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RESUMO

Os mosquitos estdo intimamente relacionados com a transmissdo de uma gama distinta de
patdgenos para 0 homem e outros animais. O Aedes albopictus tem ganho especial destaque
com a transmissdo de algumas arboviroses, como a dengue e a febre chikungunya. Desta
maneira, diversas estratégias tém sido direcionadas ao controle de vetores, dentre elas, o
controle utilizando produtos naturais de origem vegetal, cujas principais vantagens encontram-
se na biodegradacao e atividade especifica. Neste sentido, o presente estudo teve como objetivo
realizar a prospecc¢do fitoquimica e avaliar a atividade larvicida e antioxidante dos extratos
brutos e fracOes de Hyptis suaveolens, Ipomoea cairica e Cryptostegia grandiflora para o
controle de Ae. albopictus em condicbes de laboratorio. Os extratos brutos foram obtidos por
meio da imersao das amostras em alcool etilico durante vinte dias, seguido da eliminacao do
solvente por evaporador rotativo a vacuo. Em seguida, as fracbes foram obtidas através de
cromatografia liquida em coluna, utilizando silica gel 60 e os solventes hexano, cloroférmio,
acetato de etila e metanol. Todas as amostras foram submetidas a prospeccao fitoquimica,
utilizando reveladores especificos. Além disso, foi identificado o potencial antioxidante dos
extratos, frente ao radical livre DPPH. Para avaliar atividade larvicida foram utilizados extratos
bruto e fracdes vegetais nas concentra¢des 1000, 500, 400, 300 e 250 ppm sobre larvas de 3° e
4° estadio de Ae. albopictus. A mortalidade foi verificada ap6s 24h e 48h da aplicacdo dos
produtos, assim como também a concentragdo capaz de matar 50% das larvas. Os estudos
fitoquimicos revelaram a presenca dos constituintes tanino flobabénicos em todos os extratos
brutos, e esteroides livres nas fracdes FCEB e FCEG, além de saponinas na fracdo FHEB. As
CLso obtidas para os extratos bruto de H. suaveolens, I. cairica e Cr. grandiflora foram,
respectivamente, de 316,83 pg/mL, 548,54 pg/mL e 547,08 pg/mL. Em relacdo as fracGes
FHEB, FCEB, FAEEB, FCEJ e FCEG apresentaram CLso de 316,83 pg/mL, 291,56 pg/mL,
592,49 pg/mL, 279,88 pg/mL e 661,33 pg/mL, respectivamente. Deste modo, os produtos
naturais que manifestaram uma maior atividade sobre as larvas de Ae. albopictus foram as
fracOes cloroférmicas de H. suaveolens e I. cairica. Na determinagdo dos fendlicos totais, os
extratos EBEB, EBEJ e EBEG, apresentaram teores fenolicos de 24,52 mg AG/g, 17,32 mg
AG/g e 15,53 mg AG/g, respectivamente. Com relacdo as atividades antioxidantes, o extrato
bruto de H. suaveolens apresentou mais atividade antioxidante, equivalente a 166,89 pmol
quercentina/g.

Palavras-chaves: Aedes albopictus. Atividade larvicida. Fitoquimicos. Extratos vegetais.



ABSTRACT

The mosquitoes are closely related to the transmission of a distinct range of pathogens to man
and other animals. The Aedes albopictus has gained special prominence with the transmission
of some arboviruses, such as dengue and chikungunya fever. In this way, several strategies have
been directed to the control of the vectors, among them, the vector control using natural
products of vegetal origin, whose main advantages are in characteristics such as biodegradation
and specific activity. Thus, the present study had as objective to perform the phytochemical
prospection and to evaluate the larvicidal and antioxidant activity of the crude extracts and
fractions of Hyptis suaveolens, Ipomoea cairica and Cryptostegia grandiflora for the control
of A. albopictus under laboratory conditions. The crude extracts were obtained by immersing
the samples in ethyl alcohol for twenty days, followed by removal of the solvent by a rotary
evaporator under vacuum. The fractions were then obtained by liquid column chromatography
using silica gel 60 and the solvents, hexane, chloroform, ethyl acetate and methanol. All the
samples were submitted to phytochemical prospection, using specific developers. In addition,
the antioxidant potential of the extracts against the free radical, DPPH. For larvicidal activity,
crude extracts and plant fractions were used in the concentrations 1000, 500, 400, 300 and 250
ppm on larvae of 3rd and 4th Ae. albopictus. Mortality was verified after 24h and 48h of
application of the products, as well as the concentration capable of killing 50% of the larvae.
The CLso obtained for the crude extracts of H. suaveolens, I. cairica and C. grandiflora were
respectively 316.83 pg/mL, 548.54 ug/mL and 547.08 ug/mL. Regarding to the FHEB, FCEB,
FAEEB, FCEJ and FCEG fractions, the CLso was 316.83 pg/mL, 291.56 pg/mL, 592.49 pg/mL,
279.88 pg/mL and 661.33 pg/mL, respectively. In this way, the natural products that showed a
greater activity on the larvae of A. albopictus, were the chloroform fractions of H. suaveolens
and 1. cairica. The phytochemical studies revealed the presence of flobabenic tannin
constituents in all crude extracts, and free steroids in FCEB and FCEG fractions, as well as
saponins in the FHEB fraction. In the determination of the total phenolics, the extracts EBEB,
EBEJ and EBEG, presented phenolic contents of 24.52 mg AG/g, 17, 32 mg AG/g and 15.53
mg AG/g, respectively. Regarding the antioxidant activities, the crude extract of H. suaveolens

presented more antioxidant activity, equivalent to 166.89 umol quercentin/g.

Keywords: Aedes albopictus, Larvicidal activity. Phytochemicals. Vegetable extract.
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1. INTRODUCAO

Os mosquitos sdo o0s vetores mais importantes na transmissdo de doencas as
populagGes humanas, transmitindo um vasto nimero de patégenos a mais de 700.000.000
pessoas a cada ano (GHOSH et al., 2012). Esses vetores sdo considerados 0s seres vivos mais
numerosos do planeta, existindo pouco mais de 3000 espécies descritas, sendo grande parte
delas de interesse econdmico e outras de importancia médica e sanitaria (CONSOLLI;
OLIVEIRA, 1994). Dentre as espécies de mosquitos descritas, as do género Aedes sdo capazes
de transmitir varios tipos de doencas. Em particular, 0 mosquito Aedes aegypti (L.) €
considerado um importante vetor na transmissdo de doengas ao homem, tais como Dengue
(DEN), Chikungunya (CHIK), Zika (ZIK) e a Febre amarela urbana (FAU) (COSTA et al.,
2005; CHENG et al., 2009; PERUMALSAMY et al., 2009; TRINDADE et al., 2013).

O Aedes (Stegomyia) albopictus (Skuse, 1894) é, assim como o Ae. Aegypti, um
mosquito estrangeiro. Especula-se que sua entrada em territorio brasileiro esteve relacionada ao
comércio maritimo de minério de ferro com o Japdo (FORATTINI et al., 1986). Uma espécie
aldctone no continente americano, o Ae. albopictus é originario da Asia, onde age também como
vetor na transmisdo do virus da dengue, em areas rurais e urbanas, e do virus da encefalite
japonesa (SEGURA et al., 2003). Nas ultimas trés décadas, 0 ambiente urbano cada vez mais
tem oferecido condi¢Oes para a instalagéo e permanéncia do Ae. albopictus, no qual, inclusive,
é possivel observar uma forte tendéncia de sobreposicdo de nichos em relacdo ao Ae. aegypti
(MARTINS et al., 2010). A gradual aquisi¢do de comportamento doméstico intradomiciliar
tende a modificar o padrdo da atividade hematofagica do Ae. albopictus, considerada
predominantemente oportunista. Com isso, pode-se elevar os riscos de transmissdo de doencas
as populacdes humanas (DIENG et al., 2010), tendo em vista a sua competéncia em infectar-se
e transmitir, sob condicdes laboratoriais, 22 tipos distintos de arbovirus (ROSEN et al., 1985,
MOORE; MITCHEL, 1997; MARTINS et al., 2013), bem como outros patdgenos, o que torna
0 seu registro um fato epidemiologicamente importante.

As dificuldades inerentes a producdo de uma vacina que seja eficaz contra os
quatros sorotipos do virus da dengue (DENV), chikungunya (CHIKV) e zika (ZIKV) tém
direcionado as acgdes de prevencdo dessas doencas para o controle de seus vetores (ROSA et
al., 2016). Por muitos anos, o controle das populacdes de espécies do género Aedes tem sido
feito essencialmente através do uso de inseticidas quimicos sintéticos, derivados de compostos

organicos e inorgénicos, tais como organoclorados, organofosforados, carbamatos e piretroides.
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Dentre as classes de inseticidas quimicos citados, os organofosforados (fenitrothion, malation
e temefos) e os piretroides (deltametrina, lambda-cialotrina e ciflutrina), configuram entre os
compostos sintéticos mais utilizados no controle de insetos. (FURTADO et al., 2005;
AMARILES-BARRERA et al., 2013). O organofosforado (OP) temephos, de instabilidade
quimica e alta toxicidade a vertebrados, é utilizado de forma continua como larvicida para o
tratamento focal de criadouros do mosquito, inclusive aqueles destinados ao armazenamento de
agua potavel (CHAVASSE; YAP, 1997). Ja os piretroides deltametrina e cipermetrina séo
utilizados para o controle de mosquitos adultos (BRAGA; VALLE, 2007b; TEIXEIRA et al.,
2005).

Durante os ultimos 30 anos, os inseticidas sintéticos foram usados intensivamente
no controle de Ae. aegypti no Brasil. O uso frequente e indiscriminado desses compostos,
porém, tem causado polui¢do ambiental, desestabilizacdo nas relagBes entre os elementos dos
ecossistemas, prejuizos a saude do homem e de outros organismos ndo-alvos, além de contribuir
para a selecdo de linhagens resistentes desse mosquito (JIRAKANJANAKIT et al., 2007;
SARWAR et al., 2009; ACIOLE et al., 2011; SANTANA et al., 2015; GOMES et al., 2016).
Como consequéncia da grande pressao de selecéo, o primeiro caso de populagdes de mosquitos
resistentes a inseticidas sintéticos no pais foi registrado em 1995 em espécimes procedentes de
Goias (MACORIS et al., 1995). Desde entdo, estudos posteriores conduzidos pelo Ministério
da Saude (1999, 2000 e 2003) confirmaram que as populacfes de Ae. aegypti, em praticamente
todo o territorio brasileiro, apresentavam resisténcia ao temephos (BRASIL, 1999, BRAGA et
al., 2004; BRASIL, 2000; 2005; 2009a;). Além disso, estudos realizados pelo Grupo Técnico
Assessor para 0 Programa de Monitoramento da Resisténcia de Ae. aegypti aos Inseticidas
(MoReNAa) demonstraram que populagdes brasileiras desse vetor encontravam-se resistentes
a todas as classes de inseticidas sintéticos testadas. Desta maneira, alguns critérios foram
estabelecidos visando ao manejo da resisténcia na populacdo de Ae. aegypti, como a
substituicdo do larvicida quimico pelo biolarvicida Bacillus thuringiensis israelensis (Bti), e 0
monitoramento de resisténcia através de bioensaios e testes bioquimicos de uma forma
sistematica (BRASIL, 2009a). Apesar desses critérios definidos pelo MoReNAa terem sidos
postos em pratica, estes ndo foram empregados a tempo para resultar na reversao da resisténcia
nas populactes de Ae. aegypti (BRASIL, 2005; MELO-SANTOS et al., 2010; LIMA et al.,
2011).

Em consequéncia da alta resisténcia dos insetos aos inseticidas sintéticos, estudos
tém direcionado as atencles para a prospec¢do de novos inseticidas, sobretudo aqueles de

ocorréncia natural (ANSARI et al., 2000). Nas ultimas décadas, pesquisas baseadas no uso de
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produtos naturais de origem vegetal como inseticidas tém ganho notavel relevancia, em virtude
de estes constituirem fontes de compostos bioativos e biodegradaveis (JANTAN et al., 2005).
Neste sentido, extratos e 6leos essenciais obtidos de plantas tém sido sugeridos como fontes
alternativas para o controle de populacGes de insetos, tendo em vista o fato de que alguns
exibem acéo seletiva, séo biodegradaveis a compostos ndo-tdxicos e causam poucos efeitos em
organismos ndo-alvos, além de possuirem ac¢des fagoinibidora, repelente, inseticida, larvicida,
dentre outras (ISMAN, 2006; GOMES et al., 2016). Acredita-se que os inseticidas de origem
vegetal provavelmente contém fitoquimicos, os quais sdo predominantemente metabdlitos
secundarios produzidos pelas plantas, visando a protecdo contra o ataque de insetos herbivoros
e possiveis parasitas (SHAALAN et al., 2005; SHARMA et al., 2009; CORREA; SALGADO,
2011).

Tendo em vista o potencial apresentado pelos vegetais no contexto do controle de
insetos vetores de patogenos, as espécies Hyptis suaveolens (bamburral), Ipomoea cairica
(jitirana) e Cryptostegia grandiflora (grajad) vém sendo investigadas quanto ao seu potencial
biolégico. Na medicina popular, essas plantas sdo amplamente utilizadas, mas poucas

informagdes séo encontradas na literatura sobre suas atividades contra insetos vetores.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Insetos e seu papel na transmisséo de patdgenos aos humanos

Os insetos sdo 0s seres vivos mais abundantes do nosso planeta. Estima-se que entre
5 a 15 mil espécies de insetos sdo consideradas nocivas por transmitirem doencas (mosquitos,
moscas), danificarem construcGes (térmitas) ou destruirem colheitas (gafanhotos, gorgulhos).

Muitas vezes, 0 aumento populacional de alguns insetos é favorecido por atividades
ligadas ao homem. Dentre elas, 0 desmatamento, a criagdo intensiva de animais, as condigdes
inadequadas de escoamento de aguas, a remocdo de dejetos e lixos, bem como as condigdes
precarias de moradia, tém modificado muito o meio ambiente, causando grandes alteracdes nos
habitos de vida desses animais (MESSIAS, 2011; FINKLER, 2012). A convivéncia com outros
animais favorecida por tais fatores tém trazido incbmodos, desconfortos e até doengas.

Adaptados aos mais diversos ambientes, das florestas as areas urbanizadas, muitos
insetos atuam como vetor na transmissdo de agentes patogénicos (virus, bactérias, protozoarios
e helmintos) ao homem e a outros vertebrados, como Anopheles (Malaria), Culex (Filariose),
Aedes (Dengue, Zika e Chikungunya), Haemagogus (Febre amarela) e espécies de triatomineos
(Doenca de Chagas) (FORATTINI, 1962, 1986; CONSOLI; OLIVEIRA, 1994; ELDRIDGE;
EDMAN, 2000; FORATTINI, 2002; SERVICE, 2004; OLIVEIRA, 2011; DIAS et al., 2011;
DONALISIO et al., 2017).

O género Aedes apresenta aproximadamente 900 espécies distribuidas em 44
subgéneros (CLEMENTS, 2012), dentre os quais o Stegomyia apresenta duas espécies de
grande importancia epidemioldgica, Aedes aegypti e Aedes albopictus (ZARA et al., 2016).

O Aedes aegypti é considerado o principal vetor responsavel pela transmissao de
arboviroses no Brasil. Nativo do Egito, na Africa, 0 Ae. aegypti tem se tornado uma espécie
cosmopolita pela grande capacidade em invadir e se adaptar aos mais distintos ecotopos,
principalmente em areas tropicais e subtropicais do globo (ZARA et al., 2016).

A capacidade em adaptar-se a varios tipos de criadouros (naturais e artificiais) e
proximidade com o meio urbano, sdo alguns dos fatores que pudessem contribuir para rapida
dispersao do Ae. aegypti, onde consequentemente aumentaria sua competéncia vetorial, ou seja,
a sua habilidade em tornar-se infectado e transmiti-lo (ZARA et al., 2016; LIMA-CAMARA et
al., 2016). Essa competéncia pode ser demostrada em um Unico ciclo gonadotréfico, em que a

fémea consegue fazer ingestdes multiplas de sangue, assim ampliando, sua capacidade de se
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infectar e de transmitir os virus. Com este comportamento o Ae. aegypti tem se tornado um
vetor bastante eficiente (SCOTT et al., 1993; GOMES et al., 2006; GUEDES, 2012).

No Brasil, 0 Ae. aegypti é o vetor de doengas com grande incidéncia e que esta no
centro atual de epidemias, como dengue, zika, chikungunya e febre amarela urbana
(LOURENCO et al., 2017). A dinamica da transmissdo dessas doengas exige uma relacéo
intensa entre as caracteristicas ecoldgicas e bioldgicas desses vetores, assim como também, as
variaveis ambientais (chuva, temperatura, mudancas demograficas e umidade) tem influenciado
no desenvolvimento e no ciclo de vida deste mosquito (GUEDES, 2012; LOURENCO et al.,
2017).

