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Resumo

Na busca pelo controle quimico alternativo contra o Aedes aegypti, muitas pesquisas sdo desenvolvidas e incentivadas
de modo a encontrar novas substancias bioinseticidas de origem vegetal. Com isso, 0 objetivo deste trabalho foi
avaliar o efeito larvicida do 6leo essencial da arruda (Ruta graveolens Linneau) sobre as larvas do terceiro estadio do
Aedes aegypti. A identificacdo dos componentes quimicos presentes no 6leo essencial de R. graveolens Linneau foi
realizada por cromatografia gasosa-espectrometria de massa (CG/MS). A atividade larvicida foi determinada
empregando os métodos de Reed-Muench e Pizzi em larvas do Aedes aegypti. Os resultados demonstraram que o 6leo
essencial de arruda apresentou a maior atividade larvicida, na concentracio de 61,641 + 1,72 ug mL™%. A eficiéncia da
mortalidade do Aedes aegypti pode estar relacionada a presenca de 2-nonanona e 2-undecanona (metilcetonas) no 6leo
essencial de arruda, componentes importantes de reconhecida eficicia como inseticida. Dessa forma pode-se verificar
que o 6leo essencial em estudo apresenta compostos quimicos com efeito larvicida contra o A. aegypti.
Palavras-chave: Ruta graveolens Linneau; Oleo essencial; Atividade larvicida; Aedes aegypti.

Abstract

In the search for an alternative chemical control against Aedes aegypti, many researches are developed and
encouraged in order to find new bioinsecticide substances of plant origin. Thus, the objective of this work was to
evaluate the larvicidal effect of the essential oil of rue (Ruta graveolens Linneau) on third instar Aedes aegypti larvae.
The identification of chemical components present in the essential oil of R. graveolens Linneau was performed by gas
chromatography-mass spectrometry (GC/MS). Larvicidal activity was determined using the Reed-Muench and Pizzi
methods in Aedes aegypti larvae. The results showed that the essential oil of rue had the highest larvicidal activity,
at a concentration of 61,641 + 1,72 ug mL. The mortality efficiency of Aedes aegypti may be related to the presence
of 2-nonanone and 2-undecanone (methylketones) in the rue essential oil, important components of recognized
efficacy as an insecticide. Thus, it can be seen that the essential oil under study has chemical compounds with
a larvicidal effect against A. aegypti.

Keywords: Ruta graveolens Linneau; Essential oil; Larvicidal activity; Aedes aegypti.

Resumen

En la bisqueda de un control quimico alternativo contra Aedes aegypti, se desarrollan y fomentan muchas
investigaciones para encontrar nuevas sustancias bioinsecticidas de origen vegetal. Asi, el objetivo de este trabajo fue
evaluar el efecto larvicida del aceite esencial de ruda (Ruta graveolens Linneau) en larvas de Aedes aegypti de tercer
estadio. La identificacion de los componentes quimicos presentes en el aceite esencial de R. graveolens Linneau se
realiz6 mediante cromatografia de gases - espectrometria de masas (GC/MS). La actividad larvicida se determiné
mediante los métodos Reed-Muench y Pizzi en larvas de Aedes aegypti. Los resultados mostraron que el aceite
esencial de ruda tuvo la mayor actividad larvicida, a una concentracion de 61,641 + 1,72 pg mL™. La eficiencia de
mortalidad de Aedes aegypti puede estar relacionada con la presencia de 2-nonanona y 2-undecanona (metilcetonas)
en el aceite esencial de ruda, componentes importantes de reconocida eficacia como insecticida. Asi, se puede
observar que el aceite esencial en estudio tiene compuestos quimicos con efecto larvicida contra A. aegypti.

