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RESUMO

As plantas produtoras de 6leos essenciais sdo beneficiadas por caracteristicas proprias desses
compostos volateis, os quais também encontram aplicacdo em diversas industrias, como a
alimenticia, cosmética e fragrancias. Os 06leos essenciais (OE) apresentam ainda uma série de
atividades bioldgicas que podem ser exploradas. Este estudo buscou testar duas atividades
(larvicida e fungicida) de cinco 6leos essenciais extraidos por hidrodestilacdo, sendo eles Citrus
Sinensis — laranja péra, Citrus latifolia Tanaka — limé&o taiti, Citrus Limon — folhas de limao
siciliano, Lippia alba — erva cidreira de folha e Plinia trunciflora — folhas de Jabuticaba-sabara.
O teste larvicida demonstrou que nas concentracdes de 250 pg/mL e 125 pg/mL todos os 6leos
apresentaram atividade larvicida superior a 90 % j& nas primeiras 24 h observadas. Os 6leos
essenciais da laranja péra, liméo taiti e das folhas do limé&o siciliano tiveram atividade superior
a 80 %, ou seja, morte média de 8 a cada 10 larvas na concentragdo de 62 pg/mL. Quanto a
atividade fungicida, as amostras de OE das folhas de erva cidreira apresentaram concentracao
minima inibitéria (CMI) de 250 pg/mL para C.tropicallis e de 125 pg/mL para C.glabrata. O
OE das folhas de limao siciliano apresentou concentragdo minima inibitéria (CMI) de 250
pg/mL para C.tropicallis, C.glabrata e C.parapsilosis (ATCC 22019). Para as amostras de OE
do limao taiti foi obtida CMI de 500 pug/mL para as leveduras C.glabrata e C.parapsilosis
(ATCC 22019). Os oleos de laranja pera e das folhas de jabuticaba ndo apresentaram atividade
fungicida em nenhuma das concentra¢des nas leveduras em que foram testados. Os resultados
obtidos demonstram potenciais atividades larvicida e fungicida para as amostras estudadas, mas
estudos posteriores Sa0 necessarios para caracterizacdao quimica e avaliacdo de uso destas como
alternativas aos problemas relacionados a reproducdo do vetor Aedes aegypti e as infeccdes
fangicas causadas por leveduras do género Candida.

Palavras-chave: Oleos essenciais, atividades bioldgicas, larvicida, fungicida, Candida.



ABSTRACT

Essential oil-producing plants benefit from the unique characteristics of these volatile
compounds, which also find application in various industries such as food, cosmetics, and
fragrances. Essential oils (EOs) also exhibit a range of biological activities that can be explored.
This study aimed to test two activities (larvicidal and fungicidal) of five essential oils extracted
by hydrodistillation, namely Citrus Sinensis - orange, Citrus latifolia Tanaka - Tahiti lime,
Citrus Limon - lemon leaves, Lippia alba - lemon verbena, and Plinia trunciflora - jabuticaba-
sabard leaves. The larvicidal test demonstrated that at concentrations of 250 pg/mL and 125
pg/mL, all oils showed larvicidal activity exceeding 90% within the first 24 hours observed.
The essential oils from orange, Tahiti lime, and lemon leaf showed activity exceeding 80%,
indicating an average mortality rate of 8 out of 10 larvae at a concentration of 62 pg/mL.
Regarding fungicidal activity, the EO samples from lemon verbena leaves exhibited a minimum
inhibitory concentration (MIC) of 250 pug/mL for C.tropicallis and 125 pg/mL for C.glabrata.
The EO from lemon leaves showed a minimum inhibitory concentration (MIC) of 250 pg/mL
for C.tropicallis, C.glabrata, and C.parapsilosis (ATCC 22019). For the samples of Tahiti lime
EO, a MIC of 500 pg/mL was obtained for the yeasts C.glabrata and C.parapsilosis (ATCC
22019). The orange and jabuticaba leaf oils did not exhibit fungicidal activity at any of the
tested concentrations against the yeasts. The obtained results demonstrate potential larvicidal
and fungicidal activities for the studied samples, but further studies are required for chemical
characterization and assessment of their use as alternatives to issues related to Aedes aegypti
vector reproduction and fungal infections caused by Candida yeasts.

Keywords: Essential oils, biological activities, larvicide, fungicide, Candida.
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1 REFERENCIAL TEORICO

Os 6leos essenciais (OE) podem ser definidos como as fracdes volateis extraidas de
plantas aromaticas. Os OE sdo misturas altamente complexas de compostos volateis de baixa
massa molecular responsaveis pelo aroma tipico de plantas aromaticas. Estes produtos sao
extraidos de diferentes partes das plantas como, por exemplo, folhas, cascas, flores, botGes,
sementes, frutos e raizes contendo os aromas caracteristicos da espécie vegetal, bem como
outras propriedades (VELLA et al., 2020).

Os OE podem ser obtidos por métodos de extracdes, como hidrodestilacdo, arraste a
vapor, prensagem a frio ou extragdo por solventes, em que os componentes volateis das plantas
sdo extraidos. (TONGNUANCHAN; BENJAKUL, 2014). Os 6leos essenciais de frutas citricas
sdo extraidos principalmente pela prensagem do pericarpo dos frutos, sendo os 6leos essenciais
gue predominam no mercado de exportacdo brasileiro. Dentre os 6leos com maior exportacao
estdo os de fruta citrica como laranja pera e liméo siciliano (BI1ZZO; HOVELL; REZENDE,
2009).

Os oleos essenciais variam em viscosidade, coloracdo, odor, sabor, composicdo quimica
e quantidade de acordo com a planta de origem, o que interfere nas suas aplicacdes. No entanto,
apesar das diferencas, ha caracteristicas quimicas comuns entre eles como a presenca de
terpenos (monoterpenos e sesquiterpenos), compostos aromaticos (fenol, aldeido, alcool e
outros) e terpendides (isoprendides) (TONGNUANCHAN; BENJAKUL, 2014; BIZZO et
al.,2009).

Os OE tém ampla utilizacdo em setores como perfumaria, cosméticos, alimentos e
desempenham um papel como coadjuvante em medicamentos. S&o predominantemente
utilizados como aromatizantes, fragrancias, fixadores de fragrancias e em formulagdes
farmacéuticas, sendo comercializados tanto em sua forma bruta quanto beneficiada. Além
disso, a separacdo de 6leos volateis fornece substancias purificadas, como limoneno, citral,
citronelal, eugenol, mentol e safrol, comumente encontradas (BIZZO et al.,2009).

Os oOleos essenciais sdo largamente conhecidos por possuirem propriedades
antioxidantes e antimicrobianas. Sua atividade antifungica ocorre, pois 0s OE podem causar
danos irreversiveis que impactam a permeabilidade da membrana e o equilibrio osmético da
célula dos fungos. Adicionalmente, os OE apresentam atividade antioxidante, sendo capazes de
neutralizar a agdo da peroxidagdo lipidica induzida por radicais livres. Estudos prévios
investigaram as propriedades antimicrobianas de 6leos essenciais de diversas plantas, revelando

gue esses compostos apresentam potencial como agentes antimicrobianos naturais e
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alternativos para a preservagédo de alimentos. Os terpenos e fenilpropanoides, caracterizados
por sua natureza lipofilica e marcante atividade antimicrobiana, representam os principais
ingredientes ativos nos 6leos essenciais (OCAK et al., 2012; VELLA et al., 2020).

1.2 O OLEO ESSENCIAL DA ESPECIE Citrus sinensis

O género Citrus, pertencente a familia Rutaceae, engloba diversas espécies de plantas
que produzem frutos amplamente cultivados e consumidos em todo o mundo, caracterizados
por seu significativo teor de 6leo essencial. Na medicina popular, essas plantas sdo empregadas
por suas propriedades colagogas, antipiréticas, anti-inflamatorias, sedativas e antitoxicas. Uma
das espécies que compde esse género é a Citrus sinensis, nome da espécie vegetal comumente
conhecida como laranja ou laranja pera no Brasil. Essa espécie é uma das arvores frutiferas
mais cultivadas no mundo em regides tropicais, semitropicais e em algumas regides temperadas
(JARADAT etal., 2016; ANCILLO et al. 2015; KUMMER et al., 2013).

