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RESUMO 

O aumento dos cultivos em agroecossistemas favorece o surgimento de insetos-
praga, com isso, há aumento na utilização de inseticidas sintéticos. Ao analisar 
formas de controlar estes insetos-pragas, sem que ocasionem danos aos 
organismos não-alvo e ao ambiente, procura-se meios mais seletivos ou seguros. 
Nesse sentido, tem-se estudado e empregado o uso de inseticidas botânicos como o 
óleo essencial de Melaleuca alternifolia. No entanto, os efeitos dos óleos essenciais 
sobre abelhas e mamíferos são pouco conhecidos. Neste sentido, objetivou-se 
avaliar a possível toxicidade do óleo essencial de M. alternifolia (OEMa) sobre dois 
modelos biológicos, um invertebrado Apis mellifera africanizada (abelha) e um 
vertebrado, o embrião de Gallus gallus domesticus (galinha). Para isto, foi utilizada a 
concentração de 0,75% do OEMa em ambos os experimentos com os modelos 
biológicos. Em abelhas foram três tipos de exposição: 1) pulverização indireta do 
OEMa nas abelhas; 2) pulverização direta do OEMa nas abelhas; 3) OEMa 
incorporado na alimentação. As análises foram: probabilidade de sobrevivência, 
teste de deslocamento vertical (voo) e retomada de voo (queda) das abelhas. O 
OEMa quando pulverizado diretamente sobre as operárias de A. mellifera reduziu a 
probabilidade de sobrevivência destas após 120 horas. No bioensaio com 
vertebrados, os embriões de G. gallus foram submetidos a dois tipos de exposição: 
1) Pulverização externa do OEMa no ovo de G. gallus; 2) Injeção de OEMa na parte 
interna do ovo de G. gallus. Foram realizadas as análises: viabilidade, probabilidade 
de sobrevivência, taxa de batimentos cardíacos, ocorrência de má-formações e 
estádios de desenvolvimento dos embriões de G. gallus. A exposição ao OEMa 
injetado no ovo afetou negativamente G. gallus, causando má-formações com três 
dias de incubação. Conclui-se que o OEMa é seletivo e seguro tanto para as 
abelhas (desde que pulverizado em horário com menos atividades de A. mellifera) 
quanto para os embriões de G. gallus (pulverizado externamente no ovo). 
 
Palavras-chave:  Apis mellifera; seletividade; Gallus gallus; Melaleuca alternifolia. 
 
 
 

 
 
 
 

 



 

ABSTRACT 

The increase in crops in agroecosystems favors the emergence of insect pests, with 
this, there is an increase in the use of synthetic insecticides. When analyzing ways to 
control these insect pests without causing damage to non-target organisms and the 
environment, more selective or safer means are sought. In this sense, the use of 
botanical insecticides such as the essential oil of Melaleuca alternifolia has been 
studied and used. However, the effects of essential oils on bees and mammals are 
little known. In this sense, the objective was to evaluate possible toxicity of the 
essential oil of M. alternifolia (OEMa) on two biological models, an invertebrate Apis 
mellifera africanizada (bee) and a vertebrate, the embryo of Gallus gallus domesticus 
(hen). For this, a concentration of 0.75% of OEMa was used in both experiments with 
biological models. In bees there were three types of exposure: 1) indirect spraying of 
OEMa in bees; 2) direct spraying of OEMa on bees; 3) OEMa incorporated into the 
feed. The analyzes were: probability of survival, vertical displacement test (flight) and 
flight resumption (fall) of the bees. The OEMa, when sprayed directly on A. mellifera 
workers, reduced their probability of survival after 120 hours. In the bioassay with 
vertebrates, the embryos of G. gallus were submitted to two types of exposure: 1) 
external spraying of OEMa on the egg of G. gallus; 2) Injection of OEMa into the 
inside of the G. gallus egg. Analyzes were carried out: viability, probability of survival, 
heart rate, occurrence of malformations and stages of development of G. gallus 
embryos. Exposure to OEMa injected into the egg negatively affected G. gallus, 
causing malformations within three days of incubation. OEMa is selective and safe 
both for bees (provided it is sprayed at times when A. mellifera is less active) and for 
G. gallus embryos (sprayed externally on the egg). 
 
Keywords:  Apis mellifera; Selectivity; Gallus gallus; Melaleuca alternifolia. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 Parte do território brasileiro, em média 35%, é recoberto por paisagens 

agrícolas e agroecossistemas (WORLD BANK, 2018). A maioria dessas áreas é 

cultivada com as culturas do algodão, amendoim, arroz, aveia, canola, centeio, 

cevada, feijão, girassol, mamona, milho, soja, sorgo, trigo e triticale (CAMPOS et al., 

2018; CONAB, 2022).  

 Agroecossistemas podem ser definidos como sistemas ecológicos 

modificados pelo ser humano, a fim de produzir alimentos ou outro tipo de produto 

agrícola. Frequentemente, possuem estrutura dinâmica e complexa. Sua 

complexidade surge, primeiramente, da interação entre os processos 

socioeconômicos e ecológicos (CONWAY, 1987). 

 A demanda em aumentar o cultivo nesses agroecossistemas favorece o 

surgimento de pragas, com isso utiliza-se maior quantidade de agrotóxicos, também 

conhecidos como produtos fitossanitários sintéticos (PFS), com o objetivo de 

controlar estas pragas (MARTINEZ, 2017). Tem sido preocupante o uso exacerbado 

e incorreto destes agrotóxicos, soma-se ainda que os resíduos destes produtos 

podem permanecer nos alimentos e no ambiente, resultando em danos à flora e à 

fauna (PIMENTEL, et al., 1992; LOPES; ALBUQUERQUE, 2018; FERNANDO, et al., 

2021). 

 Ao analisar formas de controlar estas pragas (que podem ser insetos, 

ácaros, fitopatógenos, plantas daninhas, etc.), sem que ocasionem danos aos 

organismos não-alvo e ao ambiente, procura-se meios mais seletivos ou seguros. 

Nesse sentido, tem-se empregado o uso de inseticidas botânicos, isto é, produtos 

naturais de origem vegetal (BETTIOL, 2006; VIANA, et al., 2018; STENGER, et al., 

2021). Os inseticidas botânicos apresentam componentes voláteis que podem atuar 

como repelente ou até mesmo causando a mortalidade de insetos, impedindo que se 

alimentem ou ainda interferindo na sua reprodução (PETERS, 2016). Pelo fato dos 

inseticidas botânicos terem poder de controlar várias pragas, patógenos e alguns 

terem potencial medicinal, torna de grande interesse a investigação dos efeitos 

causadores destas substâncias em vertebrados e invertebrados (STEFFEN, 2019). 

 Um dos inseticidas botânicos utilizados é o óleo essencial de Melaleuca 

alternifolia L., 1758, conhecida como arvore-do-chá (tea tree) da família Myrtaceae. 

Ela é de origem australiana, tem efeitos antibactericida e antifúngico comprovados. 

https://www-sciencedirect.ez48.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S096483051400376X?via%3Dihub#bib25
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O óleo desta planta é extraído, principalmente, das folhas por hidrodestilação ou 

destilação (GUSTAFSON, et al., 1998; OLIVEIRA, FONTANA, et al., 2011; 

LEONARDI; BERNARDO, 2020). Óleo essencial de melaleuca é um inseticida 

botânico, porém existe a hipótese de que possa causar alterações em organismos 

não-alvo, como na abelha Apis mellifera L. (Hymenoptera: Apidae), e em 

vertebrados fazendo com que possa alterar seu comportamento causando a morte. 

 As abelhas, como polinizadoras, frequentemente, visitam culturas que foram 

manejadas e receberam tratamentos fitossanitários. Ao serem expostas ao 

tratamento, elas podem se contaminar e levar o contaminante até a colônia ou 

morrer ainda no campo. Como alguns agricultores, normalmente, apresentam 

apiários em suas propriedades e empregam o uso de inseticidas botânicos para 

controlar os insetos-pragas da cultura, é importante avaliar o possível efeito que 

estes produtos podem ter sobre as abelhas A. mellifera, que são organismos não-

alvo, e servem de modelo para estudos de toxicologia e também são bioindicadores 

ambientais (PAPA, et al., 2018; MAIER, et al., 2022). Apis mellifera é um 

bioindicador eficiente para metais pesados, relacionados a qualidade do ar (FIORE; 

NUZZO, et al., 2022). 

 Além das abelhas, outros organismos não-alvo interagem no 

agroecossistema que recebe os tratamentos, sendo importante avaliar os efeitos 

também em vertebrados. Nesse sentido, o uso do embrião de ave é considerado 

uma ferramenta valiosa, pois permite extrapolar os efeitos causados por diferentes 

inseticidas, como os botânicos, sobre o desenvolvimento embrionário 

(SCHOENWOLF, 1999; SEFCIKOVA; BABEL'OVA, et al., 2018). Os estágios iniciais 

do desenvolvimento embrionário de aves e humanos se assemelham (MOORE & 

PERSAUD, 2008), permitindo extrapolar os resultados quanto aos riscos da 

exposição humana a agentes contaminantes (BASU et al., 2013; FARHAT, et al., 

2013; HEID, et al., 2001; PARWEEN; RAMANATHAN, et al., 2021). 

 O uso do óleo essencial de melaleuca embora tenha muitas finalidades 

como o uso medicinal, ainda é pouco explorado para finalidades agrícolas, no 

entanto há trabalhos que relatam a eficácia deste óleo essencial como Silva; 

Guerreiro (2020); Santos; Wanderley-Teixeira; et al. (2021); Dillmann; Cossetin; et al. 

(2020). Tendo em vista que a abelha tem grande importância econômica, social e 

ambiental é necessário investigar se há risco deste inseticida botânico sobre elas. 

Os testes em vertebrados são tão importantes quanto em abelhas, pois pode haver 

https://www-webofscience.ez48.periodicos.capes.gov.br/wos/author/record/14102306
https://www-webofscience.ez48.periodicos.capes.gov.br/wos/author/record/4899331
https://www-webofscience.ez48.periodicos.capes.gov.br/wos/author/record/26940505
https://www-webofscience.ez48.periodicos.capes.gov.br/wos/author/record/13271577
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o risco de causar algum efeito sobre o desenvolvimento como malformações e a 

morte. Assim testar o óleo essencial de melaleuca em embriões de Gallus gallus 

domesticus L. é importante e pode ser prospectado para os estágios iniciais de 

desenvolvimento dos embriões de outros vertebrados. Diante deste cenário, 

objetiva-se analisar a toxicidade do óleo essencial de melaleuca sobre os 

organismos não-alvo, operárias de A. mellifera e embriões de G. gallus, em 

laboratório. 
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1 Agroecossistemas 

 Um agroecossistema é um complexo de processos ecológicos, animais, 

plantações, ar, solo, microrganismos, com funcionamento contínuo em um sistema 

modificado pelo homem. O agroecossistema pode ser um campo, uma paisagem 

agrícola de uma vila, região ou nação, podendo ser de qualquer tamanho com 

objetivo de produzir alimentos ou outros produtos agrícolas (MARTEN, 1988). 

Agroecossistema é definido como sistema ecológico alterado, manejado de forma a 

aumentar a produtividade de um determinado grupo, onde estão relacionados 

produtores, juntamente com consumidores (FEIDEN, 2005; DUBEY; SINGH, et al., 

2021). 

 

2.2 Inseticidas botânicos nos agroecossistemas 

 Os inseticidas botânicos são produtos à base de plantas ou partes da mesma, 

que atuam de forma ativa atraindo, repelindo, inibindo o crescimento e processos de 

metamorfose ou até mesmo causando a morte de insetos-praga (LYNN, et al., 2010; 

LINA, et al., 2020). Inseticidas botânicos são compostos secundários produzidos 

pelo metabolismo das plantas. Algumas plantas utilizam desses mecanismos como 

defesa, as quais podem ser substâncias bioativas. Estas substâncias podem agir 

como repelentes aos insetos, causando intoxicações, deformidades físicas ou a 

morte. Essas substâncias fazem parte de alguns grupos químicos como alcaloides, 

terpenos, fenilpropanoides, entre outros (EMBRAPA HORTALIÇAS, 2015; 

SIENKIEWICZ et al., 2011; SILVA; RAGA, 2019). 

 Os inseticidas botânicos são extraídos de plantas, podendo ser extratos 

aquosos, óleos essenciais, dentre outros. Podem ser ainda o próprio material 

vegetal, passado pelo processo de redução até formar pó, ou por solventes 

orgânicos, tais como álcool, éter, acetona, clorofórmio ou ainda pela destilação. Os 

https://www-webofscience.ez48.periodicos.capes.gov.br/wos/author/record/14889829
https://www-webofscience.ez48.periodicos.capes.gov.br/wos/author/record/29086988
https://www-webofscience.ez48.periodicos.capes.gov.br/wos/author/record/29086988
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óleos essenciais são líquidos oleosos com aromas distintos, também chamados de 

óleos voláteis ou etéreos, são extraídos das flores, frutos, caule, raiz, mas, 

principalmente, das folhas (VAN; LEIJTEN, 1999). 

 Os óleos essenciais contêm propriedades bactericida, antifúngica e inseticida. 

