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RESUMO

Dengue é uma doenca viral, transmitida pelo mosquito Aedes aegypti, além de ser o principal
vetor do virus da Chikungunya e da Zika. Nenhuma vacina foi validada pelo Anvisa, por
consequente, a forma de combate da proliferacdo do A. aegypti é através de controle vetorial.
Desta forma, existe a necessidade de desenvolvimento de novos produtos larvicidas e, uma das
alternativas, € utilizacdo de produtos naturais. Neste sentido, o presente trabalho possui o
objetivo de avaliar a acdo larvicida do das folhas secas da espécie Citrus latifolia (TANAKA)
frente as larvas do terceiro estado do mosquito A. aegypti, em condicdes de laboratério. O
bioensaio foi segui 0 World Health Organizations com modificagdes no recipiente teste e a
extracdo das folhas secas foi feita através de hidrodestilacdo em aparelho Clevenger. O estudo
concluiu que a espécie C. latifolia apresentou CLso = 197, 93 pug.mL™* frente a larvas L3 de A.

aegypti em 24 horas de exposi¢do, mostrando-se moderadamente ativo.

Palavras-Chave: Aedes aegypti; Citrus latifolia; 6leo essencial;



ABSTRACT

Dengue is a viral disease, transmitted by the Aedes aegypti mosquito, in addition to being the
main vector of the Chikungunya and Zika viruses. No vaccine has been validated by Anvisa,
therefore, the way to combat the proliferation of A. aegypti is through vector control. In this
way, there is a need to develop new larvicidal products and, one of the alternatives, is the use
of natural products. In this sense, the present work has the objective of evaluating the larvicidal
action of the dry leaves of the species Citrus latifolia (TANAKA) against the larvae of the
third state of the mosquito A. aegypti, under laboratory conditions. The bioassay was followed
by the World Health Organizations with modifications in the test container and the extraction
of the dry leaves was done through hydrodistillation in a Clevenger apparatus. The study
concluded that the species C. latifolia presented CLso = 197.93 pg.mL™ against A. aegypti L3

larvae in 24 hours of exposure, showing to be moderately active.

Keysword: Aedes aegypti; Citrus latifélia, essential oil
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1 INTRODUCAO

As doengas como dengue, chikungunya e zika, transmitidas pelo mosquito Aedes
aegypti*, afetam principalmente paises de clima tropical, onde as condi¢Ges ambientais, como
temperatura elevada e alta umidade, sdo ideais para a proliferacao desse vetor (NASCIMENTO
et al., 2022). Nesse contexto, Ferreira (2003) propde trés abordagens principais para definir as
doengas tropicais: a primeira enfatiza fatores ambientais, como temperatura e umidade; a
segunda correlaciona essas doencgas ao subdesenvolvimento; e a terceira combina ambos os
critérios, valorizando os aspectos geogréaficos regionais. Considerando esses elementos, pode-
se afirmar que a dengue €, de fato, uma doenca tropical, pois prolifera em maior escala em
regides quentes e Umidas. Isso reforca a necessidade urgente de estudos que explorem formas

eficazes de prevencéo e controle dessa epidemia, particularmente em paises tropicais.

A influéncia do clima na distribuicdo geografica do A. aegypti tem sido amplamente
documentada, com pesquisas indicando um impacto significativo de fatores meteorolégicos no
aumento da populacdo de mosquitos (SILVA et al., 2008). Além disso, a dengue se destaca
entre as doencas tropicais por ter se tornado um grave problema de satde publica em diversos
paises, incluindo o Brasil, onde cerca de 2,5 bilhGes de pessoas vivem em areas de risco de
transmissdo do virus. Para combater essa ameaca, o Ministério da Saude, por meio da
Secretaria de Vigilancia em Salde (SVS), é responsavel pela implementacdo de acbes de
vigilancia, prevencao e controle das doencas transmissiveis, desempenhando um papel central
na salde plblica brasileira (MINISTERIO DA SAUDE, 2005). Contudo, os desafios
permanecem, como evidenciado pelo boletim epidemioldgico de 2017, que relatou mais de
1.600.000 casos notificados de dengue e 863 dbitos confirmados, além de casos expressivos
de febre amarela e chikungunya (MINISTERIO DA SAUDE, 2016).

O comportamento alimentar do mosquito também desempenha um papel crucial na
disseminacéo dessas doencas. Apenas as fémeas de A. aegypti sdo hematdfagas, alimentando-
se de sangue para completar seu ciclo reprodutivo. Essa caracteristica, associada ao fato de que
os artropodes desse género possuem maior atividade diurna e preferem ambientes abertos,
torna o controle desse vetor um desafio continuo. Ao longo das décadas, inimeras abordagens
foram exploradas para reduzir a transmissdo de doencas transmitidas por mosquitos, desde
métodos naturais até intervencdes artificiais (STEFANI, 2009). Contudo, a auséncia de vacinas
ou quimioprofilaxias disponiveis para todas as doencas transmitidas por mosquitos ressalta a

importancia de se buscar novas estratégias de controle vetorial.
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O aumento da urbanizacao e as mudancas climaticas tém favorecido a proliferacdo do
A. aegypti, elevando a transmissédo de doencgas como dengue, chikungunya e zika. A capacidade
adaptativa do mosquito em ambientes urbanos tornou-se um fator critico de saude publica
(MINISTERIO DA SAUDE, 2019). Fatores como temperatura, umidade relativa do ar e
pluviosidade exercem influéncia direta na populacdo de mosquitos, sendo os altos indices de
chuva registrados, especialmente no primeiro semestre do ano, determinantes para 0 aumento
da proliferacdo do vetor (VIANA, 2010). Nesse cenério, estratégias de controle mais eficazes

e sustentaveis sdo necessarias.

Atualmente, o controle biol6gico do A. aegypti € realizado, em grande parte, por meio
do uso de inseticidas quimicos. No entanto, 0 aumento da resisténcia do mosquito a esses
produtos e os danos ambientais causados pelos pesticidas tém motivado a busca por
alternativas mais seguras e sustentaveis (MINISTERIO DA SAUDE, 2016). Nesse sentido, os
larvicidas derivados de produtos naturais vém ganhando relevancia devido & sua menor
toxicidade ao meio ambiente. Estudos sugerem que os 6leos essenciais de plantas possuem
propriedades larvicidas, inseticidas e repelentes, sendo promissores no combate ao A. aegypti
(GOVINDARAJAN, 2010). Compostos presentes nesses 6leos, como terpenos, alcoois e
aldeidos, sdo apontados como 0s principais responsaveis por sua atividade larvicida (LUCIA
et al., 2006).

