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RESUMO
A leishmaniose visceral (LV) ¢ uma doenca de carater reemergente, com ampla distribuigdo
geografica e alta letalidade, quando ndo tratada. E transmitida principalmente pela picada do
flebotomineo fémea da espécie Lutzomyia longipalpis. O controle recomendado direcionado
ao vetor ¢ a aplicacdo de inseticida piretroide residual nos domicilios e anexos. Entretanto,
tem sido observado o surgimento de populacdes resistentes aos inseticidas convencionais, 0
que tem fomentado a busca por novos compostos. O objetivo deste trabalho foi investigar o
potencial toxico do 6leo essencial de Citrus sinensis (laranja-péra-rio) sobre flebotomineos
selvagens da espécie Lutzomyia longipalpis. Para obtencdo do oOleo essencial, foram
adquiridas 10 laranjas péra-rio no comércio local do municipio de Diamantina-MG. O método
utilizado foi a hidrodestilacdo com auxilio do aparelho de Clevenger. Para o bioensaio, o 6leo
essencial foi diluido em solugcdo de polisorbato 80 (Tween®) a 3%, obtendo-se as
concentragdes de 100mg/mL, 200mg/mL e 400mg/mL. Foram usados como grupos controles:
agua destilada e Tween® a 3% (negativos) e cipermetrina 196pug/mL como controle positivo.
Flebotomineos foram capturados em area rural do municipio com auxilio de armadilhas
luminosas tipo HP para serem utilizados nos testes de toxicidade. Dez exemplares foram
transferidos para potes plasticos de 250mL cobertos por tecidos de organza. Na parte superior
do pote (tampa) e na inferior (fundo) foram inseridos papel de filtro embebido por 250uL do
Oleo essencial. A taxa de mortalidade foi acompanhada por 1h, 2h, 4h, 8h, 12h, 20h, 24h, 48h
e 72h apos a exposi¢do. Os dados foram analisados usando a incidéncia de morte por tempo
avaliado entre as amostras. A andlise estatistica foi feita usando o Modelo de tempo de falha
acelerado, com ajuste de curva Lognormal (AAICc = 0). A caracterizacao detalhada do 6leo
essencial foi feita por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa. O dleo
essencial de C. sinensis foi toxico para os flebotomineos Lu. longipalpis em todas as
concentragdes testadas. A taxa de sobrevivéncia diminuiu com o aumento da concentracao:
18% em 100mg/mL, 11% em 200mg/mL e 2% em 400mg/mL. A taxa de mortalidade foi
significativamente maior na concentracdo de 400mg/mL em comparacdo com a agua. O
diluente Tween® ndo afetou a acdo do dleo essencial, enquanto a cipermetrina 196pug/mL
resultou em alta mortalidade. A DL(50) foi de 152,28 +- 52,102. Por cromatografia gasosa
acoplado a espetrometro de massas foram identificados nove componentes na amostra do OE
de Citrus sinensis, sendo maioria monoterpenos € o constituinte majoritario o d-limoneno,
com 95,11% da composi¢do. Os resultados obtidos mostraram que o 6leo essencial de cascas
de laranja possui potencial toxico sobre Lu. longipalpis. A presenca de componentes como 0s

terpenos em sua constituigdo, com conhecido poder inseticida, pode subsidiar o



desenvolvimento de um produto eficiente € menos toxico que ajude no controle destes

vetores.

Palavras-chave: Leishmaniose Visceral, Controle de vetores, Flebotomineos, Citrus sinensis,

Oleo essencial.



ABSTRACT

Toxicity of Citrus sinensis essential oil on Lutzomyia longipalpis (Diptera: Psychodidae),
vector of visceral leishmaniasis in Brazil

Visceral leishmaniasis (VL) is a reemerging disease, with wide geographical distribution and
high lethality when left untreated. It is mainly transmitted by the bite of the female sand fly of
the species Lutzomyia longipalpis. The recommended vector-directed control is the
application of residual pyrethroid insecticide in homes and outbuildings. However, the
emergence of populations resistant to conventional insecticides has been observed, which has
encouraged the search for new compounds. The objective of this work was to investigate the
toxic potential of the essential oil of Citrus sinensis (sweet orange) on wild sandflies of the
Lu. longipalpis species. To obtain the essential oil, 10 sweet oranges were purchased from
local businesses in the municipality of Diamantina-MG. The method used was
hydrodistillation using the Clevenger apparatus. For the bioassay, the essential oil was diluted
in a 3% solution of polysorbate 80 (Tween®), obtaining concentrations of 100mg/mL,
200mg/mL and 400mg/mL. The following groups were used as controls: distilled water and
Tween® 3% (negative) and cypermethrin 196pg/mL as a positive control. Sand flies were
captured in a rural area of the municipality with HP light traps to be used in toxicity tests. Ten
specimens were transferred to 250mL plastic pots covered with organza fabrics. In the upper
part of the pot (lid) and in the lower part (bottom) filter paper soaked in 250uL of essential oil
was inserted. The mortality rate was followed for 1h, 2h, 4h, 8h, 12h, 20h, 24h, 48h and 72h
after exposure. Data were analyzed using the incidence of death by time assessed between
samples. Statistical analysis was performed using the Accelerated Failure Time Model with
Lognormal curve fitting (AAICc = 0). The detailed characterization of the essential oil was
performed by gas chromatography coupled to a mass spectrometer. The essential oil of C.
sinensis was toxic to sandflies Lu. longipalpis in all tested concentrations. The survival rate
decreased with increasing concentration: 18% at 100mg/mL, 11% at 200mg/mL and 2% at
400mg/mL. The mortality rate was significantly higher at the 400mg/mL concentration
compared to the water. Tween® diluent did not affect the action of the essential oil, while
cypermethrin 196pg/mL resulted in high mortality. The LD(50) was 152.28 +- 52.102. By gas
chromatography coupled to a mass spectrometer, nine components were identified in the
Citrus sinensis EO sample, mostly monoterpenes and d-limonene as the major constituent,
with 95.11% of the composition. The results obtained showed that the essential oil of Sweet

orange has toxic potential on Lu. longipalpis. The presence of components such as terpenes in



its constitution, with known insecticidal power, can subsidize the development of an efficient
and less toxic product that helps in the control of these vectors.
Keywords: Visceral Leishmaniasis, Vector control, Phlebotomines, Citrus sinensis, Essential

oil.
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INTRODUCAO

1.1 Leishmaniose visceral

A leishmaniose visceral (LV) é uma zoonose parasitaria negligenciada com ampla
distribuicdo geografica mundial, ocorrendo na Asia, Europa, Oriente Médio, Africa e
Américas. No Novo Mundo, a doenca ¢ descrita desde o México até o norte da Argentina,
atingindo ainda a Guatemala, Honduras, Nicaragua, Colombia, Venezuela, Paraguai e Brasil
(ALVAR et al., 2012). Mesmo com a subnotificagdo, aproximadamente 90% dos casos
humanos de LV sdo registrados no Brasil, com distribui¢do nas cinco regides e em 26 das 27
unidades da federagdao (BRASIL, 2014; AZEVEDO et al., 2021).

As alteragdes ambientais ocasionadas pelo homem, como o processo de
desmatamento, queimadas, o crescimento desordenado das cidades aliado a falta de
saneamento basico, (FERREIRA et al., 2021) a migragdo de pessoas para a periferia de
centros urbanos, a presenga constante de animais domésticos e de vetores, sdo fatores que
contribuem para a urbaniza¢do e expansdao geografica da LV no Brasil (TAUIL, 2006;
ABRANTES et al., 2018; BATISTA-SANTOS et al., 2021).

