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RESUMO

Este estudo tem como objetivo avaliar o perfil quimico e o potencial biotecnolégico
larvicida de uma nanoemulsdo (O/A) incorporada ao Oleo essencial de Salvia
officinalis L. O material vegetal foi obtido em S&o Luis (MA) entre janeiro e maio.
2021. O perfil fitoquimico foi realizado de acordo com Matos. O 6leo essencial foi
extraido por hidrodestilacdo a 100 °C por 3 h. Os parametros fisico-quimicos foram
determinados e a caracterizagcdo quimica obtida por CG-EM. A nanoemulsédo O/A foi
formulada pelo método de inversdo de fase de baixa energia, sendo submetida a
testes de estabilidade termodindmica e caracterizacdo do tamanho de gota e indice
de polidispersidade (PDI). A quantificacdo dos fendlicos foi realizada pelo método de
Folin-Ciocalteu. Atividade antioxidante realizada pelo método espectrofotométrico de
sequestro de radicais hidroxila do &cido salicilico. Para a atividade larvicida, larvas
de Aedes aegypti foram submetidas a solugcbes de OE e nanoemulsdes em
concentragbes (10-100 mg L71), a mortalidade larval foi avaliada e a ClLso
determinada pelo método Probit. Os principais metabdlitos secundarios do OE
foram: eucaliptol com 65,14%, canfora (30,63%) e a-Terpineol (1,53%). O OE foi
atéxico, com ClLsp <1000 mg L' As formulacdes foram caracterizadas como
nanoemulsdes com tamanho de gota <200 nm. O PDI foi <0,200, indicando uma
distribuicdo de tamanho estreita.O contetdo fendlico total foi de 8,53 mg EAT g e
12,12 mg EAT g*. A atividade antioxidante exibiu CEso de 136,29 mg L e 51,59 mg
Lt. A nanoemulsdo com potencial larvicida apresentou CLso de 71,17 mg LY A
nanoemulsao do OE estudada apresentou atividade larvicida ativa inédita, sendo
incentivada como uma nova alternativa para o controle e combate dos casos de
Aedes aegypti.

Palavras-chave: Aedes aegypti; nanotecnologia; Salvia officinalis.




ABSTRACT

This study aims to evaluate the chemical profile and biotechnological larvicidal
potential of (O/W) nanoemulsion incorporated with the essential oil of Salvia
officinalis L. The plant material was obtained in Sao Luis (MA) between January and
May. 2021. The Phytochemical profile was performed according to Matos. The
essential oil was extracted by hydrodistillation at 100 °C for 3 h. The physical-
chemical parameters were determined and the chemical characterization obtained by
GC-MS. The O/W nanoemulsion was formulated by the low-energy phase inversion
method, being subjected to thermodynamic stability tests and characterization of
droplet size and polydispersity index (PDI). The quantification of phenolics was
performed by the Folin-Ciocalteu method. Antioxidant activity performed by the
spectrophotometric method of scavenging hydroxyl radicals from salicylic acid. For
larvicidal activity, Aedes aegypti larvae were subjected to EO solutions and
nanoemulsions in concentrations (10-100 mg L1), larval mortality was evaluated and
the LCso was determined by the Probit method. The major secondary metabolites of
EO were: eucalyptol with 65.14%, camphor (30.63%) and a-Terpineol (1.53%). The
EO was non-toxic, with LCsp <1000 mg L. The formulations were droplets as
nanoemulsions with volume <200 nm. The PDI was <0.200, indicating a narrow size
distribution. The total phenolic content was 8.53 mg EAT g and 12.12 mg EAT g™.
The antioxidant activity exhibited ECso of 136.29 mg L* and 51.59 mg L?. The
nanoemulsion with larvicidal potential showed an LCso of 71.17 mg L. The studied
EO nanoemulsion showed active larvicidal activity, being encouraged as a new
alternative for the control and combat of Aedes aegypti cases.

Keywords: Aedes aegypti; nanotechnology; Salvia officinalis.
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1. INTRODUCAO

No Brasil, sdo frequentes infeccbes ocasionados ao ser humano pelo
mosquito Aedes aegypti, como a febre amarela, dengue, febre Zika, Chikungunya,
dentre outras. Baseado nas taxas de morbidade e mortalidade, a dengue é apontada
como a mais grave das infec¢des, do ponto de vista epidemioldgico (STANAWAY et
al., 2016; CASTRILLON, CASTANO & URCUQUI, 2015).

Essas doencas sdo um grande desafio para o sistema de saude publica,
tornando-se um problema para a populacdo, em raz&o da alta incidéncia de mortes
por doencas causadas pelo virus no Brasil e no Maranhao. Estes altos indices estao
associados ao sucesso adaptativo do mosquito, relacionado a condicbes domésticas
favoraveis como a presenca de criadouros aquaticos e o desenvolvimento rapido
dos ovos resistentes a dessecacado (ZARA et al., 2016; CARVALHO & MOREIRA,
2017; BASSANI et al., 2019).

No que se refere ao controle dos casos, as estratégias estdo baseadas no
combate de larvas e mosquitos. A abordagem mais comum € a aplicacdo de
inseticidas quimicos, como os organofosforados e piretroides (BRANDLER et al.,
2013). No entanto, a aplicacao inadequada dessas substancias quimicas favoreceu
a resisténcia da populacdo de Ae. aegypti dificultando a eficdcia dessa estratégia,
além de efeitos prejudiciais induzidos ao meio ambiente (APONTE et al., 2019).
Novas alternativas estdo sendo estudadas através do uso em potencial de plantas
medicinais.

Assim, a producdo de produtos farmacéuticos a base de plantas vem
aumentando, devido ao grande interesse na fisiologia e bioquimica do metabolismo
de produtos secundarios das plantas. A producédo fitoquimica mediada por meios
biotecnolégicos convencionais e ndo convencionais é crescente (SRIVASTAVA;
MEHROTRA; VERMA, 2017).

Nesse contexto, os Oleos essenciais (OE’s) destacam-se, pois, sao
substancias volateis, naturais e complexas, de odor forte extraidos de plantas e que
apresentam uma rica fonte ativa de compostos biolégicos (MENDES et al., 2012).
Os OE’s possuem propriedades biol6gicas como acdo antifingica, antibacteriana,
larvicida, acdo analgésica e anti-inflamatoria, além de atividade antitumoral
(MACHADO & JUNIOR, 2011).




No entanto, devido algumas caracteristicas, como a instabilidade dos OFE'’s,
evidencia-se as nanoemulsbes. Estas sdo sistemas mediados em escala
nanoméetrica, sendo uma alternativa para a inovacdo de farmacos, pois permite
melhor estabilidade cinética, além de proporcionar a liberacdo controlada do
farmaco, maior poder de penetracdo e/ou absor¢cdo e maior biodisponibilidade
(IRACHE et al., 2011; SIDONIO et al., 2017).

Pesquisas apontaram atividade biologica da planta Salvia officinalis L., que é
uma planta pertencente a familia das Lamiacea, originéria da regido do Mediterraneo
Oriental e € cultivada em diversos paises de clima temperado e com muita luz. No
Brasil, € popularmente conhecida como salvia, salvia-comum ou erva santa
(GARCIA et al., 2012). Apesar de seu uso ser difundido e de sua caracterizacao
guimica e potencial antimicrobiano apresentados em alguns estudos (KHEDHER et
al., 2017), ainda h&a necessidade de estudos cientificos que demonstram o uso desta

planta com potencial larvicida.

Portanto, este estudo tem por objetivo avaliar o perfil quimico e potencial
biotecnoldgico larvicida de uma nanoemulsdo (O/A) incorporada com o Oleo

essencial de Salvia officinalis L.




2. OBJETIVOS

2.1.Objetivo geral

e Avaliar o perfil quimico e potencial biotecnolégico larvicida de uma

nanoemulsao (O/A) incorporada com o 6leo essencial de Salvia officinalis L.

2.2.0bjetivos especificos

e Identificar os constituintes quimicos dos 6leos essenciais de Salvia officinalis
L. por Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas
(CG/IEM);

e Determinar a toxicidade frente Artemia salina Leach para agdo do Oleo
essencial de Salvia officinalis L.;

e Formular nanoemulsdes (O/A) do Oleo essencial de Salvia officinalis L.
através de método de baixa energia.

e Quantificar a acdo antioxidante por descoloracéo de radicais hidroxilas das
nanoemulsdes (O/A) formuladas de Salvia officinalis L.;

e Caracterizar fisico-quimicamente 0s aspectos microscopicos das
nanoemulsodes (O/A) formuladas de Salvia officinalis L.;

e Determinar a acao larvicida frente Aedes aegypti da nanoemulséao (O/A) do

6leo essencial de Salvia officinalis L.




3. REVISAO DE LITERATURA

3.1.Arboviroses

As arboviroses tem como agentes etioldgicos os arbovirus, sendo esses
arbovirus (Arthropod-borne virus) os virus que tém parte de seu ciclo de replicacao
ocorrendo nos insetos. Eles sdo transmitidos e espalham-se para outras espécies de
mamiferos, répteis, passaros e anfibios através dos vetores artrépodes que
compreendem 0s insetos e aracnideos como mosquitos, sandflies (mosquito
poélvora), carrapatos, Iéndeas e acaros (RUST, 2012; SEGONDY, 2016; CAMPOS et
al., 2018).

Essa transferéncia ocorre quando o virus passa para o artropode a partir do
consumo de sangue em um hospedeiro contaminado vindo a ser introduzido em
outro da mesma forma através da picada, devido a capacidade dos virus de se
replicarem nos vetores, denominado de transmissdo horizontal ou a partir da
transmissao vertical que consiste na proliferacdo e contaminacdo do restante da
prole a partir de um vetor feminino infectado (RUST,2012; LOPES; NOZAWA,;
LINHARES, 2014; WEAVER & REISEN,2010; CAMPOS et al.,2018). H4 uma grande
variedade de espécies de arbovirus que vém conquistando cada vez mais paises e
continentes e estima-se a existéncia de aproximadamente 545 a 600 espécies
identificadas (SEGONDY, 2016; LOPES; NOZAWA; LINHARES, 2014;
FAILLOUX,2019).

Os arbovirus sdo membros de cinco familias virais, tais como: Togaviridae,
Flaviviridae, Bunyaviridae, Reoviridae e Rhabdoviridae, sendo as principais
causadoras das mais diversas doencas em humanos e entre outros animais com
sangue quente. Dentre elas tém-se: Dengue, Zika, Chikungunya, Febre amarela,
Meningite, Encefalites, entre outras, com um amplo espectro de sintomas
(RUST,2012; LOPES; NOZAWA; LINHARES, 2014).

Devido a gravidade e agressividade de algumas dessas doencas, a literatura
aponta que dentre um percentual de 25% das mortes por doencgas infecciosas que
ocorrem em todo o mundo as arboviroses se destacam como sendo as responsaveis
por um percentual de 23% das mortes e doencas considerados antes com sintomas

leves, inconsequentes ou sem sequelas sdo suspeitas de causarem defeitos
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neurologicos e até mesmo a sindrome de Guillain — Barré (FAILLOUX,2019;
ROSENBERG,2016).

3.1.1. Prevencdo, controle e eficiéncia

As arboviroses tem-se apresentado como um sério problema de saulde
publica, pois enfrenta dificuldades de diagnostico tanto baseado em exame clinico-
epidemiolégico quanto os de analises soroldgica devido a apresentacéo de reacbes
cruzadas, mas as melhores medidas de prevencdo das doencas vém a serem 0
controle dos vetores e controle ambiental (GRANDADAM, 2007; LIMA-CAMARA,
2016; KURIZKY et al., 2020). O controle vetorial diminui o risco de muitos virus, mas
necessita de um entendimento sobre a patogenicidade, que visa identificar os
arbovirus com potencial de emerséo, e dindmica de transmisséo de cada arbovirus
para a escolha de métodos de controle adequados, mesmo em paises
desenvolvidos se torna um desafio, pois precisa esta alinhado a uma boa
infraestrutura e saneamento para se ter efetividade (ROSENBERG,2016; ZARA et
al., 2016).

Segundo Campos et al.,, (2018), no ano de 2017 houve uma diminuicdo
significativa de algumas arboviroses em relagdo a anos anteriores, ligando essa
diminuicdo as acOes desenvolvidas por programas de combate aos vetores,
associacdo de politicas publicas, a protecdo imunolégica adquirida através de
exposicoes anteriores ou através de vacinas e a conscientizacdo e participacdo da
populacdo, mas voltou a ter amplitude nos anos seguintes. As vacinas, embora
sejam a profilaxia ideal para a prevencdo e protecdo contra essas doencas,
requerem o seu desenvolvimento separado para as doencgas arbovirais, se tornando
um processo dispendioso e custoso, além de néo ser aplicavel as doencas de baixa
ocorréncia, tem-se a vacina contra a febre amarela, desenvolvida a mais de 80 anos,

como exemplo de estratégia eficaz e segura (ROCHA et al., 2018).

Os métodos de controle existentes atualmente para vetores, principalmente
para os do género Aedes, podem ser classificados em: mecéanico, biologico e
guimico. Sendo métodos que trabalham com ac¢bes voltados para a eliminagdo de

locais usados para procriacdo de vetores, a partir da usabilidade de produtos




larvicidas, inseticidas/pesticidas e de predadores ou patdgenos para a reducdo dos
vetores (ZARA et al., 2016; DENGUE,2021). A necessidade de integracdo das
vigilancias entomoldgica e epidemioldgica tem sido imprescindivel no alinhamento
com a combinacdo de métodos aplicaveis para o controle dos vetores, no intuito de
combaté-los sem a selecdo dos vetores resistentes. Inseticidas usados de forma
exacerbada podem causar uma selecdo entre os vetores, pois ocorre a eliminagao
dos individuos biologicamente mais suscetiveis deixando apenas 0s resistentes,
tendo-se uma acéo ineficaz (LIMA-CAMARA,2016; ZARA et al., 2016).

O desenvolvimento de ac¢des continuadas para o mundo todo nos ultimos
anos tem seguido uma linha de inovagbBes tecnoldgicas e vem apresentando
resultados relevantes e favoraveis para a preservacdo do meio ambiente e eficicia
no combate de arboviroses, como as abordagens eco-bio-sociais, desenvolvimento
de larvicidas a partir de plantas e agentes biolégicos para controle quimico e
biol6gico em substituicdo de larvicidas artificiais, dispositivos e mosquitos
transgénicos, mapeamento e uso de técnicas combinadas ( Wolbacbia e SIT por
irradiacdo) (SILVA et al.,2012; SANTOS et al., 2010). Esse desenvolvimento vem
em sintonia com as linhas de acfes estratégicas descritas pela OMS para um
desenvolvimento de controle a nivel global e assim diminuicdo de casos de
arbovirose (OPAS,2020).

3.2.Aedes aegypti

Aedes aegypti sdo os mosquitos vetores de muitas doengas importantes, iSso
significa que podem levar os agentes etioldgicos de um hospedeiro para outro.
Geralmente, as enfermidades causadas tém ampla distribuicdo global, altas taxas de

mortalidade e elevada incidéncia.

O mosquito Aedes aegypti mede menos de 1 centimetro e possui uma
aparéncia inofensiva, é de cor preta com listras brancas no corpo e nas pernas. Sua
picada ndo déi e nem coca. O Aedes aegypti adulto vive em média 45 dias, costuma
picar nas primeiras horas da manh& e nas ultimas da tarde. Estudos da FIOCRUZ

comprovaram que a fémea voa até mil metros de distancia de seus ovos (SILVA,




2008). O Aedes aegypti mantém caracteristicas urbanas e alimenta-se de seivas das
plantas. Porém, as fémeas desta espécie sdo hematofagas, ou seja, alimenta-se de
sangue também. Isto faz com que ao ingerir o sangue do hospedeiro infectado, ela
ingira junto, o microrganismo que produz a doenca. As fémeas chegam a depositar

entre 150 a 200 ovos.

O ciclo de vida do mosquito Aedes aegypti compreende quatro fases: ovo,
larva, pupa e adultos (Figura 1). Os ovos do mosquito transmissor sdo depositados
em condi¢cdes adequadas, ou seja, em lugares quentes e umidos, depositados em
lugares préximos a linha d’agua, e os embrides que estdo dentro dos ovos levam de
2 a 3 dias para se desenvolverem e eclodirem se as condi¢cdes de umidade forem
adequadas. Os embribes podem enfraquecer ou morrer se, neste periodo, 0S ovos
secarem, mas, se durante um determinado periodo for lhes assegurado um perfeito
desenvolvimento, os ovos do mosquito se tornam resistente a dissecacdo e, assim
poderdo sobreviver por periodos que vdo de varios meses a um ano. Isso

representa uma grande barreira para a eliminagédo do mosquito (COSTA, 2001).

Aedes Aegypti oy

Adulto /
=

Figura 1 - Ciclo de vida de mosquitos do Aedes aegypti.

Fonte: Tua Saude (2020)

O periodo larvario, em 6timas condi¢cfes nao ultrapassa a 5(cinco) dias. Esta
€ a fase de alimentacdo e crescimento e depende da temperatura, densidade das
larvas no criatorio e disponibilidade de alimentos. A larva é dividida em torax, cabega

e abdome. Quando em baixa temperatura e falta de alimentos, esta fase pode se
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prolongar por semanas, até se tornarem pupas. A pupa € uma fase sem alimentos e,
além disso, € a fase onde ocorre a transformacédo para o estagio adulto (COSTA,
2001). Para passar da fase do embrido até a fase adulta (ovo, larva e pupa), 0
Aedes aegypti demora em média dez dias. Os mosquitos acasalam no primeiro ou
no segundo dia apds se tornarem adultos. Depois deste acasalamento, as fémeas
passam a se alimentar de sangue, que possui as proteinas necessarias para o
desenvolvimento dos ovos. Costa (2001), afirma que, 24 horas depois de emergir, 0
mosquito pode acasalar, tanto a fémea quanto o macho. O periodo de transmisséo
da dengue ocorre em dois ciclos: primeiro o ciclo intrinseco no homem, e o

extrinseco no vetor.

As doencas transmitidas pelo vetor Aedes aegypti representam um dos
maiores desafios para o bem-estar humano atual e futuro. Nas Udltimas décadas
essas doencas estdo se tornando uma séria preocupacdo de salude para os paises
mais desenvolvidos (HOTEZ, 2008), devido a migracdo dos vetores para areas
antes ndo habitadas em resposta as mudancas climaticas e ao desmatamento.
Assim, insetos que tinham como habitat as florestas migraram e adaptaram-se as
cidades (GONZALEZ et al., 2010). Além disso, o aumento da migracdo humana
internacional e das trocas comerciais promoveram a introducéo acidental de vetores

e/ou patdégenos entre os continentes (ALTIZER et al., 2011).

Existem cerca de 30 virus de maior importancia para a saude publica que sao
transmitidos por mosquitos, sendo a Febre amarela, Chikungunya, dengue e Zika as
principais doencas transmitidas pelos mosquitos do género Aedes, essas ultimas
merecem destaque devido a auséncia de vacinas aprovadas para sua prevencao,
bem como o nimero de recentes surtos virais que acomete a populagédo (SARWAR,
2015).

3.2.1. Dengue

7

A dengue é uma doenca flaviviral, que ocorre principalmente em areas
tropicais e subtropicais. Seus vetores predominantes sdo 0os mosquitos do género
Aedes, capazes de carrear qualquer um dos sorotipos desse virus e transmitir a

doenca através do repasto sanguineo em seres humanos (SHEPARD et al., 2011).




Mesmo ndo contendo tratamento especifico, o mais recomendado é que
ocorra um diagnostico médico, ja que a arbovirose possui quatro tipos de sorotipos,
e apenas com um profissional o tipo sera identificado, pois quando uma pessoa €&
infectada por um sorotipo (a DEN-1, DEN-2, DEN-3 E DEN-4), a mesma adquire
imunidade n&o podendo ser infectado com a mesma cepa viral (MINISTERIO DA
SAUDE, 2019).

A incidéncia da dengue cresceu dramaticamente em todo o mundo nas
ultimas décadas. Esse aumento pode ser atribuido a varios fatores, que incluem o
crescimento da populacdo aliado a urbanizacdo ndo planejada (e consequente
sobrecarga dos sistemas de agua e saneamento), aumento das movimentacdes
nacionais e internacionais, o transporte de mercadorias, tais como pneus, além de
recursos financeiros limitados para implementacdo de medidas eficazes de controle

dos vetores (SIMMONS et al., 2012).

Estudos recentes indicam que ocorrem cerca de 400 milhdes de infeccdes por
dengue/ano e que 3,9 bilhdes de pessoas vivem em areas de risco a infec¢do. Tais
dados fazem desta arbovirose transmitida por mosquitos, a mais difundida, afetando
128 paises em todo o mundo (WHO, 2016; BHATT et al., 2013).

Contudo, esses numeros podem aumentar nos proximos anos, pois 0S
mosquitos vetores que antes habitavam as regides em paises de latitudes tropicais e
subtropicais passaram a ocorrer em regides de latitudes temperadas devido ao
aumento da temperatura mundial (BOWMAN, DONEGAN, MCCALL, 2016).

As infeccBes pelos sorotipos da dengue levam os individuos a quadros
clinicos tanto sintomaticos quanto assintométicos. O periodo de incubacdo pode
variar de 3 -15 dias, iniciando com um quadro de febre aguda e repentina que pode
ser seguida por dor de cabeca, dor retroorbital, dores musculares e articulares e
leucopenia (BACK; LUNDKVIST, 2013).

Diferente das infeccBes provocadas por virus Chikungunya e virus Zika, as
infeccdes por DENV séo categorizadas em 3 tipos dependentes da sua severidade.
Na dengue classica (DF), dos sintomas anteriormente mencionados, estdo
presentes e exacerbados a dor muscular e articular, fazendo com que esta seja

também conhecida com febre quebra ossos. Ja a dengue hemorragica (DHF) é
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caracterizada por um aumento da permeabilidade vascular levando a reducdo do
volume plasmatico e elevacdo do hematdcrito (aumento de 20%), podendo causar

ascite, derrame pleural e trombocitopenia.

3.2.2. Chikungunya

A febre Chikungunya € uma arbovirose causada pelo CHIKV (virus
Chikungunya) pertencente a familia Togaviridae, transmitido através da picada de
fémeas de mosquitos do género Aedes infectadas. Esse virus € tipicamente
encontrado na Africa e Sudeste Asiatico, desde sua descoberta em 1952, tendo

causado vérias epidemias nesses locais. (GALAN-HUERTA et al., 2015).

Os sintomas mais frequentes durante a infeccdo humana sao febre, dor de
cabeca, dor muscular, erupcfes cutaneas e artralgia incapacitante (DUPUIS-
MAGUIRAGA et al., 2012). Tanto que a palavra Chikungunya significa "aqueles que
se dobram"” no dialeto africano Makonde, fazendo referéncia ao efeito da artralgia
incapacitante vista nos pacientes afetados (ENSERINK, 2006).

O virus CHIKV possui dois ciclos de transmissdo distintos: enzootico e
urbano. Na Africa, o primeiro ocorre em hébitats florestais onde mosquitos arbéreos,
principalmente Aedes spp, servem como vetores. As evidéncias apontam o0s
primatas ndo humanos como 0s reservatorios principais e os hospedeiros de
amplificag@o no ciclo enzoo6tico. CHIKV é, por sua vez, capaz de iniciar um ciclo de
transmissao urbano a partir de pessoas que moram préximo a areas enzooticas,
sendo esse dependente apenas de mosquitos Ae. aegypti e/ou Ae. albopictus e
hospedeiros de amplificacdo humana (WEAVER & REISEN, 2010).

