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RESUMO

“Controle da esquistossomose: atividade moluscicida e cercaricida do 6leo
essencial de Citrus x limon (L.) Osbeck”. A esquistossomose é uma enfermidade
ainda considerada um grave problema de saude publica no Brasil, sua ocorréncia esta
estreitamente associada a falta de condigbes socioambientais e apresenta-se
endémica em varios estados brasileiros, inclusive no Maranhdo. O Schistosoma
mansoni, parasita transmissor da doenca, necessita do caramujo do género
Biomphalaria para completar seu ciclo de vida, sendo este o hospedeiro intermediério.
Desse modo, uma das formas do controle da doenga se da com a interrupgao do ciclo
biolégico do helminto por meio do combate do hospedeiro intermediario. Este estudo
objetivou avaliar a atividade moluscicida e cercaricida do 6leo essencial das partes
aéreas e do epicarpo do fruto de Citrus x limon (L.) Osbeck, bem como analisar sua
composi¢cao quimica e acgao toxica a organismos nao alvo, visando encontrar uma
alternativa viavel e sustentavel para o controle da esquistossomose. Os 06leos
essenciais em estudo foram extraidos por meio da técnica de hidrodestilacéo e, a
composicao quimica foi determinada por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas. A atividade moluscicida e cercaricida dos 6leos foram
avaliadas em quatro concentracées contra Biomphalaria glabrata e cercaria do
Schistosoma mansoni. A toxicidade contra organismos nao alvo, foi avaliada frente
Artemia salina. Os resultados foram expressos em concentracdes letais das atividades
biolégicas, com nivel de confianca de 95%, obtidos por regressao linear. Somente o
6leo extraido do epicarpo do fruto demonstrou atividade frente Biomphalaria glabrata
com CLgo 90,08ug/mL. Os 6leos extraidos das partes aéreas e do epicarpo exibiram
atividade frente cercérias do Schistosoma mansoni com valores de CLso 1,33 e 1,05
ug/mL, respectivamente. Os dleos essenciais avaliados apresentaram toxicidade
moderada para os microcrustaceos Artemia salina. Tal resultado nos faz concluir que
a espécie estudada possui grande potencial para ser utilizada como alternativa
bioativa viavel e sustentavel como moluscicida e cercaricida. O desafio é gerar novos
dados que auxiliem no controle das doencas negligenciadas, area que ainda necessita
de investimentos e pesquisas com retorno satisfatério.

Palavras-chave: Compostos majoritarios. Limdo. Schistosoma mansoni.

Biomphalaria glabrata.



ABSTRACT

"Control of schistosomiasis: molluscicidal and cercaricidal activity of Citrus x
limon (L.) Osbeck essential oil". Schistosomiasis is a disease still considered a
serious public health problem in Brazil, its occurrence is closely associated with a lack
of socioenvironmental conditions and is endemic in several Brazilian states, including
Maranhao. Schistosoma mansoni, a parasite that transmits the disease, requires the
snail of the genus Biomphalaria to complete its life cycle, which is the intermediate
host. Thus, one of the forms of disease control is the interruption of the biological cycle
of helminth by means of the combat of the intermediate host. The objective of this study
was to evaluate the molluscicidal and cercaricidal activity of the essential oil of the
aerial parts and the fruit epicarp of Citrus x limon (L.) Osbeck, as well as to analyze its
chemical composition and toxic action to non - target organisms, aiming to find a viable
and management of schistosomiasis. The essential oils under study were extracted by
the hydrodistillation technique and the chemical composition was determined by gas
chromatography coupled to mass spectrometry. The molluscicidal and cercaricidal
activity of the oils were evaluated in four concentrations against Biomphalaria glabrata
and cercariae of Schistosoma mansoni. Toxicity against non-target organisms was
assessed against Artemia saline. The results were expressed as lethal concentrations
of biological activities, with 95% confidence level, obtained by linear regression. Only
the oil extracted from the epicarp of the fruit showed activity against Biomphalaria
glabrata with CLgo 90.08ug / mL. Oils extracted from the aerial parts and the epicarp
exhibited cerivastatic activity of Schistosoma mansoni with CLso values 1.33 and 1.05
Mg / mL, respectively. The evaluated essential oils presented moderate toxicity to the
microcracks Artemia salina. This result leads us to conclude that the species studied
has great potential to be used as a viable and sustainable bioactive alternative such
as molluscicide and cercaricide. The challenge is to generate new data that help to
control neglected diseases, an area that still requires investments and research with a
satisfactory return.

Key words: Major compounds. Lemon. Schistosoma mansoni. Biomphalaria
glabrata.
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1 INTRODUGAO

As doencgas negligenciadas sao caracterizadas por um grupo de enfermidades
infecciosas que acometem sobretudo a populagcédo de baixa renda nos paises em
desenvolvimento, com poucos investimentos em pesquisa e tecnologia para o0 avanco
e controle, na prevengao e tratamento medicamentoso. Possui grande impacto na
populacdo em termos de 6nus da doenca, qualidade de vida, perda de produtividade
e agravamento da pobreza, uma vez que afetam principalmente as populagdes sem
saneamento ou com saneamento basico inadequado e em estreito contato com
vetores infecciosos e animais domésticos. Apesar disso, ndo atraem o interesse de
investimentos para pesquisa e desenvolvimento de medicamentos e/ou técnicas para
o tratamento adequado por motivo do reduzido potencial de retorno lucrativo (WHO,
2010; WHO, 2016).

As distribuicdes destas enfermidades ocorrem em todo o mundo, mas sao
prevalentes principalmente nas regides tropicais. De acordo com a Organizagao
Mundial da Saude (OMS), estima-se que mais de um bilhdo de pessoas estdo
infectadas com uma ou mais doengas negligenciadas, representando um sexto da
populagdo mundial. Durante os ultimos anos, o Brasil buscou definir um plano de agédo
no controle as doencas negligenciadas através de investimento em pesquisa e
financiamento em novas tecnologias, dando inicio em 2006 ao Programa de Pesquisa
e Desenvolvimento em Doencas Negligenciadas. O programa definiu, com o auxilio
de dados epidemiolégicos e demograficos, as doencas negligenciadas que
necessitavam de prioridades de atuacao, sédo elas: dengue, doenca de Chagas,
leishmaniose, hanseniase, maléria, esquistossomose e tuberculose (BRASIL, 2015).

Além do Programa de Pesquisa e Desenvolvimento em Doencas
Negligenciadas, incontaveis estratégias foram utilizadas objetivando o controle das
doencas infecto-parasitarias, mas apesar de todas as acoes realizadas grande parte
destas ainda persistem no Brasil, dentre as quais destaca-se a esquistossomose
(TIBIRICA, et al., 2011).

A esquistossomose é uma enfermidade parasitaria ocasionada por helmintos
do género Schistosoma, considerada uma doenca cronica de relevancia
epidemioldgica tanto pela sua prevaléncia como pela gravidade de suas complicagdes
clinicas, provocando um numero significativo de morbidade e mortalidade. Sua

ocorréncia é mais propicia em areas rurais e areas urbanas sem saneamento, outros
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fatores como: nivel socioecondmico, ocupacao, lazer, grau de educacéo e informacao,
atuam como condicionantes e cooperam para a ocorréncia da esquistossomose numa
localidade (BRASIL, 2014).

As estratégias preconizadas para a diminuicao de casos da esquistossomose,
alternam-se dependendo da area e dos niveis de transmissdo da doenca. De acordo
com a Organizacdao Mundial da Saude (OMS), devem haver agbes guiadas para:
delimitar areas endémicas e focais, identificar e monitorar &reas vulneraveis,
diagnosticar e tratar precocemente populacdes humanas parasitadas, investigar e
classificar casos da doenca, implantar sistemas de eliminacdo de dejetos e
abastecimento de agua, fomentar a participagdo da comunidade na luta contra a
doenga com campanhas informativas e educativas, desenvolvimento de vacina e uso
de produtos moluscicidas para reduzir a densidade populacional de caramujos e de
fases larvarias do Schistosoma (WHO, 1983).

A disseminagdo dos caramujos vetores é fator crucial na transmissdo da
esquistossomose, considerando que sao hospedeiros intermediarios do ciclo do
parasito. Seu dominio se torna estratégia de urgéncia para a reducao da transmissao
da doenga. (PARAENSE, 1983; CHITSULO et al., 2000; CARVALHO et al., 2008).
Seu controle tem por objetivo eliminar os focos de transmissédo, bloqueando a
proliferagéo e o desenvolvimento dos caramujos, abrangendo o tratamento quimico e
respeitando a legislacao ambiental vigente (BARBOSA et al.,2008).

Atualmente o controle da populacdo malacoldgica se restringe a substancias
sintéticas, sendo a niclosamida (Bayluscid®) o moluscicida recomendado pela OMS.
Este composto afeta uma ampla variedade de moluscos, cercarias, e também € usado
como um antiparasitario em medicina humana e veterinaria. A niclosamida tem baixa
toxicidade para mamiferos, mas sao téxicos para vertebrados aquaticos (peixes e
anfibios) e crustaceos, além de ter um alto custo e ser de dificil operacionalizacao
(WHO, 1988; MARSTON, 1985).

O alto custo dos moluscicidas sintéticos e seus impactos negativos sobre o
meio ambiente, bem como o receio do surgimento da resisténcia do caramujo a estes
compostos deu um impulso nos estudos envolvendo produtos naturais com a
finalidade de se obter substancias bioativas mais seletivas e de facil biodegradacéo
para o controle da populacdo dos caramujos. Alguns estudos ja demonstram que a
atividade moluscicida das plantas esta relacionada aos principios ativos derivados do
seu metabolismo secundario (SOLORZANO-SANTOS; MIRANDA-NOVALES, 2012).
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O interesse pelo uso de moluscicidas de origem vegetal no controle da
esquistossomose data da década de 1930, quando foi sugerido o plantio de Balanites
aegyptiaca L. (Balanitaceae), uma arvore tipica do deserto, nas margens dos focos de
transmissdo, no Suddo. Seus frutos, ao cairem das arvores, inibiam a densidade
populacional de caramujos (ARCHIBALD, 1933). No Brasil, os primeiros estudos
sobre moluscicidas de origem vegetal demonstraram a atividade de extratos aquosos
de caules de Serjania spp. (cip6-timbd) e de frutos de Sapindus saponaria L.
(Sapindaceae) (saboneteira, sabao) em Biomphalaria glabrata. Essa acao foi atribuida
as saponinas presentes nestes vegetais (PINTO; ALMEIDA, 1944).

Grandes sao as expectativas em torno das atividades biologicas de produtos
do metabolismo vegetal, em especial dos metabdlitos secundarios, consequéncia de
sua complexa composicao quimica. Alguns estudos experimentais envolvendo os
Oleos essenciais, por exemplo, ja relataram importantes atividades, como:
antioxidante (MIRANDA et al., 2016), larvicida (DIAS et al., 2015), antibacteriana
(MILLEZI et al. 2014), anti-inflamatéria (SILVA DE ARAUJO et al., 2015), moluscicida
(FERNANDES, 2011), ratificando sua potencialidade diversa.