Nas Américas, o agente etiologico da LV ¢ o protozodrio Leishmania infantum
chagasi, responsavel pela infecgdo em humanos e cades. Apresenta ciclo de vida heteroxeno,
exibindo duas formas bioldgicas distintas, amastigota, intracelular obrigatorio, que parasita
preferencialmente os macréfagos dos seus hospedeiros vertebrados e a forma movel e
flagelada denominada de promastigota, fase que sobrevive no meio extracelular do seu
hospedeiro invertebrado, o flebotomineo (AKHOUNDI et al., 2016; RODRIGUES & PAPA,
2020; CECILIO et al., 2022; YADAV et al., 2023).

A LV apresenta um carater socioecondmico, principalmente de paises emergentes,
relacionado as condigdes sanitdrias inadequadas, acimulo de matéria organica no
peridomicilio e criagdo de animais proximo as residéncias, que favorecem a proliferacdo do
vetor e seu contato com o ser humano (OLIVEIRA & MACIEL et al., 2003; BRUSTOLONI
etal.,2013).
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1.2 Bioecologia dos flebotomineos

Os flebotomineos sdo holometabolos, apresentam metamorfose completa, o ciclo de
vida compreende os estagios de ovo, larva (4 estadios), pupa e adultos, sendo completo em
periodo de 30 a 100 dias, de acordo com a espécie ¢ as condi¢cdes ambientais presentes no
criadouro (MARCONDES, 2011; ANDRADE & SERPA-FILHO, 2021).

A postura dos ovos ¢ feita diretamente no solo umido, sombreado e rico em matéria
organica em decomposicao. A coloracdo ¢ variada, propende a tonalidades escuras 24h ap6s a
oviposi¢do. A eclosdo ocorre de 7 a 17 dias apos a postura, em que as condigdes ambientais se
mantenham favoraveis (ALMEIDA et al., 2010; ANDRADE & SERPA-FILHO, 2021).

As larvas sdo vermiformes, alongadas e achatadas dorso-ventralmente, alimentam-se
de matéria organica em decomposicdo e migram para locais menos Umidos a fim de se
fixarem no substrato pela extremidade posterior. A emergéncia dos adultos de 7 a 12 dias,
com os machos geralmente emergindo primeiro que as fémeas (RANGEL & LAINSON,
2003; ANDRADE & SERPA-FILHO, 2021).

Os adultos tém tamanho diminuto, variando de 2 a 4 milimetros, os eixos da cabega ¢
do abdomen formam um angulo de aproximadamente 90° entre si (figura 1). Apresentam o
corpo densamente revestido por cerdas e escamas, dando-lhes um aspecto piloso. A coloragao
varia de amarelo a marrom escuro (ALMEIDA et al., 2010). As asas sdo estreitas, em formato
lanceolado, com as veias transversais restritas & metade basal da asa, quando em repouso
permanecem eretas, apresentam voo saltitante e silencioso, deslocando apenas algumas
dezenas de metros, as pernas sdo longas e finas. Devido a essas caracteristicas, os
flebotomineos sdo popularmente conhecidos no Brasil por: mosquito-palha, cangalhinha,
arrepiado, asa dura, asa-da-palha, além de outros nomes como: flebtomo, birigui, orelha-de-
veado e tatuira, como demonstrado na figura | (MARCONDES, 2011; SILVA et al., 2014).

Ha dimorfismo sexual, distinguem-se facilmente pela conforma¢do dos apéndices
genitais, na extremidade do abdomen das fémeas ha dois lobulos. Em seu interior, ha um par
de espermatecas, dutos individuais € duto comum, em que suas morfologias ¢ dimensoes sao
muito variaveis e importantes para a identificacdo especifica. Enquanto os machos
apresentam, na extremidade posterior, termindlia constituida de apéndices em forma de
ganchos, um aparelho de preensdo que mostra, de cada lado, uma pinga dorsal biarticulada,
outra peca ventral curvada para cima e uma intermediaria simples ou ramificada, como

demonstrado na figura 1 (RANGEL & LAINSON, 2003; OLIVEIRA et al., 2021).
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Figura 1 - Dimorfismo sexual em flebotomineos adultos

Legenda: A - Fémea adulta de Lutzomyia sp. (4x); B - Extremidade do abdome da fémea adulta de
Lutzomyia longipalpis (10x); C - Espermateca de Lutzomyia longipalpis (40x); D - Macho adulto de Lutzomyia
sp. (4x); E - Terminalia de Lutzomyia longipalpis (10x).

Fonte: Autor.

Tanto os machos quanto as fémeas obtém energia através de carboidratos das seivas
de plantas, secrecdes agucaradas, néctar de flores e frutos (ALEXANDER et al., 1994;
CAMERON et al., 1995). Entretanto as fémeas necessitam da alimenta¢do sanguinea para
fazer a maturacdo dos ovos, portanto somente as fémeas sdo hematdfagas obrigatorias,
sugando uma gama de animais vertebrados, como os mamiferos, aves, répteis e anfibios,
apresentando consideravel importancia epidemioldgica (DIAS et al., 2003; BARATA et al.,
2005; OLIVEIRA-PEREIRA et al., 2008). As fémeas apresentam preferéncias de
hospedeiros, mas costumam ser oportunistas. Em geral, alimentam-se a noite ou no
crepusculo. A succdo de sangue dura poucos minutos e frequentemente causa dor (SILVA et
al.,2014; ANDRADE & SERPA-FILHO, 2021).

Os flebotomineos sdo dipteros, pertencentes a classe Insecta, familia Psychodidae,
sendo a subfamilia Phlebotominae a inica de importancia médica nas Américas. No Brasil, a
espécie Lutzomyia longipalpis (Lutz & Neiva 1912) ¢ a principal vetora de Leishmania
infantum chagasi (FROES et al., 1935).

Lutzomyia longipalpis inicialmente colonizava o ambiente rural, mas ao longo do

tempo, proximo ao final da década de 1980, ja era possivel fazer sua captura no ambiente
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urbano, instalando-se principalmente na periferia das cidades, sendo encontrada no
intradomicilio e peridomicilio (RANGEL & VILELA, 2008). Os aspectos comportamentais
desta espécie foram fundamentais para a urbanizagdo da LV, principalmente devido aos seus
habitos ecléticos de alimentacdo e facil adaptagdo ao ambiente doméstico (MISSAWA et al.,
2008; PAIVA, 2009; DE SOUSA et al., 2021).

Dessa forma, a transmissdo do protozoario ocorre através da picada do flebotomineo
fémea da espécie Lutzomyia longipalpis, que ao realizar o repasto sanguineo, transfere os
protozoarios de um animal ao outro inclusive ao humano. De maneira que ndo ocorre
transmissdo do parasito de hospedeiro vertebrado para hospedeiro vertebrado, significando
que o flebotomineo ¢ essencial para o ciclo da doenca e por isso ¢ considerado um vetor
(SILVA, FREITAS, FRANCO, 2007; MICHALSKY et al., 2011; MARCONDES & ROSSI,
2013).

Nas areas urbanas, a presenga das fémeas de Lu. longipalpis é mais evidente em
galinheiros, ambientes normalmente proximos as residéncias e que podem nao ser borrifados
comumente com os inseticidas, e esta continua sendo a principal medida de controle da LV

(RANGEL & LAINSON, 2003; BRAZIL, 2013).

1.3 Controle da leishmaniose visceral

No Brasil, o uso de inseticidas quimicos organoclorados foi muito assiduo entre as
décadas de 1940 e 1980 (FLORES et al., 2004), principalmente dos hexaclorobenzenos
(BHC) e o dicloro-difenil-tricloroetano (DDT) (VAN DEN BERG, 2011), sendo usados na
agricultura e em pulverizacdo interna para controle de vetores de malaria e leishmaniose
visceral (GARCIA GUZMAN & NAJERA-MORRONDO, 1973; MOREIRA & MANSUR,
2012).