Diante dessa perspectiva, o presente estudo visa avaliar o potencial larvicida do 6leo
essencial extraido das folhas de Citrus latifélia (TANAKA) sobre as larvas de terceiro estagio
de A. aegypti. Se comprovada a atividade bioldgica do extrato, ele pode representar uma
alternativa eficaz para o controle vetorial desse mosquito, contribuindo para a reducdo dos
impactos ambientais causados pelos inseticidas convencionais e abrindo novas possibilidades

para 0 manejo sustentavel dessa espécie.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL
Avaliar a atividade larvicida do 6leo essencial Citrus latifolia frente ao A. aegypti.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
» Determinar o rendimento da extracao do 6leo essencial.
» Auvaliar a atividade larvicida do 6leo essencial de Citrus latifélia em A. aegypti.

» Avaliar o mecanismo de acdo larvicida do 6leo essencial através de analises morfoldgica

das larvas.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1 TAXONOMIA VEGETAL
3.1.1. Familia

Borges (2012) aborda que a familia Rutaceae é formada por 160 géneros e mais de 2000
espeécies espalhadas por todo mundo. No Brasil, a familia é representada por aproximadamente
29 géneros e 182 espécies e cerca de 50 espécies sdo encontradas na Amazonia. Possuem uma
caracteristica importante no desenvolvimento de glandulas produtoras de dleo fortemente
aromatico, cujo papel ecoldgico, segundo Haberlandt (1928), é provavelmente de protegé-las
contra a acdo de predadores. O género Citrus, entretanto, se destaca dentro da familia pois sdo
cultivados por causa dos seus frutos e do seu valor nutricional (CARVALHO, 2010).

Calixto (2000) diz que o Citrus limon é utilizado como anti-inflamatdrio, bactericida,
antidepressivo, no tratamento de febre e tosse. J& Esperandim (2013), comprovou em seu estudo
in vitro que o Citrus medica possui acdo antialérgica em rinite alérgica sazonal. A partir dos 0s
Oleos essenciais da casca de seus frutos, Esperandim (2013) observou que possuiam
propriedades biologicas sedativa, atividade antibacteriana, se deve ao fato das atribuicdes a 3-

adrenérgica da p-sinefrina, um glicosideo encontrado em espécies de Citrus.

3.1.2. Género Citrus

O género citrus apresenta um conjunto de espécies em que sua taxonomia se torna bem
complexa. Por conta dessa complexidade, existem varios estudos para determinar a quantidade
de espécies que estariam relacionadas ao género. Dentre esses estudos, estaria a visao de
Swingle e Reece (1967) em que classificou o género Citrus em apenas quatro espécies, enquanto
que Engler 1931, propds 11 espécies para o género. Swingle que ndo considerava espécie 0s
hibridos. Tanaka, por sua vez, acreditava que esses hibridos eram espécies do género citrus, por
conta disso, ele propds 159 espécies.

O género citrus originou-se na regido sudeste do continente Asiatico, sendo um grupo de
plantas referente a familia Rutaceace, representado por laranjas (Citrus senensis), tangerinas
(Citrus reticulata), lim@es (Citrus limon e Citrus limonia), limas acidas, como tahiti (Citrus
aurantifolia), pomela (Citrus paradise).

Frost e Scoost (1968) destaca que maioria das cultivares de Citrus e dos géneros afins, tais
como Poncirus, Fortunella, Severinia, Microcitrus e Eremocitrus, sdo diploides, com nove

pares de cromossomos (2n = 18). Em citrus, também existem materiais triploides e tetraploides,
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0s quais, geralmente, apresentam meiose irregular com consequente comprometimento da

fertilidade dos 6vulos e/ou dos gréos de pdlen.

3.1.3. Espécie

A espécie Citrus latifélia Tanaka (limdo tahiti) é um fruto de origem tropical e seus
frutos sdo considerados precoces (IZUMI, 2012). De acordo com Leite (2010), a espécie é
cultivada tanto em argila como em terras de areia, ndo possuem sementes e sua producao
concentrada é entre janeiro e julho. Este trabalho abordara estudos envolvendo a espécie Citrus
latifélia.

A lima &cida Tahiti esta relacionada com a familia Rutaceae, subfamilia Aurantioideae,
tribo Citreae, subtribo Citrineae, género Citrus e espécie C. latifélia (LUCHETTI et al., 2003),
tendo possivelmente originado California, Estados Unidos, onde surgiram, a partir de sementes
de lim@o introduzidas do Tahiti, por volta de 1870. De acordo Machado (2004), a limeira Tahiti
é desenvolvida por meio de enxertia, pois apresenta vantagens na producao, na qualidade dos
seus frutos e, principalmente, na tolerancia das condi¢des adversas.

De acordo com Machado (2004), o sistema radicular do porta-enxerto € formado por
uma ou duas raizes pivotantes, de onde saem as raizes pioneiras. Das pioneiras, iniciam-se as
raizes fibrosas e destas, as raizes secundarias, que sdo flexiveis, maledveis, como as fibrosas.
As raizes fibrosas e raizes secundarias sao as responsaveis pelo processo de absorcdo de solucao
do solo. Junqueira (2009) relata que, a limeira Tahiti (Figura 1) pode chegar a quatro metros de
altura, essa espécie apresenta uma forma densa e robusta, suas folhas estdo sendo sempre

redistribuida, fazendo com que permanecam nas plantas por até 3 anos.

Figura 1- limeira Thaiti.

AR~

* Fonte: Viana (2009).

Além disso, sdo consideradas mesofiticas, produzidas no campo cerrado, contudo

possuem caracteristicas xeromorficas por viverem em regibes com pouca agua, sem atividade
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estomatica na parte adaxial das folhas, com uma camada de cera e em muita agua ocorre 0
murchamento de suas folhas maduras (GUARDIOLA, 1992).