Perante a grande variabilidade e diversidade presente nos éleos essenciais, e
também da inexisténcia de um moluscicida sintético seguro e eficiente relacionada ao
panorama epidemioldgico da esquistossomose na regidao Nordeste do pais, € de suma
importancia a investigacao e descoberta de novas substancias naturais seletivamente
toxicas para o Biomphalaria glabrata e cercarias de Schistosoma mansoni;
apresentando alternativas vidveis para o controle integral da esquistossomose,

contribuindo com o progresso cientifico e tecnologico do Brasil.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Esquistossomose mansoénica

A esquistossomose consiste em uma enfermidade parasitaria causada por
trematddeos pertencentes ao género Schistosoma, onde uma (ou mais) espécies
existentes se adaptaram ao ser humano, ocasionando a doenca. Dentre as espécies,
destacam-se: Schistosoma mansoni, Schistosoma japonicum, Schistosoma
haematobium, Schistosoma mekongi e Schistosoma intercalatum. Trata-se de uma
doenca tipica das Américas, Asia e Africa, sendo que seus primeiros registros se
deram nas redondezas das bacias do Rio Nilo. E, por muito tempo, vem persistindo
como uma doencga de alto impacto na saude de grande parte da populacao, tornando-
se um desafio que ja vem ultrapassando décadas de estudos acumulados e de
intervencoes socais (LAMBERTUCCI; SERUFO, 2001).

O ciclo do Schistosoma mansoni necessita de hospedeiros intermediarios e
definitivos, pois trata-se de um ciclo heteroxénico. Em relagdo aos hospedeiros
intermediarios, trés importantes espécies de moluscos vetores do género
Biomphalaria sdo encontradas no Brasil, dentre elas: Biomphalaria tenagophila,
Biomphalaria straminea, Biomphalaria glabrata, sendo essa ultima o vetor mais
eficiente na nossa regiao (REY, 2001; RESENDES et al., 2005; CARVALHO et al.,
2008).

A transmissao da doenga ocorre pelo contato com agua contaminada por ovos
de Schistosoma mansoni, onde também se possa encontrar os hospedeiros
intermediarios (caramujos do género Biomphalaria). O homem, hospedeiro definitivo,
acometido pela doenca expele os ovos do parasito nas fezes que em contato com a
agua, eclodem e larvas ciliadas (miracidios) séo liberadas. Essas larvas penetram nos
tecidos moles do caramujo, instalam-se no corpo desse animal e sofrem sucessivas
modificagdes dando origem a outro estagio larval do verme denominado de cercarias.
As cercarias, ao serem liberadas, podem infectar o homem, completando a sua
evolugdo para verme adulto e restabelecendo o ciclo biolégico do parasito
(ROZEMBERG, 1998; SILVA, 2006).

Por se tratar de uma doenca de veiculacdo hidrica, os recursos hidricos,
indispensaveis ao desenvolvimento de inimeras atividades laborais como a atividade

agricola, contribuem para a propagacao da esquistossomose no Pais. No entanto, os
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fluxos migratorios e, principalmente os habitos de vida do homem, tiveram destaque
em propiciar novos e vastos habitats para os moluscos hospedeiros, beneficiando a
disseminacao da doenca permitindo o frequente contato da populagao humana com a
agua contaminada (BRASIL, 2014).

No Brasil, a esquistossomose foi introduzida no periodo colonial por ocasiao do
trafico de escravos africanos parasitados que laboravam em lavouras canavieiras no
nordeste brasileiro. O contato em areas alagadas dos escravos contaminados,
associado as péssimas condicées de higiene desses individuos e da existéncia de
caramujos das espécies transmissoras do Schistosoma mansoni, foram fatores
basicos para a introdugdo da esquistossomose no Nordeste brasileiro, formando
extensa area de transmissdo entre os estados do Rio Grande do Norte e a Bahia. No
século XVIIl, com o inicio do ciclo do ouro e diamante e o declinio da producao
acucareira no Nordeste, um fluxo migratério intenso introduziu a endemia em Minas
Gerais. Apesar da chegada de trés espécies dos trematddeos no pais, admite-se que
as favoraveis condicbes ambientais agrupadas a existéncia de hospedeiros
intermediarios aptos favoreceram a adaptacado de somente de Schistosoma mansoni.
Essa espécie gera a esquistossomose mansoénica ou intestinal (NEVES, 2005;
BRASIL, 2008).

No territério brasileiro, localiza-se 96% dos casos de esquistossomose de toda
América Latina (MARTINS-MELO et al., 2015). Em dias atuais encontram-se casos
de transmissdo em todas as regides, com areas endémicas e focais abrangendo 19
estados, sobretudo nas regides Norte e Nordeste (BRASIL, 2016). Outros focos de
transmissao no continente americano séo encontrados na Colémbia, Venezuela, Porto
Rico, Republica Dominicana, Santa Lucia, Guadalupe, Martinica, St. Kitts, Suriname,
Montserrat, Haiti e San Martin (CARDIM, 2010; NOYA et al., 2015).

No Maranhao, a esquistossomose, estende-se em 49 dos 217 municipios, onde
apresenta endemicidade em 20 e casos focais avulsos em 29 municipios. No Litoral
Norte, na Baixada Maranhense e em alguns bairros da periferia da cidade de Sao Luis
localizam-se as mais elevadas prevaléncias do Estado (BRASIL, 2011;
CANTANHEDE et al., 2014). As estimativas da frequéncia desta doenca no Maranhao
indicam que existe uma tendéncia a elevagdo de numeros de casos dessa
enfermidade (SANTOS; MELO, 2011). Segundo dados do Programa de Controle da
Esquistossomose (PCE), em 2016, houve o registro de 920 novos casos (DATASUS,
2017).
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2.1.1 Agente etioldgico e ciclo bioldgico

Os agentes causadores da esquistossomose sao platelmintos, da classe dos
trematédeos, familia Schistosomatidae, género Schistossoma que apresenta como
caracteristica a existéncia de sexos separados, com nitido dimorfismo sexual.
Schistosoma mansoni € um verme de cor esbranquicada ou leitosa, que é
habitualmente héspede das vénulas tributarias do sistema porta, particularmente das
veias mesentéricas superiores e inferiores, do plexo hemorroidario e mesmo da
porcdo intra-hepatica da veia porta. No interior desses vasos, encontram-se
geralmente o macho e a fémea, acasalados. A fémea aloja-se no canal ginecéforo do
macho e, por ser mais longa, ultrapassa-o para diante ou para tras e se recurva em
uma ou duas flexdes. Geralmente esses vermes realizam migragdes dentro do mesmo
vaso ou de um para outro, através de anastomoses (REY, 2001; NEVES, 2005).

O ciclo evolutivo de Schistosoma mansoni é formado por duas fases
parasitarias: uma no hospedeiro definitivo (vertebrado/homem) e outra no hospedeiro
intermediario (invertebrado/caramujo). Ha ainda duas formas larvarias de vida livre no
meio aqudtico (miracidio e cercaria), que se alternam com as fases parasitérias. As
etapas evolutivas consistem no verme adulto (macho e fémea), ovo, miracidio,
esporocisto, cercaria e esquistossémulo. O ciclo evolutivo do parasito se completa,
em condi¢Oes favoraveis, em torno de 80 dias. No homem, o ciclo € sexuado e o
periodo decorrido entre a penetracdo das cercarias e o encontro de ovos nas fezes é
de cerca de 40 dias. No molusco, o ciclo & assexuado e dura, aproximadamente, 40
dias (REY, 2001; BRASIL, 2014).

O miracidio representa a primeira forma larval de Schistosoma mansoni e
sobrevive até 24 horas na 4gua, caso as condi¢des de temperatura sejam adequadas.
Possui mobilidade, gracas aos numerosos cilios que revestem sua delgada cuticula e
ao seu sistema muscular. O miracidio penetra no interior do molusco hospedeiro
intermediario em decorréncia da atividade de substancias histoliticas que séo
secretadas por suas glandulas cefalicas. O miracidio perde a mobilidade apos 48
horas e se transforma em esporocisto primario, cujas células germinativas se
multiplicam e dao origem a esporocistos secundarios. Um Unico miracidio é capaz de
expelir até 300.000 cercarias(MARQUES, 2012).

A luz solar e temperatura da agua influenciam a liberagédo das cercarias. Essa
eclosao ocorre geralmente entre 11 e 15 horas, periodo em que a luminosidade e a
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temperatura sdo as mais adequadas para a ocorréncia do fenémeno. E sob a forma
de cercarias que Schistosoma mansoni infecta o hospedeiro definitivo, seja ele o
homem ou qualquer vertebrado suscetivel. A longevidade dessas larvas € inferior a
dois dias e sua capacidade de infecgcao diminui progressivamente durante o tempo em
que permanecem livres. Ao penetrar ativamente na pele do homem, produz uma
irritacdo de intensidade variavel de individuo para individuo. O processo de
penetracdo da cercaria dura normalmente de dois a quinze minutos. Uma vez nos
tecidos do hospedeiro definitivo, as cercarias perdem a cauda e se transformam em
esquistossémulos. Estes caem na circulacdo sanguinea e/ou linfatica, atingem a
circulacdo venosa, vao ao coragao e aos pulmdes, onde permanecem algum tempo e
podem causar certas alteragcdes mérbidas. Em seguida retornam ao coracao, de onde
sao lancados através das artérias aos pontos mais diversos do organismo, sendo o
figado o érgao preferencial de localizagdo do parasita. Neste 6rgao, as formas jovens
se diferenciam sexualmente e crescem, alimentando-se de sangue. Ainda imaturos,
0s parasitas migram para a veia porta, passando dai as suas tributarias mesentéricas,
onde completam sua evolucao. A partir de 27 dias da penetracao das cercarias, apos
a migracao dos esquistossomos para as veias mesentéricas, inicia-se, geralmente, o
acasalamento (LENZI, 2008; REY, 2008).

Os vermes adultos se localizam no figado e nos ramos terminais das veias
mesentéricas, dai migram para as vénulas da submucosa intestinal, onde se darao as
posturas dos ovos, por meio de uma série de contragcées musculares. A migracao dos
ovos do vaso para a luz intestinal provoca micro hemorragias e areas de inflamacao
responsaveis pelo aparecimento de diarreia mucossanguinolenta e de outros
disturbios gastrointestinais. Uma fémea de Schistosoma mansoni produz cerca de 300
ovos diariamente, dos quais cerca da metade é eliminada nas fezes. Os ovos que nao
conseguem alcancar a luz intestinal por ficarem retidos nos tecidos, preferencialmente
figado e intestinos, sdo os responsaveis pela formagao de granulomas que, no figado,
podem ocluir total ou parcialmente a passagem do sangue, e juntamente com a fibrose
periportal vao ocasionar as manifestagdes das formas mais graves da doencga (LENZI,
2008; NEVES, 2010).

