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Composicao Quimica e Atividade Larvicida de Oleos
Essenciais de Citrus aurantifolia (Christm.) Swingle
bark Contra Larvas de Aedes aegypti

Chemical Composition and Larvicidal Activity of Essential Oil from
Citrus aurantifolia (Christm.) Swingle bark Against Aedes aegypti Larvae

Dionney Andrade de Sousa,®"” Paulo Roberto Barros Gomes,”™ Rémicy Dermondes Souza,**
Victor Elias Mouchrek Filho,? Charbel Nagib Mouchrek,? Gustavo Oliveira Everton,® Nubia
Régia de Almeida,*™ Jaqueline Pereira de Araujo®

Aedes aegypti is the main vector of diseases such as dengue, zika and chikungunya. The main way to
combat it is the use of chemical insecticides, which in the literature have shown some disadvantages, such
as: resistance of the mosquito vector and attack on non-target organisms. One of the alternatives with
the idea of complementing the use of chemical insecticides or even replacing it is in the investigation of
essential oils extracted from plants. In this study, we investigated the main constituent, the predominant
class and the biological activity of the essential oil extracted from the bark of Citrus aurantifolia against
third-stage larvae of Aedes aegypti. For this, we extracted the oil by hydrodistillation, identified its
components by gas chromatography coupled with mass spectrometry and calculated the lethal concentration
of larvicidal activity by the Probit method. The results showed the predominance of monoterpernes in
the extracted oil, the main compounds being limonene. The oil showed larvicidal activity with a lethal
concentration (LCs) of 18.68 ug/mL. Thus, we conclude that the oil is active and has the potential to
replace or complement chemical larvicides.
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1. Introducao

Aedes aegypti € o vetor responsavel pela disseminacdo de doengas como dengue,
chikungunya e zika.! No Brasil, em 2020, foram notificados 979.768 casos de dengue, 80.914
casos de chikungunya e 7.119 casos de zika.” Diante de sua ameaga a saude publica, alguns
métodos sdo adotados para combaté-lo, e esses métodos sdo categorizados como ambientais,
mecanicos, bioldgicos, genéticos e quimicos.? Dentre estes, 0 método quimico € o mais utilizado,
especificamente o uso de inseticidas.*

O uso de inseticidas quimicos € importante para o controle do A. aegypti, entretanto, alguns
problemas em seu uso sdo relatados, como o desenvolvimento de resisténcia por A. aegypti.’
Variantes com resisténcia a inseticidas a base de organofosforados e piretroides, os inseticidas
mais utilizadas no Brasil, ja foram registradas em grande parte do territério brasileiro.” O uso
desses inseticidas também estd associado a sérios problemas ambientais, como a contaminagao
de corpos d’dgua, solos e organismos com os quais entra em contato.®? Além disso, também é
relatada atividade bioldgica contra organismos nao visados.!”

Esses problemas motivaram a busca de métodos mais seguros para combater o A. aegypti,
como o uso de dleos essenciais (OE). As vantagens do uso de OE sdo sua baixa toxicidade
contra organismos nio visados ' e sua alta atividade bioldgica contra larvas de A. aegypti,
como exemplo, hd os OE’s Eucalyptus globulus, Illicium verum e Trachyspermum ammi.'*"
Dentre os componentes de OE com maior atividade biolégica contra A. aegypti encontra-se o
limoneno, '* composto principal em espécies citricas como Citrus aurantifolia.”

C. aurantifolia € origindria de regides tropicais e subtropicais asidticas, sendo hoje
encontrada em vdrias partes do mundo. Seu OE tem como principais componentes o limoneno,
linalol, citronelal e citronelol '* (Figura 1) e tem algumas atividades bioldgicas importantes,
tais como: antibacteriano, '¢ antifingico, 7 inseticida '® e atividade larvicida."

A atividade larvicida do 6leo essencial extraido das folhas e casca de C. aurantifolia contra
A. aegypti foi explorada por Sarma et al., ' cujos resultados indicam alta letalidade contra A.
aegypti na 4° fase larval. Estes resultados, embora promissores, limitam-se apenas a quarta
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Figura 1. Estrutura quimica do limoneno (1), linalol (2), citronelal (3) e
citronelol (4) (adaptado da referéncia 20)
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fase larval. Considerando que diferentes estdgios larvais
podem apresentar diferentes resisténcias aos tratamentos, '
é necessdrio o estudo de sua atividade bioldgica em outros
estagios.

