. isolados em
aviarios, frente a 12 diferentes antimicrobianos. Os resultados indicaram que 51% dos
sorotipos de Salmonella spp. apresentaram resisténcia a um ou mais antimicrobianos, com 12
diferentes padrdes de resisténcia. Os niveis de resisténcia verificados indicam que os
antimicrobianos devem ser utilizados nos aviarios de forma mais prudente, buscando assim,
minimizar a disseminacgdo de cepas resistentes (Pandini et al., 2014).

Amostras de Escherichia coli isoladas em aves também sdo frequentemente resistentes
a antimicrobianos, o que representa um problema nacional (BARROS et al, 2012). Foram
isoladas 120 amostras de E. Coli de origem aviaria e verificou-se que a maioria das amostras
possuia resisténcia a tetraciclina e 93 amostras apresentaram-se multirresistentes a trés ou

mais antibidticos (Zanatta et al. 2004). Outros autores que analisaram a resisténcia aos
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antimicrobianos da regido de Curitiba, Parana, concluiram que isolados de criagéo intensiva
de aves apresentaram 60% de resisténcia a ampicilina (Korb et al., 2015).

Foi testado o perfil fenogenotipico de resisténcia a antimicrobianos em espécies de
Staphylococcus. Constatou-se que mais de 70% das amostras possuiram algum tipo de
resisténcia. As cepas apresentaram um percentual alto de resisténcia a penicilina e ampicilina,
quando comparado a outros antibidticos rotineiramente usados (Soares et al. 2012).

O panorama descrito, fez com que a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
(ANVISA) publicasse medidas regulatdrias para o uso de antimicrobianos, reforcando assim a
importancia de pesquisas com produtos alternativos que visam diminuir estes indices de
resisténcia (Anvisa, 2012). Pesquisas evidenciam a¢des dos Oleos essenciais e extratos
vegetais na atividade antimicrobiana, antioxidante e inseticida de diversas familias vegetais,
reduzindo assim o risco de resisténcia microbiana, quando comparado a medicamentos e

inseticidas sintéticos (Kasper; Fauci, 2015).

Acédo antimicrobiana de 0leos essenciais/extratos vegetais

No contexto de medidas alternativas aos antimicrobianos e inseticidas sintéticos, os
extratos vegetais e 0leos essenciais destacam-se por sua eficiéncia em todo o mundo. No Brasil a
exploracdo da atividade bioldgica de substancias quimicas de plantas, também vem ganhando
destaque, ja que demonstra ser uma forma eficiente e mais sustentavel de controle de zoonoses e
na diminuicdo dos indices de resisténcia microbiana (Weber et al., 2014; Pandini et al., 2015).

A atividade antimicrobiana destes Gleos e extratos vegetais pode estar associada a
compostos fendlicos, sendo que ja foram identificadas por espectrometria de massas, cerca de
sessenta compostos diferentes desta categoria. Também foram isolados monoterpenos,
sesquiterpenos. fenilpropandides e cumarinas todos formados pelo metabolismo secundério
das plantas (Rai; Carpinella, 2006).

Pesquisas com propriedades medicinais de plantas, ligadas a metabdlitos secundarios
sdo geralmente voltadas para a utilizacdo na medicina humana. No periodo de 1983 a 2000,
foram aprovados mais de 600 medicamentos, dentre os quais 40% sdo produzidos a partir de
substancias isoladas de plantas (Pinto et al., 2003). Poucos trabalhos utilizam as propriedades
terapéuticas dos vegetais para utilizacdo no setor avicola. Trabalhos com fins terapéuticos,
profilaticos, ou para melhorar o desempenho do crescimento animal, sdo de reconhecida
importancia, ja que recentes descricbes ao uso APC, tem gerado multiplos problemas de

resisténcia (Pandini et al., 2015).
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Controle alternativo de A. diaperinus e D. gallinae

O A. diaperinus, também conhecido como “cascudinho” ou “Fuscdo preto”, é a
principal praga que afeta os sistemas de criacdo de aves de corte no Brasil, ja que estes
sistemas favorecem a proliferacdo deste coledptero em meio a cama de aviario, por conta da
temperatura e reaproveitamento desta cama (Chernaki-leffer et al., 2001; Silva et al., 2005).
Os cascudinhos causam varios prejuizos, como danos nas cortinas e materiais dos aviarios,
prejudicando o isolamento térmico e consequentemente desenvolvimento das aves. Além
disto, este inseto € um reservatorio potencial de diversos patdgenos, entre eles a Salmonella
spp. (Mcallister, 1994). As aves ingerem as larvas e os adultos prejudicando o ganho de peso.
Ao serem ingeridos estes insetos liberam substancias toxicas como as quinonas que causam
lesbes hepaticas (figado friavel) (Despins & Axtell, 1995).

Em aviarios de postura comerciais o D. gallinae é considerado a principal espécie de
parasita. Este 4acaro ¢ chamado vulgarmente de “piolho de galinha” ou “acaro vermelho”
(Turner, 1986). E hematdfago e possui ampla distribuicdo em regides de clima tropical
(Lancaster & Meish, 1986). Este acaro representa um desafio ao produtor, pois assim como o
A. diaperinus € resistente a muitos produtos quimicos utilizados para seu controle.

Desde o inicio deste século, substancias como mercurio metélico, naftalina, enxofre,
sulfato de nicotina, banha e vaselina foram utilizadas com o objetivo de controlar pragas
como D. gallinae e o A. diaperinus (Lanson, 1917; Abbot, 1919; Payne, 1929). Pesquisadores
vém estudando a a¢do acaricida e inseticida de diversas substancias de diferentes composi¢cdes
quimicas, como os organoclorados, carbamatos, piretroides e os organofosforados (mais
utilizados). Estes organofosforados funcionam como inseticidas e/ou acaricidas que se ligam
irreversivelmente ao sitio da enzima colinesterase, que é responsavel pela clivagem da
molécula de acetilcolina. Este processo promove hiperatividade no parasita,
consequentemente convulsdes e morte (Spinosa, 1996).

Na &rea do controle biolégico, a busca por métodos alternativos ao uso de substancias
sintéticas, tem sido uma tendéncia mundial. A utilizacdo de substancias de origem vegetal com
propriedades inseticidas séo estudadas (Kim et al., 2007; Morrone et al., 2001). Foi relatado o
controle no nimero de D. gallinae em 92% pelo 6leo de neen (Lundh et. al., 2005). Utilizaram o
6leo essencial de 56 plantas contra D. gallinae pelos métodos de uso direto e fumigacéo.

Observaram que 32 destes Oleos apresentam mortalidade de 100% em concentracdo de 0,35
mg.cm'z. Dentre os Gleos que apresentaram 100% de mortalidade na concentracéo 0,07 mg.cm'2

destacam-se as plantas: Pimenta racemosa, Eugenia caryophyllata e Pimenta officinalis
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(Myrtaceae) (Kim et al. 2004). A atividade inseticida dos extratos Annona muricata,
Chenopodium ambrosioides, Eucalyptus grandis, Melia azedarach, Ocimum basilicum, Ruta
graveolens e Tagetes erecta apresentaram atividade de 40 a 97% contra o A. diaperinus por
contato direto (Marcomini et al., 2009).

Apesar de ter crescido o niUmero de pesquisas com 6leos essenciais e extratos vegetais
no controle de pragas, observa-se que ainda é pequeno o nimero de pesquisadores que vem
trabalhando com isto no Brasil, mostrando a necessidade de reforcar a pesquisa que € de
extrema importéancia para a avicultura (VVasantharaj, 2008; Corréa et al., 2011).

Atividade antioxidante

Além da atividade antimicrobiana e inseticida dos extratos e 6leos essenciais, conhecer
a atividade antioxidante é de grande importancia, ja que alguns compostos isolados em plantas
podem substituir conservantes sintéticos em industrias. Porém, para este fim & necessario
conhecer o principio ativo dos extratos e 0leos essenciais, além dos efeitos adversos como
toxicidade, potencial carcinogénico, entre outros (Maciel et al., 2012).

Antioxidantes, sdo compostos que atrasam a velocidade da oxidacdo através de
inibicdo de radicais livres. Estes antioxidantes podem ser sintéticos ou naturais, sendo que
necessitam ser seguros para a utilizacdo na alimentacdo humana e animal. Para isto, existem
muitas pesquisas direcionadas a descoberta de novos antioxidantes presentes em plantas, alem
de comparar estas substancias herbais com produtos sintéticos (Goncalves et al., 2015).

Tanto para o0 Oleo essencial quanto para extratos vegetais, a familia Rutaceae
demonstra apresentar uma diversidade de metabdlitos secundarios que podem apresentar
atividade antioxidante, inseticida e antibacteriana (Maciel et al, 2012). Alguns pesquisadores
avaliaram o extrato de Zanthoxylum rhoifolium (Rutaceae) e verificaram elevado potencial

antioxidante (Turnes et al., 2014).

Triagem fitoquimica e cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas
(CG-EM)

A identificacdo o de metabdlitos secundarios responsaveis pelo potencial antimicrobiano,
antioxidante e inseticida dos extratos e 6leos essenciais se da através de triagem fitoquimica e CG-
EM. A fitoquimica é a area responsavel pelo estudo dos principios ativos de drogas vegetais. Estes
principios ativos sdo obtidos através dos metabdlitos secundarios das plantas (Gobbo-Neto;
Norberto, 2007). Os metabdlitos secundarios exercem funcdo fundamental no ciclo de vida dos

vegetais, conferindo protecdo a radiacdo solar, herbivora,
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parasitismo, além de possuirem atividade biolégica comprovada para microrganismos (Peres,
2004).

Os métodos comumente usados para a extracdo, isolamento e purificacdo dos
constituintes dos metabdlitos secundarios presentes nos extratos e Oleos essenciais sdo 0s
métodos cromatogréaficos, como cromatografia gasosa e a espectrometria, que é utilizada para
a determinacdo da estrutura quimica destes compostos (Degani et al., 1998; Verdian-Rizi et
al., 2008). Utilizando estes métodos, foram isolados em membros da familia Myrtaceae
principalmente compostos fendlicos e flavonoides, responsaveis por diferentes atividades
bioldgicas (Imatomi, M. 2010; Carvalhor Junior, A. R., 2014). Diversos estudos vém sendo
realizados objetivando identificar os constituintes quimicos responsaveis pelas propriedades
terapéuticas das plantas desta familia.

Familia Myrtaceae e género Myrcia

A familia Myrtaceae compreende cerca de 142 géneros e mais de 5.500 espécies, com
distribuicdo pantropical, principalmente na América do sul e Australia (Heywood et al. 2007,
Wilson 2011). No Brasil, esta familia possui mais de 1.000 espécies catalogadas em 23
géneros (Sobral et al. 2015). A identificacdo taxondmica € complexa, pois as espécies se
assemelham muito nos caracteres morfologicos. Uma caracteristica comum entre os taxons
desta familia € a presenca de glandulas de 6leo (Solereder, 1908; Metcalfe & Chalk, 1950).

O género Myrcia é um dos maiores da familia com mais de 300 espécies presentes no
territorio brasileiro (Govaerts et al. 2008). Os 0leos essenciais e extratos vegetais deste género
apresentam amplo espectro de atividades fisiolégicas, como antiinflamatoria, antioxidante,
anticancerigena, antimicrobianas, antifingicas e hipoglicemiantes (Fevereiro, 1996; Sixel.
1996; Kalemba & Kunicka, 2003).

Extratos e Oleos essenciais do género Myrcia mostraram-se eficientes no controle do
crescimento de uma ampla variedade de microrganismos, incluindo fungos filamentosos,
leveduras e bactérias. Usos praticos dessas atividades sdo sugeridos em humanos e animais,
bem como na industria de alimentos e no controle e repeléncia de insetos e pragas (Rosado, et
al., 2009; Rosa et al., 2016).

Eugenia beaurepaireana, Eugenia brasiliensis e Eugenia umbeliflora (Myrtaceae)
apresentaram bom potencial antimicrobiano frente a micoplasmas (Benfatti, et al., 2010). O
6leo essencial de Myrcia sylvatica demonstraram toxicidade para Aedes aegypti e Artemia

salina (Rosa et al., 2016). Além do potencial antioxidante, hemolitica, antitumoral,
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antiocratoxigénica e citogenotdxica de Melaleuca alternifélia, Melaleuca quinquenervia e
Backhousia citriodora (Andrade, 2015).
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Capitulo 1. Composi¢cao quimica, potencial antimicrobiano, antioxidante, acaricida e de

repeléncia do 6leo essencial de Myrcia oblongata DC
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RESUMO

Os Oleos essenciais tem despertado interesse no setor industrial por apresentarem multiplicidade
de aplicacGes, destacando-se por suas propriedades antimicrobianas, antioxidantes dentre outras.
Diante disto, 0 objetivo deste estudo foi determinar a composicdo quimica do 6leo essencial de
Myrcia oblongata DC pelo método de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas
(CG-EM), avaliar o potencial antioxidante do 6leo pelo método de captura do radical livre 2,2-
difenil-1-picril hidrazil (DPPH), testar a atividade antimicrobiana pelo método de microdiluicdo
em caldo, bem como avaliar a repeléncia e potencial fumigante deste 6leo sobre Dermanyssus
gallinae (Degeer, 1778). As analises de CG-EM resultaram na identificacdo de 30 constituintes,
sendo majoritarios o Oxido de cariofileno (22,03%) e o trans-verbenol (11,94%). O oOleo
apresentou atividade antioxidante moderada quando comparada ao antioxidante sintético (BHT).
Em relacdo a atividade antimicrobiana, o éleo essencial demonstrou atividade inibitdria para as
bactérias Gram-positivas, Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus, Bacillus subtillis e

Staphylococcus epidermidis, e para
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levedura Candida albicans e ndo apresentou atividade para bactérias Gram negativas. Todas
as concentracbes do Oleo essencial testadas no teste de fumigagdo sobre D. gallinae
apresentaram mortalidade inferior a 20%, e observou-se potencial de repeléncia apenas na
concentracdo de 10%.

Palavras-chave: CG-EM, 6xido de cariofileno, Dermanyssus gallinae

ABSTRACT:

The essential oils have aroused interest in the industrial sector due to their multiplicity of
applications, especially for their antimicrobial properties, antioxidants, among others. The
objective of this study was to determine the chemical composition of the essential oil of Myrcia
oblongata DC by gas chromatography coupled to mass spectrometry (GC-MS), to evaluate the
antioxidant potential of the oil by the free radical capture method 2, 2-diphenyl-1-picryl hydrazyl
(DPPH), to test antimicrobial activity by the broth microdilution method, as well as to evaluate the
repellency and fumigant potential of this oil on Dermanyssus gallinae (Degeer, 1778). The GC-
MS analysis resulted in the identification of 30 constituents, with the majority being
caryophyllene oxide (22.03%) and trans-verbenol (11.94%). The oil presented moderate
antioxidant activity when compared to the synthetic antioxidant (BHT). Antimicrobial activity of
the essential oil showed an inhibitory activity for Gram-positive bacteria, Enterococcus faecalis,
Staphylococcus aureus, Bacillus subtillis and Staphylococcus epidermidis, and for yeast Candida
albicans and showed no activity for Gram-negative bacteria. All concentrations of the essential oil
tested in the fumigation test on D. gallinae presented mortality below 20%, and repellency

potential was observed only at the concentration of 10%.

