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RESUMO

Introducgao: O mosquito Aedes aegypti é o principal vetor de arboviroses de grande relevancia para a saude
pablica, incluindo dengue, Zika, chikungunya e febre amarela. Para combater a Aedes aegypti € utilizado
larvicidas quimicos, que apesar da eficacia, trazem riscos ambientais e podem ocasionar resisténcia. Oleos
essenciais, como o de Citrus limon, surgem como alternativas sustentaveis, devido a sua atividade larvicida,
baixa toxicidade, biodegradabilidade e complexidade quimica, que reduz a probabilidade de resisténcia.
Objetivo: O presente estudo descreve a composicao quimica do 6leo essencial destilado das cascas de Citrus
x limon (L) Osbeck e avalia se ele tem atividade biolégica contra larvas de terceiro estagio do Aedes aegypiti.
Métodos: O 6leo essencial foi extraido pelo método de hidrodestilagcdo e seus compontens foram identificados
por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG/EM). O éleo foi analisado quanto a sua
atividade larvicida, onde a concentracgao letal foi calculada pelo método Probit. O mecanismo de acéo do éleo foi
avaliado por docking molecular. Resultados e Discussdao: A andlises revelaram que o Oleo é
predominantemente composto por monoterpenos, com limoneno como o componente majoritario (75,77%),
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seguido por o-cimeno (9,24%) e B-pineno (7,48%). Ademais, o 6leo demonstrou atividade larvicida, com
concentracao letal de 44,11 pg/mL. Estudos de docking molecular indicaram interagbes significativas entre os
principais compostos e as proteinas-alvo, com afinidades de ligagdo variando de —5,97 a —6,56 kcal/mol para
acetilcolinesterase e proteina transportadora de esterdis-2, sugerindo um mecanismo de acdo multiplo.
Conclusées: Conclui-se, portanto, que o éleo é ativo e possui potencial para substituir larvicidas sintéticos.

Palavras-chave: Compostos volateis; monoterpenos; Aedes aegypti; imoneno
ABSTRACT

Introduction: The mosquito Aedes aegypti is the primary vector of arboviruses of major public health concern,
including dengue, Zika, chikungunya, and yellow fever. Chemical larvicides are commonly used to control Aedes
aegypti; however, despite their efficacy, they pose environmental risks and may lead to resistance. Essential oils,
such as that from Citrus limon, have emerged as sustainable alternatives due to their larvicidal activity, low toxicity,
biodegradability, and chemical complexity, which reduces the likelihood of resistance development. Objective:
This study describes the chemical composition of the essential oil distilled from the peels of Citrus x limon (L.)
Osbeck and evaluates its biological activity against third-instar larvae of Aedes aegypti. Methods: The essential
oil was extracted by hydrodistillation, and its components were identified by gas chromatography coupled with
mass spectrometry (GC/MS). Larvicidal activity was assessed, and the lethal concentration was determined using
the Probit method. The oil's mechanism of action was investigated through molecular docking studies. Results
and Discussion: Analyses revealed that the oil is predominantly composed of monoterpenes, with limonene as
the major component (75.77%), followed by o-cymene (9.24%) and B-pinene (7.48%). Furthermore, the oil
exhibited larvicidal activity, with a lethal concentration of 44.11 pg/mL. Molecular docking studies showed
significant interactions between the main compounds and target proteins, with binding affinities ranging from —
5.97 to —6.56 kcal/mol for acetylcholinesterase and sterol carrier protein-2, suggesting a multi-target mechanism
of action. Conclusions: The essential oil from Citrus x limon is therefore active and shows potential as a
replacement for synthetic larvicides.

Keywords: Volatile compounds; monoterpenes; Aedes aegypti; limonene.

1. INTRODUCAO: agéncias reguladoras em varios paises, como a
Agéncia Europeia de Medicamentos (Angelin et

O Aedes (A) aegyptiL. (Diptera: Culicidae) al., 2023) e ANVISA (Brasil, 2023). No entanto,

é um mosquito que transmite doencas virais vacinas eficazes contra os outros virus
graves, como dengue, Zika, chikungunya e febre transmitidos pelo A. aegypti ainda estdao sendo
amarela. E encontrado principalmente em regides estudadas (Marin-Lopez, Wang, Jiang, Ledizet, &
tropicais e subtropicais e apresenta notavel Fikrig, 2021; Wang, Marin-Lopez, Jiang, Ledizet,
adaptabilidade a ambientes urbanos, onde & Fikrig, 2020). O uso de predadores bioldgicos &
encontra  condicbes favoraveis para o Uuma estratégia ecolégica para o controle do A.
desenvolvimento de larvas, permitindo o ciclo de aegypti; dessa forma, existe a possibilidade de
vida completo do mosquito (Zara, Santos, que a introducdo dessas espécies cause
Fernandes-Oliveira, Carvalho, & Coelho, 2016). desequilibrio no ecossistema (Bowatte, Perera,
De acordo com os dados mais recentes do Senevirathne, Meegaskumbura, &
Ministério da Satde do Brasil (Brasil, 2022), houve Meegaskumbura, 2013). Entre eles, o uso de
um aumento de 184,6% nos casos de dengue larvicidas quimicos tem sido o mais utilizado
entre 2021 e 2022. Durante o mesmo periodo, os devido a sua eficiéncia, praticidade e controle
casos de chikungunya aumentaram 86,9% e os direto das larvas e pupas do A. aegypti. Os
casos de Zika aumentaram 96,6%. A principais larvicidas quimicos utilizados no
adaptabilidade reprodutiva do Aedes aegypti e combate as larvas de A. aegypti incluem
seu potencial de transmissdo de doencgas virais organofosforados como o temefos, fiflubenzuron,

graves ressaltam a importancia das medidas de fipronil e piretroides (Aldridge et al., 2022; Farder-
controle. Gomes et al., 2024; Kim, Khan, Estep, Cantrell, &

