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Resumo

Neste estudo, investigou-se a atividade larvicida dos 6leos essenciais (OEs) extraidos dos
epicarpos dos frutos de Citrus aurantium (laranja da terra) e Citrus aurantifolia (lima acida)
em larvas de mosquito Aedes aegypti. Os OEs foram obtidos por hidrodestilacdo. A avaliagédo
da toxicidade dos OEs foi realizada por meio de bioensaio com Artemia salina Leach, enquanto
a atividade larvicida contra Aedes aegypti foi posteriormente investigada. Analises estatisticas
foram conduzidas utilizando o método Probit. Os resultados indicaram que as concentracdes
letais de 50% (CL50) para o ensaio de toxicidade foram de 251,2 mg L-1 para Citrus aurantium
e Citrus aurantifolia, sugerindo a atoxicidade desses OEs. Na avaliagéo da atividade larvicida,
observou-se uma mortalidade significativa das larvas de Aedes aegypti em concentracdes de
10-100 mg L-1. As CL50 foram quantificadas em 38,2 mg L-1 e 41,7 mg L-1 para Citrus
aurantium e Citrus aurantifolia, respectivamente. Estes resultados destacam o potencial dos
OEs avaliados como agentes larvicidas contra Aedes aegypti, 0 que pode contribuir para
estratégias de controle dessa espécie de mosquito vetor de doencas tropicais, como a dengue.

Palavras-chave: Artemia; Larvae; Aedes aegypti.
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Abstract

This study investigated the larvicidal activity of essential oils (EOs) extracted from the epicarps
of Citrus aurantium (bitter orange) and Citrus aurantifolia (lime) fruits against Aedes aegypti
larvae. The toxicity assessment of the EOs was conducted through bioassay with Artemia salina
Leach, while the larvicidal activity against Aedes aegypti was subsequently investigated.
Statistical analyses were performed using the Probit method.

The results indicated that the 50% lethal concentrations (LC50) for the toxicity assay were
251.2 mg L-1 for both Citrus aurantium and Citrus aurantifolia, suggesting the non-toxicity of
these EOs. In the evaluation of larvicidal activity, significant mortality of Aedes aegypti larvae
was observed at concentrations of 10-100 mg L-1. The LC50 values were quantified at 38.2 mg
L-1and 41.7 mg L-1 for Citrus aurantium and Citrus aurantifolia, respectively. These findings
highlight the potential of the evaluated EOs as larvicidal agents against Aedes aegypti, which
may contribute to strategies for controlling this species of mosquito vector of tropical diseases
such as dengue.

Key words: Artemia; Larvae; Aedes aegypti.
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l. CONSIDERACOES INICIAIS

Esse documento de Dissertacdo de Mestrado foi elaborado na forma de Artigo
Cientifico, o qual foi submetido ao periddico Ciéncia e Natura (Qualis Capes A3) no ano de
2024,

As metodologias e experimentos utilizados neste estudo foram realizados por
Alexandre Nava Fabri, com auxilio da equipe do Laboratério de Pesquisa e Aplicacio de Oleos
Essenciais (LOEPAV/UFMA) da Universidade Federal do Maranhdo (UFMA), durante o
desenvolvimento da sua dissertacdo de mestrado Programa de Pds-Graduacdo em
Desenvolvimento e Meio Ambiente (PRODEMA) da Universidade Federal do Maranhdo. No
artigo, é apresentada e discutida a atividade larvicida dos 6leos essenciais obtidos a partir dos
epicarpos dos frutos de Citrus aurantium L. e Citrus aurantifolia frente as larvas do vetor Aedes
aegypti, como uma alternativa sustentavel, economicamente viavel e ambientalmente correta,
guando comparada aos tradicionais inseticidas.

Somada a essas I. Considerag@es Iniciais e 1I. FUNDAMENTACAO TEORICA,
este documento segue com o Ill. Capitulo 1, constando, na integra, o artigo cientifico
submetido, seguido das IVV. Consideracgdes Finais, e as Referéncias e Anexos
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1. INTRODUCAO

O mosquito Aedes aegypti € um vetor de arboviroses de grande importancia
epidemioldgica, apresentando grande abrangéncia geogréafica e tendo a sua distribuicdo e
expansdo influenciada por diversos fatores, como falta de saneamento basico, aumento
da ocupacdo urbana, auséncia de infraestrutura urbana, armazenamento inadequado de
agua, disposicao inadequada de residuos sélidos, entre outros (Moyses & Bonatti, 2021).

Arboviroses sdo consideradas doencas infecciosas de grande impacto na saude
publica, especialmente em paises em desenvolvimento, e 0 seu monitoramento tem sido
constante nas Ameéricas e demais regibes tropicais do planeta, com énfase em casos de
Dengue, Chikungunya, Febre Amarela e Zika. A presenca dessas doengas no Brasil, um
pais onde a Dengue é considerada endémica, representa um grande desafio para a satde
publica, ja que ainda ndo existem vacinas ou tratamentos antivirais especificos (Viana et
al., 2018). Dessa forma, 0s programas nacionais de controle de arboviroses concentram
suas atividades nas acdes de controle do vetor, a fim de reduzir os casos de infec¢do no
pais (Chang et al., 2011).

Neste sentido, plantas de diversas espécies tém sido usadas ao longo da historia
no controle bioldgico de vetores, sendo fontes de componentes biologicamente ativos,
usados na producao de produtos naturais, drogas e remédios (Simdes et al. 2017). Além
disso, a grande necessidade de novos produtos larvicidas, assim como a busca por
alternativas no controle de mosquitos, em especial as de origem natural, sustentavel. ndo
poluente e que ndo apresentem riscos as outras espécies, tem levado a experimentacdo de
espécies vegetais que apresentem constituintes com potencial larvicida, pupicida, ovicida
ou repelente para vetores de arboviroses (Shaalan et al., 2005; Nerio et al., 2009; Pavela,
2015; Kishore et al., 2011; Ghosh et al., 2012).

Coincidentemente, muitas espécies vegetais cultivadas para consumo humano
apresentam propriedades bioativas com potencial farmacoldgico, podendo ser usadas em
pesquisas bioprospectivas. E o caso das espécies Citrus aurantium L. e Citrus aurantifolia
Swingle, conhecidas popularmente como Laranja-da-Terra e Lima Acida. Usadas na
alimentacdo e medicina tradicional das comunidades do Maranhdo, as espécies
apresentam consideravel producdo de 6leos essenciais, caracteristica comum na familia
das ruticeas, em especial o género Citrus, onde outras especies comprovadamente
apresentaram potenciais larvicidas, farmacoldgicos, antioxidantes e antimicrobianos
(Alsaadawi et al., 1985; Akhlaghi et al., 2011; Craske et al., 2005; Enejoh et al., 2019;
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Jain et al., 2020; Lagha-Benamrouche & Madani, 2013; Lin et al., 2019; Suntaret al.,
2018; Tundis et al., 2012). Dessa forma, o presente estudo visa avaliar a atividade
larvicida dos 6leos essenciais obtidos a partir do epicarpo dos frutos de Citrus aurantium

L. e Citrus aurantifolia Swingle, frente as larvas de Aedes aegypti.

1.1 Justificativa

A falta de planejamento urbano e o desenvolvimento desordenado de bairros de
periferia nas cidades brasileiras, em especial no Estado do Maranhao, trouxe uma série
de problemas estruturais, de aplicagdo dos servicos de saneamento bésico e,
consequentemente, de salde publica. Alguns exemplos sdo a auséncia de rede de
esgotamento, levando ao direcionamento dos efluentes para os corpos hidricos; descarte
inadequado de residuos sélidos, que promovem o surgimento de vetores de doencas
infecciosas; falta de rede de abastecimento de &gua potével, que leva os moradores a
realizarem armazenamento inadequado dos recursos hidricos; baixa escolaridade, falta de
acesso a informacéo e desconhecimento acerca das arboviroses.

Aliado a estes fatores, ha a presenca do mosquito Aedes aegypti, transmissor de
doencgas infecciosas como Dengue, Chikungunya, Febre Amarela e Zika, que se beneficia
destas condicOes para procriar e se estabelecer nestes ambientes. A presenca humana,
juntamente as condi¢des sdcio-ambientais das cidades e comunidades brasileiras, garante
as condi¢cOes necessarias para que as arboviroses permanecam como um problema de
salde publica a nivel nacional, sendo de suma importancia o combate aos vetores das
doencas, através do uso de substancias larvicidas, ovicidas, pupicidas ou repelentes, para
barrar 0 avanco destas doencas.

As plantas das espécies Citrus aurantium (laranja da terra) e Citrus aurantifolia
Swingle (Lima Acida) s&o tradicionalmente cultivadas pela populagdo maranhense, que
vé nas mesmas fontes de alimento e remeédios da medicina popular, o que despertou
atencdo para a elaboragéo do presente estudo. Caso comprovada a atividade larvicida dos
Oleos essenciais dos epicarpos dos frutos destas espécies, existirdo opcles viaveis e
acessiveis dos pontos de vista ambiental e econémico para 0 combate da expansao das
infeccdes transmitidas por Aedes aegypti, através da interrupgéo do ciclo de vida do vetor,

impedindo o surgimento de novos casos.
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1.2 OBJETIVOS

Objetivo Geral

e Avaliar a atividade larvicida dos 6leos essenciais obtidos a partir do epicarpo
dos frutos de Citrus aurantium L. e Citrus aurantifolia Swingle sobre as larvas
de Aedes aegypti, para combate e controle deste vetor de arboviroses de grande

importancia epidemioldgica em regides tropicais do planeta.

Objetivos Especificos

e Verificar o efeito dos 6leos essenciais obtidos a partir dos frutos de Citrus
aurantium L. e Citrus aurantifolia Swingle sobre a mortalidade das larvas de
Aedes aegypti;

e Quantificar a concentracdo letal 50% para acdo larvicida dos 6leos essenciais
dos frutos de Citrus aurantium L. e Citrus aurantifolia Swingle frente Aedes
aegypti;

o Classificar o perfil de toxicidade dos 6leos essenciais dos frutos de Citrus
aurantium L. e Citrus aurantifolia Swingle por letalidade frente Artemia salina

Leach.

2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 O poder das plantas

As plantas possuem papel fundamental para a vida no planeta e estdo presentes
tanto no mundo natural, onde constituem a base da teia alimentar, atuam como produtoras
oxigénio, capturam gas carbonico e estruturam habitats, quanto no meio artificial, onde
sdo subsidio para as industrias alimenticias, farmacéuticas, téxteis, além de atuarem em
composi¢des paisagisticas e contribuem para a qualidade de vida humana de diversas
formas (Malik, 2021). Mais de 300.000 espécies de plantas ja foram catalogadas, muitas
delas se tornando parte de cadeias de produgdo, sendo utilizadas tanto por grandes
empresas multinacionais quanto por pequenos produtores artesanais em comunidades
isoladas. Sua histéria, apesar de muito anterior, se entrelaca com a histéria humana,

conduzindo a avangos na alimentacdo, na criacdo de cidades e reinos, sendo um
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importante fator motivador para as grandes navegacdes, a revolugdo industrial e, mais
recentemente, a revolucao verde, além de seu uso ancestral como medicamento para tratar
diversas enfermidades (Malik, 2021).

Neste ponto, pode-se destacar que, desde tempos remotos, o uso de plantas para a
extracdo de substancias de importancia médica e farmacoldgica tem se mostrado presente
em todas as culturas e sociedades humanas ao longo da historia (Malik, 2021). Desde os
povos amerindios, as populagdes da Europa e Africa, assim como nas medicinais
tradicionais da Asia, se destacando a Medicina Chinesa e Indiana (Ayurveda), a busca por
estes componentes derivados do metabolismo secundario vegetal tem levado a descoberta
de novos tratamentos e compostos com atividade farmacologica relevante, em especial os
o6leos essenciais (Malik, 2021).

Neto et al. (2021) considera que 0leos essenciais podem ser definidos como o
conjunto de compostos quimicos volateis e odorificos, majoritariamente constituidos de
terpenoides, proveninetes do metabolismo secundario das plantas. J4 Andrade et al (2021)
sdo mais especificos em sua definicdo ao considerar que os 6leos essenciais sdo moléculas
volateis extraidas de materiais aromaticos vegetais, como flores, folhas, sementes, lenha,
cascas e raizes.

A extragdo em laboratério destes Oleos essenciais, ricos em componentes
bioativos e volateis se da principalmente por hidrodestilacdo e a analise dos seus
compostos é realizada por meio de cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de

massas (CG-EM), conforme descrito mais detalhadamente no item 4 deste estudo.

2.2 Estudos anteriores

Diversos estudos ja realizados pelo Laboratdrio de Pesquisa e Aplicacdo de Oleos
Essenciais (LOEPAV/UFMA) da Universidade Federal do Maranh&o (UFMA) atestam o
potencial dos componentes fitoquimicos de plantas alimenticias, medicinais e
ornamentais para as mais variadas aplica¢fes na salde publica. Estes compostos, que sao
resultantes do metabolismo secundario vegetal, apresentam atividade antioxidante,
larvicida, moluscicida, anti-inflamatdria, cardio protetora, entre outras, podendo ser
produzidos na forma de extratos ou 0leos essenciais, de acordo com as caracteristicas de
cada planta.

Conforme demonstrado por Sousa et al. (2021), o 6leo essencial de Foeniculum

vulgare, popularmente conhecida como funcho, apresenta atividade larvicida para o
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mosquito Aedes aegypti, demonstrando uma concentracdo letal 50% (CL50) ativa. A
CL50 é um dos requesitos que a Organiza¢do Mundial da Satude (OMS) considera como
ideal para o combate aos vetores de doencas tropicais negligenciadas, sendo, portanto,
uma alternativa promissora na busca por novos produtos ambientalmente seguros e
economicamente viaveis para o enfrentamento aos vetores de arboviroes, em especial as
larvas Aedes aegypti.

