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RESUMO 

O Aedes aegypti é o principal transmissor da dengue em 128 países. Aproximadamente 

390 milhões de pessoas são infectadas e 20.000 dos afetados morrem ao ano. Os 

monoterpenos são eficientes larvicidas contra esse vetor, dentre eles o limoneno que 

atua no intestino médio das larvas, interferindo em seu desenvolvimento. O objetivo da 

pesquisa foi avaliar a ação do limoneno, em concentração subletal, sobre a histologia, 

histoquímica do intestino médio, e níveis de carboidratos neutros e proteínas totais em 

larvas do Ae. aegypti. Foram utilizados bioensaios de larvas 3o ínstar. O limoneno foi 

usado na CL50 de 27 ppm. Formaram-se os tratamentos: limoneno e controle (água e 

etanol), analisados após 12 e 24h. O intestino médio das larvas tratadas após 12h 

apresentou células colunares, protuberâncias e vacuolização citoplasmática e após 24h 

houve total desorganização do epitélio. Histoquimicamente as larvas tratadas 

apresentaram níveis superiores de glicogênio quando comparadas ao grupo controle, 

assim como para proteína total. Bioquimicamente, houve aumento significativo dos 

níveis de proteína total nas larvas tratadas em relação ao controle 12 h e redução em 

relação ao controle 24 h. Verificou-se, respectivamente, aumento e redução dos níveis 

de glicogênio e açúcar total nas larvas tratadas em relação aos controles. Conclui-se que 

o limoneno provoca alterações na histologia e histoquímica no intestino médio de larvas 

de Ae. aegypti, além de interferir nos níveis de proteínas, glicogênio e açúcar total.. 

 

Palavras-chave: Diptera, Monoterpeno, Intestino médio, Histoquímica. 
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ABSTRACT 

Aedes aegypti is the main transmitter of dengue in 128 countries. Approximately 390 

million people are infected and 20,000 of those die each year. The monoterpenes are 

efficient larvicides against this vector, among them the limonene acts in the midgut of 

the larvae, interfering in its development. The objective of the research was to evaluate 

the action of limonene, in sublethal concentration, on histology, histochemistry of midle 

intestine, and levels of neutral carbohydrates and total proteins in Ae. aegypti larvae. 

Bioassays of 3rd instar larvae were used. Limonene was used at the LC50 of 27 ppm. 

The treatments were: limonene and control (water and ethanol), analyzed after 12 and 

24 h. The midgut of the larvae treated after 12h presented columnar cells, protuberances 

and cytoplasmic vacuolization and after 24h there was total disorganization of the 

epithelium. Histochemically, the treated larvae had higher levels of glycogen when 

compared to the control group as well as for total protein. Biochemically, there was a 

significant increase in total protein levels in the treated larvae in relation to the 12 h 

control and reduction in relation to the 24 h control. There was an increase and 

reduction in glycogen and total sugar levels in the treated larvae in relation to the 

controls. It is concluded  limonene causes pathological changes in histology and 

histochemistry in the midgut of the Ae. aegypti larvae, besides interfering in proteins 

level, glycogen and total sugar. 

 

Key words: Diptera. Monoterpene. Midgut. Histochemistry. 
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1. INTRODUÇÃO  

 

A dengue é uma doença transmitida pelo mosquito do gênero Aedes sp. que se 

reproduz em habitats tropicais e subtropicais. O principal vetor, Aedes aegypti, é uma 

espécie que se prolifera de forma cosmotropical em recipientes com água e em torno de 

casas. Vetores secundários incluem Ae. albopictus, um vetor importante no Sudeste da 

Ásia e que se espalhou para as Américas, África Ocidental e na Bacia do Mediterrâneo, 

Ae. mediovittatus no Caribe, e Ae. polynesiensis e Ae. scutellaris na região do Pacífico 

Ocidental. Apesar de ocorrerem ciclos zoonóticos envolvendo macacos em algumas 

áreas de floresta da África Ocidental e do Sudeste da Ásia, não há nenhuma evidência 

de que esses desempenham qualquer papel em epidemias de doenças humanas. Por 

conseguinte, o controle pode ser dirigido para o Ae. aegypti encontrado em muitos tipos 

de recipientes domésticos, como frascos de armazenamento de água, tambores, tanques 

e recipientes de plantas ou flores. Esses insetos não voam longe, dispersando 

provavelmente não mais do que 100 m do local da emergência (REITER et al., 1995; 

HONÓRIO et al., 2003; MORI et al., 2004; HARRINGTON et al., 2005) e são 

altamente antropofílicos, ou seja, raramente se alimentam-se de hospedeiros não-

humanos.  

A dengue comum e a hemorrágica ocorrem em 128 países, com uma estimativa 

anual de 20.000 mortes, além de mais de 50% da população mundial estar em risco de 

contaminação (BRADY et al., 2012; BHATT et al., 2013). A sua prevenção consiste no 

controle vetorial, implementação de bons sistemas de vigilância e no desenvolvimento 

de vacinas. Como ainda não existe nenhuma vacina validada, o controle vetorial é muito 

importante, consistindo, principalmente, na eliminação de criadouros naturais e 

artificiais dos mosquitos, além da aplicação de inseticidas tanto para larvas quanto para 

os adultos (LIGON, 2005). 

Dadas essas limitações, o controle ou mesmo a eliminação de populações de 

vetores peridomésticas pode parecer viável, mas a experiência tem provado de outro 

modo. Muitas tentativas de erradicação falharam, por várias razões: programas verticais 

foram ineficientes e insustentáveis, espaço ao ar livre durante a pulverização foi 

ineficaz, larvicidas foram muitas vezes rejeitados pelas comunidades e mensagens 

educativas para a população não tiveram sucesso (GUBLER & Clark 1994; SLOSEK, 

1986; PARKS & LLOYD, 2004; PÉREZ-GUERRA et al., 2009). Estudos têm 
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demonstrado a resistência a diversas classes de inseticidas de populações de Ae. aegypti 

em diversos estados brasileiros, como São Paulo, Rio de Janeiro, Espírito Santo, Paraná, 

Sergipe e Alagoas (MARCORIS et al., 2003; LUNA et al., 2004). Além disso, a 

utilização indiscriminada de inseticidas sintéticos tem contaminado o ambiente e os 

organismos benéficos (ABDOLLAHI et al., 2004; NAKATA et al., 2005), fazendo-se 

necessário o desenvolvimento de produtos com mais eficiência e menor impacto 

ambiental. 

Como alternativa a esses sintéticos, temos os óleos essenciais (OE) que são 

compostos voláteis oriundos do metabolismo secundário das plantas, com ação 

inseticida comprovada em vários insetos praga. Podem ser obtidos através da 

hidrodestilação. Eles desempenham papéis significativos na defesa das plantas contra 

bactérias, fungos, vírus, como também contra animais, como os herbívoros, por 

deterrência, impalatabilidade, reduzindo a absorção, entre outros. Outras funções 

desempenhadas estão correlacionadas a atratividade, beneficiando a dispersão de 

sementes e polens (BAKKALI et al, 2008). Esses óleos podem ser classificados em 

fenilpropanóides, sesquiterpenos oxigenados, e os monoterpes os quais são 

considerados mais eficientes larvicidas (CHENG et al., 2009a; ACIOLE et al., 2011; 

LIMA et al., 2011). Dentre os monoterpenos podemos citar o limoneno (CHENG et al., 

2009b; ACIOLE et al., 2011; RUIZ et al., 2011). 

O limoneno é o principal constituinte encontrado nas cascas de frutas cítricas. É o 

terpeno de maior relevância nos óleos essenciais provinientes das cascas das frutas 

cítricas, como exemplo, a laranja. No Código de Regulamentos Federais, o limoneno 

está na lista das substâncias geralmente reconhecidas como seguras (THOMAS & 

BESSIÉRE, 1989; MIRA, 1999; CRF, 2018). Sendo assim, é muito utilizado em 

diversas indústrias, entre elas, as de solvente para desengordurar os metais antes da 

pintura; as comestíveis, como aditivo de sabor nas comidas; nas  perfumarias e nos de 

produtos de limpeza como fragrância. (FILIPSSON et al., 1998). Além do mais, nesse 

composto também foram constatadas propriedades inseticidas contra vários insetos 

(IBRAHIM et al., 2001).  