Le, 2025). Contudo, o uso constante desses
larvicidas podem causar impactos negativos. O
uso frequente de pesticidas sintéticos pode
causar  contaminacao ambiental, afetar
organismos ndo-alvo (incluindo humanos e

Algumas das abordagens contra a
proliferacdo do A. aegypti e a consequente
transmissdo de doencas virais incluem o uso de
vacinas, predadores biolégicos e larvicidas

quimicos  (Baldacchino et al,  2015). animais), e favorecer o surgimento de resisténcia

Recentemente, uma vacina eficaz contra o virus nas populacdes de mosquitos (Farder-Gomes et
da dengue, a Qdenga®, foi aprovada para uso por al., 2024; da Silva et al., 2025; Sittichok et al.,
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2024). Como exemplo de impacto negativo em
humanos, o fipronil, mesmo em baixas
concentragbes, pode causar  alteragbes
comportamentais, danos ao intestino médio e
morte celular nas larvas, além de afetar enzimas
de desintoxicacao (Farder-Gomes et al., 2024).
Como alternativa aos larvicidas quimicos, o uso
de Oleos essenciais tem sido explorado.

Os Obleos essenciais sdo substancias
naturais volateis compostas por uma variedade de
componentes, como terpenos, monoterpenos,
compostos fendlicos e outros, cuja composicao
depende da planta de extragéo (Dhifi, Bellili, Jazi,
Bahloul, & Mnif, 2016) e foi comprovado que
alguns tém atividade larvicida (Gomes et al., 2018,
2019, 2020, 2022). Os 6leos essenciais oferecem
uma abordagem n&o téxica para o controle de
larvas e biodegradabilidade, minimizando os
impactos ambientais adversos, e tém uma baixa
probabilidade de desenvolvimento de resisténcia
de larvas devido a sua composi¢cdo complexa
(Nerio, Olivero-Verbel, & Stashenko, 2010). Essas
propriedades os tornam mais vantajosos em
comparagao com os larvicidas sintéticos.

Embora os éleos essenciais apresentem
vantagens promissoras em relacao aos larvicidas
sintéticos, seu uso como substituto parcial ou total
requer mais informagdes sobre seus mecanismos
de acao larvicida. A diversidade na composi¢cao
dos Oleos essenciais indica  possiveis
mecanismos multiplos de agdo, reduzindo a
possibilidade de resisténcia das larvas (Dris, Tine-
Djebbar, Bouabida, & Soltani, 2017). Para
investigar esses mecanismos, a pesquisa de
acoplamento molecular estéd surgindo como uma
ferramenta eficaz para examinar as interacoes
entre compostos de 6leos essenciais e alvos de
proteinas e proteinas relevantes para o
crescimento larval.

O acoplamento molecular € uma técnica
usada para prever a interacdo entre duas
moléculas, como uma proteina e um ligante
(Pagadala, Syed, & Tuszynski, 2017) envolvendo
a simulagao de como o ligante se encaixa no local
ativo da proteina, formando um complexo estavel.
O processo usa algoritmos de computador para
explorar todas as orientacbes e conformacdes
possiveis do ligante, identificando a melhor
combinagdo que maximiza a afinidade e a
estabilidade do complexo (Guedes, de
Magalh&es, & Dardenne, 2014). Ao analisar os
componentes do 6leo por meio de acoplamento
molecular, é possivel analisar como eles agem
nas proteinas que sao cruciais para a
sobrevivéncia das larvas. Esse entendimento é
particularmente relevante para plantas com

potencial larvicida conhecido, como as plantas do
género Citrus.

Entre as plantas com composi¢cdes de
maior interesse para o controle de larvas de A.
aegypti esta a Citrus limon L., também conhecida
como lim&o. E uma planta da familia Rutaceae e
cultivada em varias partes do mundo,
especialmente em paises subtropicais (Gonzalez-
Molina, Dominguez-Perles, Moreno, & Garcia-
Viguera, 2010). O dleo essencial extraido dessa
planta tem propriedades medicinais, dada a sua
complexa composicdo de sesquiterpenos,
terpenos, hidrocarbonetos aromaticos e derivados
oxigenados. Entre suas aplicagbes estdo acdes
antimicrobianas, antioxidantes, antidiabéticas,
antivirais e larvicidas (Dosoky & Setzer, 2018).

Apesar da agéao larvicida do 6leo essencial
de Citrus limon L., sua eficacia na eliminacao das
larvas de Aedes aegypti tem sido pouco
explorada. Portanto, o presente estudo descreve
a composigao quimica do 6leo essencial destilado
das cascas de Citrus x limon (L) Osbeck e avalia
se ele tem atividade bioldgica contra larvas de
terceiro estagio do Aedes aegypti.