Aguiar et al. (2021) comprovaram em seu estudo que o 6leo essencial extraido
das folhas de Psidium guajava, vulgarmente conhecida como goiabeira, apresentam
consideravel acdo anti-inflamatdria, devido a concentracao de fendlicos totais presentes
nesta espécie vegetal. A acdo anti-inflamatdria destes compostos fenolicos se d& através
de varios mecanismos inibitorios da atividade e/ou expressao génica dos mediadores pro-
inflamatdrios. Outro fator interessante é que cada um destes compostos fenolicos, assim
como a acdo sinérgica de varios compostos fendlicos, pode resultar em atividades anti-
inflamatorias distintas, o que demonstra uma vantagens em relacdo aos demais farmacos,
que por via de regra atuam de uma Unica forma. Assim, o 6leo essencial das folhas de P.
guajava apresentou atividade anti-inflamatoria in vitro bastante satisfatdria, sendo uma
grande contribuicdo a etnofarmacologia, em especial por se tratar de uma espécie
alimenticia, muito presente no Estado do Maranhdo.

Em seu estudo com Cinnamomum zeylanicum, a canela, Neto et al (2021)
demosntraram que o Gleo essencial extraido das cascas da planta possuem atividade
larvicida para Aedes aegypti, obtendo 100% de mortalidade das larvas apds 24h de
aplicacdo do Oleo in vitro. Esta acdo se deve a um composto chamado eugenol, pricipal
componente do OE extraido de Cinnamomum zeylanicum. O uso desta espécie evidéncia
também a facilidade de acesso a essas substancias por parte da populacdo, uma vez que
as cascas de canela podem ser facilmente encontradas em mercados e feiras por toda a
capital maranhense.

Assim como nos estudos acima citados, varias outras espécies, vulgarmente
conhecidas como manjericdo, mirra, hortela grosso etc, obtiveram comprovacao cientifica
de que os compostos vegetais produzidos pelo metabolismo secundario das plantas
apresentam grande potencial para 0os mais diversos usos na a saide publica, seja no
combate a vetores de importancia epidemioldgica, como € o caso do mosquito Aedes
aegypti, através de substancias ou componentes larvicidas, inseticidas, moluscicidas, seja
trazendo beneficios diretamente ao organismo humano, por meio de agdes anti-

inflamatdria, antioxidante, cardio protetora, entre outras.
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2.3 Plantas Medicinais: usos terapéuticos e composi¢ao quimica

O uso de plantas medicinais remonta a tempos ancestrais, sendo uma das préaticas
mais antigas da humanidade. Diversas culturas ao redor do mundo tém explorado, ao
longo da historia, o potencial terapéutico das plantas, desenvolvendo uma rica tradicdo
de conhecimentos e praticas na medicina tradicional, visando tratar diversos tipos de
enfermidades. Nos ultimos anos, a ciéncia moderna tem se dedicado a estudar e investigar
a eficacia e seguranca dessas plantas usadas popularmente, visando integra-las a medicina
convencional (Malik, 2021). As plantas medicinais contém uma ampla variedade de
componentes quimicos e estudos desenvolvidos nessa area tém demonstrado a presenga
de compostos bioativos, como alcaloides, flavonoides, terpenoides e polifendis, que
podem apresentar propriedades anti-inflamatorias, antioxidantes, antimicrobianas,
antitumorais, entre outras, apresentando, assim, atividade farmacolégica e terapéutica
(Castro & Figueiredo, 2019).

Dessa forma, diversas plantas classificadas como medicinais tém sido
amplamente estudadas devido as suas propriedades bioquimicas. A exemplo da Camellia
sinensis, da qual sdo produzidos diferentes tipos de chas, como o cha verde e o cha preto,
e que tem sido associada a efeitos benéficos para a salde, através de propriedades
antioxidantes, anti-inflamatorias e antitumorais, devido a presenca de compostos
polifendlicos, como as catequinas (Reygaert, 2018). Estudos epidemioldgicos sugerem
que o consumo regular de cha verde, muito presente nas culturas dos paises orientais,
pode estar relacionado a reducdo dos niveis de colesterol e do risco de doengas
cardiovasculares (Zheng et al., 2020).

O ginseng (Panax ginseng) é outra planta de origem asidtica amplamente
pesquisada, com estudos relatando suas propriedades imunoestimulantes, neuroprotetoras
e antidiabéticas (Lee et al., 2017). A Curcuma longa, conhecida como agafrao-da-terra,
tem sido investigada por suas propriedades anti-inflamatérias e anticancerigenas,
principalmente devido ao seu principal componente ativo, a curcumina (Gupta et al.,
2013).

Ainda se tratando de potenciais anti-inflamatérios, destacam-se também a Aloe
vera, conhecida popularmente como babosa e muito utilizada na medicina popular,
possuindo atividade cicatrizante, anti-inflamatéria e imunomoduladora devido a presenca

de polissacarideos e compostos fenolicos (Eshghi et al., 2010; Rahmani et al., 2015;
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Abdel-Mohsen et al., 2020). Assim como a uva (Vitis sp.), que além de apresentar valor
como planta alimenticia, é rica em resveratrol, um composto encontrado também em
outras plantas, que tem mostrado propriedades antioxidantes e anti-inflamatdrias, além
de potencial para a prevencdo do cancer (Lancon et al., 2016; Yadav et al., 2022).

Além disso, diversos estudos tém sido realizados com intuito de identificar as
atividades bioldgicas de compostos isolados de plantas medicinais. A exemplo dos
recentes trabalhos realizados com Echinacea purpurea, popularmente conhecida como
equinacea, que demonstrou possuir atividade antiviral contra virus respiratorios (Jawad
et al., 2019; Nicolussi et al., 2022), fator muito relevante no tratamento de doencas
pulmonares, como o caso da COVID-19.

A utilizagdo de plantas medicinais tem sido explorada também como uma
estratégia complementar no tratamento de doencas cronicas, como diabetes e hipertensao.
Estudos clinicos tém demonstrado que a administracdo de extratos de plantas, como
Gymnema sylvestre (gurmar) e Allium sativum (alho), pode ajudar a reduzir os niveis de
glicose no sangue e controlar a pressao arterial (Alam et al., 2022; Ried et al., 2016).

Outro exemplo notavel é a planta Hypericum perforatum, popularmente
conhecida como erva de Sdo Jodo, que tem sido amplamente estudada devido as suas
propriedades antidepressivas. Estudos clinicos controlados demonstraram que extratos
dessa planta podem ser eficazes no tratamento da depressdo leve a moderada,
apresentando resultados comparaveis aos antidepressivos convencionais (Hypericum
Depression Trial Study Group, 2002).

Como visto nesses variados exemplos, as plantas medicinais representam uma
importante fonte de compostos bioativos com potencial terapéutico. Através desta breve
revisao da literatura cientifica, é possivel observar a diversidade de espécies vegetais
utilizadas na medicina tradicional e suas propriedades farmacol6gicas, comprovadas
cientificamente através dos estudos realizados. A utilizacdo das plantas como terapias
complementares pode contribuir para o desenvolvimento de novos tratamentos e
aprimorar a qualidade de vida das pessoas, uma vez que 0 crescente interesse em
pesquisas nessa area tem contribuido para a descoberta de novos compostos bioativos e a
identificacdo de mecanismos de acdo envolvidos nas propriedades terapéuticas das
plantas medicinais. Essas descobertas tém impulsionado a sintese de novos farmacos e a
criagdo de formulacGes fitoterapicas mais seguras e eficazes (Newman et al., 2016).

No entanto, é importante ressaltar que nem todas as plantas medicinais possuem

evidéncias cientificas robustas para sustentar suas alegacOes terapéuticas. Algumas
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plantas podem apresentar toxicidade ou interagfes medicamentosas, exigindo cautela no
seu uso. Portanto, é fundamental a continuidade das investigacOes cientificas através de
novos estudos para validar a eficacia e seguranca das plantas medicinais, assim como um
esforco continuo para aprofundar o conhecimento sobre as mesmas, sobre sua
composicao quimica e mecanismos de acao, além de estabelecer diretrizes regulatdrias e
de controle de qualidade para garantir sua eficicia e seguranca (Campos et al., 2019).
Dessa forma, se torna possivel explorar plenamente o potencial terapéutico das plantas

medicinais e promover uma abordagem integrativa na saude e bem-estar da populacao.

2.4 Toxicidade e produtos naturais

A busca por alternativas naturais e sustentaveis para o desenvolvimento de
produtos alimenticios e farmacéuticos tem sido cada vez mais relevante. Nesse contexto,
produtos naturais tém despertado interesse tanto da inddstria quanto da sociedade civil
devido a percepcdo de que possuem menor toxicidade em compara¢do a compostos
sintéticos. No entanto, muitos dos produtos naturais, derivados em sua maioria de plantas,
mas também podendo ser extraidos de animais e microrganismos, podem apresentar certo
grau de toxicidade, sendo, portanto, fundamental investigar através dos estudos
cientificos a presenca ou ndo de compostos que possam tornar o produto natural em
guestdo nocivo aos usuarios ou o ecossistema em que forem aplicados (Silva et al., 2019).

Nesse sentido, é importante entender que a toxicidade € uma propriedade
intrinseca de qualquer composto quimico e sua avaliacdo é essencial para garantir a
seguranca e a protecdo da saude humana e ambiental. Os produtos naturais, derivados de
plantas, animais e microrganismos, tém sido tradicionalmente utilizados em vérias
aplicacdes, como medicamentos, cosméticos e alimentos, devido a percepc¢do geral de
que sdo menos toxicos em comparacao a produtos sintéticos, o que pode muitas vezes ser
uma afirmacao erronea (Silva et al., 2019).

Assim, diversos estudos tém investigado a toxicidade de produtos naturais,
fornecendo dados importantes sobre seus efeitos sobre os organismos. Em seu trabalho,
Silva et al. (2019) demonstraram a toxicidade de extratos de plantas medicinais e
constataram que, embora a maioria dos extratos tenha demonstrado baixa toxicidade,
alguns apresentaram efeitos adversos em concentracOes elevadas. Sarris (2018)
demonstrou em seu estudo que o extrato de kava (Piper methysticum), uma planta

utilizada para tratar a ansiedade, foi associado a casos de hepatotoxicidade em humanos,



21

devido ao uso de formulacdes que continham partes aéreas e cascas do vegetal. Outro
exemplo € a erva-de-Sdo-Jodo, que é utilizada para tratar a depressdo, mas pode
apresentar efeitos colaterais, como nauseas, tonturas e fotossensibilidade, segundo estudo
realizado por Ernst (2002).

A toxicidade de produtos naturais pode ser influenciada por uma série de fatores,
como dosagem, via de exposicdo, interagdes com outros compostos e variagdes entre
diferentes espécies. O metabolismo de produtos naturais também pode afetar sua
toxicidade, existindo a possibilidade de produtos naturais serem convertidos em
compostos toxicos através da via metabdlica, por meio da acdo enzimatica do organismo.
Esse processo foi abordado por Wang et al. (2021) em seu estudo, que investigou a
biotransformacdo de compostos naturais em metabdlitos altamente reativos que
apresentavam consideravel toxicidade.

Portanto, a avaliacdo da toxicidade de produtos naturais € um desafio complexo
devido a diversidade quimica e a falta de padronizagio dos métodos de teste. E essencial
estabelecer protocolos de avaliagdo apropriados para garantir resultados confidveis. Dessa
forma, pode-se entender que a relacdo entre toxicidade e produtos naturais €
multifacetada, e a percepc¢do de que produtos naturais sao totalmente seguros nem sempre
é sustentada pelos dados cientificos. E fundamental conduzir estudos rigorosos e
abrangentes para avaliar a toxicidade de produtos naturais, considerando diferentes
fatores que influenciam sua acéo toxica, trazendo a compreensdo adequada dessa relacao,
que permitird o desenvolvimento e uso responsavel de produtos naturais, maximizando

os beneficios e minimizando os riscos associados a eles.

2.5 Oleos essenciais: propriedades e aplicacdes

Os oleos essenciais (OE) sdo compostos volateis extraidos de plantas e que
possuem uma ampla gama de propriedades terapéuticas e aromaticas, tendo sido
utilizados ao longo da histéria em diferentes culturas devido as suas propriedades
medicinais, cosméticas e culinarias (Andrade et al., 2021). Estes compostos naturais,
resultantes do metabolismo secundario vegetal, podem ser encontrados em diferentes
partes das plantas, como flores, folhas, cascas, raizes e sementes (Aguiar et al., 2021).
Sdo conhecidos por sua fragrancia caracteristica e possuem uma ampla variedade de
propriedades bioldgicas, como atividade antimicrobiana, antifungica, anti-inflamatéria e
antioxidante (Neto et al., 2021; Sousa et al., 2021).
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O metabolismo secundario vegetal é responsavel por outras atividades que estéo
além da geracédo de energia para sobrevivéncia das plantas, como a defesa contra pragas,
micro-organismos e predadores, resisténcia as condi¢Ges climaticas e adaptacdo as
caracteristicas fisico-quimicas do solo (Neto et al., 2021). Assim, 0s organismos vegetais
produzem os Gleos essenciais, que sdo constituidos por uma mistura complexa incluindo
diversos compostos quimicos, como fendis, aldeidos, ésteres, alcoois e, majoritariamente,
terpenoides, para melhor se adaptar as demandas e pressdes do ambiente (Neto et al.,
2021). A composic¢do quimica varia entre as diferentes espécies de plantas e tambeém pode
variar dentro da mesma espécie, dependendo de fatores como o clima, o solo e a fase de
desenvolvimento da planta (Sousa et al, 2021).