As caracteristicas da arvore dessa espécie incluem folhas elipticas alternadas de
tamanho médio ou grande com margens inteiras e peciolo curto. Suas flores sdo médias com
pétalas brancas e anteras amarelas. Seus frutos, baga do tipo hesperidio, sdo médios, globosos
de coloracdo alaranjada, com casca lisa de espessura média e polpa macia e suculenta de cor
amarela ou laranja com trés a quatro sementes por fruto, poliembrionérias e com cotilédones
brancos (ANCILLO et al. 2015)

A extracdo dos OE da espécie Citrus sinensis é feita principalmente a partir de suas
flores, com propriedades antimicrobianas, carminativas e aromatizantes, por possuirem
especialmente sabineno, linalol, limoneno e (E)-nerolidol; e de seus frutos, constituidos por
D-limoneno, com propriedades inseticidas e larvicidas, eficazes especialmente contra larvas
de mosquitos, por exemplo. (JARADAT et al.,2016; AMUSAN et al., 2005; MURUGAN
etal., 2012).

Figura 1 — Fruto laranja pera (Citrus sinensis)

Fonte: Imagem do autor
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1.3 O OLEO ESSENCIAL DA ESPECIE Citrus latifolia tanaka

A Citrus latifolia Tanaka, chamada popularmente de lim&o Taiti, floresce em climas
tropicais, especialmente no México, Brasil, Peru, india e Egito. A maior parte da producéo do
lim&o colhido é consumida fresca, enquanto o restante é processado para fazer suco de limao
vendido engarrafado ou usado na producdo de bebidas gaseificadas. O 6leo essencial, um
subproduto principal, é empregado na indastria de perfumaria, cosméticos, farmacéutica e
alimenticia. O 6leo essencial de limao, em particular, tem sido utilizado desde tempos antigos
devido aos seus efeitos antissépticos, carminativos, diuréticos e eupépticos. Alguns estudos
apontam também para uma atividade anti-inflamatéria (BONACCORSI et al., 2012;
KUMMER et al., 2013).

Os oleos essenciais de plantas do género Citrus em geral possuem monoterpenos e
sesquiterpenos como constituintes com diversas atividades. O 6leo essencial de liméo Taiti, em

particular, tem sido utilizado desde tempos antigos devido aos seus efeitos anti-sépticos,
carminativos, diuréticos e eupépticos. O OE da casca do limdo Taiti tem como seu componente
majoritario o limoneno, um terpeno que possui atividade antimicrobiana ja muito elucidada na
literatura, sendo um dos terpenos mais comuns na natureza. Além da atividade como
antimicrobiano tem sido demonstrado que esse composto exerce efeitos antiulcerogénicos,
gastroprotetores, quimiopreventivos, antiproliferativos, inseticidas, antimicrobianos e
imunomoduladores, além dos efeitos anti-inflamatdrios, modulando uma série de eventos da
resposta imune. (DOS REIS GASPARETTO et al., 2022; KUMMER et al., 2013).

Outros componentes, como 7y -terpineno, citral, linalol, g -cariofileno, « -pineno
e f -pineno entre outros podem ser encontrados no OE do limdo taiti a depender da parte da
planta que se extraiu, além de fatores como idade da planta, regido e temperatura. Em geral
0s 6leos essenciais da casca do limdo possuem um percentual elevado de limoneno,
tornando menor a concentragcdo de outros componentes, ja para o 6leo essencial das folhas
a quantidade disponivel desses outros componentes pode variar e apresentar valores mais
altos de disponibilidade (BONACCORSI et al., 2012; KUMMER et al., 2013; PINO;
ROSADO, 2001; SELVARAJ; PRASAD; VENKATESHWARLU, 2002).
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Figura 2 — Fruto lim&o taiti (Citrus latifolia Tanaka)

Fonte: Imagem do autor

1.4 O OLEO ESSENCIAL DA ESPECIE Citrus limon

O lim&o siciliano, Citrus limon, é uma das espécies mais conhecidas e utilizadas do
género Citrus. Decorrente de uma arvore pertencente a familia Rutaceae, possui folhas
perenes e lanceoladas, flores brancas e frutos comestiveis de coloracdo verde ou amarelos
quando maduros, oval, pontiagudos e ovalados, com uma polpa suculenta (KLIMEK-
SZCZYKUTOWICZ; SZOPA; EKIERT, 2020; PETRETTO et al., 2023).

C. limon possui uma composic¢do quimica bastante rica como flavondides, acido citrico,
acido ascorbico, cumarinas, acidos carboxilicos, aminoacidos e vitaminas, com efeitos
antibacterianos, antifungicos, antivirais, antioxidantes, antiinflamatorios, antialérgicos,
antidiabéticos, anticancerigenos, antiproliferativos, antimutagénicos, antissépticos, hepato-
regeneradores, cardioprotetores e para feridas, propriedades curativas, assim como efeitos que
auxiliam na prevencdo da obesidade e na reducdo e lipideos no sangue (KLIMEK-
SZCZYKUTOWICZ; SZOPA; EKIERT, 2020; LOPES CAMPELO et al., 2011; MAHDANI
et al., 2020).

O oleo essencial do limdo siciliano pode ser obtido das folhas e dos frutos, sendo
amplamente utilizado nas industrias alimenticia, cosmética e farmacéutica. A composicao
quimica desse OE é principalmente de monoterpenoides, como D-limoneno, y-terpineno, citral,
linalol, B-cariofileno, -micerno, a-pineno e B-pineno. Os efeitos antiinflamatdrios de C. limon
séo oriundos dos componentes linalol, B-cariofileno e limoneno, e os efeitos antioxidanetes de
a-pineno e B-pineno (KLIMEK-SZCZYKUTOWICZ; SZOPA; EKIERT, 2020; PUCCI et al.,
2020; TEIXEIRA; MARQUES; FIGUEIREDO, 2013)
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Figura 3 — Folhas do lim&o siciliano (Citrus limon)
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Fonte: Imagem do autor

1.5 0 OLEO ESSENCIAL DA ESPECIE Lippia alba

As plantas do género Lippia sdo parte da familia VVerbenaceae com ocorréncia nas
regides tropicais e subtropicais. Esse género é composto por mais de 200 espécies que variam
entre plantas herbaceas, arbustos pequenos e arvores. Comumente, muitas dessas espécies sao
utilizadas no tratamento de doencas relacionadas ao sistema gastrointestinal e respiratorio.
Estudos demonstram diversas propriedades farmacoldgicas atribuidas ao género Lippia,
incluindo acdo antimicrobiana, antifingica, antimalarica, antiespasmodica, analgésica, anti-
inflamatdria e antipirética (SANTOS et al., 2016).

A Lippia alba (Mill.) NE Brown € uma planta aromatica originaria das Américas e
possui uma ampla distribuicdo, abrangendo o sul dos Estados Unidos até o norte da Argentina.
No Brasil, essa espécie esta presente em diversas regides, e popularmente pode ser chamada
como “erva-cidreira”, “carmelitana”, “erva-cidreira-do-campo” e “falsa-melissa”. A erva
cidreira é empregada tradicionalmente na medicina popular brasileira em infusdes, extratos
alcoolicos, maceracdes e formulagcdes para compressas e banhos para tratar diversas condicdes,
tais como doencas gastricas, diarreia, febre, asma e tosse, sendo reconhecida também por suas
propriedades calmantes e antiespasmodicas (COSTA et al., 2014; SANTOS et al., 2016;
SOUSA et al., 2015)

O emprego na medicina tradicional pode ser atribuido, a0 menos em parte, aos seus
componentes bioativos volateis. No entanto, € importante notar que podem existir consideraveis
variagfes na composicdo dos 6leos essenciais (OE) de L. alba, dependendo da origem do

material vegetal, do estgio de crescimento e da parte especifica da planta escolhida para a
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destilacdo, método de extracdo do OE. A ampla atividade biologica de L. alba é provavelmente
resultante da significativa diversidade desses constituintes bioativos (COSTA et al., 2014).

Em relacdo as caracteristicas de composicdo quimica, o citral € um dos principais
componentes no oOleo essencial de L. alba, consistindo em uma mistura de dois isbmeros
estruturalmente distintos, mas com a mesma formula molecular: transgeranial e cis-neral.
Diversas pesquisas destacaram as propriedades farmacoldgicas do citral, abrangendo efeitos
espasmodicos, anti-inflamatorios, sedativos e antinociceptivos. A carvona e limoneno também
fazem parte dos componentes mais encontrados nos 6leos essenciais das folhas de L.alba. Além
desses, outros compostos volateis (monoterpenos e fenilpropandides) foram descritos como
metabolitos no OE dessa espécie vegetal: linalol, B-cariofileno, tagetona, mirceno, y-terpineno,
canfora, estragol, eucaliptol e piperitona. (JUIZ et al., 2015; SANTOS et al., 2016; SOUSA et
al., 2015).