Palabras clave: Ruta graveolens Linneau; Aceite essencial; Actividad larvicida; Aedes aegypti.
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1. Introducéo

As doencas transmitidas por mosquitos sdo responsaveis por elevados indices de morbidade e mortalidade no Brasil.
O Aedes aegypti (Linnaeu, 1762) (Diptera, Culicidae) é atualmente o mosquito que apresenta a maior dispersdo em areas
urbanas no mundo e um dos maiores problemas para a sadde publica (Marques, et al., 2021; Nasser, et al., 2021).

O mosquito é definido como doméstico, antropofilico, comportamento sinantrépico e com atividade hematofagica
diurna. A transmissdo do virus ocorre por meio da picada de uma fémea adulta infectada, sendo que uma Unica fémea consegue
transmitir o virus da dengue até 12 vezes ou mais, ao longo de sua vida (Benelli & Mehlhorn, 2016).

As estratégias de controle estdo baseadas no controle do vetor, empregando produtos quimicos sintéticos e bioldgicos,
integrados com programas de manejo ambiental que utilizam principalmente inseticidas quimicos, onde se destacam 0s
organofosforados e piretroides (Silva, et al., 2019). Entretanto, o frequente emprego de inseticidas quimicos no controle de
vetores pode favorecer o desenvolvimento de resisténcia dos insetos, contribuindo para o aumento das populacBes de
mosquitos. A perspectiva de controle desse vetor, esbarra na sua grande capacidade adaptativa as condicGes adversas, como o
desenvolvimento em &guas poluidas, e a quiescéncia dos ovos em ambientes indspitos (Govindarajan, et al., 2013).

Na busca por melhores alternativas no controle da dengue encontra-se a utilizagdo de plantas com atividade inseticida.
E uma alternativa bastante estudada nas Gltimas décadas, principalmente, pelo seu menor impacto a saide humana e ao
ambiente, além de representar um método de facil obtencéo (Pandiyan, et al., 2019; Pavela, et al., 2018).

A familia Rutaceae compreende cerca de 150 géneros e mais de 1600 espécies de portes variados, amplamente
distribuidos pelas regifes tropicais e temperadas do globo (Albarici, et al., 2013; Pirani & Groppo, 2010). Esta familia é
conhecida por apresentar uma grande diversidade de metabolitos secundéarios fortemente arométicos devido a presenca de
6leos essenciais, 0 que tem atraido & atencdo de varios grupos de pesquisadores devido a importancia quimica e biol6gica de
muitos destes metabolitos (Attia, et al., 2018; Orlanda & Nascimento, 2015).

Dentre os representantes desta familia produtora de éleo essencial, destaca-se a Ruta graveolens Linnaeu, conhecida
popularmente como arruda, arruda-fedorenta, ruta-de-cheiro-forte, arruda-doméstica e arruda-dos-jardins, largamente utilizada
como recurso medicinal pela populagdo local em todo o Brasil (Al-Qurainy, et al., 2011). Ensaios farmacologicos
comprovaram seu efeito como antimicrobiano, anti-helmintica, febrifuga, emenagoga, abortiva, antiparasitaria, espasmolitica,
fotossensibilizante, cicatrizante, anti-inflamatéria, antirreumaética e antiulcerogénica, anti-helmintica, sudorifera, vermicida e
repelente (Orlanda & Nascimento, 2015; Mejri, et al., 2010; Yamashita, et al., 2010).

Devido & grande necessidade de um controle mais efetivo sobre os vetores do virus da dengue, é necessario mais
estudos sejam conduzidos para o desenvolvimento de inseticidas naturais que ndo afetem o meio ambiente. Com isso, este

trabalho teve como objetivo avaliar o potencial larvicida do 6leo essencial de arruda contra larvas de Aedes aegypti.

2. Metodologia
2.1 Material vegetal

As folhas de Ruta graveolens Linnaeu foram coletadas no sitio localizado na Maioba, Municipio de Paco de Lumiar
(Maranhao), em 2018. O material foi identificado e uma exsicata de nimero 01/2018 foi depositada no Herbario da
Universidade Estadual da Regido Tocantina do Maranhdo (UEMASUL).