Estudos realizados em pacientes infectados durante o surto na ilha La
Réunion (ilha situada no Oceano indico, a leste de Madagascar) indicaram que a
artralgia era bilateral e simétrica em 78,4% dos pacientes, sendo capaz de afetar
principalmente tornozelos, joelhos, maos, pulsos, pés, ombros e cotovelos. A
erupcao cutanea estava presente em 54% dos pacientes, predominantemente no
tronco e nos bracos. O edema periarticular foi relatado em 45% dos pacientes,
afetando os tornozelos em maior proporcdo. Mialgia e cefaleia ocorreram em 72 e

63% dos pacientes, respectivamente. Sinais hemorragicos como gengivorragia e
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epistaxe manifestaram-se em apenas 10,6% dos pacientes (STAIKOWSKY et al.,
2009; THIBERVILLE et al., 2013).

Para essa doenca ainda ndo ha tratamento antiviral especifico. Em virtude
disso, as recomendacfes terapéuticas sao para alivio sintomatico e de suporte,
sendo compostas de repouso e uso de agentes anti-inflamatérios ndo esteroidais
(AINE) em fase aguda e corticoides para aliviar o componente artritico crénico da
doenca. Todavia, este é indicado apds a exclusédo de diagndstico para doengas mais
graves, como a malaria, dengue e infec¢des bacterianas (CAGLIOTI et al., 2013). Na
pendéncia do desenvolvimento da vacina, o controle dos mosquitos vetores €, ainda,
o melhor método disponivel para prevenir a infeccdo por CHIKV aliado a individual
contra picadas de mosquitos.

3.2.3. Zika

O virus Zika (ZIKV) é um arbovirus pertencente aos Flavivirus e o
responsavel por causar a arbovirose que leva o0 mesmo nome. Foi isolado pela
primeira vez em 1947 a partir do soro de macacos Rhesus utilizados como
sentinelas na Floresta Zika (Uganda) durante um estudo sobre a transmissao da
febre amarela. O segundo isolamento foi feito a partir de um pool de mosquitos Ae.
africanus da mesma floresta em 1948 (WEAVER et al.,, 2016). A ocorréncia da
infeccdo em humanos foi inicialmente evidenciada pela presenca de anticorpos
neutralizantes nos soros de residentes da Africa Oriental nas décadas seguintes
(ZANLUCA; DOS SANTOS, 20186).

Desde entéo, ZIKV tem sido descrito como causador de infeccbes humanas
esporadicas na Africa e na Asia. Contudo, em 2007, um surto dessa doenca foi
notificado em Yap Island, Micronésia. Este foi o primeiro surto registrado fora dos
continentes africano e asiatico. No inicio de 2015, o Ministério da Saude do Brasil
confirmou um novo surto junto a transmissdo autéctone de ZIKV no pais. Os
primeiros casos foram identificados na regido Nordeste do pais, onde foram
relatados casos de doenga exantematica associada a febre, conjuntivite e artralgia.
Em 2016, foram notificados casos de zika em mais de 40 paises das América e

Caribe e, em 2017, foi registrado o primeiro caso na Flérida, Estados Unidos,
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retratando a dispersdo da doenca por toda America continental (ZANLUCA et al.,
2015; CAMPOS, BANDEIRA, SARDI, 2015; BAUD et al., 2017).

Assim como ocorre na Chikungunya, a transmissédo do virus Zika se da pela
picada de mosquitos, principalmente do género Aedes, durante o repasto sanguineo
realizado pelas fémeas. Apesar do primeiro vetor documentado para ZIKV ser Ae.
africanus, outras espécies de mosquitos como o Ae. aegypti e Culex
guinquefasciatus ja foram capazes de transmitir esse virus, mostrando que 0s surtos
podem néao estar relacionados apenas aos mosquitos do género Aedes (GUO et al.,
2016).

Um ponto de extrema preocupacdo em saude publica € a associacao desse
virus a ocorréncia de casos de microcefalia em neonatos. Isso se deve a capacidade
do ZIKV em atravessar a barreira transplacentaria e se alojar no sistema nervoso
dos fetos, acarretando ndo apenas microcefalia, como também, problemas de visao,

surdez, artrogripose e disfagias (DUARTE et al., 2017).

Outro ponto alarmante sobre a transmissédo do virus Zika diz respeito a sua
habilidade de se instalar em tecidos imunoprivilegiados, como o0s tecidos
germinativos presente nos testiculos. Tal fato foi corroborado pela presenca desse
virus no sémen de um paciente varias semanas ap0s a fase aguda da doenca,
tornando a Zika um potencial infeccdo sexualmente transmissivel (MUSSO et al.,
2015).

A infeccao pelo virus Zika é caracterizada por manifestacfes clinicas leves e
autolimitadas. Os sintomas variam de assintomaticos a uma doenca semelhante a
dengue, compreendendo erupcdo cutanea maculopapular (regularmente
pruriginosa), febre, artrite ou artralgia, dores de cabeca e conjuntivite ndo purulenta.
Outros sintomas relatados incluem calafrios, astenia, mal-estar, edema das
extremidades, dor retro orbital, vertigem, mialgia, distarbios digestivos,
linfadenopatia cervical, hematiria e hematospermia (ZANLUCA; DOS SANTOS,
2016).

Até o presente momento, a vacina para esse virus esta em fase clinica |I.

Outras estratégias de prevencdo para ZIKV incluem as medidas de controle e
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eliminacdo de focos de reproducao de mosquitos, bem como o uso de repelentes

para protecdo pessoal.

3.3.Controle dos Vetores

Os pesticidas ou inseticidas utilizados, atualmente, podem ser classificados
em 2 grupos: convencionais e alternativos (seletivos). Os inseticidas convencionais
sdo substancias quimicas que pertencem as classes dos organoclorados,
organofosforados, carbamatos e piretroides. Ja os alternativos ou biopesticidas séo
produtos de origem natural que podem ser microrganismos (ex: Bacillus
thuringiensis var. israelenses) ou compostos bioquimicos capazes de induzir a morte
ou retardar o desenvolvimento dos insetos (ex: lectinas, inibidores de proteases)
(TANGTRAKULWANICH; REDDY, 2014).

3.3.1. Inseticidas quimicos

O controle quimico, com inseticidas sintéticos de origem organica ou
inorganica, € uma das metodologias mais adotadas como parte do manejo
sustentavel e integrado para o controle de vetores em Saude Publica. Os inseticidas
pertencentes aos organoclorados, organofosforados e piretroides sdo os mais
utilizados e agem sobre o sistema nervoso dos insetos (BALDACCHINO et al.,

2015).

Os organoclorados séo inseticidas que contém carbono, hidrogénio e cloro.
Sdo classificados em quatro grupos: difenil-alifaticos; hexaclorociclohexanos;
ciclodienos; e policloroterpenos. Esses sdo 0s mais antigos pesticidas quimicos
utilizados. Dentre esses encontra-se o DDT (diclorodifeniltricloroetano), o inseticida
mais notorio do século passado. Esse composto atua sobre os canais de sodio,
causando um desequilibrio no balanco entre os ions sddio e potassio dos axdnios
impedindo a propagac¢édo dos impulsos nervosos em insetos e mamiferos (BRAGA;
VALLE, 2007).

Embora esses tenham sido largamente adotados pelos programas de controle

de mosquitos vetores, tiveram seu uso descontinuado e chegaram, inclusive, a ser
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proibidos em varios paises devido a sua persisténcia no ambiente e ao acimulo em

tecidos do organismo de animais e de humanos (VENIER; HITES, 2014).

Os organofosforados, por sua vez, surgiram para substituir os
organoclorados. Nesse grupo, os compostos possuem fosforo na sua composicéo e
podem ser classificados em trés subgrupos: os alifaticos (ex: malation, vapona e
vidrin), os derivados de fenil (ex: fenitrotion,) e os heterociclicos (ex: clorpirifés,
clorpirifés-metil) (WARE; WHITACRE, 2004).

Esses inseticidas sdo amplamente utilizados em saude publica por
apresentarem muitas vantagens sobre o0s organoclorados, como serem
biodegradaveis e ndo se acumularem nos tecidos. Apresentam, porém, como
principal desvantagem, a instabilidade quimica, o que torna obrigatéria a renovagao
periddica de sua 28 aplicacdo. Além disso, sdo mais toxicos para os vertebrados que
0s organoclorados, mesmo em doses relativamente baixas (WARE; WHITACRE,
2004).

Os organofosforados tém como mecanismo de acdo a ligacdo irreversivel
com a acetilcolinesterase, enzima responsavel pela quebra do neurotransmissor
acetilcolina. O acumulo de acetilcolina na fenda sinaptica impede a interrup¢cédo do
impulso nervoso causando paralisia seguida de morte (PAILAN et al.,, 2015). O
Temefds € um organofosforado, registrado nos EUA em 1965 para utilizacdo em
agricultura e controle de mosquitos, € o uUnico larvicida desse grupo com uso

generalizado no controle de larvas de mosquitos, recomendado pela OMS.

3.3.2. Bioinseticidas

Os bioinseticidas sdo desenvolvidos a partir de organismos vivos que ocorrem
naturalmente, como animais, plantas e microrganismos. Podem controlar insetos-
praga prejudiciais por meio de seu modo de agdo eco-friendly, ou seja, baixa
toxicidade ao ambiente. Os bioinseticidas e o0os seus produtos sao utilizados,
principalmente, para o manejo de pragas prejudiciais as plantas, todavia, podem
também ser empregados no combate de insetos vetores de doencas (MAZID;
KALIDA; RAJKHOWA et al. 2011).
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Eles sdo frequentemente alvo especificos, indbcuos para insetos néo-alvo e
nao causam problemas na qualidade do ar e agua no ambiente. Além disso, 0 uso
desses produtos tem outras vantagens, por exemplo, baixa capacidade de inducéo a
resisténcia das pragas alvo (SENTHIL-NATHAN, 2015).

Esses compostos foram usados nas industrias comerciais, agricolas e
horticolas para reduzir o risco gerado pelos pesticidas quimicos sobre organismos
nado-alvo, por possuirem baixa atividade residual para trabalhadores/aplicadores e

para 0s inimigos naturais (ex: parasitoides e predadores) (KHATER, 2012).

Quando utilizados como constituintes no manejo de insetos e pragas, sua
eficacia pode ser igual aquela dos inseticidas convencionais (quimicos),
particularmente, para culturas como frutas, vegetais, nozes e flores. Ao ponderar o
desempenho de inseticidas sintéticos e a seguranca ambiental, os bioinseticidas
executam de modo eficaz o controle e o surgimento de pragas resistentes
(SENTHIL-NATHAN, 2013).

Ainda, os inseticidas botanicos, resultantes do metabolismo primério ou
secundario das plantas, podem apresentar mecanismos de acao diversos para
também causar a morte dos insetos, pois podem atuar sobre o sistema nervoso
central, dificultando o crescimento e o desenvolvimento e/ou interferindo no
metabolismo celular (CORREA; SALGADO, 2011).

Dentre as moléculas do metabolismo primario de plantas, as proteinas
relacionadas a patogenicidade constituem um arsenal de moléculas capazes de
atuar contra diversos tipos de agentes patogénicos e sao potenciais inseticidas
(LANNOO; VAN DAMME, 2014).

Entre essas proteinas estdo as lectinas, as proteinas inativadoras de
ribossomos (RIPs) e os inibidores de enzimas proteoliticas ou glucosidases. Essas
classes de proteinas estdo frequentemente relacionadas a protecdo de Orgaos e
tecidos reprodutivos contra herbivoria (CARLINI; GROSSIDE-SA, 2002; DANG; VAN
DAMME, 2015).

3.3.3. Larvicidas Naturais
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A acdo larvicida € a capacidade de uma substancia/produto de eliminar
larvas, podendo ser através de microrganismos (origem bioldgica) ou sintetizadas e
extraidas de plantas (origem quimica), sendo que, esta Ultima tem apresentado
grande potencial e objeto de diversos estudos. A diminuigdo nos movimentos das
larvas € um dos primeiros sinais de um produto com potencial larvicida (TORRES et
al., 2014). E mais interessante a eliminacéo larval, principalmente no bloqueio de

transmissao e em pontos estratégicos (BOTTI, 2010).

Nesse contexto, entre os produtos biocidas viaveis para o controle de insetos
e larvas, destacam-se o0s Oleos essenciais extraidos de plantas medicinais
e/aromaticas para o controle e combate de diversos insetos dipteros, como o Ae.
aegypti (PAVELA, 2015).

Esses produtos sintetizam substancias, como metabdlicos secundarios
responsaveis em sua maioria por atividades biolégicas, tais como antimicrobiana,
antitumoral, antioxidante e inseticida (BEZERRA, 2016). Segundo a literatura, os
extratos vegetais, 6leos essenciais e derivados semissintéticos tem potencial toxico
frente a larvas dessa espécie (GOVINDARAJAN, 2011; WARIKOO et al.; FENECH
et al., 2011; DOMINGOS et al.,, 2014; MEIRELES et al., 2016), pois alteram seu
desenvolvimento, ocasionam repeléncia, provocam infertilidade, deformacoes,
mortalidade, oviposigéo, dentre outras (DELETRE et al., 2013; KAMIABI et al., 2013;
PONTUAL et al., 2014; GUERRERO et al., 2020).

Além disso, a resisténcia do mosquito a esses compostos € reduzida, uma
vez que a combinacdo de substancias quimicas obtidas de produtos vegetais pode
acometer mais de um processo fisiolégico e comportamental, quando comparado
com os inseticidas convencionais (NIROUMAND et al., 2016). Ainda mais, ja que sao
obtidos de fontes naturais, biodegradaveis, reduzem os impactos ao ambiente (agua,
ar e solo), o uso dessas substancias para o controle de pragas e insetos torna-se
vantajoso (PERON; FERREIRA, 2012).

Assim, considerando a grande flora brasileira, estudos j& comprovam a agéo
repelente e larvicida de espécies vegetais incluindo os 6leos essenciais. Chaves et
al (2019) constatou que os Oleos essenciais e extratos obtidos das folhas de O.

vulgare L. e O. majorana L. apresentam um bom potencial para o desenvolvimento
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de larvicidas naturais. Assim como, Lima et al (2018), que observou forte agao

larvicida e repelente do 6leo essencial de Siparuna guianensis.

3.4.Plantas Medicinais

A origem do conhecimento do homem sobre as virtudes das plantas
confunde-se com sua prépria histéria. Certamente surgiu, a medida que tentava
suprir suas necessidades basicas, através das casualidades, tentativas e
observacoes, conjunto de fatores que constituem o empirismo. O homem primitivo
dependia fundamentalmente da natureza para a sua sobrevivéncia e utilizou-se
principalmente das plantas medicinais para curar-se. No decorrer de sua evolucao
surgiram novas terapias. Acredita-se que 0 registro mais antigo de todos é o Pen
Ts’ao, de 2800 a.C., escrito pelo herborista chinés Shen Numg, que descreve 0 uso

de centenas de plantas medicinais na cura de varias moléstias (ALMEIDA,2011).

Sao utilizadas as diversas partes da planta, variando de acordo com o tipo de
uso, sendo as mais utilizadas: folhas, frutos, cascas, leite (latex) e sementes
(FENNER et al., 2006). Desse modo, planta medicinal é definida como qualquer
substancia vegetal, que dispde de compostos presentes em seus 0rgdos, 0S quais
podem ser empregados como percussores de drogas semissintéticas ou usados

para fins terapéuticos (OMS,1998).

As plantas representam uma excelente fonte para a busca de novos
compostos, visto que a flora brasileira é altamente diversificada em espécies e ha
uma grande diversidade quimica e estrutural de substancias produzidas. Uma
grande parcela dos farmacos atuais tem ligacdo com plantas medicinais, seja essa
ligacdo direta através do isolamento de moléculas da fonte natural ou indiretamente
como resultado de sintese a partir de moléculas protétipos observados em plantas
(YUNES; PEDROSA; CECHINEL FILHO, 2001; DEVIENNE; RADDI; POZETTI,
2004).

As substancias que estdo presentes nas plantas sdo produzidas pelo seu
metabolismo, os quais podem ser classificados em dois grupos: metabdlitos
primarios e metabdlitos secundarios. Os metabolitos primarios sdo 0s essenciais

para desenvolvimento, crescimento e reproducdo das plantas, sendo utilizados
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geralmente na respiracdo ou fotossintese, estdo diretamente envolvidos no
desenvolvimento, crescimento e/ou reproducdo da planta. JA os metabdlitos
secundarios apresentam importante papel na defesa e protecdo, como também na
comunicacao entre as espécies. Sendo estes, geralmente, os responsaveis pelas
propriedades medicinais e tdxicas encontradas nas plantas (DOURADO, 2006;
PICOLI et al., 2010).

O estudo cientifico de plantas medicinais constitui um dos programas
prioritarios da OMS, desde seu programa Saude para Todos no Ano 2000. Segundo
estimativa da OMS, 80% da populagdo mundial usa principalmente plantas
medicinais tradicionais (populares) para suprir suas necessidades de assisténcia
médica primaria (OMS, 1978). Nos paises desenvolvidos, as drogas de origem
vegetal também desempenham importante papel. Nos Estados Unidos, por exemplo,
25 % de todas as receitas meédicas prescritas entre 1959 e 1980 continham extratos
vegetais ou principios ativos obtidos de plantas superiores (Divisdo Angiospermae).
O Brasil possui competéncia em todas as areas da ciéncia relacionadas com o
estudo de plantas medicinais. As bases legais para a regulamentacéo da fitoterapia

tém sido objeto de diversas resolucdes e portarias (ALMEIDA ,2011).

Em suma o conhecimento sobre plantas medicinais simboliza muitas vezes o
anico recurso terapéutico de muitas comunidades e grupos étnicos. O uso de
plantas no tratamento e na cura de enfermidades € tdo antigo quanto a espécie
humana. Ainda hoje nas regides mais pobres do pais e até mesmo nas grandes
cidades brasileiras, plantas medicinais sdo comercializadas em feiras livres,

mercados populares e encontradas em quintais residenciais. (RADUNZ et al.,2010)

Na regido Amazobnica foram catalogadas em duas comunidades que vivem
nas margens da Baia de Maraj6-PA, 260 plantas entre nativas e cultivadas; 1200
sdo comercializadas no mercado Ver-o-peso, em Belém-PA; outras 242 espécies
séo cultivadas em quintais residenciais, em Belém. As observac¢des populares sobre
0 uso e a eficacia de plantas medicinais contribuem de forma relevante para a
divulgacao das virtudes terapéuticas dos vegetais, prescritos com frequéncia, pelos
efeitos medicinais que produzem, apesar de ndo terem seus constituintes quimicos
conhecidos. Assim, usuérios de plantas medicinais de todo o mundo, mantém em

voga a pratica do consumo de fitoterapicos, tornando vélidas informagfes
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terapéuticas que foram sendo acumuladas durante séculos. De maneira indireta,
este tipo de cultura medicinal desperta o interesse de pesquisadores em estudos
envolvendo areas multidisciplinares que juntas enriguecem o0s conhecimentos sobre

a inesgotavel fonte medicinal natural: a flora mundial (RADUNZ et al.,2010).

Segundo a regulamentacéo, para a utilizacado de plantas para fins medicinais
ha necessidade do conhecimento completo da planta afim de comprovar seu
potencial, bem como a determinacdo de sua toxicidade, através de testes de
toxicidade. O uso exagerado e inconsciente dessas plantas pode gerar danos ao
organismo, assim, € indispensavel estudos farmacol6gicos para certificar as
propriedades dessas espécies (SOUZA-MOREIRA; SALGADO; PIETRO, 2010).

No Brasil varias pesquisas etnofarmacologicas e etnobotanicas tém revelado
grandes potenciais medicinais de plantas, e que 0 uso nédo é téxico ao organismo.
Plantas das familias Lamiaceae, Asteraceae, Fabaceae, Euphorbiaceae e
Myrtaceae. Sendo identificadas substancias com propriedade antimicrobiana
(PIMENTA et al., 2019), repelente (SILVA, et al., 2019), antitumoral (NUNEZ et al.,
2018), antiparasitaria (PEREIRA et al., 2019), antioxidante (SILVA et al., 2017),
antidiarreica (SILVA et al., 2016), leishmanicida (DA SILVA et al., 2018), entre

outras.

No que se refere ao potencial larvicida e inseticida de substancias botanicas,
h& as piretrinas, nicotina, cevadina, veratridina, rianodina, bioinseticidas volateis,
dente outros. Sendo esses Ultimos, representados geralmente, pelos Oleos
essenciais presentes em plantas aroméaticas (CORREA; SALGADO, 2011). Esses
Oleos sao seletivos, ndo-toxicos, biodegradaveis e alguns produzem efeito sobre o
organismo alvo, tornando-os importante recurso natural inseticida (SRITABUTRA;
SOONWERA, 2013).

Assim, segundo Silva et al (2008), inseticidas a base de plantas normalmente
ndo sao toxicos ao organismo nao-alvo, atuam nas diferentes fases do ciclo
evolutivo do mosquito, interferindo seu crescimento e reproducdo, além de ser
disponivel na grande parte do mundo que é endémica por doencas causadas por

mosquitos.

3.5.0leos essenciais
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3.5.1. Conceitos

Os 6leos essenciais também chamados de 6leos etéreos, esséncias ou 6leos
volateis, sdo uma mistura complexa de substancias quimicas, provenientes de
compostos aromaticos, que conferem aroma forte e caracteristicas oleosas,
encontrados nas plantas (MENEZES et al., 2017). Por meio da filogenética, afirma-
se que 0s Oleos essenciais sdo encontrados em sua maioria has angiospermas
eudicotiledbneas, ocorrendo principalmente nas familias Asteraceae, Myrtaceae,
Rutaceae, Lamiaceae, dentre outras. Sao detectados também nas
monocotiledéneas, mas, de forma menos abundante e limitadas as familias Poaceae
e Zingiberaceae (SIMOES et al., 2016).

Possuem estruturas secretoras, como as células parenquimaticas, bolsas
especializadas ou canais oleiferos, localizadas em toda a planta ou em areas
especificas. Assim, os OEs podem ser extraidos de diferentes partes das plantas,
como folhas, flores, caules, frutos, raizes e cascas. Conforme a parte da planta o OE
for extraido, a composicdo quimica, caracteristicas odoriferas e fisico-quimicas
podem variar, sendo totalmente diferentes para cada parte do mesmo vegetal. Isso
pode ocorrer por conta da variabilidade genética, fatores ambientais, idade das

folhas, modo de extracéo e analise do 6leo (SOUSA et al., 2015).

A extracdo dos OEs de plantas pode ser por meio de destilacdo, prensagem
do pericarpo de frutos, hidrodestilacdo, por arraste a vapor, extracdo por enfloracao,
destilacdo seco ou por processo mecanico, extracdo por CO:z supercritico e por
solventes orgéanicos apolares (MORAIS, 2009; SOUSA et al., 2015; NIETO, 2017). O
rendimento de extracdo pode variar conforme o tipo de planta, a temperatura,
horario de colheita, composi¢céo da planta, método de extracao, inclusive a interacéao
do 6leo essencial com o solvente (RIOS & RECIO, 2005; YUSOFF et al., 2011;
BARROS, ASSIS, MENDES, 2014).

3.5.2. Constituintes quimicos

A composi¢cdo quimica dos OE’s € bem complexa, pois apresenta grande
variedade de substancias que podem ser identificadas como hidrocarbonetos

terpénicos, cetonas, alcodis simples e terpénicos, ésteres, aldeidos, acidos
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organicos, fendis, 6xidos, cumarinas, peréxidos, furanos, lactonas, entre outros. Os
compostos majoritarios sdo encontrados em maior quantidade, ja 0s componentes
tracos sao identificados em menor quantidade (CHOUHAN; SHARMA; GULERIA,
2017).

Determinados 6leos exibem mais de 60 substancias quimicas diferentes,
sendo que 0s compostos majoritarios representam cerca de 80% da composi¢cao
total, responséaveis pelas propriedades biolégicas dos 6leos essenciais (BARBOSA,
2010). Em estudo de Souza et al. (2016), por exemplo, foram encontrados trés
compostos majoritarios na canela (Cinnamomum cassia), dos quais 84,52% de E-
cinamaldeido, seguido de 8,79% de (E)-o-metoxicinamaldeido e 1,44% de acetato
de E-cinamila.