2. MATERIAL E METODOS:

2.1. Obtencao e extracao de o6leo essencial

Partes estruturais e representativas (flores
e frutos) da planta, medindo de 30 a 40 cm de
tamanho, foram coletadas em uma éarea rural de
Séo José de Ribamar-MA, Brasil, em janeiro de
2018, no periodo da manha, nas coordenadas
geogréficas latitude 02°35'51,8"S e longitude
44°09'33,3"W para identificacdo botanica e
extragdo do 6leo essencial. Apds essa coleta, o
material foi certificado pelo Laboratério de
Estudos Botanicos da Universidade Federal do
Maranhdo com o numero 11169. Uma vez
identificados, os frutos foram separados das
demais partes, descascados com bisturi e
armazenados em uma bandeja para a extragéo do
6leo essencial.

A destilagdo do éleo foi realizada por
hidrodestilacdo, e o rendimento médio foi
calculado com base nas medi¢cdes de densidade
e no peso do material (Gomes et al., 2020). Para
a extracao, as amostras foram pesadas (400 g),
misturadas (4000 mL) com &gua destilada na
propor¢cao de 1:10, colocadas em um baldo de
fundo redondo acoplado a um extrator do tipo
Clevenger e aquecidas a 100°C em uma manta de
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aquecimento elétrico por 4 horas. Apos esse
tempo, o 6leo destilado foi coletado e seco por
percolacao em solucao de sulfato de sddio anidro
(Synth, Diadema, Brasil) e armazenado em
frascos de vidro ambar a 4°C para evitar possiveis
perdas de constituintes volateis. A densidade foi
medida em um picnédmetro de 5 mL a uma
temperatura de 25°C, e o material foi pesado em
uma balanca analitica (Gomes et al., 2019, 2020).

2.2. Cromatografia Gasosa
Espectrometria de Massas

acoplada a

A identificagdo dos componentes do 6leo
destilado foi realizada por meio de um
cromatégrafo a gas acoplado a espectrometria de
massa, de acordo com o estudo realizado por
Sousa e colegas (Sousa et al., 2023). Para esse
fim, as amostras foram analisadas em um
cromatégrafo a gas (Shimadzu, Kyoto, Japao)
acoplado a um espectrobmetro de massa
(QP2020AS), usando hélio como gas de arraste
com uma taxa de fluxo na coluna de 2,5 mL/min;
temperatura do injetor: 280°C, divisdo 1:50;
coluna capilar de silicone CarbolWax e
metilfenil 5% (30m x 0,25mm x 0,25mm) e
programa de temperatura do forno de 60°C a
280°C. No espectrdbmetro de massa, a
temperatura foi ajustada para 280°C e os
espectros foram registrados de 35 a 550 m/z.
Foram injetadas aliquotas de 1 pL (injetor
automatico CP - 8410) das amostras diluidas em
uma proporcao de 20 uL em 1,5 mL de hexano.
Os componentes foram identificados pela
comparacao de seus indices de retencdo com
dados obtidos de substancias auténticas em
bibliotecas de referéncia NIST14 e area de
normalizacao.

2.3. Captura e reproducao de larvas de Aedes
aegypti

A deposigao dos ovos ocorreu em baldes
de polietileno de 500 mL, onde foram adicionados
agua e dois pedacos de palitos de eucalipto
durante os meses de janeiro e fevereiro de 2019.
Apéds a deposicao, os ovos foram colocados em
um recipiente de 200mL com 4gua mineral a uma
temperatura de 31°C para a eclosdao. Apds a
eclosdo, as larvas foram mantidas em
temperatura ambiente de 25 = 2°C, umidade
relativa de 70 a 80% e alimentadas com racao
para caes até atingirem o terceiro estagio (Gomes
et al., 2019).

2.4. Ensaio larvicida

A realizacdo desse ensaio seguiu a
metodologia descrita pela Organizagdo Mundial
da Saude (OMS) (World Health Organization,
2005). Inicialmente, dez larvas de terceiro estagio
foram transferidas para copos descartaveis e
expostas a trés concentracdes de 6leo destilado
(10, 50 e 100 pg/mL) por um periodo de 24 horas
para verificar a presenga ou auséncia de
atividade. Uma vez confirmada a atividade, os
testes foram realizados em quintuplicata a partir
do mesmo lote de larvas, onde dez larvas foram
submetidas a dois tratamentos: um com cinco
solugcdes de Oleo destilado (50 a 90 pg/mL)
preparadas a partir de sua dissolugdo em
dimetilsulféxido (DMSO) a 0,1% e o outro, um
controle negativo apenas com solugao de DMSO
a 0,1%. Portanto, para verificar a atividade
larvicida, o resultado da concentracao letal (CLso)
foi calculado e comparado com os critérios
estabelecidos por Cheng et al. (2003) que
consideram o Oleo altamente ativo quando
apresenta CLso < 50 pg/mL; ativo quando é < 100
pg/mL e inativo quando é > 100 pg/mL.

