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RESUMO

O Aedes aegypti, mosquito vetor de doencas como Dengue, Zika e Chikungunya,
representa um dos maiores desafios a salde publica no Brasil, e em varias partes do
mundo. Apesar dos esforcos continuos para combater a proliferacdo desse vetor, a
utilizacdo de inseticidas quimicos ndo tem se mostrado mais tanto eficaz devido ao
aumento da resisténcia do mosquito, aos impactos ambientais e a saude humana.
Nesse contexto, a busca por alternativas mais sustentaveis e menos agressivas tém
levado ao estudo de substéncias naturais com potencial repelente e inseticida. O
presente estudo teve como objetivo avaliar a atividade larvicida in vitro do 6leo essencial
de folhas de Cordia verbenaceae em larvas do A. aegypti e teste de toxicidade em
Artemia salina. A extracdo do 6leo essencial foi realizada no Laboratdrio de Quimica
pelo método de hidrodestilagdo em aparelho destilador tipo Clevenger e os bioensaios
com as larvas foram realizados no Laboratorio de Biologia, ambos localizados no
IFSertdoPE, Campus Petrolina Zona Rural. O delineamento experimental foi
inteiramente casualizado, sendo seis tratamentos (10, 20, 30, 40 e 50 mg L do dleo
essencial de erva-baleeira) em triplicata. Como tratamento controle das larvas do Aedes
foi utilizada a agua destilada com Tween 80 a 2% e para A.salina foi Agua salina e Tween
80 a 2%. Avaliou-se a taxa de mortalidade em 24h. Nao houve diferenca estatistica
entre ambos bioensaios. Contudo, sugere-se aumentar as concentracdes do O6leo
essencial de erva-baleeira, bem como testar outros diluentes, a exemplo do DMSO, e
realizar o estudo fitoquimico do Oleo essencial.

Palavras-chave: Artemia salina; Boraginaceae; fitolarvicida; toxicidade.



ABSTRACT

Aedes aegypti, the vector mosquito for diseases such as Dengue, Zika, and
Chikungunya, represents one of the biggest challenges to public health in Brazil and in
several parts of the world. Despite ongoing efforts to combat the proliferation of this
vector, the use of chemical insecticides has proven ineffective in the long term due to
increased mosquito resistance and environmental and human health impacts. In this
context, the search for more sustainable and less aggressive alternatives has led to the
study of natural substances with repellent and insecticidal potential. The present study
aimed to evaluate the in vitro larvicidal activity of essential oil from Varronia curassavica
Jacq leaves. in A. aegypti larvae and toxicity test in Artemia salina. The extraction of the
essential oil was carried out in the Chemistry Laboratory and the bioassays with the
larvae were carried out in the Biology Laboratories, located at IFSertdoPE, Campus
Petrolina Zona Rural. The experimental design was completely randomized, with six
treatments (10, 20, 30, 40 and 50 mg L-1 of baleeira essential oil) in triplicate. As a
control treatment for Aedes larvae, distilled water with 2% Tween 80 was used and for
A.salina it was saline water and 2% Tween 80.The 24- hour mortality rate was evaluated.
There was no statistical difference between both bioassays. However, it is suggested to
increase the concentrations of baleeira essential oil, as well as testing other diluents,
such as DMSO, and carrying out a phytochemical study of the essential oil.

Keywords: Artemia salina; Boraginaceae; phytolarvicide; toxicity.
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1. INTRODUCAO

O Brasil esta se aproximando da marca de 6 mil mortes por dengue em 2024.
Segundo dados do painel de monitoramento do Ministério da Saude, até a segunda
semana de dezembro de 2024, foram contabilizados 5.922 6bitos pela doenca. Outras
1.067 mortes, por sua vez, estdo sob investigacdo. O aumento de casos em 2024 é
400% maior em relacdo ao ano anterior (Brasil. Ministério da Saude, 2024).

A dificuldade no controle do Aedes aegypti esta intrinsecamente ligada ao uso
de inseticidas sintéticos. A resisténcia do mosquito a esses produtos, somada aos
seus efeitos nocivos a saude humana e ao meio ambiente, torna o combate ao vetor
cada vez mais desafiador. A literatura cientifica, representada por trabalhos como os
de Takagi (2020), Gorri (2022) e Milani (2022), demonstra que a contaminacéo de
agua, solo e a exposicdo humana a esses compostos sdo problemas sérios e
crescentes.