Os frutos da lima Tahiti sdo grandes, ovais, alongados ou levemente elipticos e,
praticamente com auséncia de semente (FIGURA 02). Essa auséncia de sementes ocorre porque
a lima Tahiti se tratar de um hibrido triploide (3n = 27), do qual o pdlen e o 6vulo ndo séo
viaveis, formando, assim, frutos partenocérpicos (MATTOS JUNIOR et al, 2005).

Figura 2 - Fruto de Citrus latifélia (TANAKA).

Fonte: Lorenzi et al. (2006).

Segundo Coelho (1993), os frutos pesam, em média, 70 a 100 g. De acordo com Barboza
(2007), a lima Tahiti é a de maior precocidade, apresentando uma producao significativa, ja a
partir do terceiro ano, todavia, é a partir do quinto em diante € que comeca a expressar
rendimentos econémicos.

A lima Tahiti gosta de solos mais arraigados e bem drenados, por ndo suportarem
excesso de umidade, porém adapta-se bem as diversas formas de solo (MATOS JUNIOR et al,
2005). A lima acida é rica em vitamina C, &cido félico, niacina e piridoxina, além de possuir,
em sua constituicdo, compostos fendlicos, entre outros compostos bioativos, 0 que caracteriza

o0 grande interesse de diferentes grupos de pesquisa (CARVALHO, 2008).

3.2 ATIVIDADE BIOLOGICA DO GENERO CITRUS LATIFOLIA (TANAKA)

Alguns estudos destacam o género Citrus latifolia (tanaka) possue diversas propriedades
bioldgicas como, por exemplo, ac¢éo inseticida, antimicrobiana, antioxidante e na reducdo do
fluxo menstrual.

Canzi (2018) em seu estudo, avaliou os perfis de diferentes flavonoides presente no suco

de lim&o Tahiti (Citrus latifolia) e seus os efeitos durante o periodo menstrual, além da atividade
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de inibicdo enzimaética de ciclo-oxigenases 1 e 2. Ainda segundo o autor, os frutos de citros
apresentam diferentes perfis de flavonoides em diferente concentragdo, sendo as flavanonas,
flavonas e flavonais as principais classes

Os flavonoides glicosilados s@o responsaveis pelo sabor tipico de citros. Os compostos
de rutinoses, como hesperidina, narirutina e didimina, em limdo e também na lima &cida, séo
majoritarias e consideradas sem gosto. Enquanto que na toranja os neohesperidoses, como
naringina, neohesperidina e neoeriocitrina, sdo atribuidos o gosto amargo (KHAN et al., 2014).

Viana (2010) analisou na sua dissertacdo a acdo antioxidante de sucos de lima acida
(Citrus latifélia), na qual foram obtidos por cultivo convencional e orgénico biodinamico,
integrais e apds sua clarificacdo por processos com membrana de microfiltracdo. Para isso, a
autora utilizou a membrana tubular de polietersulfona (0,3 pug.m), a pressdes de 0,5; 1,0 e 2,0
Bar, para estabelecer a melhor na clarificacdo dos sucos, na qual foram realizados anélises

fisicas, quimicas, instrumentais, microbioldgicas, atividade antioxidante e polifendis totais.

3.3 COMPOSICAO QUIMICA

Alguns frutos citricos como acerola, laranja e limdo apresentam concentracdes elevadas
de &cido ascoérbico, enquanto em morango, amora e acai predominam determinados grupos de
flavondides como as antocianinas, flavondis e flavonas (CORDENUNSI et al., entretanto, 0s
compostos fendlicos sdo potentes antioxidantes, podendo agir como redutores de oxigénio
singleto, atuando nas reacdes de oxidacdo lipidica (ALMEIDA et al., 2006). Por outro lado, sdo
essenciais na fisiologia e metabolismo celular, estando envolvidos em varias funcdes nas
plantas, tais como propriedades sensoriais (cor, aroma, sabor e adstringéncia), estrutura,
polinizacdo e resisténcia as pragas, processos germinativos da semente pds-colheita, bem como
crescimento, desenvolvimento e reproducdo (BARBERAN e ESPIN, 2001).

No suco do limdo tahiti apresenta um alto teor de acido ascorbico (Figura 3) e

flavonoides totais e um baixo teor de fendlicos totais.

Figura 3 - Acido Ascorbico.
HO

: O
HO Q

HO OH

Fonte: Ciéncia Central (2004).
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De acordo com Estevam (2016), o suco dos frutos de C. aurantium exibiu também atividade
antimicrobiana in vitro e, pela presenca da p-sinefrina (Figura 5), produziu reducdo do consumo de

alimento e do ganho de massa corporal e reduziu a presséo portal em ratos.

Figura 4 - Estrutura da p-sinefrina.
OH H

CH4

HO
Fonte: Estevam (2007).

Além do suco da lima Tabhiti, estudos indicam que estrutura quimica dos 6leos essenciais
¢ composta por elementos principais como o carbono, oxigénio e hidrogénio, em que torna
dificil a classifica¢do quimica, sdo formados por uma mistura de diferentes moléculas organicas,
como: hidrocarbonetos, alcoois, ésteres, aldeidos, cetonas, fendis e outras. A grande maioria é
constituido de derivados fenilpropandides ou de terpendides. Os terpendides constituem uma
grande variedade de substancias vegetais, sendo esse termo empregado para designar todas as
substancias cuja origem Biosintética deriva de unidades do isopreno. Os compostos terpénicos
mais freqlientes nos dleos volateis sdo os monoterpenos (90 % dos 6leos) e 0s sesquiterpenos
(KNAAK, 2010).

Pesquisas relatam que existem mais de 150 compostos encontrados em 6leos essenciais
de citricos (GOMES, 2011). No liméao tahiti, por sua vez, sdo encontradas no 6leo 40 compostos
tendo como principal componente aromatico o limoneno, representando até 50% da sua
composic¢do (FONSECA, 2007). O limoneno € um monoterpeno que ocorre em duas formas
opticamente ativas, L- e D. No 6leo essencial de citrus, 0 D-limoneno esta presente em maior
proporcao. Esse monoterpeno é classificado como um metabdlito secundario, cuja funcéo pode
ser ecologica, promovendo defesas contra herbivoros e patdgenos e possui atividade
antibacteriana (KUMMER et al., 2013).

