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RESUMO

Pesquisas que demonstram a resisténcia das larvas do Aedes aegypti a pesticidas
sintéticos, tém impulsionado a procura por compostos quimicos alternativos de
origem natural para combater o vetor da dengue. Neste trabalho a partir da extragao
e do estudo analitico do dleo essencial dos pericarpo do Citrus limon Linneo, foi
analisado o efeito larvicida do 6leo contra larvas em terceiro estdgio do mosquito
Aedes aegypti (Linnaeus, 1792), e com base no resultado analitico foi avaliado o
efeito do composto majoritario. Extraiu-se quantitativamente o 6leo essencial por
hidrodestilacdo. Determinaram-se as propriedades fisico-quimicas do 6leo essencial
(densidade, indice de refracdo, solubilidade, cor e aparéncia). Caracterizou-se
analiticamente o oOleo por infravermelho (FTIR) e cromatografia gasosa acoplada a
espectrobmetro de massas (CG-EM). Calculou-se a ClLsp do 6leo, a partir dos
meétodos de Reed-Muench (1938) e Pizzi (1950), respectivamente. O rendimento do
6leo foi de 0,96% m/v. Foram identificados 15 componentes no 6leo, e a presenca
majoritaria do limoneno foi confirmada pelas técnicas espectroscopica. O Oleo
essencial obteve CLso de 14,99 ug mL™ (+2,45) ug mL™ e para o I-limoneno de 26,73
nug mL™t (#2,02) uyg mL? e para o d-limoneno 113,24 pg mL™ (+2,02) ug mL™.0s
resultados indicam que o 6leo essencial avaliado é composto por substancias que
propiciam efeito larvicida contra Aedes aegypti.

Palavras-Chave: Oleo essencial. Pericarpo. Citrus limon Linneo. Atividade larvicida.
Aedes aegypti.



ABSTRACT

Surveys show that the resistance of the larvae of Aedes aegypti to synthetic
pesticides, have boosted demand for alternative chemical compounds of natural
origin to combat the dengue vector. In this work, from the extraction and analytical
study of the essential oil of the pericarp of the Citrus limon Linneo, the larvicidal
effect of the oil against larvas in third phase of the mosquito Aedes aegypti
(Linnaeus, 1792) was analyzed and based on the analytical result was evaluated the
effect of the major compound. The essential oil was extracted quantitatively by
hydrodistilation. The essential oil physical-chemical proprieties (density, refraction
rate, solubility, color and appearance) was determined. The oil was analytically
characterized by infra-red (FTIR) and gas chromatography coupled to spectrometer
of mass (CG-EM). The oil's CLsp was calculated from the Reed-Muench (1938) and
Pizzi (1950) methods, respectively. The oil yield was 0,52% m/v. 18 components
were identified in the oil, and the major presence of I-limoneno was confirmed by the
spectroscopic technics. The essential oil got Clsg 14,99 (+2,25) ug mL™ and I-
limonene of 26,73 mg mL™ (+ 2,02) mg mL™ and the d-limonene 113,24 mg mL™ (+
2,02) mg mL™. The results indicate that the essential oil evaluated is compound by
substances that propitiate larvicidal effect against Aedes aegypti.

Key-words: Essential oil. Pericarp. Citrus limon Linneo. Larvicidal activity. Aedes
aegypti.
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1 INTRODUCAO

Considerada atualmente com a mais importante arbovirose que afeta
seres humanos, a dengue, constitui um sério problema de saude publica mundial
(SANTOS, 2009; DENGUE, 2012). De acordo com a Organizacdo Mundial da
Saude (OMS), nos ultimos 50 anos, o numero de casos da doencga se multiplicou e
estima que haja 200 milhées de novos casos por ano (SBMT, 2012).

A dengue tem emergido como um problema mundial desde 1950,
atualmente, mais de um terco da populacdo vive em areas de risco de transmissao
do virus, situado nos tropicos e subtropicos, caracterizado como uma das principais
causas de doenca e morte nestas regifes. Destacando-se na Ameérica do Sul,
América Central, Sudeste Asiatico e Pacifico Ocidental (CDC DENGUE, 2012).

Dados da Secretaria de Vigilancia em Saude do Ministério da Saude,
registraram um total de 286.011 casos de dengue no pais de janeiro a abril de 2012,
para este mesmo periodo, foram confirmados 1.083 casos graves e 74 Obitos
(MINITERIO DA SAUDE, 2012).

Cinco anos apés ser considerada um problema de saude mundial, a
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) prop6s a erradicacdo global de doencas
transmitidas por vetores para humanos, através da utilizacdo da pulverizacdo de
DDT nas residéncias. No entanto, a acdo logo foi interrompida, em 1976, sendo
uma das principais causas foi 0 aparecimento de resisténcia ao DDT em uma ampla
gama dos vetores de mosquitos (BRADLEY, 1998). Em 1975 a OMS informou que
256 milhGes de pessoas viviam em areas onde o DDT e/ou BHC apresentava
resisténcia. Sendo que, jA em 1947, os primeiros casos de resisténcia DDT contra
as espécies de Aedes tritaeniorhynchus e Aedes solicitans, ja ocorriam, um ano
logo apds a primeira utilizagcdo do produto no controle de mosquitos (BROWN,1986).
Desde entdo, mais de 100 espécies de mosquitos foram relatadas como resistentes
a um ou mais inseticida (WHO, 1992). Os problemas de resisténcia continuaram
sendo um dos principais interruptores ao uso dos inseticidas (RANSON, 2000).

Segundo Ranson (2000), uma variedade de géneros como o Culex vetor
da filariose e encefalite japonesa, o Aedes da dengue comum e hemorragica e
Anopheles da malaria, tém ampliado o numero de espécies com resisténcia. Em
particular o Aedes tem ampliaram sua faixa de resisténcia na Asia e na América

Latina, levando a um aumento do risco de dengue nestes areas.



Recentemente no Brasil o controle tem sido feito por meio de aplicagbes
de inseticidas organofosforados e piretrdides (BRASIL, 2009). Porém, o uso
freqiente e em doses cada vez maiores desses produtos tem evidenciado os
principais problemas devido ao uso destes inseticidas: o0 aparecimento de
populacdes resistentes de mosquitos a esses produtos e os danos ambientais
provocados por seu uso intensivo (CARVALHO e SILVA, 2000; POLANCZYK et al.,
2003; LUNA et al., 2004).

Por mais de 30 anos o organofosforado, temephos foi o larvicida exclusivo
usado no Brasil para o controle do Aedes aegypti (BARRETO, 2005). Contudo esta
sendo paulatinamente substituido; e a razdo continua sendo o desenvolvimento de
resisténcia das larvas, que ndo mais estavam sendo adequadamente controladas
por este produto quimico.

Uma das mudancas adotadas pelo Ministério da Saude em 2011, foi a
utilizacdo do Novaluron, e para isto elaborou a Nota Técnica n° 57/2011, que
estabelece os procedimentos técnicos para o uso do Novaluron na rotina de controle
larvario, o produto mais recente empregado juntamente com organosfosforados. O
produto tem sido utilizado no controle da proliferacdo do Aedes aegypti no Brasil,
consiste em biolarvicida sintético e sua persisténcia contra as larvas do mosquito é
de oito semanas, no entanto, deve ser empregado em baixas concentragdo para
reduzir os riscos de intoxicacdo e contaminacao (Ministério da Saude, 2011).

Sendo assim, a dengue € uma doenca de grande relevancia para a
medicina, pois é transmitida pelo Aedes aegypti, vetor de quatro sorotipos do
flavivirus causador da dengue classico e da febre hemorragica, gerando por
consequUéncia, um problema para as autoridade de saude em razéo das dificuldades
enfrentadas para o controle das epidemias produzidas por esse virus e pela
necessidade de ampliacdo da capacidade instalada dos servicos de saude, para
atendimento aos individuos acometidos com formas graves (BARRETO, 2008).
Além da importancia na saude, pois em alguns casos pode levar até a morte em
outros causa a incapacidade de trabalho por um periodo de aproximadamente 10
dias devido aos sintomas geralmente severos. Isto representa uma perda de milhdes
de reais tanto no investimento para erradicacdo da doenca no Brasil, como na
contagem dos dias de trabalho parado (SILVA, 2006). Portanto, torna-se necessario
o controle da densidade populacional do Aedes aegypti, para que a dengue nao

assuma proporcdes de uma epidemia, pois ndo existe vacina para a doenca, e a



melhor forma de combaté-la é atacar o vetor, principalmente eliminando os locais
onde ocorre a oviposi¢cdo e o desenvolvimento das larvas do mosquito (BRASIL,
2009; DENGUE MAPAS, 2012).

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS, 2012), tem recomendado
estudos com extratos de plantas consideradas medicinais (pelo conhecimento
empirico popular). A partir de 1978 a instituicdo passou a aconselhar a comunidade
cientifica a intensificar e divulgar os estudos com plantas (SOARES, 2011).