Key words: CG-MS, caryophyllene oxide, Dermanyssus gallinae

Introducéo

Os principais produtos de origem vegetal utilizados no setor industrial sdo os 6leos
essenciais (Sartoratto et al., 2004). Estes compostos sdo metabdlitos secundarios extraidos
de diversas partes das plantas e sua composi¢do quimica varia entre diferentes espécies e
entre suas estruturas anatbmicas (Oussalah et al., 2007). Devido a estes compostos, 0s 6leos
essenciais se destacam como agentes antimicrobianos, antioxidantes, além de apresentarem

potencial de e mortalidade contra acaros considerados pragas (Baser and Buchbauer, 2015).
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As bioatividades dos 6leos essenciais podem ser exercidas por diferentes compostos,
dentre eles os terpenoides (Burt, 2004). Estes estdo presentes tanto como hemiterpenos,
monoterpenos, ou sesquiterpenos, além de seus derivados (Xavier et al., 2016). Dentre as familias
que concentram estes elementos, destaca-se a familia Myrtaceae (Cipriani et al., 2012) que vem
sendo reconhecida ndo sO pelas investigacOes relativas as suas atividades bioldgicas como
também pela presenca de 6leos essenciais (Aciole, 2001). Esta familia possui distribuicao natural
por todos os continentes do hemisfério sul, compreendendo 145 géneros e 5.970 espécies (The
Plant List, 2013). No Brasil, esta presente principalmente na Floresta Atlantica, representada por
1.025 espécies, pertencentes a 23 géneros (Sobral et al., 2016).

Algumas espécies de Myrcia spp. (Myrtaceae) sdo utilizadas na medicina popular,
destacando-se a Myrcia amazonica, cujas folhas séo utilizadas para tratamento de leucemia
(Mors et al., 2000) e Myrcia bracteata utilizada para assaduras e casos de diarreia (Simdes
and Spitzer, 2004; Sa et al., 2012). Entretanto, ndo ha relatos na literatura sobre bioatividades
e composicdo quimica do 6leo essencial de Myrcia oblongata DC.

Apesar da falta de relatos sobre as bioatividades de M. oblongata, os dleos essenciais
de sua familia sdo de reconhecida importancia, destacando-se por sua atividade
antimicrobiana (Simonetti, et al., 2016). Esta propriedade antimicrobiana de produtos de
origem vegetal cresceu na Ultima década, por conta do aumento do uso extensivo e indevido
de antimicrobianos. Registra-se um aumento significativo na frequéncia de bactérias
resistentes, que antes eram reconhecidamente sensiveis a drogas rotineiramente usadas. Hoje,
estas bactérias apresentam-se resistentes a varios farmacos disponiveis no mercado (Kasper
et al., 2015), ressaltando assim a importancia da pesquisa de novos compostos.

Outro setor crescente no Brasil € a avicultura, sendo crescente o problema com
pragas (Palermo, 2015), como o Dermanyssus gallinae (Acari: Dermanyssidae), acaro da
galinha. Este parasita pode ocasionar perdas na produ¢do avicola devido ao seu potencial
reprodutivo, levando os produtores a utilizarem diversos tipos de produtos sintéticos para
combaté-lo, ocasionando severos problemas de resisténcia de pragas, altos niveis de
residuos, intoxicacdo do ambiente e do homem e destruicdo de inimigos naturais (Soto et
al., 2011). Por conta deste panorama, a utilizacdo de repelentes e acaricidas de origem
vegetal merece atencdo dentre os métodos alternativos ao controle quimico de pragas
convencional (Sparagano et al., 2014).

Na perspectiva de desenvolvimento de novos produtos com potencial antimicrobiano,
acaricida e para outras bioatividades, faz-se necessario a realizacdo de ensaios de toxicidade

para verificar a seguranca dos 0leos essenciais, por isto conhecer a atividade antioxidante


http://www.scielo.br/scielo.php?pid=S2179-80872016005018101&script=sci_arttext#B059
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também é de grande importancia (Rosa et al., 2016). Além disto, a procura por novos agentes
antioxidantes, para uso nas industrias aumentou em decorréncia a crescente resisténcia dos
microrganismos patogénicos aos produtos sintéticos (Tepe et al., 2004; Xavier et al., 2016).
Diante disso, este estudo objetivou a determinagcdo da composi¢do quimica do éleo
essencial das folhas da M. oblongata, a avaliagcdo da atividade antimicrobiana e antioxidante
do 6leo essencial, e verificar a atividade repelente e acaricida deste dleo essencial sobre D.
gallinae.

Material e métodos

Coleta, secagem e identificacdo do material vegetal

As folhas de M. oblongata foram coletadas no periodo de marco a junho de 2016, na
estacdo d e outono, no Parque Ecologico Paulo Gorski (24°56'14™" a 24°58'17"'S, 53°25'14" a
53°27'06"W), no municipio de Cascavel, Parana, Brasil. A identificacdo da espécie foi
realizada no Herbario da Universidade Estadual do Oeste do Parana (UNOP) e a amostra
registrada sob o nimero UNOP 1816.

As folhas foram secas a 40°C e moidas em moinho de facas do tipo Willye na
granulometria 0,42mm. O p6 obtido foi armazenado em recipientes de vidro protegidos da
luz e em temperatura ambiente até a extracdo do 0leo essencial (Ceyhan et al., 2012; Weber
et al., 2014).

Obtencédo do 6leo essencial

Segundo metodologia proposta por Weber et al. (2014), 140g do material vegetal
seco de M. oblongata foram adicionados a 1.400 mL de &gua destilada. A solucdo foi
colocada em aparelho Clevenger seguindo a metodologia de arraste por vapor d’ agua por

aproximadamente 3h. O éleo obtido foi armazenado em freezer a 4°C até o0 momento do uso.

Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM)

A identificacdo dos compostos presentes no Oleo essencial foi realizada com um
cromatografo de gases FOCUS GS (Thermo Electron) acoplado a um espectrometro de massa
DSQ Il (Thermo Electron), um detector com impacto de ionizacdo eletronica a 70 V e
analisador de massa tipo quadrupolo. Para a separacdo cromatogréafica utilizou-se uma coluna
capilar de silicio fundido DB-5 (didmetro interno de 30 mx 0,25 mm, espessura de pelicula

0,25 um) e fase estacionaria de fenilo a 5% / dimetilpolissiloxano a 95%.
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A temperatura inicial foi de 50 °C / 2 min e a temperatura do injetor foi de 250 °C
seguido de um aumento para 180 °C /2 °C min'1 e290°C/5°C min'l. A interface entre o
GC e a MS foi mantida a 270 °C, a temperatura da fonte de ionizacdo para a analise
espectrométrica de massa foi de 250 °C. O fluxo de gés de suporte foi mantido constante a 1
mL.min'l. A amostra e os padrdes de alcano C7-C28 foram injetados numa razdo de

separacdo de 1:25. A identificacdo dos compostos foi realizada comparando aos tempos de
retencdo obtidos a partir da literatura (Adams, 2007) e através dos seus Indices de Retengéo.

Atividade antimicrobiana

A atividade antimicrobiana foi realizada de acordo com metodologia por Pandini et
al. (2015) com modificacdes. As bactérias utilizadas foram: Escherichia coli (ATCC 25922),
Salmonella Enteritidis (ATCC 13076) e Salmonella Gallinarum (ATCC 1138), Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 27853), Proteus mirabilis (ATCC 25933) e Klebsiella pneumoniae
(ATCC 13883), Staphylococcus epidermidis (ATCC 12228), Staphylococcus aureus (ATCC
25923), Enterococcus faecalis (ATCC 19433), Bacillus subtillis (CCD-04) e a levedura
Candida albicans (ATCC 10231). Os microrganismos foram recuperados em caldo de
enriquecimento Brain Heart Infusion (BHI) e incubados por 24 h a 37 °C. As concentracdes

5

finais das bactérias foram padronizadas para 1x10 UFC.mL'1 em solucdo salina a 0,85%.

O teste da “Concentracao Inibitoria Minima (CIM)”, foi realizado conforme as
normas do Clinical and Laboratory Standards Institute (2007) em placas de microdiluicdo de
96 pocos. O oleo essencial foi diluido a uma concentracdo de 7000 ug.mL'l. Para isto, uma
aliquota de 70 mg do 6leo foi diluido em 1 mL de metanol (10%). Desta solucdo 500 pl
foram homogeneizados em 4.5 mL de caldo Muller-Hinton (MH). Foram realizadas dilui¢bes
seriadas que variaram de 7.000 até 3,4 ug.mL'l. Uma aliquota de 10 upl de cada

microrganismo foi adicionada aos pocos que continham 150 pl de caldo MH e incubados por
24 h a 37 °C. Depois do periodo de incubacdo, 10 puL de solucdo de cloreto de trifenil
tetrazolium (CTT) a 1% foi adicionado em cada poco das microplacas que foram incubadas
por mais trés. A presenca de coloracdo vermelha nos pocos foi interpretada como prova
negativa do efeito inibitorio do 6leo essencial.

Para a realizacdo do teste de “Concentracdo Bactericida Minima (CBM)”, foram
retirados 10 pL da solucdo de cada poco e inoculados em placas de Petri contendo Agar MH.

As placas foram incubadas por 24 h a 37 °C.
Como controle positivo utilizou-se gentamicina (bactérias) e nistatina (C. albicans)

ambos a 30 mg.mL'l. A CIM e a CBM foram realizados em triplicata e classificados de acordo
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com os critérios propostos por Sartoratto et al. (2004), sendo a atividade considerada baixa
(7000 a 3500 ug.mL'l), moderada (1700 a 875 ug.mL'l), alta (437,5 a 218.75 pg.mL'l) ou

muito alta (<109.375 ug.mL'l).

Atividade antioxidante

A atividade antioxidante do 6leo essencial foi mensurada de acordo com o0 método da
reducdo do radical livre 2,2-difenil-1-picril hidrazil (DPPH) (Scherer et al., 2009; Weber et al.,

2014). Para tal, uma aliquota de 0,1 mL do 6leo essencial na concentracéo de 7000 pg.mL

! foi tratada com 3,9 mL de solucdo metandlica a 50% e homogeneizadas em agitador de
tubos. As absorbancias das amostras foram mensuradas em espectrofotdmetro a 515 nm.
Como controle negativo foi utilizado uma solugdo composta de metanol, acetona e agua (40
mL de solucdo acetona a 70%, 40 mL de solucdo de metanol a 50% e 20 mL de agua
destilada) com adicéo do radical DPPH. Como controle positivo utilizou-se o antioxidante
sintético comercial butil-hidroxi-tolueno (BHT). Como branco, foi utilizado metanol 50%
para a calibracdo do espectrofotometro.

Foram determinadas as absorbancias do DPPH nas concentragdes de 34, 64, 100,
134, 166 ¢ 200 um (leituras: A = 515 nm), a fim de determinar uma funcédo linear de
dispersao dos dados (das absorbancias do DPPH).

Os célculos da atividade antioxidante foram realizados da seguinte maneira:
inicialmente foi calculada a equacéo da reta de DPPH (funcéo linear). O indice de sequestro
de DPPH pelo 0leo essencial e pelo BHT (controle positivo) foi calculado através da
equacdo: % [ (AbsO — Absl) / AbsO ] x 100, onde AbsO ¢ a absorbancia do controle negativo
e Absl é a absorbancia da amostra. O 1Cso que € a concentracdo do Oleo necessaria para
reduzir 50% do radical livre DPPH, foi calculada através das absorbancias das diferentes
concentracdes de DPPH o que gerou uma funcéo linear. Os valores de absorbancia foram

analisados pelo teste Qui-quadrado para aderéncia, com nivel de significancia de 0,05. Para

. - . .. .. ® ~
a realizacdo das andlises estatisticas, utilizou-se o programa estatistico R~ versdo 3.3.2.

Teste de fumigacdo do 6leo essencial de M. oblongata sobre D. gallinae

Os acaros foram coletados em um aviario comercial localizado na cidade de Medianeira
— PR, Brazil e transportados ao Laboratorio de Biotecnologia Agricola - Unioeste, Cascavel,
onde foram separadas somente as fémeas ingurgitadas para os testes de fumigacdo. Os &caros

foram utilizados até 3 dias ap0s a coleta.
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O teste de fumigagéo foi realizado conforme metodologia propostas por Locher et al.
(2010) e Tabari et al. (2015). O o6leo essencial foi diluido em acetona 10% em quatro
concentracdes: 10%, 5%, 2,5% e 1,25%, sendo cinco repeticGes de 20 &caros para cada
concentracdo. O controle foi realizado com &gua destilada e acetona 10%. Os 20 acaros foram
colocados em um papeldo (1 cm x 1 cm) e posteriormente em um eppendorf (2 mL) com
tampa cortada, sendo a abertura do eppendorf foi fechada com tecido voal amarrado com
elastico. Cada eppendorf foi colocado em um tubo de fundo chato de vidro (4 cm x 7 cm)
selado com parafilme, para impedir a perda dos volateis do 6leo. Em cada tubo de fundo chato
havia um pedaco de papel filtro tipo Whatman n. 2 (2 cm x 2 cm), contendo 50 pl do 6leo
essencial ou controle. Este método evitou o contato direto do &caro com o papel filtro. Os
acaros foram acondicionados em camara climatizada tipo BOD (27° £ 29 ° C, 14 h de fotofase
e U.R. de 70%) e, apés 24 h, as taxas de mortalidade foram analisadas. Foram considerados
mortos 0s acaros que ndo se moviam ao serem tocados com um pincel de cerdas finas. Foi
realizado teste da Analise das variancias (ANOVA), com nivel de significancia de 0,05,

seguido do teste de Tukey de comparacdo das medias. Para a realizacdo das anélises

estatisticas, utilizou-se o programa estatistico R® versdo 3.3.2.

Teste de repeléncia do 0leo essencial de M. oblongata sobre D. gallinae

Os ensaios foram realizados em sala climatizada, com temperatura de 23 + 2°C e
70% de U.R., na escotofase, ja que o acaro D. gallinae apresenta habito noturno e durante o
dia permanece aglomerado e escondido. Para que fosse possivel observar o comportamento
dos acaros, fez-se 0 uso de um lampada vermelha (15w, 100v) pois esta ndo influencia na
visdo dos artropodes.

Para verificar se o Oleo essencial promove repeléncia do &caro, foi realizado
experimento com olfatdmetro em Y (Eiras and Mafra Neto, 2001). O olfatdmetro utilizado
consistiu de um tubo de vidro em formato de Y (22cmx 14cm x 2cm), contendo um tubo
principal e dois tubos laterais (bracos) que formam um angulo de 120° com o tubo principal.
Nos ensaios o olfatdmetro foi operado com um fluxo de ar continuo de 3L/min, previamente
umidificado e filtrado com carvéo ativado. Nos tubos laterais foram colocados pedacgos de
papéis filtro cortados em retangulos (1 cm x 4 cm), impregnados com 10 uL do controle
(etanol P.A.) ou 10 pL do 6leo diluido. Na extremidade inferior do tubo principal foi
pincelado detergente para impedir a fuga dos acaros.

Foram avaliadas trés concentragdes do 0leo essencial: 10%, 5% e 1%, usando etanol
P.A. como solvente. Para cada concentragdo do 0leo foram realizadas 30 repeticbes com
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cinco acaros. Durante 5 minutos foi observado o comportamento dos acaros. Foi registrado o
tempo que os acaros levaram para alcancar a fonte de odor e, caso nenhum &caro escolhesse
uma das fontes, o teste era interrompido e os acaros descartados. SO foram consideradas as
repeticdes em que os acaros escolheram uma das fontes de odor. A cada 5 repeticdes, 0
olfatémetro foi lavado, secado em estufa a 60°C, e a posicao do brago contendo o controle ou o
repelente foi invertida para evitar qualquer influéncia do meio externo.

Os resultados relativos a escolha de uma fonte de odor foram analisados
estatisticamente pelo teste de Qui-Quadrado para aderéncia, com nivel de significancia de
0,05. O tempo que os acaros levaram para alcancar a fonte de odor foi analisado através do

teste t para amostras independentes com o mesmo nivel de significancia (a=0,05). Para a

o s - - e ® x
realizagdo das analises estatisticas, utilizou-se o programa estatistico R ~ versao 3.3.2.

