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Estudo quimico e avaliacao da atividade moluscicida do 6leo essencial de Citrus
limon L. (limao) frente ao caramujo transmissor da esquistossomose

(Biomphalaria glabrata)
RESUMO

O uso de moluscicida de origem vegetal no controle da esquistossomose tem
motivado pesquisas de novas substancias, entre elas, os 6leos essenciais. Nesta
pesquisa, 0 6leo essencial foi extraido da casca de Citrus limon Linneo por meio de
hidrodestilagcdo, determinando-se as propriedades fisico-quimicas, quantificando-se os
componentes majoritarios € minoritarios pela técnica de cromatografia gasosa acoplado
a espectrometria de massas (CG-EM), sendo o constituinte majoritario do Citrus limon
Linneo, o I-limoneno, com teor de 48,99 % e caracterizando-o por espectrometria na
regidao do infravermelho comparando-se com o seu padrdo. Os resultados mostraram
um rendimento (m/m) de 0,46 % para o Citrus limon Linneo. O dleo foi testado quanto a
atividade moluscicida, através da técnica preconizada pela Organizagdo Mundial de
Saude (OMS). Calculou-se a concentragdo letal (CLsg) do 6leo pelo método Reed-
Muench e Pizzi respectivamente. O 6leo extraido da casca de Citrus limon Linneo além
de ser atéxico, com Clsy de 13,18 mg.L" alcangcou o melhor resultado quanto a
atividade moluscicida com Clsy de 20,60 mg.L"' para o padrdo de I-limoneno
mostrando-se, portanto, ser bastante ativo frente ao caramujo Biomphalaria glabrata.

PALAVRAS-CHAVE: 6leos essenciais, toxicidade, moluscicida.



Chemical study and evaluation of molluscicidal activity of Citrus limon L. (lemon)

essential oil against the schistosomiasis transmitting snail (Biomphalariaglabrata)

ABSTRACT

The use of plant molluscicide in controlling schistosomiasis has motivated the
survey in the search for new, among them the essential oil. This survey, the essential oil
extracted from bark of Citrus limon Linneo through hydrodistillation, determining the
physico-chemical properties, quantifying the majority and minority components of each
essential oil by gas chromatography coupled to mass spectrometry (GC/MS), where the
majority constituent of Citrus limon Linneo, the majority was I-limonene, 48.996 %
characterizing by in the region infrared spectrometry compared with the standard. The
results showed an income (m/m) 0.46 % for Citrus limon Linneo. These oil has been
tested as a molluscicide, through the technique recommended by the World Health
Organization (WHO). Estimated the lethal concentration (CLso) of oil by Reed-Muench
and Pizzi respectively. The oil extracted from the bark of Citrus limon Linneo was
considered to be nontoxic with ClLs; 13,8 mg.L", achieving the best result as a
molluscicide with CLso activity 20,6 mg.L™ for the stand of I-imonene, thus being the
very active front in the snail Biomphalaria glabrate.

KEY WORDS: essential oils, toxicity, molluscicide.
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1 INTRODUGAO

A doenca esquistossomose mansoOnica pode ser classificada como infecto-
parasitaria, tendo como causador o trematddeo Schistosoma mansoni, cujas formas
adultas instalam-se nos vasos mesentéricos homem e as formas intermediarias se
desenvolvem em caramujos gastrépodes, Biomphalariaglabrata. Inicialmente, trata-se
de uma doencga assintomatica, porém a mesma pode evoluir causando danos graves a
saude ou até mesmo a morte. A sua presenca constante em diversos paises e regides
e sua evolucdo associada aos danos causados ao ser humano fazem com que a
esquistossomose seja encarada enquanto problema de saude publica. (Ministério da
Saude, 2014).

A esquistossomose mansoni ocorre, principalmente, na zona tropical, ja foi
registrada em 54 paises, com destaque para a Africa e Leste do Mediterraneo, regides
do Delta do Nilo e paises como Egito e Sudao. Além de atingir, a América do Sul, como
por exemplo: a regido do Caribe, Venezuela e Brasil. Em nosso pais, estima-se que
cerca de 1,5 milhdo de pessoas vivem sob o risco de contrair a doenga.

A esquistossomose manifesta-se e desenvolve-se num ciclo e a maneira
mais eficaz para o seu controle é interrompendo esse ciclo evolutivo, principalmente
com a reducgdo das populagdes dos moluscos hospedeiros intermediarios. Os métodos
de controle s&o classificados em trés tipos: bioldgico, fisico e quimico.

O biolégico baseia-se com a introducao de organismos com acao predadora,
competidora, parasitaria ou patogénica em relagao aos moluscos hospedeiros. O fisico
consiste na implantacdo e manutencdo de fatores capazes de impedir o
desenvolvimento das populacées desses animais. O método quimico compreende na
aplicacao de produtos tdéxicos (moluscicidas) nos criadouros. Como as trés modalidades
implicam impacto ambiental em qualquer escala, suas implementagdes dependem de
estudos prévios, obedecendo a legislagcdo ambiental (Ministério da Saude, 2008).

A esquistossomose € causada pelo parasita Schistosoma mansonique se
hospeda no ser humano, mas que necessita de caramujos de agua doce como
hospedeiros intermediarios para desenvolver seu ciclo evolutivo.(Varella, Drauzio.
2017). A lesédo principal € a reacdo granulomatosa causada pelos ovos e essa €
encontrada principalmente no intestino e no figado do homem. (USP).


http://portalsaude.saude.gov.br/index.php/o-ministerio/principal/secretarias/svs/esquistossomose
http://bvsms.saude.gov.br/bvs/publicacoes/vigilancia_controle_moluscos_import_epidemio_2ed.pdf
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Como ja mencionado, a medida primordial no combate a essa doenca é a
eliminacdo e/ou reducdo da populagdo dos moluscos. Por questdes econOGmicas e
ecoldgicas, o uso de moluscicidas biodegradaveis, de baixo e custo e com aplicagéo
facil € cada vez mais indicado em criadouros. (WHO, 1983). Existe uma grande
diferenga quimica entre 6leos essenciais, 6leos vegetais e 6leos minerais. Os primeiros
sdao misturas de terpenos e oxigenados, juntos com outros tipos de compostos
organicos, os 0leos vegetais sao ésteres da glicerina com &acidos graxos de longas
cadeias, enquanto que os 0Oleos minerais s&o parafinas liquidas misturadas a outros
hidrocarbonetos de peso molecular elevado. (WILLIANS, 1996).

A sociedade tem demandado produtos organicos isentos de toxicidade,
buscando menor agressdo ao meio ambiente. Neste sentido, as plantas estdao sendo
exploradas, cada vez mais,para uso de seus extratos brutos e/ou dleos essenciais
(Morais, 2009).E nesse sentido, ha uma preferéncia muito grande ao uso dos 6leos
essenciais, por esses se encaixarem muito bem nos requesitos de eficacia e menor
agressao ambiental. Existe uma grande diferenca quimica entre 6leos essenciais, 6leos
vegetais e 6leos minerais. Os primeiros sao misturas de terpenos e oxigenados, juntos
com outros tipos de compostos organicos, os 6leos vegetais sao ésteres da glicerina
com &cidos graxos de longas cadeias, enquanto que os 6leos minerais sdo parafinas
liguidas misturadas a outros hidrocarbonetos de peso molecular elevado. (WILLIANS,
1996). A constituicdo quimica dos 6leos essenciais de frutas citricas compreende
hidrocarbonetos monoterpénicos e sesquiterpénicos e monoterpénicos oxigenados. O
6leo volatil da casca do fruto e das folhas de Citruslimon L. € rico em limoneno, b-
pineno, g-terpineno, terpinoleno, neral e geranial (GHELARDINI et al., 1999; BISSET;
VEKIARI et al., 2002).

Com base no exposto, foi estudada e avaliada a atividade moluscicida do
0leo essencial extraido das cascas do Citruslimon Linneo, frente ao caramujo
transmissor da esquistossomose (Biomphalaria glabrata),com o objetivo de buscar um
produto natural que possa ser usado como alternativa no controle da doenca,
interrompendo assim seu ciclo evolutivo. Assim, o objetivo deste trabalho foi
extrair,quantitativamente, o 6leo essencial do liméo; caracterizar o éleo essencial por
processo fisico-quimico, espectrometria vibracional na regido do infravermelho e
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cromatografia gasosa acoplada a espectrdmetro de massas; avaliar a atividade
moluscicida do 6leo essencial, utilizando o método preconizado pela Organizacéao

Mundial de Saude (OMS) e; avaliar a concentracao letal (CL50) do éleo essencial.
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2 DESENVOLVIMENTO
2.1 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1.1 Consideracoes gerais sobre dleos essenciais

De acordo com alnternational Organization for Standardization (1SO), 6leos
volateis ou essenciais s&o os produtos obtidos de partes de plantas por destilagdo por
arraste com vapor d'agua, bem como os produtos obtidos por expressao dos pericarpos
de frutos citricos (Rutaceae). De forma geral, sdo misturas complexas de substancias
volateis, lipofilicas, geralmente odoriferas e liquidas. Essas denominagbes derivam de
algumas de suas caracteristicas fisicas, como por exemplo a de serem geralmente
liquidos de aparéncia oleosa a temperatura ambiente, advindo dai a designacdo de
oleo. A sua principal caracteristica, a volatilidade, difere-os dos 6leos fixos que s&o
misturas de substancias lipidicas obtidas geralmente de sementes. O aroma agradavel
e intenso da maioria dos 6leos essenciais, também €& uma caracteristica muito
marcante, sendo, por isso, que também sao chamados de esséncias. Eles sdo soluveis
em solventes organicos, como éter, recebendo, por isso, a denominagdo de Oleos
etéreos. Em agua os 6leos essenciais apresentam solubilidade limitada, mas suficiente
para aromatizar as solugdes aquosas, que sdo denominadas de hidrolatos(SIMOES et
al., 2007).