3.4 LARVICIDA
Os extratos de plantas aromaticas sdo usados pelos homens desde a antiguidade, uma
pratica que existe até hoje, com mais de 2000 espécies de plantas conhecidas por suas

propriedades inseticidas (VIEGAS, 2003). Pesquisas apontam gque compostos com alta
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bioatividade contra insetos podem ser encontrados em dleos essenciais, flavonas e compostos
fendlicos.

Arruda e outros autores (2003), analisaram a toxicidade do extrato bruto etanolico da
casca de Magonia pubescens em larvas de Aedes aegypti e concluiram que esse extrato
apresentou alteracBes, principalmente, no intestino médio do inseto. E nessas alteracoes,
incluiram que a destruicdo total ou parcial das células, alta vacuolizacdo citoplasmatica,
aumento do espaco subperitrofico e hipertrofia das células.

3.5 MORFOLOGIA DO AEDES AEGYPTI

Pertence ao género Aedes (Diptera: Culicidae), o mosquito Aedes aegypti (Figura 5) é
natural da Africa, viviam em maior abundancia nas florestas se alimentando de roedores e
animais selvagens. Entretanto, com o crescimento populacional, seguido de migracdes, a
espécie tornou-se doméstica. Por conta disso, 0 mosquito é considerado como domeéstico,

antropofilico e com atividade hematofagica diurna (BRAGA et al, 2007).

Figura 5 - Aedes aegypti

Fonte: CPT (2012).
O mosquito A. aegypti é desenvolvido através de metamorfose completa e seu ciclo de
vida possui quatro fases: ovo, larva (quatro estagios larvais), pupa e adultos (Figura 6). Os ovos
sdo postos nas paredes de depositos artificiais de agua limpa (criadouros) e possuem alta

resisténcia (FUNASA, 2002). E nesta fase que o mosquito é mais resistente.
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Figura 6 - Ciclo do Aedes aegypti
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Fonte: Santos et al. (2015).

Na fase larval corresponde ao estagio da alimentacdo e do crescimento. Durante a fase
das larvas compreende quatro estagios evolutivos de seu desenvolvimento, na qual vai
aumentando de tamanho, até a formacdo da pupa. Sob condi¢bes 6timas, o periodo entre a
eclosdo do ovo e a pupacdo ndo excede cinco dias (FUNASA, 2001). Nessa fase, as larvas
emergem apds a embriogénese dos ovos e passam por quatro estadios larvais denominados L1,
L2, L3 e L4 caracterizados pelo desprendimento do exoesqueleto, fendmeno conhecido como
ecdise (BECKER et al., 2010).

A fase da larval em transformacdo do adulto corresponde a fase de pupa. As pupas ndo
se alimentam, e possui duracdo de dois a trés dias. O estagio adulto do vetor representa a fase
reprodutiva do inseto. O mosquito, apresenta coloracdo escura com faixas brancas nas bases
dos segmentos tarsais. As fémeas se alimentam de sangue com maior regularidade, pois ha
repasto essencial para fornecer proteinas ao desenvolvimento dos ovos (FUNASA, 2002). Na
natureza o A. aegypti dura de 30 a 35 dias (FUNASA, 2002).

O A. aegypti é o principal vetor da Dengue, além de transmitir o virus da Chikungunya
e da Zika. A dengue é a arbovirose de maior ocorréncia no mundo, sendo endémica em todos
0s continentes, exceto a Europa. Estudos apontam que cerca de dois tercos da populacéo
mundial vivem em éareas infestadas com mosquito Aedes aegypti, onde circulam algum dos
quatro sorotipos do virus, em alguns casos, simultaneamente. A forma hemorragica da doenca

surgiu nas Ameéricas em 1981, trinta anos depois de seu aparecimento na Asia, e tem mostrado
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uma crescente ocorréncia (TAUIL, 2002). O A. aegypti tem sofrido uma adaptacéo a diferentes
situacBes ambientais desfavoraveis (TAUIL, 2002).

3.4.1 Larvas

O A. aegypti possui larvas exclusivamente aquaticas e, geralmente, sdo localizadas em
ambientes com volume de agua rasa e ambientes com pouca ou nenhuma movimentacao de
agua como piscinas rasa, margens de riachos protegidos, pantanos ou recipiente criados pelos
homens (LAIRD, 1998). As larvas aquéaticas possuem mecanismos de adaptacdo com a
finalidade de atingir equilibrio i6nico em relacdo com seu ecétopo natural. (SOUZA et al.,
2019). Alem dos oOrgdos de regulacdo de ions, as larvas, possuem quatro papilas anais
(FIGURA 7), localizadas na extremidade inferior do corpo, sdo responsaveis pelo equilibrio
osmotico (CONSOLI et al., 1994). Essas estruturas absorvem ions a partir de uma solugédo
bastante diluida para que no momento da eclosdo, a larva jovem fique completamente adaptada
ao ambiente aquatico e apta para respirar o oxigénio atmosférico e usar as particulas em

suspensdo aquosa para ingestdo de alimentos (CHRISTOPHERS, 1960, pag. 739).

Figura 7- a) Papilas anais e b) Sifdo respiratorio

Fonte: autora.

O sifdo respiratorio (Figura 7) é o ultimo segmento abdominal localizado no lobo anal,
é um drgao com formato cilindrico tendo como principal funcdo regulamentar as trocas gasosas
entre 0 ambiente aquatico e a superficie (CONSOLI et al., 1994).

As larvas de A. aegypti apresentam um aspecto vermiforme e com a coloragdo
esbranquicada possuindo um corpo dividido em cabega, torax e abdémen (FIGURA 8). Sendo
0 térax e a cabeca mais esféricos, enquanto o abddmen apresenta um formato alongado
dividindo-se em nove tagmas semicilindricos (SOUZA et al., 2019).

Figura 8 - Larvas de A. aegypti nos estadios L3 e L4.
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Fonte: Max Mallman (2014)

As larvas apresentam cerca de 222 pares de cerdas, alocadas de maneira simétrica que
estdo distribuidas ao longo do corpo (CONSOLI et al., 1994).

