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RESUMO

O Limoneno ocorre naturalmente em citros e outras frutas citricas, legumes e
especiarias. Esse terpeno é usado em muitos produtos alimentares, sabbes e
perfumes devido ao seu sabor e odor, e também faz parte de ativos em produtos
com atividade repelente de insetos. Em muitos estudos, o Limoneno e seus
derivados apresentaram atividades farmacoldgicas interessantes como:
antimicrobiana, antifungica, antitumoral e entre outras, atividade inseticida. A
nanociéncia e a nanotecnologia sdo as novas fronteiras deste século, suas
aplicagdes para a agricultura e setor de alimentos séo relativamente recentes em
comparagao com a sua utilizacdo no setor de farmacos e medicamentos. Este
estudo buscou obter dados, a partir de trabalhos publicados na literatura, para definir
possiveis estratégias objetivando o desenvolvimento de composigdes farmacéuticas
constituidas de Limoneno que apresentem atividade repelente para o controle de
insetos e/ou pragas fazendo uso de modernas técnicas de preparo, como a
producdo de nanoparticulas. A menor agressdo ao meio ambiente e a saude
humana em comparagdo aos pesticidas sintéticos existentes atualmente é

observada nessa tecnologia.

Palavras-chave: Limoneno, repelente, nanoparticulas



ABSTRACT

The Limonene occurs naturally in citrus and other citrus fruits, vegetables and
spices. This terpene is used in many food products, soaps and perfumes because of
its taste and odor, and is also part of assets in products with insect repellent activity.
In many studies, limonene and its derivatives show interesting pharmacological
activities such as antimicrobial, antifungal, and antitumor activity among others
insecticide. Nanoscience and nanotechnology are the new frontiers of this century, its
applications for agriculture and food sector are relatively recent compared to its use
in the field of drugs and medicines. This study sought to obtain data from published
studies in the literature, to define possible strategies aimed at developing
pharmaceutical compositions consisting of limonene that have repellent activity to
control insects and / or pests by making use of modern preparation techniques, such
as production of nanoparticles. The less aggression to the environment and human
health in comparison to synthetic pesticides available today is observed in this

technology.

Keywords: limonene, repellent, nanoparticles



1. INTRODUGAO

Os Oleos essenciais sdao misturas volateis de hidrocarbonetos que
apresentam uma diversidade de grupos funcionais e sua atividade repelente esta

ligada a presenga de monoterpenos e sesquiterpenos.

Terpendides sao encontrados nos o6leos essenciais da maioria das plantas
superiores. Os monoterpendides, compostos de dez carbonos que sdo formados na
natureza através da unidao de duas moléculas de isopreno, estdo entre os terpenos
mais importantes industrialmente. O interesse no uso de monoterpenos no controle
de insetos e pragas esta baseado na necessidade de pesticidas que sejam menos
prejudiciais ao ambiente e que apresentem impactos negativos a saude quando
comparados aos pesticidas sintéticos”.

Entre os compostos individuais com alta atividade repelente presentes nas
misturas, encontra-se o Limoneno. O Limoneno, terpendide monociclico, € usado
como inseticida para o controle de ectoparasitas de animais, mas apresenta
atividade contra insetos, acaros e microorganismoz. Por ser um produto natural - € o
principal constituinte das fragcdes terpendides dos dleos de liméo e de laranja e com
baixa toxicidade ao homem, tem apelo comercial importante e tem sido apontado

como uma alternativa aos inseticidas sintéticos.