Dai estudar as caracteristicas intrinsecas do Ae. aegypti, caracterizando a
competéncia vetorial, é de fundamental importancia para determinar o papel do vetor na
transmissédo de patégenos (MARQUARDT, 2004). Isso porque outras espécies do género Aedes
como Ae. albopictus tem demonstrado habitos comportamentais que se assemelham ao Ae.
aegypti, pois, aceita-se a hipotese de que o Ae. albopictus foi fundamentalmente uma espécie
selvagem que reproduzia e nutria-se nas margens das florestas, passando posteriormente a
adaptar-se ao peridomicilio e ao intradomicilio das residéncias dos grandes centros urbanos,

apesar do predominio de Ae. aegypti nesses ambientes (DA SILVA et al., 2006).

2.2 Introducéo e expansdo do Aedes albopictus no Brasil

O Aedes albopictus, também conhecido como “tigre asiatico”, é uma espécie
proveniente das florestas do Sudeste Asiético descrita originalmente na india (GRATZ, 2004).
As formas imaturas e adulta do Ae. albopictus sdo bastante similares as do Ae. aegypti em
muitos aspectos morfoldgicos (Figura 1). E uma espécie bastante eclética quanto a fonte
alimentar, pois realiza seu repasto sanguineo preferencialmente em hospedeiros mamiferos, tais
como bovinos, cées e humanos (SULLIVAN et al, 1971), a0 mesmo tempo em que as fémeas
também podem fazé-lo em répteis, aves e anfibios (SCHOLTE; SCHAFFNER, 2007).

O comércio internacional de pneus usados tem facilitado a disseminacdo do Ae.
albopictus, fazendo com que, nas ultimas trés décadas, tenha se expandido e se estabelecido em
muitos paises da América (abrangendo uma regido que se estende desde os Estados Unidos a
Argentina), da Africa Central (Nigéria, Camardes, Guiné Equatorial e Gab#o), da Europa
(Albania, Bosnia-Herzegovina, Crodacia, Grécia, Franca, Italia, Montenegro, Holanda, Sérvia,

Eslovénia, Espanha e Suica), assim como também, em ilhas dos oceanos Pacifico e indico e no



23

continente australiano (RAI, 1991; KNUDSEN, 1995; GRATZ, 2004; BENEDICT et al., 2007,
PAUPY et al., 2009).

Figura 1. Diferencas morfoldgicas de larvas, pupas e adultos de Aedes aegypti (A) e Aedes
albopictus (B). Al: espiculas laterotoracicas (bastante desenvolvidas), B1: espiculas
laterotoracicas (pouco desenvolvidas); A2: palhetas natatorias de pupas (auséncia de cilios),
B2: palhetas natatorias de pupas (presenca de cilios); A3: mesonoto com escamas brancas em

forma de lira, B3: mesonoto com escamas brancas com apenas uma faixa longitudinal presente.

Fonte: Martins et al., (2013)

No Brasil, a primeira notificacdo da presenca do Ae. albopictus foi registrada no
Estado do Rio de Janeiro (FORATTINI, 1986). A espécie parece ter entrado no pais por meio
de carga de pneus usados vindo dos Estados Unidos (EUA) e despachada no porto de Vitoria,
no Espirito Santo (ESTRADA-FRANCO; CRAIG, 1995). Acredita-se, porém, que 0 mesmo

possa ter entrado no pais pelo mesmo porto, seria uma cepa originaria do Japdo, diferente da



24

que infestou os EUA, dispersando-se por via férrea, pelo Vale do Rio Doce. No mesmo ano, o
vetor ja se encontrava no Estado de Sdo Paulo e Minas Gerais e, no ano seguinte, foi registrada
sua presenca no Espirito Santo (CONSOLI; LOURENGCO, 1994). Desde entdo, tem-se
observado sua crescente e acelerada expansdo, sendo atualmente apenas dois 0s estados
brasileiros que ainda ndo registraram a sua presenca, como Acre e Amapa (BRITO et al., 1986;
BORGES, 2001; BALESTRA et al., 2008; AGUIAR et al., 2008; CARVALHO et al., 2014;
SANTANA et al., 2012; COSTA et al., 2012) (FIGURA 2).

Figura 2: Distribuicdo do Aedes albopictus no Brasil (1986-2016).

Legenda
[ ] 1986
[ ] 1987
[ 1006
] 1907
I 1998
B 1999-2004
B 2005
B 2008
B 20
B 2012

Kilometros

Fonte: MARTINS et al., 2013 (atualizada).

A rapida disseminacdo do Ae. albopictus deveu-se, sobretudo, ao transporte passivo
de seus ovos, facilitado pelos deslocamentos de contingentes humanos e mercadorias,

especialmente de pneus usados, associada a habilidade com que seus ovos tém de entrar em
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diapausa, permanecendo viaveis por longos periodos em ambientes quase completamente secos
e com baixas temperaturas (RAMASAMY et al., 2011).

Cada vez mais tem-se observado condic6es de instalagdo e permanéncia desse vetor
em ambiente urbano. Essa adaptacdo a ambientes domiciliares (peridomicilio e/ou
intradomicilio), tem elevado os riscos de transmissdo de doengas pelo mosquito as populagdes
humanas, isso tendo em vista a susceptibilidade comprovada em infectar-se e transmitir, sob
condicdes laboratoriais, a diferentes tipos de virus (DIENG et al., 2010).

Embora o Ae. albopictus seja considerado um vetor secundario na transmissao da
dengue em episddios epidémicos no sudeste da Asia, no oeste do Pacifico e nas Américas
Central e do Sul, comparado ao mosquito Aedes aegypti (LAMBRECHTS et al., 2010), mas
em Bangladesh e no Havai, esse mosquito € incriminado como o unico vetor em epidemias de
dengue nessas regides (EFFLER et al., 2002). Também, tem-se observado sua participagdo na
transmisséo dos 4 sorotipos do dengue em epidemias ocorridas no Japao e em Taiwan, durante
a segunda grande guerra (HOTTA, 1998), nas ilhas Seychelles e La Réunion (1977) (PAUPY
etal., 2001), na China (1978) (QIU et al., 1993) e em Macao e no Havai (2001) (ALMEIDA et
al., 2005; EFFLER et al., 2002), bem como sua reconhecida atuagdo como vetor do virus
Chikungunya em epidemias ocorridas na Africa Central (2007) e na Italia (2008) (PAGES et
al., 2009; BONILAURI et al., 2008).

No Brasil, em virtude dos escassos relatos de pesquisas conduzidas em campo
direcionadas ao Ae. albopictus, é possivel que sua participacdo como vetor do virus dengue
tenha sido negligenciada (MARTINS et al., 2013).

Nos ultimos anos, estudos sobre a susceptibilidade de mosquitos ao virus da dengue
foram realizados com o emprego de diversas populacdes de Ae. albopictus, tanto nas Ameéricas,
quanto em outras regides do mundo. Isso tem revelado a capacidade e habilidade que este vetor
tem em transitar em diferentes areas (rurais, suburbanas e urbanas), fazendo deste Culicidae
uma ponte entre patdgenos silvestres e urbanos (SIMARD et al., 2005; WEAVER; REISEN,
2010; GUEDES, 2012; LUZ et al., 2015; CASTRO et al., 2016). De fato, recentemente tem
sido sugerido que Aedes albopictus pode contribuir para o estabelecimento de uma conexao
entre os ciclos silvestre e urbano do virus do Oeste do Nilo, nos Estados Unidos (TURRELL et
al., 2001), e do virus da Febre Amarela no Brasil (GOMES et al., 2008).

A transmissao de virus se faz pela picada dos mosquitos, no ciclo ser humano-Aedes
albopictus-ser humano. Apds um repasto de sangue infectado, 0 mosquito esté apto a transmitir
0 virus depois de 8 a 12 dias de incubacdo extrinseca. A transmissdo mecéanica também é

possivel, quando o repasto € interrompido e 0 mosquito, imediatamente, se alimenta num
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hospedeiro susceptivel proximo. Nao ha transmissdo por contato direto de um doente ou de suas
secrecOes com pessoa sadia, nem por intermédio de dgua ou alimento (HIGGS; BEATY, 2004;
CONSOLI; OLIVEIRA, 1994; CLEMENTS, 2012).

Entretanto, para os ciclos de infeccdo em culicideos vetores, foram descritos dois
tipos de transmisséo: a vertical e a horizontal (HIGGS; BEATY, 2004). Na transmisséo vertical,
ocorre quando o patégeno € passado da fémea infectada para sua prole, podendo ser de dois
tipos: transovariana (virus dentro do ovo) ou transovo (virus na superficie do ovo) (HIGGS;
BEATY, 2004; LAMBRECHTS; SCOTT, 2010; FLORES et al., 2010).

A ocorréncia de transmisséao vertical natural do virus dengue em populacgdes de Ae.
albopictus no Brasil tem sido relatado por Figueiredo et al. (2010) a partir de larvas coletadas
na cidade de Santos (SP). Guedes et al. (2012), relataram a transmisséo vertical em adultos de
Ae. aegypti na cidade de Recife (PE), assim como também, Vilela et al. (2010) relataram esse
tipo de transmissdo em ovos de Ae. aegypti coletados em Belo Horizonte (MG). Mais
recentemente, Martins et al. (2012), em estudo realizado na cidade de Fortaleza (CE), isolaram
0s sorotipos 2 e 3 provenientes de larvas e pupas de fémeas de Ae. albopictus coletadas em
areas urbanas da cidade, incluindo um parque ecoldgico com extensa cobertura vegetal. Tal
registro chama a atencgéo para os riscos de transmissdo de dengue por Ae. albopictus, devido as
condicdes favoraveis que esses parques oferecem para a sua instalacdo e manutencdo, pois
representam um excelente ponto de contato entre 0s humanos que por ali transitam e espécimes
deste culicideo, que se aproveitam da ocasido para realizarem 0 seu repasto sanguineo
(MARTINS et al., 2013).

O ciclo de transmissdo de virus pelo Ae. albopictus compreende dois periodos. No
primeiro, o periodo compreendido entre a ingestdo de um sangue contaminado com patdgenos
até a capacidade de transmissdo para outro hospedeiro a partir de uma nova alimentagéo
sanguinea é conhecido por periodo de incubacéo extrinseco (PIE), e no segundo, é chamado de
periodo de incubag&o intrinseco (PIl), quando ocorre no organismo do hospedeiro vertebrado
(BORGES, 2001; GUEDES, 2012).
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Figura 3: Esquema representativo do ciclo de transmissao bioldgica.
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Fonte: préprio autor, 2018.

2.3 Estratégias utilizadas para o controle de insetos vetores de patdgenos.

Agentes Comunitarios de Saude (ACS) e Agentes de Combate a Endemias (ACE),
em parceria com a populacdo, sdo responsaveis por promover o controle mecéanico e quimico
do vetor, cujas acdes sdo centradas em detectar, destruir ou destinar adequadamente
reservatorios naturais ou artificias de agua que possam servir de deposito para os ovos do Aedes
(ZARA et al., 2016).

Neste sentido, diversas estratégias tém sido desenvolvidas para o controle desses
insetos utilizando métodos de controles mecanicos, bioldgicos e quimicos. Como estratégia de
controle mecanico, a sociedade tem papel importante na eliminacéo de insetos vetores. Neste
sentido, a abordagem eco-bio-social configura como sendo uma alternativa e se destaca pela
aplicacdo de conceitos e préaticas relacionados a educacdo social e ao cuidado com o meio
ambiente como aliados do controle do mosquito. Essa abordagem possui trés elementos
principais: (i) transdisciplinaridade: implica uma visdo inclusiva dos problemas de saude
relacionados com o ecossistema; (ii) participacdo dos interessados: envolve diversos parceiros,
inclusive a comunidade local; e (iii) equidade: compreende a participacdo equanime de homens
e mulheres e diferentes grupos sociais no envolvimento com as agdes de combate ao Aedes.
Essas estratégias estdo centradas na eliminacdo dos reservatorios de agua, na colocacdo de
tampas nos recipientes mais propicios para a proliferacdo dos mosquitos e na instalacéo de telas
sobre as janelas e portas (WHO, 2013; LIMA et al., 2015; ZARA et al., 2016).
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Controlar os mosquitos mapeando as areas de riscos torna-se uma estratégia
alternativa e promissora, desenvolvida para avaliar e identificar areas com elevado indice de
infestacdo do mosquito. Com isso, 0 uso da estatistica espacial local, tornaria uma ferramenta
importante ao relacionar os dados adquiridos da vigilancia entomoldgica, da vigilancia
epidemioldgica, da rede laboratorial e de saneamento, para trabalhar as agdes de controle nas
areas prioritarias (VAZQUEZ-PROKOPEC et al., 2010; LACON et al., 2014).

As estratégias adotadas como controle biolégico, as bactérias Wolbachia
entomopatogénicas, intracelular, inofensivas ao homem e a animais domeésticos, estdo sendo
utilizadas para o controle de espécies vetores. Essa bactéria é capaz de reduzir pela metade o
tempo de vida de um mosquito adulto e produzir incompatibilidade citoplasmatica completa,
resultando em uma progénie estéril (MCMENIMAN et al., 2009; YEAP et al.,2011). Espera-
se, com isso, que a cadeia de transmissdo do virus seja interrompida quando a populacdo de
mosquitos estiver infectada (WALKER et al., 2011; SINKINS; BULL et al., 2013).

As bactérias das espécies Bacillus sphaericus (Bs) e Bacillus thuringiensis
israelensis (Bti) também tém sido utilizadas como formas de controle biologico de insetos.
Essas bactérias tém como caracteristicas fisioldgicas a liberagcdo de cristais proteicos (pro-
toxinas), que ao serem ingeridos pelas larvas de culicideos, os cristais serdo clivados pelas
proteases digestivas, que irdo clivar as pré-toxinas presentes nos cristais e assim ativariam o
sistema inseticida (POLANCZYK et al. 2003; BRAGA; VALLE, 2007a). Apesar de o Bti ser
eficaz na reducdo do numero de Aedes imaturos nos recipientes tratados em curto prazo, ndo ha
evidéncias de que esse método isolado possa impactar na reducéo da morbidade da dengue em
longo prazo (ZARA et al., 2016).

Uma outra alternativa consiste em direcionar as ag0es de controle para as formas
imaturas do culicideos vetores através da utilizacdo de predadores aquaticos, como peixes
larvofagos das espécies Betta splendens, Gambusia afinis e Poecilia spp, assim como também,
larvas predadoras do género Toxorhynchites, e crustaceos d’agua doce dos géneros
Macrocyclops e Mesoscyclops (TEIXEIRA et al.,, 1999; DONALISIO; GLASSER, 2002;
CAVALCANTI et al., 2007; FERNANDEZ et al., 2011).

Com os avangos biotecnoldgicos, as estratégias genéticas também estdo sendo
desenvolvidas para o controle de vetores (MASSONNET-BRUNEE et al., 2013; YAKOB et
al., 2008), e geralmente séo divididas em duas etapas. A primeira etapa consiste em reduzir ou
mesmo eliminar espécies de mosquitos por meio do desenvolvimento de genes letais ou capazes
de tornar os insetos estéreis. A segunda etapa envolve a transformacdo ou substituicdo da

populagéo, pela introducdo de um gene efetor para reduzir ou bloquear a transmisséo da doenca
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na populacdo selvagem (CARVALHO et al., 2014) No caso de mosquitos, para a criagdo em
massa e liberacdo no meio ambiente, é essencial o uso de tecnologias de sexagem, porque
apenas 0s machos podem ser liberados, uma vez que nédo se alimentam de sangue, como as
fémeas, reduzindo-se o risco de picadas e a transmissdo de doencas (HARRIS et al., 2012;
ARAUJO et al., 2015; WISE DE VALDEZ et al., 2011).

2.3.1 Controle quimico

Por muitos anos, diferentes estratégias foram adotadas para o controle de insetos.
No entanto, por se tratarem de estratégias com baixa efetividade, sobretudo por ndo garantirem
resultados significativos de longo prazo, o desenvolvimento de inseticidas quimicos sintéticos
tornou-se um dos grandes avancos no controle de insetos em meio ao século XX. Atualmente,
0s principais inseticidas utilizados nos programas de controle de vetores estdo agrupados em
quatro grandes classes: organoclorados, organofosforados, carbamatos e piretroides.
(FUNASA, 2001; BALDACCHINO et al., 2015).