O tubo digestério (Figura 9) é dividido em estomodeu (intestino anterior), meséntero
(intestino médio) e proctodeu (intestino posterior). Sendo revestido por uma unica camada de
células epiteliais apoiadas em uma membrana basal e circundado por fibras musculares
estriadas, longitudinais e circulares com a funcdo de realizar e controlar os movimentos
peristalticos (CHAPMAN 1985, pag. 180).

Figura 9 - Tubo digestorio.
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Fonte: Santos et al (2015).

O estomodeu, possui embrionaria ectodérmica é constituido por células achatadas,
revestido internamente por uma bainha cuticular, e ndo participa dos processos de secrecédo e
absorcdo (BARRETO et al., 2006). O proctodeu, também de origem embrionaria ectodérmica,
é revestido internamente por uma bainha cuticular fina e permeavel, e é subdividido piloro,
ileo, coldn e reto (CHAPMAN, 1985).

O meséntero tem como principal funcéo a pelo produzir e secretar as enzimas e também
absorcdo de nutrientes. Além disso, apresenta uma matriz peritrofica acelular, fina,

transparente e semipermeavel (VALOTTO et al., 2014).
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3.6 EDUCACAO EM QUIMICA PARA A SAUDE E MEIO AMBIENTE

O mosquito da dengue, conhecido cientificamente com Aedes Aegypti, € um vetor que
se reproduz nos recipientes acumuladores de agua, encontrados facilmente nas ruas e nos lixos
das cidades (MALICK et al., 2017) e é o vetor de doencas com dengue, Zika virus e
Chikungunyao.

E preciso ter um olhar orgénico a respeito da educacdo ambiental em satde. Carvalho
(2004) identifica que a educacdo ambiental e em saude contribui para a formacdo de um
individuo ecoldgico, capaz de promover valores e atitudes na vida individual e coletiva,
repensando o seu modo de vida e resinificando a relagdo homem e sociedade. Desta forma, as
acOes de prevencdo mais eficientes sdo fundamentais para que as pessoas tenham
conhecimento sobre como combater o Aedes aegypti. Portanto, sdo necessarias acOes
educativas nas escolas publicas para ajudar na conscientizagcdo de adolescentes e jovens,
potenciais multiplicadores nas suas comunidades (IRIGOYEN et al, 2019).

Outra forma de aplicabilidade é abordar o 6leo essencial no ensino de funcéo organica
para os alunos do terceiro ano do ensino médio. Ou abordar conteldos sobre forcgas
intermoleculares e a solubilidade a respeito dos 6leos essenciais. Nesse aspecto, a fracao
coletada é uma mistura na qual a baixa polaridade, solubilidade e densidade dos constituintes
dos Gleos essenciais, atestam as caracteristicas hidrofobicas, o sistema heterogéneo e a fase

sobrenadante ao destilado, respectivamente.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 COLETA DO MATERIAL VEGETAL

O material vegetal (folhas) foi coletado da espécie Citrus latifélia para a obtencdo do
extrato. A coleta do material vegetal (folhas) ocorreu na Av. Henrique Galucio, Bairro Santa
Rita, no de Macapé -AP, no més de outubro de 2022.

A coleta do material vegetal (folhas) foi realizada nas primeiras horas da manha e
posteriormente o material vegetal sera encaminhado ao Laboratorio de Quimica Analitica da
Universidade Federal do Amapa (UNIFAP) para secagem por 7 dias e extrato das folhas.

4.2 OBTENQAO DO OLEO ESSENCIAL DE CITRUS LATIFOLIA

Os oOleos essenciais presente nas folhas dos Citrus latifélia fordo extraidos por
hidrodestilacdo em aparelho Clevenger a 100 °C durante duas horas (FARMACOPEIA
BRASILEIRA, 2010), armazenados em frascos &mbar e refrigerados a -4 °C ao abrigo da luz.
4.4 AVALIACAO DA ATIVIDADE BIOCIDA EM A. AEGYPTI

4.4.1 Avaliacdo da atividade larvicida

As larvas de A. aegypti utilizadas nos bioensaios foram provenientes da col6nia mantida
no insetario do Laboratério de Entomologia Médica do Instituto de Pesquisa Cientificas e
Tecnoldgicas do Estado do Amapa. Os ensaios bioldgicos foram conduzidos em sala (3m x
4m) com condicBes climaticas controladas: temperatura de 25 + 2°C, umidade relativa do ar de
75 + 5%, fotoperiodo de 12 horas. A metodologia seguiu o protocolo padrdo da World Health
Organizations (2005) com modificagdo no recipiente teste.

Um teste foi conduzido nas concentragdes de 500, 250, 125, 62.5, 31.25 pg.mL™* em
100 mL solucdo aquosa de 6leo essencial a 5% de DMSO com 25 larvas de A. aegypti para
avaliara susceptibilidade das larvas ao 6leo essencial. O controle positivo foi uma solucao
aquosa a 5% de surfactante e como controle negativo foi utilizado BTI comercial em solucao
aquosa na concentragdo de 0,37 pg.mL™,

Os testes foram realizados em triplicatas e durante o experimento a temperatura média
da agua foi de 25 °C. Apo0s 24 e 48 horas de exposicao, foram contabilizadas as larvas mortas,
sendo consideradas como tais todas aquelas incapazes de alcancar a superficie. Para os controles
positivos em gque a mortalidade ultrapassava 20%, o bioensaio foi repetido, 0 que apresentavam
mortalidade entre 5 e 20% foram corrigidos atraves da formula de Abbot (Equacdo 1)
(CONSOLI; OLIVEIRA, 1994).


https://biorg1.wixsite.com/biorg
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((%M7— %Mc)X 100)
(100— %M¢)

%Mortalidade =

1)

Em que:
%MT = Percentual de Mortalidade no Teste;

%MC = Percentual de Mortalidade no Controle.

7.4.2 Analise Morfologica por Microscopia de Luz

Larvas tratadas nas maiores concentracGes de cada nanoemulsdo foram fixadas em
formalina a 10%, analisadas através de Microscopia de Luz modelo BX41 (Olympus) e
fotografada em camera modelo MDCE 5C de acordo com Botas et al. (2017).