Diante dos problemas associados ao uso de inseticidas sintéticos, a busca por
alternativas menos nocivas se torna urgente. Nesse contexto, 0s inseticidas
botanicos, como extratos vegetais e 0Oleos essenciais, emergem como opcdes
promissoras. Estudos como os de Andrade et al. (2021) e Leal (2020) indicam que
esses compostos apresentam baixa toxicidade, sdo biodegradaveis e tém menor
potencial para induzir resisténcia em insetos, tornando-os uma alternativa mais
sustentavel para o controle do A. aegypti.

A rica flora brasileira, especialmente a da Caatinga, oferece um vasto potencial
para o desenvolvimento de novos inseticidas e larvicidas naturais. Essa floresta
sazonalmente seca, exclusiva do Brasil, abriga uma variedade de espécies vegetais
endémicas com compostos bioativos, como 0s 6leos essenciais, que apresentam
atividade inseticida contra o A. aegypti. A extracdo desses 0leos de diferentes partes
das plantas, como folhas, caules, sementes e raizes, permite explorar a diversidade
guimica e identificar novas moléculas com potencial para o controle de vetores
(Ribeiro; Bonilla; Lecena, 2018).

A erva-baleeira (Cordia verbenaceae) € uma planta medicinal e aromatica
originaria do Brasil. A espécie pertence a familia Boraginaceae e tem grande
relevancia econdmica devido ao 6leo essencial presente em suas folhas. A planta

possui importantes acdes, como atividade contra 0 mosquito A. aegypti, no entanto,
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seu principal efeito é anti-inflamatério (Nizio et al., 2015).
Dessa forma, com a presente pesquisa, buscou-se avaliar o efeito larvicida do 6leo

essencial de C. verbenaceae sobre larvas de A. aegypti.

OBJETIVOS

1.1 Objetivo geral

Avaliar a atividade larvicida do 6leo essencial de Cordia verbenaceae em larvas

do Aedes aegypti, e teste de toxicidade em Artemia salina.

1.2 Objetivos especificos
v Realizar extracdo do 6leo essencial de folhas secas de erva-baleeira,

e contabilizar rendimento;

v Fazer teste de toxicidade do 6leo essencial de folhas secas de erva-baleeira
em A. salina;
v Realizar ensaio in vitro do 6leo essencial de folhas secas de erva-baleeira

frente as larvas de A. aegypiti.

2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Mosquito vetor (A. aegypti)

O A. aegypti (figura 1) pertence a ordem Diptera, familia Culicidae e Género
Aedes. A ordem Diptera abriga uma diversidade de espécies, das quais cerca de 200
atuam como vetores de doencas humanas. A familia Culicidae, por sua vez, é
composta por mais de 3.300 espécies, com destaque para géneros como Aedes,
Culex e Anopheles. O género Aedes reune aproximadamente 900 espécies,

incluindo o A. aegypti (Eldridge; Edman, 2000).

Figura 1. Mosquito Aedes aegypti adulto.Fonte: Rural flower.
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O A. aegypti, com origem na regido etidpica, espalhou-se por diversas regides
tropicais e subtropicais, incluindo o Brasil. Sua ampla distribuicdo geogréfica e seu
curto ciclo biologico, que compreende as fases de ovo, larva, pupa e adultos (Figura
2), com duracdo média de 15 a 30 dias em regides tropicais, contribuem para sua
rapida proliferacdo e disseminagdo de doengas como dengue, zika e chikungunya
(Beserra et al., 2006).

Figura 2. Ciclo de vida do mosquito A. aegypti.
Fonte: http://www.combateaedes.saude.gov.br/images/zika-transmissao.png

O ciclo varia de acordo com a temperatura, disponibilidade de alimento e
condicGes dos focos (criadouros). Sendo estes fatores favoraveis, da eclosdo das
larvas até a fase adulta, decorrem 10 dias, mas 0s ovos podem permanecer viaveis
até 450 dias na auséncia de agua (Silvério et al., 2020).