Na classe dos inseticidas quimicos sintéticos, os organoclorados sdo 0s compostos
mais persistentes dentre todas as classes, pois apresentava efeito prolongado e propriedade
residual. Os organoclorados mais utilizados foram o DDT (Dicloro-Difenil-Tricloroetano),
Clordano, Aldrin, BHC (Benzeno Hexachloride) e Dieldrin. Desses, o primeiro inseticida a ser
utilizado foi o DDT, desenvolvido durante a Segunda Guerra Mundial, que, quando aplicado
em paredes e tetos de casas, permanecia ativo contra o0s insetos por varios meses (BRAGA;
VALLE, 2007b).

Um dos maiores problemas na utilizacdo do DDT, é a alta taxa de toxicidade e o
grande impacto que 0 composto causa por persistirem ao meio ambiente, fato esse, que causou
um verdadeiro impacto negativo (VENIER; HITES, 2014). Com o passar dos anos, observaram
que os organoclorados ndo apresentavam mais eficacia, sendo substituido pelos inseticidas
organofosforados (OPs) e piretrdides, compostos bastante seletivos as pragas da agricultura. No
Brasil, o organofosforados temefds foi o larvicida exclusivo do pais. (BRAGA; VALLE, 20073,
GARCEZ et al. 2013; GOMES et al. 2016).

Os organofosforados sdo amplamente utilizados em Saude Publica por
apresentarem muitas vantagens, como serem biodegradaveis e ndo se acumularem nos tecidos.
Apresentam, porém, como principal desvantagem, a instabilidade quimica, o que torna
obrigatoria a renovacao periodica de sua aplicagcdo. Além disso, sdo mais toxicos para 0s
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vertebrados que os organoclorados, mesmo em doses relativamente baixas (WARE;
WHITACRE, 2004).

Os piretroides sdo substancias bastante estaveis, sintetizados a partir de uma
substancia natural, o piretro, extraido de crisdntemos, plantas pertencentes ao género
Chrysanthemum, particularmente, Chrysanthemum cinerariaefolium (WARE; WHITACRE,
2004). Estéo entre os compostos mais seguros ao meio ambiente (WHO, 1984). Esse composto
apresentou uma evolucéo interessante, a qual, foi dividido em quatro geraces, tendo a Ultima
geracdo altamente efetiva em doses baixas. Alguns representantes dessa geracdo incluem-se a
permetrina, cipermetrina e a deltametrina, todos estes inseticidas sdo estaveis a luz solar (WHO,
1997; BRAGA; VALLE, 2007a).

Os carbamatos, derivados do acido carbamico, tém sido amplamente utilizados nos
programas de controle da maldria, particularmente em areas onde a resisténcia aos OPs €
verificada. Entre os mais utilizados, esta o Carbaril, (USEPA, 2004; BRAGA; VALLE, 2007b).
Apresentam uma grande desvantagem por serem reversiveis e terem acdo letal rapida,
raramente excedendo mais de uma hora, apesar de um curto poder residual (BRAGA; VALLE,
2007b).

Hoje, algumas ac¢des sdo implementadas visando a erradicacdo dos agentes
patogénicos, ou dos seus vetores, se dao através de controle quimico com a utilizacdo de
substancias analogas de horménio juvenil, inibidores de sintese de quitina e substancias com
acdo neurotdxicas (GURGEL, 2005; LONDRES, 2011; ZARA et al., 2016).

A utilizacdo de substancias quimicas como estratégia para o controle de vetores
muitas vezes é dificil de ser executada, pois tem apresentado alguns problemas relacionados a
infraestrutura das cidades, dentre elas, a baixa cobertura na coleta de lixo e a intermiténcia no
abastecimento de agua, comprometendo a efetividade no controle de muitos insetos vetores
(COELHO, 2008; OLIVEIRA et al. 2015; ZARA et al., 2016). Mesmo assim, varias estratégias
de controle quimico tém sido empregadas com a finalidade de erradicar insetos transmissores
de doencas. Dentre elas, microparticulas do inseticida piriproxifeno tém sido utilizadas para
atrair fémeas para pequenos depdsitos tratados com esse composto, com a finalidade de
disseminar o p6 desse larvicida em pequenos reservatorios, (DEVINE et al., 2009; ABAD-
FRANCH et al., 2015).

Substancias quimicas que pudessem atuar no crescimento e na reproducdo dos
mosquitos, também tém sido uma das estratégias importantes para o controle desses vetores.
Dai, a Organizacdo Mundial de Saiude (OMS) tem recomendado, os inseticidas reguladores do

crescimento de insetos (IGRs - Insetos Growth Regulators), pertencentes ao grupo das benzoil-
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fenil-uréias (BPU, inibidores de sintese de quitina), como os diflubenzuron e o triflumuron,
ambos larvicidas, que agem interferindo ou bloqueando a acdo da Quitina-Sintase, enzima
chave na polimerizacdo da quitina —polissacarideo importante encontrado no exoesqueleto de
insetos (VIEIRA, 2003). Alguns estudos apontam que a utilizagdo conjunta de toxinas
bacterianas das espécies Bacillus sphaericus (Bs) e Bacillus thuringiensis israelensis (Bti) com
inibidores de sintese de quitina (BPU) tem mostrado grande eficiéncia contra diferentes vetores
da dengue, embora, o efeito residual seja um dos pontos mais negativos por apresentarem niveis
baixos. (BRAGA; VALLE, 2007a; FARNESI, 2009; FERNANDEZ et al., 2011; GARCEZ et
al., 2013; CABRAL, 2015).

Qualquer que seja 0 composto quimico ou a sua forma de utilizacdo, pode-se
caracterizar uma condicdo de risco de exposi¢cdo multipla & populagdo como um todo
(TEIXEIRA etal., 2003; BRAGA; VALLE, 2007a), isso porque, quando aplicados, apresentam
alta persisténcia no meio ambiente, em tecidos de animais e humanos, causando Serios

problemas de salde.

2.3.2 Produtos Naturais como alternativas ao controle de insetos vetores de

patdgenos.

Os vegetais estdo entre os seres vivos que produzem uma quantidade imensuravel
de compostos bioativos com estruturas quimicas complexas que ndo apresentam funcdes bem
definidas para os organismos produtores, uma vez que ndo cumprem um determinado papel no
metabolismo, no crescimento e na divis&o celular (SIMOES et al., 2017).

Os diferentes compostos produzidos pelos vegetais sdo divididos em dois grandes
grupos: 0s metabdlitos primarios e os metabdlitos secundarios, estes Ultimos sdo resultantes de
uma interface quimica entre as plantas e 0 meio ambiente, que, ao longo de seu ciclo evolutivo,
desenvolveram mecanismos de adaptacdo para competir com outras plantas, assegurando sua
sobrevivéncia contra ataques de inimigos naturais (SOUZA FILHO; ALVES, 2002,
VIZZOTTO et al., 2010; SIMOES et al., 2017). Todas as plantas sdo potencialmente capazes
de sintetizar metabolitos secundarios (V1ZZOTTO et al., 2010).

Os produtos naturais como 0leos essenciais e extratos vegetais tém ganhado notavel
importancia para a prospeccao de substancias bioativas. Os 6leos essenciais ou 6leos volateis
sdo compostos de natureza quimica complexa, caracterizados por um forte odor, sendo

sintetizados por plantas aromaticas durante o metabolismo secundério, e normalmente extraidos
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por meio de destilagdo por arraste com vapor d’agua, bem como por prensagem dos pericarpos
de frutos citricos (MACHADO; JUNIOR, 2011; SIMOES et al., 2017).

Os oleos essenciais apresentam diferentes propriedades bioldgicas, como a acéo
larvicida (RAJKUMAR et al., 2010), atividade antioxidante (WANNES et al., 2010), acao
analgésica e anti-inflamatéria (MENDES et al., 2010), fungicida (CARMO et al., 2008) e
atividade antitumoral (SILVA, 2008).

Os extratos vegetais compreendem moderadamente um conceito amplo de produtos
naturais, podendo ser liquidos, moles, espessos ou secos. Apesar da ampla gama de substancias
liquidas conhecidas como extratores, sdo poucas as utilizadas na extracdo de produtos naturais
de origem vegetal, sendo essa limitacdo decorrida das propriedades extrativas, adequacgéo
tecnoldgica e inocuidade fisioldgica. Os liquidos extratores mais utilizados sdo o0s
hidrocarbonetos alifaticos (éter de petréleo e n-hexano), hidrocarbonetos halogenados
(cloroférmio e diclorometano), alcoois (etanol e metanol), cetonas (acetona e metiletilacetona),
4cido acético, acetato de etila, éter etilico e agua (SIMOES et al., 2017).

Os extratos sdo amplamente utilizados por apresentarem uma grande diversidade
quimica, cuja utilizacdo na medicina popular é voltada para o controle de diferentes
sintomatologias, como febre, vomito, dores na cabecga, constipacao, diarreia, afta, inflamacéo
intestinal, hemorragia, entre outras patologias (BARBOSA et al., 2007; SILVA, 2012).
Entretanto, o uso desses compostos ndo se restringe apenas ao controle de doencas, ja que vém
sendo amplamente difundidos na industria farmacéutica para a producdo de fitofarmacos e
fitoterapicos (SILVEIRA et al., 2008; ROSA et al., 2016).

As substancias de origem vegetal tém ganhado destaque nas pesquisas cientificas
como importantes formas alternativas ao controle de populacGes de Ae. aegypti e Ae. albopictus.
Desta forma, os assim chamados bioinseticidas vém a suprir as necessidades de compostos
naturais capazes de eliminar populagdes de Aedes spp. que porventura desenvolveram
resisténcia aos inseticidas quimicos sintéticos, frente as suas caracteristicas de apresentar
propriedades ovicidas, larvicidas, pupicidas, adulticidas e repelentes sobre as espécies de
culicideos. (FERNANDEZ et al., 2011; LOUISE, 2014; ANHOLETI et al., 2015; GOMES et
al., 2016). A tabela 1 elenca algumas espécies vegetais cujos produtos, extratos e Oleos
essenciais, obtidos de distintas partes dos vegetais, foram testados quanto ao potencial efeito

larvicida sobre Ae. albopictus.
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Tabela 1. Extratos e 6leos essenciais obtidos de distintas partes vegetais e seu efeito larvicida

sobre Aedes albopictus, 2000 a 2016.

Estrutura
Familia/Espécie Produto obtido CLso (ppm) Referéncia
vegetal
AMARYLLIDACEAE
Allium macrostemon Caule Oleo essencial 72,8 Liuetal., 2014
ANACARDIACEAE
Melanochyla fasciculiflora 4747 —-727,6
Gluta rengas Folha e 240,1 - 589,6
Extrato metandlico Yousaf & Zuharah, 2015
Anacardium occidentale Caule 638,4 —791,1
Mangifera indica 431,1-722.2
APIACEAE
Coriandrum sativum Fruto Oleo essencial 421 Benelli et al., 2013
ASTERACEAE
Achillea millefolium 211,3
Folha Oleo essencial Conti et al., 2010
Helichrysum italicum 178,1
CANNABACEAE
Cannabis sativa ) 0,3
Folha Oleo essencial Bedini et al., 2016
Humulus lupulus 0,3
CONVOLVULACEAE
Folha,
Ipomoea cairica Flore Extrato metandlico 21,7-37,6 Ishak et al., 2014
Raizes
COSTACEAE
Saussurea lappa Raiz Oleo essencial 12,4 Liuetal., 2012
CUPRESSACEAE
Chamaecyparis lawsoniana 47,9
Cupressus arizonica glabra ) 64,8
Folha Oleo essencial Giatropoulos et al., 2013
Cupressus benthamii 37,5
Cupressus macrocarpa 54,6



Cupressus sempervirens
Cupressus torulosa
Juniperus phoenicea
Tetraclinis articulata
EUPHORBIACEAE
Ricinus communis
FABACEAE
Tephrosia vogelii
LAMIACEAE
Coleus aromaticus
Hyptis suaveolens

Lavandula angustifolia

Ocimum basilicum.

Ocimum gratissimum
Rosmarinus officinalis
Salvia dorisiana
Salvia elegans

Salvia splendens Blue

Ribbon

Salvia splendens Scarlet Sage

LAURACEAE

Cinnamomum osmophloeum

MALVACEAE

Abutilon indicum

Semente

Folha

Folha

Folha

Folha

Extrato de acetona

Extrato aquoso

Oleo essencial

Oleo essencial

Extrato hexanico
Extrato de éter
dietilico
Extrato de
diclorometano

Extrato acetato etilico

54,7
57,1
55,5

70,6

11,6

11

67,9
240,3

>250

11,9

26,1
> 250
76,7

46,4

59,2

92,7

40,8

261,3

14423

1434,5

898,8
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Mandal, 2010

Li etal., 2015

Govindarajan et al., 2013?
Conti et al., 2012
Conti etal., 2010

Govindarajan et al.,
2013b

Sumitha & Thoppil, 2016

Conti et al., 2010

Mathew & Thoppil, 2011

Cheng et al., 2009

Tennyson et al., 2012



Sida acuta

MYRTACEAE

Eucalyptus camaldulensis

Myrtus communis

Syzygium guineense
PINACEAE

Pinus brutia

Pinus canariensis
Pinus halepensis
Pinus nigra

Pinus pinaster
Pinus stankewiczii
Pinus strobus

RUTACEAE

Citrus limon

Citrus paradisi

Citrus sinensis

Monodora myristica
Ruta chalepensis

Toddalia asiatica

Zanthoxylum heitzii

Extrato metanodlico

Folha
Semente
Oleo essencial
Folha
Raiz Extrato etanélico
Caule Oleo essencial
Fruto Oleo essencial
Folha Extrato hexanico
Extrato etanélico
Fruto
Oleo essencial
Raiz
Folha Extrato etanélico
Fruto

42,0

31,0-55,3
26,7
50
> 250

66,8

67
>200
70,2
152,6
>200
81,6

1279

95,8
25,0
37.03
28,6
446,4
110,9
35,6
69,0
229
288

47,9

35

Govindarajan, 2010

Cheng et al., 2009
Lucia et al., 2008
Dias & Moraes, 2014
Conti et al., 2010

Francine et al., 2016

Koutsaviti et al., 2015

Furtado et al., 2005

Giatropoulos et al., 2012

Warikoo et al., 2012

Francine et al., 2016

Conti et al., 2013

Liu et al., 2013

Francine et al., 2016

Fonte: Viana et al., 2018.
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2.4 Hyptis suaveolens (L.) Poit.

A Hyptis suaveolens (L.) Poit é uma espécie vegetal pertencente a familia
Lamiaceae. Essa familia retne cerca de 250 géneros e 6.970 espécies (JUDD et al., 1999), com
grande distribuicdo mundial, com destaque especial para regido mediterranea (BORDIGNON,
1990).

Dentre 0s géneros existentes o Hyptis Jacg. retne aproximadamente 400 espécies,
de ocorréncia principalmente nas Ameéricas, distribuidas desde o sul dos Estados Unidos até a
Argentina (BORDIGNON, 1990; PEERZADA, 1997; MISHRA et al., 2011). E comum
encontrar espécies do género Hyptis no Cerrado brasileiro cujos representantes exibem uma
grande diversidade morfologica (AZEVEDO et al., 2002; SOUZA et al., 2002), variando desde
ervas, subarbustos, arbustos e raramente arvore pequenas. Os caules geralmente séo
quadrangulares, as folhas opostas, simples ou mais raramente partidas, pecioladas ou sésseis,
ou curtamente pedunculadas, contendo sustancias aromaticas (BORDIGNON, 1990).

Dentre as espécies do género Hyptis destaca-se a Hyptis suaveolens (L.) Poit
(Figura 4), uma planta semilenhosa, com poucos ramos laterais, caule quadrangular e filotaxia
oposta (ZAIDAN et al., 1991). A espécie e considerada uma planta invasora de lavouras de
milho e pastagens, sendo encontrada em uma variedade de habitats, como trilhos, estradas,
montes de florestas abertas e clareiras florestais, podendo infestar fortemente terras,
particularmente em substratos aridos e rochosos (AZEVEDO et al., 2001; SILVA et al., 2003;
CHUKWUJEKWU et al., 2005; MISHRA, 2011; RODRIGUES et al., 2012). Caracterizada
CoOmo uma erva que se apresenta ereta durante todo o ano, fisiologicamente apresenta
crescimento rapido, com altura oscilando entre um a dois metros na fenofase de frutificagdo
(SILVA et al., 2003). E um vegetal que tem preferéncia por solos alcalinos, arenosos e areas
rochosas (SHARMA; RAIZADA; RAGHUBANSHI, 2009).
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Figura 4. Caracteristica morfol6gicas morfoldgica de Hyptis suaveolens (L.) Poit.

Fonte: publish.plantnet-project.org. acessado em 03 de dezembro de 2018.