No que se refere a composi¢cao 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. Enquanto, os éleos minerais
s&o parafinas liquidas misturadas a outros hidrocarbonetos de peso molecular elevado.

A constituicdo quimica dos éleos essenciais € muito complexa, chegando a
algumas centenas de compostos com diferentes funcdes organicas. A esse respeito
Simdes et al.(2007) esclarecem que os constituintes dos Oleos variam desde
hidrocarbonetos terpénicos, alcoois simples e terpénicos, aldeidos, cetonas, éteres,
fendis, Oxidos, peroxidos, furanos, acidos organicos, lactonas, cumarinas, até
compostos contendo enxofre. Na mistura, tais compostos apresentam-se em diferentes
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concentracdes; normalmente, um deles € o composto majoritario, existindo outros em
menores teores e alguns em baixissimas quantidades em forma de tracos (SIMOES et
al., 2007).

O termo terpendides denomina todas as substancias cuja biossintese deriva
de unidades de isoprenos, compostos com cinco atomos de carbono. Os terpendides
mais frequentes em Oleos essenciais sao pertencentes das classes dos monoterpenos
e sesquiterpenos compostos que apresentam em suas estruturas uma e duas unidades
de isopreno, respectivamente (GOUNARIS, 2010; SARKER et al.,2006; SIMOES et
al.,2007).

A estrutura quimica geral dos terpenos é C10H16, como por exemplo, o
limoneno o qual esta presente na maioria das vezes em compostos citricos, ocorrem
também como diterpenos, triterpenos e tetraterpenos (C20, C30 e C40), bem como
hemiterpenos (C5); e sesquiterpenos (C15); quando os compostos contém elementos
adicionais, geralmente o oxigénio, sdo denominados terpendides. Terpendides sao
sintetizados a partir de unidades de acetato, e como tal eles compartilham suas origens
com acidos graxos. Eles diferem dos acidos graxos que contém extensas ramificacoes
e ciclizacao. Exemplos de terpendides comuns sao o metanol e canfora (monoterpenos)
e farnesol e artemisin (sesquiterpenos), (COWAN, 1999).

Quanto aos métodos de extracdo dos Oleos 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: enfloracao (enfleurage), arraste por vapor
d’agua, extragao com solventes organicos, prensagem e extracao por CO, supercritico
(MOUCHREK FILHO, 2000).

Na industria, o método mais empregado para extrair é a destilacdo pelo
vapor de dgua em consequéncia da sua maior simplicidade e economia, permite tratar
de uma Unica vez quantidades enormes de matéria-prima. Porém, uma destilacdo
rapida pode induzir a formacdo de um produto contendo predominantemente
constituintes mais volateis e desprovidos das melhores caracteristicas. Enquanto isso,
uma extracdo prolongada, além de encarecer o Oleo essencial, também pode
sobrecarregar dos compostos de aromas menos estimados. A experiéncia determinou,
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para cada planta, 0 momento em que deve cessar a operacao, para obter o produto de
melhor qualidade e a preco mais baixo (MOUCHREK FILHO, 2001).

Em pequena escala, por possuirem tensdo de vapor mais elevada do que
agua, os 6leos essenciais sao arrastados pelo vapor d'agua, um aparelho de Clevenger
pode ser utilizado para a destilagdo por vapor d’agua. O 6leo essencial obtido, apo6s
separar-se da agua, deve ser seco com Na,SO4 anidro. Esse procedimento, embora
classico, pode levar a formagéo de artefatos em funcdo da alta temperatura empregada.
Preferencialmente, esse método € utilizado para extrair 6leos de plantas frescas
(MOUCHREK FILHO, 2000).

A especificagao das condi¢cdes de extracdo no processo de destilacdo, como
o tempo de extragdo do 6leo essencial,esta diretamente relacionada com a qualidade
do 6leo essencial, pois € um dos principais parametros fisico-quimicos da industria de
esséncias, no que se refere a qualidade e a natureza econémica do processo (CHAAR,
2000; MOUCHREK, 2000).

No que diz respeito ao valor econémico, segundo Teles (2003) os Oleos
essenciais sdo largamente utilizados em muitas industrias para conferir aromas
especiais em inumeros produtos, tais como perfumes, cosmeéticos, sabonetes,
condimentos, além de serem usados como insumos em diversos produtos em industrias
de plasticos, tintas, borrachas, inseticidas, entre outras. O grande numero de
compostos quimicos presentes nos 6leos essenciais, apresentam inUmeras atividades
bioldgicas também, avaliadas em varios estudos, como larvicida, antinflamatéria,
pesticida, inseticida, moluscicida, carrapaticida, antioxidante, anti-séptica, herbicida,
antioxidante, entre outras atividades (CHENG, 2003).

A conservagéo dos 0leos essenciais, em funcao da relativa instabilidade das
moléculas que os constituem, torna-se dificil, uma vez que podem sofrer diferentes tipos
de degradacado: fotoisomerizacdo, fotociclizacdo (citrais), ruptura oxidativa de
propenilfenois, peroxidagao de hidrocarbonetos e decomposi¢cao de cetonas e alcoodis
(limoneno), dentre outras. Estas degradacdes podem modificar as propriedades e/ou
pdr em duvida a inocuidade do produto (COSTA, 1994).

Alguns procedimentos que buscam o controle de qualidade de matérias-
primas vegetais ricas em 6leos volateis podem ser achados em farmacopeias. Diversos
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experimentos podem ser utilizados para a identificagdo dessas alteracdes, tais como:
avaliacdo da miscibilidade em etanol, medidas fisicas (indice de refracdo [n]D?%,
densidade relativa [d]20, viscosidade e as vezes ponto de solidificacdo), determinagéo
de indices de acidez, ésteres do acido ftalico, em algumas ocasides, busca de 6leos
graxos e Oleos essenciais resinificados, determinacdo do residuo de evaporacgao,
dentre outros.

No que diz respeito as técnicas utilizadas para separar e quantificar
substancias componentes dos 0leos essenciais, a cromatografia gasosa (CG) é
geralmente a mais utilizada em fungédo do seu alto poder de diferenciacao e por ser um
método simples usado para separacdao e quantificacdo dos componentes de éleos
essenciais, geralmente empregada juntamente com algum detector, como um espectro
de massa, que fragmenta e verifica os elementos oriundos do analito(SIMOES et al.,

2007).

2.1.1.1 Extracao de odleo

Como ja mencionado anteriormente, a determinagdo das condicbes de
extracao de Oleos volateis € uma etapa muito importante, por ser um fator determinante
na relagdo entre a composicao quimica e a qualidade do 6leo extraido, embora todas
as partes de uma planta possam acumular 6leo essencial, sua composi¢ao pode variar
segundo a localizagdo na planta (SIMOES et. al., 2007).

Existem varios métodos de extracdo dos Oleos essenciais, variando de
acordo com a regido da planta em que ele se encontra, e com a proposta de utilizacao
do mesmo. Os mais comuns sdo: enfloracdo, prensagem, extracdo com solventes
organicos, extracao por fluido supercritico e arraste por vapor d’agua (MOUCHREK
FILHO, 2000).

Na industria de 6leos essenciais existem trés tipos de extracdes, distinguidas
pela forma como se estabelece o contato entre a amostra e a agua, na fase liquida ou
de vapor; a primeira é chamada de hidrodestilagao, onde a amostra fica imersa na agua
contida numa caldeira; a segunda de destilacdo pela agua e vapor, onde uma rede
colocada na parte inferior de uma caldeira mais alta separa a agua da amostra e a
terceira de destilacdo pelo vapor de agua, onde a amostra € colocada em uma caldeira
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e 0 vapor de agua ali injetado provém de um gerador proprio, independente. A industria
utiliza, de preferéncia, o vapor d’agua por ser reduzido o contato com a agua,
relativamente aos métodos anteriores, € menos acentuada a hidrélise dos ésteres e a
polimerizacao de outros constituintes, em particular dos aldeidos (WILLIANS, 1996).
Porém, dentre as opcdes citadas, a escolhida nesse trabalho foi a extracao por arraste
por vapor d’agua, que € um dos métodos mais simples e mais utilizados conforme

Figura 1.