2.1.2 Caramujos transmissores

Schistosoma mansoni, no Brasil, tem como hospedeiro intermediario os

moluscos do género Biomphalaria. Este género possui 37 espécies ja identificadas na

Africa e na Regido Neotropical. No Brasil foram reconhecidas 11 espécies, dentre



16

estas apenas trés: Biomphalaria glabrata, Biomphalaria tenagophila e Biomphalaria
straminea sao encontradas naturalmente infectadas (PEPE et al., 2006).

Algumas particularidades facilitam o reconhecimento do género Biomphalaria,
como exemplo: concha planispiral, com variagdo de diametro entre 7 a 40 milimetros,
tentaculos longos e filiformes, olho situado na base interna dos tentaculos, pé oblongo,
boca contornada por mandibula em forma de T, hemolinfa vermelha e pénis simples
(PARAENSE, 1975).

ldentificados ha aproximadamente 140 milhées de anos, esses moluscos
sobreviveram a diversas pressées ambientais e ocupam atualmente grandes
extensdes territoriais. Sao encontrados em pequenas colegdes de dgua, mas podem
também ocorrer em cérregos, lagoas, pantanos, remansos de rios, margens de
reservatoérios ou colecoes artificiais (BARBOSA et al., 2012). A presenca de vegetacao
vertical ou flutuante é indispensavel tanto para alimentacdo e abrigo dos animais
quanto para o suporte para as desovas, que sao depositadas sempre na parte
submersa, em criadouros, podem consumir folhas de alface, agrido, couve e fatias de
cenoura (CIMERMAM; CIMERMAM, 2005) Entre os mecanismos de dispersao dos
moluscos, considerados mais importantes, estao o transporte das desovas ou mesmo
de moluscos através de aves, peixes e plantas aquaticas. A retirada e o transporte de
areia das margens de colegbes hidricas com moluscos e as cheias provocadas pelas
chuvas sdo também mecanismos de dispersédo (BRASIL, 2014).

Quando infectados pelas formas jovens do Schistosoma mansoni, 0S
caramujos tém a sua sobrevivéncia encurtada, devido a espoliacdo parasitaria e as
lesbes causadas nos tecidos pelo desenvolvimento das larvas até a liberacao das
cercarias. Biomphalaria glabrata é a mais importante espécie hospedeira intermediaria
do Schistosoma mansoni nas Américas, por apresentar altos niveis de infeccao e ter
sua distribuicao, no Brasil, quase sempre associada a ocorréncia da esquistossomose
(BRAGA, 2012). Sua presenca foi notificada em 16 estados brasileiros (Alagoas,
Bahia, Espirito Santo, Goias, Maranhdo, Minas Gerais, Par4, Paraiba, Parana,
Pernambuco, Piaui, Rio de Janeiro, Rio Grande do Norte, Rio Grande do Sul, Séo
Paulo e Sergipe), além do Distrito Federal (BRASIL, 2016).
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Figura 1 - Caracteristicas conquiliolégicas do Biomphalaria, vista do lado
direito, vista frontal e vista do lado esquerdo, respectivamente.

Fonte: Amaral et al., 2008

A espécie Biomphalaria tenagophila tem importancia epidemiologica na
transmissdo do Schistosoma mansoni nos estados das regides Sul e Sudeste. E
responsavel pela maioria dos casos autéctones de esquistossomose no estado de
Sao Paulo e pelos focos da doenca no estado de Santa Catarina. Foi notificada em
562 municipios de 10 estados brasileiros (Bahia, Espirito Santo, Goias, Mato Grosso
do Sul, Minas Gerais, Parana, Rio de Janeiro, Rio Grande do Sul, Santa Catarina e
Sao Paulo) além do Distrito Federal. A espécie é encontrada numa faixa litoranea, de
forma quase continua a partir do sul do estado da Bahia até o estado do Rio Grande
do Sul (BRASIL, 2014).

Biomphalaria straminea constitui a espécie mais bem-sucedida e adaptada as
variagdes climaticas, sendo encontrada em quase todas as bacias hidrograficas do
Pais. E muito menos suscetivel que Biomphalaria glabrata, entretanto, possui a
distribuicdo mais abrangente entre as demais, sendo responsavel pela manutencao
de taxas de infecgcdo humana superiores a 50% em algumas localidades do Nordeste
brasileiro. A presencga de Biomphalaria straminea foi registrada em 1.280 municipios
distribuidos por 24 estados brasileiros: Acre, Alagoas, Amazonas, Bahia, Ceara,
Espirito Santo, Goias, Maranh&do, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais,
Para, Paraiba, Parana, Pernambuco, Piaui, Rio de Janeiro, Rio Grande do Norte, Rio
Grande do Sul, Santa Catarina, Sao Paulo, Sergipe, Tocantins e Roraima (BRASIL,
2014).
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2.1.3 Patogenia

A evolucao clinica da esquistossomose mansoni depende da resposta do
hospedeiro a invasado, ao desenvolvimento e a oviposicao do verme. A fase inicial
comeca apds o contato com as cercarias. Nessa fase, as manifestacées alérgicas
predominam; sdo mais intensas nos individuos hipersensiveis e nas reinfecgdes. Além
das alteracdes dermatoldgicas, ocorrem também manifestacbes gerais, devido as
alteracdes em outros tecidos e érgaos (POVISNKE; PRESTES, 2012).

Semanas apoés a penetracao das cercarias, tem-se a fase aguda onde ocorre
a migragdo e maturacao das larvas do S. mansoni. Em geral os sintomas séo febre,
tosse seca, fraqueza, dor de cabega, sintomas abdominais, urticaria e/ou angioedema.
A carga parasitaria é diretamente proporcional a gravidade do quadro clinico e a
resposta imune aos antigenos do parasito (MOUNTFORD, 2005). Muitos pacientes
ndao tém uma forma definida de esquistossomose aguda, apresentando-se
assintomaticos ou com poucos e leves sintomas, ou ainda queixas inespecificas. Esta
fase sintomatica aguda é descrita principalmente em individuos nao imunes expostos
a dgua contaminada em areas endémicas (CORACHAN, 2002).

Os individuos que evoluem das formas agudas para as formas crénicas podem
apresentar sintomas meses ou até anos apds a exposi¢ao principal, sendo resultado
da resposta imunolégica induzida pelo ovo, com formagao de granulomas associado
a alteracoes fibroticas. Este quadro € mais comum do que a forma aguda da doenca,
visto que as formas cercarianas e adultas do verme sdo minimamente imunogénicas,
enquanto que o0s ovos sao altamente imunogénicos. Durante a evolugdo da
esquistossomose crénica, dependendo da maior ou menor susceptibilidade do
individuo e da intensidade da infec¢cao, podem ocorrer diversas formas clinicas como
intestinal, hepatointestinal e hepatoesplénica (GRYSEELS et al., 2006).

A retencdo dos ovos e a formacéo de granulomas na parede intestinal podem
causar diarreia sanguinolenta, célicas e, eventualmente, polipose col6nica
inflamatéria. Pacientes com grande envolvimento da parede intestinal tem um risco
maior de infeccao recorrente por Salmonella (PRATA, 2002).

Os ovos nao eliminados, que sao levados de volta para a circulagcao portal,
induzem reagbes granulomatosas no trato portal, levando a severa fibrose periportal
e infeccoes com alta carga parasitaria sdao mais propensas a produzir
comprometimento hepatico. Embora a funcao hepatocelular seja poupada, a fibrose
periportal pode levar a hipertensdao portal com sequelas em potencial, incluindo
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esplenomegalia, ascite e hemorragia por varizes de esbéfago. Devido a essas
complicacbes os ovos podem atingir a circulacdo pulmonar e a granulomatose e a
fibrose resultante pode levar a hipertensdo pulmonar, que possui uma alta taxa de
mortalidade. Deposigéo ectopica de ovos pode levar a sindromes clinicas adicionais,
podendo atingir a pele, pulmao, cérebro, medula espinhal, musculo, glandulas
suprarrenais, 6rgaos genitais e olhos. As taxas e a intensidade da infecgdo sofrem
influéncias dentro de uma populagao de acordo com seus padrdes de contato com a
agua, da imunidade adquirida e dos fatores comportamentais, profissionais, culturais
e religiosos. E em relacao a idade, os indices aumentam desde a tenra idade para um
pico na faixa etaria de 8-15 anos e volta a diminuir nos adultos (GRYSEELS et al.,
2006).

2.1.4 Tratamento

A terapéutica consiste em curar a doencga, reduzir a carga parasitaria do
hospedeiro, evitar a evolucdo para as formas graves e diminuir a producdo e
eliminacao dos ovos do helminto como uma forma de prevencado primaria da
transmissao da doenga. O tratamento especifico é feito com os fa&rmacos praziquantel
e oxaminiquine, que devem ser consumidos avaliando os aspectos de
contraindicacdo. Os dois medicamentos sdo recomendados em dose Unica, segundo
0 peso e a idade do individuo que fara uso. Porém, o custo elevado do oxamniquine
limitou seu uso em grande escala, sendo substituido no Brasil desde 1999 pelo
praziquantel. Esse farmaco contempla o tratamento de todas as formas clinicas da
esquistossomose, confere cerca de 60 a 90% de cura e redugc&o na contagem de ovos
de 90 a 95% em individuos que ndo sao curados (BARBOSA et al., 2008; SIQUEIRA;
GOMES, 2010)

Determinadas caracteristicas devem ser consideradas na terapéutica dos
diferentes estagios evolutivos da doenca. Na fase inicial, onde ocorre a penetracao da
cercaria do Schistosoma no homem causando a dermatite cercariana, deve-se tratar
com anti-histaminicos locais e corticosteroides tépicos, associados a terapéutica com
os farmacos especificos podem propiciar o alivio do prurido (MAHMOUD, 2008). Os
quadros de febre toxémica podem necessitar internagdo nosocomial, juntamente com
repouso, hidratacao adequada, uso de antitérmicos, analgésicos e antiespasmaodicos
(LAMBERTUCCI, 1988). Em pacientes criticamente enfermos, a administracdo de

corticosteroides pode aliviar a resposta inflamatéria decorrente da morte do
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Schistosoma mansoni. Nas fases crénica, hepatointestinal e hepatoesplénica devem
ser contempladas medidas para atenuar o quadro diarreico e os episédios dispépticos.
Na forma hepatoesplénica, condutas para reducao do risco de hemorragias digestivas
como a escleroterapia de varizes de es6fago e o uso de betabloqueadores sao
extremamente relevantes (HUGGINS et al., 1998).