A procura por metodologias naturais e menos agressivas de controle a
insetos tem crescido consideravelmente nos ultimos anos, com a busca de extratos
vegetais e substancias naturais que sejam eficazes e a0 mesmo tempo isentas de
toxicidade para o meio ambiente. Diversos estudos tém demonstrado as propriedade
biolégicas de vérias plantas em particular os O6leos essenciais, produzidos no
metabolismo secundario das plantas, que tém se apresentado como fontes de
materiais com atividade inseticida, moluscicida, larvicida e repelente (COSTA, 2005;
MURUGAN et al., 2007; LEITE, 2009; GOVINDARAJAN, 2010)

Com base no exposto, foi avaliado a acdo larvicida do 6leo essencial
extraido do pericarpo do Citrus limon Linneo, contra o Aedes aegypti, com o objetivo
de buscar um produto natural que possa ser usado como alternativa no controle do

vetor da dengue.






2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Consideragdes sobre 6leos essenciais

De acordo com Adojar (2010), os 6leos essenciais sdo Oleos volateis,
que estdo presentes nas plantas como produto natural e que contém compostos
aromaticos volateis.

A International Organization for Standardization (ISO), define Oleos
volateis ou essenciais como os produtos obtidos de partes de plantas por destilacédo
por arraste com vapor d'agua, bem como os produtos obtidos por espressdo dos
pericarpos de frutos citricos (Rutaceae) . De forma geral, sdo misturas complexas de
substancias volateis, lipofilicas, geralmente odoriferas e liquidas. Também podem
ser chamadas de Oleos essenciais, Oleos etéreos ou esséncias. Essas
denominacfes derivam de algumas de suas caracteristicas fisicas, como por
exemplo a de serem geralmente liquidos de aparéncia oleosa a temperatura
ambiente, advindo, dai, a designacao de 6leo. Tendo como principal caracteristica, a
volatilidade, diferindo-se, assim, dos 6leos fixos, mistura de substancias lipidicas,
obtidas geralmente de sementes. Outra caracteristica importante é o aroma
agradavel e intenso da maioria dos Oleos essenciais, sendo, por isso, também
chamados de esséncias. Eles também sdo sollveis em solventes orgénicos, como
éter, recebendo, por isso, a denominacdo de Oleos etéreos. Em agua os Oleos
essenciais apresentam solubilidade limitada, mas suficiente para aromatizar as
solucdes aquosas, que sdo denominadas de hidrolatos (SIMOES et al., 2007).

Em termos de composicdo quimica, os 6leos essenciais diferem-se dos
vegetais e minerais, sendo 0s primeiros constituidos por terpenos e compostos
oxigenados, juntos com outros tipos de substancias organicas. Os 6leos vegetais
sdo ésteres da glicerina com &acidos graxos de longas cadeias. Os ultimos 6leos
citados sdo parafinas liquidas misturadas a outros hidrocarbonetos de peso
molecular elevado.

A constituicdo quimica dos Oleos essenciais € muito complexa, chegando
a algumas centenas de compostos com diferentes funcdes orgénicas. A esse
respeito Simdes et al. (2007) esclarecem que os constituintes dos o6leos variam

desde hidrocarbonetos terpénicos, alcodis simples e terpénicos, aldeidos, cetonas,



éteres, fendis, Oxidos, peroxidos, furanos, &cidos organicos, lactonas, cumarinas, até
compostos contendo enxofre. Na mistura, tais compostos apresentam-se em
diferentes concentracfes; normalmente um deles € o composto majoritario, existindo
outros em menores teores e alguns em baixissimas quantidades (tracos).

Embora todos os 6rgédos de uma planta possam acumular 6leo essencial,
sua composicdo pode variar segundo a localizacdo na planta. Dessa maneira, 6leos
essenciais obtidos de diferentes 6rgdos de uma mesma planta podem apresentar
composicao quimica, caracteristicas fisico-quimicas e odores bem distintos.

Segundo Bakkali et al. (2008), os géneros capazes de elaborar os
constituintes que compdem os 6leos essenciais estdo divididos em varias familias,
tais como: Myrtaceae, Lauraceae, Rutaceae, Lamiaceae, Asteraceae, Apiaceae,
Cupressaceae, Zingiberaceae, Poaceae, Myristicaceae, Piperaceae, dentre outras.
Geralmente, a sintese e o acumulo dos Oleos essenciais estdo associados a
presenca de estruturas histologicas especializadas, localizadas sobre ou nas
proximidades da superficie da planta, tais como em pélos glandulares (Lamiaceae),
células parenquiméticas diferenciadas (Laureaceae, Piperaceae, Poaceae), canais
oleiferos (Apiaceae e Asteraceae) ou glandulas secretoras (Mytarceae). Os O6leos
essenciais podem armazenar-se em todos os 6rgaos vegetais, tais como: nas flores
(laranjeira, bergamoteira), folhas (capim-liméo, eucalipto, louro) ou ainda nas cascas
dos caules (canelas), madeira (sandalo, pau-rosa), raizes (vetiver), rizomas
(carcuma, gengibre), frutos (anis-estrelado, funcho, erva doce) ou sementes (noz-
moscada) (SIMOES et al., 2007).

Quanto aos métodos de extracdo dos 6leos essenciais, eles variam de
acordo com a regido da planta em que ele se encontra, bem como com a proposta
de utilizacdo dos mesmos. Os mais comuns sao: enfloracdo (enfleurage), arraste por
vapor d’agua, extracdo com solventes organicos, prensagem e extracdo por CO,
supercritico (MOUCHREK FILHO, 2000).

Os Oleos essenciais, na sua maioria, foram extraidos por este processo;
serviram para estabelecer as suas préprias caracteristicas, e pelas quais continuam
ainda hoje a ser assim definidas.

Na industria, o0 método mais empregado para extrai € a destilagcdo pelo
vapor de agua em consequéncia da sua maior simplicidade e economia, permite
tratar de uma Unica vez quantidades enormes de matéria-prima; os alambiques, sédo

simples e de precos acessiveis, em particular os moveis, mais pequenos; exige uma



mao-de-obra pouco especializada e por isso barata. No setor industrial sédo utilizados
a destilacéo prolonga-se durante um tempo determinado, quer por circunstancias de
carater técnico, quer de natureza econdémica. Com efeito, uma destilacdo rapida
pode conduzir a um produto contendo predominantemente constituintes mais
volateis mas destituidos das melhores caracteristicas: pelo contrario, uma extracado
prolongada encarece sempre o 6leo essencial, mas também a pode sobrecarregar
dos compostos de aromas menos estimados. A experiéncia determinou, para cada
planta, 0 momento em que deve cessar a operagao, para obter o produto de melhor
qualidade e a pre¢o mais baixo (MOUCHREK FILHO, 2001).

Em pequena escala, como os 0leos essenciais possuem tenséo de vapor
mais elevada do que agua, eles sdo arrastados pelo vapor d'agua, podendo ser
empregado um aparelho de Clevenger, quando em pequena escala. O Oleo
essencial obtido, apds separar-se da agua, deve ser seco com Na,SO4 anidro. Esse
procedimento, embora classico, pode levar a formacédo de artefatos em funcao da
alta temperatura empregada. Preferencialmente, esse método é utilizado para extrair
Oleos de plantas frescas (MOUCHREK FILHO, 2000).

A Farmacopéia Brasileira V preconiza o0 uso de um aparelho tipo
Clevenger, com modificacdes especificadas, como também cuidados a serem
adotados como antes da utilizagdo, o aparelho deve ser limpo por lavagens
repetidas e sucessivas com acetona, agua, mistura sulfocrébmica e novamente agua.
Depois de seco, deve ser montado em local protegido de correntes de ar. A escala
graduada deve ser aferida e, se necessario, estabelecer fator de correcdo para cada
aparelho. Quando terminada a operacao, deixar esfriar por 10 minutos e ler o
volume do 6leo essencial recolhido no tubo graduado (FARMACOPEIA, 2010).

A determinacao das condi¢cdes de extracao de Oleos volateis é uma etapa
muito importante por ser um fator determinante na relagcdo entre a composicao
quimica e a qualidade do 6leo extraido.

A especificacdo das condi¢cOes de extracdo no processo de destilagéo
esta diretamente relacionado com a qualidade do 6leo essencial, com por exemplo,
o tempo de extracdo do Oleo essencial, pois € um dos principais parametros fisico-
quimicos da industria de esséncias, no que se refere a qualidade e a natureza
econdmica do processo. Uma destilacdo rapida, pode conduzir a um produto
contendo predominantemente constituintes mais volateis mais destituidos das

melhores caracteristicas; ao contrario, uma extracdo prolongada encarece o produto



e também o pode sobrecarregar de compostos de aroma menos estimados (CHAAR,
2000; MOUCHREK, 2000).

Em relacdo a importancia econbmica dessas substancias, segundo Teles
(2003) os dleos essenciais sdo largamente utilizados em muitas industrias para
conferir aromas especiais em inimeros produtos, tais como perfumes, cosméticos,
sabonetes, condimentos etc. Eles sdo empregados também para mascarar odores
desagradaveis em ambientes de trabalho e instalacfes sanitarias, além de serem
usados como insumos em diversos produtos em industrias de plasticos, tintas,
borrachas, inseticidas, entre outras.

A conservacgdo dos 0leos essenciais, em funcdo da relativa instabilidade
das moléculas que os constituem, torna-se dificil, uma vez que podem sofrer
diferentes tipos de degradacdo: fotoisomerizacdo, fotociclizacdo (citrais), ruptura
oxidativa de propenilfenois, peroxidacdo de hidrocarbonetos e decomposicdo de
cetonas e alcoois (limoneno), termoisomerizacdo (citrais), dentre outras. Estas
degradacfes podem modificar as propriedades e/ou pér em duavida a inocuidade do
produto (COSTA, 1994).