A diferenciacéo entre macho e fémea adultos, ocorre através da morfologia do
aparelho bucal e da antena. Os machos possuem antenas plumosas, e as fémeas

antenas filiformes (Franca, 2021).


http://www.combateaedes.saude.gov.br/images/zika-transmissao.png
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Figura 3. Cabeca do A. aegypti. Diferenca entre fémea (A) e macho (B). Antenas (a), palpo (pa) e
proboéscida (pr). Fonte: Franga, 2021.

2.2 Arboviroses transmitidas pelo A. aegypti

No Brasil, dentre as arboviroses que apresentam maior circulacdo, estdo o
Dengue (DEN), o Chikungunya (CHIK) e o Zika (ZIKA) (Brasil.MS, 2024). DEN e ZIKA
pertencentes a familia Flaviviridae e CHIK incluido na familia Togaviridae. Os sinais
e sintomas relacionados com estas arboviroses s&o bastante semelhantes, o que
acaba interferindo no diagndstico clinico preciso dessas doencas (Rodriguez-
Morales, 2015). Além disso, ainda nado se conhece profundamente o0s
desdobramentos da associacdo desses arbovirus em um mesmo paciente, fato
possivel de ocorrer por estes coabitarem, muitas vezes, a mesma regido geogréfica

e serem transmitidos pelos mesmos vetores, A. aegypti e A. albopictus (Roth, 2014).

2.3 Controle do A.aegypti

O controle da disseminacdo das doencas relacionadas a esse mosquito esta
relacionado ao controle dos criadouros do mosquito, impedindo que 0s insetos
cheguem a fase adulta, uma vez que o A. aegypti € um mosquito doméstico de habitos
oportunistas que vive dentro e ao redor dos domicilios ou em locais com bastante
movimentacédo de pessoas, como estabelecimentos comerciais, escolas, igrejas e
outros (Brasil.MS, 2024).

O controle quimico do A. aegypti no Brasil envolve o uso de diversas classes
de inseticidas, tanto para as formas larvarias quanto adultas. Larvicidas como o
piriproxifen e o temefés sdo comumente empregados, atuando por diferentes

mecanismos, como a regulacdo do desenvolvimento larval e a inibicdo da
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acetilcolinesterase. Para os adultos, inseticidas como a deltametrina, o malathion e
o lambda-cialotrin séo utilizados, com modos de ac¢ao que incluem a neurotoxicidade
e a modulacéo de canais de sodio (Costa; Souza 2020). O malathion, em patrticular,
tem sido alvo de preocupagdo devido a sua classificacdo como potencial
carcinogénico pela Agéncia Internacional de Pesquisa em Cancer (IARC) (Silva;
Santos; Costa, 2020). A intensificacdo do uso de inseticidas, especialmente a
aplicacao espacial ("fumacé"), tem gerado debates sobre os riscos para a saude
humana e o meio ambiente (Teles, 2009).

O controle quimico do A. aegypti por meio de inseticidas € uma pratica antiga e
ainda amplamente utilizada. As principais classes de inseticidas empregadas s&o 0s
organoclorados, organofosforados, carbamatos e piretroides, todos com acao no
sistema nervoso central dos insetos (Bellinato et al., 2016). No entanto, 0 uso
indiscriminado desses compostos tem levado ao desenvolvimento de resisténcia por
parte do mosquito, exigindo constantes adaptacfes nas estratégias de controle

(Hemingway; Ranson, 2000).

2.4 Larvicidado OE de C. verbenaceae

Os métodos alternativos de controle do vetor (A.aegypti) precisam ser
pesquisados utilizando plantas que possuem bioativos com efeitos toxicos para
insetos, explorando a biodiversidade de espécies encontradas no territorio brasileiro.
Sendo assim, 6leos essenciais e extratos de plantas sao potenciais fontes de
compostos com atividade toxica para o controle dos mosquitos vetores de arboviroses
importantes, como a dengue.