E importante ressaltar que os medicamentos utilizados para eliminar os
helmintos em todos os estagios da doenga nao impedem a reinfecgdo (RAMOS et al.,
1998).

2.1.5 Controle

No ano de 1975, em territério nacional, foi criado o Programa Especial para
Controle a Esquistossomose (PECE), que tinha por finalidade tratar a populagao
infectada através da quimioterapia (CANTANHEDE, 2010). Em 1993 houve a
descentralizacdo do Programa para os estados e logo apds para os municipios,
passando a integrar a rede de atencdo a saude no periodo de 2007 a 2010
(BARRETO et al., 2011).

Com o passar dos anos a doenca continuou em expansao € 0 numero
expressivo de casos era preocupante. Diante disso, o programa brasileiro de controle
a esquistossomose passa a ter como objetivo principal a eliminagcdo da doenga, com
reducdo do numero de casos a niveis aceitaveis (menores que 5%) em areas com
intensa endemicidade e a interrupcdo da transmissdo em dreas de baixa
endemicidade (BRASIL, 2014).

Varias estratégias ja foram estabelecidas pela Organizagdo Mundial de Saude
(OMS) visando o controle da esquistossomose, dentre elas: a quimioterapia para o
tratamento dos pacientes e também o controle do caramujo transmissor, propondo a
erradicacao do parasita com o propaosito de interromper o ciclo de vida do parasito e,
consequentemente, impedir 0 ser humano de ser atingido com a doenca (BARBOSA
et al., 2012).

O controle da populacdo malacolégica pode ser executado a partir de trés
métodos: o fisico, biolégico e quimico. Onde o método fisico elimina criadouros
através de modificacdo no ambiente (canalizagao, aterros, drenagens e limpezas das
margens de colecées de agua). Método bioldgico introduz organismos com acao
predatéria, competidora, parasitaria ou patogénica sobre os caramujos hospedeiros.
Vale ressaltar que os dois métodos ja descritos demonstram efeitos de médio a longo
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prazo, no indice populacional dos moluscos e de infeccdo humana. Além disso, ja se
foi comprovado a ineficacia dos controles bioldégicos sobre os moluscos. Ja o método
quimico realiza a diminuicao desse molusco a curto prazo, principalmente através de
produtos moluscicidas que apresentam substancias capazes de eliminar os moluscos
que eliminam a forma infectante do parasita, eliminando, dessa forma, os criadouros
naturais (WHO, 1993).

Diversas substancias sintéticas ja foram testadas na tentativa de eliminar os
caramujos vetores da esquistossomose, como por exemplo a cal extinta, o sulfato de
cobre, o pentaclorofenato de sodio, a tritiimorfolina e a niclosamida, todos estes
comprovadamente toxicos ao meio ambiente. No entanto, o Unico agente moluscicida
utilizado em campanhas de controle nacional, tendo sua recomendacao defendida
pela Organizacdo Mundial da Saude, € a niclosamida, produzida comercialmente pela
Bayer (WHO, 1965; BARBOSA et al., 2008). Consiste em um produto de elevada
eficiéncia contra todos os estagios de desenvolvimento dos caramujos Biomphalaria,
inclusive as formas larvarias de Schistosoma, mesmo em concentracdes baixas
(MALTA et al., 2011). Embora possua excelente capacidade moluscicida e cercaricida,
a niclosamida se decompde sob luz solar, possui toxicidade elevada para animais e
plantas e também alto valor operacional (MOREIRA et al., 2010).

Os impactos ambientais causados por essa substancia sintética e o possivel
desenvolvimento de resisténcia dos caramujos vem causando declinio de sua
utilizacdo no controle da esquistossomose. Em tempos atuais esta em desuso no
Brasil, sendo unicamente aconselhado somente em situagcées emergenciais
(BARBOSA et al., 2012). Plantas da flora de areas endémicas da esquistossomose
de facil propagacao, ciclo evolutivo curto e com baixa ou nenhuma toxicidade, vem
sendo estudadas como medida de controle alternativa a proliferacdo de caramujos.
Os moluscicidas naturais sdo mais viaveis, em geral, por terem baixo custo, ndo
prejudicarem o meio ambiente e por serem obtidos de matérias-primas renovaveis
(SILVA-FILHO et al., 2009).

Importante destacar que qualquer método utilizado com intervencdo no
ambiente deve ser realizado de acordo com a legislagdo ambiental pertinente
(BARBOGSA et al., 2012).

Para uma substéncia ser considerada moluscicida, esta deve eliminar o
caramujo em todas as fases do seu ciclo de vida e do seu habitat natural, em baixas
concentragbes, baixo custo, ser estavel em condicdes tropicais, facilidade de
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aplicacao e transporte, ter letalidade seletiva ao caramujo, ndo apresentar riscos ao
homem e nem a fauna e flora circundante, ndo sofrer decomposicao na agua e no solo
e ser estavel em condicdes de temperatura e irradiacao solar (WHO, 1965; 19883;
2002). A morte do caramujo pelo moluscicida € evidenciada pela retracdo da massa
cefalopodal para o interior da concha, liberacdo de hemolinfa ou um inchago com
consequente prolongamento de sua massa cefalopodal para fora da concha devido a
quebra de equilibrio osmotico que esta sob controle neuro-hormonal (MCCULLOUGH
et al., 1980).

InUmeras substancias moluscicidas ja foram isolados de diversas espécies
vegetais e estudos sugerem que tal atividade biologica esta relacionada a presenca
de metabdlitos secundarios como: flavonoides, alcaloides, terpenoides, saponinas,
taninos, esteroides, dentre varios outros. Faz-se necessario compreender o
mecanismo de acdo desses compostos sobre os moluscos. O perfil fitoquimico do
moluscicida auxilia no esclarecimento deste processo, bem como da resposta
fisioldgica dos caramujos frentes a esses constituintes quimicos. Porém, apesar de
diversas plantas terem sido testadas como possiveis agentes moluscicidas, pouco se
sabe sobre seus metabdlitos ativos (WHO, 1983; LOPES et al., 2011; CANTANHEDE
et al., 2010).

Nas regides do Brasil de maiores prevaléncias de esquistossomose, Nordeste,
Centro-Oeste e Sudeste, encontram-se plantas que ja foram testadas e possuem
potencial atividade moluscicida, com destaque para as familias: Lauraceae
(COUTINHO et al., 2007), Fabaceae (DOS SANTOS et al.,, 2010), Verbenaceae
(TELES et al., 2010), Euphorbiaceae (PATEL et al., 2011; PEREIRA et al., 2017),
Lamiaceae (SANTOS et al., 2012), Myrtaceae (GUSMAN et al., 2014),
Rhizophoraceae (MENDES et al. 2018), e Combretaceae (MENDES et al. 2018).

Além disso, outros estudos buscam o controle integral da doenga em
compostos bioativos contra as larvas infectantes do Schistossoma mansoni, as
cercarias, como exemplos: Euphorbia mili (CARVALHO, 1998), Jathropa curcas
(RUG, 2000), Stryphnodendron polyphyllum e Stryphnodendron adstringens
(VINAUD, 2005), Balanites aegyptiaca (MOLLA, 2013) Cinnamomum camphora L.
(YANG et al., 2014).
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2.2 Oleos essenciais x controle biolégico

O emprego de produtos naturais tem sido amplamente estudado nos ultimos
tempos com a finalidade de se obter substancias bioativas, que sejam seguras e
eficazes. Ha interesse econbmico por tais produtos, o que gera estimulo em
pesquisadores, instituicbes de pesquisa e desenvolvimento tecnolégico para
caracterizagao e estudo de suas propriedades. Nesse contexto, destacam-se os 6leos
essenciais (SIMOES, 2000).

Os Oleos essenciais, também chamados Oleos éteres ou esséncias, séo
produto do metabolismo secundario das plantas, ndo presentes em todas as espécies,
encontrando-se em plantas aromaticas na maioria das vezes em folhas, flores, cascas
de caule, rizomas, sementes e frutos. Estes produtos garantem algumas vantagens
em relacdo a sobrevivéncia e permanéncia da espécie no ecossistema, importantes
na defesa contra microorganismos e predadores, e ainda na atracdo a polinizadores
e protecdo contra perda de 4gua (BRUNETON 1991; SIMOES, 2000).

De acordo com a International Standard Organization, os 6leos essenciais sao
produtos obtidos de parte de plantas por destilacdo por arraste a vapor com vapor de
agua, bem como os produtos obtidos por esmagamento dos pericarpos de frutos
citricos. Generalizando sdo misturas complexas de substancias volateis, lipofilicas,
em regra odoriferas e liquidas (1ISO, 1997).

As técnicas de extracdo desses 6leos podem variar de acordo com sua
localiza¢do na planta e com a proposta de uso. O rendimento do 6leo essencial obtido,
independentemente do método de extracdo utilizado, geralmente € inferior a 1%
(SILVEIRA et al., 2012).

Os métodos mais utilizados na obtencao dos éleos essenciais sao: enfloracao,
hidrodestilacédo, arraste por vapor d’agua, prensagem a frio, espremedura, extracao
por solventes e extracdo por COz2 supercritico.

O método de arraste por vapor d’agua € o mais utilizado em todo o mundo,
permite obter 6leo oriundos de diversas partes do vegetal. Nesse método, o material
vegetal, de onde sera extraido o 6leo, é geralmente moido ou triturado (FULLER,
2008). Este processo utiliza uma caldeira para geracdo de vapor, um extrator
(destilador), onde € colocada a matéria-prima a ser extraida, um condensador e um
frasco de coleta. O vapor é percolado através do leito de sélidos, no interior do vaso
extrator, arrastando o 6leo essencial. A mistura vapor-6leo segue entdo para o
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condensador, onde ocorre a mudanca de fase. O condensado é alimentado no frasco
de coleta, onde ocorre a separacao das fases, por diferencas de polaridade, ja que os
6leos essenciais sao apolares ou pouco polares (STEFFANI, 2003). Posteriormente o
6leo essencial € envasado em vidro ambar e mantido em local abrigado de
temperaturas elevadas e luminosidade (MACHADO; FERNANDES Jr., 2011).

O método mais utilizado em ambito laboratorial, € a hidrodestilacdo, onde o
6leo é extraido a partir do contato do material vegetal com a agua em ebulicao, o vapor
forca a abertura das paredes celulares e ocorre a evaporacao do 6leo que esta entre
as células da planta. O vapor, que consiste na mistura de 6leo e agua, passa por um
condensador, onde ocorre seu resfriamento e, como os componentes volateis e a
agua sao imisciveis, ocorre a formagdo de duas fases liquidas que podem ser
separadas (SATOR, 2009; SILVA, 2011).