Resultados e discusséo
Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM)

A andlise de CG-EM resultou na identificacdo de 30 compostos, representando 80,85%
da érea total do Oleo essencial de M. oblongata. Os compostos majoritarios foram oxido de
cariofileno (22,03%) e trans-verbenol (11,94%). O oxido de cariofileno é um sesquiterpeno
biciclico, ja o trans-verbenol é um composto resultante da bioconversdo de -pineno (Souza et al.,
2011) terceiro composto de maior abundéncia (6,65%). Estes compostos majoritarios estdo
presentes em grande quantidade também em outras espécies da familia Myrtaceae (Limberger et
al., 2004; Oliveira et al., 2016), como Myrcia salzmannii (Cerqueira et al., 2009), Myrcia obtecta,
Myrcia hatschbachii e Myrcia aborescens (Limberger et al., 2004).

Comparando o presente estudo com dados descritos na literatura, houve variacdo na
quantidade dos compostos presentes no 6leo essencial de M. oblongada (Tabela 1). Esta
variacdo pode ser atribuida a variaveis ambientais, como época de coleta das folhas, ritmo
circadiano, desenvolvimento da planta, temperatura, disponibilidade hidrica, radiacdo
ultravioleta, teor de nutrientes no solo, altitude, poluicdo, ataque de patdgenos, entre outros
fatores (Gobbo and Lopes, 2007). Estas variaveis demonstram influenciar significativamente

na composicdo dos 6leos essenciais (Dudareva et al., 2004).

Atividade antimicrobiana

Os valores de CIM e CBM do 6leo essencial de M. oblongata sobre os microrganismos
variaram de 218,75 a 7000 ug.mL'1 (Tabela 2). Os melhores resultados foram observados para

bactérias Gram-positivas, sendo a maior atividade inibitdria/bactericida para E. faecalis,
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(CIM/CBM: 218,75/ 875 ug.mL'l), seguido de S. aureus e B. subtillis, ambos com CIM 875
e CBM 1700 pg.mL'1 e S. epidermidis (1700/1700 pg.mL'l). A atividade do 6leo sobre as
bactérias Gram-negativas foi considerada baixa, com o melhor resultado para E. coli, CIM e
CBM de 7000 ug.mL'l, seguidos de P. aeruginosa e S. Enteritidis ambas com CIM de 7000
ug.mL'1 e sem atividade para o CBM. Nao foi verificada atividade para P. mirabilis, K.
pneumoniae e S. Gallinarum. Para a C. albicans foi observado atividade inibitoria/fungicida
3500/3500 ug.mL'1 (CIM/CBM), respectivamente.

Para C. albicans a atividade do 6leo essencial foi considerada baixa. N&o ha relatos na
literatura para plantas do mesmo género, porém resultados semelhantes foram encontrados
para Eucalyptus citriodora e Eugenia uniflora, também pertencentes a familia Myrtaceae. Os
6leos essenciais das folhas destas plantas foram testados sobre diferentes espécies de
Candida spp. e apresentaram atividade moderada e baixa (Lima et al., 2006; Castro and
Lima, 2010). A baixa suscetibilidade da célula fngica ao 6leo essencial, pode ser devido a
baixa hidrofobicidade dos constituintes quimicos. Quanto menor a hidrofobicidade, menor é a
permeabilidade do oOleo na célula, o que diminui a eficacia do &leo essencial

(Prabuseenivasan et al., 2006).

As bactérias Gram-positivas foram mais suscetiveis a acdo do 0Oleo essencial em
relacdo as Gram-negativas. Isto também foi observado para o Oleo essencial de Myrcia
tomentosa e Myrcia myrtifolia, que apresentaram atividade para B. subtilis, S. aureus e
outras bactérias Gram-positivas (S4, 2010; Yokomizo and Nakaoka 2014; Simonetti, et al.,
2016). Esta maior suscetibilidade das Gram-positivas pode ser explicada devido a presenca
de uma parede bacteriana que ndo restringe a penetracdo de moléculas toxicas, enquanto as
Gram-negativas possuem um sistema de barreira na membrana externa da parede bacteriana
formada por fosfolipidios, lipopolissacarideos e proteinas que conferem maior

impermeabilidade aos antibacterianos (Lambert, 2002; Madigan et al., 2010).

Atividade Antioxidante

O indice de sequestro do radical livre DPPH (2,2-difenil-1-picril hidrazil) apresentou
como funcdo linear a equacdo: y = 0,0105. x - 0,0249. As absorbancias obtidas (6leo
essencial e BHT) foram analisadas pelo teste Qui-quadrado para aderéncia, com nivel de
significancia de 0,05, sendo constatada que ndo ha diferenca estatistica significativa entre as
absorbancias do controle positivo (BHT) e do 6leo essencial de M. oblongata (y2 = 0.21356;
GL = 1; p-valor = 0.644). Para o0 1Cso também n&o ocorreu diferenca estatistica significativa
(x2 = 1.8639; GL = 1; p-valor = 0.1722).
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Apesar do 6leo essencial de M. oblongata ndo apresentar alta atividade antioxidante
como a do BHT segundo a classificagdo de Scherer e Godoy (2009), possui atividade
moderada nesta mesma classificacdo, evidenciando assim, que este 6leo na concentracdo de

7000 ug.mL'1 apresenta potencial antioxidante (Figura 1).

Os valores da porcentagem de sequestro do DPPH através da equacdo de absorbancia
e 0 IC50 estdo demonstrados na Tabela 3 sendo a porcentagem de sequestro de DPPH de
88,33% e um IC50 de 2,80 para o 6leo essencial e 94,58% e ICso de 1,39 parao BHT.

A atividade antioxidante de representantes do género Myrcia spp. foram verificados
na literatura para Myrcia splendens, Myrcia bella e Myrcia lingua e na familia (Myrtaceae)
em Blepharocalyx salicifolius, Eugeni bimarginata, Eugenia dysenterica, Eugenia
klotzschiana, Hexachlamys edulis, Psidium australe, Psidium cinereum, Psidium
laruotteanum e Psydium guajava, todas estas espécies apresentam atividade antioxidante
considerada elevada ou moderada (Takao et al., 2015; Lima et al., 2015), assim como a M.
oblongata neste estudo. O potencial antioxidante dos representantes da familia Myrtaceae
podem estar associados a presenca de cariofilenos, verbenois e compostos fendlicos presentes
nas espécies desta familia. Estes compostos possuem atividade antioxidante comprovada
através de diferentes técnicas de cromatografia (Shahidi et al., 1992).

Os resultados de atividades antioxidantes relatados na literatura nem sempre podem
ser comparados entre si, uma vez que as diferentes metodologias geram respostas distintas
(Molyneux, 2004). Entre as metodologias mais utilizadas destaca- se 0 método de reducédo do
radical livre DPPH, utilizado neste estudo, por ser uma alternativa rapida e de baixo custo

quando comparado a outras técnicas cromatograficas (Molyneux, 2004; Alves et al., 2010).

Teste de fumigacéo do 6leo essencial de M. oblongata sobre D. gallinae

Constatou-se que as médias entre as quatro concentragcdes (10%, 5%, 2,5% e 1,25%)
do 6leo essencial de M. oblongata sdo iguais ao controle pelo teste de Tukey (F=0,21, p >
0,05; GL = 4). Todas as concentracGes do 6leo essencial apresentaram mortalidade inferior a
20% (tabela 4). Resultados semelhantes ao nosso foram observados paro o 6leo de Eugenia
uniflora (Myrtaceae), que ndao promoveu mortalidade significativa no teste de fumigacao
sobre Ornithonyssus bursa (Acari: Dermanyssidae) (Villaca, 2012). Ndo ha relatos de
atividade fumigante para o género Myrcia.

O tempo de exposicdo dos acaros neste experimento foi de 24h. A letalidade da fumigacéo

pode estar relacionada com o tempo de exposicao ao 6leo essencial, segundo Souza
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e Favero (2015). Os autores também nao obtiveram mortalidade do &caro em 24h, que s6 ocorreu
apos 48h de experimento para o 6leo essencial de Eucalyptus urograndis (Myrtaceae).

Apesar do teste de fumigacdo deste experimento ndo ter apresentado mortalidade
superior a 20%, acaricidas tendo como ingredientes ativos 0leos essenciais de plantas j& estdo
disponiveis no mercado. Estes produtos sdo obtidos principalmente de plantas da familia
Myrtaceae, como Syzygium aromaticum (Isman et al., 2010). A volatilidade dos 0leos
essenciais permite uma acdo fumigante comprovada, podendo ser uma alternativa aos
acaricidas convencionais (Aslan et al., 2004). Porém o tipo aplicacdo dos 6leos influéncia nos
resultados de mortalidade dos acaros. Desta maneira, diferentes metodologias de efeito
acaricida do 6leo essencial de M. oblongata devem ser investigadas.

Repeléncia do oleo essencial de M. oblongata sobre D. gallinae

A atividade de repeléncia do 6leo essencial de M. oblongata sobre o acaro de galinha foi
analisada em trés concentracdes diferentes e a avaliados através do nimero de respostas (teste
Qui-Quadrado para aderéncia) e tempo de respostas (Teste t para amostras independentes). Nas
concentracdes de 1% e 5%, o nimero de acaros atraidos para o 6leo essencial sdo semelhantes
aos do controle (x2= 0,926; GL=1; p=0.336 ¢ x2:3,24; GL=1; p=0.0719, respectivamente)
(Tabela 5). Estas duas concentracdes tambem obtiveram as médias de tempo semelhantes entre 0s
tratamentos e os controles (t=1,52; p=0,93 e t= 2,51; p=0,99) respectivamente. Os resultados
demonstram que o 6leo essencial, nas menores concentracdes, ndo promoveram repeléncia dos
acaros. Na concentracdo de 10% tambeém ndo houve diferenca estatistica quanto ao tempo de
resposta do controle e do 6leo (t=2,78; p= 0,99). Porém, houve menor nimero de acaros atraidos
ao Oleo essencial (17) do que para o controle
(5) (XZ: 6,545; GL = 1; p = 0.0105). Este resultado demonstra o potencial de acdo repelente
do oleo essencial de M. oblongata na concentracdo de 10%.

H4 estudo sobre a atividade acaricida dos 6leos essenciais de quatro espécies da familia
Myrtaceae, Eucalyptus globulus, Eucalyptus radiata, Eucalyptus staigeriana e Eucalyptus
citriodora, sobre D. Gallinae (George et al., 2009). Os autores constataram que os 6leos mais
ativos possuiam maior nimero de constituintes quimicos na sua composi¢cdo. A espécie M.
oblongata, testada no presente trabalho, apresenta 30 compostos (Tabela 1) que podem interagir e
causar a repeléncia ao acaro. Além disso, a atividade de terpenos como o -pineno e o 6xido de
cariofileno, este Ultimo sendo um dos compostos majoritarios da M. oblongata, séo

reconhecidamente repelentes sobre os coledpteros Sitophilus zeamais, Tribolium confusum
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(Coleoptera: Curculionidae) e o acaro Tetranichus urticae (Acari: Tetranychidae)
(Tapondjou et al., 2005; Lima and Moraes, 2009).

Conclusao

Foram identificados 30 compostos quimicos no éleo essencial de M. oblongata, sendo o0s
majoritarios o o0xido de cariofileno (22.03%) e o trans-verbenol (11.94%). As atividades
antimicrobianas do 6leo essencial para as bactérias Gram- positivas foram mais elevadas do que
para as Gram-negativas. A melhor atividade foi para E. faecalis, seguido de S. aureus, B.
subtillis e S. epidermidis. Para as bactérias Gram-negativas a atividade foi considerada baixa,
com os melhores resultados para E. coli, P. aeruginosa, S. Enteritidis. O 6leo ndo apresentou
atividade para P. mirabilis, K. pneumoniae e S. Gallinarum. A atividade sobre C. albicans foi

considerada baixa. Na concentracdo de 7000 ug.mL'1 0 6leo apresentou potencial antioxidante e

também demonstrou potencial de repeléncia sobre D. gallinae na concentracdo de 10%, mas ndo
causou repeléncia quando aplicado em concentracGes abaixo de 10%. O teste de fumigacdo de
M. oblongata sobre D. gallinae demonstrou que concentragbes do 6leo essencial entre 1.25% e

10% promoveram baixa mortalidade.
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Tabela 1. Composi¢cdo quimica do 6leo essencial das folhas da espécie M. oblongata
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Ne Compostos Monoterpeno Tr Area IR *IR
(min) (%)

1  -Pineno Monoterpeno 7:39 6,65 945 942

2  Canfeno Monoterpeno 7:98 0,12 962 958

3  2,4-tujadieno Monoterpeno 8:12 0,44 966 959

4  p-cimeno Monoterpeno 10:91 0,27 1038 1033

5 Crisantenona Monoterpeno 15.11 0,28 1134 1131

6 -Campholenal monoterpeno 15:37 0,37 1140 1130
oxigenado

7  L-pinovarveol monoterpeno 15:96 0,98 1153 1154
oxigenado

8  cis-verbenol monoterpeno 16:04 1,52 1154 1142
oxigenado

9  **trans-verbenol monoterpeno 16:21 11,94 1158 1150
oxigenado

10 Pinocarvona 16:93 0,52 1173 1168

11 Felandreno-8-ol monoterpeno 17:44 1,80 1185 1170
oxigenado

12 Mirtenol monoterpeno 18:49 0,75 1208 1202
oxigenado

13 Cis-verbenona monoterpeno 18:96 3,32 1218 1218
oxigenado

14 trans-carveol monoterpeno 19:63 0,31 1233 1229
oxigenado

15 -Cubebeno Hidrocarboneto 25:13 0,36 1356 1355

16 -Copaeno hidrocarboneto 26:33 1,12 1384 1383
sesquiterpénico

17 -Cubebeno hidrocarboneto 26:87 0,37 1396 1392
sesquiterpénico

18 -Cariofileno hidrocarboneto 28:16 3,70 1426 1428
sesquiterpénico

19 (+)-Epi- hidrocarboneto 29:39 0,35 1456 1470

ciclosesquifelandreno  sesquiterpénico

20 -Cariofileno hidrocarboneto 29:65 0,70 1462 1458
sesquiterpénico

21 Aromadendreno hidrocarboneto 29:81 0,46 1466 1463
sesquiterpénico

22 -Eudesmeno hidrocarboneto 31:03 3,47 1495 1496
sesquiterpénico

23 Elixeno hidrocarboneto 31:30 2,66 1502 1511
sesquiterpénico

24 Cadineno hidrocarboneto 32:25 2,94 1525 1524
sesquiterpénico

25 Calameneno hidrocarboneto 32:37 3,11 1528 1529

sesquiterpénico
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26 Calacoreno hidrocarboneto 33:14 1,30 1548 1548
sesquiterpénico
27 Alcool de cariofileno  sesquiterpeno 33:49 2,04 1557 1563
oxigenado
28 (-)-Espatulenol sesquiterpeno 34:53 4,22 1583 1582
oxigenado
29 **QOxido de sesquiterpeno 34:69 22,03 1587 1583
cariofileno oxigenado
30 Epoxido de sesquiterpeno 35:76 2,75 1614 1607
Humuleno 11 oxigenado
NI 41:60 1,78 1722
TOTAL 82,63%
Monoterpenos 7,76%
Monoterpeno 21,51%
oxigenado
Hidrocarboneto 20,54%
sequiterpénico
Sesquiterpeno 32,82%
oxigenado

** Compostos Majoritarios; TR: tempo de retencéo; °IR: valores dos indices de Retencéo calculados;
“xIR: valores dos indices de Retencdo encontrados na literatura; 9NI1: ndo identificado.