A H. suaveolens apresenta um cheiro mentolado utilizado como repelente de
mosquitos em muitas regides da Africa, onde é chamada de hortela de arbusto, sendo queimada
dentro das casas (ABAGLI et al., 2012). Essa espécie também pode ser encontrada na América,
na Asia tropical, México e sul do Caribe até o Brasil e Bolivia (ALMEIDA; ALBUQUERQUE,
2002). No Brasil, ela ¢ conhecida popularmente como “bamburral” (nordeste) e “erva-canudo”
(sudeste e sul) (AGRA et al., 2008; RODRIGUES et al., 2012).

A composi¢do quimica de H. suaveolens tem sido alvo de diversos estudos, onde
tém mostrado que o 6leo essencial apresenta uma grande diversidade quimica, constituido
principalmente por monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos, triterpenos e acidos graxos,
sendo estes constituintes sintetizados e armazenados em tricomas glandulares da planta
(MCNEIL et al., 2011; CONTI et al., 2011; SYAMASUNDAR et al., 2012).

Os teores de 6leo essencial também variam conforme o local de colheita da planta,
como 0,035% (Vigosa, Brasil); 0,09% a 0,41% (diversas localidades da india) e 1,5% (Nigéria)
(MARTINS et al., 2006; SYAMASUNDAR et al., 2012). Tais variagdes podem ocorrer como
respostas a variabilidade genética intraespecifica, condi¢cGes ambientais, época de colheita,
condigdes de cultivo, tipo de solo e parte da planta utilizada (HAY; SVOBODA, 1993). Outro
fator que também influencia na composicao quimica do 6leo essencial € a latitude. A exemplo
disso sdo os sesquiterpenos, sae produzidos principalmente, em latitudes mais baixas, enquanto
que os monoterpenos latitudes mais altas (AZEVEDO et al., 2002).

A complexidade quimica do 6leo essencial de H. suaveolens também é um dos
aspectos que deve ser considerado. Segundo Martins et al. (2006), foram identificadas a

presenca de 65 constituintes quimicos, sendo 0s sesquiterpenos oxigenados a classe de terpenos
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mais representativa. Por outro lado, Conti et al. (2011) relataram a presenca de 56 constituintes
quimicos, sendo 64,1% de monoterpenos, 24,0% de sesquiterpenos, 8,1% de monoterpenos
oxigenados, 2,4% de sesquiterpenos oxigenados e escasso teor de diterpenos e derivados nao
terpénicos, 0,3 e 0,2%, respectivamente.

Na medicina popular, o bamburral tem apresentado diferentes propriedades
bioldgicas, o qual vem sendo indicado para o tratamento de célicas menstruais, problemas
digestivos, odontalgias, tratamento de cefaleia, gota, antisséptico, assim como também, para
algumas infeccBes respiratorias como gripes, resfriado, febres e doencas de pele
(CHUKWUJEKWU et al., 2005; BASILIO et al., 2006).

Estudos tém comprovado a eficacia do bamburral quanto a sua atividade
antioxidante (TAFURT-GARCIA et al., 2015), anti-inflamatéria (GRASSI et al., 2005),
antimalaria (CHUKWUJEKWU et al., 2005), antidiarreica, antiparasitaria, anticancerigena e
cicatrizante (NGOZI et al., 2014), antidiabética (MISHRA et al., 2011), antinociceptiva
(SANTOS et al., 2007), gastroprotetora (VERA-ARZAVE et al., 2012), hepatoprotetora e
citoprotetora (GHAFFARI; GHASSAM; PRAKASH, 2012).

Outras propriedades biologicas apresentadas pelo bamburral foi atividade
antibacteriana contra diferentes espécies de bactérias Gram-positivas (Bacillus cereus,
Staphylococcus aureus, Staphylococcus hemolyticus e Staphylococcus albus) e bactérias Gram-
negativas (Escherichia coli, Salmonella typhi, Pseudomonas aeruginosa e Proteus vulgaris)
(JOY et al., 2008; MOREIRA et al., 2010; RIOS TESCH et al., 2015). Ademais, o 6leo
essencial das folhas de H. suaveolens também tem demonstrado atividade antifungica frente a
espécies de Candida albicans e espécies do género Aspergillus (ASEKUN et al., 1999; JAYA,
DUBEY, 2011).

Moreira et al. (2010) e Jaya & Dubey, (2011), utilizando o 6leo essencial das folhas
do bamburral, demonstraram sua eficacia no combate a infeccBes causadas pelos fungos
Aspergillus parasiticus, Aspergillus fumigatus e Aspergillus flavus, espécies consideradas de
grande importancia médica, uma vez que sdo responsaveis pela colonizagdo das vias do trato
respiratorio, ocasionando alergias.

Ademais, o 6leo essencial do bamburral também tem demonstrado toxicidade por
contato e acdo repelente contra alguns artrépodes tais como Sitophilus granarius (L.)
(Dryophthoridae), Callosobruchus maculatus  (Bruchidae), Rhyzopertha dominica
(Bostrychidae), Sitophilus oryzae (Curculionidae) e Tribolium castaneum (Tenebrionidae),
especies que atacam graos de trigo armazenados no mundo (TRIPATHI; UPADHYAY, 2009;
SOARES et al., 2010).
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2.5 Ipomoea cairica (L.) Sweet

A Ipomoea cairica (l.) sweet (Figura 5) é uma planta da familia Convolvulaceae,
uma espécie trepadeira, herbacea, muito florifera e perene, que cresce em regides tropicais e
subtropicais no mundo, com grande capacidade competitiva e adaptativa, capaz de se reproduzir
por sementes e vegetativamente. Devem ser cultivadas a pleno sol, em solos drenaveis, com
regas regulares. N3o exige fertilidade, crescendo mesmo em solos pobres. E ristica e apresenta
rapido crescimento, sendo frequente sua utilizacdo como trepadeira anual. Apesar de ndo tolerar
o frio intenso, pode ser conduzida em clima temperado durante a primavera e 0 verdo
(FERREIRA et al., 2006; SAMUEL et al., 2014; PATROL, 2018).

Figura 5 — Caracteristica morfolégicas morfoldgica de Ipomoea cairica (L.) Sweet.

Fonte: https://www.upf.br/muzar/noticia/ipomoea--flor-simbolo-de-passo-fundo. Acessada em 03 de dezembro
de 2018.

Essa espécie esta distribuida principalmente nos paises da América do Sul e da
América Central e em territdrios tropicais africanos (AUSTIN; HUAMAN, 1996). Nativa do
Brasil, a espécie é geralmente encontrada em pastos originalmente vegetativos. Dependendo da
regido, a planta é conhecida popularmente como ipoméia, jitirana, jetirana, corriola, campainha
ou corda-de-violeta (PROCOPIO et al., 2003).

Segundo Thomas et al., (2004), a infusdo de folhas da I. cairica, tem sido utilizada
para o tratamento de erupgdes cuténeas, especialmente aquelas acompanhadas por febre. Além

disso, os remédios preparados a partir de raizes da I. cairica também tém sido bastante
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utilizados para o tratamento da hepatite A, como antidiarreico e antissifilitico (P10 CORREIA,
1978; ALONSO, 1988; FERREIRA et al., 2006a). Partes aéreas da I. cairica tém sido utilizadas
na medicina popular para tratamentos inflamatérios e reumaticos (FRANCO; FONTANA,
1997).

A prospeccdo dos constituintes quimicos da I. cairica tem levado ao isolamento de
alguns constituintes como arctiina, arctigenina, trachelogenin, matairesinol, umbeliferona, -
sitosterol, escopoletina e acidos graxos (NISHIBE et al., 1993; LIMA; BRAZ-FILHO, 1997,
FERREIRA et al., 2006b), Contudo, outros estudos tem demonstrado a presenca de 4',7-
dimetilquercetina, 7-O-p-glucopiranosil-4'-metilapigenina, friedelinol e cianidina-3-(p-
cumarilco-cafeoil)-sofososido (POMILIO; SPROVIERO, 1972). Um dos constituintes isolados
como as lignanas, ( - ) - trachelogenina (1) e ( - ) - arctigenina (2), apresentaram um papel
importante inibindo a replicacdo do virus da imunodeficiéncia humana tipo | (HIV-1; cepas
HTLVIII B) in vitro (FERREIRA et al., 2006b), sobretudo, tem apresentado atividade
antagonista de Ca®* e atividade citostatica em células linfomaticas de ratos (L5178y), além de
atividade neuroprotetiva ex vivo significativa contra toxicidade induzida por glutamato em
cultura de células corticais de ratos (TRUMM et al., 1989; PASKA et al., 1999; JANG et al.,
2002; CHO-MINKYUNG et al., 2004).

Embora a I. cairica seja amplamente utilizada na medicina popular, poucas
informagdes sdo encontradas na literatura sobre suas atividades bioldgicas. Por outro lado,
alguns compostos isolados desta espécie mostraram-se eficientes quando submetidos a testes
bioldgicos em laboratorio. Por exemplo, amostra de éleo essencial da I. cairica tem apresentado
propriedades larvicidas contra diferentes larvas de mosquitos das espécies Aedes aegytpi,
Anopheles stephensi, Culex tritaeniorhynchus e Culex quinquefasciatus (THOMAS et al.,
2004; FERREIRA et al., 2006a).

2.6 Cryptostegia grandiflora R. Br

Cryptostegia grandiflora R. Br (Figura 6) &€ uma espécie de videira pertencente a
familia Apocynaceae, nativa do sudoeste de Madagascar (Africa), onde também é encontrada
no Egito e em varios outros paises (HUTCHINSON, 1973). Popularmente, a planta € conhecida
como alamada-roxa, boca-de-ledo, cipo de borracha, vitva alegre, unha-de-onga e grajad. No
Estado do Ceard, a espécie ¢ conhecida pelos populares pelos nomes ‘“unha-de-gato”,
“pombom” e “unha-de-bruxa”. E uma planta arbustiva, trepadeira e semi-herbacea (LORENZI;
SOUZA, 1999).
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Ocorre naturalmente em regides aridas, porém com abundancia de agua. Essa
aparente contradicdo pode ser explicada por essa espécie apresentar algumas caracteristicas
compartilhadas por plantas tolerantes ao estresse. Sua estratégia adaptativa deve-se,
aparentemente, a grande produgdo de sementes, capacidade de aproveitamento de pouca
umidade para germinacgéo, desenvolvimento de raizes especializadas e boa captacdo de luz
(GRICE, 1996).

A Cryptostegia grandiflora apresenta-se como uma espécie vegetal lenhosa,
perene, com muitos caules, que cresce até 2 metros de altura, com longos chicotes. Uma seiva
leitosa emana de caules, folhas e vagens quando cortada ou quebrada. As folhas sdo verde-
escuras e brilhantes, com 6-10cm de comprimento, 3-5cm de largura e pares opostos. As raizes
foram encontradas a uma profundidade de 13 metros nos po¢os das minas e quando mudas sao
duas vezes mais longas que as brotacGes (PIER, 2003).

A forma de crescimento da videira difere dependendo das condic¢des do entorno.
Eles podem formar copas densas de plantas com longos chicotes e capaz de crescer sobre
arvores de até 30m de altura, e crescer como arbustos independentes na auséncia de outra
vegetacdo. As flores sdo grandes e vistosas, com cinco pétalas de cor branca a roxa clara em
forma de funil. As vagens de sementes sao rigidas, 10-12cm de comprimento, 3-4cm de largura
e crescem em pares no final de um talo curto (PIER, 2003). Cada vagem contém numerosas
sementes, cada semente tem um tufo de longos cabelos brancos sedosos (GRICE, 1996; WA,
DEPARTAMENTO DE AGRICULTURA, 2002).

As sementes da Cr. grandiflora duram mais de 12 meses no solo, formam-se em
grandes vagens com cerca de 15 cm de comprimento, muitas vezes encontradas em pares,
unidas na base. Cada vagem produz de 340 a 840 sementes (GRICE, 1996; WA,
DEPARTAMENTO DE AGRICULTURA, 2002). Acredita-se que em um anico episodio
reprodutivo, o grajat pode produzir mais de 8000 sementes, episddio que pode ocorrer pelo

menos duas vezes por ano (GRICE, 1996).
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Figura 6. Caracteristica morfoldgicas morfoldgica de Cryptostegia grandiflora (L.) Sweet.

Fonte: http://jardimdasideias.com.br/biblioteca-de-especies/53-cryptostegiagrandiflora. Acessada em 03 de
dezembro de 2018.

Embora endémica de Madagascar, a espécie € amplamente distribuida em areas
tropicais, tendo sido introduzida como planta ornamental e fonte de latex na producéo de
borracha (JENKINS, 1944; TOMLEY, 1995). No Brasil, a Cr. Grandiflora figura na lista de
especies exoticas invasoras no semiarido da regido Nordeste (CSIRO, Australia, 2001;
HERRERA; MAJOR, 2006).

Muitos estudos com Cr. Grandiflora estdo relacionados ao controle da invasao
dessa espécie em varios ecossistemas, muitos trabalhos relatam seus mais diversos usos. As
fibras da planta séo utilizadas na producdo de redes e linhas de pesca (JUMELLE, 1907). A
borracha, extraida a partir do latex, é considerada de boa qualidade e vem sendo utilizada desde
da Segunda Guerra Mundial (BLASER, 1945; BAGBY etal., 1981; AUGUSTUS et al., 2000).
Além da Borracha, o latex também é fonte de combustivel (MEHTA et al., 1982). Cook et al.,
(1990), consideraram a Cr. Grandiflora uma espécie extremamente venenosa, sendo tdxica
principalmente para ruminantes que morrem quase que imediatamente ap6s ingestdo da planta
(WA, Departamento de Agricultura, 2002; DOAK et al., 2004). Suas propriedades toxicas tém
sido muitas vezes utilizadas por grupos religiosos para cometer suicidios (CHOUX, 1931).

Na medicina popular, Cr. Grandiflora é utilizada no tratamento da gonorreia
(JUMELLE, 1907) e, na India, as folhas sdo usadas para curar feridas, eczema e outros
problemas de pele (MUKHERJEE et al., 1999). Além disso, a literatura relata a presenca de

algumas atividades biologicas, tais como, atividade hipoglicemiante (SHARMA et al., 1967;
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DHAWAN etal., 1977); atividade bactericida frente a cepas de Pseudomonas cepacia, Baccilus
megatorium, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Bacillus subtilis e Bacillus coagulans, e
anti-inflamatéria em extratos de diversas partes da planta (KIRITIKAR; BASU, 1987,
MUKHERJEE et al., 1999; ALBUQUERQUE, 2008); atividade contra o virus da herpes
(VIJAYAN et al., 2004) no extrato metandlico da planta; atividade moluscicida e antifungica
nos extratos da folha e do caule (ADEWUNMI; SOFOWORA, 1980; ABDALLAH etal., 1990;
VIJAYAN et al., 2004).

Poucos sdo os registros relacionados as atividades bioldgicas presentes no latex
dessa espécie. No entanto, proteinas do latex parecem participar de abordagens defensivas
contra insetos (KONNO et al., 2004). Além disso, o latex demonstrou repelir insetos (SINGHI
et al., 2004). Neste estudo, os fluidos laticiferos coletados de cinco plantas distintas foram
avaliados quanto a atividade repelente através da analise da atividade dissuasiva na oviposi¢cdo

de duas pragas distintas de Bruchidae.
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2.7 Justificativa

O uso de inseticidas quimicos sintéticos no controle de culicideos do género Aedes
constitui uma das mais importantes estratégias adotadas pelo Programa Nacional de Controle
da Dengue (PNCD). Porem, a constante utilizacdo desses produtos tem provocado um grande
descontrole da populacdo de mosquito, levando a selecdo de linhagens resistentes, e também
tem ocasionado outros efeitos indesejaveis, como polui¢cdo ambiental, acimulo em tecidos
animais e humanos, hipersensibilidade, irritabilidade e toxicidade em aves e mamiferos, bem
como a outros organismos da fauna associadas, além de serem carcinogénicos e teratogénicos
para os vertebrados (FERRER, 2003; WALISZEWSKI et al., 2003; CARVALHO, 2011).

Diante dessa problematica, hd uma necessidade de buscar novas alternativas
ambientalmente seguras, potencialmente adequadas e mais eficazes para uso em programas de
controle de vetores. Neste sentido, produtos naturais de origem vegetal, tais como extratos e
6leos essenciais, vém sendo amplamente testados quanto aos seus efeitos no controle de
populacbes de insetos vetores de patdgenos aos seres humanos, como o Ae. albopictus,
relacionado com a transmissdo do virus dengue e outros arbovirus. Tais produtos, uma vez
comprovada a eficacia no controle de insetos, podem servir como alternativa aos tradicionais

inseticidas sintéticos utilizados.
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3. OBJETIVOS

3.1 Geral

Realizar a prospecgdo fitoquimica e avaliar a atividade larvicida e antioxidante dos
extratos brutos e fragdes de Hyptis suaveolens, Ipomoea cairica e Cryptostegia grandiflora para

o0 controle de Ae. albopictus.