A enfloracao é largamente utilizada por industrias de perfumes que desejam
extrair éleo essencial de pétalas de flores. Essas pétalas sdo colocadas, em
temperatura ambiente, sobre uma camada de 6leo fixo, por um certo tempo. O 6leo
fixo funciona como liquido extrator. As pétalas sdo substituidas por novas, apds
esgotadas, até total saturacdo. Em seguida a gordura é tratada com alcool, e para
obter o dleo, o alcool é submetido a destilacdo em baixa temperatura. A obtencéo
através dessa técnica € lenta, complexa e possui alto custo, porém o produto obtido
possui alto valor comercial (BIASI; DESCHAMPS, 2009).

Na extracao por CO2 supercritico os aromas naturais de varios tipos e nao
somente do 6leo essencial podem ser recuperados. O produto final fica isento de
quaisquer resquicios do solvente, tornando-o mais puro que os obtidos em outros
métodos. Para tal extragdo o CO:2 é inicialmente liquefeito por compressao e, em
seguida, aquecido a uma temperatura superior a 31°C. Nessa temperatura, o CO:2
atinge um quarto estado, no qual sua viscosidade € analoga a de um gas, mas sua
capacidade de dissolugcédo € elevada como a de um liquido, extraindo o éleo com
perfeicdo. Uma vez efetuada a extragao, o COz2 retorna ao estado gasoso, resultando
na sua total eliminacao (MSAADA et al., 2012).

A composic¢ao quimica dos 6leos essenciais € de alta complexidade, possuindo
grande heterogeneidade de constituintes capazes de desempenhar diversas funcdes
(SIMOES et al., 2010). Os terpenos, especialmente os monoterpenos e seus
analogos, podem ser considerados como os principais compostos (SIMOES;
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SPITZER, 2000) e podem apresentar diversas fun¢des organicas, tais como cetonas,
aldeidos, élcoois, ésteres, fendis e hidrocarbonetos (MAIA; ZOGHBI, 1998).

Essa composicdao quimica pode diferir significativamente de espécie para
espécie, por motivo de fatores fenomenol6gicos como estagio de desenvolvimento,
nutricdo e genética do vegetal, e fatores como variagdo climética, sazonalidade e
variagoes de solo (LIMA; KAPLAN; CRUZ, 2003; CUNHA et al., 2012). Mesmo com a
extensa diversidade de compostos quimicos, nos 6leos essenciais, sempre existem
componentes que prevalecem sob o0s demais, denominados componentes
majoritarios. A identificacdo do(s) composto(s) majoritario(s) € de grande valia para o
entendimento dos possiveis efeitos bioldgicos que o éleo essencial em questao possa
apresentar, € comumente realizada por técnicas de cromatografia e espectrometria
(ADAMS, 2007). Cromatografia gasosa € a técnica mais utilizada rotineiramente em
virtude do seu alto poder de diferenciacao e por ser um método simples usado para
separacao e quantificagcdo dos componentes de dleos essenciais, geralmente €&
utilizada acoplada a algum detector, como um espectro de massa, que quebra e
verifica os elementos oriundos do analito (ROBLES, 1998; WEYERSTAHL, 1998;
KIRK, 1981; SILVERSTEIN, 2007).

A variabilidade das possibilidades de emprego dos 6leos essenciais como
matérias-primas funcionais em formulagdes alimenticias, cosmeéticas, entre outras,
tem despertado interesse do setor industrial. Varias atividades biolégicas atribuidas
aos Oleos essenciais ja foram descritas por pesquisas atuais, podendo destacar:
atividade antioxidante (MIRANDA et al., 2016), anti-inflamatéria (SILVA DE ARAUJO
et al., 2015), larvicida (SANTANA et al., 2015; DIAS et al., 2015), moluscicida (COSTA
et al., 2015), cercaricida (MENDES et al., 1990) ratificando a potencialidade das
atividades bioldgicas.

2.2.1 Toxicidade

Ainda que os moluscicidas naturais sejam biodegradaveis, em determinadas
concentracbes, dentro dos valores exigidos pela OMS, seus derivados podem
manifestar riscos. Por esse motivo, faz-se necessario realizar testes que avaliem a
toxidades das plantas potencialmente moluscicidas (LUNA et al., 2005; SANTOS et
al., 2007).

A fim de estabelecer a toxicidade de novos moluscicidas naturais, muitos

ensaios podem ser utilizados, como o ensaio de letalidade com o microcrustaceo
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Artemia salina, que foi desenvolvido para detectar compostos bioativos em extratos
vegetais e 6leos essenciais. O teste de letalidade frente ao microcrustaceo Artemia
salina tem-se destacado, pois além de avaliar a toxicidade geral, pode detectar
compostos bioativos em extratos vegetais (MEYER et al.,, 1982). O efeito téxico
analisado neste bioensaio se baseia na mortalidade ou perda de mobilidade dos
organismos teste apds 48 horas de exposicdo nas amostras a serem analisadas
(MEYER et al., 1982; MACRAE et al., 1988; SAHPAZ et al., 1994).

Também conhecidos como camardes de agua salgada, a Artemia salina, sao
microcrustaceos que habitam em lagos ou lagoas salgadas, mares e tanques de
salinas de vida marinha, que podem ser observados a olho nu, ou com auxilio de
microscopio. Possui quatro estagios de desenvolvimento (ovo, nauplio, metanauplio e
adulto). A implementacdo e manutencao da cultura de Artemia salina possui baixo
custo e facil execucao, promovendo um excelente modelo experimental. A Artemia
salina é largamente conhecida como indicador de toxicidade em um bioensaio (Shrimp
test), utilizando-se a concentracdo média letal (CLso) como parametro de avaliacao da
atividade biolégica (toxicidade) de uma substancia natural (LOPES et al., 2002).

2.3 Citrus x limon (L.) Osbeck

Cerca de 150 géneros e 1.600 espécies abrangem a familia Rutaceae,
difundidas amplamente em regides tropicais, subtropicais e temperadas do mundo,
sendo mais abundante na América tropical, Sul da Africa e Australia. No Brasil, a
familia esta representada por aproximadamente 29 géneros e 182 espécies, com
algumas de importancia medicinal, ecolégica e econémica (MELO, 2004). O género
Citrus engloba 70 espécies de subarbustos e arbustos que podem ser cultivadas ou
encontradas espontaneamente na Alemanha, Espanha, México, Venezuela, Cuba,
Jamaica, Equador, e no Norte e Nordeste do Brasil (KUSTER et al., 2003).

As espécies do género Citrus sdo ricas em flavonoides, Oleos volateis,
cumarinas e pectinas (KUSTER et al., 2003). A composicao quimica dos éleos volateis
compreende  hidrocarbonetos  monoterpénicos e  sesquiterpénicos, com
predominancia de limoneno, b — pineno, g — terpineno, terpinoleno, neral e geraniale
(GHERLADINI et al., 1999; BISSET; VEKIARI et al.,, 2012). InUmeras atividades
biolégicas, do género Citrus, ja foram comprovadas como podemos evidenciar na

tabela 1.
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Tabela 1 — Atividades biol6gicas comprovadas do género Citrus.

ESPECIE EM ESTUDO AUTORES ATIVIDADE BIOLOGICA
Citrus reticulata CHUTIA et al., Antifungico
2009
Citrus limon (L.) Burm. f., SIMAS et al., Antifungico
Citrus latifolia Tanaka ex Q. 2017
Jiménez, Citrus aurantifolia
(Christm.) Swingle e Citrus
limonia
Citrus limon EZZAT et al., Antifungico
2001
Citrus sinensis L. Osbeck, CACCIONI et Antifungico
Citrus aurantium L., Citrus al., 1998

deliciosa Tenore, Citrus
paradisi Macfad, Citrus limon

(L.) Burm.f.
Citrus spp. JOHANN et al., Antimicrobiano
2007
Citrus sinensis, Citrus lemon  ESPINA et al., Antimicrobiano
e Citrus reticulata 2010
Citrus spp. BENAVENTE; Antioxidante
CASTILLO,
2008
Citrus spp. SHEN et al., Antiedémico
2012
Citrus spp. WESOLOWSKA  Anti-hiperglicémico e antitumoral
et al., 2012
Citrus aurantium MENCHERINI Cardiovascular
et al., 2013

Citrus x limon L. Burm. f. HAMDAN et al.,

Anti-inflamatrio
2013

A espécie Citrus x limon (L.) Osbeck, consiste em um arbusto variando de 2 a

6 metros, apresenta bastante ramos, poucos espinhos e produz frutos durante do ano.
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Popularmente conhecido como limdo-cravo, € largamente utilizada na medicina
popular para bronquite, redugao de colesterol, dor de cabega, emagrecimento, expelir
secrecao em vias respiratérias, enxaqueca, dores de estbmago, garganta, gripe, gripe
mal curada, pigarro e tosse. Dados indicam que se constitui como importante
antioxidante devido a vitamina C e aos flavonoides encontradas nessa espécie (DER
MARDEROSIAN, 2001).

Figura 2 - Partes

i

aéreas e fruto de Citrus x limon (L.) Osbeck

P

-7 . 4

Fonte: Dados da pesquisa

Apesar de ja existirem dados na literatura em relacao a atividade biolégica dos
6leos essenciais do género Citrus, ainda ndo foram realizados experimentos utilizando
Oleos essenciais de Citrus x limon (L.) Osbeck para testar atividade moluscicida e
cercaricida. Portanto o presente estudo objetivou caracterizar e quantificar
quimicamente os 6leos essenciais extraidos das partes aéreas e do epicarpo do fruto
de Citrus x limon (L.) Osbeck e também avaliar a ecotoxicidade e as atividades

moluscicida e cercaricida dos mesmos.
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3 OBJETIVOS
3.1 Geral
lvestigar a atividade moluscicida e cercaricida do 6leo essencial extraido das

partes aéreas e do epicarpo do fruto da espécie Citrus x limon (L.) Osbeck.

3.2 Especificos
Caracterizar a composig¢ao quimica através de Cromatografia gasosa acoplada

a espectrometria de massas, do 6leo essencial extraido por hidrodetilacdo das partes
aéreas e do epicarpo do fruto da espécie Citrus x limon (L.) Osbeck;

Avaliar a atividade moluscicida do 6leo essencial das partes aéreas e do
epicarpo do fruto da espécie Citrus x limon (L.) Osbeck utilizando moluscos adultos
de Biomphalaria glabrata;

Avaliar a atividade cercaricida do Oleo essencial das partes aéreas e do
epicarpo do fruto da espécie Citrus x limon (L.) Osbeck sobre Schistosoma mansoni;

Verificar a toxicidade ambiental do éleo essencial das partes aéreas e do
epicarpo do fruto da espécie Citrus x limon (L.) Osbeck sobre Artemia salina.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Coleta das amostras

As partes aéreas e o fruto da espécie Citrus x limon (L.) Osbeck foram coletados
as oito horas no més de abril de 2017, em area de cultivo controlado, no bairro do
Olho D’agua no municipio de S&o Luis — MA (21°46'34.0"S 43°21'57.0"W). O material
coletado foi armazenado em sacos plasticos e direcionados ao Laboratério de
Farmacognosia Il da Universidade Federal do Maranh&o. Para a extragdo do 6leo
essencial a partir das partes aéreas, as folhas e galhos finos foram secos em estufa a
40°C e pulverizadas em moinho de facas, na granulometria de pd grosso
(FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010). O material proveniente do fruto foi obtido com
a retirada do seu epicarpo para a posterior extracdo do 6leo essencial. A exsicata
contendo os 6rgaos aéreos e o fruto da espécie vegetal foi confeccionada e enviada
ao Herbéario do Maranhao (Herbario MAR) pertencente a Universidade Federal do
Maranhao — UFMA, para confirmacao da identificacdo botanica e onde encontra-se
depositada sob 0 niumero 9.727.