Tabela 2. Concentragdo Inibitoria Minima (CIM), Concentracdo Bactericida Minima (CBM)
e Concentracdo Fungicida Minima (CFM) do ¢leo essencial de M. oblongata frente a
microrganismos padrdes

Microrganismos CIM/CBMouCFM
(ug/mL)

Gram-negativos

E. coli 7000/7000

P. aeruginosa 7000/—

P. mirabilis —

K. pneumoniae —
S. Enteritidis 7000/—

S. Gallinarum —

Gram-positivos

S. epidermidis 1700/1700
S. aureus 875/1700
E. faecalis 218.75/875

B. subtillis 875/1700
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Levedura 3500/3500

C. albicans
*Atividade baixa: 7000 a 3500; Atividade moderada; 1700 a 875; Afividade alta: 437,5 a
218,75; Muito alta: <109,375.

Tabela 3. indice de DPPH (2,2-difenil-1-picril hidrazil) (% de sequestro) e IC50

Solucéo teste % sequestro DPPH I1Cso0
Controle positivo BHT 94,58% 1,39
Oleo essencial de M. oblongata 88,33% 2,80

BHT= antioxidante sintético comercial;, DPPH =2,2-difenil-1-picril hidrazil; IC50 =
concentracdo do Gleo necessario para reduzir 50% do radical DPPH

Tabela 4. Fumigacdo do 6leo essencial de M. oblongata sobre D. gallinae, n = 100

Controle (4gua OE 10% OE 5% OE 2,5% OE
destilada, Tween e 1,25%
acetona 10%o)
06~1+05a 38~4+18 24~3+18 24~3+26|2+17a
a a a
Mortalidade 5% 20% 15% 15% 10%
(%)

Médias + desvio padrdo das mortalidades dos acaros em 24h. Valores seguidos da mesma letra ndo diferem
entre si pelo teste de Tukey.

Tabela 5. Numero total de fémeas de D. gallinae atraidas a uma fonte de odor e tempo médio
(h:m:s) que levaram para escolher um dos bragos do olfatbmetro em Y, para trés
concentracdes do 0leo essencial de M. Oblongata, n = 150

N° total respostas Tempo (h:m:s)
) Controle 16 00:45:16
Oleo essencial 1% 10 00:26:24
Controle 17 00:41:12
Oleo essencial 5% 8 00:15:59
Controle *17 00:45:54
Oleo essencial 10% 5 00:15:07

*Houve diferenca estatistica significativa quanto ao nimero de respostas entre o controle e o 6leo essencial na
concentracdo de 10% (Teste Qui-quadrado, p < 0,05). Para o tempo, ndo houve diferenca estatistica significativa
em nenhuma das concentragdes (Teste t, p > 0,05) em relacdo aos controles.
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Capitulo 2. Atividades bioldgicas do 6leo essencial e extratos vegetais de Myrcia

oblongata

Biological activities of essential oil and plant extratcs of Myrcia oblongata
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RESUMO

Os produtos do metabolismo secundario das plantas tém despertado grande interesse econémico
pela sua diversidade quimica e atividades biolégicas. Diante disto, o objetivo deste trabalho foi
determinar a composic¢do quimica dos extratos vegetais de Myrcia oblongata, avaliar o potencial
antioxidante destes extratos, testar a atividade antimicrobiana frente a onze microrganismos
padrbes e dez sorotipos de Salmonella spp. de origem avicola, bem como avaliar o potencial de
mortalidade dos extratos e Oleo essencial sobre Alphitobius diaperinus. Foram identificados
saponinas, esteroides, triterpendides, taninos e flavonodides. Os extratos apresentaram atividade
para todos os microrganismos testados, com excec¢do do extrato metandlico que ndo demonstrou
atividade para P. mirabilis e S. Enteritidis. O extrato hexanico, acetato de etila e acetona possuem
atividade antioxidante. O 6leo essencial e os extratos de hexano, etandlico, metandlico e de
acetato de etila apresentaram elevados indices de mortalidade sobre a larva de A. diaperinus. Para
os adultos os melhores resultados foram obtidos para o 6leo essencial, com mortalidade superior a
80%. Os resultados direcionam a importancia de estudos para compreender o potencial e a acéo de
extratos vegetais e Oleos essenciais, visando a diminuicdo de impactos causados pelo uso
extensivo de antimicrobianos e antioxidantes sintéticos e pelo uso indevido de substancias

quimicas para o controle de pragas.

Palavras-chave: avicultura, fitoquimica, Salmonella, inseticida, microdilui¢do, pragas
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ABSTRACT

The products of secondary plant metabolism have aroused great economic interest in their
chemical diversity and biological activities. The objective of this work was to determine the
chemical composition of Myrcia oblongata extracts, to evaluate the antioxidant potential of
these extracts, to test the antimicrobial activity against eleven standard microorganisms and
ten serotypes of Salmonella spp. Of poultry origin, as well as to evaluate the potential
mortality of extracts and essential oil on Alphitobius diaperinus. Saponins, steroids,
triterpenoids, tannins and flavonoids have been identified. The extracts presented activity for
all microorganisms tested, except for the methanolic extract that did not show activity for P.
mirabilis and S. Enteritidis. The hexane extract, ethyl acetate and acetone have antioxidant
activity. The essential oil and extracts of hexane, ethanolic, methanolic and ethyl acetate
showed high mortality rates on A. diaperinus larvae. For adults, the best results were obtained
for essential oil, with a mortality greater than 80%. The results point to the importance of
studies to understand the potential and action of plant extracts and essential oils, aiming at
reducing the impacts caused by the extensive use of antimicrobials and synthetic antioxidants

and by the undue use of chemical substances for pest control.
Key words: poultry farming, phytochemistry, Salmonella, insecticide, microdilution, pests

Introducéo

Com o aumento da produtividade avicola cresceu também o numero de doencas
entéricas ocasionadas por bactérias, principalmente da familia Enterobacteriaceae que incluem
géneros Salmonella (Palermo, 2015). Estas bactérias em especial, sdo de extrema importancia
para a Saude Publica, j& que a salmonelose é responsavel por altas taxas de mortalidade em
humanos no mundo todo (Vargas et al., 2011). Além disso, a dispersdo destas bactérias no
ambiente estd associada a producdo intensiva de alimentos de origem animal, sendo que 0s
produtos avicolas se destacam como o0s principais reservatorios deste patogeno (D’aoust &
Maurer, 2007).

Tanto para as salmonelas quanto para outras bactérias o problema de resisténcia a
antimicrobianos vem aumentando devido ao uso extensivo e indevido destes, como
promotores de crescimento (APC) nas aves (Anvisa, 2015; Ubabef, 2016). Registra-se um
aumento significativo na frequéncia de bactérias resistentes, que antes eram
reconhecidamente sensiveis a drogas rotineiramente usadas. Hoje, estas bactérias

apresentam-se resistentes a varios farmacos disponiveis no mercado (Kasper et al., 2015).


https://pt.wikipedia.org/wiki/Salmonella
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Outro problema no setor avicola é o uso frequente de produtos quimicos, para o
controle de pragas, tais como, o Alphitobius diaperinus (Coleoptera: Tenebrionidae)
conhecido como “cascudinho”. Estes coledpteros sdo controlados com piretroides e
organofosforados (Lambkin et al., 2011). Porém, estes e outros produtos apresentam
algumas desvantagens como selecdo de populagdes resistentes, contaminacdo do ambiente
e das aves, além da resisténcia microbiana de bactérias presentes em alguns insetos (Japp
et al., 2010).

Além da atividade antimicrobiana e inseticida dos extratos e Oleos essenciais,
conhecer a atividade antioxidante é de grande importancia, ja& que alguns compostos
isolados em plantas podem substituir conservantes sintéticos em produtos e nas industrias.
Porém, para este fim é necessario conhecer o principio ativo dos extratos e 6éleos
essenciais, além dos efeitos adversos como toxicidade e composicdo quimica destes
produtos (Maciel et al., 2012).

Devido a este panorama, trabalhos para fins terapéuticos, profilaticos e sobre
alternativas ao uso destes compostos quimicos sdo de reconhecida importancia (Silva et al.,
2016), neste sentido, os extratos vegetais e 0s Gleos essenciais destacam-se por sua eficiéncia
em todo o mundo. No Brasil a exploragdo da atividade bioldgica de substancias quimicas de
plantas, demonstra ser uma forma eficiente e mais sustentavel no controle de zoonoses e na
diminuicdo dos indices de resisténcia microbiana (Weber et al., 2014; Pandini et al., 2015).

Neste contexto, aumenta a importancia da exploracdo do potencial antimicrobiano,
antioxidante e inseticida dos vegetais, bem como a identificacdo de seus constituintes
quimicos. Este trabalho foi dividido em quatro experimentos com o objetivo de identificar 0s
compostos fitoquimicos presentes nos extratos vegetais de Myrcia oblongata DC.; verificar a
atividade antioxidante, avaliar a atividade antimicrobiana destes frente a onze bactérias
padrdes e uma levedura, também analisar a atividade do 6leo essencial e extratos sobre dez
sorotipos de Salmonella spp. de importancia avicola; além de avaliar a atividade inseticida do

0leo essencial e extratos vegetais sobre as larvas e adultos de A. diaperinus.

Material e métodos
Coleta e identificacdo do material vegetal

As folhas de M. oblongata foram coletadas no periodo de marco a junho de 2016, na
estacdo d e outono, no Parque Ecoldgico Paulo Gorski (24°56'14" a 24°58'17"S, 53°25'14" a
53°27'06"W), no municipio de Cascavel, oeste do Parana. A planta foi identificada pelo herbério
da Universidade Estadual do Oeste do Parana (UNOP), cujos voucher é: UNOP 1816.
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As folhas foram secas a 40° C em estufa e moidas em moinho de facas do tipo Willye
na granulometria 0,42 mm. O p6 obtido foi armazenado em recipientes de vidro protegidos
da luz e em temperatura ambiente até o preparo dos extratos vegetais e a extracdo do 6leo
essencial (Ceyhan et al., 2012; Weber et al., 2014).

Obtencao do 6leo essencial

Segundo metodologia proposta por Weber et al. (2014), o material vegetal seco de M.
oblongata (140 g) foi adicionado a 1.400 mL de &gua destilada. A solugdo foi colocada em
aparelho Clevenger seguindo a metodologia de arraste por vapor d’ agua por aproximadamente 3

h & 100° C. O dleo obtido foi armazenado em freezer a 4° C até a utilizagéo.

Obtencéo dos extratos

Para o extrato aquoso, as folhas secas e trituradas (20 g) foram adicionadas a agua
destilada (100 mL), esta mistura foi mantida em agitador rotativo shaker a 170 rpm durante 24
h. Esta solucdo foi filtrada em papel filtro Whatman n°. 1 e centrifugada a 3.800 x por 15
minutos. Os extratos de metanol (MeOH), etanol (EtOH), acetato de etila (AcEt), acetona
(AcOH) e hexano (Hex) foram preparados de forma semelhante ao aquoso, porém apds a
coleta do sobrenadante os extratos foram submetidos a rotaevaporacdo. Todos 0s extratos

foram armazenados a 4 ° C.

Prospeccao fitoquimica

Os testes fitoquimicos para a deteccdo da presenca de esterdides, triterpenoides,
taninos, alcaldides, cumarinas, saponinas, antocianinas e flavonoides foram realizados de

acordo com a metodologia desenvolvida por Matos (1997).

Atividade antimicrobiana

A atividade antimicrobiana foi realizada conforme metodologia proposta por Weber et
al. (2014) e Pandini et al. (2015) com modificaces.

Foram utilizadas bactérias obtidas do Banco internacional: Bacterial Quality Control
Strains, sendo elas: Escherichia coli (ATCC 25922), Salmonella Enteritidis (ATCC 13076),
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), Proteus mirabilis (ATCC 25933) e Klebsiella
pneumoniae (ATCC 13883), Staphylococcus epidermidis (ATCC 12228), Staphylococcus
aureus (ATCC 25923), Enterococcus faecalis (ATCC 19433) e a levedura Candida albicans
(ATCC 10231). Além da Salmonella Gallinarum do Instituto Adolfo Lutz — IAL e


https://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=2&cad=rja&uact=8&ved=0CCgQFjAB&url=http%3A%2F%2Fwww.atcc.org%2Fproducts%2Fcells_and_microorganisms%2Fbacteria%2Fquality_control_strains.aspx&ei=Q4B1VYPlIYLCggTY5YOYCA&usg=AFQjCNEf0GdnuqLQsdrBQV41Hry5_BgdgA&bvm=bv.95039771,d.eXY
https://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=2&cad=rja&uact=8&ved=0CCgQFjAB&url=http%3A%2F%2Fwww.atcc.org%2Fproducts%2Fcells_and_microorganisms%2Fbacteria%2Fquality_control_strains.aspx&ei=Q4B1VYPlIYLCggTY5YOYCA&usg=AFQjCNEf0GdnuqLQsdrBQV41Hry5_BgdgA&bvm=bv.95039771,d.eXY
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Bacillus subtillis da coleg¢@o de culturas de diagnostico “Cefar Diagnostica” (CCCD-B005).
Também, utilizaram-se dez sorotipos de Salmonellas spp. de ocorréncia na regido Oeste do
Parand, Brasil (Scur et al., 2014), estes sorotipos foram isolados de diferentes aviarios da
regido e fornecidos pela MercoLab Laboratoérios Ltda, sendo: S. Albany, S. Braenderup, S.
Gafsa, S. Heidelberg, S. Idikan, S. Lexington, S. Livingstone, S. Montevideo, S. SaintPaul e S.
Senftenberg.

Todos os microrganismos foram recuperados em caldo de enriquecimento Brain Heart
Infusion (BHI) e incubados por 24 h a 37° C. As concentra¢es finais das bactérias foram

padronizadas para 1x106 UFC.mL'1 e da levedura 1x105 UFC.mL'1 em solucdo salina a 0,85%.

Para a realizacéo do teste da Concentragdo Inibitéria Minima (CIM), o 6leo essencial foi
diluido a uma concentragdo de 7000 ug.mL-l. Para isto, uma aliquota de 70 mg do 6leo foi
diluida em 1 mL de metanol (10%). Desta solu¢do 500 pL foram homogeneizados em 4.5 mL
de caldo Muller-Hinton (MH). Os extratos vegetais foram diluidos na seguinte proporgéo:
para 0,40 g de extrato, 1 mL de metanol P.A e 1 mL de MH caldo (concentragdo 2x). O
extrato aquoso foi utilizado diretamente nos pogos com 150 pL caldo MH.

O CIM tanto para o 6leo quanto para os extratos foram realizados conforme as
normas do Clinical and Laboratory Standards Institute (2007). Para o 6leo essencial foram
adicionados em placas de microdiluicdo de 96 pocos, 150 uL de caldo MH (em todos os
pocos) e 150 pL da solugdo com oOleo essencial (preparada anteriormente). Foram realizadas
diluicGes seriadas de 7.000 até 3,4 pg.mL'1 nos pocos posteriores. Para 0s extratos, a
solucdo de extrato, metanol e MH caldo (preparada anteriormente) foi adicionada no
primeiro poco de cada linha em uma concentracdo de 200 mg.mL'l, Nos pocos posteriores
foram adicionados 150 pL de caldo MH (concentragdo dobrada) e realizado dilui¢bes
seriadas que variaram de 200 mg.mL'1 a3,12 mg.mL'l.

Em cada poco foi adicionado 10 pL do indculo de microrganismo, diluido
anteriormente. As placas foram levemente homogeneizadas e levadas a incubacéo por 24h a
37° C. A CIM foi realizada em triplicata.

Depois do periodo de incubacéo foi adicionado 10 uL de solucdo de cloreto de trifenil
tetrazolium (CTT) a 1% em cada pogo das microplacas, estas foram incubadas por mais trés
horas a 37° C. A presenca de colora¢do vermelha nos pocos foi interpretada como prova
negativa do efeito inibitorio do 6leo essencial ou extrato vegetal, enquanto a auséncia da
coloracdo foi considerada prova positiva da acdo inibitdéria, ou seja, o 6leo essencial ou o

extrato vegetal ndo inibiram o crescimento dos microrganismos presentes nas microplacas.
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Como controle positivo foi utilizada solugcdo de gentamicina 30 mg.mL ~ para as

bactérias e nistatina para a levedura C. albicans. Também foi realizado um controle com
metanol, para tal foram adicionados 70 pL de caldo MH, 70 uL de metanol 10% e 10 pL dos
microrganismos testados.