2.5. Avaliacao in silico

2.5.1. Docking cego exploratorio de proteina-
ligante

O acoplamento cego foi utilizado para
explorar minuciosamente as superficies das
proteinas acetilcolinesterase (ACE) e Sterol
Carrier Protein-2 (SCP2) para identificar e prever
bolsGes. Essa abordagem foi escolhida porque a
maioria dessas proteinas ndo foi estudada
experimentalmente. A estrutura tridimensional da
SCP2 foi baixada do banco de dados do Protein
Data Bank (PDB ID: 1PZ4) e limpa usando o
PyMOL Molecular Graphics System, versao 3.1.1
(Schroédinger, LLC.). A sequéncia de codificacao
(CDS) da acetilcolinesterase foi recuperada do
banco de dados de nucleotideos do National
Center for Biotechnology Information (NCBI)
(GenBank: ABN09910.1) e a estrutura da proteina
foi prevista com o Protein Homology/analogY
Recognition Engine V 2.2 (Phyre2.2) usando o
modo de modelagem intensiva (Kelley, Mezulis,
Yates, Wass, & Sternberg, 2015). O modelo foi
considerado uma boa previsdo quando
apresentado com 75% ou mais dos residuos
modelados com mais de 90% de confianga e com
pelo menos 30% de identidade do primeiro
modelo classificado.

Posteriormente, as estruturas das
proteinas foram preparadas com o]
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AutoDockTools (ADT) versao 1.5.7 (Morris et al.,
2009), com a adicao de hidrogénios polares e
cargas de Kollman. A grade de receptores foi
determinada para cada proteina para
compreender toda a estrutura da proteina. Os
principais constituintes do 6leo essencial de Citrus
limon foram usados como ligantes, a saber,
limoneno (C1oHi6), B-pineno (CioHis) € 0-cimeno
(C10H14). Neste estudo, o temefds (C16H2006P2Ss)
também foi usado como ligante devido a sua
atividade larvicida. A adicdo de hidrogénios e a
otimizacdo da geometria usando o Universal
Force Field (UFF) foram realizadas no software
Avogadro (Hanwell et al., 2012) e as cargas de
Gasteiger foram adicionadas com ADT. As
simulacdes de acoplamento cego proteina-ligante
foram realizadas em triplicata com o AutoDock
Vina 1.2.0 (Eberhardt, Santos-Martins, Tillack, &
Forli, 2021).

2.5.2. Acoplamento especifico de proteina-
ligante

Os receptores e os ligantes foram
preparados conforme descrito acima. O
acoplamento molecular do local ativo foi realizado
em ftriplicata usando o AutoDock Vina 1.2.0
(Eberhardt et al., 2021). Os locais especificos
previstos foram determinados com base nos
resultados de acoplamento cego. Foram
selecionados os locais com maior afinidade de
ligacao para cada ligante. Cada proteina tinha um
ou dois locais diferentes para cada um dos
compostos testados. Foram definidas grades para
todos os locais com um tamanho de 30x30x30 A
e espagamento de 0,375 A, e a exaustao foi
definida como 16. A eficiéncia do ligante (LE)
representa os resultados de Vina da afinidade de
ligagéo (Kcal/mol) normalizada pelo tamanho do
composto (Hopkins, Groom, & Alex, 2004) e foi
calculado com o RDKit, versdo 2023.09.5. Todas
as imagens foram geradas usando o BIOVIA
Discovery Studio Visualizer, versdo 24.1.0.23298
(Dassault Systémes Corp).

2.5.3 Redocking molecular

O redocking foi feito apenas na proteina
SCP-2 de Aedes aegypti, visto que para a
acetilcolinesterase de A. aegyptinao ha estruturas
cristalizadas disponiveis no PDB de organismos
que sejam préximos. A estrutura cristalizada SCP-
2 de Aedes aegypti esta disponivel no Protein
Data Bank (PDB ID: 1PZ4) em complexo com
acido palmitico. O ligante co-cristalizado foi
removido da estrutura proteica e convertido para

o formato .pdbqgt usando o AutoDock Tools
(versao 1.5.7) e em seguida o ligante passou por
redocking na mesma posigdo. O grid box foi
definido com base nas coordenadas do ligante na
estrutura cristalizada. As simulagdes foram feitas
com AutoDock Vina (versao 1.2.3). Os parametros
usados foram dimensodes da grid box ajustadas
ao sitio de ligagdo (ndo padronizadas como
40x40x40 A), espacamento de 0,375 A e
exaustividade definida como 16. O procedimento
foi repetido trés vezes para verificar se os
resultados eram consistentesA pose com maior
afinidade de ligacéo foi selecionada para célculo
do RMSD (Root Mean Square Deviation) entre
essa pose e a posicao do ligante na estrutura
cristalizada utilizando o PyMOL Molecular
Graphics System (versao 3.1.1, Schrédinger,
LLC).