3.2 Especificos

e Avaliar a atividade larvicida dos extratos e fracGes obtidas do Bamburral (Hyptis
suaveolens), Jitirana (Ipomoea cairica) e Grajau (Cryptostegia grandiflora) sobre larvas
de 3° e 4° estadios de Ae. albopictus apés 24 e 48h;

e Determinar a concentracao letal CLso e CLgo dos extratos e fragoes obtidas do bamburral
(Hyptis suaveolens), Jitirana (Ipomoea cairica) e Grajau (Cryptostegia grandiflora), por
meio de bioensaio de concentracdo em laboratdrio utilizando larvas de 3° e/ou 4° estadio
de Ae. albopictus;

e Caracterizar os constituintes quimicos dos extratos e fracbes do bamburral (Hyptis
suaveolens), Jitirana (Ipomoea cairica) e Grajau (Cryptostegia grandiflora) por meio
de testes fitoquimicos;

e Determinar atividade antioxidante dos extratos e fracbes do bamburral (Hyptis
suaveolens), Jitirana (Ipomoea cairica) e Grajau (Cryptostegia grandiflora)
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4, MATERIAIS E METODOS

4.1 Estruturas vegetais utilizadas

Para preparagdo dos extratos, foram utilizadas folhas de Hyptis suaveolens
(Bamburral), Ipomoea cairica (Jitirana) e Cryptostegia grandiflora (Grajad). Os extratos e as
fracdes foram enviados pela Universidade Federal do Piaui (UFPI) em abril de 2018. A
identificacdo botanica das folhas foi caracterizada a partir das exsicatas (Figura 7)
disponibilizado no Herbério Virtual do Jardim Botéanico do Rio de Janeiro (HV-JBRJ), através
da plataforma REFLORA, de acordo com seus respectivos nimeros de exsicatas, n°. 466 (H.
suaveolens), n°. 1402 (l. Cairica) e n°. 6616 (Cr. grandiflora).

Figura 7 — Exsicatas das estruturas aéreas de H. suaveolens (A), I. cairica (B) e C. grandiflora

(C) utilizadas na identificacéo e caracterizagéo das folhas para preparacao dos extratos.

Fonte: reflora.jbrj.gov.br (2018). Acessado em 11 de outubro de 2018.

4.2 Processamento das folhas de H. suaveolens, 1. cairica e C. grandiflora.

As folhas coletadas foram lavadas, inicialmente, com agua corrente oriunda da rede
de abastecimento local. Em seguida, foram lavadas duas vezes com &gua destilada, com o
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proposito de remover resquicios de sais e quaisquer outros elementos que porventura estejam
aderidos a sua superficie.

No laboratorio, as folhas foram secas por 8 dias em estufa com temperatura de 37°C,
e circulacdo de ar forcada. Consequentemente, as folhas secas foram levadas a um triturador,

espécie de moinho de facas tipo Willye, modelo SL-032, obtendo-se (1 Kg) de p6 seco.

4.3 Obtencao do extrato etanolico bruto (EEB) das folhas de H. suaveolens, I.

cairica e C. grandiflora

Ap0s a obtencdo do pé das folhas de H. suaveolens, 1. cairica e C. grandiflora,
ambas foram submetidas a extragédo a frio com etanol (EtOH) a 95%, em um recipiente (cada)
de aco inoxidavel denominado percolador durante 20 dias para garantir um maximo de extragdo
dos constituintes quimicos. A solu¢do foi agitada diariamente durante o periodo de extracdo. O
extrato foi filtrado em papel de filtro e destilado a temperatura de 60°C, sob pressdo reduzida
de 500 a 750 mmHg, em evaporador rotativo, modelo 802. Apds esse processo de evaporagdo
do solvente, obteve-se o extrato etanolico bruto (EEB), que de cada espécie vegetal obtida pesou
100g. O material concentrado foi armazenado em geladeira de 2°C a 8°C, para posteriormente
serem fracionados (Esquema 1). O percentual de extracdo foi calculado pela relagdo peso do
extrato/peso seco das folhas, multiplicado por 100 (ALI; RAVIKUMAR; BEULA, 2013).

Esquema 1 — Esquema representativo para obtencao e fracionamento do extrato etanolico bruto

das folhas de H. suaveolens, 1. cairica e C. grandiflora.

Folhas
Secas em estufa de ar circulante a 40°C
por 72h e moidas em moinho de faca.
Po das Folhas
(1,0 Kg)
1 Maceragdo com EtOH 95%.

Extrato Etandlico Bruto
(100g)

v



48

(409) Extrato
Etandlico Bruto

Filtracdo em coluna sob camada de silica.

Fracdo l { Fracao

{ Fracdo l
Hexanica Cloroférmica

Metandlica

{ Fracdo Acetato
de Etila

Fonte: préprio autor (2018).

4.4 Fracionamento dos extratos brutos etanolico (EBE) das folhas de H.

suaveolens, I. cairica e C. grandiflora

Para obtencdo das fracGes, foram utilizados 40g do extrato bruto etandlico das
folhas do bamburral, jitirana e grajad, estes foram submetidos a uma cromatografia liquida em
coluna, utilizando silica gel 60 (70-230 mesh-ASTM, Merck) como fase estacionaria e como
fase movel os solventes hexano, cloroférmio, acetato de etila e metanol, seguindo o grau
crescente de polaridade.

As fracdes foram preparadas a uma proporcdo de 3:1, onde trés partes foram de
silica gel 60 e uma parte do extrato etandlico bruto das folhas de cada espécie vegetal, onde
cada extrato foi filtrado separadamente em uma coluna de 10,0 cm de didmetro e 1,20 m de
comprimento, preenchida com 700,0 g de silica-gel pura (aproximadamente 2/3 do tubo) para
cromatografia. Em seguida, foram submetidos a particao pelos solventes hexano, cloroférmio,

acetato de etila e metanol.

4.5 Prospeccao dos constituintes quimicos dos extratos brutos etandlico e fracoes

de H. suaveolens, I. cairica e C. grandiflora

As fracdes dos extratos das folhas foram submetidas & prospeccdo fitoquimica,
seguindo-se procedimentos descritos na literatura (MATOS, 2009). Os métodos utilizados
nessa abordagem sdo apenas qualitativos, e a presenca de um constituinte pode mascarar a cor

indicativa do outro, e tem como base as reacdes de coloracdo ou formacéo de precipitado.
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Esta metodologia teve como objetivo detectar a presenca de diversos constituintes
quimicos presentes nos extratos bruto etandlico do bamburral (EBEB), extrato bruto etandlico
da jitirana (EBEJ) e no extrato bruto etandlico do grajal (EBEG) e nas fracGes hexanica do
extrato do bamburral (FHEB), cloroférmica do extrato do bamburral (FCEB), acetato de etila
do extrato do bamburral (FAEEB), cloroférmica do extrato da jitirana (FCEJ) e cloroférmica
do extrato do grajau (FCEG). Para a realizacao dos testes, sete por¢des de 3 mL de cada extrato
e fracdo da planta foram dissolvidos em cloroférmio e colocados em tubos de ensaios e
numerados de 1 a 7, sendo entdo sete tubos para cada extrato bruto e fragéo, totalizando 56
tubos, onde cada tubo foi utilizado para um determinado teste referente a prospeccao

fitoquimica.

4.5.1 Teste para fenois e taninos

Foram utilizados 3 mL de cada extrato bruto e fragdes das plantas e adicionadas trés
gotas de solucdo alcoolica de cloreto férrico (FeCls 1 mol.L-1), os mesmos foram agitados e a
variacao de cor e/ou formacdo de precipitado, observado. O resultado obtido foi comparado ao
branco do teste e avaliado quanto a presenca de fenadis e taninos.

A coloracdo variando entre azul e vermelho € indicativo de fendis. A formacéo de
um precipitado azul escuro indica a presenca de taninos pirogalicos (taninos hidrolisaveis) e de
cor verde a presenca de taninos flobabénicos (taninos condensados ou catéquicos).

A solucdo de cloreto férrico (FeCls) foi preparada adicionando-se 9 g deste reagente
a 50 mL de agua destilada contendo 2 mL de 4cido cloridrico (HCI) 3 mol.Lt. Em seguida, 0
volume da mistura foi completado para 100 mL com etanol em um baldo volumétrico. A
solucédo de HCI 3 mol.L foi obtida pela mistura de 33,3 mL do acido cloridrico concentrado
(37%) em A&gua destilada suficiente para 100 mL de solu¢do, em um baldo volumétrico
(MATOQOS, 2009).

4.5.2 Teste para antocianinas, antocianidinas e flavonoides

Seguindo a metodologia de Matos (2009), tomou-se os tubos numerados de 2 a 4.
Acidulou-se um em pH 3 com HCL 3mol.L! e os tubos 3 e 4 foram alcalinizados

respectivamente em pH 8,5 e 11 com NaOH 1mol.L. Para se obter a solugdo de NaOH 1 mol.L-
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1,4 g do reagente foram dissolvidos em 100 mL de agua destilada. A interpretacéo dos

resultados foi feita segundo parametros utilizados por Matos (2009).

4.5.3 Teste para leucoantocianidinas, catequinas e flavononas

De acordo com a metodologia de Matos (2009), numerou-se dois tubos (T5 e T6),
onde o primeiro foi acidificado com HCL 3 mol. L até pH 1-3 e o outro alcalinizado com
NaOH 1 mol.L*até pH 11. Com o auxilio de uma lampada de alcool, ambos os tubos foram
aquecidos durante 2-3 minutos, cuidadosamente. Os tubos foram aquecidos cuidadosamente e
a mudanca de coloracdo foi observada. A interpretacdo dos resultados foi feita segundo

parametros utilizados por Matos (2009).

4.5.4 Teste para flavonois, flavonas, flavanondis e xantonas

Detectar a presenca de flavonois, flavonas, flavanondis e xantonas foi adicionado
ao tubo de namero sete (T7) particulas de magnésio granulado e 0,5 mL de HCI concentrado.
Foi aguardado o término da reacdo indicada pelo fim da efervescéncia, onde por comparagéo
mudanga na cor da mistura da reacao nos tubos 5 e 7 (acidificados).

O aparecimento ou intensificacdo da cor vermelha serd indicativo da presenca de
flavonais, flavanonas, flavanondis e/ou xantonas, livres ou seus heterosidios. A interpretacdo

dos resultados foi feita segundo parametros utilizados por Matos (2009).

4.5.5 Teste para esteroides e triterpenoides (Lieberman-Burchard)

Para determinar esteroides e triterpenoides dos extratos brutos e suas fragoes, foi
extraido o residuo seco do bécher duas a trés vezes com 1-2 mL de cloroférmio, tendo o cuidado
de triturar bem o residuo com o solvente. Em seguida, filtrou-se a solucdo cloroférmica gota a
gota em um pequeno funil fechado com uma bolinha de algoddo e coberta com alguns
decigramas de Na»SOs anidro, para um tubo de ensaio bem seco. Foi adicionado 1 mL de
anidrido acético, agitado suavemente e juntado cuidadosamente trés gotas de H.SOs
concentrado e agitado suavemente, observando se ha um desenvolvimento de cores. Os

resultados foram interpretados seguindo os parametros utilizados por Matos (2009).
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A presenca de esteroides apresenta uma coloracdo azul evanescente seguida de
verde permanente. Ja uma coloracdo parda até vermelha é indicativo de triterpenoides

pentaciclicos livre.

4.5.6 Teste saponinas

Os residuos insolGveis em cloroférmio, separados no teste anterior, foram
solubilizados em agua destilada e filtrados para tubo de ensaio. A solucdo foi fortemente
agitada, por dois a trés minutos até ser observada a formacéo de espuma, persistente e abundante

(colarinho) que indica a presenca de saponinas (MATQOS, 2009).

4.5.7 Teste alcaloides

Para o teste de alcaloides adotou-se a metodologia estabelecida por Matos, (2009).
Em uma solucdo cloroférmica com os extratos e as fracdes (20 mL) foi adicionado NH4OH até
alcancar pH 11. As bases organicas foram extraidas em trés por¢des de 10, 20 e 30 mL de uma
mistura éter-cloroférmio em funil de separacéo. A fracdo éter-cloroférmio coletada foi tratada
com NaxSO. anidro para eliminacdo do excesso de &gua. O filtrado foi separado e as bases
organicas foram extraidas com pequenas porc6es de HCI diluido. A solucao éter-cloroférmio
foi descartada, enquanto a solugédo aquosa acida obtida foi dividida em trés tubos de ensaio que
receberam, respectivamente, trés gotas dos reagentes de precipitacdo de alcaloides: “Hager”,
“Mayer” e “Dragendorf”. O resultado é considerado positivo, quando ocorre o0 aparecimento de
precipitado floculoso, pesado em pelo menos dois tubos é indicativo de alcaloides (Matos,
2009).

4.6 Determinacao dos fendlicos totais utilizando o método Folin-Ciocalteu

O método do Folin-Ciocalteu ¢ um dos mais utilizados para a quantificacdo de
compostos fendlicos em extratos de plantas (SOUZA et al., 2007). O reagente utilizado é
proveniente de uma mistura dos acidos fosfomolibidico e fosfotunguistico, no qual os dois
metais (molibdénio e o tungsténio) se encontram, inicialmente, no estado de oxidacdo (VI),
apresentando uma coloracdo amarela. Porém, em presenca de certos agentes redutores (0s

compostos fenolicos, por exemplo), sdo formados molibdénio e tungsténio azul, nos quais o
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estado de oxidacao passa a ser (V) e, cuja coloragédo, permite a determinacgdo da concentracdo
das substancias redutoras (IKAWA et al., 2003).

A quantificacdo de fendlicos totais presentes nos extratos brutos etanolico de H.
suaveolens, |. cairica e Cr. grandiflora foi realizada por meio de espectrofotometria, utilizando
0 método de Folin—Ciocalteu (BONOLI et al., 2004). Os extratos (aproximadamente 50 mg)
foram dissolvidos em metanol, transferido quantitativamente para um baldo volumétrico de 50
mL. Uma aliquota de 100 pL desta solugdo foi agitada com 500 pL do reagente de Folin-
Ciocalteu e 6 mL de agua destilada por 1 min; passado este tempo, 2 mL de Na;COsz a 15%
foram adicionados a mistura e agitada por 30 s. Finalmente, a solucéo teve seu volume acertado
para 10 mL com &gua destilada. Apds um periodo de, no maximo 2 h, a absorbancia das
amostras foi medida, a 750 nm. O teor de fenolicos totais (FT) foi determinado através da
utilizagdo de uma curva de calibracdo, cuja absorbancia das amostras foi comparada com os
valores obtidos para o padrdo acido galico (pontos da curva de 10 a 350 mg L) e expressos
como mg de AG (acido galico) por g de extrato. A Equacdo da curva de calibracdo do acido
galico foi ABS = 0,0056[AG]+0,0067, onde [AG] é a concentracdo do acido galico, ABS é a
absorbancia, a 750 nm e o coeficiente de determinacdo R?= 0,9959, conforme apresentado na

Figura 8.

Figura 8. Curva de calibracdo de fendlicos totais utilizando o método do Folin- Ciocalteu.
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4.7 Determinacdo da atividade antioxidante pelo método do radical livre 2,2
diphenil-1-picrilhidrazil (DPPH)

A avaliacdo da atividade antioxidante pelo método do radical livre 2,2 difenil-1-
picrilhidrazil (DPPH) foi realizada seguindo metodologia de Brand-Williams et al. (1995) com
modificacdes de Alves et al. (2008), monitorando-se o consumo do radical livre DPPH. Estas
medidas foram realizadas em espectrofotometro UV-Vis (Modelo Varian 1E), e a atividade
antioxidante dos extratos brutos etanélico das plantas H. suaveolens, . cairica e Cr. grandiflora
(aproximadamente 50 mg) foram dissolvidos em metanol, transferido quantitativamente para
um baldo volumétrico de 50 mL. A solu¢do de DPPH foi preparada pela dissolucdo do radical
livre em metanol, para a obtencdo de uma solugé@o 60 umol/L. Para a realizagdo do método, 100
pL da solucdo dos extratos das plantas foram misturados a 3,9 mL da solu¢do metandlica do
DPPH. Apo6s um periodo de contato de 30 min, as amostras dos extratos foram lidas em um
comprimento de onda 515 nm A capacidade antioxidante dos extratos foi realizada em
comparagdo com a quercetina (THOO et al, 2010) com a curva de calibracdo de concentracédo
do padrao variando de 10 a 300 umol de quercetina/L. A Equagéo da curva de calibragéo foi
construida [QUERCENTINA] versus % remocéo do radical DPPH, sendo obtido a curva: com
%(remocao) = 0,2054*[QUERCETINA] + 0,6911, conforme apresentado na figura 9, onde os
resultados foram expressados em [QUERCETINA]/g extrato.