Dessa forma, conhecendo os potenciais que os 6leos essenciais possuem, 0s
mesmos tem sido utilizados em diversas aplicagdes na salde e bem-estar. Na
aromaterapia, por exemplo, sdo utilizados para promover relaxamento, alivio do estresse
e melhoria do sono. Além disso, estudos tém explorado seu potencial no tratamento de
doencas dermatoldgicas, distdrbios respiratrios, transtornos mentais e como
coadjuvantes em terapias convencionais, auxiliando no tratamento de enfermidades que
acometem a populacdo (Lima et al., 2021).

Além disso, muitos estudos tem abordado o potencial das atividades biolégicas
e mecanismos de acdo dos Gleos essenciais, em especial as atividades antimicrobiana,
anti-inflamatoria, antioxidante, antitumoral e neuroprotetora, através de pesquisas que se
propbem a elucidar os mecanismos de atuacdo envolvidos nas acGes fisiologicas e
metabdlicas dos dleos essenciais, como a modulacdo de vias inflamatérias, a interacdo
com receptores celulares, entre outros (Mishra et al., 2022). Estas atividades bioldgicas

podem ser visualizadas na Tabela 1.



Nome cientifico

Piper nigrum L.
(DE MELO et al., 2021)

Zingiber officinale
(CUTRIM et al., 2019)
Rosmarinus officinalis
(CUTRIM et al., 2019)

Origanum vulgare
(SANTOS et al., 2020)
Myrocarpus fastigiatus

(DE MENEZES FILHO & DE SOUZA
CASTRO, 2020)
Copaifera multijuga
(DE MENEZES FILHO & DE SOUZA
CASTRO, 2020)
Syzygium aromaticum
(DE ARAUJO SOUSAEet al., 2020)

Tabela 1 — Oleos essenciais e agdes bioldgicas

Familia

Piperaceae

Zingiberaceae

Lamiaceae

Lamiaceae

Leguminosae

Fabaceae

Myrtaceae

Parte

Frutos

Raizes

Folhas

Folhas

Caule

Caule

Inflorescéncia

Propriedade

Antimicrobiana

Antimicrobiana e
Antioxidante
Antimicrobiana e
Antioxidante
Antimicrobiana e

Antioxidante

Antifungica

Antifungica

Nematicida, Larvicida

Fonte: elaborado pelo autor.

Acdo
L. innocua, E. coli, L.
monocytogenes, C.

perfringens

E. coli, S. aureus

E. coli, S. aureus

E. coli, S. aureus, S. sp

S. sclerotiorum, C.

gloeosporioides, C. acutatum

S. sclerotiorum, C.

gloeosporioides, C. acutatum

M. incognita, A. aegypti
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Dessa forma, a pesquisa com 0leos essenciais continua em expansdo, com perspectivas
promissoras para o desenvolvimento de novos produtos e seus usos terapéuticos (Sarker &
Nahar, 2022). Estudos futuros podem se concentrar na descoberta de novos compostos
bioativos, na otimizacao de técnicas de extracdo e na investigacdo de formulacGes mais estaveis
e eficazes para aplicagdo clinica.

Portanto, os 6leos essenciais produzidos pelas plantas representam uma fonte rica e
diversificada de compostos bioativos, com potencialidades terapéuticas significativas. As
pesquisas recentes tém contribuido para um melhor entendimento de sua composicdo quimica,
atividades biol6gicas e mecanismos de acdo, impulsionando seu uso em diferentes areas da
salde e bem-estar. Com 0s avangos continuos destas pesquisas, espera-se que 0s Gleos
essenciais desempenhem um papel ainda mais importante no desenvolvimento de terapias
naturais e complementares, assim como no surgimento de novos produtos a serem inseridos no

mercado, e estejam cada vez mais presentes no cotidiano da populagéo.

2.6 Género Citrus

O género Citrus pertence a familia Rutaceae e é composto por diversas espécies de
plantas frutiferas amplamente cultivadas em todo o mundo devido ao seu valor econémico,
nutricional e cultural. Comercialmente, as principais espécies de Citrus incluem a laranja
(Citrus sinensis), o limdo (Citrus limon), a lima (Citrus aurantifolia), a tangerina (Citrus
reticulata) e a toranja, também conhecida como grapefruit (Citrus paradisi) (Roose &
Mohamed, 2019). Essas plantas sdo valorizadas por seus frutos suculentos, ricos em nutrientes,
em especial a vitamina C, e por apresentarem sabores e aromas atrativos, muito apreciados na
culinéria, devido a seus compostos bioativos (Li et al., 2023).

A taxonomia do género Citrus tem sido objeto de estudo e debate ao longo dos anos.
Diversos trabalhos tém contribuido para a classificacéo e reclassificacdo das espécies de Citrus
com base em critérios morfologicos, genéticos e bioquimicos. Em seu estudo, Smith et al.
(2017) propuseram uma revisao taxondmica abrangente, reconhecendo cerca de 16 espécies
principais de Citrus e vérias subespécies e variedades. No entanto, a delimitacdo exata das
espeécies ainda € um desafio, visto que ao longo dos séculos as mesmas sofreram grande agéo
antropica por meio da selecdo artificial, através de cruzamentos que propunham potencializar

as caracteristicas dos frutos. Assim, estudos genéticos tém buscado fornecer maior
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esclarecimento sobre a relagdo entre as espécies e sua origem evolutiva (Curk et al., 2016).

Esta diversidade genética presente no género Citrus é de extrema importancia para a
adaptacdo das plantas a diferentes condicBes ambientais nos diferentes locais onde séo
cultivadas, assim como para a resisténcia a doencas e pragas. Marcadores moleculares tém sido
utilizados para avaliar a diversidade genética em diferentes espécies de Citrus, revelando uma
ampla variabilidade genética, que pode ser explorada no melhoramento de variedades com
caracteristicas desejaveis, como resisténcia a doencas, qualidade de frutos e tolerancia a
estresses climaticos (Cuenca et al., 2013; Ollitrault et al., 2012).

Ainda se tratando do cultivo e producdo de frutos, o0 manejo de pragas e doencas € um
desafio constante no plantio de espécies do género Citrus, em especial a producdo sustentavel,
que envolve a adocdo de préaticas agrondmicas que minimizem os impactos ambientais e
promovam a conservacao dos recursos naturais. Estudos tém explorado estratégias de manejo
do solo, uso eficiente de agua e otimizacdo do uso de fertilizantes para melhorar a produtividade
e reduzir a contaminagdo ambiental (Li et al., 2018). Além disso, a implementacdo de sistemas
de producdo integrada e organica tem sido investigada como alternativas sustentaveis para a
producdo dos frutos do género (Brustolin et al., 2019).

E importante destacar também o papel do género Citrus na indUstria, sendo
amplamente utilizado na comercializacdo de frutos in natura, secos, compondo pratos de
diversas culinarias e principalmente em bebidas, na forma de sucos, néctares e concentrados,
assim como na producéo de aromatizantes, balas, doces em compota, chocolates, entre outros.
Além disso, os 6leos essenciais extraidos das cascas das frutas sdo empregados na industria de
perfumes, cosméticos e produtos de limpeza. Diversos estudos tém sido conduzidos para
explorar as propriedades funcionais desses compostos e seu potencial uso em produtos
farmacéuticos e nutracéuticos, como suplementos, pré e pds treinos para esportistas, revelando
inclusive um maior potencial de compostos fitoquimicos nas cascas e sementes destes frutos
(Teixeira & Novello, 2020).

O género Citrus, portanto, demonstra ser de grande importancia econémica e
nutricional, justificando o seu amplo cultivo em vaérias regies do mundo. Sendo, assim,
fundamental a continuidade dos estudos que busquem uma compreensdo aprofundada das
espéecies que compreendem o género, em especial se tratando de melhoramento genético,

manejo agrondmico e conservacgdo dessas importantes plantas frutiferas, que desempenham um
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papel significativo tanto na agricultura quanto na alimentacdo humana e que podem contribuir
positivamente para a salde e bem-estar como um recurso valioso na criagdo de produtos, sejam

eles farmacos, alimenticios ou cosmeéticos.

2.7 Citrus aurantium

Conhecida popularmente como laranja amarga, € uma planta pertencente a familia
Rutaceae, nativa das regides tropicais e subtropicais da Asia. Suas diferentes partes, como a
casca do fruto, flores e folhas, tém sido utilizadas na medicina e culinéria tradicional de varios
paises ao longo dos séculos (Asadi-Samani et al, 2015). A laranja amarga contém uma ampla
gama de compostos bioativos, incluindo flavonoides, alcaloides, Oleos essenciais e
carotenoides, que conferem propriedades medicinais a planta (Hong, 2018).

Dentre os compostos ativos identificados na espécie Citrus aurantium, destaca-se a
sinefrina, um alcaloide adrenérgico presente na casca do fruto. Estudos tém demonstrado que a
sinefrina possui propriedades termogénicas, estimulantes e supressoras do apetite. Além disso,
a laranja amarga contém flavonoides, como a hesperidina e a naringina, que possuem acédo
antioxidante, anti-inflamatdria e antimicrobiana (Cheng et al., 2012).

Assim, a laranja amarga (Citrus aurantium) tem sido investigada por sua atividade
farmacoldgica no tratamento de diversas enfermidades e condi¢des de salde humana, seja na
forma de medicamento, seja na forma de suplemento alimenticio. Estudos in vitro e in vivo
sugerem que a laranja amarga pode exercer efeitos antiobesidade, auxiliando na reducdo do
peso corporal e na modulacdo do metabolismo lipidico. Além disso, a sinefrina presente nas
partes da planta tem sido estudada por sua capacidade de melhorar o desempenho fisico e a
resisténcia durante o exercicio (Gruenwald J, et al., 2004).

Além disso, outras propriedades farmacoldgicas atribuidas a Citrus aurantium incluem
atividade anti-hipertensiva, antidiabética, hepatoprotetora e neuroprotetora. A planta também
tem sido explorada em formulagdes cosméticas devido as suas propriedades antioxidantes e
anti-inflamatorias, que podem auxiliar na melhora da saude da pele (Haaz et al., 2006).

Em seu estudo, Suntar et al. (2018) relataram além dos ja conhecidos efeitos
antiobesidade, antibacteriano e antioxidante, acdo pesticida, antidiabética, anticancer e
ansiolitica, demonstrando o grande potencial da espécie para uso em diferentes areas.

Associado a isto, os pesquisadores relataram que o 6leo essencial extraido da planta exibiu
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efeitos farmacoldgicos marcantes e grande variacdo na composi¢do quimica, variando de
acordo com os locais de cultivo, apresentando como compostos principais limoneno, linalol, e
[3-mirceno.

No entanto, embora a espécie seja amplamente utilizada na medicina tradicional, na
culinaria e em produtos comerciais, principalmente suplementos alimenticios, é fundamental
destacar a necessidade da pesquisa continua sobre o tema, através de estudos clinicos que
possam avaliar o seu uso de forma segura e eficaz, buscando esclarecer sobre a possivel
interacdo da sinefrina com outros compostos presentes em medicamentos e seu potencial efeito
estimulante no sistema cardiovascular (Stohs et al., 2011; Nasri et al., 2015).

Dessa forma, entende-se que a laranja amarga (Citrus aurantium) é uma planta com
grande potencial farmacologico devido aos seus compostos fitoquimicos e componentes
bioativos, em especial a sinefrina e os flavonoides, que tém demonstrado atividades promissoras

no campo da obesidade, desempenho fisico, saude cardiovascular e cuidados com a pele.

2.8 Citrus aurantifolia

Conhecida como lima &cida, limdo da terra, lima-da-pérsia ou limdo-cravo, é uma
espécie de planta pertencente a familia Rutaceae e € amplamente cultivada em regides tropicais
e subtropicais (Tep et al, 2015). Seu uso faz parte da culinaria tradicional, em especial do Estado
do Maranh&o. E considerada uma fonte rica em compostos bioativos, como flavonoides, acidos
organicos, terpenos, vitamina C e compostos fendlicos, o que levou a espécie a ser objeto de
numerosos estudos cientificos, em especial devido as suas propriedades terapéuticas e
nutricionais. A compreensdo abrangente das propriedades e aplicacdes de Citrus aurantifolia é
de grande importancia para a industria farmacéutica, alimenticia e de cosméticos, bem como

para a salde humana (Jayaprakasha et al, 2007).

Em estudo realizado por Sharma et al. (2019) foi demonstrada significativa atividade
antimicrobiana do 6leo essencial extraido das cascas de Citrus aurantifolia contra bactérias
patogénicas, como Staphylococcus aureus e Escherichia coli. Lemes et al. (2018) também
encontraram resultados semelhantes ao aplicarem o 6leo essencial em bactérias dos géneros
Streptococcus e Lactobacillus, principais causadoras de caries dentérias. Aléem disso, a pesquisa

conduzida por Souza et al. (2020) revelou atividade anti-inflamatéria e analgésica do extrato de
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Citrus aurantifolia em modelos experimentais de dor e inflamacéo em animais.

A espécie Citrus aurantifolia também se destaca por possuir compostos antioxidantes,
como a vitamina C e os flavonoides, que desempenham um papel importante na neutralizacdo
de radicais livres e na prevencao de danos oxidativos. Estudos realizados por Carrasco et al.
(2018) e Santos et al. (2021) demonstraram o potencial antioxidante de Citrus aurantifolia, bem
como sua atividade anticancerigena contra células tumorais, destacando seu papel na prevencgéo
e no tratamento do cancer.

Além de suas propriedades farmacologicas, Citrus aurantifolia tem sido
tradicionalmente utilizada na medicina popular para o tratamento de uma variedade de
condicGes de salde, incluindo resfriados, gripes, doengas cardiovasculares e digestivas. Estudos
de Al-Snafi (2016) e Sheth et al. (2019) discutem a importancia dos compostos bioativos
presentes na planta para a saude humana, como a presenca de acdo hepatoprotetora,
propriedades anti-hipertensivas e efeitos positivos na salde digestiva.