4.2 Extracao dos 6leos essenciais

O material seco e pulverizado das partes aéreas da espécie em estudo foi
submetido ao método de hidrodestilagdo em aparelho de Clevenger para a extragéo
do éleo essencial (BRASIL, 2010).

O epicarpo in natura foi triturado e também submetido ao mesmo método para
a obtencao do 6leo dos frutos.

Os 6leos essenciais extraidos foram centrifugados e secos com sulfato de sddio
anidro, com auxilio de pipeta Pasteur foram separados e armazenados em ampola de
vidro do tipo &mbar, hermeticamente fechada e posteriormente conservados em
ambiente refrigerado, entre 5-10°C (COUTINHO, 2006).

Para o célculo de rendimento dos 6leos essenciais obtidos, foi determinado a
umidade da amostra em balanga de infravermelho, empregando-se o peso em gramas
dos materiais vegetal utilizados para extracao livre de umidade (BRITO, 2013).

4.3 Analise quimica dos oleos essenciais de Citrus x limon (L.) Osbeck
A identificagdo quimica dos compostos dos bleos essenciais foi realizada no
Centro Analitico de Instrumentacao da Universidade de Sao Paulo, por Cromatografia
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em fase gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (CG-EM) com a injecédo de 1
mL (Auto injetor AOC-20i) em sistema Shimadzu QP 2010 ultra equipado com coluna
capilar de silica Rix-5MS (Restek, EUA) de 30 m de comprimento x 0,25 mm de
didmetro interno revestido com difenil-dimetil-polisiloxano (0,25 ym de espessura do
filme). A temperatura do forno do CG foi programa de 60°C a 240°C (10 min) a
3°C/min, as temperaturas do injetor e linha de transferéncia foram 200°C e a da
camara de ionizagao 200°C. Hélio foi usado como gas transportador a uma velocidade
de 1TmL/min.

Os espectros de massas foram obtidos por impacto eletrénico a 70 eV. A
identificagdo dos componentes foi baseada no tempo, indice de retencao linear e perfil
de fragmentagdo. A interpretacdo e comparacao dos espectros de massas foram
obtidos com as bibliotecas Adams 2006, Nist 2011 e FFNSC 2 (ADAMS, 2007).

4.4 Ensaios biologicos

4.4 .1 Coleta e identificacdo de caramujos Biomphalaria glabrata

Moluscos da espécie Biomphalaria glabrata foram coletados nos bairros do Sa
Viana e Bom Jesus, na cidade de Sao Luis - MA, por se tratarem de areas com pouco
saneamento basico, possuirem colecbes de agua parada, luz solar intensa,
proliferacdo de vegetagdo aquatica e também ja existirem registros do aparecimento
desse molusco e de casos da doencga, de acordo com informagbes da Vigilancia
Epidemiolégica e Sanitaria da Secretaria Municipal de Saude de S&o Luis-MA (2° 33'
35.1"S 44° 18' 05.3" W).

Apos coleta, os moluscos foram mantidos em laboratério, acondicionados em
aquarios com agua desclorada, sob aeragao constante, a temperatura de 25°C e
sendo alimentados com alface in natura. A confirmagao da espécie desses animais foi
realizada através das andlises da morfoldégica interna e caracteristicas
conquiliolégicas (PARAENSE, 1975), no Laboratério de Famacognosia Il da
Universidade Federal do Maranh&o.

4.4.2 Observacao da positividade dos caramujos quanto ao Schistosoma mansoni
Os moluscos Biomphalaria glabrata foram examinados por aproximadamente
trinta dias para verificagdo de possivel positividade ao Schistosoma mansoni. Em

intervalos de 3 dias eram isolados em grupos de cinco, em recipiente de vidro
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contendo 10 mL de agua desclorada e expostos a luz e ao calor de lampada de 60W,
por aproximadamente duas horas, com uma distancia de 30 cm, para estimular a
liberagdo das cercarias. (SMITHERS & TERRY, 1974). Para constatar se os
caramujos coletados liberaram cercarias de Schistosoma mansoni nos recipientes, foi
utilizado estereomicroscédpio. Os que estavam positivos foram separados e
condicionados em potes de vidro devidamente identificados, e os nao infectados foram
selecionados para os testes de atividade moluscicida.

4.4.3 Ensaios de atividade moluscicida

Os testes foram realizados em triplicata, sob as mesmas condi¢gées. Nos
experimentos, dez caramujos isentos de infeccao por Schistosoma mansoni foram
expostos, por 24 horas, a diluicdes dos 6leos essenciais em concentracées que
variaram de 25 a 100 pg/mL (25 pg/mL, 50 ug/mL, 75 pg/mL e 100 pg/mL), respeitando
a relacdo de 50mL de solugédo/caramujo. As solugcbes foram preparadas por
dissolugéo dos Oleos essenciais das partes aéreas e do epicarpo do fruto de Citrus x
limon (L.) Osbeck em &gua destilada contendo 0,1% de dimetilsulféxido (DMSO)
(WHO, 1983).

Para evitar a fuga dos moluscos em analise, os recipientes utilizados no ensaio
foram envolvidos com filme de plastico com pequenas perfuragdes. Apds exposicao
de 24 horas, os caramujos foram lavados com agua desclorada e transferidos para
novos frascos contendo apenas agua desclorada. A mortalidade foi analisada por até
48 horas, sendo considerados mortos 0os moluscos que exibiram auséncia de
contracao muscular, extravasamento de hemolinfa e/ou retracdo massa cafalopodal
para dentro da concha (MCCULLOUGH, 1980).

Os resultados foram expressos em funcao das ClLso e Clgo, calculadas por
regressao linear, com indice de confianca de 95%. Nos testes foram inclusos grupos
de controle positivo, feito com sulfato de cobre (3uL/mL). Grupos de controle negativo
utilizando agua desclorada com DMSO 0,1% (tensoativo utilizado para diluicao dos

6leos essenciais).

4.4 .4 Bioensaio frente as cercarias de Schistosoma mansoni

As cercarias de Schistosoma mansoni obtidas no exame de positividade dos
caramujos foram capturadas com micropipeta para avaliagdo da atividade cercaricida
dos 6leos estudados. Os ensaios consistiram na imersao de 10 cercarias em solugdes
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aquosas dos 6leos a 0,1% de DMSO, nas concentragdes de 25, 50, 75 e 100 pg/mL.
O controle negativo foi realizado com a exposi¢cao das cercarias a agua desclorada
juntamente com DMSOQO. O controle positivo consistiu na mistura de 500 pL de alcool
etilico e 4gua com volume final de 2mL de soluc&o. O ensaio foi realizado em triplicata.
A observacao quanto a morte das cercarias foi executada em 15, 30, 60 e 120 minutos,
com auxilio de estereomicroscépio apds a exposicao aos 6leos essenciais das partes
aéreas e do epicarpo do fruto de Citrus x limon (L.) Osbeck. Os resultados foram
expressos em funcdo da CLso, calculadas por regressao linear, com indice de
confianca de 95%.

4.4.5 Bioensaio frente Artemia salina

Em um aquario contendo 1L de solucao salina sintética (60g de sal marinho/litro
agua mineral) foi adicionado aproximadamente 100 mg de cistos de Artemia salina
obtidos comercialmente, mantendo-se esse sistema saturado com gas oxigénio por
meio de auxilio de bomba de ar e temperatura controlada de 25°C, além de iluminacao
lateral e artificial, feita com uma lampada de 100 W. Em 48h houve a eclosédo dos
ovos e larvas (nauplios) que migraram em dire¢do a parte mais iluminada do aquario,
por apresentarem fototropismo positivo. Estas larvas foram transferidas para um
béquer contendo a solugdo salina sintética e mantidas em incubagéo por mais 24h,
sob as mesmas condi¢gdes de iluminagcao e oxigenagao, para que, 72 horas apds a
eclosao, as larvas se desenvolvessem para o estagio de metanauplio (CARVALHO et
al., 2009; ABNT, 2016).

O bioensaio de Artemia salina seguiu metodologia estabelecida por Meyer
(1982), adaptada por Ruiz et al. (2005). Cerca de 10 larvas desse microcrustaceo
foram transferidas para um recipiente de 50 mL contendo agua artificial do mar, DMSO
0,1% e a substancia a ser testada, em sete diferentes concentracdes (10, 50, 75, 100,
250, 500 e 1000 pg/mL). Dez larvas na fase metanauplio foram transferidas para cada
um dos frascos com suas respectivas concentragdes. O controle negativo consistiu
em solugao salina sintética mais DMSO 0,1%, ja o controle positivo foi realizado com
dicromato de potassio (K2Cr207). Apbés 24 horas de incubacédo foi realizada a
contagem das larvas vivas, considerando mortos aqueles microcrustaceos que nao se
movimentaram durante a observagcédo e nem com a leve agitacéo do frasco. Os testes

foram feitos em triplicata.
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4.5 ANALISE DOS DADOS

A andlise dos dados se baseou no método de Reed-Muench (1938), que
compreende que um animal que se mantém vivo em certa dose, também permanecera
vivo em doses inferiores aquela. Consequentemente se 0 animal que nao sobreviver
em certa dose, também nao sobreviverda em doses superiores aquela. As
concentracdes letais da espécie em estudo foram expressas em funcédo das ClLso e
CLso, calculadas por regresséo linear, com indice de confian¢a de 95%.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Composicao quimica dos oleos essenciais de Citrus x limon (L.) Osbeck
Informagdes sobre a planta selecionada para o experimento estdo sumarizadas
na Tabela 2 e compreendem o nome cientifico e vulgar, a parte utilizada para extragao

do dleo essencial e o rendimento deste produto.

Tabela 2. Rendimento dos 6leos essenciais de Citrus x limon (L.) Osbeck.