4.5 ANALISE ESTATISTICA

‘Os resultados foram tabelados em média e desvio padrdo de mortalidade. Os dados
foram tratados no software SPSS (Statistical Package for the Social Science) para determinar a
concentracéo letal que mata 50% e 90% da populacdo amostral de larvas de A. aegyti, CLso €
CLoo. A magnitude dos tratamentos foi avaliada através de Analise de Variancia One-way. O

limite probabilistico de erro empregado foi equivalente a 5%.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 EXTRACAO DO OLEO ESSENCIAL DE CITRUS LATIFOLIA

Observou-se que o rendimento do 6leo essencial extraido nas condi¢cdes ambiente por
meio de hidrodestilagédo em aparelho Clevenger a 100 °C foi de 0,86 £+ 0,07 % (m/m), obtido
com a duracdo de 2 horas e um volume de 6leo essencial igual a 2 mL, atribuindo-se a este
valor o teor de méaximo de dleo extraido das folhas secas Citrus latifolia.

Os autores Santos et al. (2005) atingiram rendimentos de extracao de 7,93% por meio
de hidrodestilacdo (m/m) na extracdo supercritica das amostras de Citrus latifélia (tanaka),
enquanto Estevam et al. (2016), por outro lado, obtiveram rendimentos de extragdo por
hidrodestilacdo de 0,8% para as folhas frescas de Citrus latifolia (Tanaka).

Analisando outra espécie de citrus afim de fazer uma comparacdo de volume, Gilson et
al. (2013), que estudou o 6leo de do Citrus sinensis L.Osbeck, obtiveram um rendimento de
volume igual a 3,20 mL. Sousa et al. (2019) conseguiram um rendimento de 47 mL para Citrus
x limon (L.) Osbeck, 2,3 mL para Citrus sp (L. tanja) e 1,8 mL para Citrus x aurantiifolia,
também via hidrodestilacdo. Esses resultados demonstram que o rendimento encontrado neste
estudo esta de acordo com o reportado na literatura cientifica.

A semelhanca quimica dos dleos essenciais de varias espécies de citrus predomina pelo
monoterpeno limoneno (BOZKURT et al., 2017). Cassini (2015), analisou a proporcéo dos
componentes do 6leo extraido pela casca de Citrus latifélia via hidrodestilacdo apos pre-
tratamento enzimatico e observou aumento nos percentuais de alguns compostos, de alguns
compostos, sendo que a maioria oxigenados, como a-terpineno, a-terpinoleno, terpinen-4-ol,
aterpineol, nerol e geraniol. Para a autora, esse aumento esté relacionado pela maior ou menor
solubilidade destes compostos em liquidos polares. Por ndo haver interferéncia direta das
enzimas sobre 0s componentes do 6leo, visto que elas agem apenas rompendo a parede celular
das glandulas oleiferas durante o pré-tratamento enzimatico, o rompimento pode ter permitido
maior difusdo dos compostos de maior polaridade em relacdo aos de menor polaridade para a
solugdo, implicando no aumento da percentagem de compostos oxigenados apds a

hidrodestilacao.
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5.2 ANALISE DE ATIVIDADE LARVICIDA DO OLEO ESSENCIAL DE CITRUS
LATIFOLIA

A atividade larvicida do o6leo essencial extraido das folhas secas da espécie Citrus
latifolia foi testada em seis concentragdes diferentes: 500, 250, 125, 62.5, 31.25 pg.mL ™ e mais
a solucdo de controle. Sendo que os testes foram realizados em triplicata, como mostra na
figura 01.

O numero de larvas Aedes aegypti utilizadas no bioensaio foram de 25 para cada
concentracdo. Os dados sobre o nimero de larvas vivas e de larvas mortas foram encontrados
através de uma média das trés repeticdes para cada uma das seis concentragdes testadas.

Figura 10 - Concentracdes em Triplicatas.
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Fonte: Autora

No primeiro contato com o 6leo essencial de Citrus latifélia, as larvas do Aedes aegypti
que estavam em concentragdo de 500 pg.mL* apresentaram movimentos acelerados, tremores
e movimentos lentos, mesmo quando eram estimulados artificialmente, indicando acdo no
sistema nervoso central.

Oleos essenciais atuam no mecanismo a inibicdo da enzima acetilcolinesterase (AChE)
que esta presente no sistema nervoso de vertebrados e invertebrados. De acordo com
Charpentier (2001) as esséncias atuam, principalmente, no sitio esterasico, na qual forma uma
espécie de complexo enzima-inibidor (Figura 11) influenciando na estabilidade em relacéo a

estrutura quimica do inseticida.

Figura 11 - Reacgdo de hidrolise da acetilcolina pela acetilcolinesterase.
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A acetilcolinesterase (AChE) possui a funcédo de hidrolisar a acetilcolina, ocasionando
a formacdo do acido acético e colina. A acetilcolina atua como mediador quimico e é
responsével pela passagem dos impulsos nervosos nas sinapses dos neurdnios colinérgicos do
aumento do nivel de acetilcolina nas sinapses, provocando a paralisia e a morte do inseto
(JOKANOVIC, 2018).

Borges (2004) ao trabalhar com diflubenzuron, observou que, ap6s 6 horas, ficaram
ndo se moviam mesmo que estimulando. De acordo com Mellon et al (1984) os inseticidas que
apresentam diflubenzuron funcionam como inibidores da sintese de quitina durante o estagio
larval. Por ser a fase mais suscetivel por passar pela mudanca do exoesqueleto, as larvas séo
incapazes de descartar a extvia o que ocasiona a morte por ruptura da nova cuticula.

Garcez et al (2013, pag. 372) relatam que ha, com base na literatura, quatro flavonoides
bioativos (Figura 12) na familia Rutaceae e possuem grande potencial larvicidade com CLsg
entre 0,08 e 0,47 pg.mL?

Figura 12 - Flavonoides com atividade larvicida

Ho. Mg
J\)/@/O 0"
> ] \E?/%‘)
HO 0
OH OH O
HO

HO

OCH,

OCH3 O

meliternatina

Clso -0, 47

poncirina

ClLso -0,10 pg.mL-

]% \,;g‘ naringina

OH
I-iO ©/
rhoifolina
CLso -0,08 pg.mL-

HO

ClLso -0,12 pg.mL-

Fonte: Garcez et al. (2013)

Além dos flavonoides, Garcez et al (2013), analisou que os limonoides (Figura 13)
tambeém possuem acdo larvicidade frente ao mosquito Aedes aegypti. Os limonoides formam

um anel furano atraves da oxidacdo da cadeia (GARCEZ et al., 2013). Além disso, ha varios
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processos oxidativos que pode ocorrer como epoxidacdo de ligagdes duplas e rearranjos
moleculares do tipo Baeyer-Villiger.