2.6. Tratamento estatistico

A andlise Probit foi usada para calcular a
CLso, € os resultados foram apresentados como
média, desvio padrao, limite de confianga superior
e limite de confianga inferior, calculados usando o
software Statistical Package for the Social
Sciences (SPSS) com um nivel de significancia
definido como p < 0,05.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO:
3.1. Extracéo do 6leo e analise de composicao

Para verificar o rendimento e identificar os
componentes presentes no O6leo destilado,
realizamos a medicdo da densidade e a analise
cromatografica acoplada a espectrometria de
massa (GC/MS). Por meio da extracdo, o 6leo
apresentou um rendimento e uma densidade de
2,45% (p/v) e 0,850 g/mL, respectivamente. A
analise cromatografica revelou a presenca de 16
compostos (Tabela 1) com predominancia de
monoterpenos, entre 0s quais se destacaram o
limoneno (75,77%), o-cimeno (9,24%) e o B-
pineno (7,48%), cuja a estrutura apresentada na
Figura 1. O limoneno possui uma ligacao dupla e
duas ramificagdes metila/isopropenil. O o-cimeno
apresenta um anel benzénico ligado a um grupo
metila e um grupo isopropila, JaA o B-pineno,
possui dois anéis fundidos, com um grupo
metileno exociclico e dois grupos metila.

Em nosso estudo atual, s6 foi possivel
identificar o limoneno, o composto predominante,
conforme determinado pelos resultados da
analise de GC/MS dos tempos de retencao, area
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normalizada e comparagdo dos dados do
cromatograma com os dados da biblioteca
existente. Esse resultado € consistente com o
estudo realizado por Gomes e colegas (2019)
quando avaliaram a composi¢cao quimica do 6leo
essencial das cascas de C. limon obtidas em um
bairro periférico do municipio de Sao Luis. Nesse
estudo, os autores utilizaram os métodos de
destilacdo e a identificacdo de compostos
semelhantes ao que realizamos revelou a
predominéncia do limoneno em fragdes
superiores a 50%. Um estudo similar foi realizado
por Paw et al. (2020) ao também estudar a
composicao de 6leo essencial das cascas de
Citrus limon. Todavia, diferente do nosso estudo,
os autores identificaram que o componente
majoritario, o limoneno, representava apenas
55,40 % da composi¢éo do 6leo, enquanto em
nosso estudo, foi encontrou concentragdes mais
elevadas de limoneno (75,77%). Outras
diferengas em nosso estudos estdo nos demais
compostos majoritarios. Enquanto em nosso
estudo foi encontrado o-cimeno (9,24%) e o B-
pineno (7,48%), o estudo de Paw et al. (2020)
encontrou neral (10,39%), trans-verbenol (6,43%)
e decanal (3,25%). Esse contraste pode ser
explicado por fatores associados ao clima, solo,
altitude ou variedade da planta (Luro et al., 2020).
Apesar disso, em ambos os estudos, 0 composto
majoritario foi o limoneno, caracteristico de
espécies do género Citrus. Outros estudos
realizados com métodos semelhantes também
confirmaram a predominancia do limoneno para
outras espécies de Citrus. As espécies
conhecidas sao C. limonia (Gomes et al., 2020),
C. aurantifolia (Sousa et al., 2023) e C. sinensis
(Gomes et al.,, 2021), que foram coletados de
diferentes partes e obtiveram fracoes de 44,75%,
81,69% e 89,55%, respectivamente. Embora
sejam de espécies diferentes, os resultados
obtidos ainda séo consistentes com as fracbes
predominantes de limoneno em Citrus em geral,
que variam de 30 a 97% (Mehl et al., 2014; Simas,
Amorim, Oliveira, Alviano, & Silva, 2015). Como
observado, os resultados concordam com relagao
a predominancia, mas diferem com relagdo as
fracbes desse constituinte. Assim, inferimos que
as diferencas observadas resultam de varios
fatores, desde sazonalidade, tempo de extragao,
fatores abibticos até o simples redirecionamento
das vias metabdlicas da planta (Blank et al., 2007;
Cerqueira et al., 2009; Figueiredo, Barroso,
Pedro, & Scheffer, 2008; Gobbo-Neto & Lopes,
2007).

[Tabela 1]
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Figura 1. Estruturas quimicas dos principais
componentes do dleo essencial de Citrus x limon
(L.) Osbeck

3.2. Atividade larvicida

Para avaliar a atividade larvicida, dez
larvas foram submetidas a dois tipos de
tratamento: um experimental (concentragbes de
6leo variando de 50 a 90 pug/mL) e um controle
negativo com DMSO 0,1%. Posteriormente, a
CLso foi calculada usando o método Probit e
comparada com os paréametros estabelecidos por
Cheng et al. (2003) A medida que aumentamos a
concentracao de éleo, foi observado um aumento
na mortalidade, levando a uma CLsy de 44,11
(Tabela 2). Comparando o resultado da CLso com
os critérios descritos por Cheng et al. (2003) para
atividade, o o6leo foi considerado ativo, pois
apresentou uma CLso inferior a 100 pg/mL.
Confirmamos a atividade larvicida do éleo
essencial de C. limon (L) Osbeck comparando a
CLso calculada com os critérios estabelecidos por
Cheng et al. (2003). De acordo com esses
autores, um 6leo essencial é ativo contra larvas
quando a CLso € menor que 100 pg/mL.