Em diversos estudos, o Limoneno e seus derivados apresentaram
interessantes atividades farmacoldgicas, tais como: atividade antimicrobiana do
oxido de Limoneno e aminas do Limoneno, bem como Oleos essenciais contendo
Limoneno*, atividade antifingica do analogo sintético, do 6xido de Limoneno® e do

6leo essencial, atividade antitumoral do Limoneno, do 6xido e de seus derivad036'7'8,

1,9,10 11,12,13

atividade acaricida e inseticida e atividade antiparasitaria

Esse terpeno também tem apresentado interesse na area da nanotecnologia.
A nanotecnologia € um campo multidisciplinar que tem avangado rapidamente nos
ultimos anos, encontrando aplicagcdes nas mais diversas areas, desde setores de
energia e eletrbnica até a industria farmacéutica. Tem o potencial de revolucionar
amplamente varios campos tecnolégicos e cientificos™. Essa nova ciéncia é

fundamentada em materiais na escala nanométrica que podem apresentar



propriedades quimicas, fisico-quimicas e funcionais diferentes daquelas
apresentadas em escalas superiores. Um dos setores da nanotecnologia com maior
potencial de aplicagdo sao os sistemas de carreamento e liberagdo de farmacos e

vacinas para melhorar a sua eficacia terapéutica’.

2. OBJETIVOS

Em vista dos resultados obtidos em nosso laboratério com as aminas do
Limoneno nos testes antiparasitarios e carrapaticidas, objetiva-se nesta monografia
fazer uma revisdo bibliografica sobre a agao repelente exercida pelo Limoneno e sua

aplicagao junto a nanotecnologia.

3. MATERIAIS E METODOS

A revisdo da literatura nacional e internacional foi realizada utilizando os
bancos de dados MEDLINE, SCIENCE DIRECT, SCINFINDER, LILACS e
COCHRANE; sendo selecionados artigos publicados nos ultimos 20 anos,
abordando o tema. Os seguintes termos de pesquisa (palavras-chaves e

delimitadores) foram utilizados em varias combinacoes:

1) Limonene;
2) Terpenes;
3) Essential oil;
4) Repellent;
5) Nano.

A pesquisa bibliografica incluiu artigos originais, artigos de revisao e editoriais

escritos nas linguas inglesa e portuguesa.



4. REVISAO BIBLIOGRAFICA

4.1. Introdugao

O uso de produtos quimicos sintéticos para o controle de pragas traz
preocupacdes relacionadas ao meio ambiente e a saude humana. Atualmente, uma
alternativa é usar produtos naturais que apresentem boa eficacia e sejam
ambientalmente seguros. Entre os produtos quimicos, os éleos essenciais extraidos
de plantas pertencentes a varias espécies tém sido amplamente testados para

avaliar suas propriedades repelentes como um valioso recurso natural®.

Plantas com 6leos essenciais sdo coletadas desde a época pré-crista devido
ao seu sabor e suas propriedades de perfumaria. Sua volatilidade, o que tornava
mais facil descobrir plantas aromaticas e ao mesmo tempo sua facilidade de
obtencdo por destilagdo simples a partir de partes de plantas, emprestou-lhes o

termo de 6leo essencial .
4.1.1. Limoneno

O Limoneno é um hidrocarboneto, classificado como terpeno monociclico, que
constitui a maior parte na composicdo do 6leo essencial de plantas citricas e
apresenta interessantes atividades. Geralmente, é extraido por uso de pressao ou
vapor a partir das cascas de algumas espécies de citros, como por exemplo, laranja,

lim&o e tangerina, e esta presente em uma série de outros 6leos essenciais’’.

E uma molécula quiral, estando disponivel na natureza em ambas as formas
enantioméricas R(+)-Limoneno e S(-)-Limoneno'’ (Fig. 1) e s&o0 os mais abundantes
monoterpenos monociclicos na natureza, L-Limoneno € encontrado principalmente
em uma variedade de arvores e ervas como Mentha spp., enquanto o D-Limoneno é

o principal componente do Oleo da casca das laranjas e limées'®.
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D- Limoneno L- Limoneno
Figura 1: Estruturas quimicas e numeracao dos isbmeros do Limoneno.