O óleo essencial de tomilho (Thymus vulgaris) e de rúcula (Eruca sativa), por 

exemplo, apresentam ação bactericida (VELOSO, 2019). Enquanto, o óleo essencial 

de orégano turco (Origanum onites), anis (Pimpinella anisum), hortelã-pimenta 

(Mentha piperita), alecrim (Rosmarinus officinalis), e tomilho (Thymus vulgaris) têm 

ação inseticida sobre a cochonilha-do-citros (Planococcus citri Hemiptera: 

Pseudococcidae), causando redução de oviposição e inibição da eclosão das ninfas 

(ERDEMIR; ERLER, 2017). Por outro lado, os óleos essenciais de arruda (Ruta 

graveolens L.) e de cravo-da-índia (Syzygium aromaticum L.) têm efeito no controle 

do fungo Colletotrichum spp. (causador de antracnose em hortaliças e frutíferas), 

reduzindo o diâmetro de suas colônias (PAULINO; et al., 2018).  

 O óleo essencial pode substituir a utilização de agrotóxicos na produção 

agrícola, sendo considerados sustentáveis do ponto de vista da produção. Dentro 

deste contexto é possível encontrar vários óleos essenciais de origem botânico 

eficazes no controle de pragas, como por exemplo, o óleo essencial de Melaleuca 

altenifolia. 

2.2.1 OE de Melaleuca alternifolia 

 

 Melaleuca alternifolia (Linnaeus, 1767) é uma planta de origem australiana, 

conhecida como árvore-do-chá (tea tree) e pertence à família Myrtaceae, com 

distribuição majoritária em locais tropicais e subtropicais (BARBOSA; PAULA et al., 

2004). Vários estudos farmacológicos comprovam que o óleo essencial de 

melaleuca possui propriedades bactericida, cicatrizante, anti-infecciosa, anti-

inflamatória, antisséptica, antifúngica, antiviral, imunoestimulante, febrífuga, 

expectorante, balsâmica, inseticida, diaforética, anticaspa, desinfetante, parasiticida, 

germicida e vulnerário, além de ser despigmentante e conservante natural 

(CORAZZA, 2004; MALUF S, 2009; CAVALARI; OLIVEIRA, 2017). 

https://pt.wikipedia.org/wiki/Hemiptera
https://pt.wikipedia.org/wiki/Pseudococcidae
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 O óleo essencial de melaleuca é extraído através de suas folhas frescas que 

são passadas pelo processo de destilação ou hidrodestilação. Além deste método 

ser muito eficiente para obtenção desta substância, com custo aproximadamente 

entre R$ 15 a R$ 50 para cada 10mL. Esses líquidos extraídos das folhas, contendo 

alta concentração de óleo essencial, passam por testes laboratoriais, com intuito de 

comprovar a ação antibacteriana, germicida e anti-inflamatória (SIMÕES et al., 

2002). 

 O óleo essencial de melaleuca, em diferentes concentrações foi eficiente, no 

controle da lagarta-da-couve (Ascia monuste orseis Lepidoptera: Pieridae) (SILVA; 

GUERREIRO, 2020). Este óleo também é tóxico para larvas de terceiro ínstar de 

Alabama argillacea (principal praga desfolhadora do algodoeiro), além de diminuir a 

viabilidade dos ovos desta (SANTOS; WANDERLEY-TEIXEIRA; et al., 2021). Em 

mosca do estábulo Stomoxys calcitrans L. (Diptera: Muscidae) o óleo essencial de 

melaleuca se demostrou eficiente como inseticida, causando a mortalidade de até 

100 % das moscas adultas (DILLMANN; COSSETIN; et al., 2020). 

 

2.3 Invertebrados e Vertebrados nos agroecossistemas 

 

 Invertebrados e vertebrados tem grande importância para os  

agroecossistemas, muitos destes estão associados à predação de plantas daninhas 

e disseminação de sementes, fazendo parte da teia alimentar e atuam no equilíbrio 

dos agroecossistemas (BÀRBERI et al., 2010).  Porém, há pouca atenção em 

relação aos efeitos resultantes do mau manejo em agriculturas afetando a 

biodiversidade animal. No entanto, verifica-se que onde há prática de cultivo 

orgânico (sem uso agrotóxico) e o manejo agroecológico correto, resulta em maior 

biodiversidade animal (BEECHER et al., 2002).  

 Através de monitoramento por Satélite, foi utilizado meios de avaliar a 

biodiversidade em sistemas agrícolas, com foco na fauna de vertebrados terrestres 

selvagens, tanto em pequenas propriedades rurais quanto em empresas rurais 

modernas e intensificadas. Os resultados demonstram diferentes culturas, onde 

foram encontrados variados habitats nas fazendas monitorada, assim como a 

https://pt.wikipedia.org/wiki/Muscidae
https://www-webofscience.ez48.periodicos.capes.gov.br/wos/author/record/30088416
https://www-webofscience.ez48.periodicos.capes.gov.br/wos/author/record/6701913
https://www-sciencedirect.ez48.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S235198942030857X?via%3Dihub#bib4
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diversidade vegetal supri as necessidades básicas dessas populações, tanto de 

alimento quanto de abrigo e até mesmo local de reprodução (MIRANDA, 2006). 

 Os agroecossistemas servem igualmente como corredores para inúmeros 

animais selvagens e até mesmo como local de pouso para várias espécies de aves 

migratórias, oferecendo a possibilidade de descanso e alimentação (MIRANDA, 

2006). Dada à mobilidade, capacidade de dispersão e interações com outras 

espécies, é possível observar uma correlação de mamíferos em levantamentos de 

fauna. Em termos de conservação é importante porque a presença é crucial para 

manter o equilíbrio ecológico (MILLS, et al., 1993; RODRIGUES; PRIMACK, 2001). 

Frutívoros e/ou herbívoros (capivara, javali e veado) desempenham um papel 

importante na manutenção da diversidade de árvores através da dispersão e 

predação de sementes, além dos carnívoros (pumas), que também ajudam a regular 

as populações de herbívoros e frugívoros (PARDINI et al., 2006; RODRIGUES, 

2019). 

 Além de vertebrados, os artrópodes também desempenham papel 

fundamental e representam cerca de 75% dos animais da Terra, dos quais 89% são 

insetos (BUZZI; MIYAZAKI, 1993). O desenvolvimento dos ecossistemas naturais ou 

manejados necessita das atividades ecológicas dos insetos, pois, desempenham 

papel importantíssimo como controle biológico (predadores e parasitas), 

manutenção da flora (polinizadores), decomposição de matéria (saprófitos), dentre 

outros (EHRLICH et al. 1980). Deste modo, a importância de proteger e conservar 

esses grupos de animais se faz necessário mesmo em ambientes manejados pelo 

homem, por exemplo, em sistemas agroflorestais (SAF), onde a utilização dos 

serviços ecológicos prestados por esses animais é essencial para o 

desenvolvimento agrícola sustentável (SOUZA et al., 2018). 

 Nesta perspectiva e com foco em manter as populações presentes nos 

agroecossistemas, testes de toxicidade são realizados em invertebrados e 

vertebrados, sendo que usualmente os invertebrados demonstram igual ou maior 

sensibilidade a determinados agentes, como o efluente de gás e petróleo, quando 

comparado aos vertebrados (HUGHES et al., 2020).  Outros agentes como o 

glifosato, apresentam efeito tóxico tanto a invertebrados (como anelídeos, 

artrópodes, moluscos e equinodermos), quanto para vertebrados (peixes, répteis, 

anfíbios, aves e humanos). Os efeitos toxicológicos já observados foram 

genotoxicidade, citotoxicidade, disrupção hormonal, aberrações cromossômicas e 

https://www-webofscience.ez48.periodicos.capes.gov.br/wos/author/record/15772723
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danos ao DNA também foram observados em vertebrados superiores, como 

humanos (GILL; SETHI et al., 2018). 

 

2.3.1 Importância das abelhas nos agroecossistemas 

 

 Dentre os polinizadores, destacam-se as abelhas devido seu trabalho 

necessário para a manutenção e biodiversidade em agorecossistemas, além disso, à 

facilidade de manejo, baixo custo, das mesmas (KLEIN et al., 2007). As abelhas são 

consideradas agentes polinizadores e possuem corpo recoberto de pelos o que 

facilita a adesão dos grãos de pólen, quando visitam as flores. Isso melhora a 

polinização tornando este inseto importante polinizador (IMPERATRIZ-FONSECA et 

al., 2012). 

 Para entender o trabalho de polinizadores é necessário compreender como 

funciona a polinização, onde o pólen contido na antera (parte masculina) é 

transferido para o estigma (parte feminina) da flor, com esta fecundação o ovário 

transforma-se em fruto e os óvulos em sementes (DELAPLANE; MAYER, 2000). Na 

natureza a polinização assegura a manutenção e a reprodução necessárias do 

grupo das angiospermas (OLLERTON et al., 2011). O serviço de polinização das 

abelhas é importantíssimo para agroecossistemas (WRATTEN et al., 2012), sendo 

que as abelhas são responsáveis pelo aumento da produtividade e qualidade dos 

frutos (KLEIN et al., 2007). As abelhas, para poderem se alimentar e levar pólen e 

néctar para suas colônias, necessitam visitar as flores e assim obter a energia 

necessária para voar. Desta forma, as abelhas e as plantas com flores possuem 

interdependências (IMPERATRIZ-FONSECA; JOLY, 2017). 

 O valor do serviço ecossistêmico realizado pelas abelhas é incalculável em 

relação à manutenção da biodiversidade. Ainda há muitas espécies de abelhas para 

serem identificadas. Destaca-se a importância destes polinizadores em áreas 

agrícolas, onde são responsáveis por 80% dos serviços de polinização (KLEIN et 

al., 2015). Entre as abelhas, a mais conhecida é Apis mellifera Linnaeus, 1758 

(Hymenoptera: Apidae) que, atualmente, pode ser encontrada em todos os 

https://www-webofscience.ez48.periodicos.capes.gov.br/wos/author/record/7847781
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continentes. Há também várias espécies silvestres que têm importância na 

polinização (GARRAT et al., 2013; GIANNINI et al., 2014; KLATT et al., 2014). 

 A canola, com suas flores atraentes de cor amarela, perfumes exalantes e 

alimentos em abundância, é visitada pelas abelhas, dentre elas A. mellifera. Apesar 

da canola se autopolinizar, as abelhas contribuem com aumento da produtividade e 

aumento do peso da semente em 18% (BOMMARCO et al., 2012). 

 O girassol, hoje produzido em todos os continentes, tem suas sementes 

utilizadas, principalmente, para a extração de óleo. No Brasil, as principais visitantes 

das flores desta planta são as abelhas A. mellifera e Trigona spinipes Fabricius,1793 

(Hymenoptera: Apidae) (PAIVA et al., 2003). Devido a polinização das abelhas, há 

aumento da produtividade de sementes e melhoramento do fruto (NASCIMENTO; 

GOMES et al., 2012). 

 A soja é a segunda oleaginosa de maior produção mundial, a mesma 

responde por 30% da produção de óleo vegetal. A variedade “BRS 133”, com 

tratamento, em área coberta contendo gaiolas de abelhas, teve 37,84% mais 

produtividade, quando comparada com os tratamentos em área coberta sem 

presença das abelhas (CHIARI et al., 2005; WITTER et al., 2014). 

 Apesar desses benefícios está ocorrendo a diminuição das populações de 

abelhas e o colapso de colônias de A. mellifera (PIRES, et al., 2016). As ameaças 

estão relacionada às mudanças no uso do solo, agricultura intensiva com uso de 

agrotóxicos, plantas geneticamente modificadas, patógenos, mudanças climáticas 

globais, espécies invasoras e a interação de todos esses fatores (IMPERATRIZ-

FONSECA; JOLY, 2017; SIMONE-FINSTROM; ARONSTEIN et al., 2018; NATH; 

SINGH, 2022). 

 Na maior parte das vezes a causa do desaparecimento de muitos 

polinizadores nos agroecossistemas ocorre pelo uso excessivo e incorreto de 

agrotóxicos (ABATI et al., 2021). Isso faz com que as colônias de abelhas que 

habitam matas próximas a esses locais corram risco de serem mortas, devido aos 

resíduos desses agrotóxicos permanecerem sobre as flores e contaminar o pólen e 

o néctar (NOCELLI et al., 2010). 

 Os inseticidas imidacloprid, deltametrina e espinetoram causaram efeitos 

negativos em abelhas sem ferrão (Nannotrigona aff. testaceicornis Lepeletier 

Hymenoptera: Apidae) tanto efeitos letais quanto subletais, comparado com óleo 

essencial de Lippia sidoides Verbenaceae (pimenta de alecrim) e seus compostos 

https://www-webofscience.ez48.periodicos.capes.gov.br/wos/author/record/15531789
https://www-sciencedirect.ez48.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0022201117304147?via%3Dihub#!
https://www-sciencedirect.ez48.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0022201117304147?via%3Dihub#!
https://www-sciencedirect.ez48.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S0022201117304147?via%3Dihub#!
https://www-tandfonline.ez48.periodicos.capes.gov.br/author/Singh%2C+Harpreet
https://www-sciencedirect.ez48.periodicos.capes.gov.br/topics/earth-and-planetary-sciences/imidacloprid
https://www-sciencedirect.ez48.periodicos.capes.gov.br/topics/earth-and-planetary-sciences/deltamethrin
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majoritários (timol, ρ-cimeno). Este óleo e seus compostos majoritários apresentam 

baixa toxicidade a estas abelhas, por outro lado as abelhas que foram tratadas com 

o óleo essencial de L. sidoides foram evitadas pelas abelhas não tratadas (MATOS; 

SANTOS et al., 2021).  