Figura 4 — Erva-cidreira (Lippia alba)
,_,/‘( e
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Fonte: Imagem do autor

1.6 O OLEO ESSENCIAL DA ESPECIE Plinia trunciflora

A P. trunciflora pertence a familia Myrtaceae e € uma espécie de jabuticabeira nativa
do Brasil. A presenca de varios compostos fenolicos nesta fruta confere-lhe uma significativa
atividade antioxidante, sendo que esta caracteristica é principalmente associada aos flavondis e
antocianinas presentes em maior concentracdo na casca do fruto, além de compostos fendlicos.
Na medicina tradicional, variedades de Plinia tém sido empregadas para tratar distarbios
estomacais, questdes relacionadas a garganta e diabetes. (CARVALHO et al., 2022; LAGO et

al., 2011).



A arvore mantém suas folhas durante todo o ano e pode atingir uma estatura média
de até 15 metros, com um tronco que pode chegar a 40 centimetros de didmetro. Sua casca,
de tonalidade cinza a castanha, é suave e descama. Suas folhas, opostas umas as outras, sao
simples, em forma de lanca e possuem uma tonalidade verde-escura, podendo atingir até 7
centimetros de comprimento. Possui flores, de cor branca pequenas e frutos sdo bagas
suculentas e globosas, podendo alcancar até 3 centimetros de diametro (JARDIM
BOTANICO DO RIO DE JANEIRO, 2023; OLIVEIRA et al., 2003).

Os estudos das caracteristicas quimicas e aplicacdes do 6leo essencial dessa planta
demonstram uma variabilidade na concentracdo de seus componentes por fatores como
localizacdo, clima, idade da planta dentre outros e apontam para uma possivel atividade
antimicrobiana ainda pouco explorada. Os componentes citados por serem 0S mais
predominantemente encontrados OE das folhas da P. trunciflora sdo a-cadinol, apiol, o-
terpineol, cubenol, espatulenol e o 6xido de cariofileno (APEL et al., 2006; LAGO et al.,
2011).

Fonte: Irhagem do autor

1.7 O VETOR Aedes aegypti
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O mosquito da espécie Ae. aegypti € o principal vetor responsavel pela transmissao de

patdgenos causantes de diversas arboviroses como dengue, chikungunya, zika e febre amarela,

prevalentes em inumeras regides do mundo. Essas patologias além de causarem episddios de

estado doente pontuais, podem ser causadoras de alteracfes morfologicas em seres humanos

como microcefalia, Sindrome de Guillain-Barré e outras alteracGes neuroldgicas associadas

com o virus Zika. Sintomas que podem incluir febre, dor de cabeca, mialgia, erupcéo cuténea e
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poliartralgia estdo associados a Chikungunya, podendo esses sintomas persistirem por meses
apos a infeccdo ocorrer. Nos casos de dengue, pacientes com infeccao grave podem desenvolver
hemorragia mdaltiplas, as vezes levando ao 6bito (DELRIEU et al., 2023; DE MORAIS et al.,
2019)

O ciclo de vida do mosquito Ae. aegypti inclui 4 fases: uma fase a fase de ovo, duas
fases aquaticas sucessivas (larval e pupa) e uma forma adulta (Figura 6). O mosquito adulto
tem um tamanho médio de 5 mm, com uma coloragédo escura e pernas caracterizadas por faixas
pretas e brancas. Os machos dessa espécie sdo principalmente fitofagos, obtendo sua
alimentacdo a partir de néctar e outros carboidratos de origem vegetal para suprir a energia
necessaria as atividades, como o voo. Em contrapartida, as fémeas também se alimentam de
acucares vegetais, mas necessitam de nutrientes sanguineos para concluir o desenvolvimento
ovariano. (TASCA et al., 2023; YANG et al., 2009).

Figura 6 — Ciclo de vida Ae. aegypti

O vetor Aedes aegypti

Fonte: Imagem do autor

A reproducdo dos mosquitos de Ae. aegypti se da apos o repasto sanguineo feito pelas
fémeas da espécie, pois inicia-se a maturacdo dos ovos, ou seja, a ovogénese. O Ae. aegypti,
em comparagao com outras espécies, tende a se alimentar vérias vezes entre duas oviposi¢oes
consecutivas, principalmente quando é perturbado antes de estar completamente alimentado.
Essa particularidade eleva a probabilidade de 0 mosquito ingerir e transmitir o virus (BARATA
et al., 2001)
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A escolha do local de oviposi¢do pelas fémeas é o principal determinante para a
distribuicdo dos mosquitos em seus locais de reproducéo, sendo de extrema importancia para a
distribuicdo das espécies na natureza. Diversos fatores fisicos, quimicos e bioldgicos podem
exercer influéncia nessa decisdo. Os ovos do mosquito do género Aedes podem realizar o
fendmeno de diapausa, que ocorre quando o desenvolvimento do inseto € interrompido devido
a fatores bidticos e/ou abidticos, proporcionando ao inseto a capacidade de sobreviver em
condicdes adversas. A suspensdo temporaria da eclosdo apds o término do desenvolvimento
embrionario, € uma ocorréncia natural em mosquitos que depositam seus ovos fora da agua,
como é o caso do Aedes e a resisténcia dos ovos em ambiente seco pode ser significativamente
prolongada, alcangando mais de um ano (RIOS et al., 2014; CONSOLI & OLIVEIRA, 1994).

A larva de mosquito atravessa quatro estagios de desenvolvimento (Figura 7), sendo o
ultimo deles o mais prolongado. Em média, os machos passam por um desenvolvimento larval
mais rapido em comparacdo com as fémeas. (CONSOLI & OLIVEIRA, 1994).

Figura 7 - Estagios larvais do Ae. aegypti.

Adultos

Larva

Fonte: Andrade e Serpa Filho (2021).
1.8 LEVEDURAS DO GENERO Candida spp.

As infecgbes fungicas sistémicas ganham destaque como causas significativas de
morbidade e mortalidade. O género Candida, em especial, é frequentemente identificada em
hemoculturas de pacientes hospitalizados, e a incidéncia de infecg¢Ges fungicas, principalmente
em individuos imunocomprometidos em ambientes como terapia intensiva, unidades poés-
cirurgicas e pacientes oncolégicos esta em ascensdo (CRISEO; SCORDINO; ROMEO, 2015;
SILVA et al., 2012).

As infecces fangicas podem afetar alguns tecidos como pele, cabelo, unhas,

mucosas, quando superficiais e outras potencialmente fatais quando sistematicas, sendo



normalmente isoladas da cavidade oral, tratos vulvovaginal e urinario, detectadas em cerca
de 31-55% dos individuos saudaveis. Historicamente, C. albicans constituia a maioria dos
isolados clinicos, representando 70-80%, enquanto outras espécies de Candida néo albicans
(NCAC), como C. glabrata, C. tropicalis e C. parapsilosis, eram raramente encontradas.
No entanto, nos ultimos 10-30 anos, as espécies de NCAC emergiram como agentes
patogénicos oportunistas significativos em seres humanos, e suas identificagdes se tornaram
mais facil com o avanco da tecnologia em exames de diagnostico microbiologico (POLKE;
HUBE; JACOBSEN, 2015; SILVA et al., 2012).

Dentre os patogenos fungicos de humanos, aqueles pertencentes ao género Candida
spp. sdo 0s mais comuns, entre 200 espécies descritas, aproximadamente de Candida,
somente 15 delas foram isoladas de infec¢cBes em humanos. Mesmo C. albicans sendo um
microrganismo pertencente a microbiota humana enddgena, também faz parte das 5
espécies causadoras da maioria das infeccdes em humanos, sendo elas: C. albicans, C.
glabrata, C. parapsilosis, C. tropicalis e C. krusei (POLKE; HUBE; JACOBSEN, 2015).

Determinados grupos de risco tém sido associados a algumas espécies de Candida
spp., como C. glabrata e C. tropicalis que sdo encontradas em pacientes com enfermidades
hematoldgicas ou de drgdos sélidos e neutropenia; C. krusei naqueles pacientes submetidos
a transplante de células-tronco hematopoiéticas; C. parapsilosis é hoje a segunda espécie
de Candida mais frequentemente isolada em hemoculturas, estando associada mais
comumente nas infeccbes em neonatos, principalmente nas infeccdes relacionadas a
cateteres (CRISEO; SCORDINO; ROMEO, 2015; POLKE; HUBE; JACOBSEN, 2015).