Figura 9. Curva de a atividade antioxidante pelo método do DPPH, utilizando o padrdo

quercetina.
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4.8 Obtencéao dos ovos de Aedes albopictus

As palhetas contendo ovos de Aedes albopictus, foram obtidas no Laboratorio de
Entomologia Dr. Thomas Corréa Aragdo, localizado no Nucleo de Controle de Vetores
(NUVET), da Secretéria de Saude do Estado do Ceara (SESA-CE) e enviadas ao Laboratério
de Entomologia Médica do Departamento de Patologia e Medicina Legal (DPML) da
Universidade Federal do Ceara (UFC).

4.9 Estabelecimento e manutencéo das larvas, e identificacdo de adultos de Aedes

albopictus

As palhetas obtidas foram imersas em uma bandeja retangular (33cm x 24cm X
8cm3) contendo agua limpa para induzir a eclosdo dos ovos (Figura 10A), cujas larvas
resultantes foram alimentadas diariamente com ragdo para tartarugas a base de proteina de soja
da marca Reptolife (Alcon-club®) e mantidas sob temperatura ambiente. As pupas resultantes
foram distribuidas em recipientes plasticos de 50 mL (50 larvas/recipiente) (Figura 10B), os
quais foram inseridos no interior da gaiola, adaptadas & manutencdo das formas aladas
emergentes (Figura 10C). Uma vez atingido o estagio adulto, os mosquitos, identificados de
acordo com chave de classificacdo especifica (FORATTINI, 1986), foram alimentados com
solucdo acgucarada a 10%, embebida em rolo dental, armazenado em um frasco com tampa
(mamadeira) e para o0 repasto sanguineo das fémeas foram utilizadas codornas (Coturnix
coturnix) anestesiadas. Em acordo com QADIR (2014), os mosquitos foram expostos a um

fotoperiodo controlado, com 14 horas de luz e 10 horas de escuro.
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Figura 10: Esquema representativo de atividades de manutencédo de coldnia de Aedes

albopictus.

!

Fonte: gerados pelo autor.

4.10 Atividade larvicida dos extratos brutos etandlico e fracfes de H. suaveolens, 1.

cairica e C. grandiflora.

Para avaliar atividade larvicida dos extratos bruto e das fraces das folhas do
bamburral, os extratos foram pesados em balanca analitica (Analitica®). Em seguida, foram
solubilizados em 0,5 mL com Dimetilsulfoxido (DMSO) a 2,5%. Para o bioensaio, foi
preconizado um volume total de 20 mL (19,5 mL de agua destilada e 0,5 mL de DMSO) para
cada concentracdo analisada (Figura 11).

As larvas (20 espécimes) de 3° e 4° estadios da geracdo de descendentes oriundos
das coldnias mantidas em laboratdrio (F1) de Ae. albopictus, foram utilizadas para os ensaios
larvicidas com os extratos brutos (EBEB, EBEJ e EBEG) e fragdes (FHEB, FCEB, FAEEB,
FCEJ e FCEG) de acordo com os parametros estabelecidos pela Organizacdo Mundial da Saude
(WHO, 1981).

Na realizacdo do bioensaio, o extrato bruto etanolico e as fragdes do bamburral, jitirana
e grajau foram analisadas a uma concentragdo de 1000, 500, 400, 300 e 250 ppm. Nesses ensaios
os testes foram realizados em triplicatas, sendo trés réplicas de cada concentracgdo e trés réplicas
do controle negativo sem a adicdo do extrato vegetal, contendo apenas DMSO 2,5% e agua
destilada. Apds aplicacdo dos extratos, foram realizadas as leituras em 24 e 48 horas, fazendo-
se a contagem das larvas mortas. A mortalidade das larvas foi verificada apds estimulos

mecanicos com auxilio de uma pinca metalica. A partir de entdo, estimou-se as concentracdes
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letais dos ebe e das fracdes responsaveis pela mortalidade de 50% (CLso) dos espécimes

testados.

Figura 11. Esquema representativo dos bioensaios larvicidas com os extratos brutos e as

fracdes de H. suaveolens (bamburral), I. cairica (jitirana) e Cr. grandiflora (grajad).
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AT
20 Larvas de 3% e 4°

| 19,5mL de H:O destilada |\; ! / estadios

| 0,020g de extrato vegetal }—' \/\§<<\< ‘ Béquer de 100 mL

Fonte: gerados pelo autor.

4.11 Analise estatistica dos dados.

Os dados da mortalidade obtidos dos bioensaios de dose, foram utilizados para
determinacdo da Concentracdo Letal Mediana (CLsg) e Concentracdo Letal Final (CLgo),
realizadas pela andlise de probit (FINNEY, 1971) considerando o nivel de significancia de 95%,
calculada com auxilio do programa POLO PC® (LeOra Software Berkeley, CA) por meio de
Regressdo Linear dose-resposta. O teste de multiplas faixas de Tukey (P < 0,05) foi usado para
tomar decisOes estatisticas sobre a diferenca entre os grupos vegetais e os dados de mortalidade

dose e tempo.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Rendimento das extracgdes dos extratos bruto etandlico e fracdes de H.

suaveolens, I. cairica e Cr. grandiflora.

Apo6s maceracdo exaustiva das folhas de H. suaveolens, I. cairica e Cr. grandiflora,
foram obtidos os extratos brutos e fragcdes das plantas para serem analisadas na forma de uma

massa mucilaginosa (Tabela 2).

Tabela 2 — Rendimento dos Extratos bruto e fracGes das folhas de H. suaveolens, I. cairica e

C. grandiflora.

Massa obtida para o

Extratos e Fragoes Solventes extrato bruto e fragoes
das folhas (g)
EBEB Etanol 4,5062
EBEJ Etanol 3,4493
EBEG Etanol 3,5113
FHEB Hexano 1,5002
FCEB Cloroférmio 1,5003
FAEEB Acetato de Etila 0,1154
FMEB Metanol 0,0980
FCEJ Cloroférmio 1,0176
FMEJ] Metanol 1,4976
FCEG Cloroférmio 1,5011
FMEG Metanol 1,3397

Fonte: dados gerados pelo autor.

O interesse no desenvolvimento de pesticidas de origem natural aumentou nos
ultimos anos devido a desvantagem dos pesticidas quimicos sintéticos, como o impacto no
ambiente e a toxicidade para organismos ndo-alvo, incluindo humanos, e devido ao
desenvolvimento de resisténcia em populac6es de insetos alvo.

Especificamente, a possibilidade de explorar matérias-primas disponiveis de baixo
custo e renovaveis, como residuos, para um possivel uso individual na area urbana contra
mosquitos vetores pode levar ao desenvolvimento de estratégias de controle promissoras,
especialmente em paises em desenvolvimento (SUKUMAR et al., 1991). Varios extratos
vegetais e/ou fragdes da mesma, foram relatados para ser biologicamente ativo contra praga de
inseto (GEMEDA et al., 2014). Aqui, a atividade larvicida de extratos bruto e fracdes das folhas

de H. suaveolens, I. cairica e Cr. grandiflora foram investigadas.
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A eficécia larvicida das fracOes testadas foi dependente da dose. Os resultados do
bioensaio foram demonstrados a partir de tabelas e figuras descritivas, dai entdo, foram
avaliados os principais fatores que interferiram no nimero de larvas mortas durante o
tratamento com os extratos brutos e fraces das folhas de Hyptis suaveolens (bamburral),
Ipomoea cairica (Jitirana) e Cryptostegia grandiflora (Grajau).

5.2 Avaliacado da atividade larvicida dos extratos brutos etandlico e frac6es de

Hyptis suaveolens, Ipomoea cairica e Cryptostegia grandiflora.

5.2.1 Bioensaio de dose

Os resultados dos ensaios de atividade larvicida foram demonstrados, a partir de
graficos e tabelas descritivas, onde foram avaliados os principais fatores que podem interferir
no numero de larvas mortas durante o tratamento com os diversos produtos naturais de origem
vegetal.

Como variaveis do presente estudo tem-se 0 numero de larvas mortas durante o
tratamento, variavel dependente, e como variaveis independentes: a amostra vegetal utilizada
no tratamento, dividido em onze categorias, 0s extratos bruto do Bamburral (EBEB), da Jitirana
(EBEJ), do Grajal (EBEG) e das fracbes hexanica do Bamburral (FHEB), cloroférmica do

Bamburral (FCEB), acetato de etila do Bamburral (FAEEB), metandlica do Bamburral
(FMEB), cloroférmica da Jitirana (FCEJ), metandlica da Jitirana (FMEJ), cloroférmica do
Grajau (FCEG) e metanolica do Grajau (FMEG); as larvas utilizadas de Ae. albopictus (Aa); o
tempo de exposicdo de 24h e 48h; e a concentracdo do produto natural dividido em quatro
categorias para os extratos brutos (400 pg/mL, 500 pg/mL, 600 pg/mL, 800 pg/mL e 1000
pg/mL) e cinco categorias para as fragdes (250 pg/mL, 300 pug/mL, 400 pg/mL, 500 pg/mL e
1000 pg/mL), sendo todos os ensaios realizados com um total de 20 larvas de 3° e 4° estadios.

Na Tabela 3, pode-se observar uma anélise descritiva das variaveis independentes
(extratos e/ou fragdes, concentragdes e tempo de exposicdo) em relacdo a varidvel dependente
(mortalidade larval). O n é o numero de ensaios onde séo verificadas as mortalidades para cada
variavel independente.

Os extratos naturais que condicionaram uma maior mortalidade larval foram EBEB
(88,33%), FCEJ (74,67%) e FHEB (67,00%), sendo o primeiro extrato bruto (etandlico) e as

duas ultimas fracdes (cloroférmica e hexanica).
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Tabela 3 — Resultados dos bioensaios seletivos com os extratos brutos e fragdes das folhas do

bamburral, jitirana e grajad contra larvas de Aedes albopictus.

Ae. albopictus

Amostras Cor;ﬁir/\ri;rleu\;oes (Am r’:ifr AN Mortalidade (%0)
24 h 48 h
1000 60 91,67 100,00
EBEB oYY 60 68,33 100,00
600 60 56,67 91,67
400 60 10,00 61,67
1000 60 81,67 98,33
EBEJ vy 60 53,33 86,67
600 60 40,00 50,00
400 60 18,33 31,67
1000 60 61,67 100,00
EBEG vy 60 26,67 73,33
600 60 16,67 61,67
400 60 8,33 30,00
1000 60 100,00 100,00
500 60 81,67 88,33
FHEB 400 60 53,33 61,67
300 60 38,33 51,67
250 60 26,67 33,33
1000 60 85 91,67
500 60 53,33 65,00
FCEB 400 60 43,33 55,00
300 60 28,33 45,00
250 60 20 41,67
FAEEB B 60 65 93,33
500 60 15 36,67
FMEB 1000 60 15 38,33
1000 60 100 100
500 60 86,67 92
FCEJ 400 60 75 83,33
300 60 66,67 67
250 60 18,33 31,67
FMEJ 1000 60 5 6,67
FCEG I 60 38,33 73
500 60 21,67 37
FMEG 1000 60 1,67 5,00
Controle negativo  DMSO 2,5% 60 00 00
Controle positivo Temefos 60 100 100

Fonte: dados gerados pelo autor.
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Nos testes foram utilizadas 20 larvas por béquer em triplicata;
Controles: DMSO 2,5 %.
Controle Positivo: Temefos a 0,012mg/mL

EBEB - Extrato bruto etandlico do bamburral
EBEJ — Extrato bruto etandlico da jitirana;
EBEG - Extrato bruto etan6lico do grajau
FHEB — Fragéo hexanica do bamburral;

FCEB - Frac&o clorofdrmica do bamburral;
FAEEB - Fracdo acetato de etila do bamburral;
FMEB — Fracdo metandlica do bamburral,
FCEJ - Fracdo cloroférmica da jitirana;

FMEJ — Fracéo metandlica da jitirana;

FCEG - Fracéo cloroférmica do grajad;

FMEG - Fracdo metandlica do grajad.

Considerando a mortalidade das larvas nos extratos brutos e nas fragfes utilizadas
no bioensaios, observa-se que os extratos EBEB, EBEJ e EBEG e as fragcdes FHEB, FCEB e
FCEJ, foram as que apresentaram as menores concentragdes com atividade larvicida
comparando-se com as outras amostras vegetais analisadas.

Analisando atividade larvicida das amostras de extratos brutos das espécies H.
suaveolens, I. cairica e Cr. grandiflora, observou-se que o extrato EBEB, apresentou a melhor
atividade entre as quatros maiores concentra¢fes analisadas (1000, 800, 600 e 400 pg/mL), com
mortalidade de 100%, 100%, 91,67 e 61,67% respectivamente. Dados esses que corrobora com
0 estudo realizado por Conti et al., (2012), em que demonstraram atividade larvicida de H.
suaveolens, contra larvas de Ae. albopictus, tendo em vista que, a mortalidade foi dependente
da dose, ou seja, as maiores dosagens tiveram maior mortalidade, enquanto as menores
dosagens tiveram menor mortalidade.

Pode-se observar que o extrato EBEJ também apresentou atividade entre as trés
maiores concentragOes testadas (1000, 800 ¢ 600 pg/mL), onde induziu 100%, 98,33% e
86,67% de mortalidade respectivamente. Estudo realizado por Samuel et al., (2014),
observaram que na concentragdo de 500 pg/mL do extrato bruto cloroféormico das folhas de I.
cairica, induziu a mortalidade de 77,23% das larvas de Aedes aegypti (L.). Por outro lado,
extratos de éter de petréleo da folha de 1. cairica e Hyptis suaveolens ndo mostraram atividade
larvicida efetiva contra larvas de Culex spp. (OKIGBO et al. 2010; SAMUEL et al., 2014). E
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importante destacar que a agdo larvicida de um extrato vegetal pode variar de maneira
significativa de acordo com a espécie de inseto a ser desafiada com tais produtos, a espécie e
a idade da planta, regido geografica de sua ocorréncia (existéncia de quimiotipos), as estruturas
utilizadas e a polaridade do solvente utilizado durante o processo de obtengédo (CHENG et al.,
2009)

Os extratos fracionados, também apresentaram atividade contra as larvas de Ae.
albopictus, dentre as fracBes que apresentaram alto indice de mortalidade, a fracdo FCEJ
apresentou atividade nas quatros maiores concentragdes (1000, 500, 400 e 300 pg/mL)
analisadas, assim induziram mortalidade larval de 100%, 92%, 83,33% e 67% respectivamente,
em um periodo de 24 horas de exposicdo ao larvicida. 1sso demonstra que a potencialidade do
biocontrole da fracdo (FCEJ), contra larvas tardias de terceiro e quarto estadio de Ae. albopictus
foi bem estabelecido em condices de laboratério. Resultado promissor também tem sido
observado em outro estudo realizado a partir de 6leo essencial de I. cairica (Jitirana), onde 0s
autores demonstraram propriedade larvicida notavel contra outras espécies de culicideos,
causando 100% de mortalidade em Culex tritaeniorhynchus, Ae. aegypti, Ae. stephensi e Culex
quinquefasciatus nas concentragdes de 100, 120, 120 e 170 pg/mL, respectivamente (THOMAS
et al., 2004). Isso demonstra a potencialidade da 1. cairica ndo sO contra larvas de Ae.
albopictus, mais também sobre outras espécies de vetores. Nas demais concentracOes, a
mortalidade foi inferior a 50% na leitura de 24 horas.

Entdo, acredita-se que um dos fatores que possam contribuir para o0 aumento dessa
mortalidade seja o fator residual dos extratos, por constituirem de metabdlitos secundarios
ativos. Tendo em vista que as plantas produzem uma quantidade imensuravel de compostos
bioativos, classificados como metabolitos secundarios, os quais sdo dotados de estruturas
quimicas de altissima complexidade (SIMOES et al., 2017).

Observou-se, a partir da Figura 12, os perfis médios de larvas mortas diante do
tratamento com os diversos produtos naturais de origem vegetal, onde a menor proporcéo é

encontrada em FMEG e a maior em EBEB.
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Figura 12. Perfis médios de larvas mortas com acréscimo do intervalo de confianga de 95%

em relacéo ao tipo de larvicida natural.
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Fonte: dados gerados pelo autor.

Considerando-se os valores de mortalidade nos intervalos de leitura de 24 e 48

horas, observa-se que o tempo influencia no nimero de larvas mortas. (Figura 13).