Até onde se sabe, a atividade larvicida de C. aurantifolia
contra A. aegypti na 3* etapa ainda ndo foi explorada.
Portanto, neste estudo € descrito a composi¢do quimica e
avaliac@o da atividade larvicida do dleo essencial extraido
das cascas do limao galego (C. aurantifolia) na 3* fase larval
de A. aegypti.

2. Experimental

2.1. Material vegetal

Folhas e frutos foram coletados em janeiro de 2018 em
uma drea rural de Sao Bras dos Macacos, no municipio de
Sdo José de Ribamar, Maranhao, Brasil (coordenadas GPS:
S2°35°51.8”, W 44°9°33.3”) e certificado pelo Herbério da
Universidade Federal do Maranh&o, nimero 11.168.

2.2. Extracdo do dleo essencial

O OE foi extraido por hidrodestilag@o. Para a extragao,
pesou-se a massa de 400 g das cascas das frutas que foram
maceradas em um moinho elétrico do modelo Tecnal Te-340
(Piracicaba, Brasil) e misturou-se em quatro litros de dgua
destilada na propor¢do de 1:10 em um sistema Clevenger-
type sob aquecimento a 100 °C por 4 horas. Apés esse
tempo, o OF extraido foi coletado e seco por percolacido em
solucdo de sulfato de sédio anidro (Synth, Diadema, Brasil).
O volume final foi utilizado para determinar o rendimento da
razdo massa/volume. A densidade foi medida em picndmetro
de 5 mL a temperatura de 25 °C e com balanga de precisao.
Os OE’s foram coletados em triplicata e armazenados em
ampolas de vidro ambar sob refrigeracdo a 4 °C para evitar
possiveis perdas de componentes volateis.

2.3. Analise cromatografica (GC/MS)

A andlise cromatografica foi baseada no trabalho
de Barros e colaboradores.”> Os componentes do 6leo
essencial foram identificados em um equipamento
de cromatografia gasosa (Shimadzu, Kyoto, Japdo)
acoplado a um espectrometro de massas (QP 2020A),

utilizando hélio como gés transportador, com fluxo na
coluna de 2,5 mL/min; temperatura do injetor: 280 °C,
1:50 split; coluna capilar Carbowax e 5% de metilfenil-
silicone (30 m x 0,25 mm x 0,25 mm) e programacao de
temperatura do forno de 60 °C a 280 °C. No espectrometro
de massas, a temperatura foi de 280 °C e os espectros
registraram aliquotas de 35 a 550 m/z, 1 uL em acetato
de etila. Os componentes do 6leo foram identificados
comparando seus indices de retencdo com dados obtidos
de substancias auténticas existentes nas bibliotecas de
referéncia NIST14.

2.4. Captura e criacao do Aedes aegypti

A captura de larvas ocorreu por meio de ovitrampa entre
janeiro e fevereiro de 2019, segundo a metodologia proposta
por Braga e colaboradores.” Os ovitrampas sio preparados
adicionando dgua e dois canudos de eucatex a baldes de
polietileno com uma capacidade de 500 mL, onde as fémeas
do mosquito depositam os ovos nas bordas do recipiente.
Apés a eclosdo, as larvas do 3° estdgio foram mantidas em
temperatura ambiente de 25 + 2 °C e umidade relativa de
70 a 80% e alimentadas com ragdo canina.

2.5. Bioensaio larvicida

Os testes foram realizados de acordo com o procedimento
padrdo da Organizagdo Mundial da Sadde.* Inicialmente,
foram utilizadas concentracdes de 10, 50 e 100 pg/mL do
OE extraido contra 10 larvas de 3° estdgio em um periodo
de exposicdo de 24 horas para verificar a existéncia ou
nao de atividade. Apds essa etapa, cinco concentragdes
variando de 5 a 65 pg/mL foram preparadas usando uma
quantidade igual de DMSO a 2% (Dimetilsulféxido,
Dinamica, Diadema, Brasil) como agente emulsificante
de acordo com os resultados do teste inicial. Todos os
testes foram realizados em cinco replicatas, e para cada
réplica, 10 larvas foram colocadas em 30 mL de solugdo e
observadas por um periodo de 24 horas. Apds esse tempo,
foram consideradas mortas as larvas que ndo apresentavam
movimento ou ndo respondiam a estimulos quando tocadas
pela pipeta Pasteur. Como controle negativo, foi utilizado
DMSO a 2%."