A erva-baleeira (C. verbenacea atualmente conhecida como Varronia
curassavica) € um arbusto medicinal nativo do Brasil, a espécie € facilmente
encontrada nas Regides Nordeste, Sudeste e Sul do Brasil (Moreira; Braganga, 2011),
comumente fazendo parte da vegetacéo de borda ao longo de estradas, e amplamente
distribuido em diversos ecossistemas do continente americano (Lorenzi; Matos,
2008). E um arbusto perene, muito ramificado, podendo atingir uma altura de 1,5 a
3,5 metros. Folhas simples, alternas, coriaceas, lanceoladas e aromaticas com
aspecto aspero, odor forte e persistente. As inflorescéncias surgem nas
extremidades dos ramos, em forma de espigas arqueadas para baixo, com flores de

coloracdo branca de tamanho pequeno com ovario subgloboso. Os frutos séo
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cariopses esféricos e quando amadurecidos possuem coloragdo avermelhada
medindo aproximadamente 0,4 cm (Lorenzi; Matos, 2008). Nao existe sincronismo
de floragdo num mesmo ramo, pois tanto pode haver langamentos simultaneos de

inflorescéncias, como lancamentos sequenciais (Brandao et al., 2015).

Farmacologicamente, a erva-baleeira tem sido amplamente estudada devido ao
seu potencial terapéutico. O Oleo essencial (OE) extraido da erva-baleeira (C.
verbenaceae) possui um amplo espectro de atividades biologicas, o que justifica
setanto na medicina tradicional quanto na industria farmacéutica. Sua principal
aplicacdo estd relacionada as propriedades anti-inflamatorias, atribuidas
principalmente a presenca do sesquiterpeno a-humuleno (Bristot et al., 2021). O
potencial da erva-baleeira transcende o uso tradicional. O extrato da planta € utilizado
na producdo de medicamentos fitoterapicos, como o Acheflan®, que é indicado para
o tratamento de inflamag¢des (Santos; Pinho, 2010).

A erva-baleeira planta apresenta outras variedades de atividades bioldgicas,
incluindo acdo antibacteriana, antifingica e inseticida (Pinho et al., 2012; Rodrigues
et al., 2012; Nizio et al., 2015). Estudos demonstram que a planta atrai insetos adultos
da broca dos citros (Cratosomus flavofasciatus), podendo ser utilizada como planta
armadilha (Mendonga; Silva, 2007).

O extrato e 0 Oleo essencial da erva-baleeira apresentam, ainda, outras
atividades biolégicas relevantes, como toxicidade para larvas de mosquitos (A.
aegypti), atividade antibacteriana contra Staphylococcus aureus e Escherichia coli e
atividade antifingica contra Candida albicans e Lasiodiplodia theobromae (Carvalho
Jr. et al., 2004; Santos et al., 2006; Meccia et al., 2009; Pinho et al., 2012; Rodrigues
et al., 2012; Nizio et al., 2015; Nizio et al., 2018).

3. MATERIAL E METODOS

3.1 Local daobtencéo do material botanico
A coleta do material botanico foi realizada no campo do IFSertdoPE Campus
Petrolina Zona Rural (-9.3369262,-406963363), no dia 28 de fevereiro de 2024, as
08:30 horas. A planta matriz onde foram coletadas as folhas j4 apresentava
identificacdo taxon6mica (Tombo: 24994) pelo Centro de Referéncia para
Recuperacéo de Areas Degradadas da Caatinga - CRAD/UNIVASF.



3.2 Producéo do oleo
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Para extracdo do 6leo essencial foi necessario secar as folhas em estufa de

circulacéo de ar a 65°C (Figura 4A) para desidratacéo, onde o peso das folhas frescas

foi de 543g, e apds secagem em estufa obteve-se o peso de 154,86g. O 6leo essencial

foi extraido pelo método de hidrodestilacdo (Figura 4B) em aparelho destilador tipo

Clevenger (BRASIL, 2010), no qual teve um rendimento de 0,32mL. A preparacéo foi

realizada no Laboratério de Quimica do CPZR.

l S

Figura 4. A. Secagem de folhas da erva-baleeira em estufa. B. Extragdo do 6leo essencial
de folhas secas de erva-baleeira em Clevenger. Fotos: autora.