Entretanto, esses compostos caracterizam-se pela alta toxicidade, persisténcia no meio
ambiente e demonstram significativa bioacumulagdo (COHN et al., 2007; LIMA et al., 2009).
O DDT pode ser toxico tanto por inalagdo quanto por ingestdo de alimentos (TURUSOV,
RAKITSKY, TOMATIS, 2002) uma vez que ¢ lipossoluvel, se acumula facilmente no tecido
adiposo e por consequéncia, ¢ repassado de forma eficiente para toda a cadeia alimentar
(FLORES et al., 2004). Além de que a falta de equipamentos de prote¢ao individual (EPI),
aliado ao manuseio incorreto dos produtos aumentam os riscos de intoxicacdo (BARQUERO

& NIELSEN, 1987; BRILHANTE & FRANCO, 2007; JACOBI et al., 2016).
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Com a descoberta da toxicidade destes compostos ao ser humano e ao meio ambiente,
o uso deles foi banido em varios paises (SOLIVO, 2022). Em decorréncia da proibi¢do do uso
dos organoclorados em programas de agricultura e controle de vetores, nos anos 80 os
inseticidas piretrdides surgiram como uma alternativa, visto que apresentam baixa toxicidade
para os mamiferos, ndo acumulam nos tecidos adiposos e nao sdo persistentes no ambiente
(SANTOS, AREAS, REYES, 2008). No Brasil, os piretréides vém sendo os principais
inseticidas utilizados em aplicagdes domiciliares para o controle de Lutzomyia longipalpis
(PESSOA et al., 2015). Os mais usuais dos ultimos 30 anos foram a a-cipermetrina, na
formulagdo p6 molhavel (dose 125mg.i.a./m?) e a deltametrina (dose 25mg. i.a./m?). No ano

de 2004, a a-cipermetrina foi introduzida no controle de flebotomineos (DE SILANS, 2005).

Figura 2 - Estrutura quimica da a-cipermetrina.
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O controle vetorial ¢ de extrema importancia para diminuir a incidéncia da doenga. A
eliminagdo de possiveis focos de proliferagdo ¢ fundamental e deve ser feita por meio do
manejo ambiental, com a limpeza de terrenos e abrigos de animais domésticos, a destinagao
adequada dos materiais organicos, além da aplicacdo de inseticidas de acdo residual no
ambiente intra e peridomiciliar (BRASIL, 2014). A manuten¢do do controle vetorial
associado aos componentes do controle integrado sdo a garantia da eficacia a longo prazo
(COSTA, TAPETY, WERNECK, 2007; CIARAVOLO et al., 2015; ROMERO, 2016).

No estudo realizado em Minas Gerais por Barata et al. (2011), os autores
demonstraram a eficacia da borrifagdo com a-cipermetrina no ambiente intradomiciliar e
peridomiciliar, promovendo a diminui¢do da densidade de flebotomineos por dois a quatro
meses apos a aplicagdo. Todavia, o uso indiscriminado desses inseticidas tem contribuido para
a resisténcia dos flebotomineos a produtos convencionais (GUEDES et al., 1995; GUARDA
etal. 2016).

Esses fatos impulsionaram numerosos estudos para se obter uma melhor compreensao

sobre o grau de susceptibilidade dos vetores aos inseticidas (DE CASTRO COITINHO et al.,
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2006; BARBOSA; DA SILVA; CARVALHO, 2006), principalmente porque a resisténcia
favorece a recorréncia da transmissao de varias doencas (ALEXANDER et al., 2009). Outro
fator que tem contribuido para a resisténcia dos flebotomineos ¢ a sobreposicao espacial de
outras doencas vetoriais, como dengue, malaria e chagas, em que o seu controle também ¢
feito por inseticidas (CRUZ, 2021). De forma que a exposi¢do continua do vetor aos
inseticidas comerciais propicia uma tolerancia do inseto a uma substancia que antes era toxica
a ele, até posteriormente o produto ndo desenvolver efeito no organismo (DIOTAIUTI et al.,
1995; LOIOLA, SILVA, TAUIL, 2002; SILVEIRA & DIAS, 2011; NETO, NASCIMENTO,
DE SOUSA, 2016).

Portanto, considerando a resisténcia adquirida, a polui¢do ambiental, os danos
causados a saude humana devido a intoxicagdo e manuseio dos compostos € o
desenvolvimento ou reformulagcdo de moléculas quimicas serem de alto custo, ¢ indubitavel a
necessidade da utilizagdo de novos produtos como os inseticidas e repelentes de origem
vegetal. Dessa forma, ¢ possivel aumentar a quantidade de inseticidas alternativos eficazes ao
combate dos flebotomineos, que sejam seguros € menos danosos para o meio ambiente e
demais organismos (MACIEL et al., 2010a; SANTOS, 2018; SINCURA, 2018; ROSA,
2020).

1.4 Oleos essenciais

O metabolismo ¢ constituido por reagdes quimicas que os seres vivos realizam para
sintetizar ou degradar substincias complexas a partir de outras mais simples (LECOURT e¢
al.,2023). As plantas, além do metabolismo primdrio, responsavel pela sintese de substancias
importantes para a realizacdo das fungdes vitais, também tém o metabolismo secundario,
formando varios compostos organicos que apresentam substancias bioativas com funcdes
ecologicas (GARCIA & CARRIL, 2011). A utilizagdo de metabolitos secundarios tem sido
amplamente relatada no emprego em medicamentos, perfumes, corantes, repelentes,
inseticidas, herbicidas, entre outros (PAVELA et al., 2023).

Os metabolitos secundarios (MS) podem apresentar diferentes classes, como
alcaloides, cumarinas, flavonoides, glicosideos, quinonas, saponinas, taninos, terpenos, dentre
outros. A funcdo dos Oleos essenciais nas plantas pode ser tanto para atrair polinizadores
quanto para repelir insetos. Uma vez que a sintese dos MS esta diretamente relacionada com a
relacdo da planta com o ambiente, para uma mesma espécie de planta, o nimero de
compostos, sua quantidade relativa e o rendimento de O6leos essenciais podem variar

consideravelmente, devido a relagdo com os fatores climaticos, fertilizagdo, irrigacdo, fase de
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desenvolvimento da planta ou fruto na data da colheita, além do método de extragao

executado (DE MORAIS, 2009; HOSSAIN et al., 2022; FERREIRA et al., 2022).
1.4.1 Processo de extracao dos dleos essenciais

Hé inimeros métodos de extragdo para a obtencdo de Oleos essenciais, os mais
utilizados sdo: extragdo por solventes organicos, extra¢do por fluido supercritico, prensagem a
frio, destilagdo por arraste de vapor e hidrodestilagdo (BIASI & DESCHAMPS, 2009;
VAZQUEZ-AGUILAR et al., 2023).

Dentre as técnicas citadas, destacam-se a hidrodestilagdo, pela simplicidade e baixo
custo empregado para sua utilizacdo (BUSATO, 2014). No aparelho Clevenger, o material
vegetal estd diretamente em contato com a dgua em ebuli¢do, o vapor gerado promove a
abertura das paredes celulares proporcionando a evaporacao do dleo que esta entre as células
da planta. O vapor desse hidrolato formado, passa por um condensador, onde ocorre seu
resfriamento e, como 0s componentes volateis ¢ a 4gua sao imisciveis, ocorre a formagao de
duas fases liquidas que podem ser separadas posteriormente (SATOR, 2009; AYUB et al.,
2023).