19
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2 JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS

Os oOleos essenciais sdo metabolitos secundarios com abrangentes aplicagfes nas
industrias farmacéuticas, alimenticias e de cosméticos. Suas extensas aplicacbes vém se
difundindo em diferentes paises, tornando-os cada vez mais importantes no cenario comercial
com influéncia econémica crescente. Além dos aspectos quimicos que podem ser explorados,
o0s Oleos essenciais apresentam um perfil toxicoldgico baixo para o ser humano, além de ser
uma opcdo favoravel ao meio ambiente. Desta maneira, estudos que visam determinar 0s
potenciais larvicidas e fungicidas de 6leos essenciais a partir de plantas do cotidiano podem
trazer bons impactos sociais, especialmente visando ao desenvolvimento de produtos
comerciais, como a sugestdo de novos medicamentos e/ou bioinseticidas. Neste contexto, 0s
setores de saude publica e meio ambiente também poderiam ser favorecidos, com a diminuicéo
de atendimentos e ou com o uso de produtos sustentaveis. Considerando estas caracteristicas

aqui mencionadas os objetivos do presente trabalho foram:

Obter 6leos essenciais de plantas consumidas em rotina e de interesse na industria;
Avaliar atividade larvicida em Ae. aegypti;

Avaliar o potencial fungicida em leveduras;

A w0 np e

Identificar os constituintes quimicos dos 6leos essenciais testados.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1 ESPECIES VEGETAIS SELECIONADA

As espécies das plantas escolhidas para a extracdo dos Oleos essenciais foram
identificadas comparando-se informacdes botanicas gerais com banco de dados da literatura
(FIOCRUZ, JABOT E REFLORA) e incluiram Citrus Sinensis — laranja pera, Citrus latifolia
Tanaka — limdo taiti, Citrus Limon — limdo siciliano, Lippia alba — erva cidreira e Plinia
trunciflora - Jabuticaba-sabara.

As plantas utilizadas no trabalho foram coletadas de diferentes lugares e em dias
diferentes. A amostra de Erva cidreira foi coletada na cidade de Paracatu-MG no dia 12 de
setembro as 8:00 h da manha e posteriormente refrigerada, seu transporte ocorreu em bolsa
térmica e o 6leo essencial foi extraido no dia seguinte a sua coleta. As amostras das folhas de
liméo siciliano e as folhas de jabuticaba foram coletadas em Luziania-GO na regido leste no
dia 1 de setembro as 18:00 h, ambas ficaram refrigeradas em saco plastico até a extracdo do
6leo. Para as folhas de limao siciliano, o éleo foi extraido no quinto dia ap6s a coleta, e para as
folhas de jabuticaba, no sexto dia. Os Oleos essenciais (limdo taiti e laranja pera) foram
extraidos a partir de frutos adquiridos em mercados locais na cidade de Brasilia-DF.

Figura 8 — Oleos essenciais das espécies utilizadas

Fonte: Imagem do autor

3.2 OBTENGCAO DOS OLEOS ESSENCIAIS

As extracOes dos 6leos essenciais em estudo foram feitas com o uso de aparelho de
Clevenger, pelo principio da hidrodestilagéo (Figura 9), o 6leo essencial é conduzido pelo vapor
de agua e recuperado pelo processo de condensacdo (TONGNUANCHAN; BENJAKUL,
2014). As extracdes dos 6leos a partir das folhas e incluiram seus respectivos ramos. Essas
partes foram recortadas manualmente e com o auxilio de uma tesoura para que pudessem ser

transferidas para o baldo de fundo redondo com capacidade de 6 L. Posteriormente, cerca de
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3L de &gua potavel foi adicionada até cobrir as partes das plantas utilizadas. O baldo foi
colocado na manta aquecedora, e a hidrodestila¢do se iniciou quando a &gua do baldo comegou
a ebulir atingindo a temperatura de 100C°, sendo realizado um ciclo extrativo com cerca de 3
horas para cada espécie de planta. Os frutos, de liméo taiti e laranja pera, pesando cerca de 1kg
cada, foram cortados aleatoriamente com auxilio de uma faca e colocados no baldo de fundo
redondo, assim como descrito para as demais amostras. No entanto, seu clico extrativo durou
cerca de 4 horas. Os 0leos essenciais obtidos (Figura 10) foram coletados em frasco de vidro
vedado com tampa rosquedvel e identificado, e em seguida foram armazenados a -20 °C até

serem empregados nos testes.

Fonte: Imagem do autor

Figura 10 - Obtencéo do 6leo essencial
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3.3 ENSAIO LARVICIDA
3.3.1 Preparo das larvas

Os testes larvicidas foram realizados no Insetario ArboControl Prof. Jose Elias de Paula,
anexo ao laboratorio de Farmacognosia da Universidade de Brasilia com larvas Ae. aegypti de
cepa Rockefeller. As col6nias de mosquitos foram mantidas no laborat6rio onde se reproduziam
e mantinham o quantitativo de larvas para testes larvicidas seguindo as instrugdes preconizadas
pela Organizacdo Mundial da Saude, assim como foi realizado no presente teste descrito. Os
mosquitos foram tratados sob condicdes de fotoexposicdo (12 horas), umidade e temperatura
controladas, e divididos em gaiolas onde eram alimentados de uma solucao de agua com agucar
a 10% adicionada a um recipiente de vidro com papel filtro. Além disso, as fémeas do mosquito
foram alimentadas com sangue de equino para que ocorressem 0S processos de producdo e
maturacdo dos ovos.

A eclosdo dos ovos para a obtencdo de larvas L3 foi realizada com 50 mg de ovos
obtidos dos papéis de oviposi¢do previamente retirados das gaiolas e secos sob temperatura
ambiente. Os ovos pesados eram colocados no vacuo por 1 hora para melhor homogeneidade
no tempo de eclosdo e depois transferidos para uma bandeja contendo 4 L de adgua potavel e
racdo para felino, onde levavam cerca de 72-96 horas para que as larvas chegassem ao estagio
larval (L3) do teste.

3.3.2 Triagem das amostras com atividade larvicida

O ensaio larvicida ocorreu em uma etapa de triagem para o rastreio de quais amostras
seriam ativas para a funcéo larvicida e uma segunda etapa para a verificacdo da concentracao
minima em essas amostras seriam ativas. Inicialmente as amostras foram testadas na
concentracdo de 250 pg/mL diluidas em DMSO (Dimetilsulfoxido). Além do preparo da
amostra foi realizada a preparacdo da placa de teste com 12 pogos. Nessas placas foram
adicionadas 10 larvas por poco separadas das bandejas de criagdo. As amostras diluidas foram
aplicadas na placa de pocgos em triplicata, o volume da solucéo pipetada nos pocos era de 50
uL, e 0 mesmo volume apenas de DMSO foi adicionado aos 3 pocos de controle negativo. A
leitura do teste para se verificar a quantidade de larvas mortas foi feita em 24, 48 e 72 horas
apos a aplicacdo das amostras. A mortalidade das larvas nos tempos foi feita com contagem
manual, onde as placas eram cuidadosamente agitadas e as larvas que nao apresentavam algum
movimento eram contabilizadas mortas. Ao final de cada contagem eram feitas as médias de

morte nos 3 pogos para cada amostra.
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3.3.4 Teste dose-resposta

Esta etapa consistiu na verificacdo da concentragdo minima em que as amostras de 6leos
essenciais da laranja pera (Citrus Sinensis), liméo taiti (Citrus latifolia Tanaka), folha de liméo
siciliano (Citrus Limon), jabuticaba-sabara (Plinia trunciflora) e erva cidreira (Lippia alba)
seriam ativas. A determinacdo do potencial larvicida das amostras ativas em outras
concentracgdes foi feita a partir de uma diluicdo seriada do valor inicial de 250 pg/mL de cada
uma das amostras de Oleo essencial. Foram realizadas 8 diluicGes que resultaram nas
concentragdes de aproximadamente 125 pg/mL; 63 pg/mL; 31 pg/mL; 16 pg/mL; 8 ug/mL; 4
pg/mL; 2 ug/mL e cada uma dessas concentracOes foi testada em triplicata na placa de pogos
para a avaliacdo da mortalidade das larvas (figuras 11 e 12).

Flgura 11 - Ensalo dose resposta com todas as amostras e controle.