Os procedimentos para realizas¢do do controle de qualidade de matérias
primas vegetais ricas em 6leos volateis sdo descritos em farmacopéias. Diferentes
ensaios podem ser utilizados para a identificacdo dessas alteracdes, tais como:
avaliacdo da miscibilidade em etanol, medidas fisicas (indice de refragdo [n]D?,
rotacdo optica [a]D?°, densidade relativa [d]20, viscosidade e as vezes ponto de
solidificacdo), determinacdo de indices de acidez, ésteres do acido ftalico, em
algumas ocasifes, busca de Oleos graxos e 0leos essenciais resinificados,
determinacao do residuo de evaporacdo, dentre outros. Segundo Bruneton (2001) a
deterioracdo dos Oleos essenciais reduz seu valor comercial, além de constituir um
fator de risco quando eles sdo destinados ao uso externo, ja que podem provocar
alergias.

Dentre as técnicas utilizadas para separar e quantificar substancias
componentes dos Oleos essenciais, a Cromatografia Gasosa (CG) é geralmente a
mais utilizada em funcédo do seu alto poder de diferenciacdo e por ser um meétodo
simples usado para separacdo e quantificacdo dos componentes de Oleos
essenciais, geralmente empregada juntamente com algum detector, como um
espectro de massa, que fragmenta e verifica os elementos oriundos do analito. No

entanto, outros métodos como a Cromatografia em Camada Delgada (CCD),



Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), Espectroscopia de Ultravioleta (UV)
e Infravermelho (IV) e a Ressonéancia Magnética Nuclear de Hidrogénio e Carbono
13 (RMN *H e '¥C) também s&o utilizadas para a andlise de 6leos essenciais
(SIMOES et al., 2007).

2.2 Aspectos gerais sobre o Citrus limon

As plantas citricas foram introduzidas no Brasil pelas primeiras
expedicbes colonizadoras, provavelmente na Bahia. Entretanto, com melhores
condicdes para se cultivar e produzir do que nas préprias regides de origem, estas
plantas se expandiram por todo o pais. A citricultura brasileira detém a lideranca
mundial e tem se destacado pela promocdo do crescimento sécio-econdémico,
contribuindo com a balanga comercial nacional e principalmente, como geradora de
empregos, diretos e indiretos, na zona rural (CUNHA et al., 1996).

Em meio a outras espécies existentes no Brasil, que pertencem ao género
Citrus, tem o Citrus limon Linneo conhecido como limdo verdadeiro é o fruto do
limoeiro (Figura 1), tendo origem na regido sudeste da Asia, € uma arvore
pertencente a familia das Rutaceas, perenifdlia, pequena de 3 - 6 metros de altura,
com numerosos ramos e espinhos. Folhas unifolioladas de cor verde, formato
lanceolada, eliptico - ovada de 6 - 12,5 cm de comprimento e 3 - 6 cm de largura,
ponta obtusa; margem serreada - dentada; peciolo curto e extensamente alado;
folhas verdes; flores solitrias ou em racimos axilares, amareladas em forma de
botéo; pétalas brancas na parte superior e purpura abaixo; fruto oblongo ou oval, 7 -
12 cm de comprimento, amarelo claro ou dourado; casca mais ou menos grossa e
com presenca de glandulas, dependendo das variedades; sementes pequenas,
ovais e pontiagudas (OJASTI et al., 2001).



Figura 1 — Citrus limon Linneo

Fonte: Elpo, 2009.

Em termos de aplicacdo, o Citrus limon € muito utilizado na culinaria, em
molhos, aperitivos, sorvetes, licores, 0 seu 6leo extraido da semente da espécie
também pode ser aproveitado na industria alimenticia, pois apresentam alto grau de
instauracado, baixo teor de acidos graxos livres como o caprilico, miristico, palmitico,
esteérico, oléico, linoléico, linolénico e araquidico (GRASSI FILHO, 2005, REDA
2005). Além de se fazer parte da composicdo de produtos de limpeza, perfumaria e
medicamentos (AZAMBUJA, 2012).

Seu uso na terapia data desde a antiguidade e as propriedades que |he eram
atribuidas sdo confirmadas em estudos recentes (ARIAS e RAMON-LACA, 2005).
No Brasil o limdo se popularizou devido a sua eficAcia no combate de diversas
patologias, tais como infecc¢des, febres, aterosclerose, acidez gastrica, alteracdes do
figado e biliares entre outras, por possuir propriedades antibidtica, antitérmica,
antiinflamatdria, vermifuga, anti-séptic, antiespasmaodica e leishimaniose (RAQUEL,
2007; MOREIRA, 2002). Seus constituintes como o linalol, citral, citronelal,
felandrina, hidrocarbonetos terpenicos, limonina, limoleno, &cidos organicos (citrico e
malico), bioflavondides, pectinas, vitamina A, vitamina B1, vitamina B2, niacina, sais
minerais (potassio, fosforo, ferro, calcio, sédio, magnésio, enxofre, cloro), vitamina C
(acido ascorbico), lhe conferem as propriedades terapéuticas (COELHO, 2000;
VENDRUSCOLDO et al., 2005; FENNER, 2006; AGRA et al., 2007; PENIDO e SILVA,
2007).

Por apresentar uma vasta variagdo na sua composicao e propriedades a
producédo de limao, além de destinar-se para 0 consumo in natura e para industria de
suco, destina-se para extracdo do 6leo essencial contido na casca dos frutos. Este

O0leo € comumente utilizado por industrias de bebidas de refrigerantes, como



também para fabricacdo de cosméticos, esséncias arométicas (GRASSI FILHO et
al., 2005).

O constituinte em majoritario do 6leo essencial extraido do Citrus limon é
o I-limoneno. Com relacdo aos aldeidos, ha um predominio do citral, ao qual se
atribui as propriedades aromaticas deste 6leo. Nos Oleos de origem italiana, mais
ricos, o conteldo chega a 6%, enquanto os norte americanos nao ultrapassam o0s
3,5%. Além do citral ainda existe como os monoterpenos (a-tujeno, a e 3 - pipeno,
canfeno, mirceno, a e B-felandreno, a e Y -terpineno, terpinoleno, B-ocimeno, p-
cimeno, 3-careno); monoterpenos oxigenados (hidrato de sabineno, linalol, endo-
fenchol, cénfora, citrnelol, borneol, terinterpineol, nerol, neral, geraniol, geranial,
citronelol); sesquiterpenos (o-elemeno, E-caryphelleno, a-trans-bergaboleno, a-
humuleno, E- B- farneseno, curcumeno, valenceno, biciclogermacreno, a-muroleno a
e bisaboeno); sesquiterpeno oxigenados (alcool carypheleno, germacreno, a-
muurolo, a -cadinol, a- bisabolol, E-farnesol) e outros compostos como o &cido
palmitico e acido linoléico. De um modo geral o 6leo essencial € descrito em relacao
a composicdo com teor de 92 a 94% de hidrocarbonetos e e 6 a 8 % de compostos
oxigenados (COELHO, 2000; LOTA et al.,, 2002; FERHAT et al., 2007; AZUBA,
2012).

Figura 2 - Algumas estruturas de componentes encontrados no 6leo essencial do

limao
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Fonte: Silva et al., 2009.

Embora as atividades farmacologicas de varios 6leos essenciais terem
sidas descritas na literatura, como a antifungica (CLAUDIO JUNIOR, 2009;
MARTINS 2009), como de possuir funcdo moduladora no tratamento de doencas

neurodegenerativas, no sistema nervoso central (CAMPELO, 2011), antioxidante




(ADORJAR, 2010) e moluscicida (FERNANDES, 2011), diversas pesquisas sao

desenvolvidas em busca d

2.3 Aspectos sobre o Aedes aegypti (Linnaeus, 1762)

Quanto ao aspecto epidemioldgico, o Ministério da Saude, define a
dengue como uma doenca febril aguda, de etiologia viral e de evolucédo benigna na
forma classica, e grave quando se apresenta na forma hemorragica. A dengue é,
hoje, a mais importante arbovirose (doenca transmitida por artrépodes) que afeta o
homem e constitui-se em sério problema de saude publica no mundo, especialmente
nos paises tropicais, onde as condicbes do meio ambiente favorecem o
desenvolvimento e a proliferagdo do Aedes aegypti, principal mosquito vetor.
(MINISTERIO DA SAUDE, 2002; 2012)

O mosquito Aedes aegypti (Linnaeus 1792) (Diptera: Culicidae) é o
principal responsavel pela transmissdo da dengue e da febre amarela, mede menos
de um centimetro, tem aparéncia inofensiva, cor café ou preta e listras brancas no
corpo e nas pernas. E doméstico e antropofilico, com atividade hematofagica diurna,
costuma picar nas primeiras horas da manha e nas ultimas da tarde, evitando o sol
forte, mas, mesmo nas horas quentes, ele pode atacar a sombra, dentro ou fora de
casa, utiliza-se preferencialmente de depdsitos artificiais de agua parada, limpa ou
suja, para colocar seus ovos. O ciclo do Aedes aegypti € composto por quatro fases:
ovo, larva, pupa e adulto. Na fase do acasalamento, em que as fémeas precisam de
sangue para garantir o desenvolvimento dos ovos, ocorre a transmisséo da doenca
(CDC, 2011; MOSQUITO DA DENGUE, 2011) osquito da dengue, 2011).