 Os óleos essenciais de hortelã-pimenta (Mentha piperita Lamiaceae), 

manuka (Leptospermum scoparium Myrtaceae), orégano (Origanum vulgare 

Lamiaceae), litsea (Litsea cubeba Lauraceae), cenoura (Daucus carota Apiaceae) e 

canela (Cinnamomum zeylanicum Lauraceae) são eficientes no controle de Varroa 

destructor Anderson e Trueman (Acari: Varroidae) (ácaro ectoparasita de abelhas), 

ao mesmo tempo, demonstraram seletividade para abelhas (A. mellifera) em 

laboratório (HYBL; BOHATA et al., 2021). Por outro lado, os óleos essenciais de 

Lippia gracilis Schauer (LGRA-106 [quimiotipo timol] e LGRA-109 [quimiotipo 

carvacrol]) e seus compostos majoritários foram eficientes sobre Diaphania hyalinata 

Linnaeus, 1767 (Lepidoptera: Pyralidae), porém, tóxicos para A. mellifera (MELO; 

PICANCO et al., 2018). 

 Em estudos de toxicidade é possível utilizar vários organismos como 

bioindicadores, montando um cenário parecido com a realidade, utilizando diversos 

tratamentos, a fim de analisar a seletividade destes aos organismos não-alvos. 

Dentro deste contexto, além das abelhas que são utilizadas, pode-se citar o teste de 

embriotoxicologia com vertebrados. 

 

2.3.2 Embriotoxicologia 

 

 A embriotoxicologia é a utilização de embriões como modelo para possibilitar 

a investigação de diferentes agentes estressores nutricionais e ambientais no 

desenvolvimento embrionário. Para tal propósito, é necessário que o modelo esteja 

em um cenário parecido e com condições favoráveis para o desenvolvimento 

embrionário. Na embriotoxicologia, tem sido utilizado o embrião de galinha (Gallus 

gallus domenticus) como ferramenta de pesquisa devido ao seu desenvolvimento 

externo, pois evita que possa sofrer influência do metabolismo materno durante o 

contato progenitor/embrião (MATTSON et al., 2015; FLENTKE; SMITH, 2018; 

https://www-webofscience.ez48.periodicos.capes.gov.br/wos/author/record/25623921
https://www-webofscience.ez48.periodicos.capes.gov.br/wos/author/record/28573692
https://www-webofscience.ez48.periodicos.capes.gov.br/wos/author/record/15568281
https://www-webofscience.ez48.periodicos.capes.gov.br/wos/author/record/2453051
https://www-webofscience.ez48.periodicos.capes.gov.br/wos/author/record/1029157
https://cdnsciencepub-com.ez48.periodicos.capes.gov.br/doi/10.1139/bcb-2017-0205#con1
https://cdnsciencepub-com.ez48.periodicos.capes.gov.br/doi/10.1139/bcb-2017-0205#con2
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KUBIAK et al., 2021). Além do mais, o desenvolvimento inicial do embrião de aves 

se assemelha ao dos humanos (MOORE; PERSAUD, 2008). 

 A utilização de embrião de ave é uma ferramenta importante para teste 

toxicológico, pois permite investigar possíveis efeitos causados por substâncias 

químicas ou agentes estranhos sobre o desenvolvimento embrionário. Dependendo 

dos estágios avaliados esses efeitos podem ser extrapolados aos embriões de 

mamíferos (HEID et al., 2001; SOUCY et al., 2003; FARHAT et al., 2013; SHARP; 

FEDOROVICH, 2015). O ovo de galinha é do tipo megalécito não depende do 

organismo materno para o desenvolvimento embrionário e contém todos os 

nutrientes necessários para o desenvolvimento do embrião, exceto o oxigênio que 

entra através de pequenos poros contidos na membrana envoltória (casca), a qual é 

resistente. O vitelo, também conhecido como gema, possui lipídeos e proteínas 

envoltos por uma fina camada denominada de membrana vitelina, que formará o 

saco vitelínico próximo do embrião em formação. 

 Trabalhos realizados relatam que para ter o efeito realista deve-se injetar 

agentes de interesse diretamente na gema antes de iniciar incubação (POWELL et 

al., 1996; HENSHEL et al., 1997; BURGGREN et al., 2016) o qual, ainda é discutido. 

O desenvolvimento do embrião de G. gallus é de curto prazo, com apenas 21 dias, o 

embrião fica localizado na parte superior do ovo, facilitando o acompanhamento do 

desenvolvimento embrionário em laboratório (SCHOENWOLF, 1999) e, seu 

desenvolvimento é bem documentado. Assim, o conhecimento das etapas do 

desenvolvimento embrionário nos permite acompanhar a organização estrutural 

básica do embrião (HAMBURGER; HAMILTON, 1951). 

 As fases de clivagem e blástula correspondem ao desenvolvimento 

embrionário procedendo da postura da ave. Neste instante, o embrião encontra-se 

no estágio de blastoderma (estrutura discoidal), constituída por duas camadas: o 

epiblasto e o hipoblasto (GILBERT, 2001). 

 Para que a embriogênese prossiga em um experimento ou em ambiente 

natural, é necessário que tenha condições que favoreça a expressão gênica e 

fenotípica do programa de morfogênese e organogênese estabelecidos para a 

espécie (WOLPERT, 2000). Para que ocorra o desenvolvimento do embrião de 

Gallus gallus, até o momento da eclosão, é necessário que o ambiente mantenha a 

temperatura em 38° C, com umidade e oxigenação relativa do ar apropriadas. Além 
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disso, os ovos férteis de G. gallus são de fácil acesso, pois há comercialização dos 

mesmos e com baixo custo (GONZALES, 1994; DIAS, 1996). 

 Os estádios são classificados conforme o desenvolvimento de estruturas do 

embrião (HAMBURGER; HAMILTON, 1951). Com base nesses estádios é possível 

acompanhar as modificações embrionárias que relacionam ao correto 

desenvolvimento com base no tempo de vida. Várias substâncias podem causar 

alterações na embriogênese, promovendo anomalias quando comparados ao padrão 

normal da espécie (NARBAITZ, 1985; ANWER et al., 1988; VODELA et al., 1997; 

DIAS; MÜLLER, 1999; CARVALHO, 2002; SCHATZ, 2003; 

TALUKDAR; LANGTHASA et al., 2020; ABBAS; IQBAL et al., 2020). Para analisar a 

possível teratogenicidade de agentes químicos, biológicos ou botânicos, pode se 

observar as anormalidades entre os embriões. Estes agentes também podem 

interferir no crescimento sendo possível analisar nas medidas do embrião, peso dos 

órgãos ou saco vitelínico (MAYER et al., 1992). A mortalidade é considerada o 

último biomarcador relacionado aos efeitos tóxicos, quando um agente resulta em 

ação letal sobre o embrião (CHO; LEE, 1990; HEINRICH-HIRSCH et al., 1990). 

 O óleo essencial de cravo da índia Syzygium aromaticum Myrtaceae quando 

utilizado na sanitização de ovos, não afetou o desempenho do frango de corte 

(Gallus gallus) nem influenciou na janela de eclosão e qualidade de embriões de 

pintos de até um dia de idade (OLIVEIRA; NASCIMENTO et al., 2021). Por outro 

lado, o óleo essencial de Thymus schimperi Lamiaceae, em altas doses, afetou 

negativamente o desenvolvimento de embriões e fetos de ratos (Rattus norvegicus) 

(ADANE; ASRES et al., 2022). 

 

https://www-webofscience.ez48.periodicos.capes.gov.br/wos/author/record/29677022
https://www-webofscience.ez48.periodicos.capes.gov.br/wos/author/record/24390229
https://www-webofscience.ez48.periodicos.capes.gov.br/wos/author/record/15608108
https://www-webofscience.ez48.periodicos.capes.gov.br/wos/author/record/9149632
https://www.google.com/search?sxsrf=APq-WBvR5qF_C3GZdtvsk_WpICTo6ozmzg:1644266728713&q=teratogenicidade&spell=1&sa=X&ved=2ahUKEwjF8J7yuu71AhX1q5UCHVCRDTMQBSgAegQIAhA3
https://www-webofscience.ez48.periodicos.capes.gov.br/wos/author/record/2108711
https://www-webofscience.ez48.periodicos.capes.gov.br/wos/author/record/1326021
https://www-webofscience.ez48.periodicos.capes.gov.br/wos/author/record/28011474
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I TOXICIDADE DO ÓLEO ESSENCIAL DE Melaleuca alternifolia (MYRTACEAE) 
A Apis mellifera L. (HYMENOPTERA: APIDAE) 

 

1 INTRODUÇÃO 

 

As abelhas Apis mellifera L. (Hymenoptera: Apidae) apresentam papel 

crucial nos agroecossistemas, pois realizam o forrageamento e, ao entrar em 

contato com o néctar e o pólen das flores, fazem o serviço de polinização nas 

plantas visitadas (SILVA; RADAESKI et al., 2020). As abelhas contribuem com mais 

de 70% na polinização das espécies vegetais, promovendo a manutenção e 

preservação da biodiversidade vegetal e animal (CALDERONE, 2012; IMPERATRIZ-

FONSECA et al., 2012). 

Compreender as interações que ocorrem entre os polinizadores e as plantas, 

determina o sucesso da polinização e as contribuições para reprodução das plantas 

de diferentes culturas (HUNG et al., 2018; WITTER, 2014). As abelhas têm 

importância econômica, fazendo manutenção da biodiversidade liderando o ranking 

dos polinizadores e agregando maior valor, aumentando a produtividade e 

melhorando a qualidade de frutos (SIEBERT et al., 2020; SOARES; OLIVEIRA et al., 

2021).  Além disso, no Brasil, há muitas plantas que dependem, principalmente, da 

polinização das abelhas para se reproduzir como castanha-do-brasil, caju, maçã, 

maracujá, melão, melancia e pinhas (EMBRAPA, 2019). A ausência dos 

polinizadores afeta não só o ecossistema, mas também influencia diretamente a 

produção agrícola (POTTS et al., 2010). 

Os principais produtos produzidos pelas abelhas, além da polinização são o 

mel, geleia real, própolis, cera, pólen, apitoxina (EMBRAPA, 2007; MORITZ; ERLER, 

2016; ULLAH; GAJGER et al., 2021). Elas são encontradas em várias regiões do 

mundo e estão, constantemente, expostas a diversas pressões dependendo do 

ambiente, podendo adaptar-se a mudanças de clima e diferentes nichos (SILVA, 

2014; ABEMEL, 2015; CHAPMAN et al., 2019; MONTERO-MENDIETA; TAN et al., 

2019; BARBOSA, 2015; CALDERONE, 2012; SOUZA et al., 2007; SILVA, 2014). 

https://www-sciencedirect.ez48.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S1319562X20305246?via%3Dihub#!
https://www-sciencedirect.ez48.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S1319562X20305246?via%3Dihub#b0160
https://www-webofscience.ez48.periodicos.capes.gov.br/wos/author/record/503784
https://www-webofscience.ez48.periodicos.capes.gov.br/wos/author/record/30364669
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O uso excessivo ou incorreto dos agrotóxicos a fim de controlar insetos 

praga, pode ocasionar a resistência (ISMAN, 2000), e também podem ser 

prejudiciais para as abelhas (RAYMANN et al. 2018; OSTIGUY et al., 2019; BIRD et 

al., 2021). Portanto, procura-se meios alternativos naturais para controle de insetos-

praga, que apresentem menor agressão para as abelhas e sejam tão eficientes 

quanto os agrotóxicos (ZANDI-SOHANI; RAMEZANI, 2015). 

Como meios alternativos naturais, os inseticidas botânicos são estudados e 

vem sendo utilizados, apresentando várias formas de atividades biológicas, sendo 

de forma isolada ou em substâncias compostas (ISMAN, 2006; BRAIMAH; 

MOCHIAH et al.,  2014; ISMAN, 2020). Dentre os inseticidas botânicos, o óleo 

essencial é o mais estudado e é extraído de plantas. Estes óleos contêm 

substâncias complexas ativas, que agem como inseticida (HADDI et al., 2020; 

CAETANO; CARDOSO et al., 2022). Estratégias desenvolvidas utilizando o óleo 

essencial podem induzir a redução da utilização de agrotóxicos (PEREIRA et al., 

2011). 

Os óleos essenciais podem atuar, controlando insetos-praga. O óleo 

essencial de Melaleuca alternifolia L. (Myrtaceae) é utilizado para controlar 

microrganismos e é um inseticida botânico natural (CAVALARI; OLIVEIRA, 2017; 

BATTISTI; CAON et al., 2021). Este óleo causa bloqueio da cadeia respiratória 

mitocondrial de Tribolium confusum, provocando sua morte (LIAO; YANG et al., 

2018). Também, quando testado em nanoparticulas sobre cupins (Coptotermes 

gestroi Wasmann Isoptera: Rhinotermitidae) provoca repelência e mortalidade 

(CLERIC; SOUZA et al., 2018). 

O óleo essencial de Corymbia citriodora Myrtaceae apresenta potencial 

inseticida sobre Ascia monuste Latreille (Lepidoptera: Pieridae). Entretanto foi 

seletivo para a formiga predadora Solenopsis saevissima F. Smith (Hymenoptera: 

Formicidae), e tóxico para a abelha Tetragonisca angustula Latreille (Hymenoptera: 

Apidae) (RIBEIRO; FARIAS et al., 2018). Com base na especificidade de cada 

inseticida botânico, em especial dos óleos essenciais, e também dos organismos 

não-alvo, o presente trabalho objetivou analisar a toxidade do óleo essencial de M. 

melaleuca em A. mellifera, em diferentes métodos de exposição. 