Fonte: Imagem do autor

Figura 12 — Distribuicéo das 8 diluicbes de uma amostra na placa de poco

Fonte: Imagem do autor
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3.4 ENSAIO FUNGICIDA
3.4.1 Preparo dos fungos

Os fungos utilizados para a avaliacdo da atividade fungicida dos 6leos essenciais
extraidos foram leveduras, com 2 cepas American Type Culture Collection (ATCC) e duas

cepas do género Candida., conforme indica a Tabela 1.

Tabela 1-Fungos utilizados na avaliacdo da atividade fungicida dos 6leos essenciais

FUNGO TIPO
Candida albicans (ATCC 10231) Levedura
Candida parapsilosis (ATCC 22019) Levedura
Candida tropicalis Levedura
Candida glabrata Levedura

Antes de se realizar os testes é necessario a preparacdo dos fungos de acordo com 0s
parametros ideais. Inicialmente, os fungos (leveduras) a serem testados foram colocados para
crescer em meio agar batata dextrose em tubos de ensaio identificados com o nome da levedura
inoculada e a data, previamente preparados, na estufa com condi¢des de 35°C por 48h, ou seja,
dois dias antes do teste, procedimento denominado repique. Esse processo é realizado para que
se tenha um in6culo com ndmero adequado de estruturas jovens. No dia do teste, os fungos
foram retirados em pouca quantidade do meio anterior (4gar batata dextrose) com a ajuda de
uma alca de platina aquecida e transferidos para uma solucéo salina estéril a 0,85 % (0,85 g de
NaCl em 100 mL de &gua destilada). Essa solucdo foi levada ao espectrometro UV-Vis marca
Bel photonics, modelo UV-M51 funcionando com comprimento de onda definido em 625 nm,
regido espectral em que ha poucas espécies absorventes interferentes, em uma cubeta de vidro
de 10mm. O valor ideal de absorbancia para o teste é de 0,08 a 0,13, faixa ideal que representa
a quantidade de unidades celulares da levedura em suspensao na solugéo salina. VValores abaixo
de 0,08 indicam que a quantidade de levedura esta baixa para o teste, e valores acima,
demonstram quantidade elevada de fungos em suspensdo. Sendo assim valores altos ou baixos

de fungo podem enviesar a analise do potencial fungicida da amostra testada.

3.4.2 Triagem das amostras com atividade fungicida

O teste de potencial fungicida ocorreu também em uma etapa de triagem para o rastreio

de quais amostras seriam ativas para essa fungdo e uma segunda etapa para a verificacdo da
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concentragdo minima em que essas amostras seriam ativas. Nesse teste, tanto as amostras
quanto os fungos ja anteriormente preparados, passaram por uma série de diluicdes em meio
RPMI (Roswell Park Memorial Institute) que € um meio enriquecido com aminoacidos,
vitaminas e outros nutrientes essenciais para propiciar o crescimento celular.

O preparo das amostras consistiu na pesagem de 25 mg de cada 6leo essencial
solubilizado em 1 mL de DMSO e, a partir dessa primeira solucdo, foi feita uma segunda
diluicdo em meio RPMI para que a concentragdo de DMSO néo passe de 5% (v/v), ja que este
solvente apresenta toxicidade relativa para os fungos testados. Desta forma, uma fracdo da
primeira amostra foi colocada em um tubo tipo Eppendorf enumerado com a identificacdo do
6leo essencial em DMSO e um volume calculado de meio RPMI foi adicionado para se obter a
concentracdo necessaria de 4 mg/mL. O preparo da dilui¢do dos fungos em meio RPMI foi feito
em duas dilui¢bes consecutivas a partir da solugdo salina com fungo inoculado. Na primeira
diluicdo, os volumes utilizados resultaram numa proporc¢édo de 1:10 de solugéo salina e fungo
para meio RPMI (1), e um volume dessa solucéo foi utilizado para a segunda dilui¢do para uma
proporcéao de 1:20 em meio RPMI (I1).

Para a aplicacdo do teste foram utilizadas placas de 96 pogos em formato de ‘U’ onde
foram inicialmente adicionados 50 pL em triplicata de cada amostra diluida em meio RPMI e
100 pL da solucéo contendo os fungos diluidos em RPMI (1), sendo esse processo realizado
para cada uma das 4 cepas de leveduras. Além das amostras, uma fileira com 8 pocos foi
preparada com somente 0 meio RPMI e outra fileira com 8 pocos contendo somente meio RPMI
e fungos como controles negativo e positivo respectivamente. Ao final, as placas prontas foram
vedadas com parafilme e acondicionadas na estufa em 26 °C e 56 % de umidade por 48 h até a
leitura. O crescimento das leveduras foi avaliado de forma visual. Por fim, os pocos onde se
tinham as amostras que ndo apresentaram crescimento ou pouquissimo crescimento da levedura

foram elegiveis para o teste de dose-resposta (Figura 13).

Figura 13- Placa com crescimento de leveduras

,’i

| PO
Fonte: Imagem do autor
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3.4.3 Teste dose-resposta

A etapa do teste de dose resposta nas leveduras consistiu na verificacdo da concentragao
minima necessaria em que as amostras de 6leos essenciais da Laranja péra (Citrus Sinensis),
Limao taiti (Citrus latifolia Tanaka), Limao siciliano (Citrus Limon), Jabuticaba-sabara e Erva
cidreira de folha (Lippia alba) seriam ativas, inibindo o crescimento desses microrganismos. A
determinacédo do potencial fungicida foi feita a partir de uma diluicdo seriada da concentracéo
inicial de 1000 pg/mL de cada uma das amostras de Oleo essencial. Foram realizadas 10
diluicdes que resultaram nas concentracdes de aproximadamente 1000 pg/mL; 500 pg/mL; 250
pg/mL; 125 pg/mL; 63 pg/mL; 31 pg/mL; 16 pg/mL; 8 pg/mL; 4 pg/mL; 2 pg/mL e cada uma
dessas concentragdes foi testada em triplicata, na placa de pogos, para cada um dos fungos. Ao
final as placas foram vedadas e acondicionadas na estufa com condi¢bes de temperatura e
umidade de 26 °C e 56 % de umidade por 48 h até a etapa de leitura, que foi realizada do mesmo
modo da triagem das amostras, com avaliagdo visual do crescimento das leveduras em cada
uma das concentracBes. Para ser considerada a concentragdo minima inibitéria a amostra
precisava apresentar o resultado de nenhum crescimento nos 3 pocos que tinham a mesma

concentracdo (Figura 14).

Figura 14 - Aplicacédo do teste de Concentracdo Minima Inibitdria na levedura

Fonte: Imagem do autor
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

Os oleos essenciais extraidos das folhas de lim&o siciliano, das folhas de erva cidreira,
das folhas de jabuticaba, do fruto laranja pera e do fruto limao taiti apresentaram coloracfes
que variaram de incolor a levemente amarelado. Suas caracteristicas odoriferas eram bem fortes
e marcantes. A literatura mostra uma série de estudos que levantam vérias atividades bioldgicas
para os Oleos essenciais analisados neste trabalho, com material robusto sobre as atividades
antibacterianas, antifingicas, antioxidante e anti-inflamatoria (APEL et al., 2006; LOPES
CAMPELO et al., 2011; PUCCI et al., 2020; VELLA et al., 2020)

4.1 ENSAIO LARVICIDA

O teste larvicida, inicialmente, foi realizado com as amostras dos 6leos essenciais aqui
citados e com amostras de extratos vegetais em acetato de etila para a triagem e continuacao
dos testes dose-resposta. Os resultados das amostras de extratos vegetais apresentaram baixa
atividade larvicida, com pouca ou nenhuma atividade na concentragao de 250 pg/mL. Por outro
lado, os Gleos essenciais apresentaram uma taxa de 100 % de morte das larvas na mesma
concentracdo no prazo de 24 h, com potencial de atividade larvicida promissor (Tabela 2), o
gue permitiu a continuacao dos testes que determinaram a relacdo de concentracdo da amostra
com a morte das larvas. Por esses motivos o presente estudo ndo continuou com as analises dos

extratos vegetais e prosseguiu somente com o0s 6leos essenciais.

Tabela 2- Teste de triagem em Ae. Aegypti na concentracdo de 250 pg/mL.
Média de

Média de .

o larvas Média de larvas

N Amostras larvas mortas
mortas em mortas em 72h
em 48h
24h

1 OE laranja péra 10 10 10
2 OE limao taiti 10 10 10
3 OE folhas de erva cidreira 10 10 10
4 OE folhas de limdo siciliano 10 10 10
5 OE folhas de jabuticaba 10 10 10
6 E folha de manga 0 1,33 2,33
7 E folha de caju 0,33 0,67 1
8 E folha de acerola 1 3,67 6
9 E folha de jabuticaba 0 1,33 2

Legenda: OE-6leo essencial, E-extrato
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As Tabelas 3, 4 e 5, apresentam os resultados dos testes dose-respostas realizados apos a

triagem. O objetivo deste teste € avaliar a concentragdo minima necesséria do OE para causar

a atividade larvicida.