O uso deste terpeno na sintese organica como bloco de construgdo ou como
auxiliar quiral em sintese assimétrica € bem estabelecido. Este composto versatil
apresenta uma grande variedade de usos, como produtos alimentares, agente de
limpeza domeéstica, cosméticos (perfumes), devido ao seu sabor e odor e devido as
suas propriedades quimicas e biologicas pode ser empregado em quimica medicinal
como alicerce para a concepcdo de novos farmacos'’. O Limoneno é também um
ingrediente ativo registrado em 15 produtos usados como pesticidas e repelentes de
insetos. Foi registrado pela primeira vez como inseticida nos EUA em 1985 e como
agente antimicrobiano em 1971,

Tor McPartland, em patente de 2004, desenvolveu produtos inseticidas no
controle a determinados insetos como formigas, moscas entre outros, que séo
normalmente vistos em residéncias. O enfoque se deu a produtos que contenham D-
Limoneno para dispersdo em Oleo e ndo em agua e tensoativo, o que o torna menos
téxico para o ser humano e animais domésticos, bem como menos agressivo ao

ambiente®,

4.1.2. Trabalhos anteriores do LaSOM

O potencial terapéutico do Limoneno com atividades como repelente,
antiparasitario, antimicrobiano entre outras, atraiu muitos estudos a fim de relatar as
diversas atividades e/ou utilizagdes desse terpeno. Dentre tais investigagdes,
encontram-se os realizados pelo LaSOM objetivando desenvolver novas substancias



que apresentem atividades farmacologicas importantes sintetizadas a partir de

fontes disponiveis e abundantes como é o exemplo do Limoneno.

A sintese por Graebin de uma familia de 20 aminas derivadas desse terpeno
apresentou uma interessante atividade leishmanicida in vitro (Figura 2). Foram
testados oito derivados, dos quais dois reproduziram excelente atividade com LDsg
(uM) igual a 11,5 £ 0,8 e 17,2 + 0,9 enquanto que a pentamidina apresentou LDsg
(uM) de 48 + 28,7°". Em outro estudo empregando hibridagdo molecular, realizado
com a colaboragao do Prof. Hugo Cerecetto (Universidad de La Republica, Uruguai),
foi possivel detectar atividade contra T. cruzi. Os seis novos produtos sintetizados

mostraram moderada atividade tripanossomicida in vitro>*.
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Figura 2: Aminas sintetizadas por Graebin.

Ferrarini et al em recente estudo, verificou a atividade in vitro contra

Leishmaniose de varios outros derivados aminados do Limoneno, demonstrando que
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a acao inibitéria contra os parasitas foi cerca de 100 vezes superior ao farmaco de
referéncia (pentamidina). A sintese de derivados [3-aminoalcool do Limoneno (Figura
3) mostrou importantes resultados contra promastigotas de Leishmania (Vianna),
sendo que dois derivados (LDso (uM) igual a 0,71 + 0,095 e 0.408 £ 0.01), de um
total de sete produtos testados, apresentaram-se como fortes hits para modulagao
quimica visando o desenvolvimento de candidatos a protétipos de farmacos para o

combate a essa desordem parasitaria, uma vez que apresentaram baixos valores de

toxicidade®.
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Figura 3: Exemplos de derivados obtidos em estudo de Ferrarini e colaboradores.

Seguindo a mesma linha do estudo anterior, Ferrarini e colaboradores,
verificaram a boa atividade destes derivados aminoalcoois contra as larvas e ovos
de Rhipicephalus (Boophilus) microplus, inibindo o desenvolvimento desse parasita
em 100%. Este carrapato é responsavel por graves danos a vida do animal,
confirmando a possibilidade desses derivados aminados do Limoneno serem

excelentes hits para o desenvolvimento de novos agentes carrapaticidas".
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4.1.3. Nanotecnologia

A nanotecnologia € um campo multidisciplinar que tem avangado rapidamente
nos ultimos anos, encontrando aplicacdes nas mais diversas areas, desde setores
de energia e eletrbnica até a industria farmacéutica. Tem o potencial de revolucionar

amplamente varios campos tecnoldgicos e cientificos'.