Apesar disso, segundo a literatura, grandes concentracdes de uma substancia
guimica ndo apontam de modo proporcional a amplitude de seu potencial (GALINDO
et al., 2010). Essa declaracao corrobora com Milezzi et al. (2014), ao afirmar que a
acdo dos OEs pode ocorrer em razdo da acao sinérgica com diversos outros
compostos, sendo que seus constituintes quimicos podem ser encontrados em

menores conce ntra(;c“)es.

A cromatografia € a técnica analitica disponivel mais utilizada para a
determinacdo e separacdo de compostos volateis ou volatizaveis, com
caracteristicas fisico-quimicas muito semelhantes em substancias complexas, como
os OEs Essa técnica consiste em aquecimento da amostra em um cromatografo,
sendo os compostos da amostra eluidos, enviando um sinal elétrico registrados sob
a forma de gréficos, através de picos (PENTEADO et al., 2008).

3.5.3. Aplicacdes

O uso de Oleos essenciais € muito expandido, sendo utilizados desde o século
XVI pelas antigas civilizagdes por meio de ervas como modo terapéutico e de
protecdo alimentar. Algumas especiarias eram empregadas em muitos paises para
fins medicinais ou para manter as caracteristicas de alimentos durante seu
armazenamento, em regides de clima quente. No Egito, por exemplo, utilizavam as
especiarias para conservacdo de corpos apés a morte (BUSATTA, 2006;
MENDONGCA, 2004; TRAJANO et al., 2009).
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Ja4 no século XXI, sdo utilizados nas industrias alimenticia, cosmeética,
perfumaria e principalmente farmacéutica, para producdo de farmacos. Sé&o
aplicados especialmente como aromas, fixadores de fragrancias, fragrancias, em
composi¢cdes farmacéuticas e orais, gerando compostos puros como o limoneno,
citral, eugenol, safrol e mentol (BIZZO; HOVELL; REZENDE, 2009).

Os 6leos essenciais configuram uma alternativa viavel em diversas pesquisas
relacionadas a substancias vegetais. Suas aplicacdes incluem usos como
antimicrobiano, larvicida, analgésico, anti-inflamatoria, anticancer, antioxidante,
antiasmatico, além ser utilizado para o tratamento de parasitoses (GAUTAM,
MANTHA, MITTAL, 2014).

Uma enorme quantidade de espécies vegetais sdo produtoras de Oleos
essenciais e sdo varias as que apresentam propriedades biolégicas (CHOUHAN;
SHARMA; GULERIA, 2017). Dessa forma, de acordo com esta pesquisa, a Tabela 1
apresenta diversos estudos relacionados ao potencial larvicida de Oleos essenciais.
Devido a esse potencial o uso de OE € uma alternativa para producdo e uso de

fitoterapicos no combate a mosquitos patogénicos.
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Tabela 1 - Oleos essenciais de plantas medicinais coletadas no Brasil com potencial larvicida relatado

Espécie

Vanillosmopsis arborea B.

Zingiber officinale Roscoe

Lippia alba

Myrcia sylvatica (G. Mey) D.C.

Piper hispidum

Eugenia calycina

Hymenaea courbaril L.

Alpinia zerumbet

Piper capitarianum Yunck

Compostos majoritarios
Alfa-bisabolol
a-zingibereno, geranial, nerolidol
Carvona, Limoneno
(E)-cariofileno
y-terpineno,a-terpineno,terpinoleno

Biciclogermacreno, espatulenol,3-cariofileno

Germacreno-D, (Z)-B-cariofileno, Oxido de cariofileno, a-

copaeno

B-cariofileno,
B-mirceno,

a-humuleno

Referéncia
(FURTADO et al., 2005)
(GOMES et al., 2016)
(SILVA et al., 2019)
(ROSA et al., 2016)
(GOMES et al., 2020)

(SILVA et al., 2018)

(EVERTON et al., 2020)

(JUNIOR et al., 2020)

(FRANCA et al., 2015)
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Tabela 1 (cont.)-Oleos essenciais de plantas medicinais coletadas no Brasil com potencial larvicida relatado

Espécie

Pimenta dioica Lindl

Ruta graveolens
L.

Hyptis suaveolens (L.) Poit

Cedrus atlantica

Melaleuca alternifolia

Origanum majorana L. e Origanum

vulgare L.

Peumus boldus

Melaleuca alternifolia

Compostos majoritarios

Eugenol,
chavicol,
mirceno
2-nonona,
2-decanona,
2-undecanona,

2-dodecanona
1,8 — cineol

a-himachalene,
B-cariofileno,

a-cidrene
terpinen-4-ol

Pulegona,

y-terpinene

Ascaridol, 1,8-cineol, y-terpineno, isoascaridol

terpinen-4-ol

Referéncia

(MARTINS et al., 2020)

(ORLANDA, 2021)

(SILVA et al., 2017)

(PORTO et al., 2016)

(PIRES et al.,2019)

(CHAVES et al., 2019)

(LOPES et al., 2020)

(GRANDO et al., 2015)
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Apesar da grande diversidade e vantagens sobre o uso de OFE’s, esses
bioprodutos podem ser instaveis a acdes externas, como a oxidacéo, alteracdo de
ph, volatilidade e exposicdo solar, interferindo diretamente no seu potencial biologico
(CARVALHO, ESTEVINHO e SANTOS, 2016).Dessa forma, diversos pesquisadores
tem aplicado as diferentes técnicas da nanotecnologia de compostos naturais com o
intuito de aumentar o tempo de acédo desses 6leos, melhorar a estabilidade quimica
e reduzir a volatilizacdo, potencializando as propriedades biolégicas dessas
substancias (SILVA et al., 2019).

3.6.Nanotecnologia

A nanotecnologia fundamenta-se em uma area multidisciplinar com estruturas
com tamanhos entre 1 a 1000 nandmetros, com capacidade de manipular,
caracterizar e ordenar materiais em escala atdmica, molecular e supramolecular.
Essa nova ciéncia se aplica a diversos setores da pesquisa, de mercado e da
engenharia de materiais, além de poder exibir potenciais quimicos, fisico-quimicos e
comportamentais diferenciados daqueles com estruturas maiores (CAMPOS, et al.,
2015). Segundo Zanetti-Ramos e Creczynski-Pasa (2008) a nanotecnologia é um
dos setores da ciéncia que mais crescem atualmente, por gerar interesse de
grandes paises industrializados e desenvolvidos como os Estados Unidos,

Alemanha e Japao.

Os sistemas nanoestruturados, como 0s nanoprodutos ou nanomateriais
exibem indmeras vantagens relacionadas a maior poder de penetracdo e/ou
absorcao, obtencado da estabilidade cinética, maior biodisponibilidade, caracteristicas
organolépticas favoraveis, liberacdo controlada de farmacos e o aumento da
solubilidade em agua para substancias pouco soluveis (IRACHE et al.,, 2011,
SIDONIOP, 2017).

Diante da necessidade de farmacos que apresentem mais vantagens, como
menor toxicidade, efeitos colaterais e doses menores, além de baixo impacto
ambiental, a nanotecnologia se aplica como uma boa alternativa para o
desenvolvimento de medicamentos, sobretudo quanto a liberacdo controlada da
droga. A protecao do farmaco no sistema terapéutico frente possiveis instabilidades

no organismo, mantendo seus niveis plasmaticos em concentracdes constantes, sao

26




uma das vantagens que 0s nanossistemas proporcionam (SANCHES & STULZER,
2010).

O desenvolvimento de produtos farmacéuticos em escala nanométrica
compreende a utilizacdo de técnicas e estruturas com tamanhos e formas
controladas (ASSUNCAO,2016). Dessa forma, as nanoemulsdes (NE’s), por
exemplo, sdo muito empregadas como veiculos nas industrias de farmacos,
cosméticos e alimentos. Dentre seus beneficios, utilizam substancias tanto
hidrofilicas quanto lipofilicas na mesma formulacdo, permitindo o controle dessas

substancias para as vias a que se destinam (ZIBETTI, 2016).

As nanoemulsdes sao constituidas por duas fases imisciveis, constituindo um
sistema coloidal, sendo uma dispersa na outra, em escala nanométrica. Sao
sistemas compostos por agua (fase aquosa) e tensoativo (surfactante), além de
Oleos essenciais, oleoes vegetais, extratos vegetais (fase oleosa), sendo necesséria
a estabilidade dessas fases para a obtencao de formulacoes homogéneas e estaveis
(OSTERTAG et al., 2012).

Os compostos tensoativos ou surfactantes, sdo moléculas que apresentam
comportamento anfifilico, ou seja, tem afinidade tanto com substancias polares
guanto apolares, sdo adsorvidas na interface ar-agua, e podem durando o processo
de emulsificacdo, prevenir casos de instabilidade e, portanto, uma possivel
separacao de fases (LOCHHEAD, 1994).

As emulsdes simples sdo dispersdes coloidais que podem ser classificadas
em O/A, quando as goticulas da fase oleosa estéo dissipadas em uma fase continua
aquosa; ou em A/O, quando as goticulas da fase aquosa estdo dissipadas na fase
oleosa (SHAH, BHALODIA e SHELAT, 2010).

Quanto ao tamanho das NE’s, encontram-se em uma escala de variacao
entre 20 a 500nm, embora alguns autores também citam uma variacdo até 1000nm.
A granulometria tem influéncia na aparéncia desses sistemas, podendo ser
transltcidos quando exibem tamanho menor que 200nm e de aparéncia leitosa com
granulometria acima de 200nm. As nanoemulsdes sao estaveis, por um logo periodo
de tempo, ou seja, possuem caracteristicas cinéticas. O tamanho pequeno das

goticulas impossibilita a deformacédo, reduzindo ainda mais a instabilidade por
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coalescéncia (FORGIARINI el al., 2001; FERNANDEZ et al., 2004; TADROS et al.,
2004; CAPEK, 2004).

Para a obtencdo das nanoemulsdes sao utilizados métodos de alta energia
(aparelhos mecanicos) ou baixa energia (potencial quimico dos componentes), pois
ndo podem ser formatadas espontaneamente. Em relacdo ao uso das técnicas de
alta energia, utilizam geradores de ultrassom ou homogeneizadores de alta presséo,
para promover taxa de cisalhamento capaz de alterar a particula. Ja para as
técnicas de baixa energia geralmente utilizam o método da temperatura por inversao
de fases e de emulsificacdo espontanea, o que torna o método mais vantajoso e de
facil manuseio (KOURNIATIS; SPINELLI; MANSUR, 2010; HOLKEM et al., 2015).

Em relagdo as emulsbes convencionais, as nanoemulsbes permitem utilizar
doses menores de compostos ativos, em razdo do aumento da superficie de contato.
Dessa forma, essa tecnologia estd cada vez mais sendo utilizada na encapsulacéo,
protecdo e libertacdo de ingredientes lipofilicos minimamente processados. Além
disso, outros autores verificaram um potencial biologico alto em nanoemulsées com
Oleos essenciais (ACEVEDO-FANI et al., 2015).

Duarte et al. (2015) avaliaram o potencial larvicida do 6leo essencial de
Rosmarinus officinalis L.(alecrim) em nanoemulsdo frente as larvas de Aedes
aegypti, demonstrando que a aplicacdo do 6leo essencial de alecrim desta forma é
estratégia promissora e eficaz no controle larvicida. Balasubramani et al. (2017)
avaliaram os potenciais antioxidantes, antimicrobiano e larvicida das folhas de Vitex
negundo L. usando Polissorbato80, comprovando a eficacia do 6leo essencial em
formulacdes de nanoemulsdo, nas diferentes atividades biolégicas. Logo, estes
estudos indicam que as nanoemulsdes de 6leos essenciais sdo adequadas para
serem incorporadas em formulacdes biologicas, incluindo a administracdo de

farmacos, bem como o controle de vetores de mosquitos transmissores de doencas.

3.7.Salvia officinalis L.
A Salvia officinalis (Figura 2), popularmente conhecida por Salvia, Erva-
sagrada, Chéa-da-franca, Cha-da-grécia, salva-de-boticas entre outras, € uma das
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plantas arométicas pertencente a familia Lamiaceae, sendo uma planta subarbustiva
muito ramificada atingindo entre 50 e 80 cm de altura (LORENZI; MATOS, 2002).

_— 7‘4—
» 9

2 ‘ T

Figura 2 - Flores e folhas de Salvia officinalis L.

Fonte: Tua Saude (2020)

Possui folhas verde-acinzentadas, oval-lanceoladas e largas, e flores
vermelhas agrupadas em espiga. Trata-se de uma erva perene que se adapta
melhor aos solos argilo-arenosos ricos e Umidos, necessitando de iluminacao plena.
Tem preferéncia por clima subtropical seco, seu plantio € feito diretamente no campo
por sementes, estacas ou divisdo de touceiras com espacamento 0,4 x 0,7 m. S&ao
utilizadas as folhas e sumidades floridas (CORREA; BATISTA; QUINTAS, 2003).

7

A Salvia officinalis € uma planta com propriedades condimentares e
medicinais, encontrada em varios lugares do mundo. E bastante utilizada em
tratamento medicinal devido as suas propriedades dermatologicas (HASANEIN;
FELEHGARI; EMAMJOMED, 2016). Além de tratamento por sua propriedade
antiinflamatoria, cicatrizante e digestiva. E usada normalmente a parte das folhagens
e das flores para a extracdo do 6leo essencial, na utilizacdo de inUmeras funcbes
(TABELA 2).

O OE de salvia (Salvia officinalis L.), conforme relatos presentes na literatura,

possui composi¢cdo quimica conhecida determinada por cromatografia gasosa
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acoplada a espectrometria de massa (CG-EM) e mostra agéo ativa para o controle
alternativo de organismos patogénicos (TABELA 3). No entanto, ha caréncia de
estudos relacionados a composi¢cdo quimica e o potencial de acéo, apesar de varias
pesquisas sobre as propriedades de OE’s. Assim, esse caso refor¢ca a importancia
de estudos sobre a acdo de substancias extraidas de plantas (MIRANDA et al.,
2015).

Nesse contexto, as folhas séo utilizadas na maioria dos estudos relacionados
a essa planta, pois quando colhidas pouco antes da floracdo, encontra-se a maior
concentracdo do 6leo essencial. Seu rendimento por destilagdo por arraste a vapor
esta em torno de 0,3%. O 6leo essencial é composto por a e 3 tuyonas (35 — 60%),
a-terpineol (0,1 — 9%), linalol (0,5 — 12%), oxido de cariofileno (1,1%), &-tyerpineol,
1,8-cineol, a-pineno, mirceno, canfeno, limoneno, ocimento, alo-ocimento, p-
canfeno, aromadendreno, B-cariofileno, ahumuleno, a-maalieno, a-carocaleno, B-
copaeno, isovalerianto de metila, alcanfor, acetato de sabinol e acetato de linalol.
Encontra-se ainda nesta planta flavondides, taninos, proteinas entre outras
(ALONSO, 2004).

A Salvia officinalis investigada neste estudo, € explorada por apresentar
diversos compostos ativos eficazes frente a uma variedade de vetores de mosquitos
(RAMOS et al., 2017; GIATROPOULOS et al., 2018; GOVINDARAJAN et al., 2016).
Entretanto, h&d poucos estudos sobre o potencial larvicida dessa espécie, e além
disso, ainda n&o foram feitas investigagbes sobre os efeitos larvicidas de

nanoemulsdes (O/A) dessa planta, ressaltando a importancia deste estudo.
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Tabela 2 - Potenciais biol6gicos da Salvia officinalis

Potencial bioldgico Bioproduto Referéncia
Antiinflamatério Extrato etanoico (MELO, 2016)
Antiinflamatério Extrato hidroetandlico (KARIMZADEH& FARAHPOUR, 2017)
Antiinflamatorio Extrato (KOLAC et al., 2017)

Antifangico Oleo essencial e Extrato (PANSERA et al., 2013)
Antifungico Oleo essencial (DE SOUZA et al., 2020)
Antiangiogénico Extrato etanoico (KESHAVARZ et al., 2010)
Antioxidante Extrato hidroalcéolico (ALMEIDA et a., 2014)
Antioxidante Extratos (SILVA et al., 2016)
Antioxidante Extratos (MARTINS et al., 2015)
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Potencial biolégico

Antioxidante

Antimicrobiano

Antimicrobiano

Antimicrobiano

Antitumoral

Citotoxico

Fitotoxico

Hipoglicemiante

Hipoglicemiante

Inseticida e repelente

Bioproduto

Extrato metanoico

Oleo essencial

Oleo essencial

Extrato etanoico

Extrato hidroalcéolico e aquoso

Oleo essencial

Extratos

Oleo essencial

Extrato metandlico

Oleo essencial

Tabela 2 (cont.) - Potenciais biolégicos da Salvia officinalis

Referéncia

(HARE et al., 2021)

(CORDEIRO, 2013)

(NETO&BORTOLANZA, 2016)

(ALMEIDA et al., 2019)

(GARCIA, 2015)

(LOIZZO et al., 2007)

(SILVA et al., 2016)

(MORADABADI, KOUHSARI&SANI,2013)

(BEN KHEDHER et al., 2018)

(SCARIOT et al., 2016)
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Tabela 3 - Potenciais bioldgicos dos metabdlicos secundarios da Salvia officinalis.

Metabolico secundario

Potencial bioldgico

Referéncia

e Antimicrobiano

(SILVA, 2019)

Esteroides e Antioxidante (AGUIAR et al., 2022)
¢ Antimicrobiano
Glicosideos e |nseticida (CAIANA et al., 2019)

e Antialérgico

e Antifungico

(EL MALAH et al., 2020)

Glicosideos cardiacos

Flavondides

Saponinas

e Anti-inflamatério
e Antiviral
Insuficiéncia cardiaca
e Antioxidante
e Antimicrobiano
e Anti-inflamatério
e Inseticida
e Antimicrobiano
e Hemolitica

e Antiparasitario

(SOUZA E SOUZA et al., 2021)
(CAOHUY et al., 2021)
(KLOSS et al., 2016)

(CCANA-CCAPATINTA et al., 2020)
(JUNIOR et al., 2022)
(DUQUE, 2021)

(DE MELO BURGER et al., 2021)

(SA FILHO,2022)
(DONG et al., 2020)
(CASTRO et al., 2020)
(DE AMORIM et al., 2020)
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e Antioxidante
e Anti-inflamatério
Fénois e Antitumoral
e Antifingico

e Antimicrobiano

(BARROS et al., 2021)
(RONDON MEDINA et al., 2022)
(FERREIRA et al., 2021)
(DURAN & MANCHENO, 2021)
(RODRIGUEZ CEPEDA & ALVAREZ SUAREZ,

2021)
e Antibacteriano (MAIA,2021)
Taninos e Antioxidante (SILUPU et al., 2021)
e Antifingico (LIMA,2021)
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4. METODOLOGIA

4.1.0Obtencdo do material vegetal

A obtencéo das folhas secas de Salvia officinalis utilizadas nesta pesquisa foi
realizada em janeiro a maio de 2021. A espécie vegetal foi transportada para o
Laboratério de Pesquisa e Aplicacdo de Oleos Essenciais (LOEPAV/UFMA), onde
as folhas foram pesadas, trituradas e armazenadas para a extracdo do Oleo

essencial do vegetal.

4.2. Perfil Fitoquimico

Para analise do perfil fitoquimico do material vegetal in natura, foram
preparados extratos hidroalcoolicos, empregando-se o0 processo de maceragao
(HARBORNE, 1998). Os extratos hidroalcodlicos obtidos foram submetidos a testes
quimicos na metodologia apresentada por Matos (2009) para identificacdo das
classes organicas de metabdlitos secundarios: esteroides, alcaloides, flavonoides,

glicosideos, saponinas, fendis, taninos e glicosideos cardiacos.

4.3.Extracao dos Oleos essenciais

Para extragdo dos Oleos essenciais foi utilizada a técnica de hidrodestilagdo
com um extrator de Clevenger de vidro acoplado a um baldo de fundo redondo
acondicionado em manta elétrica como fonte geradora de calor, utilizando-se agua
destilada como solvente (1:10). A hidrodestilagdo foi conduzida a 100°C por 3h
recolhendo-se o 6leo essencial extraido, sendo seco por percolagdo com sulfato de
sodio anidro (Na2S0a4) e centrifugado. As amostras foram armazenadas em ampolas

de vidro ambar sob refrigeracéo a 4°C.

4.4. Analises fisico-quimicas

As analises fisico-quimicas seguiram os padrdes da Farmacopeia Brasileira

(2019). Posteriormente sendo submetido as analises.
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4.5.Caracterizacdo quimica dos 6leos essenciais

Os 6dleos essenciais de Salvia officinalis foram caracterizados quimicamente
por Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (CG/EM).As
analises dos Oleos essenciais foram realizadas em um Cromatografo a Gas (CG-
2010) acoplado ao Espectrometro de Massas (CG-EM QP2010 Plus), ambos da
Shimadzu, utilizando coluna capilar DB-5MS (30m x 0,25mm x 0,25um). O fluxo do
gas de arraste, Hélio numa velocidade linear de 39.5 cm/sec e fluxo da coluna 1,0
mL/min, razdo de Split 1/100. A programacédo do forno foi de 45 °C por 4 min com
rampa de aquecimento de 10 °C/min até 180 °C, permanecendo por 7 min,
aquecendo a 250 °C, com rampa de 8 °C/min, permanecendo 3 min até o final da
corrida. A temperatura do injetor e da fonte de ions de 250 °C e 200 °C,
respectivamente. Tempo de Corrida 36.25 min. MS - Modo de Aquisicéo: Full Scan,
Intervalo de Scan 0,30seg, Faixa de Massa: 35 — 500 a.m.u, Tempo de Aquisicao:
3.5 a 36,25 min.

A identificacdo foi realizada por normalizacdo das areas dos picos, e a
identificacdo através da Biblioteca do Equipamento NISTO08 (National Institute of

Standards and Technology).

4.6.Toxicidade

Para a avaliagdo da letalidade de Artemia salina Leach foi utilizada a
metodologia descrita por Meyer et al. (1982). Inicialmente, preparou-se uma solugao
salina estoque de cada 6leo essencial na concentracédo de 10.000 mg L de Tween
80 (tensoativo). Aliquotas de 5, 50 e 500 uL desta foram transferidas para tubos de
ensaio e completados com solucdo salina ja preparadas anteriormente até 5 mL,
obtendo-se no final concentracdes de 10, 100 e 1000 mg L, respectivamente.
Todos os ensaios foram realizados em triplicatas, onde dez larvas na fase nauplio

foram transferidas para cada um dos tubos de ensaio.

Para o branco utilizou-se 5 mL da solucdo salina, para o controle positivo
K2Cr207 e para o controle negativo 5 mL de uma solugcdo 4 mg L' de Tween 80.
ApG6s 24 horas de exposicdo, foi realizada a contagem das larvas vivas,
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considerando-se mortas aquelas que ndo se movimentam durante a observacao e
nem com a leve agitacdo do frasco. A Concentracdo Letal 50% (CLso) para cada
Oleos essenciais foi calculada com base no método de Reed&Muench (1938), com
classificacdo da toxicidade pelo critério de Dolabela (1997).

4.7.Conteudo fendlico total (CFT)

A determinacdo dos compostos fendlicos totais do 6leo essencial foi realizada
com adaptacdo do método de Folin-Ciocalteu (WATERHOUSE, 2002). Utilizou-se 5
mg do 6leo essencial diluido em 1 mL de etanol. A esta solucéo foi adicionado 7 mL
de agua destilada, 800 uyL do reagente Folin-Ciocalteu e 2,0 mL de carbonato de
soédio a 20%. Apo6s duas horas foi realizada a leitura em espectrofotémetro UV-VIS

em comprimento de 760 nm. A curva padréo foi expressa em mg L-*de acido tanico.