Figura 1. Parte do sistema montagem para a realizagdo da hidrodestilacdo no Pavilhdo Tecnol6gico —
UFMA durante o processo do 6leo essencial da casca do Citruslimon L. Fonte: dados da
pesquisa

2.1.1.2 Fatores que afetam a extracao

Alguns fatores afetam, diretamente, a producéo natural dos 6leos volateis e a

sua composigao nas plantas, como por exemplo:
a) Localizagdo geografica: As diferentes caracteristicas geogréaficas e climaticas
interferem diretamente sobre 0 modo como as plantas adaptam-se e desenvolvem-
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se, influenciando assim na producdo dos metabdlitos secundarios produzidos de
acordo com a sua necessidade (HARTMANN, 2007).

Sazonalidade: A variagdo climatica das estacbes do ano pode influenciar na
composicao quimica dos Oleos volateis, como em cujo teor de monoterpenos
oxigenados € maior no inverno e de sesquiterpenos hidrocarbonetos € maior no
verdao (HUSSAIN et al., 2008).

Fase fenoldgica: A composicao quimica dos 6leos volateis pode variar de acordo
com a idade da planta e a fase fenoldgica em que se encontram, como observado
que produz niveis mais altos de sesquiterpenos hidrocarbonetos, considerados mais
volateis, nos meses correspondentes as fases de floracdo e frutificagcao,
possivelmente para favorecer sua polinizacéo e dispersao (LAGO et al., 2007).
Biotipo: A composi¢do quimica dos 6leos volateis de plantas aromaticas da mesma
espécie que apresentam biotipos com e sem tricomas glandulares pode variar
significativamente,em que os monoterpenos ocorrem predominantemente no biotipo
glandular (TELLES et al., 1999).

Quimiotipo: A evolucdo das plantas em resposta as condicbes ambientais sob as
quais viveram ao longo do tempo resultou em grande variabilidade genética, que
promove diferengas quimicas intraespecificas nos 6leos volateis de plantas da
mesma espécie, morfologicamente idénticas e até mesmo cultivadas nas mesmas
condi¢cdes ambientais (LAHLOU, 2004).

Condicbes de cultivo: A disponibilidade limitada de &agua pode restringir a
biossintese de terpendides, como por exemplo, a seca severa reduz a emissao de
compostos organicos volateis (OWEN; PENUELAS, 2005).

Interacdo com o0 meio ambiente: A taxa de emissdo de monoterpenos pode
aumentar sob injaria e herbivoria (OWEN; PENUELAS, 2005).

Defesa contra microrganismos fitopatogénicos: Plantas arométicas podem
responder a invasao de fitopatdgenos produzindo fitoalexinas de carater lipofilico,
que podem atuar em nivel molecular tendo como alvo principal a membrana celular
desses microrganismos (INOUE et al., 2004).

Atracdo de polinizadores e dispersores de sementes: Por serem sésseis, as plantas
produzem compostos volateis que atraem agentes polinizadores e dispersores, fato
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evidenciado por estudos que comprovam que terpenos sao reconhecidos pelo
aparelho olfativo dos insetos (GERSHENZON; DUDAREVA, 2007).

2.1.2 Aspectos gerais sobre o limao

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

Existem varias espécies que pertencem ao género Citrus no Brasil, e dentre
elas tem o Citrus limon L. (liméo verdadeiro). Esse é o fruto do limoeiro (Figura 2), tendo
origem na regido sudeste da Asia, sendo uma &rvore pertencente & familia das
Rutaceas, perenifolia, com 3 a 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; folhas
verdes; flores solitarias ou em racimos axilares, amareladas em forma de botao; 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 presenga
de glandulas, dependendo das variedades; sementes pequenas, ovais e pontiagudas
(OJASTI et al., 2001).

Figura 2.CitruslimonL. Fonte: Gomes et al. (2001)
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Em termos de aplicagéo, o Citrus limon é muito utilizado na culinaria, em
molhos, aperitivos, sorvetes, licores, etc. O seu 6leo extraido da semente também pode
ser aproveitado na industria alimenticia, pois apresenta alto grau de instauragéo, baixo
teor de &cidos graxos livres como o caprilico, miristico, palmitico, estearico, oléico,
linoléico, linolénico e araquidico (GRASSI FILHO, 2005, REDA 2005). Além de se fazer
parte da composicédo de produtos de limpeza, perfumaria e medicamentos (AZAMBUJA,
2012).

Sua aplicabilidade terapéutica tem indicios na antiguidade e as propriedades
que lhe eram atribuidas sdo confirmadas em estudos recentes (ARIAS; RAMON-LACA,
2005). No Brasil, o limao tornou-se popular, principalmente, devido a sua eficacia no
combate de diversas patologias, tais como infec¢des, febres, aterosclerose, acidez
gastrica, alteragdes do figado e biliares entre outras. Além de possuir propriedades,
como: antibidtica, antitérmica, anti-inflamatéria, = vermifuga,  antisséptica,
antiespasmaédica, etc (MOREIRA, 2002; RAQUEL, 2007). Seus constituintes como o
linalol, citral, citronelal, felandrina, hidrocarbonetos terpenicos, limonina, limoleno,
acidos organicos (citrico e malico), bioflavondides, pectinas, vitamina A, vitamina B1,
vitamina B2, niacina, sais minerais (potassio, fosforo, ferro, célcio, sédio, magnésio,
enxofre, cloro), vitamina C (acido ascérbico), sdo 0s responsaveis por essas
propriedades terapéuticas (COELHO, 2000; VENDRUSCOLO et al., 2005; FENNER,
2006; AGRA et al., 2007; PENIDO; SILVA, 2007).

Por apresentar uma vasta variagdo na sua composi¢cao e propriedades, a
producdo de limao destina-se também para extragcdo do Oleo essencial contido na
casca dos frutos. Este 6leo é comumente utilizado por industrias de bebidas de
refrigerantes, como também para fabricacdo de cosméticos, esséncias aromaticas
(GRASSI FILHO et al., 2005).

O constituinte em majoritario do 6leo essencial extraido do Citrus limon é o |-
limoneno. Com relacédo aos aldeidos, ha um predominio do citral, ao qual se atribui as
propriedades aromaticas deste 6leo. Além do citral ainda existem outros compostos,
como: 0s monoterpenos (a-tujeno, a e B - 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, canfora, citrnelol, borneol, terinterpineol,
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nerol, neral, geraniol, geranial, citronelol); sesquiterpenos (o-elemeno, E-caryphelleno,
a-trans-bergaboleno, a-humuleno, E- (- 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 acido palmitico e &cido linoleico (Figura 3). De um modo geral o 6leo
essencial é descrito em relacdo a composicdo com teor de 92 a 94% de
hidrocarbonetos e 6 a 8 % de compostos oxigenados (COELHO, 2000; LOTA et al.,
2002; FERHAT et al., 2007; AZUBA, 2012).

Figura 3. Algumas estruturas de componentes encontrados no 6leo essencial do lim&o. Fonte: Silva
(2009)
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2.1.3 Consideracoes gerais sobre o 6leo essencial do CitruslimonLinneo

A constituigdo quimica dos 6leos essenciais de frutas citricas compreende
hidrocarbonetos monoterpénicos e sesquiterpénicos e monoterpénicos oxigenados. O
Oleo volatil da casca do fruto e das folhas de Citrus limon L. é rico em limoneno, b-
pineno, g-terpineno, terpinoleno, neral e geranial (GHELARDINI et al., 1999; BISSET;
VEKIARI et al., 2002).

O limoneno (IUPAC: 1-metil-4-isopropenilcilohex-1-eno), é o componente
quimico majoritario, uma substancia quimica, organica, natural, pertencente a familia
dos terpenos, classe dos monoterpenos, de férmula molecular CioHis (Figura 4)
encontrado em frutas citricas (cascas principalmente de limdes e laranjas), volatil, por
isso responsavel pelo cheiro que essas frutas apresentam. Possui massa molecular
136 g/L, cuja molécula ao apresentar um centro quiral muitas espécies de plantas
podem biosintetiza-lo nas formas de seus enantibmeros(Figura 5) e na forma racémica,


http://pt.wikipedia.org/wiki/IUPAC
http://pt.wikipedia.org/wiki/IUPAC
http://pt.wikipedia.org/wiki/Terpeno
http://pt.wikipedia.org/wiki/Lim%C3%A3o
http://pt.wikipedia.org/wiki/Laranja
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ou seja, é oticamente ativo, extraido na forma de 6leo da casca de frutas citricas como
a laranja e o limao.

Por possuir um centro quiral, concretamente um carbonoassimétrico,
apresenta isomeria Optica. Portanto, existem dois isdbmeros 6pticos: o d - limoneno e o |
- limoneno. A nomenclatura IUPAC correta é R - limoneno e S - limoneno (Figura 5).
Curiosamente, os enantibmeros podem ser facilmente diferenciados através do odor, o

d-Limoneno possui odor de laranja e o I-Limoneno de limao(SCHLISCHTING, 2008).