A nanotecnologia consiste na habilidade de manipular a matéria em escala
nanomeétrica, ou seja, uma escala que corresponde a 1 bilionésimo do metro, com o
objetivo de criar estruturas com uma organizagdo molecular diferenciada. Diversas
pesquisas vém demonstrando o grande potencial da nanotecnologia farmacéutica no
tratamento, prevencdo e diagnostico de iniumeras patologias 202",

Nas ultimas décadas, diferentes sistemas carreadores tém sido
extensivamente estudados visando a liberacdo controlada do farmaco e o possivel
aumento da eficacia e seletividade das formulacdes®’. Para isso diferentes estratégias
tém sido propostas, visto que, sistemas nanométricos tém uma grande area
superficial. Tornando-os uma O6tima estratégia para a aplicagdo de substancias
lipofilicas, para promover liberagdo homogénea do ativo.

Carreadores coloidais de farmacos, incluindo as nanoemulsdes, nanoesferas,
nanocapsulas, lipossomas e complexos lipidicos, tém atraido um crescente interesse
nos ultimos 20 anos. Sendo utilizados como veiculos para administracdo topica de
farmacos lipofilicos por permitirem a otimizacao da velocidade de cedéncia e do

regime de dosagem das substancias®® 2> 242°,

As nanoparticulas possuem algumas caracteristicas vantajosas que fazem

delas carreadores promissores para aplicacoes tc’>picas,29

como a capacidade de
protecdo a compostos labeis contra degradagao quimica, possibilidade de controle da
liberacdo da substéncia ativa e podem atua como agentes oclusivos. No caso de
repelente para aplicagcao topica, a liberacdo imediata pode ser util para melhorar a
penetracao de uma substancia e a liberacido sustentada é importante para substancias
ativas potencialmente irritantes em concentracdes elevadas ou que devam suprir a

pele por um periodo prolongado de tempo?’.
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Recentemente, nanoemulsdes tém atraido consideravel atencdo no campo
industrial, incluindo cosméticos, produtos farmacéuticos e agroquimicos. Estas
emulsdes sdo produzidas principalmente pelos sistemas modernos de emulsificacao,
como microfluidizagdo e submicron resultando em emulsdées que podem ter um alto
potencial de aplicagdo em encapsulamento de ingredientes. Visto que a estabilidade
e outras caracteristicas da emulsdo, tais como tamanho e distribuicdo das gotas
desempenham um papel fundamental na retencao e teor de 6leo na superficie do

produto?®.

Salamanca-Buentello em 2005 descreveu as dez maiores aplicagdes da
nanotecnologia em paises subdesenvolvidos. Dentre os assuntos citados tem-se
nanoparticulas desenvolvidas como novos inseticidas, pesticidas e repelentes de

insetos®’.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

O desenvolvimento de resisténcia pelos insetos devido a utilizagao repetida
de produtos quimicos sintéticos iniciou uma investigacdo importante para a
descoberta de alternativas com uso de produtos naturais. Em uma formulagao
desenvolvida para repelir e matar insetos, em especial abelhas e vespas, utilizou
agua, acido acético e Limoneno, e um extrato de horteld visando fornecer um
material barato de ser fabricado, facilmente pulverizado e nao prejudicial a vida
vegetal e animal. Sua acdo inseticida esta no fato de que alguns ingredientes
presentes na composi¢ao apresentarem a capacidade de alterar o comportamento
fisiolégico do inseto®’. Em outro trabalho, desenvolveu-se um spray aerossol
emulsificando D-Limoneno com polietilenoglicol. A formulagdo mostrou-se ser

altamente eficaz, perdurando por até 24 horas no local de aplicagéo36.