4.8. Atividade antioxidante

A atividade antioxidante foi feita pelo método espectrofotométrico de
eliminacdo de radicais hidroxila do acido salicilico conforme os métodos descritos
por Smirnoff &Cumbes (1989) e Sundarajan & Koduru (2016).

A nanoemulséo e os 6leos essenciais em diferentes concentracdes de 10-500
mg L foram dissolvidos em DMSO 0,2% e agua destilada, respectivamente. Foram
adicionadas a essas concentracdes 1 mL de &cido salicilico (9 mM),1 mL de sulfato
ferroso (9 mM) e 1 mL de perdxido de hidrogénio (9 mM). Utilizou-se &cido ascorbico
como padréao positivo. A mistura reacional foi incubada durante 60 min a 37 °C em
banho-maria; apés a incubacédo, a absorbancia das misturas foi medida a 510 nm

usando um espectrofotdmetro UV/VIS e a CEso calculada.

4.9.Preparo das nanoemulsdes (O/A)

O preparo das nanoemulsdes (O/A) foi realizado apos a extracdo dos 6leos
essenciais, de acordo com as metodologias adaptadas descritas por Lima et al.,
(2020) e Sugumar et al., (2014), através do método de baixa energia de inverséo de

fases. As nanoemulsdes foram formuladas com 6leo essencial, surfactante ndo
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ibnico e agua (Tabela 3). A homogeneizacdo final foi finalizada mantendo a
formulacdo em agitacdo constante a 6000 rpm, até atingir a reducdo da temperatura
para 25 °C + 2 °C. Para comprovar a estabilidade, as formula¢des foram submetidas
a diferentes testes de estresse: centrifugacéo, ciclo de aquecimento-resfriamento e
estresse de congelamento-descongelamento, de acordo com a metodologia descrita
por Shafiq et al. (2007).

Tabela 5 - Formula¢des de nanoemulsdes para 6leo essencial de Salvia officinalis

Identificacéo Oleo essencial (S. officinalis) Tween 20 H20
NOEL 5% 5% 90%
N O/E 2 5% 10% 85%
N O/E 3 5% 15% 80%

4.10. Caracterizagcao das nanoemulsdes

A distribuicdo do tamanho das goticulas (andlise por volume) e indice de
polidispersidade (PDI) das formulagcbes das nanoemulsbes foram determinadas
usando um analisador de tamanho de particula 90 Plus (SUGUMAR et al., 2014, p.
395).

4.11. Atividade larvicida

Os ovos foram coletados em S&o Luis/ MA, através de armadilhas
denominadas ovitrampas. Estas consistem de baldes marrons (500 mL), de
polietileno, com 1 mL de levedura de cerveja e 300 mL de agua corrente e inserida
duas palhetas de Eucatex para a ovoposicdo do mosquito. As armadilhas foram
inspecionadas semanalmente para a substituicdo das palhetas e recolhimento dos
ovos e encaminhados para o Laboratério de Pesquisa e Aplicacio de Oleos
Essenciais (LOEPAV/UFMA) do Pavilhdo Tecnologico da Universidade Federal do
Maranh&o — UFMA.
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Inicialmente, colocou-se os ovos do Aedes aegypti para eclodir a temperatura
ambiente em um aquério circular de vidro contendo agua mineral. A identificacdo da
espécie seguiu a metodologia proposta por Forattini (1962), apdés uma série de
coletas de ovos, para obtencdo da espécie em estudo. As larvas obtidas sdo
alimentadas com racdo de gato conforme a metodologia de Silva et al., (1995) até

atingirem o terceiro e quarto estadio, idade em que foram feitos os experimentos.

Os ensaios para atividade larvicida foram realizados de acordo com a
metodologia adaptada proposta por Silva et al., (2006). Inicialmente, foi preparada
uma solucédo méae de 100 mg L de cada um dos 6leos essenciais sendo diluidas em
solucdo de DMSO 2% e nanoemulsdes (isenta de diluicdo). Desta solucgao,
preparou-se cinco diluicdes nas concentragbes 1,0-90,0 mg LI A cada

concentracdo foram adicionadas 10 larvas na propor¢cao 1 mL por larva.

Todos os testes foram realizados em triplicatas e como controle negativo foi
utilizado uma solucao formada de DMSO 2%, e como controle positivo, uma solucéao
de etanol (P.A) 70% v/v. ApGs 24h realizou-se a contagem de vivas e mortas, sendo
consideradas mortas, as larvas que ndo reagem ao toque apo6s 24 horas do inicio do
experimento. Para quantificagdo da eficiéncia dos 6leos essenciais e nanoemulsdes
foi aplicado o teste estatistico de Probit (FINNEY, 1952) e classificacdo da agao por
Cheng et al., (2003).
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ARBOVIROSES AND ESSENTIAL OILS IN THE LARVICIDAL
CONTROL OF Aedes aegypti: A LITERATURE REVIEW

1. Introduction

Arboviruses have arboviruses as etiological agents, and these
arboviruses (Arthropod-borne viruses) are viruses that have part of
their replication cycle occurring in insects. They are transmitted and
spread to other species of mammals, reptiles, birds and amphibians
through arthropod vectors that include insects and arachnids such

as mosquitoes, sandflies (gunpowder), ticks, nits and mites (RUST,

2012; SEGONDY, 2016). ; CAMPOS et al., 2018).

This transfer occurs when the virus passes to the arthropod from the
consumption of blood in a contaminated host, being introduced in
another in the same way through the bite, due to the ability of the
viruses to replicate in the vectors, called horizontal transmission or
the from vertical transmission, which consists of the proliferation
and contamination of the rest of the offspring from an infected
female vector (RUST,2012; LOPES; NOZAWA; LINHARES, 2014;
WEAVER & REISEN,2010; CAMPOS et al.,2018). There is a wide

variety of arbovirus species that have been conquering more and
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more countries and continents and it is estimated that there are
approximately 545 to 600 identified species (SEGONDY, 2016;
LOPES; NOZAWA; LINHARES, 2014; FAILLOUYX, 2019).

Arboviruses are members of five viral families, such as: Togaviridae,
Flaviviridae, Bunyaviridae, Reoviridae and Rhabdoviridae, being
the main causes of the most diverse diseases in humans and among
other warm-blooded animals. Among them are: Dengue, Zika,
Chikungunya, Yellow Fever, Meningitis, Encephalitis, among
others, with a wide spectrum of symptoms (RUST, 2012; LOPES;
NOZAWA; LINHARES, 2014).

Due to the severity and aggressiveness of some of these diseases, the
literature points out that among a percentage of 25% of deaths from
infectious diseases that occur worldwide, arboviruses stand out as
being responsible for a percentage of 23% of deaths and diseases
considered before with mild, inconsequential symptoms or without
sequelae are suspected of causing neurological defects and even

Guillain-Barré syndrome (FAILLOUX, 2019; ROSENBERG, 2016).
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2.  Methodology

This is an integrative review with the guiding research question:
“What are the main problems in the context of arboviruses and what

alternative do essential oils represent?”.

The bibliographic research was carried out from January to March
2021, through an electronic search in the following databases:
Google Scholar, Scientific Electronic Library Online (SCIELO) and
Virtual Health Library (BVS). The online search in the databases was
carried out by consulting the terms/descriptors in Portuguese and
English: Arboviruses, Aedes aegypti, Larvicidal activity, Essential

oils and Essential oils and larvicidal activity.

Original articles, dissertations and editorial books were included in
this study, which answered the guiding question, in the languages:
Portuguese or English, published in scientific journals and available
in full from 2011 to 2020. Editorials (letters, comments, notes brief),
letters to the editor, reviews, course conclusion works and abstracts
published in annals of events. Duplicate articles were considered
only once, respecting the searched order of the databases. The
publications were analyzed and interpreted and at the end of the
analysis and description of the studies, the discussion of the results
found and the synthesis of the knowledge produced through this

study took place.
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3.  Results and discussion
3.1. Prevention, control and efficiency

Arboviruses have been presented as an important public health
problem, as they face diagnostic difficulties based on both clinical-
epidemiological examination and serological analysis due to the
presentation of cross-reactions, but the best disease prevention
measures come to be the vector prevention and environmental
control (GRANDADAM, 2007; LIMA-CAMARA, 2016; KURIZKY et
al.,, 2020). Vector control reduces the risk of many viruses, but
requires an understanding of pathogenicity, which aims to identify
arboviruses with potential for emergence, and transmission
dynamics of each arbovirus to choose appropriate control methods,
even in developed countries if becomes a challenge, as it needs to be

aligned with good infrastructure and sanitation to be effective

(ROSENBERG, 2016; ZARA et al., 2016).

In 2017, there was a significant decrease in some arboviruses
compared to previous years, linking this decrease to actions
developed by programs to combat vectors, association of public
policies, immune protection acquired through previous exposures
or through vaccines and the awareness and participation of the
population, but it regained amplitude in the following years
(CAMPOS et al., 2018, OPS/WHO, 2020). Vaccines, although they

are the ideal prophylaxis for the prevention and protection against
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these diseases, require their separate development for arboviral
diseases, becoming an expensive and costly process, in addition to
not being applicable to low-occurrence diseases, there is the need to
vaccine against yellow fever, developed more than 80 years ago, as

an example of an effective and safe strategy (ROCHA et al., 2018).

The control methods currently available for vectors, mainly for the
Aedes genus, can be classified as: mechanical, biological and
chemical. As methods that work with actions aimed at eliminating
places used for breeding vectors, from the usability of larvicides,
insecticides/pesticides and predators or pathogens products to
reduce vectors (ZARA et al., 2016; DENGUE, 2021). ). The need to
integrate entomological and epidemiological surveillance has been
essential in aligning with the combination of methods applicable to
vector control, in order to combat them without selecting resistant
vectors. Insecticides used in an exacerbated way can cause a
selection among vectors, as the biologically more susceptible

individuals are eliminated, leaving only the resistant ones,

The development of continued actions for the whole world in recent
years has followed a line of technological innovations and has been
presenting relevant and favorable results for the preservation of the
environment and effectiveness in combating arboviruses, such as
eco-bio-social approaches, development of larvicides from plants

and biological agents for chemical and biological control in
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substitution of artificial larvicides, devices and transgenic
mosquitoes, mapping and use of combined techniques ( Wolbacbia
and SIT by irradiation) (SILVA et al.,2012; SANTOS et al., 2010).
This development is in line with the lines of strategic actions
described by the WHO for the development of control at a global

level and thus reduction of arbovirus cases (PAHO, 2020).

3.2. Problems and Global Approach to Arboviruses

The most recent epidemics in the world due to arboviruses are those
related to Dengue (Flaviviridae), Chikungunya (Togaviridae) and
Zika (Flaviviridae). The pathogens responsible for these diseases
and others, previously considered restricted to subhuman primates,
have been transmitted by vectors such as those of the genus Aedes,
where the disseminating mosquito vector is the Aedes aegypti,
which has almost the same ecological niche as humans, and Aedes
albopictus, which, despite being native to Asia, due to its rapid
adaptation to various habitats, is currently present on all continents
because it also has greater resistance to cold and, therefore, a
broader adaptation to the places where it is found. (SEGONDY,
2016; TAKEUTI et al., 2020; FAILLOUX, 2019).

Studies on mapping have demonstrated the probability of possible

occurrences of vectors and their potential distributions at a global
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level related to the influence of climatic conditions. Arbovirus-
related diseases have not been limited only to tropical and
subtropical regions, such as in Brazil, a country considered endemic
for dengue, but have now also been found in other regions and
countries on other continents such as Africa, Europe and Asia, being
considered as non-endemic in some arboviruses only on the
continent of Antarctica, due to the wide distribution of vectors such
as Aedes (RUST, 2012; LOPES; NOZAWA; LINHARES, 2014;
VIANA et al., 2018; KAMAL et al., 2018, KUNA; GAJEWSKI;
BIERNAT, 2019).

The countries belonging to America have observed vectors that have
become synanthropic and emerging diseases transmitted by vectors,
a percentage of 30% is related to arboviral infections in recent years,
due to human actions and changes. The increase in urbanization and
changes in ecosystems, demographic changes, the process of
globalization and environmental degradation, as well as global
warming, climate change and its effects, have significantly increased
the emergence of arboviruses with their migration to the urban
environment and the establishment of epidemic cycles (KUNA;
GAJEWSKT; BIERNAT, 2019; LIMA-CAMARA, 2016; WHITEHORN
& YACOUB, 2019).

Vectors such as Aedes aegypti mosquitoes need a receptacle with

water for their development to the winged stage, and the activities
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developed by humans during changes involving the climate, rainy
and dry seasons, contribute to the population development of
mosquitoes/vectors that together with transport has favored the
emergence of new pathogens not yet identified or poorly
characterized and the incidence of diseases involving arboviruses,
also increasing the rate of mutations (ROSENBERG, 2016; KAMAL
et al., 2018).

3.3. Aedes aegypti

Aedes aegyptiare the vectors of many important diseases, which
means they can carry the etiological agents from one host to another.
Generally, the diseases caused have a wide global distribution, high

mortality rates and high incidence.

The Aedes aegypti mosquito measures less than 1 centimeter and
has a harmless appearance, it is black in color with white stripes on
the body and legs. Its bite doesn't hurt or itch. The adult Aedes
aegypti lives for an average of 45 days, usually biting in the early
morning and late afternoon. Studies by FIOCRUZ proved that the
female flies up to a thousand meters away from her eggs (BRASIL,
2006). Aedes aegypti maintains urban characteristics and feeds on
plant saps. However, females of this species are hematophagous,

that is, they also feed on blood. This means that when ingesting the
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blood of the infected host, it ingests the microorganism that

produces the disease. Females can lay between 150 and 200 eggs.

The life cycle of the Aedes aegypti mosquito comprises four stages:
egg, larva, pupa and adults. The eggs of the transmitting mosquito
are deposited under suitable conditions, that is, in hot and humid
places, deposited in places close to the waterline, and the embryos
that are inside the eggs take 2 to 3 days to develop and hatch if
humidity conditions are adequate. Embryos can weaken or die if the
eggs dry up during this period, but if they are assured of perfect
development during a certain period, the mosquito eggs become
resistant to dissection and thus can survive for periods ranging from
several months. to a year. This represents a major barrier to

mosquito elimination (COSTA, 2001).

The larval period, under optimal conditions, does not exceed 5
(five) days. This is the feeding and growing phase and depends on
temperature, density of larvae in the hatchery and food availability.
The larva is divided into thorax, head and abdomen. When in low
temperature and lack of food, this phase can last for weeks, until
they become pupae. The pupa is a phase without food and, in
addition, it is the phase where the transformation to the adult stage
occurs (COSTA, 2001). To pass from the embryo stage to the adult
stage (egg, larva and pupa), the Aedes aegypti takes an average of ten

days. Mosquitoes mate on the first or second day after becoming
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adults. After this mating, the females start to feed on blood, which
has the proteins necessary for the development of eggs. Costa (2001)
states that, 24 hours after emerging, the mosquito can mate, both
female and male. The period of dengue transmission occurs in two
cycles: first, the intrinsic cycle in man, and the extrinsic cycle in the

vector.

Diseases transmitted by the Aedes aegypti vector represent
one of the greatest challenges for current and future human well-
being. In recent decades these diseases have become a serious health
concern for the most developed countries (HOTEZ, 2008), due to the
migration of vectors to previously uninhabited areas in response to
climate change and deforestation. Thus, insects that used to live in
forests migrated and adapted to cities (GONZALEZ et al., 2010). In
addition, the increase in international human migration and
commercial exchanges promoted the accidental introduction of

vectors and/or pathogens between continents (ALTIZER et al., 2011).

There are about 30 viruses of major importance for public health
that are transmitted by mosquitoes, with yellow fever,
Chikungunya, dengue and Zika being the main diseases transmitted
by mosquitoes of the Aedes genus, these last ones deserve to be
highlighted due to the absence of approved vaccines for their
prevention, as well as the number of recent viral outbreaks affecting

the population (SAWAR, 2015).
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3.4. Vector Control

The pesticides or insecticides currently used can be classified into 2
groups: conventional and alternative (selective). Conventional
insecticides are chemical substances that belong to the classes of
organochlorines, organophosphates, carbamates and pyrethroids.
Alternatives or biopesticides are products of natural origin that can
be microorganisms (eg Bacillus thuringiensis var. Israelis) or
biochemical compounds capable of inducing death or delaying the
development of insects (eg lectins, protease inhibitors) (REDDY;

TANGTRAKULWANICH), 2014).

3.4.1. Chemical insecticides

Chemical control, with synthetic insecticides of organic or inorganic
origin, is one of the most adopted methodologies as part of
sustainable and integrated management for vector control in Public
Health. Insecticides belonging to organochlorines,
organophosphates and pyrethroids are the most used and act on the

nervous system of insects (BALDACCHINO et al., 2015).

Organochlorines are insecticides that contain carbon, hydrogen and
chlorine. They are classified into four groups: diphenyl-aliphatics;
hexachlorocyclohexanes; cyclodienes; and polychloroterpenes.

These are the oldest chemical pesticides used. Among these is DDT
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(dichlorodiphenyltrichloroethane), the most notorious insecticide of
the last century. This compound acts on sodium channels, causing
an imbalance in the balance between sodium and potassium ions in
the axons, preventing the propagation of nerve impulses in insects

and mammals (BRAGA; VALLE, 2007).

Although these have been widely adopted by mosquito vector
control programs, their use has been discontinued and has even
been banned in several countries due to their persistence in the
environment and their accumulation in animal and human body

tissues (VENIER; HITES, 2014).

Organophosphates, in turn, emerged to replace organochlorines. In
this group, the compounds have phosphorus in their composition
and can be classified into three subgroups: aliphatic (eg: malathion,
vapone and vidrin), phenyl derivatives (eg: fenitrothion,) and
heterocyclic (eg: chlorpyrifos, chlorpyrifos- methyl) (WARE;
WHITACRE, 2004).

These insecticides are widely used in public health because they
have many advantages over organochlorines, such as being
biodegradable and not accumulating in tissues. However, their main
disadvantage is chemical instability, which makes periodic renewal
of their application mandatory. In addition, they are more toxic to
vertebrates than organochlorines, even at relatively low doses

(WARE; WHITACRE, 2004).
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The mechanism of action of organophosphates is the irreversible
binding with acetylcholinesterase, the enzyme responsible for the
breakdown of the neurotransmitter acetylcholine. The accumulation
of acetylcholine in the synaptic cleft prevents the interruption of the
nerve impulse causing paralysis followed by death (PAILAN et al,,
2015). Temephos is an organophosphate, registered in the USA in
1965 for use in agriculture and mosquito control, it is the only
larvicide of this group with widespread use in the control of

mosquito larvae, recommended by the WHO.

3.4.2. Bioinsecticides

Bioinsecticides are developed from naturally occurring living
organisms such as animals, plants and microorganisms. They can
control harmful insect pests through their eco-friendly mode of
action, that is, low toxicity to the environment. Bioinsecticides and
their products are mainly used to manage pests that are harmful to

plants, however, they can also be used to combat disease-carrying

insects (MAZID; KALIDA; RAJKHOWA et al. 2011).

They are often specific targets, harmless to non-target insects, and
do not cause air and water quality problems in the environment. In

addition, the use of these products has other advantages, for
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example, low ability to induce resistance in target pests (SENTHIL-
NATHAN, 2015).

These compounds have been used in the commercial, agricultural
and horticultural industries to reduce the risk generated by chemical
pesticides on non-target organisms, as they have low residual
activity for workers/applicators and natural enemies (eg, parasitoids

and predators) (KHATER, 2012).

When used as a constituent in insect and pest management, their
effectiveness can be equal to that of conventional (chemical)
insecticides, particularly for crops such as fruits, vegetables, nuts
and flowers. When considering the performance of synthetic
insecticides and environmental safety, bioinsecticides effectively
perform the control and emergence of resistant pests (SENTHIL-

NATHAN, 2013).

Also, botanical insecticides, resulting from the primary or secondary
metabolism of plants, may have different mechanisms of action to
also cause the death of insects, as they can act on the central nervous
system, hindering growth and development and/or interfering with

metabolism. cell phone (CORREA; SALGADO, 2011).

Among the molecules of primary plant metabolism, proteins related

to pathogenicity constitute an arsenal of molecules capable of acting

54




against different types of pathogens and are potential insecticides

(LANNO; VAN DAMME, 2014).

Among these proteins are lectins, ribosome inactivating proteins
(RIPs) and inhibitors of proteolytic enzymes or glucosidases. These
classes of proteins are often related to the protection of reproductive
organs and tissues against herbivory (CARLINL GROSSIDE-SA,
2002; VAN DAMME; LIUYI DANG, 2015).

3.4.3. Natural Larvicides

Larvicidal action is the ability of a substance/product to eliminate
larvae, which can be through microorganisms (biological origin) or
synthesized and extracted from plants (chemical origin), the latter of
which has shown great potential and is the object of several studies.
The decrease in larval movements is one of the first signs of a
product with larvicidal potential (TORRES et al.,, 2014). Larval
elimination is more interesting, especially when blocking

transmission and at strategic points (BOTTI, 2010).

In this context, among the viable biocidal products for the control of
insects and larvae, essential oils extracted from medicinal
and/aromatic plants stand out for the control and combat of several

dipterous insects, such as Ae. aegypti (PAVELA, 2015).
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These products synthesize substances such as secondary metabolites
responsible mostly for biological activities, such as antimicrobial,
antitumor, antioxidant and insecticide (BEZERRA, 2016). According
to the literature, plant extracts, essential oils and semi-synthetic
derivatives have toxic potential against larvae of this species
(GOVINDARAJAN, 2011; WARIKOO et al,; FENECH et al., 2011;
DOMINGOS et al., 2014; MEIRELES et al., 2014; MEIRELES et al.,
2016), as they change its development, cause repellency, infertility,
deformations, mortality, oviposition, among others (DELETRE et al.,
2013; KAMIABI et al., 2013; PONTUAL et al., 2014; GUERRERO et
al., 2020; GUERRERO et al., 2020). ).

In addition, mosquito resistance to these compounds is reduced,
since the combination of chemical substances obtained from plant
products can affect more than one physiological and behavioral
process, when compared to conventional insecticides
(NIROUMAND et al., 2016). Even more, since they are obtained
from natural, biodegradable sources, reduce impacts on the
environment (water, air and soil), the use of these substances to
control pests and insects becomes advantageous (PERON;

FERREIRA, 2012).

Thus, considering the great Brazilian flora, studies have already
proven the repellent and larvicidal action of plant species, including

essential oils. Chaves et al (2019) found that essential oils and
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extracts obtained from the leaves of O. vulgare L. and O. majorana
L. have good potential for the development of natural larvicides. As
well as Lima et al (2018), who observed a strong larvicidal and

repellent action of the essential oil of Siparuna guianensis.

3.4.4. Medicinal plants

The origin of man's knowledge of the virtues of plants is intertwined
with his own history. It certainly emerged, as he tried to meet his
basic needs, through chance, attempts and observations, a set of
factors that constitute empiricism. Primitive man depended
fundamentally on nature for his survival and used mainly medicinal
plants to cure himself. In the course of its evolution, new therapies
emerged. It is believed that the oldest record of all is the Pen Ts'ao,
from 2800 BC, written by the Chinese herbalist Shen Numg, which
describes the use of hundreds of medicinal plants in the cure of

various diseases (ALMEIDA, 2011).

Different parts of the plant are used, varying according to the type
of use, the most used being: leaves, fruits, bark, milk (latex) and
seeds (FENNER et al., 2006). Thus, medicinal plant is defined as any
plant substance, which has compounds present in its organs, which
can be used as precursors of semi-synthetic drugs or used for

therapeutic purposes (WHO, 1998).
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Plants represent an excellent source for the search for new
compounds, since the Brazilian flora is highly diverse in species and
there is a great chemical and structural diversity of substances
produced. A large portion of current drugs are linked to medicinal
plants, whether this link is directly through the isolation of
molecules from the natural source or indirectly as a result of
synthesis from prototype molecules observed in plants (YUNES;
PEDROSA; CECHINEL FILHO, 2001; DEVIENNE; RADDI
POZETTI, 2004).