O conhecimento do ciclo de vida do mosquito contribui para melhoria das
formas de combate a esse vetor. O Aedes aegypti € uma espécie doméstica, que se
reproduz, preferencialmente, em agua parada e limpa, acumulada em recipientes
fabricados pelo homem, como latas, pneus e vasos, dentro ou perto das habitacdes.
Seu ciclo de vida compreende em duas fases ecoldgicas distintas e
interdependentes: a aquatica com trés etapas de desenvolvimento (o0 ovo, a larva e a

pupa) e a terrestre que corresponde ao mosquito adulto (Figura 3).



Figura 3 - Mosquito Aedes aegypti (Linnaeus, 1762)

Fonte: Arbovirus, 2012.

A duracao do ciclo de vida, em condi¢des favoraveis (oferta de alimentos
e temperatura) € de aproximadamente 10 dias, a partir da ovoposicdo até a fase
adulta (USP, 2011).

Segundo a OMS 2,5 bilhdes de pessoas vivem em areas de risco para
transmissdo da dengue, sendo um dos principais causadores de doenga e morte na
faixa intertropical. A distribuicdo do Aedes aegypti no mundo em 2012 mostrando
paises e suas areas de risco onde hd uma maior concentracdo do mosquito
transmissor (Figura 4).

Figura 4- Distribuicao do Aedes aegypti no mundo em 2012: Paises ou area de
risco.
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Fonte: Healthmap, 2012.



A Secretaria de Vigilancia em Saude do Ministério da Saude registrou um
total de 286.011 casos de dengue no Pais de janeiro a abril de 2012. Deste total,
foram confirmados 1.083 casos graves. Na Regido Sudeste foram confirmados 425
casos graves, com destaque para o Rio de Janeiro (263) e Espirito Santo (109). No
Nordeste, ocorreram 385 casos graves, sendo que Bahia (102) e Rio Grande do
Norte (84) apresentaram o maior numero de registros. Ja no Centro-Oeste (com 193
casos graves), destacam-se Goias (104) e Mato Grosso (69). Por fim, na Regido
Norte houve registro de 72 casos, com a maior parte ocorrendo no Estado do Para
(41). Em relacdo as mortes, foram confirmados 74 o6bitos (PORTAL DA SAUDE,
2012).

O Aedes aegypti € um vetor oriundo do continente africano
(CHIARAVALLOTI-NETO, 1997), trazido juntamente com os escravos (CHIEFFI,
1985). Foi erradicado do Brasil pela primeira vez em 1958, mas, em 1967,
reapareceu em Sao Luis e Belém, sendo em seguida eliminado (FRANCO, 1976).
Em 1976, com origem em um foco em Salvador, inicia-se a recoloniza¢ao no Brasil.

Em 1977, foi encontrado no Rio de Janeiro e Santos; em 1979, em Natal,
e em 1981, no Parand (MARQUES, 1985; NEVES et al., 1995). Durante esses anos,
as medidas de controle eram esporadicas e isoladas. Isso fez com que em 1985-
1986, o Aedes aegypti fosse encontrado em quase todo o pais (NEVES et al., 1995).

As mudancas demograficas ocorridas nos paises subdesenvolvidos, a
partir dos anos 60, geradas por intenso fluxo migratério rural-urbano, resultaram em
crescimento desordenado das cidades, nas quais se destacam a caréncia de
facilidades — em particular, de habitacdo e saneamento béasico e pela falta de
abastecimento de agua, havendo a necessidade de armazena-la precariamente, tal
como pela auséncia de destino adequado do lixo ocorre a proliferacdo de criadouros
potenciais do Aedes aegypti, ou seja, depdsitos improvisados para agua potavel e
recipientes em que a agua € acumulada, constituidos principalmente por latas,
plasticos e garrafas usadas. A industria moderna, por outro lado, privilegia a
producdo de material descartavel. O virus do dengue tem sua propagacéao facilitada
pela intensidade e frequiéncia dos meios de transporte, os quais favorecem também
a disseminagéo dos vetores da doencga (TAUIL, 2001).

Percebe-se que o mosquito Aedes aegypti, encontrou no mundo moderno

condi¢cdes muito favoraveis para uma rapida expansao, pela urbanizacdo de forma



desordenada; pela intensa utilizacdo de materiais ndo biodegradaveis e pelas
mudancas climaticas (FUNASA, 2002).

2.4 Técnicas Analiticas

As técnicas analiticas permitem a avaliagdo das qualidades do Oleo
essencial, garantindo, assim, a identificacdo, constancia de seus constituintes
quimicos e a seguranca de sua utilizacao.

A avaliagdo quantitativa e qualitativa envolve a utilizagdo de diversas
técnicas basicas que sofreram algumas alteracdes nos ultimos anos, devido
essencialmente a revolucdo da informatica (programa de computadores, niveis de
automacdo, forma de integracdo dos dados obtidos) e da sofisticacdo dos
experimentos que podem ser realizados resultando na dedugdo de uma estrutura
coerente. Entre as técnicas citamos a seguir, basicamente, aquelas utilizadas neste

trabalho.

2.4.1 Cromatografia Gasosa (CG)

A andlise de misturas complexas de multicomponentes como o0s 6leos
essenciais requer a aplicacdo de métodos analiticos modernos e instrumentacao
adequada. Diferentes técnicas cromatograficas sdo predominantes na analise de
volateis; em particular, métodos de cromatografia gasosa que resultam na
separacao da mistura em componentes individuais (BRAITHWAITE e SMITH, 1996;
SCHREIER, 1984). Assim, a cromatografia permite determinar, qualitativamente e

guantitativamente, as fragdes individuais obtidas nos croatogramas.

2.4.2 Espectroscopia Vibracional na Regiao do Infravermelho (IV)

Como alternativa para avaliacbes cromatograficas de compostos volateis,
podem ser usados técnicas que proporcionam informacdo direta acerca da
composicdo de uma amostra particular sem prévia separacdo dos componentes, isto
€, 0s métodos espectroscopicos.

A espectroscopia na regiao do infravermelho pode ser usada para obter

informacgdes acerca dos grupos funcionais da composicdo dos Oleos essenciais,



principalmente grupos contendo oxigénio, uma vez que as vibragbes moleculares
sdo perceptiveis nessa regido do espectro. Apesar de ser uma técnica altamente
sensivel, é pouco seletiva no caso de misturas de multicomponentes, e dificil para
fazer medidas quantitativas de concentracdes de componentes individuais (RALPH,
1983).

A espectroscopia na regido do infravermelho (IV) é uma das ferramentas
mais comuns para a identificacdo de compostos organicos e inorganicos puros, pois,
com excecao de poucas moléculas homonucleares (como O, N, e Cly), todas as
espécies moleculares absorvem radiacao no IV. A intensidade de absor¢cdo é uma
funcdo da variacdo do momento de dipolo envolvido na vibragdo (CRACKER e
SIMON, 1987).

Duas categorias basicas de vibracdes moleculares sdo conhecidas: as
vibracbes de deformacOes axiais e as de deformacdes angulares. Uma vibracéo de
deformacdo axial (estiramento) envolve uma mudanca continua na distancia
interatbmica ao longo do eixo da ligacdo entre dois atomos. Vibracdes de
deformacdo angular sdo caracterizadas pela mudanca no angulo entre duas
ligagbes. O espectro IV é obtido depois que uma transformacéo de Fourier converte
o interferograma do dominio do tempo a forma mais familiar do dominio de
frequéncias. O interferograma é uma seérie oscilatéria de combinagdes destrutivas ou
construtivas, resultando de uma variacdo completa de comprimentos de onda
(SILVERSTEIN et al., 2007).

2.4.3 Cromatografia Gasosa/Espectrometria de Massas (CG-EM)

Existem no mercado varias empresas que oferecem o conjunto
cromatografico a gas-espectrometria de massas (CG-EM), acoplado por meio de
uma interface que aumenta a concentracdo da amostra no gas de arraste,
aproveitando a maior difusibilidade do gas. A velocidade de varredura € grande o
suficiente para permitir a obtencdo de diversos espectros de massas por pico eluido
no cromatégrafo. A conexao direta de colunas capilares de cromatografia gasosa ao
espectrometro de massas sem a interface de enriguecimento permite varias
varreduras de massas rapidas em pontos diferentes de um pico cromatografico, de

modo a testar sua homogeneidade. Desse modo, € possivel resolver picos

cromatograficos parcialmente superpostos. Assim, a espectrometria de massas
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acoplada a cromatografia gasosa fornece as fragmentacbes dos componentes
individuais separados (ADAMS, 2007).

Na técnica de impacto de elétrons (IE), mais comumente usada em
espectrometria de massas, um espectrometro de massas bombardeia moléculas na
fase vapor com um feixe de elétrons de alta energia e registra o resultado do
impacto dos elétrons como um espectro de ions separados na base da razéo
massa/carga (m/z). A maior parte dos ions formados tem carga unitaria. Os
espectros de massas sao obtidos rotineiramente com o uso de um feixe eletrénico
de energia de 70 eV. O evento mais simples que pode ocorrer em fase gasosa é a
remocao de um unico elétron pelo feixe, com formacé&o do ion molecular, um cétion-
radical (M"). O ponto simples representa o elétron desemparelhado. A maior parte
dos fons desintegra-se em 10™° - 10 s, dando, no caso mais simples, um fragmento
carregado positivamente e um radical. Assim, forma-se um numero de fragmentos
ibnicos que podem ser posteriormente decompostos em fragmentos menores
(SILVERSTEIN et al., 2007).