2.2 Obtencao do 6leo essencial
O 6leo essencial foi extraido a partir do material vegetal fresco submetido a hidrodestilacdo, em aparelho tipo

Clevenger durante 4 horas na proporcao de 1:10 (m/v), segundo Viuda-Martos, et al. (2011). A fase organica foi separada, seca
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com sulfato de sédio anidro e o dleo conservado sob refrigeragcdo a 10 £ 1 °C. O rendimento da extragdo foi calculado

relacionando-se a massa de dleo obtida e a massa de material vegetal utilizado na hidrodestilagdo (em média 30 g).

2.3 Anélise cromatografica
A anélise da composicdo quimica do dleo essencial foi realizada em cromatdgrafo gasoso acoplada a espectrometria
de massas Shimadzu modelo QP-5000, equipado com uma coluna capilar HP-5MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 um) com fase
estacionaria contendo 5% difenil e 95% dimetil polisiloxano. O gas de arraste foi 0 hélio, usado a pressao constante de 80 Kpa
e fluxo constante de 1 mL/min. Aliquotas de 0,3 pL das amostras foram injetadas no modo split, com raz&o de diviséo 1:10,
com fonte de ionizagdo a 70 eV. As condic¢Bes de operacdo do equipamento foram as seguintes: temperatura do injetor: 280 °C;
programagéo de temperatura do forno: 40 °C (5,0 min.) - 240 °C (4 °C min.™) - 240 °C - 300 °C (8 °C min."%, 7,5 min.) e linha
de transferéncia 280 °C. O detector de massas ¢ do tipo quadrupolo linear e varredura de 0,5 seg scan™.
A identificagdo quimica de cada substancia foi determinada através dos seus tempos de retencéo, indice de Kovats por
comparacdo com os dados disponiveis no banco espectrais disponiveis no programa AMDIS (Automated Mass spectral

Deconvolution Mass & Identification System) e informacGes comprovadas com dados da literatura (Adams, 2007).

2.4 Ensaios de atividade larvicida contra Aedes aegypti

A atividade larvicida foi realizada empregando 10 larvas do mosquito Aedes aegypti no terceiro estadio e 25 mL de
solucéo de dleo essencial de arruda nas concentracdes de 20 a 120 pug mL™. O 6leo essencial foi dissolvido em 0,3 mL de
dimetilsulfoxido e afericdo do volume final com agua deionizada. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado,
seguindo o esquema fatorial 1 x 6 (6leo essencial x concentragdes) totalizando 60 tratamentos e cinco repeti¢des por
tratamento, de modo que para cada tratamento utilizaram-se 100 larvas (20 larvas por repeticdo) a 28 £ 1 °C, 80 + 5% de
umidade relativa e fotofase de 12 h. Ap6s 24 h de exposicdo das larvas aos tratamentos, 0 nimero de larvas mortas foi
registrado sendo consideradas mortas aquelas que ndo apresentavam movimento ou ndo respondiam aos estimulos com a
pipeta de Pasteur. O dimetilsulféxido foi utilizado como controle negativo na mesma concentracdo utilizada para dissolucdo da

amostra e 0 organofosforado temefds na concentragdo de 100 mg L™ como controle positivo.

2.5 Anélise Estatistica

Os dados foram submetidos a analise conforme o método de Reed & Muench (1938) e Colegate & Molyneux (1993).
O intervalo de confianca foi calculado empregando o método de Pizzi (1950), em que se constrdi um grafico do percentual de
mortos contra logaritmo (log) da dose. O valor de “R” foi determinado pela diferenca entre o log da dose que mata 75% das
larvas e o log da dose que mata 25% das larvas. No calculo da variavel “h” foi realizado pela média das diferencas dos valores
de log das doses. Com esses dados foi calculado o log do erro padrdo (SE), através da seguinte férmula:
(SE)?>=0,79 x h x R/20. O valor do intervalo de confianga é igual 2 x 105E.