Antes de ser adicionado o CTT nos pocos, foram retirados 10 pL da solugéo de cada
poco, incluindo os controles, e inoculados e m placas de Petri contendo Agar MH para a
realizacdo do teste de Concentra¢do Bactericida minima (CBM) ou Concentracdo fungicida
minima (CFM). As placas foram incubadas por 24 h a 37° C.

A CIM e a CBM do 6leo essencial foram classificadas de acordo com os critérios
propostos por Sartoratto et al. (2004), sendo a atividade considerada baixa (7000 a 3500

ug.mL'l), moderada (1700 a 875 ug.mL'l), alta (437,5 a 218.75 ug.mL'l) ou muito alta
(<109.375 ug.mL'l). Para os extratos a classificacdo foi considerada alta (<12,5 mg.mL'l),

moderada (12,5 a 25 mg.mL'l), baixa (50 a 100 mg.mL'l), e muito baixa (>100 mg.mL'l)
(Aradjo, 2010).

Atividade antioxidante

A atividade antioxidante do dleo essencial foi mensurada de acordo com o método da
reducdo do radical livre 2,2-difenil-1-picril hidrazil (DPPH) (Scherer et al., 2009; Weber et
al., 2014). Para tal, uma aliquota de 0,1 mL dos extratos vegetais, na concentracao de 200

mg.mL-1 foram tratados com 3,9 mL de solucdo metandlica a 50% e homogeneizados em

agitador de tubos. As absorbancias das amostras foram mensuradas em espectrofotdometro a
515 nm. Como controle negativo foi utilizado uma solugdo composta de metanol, acetona e
agua (40 mL de solucdo acetona a 70%, 40 mL de solucdo de metanol a 50% e 20 mL de
agua destilada) com adicdo do radical DPPH. Como controle positivo utilizou-se o
antioxidante sintético comercial butil-hidroxi-tolueno (BHT). Como branco, foi utilizado
metanol 50% para a calibracdo do espectrofotdmetro.

Foram determinadas as absorbancias do DPPH nas concentracfes de 34, 64, 100, 134,

166 € 200 um (leituras: A = 515nm), a fim de determinar uma funcao linear de dispersdo dos
dados (das absorbancias do DPPH).

Os célculos da atividade antioxidante foram realizados da seguinte maneira: inicialmente
foi calculada a equacdo da reta de DPPH (funcdo linear). O indice do sequestro de DPPH pelos
extratos vegetais e pelo BHT (controle positivo) foram calculados através da equacdo: % [ (AbsO
— Abs1) / AbsQ ] x 100, onde o Abs0 é a absorbancia do controle negativo e Absl € a absorbancia

da amostra. O ICso que é a concentracdo do 6leo/extrato vegetal
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necessaria para reduzir 50% do radical livre DPPH, foi calculado através das absorbancias
das diferentes concentracfes de DPPH, o que gerou uma funcdo linear. Os valores das
absorbancias foram analisados pelo teste da Analise das variancias (ANOVA), com nivel de
significancia de 0,05, seguido do teste de Tukey de comparacao das médias. Para a realizacdo

- - - .- ® ~
das analises estatisticas, utilizou-se o programa estatistico R~ versio 3.3.2.

Atividade inseticida do 6leo essencial e extratos vegetais de M. oblongata sobre larvas e
adultos de A. diaperinus

O experimento foi baseado em Marcomini et al. (2009) com modificagdes. As larvas e
adultos de A. diaperinus foram coletadas em um aviario de frango de corte em Cascavel,
Regido Oeste do Parana, Brasil e utilizadas para experimento 24 h depois da coleta. As larvas
de 1 cm foram separadas dos adultos, estes foram posteriormente divididos em 5 repeticdes
de 20 (n = 100) por concentracéo dos extratos/dleo.

Os extratos vegetais (acetato de etila, acetona, metanol, etanol e hexano), foram diluidos
em acetona em quatro concentragdes diferentes 10%, 5%, 2,5% e 1,25%. Para preparar 15 mL na
concentracdo de 10%, 1,5 mL de acetona P.A foram diluidas em 1,5 mL de cada extrato,
resultando em uma solucéo que posteriormente foi homogeneizada com 12 mL de agua destilada
estéril com espalhante adesivo Tween 80® a 0,1% (1g de Tween para 100 mL de &gua), a fim da
concentragdo da acetona corresponder a 10%. Na concentragdo de 5%, 1,5 mL de acetona P. A.
foram diluidas em 0,75 mL de cada extrato e posteriormente em 12,75 mL de dgua destilado com

Tween. As diluicdes posteriores (2,5% e 1,25%) seguiram a mesma regra. O extrato aquoso foi
aplicado logo ap6s o preparo sobre as larvas e adultos, na concentracdo de 200 mg.mL'l. O dleo

essencial foi diluido em acetona 10% também nas concentragdes de 10%, 5%, 2,5% e 1,25%. O
controle foi realizado com &gua destilada estéril, espalhante adesivo Tween 80® a 0,1% (na
mesma proporcao dos extratos) e acetona 10%.

Os insetos de cada repeticdo foram colocados em placas de Petri tipo gerbox
(diametro: 7 cm) com um papel filtro Whatman n°. 1 (didmetro: 5 cm) e alimentados com 1 g
de palha de trigo. Antes de colocados nas placas gerbox e logo ap6s o preparo das
concentracdes dos extratos e 6leo essencial, os cascudinhos caminharam por 30 segundos em
copo plastico (modificacdo da metodologia Marcomini et al., 2009) contendo cada diluicéo,
estes copos foram agitados para evitar que 0s insetos saissem dos recipientes. A avaliacdo da
mortalidade foi realizada em 24 h, foram considerados mortos 0s insetos que ndo respondiam

ao toque com pinca.
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Foi realizado teste fatorial da analise das variancias (ANOVA fatorial) com o teste de
acompanhamento Scott-Knott (o= 0,05%).

Resultados
Fitoquimica dos extratos vegetais

Na determinacdo da fitoquimica das folhas de M. oblongata foi possivel constatar
grupos de compostos provenientes do metabolismo secundério das plantas, tais como
saponinas, esterdides, triterpendides, taninos e flavondides. O extrato aquoso demonstrou a
presenca de saponinas e taninos, ja nos extratos hexanico, acetato de etila e acetona foram
verificados esterdides, triterpendides e taninos. Os extratos etandlico e metandlico
demonstraram apenas a presenca de triterpendides (tabela 1).

Atividade antimicrobiana

Os extratos de M. oblongata apresentaram atividade antimicrobiana para todos os
microrganismos testados, com excecdo do extrato metandlico, que ndo foi constatada a
atividade bactericida para P. mirabilis e S. Enteritidis (tabela 2) e do extrato aquoso que ndo

apresentou atividade para nenhum microrganismo testado (tabelas 2 e 3).
A CIM e CBM do 0leo essencial de M. oblongata variaram de 437,5 ug.mL'1 a 7000

pg.mL-1 para as dez salmonelas testadas (tabela 3). As melhores atividades foram verificadas

sobre os sorotipos S. Lexington e S. SaintPaul com CIM 437,5 / CBM 3,500 e 875/ 1,750
respectivamente. Os extratos vegetais apresentaram atividade sobre todos os sorotipos de

Salmonella spp. avaliados, variando de 1,57 a 100 mg.mL'l.

Atividade antioxidante

As absorbancias do radical livre DPPH (2,2-difenil-1-picril hidrazil) nas
concentragdes 34, 66, 100, 134, 166, 200 um, apresentaram como func¢éo linear a equacéo: y
=0,0139. x - 0,138 ¢ R2 = 0.9233, esta funcédo linear foi utilizada para os calculos de 1Cso
(tabela 4).

Pelo teste de Analise das variancias (ANOVA), com nivel de significancia de 0,05,
constatou-se que pelo menos uma das médias de absorbancia dos seis extratos € diferente (p
<0,05; GL = 6). As médias dos extratos hexanico e de acetato de etila ndo diferiram do BHT
(controle positivo) pelo teste de Tukey (tabela 4). Estes dois extratos apresentaram atividade

superior a 80%. Os extratos etandlico, metandlico e aquoso ndo apresentaram atividade



44

antioxidante, isto é, ndo houve reducédo de absorbancias significativas na leitura no
espectrofotometro, apresentando porcentagem de sequestro de DPPH inferiores a 30%.

Atividade inseticida do 6leo essencial e extratos vegetais de M. oblongata sobre larvas e
adultos de A. diaperinus

Para as larvas de A. diaperinus houve diferenga estatistica entre as médias dos
tratamentos (p < 0,05; GL = 24) pelo teste fatorial da Andlise das variancias (ANOVA
fatorial). O melhor percentual de mortalidade foi para o extrato hex&nico, com média de
97,75%, seguido do 6leo essencial 95,25%. O extrato de acetato de etila e metandlico que nao
diferiram entre si pelo teste Scott-Knott (o = 0,05%) e apresentaram letalidade de 87,75% e
86,5%, respectivamente. O extrato etandlico (78,5%) e de acetona (59,8%) obtiveram as
menores medias. N&do houve mortalidade para o extrato aquoso (tabela 6).

Os adultos de A. diaperinus demonstraram diferentes respostas de mortalidade entre 0s
tratamentos pelo teste fatorial da Analise das variancias (ANOVA fatorial) (p < 0,05; GL =
24). O melhor indice de mortalidade foi para o 6leo essencial (92,5%). Os demais extratos
apresentaram mortalidade inferior a 20%, s extrato metanolico 19,75%, acetato de etila
19,25%, hexanico 13,25%, acetona 6,5% e etandlico 2,25% (tabela 7). Ndo houve mortalidade

para o extrato aquoso.

Discusséo
Fitoquimica dos extratos

A familia Myrtaceae é bastante estudada quanto a producdo de metabolitos
secundarios. Foi demonstrada a presenca de taninos, esteroides e saponinas nas folhas de
Gomidesia affinis e Gomidesia spectabilis desta familia (Sakita & Aguiar, 2006). Além de
triterpenos, flavondides e alcaldides nos extratos de Calycorectes psidiiflorus (Domingues et
al., 2010) e taninos e flavondides em Pimenta pseudocaryophyllus, todas deste mesmo taxon
(Paula, et al., 2008), sendo que para o género Myrcia foram encontrados na literatura relatos
de compostos fendlicos em Myrcia bela (Saldanha, 2010), Myrcia hiemalis (Silva, 2007) e
Myrcia rotundifolia (Cerqueira, 2002).

Em estudos com compostos fenolicos foi demonstrada sua capacidade antioxidante,
assim como seu possivel efeito na prevencdo de diversas enfermidades cardiovasculares,
cancerigenas e neuroldgicas. A acdo benéfica dos compostos fendlicos na saide humana vem
sendo relacionada com sua atividade antiinflamatoria, e impede a acdo de radicais livres no

organismo (Harborne & Williams, 2000; Sanchez-Moreno, 2002).
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Compostos fendlicos tais como esterdides, triterpendides, taninos e flavondides
apresentam em sua estrutura grupamentos benzénicos e grupamentos de hidroxilas (Hernandez
& Gonzales,1999). Os flavonoides sdo polifendis, fendis simples ou &cidos, onde os atomos
de hidrogénio dos grupos hidroxila, as duplas ligacdes dos anéis benzénicos e a dupla ligacéo
da fungdo oxo (-C=0) de alguns flavondides podem conferir atividades bioldgicas (Hrazdina,
1970; Rice-Evans, 1996), como antioxidante (Rosa et al., 2010), antimicrobiana (Flambd,
2013) e repeléncia contra insetos (Rathi et al., 2008).

Os flavonoides estdo presentes em alguns frutos e vegetais, estes se apresentam como
flavonois, flavonas, flavanonas, catequinas, antocianinas, isoflavonas e chalconas (Graham, 1992;
Van acquire, 1996). Os ndo-flavonoides sdo os derivados dos &cidos hidroxicindmico e
hidroxibenzoico, que também podem apresentar atividades biol6gicas. Estas atividades estdo
relacionadas com a posi¢do dos grupos hidroxilas e também com a proximidade do grupo —CO2
H em relagéo ao grupo fenil (Hrazdina et al., 1970).

Os triterpendides que estdo no grupo dos terpenos possuem estruturas diversificadas,
com mais de 40 mil formas diferentes. Estas diferentes formas estdo presentes em plantas,
animais e microrganismos e apresentam muitas funcfes no reino vegetal, animal e na saude
humana. Estes compostos séo liberados quando ocorre ataque de predadores e patdgenos, no
entanto, o papel bioldgico de diversos terpendides ainda ndo é conhecido (Gershenzon &
Dudareva, 2007; Roberts, 2007; Domingo et al., 2009).

Atividade antimicrobiana

Vaérios estudos demonstram a atividade de extratos vegetais de membros da familia
Myrtaceae sobre diferentes tipos de microrganismos. Ferreira e Vargas (1999) indicaram que
no ensaio com S. Typhimurium o extrato de Myrciaria tenella (Myrtaceae), apresentou
atividade mutagénica sobre esta bactéria, provavelmente devido a presenca de flavonoides e
taninos nos extratos. Estes compostos também estdo presentes nos extratos de M. oblongata.
Extratos com diferentes solventes de Psidium guajava demonstraram atividade antimicrobiana
sobre o crescimento de E. coli, S. aureus, P. aeruginosa, P. mirabilis, K. pneumoniae, S.
Typhimurium e Candida sp. (Carvalho et al., 2002; Chah et al., 2006; Nair & Chanda, 2007).
Além disso, também foi relatado a eficiéncia dos extratos de Myrciaria cauliflora, P. guajava
e Syzygium cumini que apresentaram atividade pelo método CIM e CBM/CFM sobre C.
albicans, E. coli, K. pneumoniae, P. aeruginosa, S. Typhimurium, S. aureus e B. subtilis
(Bona et al., 2014).
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O extrato aquoso ndo apresentou atividade para nenhum microrganismo testado
(tabelas 2 e 3). Este resultado concorda com informagdes reportadas por outros autores que
ndo encontraram atividade antimicrobiana de extratos aquosos de P. guajava, M. cauliflora e
S. cumini (Myrtaceae) para C. albicans, E. coli, K. pneumoniae, B. subtilis, S. aureus, S.
Typhimurium, na concentracdo de 400 mg.mL'l, pelas metodologias de difusdo em &gar e de
microdiluicdo (CIM e CBM) (Bona et al., 2014).

A atividade antibacteriana do Gleo essencial pode ser explicada pela presenca, dos
compostos majoritarios o oxido de cariofileno (22,03%), trans-verbenol (11,94%) e -Pineno
(6,65%), por serem altamente hidrofobicos, estes monoterpenos podem interagir com a
membrana celular dos microrganismos causando danos importantes na membrana plasmatica
e acabam provocando a lise celular (Turina et al. 2006). Burt (2004) afirma que a atividade
antimicrobiana dos 0leos essenciais estd relacionada ao efeito sinérgico dos constituintes
quimicos, o que pode ter ocorrido com o 6leo essencial de M. oblongata.

Os extratos vegetais apresentaram atividade sobre todos os sorotipos de Salmonella
spp. avaliados. Resultados semelhantes foram observados por Voss-Rech et al. (2011), sendo
que 20 sorotipos de salmonelas foram testados em relacdo aos extratos de Eugenia jambolana,
Eugenia uniflora, Caryophyllus aromaticus e Psidium araca (Myrtaceae), e todos

apresentaram CIM e CBM que variaram de 40 mg.mL'1 a 240 mg.mL'l. A grande variacao
entre o efeito de inibicdo pode estar relacionada aos diferentes grupos metabdlitos presentes
nos extratos (Raven et al., 2007).