Nos últimos anos, pesquisas têm despertado um grande interesse na comunidade 

científica em busca de propriedades contra insetos, utilizando os OE e seus 

componentes, uma vez que eles são relativamente seguros para o meio, para a saúde do 
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homem e, além do mais, existe um enorme potencial botânico disponível na natureza. 

No entanto, ainda existe falta de informação sobre como cada composto age 

individualmente nessas misturas, fazendo-se necessária a continuidade de pesquisas 

sobre essas substâncias e não apenas relativas à toxicidade (PAVELA, 2009; 2015).  

Trabalhos têm comprovado que o composto limoneno, além de apresentar 

toxidade em larvas do Ae. Aegypti, atua principalmente no intestino médio das larvas de 

mosquito, interferindo no desenvolvimento larval, mesmo em concentrações sub-letais 

(RAY et al., 2007; FERNANDES et al., 2014; PROCÓPIO et al., 2015). Logo, 

podemos deduzir que os compostos podem afetar as reservas bioquímicas, modificando 

a sobrevivência e o comportamento da larva e do adulto (HARDSTONE et al., 2010; 

WALIWITIYA et al., 2009).  

Portanto, o presente estudo teve como objetivo avaliar a ação do composto 

limoneno em concentração subletal sobre a histologia e a histoquímica do intestino 

médio, assim como níveis de carboidratos (açúcares e glicogênio) e proteínas totais em 

larvas de Ae. aegypti. 

 

2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1. Culicidae 

 

O táxon Culicidae é monofilético e engloba todas as espécies de mosquitos. Seus 

representantes, quando no estágio adulto, são delgados, possuem peças bucais alongadas 

e longas pernas, além de cerdas em grande parte do corpo, tornando-os facilmente 

reconhecíveis (HARBACH & KITCHING, 1998). Devido à falta de ferramentas de 

estudo mais conclusivas, a classificação atual dos membros do táxon Culicidae não 

reflete inteiramente sua história evolutiva. Portanto, apesar de estar sujeita a 

modificações, a família Culicidae é atualmente composta por duas subfamílias: 

Anophelinae e Culicinae (HARBACH & HOWARD 2007; REIDENBACH et al., 

2009). Culicinae é a maior subfamília do táxon Culicidae, abrangendo 3.059 espécies 

(HARBACH, s.d.). Seus representantes são denominados comumente como “mosquitos 

verdadeiros” e seus membros são considerados mais derivados que os da subfamília 

Anophelinae (PAWLOWSKI et al., 1996; BESANSKY & FAHEY 1997; MILLER, 

CRABTREE & SAVAGE, 1997). 



16 

 

Os mosquitos apresentam ampla diversidade morfológica, paralela a uma 

espetacular irradiação em praticamente todo tipo de ambiente, o que proporcionou a 

esses animais um enorme sucesso evolutivo (GRIMALDI & ENGEL, 2005). Eles 

habitam regiões tropicais e temperadas, sendo algumas espécies encontradas até bem 

além do Círculo Polar Ártico (FOLEY et al., 2007). No entanto, seu número e 

diversidade são muito maiores em ambientes de floresta tropical (HARBACH & 

HOWARD, 2007). 

Os mosquitos são normalmente encontrados em ambientes cuja umidade é alta. 

Algumas espécies vivem a poucos metros do solo, enquanto outras, principalmente as 

silvestres, vivem no dossel de florestas. O tempo de voo e a duração da atividade 

alimentar são geralmente característicos de cada espécie. Em relação ao período de 

atividade, há culicídeos noturnos, crepusculares ou ativos durante o dia (HARBACH & 

HOWARD 2007). 

Os culicídeos são insetos holometábolos (de metamorfose completa), pois 

possuem distintos estágios de desenvolvimento, com seu ciclo de vida incluindo as fases 

de ovo, larva, pupa e adulto. O estágio de pupa é uma fase quiescente, mas nos estágios 

larvais precisam se alimentar para dar continuidade ao seu desenvolvimento 

(WIEGMANN et al., 2009). As fases imaturas dos mosquitos são encontradas em um 

amplo espectro de ambientes aquáticos, ocupando principalmente corpos temporários e 

permanentes de água subterrânea (HARBACH & HOWARD 2007). 

Fêmeas e machos adultos de Culicidae são em geral morfologicamente distintos, 

principalmente quanto às antenas, peças bucais e genitália. As diferenças são mais 

visíveis em relação à morfologia das antenas e do aparelho bucal. Fêmeas possuem 

antenas pilosas, estruturas de perfuração no aparelho bucal e são geralmente mais 

robustas que os machos que, por sua vez, têm antenas plumosas e não apresentam 

probóscide com peças perfurantes (FORATTINI, 2002). 

Todos os mosquitos machos se alimentam exclusivamente de líquidos de plantas 

como néctar, mel, sumos de frutas e exudados. No entanto, com exceção dos gêneros 

Toxorhynchites, Malaya e Topomyia, as fêmeas de mosquitos se alimentam de sangue 

de animais vivos, o que faz delas excelentes veículos para transmissão de patógenos, 

exibindo uma enorme importância médica (HARBACH & HOWARD 2007).  

O sangue ingerido pelas fêmeas é requerido para o desenvolvimento de seus ovos 

de forma absoluta (anautogenia) ou facultativa (autogenia). Fêmeas anautógenas não 
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produzem ovos sem o repasto sanguíneo. Nas fêmeas autógenas, um lote de ovo é 

desenvolvido após a emergência do estágio adulto, porém a alimentação de sangue é 

necessária para a produção dos lotes posteriores (CLEMENTS, 1992). 

 

2.2. Mosquitos e sua importância na saúde 

 

Os mosquitos são os que mais têm chamado à atenção da saúde pública dentro da 

entomologia médica. Possivelmente isso ocorre devido ao fato dessa família (Culicidae) 

abrigar insetos envolvidos na transmissão de várias doenças ao homem e aos animais 

domésticos (FORATTINI, 2002). A Organização Mundial da Saúde classificou o 

mosquito como "inimigo mais indomável da humanidade" e "inimigo da saúde pública 

número um" devido as consequências humanas e econômicas resultantes das doenças 

que incapacitam e matam milhões de pessoas todos os anos, transmitindo malária, 

filariose, dengue, encefalite japonesa e outras doenças (WHO, 1996; ROBERTS, 2002).  

As arboviroses (Arbv) são um problema mundial de saúde pública devido a sua 

crescente dispersão territorial e necessidade de ações de prevenção e controle cada vez 

mais complexas. São descritas como um grupo de doenças virais, transmitidas por 

vetores (Arthropod-borne vírus) segundo a WORLD HEALTH ORGANIZATION -

WHO, (2009). O surgimento de recentes Arbv em locais antes indenes como Brasil e 

outros países da América é uma grande problemática para a Saúde Pública, pois toda 

população é suscetível e está exposta ao risco de infecção, pois não existem vacinas 

disponíveis como método profilático, nem existem antivirais efetivos para o tratamento 

(CHANCEY et al., 2015). As principais arboviroses transmitidas pelo Ae. aegypti são: 

Dengue, chikungunya, zica e febre amarela. 

 

 

2.2.1. Dengue 

 

É uma doença infecciosa aguda que pode apresentar-se nas pessoas de forma 

assintomática ou sintomática. Quando o indivíduo apresenta sintomas, pode se tornar 

grave e levar à morte. Essa enfermidade é transmitida por mosquitos Aedes, sendo o Ae. 

aegypti o seu principal vetor que se dispersa rapidamente e mundialmente em regiões 

tropicais e subtropicais, podendo disseminar 4 sorotipos distintos, são eles: DEN-1, 
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DEN-2, DEN-3 e  DEN-4. Nos últimos 50 anos, a incidência de dengue aumentou 30 

vezes com um total de 20.000 mortes, sendo considerada a principal arbovirose que 

atinge o ser humano, gerando uma grave problemática na saúde durante todos os anos. 