1.5 Citrus sinensis

O Brasil possui uma biodiversidade imensuravel, permitindo a busca de novos
compostos (JHEMES et al., 2017; FELIPE et al., 2017), com énfase para os produtos
naturais, principalmente os 6leos essenciais, uma vez que conferem as plantas seus aromas
especificos e ainda atuam no sistema de defesa (MORALIS, 2009; BUBLITZ et al., 2013). Os
Oleos essenciais e extratos vegetais podem ser obtidos facilmente de sementes, folhas, flores,
raizes, cascas de arvores e cascas de frutos (MACIEL et al., 2010b). Aliado a essa rica flora, o
Brasil se destaca na agricultura, em especial na citricultura, em que o pais detém 53% da
producdo global de laranjas, sendo destaque entre os maiores produtores e exportadores de
laranjas do mundo (BOFF et al., 2013; SOUSA et al., 2017). Dado que 70% da produgdo
brasileira ¢ destinada exclusivamente a producdo de suco, ha grande quantidade de
subprodutos que podem ser utilizados como fonte para bioconversdes a compostos de alto

valor comercial (MAROSTICA JUNIOR & PASTORE, 2007).

Pertencente a familia Rutaceae, o género Citrus ¢ um dos mais importantes e seu 6leo
essencial ¢ muito utilizado para alimentos, cosméticos € medicamentos (RIBEIRO & LIMA,

2012; BORTOLUZZI, SCHMITT, MAZUR, 2020). Ha também espécies pertencentes a esse
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género que sdo de importancia médica, com acdo antioxidante, antimicrobiana, anti-

inflamatoria e inseticida (HAAG, LINDSTROM, GOULD, 1992; MOTA, 2019).

A laranja Citrus sinensis ¢ composta pelo flavedo (epicarpo), que ¢ a parte mais
externa com coloracdo, assim como pela parte de cor branca, denominada de albedo
(mesocarpo), além da parte mais interna composta de gomos, onde ha vesiculas de suco,
separadas por membranas, conforme evidenciado na figura 3 (DOMINGUES et al., 2021;
BELLUCO et al., 2022).

Figura 3 - Morfologia da laranja Citrus sinesnsis
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Albedo
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Fonte: Autor.

Os oleos essenciais citricos sao encontrados naturalmente nas glandulas localizadas na
superficie do flavedo de frutas como a laranja, limao, tangerina e toranja (CIRIMINNA et al.,
2014). Essas frutas possuem alta concentragdo de oleo essencial e podem ser extraidos por
diferentes métodos, como por exemplo, a hidrodestilacdo, destilagdo por arraste a vapor e

extragdo por solvente (BICAS, DIONISIO, PASTORE, 2009).

Diversas pesquisas t€ém demonstrado a viabilidade do uso de o6leos essenciais e
extratos vegetais, (RODRIGUES et al, 2021; DE OLIVEIRA & RODRIGUES, 2021;

SOUZA, 2021) uma vez que as plantas, coevoluem com insetos predadores e outros
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microrganismos, produzem e acumulam metabolitos secundarios para se proteger de ataques
patogénicos, se tornando fontes naturais de substancias inseticidas (SIMAS et al., 2017).

Essas podem causar variados efeitos sobre os insetos, desde repeléncia até alteragdes
no sistema hormonal causando inibi¢ao de oviposi¢do e da alimentacdo, além de disturbios no
desenvolvimento, deformacgdes, infertilidade e mortalidade nas diversas fases, podendo
penetrar no organismo por ingestio ou por contato (VIEGAS JUNIOR, 2003; DEQUECH et
al., 2009; SOARES et al., 2011). Desse modo, metabolitos secundarios de plantas, sdo
alternativas naturais para a descoberta de novos produtos para o combate de Lutzomyia
longipalpis.

Quanto a atividade inseticida, a eficacia do dleo essencial da casca de laranja, Citrus
sinensis (L.) Osbeck, tem sido amplamente pesquisada pelas ciéncias agricolas contra insetos-
praga (ASTOLFI et al., 2007; PAZ et al., 2014; DOS SANTOS et al., 2017) e apresenta um
potencial para ser aplicada contra insetos vetores (GOMES & FAVERO, 2011). Portanto,
devido as propriedades apresentadas pelo 6leo essencial de casca de laranja, e a necessidade
do desenvolvimento de novos compostos, o potencial toxico do oleo essencial de Citrus

sinensis no controle do vetor da leishmaniose visceral, Lutzomyia longipalpis foi estudado.
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OBJETIVOS

2.1 Geral:

O estudo teve como objetivo investigar o potencial toxico do uso de 6leo essencial de

Citrus sinensis como possivel inseticida natural contra a espécie Lutzomyia longipalpis.

2.2 Especificos:
e Extrair o 6leo essencial de Citrus sinensis de cascas de laranjas por hidrodestilacao;
e Estimar o rendimento do 6leo essencial de Citrus sinensis;
e Identificar os compostos presentes no 6leo essencial de Citrus sinensis por meio de
cromatografia gasosa acoplada a espectrometro de massas;
e Avaliar a toxicidade do oleo essencial de Citrus sinensis sobre flebotomineos adultos

selvagens da espécie Lutzomyia longipalpis.
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JUSTIFICATIVA

A leishmaniose visceral (LV) ¢ uma doenca endémica em varias regidoes do Brasil. O
flebotomineo fémea da espécie Lutzomyia longipalpis é o vetor responsavel pela transmissao
da LV no Brasil. Dessa forma, o controle desse vetor ¢ de extrema importancia para reduzir a
transmissdo da doenca e evitar surtos e epidemias. Atualmente, o controle direcionado ao
vetor, ¢ a aplicagdo de inseticidas piretroides sintéticos no intradomicilio e peridomicilio.
Entretanto, o uso frequente desses fez com que a suscetibilidade do inseto vetor aos
compostos fosse reduzindo ao longo do tempo. De maneira a se tornar indubitavel a

necessidade de formas alternativas de controle.

O Brasil possuindo uma biodiversidade imensuravel, viabiliza a op¢ao de uso de 6leos
e extratos vegetais. Com isso, os inseticidas de origem vegetal, t€ém se mostrado promissores
no controle de diversos insetos, principalmente os ricos em terpenos, composto esse, ja
conhecido pelo seu poder inseticida. Sendo destaque, os dleos essenciais provenientes de
frutos citricos que apresentam monoterpenos como seus componentes majoritarios. Com o
intuito de ampliar a disponibilidade de inseticidas alternativos eficazes contra os
flebotomineos, que sejam seguros e menos prejudiciais ao meio ambiente e outros
organismos, o 0leo essencial de laranja emerge como uma alternativa natural promissora no

controle de Lutzomyia longipalpis.
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MATERIAL E METODOS

4.1 Material vegetal

Para o estudo foram adquiridas laranjas péra-rio (C. sinensis) no comércio local do
municipio de Diamantina, Minas Gerais, Brasil no dia da extragdo do 6leo essencial. As 10

laranjas selecionadas para o estudo tinham em média 8,5 cm de didmetro.

4.2 Extracao do o6leo essencial

As 10 laranjas foram lavadas com 4gua, secas com pano limpo e descascadas com
auxilio de uma faca de cozinha comum, retirando apenas o flavedo, com o minimo possivel
de albedo presente. As cascas foram pesadas em balanga digital com escala de 1,0 g (Aiker®
SF-400), posteriormente foram trituradas em um liquidificador com 4gua destilada, até formar
uma solucdo homogénea, que também foi pesada utilizando a mesma balanga.