Tabela 3-Teste dose-resposta em larvas de Ae. Aegypti em 24 h de exposicao

Cdédigo da Amostra — Concentragao

NUmero de larvas

o 7 - 0
N | (ug/mL) | lmortas ;or poc;o3 Media | Yo
1 OE Laranja pera - 250 10 10 10 10 100
2 OE Laranja pera - 125 10 10 10 10 100
3 OE Laranja pera - 62 10 10 8 9,3 93
4 OE Laranja pera - 31 5 9 2 53 53
5 OE Laranja pera - 16 0 0 0 0 0
6 OE Laranja pera - 8 0 0 0 0 0
7 OE Laranja pera - 4 0 0 0 0 0
8 OE Laranja pera - 2 0 0 0 0 0
9 OE Lim4o taiti - 250 10 10 10 10 100
10 OE Limao taiti - 125 10 10 10 10 100
11 OE Limao taiti - 62 10 10 10 10 100
12 OE Limao taiti - 31 4 1 1 2 20
13 OE Limao taiti - 16 0 0 0 0 0
14 OE Lim4o taiti - 8 0 0 0 0 0
15 OE Limao taiti - 4 0 0 0 0 0
16 OE Limao taiti - 2 0 0 0 0 0
17 OE Folha de limao siciliano - 250 10 10 10 10 100
18 OE Folha de limao siciliano - 125 9 9 9 9 90
19 OE Folha de limdo siciliano - 62 7 8 7 7.3 73
20 OE Folha de limao siciliano - 31 1 3 2 2 20
21 OE Folha de limao siciliano - 16 0 0 0 0 0
22 OE Folha de limao siciliano - 8 0 0 0 0 0
23 OE Folha de limao siciliano - 4 0 0 0 0 0
24 OE Folha de limao siciliano - 2 0 0 0 0 0
25 OE Folha de erva cidreira - 250 10 10 10 10 100
26 OE Folha de erva cidreira - 125 9 10 9 9,3 93
27 OE Folha de erva cidreira - 62 4 2 2 2,7 26
28 OE Folha de erva cidreira - 31 0 0 1 0,3 3
29 OE Folha de erva cidreira - 16 0 0 0 0 0
30 OE Folha de erva cidreira - 8 0 0 0 0 0
31 OE Folha de erva cidreira - 4 1 0 0 0,3 3
32 OE Folha de erva cidreira - 2 0 0 0 0 0
33 OE Folha de jabuticaba - 250 10 10 10 10 100
34 OE Folha de jabuticaba - 125 10 10 10 10 100
35 OE Folha de jabuticaba - 62 2 6 2 3,3 33
36 OE Folha de jabuticaba - 31 0 0 0 0 0
37 OE Folha de jabuticaba - 16 0 0 0 0 0
38 OE Folha de jabuticaba - 8 0 0 0 0 0
39 OE Folha de jabuticaba - 4 0 0 1 0,3 3
40 OE Folha de jabuticaba - 2 0 0 0 0 0
41 DMSO 0 0 0 0 0
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Tabela 4-Teste dose-resposta em larvas de Ae. Aegypti em 48 h de exposicao

NUmero de larvas

NE Cddigo da Amost/raI; Concentracao mortas por pogo Meédia %
(g/mL) 1 5 3
1 OE Laranja pera - 250 10 10 10 10 100
2 OE Laranja pera - 125 10 10 10 10 100
3 OE Laranja pera - 62 10 10 8 9,3 93
4 OE Laranja pera - 31 5 9 2 53 53
5 OE Laranja pera - 16 0 0 0 0 0
6 OE Laranja pera - 8 0 0 0 0 0
7 OE Laranja pera - 4 0 0 0 0 0
8 OE Laranja pera - 2 0 0 0 0 0
9 OE Limao taiti - 250 10 10 10 10 100
10 OE Limao taiti - 125 10 10 10 10 100
11 OE Limao taiti - 62 10 10 10 10 100
12 OE Limao taiti - 31 5 2 1 2,7 27
13 OE Lim4o taiti - 16 0 1 0 0,3 3
14 OE Limao taiti - 8 0 0 0 0 0
15 OE Limao taiti - 4 0 0 0 0 0
16 OE Limao taiti - 2 0 0 0 0 0
17 OE Folha de limao siciliano - 250 10 10 10 10 100
18 OE Folha de lim&o siciliano - 125 10 9 10 9,7 97
19 OE Folha de limao siciliano - 62 8 9 7 8 80
20 OE Folha de limao siciliano - 31 5 6 3 47 47
21 OE Folha de limao siciliano - 16 1 0 0 0,3 3
22 OE Folha de limé&o siciliano - 8 0 1 0 0,3 3
23 OE Folha de limao siciliano - 4 0 0 0 0 0
24 OE Folha de limao siciliano - 2 0 0 0 0 0
25 OE Folha de erva cidreira - 250 10 10 10 10 100
26 OE Folha de erva cidreira - 125 10 10 10 10 100
27 OE Folha de erva cidreira - 62 4 3 5 4 40
28 OE Folha de erva cidreira - 31 4 3 4 3,7 37
29 OE Folha de erva cidreira - 16 0 0 0 0 0
30 OE Folha de erva cidreira - 8 0 0 0 0 0
31 OE Folha de erva cidreira - 4 1 0 0 0,3 3
32 OE Folha de erva cidreira - 2 0 0 0 0 0
33 OE Folha de jabuticaba - 250 10 10 10 10 100
34 OE Folha de jabuticaba - 125 10 10 10 10 100
35 OE Folha de jabuticaba - 62 5 6 4 5 50
36 OE Folha de jabuticaba - 31 2 0 1 1 10
37 OE Folha de jabuticaba - 16 0 0 0 0 0
38 OE Folha de jabuticaba - 8 1 0 0 0,3 3
39 OE Folha de jabuticaba - 4 2 0 1 1 10
40 OE Folha de jabuticaba - 2 2 0 0 0,7 7
41 DMSO 0 0 0 0 0
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Tabela 5-Teste dose-resposta em larvas de Ae. Aegypti em 48 h de exposicao
Numero de larvas mortas

Cddigo da Amostra — Concentracao por pogo

N° Média %
(Mg/mL) 1 9 3
1 OE Laranja pera - 250 10 10 10 10 100
2 OE Laranja pera - 125 10 10 10 10 100
3 OE Laranja pera - 62 10 10 8 9,3 93
4 OE Laranja pera - 31 5 9 4 6 60
5 OE Laranja pera - 16 2 0 0 0,7 7
6 OE Laranja pera - 8 1 0 0 0,3 3
7 OE Laranja pera - 4 0 0 0 0 0
8 OE Laranja pera - 2 1 1 0 0,7 7
9 OE Lim4o taiti - 250 10 10 10 10 100
10 OE Lim4o taiti - 125 10 10 10 10 100
11 OE Limao taiti - 62 10 10 10 10 100
12 OE Limao taiti - 31 6 4 3 4,3 43
13 OE Limao taiti - 16 0 1 1 0,7 7
14 OE Lim43o taiti - 8 0 0 1 0,3 3
15 OE Limao taiti - 4 0 1 0 0,3 3
16 OE Limao taiti - 2 0 0 0 0 0
17 OE Folha de limao siciliano - 250 10 10 10 10 100
18 OE Folha de lim&o siciliano - 125 10 9 10 9,7 97
19 OE Folha de lim&o siciliano - 62 9 10 7 8,7 87
20 OE Folha de limao siciliano - 31 5 6 6 57 57
21 OE Folha de limao siciliano - 16 1 2 0 1 10
22 OE Folha de limé&o siciliano - 8 0 1 1 0,7 7
23 OE Folha de liméao siciliano - 4 2 0 1 1 10
24 OE Folha de limao siciliano - 2 0 0 0 0 0
25 OE Folha de erva cidreira - 250 10 10 10 10 100
26 OE Folha de erva cidreira - 125 10 10 10 10 100
27 OE Folha de erva cidreira - 62 4 5 4 4.7 47
28 OE Folha de erva cidreira - 31 5 4 5 4.7 47
29 OE Folha de erva cidreira - 16 0 0 1 0,3 3
30 OE Folha de erva cidreira - 8 0 0 0 0 0
31 OE Folha de erva cidreira - 4 1 1 1 1 10
32 OE Folha de erva cidreira - 2 0 0 1 0,3 3
33 OE Folha de jabuticaba - 250 10 10 10 10 100
34 OE Folha de jabuticaba - 125 10 10 10 10 100
35 OE Folha de jabuticaba - 62 5 6 6 57 57
36 OE Folha de jabuticaba - 31 2 1 1 1,3 13
37 OE Folha de jabuticaba - 16 0 0 0 0 0
38 OE Folha de jabuticaba - 8 2 1 0 1 10
39 OE Folha de jabuticaba - 4 2 0 1 1 10
40 OE Folha de jabuticaba - 2 3 0 0 1 10
41 DMSO 0 0 0 0 0

Os oleos essenciais avaliados apresentaram comportamento semelhante em relagdo as

diluicdes e correspondente atividade larvicida, com decaimento da atividade larvicida a partir
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da concentracdo de 31 pg/mL, exceto pelo 6leo de erva cidreira que decaiu consideravelmente
ja na concentragdo de 62 pg/mL, com morte de 47 % das larvas em 72 h de observacao.