Hoje ainda não existe tratamento específico nem nenhuma vacina disponível para a 

dengue (LIGON 2005; WHO, 2018, s.d.). 

2.2.2 Chikungunya 

 

A chikungunya foi descrita pela primeira vez em 1952 na Tanzânia, esse nome 

significa "aquilo que se curva" devido às fortes dores nas articulações (ROBINSON, 

1955). Essa artralgia intensa pode permanecer meses ou anos, podendo se transformar 

em motivo de dor e incapacidade crônica nas pessoas. Além desse sintoma, outros como 

febre e dor de cabeça são características dessa doença, como também da dengue e da 

zica. Nesse caso, pode haver erros diagnósticos devido às similaridades dos sinais 

clínicos compartilhados. Hoje não existe cura nem nenhuma vacina disponível ou 

medicamentos específicos para aliviar os sintomas. Portanto, faz-se necessária a 

prevenção dos criadores do vetor (Ae. aegypti) como uma medida de controle dessa 

doença a fim impedir a disseminação do vírus através desse mosquito (WHO, 2017).  

 

2.2.3 Zica 

 

O vírus Zika é um flavivírus transmitido às pessoas através da picada do 

mosquito Ae. Aegypti. Ele foi descoberto na Uganda em 1947, em macacos Rhesus, 

logo após, foi identificado no homem na Uganda e Tanzânia em 1952. O primeiro 

grande surto da doença ocasionado por esse vírus ocorreu na Ilha de Yap. Hoje é 

comprovado cientificamente que esse vírus é uma causa da microcefalia e da síndrome 

de Guillain-Barré, além disso, outras complicações neurológicas estão sendo estudadas. 

Sua transmissão além de ser através da picada do mosquito Ae. Aegypti, pode ser 

também através de relações sexuais. Assim sendo, além das medidas preventivas contra 

o vetor, o uso de preservativos em homens e mulheres sexualmente ativos é necessário. 

Assim como a dengue e a chikungunya, quanto a zica, não há nenhuma vacina validada 

(WHO, 2018). 
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2.2.4 Febre amarela 

É uma doença infecciosa hemorrágica causada por um vírus do gênero 

flavivírus, família Flaviviridae. A expressão “amarela” se refere à icterícia presente em 

algumas pessoas. Endêmica em 47 países, sendo 34 na África e 13 nas Américas 

Central e do Sul. Existem dois ciclos principais de aquisição da doença, através dos 

mosquitos dos gêneros Haemagogus e Sabethes na região silvestre e do Aedes aegypti 

na área urbana. Sua prevenção é através de uma vacina eficiente e acessível na qual uma 

dose apenas garante imunidade para toda a vida. Além da imunização, o controle dos 

mosquitos se dá através da eliminação dos criadouros utilizando larvicidas nos 

recipientes com água e inseticidas para matar os alados. Hoje não há nenhum 

medicamento específico contra o vírus, fazendo-se necessário um tratamento hospitalar 

de qualidade para aumentar as taxas de sobrevivência dos indivíduos. À vista disso, 

combater Ae. aegypti é essencial para diminuir o risco da  reinserção dessa doença, bem 

como enfrentar a dengue, a chikungunya e a zika (CONSOLI; OLIVEIRA, 1994; 

BRASIL, 2018) 

 

2.3. Aedes aegypti 

 

 O Ae. aegypty é uma espécie de mosquito inserido na Ordem Diptera, Subordem 

Nematocera, Família Culicidae e Subfamília Culicinae. Esse vetor é capaz de transmitir 

4 sorotipos distintos, são eles: DEN-1, DEN-2, DEN-3, DEN-4, é de origem africana 

com populações selvagens e domésticas. Entretanto, é considerado um mosquito 

cosmopolita (NELSON, 1986; CONSOLI & OLIVEIRA1994; FORATTINI, 2002). 

Vários fatores antrópicos contribuem para a expansão da população dessa espécie 

no mundo, como o aumento de recipientes não biodegradáveis, as coletas de lixo 

insuficientes, as péssimas condições de moradia, o enfraquecimento dos sistemas de 

saúde e, sobretudo, as condições deficientes do saneamento básico. (ALVA, 1997). Os 

fatores ambientais também afetam o ciclo de vida do vetor como a temperatura, o 

alimento disponível e a quantidade de larvas presente no criadouro. Quando as 

condições ambientais são favoráveis, após a eclosão da larva, o desenvolvimento até a 

fase adulta pode durar até 10 dias. Devido a isso, ao eliminar os criadouros com 
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frequência, o ciclo de vida que é formado por 4 fases, ovo, larva, pupa e adulto é 

interrompido (INSTITUTO OSWALDO CRUZ, 2018).  

 O ovo do Ae. aegypti mede cerca 0,4 mm de comprimento, no início apresenta 

cor branca, mas com o tempo fica escuro devido ao contato com o oxigênio. É 

altamente resistente ao ressecamento, resistindo até 450 dias até ocorrer o contato com a 

água que propicie a eclosão, o que é uma vantagem enorme para a proliferação do 

mosquito. O desenvolvimento embrionário do mosquito é realizado em 48 horas em 

condições favoráveis de umidade e temperatura. Durante sua vida, uma fêmea pode 

originar até 1.500 mosquitos. Para garantir a dispersão e a preservação da espécie, ela 

distribui os ovos em diversos criadouros. Caso ela esteja infectada pelo vírus da dengue 

ao realizar a oviposição, é possível que as larvas filhas nasçam com o vírus pelo 

procedimento conhecido como transmissão vertical (INSTITUTO OSWALDO CRUZ, 

2018).  

As larvas são aquáticas e têm aparência vermiforme devido ao Ae. aegypti ser um 

inseto holometábolo, a fase larvária é o período de alimentação para dar continuidade ao 

crescimento (CONSOLI & OLIVEIRA, 1994). As larvas passam grande parte do tempo 

se alimentando de matéria orgânica acumulada nas paredes e no fundo dos criadouros. 

Possuem quatro estágios evolutivos que duram até 5 dias em  condições ambientais 

ótimas. O corpo da larva é dividido em cabeça, tórax e abdômen. O abdômen é 

subdividido em oito segmentos e na sua extremidade localiza-se o sifão para a 

respiração na superfície da água local onde ela fica em pé em posição vertical. É 

sensível a movimentos bruscos na água e se movimenta fazendo um S em seu 

deslocamento. Na presença de luz move-se agilmente para o fundo do recipiente 

buscando abrigo devido a fotofobia (FUNDAÇÃO NACIONAL DE SAÚDE – 

FUNASA, 2001). 

A pupa tem aspecto de uma vírgula, essa fase dura de dois a três dias. O corpo é 

dividido em cefalotórax e abdômen. A cabeça e o tórax são juntos, formando o 

cefalotórax. A larva não se alimenta e é nessa fase que acontece a metamorfose (do 

estágio larvário para o adulto). Quando é perturbada, move-se muito, mas geralmente 

fica parada na superfície da  água, o que favorece a emergência do alado. Apresenta um 

par de tubos respiratórios que atravessam a água permitindo a respiração (CONSOLI & 

OLIVEIRA, 1994; FUNASA, 2001). 
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 O Ae. aegypti adulto é escuro, com listras brancas no corpo, tem uma estimativa 

de vida de 30 a 35 dias. Após 24 horas da emergência, ambos os sexos já se encontram 

aptos para o acasalamento. Apenas uma inseminação é capaz de fecundar todos os ovos 

que a fêmea chega a produzir ao longo da sua vida. No repasto sanguíneo, as fêmeas 

adquirem proteínas para o desenvolvimento dos ovos e realizam uma postura em torno 

de 3 dias em condições de temperaturas satisfatórias. Frequentemente se alimentam 

mais de uma vez, entre duas sucessivas posturas, especialmente quando perturbadas 

antes de total ingurgitação (cheias de sangue). Essa ocorrência resulta na mudança de 

hospedeiros, disseminando os vírus a vários deles. Durante a oviposição, a fêmea 

grávida é atraída por depósitos com superfície áspera, escuros ou sombreados, onde 

deposita os ovos. Prefere água limpa ao invés de água poluída e distribui cada postura 

em muitos recipientes. O hábito domiciliar é evidente pelo fato de que ambos os sexos 

são encontrados em proporções similares dentro das casas (endofilia), como quartos, 

banheiros e cozinha e, eventualmente, no peridomicílio. Durante o repouso as paredes, 

móveis, roupas penduradas e mosquiteiros são os locais preferidos (FUNASA, 2001). 