Figura 4. Formula estrutural do Limoneno. Fonte: Mundo Educacao (FOGACA, 2017)

Figura 5. Estruturas enantioméricas do Limoneno. Fonte: Novo Elemento (2017)
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2.1.4 Esquistossomose

A esquistossomose, conhecida como barriga d’agua, xistosa, doenga do
caramujo, xistossomose transmitida por caramujo, da espécie Biomphalaria glabrata
(RAGHAVAN et al., 2003) é uma doencga complexa devido aos seus variados fatores
causais e sua ampla distribuicado geografica, motivo pelo qual se encontra inserida no
contexto das doencas consideradas problema de saide publica (ORGANIZACAO
MUNDIAL DA SAUDE, 1994).

No Brasil, a esquistossomose mansbénica € endémica provocando,
anualmente, um numero expressivo de formas graves e O&bitos. Considera-se uma
doenca endémica, aquela que existe constantemente em determinado lugar, atacando
um numero maior ou menor de individuos. A doenca ocorre em localidades sem
saneamento ou com saneamento basico inadequado, sendo adquirida pela pele e pelas
mucosas devido ao contato do homem com aguas contaminadas com as formas
infectantes de S. mansoni (MINISTERIO DA SAUDE, 1995).

Entretanto, para que ocorra a transmissdo da doenca, € indispensavel a
presenca dos hospedeiros definitivo (0 homem que excreta os ovos do verme pelas
fezes) e intermediario (caramujo aquatico do género Biomphalaria que libera as larvas
infectantes do Schistosoma mansoni nas colegdes hidricas utilizadas pelos seres
humanos susceptiveis a doenca) (MINISTERIO DA SAUDE, 1995).

Atualmente, existem dez espécies e uma subespécie do género
Biomphalariae, destas, trés sdao hospedeiras intermediarias naturais (B. glabrata, B.
tenagophilae B. straminea) (Figura 6) e duas (B. amazonicae B. peregrina) sao
hospedeiras intermediarias potenciais, uma vez que sé se infectam experimentalmente
(MINISTERIO DA SAUDE, 1995).
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Figura 6. (a) B. Glabrata, (b) B.stramineae, (c) B. Tenagophila. Fonte: Surveillance and Control of
Mollusks with Epidemiological Importance. Technical directives: Schistosomiasis.

O Biomphalaria glabrata (Figura 7), reconhecido popularmente como
caramujo, pertencente ao reino Animalia, da classe Gastropoda, e da familia
Planorbidea é um importante vetor do Schistosoma mansoni nas Américas, devido ao
alto potencial bioldgico de infecgdo natural e vasta distribuicao (SOUZA et al., 1995;
BARBOSA et al., 2000), sendo encontrado em todos os Estados brasileiros desde a
Paraiba até o Rio Grande do Sul e também em algumas areas do Para, Maranhao e
Piaui, ao norte e Goias e Mato Grosso no Centro-Oeste.

Figura 7. Caramujo da espécie Biomphalaria glabrata. Fonte: dados da pesquisa
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Os indices elevados da esquistossomose mansonica correspondem, na
maioria dos casos, a presenca do molusco B. glabrata, principal hospedeiro
intermediario do Schistosoma mansoni (COUTO, 2005). Os métodos de controle séo
classificados em trés tipos: bioldgico, fisico e quimico. O bioldgico baseia-se com a
introducdo de organismos com acao predadora, competidora, parasitaria ou patogénica
em relacdo aos moluscos hospedeiros. O fisico consiste na implantacdo e manutencao
de fatores capazes de impedir o desenvolvimento das populagdes desses animais. O
método quimico compreende na aplicacdo de produtos tdxicos (moluscicidas) nos
criadouros. Como as trés modalidades implicam impacto ambiental em qualquer escala,
suas implementacdes depende de estudos prévios, obedecendo a legislagdo ambiental
(MINISTERIO DA SAUDE, 2008).

Segundo Santos et al. (2007), a esquistossomose se enquadra nas
chamadas doencas negligenciaveis. Portanto, os estudos com plantas com
propriedades moluscicidas, que sejam de facil acesso a populacéo, representa uma
forma de reducéo do risco de transmissdo da esquistossomose, pois age diretamente
no ciclo da doenca e constitui-se uma alternativa de baixo custo (LEMMICH et al., 1995;
LUNA et al., 2006).

2.1.4.1 Ciclo evolutivo

O ciclo evolutivo acontece de duas formas, uma no interior do caramujo e

outra no interior do homem (Figura 8).


http://bvsms.saude.gov.br/bvs/publicacoes/vigilancia_controle_moluscos_import_epidemio_2ed.pdf
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Figura 8. Ciclo evolutivo. Fonte: Filo Platelmintes, 2009
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O homem, quando doente, elimina ovos do verme pelas fezes. Estes, em
contato com a agua, rompem-se e libertam o miracidio (Figura 9) que é a larva ciliada,

que nada ativamente, penetrando no caramujo pelo tegumento.
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Figura 9. (a) os ovos; (b) o miracidio. Fonte: Sinclair Stammers/OMS/TDR

Por reproducao assexuada, os miracidios transformam-se em esporocistos
primarios, que produzem internamente esporocistos secundarios; estes desenvolvem

cercarias de cauda bifurcada apéds 25 a 35 dias (Figura 10).

Figura 10. Cercéria da S.mansoni. Fonte: Sinclair Stammers/OMS/TDR

As cercarias, por estimulo de luz e calor, deixam o caramujo e passam para
a agua, onde nadam a procura de contato com o hospedeiro vertebrado; neste
penetram ativamente através da pele e perdem a cauda. Ap6s a penetracdao no
vertebrado, as cercarias dao origem a esquistossémulos, que podem ser destruidos na
derme, ou ganhar a circulacdo geral, sendo arrastadas para o coracao e pulmdes, de

onde migram ativamente até o figado. Ao chegar no sistema porta intra-hepatico, os
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esquistossémulos desenvolvem-se até a fase adulta 28 a 48 dias apds a penetracéo no
orgao. Os vermes adultos machos e fémeas acasalam-se e migram para as vénulas da
parede intestinal, encaminhando-se contra a corrente sanguinea da veia aorta e das
veias mesentéricas. As fémeas eliminam até 300 ovos por dia. Em torno de 22% dos
ovos chega a luz intestinal e saem com as fezes, e o restante fica retido nos tecidos do
figado e paredes do intestino, dando origem a granulomas. Os parasitos podem viver
de 20 a 25 anos no organismo humano nao tratado (CUNHA, 1970; SOUZA; LIMA,
1990; REY, 2001).

2.1.5 Atividade moluscicida

Para ser considerada moluscicida, a substancia deve eliminar o caramujo em
todas as fases do seu ciclo de vida e no seu habitat natural, possuir baixas
concentragdes, baixo custo, ser estavel no armazenamento em condi¢des tropicais;
facil de transportar e aplicar; ter acao letal seletiva a caramujos, ser in6cuo para o
homem, animais domésticos, peixes e plantas, nao sofrer decomposicao na agua e no
solo e ser estavel em condigcbes de temperatura e irradiagéo solar (WHO, 1965, 1983 e
2002).

Lembrando que, o ciclo do Schistosoma mansoni pode ser interrompido com
a utilizacao de plantas ricas em substancias moluscicidas que s&o eficazes no controle
do caramujo (CARVALHO et al., 1998; RUG, RUPPEL, 2000). Estudos com extratos
vegetais, visando a obtencdo de moluscicidas tém sido realizados. De acordo com a
Organizacao Mundial de Saude (WHO, 1965, 1983, 2002), um guia de avaliacdo de
plantas com potencial moluscicida foi publicado, o qual define que um bom moluscicida
deve apresentar efeito tdxico em moluscos adultos em concentragcdo menor ou igual a
20 mg.L™" do extrato solGvel e menor ou igual a 100 mg.L™" do extrato bruto, além de ser
atéxico para os demais organismos do meio.

A Organizacdo Mundial de Saude (WHO, 1983) recomenda que, apds a
identificacdo de uma espécie com potencial moluscicida, sejam realizados estudos do
perfil quimico do vegetal, seguido da identificagdo da estrutura quimica responsavel
pela acdo moluscicida, ensaios em campo, de estabilidade do composto e de
toxicidade. Nao existe uma ordem determinada para esses estudos. No passado,



30

diversos produtos foram testados e utilizados em campo, porém somente a niclosamida
é aprovado pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) (CAS n.? 50-65-7)
como agente moluscicida e permanece disponivel comercialmente (MINISTERIO DA
SAUDE, 1995).

A niclosamida (Figura 11), substancia comercialmente conhecida como
Bayluscide, com nomenclatura (IUPAC) de 2’,5dicloro-4’-nitrosalicilanilida, férmula
molecular C43HsCIoN2O4. No Brasil, seu uso € exclusivo em Campanhas de Saude
Publica, no controle da esquistossomose, no combate aos caramujos vetores, fazendo
com que aumente a procura por substancias de origem vegetal, facilmente
biodegradaveis e com baixa toxicidade (NEVES, 2004).