Apesar da utilizacdo de comparacdes entre metodologias para avaliar a atividade
antimicrobiana, existe uma dificuldade em comparar os resultados obtidos por diferentes
autores, uma vez que existem modificacGes nas metodologias utilizadas, ou seja, ndo ha um
mesmo padrdo seguido por todos os pesquisadores. As variacfes ocorrem desde o método de
preparacdo do indculo, diluicdes, até a leitura dos resultados padronizadas por cada pesquisa
(Cavanagh & Wilkinso, 2002).

Atividade antioxidante

A atividade antioxidante dos extratos hexanico, acetado de etila e acetona pode estar
associada a presenca de compostos fendlicos, principalmente os taninos e flavondides que
possuem reconhecida atividade antioxidante (Ali et al., 2011). A eficiéncia destes compostos esta
ligada a transferéncia de hidrogénio que neutraliza a acdo de radicais livres (Brewer, 2011). Os
flavondides atuam como quelante de metais, desativadores de oxigénio singleto e

consequentemente reduzem os radicais livres (Melo et al, 2002; Canterle, 2005). Os taninos sao
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capazes de interceptar o oxigénio ativo formando radicais estaveis (Mello & Santos, 2007). As
quantidades dos compostos fendlicos variam em razdo de diferentes variaveis que acometem as
plantas, tais como clima, tipo de solo, espécie, cultivar, temperatura, ataque de patdégenos, além do
tipo de armazenamento das folhas e extratos vegetais (Melo et al., 2008). Em alimentos, os
compostos fendlicos podem contribuir para a estabilidade oxidativa (Castafieda et al., 2009).
Extratos de doze espécies da familia Myrtaceae: Blepharocalyx salicifolius, Eugenia
bimarginata, Eugenia dysenterica, Eugenia klotzschiana, Hexachlamys edulis, Psidium australe,
Psidium cinereum, Psidium laruotteanum e do género Myrcia: Myrcia bella, Myrcia lingua,
Myrcia splendens e Myrcia tomentosa foram testados sobre o radical livre DPPH. Apresentaram
valores de porcentagem de sequestro de DPPH e ICso similares ou maiores que Camellia sinensis
(controle positivo), cujo cha apresenta elevada atividade antioxidante devido
agrande quantidade de compostos fenolicos (Takao et al., 2015). O extrato aquoso de Lafoensia
pacari (Myrtaceae) ndo apresentou atividade antioxidante significativa na concentragéo de 400
ug.mL'1 (Campos & Frasson, 2011). Estes dados dos extratos da familia Myrtaceae e do género

Myrcia assemelham-se aos encontrados para M. oblongata.

Atividade inseticida do dleo essencial e extratos vegetais de M. oblongata sobre larvas e
adultos de A. diaperinus

Resultados com indices de mortalidade superiores a 50% para extratos e 0Oleos da
familia Myrtaceae, foram demonstrados pelo éleo essencial de Eucalyptus citriodora sobre
nematoides (Macedo et al., 2011). Os pos (extratos) de Eucalyptus grandis e Eucalyptus
citriodora também provocaram alta letalidade sobre o coledptera Acanthoscelides obtectus
(Mazzonetto et al., 2003).

Os oOleos essenciais podem atuar sobre enzimas digestivas, neuroldgicas ou ainda
interagir com o tegumento do inseto (Isman, 2006). Kim et al. (2003) descreveram a relacao
entre a estrutura quimica e a atividade biolégica dos compostos, constatando que quanto
maior a habilidade de um composto quimico dissolver-se em gorduras, maior a penetracdo no
tegumento do inseto. Prado (2007) destacou que alguns compostos podem atuar por contato,
ou seja, sdo absorvidas pela quitina do exoesqueleto ou vias respiratérias, apresentando uma
acdo fumigante.

Neste trabalho, o dleo essencial promoveu mortalidade superior a 80% tanto para larvas
quanto para adultos em todas as concentragdes testadas (10, 5, 2,5 e 1,25%), isto se deve
possivelmente, as substancias presentes no 6leo essencial e a forma de aplicacdo. O 6leo de M.

oblongata apresenta como compostos majoritarios 6xido de cariofileno, trans-verbenol e -
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pineno, estes terpenos que possuem potencial de repeléncia e mortalidade comprovada sobre
coledpteros como Sitophilus zeamais (Tapondjou et al., 2005) e Tribolium confusum (Lima &
Moraes, 2009).

Quando se analisou os constituintes volateis da Cyanea angustifolia, constataram 40
tipos diferentes de terpenos, ressaltando que estes constituintes sao responsaveis pela inibicao
da acetilcolinesterase nos insetos (Savaris et al., 2012). Tais substancias também foram
encontradas na fitoquimica de M. oblongata. Pauliquevis e Favero (2015), analisando
diferentes métodos de aplicacdo do 6leo essencial de Pothomorphe umbellata, verificaram que
foi eficiente pelo método de superficie de contato sobre Sitophilus zeamais, metodologia
semelhante a utilizada neste estudo com M. oblongata.

A atividade inseticida de membros da familia Myrtaceae é comprovada. O 06leo essencial
de Eugenia uniflora e Melia azedarach a 10% foi testado sobre Atta laevigata e apresentou
elevado potencial de mortalidade (Jung et al., 2013). Os extratos de Eugenia florida e Eugenia
handroana (Myrtaceae) reduziram a sobrevivéncia de Atta sexdens rubropilos (Formicidae) via
ingestdo na dieta (Torres et al., 2013). Os extratos vegetais de Myrcia obtecta demonstraram

atividade inseticida para o controle de S. zeamais (Coleoptera) (Vendramin, 2010).

Conclusao

Na prospeccdo fitoquimica foram identificados nos extratos vegetais de M. oblongata
saponinas, esteroides, triterpenoides, taninos e flavonoides.

Os extratos de M. oblongata apresentaram atividade para todos 0s microrganismos
testados, com excecdo do extrato metandlico que ndo demonstrou atividade bactericida para
P. mirabilis e S. Enteritidis. O extrato hexanico, de acetato de etila e acetona apresentaram
atividade antioxidante semelhante ao BHT (controle positivo).

O oleo essencial e o extrato hexanico apresentaram as maiores mortalidades, acima de 95%,
sobre larvas de A. diaperinus. Os extratos de acetato de etila, acetona, metandlico e etandlico
apresentaram mortalidade superior a 50%. Nao houve mortalidade para o extrato aquoso.

O melhor indice de letalidade para adultos de A. diaperinus foi para o 6leo essencial
(92,5%). Os demais tratamentos apresentaram mortalidade inferior a 20%.
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Tabela 1.Classes de metabolitos secundérios identificados nos extratos de M. oblongata

Classes de
Metabolitos Extratos de M. oblongata
Aquoso EtOH MeOH AcEt. AcOH Hex

Saponinas + - - - - -
Esterdides - - - + + +
Triterpendides - + + + + +
Alcaldides - - - - - +
Taninos + - - + + +
Cumarinas - - - - -
Antocianinas - - - - - -
Flavonoides - - - + - +

+ Presenca do composto; - auséncia do composto.

Tabela 2. Concentracéo Inibitéria Minima (CIM), Concentracdo Bactericida Minima (CBM)
e Concentracdo Fungicida Minima (CFM) dos extratos vegetais de M. oblongata frente a
microrganismos padroes

Microrganismos Extratos CIM/CBM
Gram-negativos Hexano Metanol Etanol Acetato Acetona
de etila

E. coli 50/100 50/50 100/100 50/100 6,25/25
P. aeruginosa 25/100 25/100 50/100 100/100 12,5/100
P. mirabilis 25/50 100/— 25/100 50/200 1,5625/25
K. pneumoniae 50/100 12,5/25 12,5/100 12,5/50 12,5/100
S. Enteritidis 50/200 50/— 50/100 6,25/50 25/100
S. Gallinarum 50/100 50/100 100/200 50/100 100/200

Gram-positivas
S. epidermidis 12,5/50 12,5/12,5 6,25/25 6,25/25 3,125/12,5
S. aureus 25/50 12,5/50 12,5/50 3,125/50 6,25/12,5
E. faecalis 25/100 6,25/50 50/100 3,125/25 3,125/12,5
B. subtillis 25/50 25/100 50/100 25/25 12,5/25

Levedura

C. albicans 12525 | 50200 | 1001100 | 25/100 | 25/100

Alta— < 12,5 mg.mL'l; Moderada - 12,5 a 25 mg.mL'l; baixa - 50 a 100 mg.mL’l; muito baixa - >
100 mg.mL L.

Tabela 3. Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) e Concentracdo Bactericida Minima (CBM)
dos extratos vegetais e 6leo essencial de M. oblongata frente a diferentes sorotipos de
Salmonella spp

Microrganismos Extratos CIM/CBM

Hexano Metanol Etanol Acetato de etila | Acetona OE

S. Albany 12,5/50 100/100 50/100 25/50 50/100 3,500/7000
S. Braenderup 6,25/50 50/200 12,5/100 3,125/50 25/50 3,500/7000
S. Gafsa 12,5/100 100/200 50/100 25/200 12,5/100 | 1,750/3,500
S. Heidelberg 12,5/50 12,5/100 25/100 12,5/50 12,5/50 3,500/7000
S. Idikan 6,25/100 100/— 100/100 6,25/100 25/200 1,750/3,500
S. Lexington 12,5/200 100/100 100/100 50/200 25/100 437,5/3,500
S. Livingstone 25/100 100/200 50/200 6,25/50 25/100 3,500/3,500
S. Montevideo 12,5/100 100/100 100/200 12,5/100 12,5/100 3,500/—

S. SaintPaul 6,25/25 50/100 100/200 1,5625/25 6,25/100 875/1,750
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S. Senftenberg 12,5/100 25/100 25/100 12,5/50 100/50 3,500/7000

Atividade dos extratos variam de: 200 mg.mL ™ a 0,0976 mg.mL . Atividade Alta — < 12,5 mg.mL™";

Moderada - 12,5 a 25 mg.mL'l; baixa - 50 a 100 mg.mL'l; muito baixa - > 100 mg.mL 1. Atividade
do dleo essencial - baixa: 7000 a 3500; moderada: 1700 a 875; alta: 437,5 a 218,75; muito alta: <
109,375. N&o houve atividade para os extratos aquosos.

Tabela 4. indice de DPPH (2,2-difenil-1-picril hidrazil) (% de sequestro) e IC50
em diferentes extratos de M. oblongata

Solucéo teste Meédia + desvio padrdo % sequestro DPPH  ICso

Controle positivo BHT  0,4070 +0,44a 93,77% 6,18
Hexano 0,2672 *0,1ab 90,18% 9,37
Acetato de etila 0,4260 +042abc 84,14% 14,13
Acetona 0,5824 +0,19c 76,26% 19,17

Valores seguidos da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey.

Tabela 5. Mortalidade média (%) causada pelo 0leo essencial e extratos vegetais de M.
oblongata sobre larvas de A. diaperinus

Extratos / 6leo Concentracoes

essencial 1,25% 2.5% 5% 10% Testemunha | p-valor
Acetato de etila 87bC 86hC 83cC 95aC 0 < 0,0001
Acetona 17,20dE 74bE 82aE 66CE 0 <0,0001
Metandlico 70cC 90bC 90bC 96aC 0 <0,0001
Etandlico 16bD 98aD 100aD 100aD 0 <0,0001
Hexanico 96aA 97aA 99aA 99aA 0 < 0,0001
Oleo essencial 81bB 100aB 100aB 100aB 0 0,0923
p-valor <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
CV (%) 3,14

Letras minusculas na linha e maidsculas na coluna diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (o =
0,05%); CV: coeficiente de variacdo; Média de mortalidade em porcentagem.

Tabela 6. Mortalidade média (%) causada pelo 0leo essencial e extratos vegetais de M.
oblongata sobre adultos de A. diaperinus

Extratos / 6leo Concentracoes

essencial 1,25% 2.5% 5% 10% Testemunha | p-valor
Acetato de etila 8bB 19aB 21aB 29aB 0 0.0350
Acetona 0bB 2bB 5bB 19aB 0 0.0373
Metanolico 9bB 15bB 22aB 33aB 0 0,0073
Etandlico 3aC 1aC 2aC 3aC 0 0,9909
Hexanico 1cB 5cB 16bB 31aB 0 0,0002
Oleo essencial 87aA 87aA 96aA 100aA 0 0,1710
p-valor <0,0001 | <0,0001 | <0,0001 | <0,0001
CV (%) 58.76

Letras mindsculas na linha e mailsculas na coluna diferem entre si pelo teste de Scott-Knott (o =
0,05%); CV: coeficiente de variagdo; Média de mortalidade em porcentagem.
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Anexo 1: Normas para submisséo do primeiro artigo: Brazilian Journal of Biology

ISSN 1519-6984 verséo impressa

ISSN 1678-4375 versao online

Finalidade e normas gerais O Brazilian Journal of Biology publica resultados de pesquisa
original em qualquer ramo das ciéncias bioldgicas. Estara sendo estimulada a publicacdo de
trabalhos nas areas de biologia celular, sistematica, ecologia (auto-ecologia e sinecologia) e
biologia evolutiva, e que abordem problemas da regido neotropical. A revista publica somente
artigos em inglés. Artigos de revisdes de temas gerais também serdo publicados desde que

previamente propostos e aprovados pela Comissao Editorial.

Informagdes Gerais: Os originais deverdo ser enviados a Comissdo Editorial e estar de acordo
com as Instrugbes aos Autores, trabalhos que ndo se enquadrem nesses moldes serdo
imediatamente devolvidos ao (s) autor (es) para reformulagdo. Os trabalhos que estejam de acordo
com as Instrugdes aos Autores, serdo enviados aos assessores cientificos, indicados pela Comissao
Editorial. Em cada caso, 0 parecer sera transmitido anonimamente aos autores. Em caso de
recomendacdo desfavoravel por parte de um assessor, serd usualmente pedida a opinido de um
outro. Os trabalhos serdo publicados na ordem de aceitacdo pela Comissao Editorial, e ndo de seu
recebimento. Os artigos aceitos para a publicacéo se tornam propriedade da revista. O trabalho a
ser considerado para publicacdo deve obedecer as seguintes recomendacdes gerais: Ser digitado e
impresso em um s6 lado do papel tipo A4 e em espaco duplo com uma margem de 3 cm a
esquerda e 2 cm a direita, sem preocupacdo de que as linhas terminem alinhadas e sem dividir
palavras no final da linha. Palavras a serem impressas em italico podem ser sublinhadas. O titulo
deve dar uma idéia precisa do conteiido e ser o mais curto possivel. Um titulo abreviado deve ser

fornecido para impressao nas cabecas de pagina.
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Nomes dos autores — As indicagdes Junior, Filho, Neto, Sobrinho etc. devem ser sempre
antecedidas por um hifen. Exemplo: J. Pereira-Neto. Usar também hifen para nomes
compostos (exemplos: C. Azevedo-Ramos, M. L. Lopez-Rulf). Os nomes dos autores devem
constar sempre na sua ordem correta, sem inversges. N&o usar nunca, como autor ou co-autor
nomes como Pereira-Neto J. Usar e, y, and, et em vez de & para ligar o Gltimo co-autor aos
antecedentes. Os trabalhos devem ser redigidos de forma concisa, com a exatiddo e a clareza
necessarias para sua fiel compreensdo. Sua redacdo deve ser definitiva a fim de evitar
modificacfes nas provas de impressdo, muito onerosas e cujo pagamento ficara sempre a
cargo do autor. Os trabalhos (incluindo ilustracéo e tabelas) devem ser submetidos através da
interface de administracio do sistema “Submission da SciELO” cujo endereco
www.scielo.br/bjb (SUBMISSAO - ONLINE).