 

https://www-sciencedirect.ez48.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S096483051400376X?via%3Dihub#bib14
https://journals-asm-org.ez48.periodicos.capes.gov.br/doi/10.1128/AEM.00545-18#con1
https://www-webofscience.ez48.periodicos.capes.gov.br/wos/author/record/30042943
https://www-sciencedirect.ez48.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S096483051400376X?via%3Dihub#!
https://www-sciencedirect.ez48.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S096483051400376X?via%3Dihub#!
https://www-sciencedirect.ez48.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S1470160X18302917?via%3Dihub#b0465
https://onlinelibrary-wiley.ez48.periodicos.capes.gov.br/doi/10.1111/jen.13023#jen13023-bib-0013
https://onlinelibrary-wiley.ez48.periodicos.capes.gov.br/action/doSearch?ContribAuthorRaw=Caetano%2C+Alex+Rodrigues+Silva
https://www-webofscience.ez48.periodicos.capes.gov.br/wos/author/record/29271829
https://www-webofscience.ez48.periodicos.capes.gov.br/wos/author/record/15045373
https://peerj.com/articles/5693/author-1
https://peerj.com/articles/5693/author-2
https://www-webofscience.ez48.periodicos.capes.gov.br/wos/author/record/20486766
https://www-webofscience.ez48.periodicos.capes.gov.br/wos/author/record/7299547
https://www-sciencedirect.ez48.periodicos.capes.gov.br/topics/agricultural-and-biological-sciences/corymbia
http://pt.wikipedia.org/wiki/Hymenoptera
http://pt.wikipedia.org/wiki/Formicidae
http://pt.wikipedia.org/wiki/Hymenoptera
http://pt.wikipedia.org/wiki/Apidae
https://www-webofscience.ez48.periodicos.capes.gov.br/wos/author/record/1962164
https://www-webofscience.ez48.periodicos.capes.gov.br/wos/author/record/2258054
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2 MATERIAL E MÉTODOS 

 

O trabalho foi realizado na Universidade Tecnológica Federal do Paraná, 

Campus de Dois Vizinhos (UTFPR-DV), no Laboratório de Controle Biológico 

(LABCON) e na Unidade de Ensino e Pesquisa de Apicultura (UNEPE-Apicultura). 

Para a obtenção de abelhas foram utilizados favos contendo crias operculadas de A. 

mellifera africanizada, com 19 dias. Os favos foram retirados do apiário da UTFPR-

DV e armazenados em sacos de papel Kraft, lacrados, perfurados e transportados 

até o laboratório de Controle Biológico I e então foram alocados em câmara 

climatizada entre (30 ± 2 º C, U.R. de 60 ± 10 %), até a emergência das operárias, 

com isso foram obtidas abelhas com idade padronizada. 

O óleo essencial de melaleuca foi fornecido pela Universidade Federal do 

Paraná (UFPR). Para a preparação das soluções foi utilizada a concentração de 

0,75 %, a solução foi preparada em solução de Tween 80® a 0,01 %. Foram 

utilizadas diferentes metodologias de tratamento, por pulverização direta, 

pulverização indireta e Alimentação (Tabela 1). 

Para o contato das operárias com os tratamentos de forma, indireta 

(pulverização sobre as placas de petri), direta (pulverização sobre as abelhas foi 

pulverizado 290 μL dos tratamentos (baseado no volume utilizado por hectare em 

relação com a área da placa). Para a pulverização dos tratamentos, foi utilizado um 

aerógrafo Pneumatic Sagyma® interligado a uma bomba Tecnal® (TE-058) de 

pressão constante (1,2 kgf.cm-1). 
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Tablela 2 - Método de exposição, tratamentos e soluções, para a análise de toxicidade do óleo 
essencial de Melaleuca alternifolia a operárias de Apis mellifera africanizada. 

Fonte: Autoria própria (2022) 

 

2.1 Pulverização indireta do óleo essencial de melaleuca sobre operárias de A. 
mellifera 

 

 Com o aerógrafo, foram pulverizados os tratamentos nas placas de Petri (15 

cm Ø 1,5 cm de altura) (Figura 1A) com 290 µL. As placas foram acondicionadas 

na câmera de fluxo laminar horizontal para a evaporação completa da água 

(LIBARDONI et al., 2021). Na sequência, 10 operárias de A. mellifera foram 

anestesiadas com CO2, por até 120 segundos, e alocadas no interior dessas placas 

(Figura 1 B), onde ficaram por duas horas, sendo uma placa de cada tratamento 

considerada uma repetição, totalizando cinco repetições por tratamento. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Exposição Tratamentos Soluções Abel. / trat. 

Pulv. Indireta T1 Controle 290 µL Água destilada 50 
 T2 Controle positivo  290 µL Fipronil 13,07µL/mL (10 ppm) 50 

 T3 OE Melaleuca 
290 µL do OE Melaleuca (0,75 %) + 
Tween 80® (0,01 %) 

50 

Pulverização 
Direta 

T1 Controle 290 µL Água destilada 50 

 T2 Controle positivo 
290 µL Fipronil 13,07µL/mL (10 ppm) 
em água destilada 

50 

 T3 OE Melaleuca 
290 µL do OE Melaleuca 0,75 % em 
Tween 80® a 0,01 % água destilada 

50 

Alimentação T1 Controle 50% água destilada 50 % açúcar 50 

 T2 Controle positivo 
Fipronil 13,07µL/mL (10 ppm) com 
açúcar e água 

50 

 
T3 OE Melaleuca 

OE Melaleuca 0,75 % em Tween 80® a 
0,01 % água destilada 50% açúcar 

50 
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Figura 1- Tratamentos de pulverização indireta: (A) Pulverização dos tratamentos dentro da 
placa de petri esterilizada; (B) Abelhas anestesiadas com CO2 sendo alocadas dentro das 

placas de petri já contendo o tratamento. 

 A 

 

 

 

 

   

 

 

 

 

 

  

 

 

 B  

 

 

 

 

 

 

Fonte: Autoria própria (2022) 

 
 Depois das 2 horas de contato foi realizada a transferência das abelhas, de 

cada placa para uma gaiola de PVC (20 cm de altura  cm de Ø), correspondente. 

Dentro de uma das extremidades das gaiolas foi adicionado um recipiente, com tela 

antiafídica na borda, contendo água destilada esterilizada com açúcar (Figura 2 A). 

Estas gaiolas foram fechadas de um lado da extremidade com tela antiafídica e do 

outro com voal em seguida as gaiolas foram alocadas horizontalmente sobre 

prateleiras (Figura 2B). Cada gaiola passou a ser considerada uma repetição 

(COLOMBO, 2019) 

 

Figura 2- (A) Gaiolas de PVC contendo A. mellifera já tratadas e com alimento dispostas em 
sala de criação. (B) Recipiente de plástico com tela antiafídica na borda com alimento para A. 

mellifera. 

A 

 

 

 

 

 

B     

 

 

 

 

 

 

Fonte: Autoria própria (2022) 
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As gaiolas com as operárias foram acondicionadas em sala climatizada com 

temperatura e umidade controladas (27 ± 2 º C, U.R. de 60 ± 10 %). A mortalidade 

das operárias foi avaliada a partir de duas, quatro, seis, 12, 24, 36, 48, 96, 120 até 

168 horas após o contato com os tratamentos, realizando a contagem das abelhas 

mortas. As abelhas foram consideradas mortas quando não apresentaram nenhuma 

reação ao serem tocadas com uma pinça.  

 

2.2 Pulverização direta de óleo essencial de melaleuca sobre operárias de A. 
mellifera  

 

Foram anestesiadas 10 operárias de A. mellifera, com CO2, por até 120 

segundos e inseridas no interior de placas de Petri (15 cm Ø 1,5 cm de altura) 

esterilizada. Com a utilização de um aerógrafo Pneumatic Sagyma®, interligado a 

uma bomba Tecnal® (TE-058) de pressão constante (1,2 kgf/cm), foi pulverizado 290 

μL do óleo essencial de melaleuca (calculado conforme a quantidade utilizada por 

hectares) diretamente sobre as operárias alocadas nas placas de Petri® (Figura 3). O 

delineamento experimental constou de cinco placas contendo 10 abelhas em cada 

tratamento, totalizando cinco repetições por tratamento. Os demais procedimentos 

foram os mesmos descritos no item 3.1. 

 

Figura 3- Pulverização direta do óleo essencial de Melaleuca alternifolia sobre Apis mellifera. 

 

Fonte: Autoria própria (2022) 
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2.3 Toxicidade, por alimentação, do óleo essencial de melaleuca sobre Apis 
mellifera 

 

O alimento a ser fornecido foi preparado individualmente, para cada 

tratamento. Foi realizada uma mistura de 50 g de açúcar de confeiteiro + 50 mL de 

água destilada ou 50 mL da solução do tratamento. Como testemunha foi utilizado 

água destilada e açúcar (sem adição dos tratamentos). A distribuição das repetições 

e tratamentos, bem como as condições experimentais e os parâmetros avaliados 

foram os mesmos descritos no item 3.1. 

Foram colocadas 10 operárias de A. mellifera, anestesiadas com CO2, em 

gaiolas de PVC (20 cm de altura cm de Ø). Dentro de um recipiente com 

capacidade de 10 mL, foi fornecido uma porção de água com açúcar com 

incorporação dos tratamentos, e alocado dentro de uma das extremidades da gaiola 

de PVC. A gaiola foi fechada em uma das extremidades com tela antiafídica e na 

outra extremidade com voal.  

A cada avaliação o alimento foi verificado caso a quantidade estivesse 

reduzida de forma que as abelhas não conseguissem alcançar o alimento com a 

probóscide sobre a tela antiafídica no recipiente, com uma pipeta de Pauster 

acrescentava-se mais alimento de forma que o alimento ficasse próximo da tela 

antiafídica, com as mesmas concentrações citadas anteriormente, fazendo com que 

as abelhas tivessem alimento o tempo todo. 

 

2.4  Teste de voo (deslocamento vertical) e teste de queda (retomada do voo) 

 

Para estes testes os mesmos procedimentos descritos nos itens 2.1, 2.2 e 2.3 

foram realizados. Porém para fazer o teste de voo e teste de queda as abelhas 

ficaram expostas a cada tratamento por 48 horas, e utilizadas as abelhas 

sobreviventes. De acordo com a metodologia descrita por Tomé et al. (2015) e 

Libardoni et al. (2021) foram utilizadas as abelhas operárias de A. mellifera dos 

experimentos realizados por contato e alimentação. O experimento foi realizado em 
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uma sala escura, utilizando uma torre de voo (0,35 m 0,35 m de largura e 130 cm 

de altura). A estrutura da torre é feita com armação de madeira e recoberto de tecido 

voal, contendo uma fonte luminosa na parte superior e uma fita métrica no interior 

(Figura 4A). A torre de voo apresenta cinco estratos de altura (estudados): I, II, III, IV 

e V (Figura 4B). O estrato I indica que não ocorre o voo, ou seja, a abelha 

permanece na base da torre.  

 

Figura 4- Torre de voo e classificação dos estratos, de acordo com o comportamento das 
abelhas nos testes de queda e voo. (A) torre utilizada para teste voo e queda, (B) modelo de 

torre com mensurações dos extratos. 

 

 

Fonte: Autoria própria (2022) Fonte: Sampaio (2020) 

 

Para avaliar o voo das abelhas após a exposição aos tratamentos do OE de 

Melaleuca, dez das abelhas sobreviventes de cada tratamento foram soltas, uma por 

vez, avaliando o deslocamento por um minuto com um toque para que a abelha se 

movimentasse, marcando o estrato máximo atingido. Posteriormente as abelhas 

utilizadas foram descartadas, para o teste de queda (retomada de voo) as abelhas 

foram liberadas na base superior da torre e analisada a altura em que a abelha 

conseguiu retomar o voo para a fonte luminosa.   

 

2.5 Análise estatística 

 

Para avaliar a longevidades das abelhas A. mellifera através de análise 

estatística foi utilizado o modelo de riscos de noções básicas proporcionais de Cox, 

sendo uma regressão linear múltipla (R CORE TEAM, 2021). Os tratamentos foram 

 A B 
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comparados usando o teste de log-rank e a análise completa foi realizada utilizando 

o pacote de sobrevivência (THERNEAU, 2015) do software R (R CORE TEAM, 

2021). Pelo fato das abelhas terem sido agrupadas em gaiolas houve a possibilidade 

de algum efeito da gaiola na mortalidade das abelhas, então foram utilizados dois 

modelos um misto (efeito aleatório de efeito de gaiola) e outro fixo (não inclui efeito 

de gaiola) comparados através de teste de razão de verossimilhanças. Após a 

escolha do modelo foi utilizado o teste de Tukey para queda e voo.  

Nos testes de Retomada de voo e deslocamento vertical (queda) os dados 

obtidos têm-se uma variável qualitativa ordinal, ou seja, que há algum tipo de ordem 

nos resultados obtidos, onde aborda modelo específico denominados de Modelos 

Logísticos Acumulativos para respostas ordinais (AGRESTI, 1996). O modelo foi 

ajustado pela verossimilhança, em seguida aplicado a análise de qui quadrado (R 

CORE TEAM, 2021). 
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3 RESULTADOS  

 

3.1 Pulverização indireta, direta e alimentação de operárias de A. mellifera com 
óleo essencial de melaleuca 

 

O óleo essencial de melaleuca não causou redução na probabilidade de 

sobrevivência de operárias de A. mellifera, quando comparado ao controle. Por outro 

lado, o controle positivo, composto por Fipronil, reduziu a probabilidade de 

sobrevivência destas abelhas, nas primeiras 24 horas (Figura 5), diferindo 

significativamente dos demais tratamentos. 