Usando o aparelho do tipo Clevenger a extracao foi feita por hidrodestilagio. Com
auxilio de um funil, a solu¢do homogénea foi acomodada em um baldo volumétrico de fundo
redondo de 500 mL, que posteriormente foi colocado na manta aquecedora, em que se teve o
inicio da destilacdo. Quando o sistema atingiu a temperatura de 100 °C a solugdo entrou em
ebulicdo. Em seguida, foi condensada e depositada em um decantador.

Para a completa separacdo do OE da agua, a fim de garantir a qualidade do produto,
foi feita a secagem do hidrolato, no qual foi passada a solugdo por um algodao contendo 2,0 g
de Na>SOy4 inserido em uma ponteira de micropipeta de 1,0 mL e armazenado o 6leo essencial
em um frasco de vidro, os procedimentos sdo demonstrados na figura 3. Posteriormente, foi
feita a pesagem da massa do OE obtido em balanca eletronica analitica (Marte® AY220). O

oleo essencial foi mantido refrigerado e protegido de luz até o momento do uso.



Figura 4 - Processos de extracdo do 6leo essencial.

Legenda: A - Extrac¢do do oleo essencial de Citrus sinensis por hidrodestilagdo, com uso de aparelho
tipo Clevenger; B - Funil de separagdo contendo 6leo essencial e hidrolato; C - Processo de secagem utilizando

Nast4,

Fonte: Autor.



26

4.3 Rendimento da extracio

A confirmagdo do rendimento foi realizada pelo calculo da seguinte formula:

R (%) = Quantidade de 6leo essencial obtida na extracao (g) X 100
Quantidade de casca de laranja (g)

4.4 Cromatografia gasosa acoplada a espectrometro de massas

Os constituintes do OE foram identificados por cromatografia em fase gasosa
acoplada a espectrometro de massas (CG-EM), utilizando o Cromatdégrafo Gasoso acoplado a
espectrometro de massas Agilent Technologies modelo 7890B GC System/5977B GC/MSD.
Foi utilizada uma coluna capilar do tipo DB-5 (5% de fenil e 95% de polidimetilsiloxano,
Agilent 19091S-433 HP-5ms, 30 m x 250 um x 0.25 pm). A analise foi realizada pelo método
desenvolvido por Adams (2007). As amostras a serem analisadas foram preparadas com
concentragdo de 5 mg mL™!' em diclorometano e foram realizadas injegdes de 1 uL. Hélio foi
utilizado como gas de arraste com fluxo de 1 mL min™'. O quadrupolo foi mantido a 150 °C
com a fonte de ions a 280 °C. A temperatura do detector e injetor foi de 220 e 240 °C,
respectivamente. Foi utilizado o modo split (1:20) de injecdo. A temperatura do forno foi
programada para aquecer de 60 a 246 °C com velocidade de 3 °C min™'. O detector de massas
operou com energia de impacto de 70 eV e foram registrados os fragmentos de 35 a 550 m/z.

A identificagdo dos compostos foi baseada na similaridade dos espectros de massas
com os da biblioteca NIST17 utilizando o software Unknows Analysis da Agilent (indice de
similaridade). Foi considerado indice de similaridade (IS) com valores superiores a 70%.
Além disso, foi calculado o indice aritmético (IA), que correlaciona o tempo de retencao dos
compostos analisados aos de alcanos (ADAMS, 2007). O IA calculado foi comparado ao de

literaturas (ADAMS, 2007 e NIST Chemistry WebBook).

4.5 Coletas entomoldgicas

Os espécimes foram capturados com auxilio de armadilhas luminosas do tipo HP
(PUGEDO et al., 2005) em Aroeira, area rural do municipio de Diamantina, Minas Gerais

(18°08'03.7"S - 43°38'19.0"W). Os insetos utilizados nos testes foram provenientes de
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populagdes naturais de Lu. longipalpis, encontradas em um ambiente com caracteristicas

favoraveis, como a presenca de animais domésticos e matéria organica.

Figura 5 - Geolocalizacio do municipio de Diamantina.
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Legenda: Geolocalizagdo do ponto de coleta dos flebotomineos Lutzomyia longipalpis, no municipio de
Diamantina, Minas Gerais, Brasil.

Fonte: Autor.

Os flebotomineos capturados foram encaminhados ao Laboratério de Parasitologia do
Campus JK da UFVIM, onde permaneceram em gaiolas teladas por 24 horas até o inicio do
experimento. Algoddes embebidos com solugdo de mel e dgua 1:1 foram colocados sobre a

gaiola, proporcionando umidade e fonte de alimento para os animais.

4.6 Bioensaio com flebotomineos

Com o auxilio de um capturador de Castro, dez exemplares (priorizando as fémeas)
foram transferidos para potes plasticos de 250 mL cobertos por tecidos de organza, foi feito
um orificio lateral no pote para a introducao dos insetos € o0 mesmo foi ocluso com algodao
embebido com solugdo acucarada para bloquear a saida e permitir passagem de oxigénio
(Figura 5). Na parte superior do pote (tampa) e na inferior (fundo) foram inseridos papel de

filtro embebido por 250 uL do OE.
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Figura 6 - Procedimentos para o teste bioldgico.

Legenda: A - Armadilhas contendo os espécimes de flebotomineos silvestres.; B - Capturador de
Castro.; C - Insercdo dos flebotomineos nos potes para a realizagao do teste de toxicidade.

Fonte: Autor.

Para o teste de toxicidade, o 6leo essencial foi diluido em solugdo de polisorbato 80
(Tween®) a 3% para a obtengdo das concentragdes: 100 mg/mL, 200 mg/mL e 400 mg/mL.
Foram feitas trés repeticdes para cada concentragdo, além de trés grupos controles: i- o-
cipermetrina 196pg/mL (controle positivo), o principal inseticida comercial utilizado para o
controle quimico de flebotomineos; ii- 4gua destilada (negativo), para a avaliagdo de possiveis
mortes naturais e iii- Tween® 80 a 3% (negativo), para averiguar uma possivel interferéncia

da substancia utilizada para a dilui¢ao do OE.

Figura 7 - Teste de toxicidade

Legenda: Realizagdo do teste de toxicidade do dleo essencial de Citrus sinensis em flebotomineos

silvestres. Fonte: Autor.

A taxa de mortalidade foi acompanhada por 1h, 2h, 4h, 8h, 12h, 20h, 24h, 48h e 72h.
Os ensaios foram desenvolvidos em um ambiente com a temperatura mantida em torno de

25°C e 85% de umidade relativa do ar. Os flebotomineos foram considerados como mortos



29

quando estavam deitados sobre a superficie e ndo se movimentaram quando estimulados por

toques no pote.

4.6.1 Identificacio especifica

Posteriormente, os flebotomineos submetidos aos testes foram preparados, montados
entre lamina e laminula, de acordo com a técnica de Langeron (1949) e identificados ao nivel

especifico utilizando a classificagdo proposta por Young & Duncan (1994).

4.7 Analises estatisticas

Os dados foram analisados usando a incidéncia de morte por tempo avaliado entre as
amostras. A analise estatistica foi feita usando o Modelo de Tempo de Falha Acelerado
(MTFA) com ajuste de curva lognormal (AAICc = 0).

O Modelo de Tempo de Falha Acelerado (MTFA) ¢ um modelo estatistico usado para
estudar a taxa de falha ou risco de falha de um sistema ao longo do tempo. Nesse caso,
considera-se falha, a morte do flebotomineo, ou seja, falhou em sobreviver. A andlise
estatistica foi realizada utilizando o critério de informagdo de Akaike (AIC), que visa
comparar modelos estatisticos e selecionar aquele que possui o menor valor de AIC,

indicando um melhor equilibrio entre ajuste e complexidade (Tabela 1).