Dessa forma, conclui-se que Citrus aurantifolia € uma planta com grande capacidade
terapéutica, farmacoldgica e nutricional, devido a presenca dos compostos bioativos presentes
na composicao de seus frutos, cascas e folhas. As propriedades farmacoldgicas, antioxidantes,
anticancerigenas, anti-inflamatdrias e demais propriedades terapéuticas exploradas nos diversos
estudos cientificos ja realizados atestam o potencial do uso de Citrus aurantifolia como fonte
de tratamentos, medicamentos e suplementos alimentares. No entanto, é importante destacar a
necessidade da continuidade das pesquisas para elucidar completamente os mecanismos de acao

e explorar todas as possiveis aplicacdes que a espécie pode prover a satde humana.

2.9 Politica de Aproveitamento de Residuos de Plantas Alimenticias

A crescente preocupacdo com a escassez de recursos naturais e a necessidade de
promover praticas sustentaveis impulsionaram a busca por solucGes eficientes para a gestdo de
residuos. Nesse contexto, 0 aproveitamento dos residuos de plantas alimenticias tem despertado
grande interesse cientifico e politico, pois oferece uma oportunidade de reduzir o desperdicio,
gerar valor agregado e promover a economia circular ((Teixeira & Novello, 2020). Diversas
estratégias tém sido desenvolvidas para o aproveitamento destes residuos provenientes de
plantas utilizadas na alimentacéo, tais como a producdo de bioenergia, a compostagem, a

extracdo de compostos bioativos e a produgéo de alimentos funcionais (Ramos & Capobiango,
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2023).

Os estudos realizados tém ressaltado a importancia dessa politica como uma estratégia
eficiente para minimizar os impactos ambientais negativos e promover a utilizacéo integral dos
alimentos. Um exemplo disto € o trabalho elaborado por Briones-Labarca et al. (2017), que
aborda o potencial nutricional dos residuos de plantas alimenticias, avaliando o teor de
compostos bioativos em diferentes partes da beterraba, incluindo as folhas e as raizes. Os
resultados mostraram que as folhas apresentam maior concentracdo de compostos como
flavonoides e acido ascorbico, indicando que seu aproveitamento pode ser uma estratégia
interessante do ponto de vista nutricional. Além disso, pesquisas realizadas por Santos et al.
(2020) demonstraram a viabilidade da utilizacdo de residuos de frutas citricas para a extracdo
de compostos bioativos, contribuindo para a industria farmacéutica e de alimentos.

Outro aspecto importante relacionado a utilizacao dos residuos de plantas alimenticias
é seu potencial para a producdo de biocombustiveis e outros produtos de alto valor agregado.
Nesse sentido, o trabalho de Koutinas et al. (2014) destaca o potencial da utilizacdo de residuos
de frutas e vegetais na producao de bioetanol, por meio de processos de fermentacdo. Em sua
pesquisa, Silva et al. (2018) também demostraram em o potencial de producéo de bioenergia a
partir dos residuos de mandioca e constatou que essa fonte vegetal apresenta um alto rendimento
energético.

Além disso, a utilizacdo dos residuos de plantas alimenticias pode contribuir para a
reducdo do impacto ambiental causado pela disposicdo inadequada desses materiais. Nesse
sentido, o estudo de Strezov et al. (2017) destaca a importancia da adocao de politicas publicas
para incentivar a utilizacdo desses residuos como fonte de energia renovavel, contribuindo para
a reducdo das emissdes de gases de efeito estufa.

Estes exemplos demonstram a importancia da implementacéo de politicas e incentivos
governamentais para o aproveitamento de residuos alimenticios provenientes de plantas, sendo
possivel, através de leis e regulamentacdes adequadas, que 0s governos incentivem industrias,
empresas, organizagfes sem fins lucrativos, associacdes e a propria sociedade como um todo
para a adogdo de praticas sustentaveis de reaproveitamento.

Dessa forma, a politica de aproveitamento de residuos de plantas alimenticias
desempenha um papel crucial na promoc¢do da sustentabilidade ambiental e na economia
circular. Através de estratégias eficientes de aproveitamento, é possivel reduzir o desperdicio,

gerar valor agregado e promover a utilizagéo integral dos alimentos, promovendo a obtengéo
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de resultados positivos para a sociedade e 0 meio ambiente.

2.10 Saneamento urbano: desafios e perspectivas para o desenvolvimento sustentavel

O saneamento urbano desempenha um papel crucial na promocéo da saude publica, na
protecdo do meio ambiente e no desenvolvimento socioeconémico das areas urbanas. Ele
engloba um conjunto de agdes voltadas para a gestdo adequada dos residuos sélidos,
abastecimento de dgua potavel, tratamento de esgoto e drenagem urbana (Almeida et al, 2020).
Esses aspectos sdo essenciais para garantir a qualidade de vida das pessoas nas areas urbanas,
além de contribuir para a protecdo dos recursos naturais e a preservacao do meio ambiente. Ao
longo das ultimas décadas, houveram avancos significativos na area do saneamento urbano,
mas ainda existem desafios a serem superados para alcancar niveis satisfatorios de cobertura e
qualidade dos servigos prestados (Grangeiros et al, 2020).

Entende-se como saneamento urbano € um conjunto de medidas que visam promover
a qualidade de vida das populacbes urbanas, por meio de acdes que envolvem a coleta,
tratamento e disposicéo adequada dos residuos sélidos, agua e esgoto (ABES, 2023). E um tema
de extrema importancia para a salde publica e para a preservacdo do meio ambiente, e sua
importancia tem sido destacada por diversos autores que correlacionam a satide humana, o meio
ambiente e desenvolvimento urbano.

Assim, segundo Ferreira et al. (2021), o saneamento urbano é um tema complexo que
envolve diferentes aspectos, como infraestrutura, gestdo e participacdo social. Os autores
destacam a necessidade de se promover politicas publicas integradas, que considerem as
particularidades de cada regido e contemplem acdes que visem a universalizacdo do acesso aos
servicos de saneamento basico.

A importancia do saneamento urbano também é destacada por Cunha & Ferreira
(2019), que ressaltam a necessidade de se investir em tecnologias mais eficientes para o
tratamento de agua e esgoto, bem como na melhoria da infraestrutura urbana. Os autores
destacam a necessidade de se promover a gestdo integrada dos servi¢os de saneamento basico,
de forma a garantir a efetividade das a¢Ges desenvolvidas.

O saneamento urbano também é um tema relevante para a preservagdo do meio
ambiente, como destacam Dias & Battirola (2022). Os autores ressaltam a importancia do

tratamento adequado dos residuos solidos, bem como da promoc¢do da coleta seletiva e da
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reciclagem. Os mesmos defendem a necessidade de se promover agdes que visem a reducdo da
producdo de residuos, como forma de minimizar os impactos ambientais decorrentes do
descarte inadequado.

Além disso, de acordo com Viana & Ehrl (2021), o saneamento urbano é fundamental
para a prevencao de doencas relacionadas a falta de acesso a dgua potavel e ao tratamento de
esgoto. Os autores destacam a necessidade de se promover agdes que visem a ampliacdo da
cobertura dos servicos de saneamento basico, com énfase em regides mais vulneraveis.

Nesse sentido, também é importante destacar o papel do saneamento adequado como
medida fundamental na prevencao e controle de doengas transmitidas por vetores, em especial
as arboviroses. Estas doencas transmitidas por artropodes, representam um problema de grande
importancia epidemioldgica na satde publica das areas urbanas. Dentre as arboviroses de maior
relevancia estdo a Dengue, a Zika e a Chikungunya, transmitidas pelo mosquito Aedes aegypti.
Dessa forma, o saneamento urbano desempenha um papel crucial na prevencdo e controle
dessas doengas, uma vez que esta diretamente relacionado a disponibilidade de dgua potavel,
ao tratamento adequado dos esgotos, a gestdo eficiente dos residuos solidos e a qualidade do
ambiente urbano.

Santos et al. (2017) destacam a importancia da implantagdo de sistemas de
abastecimento de agua e esgotamento sanitrio como medidas preventivas para reduzir a
transmissao das arboviroses. Os autores enfatizam que o0 acesso a agua tratada e a coleta e
tratamento adequado de esgoto sdo fundamentais para diminuir a proliferacdo do mosquito
vetor, uma vez que eliminam os locais de reproducdo. Além disso, ressaltam a necessidade de
manutencdo e limpeza das redes de agua e esgoto para evitar vazamentos e acimulo de dgua
parada.

Em outro estudo, Silva et al. (2019) investigaram a relacdo entre o saneamento
ambiental e a incidéncia de arboviroses em areas urbanas. Os resultados demonstraram que a
falta de saneamento basico, como a auséncia de rede de esgoto e a destinacdo inadequada de
residuos solidos, contribui para 0 aumento da transmisséo das doencas. Os autores ressaltam a
importancia de a¢Oes integradas que envolvam o poder publico, comunidade e setor de salde
para promover o saneamento e o controle vetorial.

A participagdo da comunidade também é fundamental na relagdo entre saneamento e
arboviroses, conforme apontado por Costa et al. (2020). Os autores evidenciam que a educagéo

ambiental e sanitaria, aliada a participagdo ativa da populacdo, pode contribuir
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significativamente para a reducdo dos casos de arboviroses. A conscientizacdo sobre a
importancia de medidas simples, como o armazenamento adequado de dgua e a eliminagéo de
possiveis criadouros do mosquito vetor, faz grande diferenca no controle dessas doencas.
Segundo Almeida & Rodrigues (2020), o saneamento urbano é uma das medidas mais
eficazes para a prevencao da proliferacdo dos mosquitos transmissores das arboviroses, como
0 Aedes aegypti. Os autores ressaltam a importancia da limpeza de &reas publicas, do
armazenamento adequado de agua e da eliminacédo de recipientes que possam acumular agua,
que sdo os principais locais de reproducdo do mosquito. Assim, se torna evidente a estreita
relacdo entre saneamento urbano e o surgimento das arboviroses. A disponibilidade de &gua
potavel, o tratamento adequado dos esgotos, a gestdo eficiente dos residuos solidos e a
qualidade do ambiente urbano sdo fatores-chave na prevencao e controle dessas doencas.
Dessa forma, entende-se que o saneamento urbano € um tema de extrema importancia
para a promocao da saude publica, do desenvolvimento urbano e para a preservacdo do meio
ambiente. Sua importancia tem sido destacada por diversos autores, que ressaltam a necessidade
de se promover politicas publicas integradas, investir em tecnologias mais eficientes e na gestdo
integrada dos servicos de saneamento basico, bem como na promocdao da participacédo social e
da reducdo da producéo de residuos. Aliado a isto, 0 saneamento urbano desempenha um papel
crucial na prevencdo e controle das arboviroses, através da implantacéo de sistemas eficientes
de abastecimento de agua, esgotamento sanitario, drenagem urbana e destinacdo adequada de
residuos solidos. Além disso, é fundamental promover a participacdo ativa da comunidade por
meio de acOes educativas e conscientizacdo sobre a importancia das medidas preventivas,
demonstrando a relacdo entre saneamento urbano e arboviroses, por meio de uma abordagem
integrada, envolvendo diferentes atores sociais, para garantir a satde publica e a qualidade de

vida nas areas urbanas.

2.11 Doencas tropicais negligenciadas

Segundo Cappelari (2021), as doengas tropicais negligenciadas (DTNSs) sdo um grupo
diversificado de doencas infecciosas prevalentes em regides tropicais e subtropicais,
compreendendo um grupo diversificado de enfermidades infecciosas, incluindo helmintiases,
protozooses e doencas transmitidas por artrépodes, tais como a leishmaniose, doenca de

Chagas, dengue, esquistossomose, filariose, entre outras, afetando principalmente populacGes
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de baixa renda, que vivem em condi¢des precarias de saneamento basico, acesso limitado a
cuidados de saude e com pouca ou nenhuma infraestrutura urbana ou rural. Embora estas
enfermidades causem um impacto significativo na saude global, sua pesquisa e
desenvolvimento tém sido amplamente negligenciados, caracterizando-se por uma falta de
atencdo da comunidade cientifica e da indUstria farmacéutica, resultando em recursos limitados
para a prevencdo, diagnostico e tratamento (Scuarcialupi, 2022).

Estima-se que mais de um bilhdo de pessoas sejam afetadas pelas doencas tropicais
negligenciadas, resultando em milhdes de casos e mortes anualmente, em especial nas
populacbes mais vulneraveis em paises de baixa e média renda, resultando em um alto impacto
socioeconémico (WHO, 2020). Além disso, as DTNs tém um impacto significativo na salde
infantil, no desenvolvimento cognitivo e no desempenho escolar (Hotez et al., 2019).

Existem diversos desafios no controle das DTNSs, incluindo a falta de investimento em
pesquisa e desenvolvimento de novas ferramentas terapéuticas e diagndsticas, a resisténcia aos
medicamentos existentes, as dificuldades na implementacdo de programas de controle e a
complexa interacdo entre fatores socioeconémicos, ambientais e bioldgicos, incluindo a
prestacdo adequada dos servigos de saneamento e a presenca ou ndo de infraestrutura (Akhtar
et al., 2022; Ribeiro et al., 2021).