Espécie Nome vulgar Parte da planta Rend.
utilizada Oleo (%)*
Partes aéreas 1,67
Citrus x limon (folhas e galhos
(L.) Osbeck Lim&o-cravo finos)
Epicarpo (casca 1,36
do fruto)

*Volume do 6leo em mL/massa da amostra;

Ao extrair éleo essencial da casca fresca da fruta e folhas de Citrus x limon L.
Burm. f., Hamdan et al. (2013), obteve rendimentos de 2% e 0,2%, respectivamente.
Ja os rendimentos dos 6leos essenciais da casca de Citrus aurantium e de Citrus
paradisi encontrados por Sanei-Dehkordi et al. (2016) foram 0,7 e 0,85%. Os valores
de rendimentos dos 6leos essenciais de Citrus x limon (L.) Osbeck demonstrados
nesse estudo encontram-se proximos aos revelados na literatura.

O local e a sazonalidade sao fatores importantes para diferentes variedades de
plantas com relacdo aos rendimentos encontrados na literatura (OZCAN; CALCHAT,
2002).

Foi possivel identificar 25 constituintes dos 6leos essenciais da espécie em
estudo, através da caracterizacao cromatografica totalizando 99,99% da composicao
do éleo, demonstrando uma composicao complexa. A tabela 3 traz informacdes sobre

0s compostos quimicos.
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Tabela 3. Composicédo quimica dos 6leos essenciais de Citrus x limon (L.) Osbeck.

TRP Abundancia relativa (%)°
Compostos? *X *Y *X >y
B — Mirceno 4,372 4,373 3,05 2,26
D — Limoneno 4,938 4,959 3,63 67,51
B — Ocimene 5,026 - 0,88 -
Z — Ocimene 5,181 5,187 2,00 0,15
4 — Carene 5,804 4,770 0,52 0,66
Linalol 5,956 5,931 43,30 9,99
Allo — Ocimene 6,359 - 0,21 -
(R) — Citronelal 6,709 - 0,15 -
L — Terpinol 7,117 7,117 0,11 0,48
a — Terpineol 7,305 7,299 10,12 1,34
Nerol 7,792 7,792 2,13 2,28
Neral 7,987 7,987 0,36 0,56
Acetato Linalil 8,161 - 20,94 -
Geranial 8,391 8,391 0,60 0,76
Mirtanol 9,474 - 0,18 -
Neril acetate 9,625 9,625 4,34 0,35
Geranil acetato 9,875 - 6,71 -
B — Cariofileno 10,488 - 0,48 -
a — Bergamoteno 10,621 10,623 0,09 0,46
B — Bisabolene 11,518 11,519 0,16 0,72
a — Tujene - 3,552 - 0,22
(R) - a — Pinene - 3,657 - 0,82
L - B — Pinene - 4,237 - 0,56
o — Cimene - 4,883 - 3,26
y — Terpineno - 5,369 - 7,61
Total de compostos identificados (%) 99,85% 99,99%

2 Compostos dos 6leos essenciais; ® Tempo de retencéo; ¢ Calculado a partir das areas relativas dos
picos nos cromatogramas; *X: 6leo das partes aéreas de Citrus x limon (L.) Osbeck; **Y: 6leo do
epicarpo do fruto de Citrus x limon (L.) Osbeck
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A analise revelou que os dleos em estudo possuem composi¢cao quimica
similar, embora diferem na proporcao entre os seus constituintes individuais. O linalol
(43,30%), acetato linanil (20,94%) e o terpineol (10,12%) s&o os principais
constituintes do 6leo das partes aéreas, enquanto o limoneno (67,51%), o linalol
(9,99%), terpineno (7,61%) predominam no éleo extraido do epicarpo do fruto. Em
suma, constitui-se uma mistura de monoterpenos e hidrocarbonetos sesquiterpénicos
e seus derivados oxigenados incluindo aldeidos, cetonas, acidos, alcoois e ésteres
(PALAZZOLO et al., 2013).

Figura 3 — Compostos majoritarios dos éleos essenciais de Citrus x limon (L.) Osbeck.

RTQRT

Limoneno Linalol Terpineno Terpineol Acetato Linalil

A analise de 6leos essenciais da espécie Citrus deliciosa Ten., realizada por
Dugo et al. (2010), destacaram como mais elevados os componentes limoneno,
72,71%, terpineno, 18,39%, pineno, pineno e mirceno com cerca de 1,5% cada.
Vasudeva & Sharma (2012) identificaram no 6leo das cascas de Citrus limettioides
coletadas em Hisa (india) 14 compostos quimicos, sendo os majoritarios o limoneno
(89,08%), o B-mirceno (2,93%) e o linalol (2,92%). Lopes (2013) analisou o dleo
essencial das partes aéreas e do epicarpo do fruto de Citrus limettioides em trés
localidades distintas (Campestre, Nova América e ltapuranga no estado de Goias), o
linalol foi o componente majoritario do éleo essencial das partes aéreas (36,88%,
45,15% e 43,41%) e o limoneno o principal componente do 6éleo da casca dos frutos
(75,06%, 75,18% e 70,6%). Handam et al., (2013) também mostrou a predominancia
do limoneno no 6leo da casca do fruto com 52,73% e no dleo das folhas 29,13%.

Embora o limoneno tenha sido anteriormente relatado por Tu et. al. (2012)

como sendo o principal constituinte do dleo extraido das folhas de outras espécies de
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Citrus, houve niveis significativamente mais baixos desse constituinte no 6leo das
partes aéreas investigados aqui. Resultados do presente estudo também contrariam
o demostrado por Palazzolo em 2013, que afirma ser o limoneno o principal
componente quimico do 6leo de citros, com variagdes de teor de 32 a 98%. Com
alteracdes peculiares de 68 a 98% em laranjas, de 45 a 76% em limao e de 32 a 45%
em bergamota. J& o linalol, expressa suas fragbes em concentragdes de 0,018, 0,015
e 10,23 em laranjas, limbes e bergamota, respectivamente.

A qualidade e quantidade dos 6leos essenciais de Citrus x limon (L.) Osbeck
dependem de muitos fatores, tais como a natureza do fruto em si, origem, genatipo,
tipo de solo e clima, como também das condigdes e técnicas de extragdo. A
composicao do 6leo pode sofrer variacdes em relacdo a peso e volume entre 0,5 e
5,0% (PALAZZOLO et al.,, 2013). Os metabdlitos secundarios representam uma
interacdo quimica entre as plantas e o0 ambiente, que podem interferir diretamente nas
atividades enzimaticas em determinadas espécies e, consequentemente, influenciar
na biossintese de metabdlitos secundarios, incluindo compostos terpénicos
(TEIXEIRA et al., 2014).

O composto predominante no 6leo do epicarpo do fruto de Citrus x limon (L.)
Osbeck, o limoneno, € utilizado como matéria-prima na sintese de diversos produtos
quimicos (SILVA SANTOS et al., 2006) e na agricultura como repelente ao acaro
rajado Tetranychus urticae Koch (BOTELHO et al., 2009).

O linalol, composto majoritario do éleo essencial das partes aéreas de Citrus
x limon (L.) Osbeck ja& demonstrou, em pesquisas anteriores, atividade anti-
inflamatoria e antinociceptiva em camundongos, efeito sedativo dose-dependente,
acao citotoxica contra linhagem de células leucémicas e de melanoma murino B16
(HENRIQUES et al., 2009). O linalol quando associado a outras substancias, como o
limoneno, o a-terpineol e o terpinol, proporcionam atividade larvicida contra trés
espécies de mosquitos (Aedes aegypti, Anopheles stephensi e Culex
quinquefasciatus) o que pode representar uma forma de controle desses insetos
(TIWARY et al., 2007).

Deve-se considerar todas essas diferencas nos aspectos dos 6leos quando se
almeja qualquer tipo de correlagdo entre a composi¢cao quimica e atividade biolégica
ou efeitos farmacolégicos dos 6leos. Portanto, quando se tem por finalidade o uso de
6leos essenciais voltados para atividade biolégica, faz-se necesséario um estudo e

analise de sua composicdo quimica, fundamentais para estimar os compostos
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quimicos responsaveis pela atividade biolégica e compreenséo dos compostos ativos,
permitindo que os pesquisadores direcionem a sua utilizacao para diversos fins, tais
como o desenvolvimento de produtos para aplicacbes especificas, como a do

presente estudo, em busca de substancias de plantas com efeito moluscicida.

5.2 Analise moluscicida dos dleos essenciais de Citrus x limon (L.) Osbeck em
caramujos Biomphalaria glabrata

O dbleo extraido das partes aéreas da espécie em estudo nao apresentou
toxicidade sobre os caramujos da espécie Biomphalaria glabrata na concentracao
maxima determinada para ensaios preliminares de avaliagdo moluscicida (100
pg/mL). Em contrapartida, o 6leo do epicarpo do fruto demonstrou atividade

moluscicida, com concentragdes letais significativas (Tabela 4).

Tabela 4. Concentracao letal do 6leo essencial extraido do epicarpo do fruto de Citrus
x limon (L.) Osbeck sobre caramujos Biomphalaria glabrata.

Amostra testada Concentracoes letais
CLso ClLso
png/mL pg/mL
Biomphalaria
glabrata* 50,04 90,08

*Andlise realizada 24h apés exposicédo. No controle negativo, solucdo de DMSO a 0,1%, nao
foi evidenciada mortalidade de caramujos expostos. A totalidade dos caramujos expostos a
solugdo com 15ug/mL de sulfato de cobre, controle positivo, apresentou mortalidade.

As concentragdes de 50, 75 e 100ug/mL do éleo do epicarpo do fruto de Citrus
x limon (L.) Osbeck causaram total mortalidade ap6s 24 horas dos caramujos em
exposi¢cao evidenciado pelo extravasamento de hemolinfa e também pela retragéo
massa cafalopodal para dentro da concha. Na concentracdo de 25ug/mL houve
auséncia de mortalidade até as 48h de observacao do teste, somente foi identificado
uma alteracdo no comportamento desses organismos, como a diminuicao de sua
capacidade motora e de alimentagcdo. Essas mudancas comportamentais supéem
numa reacao propria destes moluscos frente a agente potencialmente nocivo. O
potencial de letalidade do 6leo sob os caramujos foi se tornando mais efetivo com o
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aumento de suas concentracdes, presume-se que seja devido ao maior contato dos
animais expostos com os componentes presentes no 6leo essencial.

Segundo diretrizes da WHO (1983), uma planta com propriedade moluscicida
€ considerada ativa se ocasionar 90% de mortalidade, em concentracoes de até
100ug/mL. No presente estudo o éleo extraido do epicarpo do fruto de Citrus x limon
(L.) Osbeck apresentou CLgo de 90,08ug/mL. Dessa forma, a espécie foi considerada
moluscicida com atividade significativa, conforme as normas da Organizagcdao Mundial
de Saude.

Fernandes em 2011, em experimento com Citrus limon Linneo, exibiu
resultados que corroboram os aqui demonstrados, com total letalidade dos moluscos
nas concentragdes de 50 e 75ug/mL.