Para avaliar a atividade do OE foram utilizados dois
critérios: um de atividade e outro atividade e forga.
O primeiro € estabelecido por Cheng et al., » em que
classificam a atividade do OE como: altamente ativo
(CLs, < 50 pg/mL), ativo (CLs,< 100 pg/mL) e inativo
(CLs, > 100 pg/mL). O segundo € estabelecido por Dias e
Moraes, * que classifica o0 OE como ativo e forte quando
tem uma CLs, < 50 pg/mL.

2.6. Analise estatistica

Os dados de mortalidade foram representados por média
+ desvio padrdo. O teste estatistico utilizado foi a andlise de
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variancia (ANOVA) de uma via seguida pelo teste post hoc
de Duncan para identificar diferengas significativas e o teste t
pareado. A concentracio letal 50% (CLs,) foi calculada pelo
método Probit. Em todos os casos foi utilizado um nivel de
significancia de p < 0,05.

3. Resultados

3.1. Composicao quimica do 6leo essencial

O rendimento e a densidade do 6leo essencial obtido
da casca de C. aurantifolia foram, respectivamente, 2,29%
(1,8 mL de dleo extraido) e 0,846 g/mL. Para a determinag@o
da composi¢do quimica do OE extraido da casca de
C. aurantifolia, foi realizada a andlise cromatografica
em fase gasosa acoplada a um espectrometro de massas e
identificados os compostos com base em indices de retengao
e porcentagem de drea normalizada. A partir desta andlise,
identificou-se a presenca de 13 compostos (Tabela 1) em
que predominaram o limoneno (81,69%), linalol (6,31%),
p-cimeno (4,66%), y-terpineno (3,33%) e a classe de
hidrocarbonetos monoterpenos (92,47%).

Tabela 1. Composi¢ao do 6leo essencial de C. aurantifolia

3.2. Atividade larvicida

Para avaliar se o OE extraido tem atividade larvicida,
submeteu-se 10 larvas a concentragdes de 5 a 65 pug/mL,
calculou-se a concentracgdo letal (CLs,) pelo método de
Probit e os dados de mortalidade foram representados
pelo desvio-padrao médio, seguido do teste estatistico
ANOVA one-way e teste posterior para as diferencas entre
as médias. A partir desta andlise, verificou-se que o 6leo
era extremamente ativo e forte, com uma concentragio letal
(CLs,) de 18,68 pg/mL em um periodo de exposi¢cdo de
24 h, conforme classificado por Cheng e colaboradores® e
Dias e Moraes.?® Observou-se aumento da mortalidade com
aumento da concentragdo (p < 0,001), além da auséncia
de diferencas entre as médias das concentragdes de 35 e
50 pg/mL (Tabela 2).

4. Discussao
O uso de larvicidas sintéticos € uma das formas

mais utilizadas para combater doengas transmitidas pelo
mosquito A. aegypti. No entanto, estudos tém mostrado

Tempo de retencio

Area normalizada

Compostos (min) Indice de retencao® Indice de retencao® (%) Classe
o-Tujeno 3,421 902 924 0,13 HM*
a-Pineno 3,510 948 932 0,54 HM
p-Tujeno 4,033 873 953 0,07 HM
p-Pineno 4,084 943 974 0,45 HM
Mirceno 4,248 958 988 1,38 HM

p-Cimeno 4,728 1042 1020 4,66 HM

Limoneno 4,793 1018 1024 81,69 HM

v-Terpineno 5,227 998 1054 3,33 HM
(+)-4-Careno 5,677 919 — 0,22 HM
Linalol 5,822 1082 1095 6,31 MO
Terpinen-4-ol 7,018 1137 1174 0,39 MO
a-Terpineol 7,224 1143 1186 0,77 MO
a-Farneseno 10,345 1458 1505 0,07 HSe®

a[ndice de reten¢do da biblioteca NIST14, *[ndice de reten¢do de acordo com Adams*’; ‘HM: Hidrocarboneto monoterpeno;

YMO: Monoterpeno oxigenado; °HS: Hidrocarboneto sesquiterpeno

Tabela 2. Concentragdo letal 50% (CLs,) para A. aegypti contra a agio do dleo essencial de C. aurantifolia

Concentracio de oleo . " CL,, + CL**
essencial (ug/mL) Mortalidade (%) ANOVA (ng/mL) Teste t
5 24 + 5,55
20 40 = 10,00
35 66 + 5,47° < 0,001 18,68 < 0,001
> p<o (10,30 — 33,87) LS
50 78 £ 16,43¢
65 100 + 0,00¢