3.3 Teste de Toxicidade em A. salina

No Laboratério de Biologia do CPZR foi realizada a analise de toxicidade
preliminar do 6leo essencial em A. salina, utilizando a metodologia sugerida por
Meyer et al. (1982). Para isso, foi preparada uma solucéo salina para eclosao dos
ovos da A. salina na concentragao de 38 g L™, Ap6s isso, foram pesadas 20 mg de
ovos e colocadas para eclodir por 48 h em uma cuba dividida em duas partes, um
ambiente escuro e um ambiente claro, separado por um isopor com furos, para tubos
de ensaio, contendo a solucéo do 6leo, onde 180 mg de 6leo foi diluido em 90 mL
de agua salina com agua salina e Tween 80 a 2% (solucdo-mae). O delineamento
foi inteiramente casualizado seis tratamentos em triplicata. A partir da solugdo-mae

foram realizadas as diluicdes a fim de obter cinco concentracdes (tratamentos): 10,
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20, 30,40 e 50 mg L". As diluicdes foram feitas com um volume final de 4,5 mL. Para
o tratamento controle foi utilizada a solucdo salina e Tween 80 a 2%. A avaliacdo da
viabilidade dos nauplios foi apds 24h.contendo 1 L de agua salina e mantidos a 25°C
(uso de termostato) para a migracdo dos nauplios para a parte clara da cuba,
iluminada durante todo o periodo. Apos a eclosao das larvas, foram transferidas dez

nauplios de artémias

3.4 Ensaio in vitro com larvas do A. aegypti

Foi realizado o bioensaio para avaliar a bioatividade do 6leo essencial da erva
baleeira frente as larvas de A. aegypti. O experimento foi realizado em delineamento
inteiramente casualizado, seis tratamentos em triplicata. As concentracdes de 10,
20, 30, 40 e 50 mg L e tratamento controle 1 (dgua destilada eTween 80 a 2%).
Cada unidade amostral foi constituida de um ampola de vidro (5mL) coberto com
papel aluminio (vedacdo de luz) perfurado (circulacdo de ar), incluindo 10 larvas.
Os insetos utilizados no experimento foram provenientes da doa¢cédo da Moscamed
Brasil na fase de larva L3-L4, onde sua alimentag&o e condi¢des de laboratorio foi

dieta artificial de peixes.

3.5 Analise Estatistica

Todos os dados sdo expressos em média = erro padrdo. Os dados foram
avaliados por analise de variancia (ANOVA) e teste de Tukey (5%). O efeito larvicida
das diferentes concentracdes do 6leo essencial sobre as larvas (Aedes e artémia),
foi verificado através de andlise de regressao (Excel).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

A.aegypti

Observou-se que na leitura de 24 horas dos bioensaios in vitro realizados em
laboratorio com uso do 6leo essencial de erva-baleeira contra larvas de A. aegypti
(grafico 1), submetidas as diferentes concentracdes, ndo houve diferenca estatistica
nas taxas de mortalidade em ambos ensaios. Diante desses resultados, ndo houve
efeito dos tratamentos, provavelmente porque a variacdo entre as repeti¢cdes foi

grande, sendo o desvio padrao muito alto.
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Gréfico 1 — Percentual de mortalidade larval do A. aegypti, em relagcdo ao tempo
(24h) de exposicao as diferentes concentragdes 10, 20, 30, 40 e 50 mg L' do dleo
essencial (OE) de erva-baleeira (C. verbenaceae), sendo T2, T3, T4, T5 e T6,

respectivamente e T1 - controle (agua destilada e Tween 80 a 2%).

Bioensaios (larvas de A. aegypti)

S 35
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Fonte: direta.

Estudos desenvolvidos por Santos et al. (2006) testando concentragcfes de 6leo
(5 a 500 ppm) do 6leo essencial de C. verbenaceae dissolvidos em H20:DMSO
(98,5:1,5) onde foram colocadas 50 larvas L3 em béquer (50 mL). Apos 24h, em
temperatura ambiente, nas concentragcfes de 500 e 250 ppm houve 100% de
mortalidade de larvas. Sabendo-se que 1 ppm ja é igual a aproximadamente 1 mg/L,
0s ensaios do presente estudo utilizaram concentracdes inferiores ao de Santos et
al. (2006), como: 10ppm, 20ppm, 30ppm, 40ppm e 50ppm e também outro diluente
(Tween 80).