Apesar dos desafios, nos ultimos anos houveram avancgos na pesquisa e no controle
das DTNs. Novas terapias promissoras estdo em desenvolvimento, como a terapia combinada
para a doenca de Chagas e novos compostos para o tratamento da leishmaniose (Pinazo et al.,
2020; Sundar et al., 2022). Além disso, programas de controle integrado, como o uso de
mosquiteiros impregnados com inseticidas para prevenir a maléria e a distribuicdo em massa
de medicamentos para a filariose, ttm mostrado resultados positivos (WHO, 2021). Diversos
pesquisadores e instituicdes tém contribuido significativamente para o avanco do conhecimento
sobre as DTNs. Destacam-se os estudos de Hotez et al. (2019) sobre a carga global das DTN,
o trabalho de Engels et al. (2020) sobre a estratégia de eliminacéo da filariose linfatica e os
estudos de Ribeiro et al. (2021) sobre a resisténcia aos medicamentos na malaria.

Dessa forma, as DTNs representam um problema de saude publica significativo em
todo o mundo, afetando principalmente as popula¢Ges mais vulnerdveis. Apesar dos desafios
enfrentados, 0s avancos recentes na pesquisa e controle das DTNs fornecem esperanca para a
reducdo do impacto dessas doencas. E fundamental que haja um aumento do investimento em

pesquisa, programas de controle de vetores e acesso a medicamentos para combater
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efetivamente as DTNs e melhorar a saude global.

2.11.1 Doencas tropicais negligenciadas: arboviroses

As arboviroses sdo um grupo de doengas virais transmitidas por artropodes,
especificamente mosquitos, que afetam significativamente as populages em regides tropicais
e subtropicais do mundo (Almeida et al, 2020). Essas doencas, como a Dengue, Zika,
Chikungunya e Febre Amarela, tém recebido atencdo crescente devido ao seu impacto na saude
publica global, tanto areas urbanas quanto rurais (Silva et al, 2020).

Estas enfermidades tém uma distribuicdo geografica ampla e afetam milhdes de
pessoas em todo o mundo. A Dengue, por exemplo, considerada a arbovirose mais prevalente,
com cerca de 390 milhGes de infeccdes anuais estimadas globalmente (WHO, 2021). Além
disso, a emergéncia da Zika e sua associacdo com complicacGes neuroldgicas, como a
microcefalia em recém-nascidos, trouxe grande preocupacdo para a saude publica.

O controle das arboviroses apresenta desafios complexos. A falta de recursos
adequados, infraestrutura precaria, mudancas climaticas e urbanizacdo acelerada contribuem
para 0 aumento da transmissdo dessas doencas (Gubler et al., 2017). Além disso, a falta de
vacinas especificas para algumas arboviroses e a resisténcia dos mosquitos aos inseticidas sdo
obstaculos adicionais.

Apesar dos desafios, houveram avancos significativos na pesquisa e no controle das
arboviroses. A introducdo de vacinas contra a febre amarela tem mostrado resultados
promissores na reducdo da incidéncia dessas doencas em areas endémicas (Hadinegoro et al.,
2015; Gubler et al., 2020). Além disso, programas de controle integrado, como o uso de
mosquiteiros tratados com inseticidas e a eliminacdo de criadouros de mosquitos, aliados a
programas de educacdo ambiental e sanitéria para a populacéo, tém sido eficazes na redugéo da
transmissdo (WHO, 2019).

Diversas pesquisas tém contribuido significativamente para o avanc¢o do conhecimento
sobre as arboviroses. Destacam-se o0s estudos de Lima-Camara et al. (2021) sobre a interagéo
entre mosquitos vetores e virus, as pesquisas de Weaver et al. (2018) sobre estratégias de
controle de arboviroses emergentes e os estudos de Ferreira et al. (2022) sobre o
desenvolvimento de novas vacinas.

Assim, as arboviroses representam um desafio significativo para a salde publica
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global, com impacto socioeconémico e na qualidade de vida das populacdes afetadas, sendo
fundamental a continuidade de investimentos em pesquisa, desenvolvimento de vacinas,
estratégias de controle e educacgéo publica para enfrentar efetivamente essas doencas. Somente
por meio de esforgos conjuntos, envolvendo governos, comunidade cientifica e populacdo, serd
possivel combater o avango das arboviroses e contribuir de forma efetiva para a manutencdo da

salde das populacgdes vulneraveis.

2.12  Aedes aegypti

O mosquito da espécie Aedes aegypti é originario da Africa. No entanto, sua
distribuicdo geogréafica extrapolou os limites deste continente, fazendo-o presente em todas as
regides tropicais e subtropicais do planeta, tornando-o um vetor de grande importancia
epidemioldgica a nivel global, uma vez que as fémeas da espécie sdo responsaveis pela
transmissdo de enfermidades infecciosas como Dengue, Zika e Chikungunya (de Melo Tenorio
& Sousa Lopes, 2022).

Em funcdo desta ampla distribuicdo geografica e adaptabilidade a diversos tipos de
ambiente, assim como a presenca de condi¢fes propicias para o seu estabelecimento, como
auséncia de saneamento adequado, infraestrutura, acesso aos servigos de saude e baixos indices
socioeconémicos, o combate a este vetor apresenta grandes desafios, incluindo a resisténcia a
inseticidas e o controle dos criadouros do mosquito (Queiroz et al, 2020). Diversas estratégias
tém sido desenvolvidas para enfrentar esses desafios, como 0 uso de mosquitos geneticamente
modificados, produtos bioldgicos, a¢bes educativas e envolvimento comunitario (Carvalho et
al., 2022; Wang et al., 2023).

O uso de inseticidas é uma das estratégias convencionais mais comumente empregadas
no controle do Aedes aegypti. Estudos recentes, como o de Li et al. (2021) e Chen et al. (2022),
tém demonstrado a eficacia de inseticidas organofosforados e piretroides na reducdo da
populagdo de mosquitos adultos.

No entanto, e importante lembrar que um dos principais desafios no controle do Aedes
aegypti € a resisténcia a inseticidas, o que limita a eficacia deste método a longo prazo. Segundo
estudos realizados por (Rodriguez et al., 2017), Rawani et al. (2019) e Viana-Medeiros et al.
(2020), a resisténcia da espécie a diferentes classes de inseticidas € um problema global, tendo

sido relatada em diferentes partes do mundo.
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Além do tradicional uso de substancias inseticidas, outras estratégias inovadoras tém
sido desenvolvidas para complementar as abordagens convencionais de controle da espécie. A
manipulacdo genética, por exemplo, tem sido explorada como uma forma de reduzir a
viabilidade dos individuos da espécie. Estudos recentes, como o de Carvalho et al. (2022) e
Wang et al. (2023), mostram que a liberacdo de mosquitos transgénicos estéreis € uma
alternativa promissora para suprimir a populacdo de Aedes aegypti em &reas restritas. Além
disso, o0 uso de armadilhas com atrativos sintéticos tem se mostrado eficaz na captura de
mosquitos adultos, de acordo com os estudos de Murrell et al. (2021) e Johnson et al. (2022).

Outra estratégia ¢ o uso de produtos bioldgicos, como o Bacillus thuringiensis
israelensis (Bti), uma bactéria que produz uma toxina com efeito deletério nas larvas do
mosquito. Segundo um estudo realizado por Brito et al. (2013), o Bti além de eficaz no controle
do Aedes aegypti, apresenta baixa toxicidade para outros organismos, sendo uma alternativa
sustentavel e ambientalmente interessante.

O controle bioldgico do Aedes aegypti também pode envolver o uso de agentes naturais
Ou outras espécies para suprimir a populacdo de mosquitos. A utilizacdo de peixes larvofagos,
como os do género Gambusia, tem sido amplamente estudada e implementada com sucesso em
programas de controle de vetores, como evidenciado no estudo de Argota-Pérez & lannacone
(2022).

Além disso, outro desafio importante é o controle dos criadouros do mosquito.
Segundo um estudo realizado por Maciel-de-Freitas et al. (2014), os criadouros do Aedes
aegypti estdo geralmente presentes em areas urbanas e sdo constituidos por recipientes que
acumulam &gua, como pneus, vasos de plantas e recipientes plasticos, que podem estar
presentes nas casas ou nos terrenos onde sdo feitos descartes inadequados de residuos sélidos.

Nesse sentido, a educacdo ambiental e sanitaria, assim como o envolvimento
comunitario desempenham um papel crucial no combate e controle do Aedes aegypti. A
conscientizacao da populagéo sobre medidas preventivas, como eliminagdo de criadouros e uso
de repelentes, é fundamental para reduzir a proliferacdo de mosquitos (Caprara et al., 2014).
Estudos recentes, como o de Santos et al. (2023) e Silva et al. (2022), destacam a importancia
da participacédo ativa da comunidade em atividades de controle, como mutirfes de limpeza,
descarte adequado de residuos sélidos e vigilancia de criadouros, como alternativa para reduzir
a infestacdo de mosquitos e consequente aumento nos casos de arboviroses.

Dessa forma, o controle efetivo do Aedes aegypti requer abordagens integradas que
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combinem estratégias convencionais e inovadoras, bem como a participacdo ativa da
comunidade e a continuidade dos investimentos em pesquisas. Sendo também fundamental que
a implementacédo de programas de controle do Aedes aegypti considerem a adaptabilidade local

e a sustentabilidade a longo prazo.

2.13  Efeito larvicida de produtos naturais

A utilizagdo de produtos naturais como larvicidas tem despertado interesse crescente
no controle de vetores de doencas, visando diminuir os impactos ambientais e os efeitos
negativos dos inseticidas sintéticos (WHO, 2021). A utilizacdo destes produtos tem sido uma
estratégia amplamente adotada no controle de insetos vetores, como mosquitos, que sdo
responsaveis pela transmissdo de doencas de grande importancia epidemiolédgica, como
Maléria, Dengue, Zika, Febre Amarela e Chikungunya (Pereira et al., 2021).

Tradicionalmente, o combate a esses vetores se da por meio de inseticidas, no entanto,
0 seu uso excessivo tem levado a problemas como resisténcia dos insetos, contaminagédo
ambiental e toxicidade para organismos ndo-alvo (Rodriguez et al., 2017; Rawani et al., 2019;
Viana-Medeiros et al. 2020). Nesse contexto, produtos naturais tém se mostrado alternativas
promissoras, uma vez que apresentam menor impacto ambiental e menor risco de
desenvolvimento de resisténcia.

Neste contexto, varios estudos recentes tém investigado o mecanismo de ac¢do dos
produtos naturais no efeito larvicida contra insetos. Por exemplo, um estudo conduzido por
Pereira et al. (2021) explorou o mecanismo de acdo de extratos de Annona muricata em larvas
de Aedes aegypti. Os resultados indicaram que o0s extratos de Annona muricata atuaram na
inibicdo do crescimento e desenvolvimento das larvas, bem como interferiram na atividade
enzimatica essencial para seu metabolismo.

Além disso, um estudo conduzido por Martins et al. (2023) analisou 0 mecanismo de
acdo de extratos de Piper aduncum em larvas de Aedes aegypti. Os resultados demonstraram
que os extratos de Piper aduncum apresentaram atividade larvicida por meio da interacdo com
0s canais de sddio dos neurdnios, levando a hiperexcitabilidade e morte das larvas.

Diversos outros estudos tém relatado a atividade larvicida de extratos vegetais contra
mosquitos. Por exemplo, Silva et al. (2018) investigaram o efeito larvicida de extratos de

Azadirachta indica (neem) e relataram alta eficicia na eliminacéo de larvas de Aedes aegypti.
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Da mesma forma, estudos anteriores realizados por Santos et al. (2016) demonstraram a
atividade larvicida de extratos de Annona muricata (graviola) e Annona squamosa (pinha)
contra larvas de mosquitos.

Zuharah et al. (2019) em seu estudo investigaram o efeito larvicida de extratos de
folhas de Piper sarmentosum em larvas de Aedes aegypti. Os resultados mostraram que 0s
extratos de Piper sarmentosum apresentaram efeito larvicida significativo, com mortalidade de
100% das larvas em concentracbes mais altas. Resultado semelhante ao demonstrando
posteriormente por Zhang et al. (2021), onde os extratos de Euphorbia tirucalli, Annona
muricata e Piper nigrum apresentaram efeito larvicida significativo, com mortalidade de 100%
das larvas de Aedes aegypti em concentracdes mais altas.

Em seu estudo, Silva et al. (2022) avaliaram o efeito larvicida de extratos de folhas de
Lippia sidoides em larvas de Aedes aegypti. Os resultados mostraram que os extratos de Lippia
sidoides apresentaram mortalidade de 100% das larvas nas concentrages mais elevadas.

Além disso, um estudo realizado por Rahimi et al. (2023) investigou o efeito larvicida
de extratos de folhas de Piper sarmentosum em larvas de Aedes aegypti. Os resultados
mostraram que os extratos de Piper sarmentosum apresentaram efeito larvicida significativo,
com mortalidade de 100% das larvas em concentracdes mais altas.

Além dos extratos vegetais, os 6leos essenciais tém se destacado como agentes
larvicidas eficazes. Em um estudo realizado por Lima et al. (2019), o 6leo essencial de
Cymbopogon citratus (capim-limdo) demonstrou atividade larvicida contra larvas de Aedes
aegypti. Outro bleo essencial amplamente estudado é o de Mentha piperita (hortela-pimenta),
que foi relatado por Souza et al. (2021) como eficiente no controle de larvas de mosquitos.

Outro estudo realizado por Garcia et al. (2022) avaliou 0 mecanismo de a¢ao dos 6leos
essenciais de Eucalyptus citriodora e Cymbopogon nardus em larvas de Aedes aegypti. Os
resultados revelaram que os 6leos essenciais atuaram como disruptores neurotdxicos, afetando
0 sistema nervoso central das larvas e causando paralisia e morte.

Em estudo conduzido por Silva et al. (2021) o efeito larvicida de 6leos essenciais de
Lippia sidoides, Ocimum basilicum e Cymbopogon citratus em larvas de Aedes aegypti foi
investigado, revelando que todos os 6leos essenciais testados apresentaram atividade larvicida
significativa, causando mortalidade elevada das larvas.