  

Figura 5- Probabilidade de sobrevivência de operárias de Apis mellifera africanizada após 
pulverização indireta dos tratamentos. 

 

Fonte: Autoria própria (2022) 

 

O óleo essencial de melaleuca, quando pulverizado diretamente sobre 

operárias de A. mellifera, provocou redução na probabilidade de sobrevivência 

destas, comparado às abelhas do grupo controle. Apesar desta redução na 

sobrevivência, diferiu do controle positivo (Fipronil), o qual provocou redução ainda 

maior, diferindo significativamente tanto do controle quanto do óleo essencial de 

melaleuca (Figura 6).  

(a) (a) (b) 
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Figura 6- Probabilidade de sobrevivência de operárias de Apis mellifera africanizada 
após pulverização direta dos tratamentos. 

 

Fonte: Autoria própria (2022) 

 

Quando as abelhas ingeriram dieta contendo o óleo essencial de melaleuca 

este não interferiu na probabilidade de sobrevivência, ao contrário do observado 

quando as abelhas ingeriram a dieta contendo Fipronil. Este inseticida causa rápida 

redução na probabilidade de sobrevivência deste inseto (Figura 7).  

 

Figura 7-  Probabilidade de sobrevivência de operárias de Apis mellifera africanizada após 
ingestão dos tratamentos.  

 

Fonte: Autoria própria (2022) 

(a) (b) (c) 

(a) (a) (b) 
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O inseticida Fipronil interferiu na probabilidade de sobrevivência das 

operárias de A. mellifera africanizada em todos os métodos de exposição. O óleo 

essencial de melaleuca, por outro lado, interferiu na probabilidade de sobrevivência 

de A. mellifera apenas no método de pulverização direta sobre estas (Figura 8). 

 

Figura 8: Probabilidade de sobrevivência das operárias de Apis mellifera após serem 
submetidos aos tratamentos em diferentes exposições. 

 

Fonte: Autoria própria (2022) 

 

 3.2 Teste de deslocamento vertical (Voo) e Retomada de Voo (queda) 

 
Não foi possível utilizar os testes de deslocamento vertical e retomada de 

voo para as abelhas expostas ao Fipronil, pois em 24 horas, já não havia abelhas 

vivas. Por outro lado, as abelhas expostas ao óleo essencial de melaleuca 

continuaram vivas. Estas abelhas, quando em contato com o óleo essencial de 

melaleuca não tiveram a retomada de voo comprometida (Figura 9).  

As abelhas do grupo controle que foram submetidas ao teste retomada de 

voo oriundos da metodologia de pulverização indireta retomaram o voo no estrato V 

(voo direto a luz/não há queda Figura 4), as abelhas que foram submetidas a 

ingestão e as abelhas expostas a pulverização indireta de melaleuca tiveram a 

retomada de voo no estrato I (queda direto a base, sem retomada de voo Figura 4), 

as abelhas do controle oriundas do grupo pulverização direta, em média, retomaram 
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o voo no estrato IV (entre 70 e 105 cm). As abelhas oriundas do grupo da 

pulverização direta do óleo essencial de melaleuca retomaram o voo entre os 

estratos IV e V (entre 70 e 105 cm, e voo direto a luz Figura 4). As abelhas do grupo 

controle na alimentação retomaram o voo no estrato II (entre 1 e 35 cm). Já as 

abelhas que foram submetidas à alimentação com melaleuca tiveram a retomada de 

voo no estrato I (queda direto a base, sem retomada de voo Figura 4). 

 

 

No teste de deslocamento vertical as abelhas do controle, oriundas da 

metodologia pulverização indireta deslocaram-se entre os estratos IV e V (até a fonte 

luminosa e entre 70 e 105 cm), as abelhas tratadas com óleo essencial de melaleuca 

com o método de pulverização indireta deslocaram-se entre os estratos III e IV (entre 

35 e 70 e entre 70 e105 cm), as abelhas do controle oriundas de pulverização direta 

deslocaram-se entre os estratos III e IV, as abelhas tratadas com óleo essencial de 

melaleuca, oriundas da metodologia de pulverização direta deslocaram-se entre os 

estratos IV e V. Já as abelhas do controle alimentação em média deslocaram no 

estrato III (entre 35 e 70 cm) e as abelhas tratadas com óleo essencial de melaleuca 

na alimentação deslocaram-se ao estrato I (0 cm/não ocorreu o deslocamento). As 

Figura 9- Retomada de voo de Apis mellifera africanizada após tratamentos, comparações 
múltiplas de verossimilhança e qui-quadrado. 

 

Fonte: Autoria própria (2022) 
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abelhas expostas ao óleo essencial de melaleuca não apresentaram alteração no 

deslocamento vertical (Figura 10).  

 

 

Figura 10- Deslocamento vertical de Apis mellifera africanizada após tratamentos, 
comparações múltiplas de verossimilhança e qui quadrado. 

 

Fonte: Autoria própria (2022) 
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4 DISCUSSÃO 

  

As abelhas ao realizarem o processo de forrageamento coletam o pólen, néctar 

e resina, o que faz com que visitem diversas flores por dia, a fim de suprir suas 

necessidades e da colônia (IMPERATRIZ-FONSECA et al., 2012). No entanto, o 

mesmo ambiente que fornece alimento, pode prejudicar estes polinizadores. Pois os 

produtos contaminantes, estando sobre as plantas acabam por contaminar seu 

alimento e, consequentemente, prejudicam o desenvolvimento das abelhas 

operárias (TOMÉ et al., 2020).  

Estas abelhas podem ser contaminadas devido à ação sistêmica desses 

inseticidas, que são translocados para o pólen e para o néctar, principal alimento 

desses organismos (ABATI et al., 2021; BALBUENA et al., 2015). Além disso, o 

contato direto desses insetos durante a pulverização das culturas, aliado à 

persistência desses produtos no ambiente, contribui para a contaminação desses 

animais pelo contato com resíduos em exsudatos vegetais, solo e água. 

 Nesse sentido, em laboratório, o óleo essencial de Melaleuca alternifolia, 

através dos métodos de pulverização e no alimento não influenciou na probabilidade 

de sobrevivência de operárias de A. mellifera, assim sendo, este óleo age de forma 

seletiva para as abelhas. A forma seletiva de inseticida pode ocorrer de duas formas: 

fisiológica e ecológica. A seletividade fisiológica é a utilização de um inseticida com 

potencial mais tóxico para a praga do que para seus inimigos naturais ou 

polinizadores, ou seja, os Inimigos naturais ou polinizadores são mais tolerantes ao 

ingrediente ativo do que a praga (EMBRAPA ALGODÃO, 2008; GODOY et al., 2010; 

O'BRIEN, 1960). Já a seletividade ecológica procura técnicas de utilizar inseticidas, 

de forma que diminua a exposição do inimigo natural e/ou polinizadores, como a 

abelha, ao inseticida/agente de controle (ALIX et al., 2001; EMBRAPA ALGODÃO, 

2008; FREYMUELLER et al., 2019; RIPPER et al., 1951). Esta seletividade 

ecológica normalmente é possível por meio de aplicações com base no horário do 

dia. Neste caso aplica-se o inseticida/agente de controle na hora em que há menor 

presença de inimigos naturais ou polinizadores (MACIEL; BARBOSA; PREZOTO, 

2022). 
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Alguns óleos essenciais da família Myrtaceae, mesma família da melaleuca, 

mostraram-se promissores para o controle de insetos-praga (EBADOLLAHI; SENDI, 

2015; LOBO et al., 2019; PAVELA, 2015; REGNAULT-ROGER, 2012; STENGER et 

al., 2021), em contrapartida, com baixa persistência e baixa toxicidade a organismos 

não-alvo (PAVELA; BENELLI, 2016). Além disso, em doses reduzidas são eficientes 

em comparação aos produtos químicos (IZADI et al., 2012; ISMAN; GRIENEISEN, 

2014).  

Comparando a metodologia de pulverização direta e alimentação, a 

pulverização direta interferiu na probabilidade de sobrevivência das abelhas. 

Portanto, o óleo essencial de melaleuca pode ter causado repelência às abelhas A. 

mellifera, quando presente no alimento. O interesse de inseticidas botânicos como 

recurso natural tem sido estudado para detectar seu potencial ativo, podendo agir na 

forma de inseticida e/ou repelente aos insetos (ISMAN, 2016). 

Esse potencial de repelência também foi observado em Phlebotomus 

papatasi (Diptera: Psychodidae) quando testado o óleo essencial de Myrtus 

communis (Myrtaceae) na alimentação (YAGHOBI-ERSHADI et al., 2006). Da 

mesma forma, em Callosobruchus macullatus (Coleoptera: Bruchidae) o óleo 

essencial de Callistemon citrinus (Myrtaceae) além de causar repelência também 

agiu como inseticida via fumigação (ZANDI-SOHANI et al., 2013). O óleo de Eugenia 

uniflora (Myrtaceae) repele larvas e reduz a oviposição de Diaphania 

hyalinata (L.,1758) (Lepidoptera: Crambidae) (Lobo et al., 2019).  

O óleo essencial de E. uniflora (mesma família da melaleuca), utilizada na 

concentração de 0,75 %, causou toxicidade para o inimigo natural Cleruchoides 

noackae, da ordem Hymenoptera, mesma ordem das abelhas A. mellifera, 

ocasionando redução no potencial de parasitismo de ovos, além de reduzir a 

porcentagem de emergência dos adultos (STENGER et al., 2021). Por outro lado, no 

presente trabalho, este mesmo óleo, utilizado na mesma concentração não foi tóxico 

a A. mellifera quando em contado indireto ou presente na alimentação. 

A pulverização direta do óleo essencial interferiu na sobrevivência de 

operárias de A. melífera. Este óleo de melaleuca pode ter inibido as enzimas 

desintoxicantes, provocando a mortalidade das abelhas. Este efeito pode estar 

ligado ao comportamento de autolimpeza realizado pelas abelhas, as quais utilizam 

as pernas para limpar as antenas, olhos, glossa, mandíbula e asas (COUTO; 

COUTO, 2002). Durante tal comportamento as abelhas podem levar o óleo essencial 

https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/oviposition
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0261219421001630#bib34
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de melaleuca em contato com a glossa acabando por ingerir esse óleo e se intoxicar. 

Esse efeito (inibido as enzimas desintoxicantes) já é observado em estudos, onde 

apontam que está relacionado à monoterpenoides e sesquiterpenoides de óleos 

essenciais de plantas. Estes monoterpenoides e sesquiterpenoides, agem inibindo a 

atividade da enzima acetilcolinaesterase, como consequência de neurotoxicidade ou 

interação com um ou mais receptores no sistema nervoso do organismo (ISMAN; 

TAK, 2017). 

O óleo essencial de M. alternifolia contém os constituintes majoritários 

terpinen-4-ol (41,34%), γ-terpineno (19,19%) e α-terpineno (9,12%) (ZIMMERMANN; 

et al., 2021; SHELTON; et al., 2002). Encontra-se compostos lipofílicos, isto é, 

terpenos (mono e sesquiterpenos), os quais causam alterações fisiológicas e 

comportamentais nos insetos, onde reduziu a taxa de crescimento, aumentou o 

número de dias no desenvolvimento da fase pupa, diminuiu a reprodução, inibiu o 

consumo de alimentos (VIEGAS JÚNIOR, 2003).  

Abelhas A. mellifera, quando alimentadas com xarope de sacarose, 

contendo óleo de tomilho Thymus vulgaris (Lamiaceae), apresentaram resultado 

positivo de gene-chave de RNA.argonaute-2 e dicer-like, genes que expressam 

peptídeos antimicrobianos, indicativo de saúde das abelhas 

(PAREKH; DAUGHENBAUGH; FLENNIKEN, 2021). O óleo essencial de 

Lippia sidoides (Verbenaceae), adicionado na alimentação de A. mellifera, 

demostrou seletividade para esta abelha, mesmo sendo inseticida para diversos 

insetos (PINHEIRO; LUZ et al., 2019). 

Ninfas de 5º ínstar de Podisus nigrispinus (Hemiptera: Asopinae), após 

ingestão de Alabama argillacea Hübner (Lepidoptera: Noctuidae) tratada com o óleo 

essencial de melaleuca, apresentou alongamento das células digestivas e, depois de 

48 horas, apresentaram lise celular com liberação do material no lúmen (BRAGA; 

CRUZ et al., 2020). Este fato pode ter ocorrido durante a autolimpeza das abelhas 

tratadas com óleo essencial de melaleuca pulverizada diretamente, alterando as 

células digestivas e afetando a sobrevivência das mesmas.  

Em Pediculus humanus L. (Phthiraptera: Pediculidae) o óleo essencial de 

melaleuca foi efetivo, agindo na inibição de acetilcolinesterase (MILLS et al., 2010). 