Tabela 1- Comparacio de modelos estatisticos utilizando o critério de informacio de Akaike (AIC)

Modelo K AlCc AAICc
Lognormal 7 884,78 0
Log-logistica 7 885,59 0,8

Weibull 7 891,22 6,44



RESULTADOS

5.1 Toxicidade sobre Lutzomyia longipalpis

Em todas as concentragdes testadas, foi observado que o 6leo essencial de C. sinensis
apresentou toxicidade para os flebotomineos da espécie Lu. longipalpis (Figura 8). Houve
alteracdo estatisticamente significativa na taxa de sobrevivéncia em todas as concentracdes de
OE testadas, observou-se uma relagdo direta entre o aumento da concentra¢ao e a mortalidade
dos insetos. Especificamente na concentragdo de 100mg/mL, a taxa de sobrevivéncia em

relacdo ao tempo foi de 18%; em 200mg/mL, foi de 11%; e na maior concentragdo,

400mg/mL, o valor foi de 2% (valores relacionados na tabela 2).

Tabela 2 - Resultado do teste de toxicidade do 6leo essencial de Citrus sinensis aos flebotomineos
utilizando o Modelo de tempo de falha acelerado, com ajuste de curva lognormal (AAICc = 0) em
comparac¢io com dgua.

Alteracio na taxa

Tratamentos de sobrevivéncia Erro padrio p
Intercepto 5,262 0,273 <0.001
100 mg/ml -1,669 0,307 <0.001
200 mg/ml -2,205 0,317 <0.001
400 mg/ml -3,577 0,308 <0.001
Cipermetrina 196ug/mL -5,100 0,297 <0.001
Tween® 3% -0,337 0,326 0,3
Log(scale) -0,838 0,076 <0.001
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Figura 8- Grafico da porcentagem média de morte dos flebotomineos em relacdo ao tempo.
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E importante ressaltar que, na concentragio de 400mg/mL, houve um aumento
significativo na taxa de mortalidade dos flebotomineos de aproximadamente 3,5 em
comparac¢do com a agua, de modo que em 20h de teste todos os espécimes ja haviam morrido
(Figura 8). Sendo a DL(50) = 152,28 +- 52,102.

O controle negativo realizado com o diluente (Tween®) permitiu concluir que essa
substancia ndo interferiu na acdo do 6leo essencial sobre os insetos, uma vez que os resultados
foram estatisticamente semelhantes ao controle com agua (Figura 9). Além disso, o controle
positivo realizado com cipermetrina 196ug/mL apresentou uma alta taxa de mortalidade em
relagdo a agua (0,6% de taxa de sobrevivéncia e 100% de mortes em 6h de observacao), como

ilustrado na figura 9.
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Figura 9 - Grafico da taxa de sobrevivéncia dos flebotomineos em relagao aos tratamentos.
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Legenda: Grafico da taxa de sobrevivéncia de Lutzomyia longipalpis em contato com as concentragdes de teste
do dleo essencial de cascas de Citrus sinensis (100 mg/mL, 200mg/mL e 400mg/mL) e os controles negativos:

agua e Tween ® a 3%, controle positivo: cipermetrina 196ug/mL.

5.2 Rendimento do dleo essencial

A extragdo do 6leo essencial das cascas trituradas de laranjas por hidrodestilagdo teve
a duracgdo total de 2 horas. Apos 16 minutos do inicio da ebulicdo da solugdo, foi visivel no
aparelho Clevenger um volume inicial de OE, sendo crescente até o final da extrag¢do. Ao final
da hidrodestilacao, se obteve a massa de 9,8 g de o6leo essencial proveniente de 266 g de
cascas trituradas. Dessa maneira, o rendimento do OE obtido com o flavedo triturado de 10

laranjas péra-rio foi de 3,7%.
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5.3 Identificacdo por cromatografia gasosa acoplada a espectrometro de massas

O cromatograma do oleo essencial de Citrus sinensis obtido mostra o tempo de
rentencdo de cada componente detectado no OE (Figura 10). Como pode ser observado na
tabela 4, foram identificados nove componentes, os principais componentes do dleo essencial
foram hidrocarbonetos monoterpénicos (CioHis), sendo eles: o constituinte majoritario o d-
limoneno, com 95,11% da composi¢do, f-mirceno (2,22%), a-pineno (0,72%), f-sabineno
(0,57%), 3-0-Careno (0,41%), a-felandreno (0,09%), a-terpinoleno (0,08%) que representam
99,2% do 6leo essencial total. Além do monoterpeno com fung¢do alcool, linalol (0,44%) e o

aldeido, n-octanal (0,14%).

Figura 10 - Perfil cromatografico (CG-MS) do 6leo essencial de Citrus sinensis.

b)

a) 1

+TIC Sean Oleo Pure. D

£ x107 =

107114

18

4 5.500 6.000 6.500 7.000 7,500 8,000 8,500 9,000 9500 10,000 10.500 11,000 11.500
Acquisition Time (min)

0.6
04

5.000 10.600 15,000 20.000 25.000 30.000 35.000 40.000 45,000 50.000 55.000 £0.000 65.000 70.900 75.000 80,000 85,000 30.000
Acquisition T

e (min

Legenda: A - Perfil cromatografico (CG-MS) 6leo essencial de Citrus sinensis; B - expansdo do cromatograma

entre 5,5 ¢ 11,5 min.
Na tabela 3, observa-se os constituintes identificados por ordem do tempo de retengao.

Tabela 3 - Compostos identificados por cromatografia gasosa acoplado a espectrometria de massa no éleo
essencial de Citrus sinensis.

Formula
Pico Tr (min) Compostos TIC (%) Molecular IS TA
Literatura Calculado

1 5.72 a-pinene 0.72 CI10H16 82 932 932
2 6.78 [-sabinene 0.57 CI10H16 95 969 972
3 7.26 [-myrcene 2.22 CI10H16 988 990
4 7.58 n-octanal 0.14 C8H160 96 998 1001
5 7.71 a-phellandrene 0.09 CI10H16 77 1002 1005
6 7.91 3-5-carene 0.41 CI10H16 73 1008 1010
7 8.63 d-limonene 95.11 CI10H16 92 1024 1030
8 10.71 a-terpinolene 0.08 CI10H16 99 1086 1087
9 11.15 linalol 0.44 CI10H180 73 1095 1099

Nota: Tr = tempo de retencdo, IS= indice de similaridade; TIC (%) = cromatograma de ions totais, IA = indice aritmético.



E ilustrado na figura 11 as estruturas quimicas dos nove compostos identificados no OE

utilizado.

Figura 11- Estrutura quimica dos compostos identificados no dleo essencial de Citrus sinensis.
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DISCUSSAO

Lutzomyia longipalpis ¢ a principal espécie vetora da leishmaniose visceral no Brasil,
sendo responsavel por transmitir o agente etioldgico Leishmania infantum chagasi de um
hospedeiro infectado para outro (MICHALSKY et al., 2011; MARCONDES & ROSSI,
2013). A leishmaniose visceral ¢ uma enfermidade com tendéncia reemergente, demandando
a manuten¢ao continua de medidas de controle, a fim de prevenir o ressurgimento da doenca
em locais previamente controlados (REGO & SOARES, 2021). O controle da populagao
desse vetor desempenha um papel crucial na interrup¢do da cadeia de transmissdo da doenga
(MERGEN & SOUZA, 2023). Atualmente, o controle de Lu. longipalpis ¢ realizado
principalmente por meio do uso de inseticidas piretréides de uso residual (ARIAS;
MONTEIRO; ZICKER, 1996).