Figura 13 - Limonoides com atividade larvicida
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Fonte: Garcez et al. (2013)

De acordo com a tabela 01 é possivel observar que a partir da concentracdo de 125
ug.mL o 6leo passa a provocar a morte das larvas apresentando a mortalidade de 21.3 +6,1¢
24,0 +4 e 24,0 +4 , matando em média duas larvas. Enquanto que 500 pg.mL™* o mesmo se
mostrou totalmente letal as larvas, em que a mortalidade foi de 100% das 25 larvas testadas.

Os resultados demonstraram que o 6leo essencial das folhas secas de Citrus latifdlia se

mostrou parcialmente ativo, pois apresentou CLso < 200 ng.mL™? em 24 e 48 horas de

exposicdo. Aedes aegypti, também foram encontrados OE’s com potencial larvicida.
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Tabela 1 - Anélise da atividade larvicida do 6leo essencial de Citrus latifolia em 24 e 48 horas

de exposicao.

Concentraqé_o 24 horas 48 horas
(ng.mL™) Mortalidade (%) Mortalidade (%)
500 100+0°% 100+0?
250 60+82 08,7+23¢
125 21.3+6,1° 240+ 4°
31.25 0+0°¢ 00+0°
Controle Negativo 0x0°¢ 00+0°¢
Controle Positivo 100+ 0,0 100+ 0,0
197,93 150,88
CLso (ng.mLt)
(162,69 — 237,55) (130,16 — 176,16)
370,53 219,60
CLoo (ng.mL1)
(296,26 — 567,33) (185,69 — 315,88)
v 1,826 0,577

Médias aritméticas na mesma coluna com letras diferentes sdo estatisticamente distintas para Anova Dois
Critérios (p-valor = 0,005 e F = 29,76).

Segundo Kiran et al. (2006), compostos com CLse<100 pg.mL™? possuem efeito
larvicida significativos. Por outro lado, Cheng et al. (2003) abordam que a atividade larvicida
dos dleos essenciais € ativa quando a CLso<100 pg.mL™, inativa para CLso>100 pg.mL™ e
altamente ativa quando a CLso< 50 pg.mL1. Mais detalhadamente, Komalamisra et al., (2005)
consideram potencias larvicidas derivadas de produtos naturais com CLso< 50 ug.mL* como
ativo, 50 pg.mL< CLso<100 pg.mL? moderado, 100 pg.mL? < CLso<750 pg.mL™? como
efeito e CLso>75 pg.mL™ como inativo.

Os resultados demonstraram que o 6leo essencial das folhas secas de Citrus latifolia se

mostrou parcialmente ativo, pois apresentou CLsp < 200 pg.mL™ em 24 e 48 horas de

exposicdo. Ao observar os dados na literatura e a comparar com a Tabela 01, o 6leo de Citrus
latifolia extraidos das folhas secas sdo considerados ativos, biologicamente, frente as larvas do

terceiro estagio de Aedes aegypti.
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Gilson et al. (2013), em sua dissertacdo, analisou o potencial larvicida das espécie
citrus sinensis L.Osbeck e do padrdo de d-Limoneno, também utilizou em seu estudo seis
concentragdes. Obteve o resulta de 100% na concentragdo de 150 pg.mL™?, enquanto em que
seu padrao testado, foi superior em uma concentragdo em relacéo a do 6Gleo.

Oliveira et al (2021) observou que o 6leo essencial Citrus reticulata nas concentragdes
de 12,5, 25, 50 e 100 pg/mL resultou em 10,2, 25,1, 51,7 e 85,3% de larvas mortas,
respectivamente e em 150 pg/mL garantiram 100% de mortalidade. Para fundamentar a
pesquisa, os autores utilizaram o estudo de Dias et al (2014, pag. p. 567) na qual aborda que
quanto mais elevada for a concentracao de limoneno maior sera o efeito inseticida e larvicida.

Lahlou (2004) afirma que, a atividade bioldgica de 6leos essenciais esta diretamente
relacionada com a composicdo quimica presente. Analisando a relacéo entre a composicéo e a
atividade, o autor ressalta que estdo diretamente interligadas, pois a atividade biol6égica pode
ser atribuida tanto a seus componentes majoritarios, quanto a componentes presentes em menor
concentracdo, contribuindo para a toxidade total do dleo testado.

Segundo Rattan (2010), os 6leos essenciais e seus constituintes perturbam o equilibrio
enddcrino afetando, assim, os processos bioquimicos das larvas. Desta forma, podem ser
neurotdxicos ou atuando como reguladores de crescimento de inseto, interrompendo o
processo de morfogénese. O modo de ac¢do neurotdxica apresenta sintomas, em artropodes,
como hiperatividade seguido por hiperexcitacdo, levando rapidamente a queda e a
imobilizacao.

Furtado et al. (2005), ao realizarem estudos da ac¢do larvicida com éleos envolvendo
limoneno, linalol e eugenol frente as larvas do Aedes aegypti, comprovaram que esses
compostos apresentaram melhores atividade larvicida comparado aos padrdes testados
isoladamente. Desta forma, estudos com composicdo quimica contendo terpénicos, alcoois e
aldeidos nos 6leos essenciais sdo 0s principais responsaveis pela atividade inseticida ou
larvicida frente ao mosquito Aedes aegypti (LUCIA et al. (2006)).

Estudos contra o Aedes aegypti evidenciam que 0os componentes terpénicos, alcoois e
aldeidos dos 6leos essenciais sdo 0s principais responsaveis pela atividade inseticida ou
larvicida (LUCIA et al., 2007, pag. 295).