3. Resultados e Discusséo

Os resultados demonstraram que a hidrodestilacdo das partes aéreas frescas de Ruta graveolens L. forneceu um 6leo
essencial de coloracdo verde-claro, odor forte, menos denso que a agua e rendimento de 1,29% (CV=13,90%; n = 10).
Estes resultados diferem dos obtidos por Gina et al. (2008) e De Feo et al. (2002), que obtiveram rendimento de 0,1 e 0,74% do
oleo essencial de arruda empregando hidrodestilacdo das partes aéreas (caule e folhas) da planta, por um periodo de 4 horas de

extracdo, respectivamente.
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A andlise por GC-MS permitiu a identificacdo de sete componentes, dispostos em ordem crescente de eluicéo

utilizando coluna capilar HB-5MS, correspondendo a 100,0% da composigdo quimica do 6leo (Figura 1).

Figura 1. Cromatograma do 6leo essencial de Ruta graveolens L.
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Fonte: Autores.

O oleo essencial de arruda apresentou natureza metilcetdnica ou monoterpendides, contendo 2-nonona, 2-decanona, 2-
undecanona e 2-dodecanona, correspondendo por aproximadamente 89,94% do total. Outros compostos encontrados em

menores concentragdes foram acetato de octila (7,31%), ftalato de etila (1,73%) e acetato de pentadecanila (1,02%), como

mostra a Tabela 1.

Tabela 1. Componentes quimicos identificados através do espectro de massas do 6leo essencial de Ruta graveolens L.

Pico? tret? (Minutos) Nome do Composto® %A*
1 18,15 2-Nonanona 39,17
2 21,89 2-Decanona 2,03
3 23,48 Acetato de octila 7,31
4 25,45 2-Undecanona 47,21
5 27,79 2-Dodecanona 1,53
6 29,97 Acetato de pentadecanila 1,02
7 34,83 Ftalato de etila 1,73

INUmero do pico pela ordem de eluigdo da coluna; ?trer = Tempo de retencdo do composto na coluna em minutos;
3Nome mais comum do composto identificado; “%A = Porcentagem de area normalizada a qual indica a distribuicdo
relativa dos compostos na amostra.

Os compostos 2-nonanona e 2-undecanona (metilcetonas) identificados no 6leo essencial, segundo a literatura

apresentam propriedades bioldgicas comprovadas como: bactericida, fungicida, aleloquimicos, antioxidante, alelopatico,
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expectorantes, antivirais, descongestionantes hepaticos, estimulantes da circulagdo e do sistema nervoso central (SNC),
repelente e inseticida (De Feo, et al., 2002; Bernardo, et al., 2002; Rustaiyan, et al.; 2002).

Estudos realizados por Gina et al. (2008), o dleo essencial de arruda apresentou quatorze componentes quimicos,
83,4% dos compostos identificados como compostos alifaticos, principalmente cetonas. Neste estudo foram encontrados a série
2-ona desde C-8 a C-13, com predominancia de membros impares, 0 mais abundante 2-undecanona (43,0%) e 2-nonanona
(33,5%). Em menor concentracdo foram identificados os hidrocarbonetos insaturados: geijereno (0,2%) e pregeijereno (6,0%),
0s compostos aromaticos: trans-anetol (3,5%) e isomaturnina (1,3%).

Segundo De Feo et al. (2002) e Rustaiyan (2002), a composi¢ao quimica de 6leo essencial de arruda que cresce nos
Andes Venezuelanos (Mérida), apresentou como compostos majoritarios o 2-undecanona (43,0%) e 2-nonanona (33,5%).
O 6leo venezuelano nao apresentou compostos terpénicos e somente a presenga de compostos alifaticos (83,4%),
principalmente os cetdnicos (toda a série 2-ona a partir de C-8 até C-13) com pequenas quantidades de alcoois, aldeidos,
ésteres, hidrocarbonetos insaturados (geijereno e pregeijereno - 6,2%) e aromaticos (trans-anetol e isomaturnina - 4,8%).