 

2.4. Controle do Aedes aegypti 

 

Para controlar a multiplicação de Ae. aegypti faz-se necessária uma aplicação 

continuada de inseticidas sintéticos com doses progressivamente aumentadas, trazendo 

provavelmente risco de toxicidade para os seres humanos e animais (LUNA et al., 

2004). O controle químico tem sido ineficaz em impedir o desenvolvimento dessa 

espécie vetorial, uma vez que ela é resistente a inseticidas, como organoclorados, 

organofosforados e carbamatos (HEMINGWAY & HILARY, 2000). 

 

2.4.1. Organoclorados 

 

O diclorodifeniltricloroetano (DDT) foi um dos organoclorados mais usados 

mundialmente, desde a Segunda Guerra Mundial contra o tifo, contra o mosquito vetor 

da malária e para controlar pragas na agricultura (KONRADSEN, 2004). Esses 

compostos podem ser acumulados ao longo da cadeia alimentar nos animais, plantas, 

frutos e água expostas a essas substâncias, gerando um problema para a saúde pública e 

do ecossistema (PERES, 2003). 
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2.4.2. Organofosforados 

 

Em 1965, a American Cyanamid Company introduziu os organofosforados no 

mercado. Desde então, eles são utilizados em vários locais mundialmente. O temefós é 

um pesticida muito utilizado em vários lugares do mundo no controle de vetores 

biológicos de diversas doenças, trazendo grande perigo para a saúde humana, assim 

como também inimigos naturais (MÉLO et al., 2008). Atualmente, os organofosforados 

são a principal causa de intoxicação aguda, sendo responsáveis por mais de 2/3 de 

intoxicações por inseticidas e mais de 250.000 mortes por ano através de 

autointoxicações não acidentais, representando 30% dos suicídios no mundo (CAREY; 

DUNN; COURTNEY & GASPARI, 2013).  

 

2.4.3. Carbamatos  

 

 São sais ou ésteres do ácido carbônico, com substituição dos hidrogênios 

hidroxílicos e amínicos por átomos, grupos funcionais ou radicais muito instáveis em 

condições neutras e alcalinas à temperatura ambiente. Seus principais representantes são 

carbaril e carbofurano.  São utilizados como inseticidas e herbicidas e geralmente são 

inibidores da enzima acetilcolinesterase (WHO, 2006). 

Tendo em vista que o tempo de comercialização de um novo produto é de difícil 

cálculo, mas certamente limitado em função da rápida aquisição de resistência, a 

indústria, por sua vez, tem hesitado em investir na pesquisa de defensivos químicos 

novos (HEMINGWAY & HILARY, 2000; CHAGAS et al., 2002; TAUIL 2006; 

BRASIL, 2009).  

Além dos inseticidas sintéticos, outro caminho utilizado para o enfrentamento do 

vetor é a utilização de inseticidas biológicos que tenham atividade larvicida, como 

exemplo, os que usam esporos da bactéria Bacillus thuringiensis israelensis – BTI 

(BRAGA; VALLE, 2007; PLUEMPANUPAT et al., 2013). A descoberta de novas 

substâncias com potencial para controlar a sobrevivência e a reprodução do vetor é 

imprescindível ao considerar-se o papel que o Aedes executa na transmissão da doença 

(MARCONDES, 2011). Os inseticidas naturais fornecem alternativas para o controle de 

suas populações resistentes agindo nas distintas fases do desenvolvimento e apresentam 

diversos mecanismos de ação (NAVARRO-SILVA, MARQUES & DUQUE, 2009). 
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2.5. Óleos Essenciais 

 

Os óleos essenciais são líquidos voláteis, lipossolúveis, incolores, mas 

eventualmente coloridos, podendo ser produzidos através de todas as partes dos 

vegetais, como, raiz, caule, folha, semente e fruto. Integram um dos significativos 

grupos de matérias primas para várias indústrias como as de perfumarias, alimentos e 

farmacêuticas. Estão relacionados com diversas funções necessárias à sobrevivência 

vegetal, exercendo papel fundamental na defesa contra microrganismos. Eles e seus 

componentes estão sujeitos a um interesse crescente nos últimos anos, uma vez que são 

relativamente seguros para o meio, como também para a saúde do ser humano, tem uma 

grande aceitação pelos usuários e potencial para uso polivalente, embora as pesquisas 

ainda sejam principiantes ao comparar-se com o enorme potencial botânico acessível na 

natureza (FILIPISSON et al., 1998 ; BAKKALI et al, 2008).  

Diversos estudos com óleos e seus compostos oriundos de plantas, como as 

espécies Cymbopogon wynterianus, Piper marginatum e Piper nigrum comprovam a 

atividade larvicida contra A. aegypti (FURTADO et al., 2005; AUNTRAN et al., 2009, 

VELOSO et al., 2015; CUSTÓDIO, et al., 2016). Costa (et al. 2005), demonstraram  

mortalidade de 100% frente às larvas do Ae. aegypti  ao estudarem o potencial ativo das 

espécies, Hyptis martiusii, Lippia sidoides e Syzigium aromaticum aplicando as 

seguintes concentrações de CL50 de 21,4; 19,5 e 18,5 nessa ordem. Alguns 

monoterpenos, componentes de vários óleos essenciais, são descritos na literatura por 

apresentarem atividade repelente e até mesmo larvicida de mosquitos (YANG & MA 

2005; JAENSON et al., 2006), como por exemplo, o limoneno (DHARMAGADDA et 

al., 2005; KIRAN et al., 2006; PITASAWAT, CHAMPAKAEW & CHOOCHOTE et 

al., 2007; MORA et al. 2010; NASCIMENTO et al., 2013), evidenciando que os óleos 

essenciais e seus compostos permitem interferir com as funções básicas metabólicas, 

bioquímicas, fisiológicas e comportamentais dos insetos (ORMANCEY, 2001; 

PROCÓPIO et al., 2003; LIU et al., 2006). 

 

2.6. Limoneno 

O limoneno pertence à família dos terpenos, classificado como um monoterpeno,  

apresenta isomeria óptica, logo existem dois enântiomeros. O S-limoneno que está 

presente em muitos vegetais, como exemplo as ervas do gênero Mentha spp e o R-
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limoneno que é o composto majoritário nos óleos essenciais proviniente das cascas das 

frutas cítricas, como exemplo, a laranja e limão. Esse composto é liberado em grande 

quantidade para a atmosfera através de fontes biogênicas e antropogênicas  

(FILIPSSON et al., 1998; DEMYTTENAERE, J. & KIMPE, 2001; CHEMICAL 

COMPANY, 2018). Suas aplicações são várias, entre elas, nas indústrias farmacêuticas, 

nas de comida, como aditivo de sabor e nas de fragrância nos produtos de limpeza e 

perfumes. Além dessas aplicabilidades, esse composto possui propriedades inseticidas 

(IBRAHIM et al., 2001). 

 Estudos têm demonstrado que alguns óleos essenciais que apresentam em 

sua composição o limoneno, afetam a histofisiologia do intestino médio de várias 

espécies de insetos, produzindo alterações nos teores dos lipídios, proteínas e 

carboidratos (LEVY et al. 2004; SHARMA et al. 2011; CHAPMAN 2013; CRUZ et al., 

2016). CRUZ et al (2017) demostraram que o limoneno, especialmente em associação a 

outro composto, causou efeitos adversos sobre nutrição e reprodução em Spodoptera 

frugiperda, alterando parâmetros essenciais para sua sobrevivência e estabelecimento em 

culturas. Também foi constatado o alto potencial desse composto que é encontrado no 

óleo essencial de Aristolochia trilobata em larvas e adultos fêmeas de uma população 

altamente resistente a piretróides (deltametrina e permetrina), (Silva et al., 2018).  