Apesar de nao haver um critério
padronizado estabelecido pela Organizacao
Mundial da Saude (OMS) para qualificar a
atividade larvicida dos 6éleos essenciais, o
resultado de nosso estudo estd alinhado com
estudos anteriores (Gomes et al.,, 2019, 2020,
2022; Sousa et al, 2023) que identificou o
limoneno como o principal componente e o
associou a atividade contra larvas de Ae. aegypti
para C. limon e outras espécies de Citrus. Apesar
das semelhancas nesses estudos em relacio ao
método de extracdo do 6leo, ao estagio larval e a
andlise durante o verdo, observamos uma
variacao significativa nos valores de CLs para C.
limon (CLso = 15,48 ug/mL), C. aurantifolia (CLso =
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18,68 pug/mL) e C. limonia (CLsp = 67,18 pg/mL)
(Gomes et al., 2019, 2020, 2022; Sousa et al.,
2023). Isso nos leva a inferir que a baixa letalidade
observada em nosso estudo néo esta relacionada
ao estagio larval ou ao momento da analise
durante a estacao (Cetin, Erler, & Yanikoglu,
2004; Fernandez et al., 2014, 2018), mas sim a
variagdes no periodo de desenvolvimento da
planta e no ciclo circadiano (Gobbo-Neto & Lopes,
2007). Além disso, outro ponto a ser observado é
o horario das coletas, pois elas ocorreram em
horarios diferentes, sendo que apenas a nossa foi
coletada pela manha.

[Tabela 2]

A atividade larvicida do limoneno
observada neste estudo pode estar relacionada a
sua estrutura, fragrancia e  alteracoes
histofisiolégicas. Em um estudo conduzido por
Santos et al. (2011) para avaliar a relagao
estrutura-atividade dos monoterpenos, os autores
afirmaram que a poténcia larvicida € afetada pela
estrutura do limoneno e que as liga¢des duplas
endo e exo foram mais ativas do que as alteracoes
estruturais  decorrentes da  adicdo de
heterodtomos. O estudo conduzido por Rod
(1997) atribui a atividade a forte fragrancia do
limoneno, que nao apenas repele, mas também
mata insetos que atacam as arvores. Enquanto
isso, o estudo de Oliveira et al. (2021) que
avaliaram 0s disturbios histol4gicos,
histoquimicos e energéticos causados pelo
limoneno em larvas de Ae. aegypti, concluiram
que esse composto afeta a capacidade de
absorcdo de nutrientes, alterando a membrana
peritréfica do intestino médio, inibindo assim a
retencdo de compostos vegetais isolados e
causando a morte das larvas.

Assim, a presenga do limoneno como
composto predominante no 6leo essencial das
cascas de C. limon apenas indica que o éleo € um
agente larvicida em potencial, mas nao garante a
eficacia na letalidade, pois ha varios fatores que
influenciam isso. Um estudo realizado por Lima et
al. (2021) reforga essa hipdtese ao demonstrar
que o limoneno isoladamente apresenta maior
atividade biolégica que o Oleo essencial de
Hedychium coronarium, que contém limoneno
(5,2%), B-pineno (17,0%) e p-cimeno (4,9%).
Todavia, os autores reforcam a ideia de que a
combinagdo dos constituintes do 6leo pode
potencializar o efeito biol6gico devido a sinergia.
Esse sinergismo pode ocorrer devido a atuagao
dos componentes em multiplos alvos celulares, a

facilitagdo da penetracdo de compostos mais
ativos por moléculas menos ativas ou a
modulacdo de mecanismos de resisténcia
microbiana (Langeveld, Veldhuizen, & Burt, 2014).
Por outro lado, nem todas as combinagdes séo
sinérgicas. Algumas podem ser aditivas ou até
antago6nica, dependendo das proporgdes e dos
alvos biologicos (Bassolé & Juliani, 2012).
Portanto, a identificagdo e otimizacao dessas
interagdes sao fundamentais para potencializar o
uso de Oleos essenciais.

3.3. Docking molecular

O acoplamento molecular concentrou-se
apenas nos compostos predominantes do éleo,
limoneno, [-pineno e o-cimeno, que foram
selecionados por apresentarem uma maior
concentracdo. Foi usado como como controle
positivo o temefds, cuja estrutura quimica é
mostrado na Figura 2. As proteinas-alvo usadas
foram a acetilcolinesterase (AChE) e a proteina
transportadora de esterol-2 (SCP2). No
acoplamento cego (Tabela 3), a AChE mostrou o
temefés como o ligante com a maior afinidade (-
7,02 kcal/mol), seguido pelo limoneno (-5,92
kcal/mol) e para a SCP-2 o B-pineno mostrou a
maior afinidade (-6,48 kcal/mol), seguido pelo
limoneno (-6,47 kcal/mol).

[Tabela 3]
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Figura 2. Estrutura quimica do temefés

No acoplamento especifico no local ativo
(Tabela 3), o temefés apresentou a maior
afinidade de ligacao (-7,78 kcal/mol) com a AChE,
apesar de sua menor eficiéncia de ligacao (-0,29).
Entre os compostos do déleo, o o-cimeno
apresentou a maior afinidade com a AChE (-6,14
kcal/mol). Para a SCP-2, o temefds apresentou a
maior afinidade (-7,45 kcal/mol), enquanto os

Periédico Tché Quimica. ISSN 2179-0302. (2026); vol.23 (n°53)
Downloaded from www.periodico.tchequimica.com



compostos no o6leo apresentaram valores
semelhantes, variando de 6,56 a -6,39 kcal/mol.
Em termos de eficiéncia de ligacdo, os compostos
do éleo variaram de -0,64 a -0,66, mais altos do
que o controle positivo temefés, que apresentou
uma eficiéncia de ligacao de -0,28.