O composto majoritário terpinen-4-ol do óleo essencial de melaleuca é eficiente no 

controle de Sitophilus zeamais L. (Coleoptera: Curculionidae), a mesma inibiu a 

atividade de três enzimas, glutationa S-transferase, carboxilesterase (enzimas 

https://www-webofscience.ez48.periodicos.capes.gov.br/wos/author/record/38991456
https://www-webofscience.ez48.periodicos.capes.gov.br/wos/author/record/4439351
https://www-webofscience.ez48.periodicos.capes.gov.br/wos/author/record/46871410
https://pt.wikipedia.org/wiki/Pediculus_humanus
https://pt.wikipedia.org/wiki/Pediculus_humanus
https://pt.wikipedia.org/wiki/Pediculus_humanus
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desintoxicantes) e acetilcolinesterase (enzima de condução nervosa), impedindo o 

transporte de hidrogênio e interferindo na síntese de energia na cadeia respiratória 

(LIAO et al., 2016). O óleo essencial de melaleuca tem sua propriedade inseticida 

comprovada sobre vários insetos quando pulverizado diretamente sobre estes 

(BRAGA; CRUZ et al., 2020). 

O voo é indispensável para as abelhas, é através dele que as operárias 

coletam alimento para sua sobrevivência (WITTER et al., 2014; BAIRD; TICHIT; 

GUIRAUD, 2020). Durante a coleta de alimento, as abelhas podem entrar em 

contato com diversas plantas contaminadas, mesmo que não causem a morte 

imediata, podem afetar a capacidade de orientação e, consequentemente, o voo 

(BAIRD; TICHIT; GUIRAUD, 2020; LIBARDONI et al., 2021; WITTER et al., 2014). 

As abelhas tratadas com óleo essencial de melaleuca, no presente trabalho, em 

diferentes metodologias de exposições, na análise múltipla, não tiveram o voo 

afetado. 

Nesse sentido, as abelhas quando expostas a inseticidas podem ter a 

capacidade de voo afetada, interferindo nas atividades da colônia, como ocorre 

quando entram em contato com os neonicotinoides (imidacloprid, deltametrina e 

semissintéticos: espinetoram). Estes foram testados em abelhas sem ferrão 

Nannotrigona aff. testaceicornis Lepeletier (Hymenoptera: Apidae) e reduziram a 

capacidade de locomoção e orientação de voo (MATOS et al., 2021). No entanto, 

alguns inseticidas botânicos, comparados com o inseticida sintético, causam menor 

efeito sobre os insetos, é o caso do óleo essencial de melaleuca comparado com o 

Fipronil testado no presente trabalho.  

Portanto, antes da aplicação de qualquer produto em áreas agrícolas deve-

se levar em conta fatores que podem interferir no modo de ação dos produtos. Entre 

os fatores destaca-se temperatura, umidade e concentração do produto. Isto reflete 

na concentração, dose em que as abelhas entraram em contato e os efeitos 

causados nestas. Para evitar a contaminação das abelhas com estes produtos é 

necessário observar as épocas e horários menos visitados pelas abelhas nestas 

áreas (VILLA; VIGHI et al., 2000; KUMAR et al., 2020). Outro fator importante é 

seguir as orientações de aplicações de substâncias com tempo residual diminuído, 

nestes casos as pulverizações devem ser baseadas no tempo residual para que isso 

não venha a afetar as abelhas (JOHANSEN E MAYER, 1990; PINHEIRO; FREITAS, 

2010). Entretanto, não há estas informações para inseticidas botânicos, como o óleo 

https://www-sciencedirect.ez48.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S2214574520300912?via%3Dihub#!
https://www-sciencedirect.ez48.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S2214574520300912?via%3Dihub#!
https://www-sciencedirect.ez48.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S2214574520300912?via%3Dihub#!
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essencial de melaleuca. Sendo este um campo que deve ser pesquisado para 

determinar a melhor época/período de pulverização deste. 

Recomenda-se a aplicação realizada ao entardecer para evitar o período de 

maior atividade polinizadora (JUNG et al., 2020). Além disso, os óleos essenciais 

possuem vantagens como: baixa persistência no ambiente devido à sua rápida 

degradação (REGNAULT-ROGER, 2012), o que também contribui para sua 

seletividade (MORENO et al., 2012).  

Ao utilizar a metodologia de aplicar o inseticida botânico, como o óleo 

essencial de melaleuca em horário de menor atividade dos polinizadores, reduz-se a 

probabilidade de contato direto das abelhas com este produto. Destacando que a 

pulverização direta deste óleo sobre A. mellifera é a metodologia que mais reduziu a 

probabilidade de sobrevivência dessas abelhas. O óleo essencial de melaleuca pode 

ser usado positivamente devido ao seu potencial como inseticida botânico para 

controlar insetos-praga, e por ser seletivo a A. mellifera, tanto na pulverização 

indireta quanto na metodologia de alimentação. A importância do óleo essencial de 

melaleuca ser seletivo às abelhas é devido ao papel em que estas desempenham na 

polinização, aumentando a produtividade agrícola e causando a manutenção dos 

agroecossistemas (IMPERATRIZ-FONSECA; NUNES-SILVA, 2010).  
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5 CONCLUSÃO 

 

 O óleo essencial de Melaleuca alternifolia não causou toxicidade a A. 

mellifera na metodologia de pulverização indireta e de alimentação. Por outro 

lado, este óleo na metodologia de aplicado por pulverização direta causou 

toxicidade em A. mellifera, reduzindo a probabilidade de sobrevivência dessas.  
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II AVALIAÇÃO DE TOXICIDADE DO ÓLEO ESSENCIAL DE Melaleuca 
alternifolia SOBRE O MODELO BIOLÓGICO Gallus gallus domesticus 

 

1 INTRODUÇÃO 

 

Os inseticidas são utilizados para controlar pragas na agricultura. Porém, 

quando usados por muito tempo ou em grandes quantidades, causam seleção de 

pragas resistentes, tornando necessário o desenvolvimento de outros tipos de 

inseticidas mais eficazes (BUENO et al., 2017). Dentre vários estudos procura-se 

meios naturais como os óleos essenciais para controlar essas pragas, sem 

prejudicar os organismos não-alvo. Fora isto, é necessário que este meio natural 

seja tão eficiente quanto outros inseticidas, e que este seja seguro aos organismos 

não-alvo. Um meio natural é o óleo essencial de Melaleuca alternifolia, família 

Myrtaceae. Este óleo contém substâncias voláteis, concentradas principalmente nas 

folhas, possuindo potencial antibactericida, antifúngico e inseticida, podendo ser 

utilizado como inseticida botânico (PAVIANI et al., 2019; GARCIA et al., 2009; 

CRUZ; PAIXÃO, 2021). 

Ao longo dos anos, estudos de toxicidade vêm sendo realizados, com o 

objetivo de encontrar substâncias que sejam tóxicas para pragas, e seletivas para 

demais espécies. No entanto, estas substâncias tóxicas, utilizadas para controlar 

pragas podem contaminar alimentos, causando efeitos negativos nos humanos. 

 Uma ferramenta para detectar os efeitos tóxicos destes componentes é o 

embrião de galinha Gallus gallus.  Estes embriões são de fácil acesso e baixo custo, 

bem como, apresentam curto prazo de desenvolvimento, (21 dias) para se 

desenvolver desde a fase inicial do embrião até a eclosão do pintinho. Além disso, 

os ovos são megalécitos, não necessitam do organismo materno para se 

desenvolver, possuem casca com micro poros para proteção externa do embrião e 

permitem a passagem de oxigênio através da mesma, possui vitelo com vitaminas e 

nutrientes necessárias ao longo do desenvolvimento até o nascimento (TAVERNARI; 

MENDES, 2009). G. gallus são amniota (envolvido por uma membrana amniótica). 

Além disso, o desenvolvimento inicial do embrião de G. gallus se assemelha ao de 

outros vertebrados (BELLAIRS; OSMOND, 2014). 
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Devido as características deste embrião, o mesmo é uma ferramenta 

utilizada como modelo biológico. Embora o estudo do óleo essencial de melaleuca 

seja realizado de diversos modos de aplicação, ainda é pouco estudado em relação 

aos efeitos que pode ocasionar em vertebrados. O inseticida (Ci 50 % de clorpirifós e 

5 % de cipermetrina) nos estágios iniciais do embrião impediu o desenvolvimento 

normal do tubo neural e ocasionou o dimorfismo crânio facial em G. gallus 

domesticus (SHARMA et al., 2019). Outro inseticida testado sobre estágios iniciais 

de embrião foi o Dicofol (Acaricida não sistêmico do grupo dos organoclorados), o 

qual afetou a sobrevivência de embriões de G. gallus domesticus, além disso, 

reduziu o teor de proteína e atividade da fosfatase do alcalina e glutamato piruvato 

transaminase, apresentando aumento significativo (NITU et al., 2012).  

O embrião de ave serve como modelo biológico e pode ser testado quanto 

as substâncias, afim de identificar possível toxicidade nesses organismos. Tendo em 

vista que os estágios iniciais de aves se assemelham com os de outros vertebrados, 

é possível identificar o potencial tóxico de um inseticida botânico e comparar o 

modelo animal com os seres humanos. Torna-se necessário elucidar se existe 

potencial tóxico e se este óleo essencial de melaleuca pode ou não causar danos ao 

desenvolvimento embrionário de G. gallus, comparando os resultados dos estágios 

iniciais com os de mamíferos. Diante deste cenário, objetivou-se analisar a 

toxicidade do óleo essencial de Melaleuca altenifolia, sobre o desenvolvimento 

embrionário do modelo biológico Gallus gallus domesticus.  

 

 

https://www-sciencedirect.ez48.periodicos.capes.gov.br/topics/neuroscience/chlorpyrifos
https://www-webofscience.ez48.periodicos.capes.gov.br/wos/author/record/14621754
https://www-webofscience.ez48.periodicos.capes.gov.br/wos/author/record/12889262
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2 MATERIAL E MÉTODOS 

 

O trabalho foi realizado na Universidade Tecnológica Federal do Paraná, 

Campus de Dois Vizinhos (UTFPR-DV), no Laboratório de Controle Biológico II 

(LABCON). Antes de iniciar os experimentos, o projeto foi à avaliação pela Comissão 

de Ética para o Uso de Animais – UTFPR (CEUA protocolo nº 2017-11). 

O óleo essencial de Melaleuca alternifolia (melaleuca) utilizado foi fornecido 

pela Universidade Tecnológica Federal do Paraná (UTFPR-DV). A concentração 

utilizada foi de 0,75 % com volume de 100 µL da solução por ovo. A solução do óleo 

essencial de melaleuca foi preparada em água destilada esterilizada contendo 

Tween 80® a 0,01 % (STENGER, 2021). Já os ovos fertilizados foram adquiridos de 

uma empresa do município de Dois Vizinhos - PR, a partir de matrizes pesadas da 

raça Coob de 36 a 40 semanas, e o peso dos ovos foi entre 60 e 65 gramas, os 

quais estavam em perfeito estado (sem trincas na casca). 

 

 2.1 Testes toxicológico em embrião de Gallus gallus domesticus 

 

Os ovos foram desinfetados com álcool etílico 70 %, embebido em papel 

toalha e, posteriormente, cada ovo foi identificado com marcação a lápis, de acordo 

com os grupos experimentais. O delineamento experimental consistiu em cinco 

grupos (Tabela 1), com 50 ovos em cada, totalizando 250 ovos. O experimento foi 

dividido em 5 (cinco) etapas com 10 (dez) ovos de cada grupo por etapa.   

 

Tabela 1 - Grupos experimentais com tratamentos para avaliação toxicológica de Melaleuca a 

G. gallus. 

Exposição Tratamentos Soluções 
Quan. 
Ovos 

Nenhuma T1 Controle Fechado - 50 

Pulverização 
externa 

 

T2 Veículo I 290 µL de solução de *Tween 80® a 0,01 %.  50 

T3 OE Melaleuca 
290 µL de solução de óleo essencial de 
melaleuca 0,75 % em Tween 80® a 0,01 %.  

50 

Injeção 
interna 

 

T4 Veículo II 100 µL de solução de *Tween 80® a 0,01 %. 50 

T5 OE Melaleuca 
100 µL de solução de óleo essencial de 
melaleuca 0,75% em Tween 80® a 0,01 %. 

50 

* co-emulsificador que dilui óleo em água 
Fonte: autoria própria (2020). 
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2.1.1 Método de exposição 

  

 Os embriões foram expostos aos tratamentos, no tempo E0 (tempo inicial, ou 

antes, de ser incubado). Com uma agulha (20 0,55 mm) foi feita uma perfuração 

na casca do ovo, na região onde localiza-se a câmara de ar (Figura 1), local que 

permite melhor dispersão dos agentes sobre o embrião (YAMAMOTO et al., 2012). 

Com uma seringa de insulina e uma agulha (13 0,38 mm), foram injetados cada 

um dos tratamentos (Tabela 1).  

 

Figura 1 - Representação esquemática do ovo de Gallus gallus. A: partes do ovo. B: 
Injeção do tratamento na câmara de ar do ovo de G. gallus. 

 

Fonte: Expedição Vida. 

 

Após a injeção, com os respectivos tratamentos, os ovos que foram 

perfurados foram selados com fita adesiva na extremidade em que foi feito o furo. Na 

sequência, foram posicionados na bandeja para incubação com a câmera de ar 

voltada para cima, e incubados por três dias em incubadora, sob temperatura 

controlada a 37,5 ° C, com umidade e ventilação constantes. 