 

 

2.7. Intestino médio de mosquitos 

 

As células da parede do intestino médio são cilíndricas, participam na produção e 

secreção enzimática, absorvem nutrientes, são ricas em microvilosidades e possuem 

núcleo basal e esférico (ROMOSER, 1996; ALVES et al., 2010). As células repousam 

sobre uma membrana basal contínua em contato com a hemolinfa, apresentando ainda 

um labirinto basal (HECKER et al., 1974; HECKER, 1977).  

As células epiteliais do intestino médio dos mosquitos produzem matriz 

peritrófica (MP) em resposta à ingestão de sangue. Vários papéis foram propostos para 

essa estrutura, dentre eles o de proteção contra patógenos e proteção física do epitélio 

(MARQUARDT, 2005). 

A MP impede que o alimento ingerido fique em contato direto com o epitélio. A 

formação dessa matriz ocorre diferentemente em culicíneos e anofelinos. Nesses 
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últimos, o material precursor da matriz já está presente em grânulos que são liberados 

após a ingestão de sangue (HECKER, 1977). Em culicíneos, a MP é formada pelas 

células do intestino médio (RUDIN & HECKER, 1976). 

 

 

2.8. Reservas nutricionais 

 

Nos insetos holometábolos, a aquisição de recursos nos estádios larvais determina 

as reservas de energia em adultos. As reservas de energia podem ser consideradas como 

um traço de história de vida devido à sua correspondência com a longevidade e a 

fecundidade de um mosquito individual (MOSTOWY & FOSTER 2004, 

BARGIELOWSKI et al., 2012, MAÏGA et al., 2012; KAUFMANN et al., 2013). O 

tamanho do corpo (peso da pupa, peso do adulto, comprimento da asa, etc.) dos 

mosquitos também depende da alimentação larval, pelo que os recursos alimentares dos 

habitats larvais desempenham um papel significativo no ciclo de vida do mosquito 

(ARRIVILLAGA & BARRERA, 2004; MOGI, 2010. Para uma determinada espécie de 

mosquito, quanto maior o tamanho de um indivíduo, maior o teor de reservas de 

proteína, glicogênio e lipídios no surgimento, o que influencia a fecundidade e a 

longevidade e, assim, contribui para a aptidão do mosquito (BRIEGEL 2003). Pequenas 

larvas de mosquito com privação nutricional têm reservas de energia mais baixas do que 

as maiores, como consequência disso, os mosquitos femininos menores precisam tomar 

mais refeições no sangue para a maturação do ovo durante a fase adulta (BRIEGEL & 

TIMMERMANN 2001). Isso foi demonstrado em A. aegypti (LINNAEUS, 1762; 

GRIMSTAD & WALKER, 1991; NAKSATHIT, EDMAN & SCOTT, 1999), Culex 

pipiens pallens (LINNAEUS, 1758; SHIN, AKRAM & LEE, 2012). As reservas de 

energia podem, portanto, ser consideradas indicadores cruciais dos esforços larvários 

para a aquisição e a assimilação de recursos no tamanho do corpo adulto e também 

determinantes da longevidade e da fecundidade. 

As preferências de habitat da oviposição e o padrão de desenvolvimento de 

mosquitos vetoriais podem resultar em diferenças nos traços da história da vida e, 

portanto, nas reservas de energia. Como consequência das diferentes estratégias de 

desenvolvimento de larvas, incluindo a aquisição de recursos, as reservas de energia em 

diferentes mosquitos podem variar. Mesmo que os mosquitos se desenvolvam nos 
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mesmos habitats, suas características fisiológicas, genéticas e morfológicas podem levar 

a diferenças no padrão de desenvolvimento e, portanto, à aquisição de recursos e 

reservas de energia. A qualidade dos recursos dos habitats das larvas também pode 

contribuir para as diferenças nas reservas de energia dos mosquitos (RICHARDS, 

ANDERSON & ALTO et al., 2012, TABACHNICK, 2013, TSURIM et al., 2013). Por 

exemplo, os mosquitos que se desenvolvem em drenagens de esgoto variam em 

desenvolvimento de larvas e, consequentemente, em reservas de energia, em contraste 

com os que se desenvolvem em fitocromas e pequenos habitats de contêineres 

(BANERJEE, ADITYA & SAHA et al., 2015).  

Os alimentos são metabolizados para fornecer energia necessária e reservas sob a 

forma de nutrientes como carboidratos (glicose, trealose e glicogênio) proteínas e 

lipídios para insetos a fim de completar o desenvolvimento, realizar metabólicos básicos 

processos, engajar-se em atividades de reprodução (STEELE & DOWNER, 1981) e 

fornecer substratos para o funcionamento normal do sistema nervoso (STRANG, 1982). 

Durante as fases de alimentação, os carboidratos ingeridos são convertidos em lípidos 

(VAN & LUM 1961; CANDY, KERKUT & GILBER et al., 1985; DOWNER, 

KERKUT & GILBERT, 1985). Os lipídios são usados através de catabolismo para 

produzir trealose e glicogênio que podem ser usados diretamente durante a muda, o 

tamanho prolongado, ogênese e funções normais do corpo (BEENAKKERS, VAN DER 

HORST & VAN MARREWIJK et al., 1981). Portanto, níveis energéticos de larvas e 

adultos podem alterar a sobrevivência e as reservas usadas em voo possivelmente 

alterando o acasalamento, a busca do hospedeiro e a oviposição de comportamentos. 
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RESUMO 

 

O Aedes aegypti é o principal transmissor da dengue em 128 países. Aproximadamente 

390 milhões de pessoas são infectadas e 20.000 dos afetados morrem ao ano. Os 

monoterpenos são eficientes larvicidas contra esse vetor, dentre eles o limoneno que 

atua no intestino médio das larvas, interferindo em seu desenvolvimento. O objetivo da 

pesquisa foi avaliar a ação do limoneno, em concentração subletal, sobre a histologia, 

histoquímica do intestino médio, e níveis de carboidratos neutros e proteínas totais em 

larvas do A. aegypti. Foram utilizados bioensaios de larvas 3o ínstar. O limoneno foi 

usado na CL50 de 27 ppm. Formaram-se os tratamentos: limoneno e controle (água e 

etanol), analisados após 12 e 24h. O intestino médio das larvas tratadas após 12h 

apresentou células colunares, protuberâncias e vacuolização citoplasmática e após 24h 

houve total desorganização do epitélio. Histoquimicamente as larvas tratadas 

apresentaram níveis superiores de glicogênio quando comparadas ao grupo controle, 

assim como para proteína total. Bioquimicamente, houve aumento significativo dos 

níveis de proteína total nas larvas tratadas em relação ao controle 12 h e redução em 

relação ao controle 24 h. Verificou-se, respectivamente, aumento e redução dos níveis 

de glicogênio e açúcar total nas larvas tratadas em relação aos controles. Conclui-se que 

o limoneno provoca alterações na histologia e histoquímica no intestino médio de larvas 

de A. aegypti, além de interferir nos níveis de proteinas, glicogenio e açúcar total. 

 

Palavras-chave: Diptera, Monoterpeno, Intestino médio, Histoquímica 
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ABSTRACT  

 

Aedes aegypti is the main transmitter of dengue, approximately 390 million people are 

infected and 20,000 of the affected die each year. The monoterpenes are efficient 

larvicides against this vector, among them the limonene that acts in the midgut of the 

larvae, interfering in its development. The objective of the research was to evaluate the 

action of limonene in sublethal concentration on histology, histochemistry of midgut, 

and levels of neutral carbohydrates and total proteins in Ae. aegypti. 3rd instar larvae 

were used in the bioassays. Limonene was used at the LC50 of 27 ppm. The treatments 

were: limonene and control (water and ethanol), analyzed after 12 and 24h. The midgut 

of the larvae treated after 12h presented columnar cells, protuberances and cytoplasmic 

vacuolization and after 24h there was total disorganization of the epithelium. 