Figura 13. Perfis médios de larvas mortas com acréscimo do intervalo de confianca de 95%

em relagéo ao tempo de exposicéo.
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Fonte: dados gerados pelo autor.
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Nota-se na Figura 14 a interacdo entre as amostras utilizadas e o tempo, tendo-se
como a fracdo metanolica do grajad (FMEG) como padrdo para compara¢do com 0s demais.
Deste modo, observa-se que o efeito do tempo é diferente nas diversas amostras vegetais
utilizadas quando verificada a proporcao de larvas mortas durante o tratamento, extrato (EBEB)
e fracbes (FHEB e FCEJ) interagem com um tempo de exposicao de forma bastante divergente
do que é notado na fracdo FMEG.

Desta forma, as amostras EBEB, EBEJ, EBEG, FHEB, FCEB, FAEEB, FCEJ e
FCEG que apresentaram mortalidade acima de 50% foram selecionados com objetivo de
determinar as concentracdes letais (CLso € CLgo).

Figura 14. Perfis medios de larvas mortas com acréscimo do intervalo de confianca de 95%

em relacdo a interagdo amostras vegeteis x tempo de exposi¢éo.
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Fonte: dados gerados pelo autor.

Diante das propor¢des de larvas mortas nos ensaios realizados, foi possivel
determinar a concentracdo necessaria para condicionar a morte de 50% das larvas de Ae.
albopictus utilizadas nos testes (Tabela 4).

Entretanto, a partir dos bioensaios de dose, foram obtidos os valores das
concentragdes letais (CLso e CLgo) através da analise de probit, considerando o intervalo de
confianca no nivel de significancia de 95%, verificando o qui-quadrado (¥2) e a equagdo de

regressédo (y=(a+5) + b.log x) que corresponde a reta linear de dose-resposta.
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A concentracdo letal para as diferentes amostras testadas neste estudo é
demonstrada na Tabela 6, é possivel notar em um tempo de exposi¢do de 24 horas uma menor
CLso para FCEJ (309,45 mg/L), seguida de FHEB (360,76 mg/L). Sendo, portanto, as larvas de
Ae. albopictus, resistentes ao tratamento com a fracdo FCEG (2360,76 mg/L). De forma similar,
é possivel demonstrar as CLgo de acordo com as amostras vegetais utilizadas e o tempo de 24
horas de exposicdo, sendo identificadas as menores concentracdes para FCEJ (494,93 mg/L),
FHEB (582,11 mg/L) e EBEB (962,67 mg/L) respectivamente, com intervalos de confianga de
95%. Estes resultados tém demonstrado que as larvas de terceiro e quarto instar de Ae.
albopictus, séo susceptiveis as concentracfes testadas dessa amostras vegetais, comparadas as
fracdes hexanica (FHEB), cloroférmica (FCEB) e acetato de etila (FAEEB) do bamburral, em
que apresentaram valores maiores nas CLso (360,76 pg/mL, 501,57 pg/mL e 864,49 ug/mL) e
CLgo (582,11 pg/mL, 1090,91 pg/mL e 1315,18 pg/mL) respectivamente.

Diante da atividade larvicida manifestada pelas fracdes FCEJ e FHEB sobre a cepa
de Ae. albopictus, eles podem ser considerados fortes candidatos para o controle dos mosquitos
Aedes spp. Ishak et al., (2014) defendem a utilizagdo de compostos de origem vegetal como
alternativa ao controle com base em produtos quimicos sintéticos, por considerar que estes
oferecem menos prejuizos ao meio ambiente. Estes autores, nos ensaios larvicidas vegetais
contra Ae. albopictus, utilizaram extratos metandlico de vérias estruturas de I. cairica e
obtiveram CLsg de 21,7 — 37,6 mg/L. Dai, consideraram este como um suposto larvicida no
controle integrado de Aedes spp. Além disso, Conti et al., (2012) acreditam que larvicidas a

partir de H. suaveolens também demonstram consideravelmente atividade larvicida.

Tabela 4 — Valores de CLso e CLgg das fragdes do bamburral, jitirana e grajad contra larvas de
Ae. albopictus apds 24 horas de exposicéo.

Equacao de R2

Amostra  CLso(LCL-UCL)(ppm) CLgo(LCL-UCL)(ppm) (x2) P valor

regressao

EBEB 643,40 (594,09 — 688,99) 962,67 (895,07 — Y =0,026X 0,889 12,385 0,2602
688,99) - 6,633

EBEJ 717,13 (655,70 — 780,93) 1168,16 (1052,63—- Y =0,02X- 0,944 4,068 0,9442
1364,54) 4,567

EBEG 942,70 (869,99 — 1053,84) 1397,46 (1236,74—- Y =0,017X 0,823 7,701 0,6582
1693,35) - 6,233

FHEB 360,76 (330,54 — 391,34) 582,11 (523,73 — Y =0,018X 0,804 4,737 0,981
687,27) + 2,976

FCEB 501,57(428,76-579,53) 1090,91 (936,89 — Y =0,015X 0,800 13,804 0,313%
1362,43) + 2,176

FAEEB  864,49(776,59-973,18) 1315,18 (1158,27 - Y =0,02X- 0,882 4,74 0,315
1623,79) 7
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FCEJ 309,45 (277,66—334,85) 494,93 (454,94 — Y=0,015X 0546 21,049 0,0722
561,20) +6,273
FCEG  2360,76 N.E 5404,35 N.E Y=0,003X-3 0,035 19,444 0,001

Fonte: dados gerados autor.

LCL - Limite minimo de confianca;

UCL - Limite maximo de confianca;

N.E — Nao estimado limite de confianca a 95%

a— Como o nivel de significancia é maior que 0,05, nenhum fator de heterogeneidade foi usado no célculo de
limites de confianca.

EBEB - Extrato bruto etanélico do bamburral
EBEJ - Extrato bruto etanolico da jitirana;
EBEG - Extrato bruto etanélico do grajau
FHEB — Fragdo hexanica do bamburral;

FCEB - Fracéo cloroférmica do bamburral;
FAEEB - Fracdo acetato de etila do bamburral,
FCEJ - Fracéo cloroférmica da jitirana;

FCEG - Fracéo cloroférmica do grajad;

De acordo com a mortalidade das larvas entre as amostras analisados sobre Ae.
albopictus no intervalo de 24 horas, as trés melhores amostras estdo representadas nas Figura
15, os resultados indicam que os dados se ajustaram a analise de probit, exceto a fracdo

cloroférmica do grajad (FCEG) que ndo se ajustou, como mostra 0 programa.

Figura 15. Mortalidade das larvas de Ae. albopictus nas trés melhores fragdes (FHEB, FCEB e
FCEJ) analisadas no intervalo de leitura de 24 horas.

24h

1500+ ~ o _
E3 Fragao hexanica - Bamburral
Efl Fragic Cleroformica - Bamburral

Lie00 [ Fragio Cloroférmica - Jitirana

P

=00

Fonte: dados gerados pelo autor.

O modo de acdo da maioria dos extratos fracionados de plantas em larvas de Ae.

albopictus ainda é desconhecido. Estudos anteriores relataram que os fitoquimicos poderiam
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interferir no funcionamento adequado das mitocondrias, particularmente no local de
transferéncia de prétons (CHAKKARAVARTHY et al., 2011). Além de, algumas moléculas
bioativas de extratos vegetais afetam principalmente a superficie epitelial do intestino médio e
secundariamente o0 ceco gastrico e os tubulos de Malpighi nas larvas do mosquito (REY et al.,
1999).

Estendendo-se a observacdo da mortalidade das larvas de Ae. albopictus frente as
amostras vegetais em um intervalo de 48 horas de exposicao, as concentracoes letais (CLso €

CLgo) das amostras vegetais estdo representadas na Tabela 5.

Tabela 5 — Valores de CLso e CLgo dos extratos e fracdes do bamburral, jitirana e grajau contra

larvas de Ae. albopictus apds 48 horas de exposicao.

CLso (LCL — UCL CLoo (LCL - UCL Equacao de

Amostra ((ppm) ) ((ppm) ) r(lgrgsséo R2 (x2) Pvalor

EBEB 316,83 (280,17 — 569,11(521,50-651,54) Y =0,012X 0,631 13,804 0,605a
345,95) + 9,033

EBEJ 548,54 (494,26 — 854,68 (792,33 - 946,72) Y =0,024X 0,958 4,579 0,917a
594,39) -3,233

EBEG 547,08 (419,60 — 886,05 (777,20 — 1124,25) Y =0,022X 0,823 23,916 0,008 b
633,31) — 2,267

FHEB 316,83 (280,17 — 537,48 (485,17 -632,86) Y =0,016X 0,706 9,383 0,743
345,95) +5,68

FCEB 291,56 (151,22 — 986,42 (822,55 -1326,90) Y =0,011X 0,582 20,935 0,0512
380,11) +6,931

FAEEB 592,49 (505,51 — 940,40 (844,99 - 1100,54) Y =0,023X 0,954 2,402 0,662°?
665,88) -4

FCEJ 279,88 (243,54 — 456,276 (420,83 -514,52) Y =0,013X 0,530 11,727 0,550%
306,04) + 8,395

FCEG 661,33 N.E 1358,08 N.E Y =0,014X 0,232 56,533 0,001°

+ 0,667

Fonte: proprio autor.

LCL — Limite minimo de confianca;

UCL — Limite maximo de confianca;

N.E — Néo estimado o limite de confianca a 95%

a— Como o nivel de significancia é maior que 0,05, nenhum fator de heterogeneidade foi usado no célculo de
limites de confianca.

Ap0Os um maior tempo de exposicdo das larvas aos larvicidas utilizados, verificou-
se as concentragdes letais (CLso e CLoo) das amostras em um intervalo de 48 horas. No entanto,
a fracdo FCEJ apresentou o menor valor de CLsp 279,88 pg/mL e CLgo 456,27 pg/mL, com
intervalos de confianca de 95%. Estes resultados também demonstram que as larvas de terceiro
e quarto instar de Ae. albopictus, sdo susceptiveis as concentracdes testadas mesmo em um

intervalo de exposi¢do maior, isso comparadas as fracoes FHEB e FCEB (Figura 16), que
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apresentaram valores maiores nas CLso (316,83 pg/mL e 291,56 pg/mL) e CLgo (537,48 pg/mL
e 986,42 ng/mL) respectivamente. Contudo, ambas amostras demonstraram bioatividade em
nivel satisfatorio neste intervalo de tempo. A variacdo dos valores de CLso pode ser devida a
diferencas nos niveis de toxicidade dos componentes inseticidas especificos em cada fracdo
vegetal. Acredita-se, que o isolamento e a identificacdo das moléculas puras que exercem a
atividade larvicida podem permitir avaliar mais profundamente essas diferencas. Entretanto, a
atividade larvicida destas fragdes ainda ndo foi evidenciada na literatura contra larvas de Ae.
albopictus.

Os relatos identificados na literatura sobre a acdo larvicida de extratos de outras
plantas contra mosquitos Aedes spp. resumem-se, predominantemente, ao controle de Ae.
aegypti: Andrographis paniculata (CLso= 146,3 mg/L), Carica papaya (CLso= 107 mg/L),
Dalbergia oliveri (CLso= 153,7 mg/L), Pongamia pinnata (CLso= 118,2 mg/L) e Datura
stramonium (CLso= 288, 0 mg/L) (GOVINDARAJAN et al., 2011; ISHAK et al., 2014;
PLUEMPANUPAT et al., 2013; KOLLI etal., 2013; RAJASEKARAN; DURALKANNAN et
al., 2012).

Os trabalhos relacionados ao controle de Ae. albopictus com a utilizacdo de
produtos naturais sdo menos difundidos em comparagdo com os relacionados ao Ae. aegypti,
isso se justifica por ele ser considerado o vetor mais importante de dengue, e demais arboviroses
transmitidas por Aedes spp. (SOUZA,; SILVA,; SILVA, 2010).

Figura 16. Mortalidade das larvas de Ae. albopictus nas trés melhores fracées (FHEB, FCEB

e FCEJ) analisadas no intervalo de leitura de 48 horas.

48h
1500 - . .
E3 Fragao hexanica Bamburral
B Fracio Cloroformica Bamburral
100 - 1 Fracdo Cloroformica Iitirana

prm

500+

Fonte: préprio autor.
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As amostras vegetais fracionadas de H. suaveolens (bamburral) e 1. cairica (jitirana)
sdo, portanto, promissoras como alternativas aos inseticidas sintéticos em programas de
controle de mosquitos, fornecendo assim a base para o uso dos extratos vegetais contra larvas
de Ae. albopictus.

O resultado da analise de variancia (ANOVA) de uma via dos extratos brutos
etanolico (EBEB, EBEJ e EBEG) e das fracdes (FHEB, FCEB, FAAEB, FCEJ e FCEG) de H.
suaveolens, I. cairica e Cr. grandiflora realizadas a partir de diferentes concentragdes (500-
1000 ppm) e intervalos de tempos (24 e 48 h), revelaram diferenca significativa (p < 0,05) nos
dados de mortalidade larval em um dos periodos de exposi¢do. Diante dos resultados descritos
na tabela 6, indicam que houve efeito significativo do grupo sobre a mortalidade das larvas em
um intervalo de 24 horas (F = 6,635; gl = 7; p < 0,05), no entanto, ap6s 48h de exposi¢do das
larvas de Ae. albopictus frentes aos grupos analisados, ndo evidenciou diferenca significativa

entre as médias dos nas concentracdes analisadas (F = 1, 940; gl = 7; p > 0,05).

Tabela 6. ANOVA fatorial de uma via completamente aleatorizada utilizando diferentes
concentragdes, periodos de exposicao e diferentes amostras como variaveis para folhas de H.

suaveolens, I. cairica e Cr. grandiflora.

Soma dos Quadrado
gl F Sig.
Quadrados Médio
Entre Grupos 1036,250 7 148,036 6,635 ,000*
Mortalidade - 24h  Nos grupos 892,417 40 22,310
Total 1928,667 47
Entre Grupos 345,729 7 49,390 1,940 ,088
Mortalidade - 48h  Nos grupos 1018,250 40 25,456
Total 1363,979 47

Fonte: dados gerados pelo autor.
Sig: valor de P (*A diferenca média é significativa no nivel p < 0.05);
gl: grau de liberdade;

F: Valor de Fisher

Ap0s verificar diferenca estatistica no teste entre as médias dos grupos (extratos e
fracBes) sobre a mortalidade das larvas em um periodo de 24 e 48 horas, foi realizado o teste
Post Hoc (Tukey HSD) para avaliar qual grupo difere estatisticamente do outro (grup “I” #

grupo “J”) (Tabela 9). No entanto, constatou-se efeito significativo nas interacdes, incluindo
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EBEG x FHEB (p < 0,007), EBEG x PCEJ (p < 0,004), FHEB x EBEG (p < 0,007), FHEB x
FAEEB (p <0,013), FHEB x FCEG (p < 0,001), FCEB x FCEG (p < 0,045), FAEEB x FHEB
(p < 0,013), FAEEB x FCEJ (p < 0,008), FCEJ x EBEG (p < 0,004), FCEJ x FAEEB (p <
0,008), FCEJ x FCEG (p < 0,000), FCEG x FHEB (p < 0,001), FCEG x FCEB (p < 0,045) e

FCEG x FCEJ (p <0,00) sobre a mortalidade larval (Tabela 7). No intervalo de 48 de exposicéo,
ndo houve diferenca significativa entre as médias dos grupos sobre as mortalidades das larvas

de Ae. albopictus.

Tabela 7. Diferenca estatistica entre as medias dos grupos (Teste Post Hoc “Tukey HSD”) de
extratos e fracdes de H. suaveolens, I. cairica e Cr. grandiflora sobre a mortalidade das larvas

de Ae. albopictus em um intervalo de tempo de 24 e 48 horas de exposicao.