Figura 11. Férmula estrutural da niclosamida. Fonte: Anvisa, 2017
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Os caramujos sao considerados mortos quando a sua massa cefalopodal
estiver retraida para o interior da concha, liberar a hemolinfa ou entdo estiver inchada e
estendendo o cefalépode para fora da concha (MCCULLOUGH et al., 1980).

Segundo Chifundera et al. (1993), as substancias como terpendides,
esteréides e saponinas, oriundas do metabolismo secundario dos vegetais, sao
potenciais agentes moluscicidas. Ao testar as saponinas extraidas de Agave decipiens,
Abdel-Gawad, (1999), obteve 90% de mortalidade de Biomphalaria alexandrina
(espécie transmissora da esquistossomose no Egito).



31

Algumas espécies como Piper marginatumproduzem substancias de
composigao quimica e agao conhecidas, que agem como moluscicida e cercaricida, e
tem atividades antiespasmddicas com acao seletiva em receptores muscarinicos e
histaminérgicos da musculatura lisa ileal, enquanto Piper nigrumproduz compostos com
ampla utilizagdo como estimulante indutor da secregdo de bile, combate a cdlera,

flatuléncia, diarreia e artrite (MAIA, 2002).

2.2 MATERIAL E METODOS
2.2.1 Material

Esta pesquisa envolveu a utilizacdo de equipamentos usuais em um

tratamento analitico de plantas aromaticas e em testes de atividade moluscicida e

toxicidade.

a) Moinho elétrico

b) Extrator de Clevenger

c) Coletor dos moluscos

d) Reservatorio dos moluscos

e) Expositor dos moluscos a luz

f) Estereoscopio de analise

g) Refratdmetro

h) Balanga digital
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i) Picndmetro
j) Espectrofotdbmetro de infravermelho

k) Cromatografo a gas acoplado a espectrdbmetro de massas

2.2.2 Métodos

Os métodos utilizados nos experimentos desde trabalho sdo descritos a seguir:
2.2.2.1 Coleta das amostras
2.2.2.1.1 Frutos da planta: Citrus limon Linneo

Os frutos do limdo foram obtidos em supermercado da rede varejista do
municipio de Sdo Luis — MA. Os frutos foram identificados como Citrus limon Linneo,
registrado no Herbario — Atico Seabra da Universidade Federal do Maranhao (UFMA)
sob o nuimero 100379, levados ao Laboratério de Oleos Essenciais do Pavilhdo
Tecnolbgico da Universidade Federal do Maranhao (UFMA) para retirar as cascas dos

frutos, corta-las e realizar a extracao do 6leo essencial.

2.2.2.1.2. Moluscos: Biomphalaria glabrata

Os moluscos da espécie Biomphalaria glabrata foram coletados no més de
fevereiro do ano de 2017 no bairro Sa Viana, regido da periferia do municipio de Sao
Luis. No local haviam muitas areas alagadas como podem ser observadas na Figura
12.
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Figura 12. Imagens da coleta, dos moluscos Biomphalaria glabrata, realizada em fev/2017 no bairro do
Sa Viana, Sao Luis — MA. Fonte: dados da pesquisa

Essas areas sao consideradas apropriadas ao desenvolvimento desses
seres por disponibilizarem de agua limpa parada, exposicao a luz solar e proliferacao
de vegetagao aquatica. Esses fatores favoraveis fizeram com que a coleta tenha sido
realizada com sucesso, obtendo-se um total de 334 organismos vivos. A coleta foi
realizada em equipe, no tempo maximo de 30 minutos, como pode ser visualizada na
Figura 13.
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Figuras 13. Organismos coletados (Biomphalaria glabrata) e armazenados no NIBA - Nucleo de
Imunologia Basica e Aplicada, UFMA, em fev/2017. Fonte: dados da pesquisa

2.2.2.2 Extracao do 6leo essencial das cascas dos limées

O dbleo essencial foi extraido pelo processo de hidrodestilagdo, no qual o
sistema era constituido por um Clevenger de vidro acoplado a um baldao de fundo
redondo de 6000 mL, com uma manta aquecedora controlando-se a temperatura a
100°C. E para que a condensacao do éleo evaporado ocorresse de maneira controlada
e mais eficaz, o sistema todo estava conectado ao banho ultratermostatico que mantia
a temperatura da agua que circundava o condensador para que nao ultrapassasse 0s
132 C. Para a extracao, foram utilizados 386 g da amostra de casca com 6000 mL de
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agua destilada. O 6leo extraido foi secado por meio da percolacdo com Na>SOy,
armazenado em um coletor de vidro envolto em papel aluminio sob refrigeracdo, a fim

de evitar perdas de constituintes volateis.

2.2.2.3. Rendimento de extracao do 6leo essencial da casca dos limoées

O calculo do rendimento da extracdo foi expresso em percentagem, na
relacdo massa/massa pela medida da densidade, observando o volume maximo obtido
de cada dleo por massa (g) dos vegetais em estudo, conforme formula abaixo
(FARMACOPEIA BRASILEIRA 1V, 1996). Tal relagao foi descrita a seqguir:

% R =(V.d/m) x 100

Onde:
V = volume total do 6leo extraido (ml)
d = densidade do 6leo (g/ml)

m = massa do vegetal (g)

2.2.3 Caracterizacao fisico-quimica do 6leo essencial

As propriedades fisico-quimicas determinadas do 6éleo essencial foram:
densidade, solubilidade em etanol (90% v/v), indice de refracdo, cor e aparéncia.

2.2.3.1 Densidade

Determinou-se a densidade do 6leo essencial utilizando um picnémetro de 1,0
mL, previamente seco, tarado e aferido, onde foi adicionada a amostras a 25 °C,
pesando-as em seguida (IAL, 1985).
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2.2.3.2 Solubilidade em etanol (90%)

Para se determinar a solubilidade, foi colocado um volume constante do 6leo
e foram adicionados volumes proporcionais da solugdo alcoodlica previamente
preparada a 90% (v/v) até solubilizacao total.

2.2.3.3 indice de refracdo

A determinagéo do indice de refracao foi realizada com auxilio de uma pipeta de
Pasteur de vidro para adicionar as amostras do éleo diretamente sobre o prisma do
refratdmetro, a uma temperatura de 26.8 °C, fazendo-se, entao, as leituras.

2.2.3.4 Cor e Aparéncia

A técnica utilizada foi visual, onde, sob um fundo branco, se comparou a cor
do déleo com cores conhecidas e para a aparéncia se fez uma inspecao do éleo no que

diz respeito a sua transparéncia ou limpidez.

2.2.4 Analise espectrométrica vibracional na regiao do infravermelho

O espectro na regido do infravermelho foi obtido no equipamento modelo IR
PRESTIGE-21, operando com resolug&o de 8.0 cm-1 e o intervalo analisado foi de 400
a 4000 cm-1. A partir de uma mistura de uma aliquota de brometo de potassio (KBr)
anidro com uma gota do éleo essencial, a pastilha foi preparada para analise. Essa

mistura, entéo, foi triturada e prensada a alta pressao, para garantir a passagem da luz.

2.2.5 Analise por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM)

Os constituintes do 6leo essencial foram identificados por cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM) na Central Analitica da
Universidade de Sao Paulo (USP). Foi dissolvido 1,0 mg da amostra em 1000 uL de
diclorometano (pureza 99,9%). As condicdes de andlise foram as seguintes: Método :
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Adams.M; Volume injetado: 0,3 pL; Coluna : Capilar HP-5MS (5% difenil, 95%
dimetilpolisiloxano ) (Equivalente DB-5MS ou CP-Sil 8CB LB/MS), nas dimensdes (30 m
x 0,25 mm x 0,25 um); Gas de arraste : He (99,9995); 1,0 mL/min; Injetor : 280 oC,
modo Split (1:10); Forno : 40 °C (5,0 min.) até 240 °C numa taxa de 4 °C .min"', de 240
°C até 300 °C (7,5 min) numa taxa de 8 °C.min™" ); tT = 60,0 min; [ Detector : EM1; El
(70 eV) Modo varredura (0,5 seg/scan), Faixa de massas: 40 — 500 daltons (uma) Linha
transferéncia: 280 °C. Filamento: desligado 0,0 a 4,0 min - Espectrdmetro de massas
tipo quadrupolo linear.

Para a identificacdo dos compostos na amostra utilizou-se o programa
AMDIS (Automated Mass spectral Deconvolution Mass & ldentification System).

2.2.6 Amostragem dos moluscos Biomphalaria glabrata

As amostras dos moluscos Biomphalaria glabrata foram capturados no més
chuvoso de fevereiro do ano de 2017, nas areas com baixo saneamento no bairro Sa
Viana, Sao Luis - Ma, com utilizagdo de EPI's - equipamento de protecao individual,
como por exemplo: botas, luvas, éculos, etc. A técnica de coleta foi realizada de acordo
com a proposta de Brasil (2007), efetuando uma varredura com uma concha nas areas
submersas e os caramujos capturados foram recolhidos em um recipiente de vidro com
tampa, com agua do préprio criadouro.