No entanto, surgiram evidéncias de resisténcia de Lu. longipalpis a produtos como
cipermetrina e deltametrina (ALEXANDER et al., 2009). A resisténcia de insetos aos
inseticidas ¢ um fendmeno preocupante. Sendo o resultado da exposicdo continua aos
produtos, algumas populagdes de insetos t€m desenvolvido a capacidade de sobreviver aos
efeitos letais dos inseticidas, reduzindo assim a eficacia desses produtos (BALASKA ef al.,
2021). Esse desafio representa uma complexa interacdo entre fatores genéticos, ambientais e
de selecdo, exigindo abordagens inovadoras no desenvolvimento e implementacdo de
estratégias, o que ressalta a necessidade de desenvolver métodos alternativos mais eficazes e
seguros para o controle desses insetos (MAZZARRI et al., 1997).

No ambito deste trabalho, foram capturados espécimes selvagens de Lu. longipalpis,
provenientes do municipio de Diamantina/MG. A baixa taxa de sobrevivéncia desses
espécimes a cipermetrina (0,6%), de acordo com o que se vé nas figuras 8 e 9, indica a
suscetibilidade da populagdo selvagem a esse piretroide.

No entanto, o desmatamento aliado ao crescimento populacional rapido e continuo,
juntamente com notédvel plasticidade alimentar e adaptacdo da espécie Lu. longipalpis a
ambientes antropizados tem dificultado o controle da LV (FERREIRA et al., 2021). A
urbanizagdo de insetos vetores ressalta a necessidade e importancia de estratégias eficazes de
controle e prevencao (TAUIL, 2006). Medidas como o manejo ambiental, controle de
reservatorios de Leishmania, uso de inseticidas e conscientizacdo da populagdo sdo essenciais
para reduzir a propagacdo da doenga (YADAYV et al., 2023). De modo que, todos estes fatores
tém levado a busca por novos agentes inseticidas eficientes, que representem maior seguranga

aos humanos e ao meio ambiente (OLIVEIRA & MACIEL et al., 2003).
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Desde tempos ancestrais, o ser humano tem empregado extratos vegetais, numa
tradicdo que perdura até os dias atuais, abrangendo um repertorio de mais de duas mil
espécies botanicas reconhecidas por suas virtudes inseticidas (DAS CHAGAS, 2016). As
plantas por meio de seus metabolismos secundarios sintetizam e exalam inimeros compostos
volateis (acidos, aldeidos e terpenos), com fungdes variaveis, seja para atrair polinizadores ou
se defender de herbivoros. Dentre esses compostos volateis destacam-se os terpenos. A classe
dos terpenos abrange uma grande variedade de substancias de origem vegetal, ¢ sua
importancia ecoldgica como defensivos de plantas estd bem estabelecida. Os terpenos sdo
formados por diversas moléculas de isopreno e sdo classificados de acordo com o tamanho de
suas cadeias carbdnicas, podendo ser, monoterpenos (C10), sesquiterpenos (C15), diterpenos
(C20), triterpenos (C30) e tetraterpenos (C40) (VIEGAS-JUNIOR, 2003; FELIPE et al.,
2017).

Atualmente, os Oleos essenciais extraidos de vegetais t€ém sido reconhecidos como
possiveis fontes de compostos com atividades biologicas, principalmente devido a presenca
de compostos dessa classe. Os terpenos aumentam a absor¢do transmembrana tanto de
substancias lipofilicas quanto de substancias hidrofilicas (EL-KATTAN et al., 2001). Na
literatura, ¢ descrita a importancia da lipofilicidade dos terpenos para a atividade larvicida em
Aedes aegypti (SIMAS et al., 2004). Além de que, de acordo com os estudos de PLATA-
RUEDA et al. (2018), os insetos diminuem suas taxas respiratorias e reduzem sua mobilidade
quando expostos a superficies tratadas com terpenos.

Nesse contexto, o 6leo essencial de laranja surge como uma possibilidade promissora,
0 que corrobora com estudos cientificos que demonstraram que o 6leo essencial de laranja,
extraido da casca da fruta, contém compostos ativos que apresentam atividade inseticida
contra diferentes espécies de insetos, como: Musca domestica (KUMAR et al., 2012), Aedes
aegypti (MURUGAN et al., 2012; KURNIASIH et al., 2021, BRANT, 2019; DA SILVA
SANTOS et al., 2022), Anopheles gambiae (ADELAJA et al., 2023) além de estudos com
pragas agricolas (OYEDEIJI et al., 2020).

Os terpenos constituem as classes mais prevalentes nos 6leos essenciais. Embora a
atividade biologica desses OEs seja frequentemente atribuida aos compostos majoritarios, €
relevante notar que um fendmeno sinérgico entre diferentes metabodlitos pode potencializar a
bioatividade, demonstrando uma eficécia superior aquela observada com compostos isolados
(BARROS et al., 2023). Através da andlise cromatografica do dleo essencial de laranja
realizada nesse estudo, foi possivel identificar 9 compostos sendo os principais grupos

quimicos os hidrocarbonetos monoterpénicos (99,42%), alcool (0,44%) e aldeido (0,14%).
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Na literatura, ¢ amplamente reconhecido que o principal componente do 6leo essencial
de Citrus sinensis ¢ o d-limoneno, um terpeno que se destaca por sua abundancia e baixa
toxicidade (KIM et al., 2013). Para este estudo em particular, a presenca desse terpeno ¢
notavel, representando expressivos 95,11% da composicdo, alinhando-se de maneira
consistente com as informagdes ja documentadas. No estudo de SEID (2022) o d-limoneno
apresentou 97,14% da composicdo do 6leo essencial; para LI (2022) o d-limoneno foi de
94,09% enquanto para Barros-Gomes (2020) a composi¢do do 6leo essencial foi de 81,5%.
Em estudo realizado por MANZUR (2023) a presenga de d-limoneno variou de 90,4% a
89,8% de acordo com o tipo de extracdo realizada.

O d-limoneno atua como um inseticida de contato, evaporando rapidamente das
superficies tratadas e apresentando um periodo residual bastante breve. Embora o mecanismo
preciso de sua acdo ainda ndo esteja completamente elucidado, acredita-se que d-limoneno,
atua na cuticula dos insetos, solubilizando e dissolvendo as ceras e lipidios presentes. Isso
compromete a integridade da camada protetora da cuticula, resultando em desidratacdo e
morte do inseto devido a perda excessiva de dgua (BEATTY, 1986; OLIVEIRA-ATAIDE ef
al., 2019). Esse efeito foi observado em pulgas conforme documentado por SCHICK e
SCHICK em 1986.

Assim sendo, os compostos minoritarios também sdo encontrados em quantidades
muito variaveis, dependendo da forma de cultivo, época de colheita, e as condigdes
ambientais (clima, tipo de solo, nutrientes disponiveis). A quantidade e os compostos
identificados nesse estudo foram: f-mirceno (2,22%), a-pineno (0,74%), f-sabineno (0,57%),
3-0-careno (0,41%), a-felandreno (0,09%), a-terpinoleno (0,08%), linalol (0,44%) e o n-
octanal (0,14%).

Para comparagdo, no trabalho realizado por Duman et al. (2016) os valores e
compostos encontrados foram: d-limoneno (71,80%), p-mirceno (4,55%), [-sabineno
(1,39%), linalol (3,89%) e a-pineno (1,17%). Em outro estudo, os valores dos compostos
identificados foram: d-limoneno (71,54%), p-mirceno (7,20%), linalol (4,11%), a-pineno
(1,85%), p-sabineno (1,70%) e decanal (1,21%) (FARAHMANDFAR et al., 2020).