Para validar o protocolo de docking
molecular usado presente no estudo, foi feito um
teste de redocking aplicado a proteina SCP-2 de
A. aegypti, utilizando o acido palmitico como
ligante. O procedimento foi repetido trés vezes
para garantir convergéncia dos resultados. A pose
com maior afinidade de ligagdo foi selecionada
para calculo do desvio quadratico médio (RMSD)
em relacdo a posicdo original do ligante na
estrutura cristalografica, utilizando o software
PyMOL. O valor de RMSD obtido foi de 2,179 A.
Esse valor, embora acima do limiar ideal de 2,0 A
(Wei et al., 2022; Yang & Chen, 2004), encontra-
se dentro da faixa aceitavel para validagao de
protocolos de docking.

[Tabela 3]

Os diagramas de interagao 2D (Figura 3)
mostram como os ligantes Temefos e o-cimeno se
ligam as proteinas SCP2 e ACHE. Ambos os
ligantes, Temefds e o-cimeno, foram selecionados
para visualizagdo dos tipos de ligacao por terem
as maiores afinidades de ligagdo com as eznimas.
Na enzima ACHE, Temefés faz ligagbes de
hidrogénio com TRP A:212 e GLY A:246, além de
também ter interacdes polares com GLU A:215 e
SER A:250. J& no SCP2, o Temefds possui
ligagdes de hidrogénio com GLN A:25, interagdes
m-cation com ARG A:24, e interacdes hidrofdbicas
com VAL A:26 e ILE A:19. O o-cimeno se ligacom
a enzima ACHE por meio de ligagdes hidrofobicas
com TYR A:456 e TRP A:212 e interacGes de Van
der Waals com GLY A:246. Na SCP2, o-cimeno
faz ligagOes hidrofébicas LEU A:16, interagbes -
1 com PHE A:105, e interagdes de Van der Waals
com ILE A:19. Essas ligagbes séo principalmente
hidrofébicas e aromaticas, o que explica sua maior
eficiéncia de ligagdo, superior ao Temefés. O o-
cimeno é um monoterpeno aromatico, composto
por um anel benzénico e cadeias laterais
hidrocarbonadas (Balahbib et al., 2021) que
podem se ligar aos residuos hidrofébicos das
proteinas por interagbes de Van der Waals e
interacoes - através do anel benzénico
presente no o-cimeno e nas proteinas (Balahbib
et al., 2021; Tapala, Ndlangamandla, Ngoepe, &
Clayton, 2024).

Alguns outros mecanismos larvicidas
relatados para o o-cimeno sao a ruptura da parede
celular (Santos et al., 2010), estresse oxidativo
(Costa et al., 2022), danos ao sistema digestivo
(Yu, Wong, Ahmad, & Jantan, 2015) e acao sobre
enzimas essenciais para a funcao larval, como a
AChE (Waliwitiya, Kennedy, & Lowenberger,
2009), resultados que estdao de acordo com os
apresentados neste estudo. No entanto, além da
interacao com a AChE, observamos por meio de
acoplamento molecular que o o-cimeno também
tem uma forte afinidade de ligacao com a SCP-2.
Isso se deve a alta lipolicidade do o-cimeno, que
se liga ao sitio ativo apolar da SCP-2, que é
especializado no transporte de moléculas de
lipidios, como o colesterol, um nutriente essencial
para o crescimento e o desenvolvimento dos
mosquitos (Larson, Wessely, Jiang, & Lan, 2014).
Essa combinagdo de mecanismos larvicidas
destaca o uso do o-cimeno como um larvicida
natural e eficiente. Os mecanismos do limoneno,
o principal composto do éleo essencial do C.
limon, sdo semelhantes aos do o-cimeno, pois,
além de causar danos ao sistema digestivo
(Oliveira et al., 2021), causam ruptura da parede
celular devido a lipofilicidade (Santos et al., 2011)
e inibicdo da atividade da AChE (Botas et al,
2017).

Além dos mecanismos ja relatados,
observamos, a partir do acoplamento molecular,
que o limoneno também atua ligando a SCP-2,
competindo pelos locais ativos com o colesterol.
Embora tanto o o-cimeno quanto o limoneno
tenham uma energia de ligagdo menor do que o
temefés (controle positivo), esses compostos
apresentaram melhor afinidade de ligacao tanto
para a AChE quanto para a SCP-2, sugerindo
ligacdes mais estaveis e especificas. O SCP-2 é
conhecido por ter locais de ligacdo hidrofobica
para interagir com lipidios (Larson et al., 2014). O
limoneno e o o-cimeno, por serem lipofilicos,
formam interagbes hidrofébicas com os locais
ativos do SCP-2, possivelmente bloqueando o
transporte de lipidios essenciais para o
desenvolvimento das larvas (Du et al., 2012). O
mecanismo de inibigdo da enzima AChE se deve
a presenca de regides apolares que interagem
com os componentes do O6leo (Steinberg,
Mednick, Maddox, Rice, & Cramer, 1975) e
também devido a presenca de residuos
aromaticos (Krishna, Chavali, & Uberbacher,
2013). Embora o temefés seja amplamente usado
como larvicida, sua menor afinidade de ligagao
indica que compostos como o limoneno e o o-
cimeno sdo alternativas mais eficazes e
possivelmente mais seguras para 0 meio
ambiente. Os resultados indicam varios
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mecanismos de reagdo tanto para o limoneno
quanto para o o-cimeno, o que dificulta o
desenvolvimento de resisténcia pelas larvas.