A busca dos mesmos foi realizada em diversos pontos do criadouro, a fim de
obter uma boa amostragem e depois levados para o NIBA (Nucleo de Imunologia
Basica e Aplicada) da UFMA, para posteriores analises.

2.2.6.1. Analise do teste de positividade dos moluscos

Os moluscos foram mantidos em laboratério por 30 dias sendo analisados a
cada 07 dias, para confirmagédo da auséncia de infec¢cao por Schistossoma mansoni.
Para isso, foram colocados 05 caramujos em recipientes de vidro transparente com 25
mL de agua desclorada, ou seja, 5 mL/caramujo, exposto a luz (lampadas de 60 W) por
uma hora com uma distdncia de 30 cm para estimular a liberacdo das cercérias
(SMITHERS; TERRY, (1965) apud SOUZA, (1992)) e levados para serem analisados,
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através de visualizacdo com auxilio de uma lupa estereoscédpica (8x). Aqueles que
estivessem parasitados (positivos) seriam etiquetados e separados para futura andlise
individual e os que nao apresentassem sinais de infeccdo pelo trematédeo no periodo
de 30 dias seriam selecionados para o teste de atividade moluscicida.

2.2.6.2. Teste para atividade moluscicida do 6leo essencial das cascas dos limoes

Para a avaliagdo da atividade moluscicida foi utilizada a técnica recomendada
pela Organizacao Mundial de Saude (WHO, 1983), onde dois testes foram efetuados
em triplicata.

No primeiro, denominado de teste piloto, preparou-se uma solugdo do 6leo em
estudo num volume de 500 mL na concentragdo de 100 mg.L™" com adicdo de 0,15 mL
de Tween 80 (tensoativo), onde foram colocados 10 moluscos adultos, negativos para
Schistossoma mansoni, obtendo-se no final uma proporcdo de 50 mL/molusco e
alimentando-os com alface hidrop6nica (MALEK, 1995). Os mesmos ficaram expostos
na solugédo por 24 h, sob temperatura ambiente. Apés isso, eles foram removidos da
solucao, lavados por duas vezes com agua desclorada, colocados em um recipiente de
vidro contendo 500 mL de agua desclorada, alimentados com alface hidropdnica e
observados a cada 24 h, por 4 dias para avaliar o indice de mortalidade.

No segundo teste, denominado de concentracdo letal (CLso), utilizou-se a
mesma metodologia do teste piloto. Foram preparadas solugdes de cada 6leo num
volume de 500 mL nas concentracdes de 10, 25, 50 e 75 mg.L™" com adicdo de 0,15 mL
de Tween 80 (tensoativo). Para o controle negativo, foram necessarios dois testes
também. No primeiro, colocou-se 500 mL de &gua descloradae 10 moluscos foram
inseridos em um recipiente de vidro. Por outro lado, no segundo, 10 moluscos foram
imersos em uma solugédo com 0,15 mL de Tween 80 em 500 mL de agua destilada.
Ambos grupos de moluscos, desse segundo teste, foram alimentados com alface
hidropénica e a andlise foi realizada igualmente como nos testes anteriores.
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2.2.7 Analise estatistica da concentracao letal (CL5)

A andlise 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 ira 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 concentracao testada, é construido um grafico onde se observa uma curva para o
acumulo de animais mortos em cada concentragdo e outra curva para o acumulo de
sobreviventes.

O ponto de intercessao entre as curvas é a Concentracao Letal 50% (CLsp), pois
nesse ponto o niumero de animais sobreviventes € igual ao numero de animais mortos
(COLEGATE; MOLYNEUX, 1993). O intervalo de confianga foi calculado segundo o
método de PIZZI (1950) no qual se constréi um grafico do percentual de mortos versus
logaritmo (log) da dose. A seguir determina-se o valor de - R., que é a diferenga entre o
log da dose que mata 75% das larvas e o0 log da dose que mata 25% das larvas.
Calcula-se também a variavel - h. que consiste na média das diferencas dos valores de
log das doses. Com esses dados determina-se o log do erro padrdo (SE), através da

seguinte férmula:

(SE)? = 0,79. h.[R/20]

Os valores: 0,79 (encontrado no dividendo) e 20 (situado no divisor) do quociente
da radiacdo acima se referem aos fatores de conversdo necessarios para calcular o
erro padrao estabelecido nas amostras. Finalmente, o valor do intervalo de confianca é

igual a 2 x 10°E.
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2.3 RESULTADOS E DISCUSSOES
2.3.1 Avaliacao dos parametros fisico-quimicos dos oleos essenciais

Os parametros fisico-quimicos dos 6leos essenciais sdo importantes nao
apenas para determinagéo da qualidade, como também para o controle da sua pureza.
Os resultados sao apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Parametros fisico-quimicos do éleo essencial estudado

Parametros fisico-quimicos Resultados (limao)
Densidade (g/ml) 0,8501
indice de refragao (Np 26,8 C?) 1,455
Solubilidade em alcool a 90% (v/v) 1:3
Cor Incolor
Aparéncia Limpido
Rendimento 0,46

Segundo Kesterson et al. (1971), pesquisando os componentes do 6leo
extraido do Citrus limon Linneo encontrou como indice de refracdo, minimo de 1,4738 e
maximo de 1,4745, para Liberti et al. (1973) a densidade a 20 °C foi de 0,875 e o indice
de refragdo minimo de 1,4720 e maximo de 1,4753, para Di Giacomo et al. (1994), a
densidade a 15 °C foi de 0,8572 e 0,8590 e para o indice de refracdo a 15 °C o minimo
foi de 1,4734 e o maximo de 1,4765 e Oliveira et al. (2010), a densidade 0,85 g.mL'1 ,
solubilidade em alcool 90 % na proporcdao 1:6 (v/v), indice de refracdo 1,46 e
rendimento 2,5 %. Comparando os valores para os 6leos essenciais estudados com os
da literatura, pode-se observar que houve uma similaridade entre eles, no que diz
respeito aos parametros analisados. As pequenas diferengas nos valores encontrados
podem ser atribuidas a fatores tais como época de coleta, diferentes tipos de solo,
condi¢cdes e tempo de armazenamento.
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2.3.2. Avaliacao da cinética de extracao e rendimento dos dleos essenciais

A extracao do 6leo essencial foi realizada num tempo de 3 horas, para uma
massa de 30 g de amostra até um volume de 300 mL de agua destilada, a uma
temperatura de 100 °C (Figura 14). O estudo revelou que a partir de uma razdo de agua
dez vezes maior que a massa da amostra utilizada ja se chegava a sua extracao
maxima, o qual influenciava consideravelmente no rendimento da extracao e aspectos
visuais do éleo. Quando era utilizada uma quantidade de agua inferior a minima
requerida, havia o risco de queima da amostra e o baixo rendimento da extragdo. Por
outro lado, a extragdo quando era realizada com uma quantidade exagerada de agua,
além do aumento do tempo de extracao, ocorria ainda formacao de hidrolato em grande

quantidade.

Figura 14. Cinética referente ao rendimento de extracdo dos 6leos em funcdo do tempo, com massa de

30g e temperatura de 100°C. Fonte: Dados da pesquisa
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Os rendimentos m/m foram calculados mediante a quantidade de Oleo
extraido, da massa e da densidade, para o Citrus limon Linneo de 0,46 %. O valor do
rendimento do Oleo essencial estudado apresenta-se proximo ao da literatura.
Conforme Ozcan e Chalchat (2002), a variacdo sazonal e a localidade s&o fatores
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importantes para diferentes variedades de plantas com relacdo aos rendimentos de

extracdo encontrados na literatura.

2.3.3 Analise espectroscopica vibracional na regidao do infravermelho

A espectroscopia na regido do infravermelho € uma importante técnica de
caracterizacdao de compostos organicos, pois é capaz de reconhecer as mudancas
estruturais em diferentes compostos. Esta se baseia no fato de que as ligacdes
quimicas das substancias possuem frequéncias de vibracées especificas, as quais

correspondem a niveis de energia da molécula.

2.3.3.1 Branco com Brometo de potassio (KBr)

Para o branco foi utilizado o sal anidro altamente purificado de KBr por ndo
absorver radiacdo infravermelha, com isso as unicas linhas espectrais a aparecer virdo

do analito. O espectro do branco com KBr pode ser observado na Figura 15.

Figura 15. Espectro do branco KBr. Fonte: Dados da pesquisa
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2.3.3.2 Citrus limon Linneo

Os espectros do padrao do limoneno e do 6leo essencial da casca de Citrus
limon Linneo na regido do infravermelho podem ser observados na Figura 16, onde a
semelhanca das bandas de absor¢cdo nas mesmas frequéncias indica a presenga de

limoneno, como sendo o composto majoritario do éleo essencial.