A atividade repelente do composto a-pineno foi demonstrado por Ngoh et al. (1998).
O efeito antifngico foi associado ao mesmo composto (DE BARROS et al., 2022). Um
estudo realizado por ACHIMON (2022) demonstrou o potencial inseticida e fungicida de
Oleos essenciais citricos, incluindo Citrus sinensis, e indicou os compostos, d-limoneno,

linalol, a-pineno, f-sabineno, como possiveis responsaveis por essas bioatividades.
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Estudo realizado por ROSA (2003) indica que o composto linalol apresenta atividade
antileishmania, além de ser responsdavel por inumeras atividades bioldgicas, como
demonstrado por CAMARGO (2014).

Em varias situagdes documentadas na literatura, o componente majoritario
desempenha um papel fundamental na atividade bioldgica. Contudo, essa influéncia pode
estar relacionada a interacao sinérgica de diversos elementos constituintes (BAKKALI et al.,
2008). Como ¢ o caso do estudo realizado por LOPES (2015) em que se concluiu que os
terpenos individualmente (f-mirceno e a-pineno) ndo demonstraram atividade carrapaticida
em Rhipicephalus microplus. No entanto, quando esses terpenos foram combinados com o
composto majoritario do OE testado (carvacrol), uma associacdo sinérgica notavel foi
percebida, amplificando de maneira significativa o efeito carrapaticida do carvacrol. Sendo
assim, para esse estudo, ¢ possivel que outros constituintes do OE estejam atuando como
sinergistas, potencializando a atividade do d-limoneno.

Estudo realizado por SPODE (2020) em prol de verificar o possivel efeito toxico dos
compostos d-limoneno, a-pineno, sabineno, mirceno, octanal ¢ linalol, a saide humana, foi
realizado in silico por meio da plataforma ProTox-II e obteve como resultados que, em geral,
o Oleo essencial de laranja foi classificado como produto improvavel de causar dano agudo
(NBR 14725-2:2009).

Em relacdo ao rendimento, a partir dos resultados obtidos, pode-se verificar que a
extracdo de oleo essencial das cascas trituradas de laranjas Citrus sinensis teve um alto
rendimento de 3,7% (m/m) em 120 minutos de extragdo por meio de hidrodestilacdo, quando
comparado com estudos similares que também fizeram a extracdo de cascas de laranjas por
hidrodestilacdo; DE LIMA, PLACEDES, CARDOSO (2019) obtiveram 2,36% (m/m) de
rendimento, enquanto FERNANDES (2013) obteve rendimento médio de 2,62% (v/p)
utilizando o flavedo triturado, rendimento esse, superior quando comparado com o flavedo
inteiro (0,49%) (v/p). Essa diferenca de rendimento se d4 provavelmente pelo fato de que o
o6leo essencial esta alojado em glandulas localizadas na superficie do flavedo e o processo de
trituragdo rompe as paredes celulares, de modo que o contetudo no interior das glandulas fique
mais acessivel a acdo do solvente, aumentando o rendimento da extragdo. Dessa maneira,
triturar as cascas das laranjas influenciou para a maior quantidade de OE extraido.

Além de que, estudos realizados com a extracdo de cascas de laranjas vém
apresentando rendimentos superiores aos de outros materiais vegetais: como o alecrim
(PRINS, LEMOS, FREITAS, 2006), menta (DE OLIVEIRA et al., 2012), tomilho
(JAKIEMIU et al., 2010), patchouli (COSTA, CARVALHO-FILHO, DESCHAMPS, 2013) e



39

erva-cidreira (EHLERT et al.,2013), demonstrando a alta viabilidade da extragdo do dleo
essencial de Citrus sinensis através de hidrodestilacao.

Portanto, o o6leo essencial de laranja, além de demonstrar toxicidade para os
flebotomineos da espécie Lutzomyia longipalpis, ser resultado de bioconversao e apresentar
alto rendimento, esse Oleo essencial pode ser menos maléfico ao meio ambiente e outros
organismos. Por serem constituidos por substancias volateis os 6leos essenciais sdo de baixa
persisténcia e se degradam no ambiente, o que ¢ uma vantagem significativa em comparagao
aos inseticidas tradicionais.

Desse modo, a utilizagdo do dleo essencial de laranja no controle de Lutzomyia
longipalpis pode oferecer vantagens significativas, como reduzir a exposi¢do de humanos e
animais a produtos toxicos, minimizar o impacto ambiental e preservar a biodiversidade local.
Além disso, 0 uso de produtos naturais como inseticidas pode contribuir para diminuir o risco
de desenvolvimento de resisténcia em populagdes de insetos vetores (ARAUJO, 2014).

Com o estudo, ¢ possivel refletir que a toxicidade de C. sinensis sobre Lu. longipalpis
indicou que os compostos presentes na casca da laranja tém potencial letal para os
flebotomineos. Isso pode ser atribuido principalmente a alta concentracdo de monoterpenos
em sua composicao, os quais demonstraram atividade inseticida neste estudo. Esses resultados
sdo relevantes para a exploracdo de novas alternativas de origem vegetal para o controle de
insetos. Consequentemente, os achados evidenciam o potencial promissor da casca de laranja
como fonte de agentes ativos e justificam uma investigacdo mais aprofundada e sistematica
em busca de compostos naturais com propriedades inseticidas.

Porém, a toxicidade de uma substancia quimica para insetos ndo €, por si so, suficiente
para classifica-la como um inseticida. Para que uma substancia seja efetivamente considerada
um inseticida, ¢ necessario que ela possua diversas propriedades associadas a sua atividade.
Essas propriedades incluem a capacidade de demonstrar eficicia mesmo em concentragoes
reduzidas, a auséncia de toxicidade para mamiferos e animais de maior porte, a ndo indugao
de fitotoxicidade, a facilidade de obten¢do, manipulacio e aplicacdo, a viabilidade econdmica
e a ndo acumulacdo nos tecidos adiposos de seres humanos e animais domésticos (VIEGAS-
JUNIOR, 2003).

Em vista disso, conclui-se que € necessario fazer um aprofundamento nas pesquisas
para aprimorar as formulagdes do oOleo essencial de laranja, otimizar as concentragdes e
determinar a eficicia em diferentes condicdes de campo. E importante também realizar
estudos sobre a toxicidade para outros organismos ndo-alvo e avaliar sua viabilidade como

uma estratégia sustentdvel e economicamente vidvel para o controle de Lu. longipalpis.
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CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos, podemos concluir que:

A populagao selvagem de Lu. longipalpis de Aroeira/MG foi sensivel a cipermetrina;

e O oleo essencial de cascas trituradas de Citrus sinensis apresentou toxicidade sobre
populagdes selvagens de flebotomineos adultos da espécie Lu. longipalpis em todas as
concentragdes testadas;

e O rendimento do o6leo essencial de C. sinensis foi de 3,7%, sendo considerado um
rendimento superior a de outros compostos;

e Foi identificada a presenca de monoterpenos no 6leo essencial, sendo o d-limoneno o

composto majoritario;

CONSIDERACOES FINAIS

O teste preliminar de toxicidade de Citrus sinensis a Lutzomyia longipalpis sinalizou
que a casca da laranja possui compostos que podem ser letais aos flebotomineos. Certamente,
devido a sua composi¢ao ser majoritariamente feita por monoterpenos, sendo responsavel pela
acdo inseticida observado nesse estudo. Esses resultados contribuem para a busca de novas

substancias de origem vegetal para fins inseticidas.

Sendo assim, os resultados obtidos revelam que a casca de laranja é promissora como
fonte de principios ativos e pode ser investigada de forma mais profunda e sistematica na

busca por compostos naturais com atividade inseticida.
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