Resultados semelhantes foram obtidos por Santos et al. (2022) ao analisar o efeito

larvicida de O6leos essenciais de Melaleuca alternifolia, Mentha piperita e Lavandula
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angustifolia nas larvas do mesmo vetor, demonstrando que 0s Gleos essenciais testados
apresentaram forte atividade larvicida, com alta mortalidade das larvas. Assim como no estudo
realizado por Tan et al. (2023), que avaliou o efeito larvicida de 6leos essenciais de
Cinnamomum zeylanicum, Eucalyptus globulus e Thymus vulgaris em larvas de Aedes aegypti.
Os resultados mostraram que os 6leos essenciais testados exibiram significativa atividade
larvicida, causando alta mortalidade das larvas.

Assim, pode-se notar, através dos diversos estudos realizados que produtos naturais
tém potencial como alternativas mais seguras e eficazes aos pesticidas sintéticos no controle de
larvas de insetos, exercendo efeito larvicida significativo, por meio de diferentes mecanismos
de acdo. Esses mecanismos incluem inibicdo do crescimento e desenvolvimento, interferéncia
na atividade enzimaética, acdo neurotdxica, entre outros, resultando no efeito esperado:
mortalidade das larvas (Garcia et al., 2022). Estes resultados promissores sdo fundamentais para
o desenvolvimento de estratégias de controle de insetos mais seguras e sustentaveis, protegendo

a saude humana e ambiental.
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Citrus aurantium L. E Citrus aurantifolia SWINGLE FRENTE AS LARVAS DE Aedes
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RESUMO

Este estudo investigou a atividade larvicida dos 6leos essenciais (OEs) obtidos dos epicarpos
dos frutos de Citrus aurantium (laranja da terra) e Citrus aurantifolia (lima &cida) contra larvas
de Aedes aegypti. Os OEs foram extraidos por hidrodestilacdo e caracterizados por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa (CG-EM), revelando o limoneno
como o constituinte majoritario em ambos. A toxicidade dos OEs foi avaliada através do
bioensaio com Artemia salina Leach, e a atividade larvicida contra Aedes aegypti foi
investigada subsequentemente. A andlise estatistica foi conduzida seguindo o método Probit.
Os resultados demonstraram que as concentracOes letais de 50% (CL50) para o ensaio de
toxicidade foram de 251,2 mg L-1 para Citrus aurantium e Citrus aurantifolia, classificando
ambos os OEs como atdxicos. Na avaliagdo da acdo larvicida, observou-se mortalidade
significativa das larvas de Aedes aegypti nas concentragdes de 10-100 mg L-1. As CL50 para
Citrus aurantium e Citrus aurantifolia foram quantificadas em 38,2 mg L-1 e 41,7 mg L-1,
respectivamente. Estes resultados evidenciam que os OEs analisados contém compostos com
eficacia larvicida contra Aedes aegypti, destacando seu potencial para aplicacdo no combate a
esta espécie de mosquito transmissor de doengas tropicais, como a dengue.

Palavras-chave: Artemia; Larvae; Aedes aegypti.
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INTRODUCAO

O mosquito Aedes aegypti é vetor de arboviroses de grande importancia epidemioldgica,
apresentando grande abrangéncia geografica e tendo sua distribuicdo e expanséo influenciadas
por diversos fatores, como falta de saneamento basico, aumento da ocupagéo urbana, auséncia
de infraestrutura urbana, armazenamento inadequado de agua, disposicdo inadequada de
residuos solidos, entre outros (Moyses & Bonatti, 2021).

As arboviroses sdo consideradas doencas infecciosas de grande impacto na salde
publica, principalmente nos paises em desenvolvimento, e seu monitoramento tem sido
constante nas Américas e demais regides tropicais do planeta, com destaque para 0s casos de
Dengue, Chikungunya, Febre Amarela e Zika. A presenca dessas doencas no Brasil, pais onde
a dengue € considerada endémica, representa um grande desafio para a saide publica, uma vez
que ainda ndo existem vacinas ou tratamentos antivirais especificos (Viana et al., 2018). Assim,
0s programas nacionais de controle de arboviroses concentram suas atividades em acOes de
controle vetorial, a fim de reduzir os casos de infec¢do no pais (Chang et al., 2011).

Nesse sentido, plantas de diversas espécies tém sido utilizadas ao longo da histéria no
controle biolégico de vetores, sendo fontes de componentes biologicamente ativos, utilizados
na producdo de produtos naturais, farmacos e remédios (Simdes et al. 2017). Além disso, a
grande necessidade de novos produtos larvicidas, bem como a busca de alternativas no controle
de mosquitos, principalmente os de origem natural e sustentavel, ndo poluente e que ndo
apresenta riscos para outras espécies, tem levado a experimentacdo de espécies vegetais que
apresentam constituintes com potencial larvicida, pupicida, ovicida ou repelente para vetores
de arbovirus (Shaalan et al., 2005; Nerio et al., 2009; Kishore et al., 2011; Pavela, 2015; Ghosh
etal., 2012).

Coincidentemente, muitas espécies vegetais cultivadas para consumo humano possuem
propriedades bioativas com potencial farmacologico e podem ser utilizadas em pesquisas
bioprospectivas. E o caso das espécies Citrus aurantium L. e Citrus aurantifolia Swingle,
popularmente conhecidas como laranja da terra e lima &cida, utilizadas na dieta e medicina
tradicional das comunidades maranhenses, as espécies apresentam consideravel produgédo de
oOleos essenciais, caracteristica comum na familia das Rutaceae, em especial no género Citrus,

onde outras especies comprovadamente apresentam potenciais larvicida, farmacologico,
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antioxidante e antimicrobiano (Alsaadawi et al., 1985; Craske et al., 2005; Akhlaghi etal., 2011;
Tundis et al., 2012; Lagha-Benamrouche & Madani, 2013; Suntar et al., 2018; Enejoh et al.;
Lin et al., 2019; Jain et al., 2020). Assim, o presente estudo avaliou a atividade larvicida de
6leos essenciais obtidos do epicarpo dos frutos de Citrus aurantium L. e Citrus aurantifolia

Swingle, comparados as larvas de Aedes aegypti.

MATERIAIS E METODOS

Area de estudo

O estudo sera realizado na Ilha Grande do Maranhdo, mais especificamente no bairro
do S& Viana, localizado a oeste do municipio de S&o Luis (2°33°14”S e 44°18°21”W), Capital
do Estado do Maranh&o. A localidade se limita a norte e a leste com o rio Bacanga, corpo
hidrico de grande importancia historica, social e ambiental da llha, e a sul e a oeste com o
bairro da Vila Embratel e a Universidade Federal do Maranh&o, onde serdo conduzidas as
etapas laboratoriais da dissertacéo.

Segundo registros obtidos nos bancos de dados da prefeitura municipal de Sdo Luis e
no Sistema Unificado de Satde (SUS), o municipio de Sao Luis apresentou entre os anos de
2017 e 2020, 3395 casos de Dengue, 752 casos de Chikungunya e 491 casos de Zika (SEMUS,
2022). No ano de 2023, foram registrados no Sistema de Informag¢ao de Agravos de Notificacao
(Sinan), 6rgdo pertencente ao SUS, 1407 casos de Dengue em Sao Luis.

A regido onde o bairro Sa Viana esta instalado apresenta topografia acidentada,
marcada por colinas e areas baixas que fazem parte da planicie de inundacdo do Rio Bacanga.
Com isso, existe uma grande facilidade de represamento da agua, que pode invadir as casas
(vide fotos em Anexo). Essa situacéo € agravada durante o periodo chuvoso quando as lagoas
aumentam detamanho e as valas presentes nas ruas transbordam, devido a falta de rede de
drenagem urbana (Nogueira et al., 2019).

Além da auséncia dos servigos de saneamento basico, j& relatada anteriormente neste
estudo, outros fatores colaboram para a manutencdo das arboviroses no bairro em questdo e
também em toda a regido metropolitana da capital maranhense. A falta de agdes de educagao
sanitaria e ambiental para com a populacao do local, assim como a degradacao do meio pelas

acoes antropicas, evidenciada em especial pelo descarte inadequando de residuos sélidos, sao
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fatores que contribuem fortemente para que os habitantes da regido esteja em contato constante
com os mosquitos da espécie Aedes aegypti, vetores de arboviroses de grande importancia
epidemioldgica anteriormente citadas.

Dessa forma, as condi¢des para que estas doengas tropicais negligénciadas se instalem
e permanecam na area de estudo sdo totalmente satisfeitas pelas condigdes estruturais,
socioecondmicas ¢ ambientais que o bairro Sa Viana passou a apresentar ao longo dos anos,

desde a sua formagao.

Coleta e identificacdo de material vegetal

As coletas dos materiais vegetais utilizados nesta pesquisa foram realizadas entre janeiro
e abril de 2022. Os frutos das espécies Citrus aurantium L. e Citrus aurantifolia Swingle
utilizados nesta pesquisa foram adquiridos no municipio de Grajau, Maranhédo, em regides de
ocorréncia que contemplam a regido Pré-Amazoénica. As espécies foram registradas e
depositadas no Herbéario Atico Seabra da Universidade Federal do Maranhdo (UFMA) e
transportadas para o Laboratério de Pesquisa e Aplicacdo de Oleos Essenciais (LOEPAV-
UFMA), onde foram secas, trituradas e sua massa medida para calculos de rendimento e

encaminhadas ao processo de extracdo dos 6leos essenciais.

Extracdo de 06leos essenciais

A extracdo foi realizada pelo processo de hidrodestilagdo, utilizando-se o aparelho
Clevenger, utilizando-se metodologia adaptada a partir da Farmacopeia Brasileira (2019). O
sistema de hidrodestilagdo consistiu de um clevenger de vidro acoplada a um baldo de fundo

redondo de 1000 mL, com manta térmica controlando a temperatura a 100 °C por 3h.

Coleta e identificagdo dos ovos de Aedes aegypti

Os ovos de Aedes aegypti foram coletados em Sdo Luis/MA, através de armadilhas
denominadas ovitrampas. Estes consistem em baldes (500 mL) de polietileno, com 1 mL de
levedura de cerveja e 300 mL de agua e inseridos dois canudos de Eucatex para ovoposicao de

mosquitos. As armadilhas foram inspecionadas semanalmente para a substituicdo das palhetas
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e coleta dos ovos, encaminhados ao Laboratério de Pesquisa e Aplicacdo de Oleos Essenciais
(LOEPAV/UFMA) da Universidade Federal do Maranhdo — UFMA.

Inicialmente, os ovos eclodirdo a temperatura ambiente em um aquério circular de vidro
contendo agua mineral. A identificacdo das espécies seguiu a metodologia proposta por
Forattini (1996). As larvas foram alimentadas com racdo para gatos, de acordo com a
metodologia de Silva (1995), até atingirem o terceiro estagio, idade em que os experimentos

foram realizados.

Atividade larvicida contra Aedes aegypti

Os testes para atividade larvicida foram realizados de acordo com a metodologia
adaptada proposta por Silva (2006). Inicialmente, a solu¢do-mée de 100 mg L-1 de cada um
dos 6leos essenciais foi preparada e diluida em solucdo de DMSO a 2%. A partir dessa solucéo,
foram preparadas diluicbes nas concentragdes de 1,0-90,0 mg L-1, adicionadas a cada
concentragdo de 10 larvas na proporcao de 2 mL por larva. Todos os testes foram realizados em
triplicatas.

Uma solucdo formada por DMSO 2% foi utilizada como controle negativo e, como controle
positivo, uma solucdo de etanol (P.A.) 70% v/v. Apds 24 horas, foram contadas as contagens
de vivos e mortos, sendo consideradas mortas as larvas que ndo reagiram ao toque ap6s 24 horas
do inicio do experimento. Para quantificar a eficiéncia do EO, foi aplicado o teste estatistico

Probit (Finney, 1952) e a acéo foi classificada por Cheng et al (2003).

Toxicidade

Para a avaliacdo da letalidade de Artemia salina Leach, foi preparada uma solucéo salina
estoque de cada 0Oleo essencial (LE) na concentragao de 10.000 mg L-1 e 0,02 mg de Tween 80
(tempo ativo). Aliquotas de 5, 50 ¢ 500 uL destes foram transferidas para tubos de ensaio e
completadas com solucdo salina j& preparada até 5 mL, obtendo-se nas concentracdes finais de
10, 100 e 1000 mg L-1, respectivamente. Todos o0s ensaios foram realizados em triplicatas, onde
dez larvas na fase nauplio foram transferidas para cada um dos tubos de ensaio. Para o controle
da cor branca seréo utilizados 5 mL de solucéo salina, para o controle positivo K2Cr207 e para
o0 controle negativo serdo utilizados 5 mL de uma solucéo de 4 mg L-1 de Tween 80. Apds 24

horas de exposicao, as larvas vivas foram contadas, considerando-se mortas aquelas que ndo se
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movimentaram durante a observacdo ou com a leve agitacdo do frasco. Foi adotado o critério
estabelecido por Dolabela (1997) para a classificagdo da toxicidade dos EO, sendo considerado
altamente toxico quando CL50 < 80 mg L-1, moderadamente toxico para 80 mg L-1 < CL50 >

250 mg L-1 e levemente toxico ou atoxico quando CL50 > 250 mg L-1.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Toxicidade

O potencial toxico dos OEs e seus compostos contra o Aedes aegypti pode variar
significativamente de acordo com fatores intrinsecos e extrinsecos, espécie vegetal, partes da
planta, idade de fabricacdo, quimiotipos e condi¢des geogréaficas (como estacdo de ocorréncia,
precipitacdo, porcentagem de umidade, temperatura, luz solar e altitude) em que a planta foi
coletada, a fonte de larvas e os métodos utilizados, em geral, para induzir diferentes respostas
larvais (DIAS; MORAES, 2014).