Serdo considerados para publicacdo apenas os artigos redigidos em inglés. Todos os
trabalhos deverdo ter resumos em inglés e portugués. Esses resumos deverdo constar no inicio do
trabalho e iniciar com o titulo traduzido para o idioma correspondente. O Abstract e 0 Resumo
devem conter as mesmas informagdes e sempre sumariar resultados e conclusées. Em linhas
gerais, as diferentes partes dos artigos devem ter a seguinte seriacdo: 12 péagina — Titulo do
trabalho. Nome(s) do(s) autor(es). Instituicdo ou instituicbes, com endereco. Indicacdo do nimero
de figuras existentes no trabalho. Palavras-chave em portugués e inglés (no méaximo 5). Titulo
abreviado para cabeca das péaginas. Rodapé: nome do autor correspondente e endereco atual (se
for o caso). 22 pagina e seguintes — Abstract (sem titulo). Resumo: em portugués (com titulo);
Introducdo, Material e Métodos, Resultados, Discussdo, Agradecimentos. Em separado
- Referéncias, Legendas das figuras, Tabelas e Figuras. O trabalho a ser considerado para
publicacdo deve obedecer as seguintes recomendacdes gerais: Ser digitado e impresso em um s6
lado do papel tipo A4 e em espaco duplo com uma margem de 3 cm a esquerda e 2 cm a direita,

sem preocupacao de que as linhas terminem alinhadas e sem dividir palavras no final da
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linha. Palavras a serem impressas em italico podem ser sublinhadas. O titulo deve dar uma
idéia precisa do conteudo e ser 0 mais curto possivel. Um titulo abreviado deve ser fornecido
para impressao nas cabecas de pagina.

Nomes dos autores — As indicagfes Junior, Filho, Neto, Sobrinho etc. devem ser sempre
antecedidas por um hifen. Exemplo: J. Pereira-Neto. Usar tambeém hifen para nomes compostos
(exemplos: C. Azevedo-Ramos, M. L. Lopez-Rulf). Os nomes dos autores devem constar sempre
na sua ordem correta, sem inversdes. N&o usar nunca, cCOmo autor ou co-autor nomes como
Pereira-Neto J. Usar e, y, and, et em vez de & para ligar o ultimo co-autor aos antecedentes. Os
trabalhos devem ser redigidos de forma concisa, com a exatidao e a clareza necessarias para sua
fiel compreensdo. Sua redacdo deve ser definitiva a fim de evitar modificagdes nas provas de
impressdo, muito onerosas e cujo pagamento ficara sempre a cargo do autor. Os trabalhos
(incluindo ilustracdo e tabelas) devem ser submetidos através da interface de administracdo do
sistema “Submission da SciELO” cujo endereco www.scielo.br/bjb (SUBMISSAO - ONLINE).
Serdo considerados para publicagdo apenas os artigos redigidos em inglés. Todos os trabalhos
deverdo ter resumos em inglés e portugués. Esses resumos deverdo constar no inicio do trabalho e
iniciar com o titulo traduzido para o idioma correspondente. O Abstract e 0 Resumo devem conter
as mesmas informacoes e sempre sumariar resultados e conclusdes. Em linhas gerais, as diferentes
partes dos artigos devem ter a seguinte seriagdo: 12 pagina — Titulo do trabalho. Nome(s) do(s)
autor(es). Instituicdo ou instituicdes, com endereco. Indicagdo do nimero de figuras existentes no
trabalho. Palavras-chave em portugués e inglés (no maximo 5). Titulo abreviado para cabeca das
paginas. Rodapé: nome do autor correspondente e endereco atual (se for o caso). 22 pagina e
seguintes — Abstract (sem titulo). Resumo: em portugués (com titulo); Introducdo, Material e
Métodos, Resultados, Discussdo, Agradecimentos. Em separado - Referéncias, Legendas das
figuras, Tabelas e Figuras. As seguintes informacdes devem acompanhar todas as espécies citadas

no artigo:
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« Para zoologia, 0 nome do autor e da data de publicacdo da descricdo original deve ser dada a
primeira vez que a espécie é citada nos trabalhos:

« Para boténica e ecologia, somente 0 nome do autor que fez a descricao deve ser dada a primeira
vez que a espécie é citada nos trabalhos. O trabalho devera ter, no maximo, 25 paginas,
incluindo tabelas e figuras, em caso de Notes and Comments limitar-se a 4 paginas. A
seriacdo dos itens de Introducdo e Agradecimentos s6 se aplicam, obviamente, a trabalhos
capazes de adota-la. Os demais artigos (como os de Sistematica) devem ser redigidos de
acordo com critérios geralmente aceitos na area.

Referéncias Bibliogréficas: 1. Citacdo no texto: Use o nome e 0 ano de publicagdo: Reis (1980);
(Reis, 1980); (Zaluar and Rocha, 2000); Zaluar and Rocha (2000). Se houver mais de dois autores,
usar “et al.” 2. Citagdes na lista de referéncias devem estar em conformidade com a norma 1SO
690/2010. No texto, serd usado o sistema autor-ano para citacfes bibliogréficas (estritamente o
necessario), utilizando-se “and” no caso de 2 autores. As referéncias, digitadas em folha separada,
devem constar em ordem alfabética. Nas referéncias de artigos de periddicos deverdo conter nome
(s) e iniciais do (s) autor(es), ano, titulo por extenso, nome da revista (por extenso e em itélico),
volume, nimero, primeira e Gltima péginas. Referéncias de livros e monografias deverdo também
incluir a editora e, conforme citacdo, referir o capitulo do livro. Deve (m) também ser referido (s)
nome(s) do(s) organizador(es) da coletanea.

Exemplos: Livro: LOMINADZE, D.G., 1981. Cyclotron waves in plasma. 2nd ed. Oxford:
Pergamon Press. 206 p. International series in natural philosophy, no. 3.

Capitulo de livro: WRIGLEY, E.A., 1968. Parish registers and the historian. In: D. J. STEEL,
ed. National index of parish registers. London: Society of Genealogists, pp. 15- 167.

Artigo de perioddico: CYRINO, J.E. and MULVANEY, D.R., 1999. Mitogenic activity of fetal
bovine serum, fish fry extract, insulin-like growth factor-I, and fibroblast growth factor on

brown bullhead catfish cells--BB line. Revista Brasileira de Biologia =
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Brazilian Journal of Biology, vol. 59, no. 3, pp. 517- 525. http://dx.doi.org/10.1590/S0034-
71081999000300017. PMid: 10765463.

Dissertacdo ou tese: LIMA, P.R.S., 2004. Dinamica populacional da Serra Scomberomorus
brasiliensis (Osteichthyes; Scombridae), no litoral ocidental do Maranha-Brasil. Recife:
Universidade Federal Rural de Pernambuco, 45 p. Dissertacdo de Mestrado em Recursos
Pesqueiros e Aquicultura.

Trabalho apresentado em evento: RANDALL, D.J., HUNG, C.Y. and POON, W.L., 2004.
Response of aquatic vertebrates to hypoxia. In: Proceedings of the Eighth International
Symposium on Fish Physiology, Toxicology and Water Quality, October 12-14, Chongging,
China. Athens, Georgia, USA: EPA, 2006, pp. 1-10.

Referéncia disponivel online: AGENCIA NACIONAL DE AGUAS — ANA, 2013 [viewed 4
February 2013]. Hidro Web: Sistema de Informacdes hidrologicas [online]. Available from:
http://hidroweb.ana.gov.br/

A Revista publicard um Indice inteiramente em inglés, para uso das revistas
internacionais de referéncia. As provas serdo enviadas aos autores para uma revisao final
(restrita a erros e composicdo) e deverdo ser devolvidas imediatamente. As provas gque nao
forem devolvidas no tempo solicitado - 5 dias - terdo sua publicacdo postergada para uma
proxima oportunidade, dependendo de espaco.

Material lustrativo — Os autores deverdo limitar as tabelas e as figuras (ambas numeradas em
ardbicos) ao estritamente necessario. No texto do manuscrito, o autor indicara os locais onde
elas deverdo ser intercaladas. As tabelas deverdo ter seu préprio titulo e, em rodapé, as demais
informacdes explicativas. Simbolos e abreviaturas devem ser definidos no texto principal e/ou
legendas. Na preparacdo do material ilustrativo e das tabelas, deve-se ter em mente o tamanho da
pagina Util da REVISTA (22 cm x 15,0 cm); (coluna: 7 ¢cm) e a idéia de conservar o sentido

vertical. Desenhos e fotografias exageradamente grandes poderdo perder muito em nitidez
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quando forem reduzidos as dimensdes da pégina atil. As pranchas deverdo ter no maximo 30
cm de altura por 25 cm de largura e incluir barra (s) de calibracdo. As ilustragdes devem ser
agrupadas, sempre que possivel. A Comissdo Editorial reserva-se o direito de dispor esse
material do modo mais econdémico, sem prejudicar sua apresentacdo. Disquete — Os autores
sdo encorajados a enviar a versdo final (e somente a final), ja aceita, de seus manuscritos em
disquete. Textos devem ser preparados em Word for Windows e acompanhados de uma copia

idéntica em papel.

RecomendacOes Finais: Antes de remeter seu trabalho, preparado de acordo com as
instrucdes anteriores, deve o autor relé-lo cuidadosamente, dando atencéo aos seguintes itens:
correcdo gramatical, correcdo datilografica (apenas uma leitura silaba por silaba a garantira),
correspondéncia entre os trabalhos citados no texto e os referidos na bibliografia, tabelas e
figuras em arabicos, correspondéncia entre os nimeros de tabelas e figuras citadas no texto e

os referidos em cada um e posi¢do correta das legendas.
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Anexo 2: Normas da revista Medical and Veterinary Entomology

Diretrizes do autor
A entomologia médica e veterinaria aceita a submissdo de manuscritos em trés categorias:

Artigos Originais
Comunicac0es curtas

Revisdo

Os artigos originais devem conter informac6es originais relevantes para a revista (ver
Declaragdo de Objetivos e Escopo) que ndo tenham sido publicadas anteriormente. Estas
contribui¢des ndo devem conter mais de 6000 palavras no corpo (isto €, excluindo referéncias
e informagdes suplementares). Apenas as referéncias mais pertinentes devem ser citadas e néo
devem normalmente exceder 30.

As comunicacges curtas devem também conter informacdes originais relevantes para a
revista, mas que sdo mais concisas, contendo um maximo de 15 referéncias e ndo devem
conter mais de 3000 palavras; Eles ndo precisam ter a estrutura formal de documentos
completos, mas devem fornecer métodos suficientes e dados necessarios para a sua
compreensdo. Comunicagdes curtas ndo devem ter mais de duas tabelas e figuras. Trabalhos
incompletos ou preliminares nao serdo considerados.

As revisOes devem ser andlises autorizativas de estudos recentes, revisados por pares, que
tratam de assuntos atuais que sdo relevantes para a revista. As revisdes sdo normalmente
solicitadas pelos Editores / Conselho Editorial, mas as propostas ndo solicitadas serdo
consideradas se consideradas adequadas pelos Editores. Recomenda-se que 0s autores enviem um
e-mail perguntando sobre a adequacéo de sua reviséo antes da submissao. As resenhas ndo devem
exceder 5.000 palavras (excluindo tabelas, figuras de legendas abstratas ou referéncias).

A submissdo a Entomologia Médica e Veterinaria € inteiramente on-line através de
Manuscritos ScholarOne (mc.manuscriptcentral.com/mve). Os autores receberdo orientacao
online, passo a passo durante todo o processo de submissdo do manuscrito. Os autores
deverdo selecionar uma classificacdo para a sua submissdo (Médico ou Veterinario, com base
no contetdo principal do manuscrito), bem como uma designacdo de categoria (Artigo
Original, Comunicacdo Breve, etc.). As provas eletrdnicas em PDF serdo geradas
automaticamente a partir de arquivos carregados e precisardo ser revisadas e aprovadas pelo

autor antes de o envio estar completo.
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Os autores serdo convidados a recomendar até 3 revisores (com enderecos de e-mail)
que eles se sentem qualificados para avaliar a sua apresentagdo. N&o sugira revisores que o (S)
autor (es) tenha publicado nos Ultimos trés anos. A provisdao dos nomes ndo implica que eles
serdo definitivamente usados como revisores. Os autores também serdo convidados a fornecer
0s nomes dos individuos que preferem ndo serem escolhidos como revisores.

Submissdo de um artigo é entendido para implicar que o artigo é original e ndo esta
sendo considerado para publicacdo em outro lugar. Submissdo também implica que todos os
autores tenham aprovado o0 manuscrito para a liberacdo e estdo de acordo com o seu contetdo.
Apobs a aceitacdo do artigo pela revista, o (s) autor (es) sera solicitado (s) a transferir os
direitos autorais do artigo para o Editor. Esta transferéncia assegurard a maior difusdo possivel
de informagdes.

Todos os autores deveriam ter feito contribuicdes substanciais para: (1) a concepcao e
desenho do estudo, ou aquisicdo de dados, ou analise e interpretacdo de dados, (2) redigir o
manuscrito ou revisa-lo criticamente para contetdo intelectual importante, (3) aprovagao final
da versdo a ser submetida. Os autores devem verificar um ndmero recente da revista e
formatar o manuscrito de modo que este se conforme ao estilo da revista. SubmissGes
formatadas incorretamente serdo devolvidas ao autor correspondente pelo administrador. Os
autores cuja lingua materna ndo € o Inglés sdo fortemente solicitados a ter seus manuscritos
verificados por um colega de lingua inglesa ou por qualquer empresa que pode fornecer inglés

e servicos de copyediting antes da apresentacéo.
As comunicagdes originais devem incluir as seguintes se¢des:

Pagina de titulo - com o titulo, uma lista de autores e suas afiliacbes, um cabecalho (verséo
curta do titulo)

O titulo deve ser conciso com um nome comum do (s) organismo (s) sujeito (s)
N&o inclua Ordem: Familia ou Autoridade no titulo

Resumo - contendo o (s) objetivo (s) da pesquisa, procedimentos basicos, principais achados e
principais concluses. Nao exceder 200 palavras.

Na primeira utilizacdo de um taxon indicar Ordem: Familia e da Autoridade

N&o repita essas informacdes no texto principal
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Informagdes de Autor Correspondentes - incluindo enderego completo, nimeros de
telefone e fax, bem como um enderego de e-mail.

Palavras-chave - até 10 palavras-chave ndo incluidas no titulo. Os nomes taxonémicos devem ser
listados primeiro (em ordem alfabética), seguidos por outras palavras (por ordem alfabética).

Corpo de manuscrito deve ser organizado no seguinte:
Introducéo

Por favor, indique claramente a razao para a pesquisa e 0s principais objetivos do
artigo Colocar a pesquisa no contexto da literatura anterior

Material e métodos

A descricdo do equipamento e dos procedimentos deve ser concisa mas completa o
suficiente para que o leitor possa repetir a pesquisa.

Identificar equipamentos e produtos quimicos / farmacéuticos com o nome do fabricante
ou fornecedor, cidade e pais.

Descrever metodos estatisticos com detalhes suficientes para permitir que o leitor tenha

acesso aos dados originais para verificar os resultados relatados.

Resultados

Os meios devem ser sempre acompanhados por uma medida de variancia (SE, SD ou
intervalos de confianca de 95%) eo tamanho da amostra (n); medianas devem ser

seguidas pela faixa ou intervalo interquartil.

Discussao

N&o repita os resultados, mas discuta os achados em relagéo a outras publicacdes.
Agradecimentos
Referéncias
Estilo de Harvard. As referéncias devem ser citadas no texto por autor e data, eg, (Dangl et al.,
1989, Steeves & Sussex, 1989, Bloggs, 1990a, b).
Ashford, AE (1998) Sistemas dinamicos de vacuolos pleiomoérficos: sdo endossomas e
compartimentos de transporte em hifas fangicas? Titulo do Jornal em Full, 28, 119-159.
Causton, B. (1984) A escolha de resinas para imunocitoquimica de elétrons. Immunolabelling
for Electron Microscopy (editado por JM Polak e IM Varndell), pp. 29-36. Elsevier,

Amsterdam.
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Smith, B. (1984) Titulo do capitulo. Titulo do livro, pp. 29-36. Editor, Cidade. Fischer-Parton,
S. (1999) Papel do trafico de pH, célcio e vesiculas na regulacdo do crescimento da ponta de

hifas de Neurospora crassa. Dissertacdo de Mestrado, Universidade de Edimburgo.