 Para os tratamentos T2 e T3 (quatro e cinco) da Tabela 1, os ovos, foram 

preparados, um a um, em placa de Petri. Posteriormente, os tratamentos foram 

pulverizados sobre os ovos, no volume de 290 μL, com a utilização de um aerógrafo 

Pneumatic Sagyma®, interligado a uma bomba Tecnal® (TE-058) de pressão 

constante (1,2 kgf/cm) (Figura 2). O volume pulverizado sobre os ovos foi calculado 
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conforme a quantidade utilizada por hectare. Os demais procedimentos pós- 

pulverização foram os mesmos descritos anteriormente. 

 

 

2.1.2 Avaliações da frequência cardiaca  

 

 Após a incubação foi realizada uma abertura na casca do ovo, na região da 

câmara de ar, expondo o embrião para observar o coração e os batimentos 

cardíacos. A frequência dos batimentos cardíacos foi contabilizada durante 15 

segundos e multiplicado por 4, resultando nos batimentos cardíacos por minuto. Os 

embriões que possuíam batimentos cardíacos foram contabilizados como vivos e os 

embriões sem batimentos cardíacos contabilizados como mortos e, posteriormente, 

descartados. Os ovos com embriões vivos foram destinados à análise morfológica.  

 

2.1.3 Análise morfológica 

 

 Os embriões vivos, oriundos da etapa anterior (2.1.2), foram submetidos a 

eutanásia, processo que ocorre através do congelamento, seguindo as normas do 

Conselho Nacional de Controle da Experimentação Animal (CONCEA, 2013). Após a 

Figura 2- Aplicação de soluções nos ovos; A- injeção de solução no ovo; B- Pulverização 
externa no ovo. 

  

Fonte: Autoria própria (2022) 

A B 
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eutanásia, os embriões foram coletados para análise morfológica pela técnica de 

montagem total (adaptado de ORTOLANI-MACHADO et al., 2012).  

 Com o auxílio de pinça reta e tesoura ponta fina, o embrião foi removido do 

ovo e transferido para uma placa de Petri contendo solução salina, onde foram 

lavados para remoção e o excesso de vitelo. Em seguida um papel filtro retangular 

com um recorte em losango na região central foi encaixado sobre o embrião para 

mantê-lo distendido (Figura 3 A). Na sequência, uma solução fixadora de Carnoy 

(100 mL de ácido acético glacial com 300 mL de etanol 100 %) foi gotejada sobre o 

embrião. Os embriões então foram transferidos para cassete histológico para 

processamento histológico e fixados em Carnoy, por 2 horas, a temperatura 

ambiente, em frasco fechado (Figura 3 B). Depois, foram lavados em água destilada 

e colocados em álcool etílico 70 %, onde permaneceram por, no mínimo, 8 horas. 

 

Figura 3- coleta do embrião, (A) embrião alocado no cassete para recebimento de fixador, (B) 
embrião já na solução fixadora de Carnoy. 

  

Fonte: Autoria própria 

 

Os embriões foram colocados em água destilada para reidratação por 10 

minutos e expostos em solução corante Carmalúmen de Mayer, onde foram corados 

durante 48 horas. Após a coloração, estes foram desidratados em série crescente de 

álcool etílico (70%, 90% e 95% por 10 minutos em cada, 100% I e 100% II por 15 

minutos em cada) e diafanizados com dois banhos de Xilol (10 minutos em cada). 

Para a montagem das lâminas permanentes, foram utilizados o bálsamo do Canadá 

e lamínula. 

A B 
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 A análise e registro fotográfico foram realizados em estereomicroscópio 

Zeiss modelo S temi 305 transmitida pelo programa Zeiss 2.3 lit com câmera 

Axiocam ERc 5s. As más-formações (gastosquise, raquisquise lombar, falha na 

segmentação na mesoderme, hipotrofia caudal, separação em lambda entre outras) 

e estádios (fase do desenvolvimento em que o embrião se encontra) do embrião 

foram determinados de acordo com a descrição de (HAMBURGER; HAMILTON, 

1951) as análises foram feitas juntamente com uma especialista na área de 

embriologia. 

 

 2.2 Análise estatística 

 

Para os embriões de Gallus gallus foi levado em conta a contagem de 

batimentos cardíacos e com o software R Core Team (2021) foi extraído os 

resultados de média e variância. Com cinco variáveis distintas (controle fechado, 

Tween interno, melaleuca interna, Tween externo e melaleuca externa) para as 

variedades distintas. A análise de sobrevivência e má-formação como variáveis de 

sobrevivência, conduzida por modelo linear generalizado. Para a variável frequência 

cardíaca trabalhou-se modelos lineares generalizados. Por fim, como a variável 

estádio de desenvolvimento é qualitativa ordinal, optou-se por aplicar o teste não 

paramétrico de Kruskal- wallis. Caso se constate o efeito de tratamento, se aplica o 

método de Dunn (CORDER et al 2011). O modelo foi ajustado pelo método da 

máxima verossimilhança. Então foi aplicada análise de desviância (razão de 

verossimilhanças e teste de qui quadrado). Se o teste for significativo à 5%, conclui-

se que existe o efeito de algum dos tratamentos. 
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3 RESULTADOS  

 

3.1 Teste toxicológico do óleo essencial de Melaleuca alternifolia sobre 
embriões de Gallus gallus domesticus nos métodos de pulverização (externo) 
e injeção (interno) 

  

 O óleo essencial de melaleuca utilizado nas diferentes metodologias (por 

injeção e pulverização) não provocou alteração na viabilidade dos embriões de G. 

gallus (p = 0,7034) (Figura 4). 

 

Figura 4 – Viabilidade dos embriões de Gallus gallus domesticus quando testados com 
o óleo essencial de M. alternifolia nas diferentes metodologias (pulverização e injeção) 

 
T1 = Controle fechado; T2 = Pulverização externa Tween (veículo I); T3 = Pulverização 

externa óleo essencial de melaleuca; T4 = Injeção interna Tween (veívulo II); T5 = Injeção 
interna óleo essencial de melaleuca. 

Fonte: Autoria própria (2022) 

 

O tratamento T4 (injeção interna Tween) reduziu a probabilidade de 

sobrevivência de G. gallus quando comparado aos tratamentos T2 (Pulverização 

externa Tween), T1 (Controle fechado) e pulverização externa de melaleuca. 

Entretanto, não diferiu do T5 (Injeção interna óleo essencial de melaleuca) (p ≤ 0,01) 

(Figura 5). 
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Figura 5 – Probabilidade de sobrevivência dos embriões de G. gallus submetido aos 
tratamentos contendo Óleo essencial de M. alternifolia 

 
T1 = Controle Fechado; T2 = Pulverização externa Tween (veículo I); T3 = Pulverização 

externa óleo essencial de melaleuca; T4 = Injeção interna Tween (veívulo II); T5 = Injeção 
interna óleo essencial de melaleuca. 

Fonte: Autoria própria (2022) 

 

 O tratamento T2 (Pulverização externa Tween) reduziu a taxa de batimentos 

cardíacos de G. gallus quando comparado ao tratamento T4 (Injeção interna Tween). 

Não diferindo dos demais tratamentos (p ≤ 0,01) (Figura 6). 

 

Figura 6 – Taxa de batimentos cardíacos dos embriões de Gallus gallus domesticus 
submetido a tratamentos contendo Óleo essencial de M. alternifolia. 

 
T1 = Controle fechado; T2 = Pulverização externa Tween (veículo I); T3 = Pulverização 

externa óleo essencial de melaleuca; T4 = Injeção interna Tween (veívulo II); T5 = Injeção 
interna óleo essencial de melaleuca. (p < 0.01) 

Fonte: Autoria própria (2022) 



49 

 

 

O tratamentoT5 (injeção interna do óleo essencial de melaleuca) provocou 

aumento na probabilidade de má-formação embrionária em G. gallus quando 

comparado ao tratamento T2 (Pulverização externa Tween). Entretanto, não diferiu 

dos demais tratamentos (p < 0,49) (Figura 7). 

 

Figura 7 – Probabilidade de ocorrência de má-formação em embriões de Gallus gallus 
domesticus após tratamento com óleo essencial de Melaleuca alternifolia 

 
T1 = Controle fechado; T2 = Pulverização externa Tween (veículo I); T3 = Pulverização 

externa óleo essencial de melaleuca; T4 = Injeção interna Tween (veívulo II); T5 = Injeção 
interna óleo essencial de melaleuca. (p < 0.049) 

Fonte: Autoria própria (2022) 

  

 Os tratamentos, independentemente do método de aplicação, não 

interferiram nos estádios de desenvolvimento dos embriões de G. gallus (Tabela 2). 

Tabela 2 - Número de embriões por estádio de desenvolvimento e por grupo 
experimental 

Tratamentos 15 16 17 18 19 20 Média dos postos 

T1 - 02 16 16 04 - 77.60526a 

T2 - 03 10 17 06 - 87.29167a 

T3 - 01 09 11 01 01 80.04054a 

T4 01 01 11 14 01 - 74.17857a 

T5 - 01 10 23 02 - 90,13043a 

T1 = Controle fechado; T2 = Pulverização externa Tween (veículo I); T3 = Pulverização 
externa óleo essencial de melaleuca; T4 = Injeção interna Tween (veívulo II); T5 = Injeção 

interna óleo essencial de melaleuca. 

Fonte: Autoria própria (2023) 
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Os embriões de G. gallus submetidos aos tratamentos oriundos da 

metodologia de pulverização e injeção, apresentaram os estádios de 

desenvolvimento 15, 16, 17, 18 e 19. Na figura 8A observa-se o embrião de G. 

gallus no estádio 17, sem má-formação. Na Figura 8B verifica-se o embrião de G. 

gallus no estádio 18 sem má-formação e na Figura 8C o embrião de G. gallus no 

estádio 19 de desenvolvimento, sem má-formação.  

 

Figura 8 – Comparação de diferentes estádios dos embriões de G. gallus domesticus sem 
anomalias. (A) estádio 17 do embrião; (B) estádio 18 do embrião; (C) estádio 19 do embrião. 

   

Fonte: Autoria própria (2022) 

 

  

Ainda na análise dos embriões de G. gallus que receberam os tratamentos 

contendo óleo essencial de melaleuca, em diferentes metodologias, alguns embriões 

apresentaram anomalias, as quais estão representadas na Figura 9A, B, C, D, E e F. 

O embrião registrado na Figura 9A representa o estádio 18, é oriundo do T3 

(Pulverização externa óleo essencial de melaleuca) o qual apresentou gastrosquise. 

O embrião (Figura 9B) oriundo do T1 (controle fechado), está no estádio 17 e 

apresentou escoliose lombar. O embrião (Figura 9C) oriundo do T4 (injeção interna 

Tween) está no estádio 18 e apresentou má-formação generalizada. O embrião 

(Figura 9D) oriundo do T5 (injeção interna óleo essencial de melaleuca) está no 

estádio 17 e apresentou má-formação severa na região cefálica e raquisquise 

caudal. O embrião representado na Figura 9E é oriundo do T5 (injeção interna óleo 

essencial de melaleuca, estádio 17, apresentou atrofia caudal em seu 

desenvolvimento e o embrião (Figura 9F) oriundo do T5, estádio 18, apresentou 

A B C 
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raquisquise caudal. Esses não foram os únicos embriões com más-formações, 

outros embriões foram observados e registrados. 

 

Figura 9 – Comparação de diferente má-formações de G. gallus domesticus. (A) Embrião com 
gastrosquise; (B) Embrião com escoliose lombar; (C) Embrião com má formação generalizada; 
(D) Embrião com raquisquise, região cefálica com má formação severa; (E) Embrião com trofia 

caldal; (F) Embrião com raquisquise caudal. 

 

   

 

   

 

Fonte: Autoria própria (2022) 

 

 

  

A 

D 

B C 

E F 



52 

 

 

4 DISCUSSÃO 

  

Devido as semelhanças no desenvolvimento embrionário de G. gallus 

domesticus com seres humanos (SUTENDRA; MICHELAKIS, 2007; KAIN et al., 

2014), especialmente nas primeiras 48 horas de desenvolvimento (UMUR et 

al., 2012), os ovos desta ave vêm sendo amplamente utilizados permitindo 

extrapolar os resultados quanto aos riscos da exposição humana a agentes 

contaminantes (KAIN et al., 2014). Estes embriões são usados em testes de 

teratogenicidade e embriotoxicidade com produtos e poluentes químicos a fim de 

investigar os efeitos de diferentes produtos nos estágios iniciais da vida dos 

vertebrados (YAMAMOTO et al., 2012).   

Outro fator importante que torna viável o uso de ovos de G. gallus é seu 

baixo custo e facilidade de manejo, além de possuir um rápido desenvolvimento e, 

consequentemente, resultados em menor espaço de tempo (VANCAMP; DARRAS, 

2017; KOHL et al., 2019). Este embrião também é, frequentemente, preferido para 

estudos in vivo (ATAY et al., 2020). Além de ser utilizado nos últimos anos, em 

estudos envolvendo o comportamento de compostos químicos no desenvolvimento 

embrionário (UMUR et al., 2012, ERTEKIN et al., 2019; TURGUT et al., 2019).  

Verifica-se que é amplo o uso dos embriões de G. gallus para investigações 

de diferentes compostos, produtos químicos sintéticos e naturais, e comprovados em 

estudos anteriores por diversos pesquisadores, como Blokpoel; Hamilton (1989), 

Molina et al. (2006), Mckernan et al. (2009), Chaudury et al. (2017), Salvaggio et al. 

(2018), Ertekin et al. (2019), Bovolenta; Martinez-Morales (2019), Turgut et al. 