[Figura 3]

4. CONCLUSAO:

A destilagdo das cascas de Citrus x limon
(L) Osbeck por hidrodestilagdo possibilitou a
identificacdo da composi¢ao quimica do 6leo e a
avaliagdo de sua atividade larvicida contra o
Aedes aegypti. A partir dessas analises,
descobrimos que o éleo é predominantemente
composto de limoneno e apresentou atividade
larvicida contra o organismo testado. O
mecanismo de agdo dos componentes principais
é semelhante ao dos larvicidas comerciais, com
interacdo com a acetilcolinesterase e a proteina
transportadora de esterol-2, inibindo tanto as
fungcbes neutotransmissoras quanto o transporte
de colesterol. Portanto, esse 6leo tem o potencial
de atividade biol6gica para ser usado como
substituto de larvicidas quimicos ou como
complemento a eles. Para validar sua aplicagéo
em condicdes reais, recomenda-se a realizacao
de testes de campo em diferentes ambientes |,
bem como estudos de toxicidade ambiental para
avaliar possiveis impactos sobre organismos nao-
alvo e a persisténcia do produto no meio
ambiente.

5. DECLARACOES
5.1. Limitacoes do Estudo

Os resultados deste estudo sao limitados
em relagao ao rendimento do éleo, ao periodo de
desenvolvimento da planta e a sua aplicagao
apenas em um estudo in vitro; se aplicado a um
sistema real, pode n&o produzir 0s mesmos
resultados. Apesar de essas caracteristicas
afetarem a letalidade, elas nédo excluem seu
potencial larvicida. Além disso, de acordo com a
literatura, os componentes estudados apresentam
menor citotoxicidade do que os componentes
sinetéticos. Estudos comparativos mostram que o
limoneno e outros terpenos possuem uma
atividade citotoxica moderada, enquanto o0s
temefdés, um composto quimico altamente
utiizando como larvicidade, exibe maior
toxicidade em concentragdes muito menores
(Sarma, Adhikari, Mahanta, & Khanikor, 2019).
Aléem disso, o0s Oleos essenciais sao
biodegradaveis, menos persistentes no ambiente
e geralmente considerados seguros para
organismos nao-alvo, incluindo humanos e

animais, reduzindo assim o risco de poluigao
ambiental e bioacumulacdo (Senthil-Nathan,
2020). Portanto, o éleo essencial destilado das
cascas de Citrus x limon (L) Osbeck é um possivel
candidato, atuando como substituto de larvicidas
sintéticos ou complementando-os
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Cis-acetato-3-hexenila 3233 992 0,07
a-Tujeno 3416 902 0,23
a-Pineno 3508 948 1,24
Tujene 4027 897 1,11
B - Pineno 4080 943 7,48
B - Mirceno 4247 958 1,26
Octanal 4418 1005 0,21
Butirato de 2-metil mirtenila 4458 - 0,06
o-Cimeno 4726 1042 9,24
Limoneno 4791 1018 75,77
3-Careno 5232 948 0,17
Limoneno 1,2 - Epdxido 6350 1031 0,53
Terpineno-4-ol 7010 1137 0,39
a - Terpineol 7218 1143 1,11
(E)-B-farneseno 10343 1440 0,04
a-Bergamoteno 10512 1430 0,49

Tabela 2. Atividade larvicida do dleo essencial em um periodo de 24 horas. Os dados de mortalidade
foram expressos como média + desvio padréao.

Concentracéao Mortalidade (%) CLso (ng/mL) X2
(ng/mL) (IC 95%)

50 72 +£0,83

60 82 +0,83 6,209
70 88 +£1,09 (3,438 - 50,217)

80 98 + 0,44

90 100 +£ 0,00

Controle 0,0+ 0,00

Periédico Tché Quimica. ISSN 2179-0302. (2026); vol.23 (n°53)
Downloaded from www.periodico.tchequimica.com

16



Tabela 3. Pontuagées do Autodock Vina para o docking molecular de local especifico

Composto Afinidade de ligacao / Eficiéncia de ligacéo (kcal/mol)
Acetilcolinesterase Proteina transportadora de
colesterol-2
Limoneno -5,97 /-0,60 -6,53/-0,65
B-pineno -6,09/-0,62 -6,39/-0,64
o-cimeno -6,14/-0,61 -6,56 / -0,66
Temefoés -7,78 /-0,29 -7,45/-0,28
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Figura 3. Diagrama de interagdo 2D ilustrando a orientagdo dos ligantes Temefds e o-cimeno dentro
da estrutura do SCP2 e ACHE.
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