Substances that are present in plants are produced by their
metabolism, which can be classified into two groups: primary
metabolites and secondary metabolites. Primary metabolites are
essential for the development, growth and reproduction of plants,
being generally used in respiration or photosynthesis, they are
directly involved in the development, growth and/or reproduction
of the plant. Secondary metabolites play an important role in
defense and protection, as well as in communication between

species. These are generally responsible for the medicinal and toxic

properties found in plants (DOURADO, 2006; PICOLI et al., 2010).

The scientific study of medicinal plants has been one of the WHO's
priority programs since its Health for All program in the Year 2000.
According to WHO estimates, 80% of the world's population mainly

uses traditional (popular) medicinal plants to meet their primary
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health care needs (WHO, 1978). In developed countries, drugs of
plant origin also play an important role. In the United States, for
example, 25% of all medical prescriptions prescribed between 1959
and 1980 contained plant extracts or active principles obtained from
higher plants (Division Angiospermae). Brazil has competence in all
areas of science related to the study of medicinal plants. The legal
bases for the regulation of phytotherapy have been the subject of
several resolutions and ordinances (ALMEIDA , 2011).

In short, knowledge about medicinal plants often symbolizes the
only therapeutic resource of many communities and ethnic groups.
The use of plants in the treatment and cure of diseases is as old as
the human species. Even today in the poorest regions of the country
and even in large Brazilian cities, medicinal plants are sold in street
markets, popular markets and found in residential backyards.

(RADUNZ et al., 2010)

In the Amazon region, 260 plants, between native and cultivated,
were cataloged in two communities that live on the shores of the
Bay of Marajo-PA; 1200 are sold at the Ver-o-peso market, in Belém-
PA; another 242 species are grown in residential backyards in
Belém. Popular observations on the use and effectiveness of
medicinal plants contribute in a relevant way to the dissemination
of the therapeutic virtues of plants, frequently prescribed, for the

medicinal effects they produce, despite not having their known
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chemical constituents. Thus, users of medicinal plants around the
world, keep in vogue the practice of consumption of herbal
medicines, making therapeutic information that has been

accumulated for centuries valid. In an indirect way,

According to the regulation, for the use of plants for medicinal
purposes, there is a need for complete knowledge of the plant in
order to prove its potential, as well as the determination of its
toxicity, through toxicity tests. The exaggerated and unconscious
use of these plants can cause damage to the body, thus,
pharmacological studies are essential to certify the properties of

these species (SOUZA-MOREIRA; SALGADO; PIETRO, 2010).

In Brazil, several ethnopharmacological and ethnobotanical
researches have revealed great medicinal potential of plants, and
that their use is not toxic to the organism. Plants of the Lamiaceae,
Asteraceae, Fabaceae, Euphorbiaceae and Myrtaceae families.
Substances with antimicrobial (PIMENTA et al.,, 2019), repellent
(SILVA, et al., 2019), antitumor (NGNEZ et al., 2018), antiparasitic
(PEREIRA et al., 2019), antioxidant (SILVA et al.,, 2019) properties
have been identified. al., 2017), antidiarrheal (SILVA et al., 2016),
leishmanicidal (DA SILVA et al., 2018), among others.

Regarding the larvicidal and insecticidal potential of botanical
substances, there are pyrethrins, nicotine, cevadine, veratridine,

ryanodine, volatile bioinsecticides, and others. The Ilatter are
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generally represented by the essential oils present in aromatic plants
(CORR]::A; SALGADO, 2011). These oils are selective, non-toxic,
biodegradable and some have an effect on the target organism,

making them an important natural insecticide resource

(SRITABUTRA; SOONWERA, 2013).

Thus, according to Silva et al (2008), plant-based insecticides are
normally not toxic to the non-target organism, acting in different
phases of the mosquito's evolutionary cycle, interfering with its
growth and reproduction, in addition to being available in most
parts of the world. which is endemic for diseases caused by

mosquitoes.

3.5. Essential oils

Essential oils, also called ethereal oils, essences or volatile oils, are a
complex mixture of chemical substances, from aromatic compounds,
which give a strong aroma and oily characteristics, found in plants
(MENEZES et al.,, 2017). Through phylogenetics, it is stated that
essential oils are found mostly in eudicot angiosperms, occurring
mainly in the families Asteraceae, Myrtaceae, Rutaceae, Lamiaceae,
among others. They are also detected in monocots, but less
abundantly and limited to the Poaceae and Zingiberaceae families

(SIMOES et al., 2016).
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They have secretory structures, such as parenchyma cells,
specialized pockets or oil channels, located throughout the plant or
in specific areas. Thus, EO's can be extracted from different parts of
plants, such as leaves, flowers, stems, fruits, roots and bark. As the
part of the plant the EO is extracted, the chemical composition,
odoriferous and physicochemical characteristics can vary, being
totally different for each part of the same plant. This may be due to
genetic variability, environmental factors, leaf age, extraction

method and oil analysis (SOUSA et al., 2015).

The extraction of EO's from plants can be by means of distillation,
pressing of the fruit pericarp, hydrodistillation, by steam dragging,
extraction by flowering, dry distillation or by mechanical process,
extraction by supercritical CO2 and by non-polar organic solvents
(MORAIS, 2009; SOUSA et al., 2015; NIETO, 2017). The extraction
yield may vary depending on the type of plant, temperature, harvest
time, plant composition, extraction method, including the
interaction of the essential oil with the solvent (RIOS & RECIO,
2005; YUSOFF et al., 2011; BARROS, ASSIS, MENDES, 2014).

The chemical composition of EO's is quite complex, as it presents a
wide variety of substances that can be identified as terpenic
hydrocarbons, ketones, simple and terpenic alcohols, esters,
aldehydes, organic acids, phenols, oxides, coumarins, peroxides,

furans, lactones, among others. others. Major compounds are found
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in greater amounts, while trace components are identified in smaller

amounts (CHOUHAN; SHARMA,; GULERIA, 2017).

Certain oils exhibit more than 60 different chemical substances, with
the major compounds representing about 80% of the total
composition, responsible for the biological properties of essential
oils (BARBOSA, 2010). In a study by Souza et al. (2016), for example,
three major compounds were found in cinnamon (Cinnamomum
cassia), of which 84.52% E-cinnamaldehyde, followed by 8.79% (E)-
o-methoxycinnamaldehyde and 1.44% E-cinnamaldehyde. E-

cinnamyl acetate.

Despite this, according to the literature, large concentrations of a
chemical substance do not proportionally indicate the amplitude of
its potential (GALINDO et al.,, 2010). This statement corroborates
with Milezzi et al. (2014), when stating that the action of EO's can
occur due to the synergistic action with several other compounds,
and their chemical constituents can be found in lower

concentrations.

Chromatography is the most widely used analytical technique
available for the determination and separation of volatile or volatile
compounds, with very similar physicochemical characteristics in
complex substances, such as EO's This technique consists of heating

the sample in a chromatograph, and the sample compounds eluted,
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sending an electrical signal recorded in the form of graphs, through

peaks (PENTEADO et al., 2008).

The use of essential oils is very expanded, being used since the 16th
century by ancient civilizations using herbs as a therapeutic and
food protection method. Some spices were used in many countries
for medicinal purposes or to maintain the characteristics of food
during storage, in regions with a hot climate. In Egypt, for example,
spices were used to preserve bodies after death (BUSATTA, 2006;
MENDONCA, 2004; TRAJANO et al., 2009).

In the 21st century, they are used in the food, cosmetics, perfumery
and mainly pharmaceutical industries, for the production of drugs.
They are applied especially as aromas, fragrance fixers, fragrances,
in pharmaceutical and oral compositions, generating pure

compounds such as limonene, citral, eugenol, safrole and menthol

(BIZZO; HOVELL; REZENDE, 2009).

Essential oils are a viable alternative in several researches related to
plant substances. Its applications include uses as antimicrobial,
larvicidal, analgesic, anti-inflammatory, anti-cancer, antioxidant,
anti-asthmatic, in addition to being used for the treatment of

parasitic diseases (GAUTAM, MANTHA, MITTAL, 2014).

A huge amount of plant species are producers of essential oils and

there are several that have biological properties. (CHOUHAN;
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SHARMA; GULERIA, 2017). Thus, according to this research, Table
1 presents several studies related to the larvicidal potential of
essential oils. Due to this potential, the use of EO is an alternative for
the production and use of herbal medicines in the fight against

pathogenic mosquitoes.
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Table 1- Essential oils from plants obtained in Brazil with reported

larvicidal potential.

Species Major compounds Reference
Vanillosmopsis , (FURTADO et al,,
wrboredB. alpha-bisabolol 2005)
L » a-zingiberene
Z
ingiber officinale geraniale (GOMES et al., 2016)
Roscoe .
nerolidol
lippia alba carvone (SILVA et al., 2019)
limonene
Myrcia sylvatica (G.
Mey) DC (E)-caryophyllene (ROSA et al., 2016)
Y-terpinene
piper hispidum a-terpinene (GOMES et al., 2020)
terpinolene
Bicyclogermacrene
eugenia calycina spathulenol (SILVA et al., 2018)
B-caryophyllene
D-germacrene
Z)-p- hyll EVERT 1.
Hymenaea courbarilL. (Z)p-caryophy ene (EVERTON et al,
caryophyllene oxide 2020)
a-copaene
Alpinia zerumbet - (JUNIOR et al., 2020)
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piper

capitarianumYunck

dioecious pepperLindl

graveolens route
L.

Hyptis suaveolens(L.)
Poit

atlantic cedrus

Melaleuca alternifolia

origanum majoranal.
and Origanum
vulgare L.

peumus boldus

Melaleuca alternifolia

-caryophyllene,
[p-myrcene
a-humulene

eugenol
chavicol
myrcene

2-nonona
2-decanone
2-undecanone
2-dodecanone

1.8 - cineole

a-himachalene
B-caryophyllene
a-cidrene

terpinen-4-ol

Pulegona
Y-terpinene

ascaridol
1,8-cineole
Y-terpinene
isoascaridol

terpinen-4-ol

(FRANCA et al., 2015)

(MARTINS et al.,
2020)

(ORLANDA;
MOUCHREK, 2021)

(SILVA et al., 2017)

(PORTO et al., 2016)

(PIRES et al., 2019)

(CHAVES et al., 2019)

(LOPES et al., 2020)

(GRANDO et al.,
2015)
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Despite the great diversity and advantages over the use of EO's, these
bioproducts can be unstable to external actions, such as oxidation, pH
change, volatility and sun exposure, directly interfering with their
biological potential (CARVALHO, ESTEVINHO and SANTOS, 2016). In
this way, several researchers have applied the different techniques of
nanotechnology of natural compounds in order to increase the action
time of these oils, improve chemical stability and reduce volatilization,
enhancing the biological properties of these substances (SILVA et al,,
2019) .
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PERFIL FITOQUIMICO, CARACTERIZAGCAO FiSICO-QUIMICA E TOXICIDADE DO OLEO ESSENCIAL DE
SALVIA OFFICINALIS L.

PHYTOCHEMICAL PROFILE, PHYSICOCHEMICAL CHARACTERIZATION AND TOXICITY OF THE
ESSENTIAL OIL OF SALVIA OFFICINALIS L.

RESUMO

O efeito sinérgico em potencial dos éleos essenciais advém de seus constituintes quimicos,
no entanto a utilizacdo inadequada desse bioproduto pode ser téxico ao ser humano. Dessa
forma, este estudo teve por objetivo determinar o perfil Fitoquimico e as caracteristicas
fisico-quimicas e avaliar a atividade toxicoldgica frente a Artemia salina diante do dleo
essencial Salvia officinalis. O material vegetal foi obtido em Sdo Luis (MA) entre janeiro e
maio de 2021. O perfil Fitoquimico foi executado de acordo com Matos. O dleo essencial foi
extraido por hidrodestilagdo a 100 °C por 3h. Os parametros fisico-quimicos foram
determinados. O teste de toxicidade foi avaliado frente ao microcrustaceo Artemia salina
Leach. O éleo essencial apresentou caracteristicas fisico-quimicas satisfatérias mediante ao
seu bom rendimento (1,78%). Os fitoquimicos ativos foram esteroides, glicosideos,
glicosideos cardiacos, flavonoides, saponinas, fendis e taninos. O 6leo essencial apresentou
atoxicidade, com ClLsp <1000 mg L. O produto bioativo oriundo da planta S. officinalis
gualifica-se como uma opg¢ao promissora para estudos de seus potenciais bioldgicos.

Palavras-chave: Artemia. Fitoquimicos. Salvia officinalis.

ABSTRACT

The potential synergistic effect of essential oils comes from their chemical constituents,
however the inappropriate use of this bioproduct can be toxic to humans. Thus, this study
aimed to determine the phytochemical profile and physicochemical characteristics and to
evaluate the toxicological activity against Artemia salina against the essential oil Salvia
officinalis. Plant material was obtained in S3o Luis (MA) between January and May 2021. The
phytochemical profile was performed according to Matos. The essential oil was extracted by
hydrodistillation at 100 °C for 3 h. The physicochemical parameters were determined. The
toxicity test was evaluated against the microcrustacean Artemia salina Leach. The essential
oil showed satisfactory physicochemical characteristics due to its good vyield (1.78%). The
active phytochemicals were steroids, glycosides, cardiac glycosides, flavonoids, saponins,
phenols and tannins. The EO was non-toxic, with LCsp <1000 mg L. The bioactive product
from the plant S. officinalis qualifies as a promising option for studies of its biological
potential.

Keywords: Artemia. Phytochemicals. Salvia.
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1. INTRODUCAO

E notdrio que os produtos fitoterapicos sio comumente aplicados para diversos fins.
Pode-se destacar a sua presenga nos setores alimenticios, terapéuticos e higiénicos.
Considera-se que as técnicas de uso para estes produtos a base de materiais vegetais
intitulam-se de forma milenar, ja que ha relatos de seu emprego por diversas civilizacGes e
culturas (MEDEIROS, 2014).

Diante do substancial potencial terapéutico das plantas, outro fator que se sobressai
como relevante é seu perfil toxico, que algumas variedades de espécies podem
apresentarem. Neste contexto, evidencia-se que os testes toxicoldgicos sdo designados com
o intuito de analisar e validar os possiveis efeitos toxicos nos sistemas bioldgicos, para
averiguar a toxicidades relativas destes constituintes. Partindo desta perspectiva ha
normatizacées que consolidam as condi¢cbes minimas em prol de produtos fitoterapicos,
assim esta normatizacdo é assistida e amparada pela Resolucdo da Diretoria Colegiada (RDC)
n° 26/2014 da Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA).

Para aplicar a atividade toxicoldgica costuma-se empregar animais aquaticos para
estes tipos de ensaios, entre eles esta o microcrustdceo de agua salgada, a Artemia salina
Leach. Os fatores que permeiam para tornar-se uma forte opc¢ao para objeto de estudo, é a
sua facilidade de manuseio e um custo afavel, agugando o seu uso em diversos trabalhos.
Dessa forma, o método para atestar a toxicidade aguda baseia-se no quantitativo da (CL50)
para constituintes bioativos presentes nos materiais vegetais (LIMA et al., 2019).

Entre estes produtos fitoterapicos, inclui-se a presenca dos 6leos essenciais, sendo
compostos identificados em diversas espécies de vegetais e diante de suas caracteristicas
fisico-quimicas podem ser atribuidos distintas denotacdes tendo como exemplos “volateis,
aromaticos ou estéreis”. Em virtude de seu odor agradavel e muitas vezes um sabor peculiar,
justifica-se a sua aplicacdo acentuada na industria de cosméticos, farmacoldgica e sanitaria
(CALO et al., 2015; SILVA et al., 2018).

O efeito sinérgico em potencial dos dleos essenciais advém de seus constituintes
com base na prospeccao fitoquimica, entre eles estdo os flavonoides, alcaloides, triterpenos,
sesquiterpenos, taninos, ligninas, estes sdo compreendidos como aspectos de andlises em
prol da atividade toxicoldgica, em que ha a validacdo dos seus aspectos farmacolégicos por

meio de testes em animais. Ressalta-se, que as substancias destacadas tem capacidade em
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potencial para se tornarem parte da constituicdo de agentes medicinais
(FERREIRA et al., 2019).

Além disso, todos estes metabdlitos citados em termos de concentracgdes,
evidentemente, estdo diretamente relacionados ao controle genético e respectivamente aos
estimulos do meio externo, entre eles, as condicdes climaticas, os fatores ligados ao tipo de
manejo do solo, a presenca de microrganismos, além de possiveis poluentes (CRUZ et al.,
2019).

As plantas pertencentes a familia das Lamiaceae, como a Salvia officinalis, sdo
comumente aplicadas para fins medicinais, em temperos e chas. Todavia, existem relatos de
intoxicacdo decorrente ao seu uso inadequado. Em caso de intoxica¢des agudas, justifica-se
por meio da identificacdo da espécie de forma equivocada, ja em casos crénicos ocorrem
através do uso prolongado (GOES et al., 2015).

Assim, tendo em vista o potencial conhecido do éleo essencial de Salvia officinalis, o
estudo teve por objetivo determinar o perfil fitoquimico e as caracteristicas fisico-quimicas e
avaliar a atividade toxicoldgica frente a Artemia salina diante do 6leo essencial Salvia

officinalis.

2. METODOLOGIA

2.1. Obtengdo do material vegetal

A obtencdo das folhas secas de Salvia officinalis utilizadas nesta pesquisa foi realizada
em janeiro a maio de 2021. A espécie vegetal foi transportada para o Laboratério de
Pesquisa e Aplicacdo de Oleos Essenciais (LOEPAV/UFMA), onde as folhas foram pesadas,

trituradas e armazenadas para a extracdo do 6leo essencial do vegetal.

2.2. Perfil Fitoquimico

Para andlise do perfil fitoquimico do material vegetal in natura, foram preparados
extratos hidroalcdolicos, empregando-se o processo de maceracdo (HARBORNE, 1998). Os
extratos hidroalcodlicos obtidos foram submetidos a testes quimicos na metodologia
apresentada por Matos (2009) para identificacdo das classes organicas de metabdlitos
secundarios: esteroides, alcaloides, flavonoides, glicosideos, saponinas, fendis, taninos e

glicosideos cardiacos.
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2.3. Extragdo dos dleos essenciais

Para extracdo dos 6leos essenciais foi utilizada a técnica de hidrodestilagdo com um
extrator de Clevenger de vidro acoplado a um baldo de fundo redondo acondicionado em
manta elétrica como fonte geradora de calor, utilizando-se dgua destilada como solvente
(1:10). A hidrodestilacdo foi conduzida a 100°C por 3h recolhendo-se o éleo essencial
extraido, sendo seco por percolacdo com sulfato de sddio anidro (Na,S04) e centrifugado. As
amostras foram armazenadas em ampolas de vidro ambar sob refrigeragao a 4°C.

Posteriormente sendo submetido as analises.

2.4. Toxicidade

Para a avaliagdo da letalidade de Artemia salina Leach foi utilizada a metodologia
descrita por Meyer et al. (1982). Inicialmente, preparou-se uma solugdo salina estoque de
cada dleo essencial na concentra¢do de 10.000 mg L de Tween 80 (tensoativo). Aliquotas
de 5, 50 e 500 pL desta foram transferidas para tubos de ensaio e completados com solucdo
salina ja preparadas anteriormente até 5 mL, obtendo-se no final concentracdes de 10, 100 e
1000 mg L'V respectivamente. Todos os ensaios foram realizados em triplicatas, onde dez
larvas na fase nauplio foram transferidas para cada um dos tubos de ensaio.

Para o branco utilizou-se 5 mL da solugdo salina, para o controle positivo K2Cr,07 e
para o controle negativo 5 mL de uma solu¢do 4 mg L de Tween 80. Apds 24 horas de
exposicdo, foi realizada a contagem dos microcrustdceos vivos, considerando-se mortos
aqueles que ndo se movimentam durante a observacdo e nem com a leve agitacdo do frasco.
A Concentragdao Letal 50% (CLso) para cada 6leos essenciais foi calculada com base no
método de Reed&Muench (1938), com classificacdo da toxicidade pelo critério de Dolabela

(1997).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Propriedades fisico-quimicas
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A Tabela 1 traz o resultado dos parametros fisico-quimicos do dleo
essencial da Salvia officinalis L., sendo de extrema importdncia ndo apenas para

determinacdo da qualidade, como também para o controle da sua pureza.

Tabela 1- Parametros fisico-quimicos do éleo essencial

Parametros fisico-quimicos S. officinalis
Densidade (g/mL) 0,9280
indice de refragdo (nD 25°) 1,465
Solubilidade em alcool a 70% (v/v) 1:2
Cor Amarelo
Aparéncia Limpido
Rendimento (%) 1,78

Fonte: Autoria prépria

De acordo com os resultados expressos na Tabela 1, foi obtido um rendimento de
1,78% para o Oleo essencial extraido das folhas de S. officinalis. Este valor mostrou-se
superior ao resultado encontrado por Pinheiro et al., (2019) onde relataram que o
rendimento do 6leo essencial de S. officinalis variou em 0,33% a 0,62%. Vale ressaltar, que
na literatura ha poucos estudos relacionados as propriedades fisico-quimicas do dleo
essencial de S. officinalis.

Vasconcelos et al., (2021), ao analisarem os diferentes horarios de coletas e tempos
de extracdo do dleo essencial de manjericdo (Ocimum basilicum), espécie pertencente a
mesma familia da S. officinalis observaram a mesma tendéncia com rendimento de 0,38%.
No entanto, Dris et al., (2017) alcangaram um rendimento de 1, 56% para o 6leo essencial de
O. basilicum, préximo ao encontrado neste estudo.

As diferengas quanto a quantidade de 6leo essencial encontradas, podem estar
relacionadas a fatores climaticos, inerentes a planta, disponibilidade hidrica e de nutrientes,
altitude, sazonalidade, local de coleta e técnicas de manejo durante o cultivo das espécies.

Segundo Governici (2019), a trituracdo de espécies vegetais antes da extracdo do

6leo essencial contribui para um maior rendimento do éleo essencial. Vale salientar que no

89



B
R — AMPLLA

presente estudo, o d6leo essencial foi extraido das folhas trituradas e
apresentou rendimento satisfatério, o que incentiva sua extracdo e aplicacao.

Em relagdo a solubilidade em etanol 70%, o resultado demonstra que o éleo essencial
de S. officinalis foi soluvel na proporgdo de 1:2. A cor apresentada pelo éleo essencial foi
amarela tipica do éleo essencial S. officinalis.

O indice de refracdo é dependente do conteudo total de monoterpenos e seus
derivados oxigenados e auxilia no reconhecimento de falsificagdes (Santos et al., 2015). O
indice de refracdo e densidade do dleo essencial obtido de folhas de S. officinalis foi de
1,4650 e 0,9280 g mL* respectivamente, se observou no trabalho realizado por Silupu et al.
(2019) utilizando o éleo essencial desta planta o valor do indice de refracdao de 1,4917 e
densidade de a 0,9420 g mL?, o que demonstra que os valores foram iguais ou muito

proximos, o que indica a ndo alteracdo na qualidade do d6leo essencial do presente estudo.

3.2. Perfil Fitoquimico
A Tabela 2 exibe a classe de metabdlicos secundarios identificados no 6leo essencial

de S. officinalis.