Pode-se apresentar o espectro na forma de um gréafico ou uma tabela. O
grafico tem a vantagem de mostrar sequéncias de fragmentacdo que com a pratica
podem ser facilmente reconhecidas. No espectro de massas por impacto de
elétrons, gerado por um computador na forma de um grafico de barras, a
abundancia relativa dos picos apresentada como percentagem do pico base (100%),

€ lancada contra a razao massa/carga (m/z).






3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Extrair, caracterizar e avaliar a atividade larvicida do o6leo essencial

extraido do fruto do Citrus limon Linneo (lim&o) frente ao mosquito Aedes aegypti.

3.2 Especificos

v

v

Coletar e identificar botanicamente o Citrus limon Linneo (Lim&o);

Extrair quantitativamente o 6leo essencial do pericarpo do liméo Citrus

limon Linneo (Limao) pelo método de hidrodestilacao;

Determinar as caracteristicas fisico-quimicas do 6leo essencial, no que se
refere a densidade, indice de refracéo, solubilidade em &lcool a 90%, cor e

aparéncia;

Caracterizar analiticamente e quantificar os componentes majoritarios da
mistura dos 6leos essenciais por CG-EM e espectroscopia vibracional na

regiao do infravermelho;

Avaliar a atividade larvicida do 6leo essencial do pericarpo do Citrus limon
Linneo (Lim&o) frente as larvas do mosquito Aedes aegypti e calcular a

concentracéo letal a 50% (CL50) do 6leo a partir do teste de toxicidade;

Comparar a atividade larvicida do 6leo essencial do pericarpo do Citrus

limon Linneo (Lim&o), com o componente majoritario frente ao Aedes

aegypti.






4. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

O presente trabalho foi desenvolvido empregando metodologias descritas
na literatura, para sua execucdo foram utilizados diversos equipamentos
disponibilizados pelos seguintes laboratorios: no Laboratério de Fisico-Quimica do
Pavilhdo Tecnologico, Nucleo de Combustivel, Catalise e Ambiental (NCCA),
Herbario Atico, Nucleo de Imunologia Bésica e Aplicada (NIBA) da Universidade

Federal do Maranhédo (UFMA), Central Analitica da Unicamp.

4.1 Método de obtencédo do 6leo essencial dos pericarpos do Citrus limon
Linneo (Limé&o)

4.1.1 Origem, identificacdo do material vegetal

Os frutos utilizados nesta pesquisa foram adquiridos em um sitio
localizado na estrada da mata, Povoado Matinha, S&o José de Ribamar, Maranhao,
durante o més de junho de 2011. Os frutos foram acondicionados em sacos de
polietileno e transportados ao Laboratorio de Fisico-Quimica e Microbiologia do

Pavilhdo Tecnoldgico da Universidade Federal do Maranhdo — UFMA.

Fonte: Autor (2012).

Para identificacdo da planta foram seguidas orientagBes técnicas para

coleta como retirar partes estruturais vegetativas representativas e reprodutivas



(flores e frutos), ndo contendo partes danificadas, com tamanho entre
aproximadamente 30 a 40 cm, em seguida acondicionadas em papel de jornal e
transportadas ao Herbario Atico da Universidade Federal do Maranh&o, onde foram
selecionadas as partes mais representativas dispostas em jornais e acondicionados
entre folhas de papeldo, presos por um barbante. Estes foram prensados e secos a
37 — 40°C por 24 horas e depois foram presas e montadas em cartolina na qual foi
afixada uma ficha contendo: familia, nome cientifico, habito, habitat, local e data de

coleta, nome vulgar, determinador.
4.1.2 Extracdo do 6leo essencial do pericarpo do Citrus limon Linneo (Lim&o)

Para a extracdo do Oleo foi empregado o processo por hidrodestilacao
utilizando-se um sistema de Clevenger modificado em vidro acoplado a um baldo de
fundo redondo de 1000 mL, tendo como fonte de calor uma manta de aguecimento
(Figura 6) a 100°C (FARMACOPEIA, 2010). Para cada batelada de extracao foram
utilizados 30 g do pericarpo do fruto com 300 mL de agua destilada. Apés 3,5 h
cessou-se a destilacdo e o 6leo obtido foi centrifugado para separacao de residuos
de agua e seco por meio da percolacdo com Na,SO,4, sendo entdo armazenados em
ampolas ambar e lacrados por aquecimento (Figura 7). As amostras foram
acondicionadas sob refrigeracdo para evitar possiveis perdas de constituintes

volateis, sendo posteriormente submetidos as andlises.

Figura 6- Extrator de clevenger

Fonte: Autor (2012).



Figura 7- Oleo extraido do pericarpo do Citrus limon Linneo

=
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Fonte: Autor, (2012).

4.1.3 Rendimento da extracdo do 6leo essencial do pericarpo do Citrus limon Linneo

(Limao)

O calculo do rendimento da extracdo foi avaliado de duas formas, uma,
baseado na relagdo massa/volume, onde o volume foi sendo observado no préprio
sistema de extracao, sendo feitas seis extracdes nos tempos 0,5; 1,0; 2,0; 3,0; 4,0; e
5,0 horas, e o melhor tempo foi determinado em fun¢édo do rendimento de cada 6leo
essencial. A outra forma, expressa em percentagem, na relacdo massa / massa pela
medida da densidade, observando o volume maximo obtido de cada oleo por
massa(g) dos vegetais em estudos, conforme formula abaixo (FARMACOPEIA,
2010; FABROWSKI, 2002).

(1)

Onde:

V = volume de 06leo ap0s processo de extracao;
d = densidade do 0leo;

m = massa em gramas da planta



4.2 Caracterizacdo Fisico-Quimica

Para a caracterizacédo das propriedades fisico-quimicas do 6leo essencial,
foi determinada a densidade, solubilidade em etanol (90% v/v), indice de refracao,

cor e aparéncia.

4.2.1 Densidade

Determinou-se a densidade do 6leo essencial utilizando um picnédmetro
de 1,0 mL, previamente seco, tarado e aferido, onde se adicionaram as amostras a
25°C, pesando-as em seguida (1AL, 2008).

4.2.2 Solubilidade em etanol (90%)

Para se determinar a solubilidade, foi colocado um volume constante de
cada oOleo essencial e adicionado volumes proporcionais da solucdo alcodlica
previamente prepara a 90% (v/v) até solubilizacao total (FARMACOPEIA, 2010).

4.2.3 indice de refracéo

Para a determinacdo do indice de refracdo, utilizaram-se pipetas de
Pasteur em vidro para adicionar as amostras dos 6leos diretamente sobre o prisma
de Flint do refratbmetro, a temperatura de 25°C; fazendo-se entdo as leituras. Para
as medidas de indice de refracdo utilizou-se um refratbmetro ABBE 2 WAJ
(FARMACORPEIA, 2010).

4.2.4 Cor e Aparéncia

A analise foi realizada visualmente, comparando as cores dos O6leos
essenciais com as cores conhecidas e ja descritas na literatura e para a aparéncia
se fez uma inspecdo do 6leo no que diz respeito a sua transparéncia ou limpidez
(IAL, 2008).



4.3 Andlises Quimicas

Utilizaram-se as técnicas de Cromatografia a Gas Acoplada a
Espectrometria de Massas e Analise Espectrométrica Vibracional na Regido do

Infravermelho.

4.3.1 Analise por Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (CG-
EM)

As andlises por cromatografia em fase gasosa acoplada ao espectrometro
de massas por impacto de elétrons e analisador ion trap (CG-EM-IE-lon trap), foram
realizadas em equipamento Varian 2100, utilizando hélio de alta pureza como gas de
arraste com fluxo na coluna de 1mL min™; temperatura do injetor: 270°C, split 1:50;
coluna capilar (15mx0,25mm) com fase estacionaria VF-1ms (100% metilsiloxano
0,25um) e programagao de temperatura do forno de 60 a 200°C com taxa de
aquecimento de 8°Cmin™, e de 200 a 290°C com taxa de aquecimento de 15°Cmin™.
No Espectrometro de Massas as temperaturas do mainfold, ion trap e da linha de
transferéncia foram de 50°C, 190°C e 200°C, respectivamente. Foram injetadas
aliquotas de 1,0 yL (injetor automatico CP-8410) das amostras diluidas na proporcéo

de 20uL em 1,5mL de hexano.

4.3.2 Analise Espectrométrica Vibracional na Regido do Infravermelho

Analisou-se o0 Oleo essencial por infravermelho no espectrébmetro IR
PRESTIGE-21, Fourier transform infrared espectrophotometer SHIMADZU (Figura
8). As amostras foram analisadas diretamente em janelas de KBr, usado como
agente dispersante.

A caracterizacdo na regidao do infravermelho foi obtida na regido entre
4000 a 500 cm™,

Os espectros obtidos foram tratados mediante modelos de deconvolugdes
matematicas com o0 objetivo de determinar os parametros espectrocépicos ( altura,
meia-largura e intensidade dos picos) de modo mais preciso. Sendo empregado o
sistema computacional Peak Fit® , com linha de base linear D2, filtro de 75, largura

da banda de 10,99850, amplitude de escaneamento de 100%.