Foi possivel observar que os EO's foram classificados como atdxicos, portanto, suas
aplicacbes podem ser relativamente aceitaveis. Segundo Forbes e Forbes (1994) o teste de
toxicidade tem como objetivo avaliar ou prever os efeitos toxicos sobre os sistemas biol6gicos
e medir a toxicidade relativa das substancias. Para a realizacdo desse tipo de teste, € comum o
uso de Artemia salina pois é um organismo de manipulacdo facil em laboratério e de baixo
custo econdmico. O bioensaio de toxicidade com Artemia salina consiste em estimar a
concentracdo de uma substancia por meio da medicdo de uma resposta bioldgica, na qual ha
apenas um parametro envolvido: vida ou morte. O teste de letalidade permite a avaliacdo da
toxicidade aguda e, por isso, é considerado essencial como bioensaio preliminar no estudo de
compostos com potencial atividade biologica (REIS, 2012).

A concentracdo letal de 50% (CL50) obtida para o ensaio de toxicidade foi CL50 251,2
mg L-1 para Citrus aurantium e Citrus aurantifolia, permitindo a classificacdo de ambos os
EOs como atdxicos segundo o critério de Dolabella (1997), que considera que um componente
quimico ¢ altamente toxico quando CL50 < 80 mg L-1, moderadamente toxico para 80 mg L-1
<CL50 > 250 mg L-1 e levemente toxico ou atdéxico quando CL50 > 250 mg L-1.

Resultados semelhantes foram apresentados por pesquisadores ao longo dos anos,
demonstrando que ps 6leos essenciais de espécies do género Citrus, em especial C. aurantium

e C. aurantifolia, apresentam acdo especifica em artrépodes vetores, sendo atoxicas para
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Artemia salina e, portanto, ndo apresentando toxicidade para 0 meio ambiente e organismos
néo alvo da acéo larvicida. Isto foi confirmado pelos estudos de Parra et al (2001), Ramos et
al (2012), Sousa et al (2019), Veeraphant et al (2019) e Ajaiyeoba et al (2019), que atestaram

com seus experimentos o uso seguro dos 0leos essenciais de C. aurantium e C. aurantifolia.

Atividade larvicida

Através dos experimentos realizados, o presente estudo encontrou resultados
promissores para 0s 0leos essenciais extraidos de ambas as espécies. A Tabela 3 apresenta 0s
resultados referentes a mortalidade de larvas de Aedes aegypti pela acdo dos 6leos essenciais
de Citrus aurantium.

Tabela 3 — Atividade larvicida do Gleo essencial de Citrus aurantium contra larvas de Aedes aegypti.
Concentracdo Mortalidade CLso

1Cy500 o 2 R?
(mg LY (%) (mg LY x

100 100

90 100

80 100

70 100

60 100

50 % 13,87 9,71- 19,80 0,494 0,941 0,709
40 Q0

30 60

20 50

10 50

Fonte: elaborado pelo autor.

Como pode ser observado, a CL50 encontrada corresponde a 13,87 mg L-1. Conforme
o critério estabelecido por Cheng et al. (2003), onde a CL50 referente a estimativa de
mortalidade de 50% de larvas do Aedes aegypti deve estar abaixo de 50 mg L-1lpara ser
considerada com acdo muito ativa e, portanto, muito efetiva no controle e combate ao mosquito
vetor Aedes aegypti. Dessa forma, seu potencial de uso e aplicacdo estéd dentro do exigido pela
WHO no que diz respeito a efetividade de um produto natural com acdo larvicida e, portanto,
seu usp € incentivado pela organizacéao

O uso de 6leos essenciais no combate a vetores de arboviroses tem sido extenso ao longo

da ultima década, com diversos pesquisadores de diferentes paises apresentando resultados
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similares quanto ao uso de plantas na interface salde e ambiente.

Dessa forma, resultados semelhantes foram apresentados por Sanei-Dehkordi et al
(2016) ao quantificar a CL50 31,20 ppm contra as larvas de Anopheles stephensi comprovando
a acdo larvicida do o6leo essencial de Citrus aurantium. Elumalai et al (2019) também
encontraram em seu estudo a CL50 116,97 mg/mL para acdo larvicida contra larvas de Aedes
aegypti, comprovando a eficiéncia do 6leo essencial de Citrus aurantium. Assim como Fouad
El-Akhal et al (2015), que ao quantificar a CL50 22,64 mg/L contra as larvas de Anopheles
labranchiae, demonstrou a acéo larvicida do 6leo essencial de Citrus aurantium contra o vetor.

Além dos resultados encontrados com Citrus aurantium, pesquisas anteriores realizadas
com Citrus aurantifolia também demonstraram acdo larvicida contra artropodes vetores de
arboviruses. A Tabela 4 apresenta os resultados referentes a mortalidade de larvas de Aedes

aegypti pela acdo dos oOleos essenciais de Citrus aurantifolia encontrados no presente estudo.

Tabela 4 — Atividade larvicida do 6leo essencial de Citrus aurantifolia contra larvas de Aedes aegypti.
Concentracdo Mortalidade CLso

1Co506 o x?* R?
(mg L™ (%) (mg L*)

100 100,0

90 100,0

80 100,0

70 100,0

60 90,0

13,77 9,35 - 0,563 0,088

50 80,0 20,27 0,716
40 90,0

30 60,0

20 50,0

10 50

Fonte: elaborado pelo autor.

A CL50 encontrada é de 13,77 mg L-1. Assim, como o resultados obtido para C.
aurantium, C aurantifolia se enquadra no critério estabelecido por Cheng et al. (2003),
apresentando uma CL50 abaixo de 50 mg L-1, que é considerada altamente eficaz no controle
e combate ao mosquito vetor Aedes aegypti, sendo classificada como agdo muito ativa. Portanto,
o0 potencial de uso e aplica¢do do composto estd em conformidade com os padrdes estabelecidos

pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) para eficacia de produtos naturais com acao
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larvicida.

Resultados semelhantes foram apresentados por Sarma, et al (2019) ao quantificar a
CL50 128,82 ppm contra larvas de Aedes aegypti, utilizando-se da mesma espécie para extracdo
do oleo essencial.

Ainda contra 0 mesmo vertor, Aedes aegypti, e por meio da utlizacdo do 6leo essencial
de Citrus aurantifolia, temos como exemplo os resultados entrados nas pesquisas de Sousa et
al (2019) e Vidal-Villacorta e Villacorta- Gonzéllez (2021).

Em seu estudo, Sousa et al (2019) ao quantificaram a CL50 69,71 ug mL-1 contra larvas
de Aedes aegypti por meio da acdo larvicida do 6leo essencial de Citrus aurantifolia. Ja Vidal-
Villacorta e Villacorta-Gonzélez (2021) apresentaram como resultado uma CL50 540 mg L-1
contra as larvas do mesmo vetor, através do uso do 6leo essencial de Citrus aurantifolia.

Segundo Dias e Moraes (2014), a atividade larvicida dos compostos é classificada de
acordo com critérios baseados em concentracdes letais (CL50). Oleos com CL50 maior que
100 mg L-1 devem ser considerados ndo ativos. Para serem considerados ativos, os OE's devem
apresentar CL50 menor que 100 mg L-1 e, dentre estes dleos, sdo considerados altamente ativos
aqueles cujos valores de CL50 forem inferiores a 50 mg L-1. Dessa forma, foi confirmado o
alto potencial larvicida dos OE's avaliados no presente estudo, podendo ser considerados
altamente ativos devido as CL50 de 13,87 mg L-1 para Citrus aurantium e 13,77 mg L-1 para

Citrus aurantifolia.

Consideracoes finais

Através do experimentos realizados durante o estudo comprovou-se a a¢ao larvicida dos
6leos essenciais das cascas dos frutos das espécies Citrus aurantium L. e Citrus aurantifolia
frente as larvas de Aedes aegypti, onde foram encontradas as concentragdes letais (CL50) de
13,87 mg L-1 para Citrus aurantium e 13,77 mg L-1 para Citrus aurantifolia.

Dessa forma, o uso dos OE das duas espécies demonstra ser uma alternativa sustentavel,
economicamente viavel e ambientalmente correta no combate ao mosquito Aedes aegypti, vetor
de arboviroses de grande importancia epidemioldgica em paises em desenvolvimento, quando

comparada aos tradicionais inseticidas.
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I1l. CONSIDERACOES FINAIS

Com base nos resultados obtidos neste estudo, tornou-se evidente que os 0Gleos
essenciais derivados dos epicarpos dos frutos das espécies Citrus aurantium L. e Citrus
aurantifolia demonstraram uma acéo larvicida significativa contra as larvas do mosquito vetor
Aedes aegypti. A determinacdo das concentracdes letais (CL50) em 13,87 mg L-1 para Citrus
aurantium e 13,77 mg L-1 para Citrus aurantifolia reforca a eficAcia desses compostos na
erradicacao das larvas do vetor.

Estes resultados ndo apenas corroboram a eficacia dos 6éleos essenciais extraidos das
cascas das espécies de Citrus selecionadas para este estudo, mas também destacam sua
relevancia como uma estratégia inédita e promissora no controle do mosquito Aedes aegypti,
responsavel pela transmissao de arboviroses de grande importancia epidemioldgica em regibes
tropicais em desenvolvimento. Além disso, é importante ressaltar a viabilidade econdmica e
ambiental do uso desses 6leos essenciais em compara¢do com 0s inseticidas convencionais, 0
gue os posiciona como uma abordagem sustentavel no enfrentamento desse desafio de saude
publica.

A pesquisa fornece uma contribuicdo significativa para o campo da saude publica e
epidemiologia, oferecendo uma alternativa promissora e sustentavel para o controle de doencas
transmitidas por mosquitos. A utilizacdo de 6leos essenciais de plantas, como os derivados das
espécies Citrus aurantium L. e Citrus aurantifolia, apresenta um potencial consideravel para
complementar ou até mesmo substituir os métodos convencionais de controle de vetores. No
entanto, é importante ressaltar a necessidade de estudos adicionais para avaliar a eficacia desses
6leos em diferentes condigdes ambientais e em outras espécies de mosquitos vetores, a fim de
garantir sua eficacia e seguranca a longo prazo.

Em suma, os resultados deste estudo oferecem uma base sélida para a continuidade da
pesquisa e o desenvolvimento de estratégias de controle de vetores mais eficazes e sustentaveis,
contribuindo assim para a melhoria da satde publica em areas afetadas por doencas transmitidas

por mosquitos.
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ANEXO

Fotos das condicBes de saneamento basico do bairro S& Viana, registradas em 2019,
durante pesquisa de campo do grupo BIOMESC, para coleta de caramujos infectados por

esquistossomose. Fonte: arquivo pessoal.
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APENDICE

Artigo submetido mo periodico Ciéncia e Natura

CHEMICAL CHARACTERIZATION, TOXICITY AND LARVICIDAL EFFECT OF
ESSENTIAL OILS FROM THE PEELS OF Citrus aurantium L. and Citrus
aurantifolia SWINGLE AGAINST THE LARVAE OF Aedes aegypti

ABSTRACT

The present study evaluated the larvicidal activity of the essential oils from the epicarp of the
fruits of Citrus aurantium (bitter orange) and Citrus aurantifolia (lime) against Aedes aegypti
larvae. The essential oils were extracted by hydrodistillation, and the chemical constituents
were identified by GC-MS, with limonene being the major constituent for both Citrus aurantium
and Citrus aurantifolia. Toxicity was assessed by bioassay with Artemia salina Leach, and
larvicidal activity against Aedes aegypti was subsequently evaluated. Statistical analysis
followed the Probit method. The lethal concentration of 50% (LC50) obtained for the toxicity
assay was 251.2 mg L-1 for both Citrus aurantium and Citrus aurantifolia, classifying both
essential oils as non-toxic. For the larvicidal action of the essential oils, there was mortality of
Aedes aegypti larvae at concentrations of 10-100 mg L-1, and the LC50 of 38.2 mg L-1 and
41.7 mg L-1 for Citrus aurantium and Citrus aurantifolia, respectively, were quantified. The
results indicate that the evaluated essential oils are composed of substances that have a good

larvicidal effect against Aedes aegypti, stimulating their potential application.

Keywords: Artemia; Larvae; Probit.

INTRODUCTION

The Aedes aegypti mosquito is a vector of arboviruses of great epidemiological

importance, showing a wide geographical range and having its distribution and expansion
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influenced by various factors, such as lack of basic sanitation, urban occupation increase,
absence of urban infrastructure, inadequate water storage, improper disposal of solid waste,
among others (Moyses & Bonatti, 2021).

Arboviruses are considered infectious diseases of great impact on public health,
especially in developing countries, and their monitoring has been constant in the Americas and
other tropical regions of the planet, with emphasis on cases of Dengue, Chikungunya, Yellow
Fever, and Zika. The presence of these diseases in Brazil, a country where dengue is considered
endemic, represents a major challenge for public health, since there are still no specific vaccines
or antiviral treatments (Viana et al., 2018). Thus, national arbovirus control programs focus
their activities on vector control actions to reduce infection cases in the country (Chang et al.,
2011).

In this sense, plants of various species have been used throughout history in the
biological control of vectors, being sources of biologically active components used in the
production of natural products, drugs, and remedies (Simdes et al., 2017). In addition, the great
need for new larvicidal products, as well as the search for alternatives in mosquito control,
mainly those of natural and sustainable origin, non-polluting and that do not pose risks to other
species, has led to the experimentation of plant species that have constituents with larvicidal,
pupicidal, ovicidal, or repellent potential for arbovirus vectors (Shaalan et al., 2005; Nerio et
al., 2009; Kishore et al., 2011; Pavela, 2015; Ghosh et al., 2012).