Conforme os dados mostrados na Tabela 2, verificou-se que o 6leo essencial na concentragdo de 20,0 ug mL?
apresentou a menor atividade larvicida, correspondendo a 10,0% de mortalidade das larvas de Aedes aegypti.
A partir da concentracédo de 70,0 ug mL™, o ensaio biolégico ficou constante, provocando a morte de 100,0% dos individuos
testados. A inexisténcia de mortalidade em todos os grupos controles indica que o dimetilsulféxido utilizado para diluir o 6leo,

nao afetou o desenvolvimento larval.

Tabela 2. Mortalidade das larvas do mosquito Aedes aegypti ap6s 24 horas de exposi¢do em diferentes concentracdes de dleo
essencial de arruda.

Dose (ug.mLY) | Log dose Mortos Vivos Acumulados mortos | Acumulados vivos| Mortalidade (%0)
20,0 1,3010 1 9 3 19 10,0
50,0 1,6989 7 3 6 8 70,0
70,0 1,8451 10 0 12 0 100,0
90,0 1,9542 10 0 26 0 100,0
100,0 2,0000 10 0 34 0 100,0
120,0 2,0791 10 0 42 0 100,0
CN - 0 10 - - 0
CP - 10 0 - - 100,0

NUmero de larvas (n = 10), CN = Controle Negativo e CP = Controle Positivo. Fonte: Autores.

O oleo essencial das folhas da arruda exibiu atividade larvicida significativa. A concentracéo letal 50% (CLso),
concentracdo onde cinquenta por cento das larvas testadas morrem, foi calculada através da interseccdo das curvas de
individuos acumulados mortos e individuos acumulados vivos, tendo como resultado a concentracdo de 61,641 pg mL™* com
um intervalo de confianca de 1,72 pg mL*?, ClLsp = 61,641 + 1,72 pg mL* (Figura 2). Em estudos realizados por
Cheng et al (2003), os valores de CLsp < 100 pg mL™ sdo considerados ativos e bastante promissor para redugdo do

crescimento larval.
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Figura 2. Estimativa da CLs do 6leo essencial de arruda pelo método Reed-Muench a partir do acumulado de larvas mortas

e vivas em funcdo do logaritmo decimal da dose aplicada.
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Fonte: Autores.

A eficiéncia na mortalidade das larvas de Aedes aegypti pode estar relacionada com a presenca de 2-nonanona
e 2-undecanona (metil-cetonas) no éleo essencial de arruda, principais componentes majoritarios de reconhecida eficicia como
inseticida. Além disso, temos que considerar o provavel efeito sinérgico ou antagdnico resultante de outros componentes em
menor concentracdo. Conforme Mendes et al. (2020), a mortalidade pode estar relacionada com o efeito de contato do 6leo
essencial com o tegumento do inseto, com atuagdo sobre as enzimas digestivas e neurolégicas, provocando tremores, paralisia
e morte.

A atividade larvicida do 6leo essencial de Ruta graveolens L. frente as larvas de A. aegypti é eficiente em baixas
concentragdes, principalmente ao comparar os resultados obtidos por Tabanca et al. (2015), que obteve valor de CLso de
21,25mg Lt e CLgy 34,35 mg L.

Dessa forma, os resultados sugerem que o 6leo essencial em estudo é um promissor agente larvicida sobre A. aegypti,

devido ao efeito sinérgico entre os seus constituintes e facilidade de obtencéo.

4. Concluséo

Os bioensaios larvicidas do 6leo essencial de Ruta graveolens L. sobre Aedes aegypti apresentaram a concentracdo
letal média (CLso) no valor de 61,641 ug mL™, atribuidos ao efeito sinérgico do 2-nonanona e 2-undecanona (metilcetonas)
com os demais componentes. Os resultados obtidos s&o promissores demonstrando ser uma alternativa vidvel no controle ao

vetor da dengue, diminuindo o impacto sobre 0 ambiente e a salde da populagao.
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