Figura 8- Espectrofotdbmetro com transformada de Fourrier.

IRPrestige-21

Fonte: Autor (2012)

4 4 Teste de toxicidade

4.4.1 Obtencéo e cultivo das larvas do Aedes aegypti

Os ovos foram coletados na Universidade Federal do Maranh&o, Campus
do Bacanga em S&o Luis Maranhdo, atraves de armadilhas denominadas
ovitrampas. Estas consistem de baldes pretos, de polietileno, com capacidade de
500 mL cada um, onde foi colocada agua e inserida duas palhetas de eucatex para a
ovoposicdo do mosquito (Figura 9). As armadilhas foram inspecionadas
semanalmente para a substituicio das palhetas e recolhimento dos ovos e
encaminhados para o Laboratério de Fisico-Quimica e Microbiologia do Pavilhdo

Tecnologico da Universidade Federal do Maranhdo — UFMA

Figura 9: Armadilha utilizada para a coleta dos ovos do Aedes aegypti.

Fonte: Autor (2012).

Inicialmente, os ovos do Aedes aegypti foram colocados para eclodir a

temperatura ambiente (31°C aproximadamente) em recipiente de polietileno



contendo 4gua mineral. As larvas obtidas foram alimentadas com racdo para gato
até atingirem o terceiro e quarto estadio, quando foram feitos os experimentos.

4.4.2 Teste larvicida

Estes foram feitos de acordo com a metodologia proposta por SILVA
(2006). Inicialmente, foi preparada uma solucdo-mae de 1.000 ppm através da
pesagem 50 mg do 6leo para uma solucdo formada por 49,75 mL de agua destilada
e 0,25 mL de tween-80. Desta solugcédo, foram preparadas cinco solugbes nas
concentracdes 30, 40, 50, 60, 70, 80 ppm. Para cada concentracdo foram utilizadas
10 larvas e 30 mL de cada solucdo nas concentracdes citadas. Todos os testes
foram realizados em triplicata e como controle negativo foi utilizado uma solucéo
formada por 49,75mL de agua para 0,25mL de tween-80, e como controle positivo,
uma solugao de temefés (0,0,0',0'-tetrametil O,0'-tiodi-p-fenileno bis (fosforotioato)
a 100 ppm, equivalente a concentracao utilizada pela fundacédo nacional de saude
(Funasa) para o controle larvicida do vetor, além do Novaluron (£ -1-[3-cloro-4-(1-1-
3-trifluoro-2-trifluoromethoxyethoxy) phenyl-3-(2,6-difluorobenzoyl) urea a 0,02 mg/L,
dose adotada pelo Ministério da Saude, que indica pelo OMS no intervalo de 0,01 a
0,05 mg/L (Figura 10).

Figura 10 - Larvicidas comerciais empregados: Themerfés e Novaluron.

Fonte: Autor, (2012).



Para quantificar a eficiéncia do o6leo essencial como larvicida foram
consideradas mortas, as larvas que ndo reagiram ao toque ou moribundas apés 24
horas do inicio do experimento.

As larvas foram identificadas como Aedes aegypti (Figura 11), por
técnicos do Laboratério do Nucleo de Patologia Tropical e Medicina Social do
Departamento de Patologia da Universidade Federal do Maranh&o.

Figura 11- Larvas no terceiro estagio

Fonte: Autor, (2012).

4.4.3 Anéalise Estatistica

Apds o0s testes, montou-se uma tabela com os valores das oito
concentracdes, logaritmo das mesmas, o numero de larvas mortas apos 24 horas
(média dos cinco pontos), numero de larvas vivas apds 24 horas (média dos cinco
pontos), o acumulado de mortos (soma das células de mortos abaixo) e o
acumulado de vivos (soma das células de vivos acima).

A analise estatistica dos dados foi realizada de acordo com o método de
Reed-Muench (1938), o qual parte do principio de que um animal que sobreviva a
certa dose, também ir4 sobreviver em qualquer outra dose menor que aquela,
consequentemente, o animal que morrer com certa dose, também ira morrer em
doses maiores que aquela. A partir de uma tabela contendo os dados de mortalidade
para cada concentracdo testada, foi construido um grafico onde se observa uma
curva para o acumulo de animais mortos em cada concentracéo e outra curva para o
acumulo de sobreviventes. O ponto de intercessdo entre as curvas é a

Concentracdo Letal 50% (CLsg), pois nesse ponto 0 numero de animais



sobreviventes € igual ao numero de animais mortos (COLEGATE e MOLYNEUX,
1993).

O intervalo de confianca foi calculado segundo o método de Pizzi (1950)
no qual se constréi um gréfico do percentual de mortos versus logaritmo (log) da
dose. A seguir determina-se o valor de “R”, que é a diferenca entre o log da dose
gue mata 75% das larvas e o log da dose que mata 25% das larvas. Calcula-se
também a variavel “h” que consiste na média das diferengas dos valores de log das
doses. Com esses dados determina-se o log do erro padrdo (SE), através da
seguinte féormula: (SE)®> = 0,79 x h x R/20. Finalmente, o valor do intervalo de
confianca é igual 2 x 10°F,






5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Identificacdo botanica
Os frutos foram identificados como pertencentes a espécie Citrus limon, a

planta estd registrada no Herbario Atico Seabra da Universidade Federal do
Maranh&o sob o nimero 01072 (Figura 12).

Figura 12- Exsicata da espécie Citrus limon.

5.2 Avaliagéo da cinética de extragdo do 6leo essencial do Citrus limon

No grafico da figura 13, pode ser observado os rendimentos obtidos
durante um periodo de 3 horas, empregando 30 g da amostra e 300 mL de agua

destilada, com temperatura de 100°C.



Figura 13: Cinética referente ao rendimento de extracdo do 6leo em funcédo do tempo, com
massa de 309 e tempergturade 100°C
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Nas condi¢Bes determinada para extracdo do 6leo essencial, observa-se
que os tempos maximos de rendimento do Oleo essencial extraido e do volume
obtidos das cascas do Citrus limon ocorre em 3 h, e volume de 0,35 mL.

O rendimento da extracdo foi calculado diante da quantidade de 6leo que
se obteve a partir de uma massa de 30 g do material vegetal. Em média foi obtido
um volume de 0,35 mL, sendo o rendimento m/v de 1,17% e como a densidade é de
0,823 g.mL™ (tabela 5.1), tem-se um rendimento m/m de 0,96%.

Ao extrair o 6leo essencial do pericarpo do Citrus limon, Fernandes
(2010), obteve um rendimento de 0,96% em m/m para um tempo 0 mesmo tempo de
extragdo. Os volumes extraidos do Oleo essencial estudado em relagdo ao
mencionado estdo bem proximos.

Conforme Ozcan e Chalchat (2002), a variacdo sazonal e a localidade sdo
fatores importantes para diferentes variedades de plantas com relacdo aos

rendimentos de extragdo encontrados na literatura.

5.3 Caracteristicas fisico-quimicas do 0leo essencial do pericarpo do Citrus
l[imon

As caracteristicas fisico-quimicas do 06leo extraido da espécie Citrus
limon, estdo descritas na tabela 1, juntamente com demais dados descritos na
literatura (FERNANDES, 2010).



Tabela 1 — Parametros fisico-quimicos dos 6leos essenciais de Citrus limon

Oleo essencial

Propriedades Oleo essencial i .
Fisico-Quimicas estudado St s el
(Fernandes, 2010)
Densidade (g/mL) (25°C) 0,823 0,822
Solubilidade em éalcool 90% 1:3 1:3
(V/v)
indice de refragdo (N2” 1,4753 1,4754
Rendimento (%) 0,96 0,96
Cor Incolor Incolor
Aparéncia Limpido Limpido

Comparando os resultados descritos na tabela, do estudo e os realizado
por Fernandes (2010), possui valores semelhantes nas propriedades pesquisadas.
As pequenas diferengas nos valores encontrados podem ser atribuidas a fatores tais
como época de coleta, diferentes tipos de solo, condicbes e tempo de

armazenamento.

5.4 Andlise espectroscépica vibracional naregido do Infravermelho

A espectrometria na regido do infravermelho € uma importante técnica de
caracterizacdo de compostos organicos, pois € capaz de reconhecer as mudancas
estruturais em diferentes compostos. Esta se baseia no fato de que as ligagbes
guimicas das substancias possuem freqléncias de vibracfes especificas, as quais
correspondem a niveis de energia da molécula.

Os espectros na regido do infravermelho do 6leo essencial extraido do
pericarpo do Citrus limon e do padrdo de Limoneno podem ser observados na figura

14, onde as bandas de absorcdo possuem as mesmas frequéncias.



Figura 14 — Espectros da regido do infravermelho do 6leo essencial do Citrus limon
e padrao Limoneno.
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As bandas de absorcdo compreendida nas regifes de 2724 a 3077 cm™
na Figura 14 sao atribuidas a estiramentos C—H fracas resultantes de vibracfes de
alquenos e as vibracdes de deformacédo axial da ligacdo C=C acopla-se com a
vibracéo de deformacéo axial das ligacbes C—C adjacentes, nas regides 889 a 1640
cm™ (SILVERSTEIN, 2007).