Figura 16. Espectros na regido do infravermelho do padréo do limoneno e dleo essencial do Citrus limon

Linneo. Fonte: Dados da pesquisa
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As bandas de absor¢do compreendida nas regides de 2832 a 3460 cm™' na
Figura 16 s&o atribuidas a estiramentos C—H fracas resultantes de vibragbes de
alquenos e as vibragdes de deformacao axial da ligagcdo C=C acopla-se com a vibracao
de deformacdo axial das ligacdes C—C adjacentes, nas regides 801 a 1645 cm’
(SILVERSTEIN et al., 2007).



44

2.3.4 Avaliacao das caracteristicas quimicas dos O6leos essenciais obtidas por
cromatografia gasosa acoplada a espectroscopia de massas (CG-EM)

Os cromatogramas dos 6leos essenciais obtidos mostraram os componentes

majoritarios e minoritarios.

2.3.4.1 Oleo essencial do Citrus limon Linneo

O cromatograma do 6leo essencial extraidos das cascas de Citrus limon

Linneo pode ser observado na Figura 17.

Figura 17. Cromatograma da amostra do 6leo das cascas do Citrus limon Linneo, apresentando os picos
selecionados e identificados através da comparagao dos respectivos espectros de massas
com a espectroteca NIST21. Fonte: Dados da pesquisa
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Na Tabela 2, podemos observar os constituintes identificados no éleo

essencial do Citrus limon Linneo em ordem de tempo de retencéo, observa-se 14

componentes na amostra, sendo o constituinte majoritario o limoneno com 48,996 %.

Tabela 2. Compostos

CitruslimonLinneo

identificados na amostra do 6leo essencial

extraido das cascas de

Pico! ( n?i:;) Componentes Teor(%)
1 6,923 Tujeno 0,880
2 7,126 a-Pineno 3,041
3 8,504 Sabineno 3,255
4 8,592 B-Pineno 23,296
5 9,179 Mirceno 1,039
6 10,368 Etil Dimetil Benzeno 8,596
7 10,544 Limoneno 48,996
8 11,658 Terpineno 3,020
9 16,650 Terpineol 1,046
10 18,521 B -Citral (Neral) 1,393
11 19,595 «-Citral (Geranial) 1,152
12 24,688 Nerolidol 1,207
13 25,236 Bergamoteno 1,024
14 27,586 Bisaboleno 2,056

Nota: ‘Nimero do pico pela ordem de eluicdo da coluna; “tr:

dos composto.

Tempo de retencao
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Na Figura 18 o espectro de massas corresponde ao constituinte majoritario
identificado como limoneno no éleo essencial do Citrus limon Linneo e 0s possiveis
fragmentos conforme o banco de dados da espectroteca e espectro de massa padrao
constante na literatura (ADAMS, 2007). A fragmentacao do limoneno ja foi demonstrada

na Figura 16.

Figura 18. Espectros de massas: (a) Composto da amostra do 6leo extraido das cascas do Citrus limon
Linneo referente ao pico 7 do cromatograma da Figura 16 (b) Proposta de identificacdo através da

espectroteca NIST21 — TCC. Fonte: dados da pesquisa
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Nas Figuras 19 e 20 estdo o0s espectros de massas corresponde ao
constituinte identificado como B - Pineno e a - Pineno respectivamente de formula
C10H16 e massa molecular correspondente a 136 g.mol-1 segundo a espectroteca e a
literatura (FEITOSA et al., 2009; ADAMS, 2007).
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Figura 19. Espectros de massas: (a) Composto da amostra do 6leo extraido das cascas do Citru slimon
Linneo referente ao pico 4 do cromatograma da Figura 16 (b) Propostas de identificacdo através da
espectroteca NIST21. Fonte: dados da pesquisa
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Figura 20. Espectros de massas: (a) Composto da amostra do 6leo extraido das cascas do Citrus limon
Linneo referente o pico 2 do cromatograma da Figura 16 (b) Propostas de identificacdo através da
espectroteca NIST21 — TCC. Fonte: Dados da pesquisa
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(b)

Esses hidrocarbonetos monoterpénicos apresentam o pico molecular m/z
136 e o pico caracteristico em m/z 121, referente a perda do grupo metil. O espectro de
massa apresenta ainda o pico em m/z 93, o qual pode ser originado da subsequente
perda do grupo (-CH2)2 (SILVERSTEIN et al., 2007).

O espectro de massas do composto referente ao pico 6 do cromatograma da
Figura 16, identificado como etildimetil benzeno pode ser visto na Figura 21.
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Figura 21. Espectros de massas: (a) Composto da amostra do 6leo extraido das cascas do Citrus limon
Linneo referente o pico 6 do cromatograma da Figura 16 (b) Proposta de identificacdo através
da espectroteca NIST21 — TCC. Fonte: dados da pesquisa
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De acordo com a fragmentacdo do composto etildimetil benzeno de m/z 134,
apresenta o pico caracteristico em m/z 119 referente a perda do grupo metil; enquanto
o pico em m/z 91 indica a formac¢ao de um anel de benzeno com cadeia lateral alquila.
O ion de massa 91 na maioria dos casos tem sido proposto como o cation tropilio e ndo
o céation benzila. Observa-se ainda um pico m/z 65 resultante da eliminagdo de uma
molécula neutra de acetileno do ion tropilio (SILVERSTEIN et al., 2007). Na Figura 22 o
espectro de massas corresponde ao constituinte identificado como sabineno e os

possiveis fragmentos.



50

Figura 22. Espectros de massas: (a) Composto da amostra do 6leo extraido das cascas do Citrus limon
Linneo referente o pico 3 do cromatograma da Figura 16 (b) Proposta de identificacdo através
da espectroteca NIST21. Fonte: Dados da pesquisa
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A fragmentacdo do sabineno pode ser observada na Figura 23, 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 isomerizacao seguida de clivagem alilica e o pico m/z 79 originados
subsequente pela perda do grupo metileno.
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Figura 23. Fragmentagao do sabineno. Fonte: MATA ( 2003)
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2.3.5 Captura e teste da positividade dos caramujos

Os moluscos foram coletados no més de fevereiro do ano de 2017 (periodo
chuvoso na regido) por conter maior proliferacdo pois os terrenos ficam alagados,
principalmente, pela falta de saneamento, colaborando para que esses animais
encontrem e permanegcam num ambiente propicio. Foram realizados 4 testes de
positividade, um em cada semana em que os bichos permaneceram no Niba, e nao
foram detectados vestigios de contaminacéo pela cercaria Artemia salina. Dessa forma,
comprovou-se que nesse periodo ndo havia risco de contagio e disseminacdo da
esquistossomose naquele local de coleta (bairro Sa Viana, Sao Luis — MA).Tal
procedimento pode ser observado na Figura 24.
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Figura 24. Teste de positividade dos caramujos realizado no NIBA (UFMA). Fonte: dados da pesquisa

2.3.6Avaliacao da atividade moluscicida

A metodologia da Organizagdo Mundial de Saude é a referéncia oficial para
pesquisas de plantas e seus principios ativos, com finalidade de averiguar seus
potenciais quanto a atividade moluscicida (SILVA; SOUZA, 2002).

2.3.6.1 Avaliacao do teste piloto

Neste estudo foi realizado um teste piloto com os dleos essenciais, na
concentragdo de 100 mg.L™. Os percentuais de mortalidade pelo tempo de exposicédo e
observagao de cada 6leo podem ser observados no grafico da Figura 25.
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Figura 25. Percentual de mortalidade por tempo de exposicao e observagao para o teste piloto. Fonte:
Dados da pesquisa
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Embora os 6leos essenciais extraidos das espécies de plantas em estudo ja
tenham muitas publicagdes em atividades biolégicas, a sua atividade moluscicida, na
literatura consultada, ainda ha pouca avaliacdo. Esta é a primeira vez que esse 0leo
juntamente com seu padrdo sao submetidos a ensaios de atividade moluscicida contra
caramujos adultos do género Biomphalaria glabrata. Inicialmente, foram realizados os
testes pilotos na concentragdo de 100 mg.L™ para verificar se existe ou ndo atividade
moluscicida dos 6leos. O estudo mostrou que o mais eficaz foi o 6leo extraido das
cascas de Citrus limon Linneo, visto que eliminou 100% dos caramujos exposto no
periodo de 24 horas. Caracterizando que o 6leo possuia componentes capazes de
eliminar os caramujos adultos do género Biomphalariaglabrata.

2.3.6.2 Avaliacao da concentracao letal

Para cada 6leo essencial foram realizados testes nas concentracbes de 75,
50, 25 e 10 mg.L™", onde determinou-se a menor concentracéo letal.
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2.3.6.2.1 Citrus limon Linneo

Para a avaliacao da concentracao letal do éleo essencial Citrus limon Linneo

o gréfico da Figura 26 mostra os percentuais de mortalidade pela concentracéo.