Tabela 2- Classes de metabdlitos secundarios identificados em Salvia officinalis
Oleo essencial 1 2 3 4 5 6 7 8

Salvia officinalis -+ o+ + 4+ o+ o+ 4

Nota: 1: Alcaloides; 2: Esteroides; 3: Glicosideos; 4: Glicosideos cardiacos; 5:
Flavonoides; 6: Saponinas; 7: Fendis; 8: Taninos; (+) positivo; (-negativo).
Fonte: Autoria prépria

Segundo a Tabela 2, dentre os fitoquimicos ativos encontrados neste estudo,
destaca-se a presenca de esteroides, glicosideos, glicosideos cardiacos, flavonoides,
saponinas, fendis e taninos. Corroborando com estudos anteriores de Diaz (2017) e
Arcentales Valladares & Vergara (2020) ao analisarem outras espécies de Salvia (S. trifilis e S.
squalens). A diversidade de compostos ativos presentes é importante, demonstrando um
alto potencial biolégico.

A presenga de esteroides observada estd relacionada a atividade antioxidante
(COSTA, 2017) encontrada neste estudo, além de atuarem também como antimicrobianos,

anti-inflamatdrios e analgésicos (OLIVEIRA et al., 2016). Os glicosideos sdo responsaveis pela
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aleopatia em plantas e ainda realizam a defesa do vegetal frente
patdégenos e herbivoros. Além disso, participam da sinalizacdo, crescimento e
desenvolvimento da planta (DELGODA, 2017).

J& os glicosideos cardiacos tém grande impacto na industria farmacéutica, pois
diversas substancias glicosidicas sdo aplicadas no tratamento da insuficiéncia cardiaca
sugestiva (KLOSS et al.,, 2016). No entanto, pode ser extremamente tdxico quando
administrado de forma irregular (BARBOSA et al., 2017).

Os flavonoides estdo presentes em todas as espécies vegetais e desempenham
diversas fungdes como: protecao das plantas frente a radiacdo UV da luz solar, defesa contra
microrganismos (virus, fungos e bactérias), insetos e outros herbivoros, além de acdo
antioxidante potente (SFORCIN, 2016; AMARAL, SILVA e LANNES,2018).

As saponinas que testaram positivo sdo conhecidas pela capacidade de formar
espuma em solucdes aquosas (FERNANDES et al., 2019), assim diversas plantas contendo
este composto eram utilizadas na limpeza. Esses compostos destacam-se por sua agao
hemolitica, antimicrobiana, antifungica, antioxidante, moluscicida, antiparasitaria e antiviral
(WYKOWSKI,2012; BESSA et al., 2013).

Os compostos fendlicos sdo encontrados em abundancia nos vegetais e possuem
acOes farmacoldgicas ativas na capacidade antioxidante, fungicidas, antibacterianas,
antivirais e antitumoral (SHAHIDI & AMBIGAIPALAN, 2015; BESSA et al., 2013).

Os taninos sdao compostos fendlicos amplamente distribuidos entre as plantas.
Possuem sabor adstringente que conferem protecao contra herbivoros em geral e contra a
ataques de fungos, bactérias e virus (POYER & SCHAEFER, 2014).

Tendo em vista a presenca de metabdlitos responsdveis por diversas atividades
bioldgicas, destaca-se a importancia de estudos da formulacdao de produtos biotecnolégicos

com tais potenciais farmacéuticos.

3.3. Toxicidade frente a Artemia salina Leach

No teste de toxicidade foi possivel observar que a CLsg foi <1000 mg L e segundo
Dolabela (1997) é classificado como atdxico. No estudo de Politi et al. (2022), observaram
mortalidade de 26% do microcrustaceo de Artemia salina L. na concentragdo mais alta (500

uL mL?) do hidrolato de S. officinalis. Os estudos na literatura referentes a toxicidade pelo
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bioensaio de Artemia salina Leach frente ao éleo essencial de S. officinalis
ainda se encontram escassos e pouco divulgados.

Assim, os resultados referentes a toxicidade foram comparados a estudos que
apresentaram o eucaliptol como componente majoritario. Em estudo recente de Rosa et al.
(2021), comprovaram a baixa toxicidade (CLs0=284,15 mg L) do dleo essencial de Alpinia
zerumbet frente a Artemia salina, considerando como compostos majoritdrios o p-cimeno
(40,15%) e eucaliptol (26,70%). Segundo Stefanello et al., (2009), o eucaliptol é encontrado
como composto majoritario também de Eugenia pyriformis. Sendo assim, em estudo de Silva
et al., (2015), concluiram que a auséncia de toxicidade do extrato de E. pyriformis estd
relacionada a presenca de seus compostos majoritarios que nao apresentam caracteristicas

toxicas para organismos nao-alvos.

4. CONSIDERAGOES FINAIS

Pode-se afirmar através dos resultados obtidos no presente estudo, que dleo
essencial de Salvia officinalis manifestou caracteristicas fisico-quimicas satisfatérias
mediante ao seu bom rendimento. Além disso, por meio da determinagdo dos constituintes
guimicos como os alcaloides e flavonoides, conferiu a capacidade de uma boa atividade
toxicoldgica com quantitativos (CLso) relativamente baixos frente A. salina. Neste contexto, o
produto bioativo oriundo da planta S. officinalis qualifica-se como uma opc¢do promissora

para estudos de seus potenciais bioldgicos.
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PERFIL QUIMICO E POTENCIAL BIOTECNOLOGICO LARVICIDA DE UMA NANOEMULSAO (O/A) DO
OLEO ESSENCIAL DE SALVIA OFFICINALIS L.

CHEMICAL PROFILE AND BIOTECHNOLOGICAL POTENTIAL LARVICIDAL OF A NANOEMULSION
(O/W) OF THE ESSENTIAL OIL OF SALVIA OFFICINALIS L.

RESUMO

A nanotecnologia tem alta potencialidade para aplicagdes em multiplas areas, incluindo
médica e farmacéutica, otimizando e servindo de sistemas carreadores. Assim, este estudo
tem por objetivo avaliar o perfil quimico e o potencial biotecnoldgico larvicida da
nanoemulsdo do dleo essencial de Salvia officinalis L. As folhas do vegetal foram coletadas
em Sdo Luis, MA, em janeiro a maio de 2021. O dleo essencial foi extraido por
hidrodestilagdo a 100 °C por 3h. A caracterizacdo quimica foi obtida por CG-EM. A
nanoemulsdo (O/A) foi formulada pelo método de baixa energia de inversdo de fases, sendo
submetida a testes de estabilidade termodinamica e caracterizagdao do tamanho de gota e
indice de polidispersidade (PDI). Para atividade larvicida submeteu-se larvas Aedes aegypti a
solucdes do OE e nanoemulsdes em concentragdes (10-100 mg L?), avaliou-se a mortalidade
das larvas e determinou-se a Clsp pelo método de Probit. Os metabdlitos secunddrios
majoritarios do OE foram: eucaliptol com 65,14%, canfora (30,63%) e a-Terpineol (1,53%).
As formulagdes foram caracterizadas como nanoemulsdes com tamanho de gota <200 nm. O
PDI foi <0,200, indicando uma distribuicio de tamanho estreita. A nanoemulsdo com
potencial larvicida apresentou Clsp de 71,17 mg L. A nanoemuls3o apresentou potencial
bioativo para acdo larvicida, podendo estar relacionado a presenca de seus compostos
guimicos, sendo seu uso incentivado no combate ao Aedes aegypti.

Palavras-chave: Larvicida. Nanotecnologia. Salvia officinalis.

ABSTRACT

Nanotechnology has high potential for applications in multiple areas, including medical and
pharmaceutical, optimizing and serving as carrier systems. Thus, this study aims to evaluate
the chemical profile and biotechnological larvicidal potential of the nanoemulsion of the
essential oil of Salvia officinalis L. The leaves of the plant were collected in Sdo Luis, MA,
from January to May 2021. The essential oil was extracted by hydrodistillation at 100°C for
3h. Chemical characterization was obtained by GC-MS. The oil-in-water nanoemulsion was
formulated by the low-energy phase inversion method, being subjected to thermodynamic
stability tests. For larvicidal activity, Aedes aegypti larvae were subjected to EO solutions and
nanoemulsions in concentrations (10-100 mg L1), larval mortality was evaluated and the
LC50 was determined by the Probit method. The major secondary metabolites of the EO
were: eucalyptol with 65.14%, camphor (30.63%) and a-Terpineol (1.53%). The
nanoemulsion with larvicidal potential showed an LCso of 71.17 mg L 1. The nanoemulsion
showed bioactive potential for larvicidal action, which may be related to the presence of its
chemical compounds, and its use is encouraged in the fight against Aedes aegypti.
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1. INTRODUCAO

As arboviroses tém-se apresentado como um importante problema de saude publica,
pois enfrenta dificuldades de diagndstico tanto nos baseados em exame clinico-
epidemioldgico quanto os de analises soroldgicas devido a apresentacdo de reacdes
cruzadas (GRANDADAM, 2007; LIMA-CAMARA, 2016; KURIZKY et al.,, 2020). Dentre os
mosquitos que atuam diretamente na disseminacdo dos arbovirus tem-se o Aedes aegypti,
vetor dos virus da febre amarela, dengue, Zika e Chikungunya, que afetam pessoas em areas
tropicais e subtropicais em todo o mundo (CASTILLO-MORALES et al., 2019; AN et al., 2020).

O controle quimico consiste na aplicacdo de inseticidas sintéticos como os das classes
organofosforados, carbamatos e piretroides sdo utilizados no controle do vetor, mas apesar
de apresentarem bons resultados seu uso continuo pode causar o desenvolvimento de
resisténcia nos mosquitos e acarretar na contamina¢dao do meio ambiente, desequilibrio e
provocar danos a saide humana (DE SOUZA WUILLDA et al., 2019; BAZ et al., 2022). .

Com base nisso, o uso de produtos naturais se coloca como uma alternativa ecolégica
na formacao de inseticidas naturais, seguros para o meio ambiente e para o homem. Pois, as
espécies vegetais produzem diversos compostos bioativos que muitas vezes funcionam em
sinergia, geralmente biodegraddveis e apresentam menor risco de desenvolver resisténcia a
vetores, e para comprovar isso, testes de toxicidade sdao necessarios contra organismos nao-
alvo.

Dentro disto, estdo os 6leos essenciais, compostos por metabolitos secundarios
provenientes das mais diversas partes das plantas, sendo moléculas naturais que contrariam
até mesmo o desenvolvimento da biorresisténcia aos pesticidas naturais, sdo uma fonte
alternativa satisfatéria devido a fatores favoraveis de biodegradabilidade, seletividade, baixa
nocividade aos organismos nao alvos e ao meio ambiente. Dentre as plantas utilizadas
podemos citar do género Salvia, pertencente a familia das Lamiaceae, a qual revela ter uma
boa ac¢do inseticida e sdo relatadas por produzir muitos metabdlitos secundarios uteis (ALI
et al., 2015; ZAHED et al., 2021; BAZ et al., 2022).

Dentre as espécies do género Salvia, tem-se Salvia officinalis L., uma planta

ornamental amplamente utilizada desde a antiguidade dentro da medicina popular, culinaria
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e aromatica e atraves dos mais diversos estudos demonstra diversos

potenciais bioldgicos, como propriedades antiviral, antimicrobiana e espasmolitica, sendo
sua eficdcia relacionada principalmente aos metabdlitos secunddrios (REZAI et al;
VOSOUGHI et al., 2018; JAKOVUEVIC et al., 2019).

Nesse contexto, a nanotecnologia tem alta potencialidade para aplicacbes em
multiplas dreas, incluindo médica e farmacéutica, otimizando e servindo de sistemas
carreadores, proporciona vantagens através de nanoemulsdes, como a protegao do
composto bioativo da degradacdo e possibilidade de modulacdo do perfil de liberacdo
(PASQUOTO-STIGLIANI et al., 2017; FOUDA et al., 2020). Diante do exposto, o estudo visou
avaliar o perfil quimico e o potencial biotecnolégico larvicida da nanoemulsdo do éleo

essencial de Salvia officinalis L.

2. METODOLOGIA

2.1.Obtengdo do material vegetal

A obtencdo das folhas secas de Salvia officinalis utilizadas nesta pesquisa foi realizada
em janeiro a maio de 2021. A espécie vegetal foi transportada para o Laboratério de
Pesquisa e Aplicacdo de Oleos Essenciais (LOEPAV/UFMA), onde as folhas foram pesadas,

trituradas e armazenadas para a extragdo do dleo essencial do vegetal.

2.2. Perfil Fitoquimico

Para anadlise do perfil fitoquimico do material vegetal in natura, foram preparados
extratos hidroalcéolicos, empregando-se o processo de maceracdo (HARBORNE, 1998). Os
extratos hidroalcodlicos obtidos foram submetidos a testes quimicos na metodologia
apresentada por Matos (2009) para identificacdo das classes organicas de metabdlitos
secunddrios: esteroides, alcaloides, flavonoides, glicosideos, saponinas, fendis, taninos e

glicosideos cardiacos.

2.3. Extragdo dos dleos essenciais
Para extragdao dos 6leos essenciais foi utilizada a técnica de hidrodestilagdo com um
extrator de Clevenger de vidro acoplado a um baldo de fundo redondo acondicionado em

manta elétrica como fonte geradora de calor, utilizando-se dgua destilada como solvente
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1:10). A hidrodestilagao foi conduzida a 100°C por 3h recolhendo-se o éleo

essencial extraido, sendo seco por percolacdo com sulfato de sédio anidro (NazSO4) e
centrifugado. As amostras foram armazenadas em ampolas de vidro ambar sob refrigeracao

a 4°C. Posteriormente sendo submetido as analises.

2.4. Caracterizagdo quimica dos dleos essenciais

Os Oleos essenciais de Salvia officinalis foram caracterizados quimicamente por
Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (CG/EM).As analises dos 6leos
essenciais foram realizadas em um Cromatdgrafo a Gas (CG-2010) acoplado ao
Espectrometro de Massas (CG-EM QP2010 Plus), ambos da Shimadzu, utilizando coluna
capilar DB-5MS (30m x 0,25mm x 0,25um). O fluxo do gas de arraste, Hélio numa velocidade
linear de 39.5 cm/sec e fluxo da coluna 1,0 mL/min, razdo de Split 1/100. A programacdo do
forno foi de 45 °C por 4 min com rampa de aquecimento de 10 °C/min até 180 °C,
permanecendo por 7 min, aquecendo a 250 °C, com rampa de 8 °C/min, permanecendo 3
min até o final da corrida. A temperatura do injetor e da fonte de ions de 250 °C e 200 °C,
respectivamente. Tempo de Corrida 36.25 min. MS - Modo de Aquisicao: Full Scan, Intervalo
de Scan 0,30seg, Faixa de Massa: 35 — 500 a.m.u, Tempo de Aquisi¢ao: 3.5 a 36,25 min.

A identificacdo foi realizada por normalizagdo das areas dos picos, e a identificacdo
através da Biblioteca do Equipamento NISTO8 (National Institute of Standards and

Technology).

2.5. Preparo das nanoemulsées (O/A)

O preparo das nanoemulsdes (O/A) foi realizado de acordo com as metodologias
adaptadas descritas por Lima et al., (2020) e Sugumar et al., (2014), através do método de
baixa energia de inversdo de fases. As nanoemulsdes foram formuladas com éleo essencial,
surfactante ndo i6nico e agua. A homogeneizacao final foi finalizada mantendo a formulacdo
em agitacdo constante a 6000 rpm, até atingir a reducao da temperatura para 25 C + 2 oC.
Para comprovar a estabilidade, as formulagdes foram submetidas a diferentes testes de
estresse: centrifugacdo, ciclo de aguecimento-resfriamento e estresse de congelamento-

descongelamento, de acordo com a metodologia descrita por Shafiq et al. (2007).
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Tabela 1- Formulacdes de nanoemulsdes para dleo essencial de S.officinalis .

Identificagao Oleo essencial (S.officinalis) Tween 20 H,O0
N O/E1 5% 5% 90%
N O/E 2 5% 10% 85%
N O/E3 5% 15% 80%

Fonte: Autoria prépria

2.6. Caracterizag¢do das nanoemulsées
A distribuicdo do tamanho das goticulas (analise por volume) e indice de
polidispersidade (PDI) das formulacdes das nanoemulsdes foram determinadas usando um

analisador de tamanho de particula 90 Plus (SUGUMAR et al., 2014, p. 395).

2.7.Atividade larvicida

Os ovos foram coletados em S3o0 Luis/ MA, através de armadilhas denominadas
ovitrampas. Estas consistem de baldes marrons (500 mL), de polietileno, com 1 mL de
levedura de cerveja e 300 mL de dgua corrente e inserida duas palhetas de Eucatex para a
ovoposicdao do mosquito. As armadilhas foram inspecionadas semanalmente para a
substituicdo das palhetas e recolhimento dos ovos e encaminhados para o Laboratério de
Pesquisa e Aplicacio de Oleos Essenciais (LOEPAV/UFMA) do Pavilhdo Tecnolégico da
Universidade Federal do Maranh3ao — UFMA.

Inicialmente, colocaram-se os ovos do Aedes aegypti para eclodir a temperatura
ambiente em um aquario circular de vidro contendo dgua mineral. A identificacdo da espécie
seguiu a metodologia proposta por Forattini (1962). As larvas obtidas sdo alimentadas com
racao de gato conforme a metodologia de Silva et al. (1995) até atingirem o terceiro e quarto
estadio, idade em que foram feitos os experimentos.

Os ensaios para atividade larvicida foram realizados de acordo com a metodologia
adaptada proposta por Silva et al. (2006). Inicialmente, foi preparada uma solucdo mae de
100 mg L-1 de cada um dos 6leos essenciais sendo diluidas em solugao de DMSO 2% e
nanoemulsdes (isenta de diluicdo). Desta solugdo, preparou-se cinco diluicdes nas
concentragées 1,0-90,0 mg L-1. A cada concentracdo foram adicionadas 10 larvas na

proporcdo 1 mL por larva.
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To!os os testes !oram rea|iza!os em trip|icatas e como controle

negativo foi utilizado uma solucdo formada de DMSO 2%, e como controle positivo, uma
solucdo de etanol (P.A) 70% v/v. Apds 24h realizou-se a contagem de vivas e mortas, sendo
consideradas mortas, as larvas que ndo reagem ao toque apds 24 horas do inicio do
experimento. Para quantificacdo da eficiéncia dos dleos essenciais e nanoemulsdes foi
aplicado o teste estatistico de Probit (FINNEY, 1952) e classificacdo da acdo por Cheng et al.,
(2003).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Perfil quimico
Por meio da cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG/EM) foi
possivel separar e identificar cinco constituintes do dleo essencial, os quais sdo apresentados

na Figura 1, seguindo a ordem de eluigdo.

Figura 1- Cromatograma do 6leo essencial de S. officinalis.

100,000
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Fonte: Autoria prépria

De acordo com os resultados obtidos, a Tabela 2 apresenta os compostos quimicos
identificados no OE de S. officinalis através da CG/EM. Dessa forma, conforme a Tabela 2, 5
componentes foram identificados no OE de S. officinalis, sendo o constituinte majoritario do

OE, o eucaliptol com 65,14%, seguido por canfora (30,63%) e a-Terpineol (1,53%).
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Tabela 2- Constituintes quimicos na amostra do OE de S. officinalis

Pico Tempo de. retengao Area Teor% Compostos -
(min) NISTO08
1 10.268 1312912 65,14 Eucaliptol
2 11.617 24822 1,23 Tujona
3 12.352 617523 30,63 Canfora
4 12.753 29549 1,47 Ester ciclobutil
5 13.092 30939 1,53 a-Terpineol

Fonte: Autoria prépria

Resultados semelhantes foram descritos por Alcala-Orozco et al.,, (2019), que
relataram a presenca de 6 constituintes caracterizados e identificados por CG/EM, sendo
23,4% do OE de sdlvia constituido de eucaliptol, seguido por cis-tujona (18,9%) e trans-B-
cariofileno (11,0%). Velandia et al. (2018) também identificaram o eucaliptol (26,6%) como
composto majoritario do OE de S. officinalis coletado na Colémbia.

Segundo Hadri et al.,, (2010), a composicao do OE de S. officinalis pode variar
conforme o local de coleta da planta, fatores genéticos, estagio de desenvolvimento,
métodos de extracdo, e outros fatores climaticos, sazonais e ambientais. Assim, no estudo
de Hamidpour et al. (2014), a composicdo e quantificacdo do OE de salvia extraido de
diferentes locais variou significativamente, sendo o eucaliptol responsavel por 55 a 62% da
composi¢ao dos OE 's extraidos e canfora com variagao de 8 a 10% do teor. Ja Rguez et al.,
(2019), obtiveram variagdes no rendimento dos compostos de acordo com o tempo de
colheita, sendo a canfora com 22,4 a 18,8%, seguido do a-tujona (21,4 a 21,6%) e o

eucaliptol (15,1 a 7,4%).

3.2. Estabilidade termodindmica
A Tabela 3 exibe a estabilidade termodinamica das formulacdes de nanoemulsdes

com o OE de S. officinalis.
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Tabela 3- Estudo da estabilidade termodinamica das formula¢cGes de nanoemulsdes com o
Oleo essencial de Salvia officinalis.

Identificagcao SF AQ CG DCG Estabilidade final
NO/A1 - - - - +
N O/A2 - - - . +
NO/A3 - + - - -

Nota: SF- separacdo de fases ou cremeacdo em temperatura ambiente; AQ- separacdo de
fases apés aquecimento; CG- separacao de fases ou cremeacgao apds congelamento; DCG-
separagao de fases ou cremeagdo apds descongelamento; + positivo; - negativo. Fonte:

Fonte: Autoria prépria

De acordo com a Tabela 3, as formulagées N O/A 1 e N O/A 2 apresentaram
estabilidade diante os testes empregados e foram utilizadas para os demais ensaios, no
entanto, a formulagdo N O/A 3 mostrou-se instdvel com separacdo de fases apds
aquecimento e ndo foi empregada nos ensaios seguintes. Conforme Walker et al. (2015), a
estabilidade de nanoemulsdes pode depender de fatores como tamanho inicial da goticula,
concentracdo de surfactante e método de obtencdo. Neste estudo, foi observado tamanho
das goticulas maior para a formulacdo instdvel em relacdo as outras formula¢des, o que
pode justificar sua instabilidade. Cabe ressaltar que além de ndo haver estudos especificos
sobre a incorporacdao do OE de sdlvia em nanossistemas, a estabilidade ainda nao foi
estudada, o que configura a importancia desta proposta de desenvolvimento.

Resultados semelhantes foram descritos por Bolzan et al., (2015) no estudo sobre a
nanoemulsdo do OE de Origanum vulgare L., onde a formulagdo apresentou-se instavel
guando submetida a altas temperaturas, entre 752C e 1009C. J4 Borges et al., (2018),
observaram que nenhuma amostra da nanoemulsdo do OE de Rosmarinus officinalis L.,
exibiu sinais de instabilidade como cremeacdo e separacdo de fases. A formulagdo foi
preparada com a mesma concentracdo de compostos utilizada neste estudo, a qual

apresentou estabilidade.

3.3. Caracterizagdo das nanoemulsées
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surfactante Tween 20, S. officinalis EO e H20, bem como o indice de polidispersidade ao

longo do tempo de 0 a 60 dias.

Tabela 4- Variacdo da média Z (nm) e indice de polidispersidade (PDI) para a nanoemulsdo

ao longo do tempo (TO-T60 dias).

EDITORA

@ AMPLLA

Tempo (dias) Média Z (nm) PDI
0 106.47 t 1.66 0.187 * 0.010
. T15 102.52 * 0.83 0.184 + 0.005
g T30 96.09 * 0.58 0.181 + 0.009
= T45 93.03 + 1.67 0.178 + 0.010
T60 90.71 * 0.52 0.182 + 0.002

Tempo (dias) Média Z (nm) PDI
0 101.14 * 1.58 0.177 + 0.009
T15 97.40 * 0.79 0.175 + 0.005
% T30 91.29 * 0.55 0.172 + 0.008
= T45 88.38 * 1.58 0.169 * 0.009
T60 86.18 t 0.49 0.173 * 0.002

Fonte: Autoria propria

De acordo com o conceito de que as nanoemulsdes sdo sistemas que apresentam
goticulas na faixa de tamanho entre 50 e 200 nm (JAISWAL et al., 2015), as formulagGes
produzidas foram caracterizadas como nanoemulsdes por apresentarem tamanho médio de
goticulas < 200 nm apds 0 a 60 dias de manipulagdo, indicando pequeno tamanho de gota. O
indice de polidispersidade para todas as EN durante o periodo avaliado foi baixo e ficou
entre 0,169 e 0,187, indicando uma distribuicdo de tamanho estreita (PDI= < 0,200) (Tabela
4). Assim, NE's foram utilizados para o bioensaio larvicida contra Ae. aegypti e outros testes

bioldgicos.