Pereira (2024) testou o 6leo essencial de C. verbenaceae frente ao A.aegypti nas
seguintes concentra¢des: 0,0156%, 0,0312%, 0,0625%, 0,0125%, com quatro
repeticbes cada (20 larvas L3-L4), mais um teste positivo, contendo o inseticida
sintético piriproxifeno na concentracdo comercial e um teste negativo, contendo
somente agua destilada. O o6leo essencial matou 100% das larvas na concentracao
mais alta (0,125%) em 24 horas. A 0,0625%, a mortalidade variou entre 77,5% em

24 horas, 96,3% em 48 horas e 100% em 72 horas.

Os resultados de Santos et al. (2006) e Pereira (2024) demonstraram o

potencial larvicida do 6leo essencial de C. verbenaceae no controle do A. aegypti. Nos
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dois experimentos o diluente foi 0 DMSO, e o presente estudo fez uso de Tween 80.

Sendo assim, supfem-se que se tivesse feito uso do DMSO, poderia ter tido
sucesso na taxa de mortalidade das larvas do A. aegypti e com A.salina. Nao fizeram
teste de toxicidade em A.salina.

Segundo Santos et al. (2006) e Pereira (2024) que realizaram o estudo da
composi¢cdo quimica do 6leo essencial de C. verbenaceae, acreditam que a mortalidade
das larvas se deva a presenca de monoterpenos (47,3%) e sesquitepenos (43,9%),
entre 0s quais a-pineno (20,5%), b-pineno (13,1%), (E)-cariofileno (12,4%) e
biciclogermacreno (13,8%). Sabe-se que esses compostos sdo encontrados em
outras espécies de plantas, como a citronela, que uma planta ja reconhecida no

controle de Aedes spp., € repelente, inseticida e larvicida.

A.salina

Observou-se que na leitura de 24 horas dos bioensaios in vitro realizados em
laboratorio com uso do 6leo essencial de erva-baleeira contra larvas nauplios de A.
salina (grafico 2), submetidas as diferentes concentracdes, ndo houve diferenca

estatistica nas taxas de mortalidade.

Grafico 2 — Percentual de mortalidade de nauplios de A.salina, em relagao ao tempo
(24h) de exposicao as diferentes concentracdes 10, 20, 30, 40 e 50 mg L' do dleo
essencial (OE) de erva-baleeira (C. verbenaceae), sendo T2, T3, T4, T5 e T6,

respectivamente e T1 - controle (agua salina e Tween 80 a 2%).
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Fonte: direta.
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Diante desses resultados, ndo houve efeito dos tratamentos, provavelmente

porque a variacao entre as repeticdes foi grande, sendo o desvio padrdo muito alto.

A relacdo entre o grau de toxicidade e a concentracdo letal média (CLso)
apresentada por extratos e 6leos essenciais de plantas (produtos naturais) sobre A.
salina foi avaliada por MClaughlin, Ching-Jer e Smith (1993) e Bonfim (2020). Os
autores classificaram de acordo com sua ClLso em trés classes: que apresentam
toxicidade baixa (CLso 2 500 ug mL1), toxicidade moderada (CLso 100 = 500 pug mL™1),
elevada toxicidade (CLso < 100 pg mL?). Diante disso, na avaliacdo do presente
estudo, observou-se que o 6leo essencial de C. Verbenaceae provavelmente seja
atoxico, pois nenhuma das concentracdes testadas (OE) que matasse 50% dos
nauplios. Um maior nimero de repeticbes desse bioensaio, talvez comprovasse essa

informacéao.

4. CONSIDERACOES FINAIS
Diante dos resultados obtidos neste estudo, sugere-se aumentar as
concentracdes do 6leo essencial de erva-baleeira, bem como aumentar o nimero de
repeticdes e individuos. Também testar outros diluentes, a exemplo do DMSO.
Realizar o estudo fitoquimico do 6leo essencial de erva-baleeira coletada no nosso
campus, uma vez que a composic¢ao e rendimento de 6leos essenciais pelas plantas

medicinais e aromaticas podem ser influenciados por fatores biéticos e abiéticos.
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