Propriedades inseticidas foram reconhecidas nos oOleos de muitas frutas
citricas e nos ultimos anos, diversos produtos contendo Limoneno ou extrato bruto
dessas plantas tém sido trabalhados no mercado para determinar sua possivel
atividade repelente. De acordo com revisido realizada em 2001, estas substancias

podem apresentar atividade por penetracao via cuticula do inseto (efeito de contato),
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através do sistema respiratério (efeito repelente) e/ou através do aparelho digestivo
(efeito de ingestdo). O uso de inseticida contendo Limoneno tem sido aplicado com

sucesso para o controle de insetos parasitéides de animais domeésticos”.

Em 2002, uma patente foi desenvolvida visando produtos de acao repelente e
inseticida formados de varios oleos naturais, inclusive Limoneno. Um exemplo da

formulagdo esta descrita abaixo.

Os oleos utilizados foram: éleo de Hinoki (30%), D-Limoneno (40 %), 6leo de menta
(6%), 6leo da citronela (5%), oleo de soja (5%), 6leo de alecrim (3%), 6leo de cravo
(2%), oleo de geranio (2%), vanilina (5%) e 6leo mineral (2%). A combinag&o desses
compostos foi diluida numa solugdo aquosa (conc. final 10%), e testado utilizando
larvas de Aedes aegypti com idade variando de cerca de 7-14 dias.

Produtos quimicos organicos sintéticos, tais como os organofosforados,
carbamatos e piretréides, foram eliminados no controle de pragas devido aos seus
efeitos nocivos na saude humana e as fungcbes ambientais. O mais usado como
repelente, o brometo de metila, foi proibido no Brasil desde 2000 por causa de seus
efeitos sobre a destruicdo da camada de ozénio, e isso levou a necessidade urgente
de encontrar e desenvolver alternativas naturais, como o caso de repelentes que
contém DEET (N,N-dimetil-m-metilbenzamida), os quais podem apresentar reagdes
alérgicas. Uma das alternativas para minimizar esse problema foi desenvolvida
preparando um potente repelente natural constituido de oleos essenciais*'.
Recentemente relatou-se que alguns 6leos essenciais dentre eles, o Limoneno,
estdo sendo usados como repelente de insetos, essa aplicacdo tem sido

considerada como uma tecnologia alternativa com risco reduzido.

Sabe-se que quando se utiliza extrato da planta para avaliar atividade
repelente, ha possibilidade de ter atividade sinérgica entre os componentes. Frente a
isso, um estudo analisou individualmente a atividade repelente de terpenos, como
Limoneno, eucaliptol, linalool e menta, dentre esses compostos o menos ativo foi o

eucaliptol apresentando 3,5 vezes menor atividade comparada a do Limoneno®'.

Um dos trabalhos publicados relaciona a impregnagdao do Limoneno como
inseticida com vista a produgéo de tecidos de algod&o impregnados. A impregnagao
foi efetuada de maneira convencional (tecidos embebidos em solugdes contendo
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diferentes doses de Limoneno), por revestimento de superficie (usando-se uma
solugao contendo uma dispersao de Limoneno) e de maneira inovadora fez-se
ciclodextrinas compostas de Limoneno (Figura 4). Com os tecidos impregnados,
bioensaios de repeléncia foram realizados para verificar a atividade dessa
metodologia. As amostras de tecidos impregnadas com ciclodextrinas apresentaram
indices de repeléncia superiores aos da amostra sem Limoneno e também maior
toxicidade aos insetos quando comparadas as amostras impregnadas pelos outros
métodos. Em relagdo ao tempo de permanéncia no tecido, tanto as amostras de
tecidos tratadas por método de revestimento de superficie, como por uso de
ciclodextrinas mostraram manter suas propriedades inseticidas apdés lavagem e

armazenamento .

Figura 4: microscopia eletronica de varredura dos tecidos tratados (a) amostra

nao tratada (b) amostra impregnada (c) amostra superficie revestida.