Estevam et al.(2016) apresenta, com base na literatura cientifica, compostos quimicos
com os seguintes percentuais do 6leo essencial das folhas frescas de C. latifélia, indicando
Limoneno (46,3%) e Nerol (10,0%) como constituintes majoritarios. Os autores também citam
a presenca de cariofileno, carvona, citronelal e terpienol como constituintes minoritarios do

o0leo essencial da espécie. Desse modo pode-se supor que a atividade larvicida do 6leo essencial
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de C. latifolia pode ser resultado da acdo do composto majoritario ou agdo sinérgica dos
constituintes fitoquimicos da planta.
5.3 ANALISE MORFOLOGICA DE LARVAS DE AEDES AEGYPTI

Na analise morfologica das larvas de Aedes aegypti ndo foi possivel encontrar
alteracOes na cabeca, abdémen e sifdo de das larvas tratadas com 6leo essencial das folhas
secas de Citrus latifélia em comparacdo com o controle apresentado na mostra na figura 14.

Figura 14 - Andlise de morfoldgica do abdémen de larvas do 3 estagio de Aedes aegyti em
contato com 0leo essencial de Citrus latifélia (B) e com controle positivo (A) 48 horas apds
ensaio larvicida.

B)

Fonte: autora

Entretanto, na Figura 06 é possivel perceber deformacdo morfolégica e acimulo de

hemolinfa na papila anal de larvas tratadas com o 6leo essencial de Citrus latif6lia.

Figura 15 - Analise de morfol6gica do sifdo de papila anal de larvas do 3 estagio de Aedes
aegypti em contato com 0leo essencial de Citrus latifélia (B) e com controle positivo (A) 48
horas apds ensaio larvicida.

Fonte: autora

As quatro papilas anais que circundam o anus tém grande importancia na adaptacéo das
larvas as condicOes de salinidade do ambiente. Essas papilas consistem em expansdes da



32

superficie do corpo, possuindo limen continuo com a hemocele e influéncia no processo de
osmorregulacdo (WIGGLESWORTH, 1933). Mosquitos de 4gua salobra usualmente possuem
papilas anais muito reduzidas. As papilas anais (que surgem de uma extensdo do segmento
terminal) igualmente contribuem tal manutencdo osmotica absorvendo ions do meio aquoso
externo, como Na* e CI" (; LEE et. al., 2017). Neste sentido, foi observado que as quatro papilas
anais foram deformadas devido as alteracdes do meio com a presenca do 6leo essencial em
solucéo.

O estudo de Valotto et al (2010), destacou a extrusdo da matriz peritréfica apos seis
horas de tratamento mostrou 0 mecanismo de defesa das larvas de A. aegypti com a eliminagéo
de todo o alimento para evitar a intoxicagao.

Gomes (2020) descreveu que, ao utilizar piper cubeba I.(piperaceae) ap6s o tratamento
dee (-)- hinoquinina, ocorreu alteracGes em larvas de A. aegypti no torax, abdémen e papila
anal. Além disso, autora destaca que essas as alteracBes afetam toda a integridade dos
individuos em relacdo ao controle negativo DMSO.

Na figua 7 ocorre a perda de céluas ectodérmicas (cuticulas), nas regides como torax e

0 abddmen

A Figura 7 Térax e o abdémen de larvas tratadas com 6leo essencial em comparacgao
com o controle.

Fonte: autora

Nos insetos em geral, a digestdo e a absor¢do de alimentos ocorrem no trato digestorio.
Este 6rgdo, por outro lado, é dividido em trés regides como: intestino anterior (1A), também

chamado de estomodeu; o intestino médio (IM), chamado de meséntero; e intestino posterior
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(IP), chamado de proctodeu. Sendo que estes trés Orgdos sdo de origem ectodérmica
(CHAPMAN, 1985). De origem ectodérmica, as células epiteliais do IA e IP secretam
constantemente uma camada cuticular ndo esclerotizada composta principalmente por quitina,
um polissacarideo que possui uma cadeia de polimeros alongada de N-acetilglicosamina
(FERREIRA, 2005).

Borges (2004) observou que o diflubenzuron frente ao Aedes aegypti, as larvas
apresentavam alteraces morfologicas nas 3 regides do trato digestdrio. Segundo a autora, o
diflubenzuron interfere na sintese de reabsorcdo da quintina, na fisiologia do processo de muda
e no sistema nervoso da larva. Influenciando assim o seu desenvolvimento.

Panbangred et al. (1979), que tiveram resultados similares ao estudo de Borges,
detectaram que os primeiros sinais de infec¢do da larva foram a perda da atividade normal e
uma letargia. As larvas mortas ficaram pretas e 0 meio de cultura mais transparentes que as do
grupo controle. Os autores analisaram que quando larvas de A. aegypti foram expostas a varias
dosagens de B. thuringiensis, descobriu-se que quanto maior o numero de bactérias
adicionadas, mais cedo as larvas morram. Os autores notaram o escurecimento das larvas,
como foi o caso de Oliveira et al. (2021) na qual trabalhou com 6leo essencial Citrus reticulata.

Nesse sentindo, é possivel concluir que a mortalidade das larvas em contato com 6leo
essencial de C. latifolia é resultado da acdo no sistema de regulacdo osmotica e no
comprometimento da atividade normal de mobilidade e locomo¢do com a perda de células

epiteliais.
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6 CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste estudo mostraram que o Gleo essencial de C. latifolia
apresentou uma moderada atividade larvicida contra as larvas de Aedes aegypti, com uma
CL50 de 197,93 pg.mL-1 em 24 horas de exposi¢do. A atividade larvicida observada esta
relacionada ao comprometimento da regulacdo osmética das larvas e a perda de mobilidade,

sugerindo um mecanismo de ag&o eficaz.

Apesar da eficacia moderada, esses achados destacam o potencial do uso de produtos
naturais no controle da populacdo de Aedes aegypti especialmente por sua menor agressividade
ao meio ambiente em comparagdo aos inseticidas sintéticos. O uso de alternativas menos
prejudiciais ao ecossistema é crucial, principalmente em &reas equatoriais, onde esse mosquito

representa um grande problema de satde publica.

A pesquisa reforca a necessidade de novos estudos que explorem técnicas
nanobiotecnoldgicas para otimizar a eficicia de substancias naturais no controle do mosquito,
além de abrir caminhos para o desenvolvimento de solu¢cdes mais seguras e sustentaveis.
Assim, o estudo cumpre seu papel de sugerir novas abordagens para o combate ao Aedes

aegypti, com menores impactos ambientais e riscos a satide humana.
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