Os oOleos essenciais de laranja pera, limdo taiti e das folhas do liméo siciliano
apresentaram 0s percentuais médios de mortalidade das larvas acima de 80 % até a
concentracdo de 62 pg/mL na observacdo final de 72 h. Os resultados proximos podem estar
relacionados com o fato dessas plantas serem do género Citrus, produtoras de frutos citricos, o
que leva a necessidade de mais pesquisa sobre os fatores de composi¢do quimica que podem
relacionar as amostras e seus desempenhos como agentes larvicidas em comum. Outro ponto
relevante é que se trata de resultados obtidos de plantas produzidas em larga escala, com
grandes quantidades de 6leos essenciais obtidos anualmente e expressivo impacto financeiro,
no Brasil (BIZZO, Humberto R; HOVELL; REZENDE, 2009; TEIXEIRA; MARQUES;
FIGUEIREDO, 2013).

As frutas citricas ocupam a posicdo de destaque na producgdo agricola global, sendo a
laranja a variedade principal. Nos Ultimos dez anos, aproximadamente 95% do volume total de
Oleos essenciais exportados anualmente pelo Brasil consistiu no 6leo essencial de laranja,
representando entre 80 % e 90 % do valor total gerado com as exportacdes desse segmento no
mesmo periodo. Durante a Ultima década, o pais teve uma média anual de 168 toneladas de 6leo
essencial de lim&o taiti exportadas. No entanto, em 2020, esse nimero atingiu 182,6 toneladas,
resultando em uma receita de US$ 3,7 milhdes. A producéo do dleo de limao siciliano, extraido
por meio de um processo a frio, experimentou um crescimento significativo ao longo do
decénio. Iniciando em 182 toneladas em 2011, essa producdo aumentou para 318 toneladas em
2019, registrando um notavel salto para 820 toneladas em 2020 (Bl1ZZO; HOVELL;
REZENDE, 2009; BIZZO; REZENDE, 2022; TEIXEIRA; MARQUES; FIGUEIREDO,
2013).

A continuidade dos testes com esses 6leos pode trazer ainda mais perspectivas de
aplicacdes para esses 0leos que apresentam uma boa disponibilidade no mercado. Estudos com
suas fracOes isoladas, testes pupicidas, adulticidas e estudos sinérgicos entre eles podem ser
propostas de continuacdo dos estudos a fim de se consolidar a atividade desses 0leos essenciais
contra o vetor Ae, Aegypti.

Os oleos das folhas de jabuticaba e das folhas de erva cidreira apresentaram atividade
menor que 60 % na concentracdo de 62 pg/mL na observagdo final de 72 h, mas em
concentragfes superiores apresentaram atividade superior a 90 % j& nas primeiras 24 h

observadas. Um estudo anterior de atividade larvicida demonstrou que os 6leos essenciais
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derivados das folhas de L. alba (quimiotipos Il e 111), e outras espécies do género Lippia, como
L. aff. gracilis, L. gracilis e L. microphylla demonstraram potencial como agentes larvicidas
naturais eficazes contra A. aegypti. Esses resultados indicam que a utilizacéo de 6leos essenciais
provenientes da espécie Lippia no controle de insetos representa uma possibilidade alternativa,
contribuindo para a reducdo dos efeitos tdxicos associados a alguns compostos pesticidas no
meio ambiente. (P SANTIAGO et al., 2006)

A literatura carece de informacgdes sobre o dleo essencial da espécie de jabuticaba
estudada neste trabalho. Os resultados obtidos também demonstraram algum potencial larvicida
em concentracdes de 250 pg/mL e 125 pg/mL, com 100% de morte das larvas ja em 24 h de
exposicdo ao 6leo essencial. A introducdo de uma possivel atividade bioldgica para uma
amostra ainda ndo muito estudada abre possibilidades para uma série de estudos mais
aprofundados.

Todos os Gleos apresentaram atividade larvicida superior a 90 % na concentracdo de
250 pg/mL e 125ug/mL ja nas primeiras 24h observadas. Os resultados obtidos a partir dos
testes larvicidas com as amostras dos Oleos essenciais testados abrem possibilidades de
pesquisas posteriores para 0 melhor entendimento dos potenciais observados. A necessidade de
estudos complementares para a avaliacdo da composicao quimica dos OE foi perceptivel, dado
gue ha uma variabilidade dessa composicdo por diversos fatores atrelados a planta, como seu
modo de cultivo, temperatura, ambiente, entre outros. Desta forma, entender quais componentes
otimizam os resultados obtidos podem iniciar uma série de outros testes, tais como o pupicida
e com o0 mosquito adulto, tornando a utilizacdo dos 6leos essenciais uma alternativa frente ao
combate desse vetor responsavel por diversas doencgas que impactam na salude publica do pais

e do mundo.

4.2 ENSAIO FUNGICIDA

O teste fungicida, inicialmente, também contou com as amostras dos 6leos essenciais
aqui citados e com amostras de extratos vegetais para a triagem e continuagéo dos testes dose-
resposta. No entanto o presente estudo continuou os testes dose-resposta somente com 0s 6leos
essenciais.

No teste fungicida a triagem das amostras que inibiram o crescimento das leveduras foi
feita & uma concentracdo de 1000 pg/mL, a leitura foi realizada de modo visual e as amostras
que foram ativas ou pouco ativas, quando uma quantidade quase imperceptivel de fungo

cresceu, seguiram para o teste de concentracdo inibitéria minima em cada uma das leveduras
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Candida glabrata, Candida tropicalis, Candida parapsilosis (ATCC 22019), Candida albicans
(ATCC 10231). Os OE de laranja pera (OE-LAR), limdo taiti (OE-LT), folha de limé&o siciliano
(OE-FLYS) e erva cidreira (OE-FEC) apresentaram atividade em 3 das 4 cepas testadas, com
excecdo da Candida albicans (ATCC 10231), para a qual nenhuma amostra demonstrou
atividade fungicida. J& o 6leo da folha de jabuticaba (OE-FJ) apresentou atividade somente na
cepa de Candida tropicalis (Tabela 6).

Tabela 6-Resultados da triagem das amostras em 4 cepas de levedura na concentracéo
de 1000 pg/mL

Leveduras
Cadigo C.Albicans C. Parapsilosis
amostras C. tropicalis C. glabrata (ATCC10231) (ATCC 22019)
atividade _ o atividade
1- OE-LAR moderada ativa inativa moderada
atividade fnts
2- OE-FJ moderada inativa inativa inativa
atividade atividade atividade
3- OE-LT moderada moderada inativa moderada
atividade atividade atividade
4- OE-FLS moderada moderada inativa moderada
atividade atividade atividade
5- OE-FEC moderada moderada inativa moderada

O teste de concentracdo minima inibitoria (CMI) foi realizado com as amostras dos
6leos que tiveram um pouco de atividade ou ativas para cada levedura em 10 concentracdes
obtidas atraves de diluicdo seriada. A concentracdo inicial foi de 1000 pg/mL, diluida nas
concentragdes de aproximadamente 500 pg/mL, 250ug/mL, 125 pg/mL, 62 pg/mL, 31 pg/mL,
16 pg/mL, 8 pg/mL, 4 pg/mL e 2 pg/mL. No teste CMI os resultados foram considerados
quando nenhum sinal visual de crescimento era obtido dos 3 pocos. Os resultados sdo

apresentados na Tabela 7.
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Tabela 7- ConcentragGes minimas inibitorias das amostras em cada levedura.