*0 teste de comparacdo média foi ANOVA com Duncan como post hoc. **CL: Limite de confianga a 95% de

probabilidade

no prelo, 2023
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a resisténcia dos mosquitos e ataques a organismos nao
visados ao usar este tipo de larvicida.”® Uma alternativa
amplamente utilizada para contornar esse problema € o
estudo de extratos e OE’s extraidos de plantas, devido a
sua baixa toxicidade. Assim, neste estudo foi investigada
a composic¢ido quimica e a atividade larvicida do OE
extraido da casca de C. aurantifolia. Os resultados mostram
que o OE ¢ majoritariamente rico em monoterpenos,
predominantemente limoneno, e tem forte atividade
bioldgica contra larvas do terceiro estidgio de A. aegypti.

O primeiro achado deste trabalho sobre a composi¢do
quimica do dleo € confirmado através dos indices de
retencdo e drea normalizada dos compostos identificados
na analise por GC/MS. A presenca de monoterpenos,
em sua maioria representados pelo limoneno, estd de
acordo com estudos anteriores ¥ em que declaram sua
presenca em fracdes voldteis de 6leo citrico em torno de
30 a 97%. As quantidades de limoneno em alguns citricos
nem sempre estdo nessas porcentagens como o composto
principal, como as vezes ndo ¢ mesmo o composto
principal. Estudos anteriores mostraram quantidades de
limoneno na casca de C. aurantifolia abaixo de 30% e,
as vezes, o composto predominante foi o Palatinol-1C "
e isomeros de germacreno.’! Novamente, as diferencas na
composic¢do quimica desses OE extraido, tanto no presente
estudo como de outros, foram influenciadas pelo tempo de
extragdo, temperatura, intensidade da radiagdo solar, idade e
desenvolvimento de plantas, ** sazonalidade * entre outros.

No segundo achado, confirma-se a forte atividade
larvicida do OE extraido a partir do valor de CL,, seguindo
os critérios estabelecidos por Cheng et al. » e Dias e
Moraes.” O resultado do presente estudo estd de acordo com
estudos anteriores em que eles relataram a atividade larvicida
de outras espécies de citricos com valores de CL;, variando
de 15,48 ng/mL a 67,18 pg/mL, >335 mas contradiz o estudo
anterior ' que relatou a atividade larvicida do OE extraido
de casca de C. aurantifolia com CLs, de 128,82 ug/mL para
um tempo de exposicdo de 24 h. A diferenca encontrada
nos valores de CLs, e consequentemente nas bioatividades
estd no relato de estudos anteriores %7 que afirmam a
forte atividade na temporada de verdo. O resultado obtido
neste estudo aconteceu na estag@o verdao no hemisfério sul,
concordando assim com estudos anteriores. %

Outra diferenca apontada esta relacionada com o estagio
larval. O estudo realizado por Sarma e colaboradores ' usou
larvas no 4° estdgio, enquanto que no presente estudo foi
utilizado larvas no 3° estdgio. Um estudo anterior ' relatou
que larvas em estdgio mais jovem eram mais suscetiveis aos
produtos do que larvas de estdgio mais velho e a diferenga
entre os achados do presente estudo e a literatura reforga
esta hipdtese.

Outro ponto relevante € a relacdo do composto principal
com a atividade larvicida. A identificag@o do limoneno no
presente estudo estd de acordo com a literatura disponivel !
que atribui a atividade biolégica ao composto principal. A
forte atividade larvicida do limoneno estd relacionada as

ligagdes endo e exo do ciclo, e uma reorganizacdo em
uma dessas ligagdes resulta no composto y-terpineno, cuja
atividade larvicida ja foi comprovada.*> Ressalta-se que
y-terpineno também foi identificado neste estudo e como
o mesmo possui atividade larvicida, acredita-se que a sua
acdo em conjunto com o limoneno possa ter potencializado
a atividade larvicida do 6leo essencial.

5. Conclusao

A andlise do 6leo essencial das cascas de C. aurantifolia
permitiu identificar os compostos presentes e avaliar a
atividade larvicida do OE contra larvas no 3° estagio de
desenvolvimento. A concentragdo letal minima de 50% foi
de 18,68 pg/mL. Os principais constituintes identificados
pertencem a classe dos monoterpenos, com predominancia
do limoneno, linalol, p-cimeno e y-terpineno. A atividade
larvicida nos mostrou como este dleo € extremamente ativo
e forte contra larvas no 3° estagio de A. aegypti.
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