Figura 26. Percentual de mortalidade pelas concentragdes do 6leo essencial Citrus limon Linneo. Fonte:

dados da pesquisa
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Observa-se no grafico que houve uma mortalidade de 100% em vinte e
quatro horas de exposi¢do dos caramujos nas concentragdes de 50 e 75 mg.L™"; na
concentragdo de 25 mg.L" em 24 horas a mortalidade foi de 80%, passando para 90%
em 48 horas, permanecendo até final dos teste e em 10 mg.L'1 a mortalidade foi de
30%. A Tabela 3 mostra os dados dos testes efetuados em triplicatas nas diferentes
concentragdes, através de uma média das trés repeticbes para cada uma das cinco

concentragdes testadas.
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Tabela 3. Mortalidade dos caramujos apds testes nas diferentes concentragbes do éleo essencial

extraido das cascas de Citrus limon Linneo

CONCENTRAGAO LOG ACUMUL. | ACUMUL. Yo
{ mg.L™") CONCENTRAGCAO | MORTOS | VIVOS | VIVOS MORTOS | MORTALIDADE
100 2 10 0 0 42 100
75 1,8751 10 0 0 32 100
50 1,699 10 0 0 22 100
25 1,398 9 1 1 12 90
10 1 3 7 8 3 30

A taxa de percentagem da mortalidade dos caramujos frente ao dleo de

Citrus limon Linneo € mostrada na Figura 27, mostrando-se constante a partir do

logaritmo da concentragdo 1,699 (concentragdo 50 mg.L™).

Figura 27. Taxa de mortalidade dos caramujos nas cinco concentragoes diferentes do 6leo essencial de

Citrus limon Linneo. Fonte: dados da pesquisa
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A concentracdo Letal 50% (CLsg) foi encontrada préxima ao logaritmo da
concentragédo 1,12 calculada através da intersecgdo das curvas de acumulados mortos
e acumulados vivos, tendo como resultado a concentragéo de 13,18 mg.L™" para o éleo
essencial de acordo com gréfico da Figura 28.
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Figura 28. Estimativa da CLg, do 6leo essencial de Citrus limon Linneo pelo método Reed-Muench a
partir do acumulado de caramujos vivos e mortos em fungdo do logaritmo da concentragdo aplicada.
Fonte: Dados da pesquisa
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2.3.7 Atividade moluscicida do padrao

Durante o teste utilizando o padrdo como moluscicida, observaram-se 0s

seguintes dados na Tabela 4.

Tabela 4. Tempo de observagéo e exposicao e concentragoes das solugbes da atividade moluscicida do

padréo.
CONCENTRACAO DO OLEO ESSENCIAL

a 24h 48h 72h 96h 120h

(mg.L")
10 50 80 90 100 100
25 40 60 80 100 100
50 50 60 80 100 100
75 60 70 90 100 100

100 100 100 100 100 100
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Ressalta-se que, no primeiro dia os organismos foram expostos as solugoes
com padrdo com as seguintes concentragdes: 10 mg.L™, 25 mg.L", 50 mg.L™", 75 mg.L™
e 100 mg.L™" (Figura 29). Apés 24h dessa exposicdo, os moluscos foram devidamente
lavados com agua desclorada e colocados em béqueres com agua desclorada e alface

crespa e analisados diariamente no horéario das 14 h.

Figura 29. Tempo de observacao e exposigao X concentracdes das solugdes da atividade moluscicida do

padrdo. Fonte: Dados da pesquisa
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Os dados sao demonstrados graficamente acima com as coordenadas tempo
de observacdo e exposicdo versus concentragdes das solugcées. A solugdo com
concentragdo 100 mg.L™' mostrou melhor resultado desde o primeiro dia de analise. A
curiosidade desse experimento consta nas solugdes de concentragdo 10 mg.L" e 25
mg.L™, pois ao contrario do que se esperava, a concentracdo de 10 mg.L™" apresentou
uma atividade moluscicida mais forte, com indice de mortalidade maior em relagdo a
concentragdo 25 mg.L". Um dos fatores que podem explicar tal indice é o mecanismo
de defesa dos moluscos que se contraem no interior da concha afim de diminuir a
exposicao ao meio externo.

De acordo com a Tabela 5, para cada concentracdo em um determinado tempo
em (h) o teste foi realizado e os dados sobre o numero de caramujos vivos e mortos

foram encontrados através da média das 5 concentracbes testadas. A taxa de
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percentagem da mortalidade dos caramujos frente ao éleo do Citrus limon Linneo, o
que se observa é que a mortalidade é diretamente proporcional ao logaritmo da
concentragéo, conforme a Figura 30.

Tabela 5. Mortalidade dos caramujos apds testes nas diferentes concentra¢des do padréo de | - limoneno

Concentracao Log Mortos Vivos Acumulados | Acumulados | Mortalidade
(mg.L™) Concentracao Vivos Mortos %
100 2 10 0 0 28 100
75 1,8751 6 4 4 18 60
50 1,699 5 5 5 12 50
25 1,398 4 6 6 7 40
10 1 3 7 7 3 30

A Figura 30 mostra que a Concentracao Letal 50% (CLso) foi encontrada préxima
ao Logaritmo da Concentracdo 1,314 calculada através da interseccédo das curvas de
acumulados mortos e acumulados vivos, tendo como resultado a concentragao letal de

20,60 mg.L™ com um intervalo de confianca de 95% a 2,98 mg.L ™.

Figura 30. Estimativa da CLsy do 0leo essencial do limdo pelo método Reed-Muench a partir do

acumulados de caramujos vivos e mortos em fungéo do logaritmo da concentragao aplicada.
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O resultado encontrado, em termos de potencial moluscicida, obtido com o éleo
essencial da casca do Citrus limon Linneo, onde a concentragao letal em 50% (CLso) foi
de 13,18 mg.L". Portanto, dentro do estabelecido pela OMS (1983), na qual indica que
a planta so6 deva ser considerada moluscicida quando a mortalidade nas concentragoes
iguais ou inferiores a 20 mg.L™' para extratos e que possam ser submetidos a ensaios
em campo. Da mesma forma como foi realizado para o 6leo, foi calculado através da
intersecgdo das curvas de individuos acumulados vivos e individuos acumulados
mortos para o padrdo | — limoneno (Figura 30), obteve-se CLs, de 20,60 mg.L™.

Desta forma a CLs obtida qualifica o éleo essencial da casca do Citrus limon
Linneo como um agente moluscicida forte, enquanto que o seu padréo | - limoneno
exibiu eficacia moluscicida abaixo dos valores recomendados, estando fora das

especificacdes.

Segundo Lahlou (2014), a atividade biolégica de Oleos essenciais esta
diretamente relacionada com a sua composi¢ao quimica. Essa relacdo de composicao e
atividade, muitas vezes sugere que a atividade biolégica de um 6leo pode ser atribuida
tanto a seus majoritarios, quanto a componentes presentes em menor concentragdo. E
possivel que eles ajam em conjunto sinergicamente, contribuindo para toxicidade total

do éleo testado.

2.3.8 Avaliacao do teste controle

Neste estudo os caramujos do grupo controle com agua desclorada (branco)
e com o Tween 80 permaneceram ativos e se alimentando, ndo havendo interferéncia

na bioatividade como pode ser observado na Figura 31.

Figura 31. Grupo controle do branco e do Tween 80
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3 CONCLUSAO

De acordo com os resultados obtidos nos estudos analiticos e na avaliacao
da toxicidade e atividade moluscicida do 6leo essencial extraidos da casca de
CitruslimonLinneo concluem-se que:

O rendimento do 6leo essencial extraido da casca de CitruslimonLinneo de
0,46%, valores consideraveis para extracao por hidrodestilacao;

Os parametros fisico-quimicos do 6leo essencial estudado apresentaram
valores semelhantes ao obtidos pela literatura;

A caracterizacao por CG-EM permitiu identificar os componentes majoritarios
e minoritarios do 6leo em estudo, oriundoda casca de CitruslimonLinneo, o limoneno
com 48,996%;

A espectroscopia na regiao do infravermelho veio comprovar os resultados
obtidos por CG-EM, mostrando os componentes majoritarios do 6éleo quando
comparado ao seu respectivo padrdo, no que diz respeito as suas absorbancias e seus
deslocamentos quimicos;

Para o teste piloto, a atividade moluscicida do éleo apresentou uma
mortalidade de 100% em 24 h para o extraido da casca de CitruslimonLinneo indicando



61

a presenca de componentes toxicos nos Oleos frente ao caramujo da espécie
Biomphalariaglabrata; A atividade moluscicida do 6leo essencial extraido da casca de
CitruslimonLinneo  alcangou um  étimo  resultado frente ao  caramujo
Biomphalariaglabrata, mostrando que asua concentragao letal 50% (CL50) foi de 13,18
mg.L-1, abaixo do preconizado pela ORGANIZAGCAO MUNDIAL DE SAUDE (OMS).

A atividade moluscicida do padrao I-limoneno durante os experimentos foi
considerada forte, porém apresentou resultados satisfatérios com concentragbes
maiores do que o Oleo essencial em estudo, fato esse que pode ser explicado pela

sinergia dos demais compenentes presentes no 6leo essencial da casca do Citrus limon
Linneo.
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