A interacdo da composicao e atividade, via de regra, indica que a atividade
biolégica de um éleo pode ser conferida tanto a seus compostos majoritarios
presentes ou esta associada a outros compostos que, mesmo concentra¢des
inferiores, podem apresentar-se ativos ou devido ao sinergismo dos constituintes
presentes no 6éleo (LAHLOU, 2004).

Conseguir determinar a real interacdo do composto quimico presente nos
6leos essenciais e a atividade biolégica apresentada tornam mais promissoras o
alcance de novos agentes moluscicidas mais ativos, seletivos e biodegradaveis
(MATOS ROCHA, 2013), faz-se necessario também a busca de possiveis atividades
biolégicas dos seus compostos isolados para assim esclarecer os constituintes
bioativos presentes nestes éleos. Comumente as propriedades biolégicas dos 6leos
essenciais sdo intimamente relacionadas com seus componentes majoritarios, no
entanto a hip6tese de acao sinérgica dos mesmos também precisa ser considerada
(BAKALLI et. al. 2008).

O mecanismo de ac¢ao dos produtos naturais com potencial moluscidida ainda
€ desconhecido. A OMS (1993) sugere que tais produtos, podem afetar mais de um
sistema desses animais. Dados de pesquisas anteriores referem que agentes
moluscicidas podem inibir os batimentos cardiacos do caramujo e assim causar
inchacos nos tecidos, modificar o equilibrio osmético e alterar o nivel de cloreto nos
neurdnios dos moluscos, atingindo o transporte de bicarbonato e provocando uma
elevacao na excitabilidade neuronal (MCCULLOUGH et al. 1980; ADEWUNMI;
ADESOGAN, 1986).
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5.3 Analise dos dleos essenciais de Citrus x limon (L.) Osbeck frente a
cercarias de Schistosoma mansoni

Os dleos essenciais extraidos das partes aéreas e do epicarpo do fruto de
Citrus x limon (L.) Osbeck demonstraram atividade sobre as cercarias de Schistosoma
mansoni, com concentracdes letais significativas (Tabela 5).

Tabela 5. Concentragao letal dos 6leos essenciais das partes aéreas e do epicarpo
do fruto de Citrus x limon (L.) Osbeck sobre cercarias de Schistosoma mansoni.

Oleos essenciais Epicarpo Partes aéreas
CLso CLso
pug/mL pg/mL
Cercarias
de Schistosoma 1,05 1,33
mansoni

Em quinze minutos de exposi¢ao as diferentes concentragcdes dos dleos de
Citrus x limon (L.) Osbeck, as cercarias apresentaram uma taxa de mortalidade de
100% sob 100pug/mL e 75ug/mL de ambos os Oleos. Apo6s trinta minutos, a
concentracdo de 50ug/mL do 6leo do epicarpo do fruto atingiu 100% mortalidade,
enquanto a mesma concentracao do Oleo das partes aéreas apresentou reducao para
75%. Os Oleos essenciais, na concentracao de 25ppm, tiveram sua capacidade de
mortalidade sobre as cercarias diminuidas. As cercarias do controle positivo
mantiveram-se vivas por aproximadamente 36 horas. A CLso do éleo essencial do
epicarpo do fruto (1,05) foi menor que a do 6leo das partes aéreas (1,33),
demonstrando superioridade na capacidade cercaricida. Ambos os 6éleos
apresentaram atividade larvicida sobre cercarias em concentracdes baixas (100, 75,
e 50ug/mL), préximas daquelas indicadas pela OMS (WHO, 1997).

Tem crescido o interesse acerca de um produto natural bioativo sobre as
formas larvais de Schistosoma mansoni. Alguns experimentos ja foram realizados
(SCALBERT 1991, CARVALHO et al. 1998, SILVA et al. 2005, MAIA, 2002), porém,
poucos ressaltam a atividade de plantas citricas no combate as formas infectantes do
parasito. Tal atividade, pode originar indicadores da possibilidade do controle
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integrado da esquistossomose, ja que as formas larvais deste parasito compartilham
o mesmo ambiente que seu hospedeiro intermediario.

Carvalho et al. (1998) comprovou a atividade larvicida de Euphorbia milii sobre
miracidios e cercérias. Porém, plantas da familia Euphrobiaceae, como Euphorbia
millii e Jathropa curcas, contém em sua composicao, substancias irritantes e indutoras
da formacao de tumores. Em pesquisa realizada por Ahmed & Rifaat (2004), Acanthus
mollis apresentaram atividade larvicida sobre cercarias em baixas concentracdes.
Ahmed & Ramzy (1997) em estudo da planta Solanum nigrum, conhecido
popularmente por “erva-moura”, apresentou atividade cercaricida num periodo de 30
minutos numa concentracao de 30ug/mL. Semelhante aos resultados encontrados em
nosso trabalho, em que se observou atividade cercaricida em menos de uma hora.

Algumas substancias sintéticas vém sendo testadas com a finalidade de
combater as cercarias. Repelentes de insetos como o N,N-dietil-mtoluamida (DEET),
também foram testados quanto a sua atividade no controle de cercérias in vitro e no
combate a infeccdo em camundongos. Eficiéncia larvicida foi detectada em ambas as
situagbes (NEGM et al. 2004). A niclosamida foi testada contra cercarias de
Schistosoma japonicum na China mostrando eficacia na concentracao de 0,25ppm.
Como empecilho, essas substancias oferecem grande impacto ambiental, por serem
toxicas para peixes nas concentragées usadas (LOWE et al. 2005).

5.4 Avaliacao dos 6leos essenciais de Citrus x limon (L.) Osbeck frente Artemia
Salina

A OMS, possuem valores normatizados que teoricamente recomendam um
limite para que os efeitos toxicos que possam ser causados por compostos presentes
no vegetal sejam minimos em organismos nao-alvo. Logo, quao menor for a
concentracéo da dose letal (90-100% de letalidade dos caramujos), melhores serdo
as condi¢bes de uso desses compostos no meio ambiente, e uma menor quantidade
do material seré utilizada (MOREIRA et al., 2010).

A avaliacao frente Artemia salina € utilizado para determinar o potencial téxico
ou eficiéncia biolégica de produtos naturais. Segundo Nguta (2012), os produtos sao
classificados com base nos niveis de ClLgy frente Artemia salina. Para esse autor,

extratos vegetais ou 6leos essenciais com CLsy < 80 ug/mL sao altamente téxicos, os
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que apresentam CLgy entre 80 pg/mL e 250 pg/mL sdao moderadamente toxicos e os
6leos com CLsy > 250 pug/mL possuem baixa toxicidade ou sdo considerados atéxicos.

De acordo com essa avaliacdo os 6leos essenciais de Citrus x limon (L.)

Osbeck, foram classificado como moderadamente téxico, devido aos valores de CLsg

obtidos, menores que 1000 pg/mL (Tabela 6).

Tabela 6. Concentraces letais dos 6leos essenciais das partes aéreas e do epicarpo
da espécie Citrus x limon (L.) Osbeck sobre Artemia salina.

Oleos ClLso Artemia salina
essenciais
Partes aéreas 93,36
Epicarpo 96,81

A toxicidade com Artemia salina manifesta boa correlacdo com atividades
antitumoral, inseticida (MEYER et al., 1982; MCLAUGHLIN et al., 1995) e anti-
Trypanosoma cruzi (ALVES et al., 2000) para substancias com CLso < 10% ug/mL. Os
ensaios sobre Artemia salina também podem ser utilizados para expressar a
seguranca de Oleos essenciais ou produtos de origem vegetal com atividade
moluscicida, pois indica a possibilidade de toxicidade frente a organismos néao-alvos,
como peixes e pequenos crustaceos, que ocorrem no mesmo local dos caramujos. A
moderada toxicidade, como demonstrada pelas concentracdes letais dos o6leos
essenciais de Citrus x limon (L.) Osbeck, pode ser considerada uma caracteristica
relevante para utilizacdo de produtos de origem vegetais como éleos essenciais em
ambientes naturais para controle da populacado de caramujos e de larvas infectantes

do Schistosoma mansoni.
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6 CONCLUSAO

No presente estudo foi possivel obter a composicdo quimica dos Oleos
essenciais da espécie em estudo e avaliar sua relacdo com as atividades bioldgicas
realizadas. O éleo essencial do epicarpo do fruto de Citrus x limon (L.) Osbeck
demonstrou-se ativo contra Biomphalaria glabrata e cercarias de Schistosoma
mansoni. Ja o éleo essencial das partes aéreas de Citrus x limon (L.) Osbeck mostrou-
se ativo somente sobre cercarias de Schistosoma mansoni.

Quanto aos ensaios de toxicidade realizados com Artemia salina, observou-se
que os 6leos essenciais revelaram efeito moderadamente toxico, menos toxico que o
moluscicida comercial sintético Bayluscide.

Dessa forma, os Oleos essenciais em experimento exibem potencial para
utilizacdo em criadouros artificiais, como valas e esgotos a céu aberto.

As informacgdes aqui descritas vém reforgar a importancia dos produtos naturais
como fonte renovaveis de novos compostos bioativos. Faz-se necessario estudos
adicionais de toxicidade, pesquisas complementares a fim de isolar e identificar os
compostos ativos presentes nos 6leos em estudo e também pesquisas para a

formulacao de produtos com finalidade de uso em campo.
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7 PERSPECTIVAS FUTURAS

Extrair 6leos essenciais das partes aéreas e do epicarpo do fruto de Citrus x
limon (L.) Osbeck, utilizando diferentes técnicas de extracdo e verificar possiveis
alteracdes na sua composicao quimica;

Realizar ensaios de estabilidade com os 6leos essenciais em estudo;

Isolar e avaliar a atividade moluscicida, cercaricida e toxicidade dos compostos
majoritarios e minoritarios dos éleos esséncias;

Realizar ensaios de atividade moluscicida, cercaricida e toxicidade com os
Oleos essenciais em diferentes condicdes;

Formulagao de um produto para uso em areas periurbanas.
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ANEXO 1 - Espectro do primeiro composto majoritario do 6leo essencial do
epicarpo do fruto de Citrus x limon (L.) Osbeck — LIMONENO.
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ANEXO 2 - Espectro do segundo composto majoritario do 6leo essencial do
epicarpo do fruto de Citrus x limon (L.) Osbeck — LINALOL.
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ANEXO 3 - Espectro do terceito composto majoritario do 6leo essencial do epicarpo
do fruto de Citrus x limon (L.) Osbeck — TERPINENO.
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ANEXO 4 - Espectros do primeiro composto majoritario do 6leo essencial das partes
aéreas de Citrus x limon (L.) Osbeck — LINALOL.
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ANEXO 5 - Espectros do segundo composto majoritario do 6leo essencial das

partes aéreas de Citrus x limon (L.) Osbeck — ACETATO LINALIL.
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ANEXO 6 — Espectros do terceiro composto majoritario do 6leo essencial das partes
aéreas de Citrus x limon (L.) Osbeck — TERPINEOL.
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