Histochemically, the treated larvae had higher levels of glycogen when compared to the 

control group as well as for total protein. Biochemically, there was a significant increase 

in total protein levels in the treated larvae relative to the 12 h control and reduction in 

relation to the 24 h control. There was an increase and reduction in glycogen and total 

sugar levels in the treated larvae in relation to the controls. It is concluded that limonene 

causes changes in histology and histochemistry in the midgut of the Ae. Aegypti larvae, 

besides interfering in proteins level, glicogen and total sugar. 

 

Key words: Diptera. Monoterpene. Midgut. Histochemistry. 
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INTRODUÇÃO 

 

 O mosquito Aedes aegypti L. (Diptera: Culicidae) é o principal inseto 

transmissor da dengue, doença infecciosa viral que por vezes, propicia complicações 

podendo ser fatal. A dengue é endêmica em 128 países, sendo frequente em todos os 

trópicos.  Anualmente, estima-se que 390 milhões de pessoas são infectadas pelo A. 

aegypti, das quais 96 milhões apresentam formas graves da doença, e 

aproximadamente mais de 3,9 bilhões de pessoas estão sob risco de infecção (Brady et 

al., 2012; Bhatt et al., 2013; WHO 2018).   

 Ae. aegypti é um vetor que tem se adaptado facilmente ao meio urbano, 

utilizando locais com acúmulo de água como sítio de oviposição e desenvolvimento da 

fase larval, A transmissão do vírus para humanos ocorre através da picada das fêmeas 

adultas infectadas, as quais se alimentam diurnamente (Eldridge 2005; Klowden 2007). 

Massebo et al. (2009) e Silva et al. (2017) ressaltando que este culicídeo também é vetor 

de outras doenças, tais como chikungunya, febre amarela e zica; de modo que, a busca 

por alternativas de controle dessa espécie vem sendo intensificada, visto que a sua 

principal medida profilática é o combate ao vetor (Zara et al., 2016) e que somado a 

isto, não existe medicamentos e vacinas disponíveis que previnam a propagação dessas 

arboviroses (Ligon; Konishi 2011; Gupta; Reddy 2013). 

 Um dos principais métodos para o combate ao Ae. aegypti é o uso de inseticidas 

sintéticos. Entretanto, existem evidências de resistência deste vetor a certas classes de 

inseticidas sintéticos tais como os organoclorados, piretróides, carbamatos e 

organofosforados (Lumjuan et al., 2011; Hemingway; Hilary, 2000; Zara et al., 2016). 

Além da contaminação ambiental e de não apresentarem seletividade a organismos não 

alvos como os polinizadores e inimigos naturais (Macoris et al., 2003; Braga; Valle 
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2007; Melo-Santos et al., 2010; Polson et al., 2011). Contudo, novos insumos de 

combate a este vetor, tais como os óleos essenciais, se apresentam promissores, já que 

superaram a maioria dos desafios associados com inseticidas sintéticos: resistência, 

toxicidade aos organismos não-alvos e desequilíbrios ecológicos (Hemingway; Hilary, 

2000; Shaalan et al., 2006; Kovendan et al., 2013). 

 Diversas plantas já foram identificadas como produtoras de óleos essenciais e 

seus compostos com ação larvicida para Ae. Aegypti. Sendo os estudos de toxicidade 

desses óleos concentrados em espécies botânicas pertencentes às famílias Myrtaceae, 

Zingiberaceae, Asteraceae e Lamiaceae (Magalhães et al., 2010; Park et al., 2011; 

Govindarajan et al., 2012; Warikoo & Kumar, 2013). Os óleos essenciais podem ser 

classificados em fenilpropanóides, sesquiterpenos oxigenados e os monoterpenos os 

quais são considerados eficientes larvicidas (Cheng et al., 2009a; Aciole et al., 2011; 

Lima et al., 2011). Dentre os monoterpenos, o limoneno vem se destacando em 

pesquisas toxicológicas (Cheng et al., 2009b; Aciole et al., 2011; Ruiz et al., 2011). 

 O limoneno apresenta isomeria óptica, logo existem dois enântiomeros, o S-

limoneno que está presente em muitos vegetais, e o R-limoneno, o composto majoritário 

encontrado nas cascas das frutas cítricas (Demyttenaere, J. & Kimpe,  2001). 

Nascimento et al. (2017) verificaram que o óleo essencial de Lippia pedunculosa, 

(Lamiales: Verbenaceae) rico em R-limoneno, na CL50  de 58 ppm ocasionou toxicidade 

em larvas de Ae. aegypti de 3º instar. Muitos óleos e seus compostos atuam 

principalmente no intestino médio das larvas, interferindo no desenvolvimento larval 

(Ray et al., 2007; Fernandes et al., 2014; Procópio et al., 2015); nesse sentido, podemos 

inferir que tais compostos podem afetar as reservas energéticas (açúcar, glicogênio, 

trealose, proteínas e lipídios), alterando desde a sobrevivência até o comportamento 

desses organismos (Waliwitiya et al., 2009; Hardstone et al., 2010). 
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 A literatura relata que larvas de Ae. Aegypti utilizam os carboidratos e proteínas 

como as principais fontes de energia para seu desenvolvimento, pois os lipídios são 

catabolizados a trealose e glicogênio, e qualquer interferência ocasiona efeitos adversos 

na sobrevivência desses organismos (Beenakkers et al., 1981). Assim, o presente estudo 

teve como objetivo avaliar a ação do composto R-limoneno, em concentração subletal, 

sobre a histologia e histoquímica do intestino médio e bioquímica em larvas de Ae. 

aegypti. 

 

2. Materiais e Métodos  

 

2.1 Insetos 

As larvas de Ae. aegypti foram coletadas em focos encontrados nas residências 

de moradores das seguintes localidades: UR7 - Várzea, Rosa Selvagem, Várzea baixo, e 

Barreiras, (regiões de alta infestação do Ae. aegypti), todas pertencentes ao bairro da 

Várzea, (Latitude -8.0532808, e Longitude -34.9742031), localizado na cidade do 

Recife, Pernambuco, Brasil. Posteriormente os insetos foram transportados ao 

laboratório de fisiologia de insetos do Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal 

da Universidade Federal Rural de Pernambuco, onde foram acondicionados em um 

recipiente plástico contendo 3 litros de água destilada. As larvas foram, então, avaliadas 

e os insetos de 3º instar separados em placas de petri (dimensões da placa) com pipetas 

plásticas e separadas em grupos (n=20) para a realização dos bioensaios.  

 

2.2 Bioensaios 

O composto R-limoneno a 97% de pureza foi adquirida da Sigma-Aldrich Co. St. 

Louis, MO, EUA. A concentração utilizada foi utilizada a CL50 de 27 ppm (0,0002 g de 
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R–limoneno + 0,7 mL de etanol + 100 mL de água destilada) a metodologia utilizada 

foi adaptada conforme a proposta por Santos et al., 2011. As larvas foram separadas 

com o auxílio da pipeta Pasteur (3mL) e colocadas em papel de filtro para a remoção do 

excesso de água e posteriormente foram distribuídas 20 larvas em copos de plástico 

descartáveis (50 mL) contendo 20 mL de R-limoneno na concentração acima citada, 

estabelecendo-se os seguintes tratamentos: R-limoneno e controle onde utilizou-se 

apenas água e etanol. As análises foram realizadas após 12 e 24 h da instalação do 

experimento. 

 

2.3 Análises histológica e histoquímica do intestino médio 

Os mesêntero das larvas, de todos os tratamentos, foram coletados nos intervalos 

estabelecidos (12 e 24h) e fixados em formol tamponado a 10% por 24 h. Em seguida 

foram desidratados e processados para inclusão em historesina (Leica, Solms, 

Alemanha). Os cortes foram feitos em um micrótomo semiautomático Leica a 5µ e 

corados com azul de toluidina (histologia), ácido periódico de Schiff (carboidrato) e 

xilidina Ponceau (proteína), observados em microscópio óptico (Olympus BX60, 

Olympus America, Inc., NY, EUA) e fotografados usando uma câmera digital acoplada 

ao microscópio. Foram utilizadas 5 larvas por tratamento sendo cada larva foi 

considerada uma repetição. 