Coincidentally, many plant species cultivated for human consumption have bioactive
properties with pharmacological potential and can be used in bioprospective research. This is
the case of the species Citrus aurantium L. and Citrus aurantifolia Swingle, popularly known as
bitter orange and lime, used in the diet and traditional medicine of the Maranhdo communities,
the species have considerable production of essential oils, a common characteristic in the
Rutaceae family, especially in the Citrus genus, where other species have been proven to have
larvicidal, pharmacological, antioxidant, and antimicrobial potentials (Alsaadawi et al., 1985;
Craske et al., 2005; Akhlaghi et al., 2011; Tundis et al., 2012; Lagha-Benamrouche & Madani,
2013; Suntar et al., 2018; Enejoh et al.; Lin et al., 2019; Jain et al., 2020). Thus, the present
study evaluated the larvicidal activity of essential oils obtained from the epicarp of the fruits of

Citrus aurantium L. and Citrus aurantifolia Swingle, compared to Aedes aegypti larvae.

MATERIALS AND METHODS
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Study Area

The study will be carried out on Ilha Grande do Maranhao, more specifically in the Sa
Viana neighborhood, located west of the municipality of Sdo Luis (2°33'14"S and 44°18'21"W),
the capital of the State of Maranh&o. The locality is bordered to the north and east by the
Bacanga River, a water body of great historical, social, and environmental importance on the
Island, and to the south and west by the Vila Embratel neighborhood and the Federal University
of Maranhdo, where the laboratory stages of the dissertation will be conducted.

According to records obtained from the databases of the municipal government of S&o
Luis and the Unified Health System (SUS), the municipality of Sdo Luis presented between the
years 2017 and 2020, 3395 cases of Dengue, 752 cases of Chikungunya, and 491 cases of Zika
(SEMUS, 2022). In the year 2023, 1407 cases of Dengue were registered in the Information
System for Notifiable Diseases (Sinan), an organ belonging to SUS, in S8o Luis.

The region where the S& Viana neighborhood is installed has rugged topography,
marked by hills and low areas that are part of the floodplain of the Bacanga River. With this,
there is a great ease of water damming, which can invade houses. This situation is aggravated
during the rainy season when the lagoons increase in size, and the ditches present in the streets
overflow, due to the lack of urban drainage network (Nogueira et al., 2019).

In addition to the absence of basic sanitation services, already reported earlier in this
study, other factors contribute to the maintenance of arboviruses in the neighborhood in
question and also in the entire metropolitan region of the Maranhdo capital. The lack of sanitary
and environmental education actions for the local population, as well as the degradation of the
environment by anthropic actions, evidenced especially by the inadequate disposal of solid
waste, are factors that strongly contribute to the inhabitants of the region being in constant
contact with mosquitoes of the Aedes aegypti species, vectors of arboviruses of great
epidemiological importance previously mentioned.

Thus, the conditions for these neglected tropical diseases to be established and remain
in the study area are fully satisfied by the structural, socioeconomic, and environmental

conditions that the S& Viana neighborhood has presented over the years, since its formation.

Collection and ldentification of Plant Material
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The collections of plant materials used in this research were carried out between January
and April 2022. The fruits of the species Citrus aurantium L. and Citrus aurantifolia Swingle

used in this research were acquired in the municipality

Collection and identification of plant material

The collection of plant materials used in this research was conducted between January
and April 2022. The fruits of the species Citrus aurantium L. and Citrus aurantifolia Swingle
used in this research were acquired in the municipality of Grajad, Maranhdo, in regions of
occurrence that include the Pre-Amazon region. The species were registered and deposited in
the Atico Seabra Herbarium of the Federal University of Maranhdo (UFMA) and transported
to the Laboratory of Research and Application of Essential Oils (LOEPAV-UFMA), where they
were dried, crushed, and their mass measured for yield calculations and forwarded to the

process of extraction of essential oils.

Extraction of essential oils

Extraction was performed by the hydrodistillation process, using the Clevenger
apparatus, using methodology adapted from the Brazilian Pharmacopoeia (2019). The
hydrodistillation system consisted of a glass Clevenger attached to a 1000 mL round bottom

flask, with a thermal blanket controlling the temperature at 100 °C for 3 hours.

Collection and identification of Aedes aegypti eggs

Aedes aegypti eggs were collected in Sdo Luis/MA, through traps called ovitraps. These
consist of polyethylene buckets (500 mL) with 1 mL of beer yeast and 300 mL of water, and
two Eucatex straws inserted for mosquito oviposition. The traps were inspected weekly for the
replacement of the paddles and collection of the eggs, which were sent to the Laboratory of
Research and Application of Essential Oils (LOEPAV/UFMA) of the Federal University of
Maranh&o — UFMA. Initially, the eggs hatched at room temperature in a circular glass aquarium
containing mineral water. Species identification followed the methodology proposed by
Forattini (1996). The larvae were fed with cat food, according to the methodology of Silva
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(1995), until they reached the third stage, the age at which the experiments were conducted.

Larvicidal activity against Aedes aegypti

Tests for larvicidal activity were conducted according to the adapted methodology
proposed by Silva (2006). Initially, a 100 mg L-1 stock solution of each of the essential oils
was prepared and diluted in 2% DMSO solution. From this solution, dilutions were prepared at
concentrations of 1.0-90.0 mg L-1, added to each concentration of 10 larvae in a ratio of 2 mL
per larva. All tests were performed in triplicates. A solution consisting of 2% DMSO was used
as a negative control, and a solution of 70% v/v ethanol (P.A.) was used as a positive control.
After 24 hours, counts of living and dead larvae were made, with larvae that did not react to
touch after 24 hours from the start of the experiment considered dead. To quantify the EO
efficiency, the Probit statistical test (Finney, 1952) was applied, and the action was classified
by Cheng et al (2003).

Toxicity

For the evaluation of the lethality of Artemia salina Leach, a stock saline solution of
each essential oil (LE) at a concentration of 10,000 mg L-1 and 0.02 mg of Tween 80 (active
time) was prepared. Aliquots of 5, 50, and 500 pL of these were transferred to test tubes and
completed with saline solution already prepared up to 5 mL, obtaining final concentrations of
10, 100, and 1000 mg L-1, respectively. All assays were performed in triplicates, where ten
larvae in the nauplius stage were transferred to each of the test tubes. For the white color control,
5 mL of saline solution will be used, for the positive control K2Cr207, and for the negative
control, 5 mL of a solution of 4 mg L-1 of Tween 80 will be used. After 24 hours of exposure,
living larvae were counted, with those that did not move during observation or with slight
agitation of the vial considered dead. The criterion established by Dolabela (1997) was adopted
for the classification of EO toxicity, being considered highly toxic when CL50 < 80 mg L-1,
moderately toxic for 80 mg L-1 < CL50 > 250 mg L-1, and slightly toxic or non-toxic when
CL50 > 250 mg L-1.

RESULTS AND DISCUSSION
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Toxicity

The toxic potential of EOs and their compounds against Aedes aegypti can vary
significantly according to intrinsic and extrinsic factors, plant species, parts of the plant,
manufacturing age, chemotypes, and geographical conditions (such as occurrence season,
precipitation, humidity percentage, temperature, sunlight, and altitude) in which the plant was
collected, the source of larvae, and the methods used, in general, to induce different larval
responses (DIAS; MORAES, 2014). It was possible to observe that the EOs were classified as
non-toxic; therefore, their applications can be relatively acceptable. According to Forbes and
Forbes (1994), the toxicity test aims to evaluate or predict the toxic effects on biological systems
and measure the relative toxicity of substances. For the execution of this type of test, the use of
Artemia salina is common because it is an organism easy to manipulate in the laboratory and
of low economic cost. The toxicity bioassay with Artemia salina consists of estimating the
concentration of a substance through the measurement of a biological response, in which there
is only one parameter involved: life or death. The lethality test allows the evaluation of acute
toxicity and, therefore, is considered essential as a preliminary bioassay in the study of
compounds with potential biological activity (REIS, 2012). The 50% lethal concentration
(LC50) obtained for the toxicity assay was 251.2 mg L-1 for Citrus aurantium and Citrus
aurantifolia, allowing the classification of both EOs as non-toxic according to Dolabella’s
criteria (1997), which considers a chemical component highly toxic when LC50 < 80 mg L-1,
moderately toxic for 80 mg L-1 < LC50 > 250 mg L-1, and slightly toxic or non-toxic when
LC50 > 250 mg L-1. Similar results have been presented by researchers over the years,
demonstrating that essential oils from species of the Citrus genus, especially C. aurantium and
C. aurantifolia, have specific action on vector arthropods, being non-toxic to Artemia salina
and, therefore, not presenting toxicity to the environment and non-target organisms of the
larvicidal action. This was confirmed by the studies of Parra et al (2001), Ramos et al (2012),
Sousa et al (2019), Veeraphant et al (2019), and Ajaiyeoba et al (2019), which attested with

their experiments the safe use of essential oils from C. aurantium and C. aurantifolia.

Larvicidal Activity
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Through the experiments conducted, the present study found promising results for the

essential oils extracted from both species. Table 3 presents the results regarding the mortality

of Aedes aegypti larvae by the action of Citrus aurantium essential oils.

Table 3 — Larvicidal activity of Citrus aurantium essential oil against Aedes aegypti larvae.

Concentration M ortality CLso
1Cos50% o x? R?

(mg L) (%) (mg L™)
100 100
90 100
80 100
70 100
60 100 9,71-

13,87 0,494 0,941 0,709
50 90 ,80
40 90
30 60
20 50
10 50

Source: prepared by the author.

As can be observed, the LC50 found corresponds to 13.87 mg L-1. According to the
criterion established by Cheng et al. (2003), where the LC50 referring to the estimated 50%

mortality of Aedes aegypti larvae should be below 50 mg L-1 to be considered very active and

therefore highly effective in controlling and combating the Aedes aegypti vector mosquito.

Thus, its potential for use and application falls within the requirements set by the WHO

regarding the effectiveness of a natural product with larvicidal action, and therefore its use is

encouraged by the organization.

The use of essential oils in combating arbovirus vectors has been extensive over the past

decade, with various researchers from different countries presenting similar results regarding

the use of plants at the health and environment interface.
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Similarly, Sanei-Dehkordi et al (2016) presented similar results by quantifying the LC50
31.20 ppm against Anopheles stephensi larvae, confirming the larvicidal action of Citrus
aurantium essential oil. Elumalai et al (2019) also found in their study the LC50 116.97 mg/mL
for larvicidal action against Aedes aegypti larvae, proving the efficiency of Citrus aurantium
essential oil. Similarly, Fouad El-Akhal et al (2015), quantifying the LC50 22.64 mg/L against
Anopheles labranchiae larvae, demonstrated the larvicidal action of Citrus aurantium essential
oil against the vector.

In addition to the results found with Citrus aurantium, previous research conducted with
Citrus aurantifolia also demonstrated larvicidal action against arbovirus vector arthropods.
Table 4 presents the results regarding the mortality of Aedes aegypti larvae by the action of

Citrus aurantifolia essential oils found in the present study.

Table 4 — Larvicidal activity of Citrus aurantifolia essential oil against Aedes aegypti larvae.

Concentration M ortality Clso

(mg L% (%) (mg L™ o ’ x i
100 100,0

90 100,0

80 100,0

70 100,0

60 90,0 9,35 -

- 200 13,77 2027 0,563 0,988 0,716
40 90,0

30 60,0

20 50,0

10 50

Source: prepared by the author.

The found LC50 is 13.77 mg L-1. Thus, similar to the results obtained for C. aurantium,
C. aurantifolia fits the criterion established by Cheng et al. (2003), presenting an LC50 below
50 mg L-1, which is considered highly effective in controlling and combating the Aedes aegypti
vector mosquito, being classified as very active. Therefore, the potential for use and application

of the compound complies with the standards established by the World Health Organization
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(WHO) for the effectiveness of natural products with larvicidal action.

Similar results were presented by Sarma et al (2019) when quantifying the LC50 128.82
ppm against Aedes aegypti larvae, using the same species for essential oil extraction.

Still against the same vector, Aedes aegypti, and through the use of Citrus aurantifolia
essential oil, we have examples of results from the research of Sousa et al (2019) and Vidal-
Villacorta and Villacorta-Gonzélez (2021).

In their study, Sousa et al (2019) quantified the LC50 69.71 ug mL-1 against Aedes
aegypti larvae through the larvicidal action of Citrus aurantifolia essential oil. Vidal-Villacorta
and Villacorta-Gonzalez (2021) presented a result of LC50 540 mg L-1 against larvae of the
same vector, through the use of Citrus aurantifolia essential oil.

According to Dias and Moraes (2014), the larvicidal activity of compounds is classified
according to criteria based on lethal concentrations (LC50). Oils with LC50 greater than 100
mg L-1 should be considered non-active. To be considered active, essential oils must have an
LC50 less than 100 mg L-1, and among these oils, those whose LC50 values are less than 50
mg L-1 are considered highly active. Thus, the high larvicidal potential of the evaluated
essential oils in this study was confirmed, as they can be considered highly active due to the
LC50 of 13.87 mg L-1 for Citrus aurantium and 13.77 mg L-1 for Citrus aurantifolia.

Final Remarks

Through the experiments conducted during the study, the larvicidal action of the
essential oils from the peels of the fruits of the species Citrus aurantium L. and Citrus
aurantifolia against Aedes aegypti larvae was confirmed, where lethal concentrations (LC50)
of 13.87 mg L-1 for Citrus aurantium and 13.77 mg L-1 for Citrus aurantifolia were found.

Thus, the use of the essential oils of both species proves to be a sustainable,
economically viable, and environmentally friendly alternative in combating the Aedes aegypti
mosquito, a vector of arboviruses of great epidemiological importance in developing countries

when compared to traditional insecticides.
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