O tempo de permanéncia da atividade repelente apresentada pelos 6leos
essenciais € dependente da composicdo do produto a ser fabricado. Conforme

revisdo recente, formulagcdes a base de cremes, misturas de polimeros ou

microcapsulas de liberagdo controlada resultou em um aumento da duragdo de
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repeléncia, uma vez que os Oleos essenciais sdo volateis. Alguns materiais
fixadores, como parafina liquida, acido salicilico e éleo de coco tem sido utilizados a

fim de se obter maior tempo de atuacdo como repelente desses dleos'®.

Em outro estudo, considerado uma inovagdo tecnoldgica, foram
desenvolvidas nanoparticulas inseticidas, utilizadas no combate de pragas agricolas
obtidas por nanoemulsdo e microelmulsdo. Nesse trabalho, tém-se varios exemplos
envolvendo métodos de preparo das nanoparticulas como utilizacdo do
homogeneizador a alta pressdo, spray drier, método de evaporagdo do solvente,
entre outros. O agente ativo utilizado foi o novaluron (N-[[[3-chloro-4-[1,1,2-trifluoro-2
(trifluoromethoxy)ethoxy]phenyllamino]carbonyl]-2,6-difluorobenzamide (Figura 5),

esse composto age inibindo a sintese da quitina38.

Em artrépodes, a quitina é considerada o principal constituinte da cuticula (ou
exoesqueleto). A quitina Sintase é uma enzima-chave na biossintese desta
molécula, e os compostos benzoil-fenil-uréias possuem atividade inibidora da
sintese de quitina, interferindo na formagado da cuticula em diversas espécies de
insetos. Novaluron foi recentemente recomendado para uso em agua potavel, o que
o qualifica como uma alternativa viavel para o controle de larvas do vetor da dengue,

por exemplo.

C//O cl F F
\N—C// \ N o—d—r
FH \N o/ C\\\C\/ F
H/ T

Figura 5: Estrutura quimica do inseticida Novaluron comercialmente chamado
de Rimon®.
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6. CONCLUSOES

Plantas, como organismos que co-evoluem com insetos e outros
microorganismos, sado fontes naturais de substancias inseticidas e antimicrobianas,
ja que as mesmas sdo produzidas pelo vegetal em resposta a um ataque
patogénico. As plantas sintetizam e emitem inumeros compostos volateis (acidos,

aldeidos e terpenos) para atrair polinizadores e se defender de herbivoros.

Os o6leos essenciais e/ou seus componentes tém demonstrado uma grande
utilidade como produtos farmacéuticos (aromatizantes de alimentos e bebidas, de
cosmeéticos) e como agentes de manejo de pragas/insetos. Ha uma crescente
evidéncia de que certos Oleos essenciais sdo eficazes agentes antibacterianos e
antifungicos. Alguns desses 6leos tem sido uma alternativa potencial a ser usada no
lugar dos atuais agentes de controle de insetos e praga, pois se constituem de uma
rica fonte de substéncias bioativas e que agem de maneira seletiva as pragas nao
apresentando efeito nocivo sobre os organismos nao-alvo. Somando-se a isso, o
fato de preocupacdes devido ao impacto gerado pelo uso de pesticidas sintéticos
despertou a busca por novos produtos quimicos para o controle de pragas a partir

de recursos naturais e menos agressivos ao meio ambiente.

Formulagdes diferenciadas, como por exemplo, a microencapsulacao,
nanoemulsao estdo sendo desenvolvidas para reduzir a quantidade a ser aplicada,
aumentar a duracdo da sua eficacia, reduzindo a sua volatilizacdo, simplificar o

manuseio de material e diminuir a taxa de degradagc&o no meio ambiente.

A analise da literatura até o momento revela que ainda sédo poucos os estudos
encontrados que envolvem a nanotecnologia com aplicagdo na repeléncia usando
Oleos essenciais, em especial que contenham Limoneno. Um terpeno barato,

facilmente encontrado e com importantes atividades biolégicas.
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