 

2.4 Quantificação de carboidratos neutros e proteína total no intestino médio 

As imagens capturadas foram submetidas ao editor de imagens GIMP® 2.8 

programa (Programa de Manipulação de Imagem GNU, plataformas UNIX) para 

converter as imagens digitais em uma escala de cinza (preto e branco). Esta 

segmentação de cores permite a medição dos números de pixels no tecido selecionado 
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(Temitope 2013). Para cada tratamento (controle e R-limoneno em cada intervalo), três 

lâminas de diferentes insetos foram usadas. Em cada lâmina, foram avaliadas quatro 

seções, totalizando 12 seções/tratamento.  

 

2.5. Testes bioquímicos  

2.5.1. Proteína total 

Um pool de larvas de 3o instar foram maceradas em 100 µL tampão fosfato de 

sódio (pH 7,4 a 0,01M), homogeneizadas e centrifugadas a 2000 rpm durante 2 min. 

Para a quantificação, utilizou-se o método de análise de proteína Bradford (Bradford, 

1976) com leitura em espectrofotômetro a 595 nm. As analises foram feitas em 

duplicatas. Todo procedimento foi realizado em baixa temperatura. Cada pool foi 

realizado com 20 larvas e constituiu uma repetição, sendo 5 repetições por experimento, 

totalizando 100 larvas.  

 

2.5.2. Glicogênio e açúcar total  

Foi utilizado um pool com larvas de 3o instar maceradas em 200 µL de tampão 

fosfato de sódio (pH 7,4 a 0,01M) e adicionado ao homogeneizado 200 µL de sulfato de 

sódio + 800 µL de metanol + clorofórmio (1:1). Posteriormente procedeu-se a 

centrifugação a 2000 rpm durante 2 min. O precipitado foi utilizado para a análise de 

glicogênio e o sobrenadante foi transferido para outro tubo de ensaio, para análise do 

açúcar total. O glicogênio e açúcar total foram analisados pelo método antrona-ácido 

sulfúrico (Van Handel 1985). A absorbância foi lida a 625 nm. As análises de 

glicogênio e açúcar total foram realizadas em duplicatas. Todo procedimento foi 

realizado em baixa temperatura. Cada pool foi realizado com 40 larvas e constituiu uma 

repetição, sendo 5 repetições por experimento, totalizando 200 larvas.  
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2.6 Análise Estatística  

Os dados foram submetidos ao teste não paramétrico de Kruskal-Wallis, onde as 

médias foram comparadas pelo teste Dunn (P˂0,05). 

 

3. Resultados 

 

3.1 Análise histológica do intestino médio 

O intestino médio das larvas de 3o instar Ae. aegypti do controle apresentaram as 

mesmas características histológicas nos períodos analisados, caracterizadas por um 

epitélio simples com dois tipos celulares: células cilíndricas e alongadas (ou digestivas) 

com núcleo esférico e central, e as células regenerativas com formato piramidal, 

localizadas na base do epitélio (Fig. 1A e C). Em contraste, o intestino médio das larvas 

de Ae. aegypti após 12 h do tratamento com o R-limoneno apresentaram modificações 

significativas células colunares de larvas caracterizadas de alteração da morfologia, 

presença de protuberâncias na região apical e vacuolização citoplasmática (Fig. 1B). Já 

após 24 h observou-se total desorganização da lâmina epitelial (Fig. 1D).  

 

3.2 Análises histoquímica e quantificação do glicogênio e proteína total no intestino 

médio 

Houve marcação positiva em todos os tratamentos para a presença de glicogênio 

(Fig. 2A-D). Entretanto, a análise da quantificação revelou que o intestino médio das 

larvas tratadas com R-limoneno apresentaram níveis mais elevados quando comparadas 

aos seus respectivos controles, sem, no entanto, diferirem entre si (Fig. 2E). Para 

proteína total, também verificou- se marcação positiva em todos os tratamentos (Fig. 
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3A-D), porém com teores significativamente maiores nos tratamentos com R-limoneno, 

e o menor no controle 12 h, que diferiu até do controle 24 h (Fig. 3E). 

 

3.3 Quantificação de proteína total, glicogênio e açúcar total nas larvas  

Proteína total: houve aumento significante dos níveis de proteína total nas larvas 

tratadas com R-limoneno em relação ao controle 12 h e redução em relação ao controle 

24 h. Entre os controles observou-se aumento dos níveis de proteína total com 24 h (Fig. 

4). 

Glicogênio: verificou-se aumento dos níveis de glicogênio nas larvas tratadas com 

R-limoneno em relação aos controles 12 e 24 h. Entre os controle houve redução desse 

nutriente com 24 h (Fig. 5). 

Açúcar total: Observou-se redução significativa dos níveis de açúcar total nas 

larvas tratadas com R-limoneno em relação aos controles 12 e 24 h, sendo mais efetiva 

nesse último período. O controle 24 h apresentou o maior nível, porém sem diferir de 12 

h (Fig. 6). 

 

Discussão 

O limoneno é um composto cujas atividades inseticidas e insetistáticas são 

bastante conhecidas (Ibrahim et al., 2001). Campolo et al. (2015) estudando dois óleos 

essenciais de casca de Citrus sinensis (L.) e Citrus limon (L.) (Sapindales : Rutaceae), 

constataram que esses óleos são abundantemente ricos em R-limoneno, apresentando-se 

eficientes contra larvas de Aedes de 4º instar, por sua vez, Silva et al. (2018) 

demostraram o enorme potencial toxológico desse composto, encontrado no óleo 

essecial de Aristolochia trilobata L. (Aristolochiaceae), sobre larvas de 3º ínstar e 

fêmeas adultas de Ae. aegypti numa população resistente a piretróides, a interação do 
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óleo essencial com o culicídeo foi capaz de afetar sua locomoção, posteriormente 

acarretando sua morte.Ainda, segundo Botas et al. (2017), ao submeterem larvas de Ae. 

aegypti (4º instar) em nano emulsões do óleo essencial de Baccharis reticularia DC 

(Asteraceae), cujo R-limoneno constitui o componente majoritário, observaram uma 

inibição da acetilcolinesterase desse díptero.  

Esse composto monoterpênico pode atuar sobre diversos modos de ação em 

insetos, tais como através do contato tópico (via penetração da cutícula), fumigação 

(causando danos as estruturas respiratórias), ingestão (afetando os componentes do 

sistema digestivo), e inibindo a produção de acetilcolinesterase (Ibrahim et al. 2001, 

Maragoni et al. 2012). Dentre as áreas de atuação do composto, o sistema digestivo, 

especificamente o mesêntero ganha notoriedade, visto que é uma região onde ocorre a 

síntese e secreção de enzimas e hormôniosalém de atuar como local de absorção dos 

nutrientes, assim, quaisquer alterações que ocorram nesse local podem ser capazes de 

afetar o crescimento e desenvolvimento dos insetos (Levy et al., 2004, Chapman 2013).  

A análise histológica do intestino médio das larvas tratadas com o limoneno 

revelou alterações morfológicas significativas, compatíveis com o processo de 

degeneração celular ou apoptose (Valloto et al., 2010; Perumalsamy et al., 2013), o que 

pode comprometer a fisiologia digestiva (Marquardt 2005). Esses dados nos levam a 

crer que compostos isolados de plantas, como o limoneno, não são retidos pela matriz 

peritrófica do intestino médio, cuja função é proteger contra partículas abrasivas e 

infecções microbianas (Hegedus et al., 2009; Kelkenberg et al., 2015), podendo levar a 

morte do inseto em detrimento de histopatologias desenvolvidas no epitélio, que, 

consequentemente, irão refletir nos processos vitais e reprodutivos, uma vez que à 

absorção e digestão de nutrientes serão suprimidas [Mordue (Luntz) & Nisbet 2000], 

sendo assim, o mesêntero torna-se um órgão importante para os estudos 
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ecotoxicológicos (Catae et al., 2014). Segundo Barbehen et al. (2001) e Senthil-Nathan 

(2008), os produtos derivados de plantas são capazes de  ocasionar alterações 

histofisiológicas nos insetos atuando na morfologia de células e tecidos, e causando 

prejuízos sobre a imunologia celular.  