Littlefield, LJ e Heath, MC (1979) Ultrastructure of Rust Fungi . Academic Press, Nova lorque.

Tabelas

A reducdo de tabelas grandes e / ou a inclusdo desses dados em arquivos suplementares
devem ser consideradas. Inversdo de colunas e linhas, muitas vezes, reduzir as dimensdes
de uma tabela.

Se uma grande quantidade de dados devem ser apresentados, uma tentativa deve ser feita
para dividi-los sobre duas ou mais tabelas.

As tabelas devem ser numeradas de acordo com a sequéncia em que sdo referidas no texto.
Cada tabela deve ser apresentada como uma pagina separada do manuscrito e nunca deve

ser incorporada no texto.

As tabelas devem ter um titulo conciso que permita ao leitor interpretar o conteido sem
referéncia ao texto manuscrito.

Cabecalhos de coluna e linha devem ser concisos. As abreviaturas padrdo das unidades de
medida devem ser acrescentadas entre parénteses.

As linhas verticais ndo devem ser usadas para separar colunas. Deixe um espaco extra
entre as colunos.

ExplicacGes adicionais cruciais para a compreensao dos dados devem ser dadas como
notas de rodapé na parte inferior da tabela.

Figura Legends
As legendas devem estar isoladas com todas as informacdes relevantes que permitam ao
leitor interpretar as informacgdes sem referéncia ao texto.

Figuras
Todas as figuras, sejam desenhos em linha ou fotografias devem ser enviadas como

arquivos separados, de preferéncia em formato TIFF ou EPS.

A resolucdo deve ser de, no minimo, 300 dpi (consulte as seguintes informacGes sobre a
preparacdo de obras de arte eletrénicas).

As figuras devem ser numeradas de acordo com a seqiiéncia em que sao referidas no texto.
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Rotulagem em figuras deve ser grande o suficiente para ser claro mesmo com reducéo de
tamanho para impressdo. Todas as letras devem estar em inglés. Use 0 mesmo tipo de
letra por toda parte e siga o estilo do diério.

Quando necessario, uma escala deve ser dada como uma barra na Figura para que nao
haja mudanca com reducéo.

As ilustracdes coloridas s6 podem ser incluidas na impresséo se o custo adicional de
reproducdo for contribuido pelo autor: vocé receberia informacdes sobre os custos de

Wiley ap6s o recebimento do seu artigo aceito.

As ComunicacOes Curtas devem conter as seguintes seces:

Pagina de titulo - com o titulo, uma lista de autores e suas afiliagdes, um cabecalho (versao
curta do titulo)

Resumo - contendo o (s) objetivo (s) da pesquisa, procedimentos basicos, principais achados e
principais conclusdes. Nao exceder 200 palavras.

Corpo de manuscrito - deve conter todos os materiais € métodos (ver acima), os resultados e
discusséo do significado dos resultados

Referéncias - ver acima

Tabelas - Maximo de dois

Figuras - Maximo de dois

Conflito de interesses

Entomologia Médica e Veterinaria exige que todos os autores divulguem quaisquer
potenciais fontes de conflito de interesse. Qualquer interesse ou relacionamento, financeiro ou
de outra natureza, que possa ser percebido como influenciando a objetividade de um autor é
considerado uma fonte potencial de conflito de interesses. Estes devem ser revelados quando
diretamente relevantes ou indiretamente relacionados com o trabalho que o0s autores
descrevem em seu manuscrito. As fontes potenciais de conflito de interesses incluem, mas ndo
se limitam a, propriedade de patentes ou acGes, associacdo a um conselho de administracao da
empresa, associacdo a um conselho consultivo ou comité para uma empresa e consultoria ou
recebimento de honorarios de orador de uma empresa. A existéncia de um conflito de
interesses ndo exclui a publicacdo nesta revista. Se os autores ndo tém conflito de interesse

para declarar, eles também devem declarar isso na submissao.
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E responsabilidade do autor correspondente revisar esta politica com todos os autores e
listar, coletivamente, a carta de apresentacdo (se aplicavel) ao Editor-Chefe, no manuscrito
(nas notas de rodapé, secdo Conflito de Interesses ou Agradecimentos), E no sistema de
apresentacdo on-line TODOS os relacionamentos comerciais pertinentes e outros.

Além disso, é necessaria uma declaracdo que confirme que ndo existem disputas sobre
a propriedade dos dados apresentados no documento e todas as contribuicdes foram atribuidas
apropriadamente, por coautoria ou reconhecimento, conforme apropriado a situacéo.

Todas as submissdes a esta revista sdo obrigadas a cumprir as declaragdes acima. A
critério do Editor, podem ser exigidos esclarecimentos e outros compromissos de todos 0s
autores que apresentaram. N&o obstante, a interpretacdo do cumprimento de todas as
declaracdes acima devera ser reservada aos Editores desta Revista e ao Diretor de Redacdo da
Sociedade, cuja decis@o sobre todas as questdes relacionadas e decorrentes das declaractes

acima sera final.
Diretrizes Eticas

A revista espera que 0s autores respeitem as diretrizes desses 6rgaos estatutarios ou

disciplina especifica do pais de origem ou a execucéo da pesquisa.

Visao geral

Entomologia Médica e Veterinaria é coberta pelo servico Early View da Wiley. Os
artigos da Early View sao artigos completos em texto integral publicados on-line antes da
publicacdo em uma edicdo impressa. Os artigos estdo, portanto, disponiveis assim que
estiverem prontos, ao invés de ter que esperar pela proxima edicdo de impressdo programada.
Early View artigos estdo completos e final. Eles foram totalmente revistos, revisados e
editados para publicacdo, e as corre¢des finais dos autores foram incorporadas. Como eles
estdo na forma final, nenhuma alteracdo pode ser feita apds a publicacdo on-line. A natureza
dos artigos do Early View significa que eles ainda ndo tém ndmeros de volume, emissdo ou
pagina, portanto os artigos do Early View ndo podem ser citados da maneira tradicional. Eles
sdo, portanto, dado um Digital Object Identifier (DOI), que permite que o artigo a ser citado e
acompanhado antes de ser atribuido a um problema. Apds a publicacdo impressa, o DOI
permanece valido e pode continuar a ser usado para citar e acessar
o artigo. Mais informacbes sobre as DOIs podem ser encontradas em:
http://www.doi.org/fag.html
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Offprints

Acesso livre ao PDF final offprint ou seu artigo estara disponivel somente através de
Servicos de Autor. Por favor, inscreva-se para servigos de autor se vocé gostaria de acessar 0
seu artigo PDF offprint e desfrutar de muitos outros beneficios do servigo oferece.

Direito autoral

Se seu trabalho for aceito, o autor identificado como o autor correspondente formal
para o trabalho receberd um e-mail solicitando-lhes para fazer login em Servigos de Autor;
Onde através do Wiley Author Licensig Service (WALS), eles serdo capazes de completar o
contrato de completar o contrato de licenga em nome de todos 0s autores no papel.

Para autores que assinam o contrato de transferéncia de direitos autorais

Se a opcdo OnlineOpen ndo estiver selecionada, o autor correspondente sera
apresentado com o contrato de transferéncia de direitos autorais (CTA) para assinar. Os
termos e condicGes do CTA podem ser visualizados nas amostras associadas as Perguntas
Frequentes de Copyright abaixo:

CTA Termos e Condi¢es http://exchanges.wiley.com/authors/fags---copyright-_301.html

Para autores que escolhem OnlineOpen

Se a opc¢do OnlineOpen estiver selecionada, o autor correspondente tera uma escolha
das seguintes Licencas Creative Commons: Open Access Agreements (OAA):
Licenca Creative Commons Attribution License OAA Licenca
Creative Commons Atribuicdo N&do-Comercial OAA
Licenca Creative Commons Atribuicdo-N&o-comercial-ODN Licenca OAA
Para visualizar os termos e condi¢cdes deste acordo de acesso aberto, visite as FAQ de direitos
autorais hospedadas no Wiley Author Services http://exchanges.wiley.com/authors/fags---
copyright-_301.html e visite http: // www .wileyopenaccess.com / details / content /
12f25db4c87 / Copyright - Licenca.html .
Se vocé selecionar a opcdo OnlineOpen e sua pesquisa for financiada por alguns financiadores
[por exemplo, The Wellcome Trust e membros do Research Councils UK (RCUK) ou do Austrian
Science Fund (FWF)], vocé tera a oportunidade de publicar seu artigo sob um CC-BY
gue o apoia no cumprimento dos requisitos do seu Funder. Para obter mais informacdes sobre
essa politica e sobre a politica de auto-arquivamento do
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Journal,visite: http://www.wiley.com/go/funderstatement.

OnlineOpen

OnlineOpen est4 disponivel para autores de artigos que desejam tornar seu artigo
acesso aberto. Com o OnlineOpen, o0 autor, sua agéncia de financiamento ou instituicdo paga
uma taxa para garantir que o artigo seja disponibilizado a ndo-assinantes apds a publicacao via
Wiley Online Library, bem como depositado nos sites espelhados PubMed Central e PMC.
Além da publicacéo on-line via Wiley Online Library, os autores de artigos OnlineOpen séo
autorizados a publicar o PDF final e publicado de seu artigo em um site, repositério
institucional ou outro servidor publico gratuito, imediatamente ap6s a publicacdo. Se vocé
quiser que seu artigo seja de acesso aberto, escolha o contrato de licenca apropriado quando
fizer login no sistema de servicos de autor da Wiley. Clique em "Criar meu artigo
OnlineOpen™" e escolha a licenca apropriada clicando em "Assinar contrato de licenca agora”
quando fizer login no sistema de servicos de autor da Wiley.

Nota aos donatarios do NIH

De acordo com o mandato do NIH, Wiley Blackwell publicara a versdo aceita das
contribuicdes escritas pelos bolsistas do NIH para o PubMed Central apos a aceitacdo. Esta
versdo aceita sera disponibilizada publicamente 12 meses apds a publicacdo. Para obter mais

informac0es, consulte www.wiley.com/go/nihmandate

Politica de arquivamento do material do autor

Observe que, a menos que solicitado especificamente, a Wiley Blackwell descartara
todo o material impresso ou eletrénico enviado 2 meses apds a publicacdo. Se vocé solicitar a
devolucdo de qualquer material enviado, por favor informe o Escritorio Editorial ou Editor de

Producdo o mais rapido possivel se ainda ndo o fez.

Formuléarios de Contrato de Trabalho de Cores

E a politica da Medicina e Veterinaria Entomologia para os autores a pagar o custo total
para a reproducdo de impressdao de sua arte colorida. A arte da cor serda publicada on-line
gratuitamente. Portanto, observe que se houver trabalhos de cor em seu manuscrito quando ele for
aceito para publicacdo, o Wiley Blackwell exigira que vocé preencha e envie um antes que seu
artigo possa ser publicado. Este formulario pode ser baixado como um PDF * da internet. Se vocé

nao conseguir acessar a Internet ou ndo conseguir baixar o formulario, entre em contato
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com o Editor de Producdo em: mve@wiley.com e eles poderdo enviar por e-mail ou FAX um
formuléario para vocé.

Por favor, envie ou envie todas as paginas do seu formulario preenchido para o Servi¢o
de Atendimento ao Cliente. Tenha em atencdo que as copias electronicas ou por fax ndo
podem ser aceites em conformidade com os requisitos do PCI DSS (Payment Data Industry
Standard). Uma vez preenchido, por favor devolva o formulério original ao Servico de
Atendimento ao cliente no enderego abaixo:

Servigos ao Cliente (OPI)

John Wiley & Sons Ltd, Centro Europeu de Distribuigédo
New Era Estate

Oldlands Way

Bognor Regis

West Sussex

PO22 9NQ

Qualquer artigo recebido por Wiley Blackwell sem trabalho em cores ndo sera publicado até
que o formulario tenha sido devolvido. Para consultas, entre em contato com o editor de
producdo da revista.

* Para ler arquivos PDF, vocé deve ter o Acrobat Reader instalado no seu computador. Se
VOoCcé ndo tem este programa, isso esta disponivel como um download gratuito no seguinte
endereco da web: http://www.adobe.com/products/acrobat/readstep2.html. Por favor, note que

este link para um site externo. A revista ndo se responsabiliza pelo conteudo de sites externos.
Preparacao de obras de arte eletrbnicas

Uma vez que seu manuscrito tenha sido aceito, gostariamos de receber sua arte. Por favor,
prepare seus nimeros de acordo com as Diretrizes de Arte Eletrénica do editor.
Crie arquivos EPS para imagens contendo lineart. Arquivos EPS devem ser salvos com fontes
incorporadas (e com uma visualizagdo TIFF se possivel). Os seguintes pacotes podem ser
usados para criar arquivos EPS: Adobe Illustrator 7.0 e superior, Deneba Canvas 6.0 e
superior, CoreIDRAW 7.0 e superior, SigmaPlot 8.01 e superior. Outros programas também

podem ser capazes de criar arquivos EPS - use as fungdes SAVE AS ou
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EXPORT. Os arquivos EPS podem ser produzidos a partir de outras aplicagdes (por
exemplo, PowerPoint, Excel), mas os resultados podem ser imprevisiveis (por exemplo,
fontes e sombreamento ndo convertidos corretamente, linhas em falta, linhas pontilhadas

se tornando sélidas).

Crie imagens de arquivos TIFF contendo meias-tonalidades / fotografias. Para imagens
digitalizadas, a resolucdo de varredura (no tamanho final da imagem, veja acima para um
guia de tamanhos) deve ser a seguinte para garantir uma reproducdo adequada: lineart,> 800
dpi; Meias-tonalidades,> 300 dpi Figuras contendo imagens de meio-tom e linha,> 600 dpi
Os seguintes programas podem ser usados para criar arquivos TIFF: Adobe Photoshop 4.0 e
superior, Adobe Illustrator 9.0 e GraphPad Prism 3. Outros programas também podem ser
capazes de Criar arquivos TIFF - use as funcdes SAVE AS ou EXPORT.

Imagens em preto e branco devem ser fornecidas como 'escala de cinza'; As imagens em
cores devem ser fornecidas como CMYK.

As figuras multiplas devem ser fornecidas no layout final em um arquivo, rotulado como
(A), (B), etc.

Forneca nimeros no tamanho final largura, se possivel: 19 picas (Gnica coluna) ou 40
picas (coluna dupla).

Use sans serif, fontes de tipo verdadeiro para rétulos, se possivel, preferencialmente Arial
ou Helvetica, ou Times (New) Roman, se forem necessarias fontes serif.

Certifique-se  de que todas as linhas e letras  estdo  claras.
O autor correspondente receberd um alerta por e-mail contendo um link para um site. Um
endereco de e-mail de trabalho deve, portanto, ser fornecido para o autor correspondente.
A prova pode ser baixada como um arquivo PDF (Portable Document Format) a partir
deste site. O Acrobat Reader sera necessario para ler este arquivo. Este software pode ser
baixado (gratuitamente) no seguinte site: http://get.adobe.com/pt/reader/. 1sso permitira
que o arquivo seja aberto, lido na tela e impresso para que qualquer correcdo seja
adicionada. Outras instrucdes serdo enviadas com a prova. As provas de copia impressa
serdo publicadas se nenhum endereco de e-mail estiver disponivel. AlteracBes excessivas
feitas pelo autor nas provas, excluindo erros de composicdo, serdo cobradas

separadamente.
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