Segundo Lovison et al., (2017), o método utilizado para a obtencdo de nanoemulsdes
pode influenciar na sua caracterizagdao. Métodos de baixa energia sdo mais eficientes, pois
requerem menos energia para produzir nanoemulsdes com tamanhos de gotas menores em

comparac¢do com NE's obtidos com a metodologia de alta energia (SOLANS&SOLE, 2012).
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Assim, este meto!o uti|iza!o neste estu!o permitiu o!ter NEL com

tamanho de gota reduzido e baixa polidispersidade. Resultados de Ferreira et al., (2020),
sobre a nanoemulsdo de Lippia alba EO produzida com método de baixa energia, indicaram
um tamanho médio de particula de 116,2+0,3 nm e um indice de polidispersdao de

0,205+0,001, corroborando este estudo.

3.4. Atividade larvicida
A Tabela 5 apresenta a mortalidade das larvas de Aedes aegypti nas concentracdes
das nanoemulsdes testadas com calculo da ClLsp e parametros estatisticos pelo método de

Probit.

Tabela 5- Mortalidade Aedes aegypti para acao das nanoemulsdes do dleo essencial de S.

officinalis
Identifica¢do CLso X2 o R?
NO/A1l 71,17 0,976 0,462 0,925
NO/A2 > 100 mg L! - - N

Fonte: Autoria prépria

Conforme apresenta a Tabela 5, a CLsp para a nanoemulsdo 1 (O/A) formulada
referente a estimativa de mortalidade de 50% de larvas Aedes aegypti esteve abaixo de 100
mg L%, sendo classificada por Dias&Moraes (2014) como acdo ativa (CLsp de 71,17 mg L?)
para atividade larvicida, sendo seu potencial de uso e aplicagdo incentivado, enquanto a
nanoemulsdo 2 (O/A) ndo obteve potencial ativo (CLso de 214,32 mg L2).

De acordo com as caracteristicas nanométricas das formulagdes 6leo em agua (O/A),
estas podem ser apontadas como bons agentes larvicidas pois aumentam a agdo bioldgica
do dleo essencial (OLIVEIRA et al. 2016), assim como observado neste estudo. No entanto,
investigacdes sobre o potencial larvicida da nanoemulsdo do OE de S. officinalis ndo foram
encontrados na literatura, sendo este um estudo de grande relevancia quanto aos resultados

obtidos, sendo assim, os resultados serdo comparados a estudos com o OE de S. officinalis.
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Rios et al., (2017) analisaram o potencial larvicida do OE de S.

officinalis obtido na Colémbia e obtiveram ClLsp de 76,43 mg/mL, sendo classificado como
ativo. Castillo-Morales & Duque (2020), utilizando a mesma metodologia, encontraram o
mesmo valor para mortalidade de 50% das larvas de Aedes aegypti. Ja Ali et al., (2015),
encontraram também acdo larvicida ativa frente as larvas de Ae. aegypti, com uma Clsp de
56,9 ppm. Esses resultados corroboram com este estudo que mostra o potencial larvicida de
S. officinalis.

O potencial biolégico de um odleo essencial pode estar relacionado a diferentes
concentracGes e combinacdes de seus compostos quimicos. Abdellaoui et al.,, (2017),
caracterizaram quimicamente o OE de S. officinalis e constataram que os principais
compostos quimicos foram: B-tujona (20,1%), eucaliptol (15,91%) e canfora (14,79%). Nesse
mesmo estudo, foi observada atividade larvicida significativa, mostrando que tal potencial
pode ser atribuido as substancias quimicas do vegetal. J4 em um estudo de Castillo-Morales
et al., (2019), verificaram potencial bioldgico ativo do OE de S. officinalis frente as larvas de

A. aegypti, o qual apresentou como composto majoritario, o eucaliptol.

4. CONSIDERAGOES FINAIS

Por fim, diante dos resultados obtidos, foi possivel observar o perfil quimico do éleo
essencial das folhas de Salvia officinalis L, como o eucaliptol como composto majoritario. A
nanoemulsdo apresentou potencial bioativo para acao larvicida, podendo estar relacionado
a presenca de seus compostos quimicos. Sendo assim, o uso do 6leo em nanoemulsdes pode
ser utilizado como mecanismo para melhorar a distribuicdo e durabilidade do produto
natural, sendo seu uso incentivado no combate ao Aedes aegypti a partir do

aprofundamento de mais estudos devido ao potencial apresentado.
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Development of a nanoemulsion (o/w) larvicide of
Salvia officinalis I. for larvicidal control Aedes aegypti

HIGHLIGHTS

The essential oil of S. officinalis showed secondary metabolites with pharmacological properties.

It was possible to prove the toxicity of the essential oil of S. officinalis against Artemia salina.

1

2

3. The S. officinalis nanoemulsion was active for antioxidant activity.
4. The nanoemulsions were characterized with droplet size < 200 nm.
5

The Salvia officinalis nanoemulsion was active for larvicidal activity against Aedes aegypti.

Abstract: This study aims to evaluate the chemical profile and biotechnological potential of an oil-in-water
(O/W) nanoemulsion incorporated with the essential oil of Salvia officinalis L. The plant material was
obtained in Sao Luis (MA) between January and May. 2021. The Phytochemical profile was performed
according to Matos. The essential oil was extracted by hydrodistillation at 100 °C for 3 h. The physical-
chemical parameters were determined and the chemical characterization obtained by GC-MS. The oil-in-
water nanoemulsion was formulated by the low-energy phase inversion method, being subjected to
thermodynamic stability tests and characterization of droplet size and polydispersity index (PDI). The
guantification of phenolics was performed by the Folin-Ciocalteu method. Antioxidant activity performed by
the spectrophotometric method of scavenging hydroxyl radicals from salicylic acid. For larvicidal activity,
Aedes aegypti larvae were subjected to EO solutions and nanoemulsions in concentrations (10-100 mg L-
1), larval mortality was evaluated and the LCso was determined by the Probit method. The major secondary
metabolites of EO were: eucalyptol with 65.14%, camphor (30.63%) and a-Terpineol (1.53%). The EO was
non-toxic, with LCsp <1000 mg L. The total phenolic content was 8.53 mg EAT g* and 12.12 mg EAT g*.
The antioxidant activity exhibited ECso of 136.29 mg L'* and 51.59 mg L. The nanoemulsion with larvicidal
potential showed an LCso of 71.17 mg L. The studied EO nanoemulsion showed active larvicidal activity,
being encouraged as a new alternative for the control and combat of Aedes aegypti cases.

Keywords: Aedes aegypti; nhanotechnology; Salvia officinalis.

INTRODUCTION

Plant species have been used since ancient times by civilizations for the relief and cure of diseases,
through the use of herbs, possibly being one of the first ways to use natural products. Thus, medicinal
plants synthesize secondary metabolites responsible for different biological potentials [1,2].
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In this context, essential oils (EO's) are a viable alternative in several researches related to plant
substances, as they are volatile, natural and complex substances, with a strong odor, extracted from plants
and which present a rich active source of biological compounds [3]. They have biological properties such as
antifungal, antibacterial, larvicidal, analgesic and anti-inflammatory action, as well as antitumor activity [4].

Due to some factors such as EO instability, nanoemulsions have gained prominence in several
researches. Nanoemulsions are systems mediated at the nanometer scale, being an alternative for drug
innovation, as it allows better kinetic stability, in addition to providing controlled drug release, greater
penetration and/or absorption power and greater bioavailability [5,6].

In Brazil, infections caused to humans by the Aedes aegypti mosquito, such as yellow fever, dengue,
Zika fever, Chikungunya, among others, are frequent. These diseases are a major challenge for the public
health system, becoming a problem for the population and for this study, due to the high incidence of
deaths from diseases caused by the virus in Brazil and Maranh&o, since adaptive success of the mosquito
is related to favorable domestic conditions, such as the presence of aquatic breeding sites, humans and the
rapid development of desiccation-resistant eggs [7,8,9].

The most common approach to vector control is the application of chemical insecticides, such as
organophosphates and pyrethroids [10]. However, the inadequate application of these chemical substances
favored the resistance of the population of Ae. aegypti hindering the effectiveness of this strategy, in
addition to induced harmful effects on the environment [11]. Thus, there is a need for new tactics to reduce
this vector, such as the search for the development of potent larvicides from more effective herbal
applications.

Research has shown the biological activity of the plant Salvia officinalis L. (sage) as a possible option
to inhibit strains of resistant pathogenic microorganisms, which, although scarce in relation to their larvicidal
potential, already provide information that justify their pharmacological application [12]. Therefore, this
study aims to evaluate the chemical profile and biotechnological potential of an oil-in-water (O/W)
nanoemulsion incorporated with the essential oil of Salvia officinalis L.

MATERIAL AND METHODS

Obtaining plant material

Obtaining the leaves Salvia officinalis used in this research was carried out from January to May
2021. The plant species was transported to the Laboratory for Research and Application of Essential Oils
(LOEPAV/UFMA), where the leaves were weighed, crushed and stored for the extraction of essential oil
from the plant.

For analysis of the phytochemical profile of plant material in natura, hydroalcoholic extracts were
prepared using the maceration process [13]. The hydroalcoholic extracts obtained were submitted to
chemical tests in the methodology presented by [14] to identify the organic classes of secondary
metabolites: steroids, alkaloids, flavonoids, glycosides, saponins, phenols, tannins and cardiac glycosides.

Extraction of essential oils

For the extraction of essential oils, the hydrodistillation technique was used with a Clevenger glass
extractor coupled to a round-bottomed flask placed in an electric blanket as a source of heat, using distilled
water as a solvent (1:10). Hydrodistillation was carried out at 100°C for 3h, collecting the extracted
essential oil, being dried by percolation with anhydrous sodium sulfate (Na.SO,) and centrifuged. Samples
were stored in amber glass ampoules under refrigeration at 4°C. Subsequently being submitted to analysis.

Chemical characterization of essential oils

The essential oils from Salvia officinalis were chemically characterized by Gas Chromatography
coupled to Mass Spectrometry (GC/MS). The analyzes of the essential oils were carried out in a Gas
Chromatograph (GC-2010) coupled to a Mass Spectrometer (GC-EM QP2010 Plus), both from Shimadzu,
using a DB-5MS capillary column (30m x 0.25mm x 0.25um). Carrier gas flow, Helium at a linear velocity of
39.5 cm/sec and column flow 1.0 mL/min, Split ratio 1/100. The oven was programmed at 45 °C for 4 min
with a heating ramp of 10 °C/min to 180 °C, remaining for 7 min, heating at 250 °C, with a ramp of 8
°C/min, remaining for 3 min until the end of the race. Injector and ion source temperatures of 250 °C and
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200 °C, respectively. Run Time 36.25 min. MS - Acquisition Mode: Full Scan, Scan Interval 0.30sec, Mass
Range: 35 — 500 amu,

The identification was performed by normalizing the peak areas, and the identification through the
NISTO08 Equipment Library (National Institute of Standards and Technology).

Toxicity

To assess the lethality of Artemia salina Leach, the methodology described by [15] was used. Initially,
a stock saline solution of each essential oil was prepared at a concentration of 10,000 mg L-1 of Tween 80
(surfactant). Aliquots of 5, 50 and 500 uL were transferred to test tubes and filled with previously prepared
saline solution up to 5 mL, obtaining at the end concentrations of 10, 100 and 1000 mg L™, respectively. All
tests were performed in triplicates, where ten larvae in the nauplius stage were transferred to each of the
test tubes.

For white, we used5 mL of saline solution, for the positive control K.Cr,O7 and for the negative
control, 5 mL of a 4 mg L? solution of Tween 80. After 24 hours of exposure, the live larvae were counted,
considering those that were dead. they do not move during observation or with the slight shaking of the
flask. The 50% Lethal Concentration (LCso) for each essential oils was calculated based on the method of
[16], with classification of toxicity by the criterion of [17].

Total phenolic content (CFT)

The determination of the total phenolic compounds of the essential oil and nanoemulsions was carried
out by adapting the Folin-Ciocalteu method [18]. 5 mg of essential oil diluted in 1 mL of ethanol was used.
To this solution was added 7 mL of distilled water, 800 pL of Folin-Ciocalteu reagent and 2.0 mL of 20%
sodium carbonate. After two hours, the reading was performed in a UV-VIS spectrophotometer at a length
of 760 nm. The standard curve was expressed in mg L™ of tannic acid.

Antioxidant activity

Antioxidant activity was performed by the spectrophotometric method of scavenging hydroxyl radicals
of salicylic acid according to the methods described by [19] and [20].

Nanoemulsion and essential oils at different concentrations of 10-500mg L* were dissolved in 0.2%

DMSO and distilled water, respectively. 1 ml of salicylic acid (9 mM), 1 ml of ferrous sulfate (9 mM) and 1
ml of hydrogen peroxide (9 mM) were added to these concentrations. Ascorbic acid was used as a positive
standard. The reaction mixture was incubated for 60 min at 37 °C in a water bath; after incubation, the
absorbance of the mixtures was measured at 510 nm using a UV/VIS spectrophotometer and the ECso
calculated.

Preparation of nanoemulsions (O/W)

The preparation of oil-in-water (O/W) nanoemulsions was carried out according to the adapted
methodologies described by [21] and [22], using the low-energy phase inversion method. The
nanoemulsions were formulated with essential oil, non-ionic surfactant and water, according to Table 1.
The final homogenization was completed by keeping the formulation in constant agitation at 6000rpm, until
reaching the temperature reduction to 25 °C + 2 °C. To prove the stability, the formulations were submitted
to different stress tests: centrifugation, heating-cooling cycle and freezing-thawing stress, according to the
methodology described by [23].

Table 1.Nanoemulsion formulations for S. officinalis essential oil.

Identification Essential oil (S. officinalis) Tween 20 H20
NO/W1 5% 5% 90%
NO/W 2 5% 10% 85%
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NO/W 3 5% 15% 80%

Characterization of nanoemulsions
The droplet size distribution (volume analysis) and Polydispersity (PDI) of the nanoemulsion
formulations were determined using a 90 Plus patrticle size analyzer [22].

Larvicidal activity

The eggs were collected in Sdo Luis/MA, through traps called ovitraps. These consist of brown buckets
(500 mL), made of polyethylene, with 1 mL of brewer's yeast and 300 mL of running water and two Eucatex
straws inserted for mosquito oviposition. The traps were inspected weekly to replace the straws and collect
the eggs and sent them to the Laboratory for Research and Application of Essential Oils (LOEPAV/UFMA)
of the Technological Pavilion of the Federal University of Maranhdo — UFMA.

Initially, Aedes aegypti eggs were placed to hatch at room temperature in a circular glass aquarium
containing mineral water. Species identification followed the methodology proposed by [24]. The larvae
obtained are fed with cat food according to the methodology of [25] until reaching the third and fourth
stages, age at which the experiments were carried out.

Assays for larvicidal activity were performed according to the adapted methodology proposed by [26].
Initially, a stock solution of 100 mg L of each of the essential oils was prepared and diluted in a 2% DMSO
solution and nanoemulsions (no dilution). From this solution, five dilutions were prepared at concentrations
1.0-90.0 mg L. At each concentration, 10 larvae were added at a rate of 1 mL per larva.

All tests were performed in triplicates and a 2% DMSO solution was used as a negative control, and a
70% viv ethanol (PA) solution was used as a positive control. After 24 hours, the live and dead were
counted, being considered dead, the larvae that did not react to touch after 24 hours of the beginning of the
experiment. To quantify the efficiency of essential oils and nanoemulsions, the Probit statistical test [27]
and action classification by [28] were applied.

RESULTS
Phytochemical Profile

Table 2 displays the class of secondary metabolites identified in the EO of S. officinalis.

Table 2. Classes of secondary metabolites identified in Salvia officinalis

EO 1 2 3 4 5 6 7 8

Salvia officinalis - + + + + + + +

Note: 1: Alkaloids; 2: Steroids; 3: Glycosides; 4. Cardiac glycosides; 5: Flavonoids; 6: Saponins; 7:
Phenols; 8: Tannins; (+) positive; (-negative).

According to Table 2, among the active phytochemicals found in this study, the presence of
steroids, glycosides, cardiac glycosides, flavonoids, saponins, phenols and tannins stands out.
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Physicochemical properties

Table 3 shows the result of the physicochemical parameters of the essential oil of Salvia officinalis
L., being extremely important not only to determine the quality, but also to control its purity.

Table 3.Physicochemical parameters of essential oil

Physicochemical parameters S. officinalis
Density (g mL™) 0.9280
Refractive index (nD 25°) 1,465
Solubility in alcohol at 70% (v/v) 1:2
Color Yellow
Appearance Clear
Performance (%) 1.78

According to the results expressed in Table 3, a yield of 1.78% was obtained for the EO extracted
from the leaves of S. officinalis. Regarding the solubility in 70% ethanol, the result demonstrates that the
EO of S. officinalis was soluble in the proportion of 1:2. The color presented by the EO was typical yellow of
the EO S. officinalis. The refractive index and density of EO obtained from leaves of S. officinalis were
1.4650 and 0.9280 g mL* respectively.

Chemical profile

Through gas chromatography coupled to mass spectrometry, it was possible to separate and
identify five constituents of the essential oil, which are presented in Figurel, following the order of elution.
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Figure 1.S. officinalis essential oil chromatogram.
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According to the results obtained, Table 4 presents the chemical compounds identified in the EO of
S. officinalis through GC/MS. Thus, according to Table 4, 5 components were identified in the EO of S.
officinalis, being the major constituent of the EO, eucalyptol with 65.14%, followed by camphor (30.63%)
and a-Terpineol (1, 53%).

Table 4. Chemical constituents in the EO sample of S. officinalis

Peak Retention time (min) Area Content% Compounds - NIST08
1 10,268 1312912 65.14 Eucalyptol
2 11,617 24822 1.23 Thujone
3 12,352 617523 30.63 Camphor
4 12,753 29549 1.47 Cyclobutyl ester
5 13,092 30939 1.53 a-Terpineol

Lethality against Artemia salina Leach

In the toxicity test it was possible to observe that the LCso was <1000 mg/L and according to [17] it
is classified as non-toxic.

Thermodynamic stability

Table 5 shows the thermodynamic stability of nanoemulsion formulations with S. officinalis EO.

Table 5. Study of the thermodynamic stability of nanoemulsion formulations with Salvia officinalis essential oil.

Identification SF Q CG DCG Final stability
NO/W 1 - - - - +
NO/W 2 - - - ) +
NO/W 3 - + - - -

Note:SF- phase separation or creaming at room temperature; AQ- phase separation after heating; GC- phase
separation or creaming after freezing; DCG- phase separation or creaming after thawing; + positive; - negative.

According to Table 5, the formulations NO/W 1 and NO/W 2 showed stability in the tests used and
were used for the other tests, however, the formulation NO/W 3 proved to be unstable with phase
separation after heating and was not used in the following tests.

Characterization of nanoemulsions

Table 6 shows the average size of formulations containing Tween 20 surfactant, S. officinalis EO
and H20, as well as the polydispersity index over time from O to 60 days.
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Table 6. Variation of the mean Z (nm) and polydispersity index (PDI) for the nanoemulsion over time (TO-T60 days).

Time (days) Mean Z (nm) PDI
0 10647 + 1.66 0.187 = 0.010
o T15 10252 + 0.83 0.184 + 0.005
E T30 96.09 + 0.58 0.181 + 0.009
% T45 93.03 + 1.67 0.178 = 0.010
T60 90.71 + 0.52 0.182 + 0.002

Time (days) Mean Z (nm) PDI
0 101.14 + 1.58 0.177 = 0.009
~ T15 9740 = 0.79 0.175 = 0.005
E T30 9129 + 055 0.172 + 0.008
% T45 88.38 + 1.58 0.169 + 0.009
T60 86.18 =+ 049 0.173 + 0.002

According to the concept that hanoemulsions are systems that present droplets in the size range
between 50 and 200 nm [29], the formulations produced were characterized as nanoemulsions because
they had an average droplet size < 200 nm after O to 60 days of manipulation, indicating small droplet size.
The polydispersity index for all NE's during the evaluated period was low and was between 0.169 and
0.187, indicating a narrow size distribution (PDI= < 0.200) (Table 6). Thus, NE's were used for the larvicidal
bioassay against Ae. aegypti and other biological tests.

Quantification of phenolics

The results of the total phenolic content of the EO and the formulations of S. officinalis
nanoemulsions are presented in Table 7.

Table 7. Quantification of total phenolics (mg EAT g?)

Identification mg EAT g1 Line equation R?
EO 148.2 y=0.0586x + 0.06 0.9998
NO/W 1 8.53 y=0.0586x + 0.06 0.9998
NO/W 2 12.12 y=0.0586x + 0.06 0.9998

According to Table 7, the EO and the nanoemulsions of S. officinalis presented an important
quantity of total phenolics, being the EO with 148.2 mg EAT g, among the nanoemulsions, the formulation
NO/W 2 which presented the highest quantity with 12.12 mg EAT g?, while the formulation NO/W 1
quantified 8.53 mg EAT g

Antioxidant activity

Table 8 presents the ECso, straight line equation and linear regression for the antioxidant capacity of
S. officinalis nanoemulsions for the methods used.
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Table 8. Antioxidant capacity of S. officinalis nanoemulsions.

Identification ECso (mg L) y=ax-b R?
N O/W 1 136.29 y=55.26x-67.963 0.9589
N O/W 2 51.59 y=90.021x-104.17 0.9941

According to [30], plant products with a concentration lower than 500 mg L™* are classified as active.
Thus, S. officinalis EO formulations were promising and active for antioxidant activity. The lower the ECso
value, the greater the antioxidant action of the natural compound, since a lower concentration of the natural
product (nanoemulsion) is required to reduce the H>O, radical by 50% [31]. Thus, when evaluating Table 8,
it was found that the S. officinalis EO nanoemulsion showed better antioxidant activity by the NO/W 2
formulation (ECso= 51.59 mg L), when compared to an ECso of 136.29 mg L of the formulation NO/W 1.
In the literature, it was not possible to find studies on the antioxidant activity of the O/W nanoemulsion of
the EO of S. officinalis, which emphasizes the importance of this research.

Larvicidal activity

Table 9 shows the mortality of Aedes aegypti larvae in the EO concentrations tested with LCso
calculation and statistical parameters by the Probit method.

Table 9. Aedes aegypti mortality for essential oil action

Identification Clso X2 o R?
NO/W 1 71.17 0.976 0.462 0.925
NO/W 2 > 100 mg L2 - - -

As shown in Table 9, the LCso for NO/W1 formulated regarding the estimated mortality of 50% of
Aedes aegypti larvae was below 100 mg L, being classified by [32] as active action (LCso of 71.17 mg L™?)
for larvicidal activity, and its potential for use and application was encouraged, while nanoemulsion 2 (O/W)
did not obtain active potential (LCso of 214.32 mg L).

DISCUSSION

The phytochemicals found in this study corroborate previous studies by [33] and [34] when analyzing
other Salvia species (S. trifilis and S. squalens). The diversity of active compounds present is important,
demonstrating a high biological potential.

The presence of steroids observed is related to the antioxidant activity [45] found in this study, in
addition to acting as antimicrobial, anti-inflammatory and analgesic [36].