(2019), Atay et al. (2020), Gomes et al. (2020), Arcain et al. (2021), dentre outros. O 

presente estudo utilizou o modelo de embrião de G. gallus domesticus para analisar 

a toxicidade do óleo essencial de melaleuca sobre o seu desenvolvimento 

embrionário.  

O óleo essencial de melaleuca utilizado não afetou a viabilidade de G. gallus 

domesticus, a probabilidade de sobrevivência, a taxa de batimentos cardíacos e o 

estádio de desenvolvimento embrionário. Entretanto, provocou uma taxa maior de 

embriões com má-formação, quando este óleo foi injetado na câmara de ar. Quando 

pulverizado externamente, o óleo essencial de melaleuca não provocou alterações. 

Esta ausência de efeito negativo, quando o óleo foi pulverizado externamente, está 
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associado, muito provavelmente, com a proteção conferida pela casca do ovo de G. 

gallus. 

 A casca do ovo possui finalidade de proteger o embrião e garantir o seu 

desenvolvimento, é formada através da deposição de uma membrana calcária dura 

que possui propriedades isolantes (AMOS; RAHN, 1985; RAHMAN, 2015).  De modo 

que, para garantir as trocas gasosas, a casca do ovo contém microporos, que 

possibilitam a troca de oxigênio e dióxido de carbono entre embrião e ambiente 

externo (AMOS; RAHN, 1985; BLOKPOEL; HAMILTON, 1989; RAHMAN, 2015). 

Nesses microporos pode ocorrer a infiltração de microrganismos patogênicos, 

causando contaminação do ovo. O óleo essencial de melaleuca, pulverizado 

externamente nos ovos, não interferiu nas trocas dos gases, pois não provocou 

alteração nos parâmetros biológicos analisados. Ao mesmo tempo, este óleo pode 

ter auxiliado na proteção contra os microrganismos patogênicos que podem estar 

presentes na casca do ovo, uma vez que há trabalhos que já comprovaram este 

efeito.  

Neste sentido, os resultados encontrados no presente estudo, demonstram 

que há a possibilidade do tratamento contendo óleo essencial de melaleuca, quando 

pulverizado externamente ter sido benéfico para o desenvolvimento do embrião de 

G. gallus. Estudos anteriores relatam as propriedades antiviral (GAROZZO et al., 

2009), antimicótica (OLIVA et al., 2003; KUMAR, PS, 2020; LANTU XIONG, et al. 

2022), anti-inflamatória (HART et al., 2000; CALDEFIE-CHÉZET et al., 2006), 

antimicrobiana (CARSON;  RILEY, 1993; LIU et al., 2009; PEREIRA et al., 2014; 

BRUN et al., 2018; ZHANG et al., 2018; ELMI et al., 2019), anticancerígenas (LIU et 

al., 2009; BYAHATTI et al., 2018a; BYAHATTI et al., 2018b), inseticidas (LIAO et al., 

2016) e antioxidantes (ZHANG et al., 2018; SOUZA et al., 2019) do óleo essencial 

de melaleuca em diferentes organismos. Apesar de tantos benefícios o óleo 

essencial de melaleuca injetado no interior dos ovos de G. gallus domesticus, 

provocou má-formação embrionária. Neste mesmo sentido, o óleo mineral branco 

reduziu a eclosão de G. gallus e Larus delawarensis (gaivotas) além de reduzir o 

tempo de sobrevivência destes, quando injetado na gema (BLOKPOEL; HAMILTON, 

1989). 

A classe de surfactantes não iônicos Tweens vem sendo utilizada 

extensivamente nos últimos tempos, tanto pela indústria farmacêutica quanto em 

diversos ensaios toxicológicos. Seu amplo uso está relacionado a sua eficiência, 

https://www-webofscience.ez48.periodicos.capes.gov.br/wos/author/record/34338620
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sem alterar ou influenciar o meio utilizado de forma tóxica ou interagir com os 

ingredientes ativos (WANG et al., 2008). Tween20® e Tween80® possuem atividade 

inibitória na produção de espécies reativas de oxigênio (ERO) em leucócitos 

humanos e efeito estimulador na atividade de mieloperoxidase (MPO), nas 

concentrações normalmente utilizadas como solventes em testes experimentais 

(PÉREZ-ROSÉS et al., 2014). A MPO é uma enzima importante para o sistema 

imunológico humano, possui função antimicrobiana, atuando no combate a diversos 

patógenos invasores, além de participar da via bioquímica de produção de EROs 

(KOCH et al., 2021). Embora a MPO atue de forma importante no combate a 

patógenos e microrganismos causadores de doenças, sua produção de forma 

exagerada pode contribuir para o aumento de algumas doenças relacionadas a 

inflamações dos tecidos, através de danos provocados no DNA celular, até mesmo 

sem a ocorrência de uma infecção prévia (KOCH et al., 2021). 

 Normalmente as atividades antioxidantes e as ERO encontram-se em 

equilíbrio. Quando há desequilíbrio entre estes, ocorrendo aumento de EROs, ocorre 

o estresse oxidativo, que pode gerar efeitos deletérios no organismo dos seres 

humanos, podendo ocasionar lesões em nível de DNA celular, provocando 

alterações negativas no processo de formação de embriões. Logo a redução na 

produção de EROs é desejada (ANDRADE et al., 2010). Na dieta de ratos foram 

testados os efeitos do Tween 80® quanto ao tamanho e número de quilomícrons 

(CM) durante a absorção lipídica, o qual foi efetivo na absorção intestinal, no entanto 

em doses mais altas apresenta efeito tóxico ou irritante no sistema gastrointestinal 

(DHER, et al., 2003). O surfactante Tween 80® aumentou a taxa de oxidação geral e 

a dependência de temperatura no armazenamento da proteína IL-2 muteína (WEI 

WANG et al., 2008).  

Diante do exposto, pode-se observar que Tween 80® utilizado como veículo, 

injetado internamente na câmera de ar do ovo reduziu a sobrevivência dos embriões, 

além disso, elevou a taxa de batimentos cardíacos o que indica aumento na taxa 

metabólica dos embriões, provocando sua morte. No entanto, nos tratamentos com 

óleo essencial de melaleuca e Tween 80®, como tensoativo,pulverizado, pode ter 

beneficiado a atividade antioxidante e antimicrobiana, do óleo essencial de 

melaleuca, por melhorar a dispersão do mesmo. Ainda assim, novos estudos devem 

ser realizados para investigar outros efeitos em embriões de G. gallus domesticus.  
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Quando se estuda novos compostos, como é o caso do óleo essencial de 

melaleuca, com objetivo de inseticida botânico, testes dos efeitos sobre organismos 

não-alvo são fundamentais. Estes testes permitem a compreensão sobre os 

potenciais impactos toxicológicos e teratogênicos, facilitam a adoção ou não de 

determinado produto (VIEIRA et al., 2019). Nesse sentido, os embriões de G. gallus 

domesticus que receberam os tratamentos foram avaliados quanto a presença de 

má-formações. Os embriões de G. gallus oriundos de todos os tratamentos 

apresentaram as má-formações gastrosquise, escoliose lombar, má-formação 

generalizada, região cefálica com má-formação severa, atrofia caldal e raquisquise 

caudal.  

O cogumelo Ganoderma lucidum também ocasionou má-formação em 

embriões de G. gallus, os quais apresentaram gastrosquise, atrofia caudal, falha no 

desenvolvimento do telencéfalo, má-formação total (CRUZ et al., 2021).  

A gastrosquise é um defeito congênito que ocorre na parede abdominal, 

devido à ausência ou falha no fechamento da parede corporal ventral, assim, ocorre 

a formação de hérnias com possíveis protusões das vísceras abdominais através 

dessa abertura (ROCHA; DELGADO, 2007; SADLER; FELDKAMP, 2008). Apesar da 

possibilidade de correção desse defeito, a associação com outras comorbidades 

relacionadas podem levar a letalidade de embriões e recém-nascidos com essa 

condição (LAO et al., 2010). 

Outra má-formação encontrada nos embriões foi a escoliose, relacionados a 

falhas de rotação do tubo neural. É um sinal morfológico de assimetria corporal que 

pode acarretar em graves problemas de locomoção (GOMES et al., 

2020). Problemas com má-formação generalizada e/ou região cefálica com má-

formação severa são irreversíveis e letais aos embriões de G. gallus. Os inseticidas 

Marshal® e indoxacarbe causam alterações teratológicas (anomalias qualitativas, 

como microcefalia, hidrocefalia, inchaço edematoso, formação de hematoma, 

coloração corporal anormal, microftalmia, bico deformado, agnatia, micromelia, 

amelia, onfalocele e ectopia cardis) em embriões de G. gallus domesticus, sendo 

inseticidas que se monstraram nocivos ao desenvolvimento de embriões de aves e 

devem ser utilizados com cuidado (ABBAS et al., 2020; MATHUR et al., 2013).  

O cádmio afeta o desenvolvimento inicial de embriões de G. gallus, 

provocando alterações na região caudal, má-formações da região cefálica, 

principalmente no prosencéfalo, bem como, atrofia cardíaca, vesículas ópticas 
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anormais e formatos de fossas auditivas e falha no fechamento do tubo neural, ou 

ainda ausência de formação dessas estruturas (YAMAMOTO et al., 2012). O 

glutamato monossódico causa efeitos no desenvolvimento de embriões de G. gallus, 

resultando em deformidades congênitas de vários órgãos como cérebro (raquisquise 

e anencefalia), retardo de crescimento, morte embrionária, entre outros 

(ROONGRUANGCHAI et al., 2018). 

Entretanto, anormalidades congênitas podem ocorrer até mesmo em 

ambientes naturais, visto que podem não ter relação direta com o produto testado, 

que podem então, ser consideradas falhas inerentes ao desenvolvimento 

embrionário (YAMAMOTO et al., 2012; CRUZ et al., 2021). De acordo com vários 

estudos, de 2 a 3% dos recém-nascidos de seres humanos é detectado pelo menos 

um tipo de anomalia e 0,7% têm múltiplas anomalias severas, sendo que essa 

porcentagem dobra quando detectado anomalias durante os primeiros anos de vida. 

Isto pode estar associado entre a herança genética e o ambiente de 

desenvolvimento do embrião (NAZARI; MULLER, 2011).  Falhas no desenvolvimento 

embrionário podem ocorrer tanto nos modelos biológicos quanto no desenvolvimento 

de qualquer embrião.  

Várias características como o curto tempo de desenvolvimento, ovo 

megalécito, ausência do organismo materno para o desenvolvimento, entre outras 

características, fazem do embrião de G. gallus domesticus um excelente modelo 

biológico. Além disso, é possível avaliar os efeitos de agentes químicos ou 

biológicos sobre o desenvolvimento embrionário. Ainda os estágios iniciais podem 

ser comparados com os estágios iniciais de mamíferos.  

Ao utilizar a metodologia de pulverização externa do óleo essencial de 

melaleuca verificou-se ausência de efeito negativo nos embriões, no entanto deve-

se evitar a utilização deste óleo de forma interna, como injeção, o que, apesar de ser 

metodologia padrão para análise, dificilmente ocorrerá no ambiente. O óleo 

essencial de melaleuca se mostrou seguro para embriões de G. gallus quando 

pulverizado externamente, sendo este embrião, um modelo biológico adequado para 

os testes toxicológicos e teratogênicos de outros óleos essenciais.  
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5 CONCLUSÃO 

 

 O óleo essencial de Melaleuca alternifolia na pulverização externa não foi 

toxico ao modelo biológico, Gallus gallus domesticus. Por outro lado, este óleo, 

injetado na câmara de ar é teratogênico para os embriões de Gallus gallus 

domesticus aumentando a probabilidade de má-formações.  

 



58 

 

 

CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

 Com a ampliação de paisagens agrícolas e agroecossistemas há aumento da 

utilização de inseticidas. No entanto, a utilização inadequada desses inseticidas é 

prejudicial aos organismos não-alvo como a abelha (que exerce um papel 

fundamental como polinizadora) e aos vertebrados (organismos não-alvo). Dentre 

vários estudos em relação a inseticidas, muitos trabalhos apontam os efeitos 

negativos que estes causam sobre estes individuos, sejam eles, fatores fisiológicos 

ou comportamentais, de médio a longo prazo.  

 Há aumento nos estudos sobre inseticidas botânicos (extratos, óleos 

essenciais, dentre outros) e organismos não-alvo. Uma vez que estes podem 

substituir os inseticidas sintéticos tendo a mesma eficácia e causando menos 

impacto ao ambiente, porém, há ainda, uma lacuna no conhecimento sobre seus 

efeitos em vários organismos. 

 O óleo essencial de M. alternifolia age de forma seletiva para A. mellifera, 

desde que, a mesma não receba o tratamento de forma direta. Pode se utilizar o 

óleo essencial de M. alternifolia nos horários em que ocorre menor atividade de 

forrageamento desses insetos. Além disso, o óleo essencial de M. alternifolia  

aplicado por pulverização externa não apresenta toxicidade a embriões de Gallus 

gallus. Nesse sentido, pode ser considerado seguro para outros vertebrados. Mesmo 

assim, enfatiza-se a necessidade de estudos envolvendo concentrações diferentes 

deste óleo, testes em outros modelos biológicos ou análises como morfométricas, 

moleculares e bioquímicas sobre diferentes grupos de organismo. Também sugere-

se analisar o potencial deste óleo, bem como sua segurança, quando associado com 

outros métodos de controle. Neste sentido, os testes podem ser realizados sobre A. 

mellifera e G. gallus domesticus que se mostram bons modelos biológicos. 
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