Tabela 2 - Principais bandas de absor¢cdo e modos vibracionais do padrdo de

limoneno e do 6leo essencial da casca do Citrus limon na regido do infravermelho

Composto Tipo de Grupo Tipo de | Absorcdo (cm™)
(limoneno) | deformagédo | Funcional | ligacéo Limoneno | Oleo
Axial Algueno C—H 3076 3077
Axial Metila c—H 2962 2964
Axial Alifatico coc 1639 1640
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5.5 Avaliacdo das caracteristicas quimicas dos 6leos essenciais obtidas por
Cromatografia Gasosa acoplada a Espectroscopia de Massas (CG-EM).

O cromatograma do 06leo essencial do Citrus limon obtidos mostram os
componentes majoritarios e alguns minoritarios.

Os espectros obtidos na CG/EM, a comparacdo com os dados da
biblioteca do instrumento e a deducdo dos fragmentos dos compostos volateis no
Oleo essencial extraido do pericarpo do Citrus limon pode ser observados na Figura
15.

Figura 15 — Cromatograma da amostra do 0Oleo do pericarpo do Citrus limon,
apresentando os picos selecionados e identificados através da comparacdo dos

respectivos espectros de massas com a espectroteca.
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Na Tabela 3, pode-se observar os constituintes identificados no 6leo

essencial do Citrus limon em ordem de tempo de retencéo.

Tabela 3 — Compostos identificados na amostra do pericarpo do Citrus limon.

Pico® tr® (min.) Componentes % A* Qualidade®
1 5,858 a-Pineno 0,72 95
2 6,775 Sabineno 5,08 92
3 6,875 B-Pineno 4,91 93
4 7,033 B-Mirceno 0,45 91
5 7,845 Limoneno 58,81 90
6 8,408 y-Terpineno 9,01 93
7 10,575 Terpine-4-ol 0,13 89
8 10,892 a-Terpinenol 0,31 96
9 11,308 Trans-geraniol 0,25 92
10 11,525 B-Citral (neral) 1,11 93
11 12,000 a-Citral (geranial) 1,61 92
12 13,000 Acetato de geranil 0,32 93
13 13,400 a-Muleno 0,11 85
14 13,950 Bergamoleno 0,29 92
15 15,017 B-Bisaboleno 0,50 92

Nota: “NGmero do pico 4pela ordem de eluicdo da coluna; “tr: Tempo de retencdo dos composto na
coluna em minutos; %A™; Porcentagem da &rea normalizada a qual indica a distribuicdo relativa dos
componentes na amostras e Qualidade“: indice de pesquisa na base de dados que reflete a
similaridade do espectro de massas obtido com os registros nas bibliotecas utilizadas.

O constituinte majoritario do 6leo foi o limoneno com 58,81%, seguido em
ordem decrescente de teor, o y-terpineno com 9,01%, sabineno com 5,08%, B-
pineno com 4,91%, B-citral com 1,61%, a-citral com 1,11%, a-pineno com 0,72, -
bisaboleno com 0,50, a-terpinenol com 0,31%, mirceno com 0,45%, bergaboleno
com 0,29%, acetato de geranil com 0,32%, trans-geraniol com 0,25%, terpine-4-ol

com 0,13% e a-humuleno com 0,11%.

Nas Figuras 16-21 podem ser observados os fragmentogramas

correspondentes a alguns componentes identificados no 6leo essencial.



De acordo com o banco de dados da espectroteca WILEY 229 e de
padrdes constantes na literatura (ADAMS, 2007), o pico 5 da Figura 15 corresponde
ao limoneno, CioHis, evidenciado pela presenca do ion molecular m/z=136
observado no espectro de massas da Figura 16.

Figura 16- (A) Espectro de massa do Limoneno. (B) Espectro de massa da
espectroteca WILEY 229.
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O referido espectro de massas mostra ainda picos caracteristicos de
hidrocarbonetos: o pico m/z 121 [M-15] é referente a perda do grupo metila,
enquanto que 0s picos m/z 107 [M-15-14] e m/z 93 [M-15-14-14] sao decorrentes da
subseqiiente perda do grupo metileno. O aparecimento do pico com m/z 68 (CsHg")
pode ser decorrente da quebra das ligacbes carbono-carbono semelhantemente a
reacao retro-Diels-alder, o qual é bastante comum em alquenos ciclicos, resultando
ainda numa molécula neutra, conforme demonstrado na Figura 19 (SILVERSTEIN et
al, 2007).



Figura 17- Ocorréncia da reacdo de retro-Diels-
Alder na fragmentacé&o do limoneno.
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Na Figura 18 o espectro de massas corresponde ao constituinte identificado
como Sabineno e os possiveis fragmento.

Figura 18. (A) Espectro de massa do Sabineno. (B) Espectro de massa da espectroteca
WILEY 229.
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http://en.wikipedia.org/wiki/File:Gamma_terpinene.png

A fragmentagdo do sabineno pode ser observada na Figura 5.24, onde
apresenta o pico molecular m/z 136, mostrando ainda o pico m/z 121 referente a
perda do grupo metila, enquanto o pico m/z 93, cuja estrutura C7H9+, pode ser em
decorréncia da isomerizacédo seguida de clivagem alilica e o pico m/z 79 originados

subsequente pela perda do grupo metileno.

O pico 4 da figura 15 foi identificado, segundo a espectroteca WILEY229
e a literatura (ADAMS, 2007), como sendo o - mirceno de férmula CioHi6 € massa
molecular correspondente a 136 g mol? (Figura 18). Esse hidrocarboneto
monoterpénico apresenta o pico molecular m/z 136 e o pico intenso em m/z 93, o
qual é referente & estrutura C;Hg" formada por isomerizacéo, seguida de clivagem
alilica (SILVERSTEIN et al, 2007).

Figura 19: (A) Espectro de massa do Sabineno. (B) Espectro de massa WILEY?229.
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O pico 3 da figura 15 foi identificado, segundo a espectroteca e a literatura
(ADAMS, 2007; FEITOSA et al., 2009), como sendo o B-pineno de férmula CyioHis €
massa molecular correspondente a 136 g mol™ (Figura 19). Esse hidrocarboneto
monoterpénico apresenta o pico molecular m/z 136 e o pico caracteristico em m/z
121 [M-15], referente a perda do grupo metil. O espectro de massa apresenta ainda
0S picos em m/z 107 [M-15-14] e m/z 93 [M-15-14-14], os quais sao originados da
subsequente perda do grupo metileno. O pico em m/z 41 é atribuido ao fragmento
C3Hs" formado durante a clivagem da ligacdo carbono-carbono, acompanhado de
perda de hidrogénio. O pico em m/z 69 refere-se ao fragmento CsHyo", resultante de
clivagem alilica (SILVERSTEIN et al., 2007).

Figura 20: (A) Espectro de massa do S-pineno. (B) Espectro de massa WILEY229.
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5.6 Atividade Larvicida

A atividade larvicida do 6leo essencial extraido do pericarpo do Citrus
limon foi testado em oito concentracées diferentes: 5, 10, 30, 50 e 70 mg L™, sendo
n, o niumero de larvas do mosquito Aedes aegypti utilizadas no ensaio larvicida para
cada concentracao (totalizando 10 larvas por ensaio).

Para cada concentracdo os testes foram realizados em triplicata. Os
dados sobre o numero de larvas vivas e de larvas mortas foram encontrados atraves
de uma média das trés repeticbes para cada uma das oito concentracdes testadas
(Tabela 4).

Tabela 4 — Mortalidade das larvas do mosquito Aedes aegypti apds 24 horas de exposi¢do
em varias concentracdes do 6leo essencial extraido do pericarpo do Citrus limon.

Dose Acumulados Acumulados

(mglL) Log dose Mortos  Vivos Mortos B — Mortalidade %
70 1,8451 10,0000 0,0000 31,3331 0,0000 100
50 1,6989 8,6666 1,3334 21,3331 1,3334 86,6660
30 1,4771 6,6666 3,3334 12,6665 4,6668 66,6660
10 1,0000 4,3333 5,6667 5,9999 10,6667 43,3330
5 0,6989 1,6666 8,3334 1,6666 19,0001 16,6660

Numero de larvas (n = 10).

De acordo com a Tabela 4, a concentracdo de 5 pg mL™ do 6leo
essencial do pericapo do Citrus limon apresentou a menor atividade larvicida,
matando, em média, uma larva, o que corresponde a 16% de mortalidade. Na
concentracdo de 30 pg mL™ apresentou uma mortalidade de 66%. A partir da
concentracdo de 70 pg mL™ do 6leo essencial a atividade larvicida comecou a
crescer exponencialmente, até provocar a morte de 100% dos individuos testados.

A taxa de percentagem da mortalidade das larvas frente o 6leo é
mostrada na Figura 21, mostrando-se o crescimento exponencial a partir do Log
dose 1,4771.



Figura 21 — Taxa de mortalidade das larvas do mosquito Aedes aegypti — expostas a
cinco concentracdes diferentes do 6leo essencial do pericarpo do Citrus limon, apos
24 horas — versus o logaritmo de cada dose aplicada.
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A Figura 21 mostra que a Concentragao Letal 50% (CLsp), concentracao
na qual cinquenta por cento das larvas testadas morrem, foi encontrada proxima ao
Log dose 1,1769 (abaixo da concentracdo de 20pg mL™). De acordo com Cheng et
al. (2003) valores de CLsp<100 pg mL™ s&o considerados ativos.