Glycosides are responsible foralleopathy in plants and still perform the defense of the plant against
pathogens and herbivores. In addition, they participate in plant signaling, growth and development [37].
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On the other hand, cardiac glycosides have a great impact on the pharmaceutical industry, as
several glycosidic substances are applied in the treatment of suggestive heart failure [38]. However, it can
be extremely toxic when administered irregularly [39].

Flavonoids are present in all plant species and perform several functions such as: protection of
plants against UV radiation from sunlight, defense against microorganisms (viruses, fungi and bacteria),
insects and other herbivores, in addition to potent antioxidant action [40, 41].

Saponins that tested positive are known for their ability to foam in aqueous solutions [42], so several
plants containing this compound were used in cleaning. These compounds stand out for their hemolytic,
antimicrobial, antifungal, antioxidant, molluscicidal, antiparasitic and antiviral action [43,44].

Phenolic compounds are found in abundance in plants and have active pharmacological actions in
antioxidant, fungicidal, antibacterial, antiviral and antitumor properties [45,44].

Tannins are phenolic compounds widely distributed among plants. They have an astringent taste
that provides protection against herbivores in general and againstto attacks by fungi, bacteria and viruses
[46].

Considering the presence of metabolites responsible for several biological activities, the importance
of studies on the formulation of biotechnological products with such pharmaceutical potential is highlighted.

Regarding the EO yield, the value found was superior to the result found by [47] where they reported
that the EO yield of S. officinalis ranged from 0.33% to 0.62%. It is worth mentioning that in the literature
there are few studies related to the physicochemical properties of the essential oil of S. officinalis.

[48], when analyzing the different collection times and extraction times of essential oil from basil
(Ocimum basilicum), a species belonging to the same family as S. officinalis, observed the same trend with
a yield of 0.38%. However, [49] reached a yield of 1.56% for the essential oil of O. basilicum, close to the
one found in this study.

The differences in the amount of essential oil found may be related to climatic factors, inherent to the
plant, water and nutrient availability, altitude, seasonality, collection site and management techniques
during the cultivation of the species. According to [50], the grinding of plant species before essential oil
extraction contributes to a greater yield of essential oil. It is worth mentioning that in the present study, the
EO was extracted from the crushed leaves and presented satisfactory yield, which encourages its
extraction and application.

It was observed in the work carried out by [51] using the EO of this plant the value of the refractive
index of 1.4917 and density of 0.9420 g mL"%, which demonstrates that the values were equal or very close,
the which indicates no change in the quality of the EO of the present study.

Similar results related to chemical compounds were described by [52], who reported the presence of 6
constituents characterized and identified by GC/MS, with 23.4% of sage EO consisting of eucalyptol,
followed by cis-tujone (18, 9%) and trans-B-caryophyllene (11.0%). [53] also identified eucalyptol (26.6%)
as the major compound in the EO of S. officinalis collected in Colombia.

According to [54], the composition of the EO of S. officinalis can vary according to the place of
collection of the plant, genetic factors, stage of development, extraction methods, and other climatic,
seasonal and environmental factors. Thus, in the study by [55], the composition and quantification of the
EO of sage extracted from different locations varied significantly, with eucalyptol being responsible for 55 to
62% of the composition of the extracted EQO's and camphor with a variation of 8 to 10% of the content. On
the other hand, [56] obtained variations in the yield of the compounds according to the time of harvest, with
camphor with 22.4 to 18.8%, followed by a-thujone (21.4 to 21.6%) and eucalyptol (15.1 to 7.4%).

Regarding toxicity, in the study by [57], they observed mortality of 26% of Artemia salina L. larvae at
the highest concentration (500uL/mL) of S. officinalis hydrolate. Studies in the literature regarding toxicity
by the Artemia salina Leach bioassay against S. officinalis EO are still scarce and poorly publicized.

Thus, the results regarding toxicity were compared to studies that showed eucalyptol as the major
component. In a recent study by [58], they proved the low toxicity (LCs=284.15 mg. L) of the EO of Alpinia
zerumbet against Artemia salina, considering p-cymene (40.15%) and eucalyptol as the major compounds.
(26.70%). According to [59], eucalyptol is found as a major compound also in Eugenia pyriformis. Thus, in a
study by [60], they concluded that the absence of toxicity of the E. pyriformis extract is related to the
presence of its major compounds that do not present toxic characteristics for non-target organisms.
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According to [61], the stability of nanoemulsions may depend on factors such as initial droplet size,
surfactant concentration and method of production. In this study, a larger droplet size was observed for the
unstable formulation compared to other formulations, which may explain its instability. It should be noted
that in addition to the lack of specific studies on the incorporation of sage EO in nanosystems, stability has
not yet been studied, which configures the importance of this development proposal.

Similar results were described by [62] in the study on the nanoemulsion of EO from Origanum
vulgare L., where the formulation was unstable when subjected to high temperatures, between 75°C and
100°C. On the other hand, [63] observed that none of the EO nanoemulsion samples from Rosmarinus
officinalis L. showed signs of instability such as creamation and phase separation. The formulation was
prepared with the same concentration of compounds used in this study, which showed stability.

According to [64], the method used to obtain nanoemulsions can influence their characterization. Low-
energy methods are more efficient, as they require less energy to produce nanoemulsions with smaller
droplet sizes compared to NE's obtained with the high-energy methodology [65]. Thus, this method used in
this study allowed to obtain NE's with reduced droplet size and low polydispersity. Results from [66], on the
Lippia alba EO nanoemulsion produced with a low energy method, indicated a mean particle size of
116.2+0.3 nm and a polydispersion index of 0.205+0.001, corroborating this study.

Phenolic compounds are phytochemical agents responsible for the secondary metabolism of plants.
They are related to several biological activities such as antimicrobial, fungicidal, antioxidant, and insecticide
[67-69]. However, the total phenolic content for the EO nanoemulsion of the species under study is not yet
present in the literature, so the importance of disclosing this study is emphasized.

A smaller amount on a gram equivalence basis of gallic acid for extracts of S. officinalis species were
found in the literature. A recent study by [70] reported that the phenolic content for sage extract was 1.32
mg/mL. Similar values were also observed by [71] for the hydroalcoholic and aqueous extracts for the same
plant species, with 1.88 mg GAE/mL and 1.61 mg GAE/mL, respectively. These findings indicate that the
values found in the present study are promising.

Some factors may contribute to different levels of total phenolics in plants, highlighting the extraction
methods, solvent used, extraction temperature, in addition to environmental and agronomic conditions,
which can act by modifying the concentration of these compounds in different studies [72].

[73] observed in their study that time and temperature variables influenced the antioxidant potential of
S. officinalis extract, ranging from 327.54 to 1628.02 mg AA/100 g of sample. Similar results to those
obtained in this study were reported by [74], where an EC50 of 48,800 EAA/g of the dry sage plant was
observed. On the other hand, [75] reported only 19.70% of S. officinalis EO antioxidant action, at a
concentration of 1000 pL mL™.

The antioxidant potential of plant species may be related to the presence of phytoantioxidants found in
medicinal plants such as flavonoids, tannins, anthocyanins, ascorbic acid, including phenolics present in
this study. Therefore, several authors point out the relationship between the antioxidant potential and the
phenolic content of natural products. In addition, the production of these substances also depends on
environmental conditions, such as high temperatures, radiation, pathogen attack or even mineral imbalance
[76].

According to the nanometric characteristics of the oil-in-water (O/W) formulations, they can be
identified as good larvicidal agents as they increase the biological action of the essential oil [36], as
observed in this study. However, investigations on the larvicidal potential of the nanoemulsion of the EO of
S. officinalis were not found in the literature, which is a study of great relevance regarding the results
obtained, therefore, the results will be compared to studies with the EO of S. officinalis.

[77] analyzed the larvicidal potential of the EO of S. officinalis obtained in Colombia and obtained an
LCso of 76.43 mg/mL, being classified as active. [78], using the same methodology, found the same value
for 50% mortality of Aedes aegypti larvae. On the other hand, [79] also found active larvicidal action against
Ae. aegypti, with an LCso of 56.9 ppm. These results corroborate with this study that shows the larvicidal
potential of S. officinalis.

The biological potential of an essential oil may be related to different concentrations and combinations
of its chemical compounds. [80] chemically characterized the EO of S. officinalis and found that the main
chemical compounds were: B-thujone (20.1%), eucalyptol (15.91%) and camphor (14.79%). In the same
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study, significant larvicidal activity was observed, showing that such potential can be attributed to the
chemical substances of the plant. In a study by [81], they verified the active biological potential of the EO of
S. officinalis against Ae. aegypti larvae, which presented eucalyptol as the major compound.

It is important to highlight that the EO under study has great biological action, so the nanoemulsion
obtained from this bioproduct has high market potential, being a viable alternative in the fight and control of
Aedes aegypti.

CONCLUSION

We identified the chemical constituents eucalyptol (65.14%), camphor (30.63%), a-Terpineol
(1.53%), cyclobutyl ester (1.47%) and thujone (1.23%) through Gas Chromatography coupled to Mass
Spectrometry. Through the toxicity test, it was possible to prove the non-toxicity of sage EO against
Artemia salina. It was possible to quantify the antioxidant action by the decolorization method of hydroxyl
radicals of the formulated nanoemulsions. The nanoemulsions presented concentrations below 500 mg L,
being classified as active according to the established criteria. It was possible to obtain a smaller droplet
size for the NO/W 1 and NO/W 2 formulations, with an average droplet <200 nm, characterizing them as
nanoemulsions. The formulation NO/W 1 showed active potential for larvicidal activity, being encouraged
as a new alternative for the control and combat of Aedes aegypti cases.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

e Foi possivel identificar os constituintes quimicos do 6leo essencial de Salvia
officinalis L., sendo o eucaliptol o componente majoritario e comprovou-se

atoxicidade do 6leo essencial de Salvia officinalis L. frente Artemia salina

e Foi possivel obter tamanho de gota paras as formulacbes com média de

gotas <200 nm, caracterizando-as como nanoemulsdes.

e Quantificou-se a acdo antioxidante pelo método de descoloracdo de radicais
hidroxilas das nanoemulsdes formuladas e estas apresentaram
concentracées inferiores a 500 mg L, sendo classificadas como ativas de

acordo com os critérios estabelecidos.

e A formulacdo testada para nanoemulsdo apresentou potencial ativo para
atividade larvicida frente Aedes aegypt, sendo incentivada como uma nova

alternativa para o controle e combate de casos do vetor de arboviroses.
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Main Sections

e Introduction, Material and Methods, Results,
Discussion, Conclusion, Patents, References.

e Font: Arial, 11 pt. Bold, Justified, Line Spacing: 1,0
(Simple), Space Before: 12 pt. Space After: 6 pt.

Subsections

e Subsection

Font: Arial, 11 pt. Bold, Justified, Line Spacing: 1,0
(Simple), Space Before: 12 pt. Space After: 6 pt.

Subsubsection

Font: Arial, 11 pt. Italic, Justified, Line Spacing: 1,0
(Simple), Space Before: 12 pt. Space After: 6 pt.

Subsubsubsection

Font: Arial, 11 pt., Justified, Line Spacing: 1,0
(Simple), Space Before: 12 pt. Space After: 6 pt.

Introduction

e Font: Arial, 11 pt., Justified, Line Spacing: 1,0
(Simple), Space Before: 0 pt. Space After: O pt. First
line indent de 0,75cm.

The introduction should briefly place the study in a broad
context and highlight why it is important. It should define
the purpose of the work and its significance. The current
state of the research field should be reviewed carefully, and
key publications cited. Please highlight controversial and
diverging hypotheses when necessary. Finally, briefly
mention the main aim of the work. References should be
numbered in order of appearance and indicated by a
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numeral or numerals in square brackets, e.g., [1] or [2,3], or
[4-6]. See the end of the document for further details on
references.

Materials and Methods

e Font: Arial, 11 pt., Justified, Line Spacing: 1,0
(Simple), Space Before: 0 pt. Space After: 0 pt. First
line indent de 0,75cm.

Material and Methods should be described with sufficient
details to allow others to replicate and build on published
results. Please note that publication of your manuscript
implicates that you must make all materials, data, computer
code, and protocols associated with the publication
available to readers. Please disclose at the submission
stage any restrictions on the availability of materials or
information in cover letter. New methods and protocols
should be described in detail while well-established
methods can be briefly described and appropriately cited.
This section may be divided by subheadings as reported
below.

Results

o Font: Arial, 11 pt., Justified, Line Spacing: 1,0
(Simple), Space Before: 0 pt. Space After: 0 pt. First
line indents de 0,75cm.

It should provide a concise and accurate description of the
experimental results, their interpretation as well as the
experimental conclusion that can be drawn.

Figures Tables and Schemes

o Put all figures tables and schemes in their correct
place in the text

o All figures and tables should be cited in the main
text numbered consecutively in Arabic digits as
Figure 1, Table 1, etc

Tables
o Table Caption Font: Arial, 10 pt, Justified, Line
Spacing: 1,0 (Simple), Space Before: 12 pt. Space
After: O pt.

Each table should be accompanied by a short title sentence
describing what the table shows. Further details can be
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included as footnotes to the table.

Table Body Font: Arial, 11 pt., Centrered, Line
Spacing: 1,0 (Simple), Space Before: 0 pt. Space
After: O pt.

Vertical and Diagonal lines must not be used in tables

Table Footer Font: Arial, 10 pt, Centered, Line
Spacing: 1,0 (Simple), Space Before: 0 pt. Space
After: 12 pt.

IMPORTANT: The tables must be elaborated and edited in
cells, using the resources of the text editor. Observation:
Tables in figure format are not accepted, or that contain
lines drawn.

Tables that are too large for portrait pages should be
placed on a separate page in the sequence they appear in
the text, in landscape mode, as in the example page below

Figures and Schemes

Figure Caption Font: Arial, 10 pt, Justified, Line
Spacing: 1,0 (Simple), Space Before: 0 pt. Space
After: 12 pt.

If there are multiple panels, they should be listed
as: (a) Description of what is contained in the first
panel; (b) Description of what is contained in the
second panel.

Images should have a minimum resolution of 300
dpi.

A caption on a single line should be centered.

Figures should be submitted preferably in color, the
texts inside the figures must be legible.

When figures present different parts, each one must
be indicated by uppercase (Fig. 1 A, B, C, etc.).

Equations and Theorems

Equations must not be in image format.
They must me numbered

Equation: Arial, 11 pt, Centered, Line Spacing: 1,0
(Simple), Space Before: 6 pt. Space After: 6 pt.
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e« Theorems: Arial, 11 pt, Italic Justified, Line Spacing:
1,0 (Simple), Space Before: 12 pt. Space After: 8 pt.
The word Theorem n° in the beginning of the
sentence is Bold

e Proof of Theorems: Arial, 11 pt, Justified, Line
Spacing: 1,0 (Simple), Space Before: 12 pt. Space
After: 8 pt. The word Proof of Theorem n° in the
beginning of the sentence is Bold

Discussion

e Font: Arial, 11 pt., Justified, Line Spacing: 1,0
(Simple), Space Before: 0 pt. Space After: O pt. First
line indents de 0,75cm.

e Authors should discuss the results and how they
can be interpreted in perspective of previous studies
and of the working hypotheses. The findings and
their implications should be discussed in the
broadest context possible. Future research
directions may also be highlighted.

Conclusions

e Font: Arial, 11 pt., Justified, Line Spacing: 1,0
(Simple), Space Before: 0 pt. Space After: O pt. First
line indents de 0,75cm.

e This section is not mandatory but can be added to
the manuscript if the discussion is unusually long or
complex.

Patents

e Font: Arial, 11 pt., Justified, Line Spacing: 1,0
(Simple), Space Before: 0 pt. Space After: O pt. First
line indents de 0,75cm.

e This section is not mandatory but may be added if
there are patents resulting from the work reported in
this manuscript.

Funding
e Arial, 10 pt, Justified, Line Spacing: 1,0 (Simple),

Space Before: 12 pt. Space After: 0 pt. The word
Funding in the beginning of the sentence is Bold
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Please add: "This research received no external funding" or
"This research was funded by NAME OF FUNDER, grant
number XXX". Check carefully that the details given are
accurate.

Acknowledgments

e Arial, 10 pt, Justified, Line Spacing: 1,0 (Simple),
Space Before: 12 pt. Space After: 0 pt. The word
Acknowledgments in the beginning of the sentence
is Bold

In this section you can acknowledge any support given
which is not covered by the author contribution or funding
sections. This may include administrative and technical
support, or donations in kind (e.g., materials used for
experiments).

Conflicts of Interest

e Arial, 10 pt, Justified, Line Spacing: 1,0 (Simple),
Space Before: 12 pt. Space After: 0 pt. The word
Conflicts of Interest in the beginning of the sentence
is Bold

Declare conflicts of interest or state, "The authors declare
no conflict of interest." Authors must identify and declare
any personal circumstances or interest that may be
perceived as inappropriately influencing the representation
or interpretation of reported research results. Any role of
the funders in the design of the study; in the collection,
analyses or interpretation of data; in the writing of the
manuscript, or in the decision to publish the results must be
declared in this section. If there is no role, please state,
"The funders had no role in the design of the study; in the
collection, analyses, or interpretation of data; in the writing
of the manuscript, or in the decision to publish the results".
“ The “Authors have authorization by the company <Name
of the company> to disclose the data and images used in
this article”

References

References must be numbered in order of appearance in
the text (including citations in tables and legends) and listed
individually at the end of the manuscript. We recommend
preparing the references with a bibliography software
package, such as EndNote, Reference Manager or Zotero
to avoid typing mistakes and duplicated references. In the
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text, reference numbers should be placed in square
brackets [ ], and placed before the punctuation; for example
[1], [1-3] or [1,3].

e Arial, 10 pt, Left Aligned, Line Spacing: 1,0 (Simple),
Space Before: 0 pt. Space After: 0 pt. Numbered

Reference list should be in Font 10, with organized in
numerical order. The full list of references, at the end of the
article, must follow the Vancouver style:

References Guide

Manuscripts may be submitted following the "Uniform
Requirements for Manuscripts Submitted to Biomedical
Journals" produced by the International Committee of
Medical Journal Editors also known as the Vancouver
Style. In this case, authors should follow the guidelines in
the link bellow and will be responsible for modifying the
manuscript where it differs from the instructions given here.

http://www.nIm.nih.gov/bsd/uniform requirements.html

IMPORTANT: There will be no restrictions on the reference
article source language, despite the recommendation be in
English, however the title should be translated and
presented in English, between brackets

Important: Save the file in .doc or .docx format.

Editorial criteria and processes

Editorial processes are described for the following stages:
At submission | After submission | After acceptance

At submission

The criteria for publication of scientific papers BABT are
that they:

e report original scientific research (the main results
and conclusions must not have been published or
submitted elsewhere)

o are of scientific importance and not too regional.

e reach a conclusion of interest to an interdisciplinary
readership.
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have an unequivocal definition of the objectives to
be achieved at the end of the study in question

e are up-to-date support literature on the topic defined
for study.

« have definition and appropriate application of
methodology(s);

« make a critical analysis of facts, opinions and
procedures relating to the approach(s);

« make a discussion of the evidence found and its
implications.

e have a valid study premise and the arguments that
support it.

e have clear and coherent structure.

e are alignment with current referencing and citation
standards.

o follow the format indicated in the submission rules.
« are well written in English language

e have a properly written Cover Letter according to
the template

o the journal follows the Open Science guidelines
Important:

¢ Check that all authors are included in the text and
with orcid id

After submission

The first stage for a newly submitted Article is that the
editorial staff consider whether to send it for peer-review.

The criteria follow the list above.

Fist the manuscript is evaluated by its format, at the
submission the authors must use the template properly and
follow the instructions presented in the section “Brief guide
for submission”. The Cover Letter is mandatory, and it must
follow its template. The manuscript that doesn'’t follow the
criteria’s will be returned to authors for corrections, as many
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times as necessary.

If the manuscript pass through the check list will be
evaluated by one of journals Editors in Chief, depending on
which field of knowledge is the manuscript related. The
Editors will evaluate it by how well written the manuscript is,
by similarities through a specific plagiarism verification
software, by regionalism and scientific importance. If they
judge that the manuscript attends those criteria, it will be
sent to one of our associate editors.

The associate editor will select at least 3 reviewers to
evaluate the manuscript, it could be sent to more reviewers
if for any reason one of them declines to review. The
associated editor needs at least 2 reviews to make a
decision. This number of reviews can change based on the
quality of the revision. That decision is made by the
associated editor. The manuscript can be rejected if we
can'’t find reviewers interested to see your manuscript.

All Articles published in BABT go through at least one
round of review, usually two or three, sometimes more. At
each stage, the editor will evaluate the manuscript with
editorial colleagues in the light of reviwers’ reports, and
send a letter to the author offering one of the following
options:

e The paper is accepted for publication.

e The manuscript needs a minor revision in principle
once the authors have made some revisions in
response to the referees’ comments. Under these
circumstances, revised papers are not usually sent
back to the referees because further technical work
has not been required but are accepted for
publication once the editors have checked that the
referees’ suggestions have been implemented

e The paper needs a major revision, pending the
authors’ response to the referees’ comments. Under
these circumstances, further experiments or
technical work can be required to address some or
all of the referees’ concerns, and revised papers are
sent back to some or all of the referees for a second
opinion. Revised papers should be accompanied by
a point-by-point response to all the comments made
by all the referees.

o The paper is rejected because the referees have
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raised considerable technical objections and/or the
authors’ claim has not been adequately established.
Under these circumstances, the editor’s letter will
state explicitly whether or not a resubmitted version
would be considered. If the editor has invited the
authors to resubmit, authors must ensure that all the
referees’ technical comments have been
satisfactorily addressed (not just some of them),
unless specifically advised otherwise by the editor in
the letter and must accompany the resubmitted
version with a point-by-point response to the
referees’ comments. Editors will not send
resubmitted papers to the reviewers if it seems that
the authors have not made a serious attempt to
address all the referees’ criticisms.

e The paper is rejected with no offer to reconsider a
resubmitted version. Under these circumstances,
authors are strongly advised not to resubmit a
revised version as it will be declined without further
review. If the authors feel that they have a strong
scientific case for reconsideration (if the referees
have missed the point of the paper, for example)
they can appeal the decision in writing by email. The
main grounds for a successful appeal for
reconsideration are if the author can identify a
specific technical or other point of interest which had
been missed by the referees and editors previously.
Appeals written in general or vague terms, or that
contain arguments not relevant to the content of the
manuscript, are not likely to be successful.
Manuscripts cannot be submitted elsewhere while an
appeal is being considered.

At any time the author can ask to withdraw the manuscript
by email to babt@tecpar.br with the subject [Manuscript
ID*] Withdraw the manuscript

If an author needs to be withdrawn or inserted in the paper
after the initial submission the journal need that a letter
signed by all authors, including the one to be inserted or
withdraw, authorizing the changes

After Acceptance

After accepted the paper passes through a final format
check. If there are no big changes needed the journal
submits, to the author of correspondence by email, the final
proof of the article ready for publication. The authors have
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2 (two) weeks for review and point if any correction is
needed. If the deadline for response expires without a
return from the authors, the magazine considers that the
article is approved and therefore ready for publication.

If any big change or the need of correction by the authors is
found by the editorial staff the manuscript will be sent to the
author of correspondence asking him to change the
aspects pointed by the editorial staff. At this point we wont
allow any changes in the content of the paper.

An erratum applies only to cases where the journal has
effectively wrong without the knowledge of the author. The
author has a number of instances where errors / mistakes
can and should be corrected such as author name,
keywords, title, errors in the main text, etc.

Communication with editorial staff

All communication with the editorial staff must be by the
email babt@tecpar.br

The Subject of the email must follow the pattern below:
[Manuscript ID*] Subject

Examples:

[BABT-2022-0000] Review and Correction
[BABT-2022-0000] Approved Article

Emails sent outside this standard are automatically
rejected.

*Manuscript ID — BABT-NNNN-NNNN

Editorial Staff

Marilene Aparecida Boaron

Brazilian Archives of Biology and Technology

Email: babt@tecpar.br
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