Concentracdo Minima Inibitoria (ug/mL)
Cadigo

amostras C. tropicalis C. glabrata C.Albicans C. Parapsilosis
(ATCC10231) (ATCC 22019)
1- OE-LAR - - - -
2- OE-FJ - - - -
3- OE-LT - 500 - 500
4- OE-FLS 250 250 - 250
5- OE-FEC 250 125 - -

A amostra de OE das folhas de erva cidreira obteve concentracdo minima inibitoria de
250 pg/mL para C.tropicallis e de 125 pg/mL para C.glabrata e ndo obteve atividade em
nenhuma concentracdo para C.parapsilosis (ATCC 22019). O OE das folhas de limdo siciliano
obteve como CMI de 250 pg/mL para C.tropicallis, C.glabrata e C.parapsilosis (ATCC
22019). Dentre os 6leos que seguiram para o teste de concentragdo minima inibitéria, o OE das
folhas do limao siciliano foi o Unico que apresentou CMI em todas as 3 leveduras em que foi
testado. Para as amostras de OE do lim&o taiti foi relatada CMI de 500 pg/mL para as leveduras
C.glabrata e C.parapsilosis (ATCC 22019). Os 6leos de laranja péra e das folhas de jabuticaba
ndo tiveram atividade fungicida em nenhuma das concentracGes nas leveduras em que foram
testados.

Os resultados obtidos sdo animadores e demonstram potencial fungicida que pode ser
explorado nos 6leos essenciais que tiveram concentracdo minima inibitéria em alguma
levedura. As cepas do género Candida utilizadas no teste sdo de fungos que apresentam uma
alta taxa de infeccdo em humanos, sendo as maiores causadoras de infecgdo fungica (POLKE;
HUBE; JACOBSEN, 2015). A pesquisa de produtos naturais como os OEs para problemas
recorrentes de satde publica, como as infec¢des fungicas podem trazer resultados que impactam
a satde humana e se tornam possibilidades de desenvolvimento farmacéutico, gerando também
impacto financeiro. Nesse sentido, os resultados do teste em questao se tornam importantes no

que diz respeito aos impactos anteriormente citados.

4.3 CARACTERIZACAO QUIMICA

A avaliacdo quimica dos 6leos essenciais pode ser feita por cromatografia gasosa com
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detector de ionizacdo de chama (CG-FID) ou acoplado a espectrometria de massa como método
analitico. A técnica da cromatografia gasosa € empregada para a separacdo de gases ou
substancias organicas volateis, como 6leos essenciais. Na técnica, um gas quimicamente inerte,
denominado gas de arraste elui os componentes constituintes da mistura da coluna (fase
estacionaria). Os compostos que possuem menor interacdo com a fase estacionéria sdo
inicialmente removidos pela acdo desse géas, alcancando o detector. Posteriormente, sdo eluidos
0s compostos que apresentam maior afinidade com a fase estacionaria. A escolha do detector
varia de acordo com o analito que serd analisado. O detector de ionizacdo em chama (do inglés,
Flame lonization Detector - FID) consiste na queima do analito em estado gasoso em uma
chama de hidrogénio e oxigénio, produzindo ions e elétrons. Esses ions sdo coletados e formam
uma corrente, gerando o sinal que é traduzido em uma resposta grafica. Desta maneira é
possivel interpretar e quantificar os componentes da amostra. (NASCIMENTO et al., 2018)
No entanto, por fatores técnicos a analise dos 6leos ndo foi concluida no presente estudo
e, por isso, os dados referentes a caracterizagdo dos componentes dos 6leos essenciais estudados
aqui sdo um compilado de informagdes levantadas mediante busca na literatura e comparacao
entre os estudos que elucidam sobre a composi¢do quimica, a fim de se obter informac6es sobre
0s componentes majoritarios de cada um desses 6leos e as fungdes atreladas a eles. A Tabela 7
apresenta 0s compostos majoritarios encontrados em amostras de 6leos essenciais das amostras

estudadas neste trabalho.
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Tabela 8-Componentes majoritarios dos 6leos essenciais encontrados na literatura

Oleo Essencial

Compostos Majoritarios

Referéncias

laranja pera

limoneno, linalol, mirceno, o-
pineno, n-octanal e a-terpineol

(RUBERTO et al., 1997,
ZAREIYAN,;
KHAJEHSHARIFI, 2021)

lim&o taiti

limoneno, y-terpineno, P -
pineno, o -pineno e p -cimeno

(KUMMER et al., 2013;
SELVARAJ; PRASAD;
VENKATESHWARLU,
2002)

folhas de erva cidreira

geranial, citral, limoneno,
carvona e -sesquifelandreno

(LOPEZ; STASHENKO;
FUENTES, 2011, P
SANTIAGO et al., 2006)

folhas de limédo siciliano

limoneno, geranial, neral,
mirceno e linalool

(PETRETTO et al,
2023)

folhas de jabuticaba

a-cadinol, apiol, a-terpineol,
cubenol, espatulenol, 6xido de
cariofileno, B-cariofileno,
globulol e epi-globulol.

(APEL et al., 2006; LAGO et
al., 2011)

As estruturas quimicas de alguns destes compostos sao mostradas na Figura 15, 16, 17,

18 e 19.

Figura 15 — Estrutura quimica dos componentes majoritarios do OE de laranja pera.

X

Alfa-pineno

\m

n-Octanal

AN

Limoneno Linalol Mirceno

e}

OH

Alfa-terpineol

Fonte: Imagem do autor
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Figura 16 - Estrutura quimica dos componentes majoritarios do OE de limao taiti.
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Fonte: Imagem do autor

Figura 17 - Estrutura quimica dos componentes majoritarios do OE de erva cidreira.
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Figura 18 - Estrutura quimica dos componentes majoritarios do OE das folhas de liméo

siciliano.
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Figura 19 - Estrutura quimica dos componentes majoritarios do OE das folhas de jabuticaba
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5 CONCLUSOES

Neste estudo, buscou-se realizar a extragdo de 6leos essenciais de plantas e frutos que
podem ser encontradas no cotidiano das pessoas. A extracdo por hidrodestilacéo foi realizada
de modo satisfatorio e as amostras puderam ser usadas em testes larvicidas e fungicidas a fim
se determinar potenciais bioldgicos para os 6leos essenciais em questao.

Os testes larvicidas demonstraram que todas as amostras tiveram algum potencial
larvicida, com destaque para as amostras dos frutos citricos e das folhas de limdo siciliano que
obtiveram bons resultados na concentracédo de 62 pug/mL, enquanto as amostras de erva cidreira
e das folhas de jabuticaba tiveram melhores resultados em concentragdes mais altas. A relacdo
das amostras de plantas que sdo do mesmo género Citrus com resultados proximos pode resultar
em estudos que relacionem compostos presentes em plantas desse género com a acao larvicida.
No entanto é necessario mais testes e um estudo complementar dos componentes quimicos
desses 6leos para se criar uma relacdo de concentragdes de determinado(os) composto(os) com
0 melhor desempenho larvicida.

Em relacdo ao teste fungicida, os 6leos de erva cidreira, limao taiti e das folhas de liméo
siciliano apresentaram alguma atividade fungicida e obtiveram concentracdes minimas
inibitorias. O dleo essencial da erva cidreira teve a menor concentracdo minima inibitéria obtida
no estudo para a cepa de Candida glabrata, com valor de 125u g/mL, e também apresentou
atividade fungicida para a cepa Candida tropicallis em um valor de concentracdo de 250
pg/mL. O bleo das folhas do limao siciliano teve o melhor desempenho em relacdo a quantidade
de cepas em que foi ativo, com 3 cepas e CMI de 250 pug/mL em todos os casos. Esses resultados
podem revelar algum potencial fungicida a ser explorado, com o aprofundamento da
composic¢do de cada 6leo.

A caracterizacgdo através de método analitico para os 6leos é de suma importancia para
se entender o comportamento observado. E possivel compreender através de estudos sobre
composigdo quimica de 0leos essenciais que muitos fatores podem alterar as caracteristicas em
relagcdo a concentracdo dos componentes, ou até mesmo revelar quimiotipos diferentes. Neste
sentido, etapas futuras deste trabalho incluem andlises quimicas para a caracterizagdo dos 6leos
essenciais e seus componentes bem como aprofundar os estudos sobre as atividades bioldgicas.
Além de outros estudos que podem otimizar os resultados com a exploracéo de fracbes dos

oleos, sinergismo, dentre outros.
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