Figura 22 — Estimativa da CLso do 6leo essencial do pericarpo de Citrus limon pelo
método Reed-Muench a partir do acumulado de larvas mortas e vivas em fungéo
do logaritmo decimal da dose aplicada. A CLso € 0 ponto de intersecc¢do das duas
curvas.
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Em paralelo e seguindo os mesmos procedimentos na avaliacdo da
toxicidade do oleo essencial extraido do fruto do Citrus limon, foram realizados para
0 padrdes de L- limoneno e D-limoneno.

Na tabela 5, estdo descritos as concentracdes e o0s valores obtidos

durante o teste larvicida empregando o padrao L-limoneno.

Tabela 5 — Mortalidade das larvas do mosquito Aedes aegypti apds 24 horas de exposicdo
em varias concentracfes do padrao L-limoneno.

(Ir?%slf) Log dose Mortos  Vivos Acm:nrgl::glgos Acu\:ri]\%zdos Mortalidade %
80 1,9030 10,0000 0,0000 30,6665 0,0000 100
60 1,7781 7,6666 2,3334 20,6665 2,3334 76,6660
40 1,6020 6,3333 3,6667 12,9999 6,0001 63,3330
20 1,3010 4,3333 5,6667 6,6666 11,6668 43,3330
10 1,0000 2,3333 7,6667 2,3333 19,3335 23,3330

A taxa de percentagem da mortalidade das larvas frente o padrdo de L-
limoneno é mostrada na Figura 23, mostrando-se 0 crescimento exponencial a partir
do Log dose 1,6020.

Figura 23 — Taxa de mortalidade das larvas do mosquito Aedes aegypti — expostas a
cinco concentragfes diferentes do padrédo de L-limoneno, apés 24 horas — versus o
logaritmo de cada dose aplicada.

100 - —o— Mortalidade (%) | 2
90 /
80 4
[ ]
70 4 /
60 -
50 /
40
30 ~ /

20

Mortalidade (%)

Log da dose




A Figura 24 mostra que a Concentragao Letal 50% (CLsp), concentracao
na qual cinquenta por cento das larvas testadas morrem, foi encontrada proxima ao

Log dose 1,4270 (abaixo da concentracdo de 30pg mL™).

Figura 24 — Estimativa da CLs, do padrdo de L-limoneno pelo método Reed-
Muench a partir do acumulado de larvas mortas e vivas em funcéo do logaritmo
decimal da dose aplicada. A CLs, € 0 ponto de intersec¢ao das duas curvas.
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Na tabela 6, estdo descritos as concentragcdes e o0s valores obtidos

durante o teste larvicida empregando o padrao D-limoneno.

Tabela 6 — Mortalidade das larvas do mosquito Aedes aegypti ap0s 24 horas de exposi¢ao
em varias concentracdes do padrédo D-limoneno.

Dose Acumulados Acumulados

(malL) Log dose Mortos  Vivos MOrtos — Mortalidade %
170 2,2304 10,0000 0,0000 29,9998 0,0000 100
150 2,1761 7,6666 2,3334 19,9998 2,3334 76,6660
130 2,1139 6,0000 4,0000 12,3332 6,3334 60,0000
100 2,0000 4,6666 5,3334 6,3332 11,6668 46,6666

70 1,8451 1,6666 8,3334 1,6666 20,0002 16,6666




A taxa de percentagem da mortalidade das larvas frente o padréo de D-
limoneno é mostrada na Figura 25, mostrando-se o crescimento exponencial a partir
do Log dose 2,1139.

Figura 25 — Taxa de mortalidade das larvas do mosquito Aedes aegypti — expostas a
cinco concentracoes diferentes do padrdo de D-limoneno, apds 24 horas — versus o
logaritmo de cada dose aplicada.
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A Figura 26 mostra que a Concentragcdo Letal 50% (CLsg), concentracao
na qual cinquenta por cento das larvas testadas morrem, foi encontrada préxima ao
Log dose 1, 1769.

Figura 26 — Estimativa da ClLsy do padrao de D-limoneno pelo método Reed-
Muench a partir do acumulado de larvas mortas e vivas em funcdo do logaritmo
decimal da dose aplicada. A CLs, € 0 ponto de intersec¢do das duas curvas.
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A dose letal 50% para o 0leo essencial do pericarpo do Citrus limon foi
calculada através da interseccdo das curvas de individuos acumulados mortos e
individuos acumulados vivos da Figura 22, tendo como resultado a concentracdo de
14,99 pg mL™ com um intervalo de confianca de 2,45 pg mL™. De acordo com o 6leo
essencial da espécie é composta por I-limoneno e d-limoneno, seguindo 0s mesmo
procedimentos foi encontrado um valor de CLsy de 26,73 ugmL™ com um intervalo
de confianca de 2,02 pg mL™?, para um padrdo de I-limoneno e para e ClLsy de
113,24 pg mL™ com um intervalo de confianca de 2,02 pg mL™, para o d-limoneno.

A Concentracédo Letal (CLsp) obtida qualifica o 6leo essencial como um
agente larvicida em potencial (CHENG, et. al., 2003), que considera bons agentes
larvicidas as substancias com valor de CLsg inferior a 100ug/mL.

A esse respeito, a potencialidade dos Oleos essenciais varia segundo a
espécie vegetal, a origem, a composicdo e 0s mecanismos de acdo contra a praga
em questao (LEYVA, 2009; TELES, 2009).

Contra o Aedes aegypti alguns estudos mostram que 0s componentes
terpénicos, alcoodis e aldeidos dos 6leos essenciais S80 0s principais responsaveis
pela atividade inseticida ou larvicida (LUCIA et al., 2007; LEE, 2006; PANELLA et al.,
2005; CARVALHO et al., 2003; ARAUJO et al., 2003; KARR e COTAS, 1998, LIMA,
2009, LEITE, 2009).

Cols (2006) descreve ainda que a continuacédo da aplicacdo do temefos,
aumenta a pressao seletiva por esse organofosforado e a probabilidade de elevar
cada vez mais os niveis de resisténcia das populacdes de A. aegypti ja existente.
Além da substituicdo do larvicida, sugere ainda que se invista em formas de controle
alternativas que possam eliminar ou minimiza o0s riscos de desenvolvimento de
resisténcia aos produtos utilizados. Uma delas é o controle integrado, medida que
estd sendo incentivada no Brasil, envolvendo o controle quimico, biolégico e
mecanico, com a participacdo da populacao e respeitando as peculiaridades de cada
area infestada. Dessa forma, estratégias de educagdo ambiental e educacdo em
saude devem, necessariamente, ser desenvolvidas. Também ¢é indispensavel que
haja investimento no sistema de saneamento basico, coleta de lixo e outras formas
de manejo urbano que minimize o risco representado por criadouros de A. aegypti.

Diante desse panorama, os resultados alcancados com o 6leo do

pericarpo do Citrus limon mostram a importancia da necessidade de novas



alternativas usando produtos de origem natural, especialmente se levarmos em
conta que estes podem minimizar a dependéncia aos inseticidas quimicos sintéticos.

Partindo dos resultados alcancados e do principio de que o Oleo essencial
do pericarpo do Citrus limon é um produto natural e, portanto, menos nocivo a saude
das pessoas e dos animais domésticos (ISMAN, 2000), pode-se afirmar que o 6leo
essencial é um promissor agente larvicida natural em locais de crescimento de

larvas do Aedes aegypti.






6 CONCLUSAO

Neste trabalho foram empregadas técnicas que formam um conjunto
imprescindivel para o estudo analitico de 6leos essenciais. Os resultados obtidos
mostraram a eficiéncia das técnicas e dos métodos usados. Com as ferramentas
disponiveis, foi possivel caracterizar o 6leo essencial do pericarpo do Citrus limon
Linneo. Na identificacdo do componente majoritario e dos demais componentes,
bem como suas quantificagdes, as técnicas foram precisas e os métodos eficientes,
proporcionando um bom desempenho analitico nas determinagdes. Ficou
evidenciado, também, que o Oleo essencial da Citrus limon Linneo apresenta
atividade larvicida frente ao Aedes aegypiti.

Diante dos resultados obtidos conclui-se que:

1. As técnicas espectroscépicas foram eficientes para a confirmacao e
identificacdo do limoneno como componente majoritario, com teor de 58,81%, e de

componentes minoritarios no 6leo essencial do Citrus limon Linneo.

2. O presente estudo demonstrou que a espécie Citrus limon Linneo,
forneceu uma quantidade de 6leo essencial significativa, cujo rendimento foi de
0,96% (M/v);

3. Os estudos das constantes fisicas do Oleo essencial apresentaram
valores semelhantes aos valores obtidos pela literatura;

4. Os resultados sugerem que o 6leo essencial do Citrus limon Linneo
apresenta atividade larvicida contra o Aedes aegypti sendo que o 6leo essencial

apresentou uma CLsp, com valor 14,99 (+ 2,45) ug mL™.

5. As larvas do Aedes aegypti sdo susceptiveis a composi¢cdo do Oleo

essencial dos pericarpo do Citrus limon Linneo;



6. Esta propriedade biolégica do Oleo essencial deve-se muito
provavelmente aos terpenos presentes em sua composicao; atuando isoladamente

ou de forma sinérgica com outros compostos.
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