Histoquímicamente o intestino médio das larvas tratadas com o limoneno, 

revelaram maior marcação para carboidratos e proteínas, quando comparados aos seus 

respectivos controles. Os carboidratos são requeridos em diversos processos 

metabólicos; funcionando como a principal fonte energética dos insetos; além disso, são 

responsáveis por inúmeras funções metabólicas e estruturais; tais como atuar na 

formação da quitina, através de longas cadeias de N- acetilglucosamina, eparticipam da 

síntese de aminoácidos e da conversão de alguns grupos lipídicos (Arrese, 2010, 

Chapman 2013). 

Segundo Parra (1999) o aumento no teor de carboidratos propicia um 

alongamento na longevidade dos insetos, e consequentemente sua diminuição, reduz a 

sobrevivência desses organismos. Assim como os carboidratos, as proteínas são de 

fundamental importância para a sobrevivência dos insetos, por participarem de diversos 

processos estruturais, enzimáticos, de transporte, atuarem na maturação dos ovos por 

meio da vitelogenina, participarem do armazenamento de moléculas, e atuarem como 

receptores de membrana (Guizzo et al., 2012; Rosas-Mejía et al., 2015). Dessa forma, 

podemos sugerir que o acúmulo dessas moléculas nas células epiteliais do intestino 

médio, se faz necessário para a realização dealguns processos fisiológicos. O limoneno, 

presumivelmente, pode ter induzido a alguns danos dentre os que foram observados na 

histologia do Ae. aegypti, como presença de protuberâncias na região apical, 

vacuolização citoplasmática e total desorganização da lâmina epitelial. Assim, as 

reservas nutricionais, observadas nos resultados, foram relocadas para responder a esses 
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danos. Em contrapartida, Cruz et al. (2015) e Silva et al. (2016), ao usarem óleo de 

cravo e de citronela,  sob as gônadas de Spodoptera frugiperda (Lepidoptera:Noctuidae) 

verificaram que a marcação deste componente  foi mais intensa no controle ao invés dos 

tratamentos ao P.A.S., enquanto Costa et al. (2017), observou uma menor quantificação 

em pixels de proteínas na coloraçãoXilidina Ponceau quando avaliou o efeito do 

Lufenuron sobre outro espécie holometabólica, demonstrando assim que o modo de 

ação dos inseticidas, a fisiologia do inseto, o tempo e o modo de aplicação podem 

alterar sua resposta. 

 Em insetos holometábolos, a aquisição de recursos nos estágios imaturos 

determina as reservas de energia nos adultos, sendo essas reservas energéticas são 

determinantes para a longevidade e a fecundidade do inseto (Mostowy; Foster 2004; 

Bargielowski et al., 2012; Maïga et al., 2012; Kaufmann et al., 2013). Em nossos 

resultados, as análises bioquímicas revelaram aumento do teor de proteínas totais em 

comparação ao controle de 12 h e redução em relação ao controle 24 h. Esse aumento 

pode caracterizar uma desordem estar relacionado ao estresse resultante da interação do 

organismo com o limoneno nas primeiras horas de contato. Souza et al. (2015) 

observaram que larvas de terceiro instar de Ae. aegypti, ao serem submetidas a uma 

concentração subletal, contendo  10 g mL-1  do  inseticida natural m-pentadecadienil-

fenol,  expressaram  níveis aumentados de proteínas relacionado ao estresse, fato que 

corrobora com nossa pesquisa. Entretanto, a sua redução deve-se, provavelmente, a 

interferência ocasionada pelo composto sobre os hormônios que regulam a síntese 

proteíca, (Senthilkumar et. al., 2009).  

Sneha & Preet (2016) observaram que larvas de Ae. aegypti tratadas com 

concentrações subletais do óleo de nim, apresentaram redução do glicogênio após 24, 48 

e 72 h. Assim, o aumento dos níveis de glicogênio total nas larvas tratadas com R-
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limoneno, evidenciado nesta pesquisa pode estar relacionado ao tempo de exposição ao 

composto (12 e 24 h). Outra hipótes fundamentada pela redução do teor de açúcar total, 

que é constituido na sua maior parte pela glicose, a qual não é prontamente usada pelos 

insetos como fonte de energia; em vez disso, é utilizada na síntese de glicogênio 

(Friedman 1985). Isso confirma o acúmulo do glicogênio observado pela histoquímica 

nas larvas tratadas com R-limoneno em ambos os períodos avaliados, uma vez que essa 

molécula só é encontrada armazenada no interior das células (Candy 1985; Alves 2017).   

 

5. Conclusão 

Conclui-se que o limoneno em concentração subletal (CL50 de 27 ppm) é capaz de 

interferir na fisiologia do intestino médio de larvas de Ae. aegypti , reduzindo a 

capacidade de absorção e ou armazenamento de nutrientes, o que pode acarretar danos a 

sobrevivência deste inseto, e consequentemente, pode representar uma ferramenta 

promissora para o controle desse  importante vetor. 
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Figura 1: Fotomicrografia do intestino médio de larvas do 3o instar de Aedes Aegypti. A-

C (controle 12 e 24, respectivamente), B (R-limoneno 12h) e D (R-limoneno 24h). Ep: 

epitélio; seta curta: célula cilíndrica; seta longa: protuberância: ponta de seta: célula 

regenerativa; seta tracejada: vacúolos citoplasmáticos. Azul de Toluidina. 
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Figura 2: Histoquímica para glicogênio no intestino médio de larvas do 3o instar de 

Aedes Aegypti. A-C (controle 12 e 24, respectivamente), B (R-limoneno 12h) e D (R-

limoneno 24h). Quantificação do glicogênio em pixels (E). Verificar marcação positiva 

em todos os tratamentos, porém sendo mais intensa nos tratamentos com R-limoneno. 

Médias seguidas pela mesma letra não diferem significativamente entre si pelo teste de 

Kruskal-Wallis com post-hoc Dunn (p<0,05). PAS. 
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Figura 3: Histoquímica para proteína total no intestino médio de larvas do 3o instar de 

Aedes Aegypti. A-C (controle 12 e 24, respectivamente), B (R-limoneno 12h) e D (R-

limoneno 24h). Quantificação de proteína total em pixels (E). Verificar marcação 

positiva em todos os tratamentos, porém sendo mais intensa nos tratamentos com R-

limoneno, e menos no controle 12 h. Médias seguidas pela mesma letra não diferem 

significativamente entre si pelo teste de Kruskal-Wallis com post-hoc Dunn (p<0,05). 

xilidina Ponceau. 
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Figura 4: Bioquímica para proteína total em larvas do 3o instar de Aedes Aegypti. 

Verificar aumento dos níveis de proteína total nas larvas tratadas com R-limoneno em 

relação ao controle 12 h e redução em relação ao controle 24 h. Médias seguidas pela 

mesma letra não diferem significativamente entre si pelo teste de Kruskal-Wallis com 

post-hoc Dunn (p<0,05).  
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Figura 5: Bioquímica para glicogênio em larvas do 3o instar de Aedes Aegypti. Verificar 

aumento dos níveis de glicogênio nas larvas tratadas com R-limoneno em relação aos 

controles 12 e 24 h. Entre os controle houve redução desse nutriente com 24 h. Médias 

seguidas pela mesma letra não diferem significativamente entre si pelo teste de Kruskal-

Wallis com post-hoc Dunn (p<0,05). 
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Figura 6: Bioquímica para açúcar total em larvas do 3o instar de Aedes Aegypti. 

Verificar redução significativa dos níveis de açúcar total nas larvas tratadas com R-

limoneno em relação aos controles 12 e 24 h, sendo mais efetiva nesse último período. 

O controle 24 h apresentou o maior nível, porém sem diferir de 12 h. Médias seguidas 

pela mesma letra não diferem significativamente entre si pelo teste de Kruskal-Wallis 

com post-hoc Dunn (p<0,05). 