Intervalo de Confianca 95%

Variavel Diferenca Erro
dependente Qe Eheens média (I-J) Padréo Sig. Limite
Limite inferior  superior

Mortalidade - 24h EBEJ 1,41667  2,72705 ,999 -7,3004 10,1337
EBEG 5,08333  2,72705 ,582 -3,6337 13,8004

FHEB -5,66667 2,72705 ,446 -14,3837 3,0504

EBEB FCEB -1,33333  2,72705 1,000 -10,0504 7,3837

FAEEB 4,50000 2,72705 ,718 -4,2170 13,2170

FCEJ -6,16667  2,72705 ,339 -14,8837 2,5504

FCEG 7,50000  2,72705 ,137 -1,2170 16,2170

EBEB -1,41667 2,72705 ,999 -10,1337 7,3004

EBEG 3,66667 2,72705 ,876 -5,0504 12,3837

FHEB -7,08333 2,72705 ,187 -15,8004 1,6337

EBEJ FCEB -2,75000 2,72705 ,970 -11,4670 5,9670

FAEEB 3,08333  2,72705 ,946 -5,6337 11,8004

FCEJ -7,58333 2,72705 ,129 -16,3004 1,1337

FCEG 6,08333 2,72705 ,356 -2,6337 14,8004

EBEB -5,08333 2,72705 ,582 -13,8004 3,6337

EBEJ -3,66667  2,72705 ,876 -12,3837 5,0504

FHEB -10,75000 2,72705 ,007* -19,4670 -2,0330

EBEG FCEB -6,41667 2,72705 ,292 -15,1337 2,3004

FAEEB -58333  2,72705 1,000 -9,3004 8,1337

FCEJ -11,25000°  2,72705 ,004* -19,9670 -2,5330

FCEG 2,41667  2,72705 ,986 -6,3004 11,1337

EBEB 5,66667 2,72705 ,446 -3,0504 14,3837

FHEB EBEJ 7,08333 2,72705 ,187 -1,6337 15,8004

EBEG 10,75000" 2,72705 ,007* 2,0330 19,4670
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FCEB 4,33333 2,72705 754 -4,3837 13,0504

FAEEB 10,16667" 2,72705 ,013* 1,4496 18,8837

FCEJ -,50000 2,72705 1,000 -9,2170 8,2170

FCEG 13,16667" 2,72705 ,001* 4,4496 21,8837

EBEB 1,33333 2,72705 1,000 -7,3837 10,0504

EBEJ 2,75000 2,72705 ,970 -5,9670 11,4670

EBEG 6,41667 2,72705 ,292 -2,3004 15,1337

FCEB FHEB -4,33333 2,72705 154 -13,0504 4,3837
FAEEB 5,83333 2,72705 ,409 -2,8837 14,5504

FCEJ -4,83333 2,72705 ,641 -13,5504 3,8837

FCEG 8,83333" 2,72705  ,045* ,1163 17,5504

EBEB -4,50000 2,72705 ,718 -13,2170 4,2170

EBEJ -3,08333 2,72705 ,946 -11,8004 5,6337

EBEG ,58333 2,72705 1,000 -8,1337 9,3004

FAEEB FHEB -10,16667" 2,72705 ,013* -18,8837 -1,4496
FCEB -5,83333 2,72705 ,409 -14,5504 2,8837

FCEJ -10,66667" 2,72705 ,008* -19,3837 -1,9496

FCEG 3,00000 2,72705 ,953 -5,7170 11,7170

EBEB 6,16667 2,72705 ,339 -2,5504 14,8837

EBEJ 7,58333 2,72705 ,129 -1,1337 16,3004

EBEG 11,25000" 2,72705  ,004* 2,5330 19,9670

FCEJ FHEB ,50000 2,72705 1,000 -8,2170 9,2170
FCEB 4,83333 2,72705 ,641 -3,8837 13,5504

FAEEB 10,66667" 2,72705 ,008* 1,9496 19,3837

FCEG 13,66667 2,72705 ,000* 4,9496 22,3837

EBEB -7,50000 2,72705 137 -16,2170 1,2170

EBEJ -6,08333 2,72705 ,356 -14,8004 2,6337

EBEG -2,41667 2,72705 ,986 -11,1337 6,3004

FCEG FHEB -13,16667" 2,72705 ,001* -21,8837 -4,4496
FCEB -8,83333" 2,72705  ,045* -17,5504 -,1163

FAEEB -3,00000 2,72705 ,953 -11,7170 5,7170

FCEJ -13,66667" 2,72705 ,000* -22,3837 -4,9496
Mortalidade - 48h EBEJ 3,75000 2,91297 ,898 -5,5613 13,0613
EBEG 3,08333 2,91297 ,962 -6,2280 12,3947

FHEB -1,16667 2,91297 1,000 -10,4780 8,1447

EBEB FCEB 2,16667 2,91297 ,995 -7,1447 11,4780
FAEEB 4,66667 2,91297 , 746 -4,6447 13,9780

FCEJ -1,50000 2,91297 1,000 -10,8113 7,8113

FCEG 6,50000 2,91297 ,356 -2,8113 15,8113

EBEB -3,75000 2,91297 ,898 -13,0613 5,5613

EBEJ EBEG -,66667 2,91297 1,000 -9,9780 8,6447
_FHEB -4,91667 2,91297 ,695 -14,2280 4,3947
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FCEB -1,58333 2,91297 ,999 -10,8947 7,7280

FAEEB ,91667 2,91297 1,000 -8,3947 10,2280

FCEJ -5,25000 2,91297 ,622 -14,5613 4,0613

FCEG 2,75000 2,91297 ,979 -6,5613 12,0613

EBEB -3,08333 2,91297 ,962 -12,3947 6,2280

EBEJ ,66667 2,91297 1,000 -8,6447 9,9780

FHEB -4,25000 2,91297 ,824 -13,5613 5,0613

EBEG FCEB -,91667 2,91297 1,000 -10,2280 8,3947
FAEEB 1,58333 2,91297 ,999 -7,7280 10,8947

FCEJ -4,58333 2,91297 ,763 -13,8947 4,7280

FCEG 3,41667 2,91297 ,935 -5,8947 12,7280

EBEB 1,16667 2,91297 1,000 -8,1447 10,4780

EBEJ 4,91667 2,91297 ,695 -4,3947 14,2280

EBEG 4,25000 2,91297 ,824 -5,0613 13,5613

FHEB FCEB 3,33333 2,91297 ,943 -5,9780 12,6447
FAEEB 5,83333 2,91297 ,493 -3,4780 15,1447

FCEJ -,33333 2,91297 1,000 -9,6447 8,9780

FCEG 7,66667 2,91297 ,175 -1,6447 16,9780

EBEB -2,16667 2,91297 ,995 -11,4780 7,1447

EBEJ 1,58333 2,91297 ,999 -7,7280 10,8947

EBEG ,91667 2,91297 1,000 -8,3947 10,2280

FCEB FHEB -3,33333 2,91297 ,943 -12,6447 5,9780
FAEEB 2,50000 2,91297 ,988 -6,8113 11,8113

FCEJ -3,66667 2,91297 ,908 -12,9780 5,6447

FCEG 4,33333 2,91297 ,809 -4,9780 13,6447

EBEB -4,66667 2,91297 , 746 -13,9780 4,6447

EBEJ -,91667 2,91297 1,000 -10,2280 8,3947

EBEG -1,58333 2,91297 ,999 -10,8947 7,7280

FAEEB FHEB -5,83333 2,91297 ,493 -15,1447 3,4780
FCEB -2,50000 2,91297 ,988 -11,8113 6,8113

FCEJ -6,16667 2,91297 422 -15,4780 3,1447

FCEG 1,83333 2,91297 ,998 -7,4780 11,1447

EBEB 1,50000 2,91297 1,000 -7,8113 10,8113

EBEJ 5,25000 2,91297 ,622 -4,0613 14,5613

EBEG 4,58333 2,91297 , 763 -4,7280 13,8947

FCEJ FHEB ,33333 2,91297 1,000 -8,9780 9,6447
FCEB 3,66667 2,91297 ,908 -5,6447 12,9780

FAEEB 6,16667 2,91297 422 -3,1447 15,4780

FCEG 8,00000 2,91297 ,138 -1,3113 17,3113

EBEB -6,50000 2,91297 ,356 -15,8113 2,8113

FCEG EBEJ -2,75000 2,91297 979 -12,0613 6,5613
_EBEG -3,41667 2,91297 ,935 -12,7280 5,8947
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FHEB -7,66667 2,91297 ,175 -16,9780 1,6447
FCEB -4,33333 2,91297 ,809 -13,6447 4,9780
FAEEB -1,83333 2,91297 ,998 -11,1447 7,4780
FCEJ -8,00000 2,91297 ,138 -17,3113 1,3113

Fonte: dados gerados pelo autor.

Sig: valor de P (*A diferenca média é significativa entre os grupos no nivel p < 0.05).

A bioatividade de inseticida a base de planta contra larvas de mosquito varia
significativamente de acordo com o solvente usado na extracdo e a espéecies de mosquito
testadas (SHAALAN et al., 2005). Esta € uma concordancia com o presente estudo pelo qual a
fracdo FCEJ mostrou melhor atividade larvicida contra larvas de Ae. albopictus, isso comparado
as outras amostras analisadas. Neste estudo, varios solventes (hexano cloroférmio, acetato de
etila e metanol) foram utilizados por possuirem polaridades diferentes. Tem sido relatado que
existe uma relacéo inversa entre a eficacia do extrato e a polaridade do solvente, onde a eficécia
aumenta com a diminuicdo da polaridade, observacoes feitas por Mulla & Su (1999) apud
Shaalan et al., (2005), que esta alinhada com os presentes achados. Solventes moderadamente
polares como hexano e cloroférmio foram selecionados, uma vez que eles extraem
principalmente esteroides livres. Mas, 0s constituintes quimicos extraidos usando solventes
moderadamente polares também podem produzirem bons resultados nos bioensaio larvicidas
(GHOSH et al., 2012).

Diante dos resultados obtidos dos bioensaios, para as trés melhores amostras
testadas, observa-se que as fracbes FCEJ, FHEB e FCEB, foram as mais promissoras,
mostrando potencial para contribuir em programas de controle de insetos vetores de patdgenos.
Nesta Otica, sera necessario a identificacdo dos constituintes quimicos presentes nestas fracdes,
assim objetivando acGes direcionadas para um controle mais efetivo.

Atualmente, estratégias que inserem diversas formas de controle em um processo
integrado sdo altamente viaveis, principalmente aquelas em que priorizem o manejo ambiental
de forma racional, reduzindo os impactos negativos do uso indiscriminado de inseticidas
quimicos sintéticos, que podem favorecer o aparecimento de resisténcia em espécies de
mosquitos (TADEI et al., 2010; MEDEIROS et al., 2013).

Neste sentido, a etapa seguinte deste estudo foi conduzida para avaliar o perfil
fitoquimicos, com o intuito de identificar compostos responsaveis por essa atividade inseticida,

presentes nos extratos brutos e fracGes de H. suaveolens, 1. cairica e Cr. grandiflora.
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5.3 Prospeccao Fitoquimica

A preparacdo dos extratos brutos e das fragdes de H. suaveolens, 1. cairica e Cr.
grandiflora adquiriram tom esverdeado indicando a presenca de taninos flabobénicos. A analise
fitoquimica indicou a auséncia de alguns grupos de metabdlitos secundarios relevantes nos

extratos brutos e nas fragdes analisadas (Tabela 8).

Tabela 8. Resultado dos testes fitoquimicos dos extratos e fracGes H. suaveolens, 1. cairica e

Cr. grandiflora.

Constituintes Extratos brutos e Fragdes
Quimicos EBEB EBEJ EBEG FHEB FCEB FAEEB FCEJ FCEG

Fenois - - - - - - - -

Taninos + + + - - - - -
Flavonas - - - - - - - -
Flavonois - - - - - - - -
Xantonas - - - - - - - -
Flavanonois - - - - - - - -
Catequinas - - - - - - - -

Flavanonas - - - - - - - -

Fonte: préprio autor (2018).
- Indica resultado negativo para o teste;

+ Indica resultado positivo para o teste.

Apds a realizacdo dos testes fitoquimicos, observou-se a auséncia de alguns
compostos fenolicos (Flavonas, Flavonois, Xantonas e Flavononois) em todas as amostras
analisadas. Assim como também ndo foram identificados Fendis e flavononas nas amostras
analisadas. Considerando que substancias como os compostos fendlicos podem ser
responsaveis pelo efeito de protecdo contra os riscos de muitos processos patoldgicos e exercem
atividade antioxidante.

Estudos com outras espécies como, a Hyptis capitata (Lamiaceae), Ambelania
acida (Apocynaceae), Lippia sidoides (Verbenaceae) e Calotropis procera (Apocynaceae)
relataram a presenca de flavonoides, quinonas, triterpenos, lignanas, esteroides livres e
glicosilados e &cidos organicos, as referidas espécies tem uso comprovado na medicina popular,
principalmente como antisséptico e antimicrobiano. As folhas, flores e latex constituem a parte

medicinal destas plantas. Extratos e 6leos essenciais possuem elevado valor comercial, tendo o
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timol e o carvacrol como uns dos principais constituintes, os quais apresentam propriedades
antisséptica, antimicrobiana, antifingica, antioxidante, anti-inflamatoria, hipoglicemiante e
larvicida (MELO et al., 2001; PASCUAL et al., 2001; COSTA et al., 2002; FALCAO et al.,
2003; OLIVEIRA et al., 2016).

5.3.1 Teste para fendis e taninos

Nos ensaios fitoquimicos dos extratos brutos (EBEB, EBEJ e EBEG) para a
determinacgéo de taninos, foi evidenciado mudanca de coloracdo nas solugdes, variando para
verde, reacdo indicando a presenca de taninos flabobénicos (taninos condensados ou
catéquicos) (Figura 17). No entanto, ndo foi evidenciado alteracdo na coloragdo nos ensaios
realizados com as fragfes. Nos ensaios para determinacdo de Fenois, tanto os extratos brutos,

quanto as fragcdes ndo apresentam reacdo positiva para essa classe metabdlica.

Figura 17. Reagdo qualitativa colorimétrica indicando a presenca de taninos flabobénicos nos

extratos brutos etandlico do Grajau (A), Jitirana (B) e Bamburral (C) respectivamente.
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Fonte: préprio autor.

A presenca de taninos observado nos extratos brutos das espécies de Hyptis,
Ipomoea e Cryptostegia, € um bom indicativo, pois € um constituinte quimico comumente
utilizado no tratamento de infeccBes gastrointestinais, como analgésicos, cicatrizante e
antifangicos (OLIVEIRA et al., 2004; FERREIRA et al., 2006; ALBUQUERQUE, 2008;
SILVA, 2008; GRASSI et al., 2005). Estudos avaliaram a atividade farmacologica desse
constituinte isolado do extrato metandlico das folhas de Hyptis pectinata (FALCAO et al.,
2003), apresentando um importante efeitos analgésico, antimicrobiano e antiedematogénicos,
além de reduzir a toxicidade aguda em animais de laboratério. Os resultados obtidos, Tabela

10, mostram a possibilidade da espécie Hyptis suaveolens apresentar as mesmas atividades
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farmacologicas pois pertence ao mesmo género e possui 0S Mesmos constituintes responsaveis
pelas atividades registradas. Segundo Monteiro et al., (2006) as espécies Myracrodruon
urundeuva e Anadenanthera colubrina, mostraram ter grande potencialidade para a indudstria
farmacéutica, pois os taninos, isolados das cascas de M. urundeuva mostraram eficiente efeito
analgesico e cicatrizante, dessa forma indicando que a espécie H. suaveolens, I. cairica e Cr.

grandiflora podem apresentar esses efeitos.

5.3.2 Teste para antocianinas, antocianidinas e flavonoides.

As diferentes classes de compostos foram determinadas de acordo com a
metodologia proposta por Matos (2009).

A partir da andlise para detectar a presenca desses constituintes nas amostras de
extrato bruto e fracGes, ndo foi evidenciado alteracdo na coloracdo dos testes realizados,
resultado na auséncia antocianinas, antocianidinas e flavonoides.

Em um estudo realizado por Falcéo et al., (2003) com varias espécies do género
Hyptis, avaliando a presenca desse constituinte nas espécies estudadas, observou que entre as
especies avaliadas a H. suaveolens ndo apresentava flavonoides. Esse resultado corroborou com
0 descrito nesse estudo. Os flavonoides é um constituinte quimico importante por apresenta
varias propriedades como antioxidantes, anti-inflamatoria, antibacteriana e tanante que tem um
grande potencial de exploragdo na area cosmética (PERRUCHON, 2002). Mas, como ressalta
Simdes et al (2001) os flavonoides representam um dos grupos fenolicos mais importantes e
diversificados entre os produtos de origem natural. Sendo assim, acredita-se que a auséncia e/ou
presenca de compostos fenolicos provavelmente sofre influéncia do ambiente em que a espécie
foi coletada.

As flavonas e os flavonois agem como protetores quimicos das células vegetais,
contra os danos causados pela fotoxidagcdo. Além disso, funcionam como sinais atrativos para
insetos como abelha (FERREIRA; OLIVEIRA e SANTOS, 2008). Para Valdameri (2008) esta
classe de compostos possui atividades bioguimicas e farmacoldgicas conhecidas, tais como
efeitos antioxidantes, anticarcinogénico, anti-inflamatorio, antiproliferativo, antiangiogénico e
antiestrogénico. Segundo Ugaz (2001) o interesse crescente pelos compostos de xantonas é
explicado devido suas propriedades farmacoldgicas, inibidor da monoaminaoxidase, atividade
antipsicotica, efeitos da tuberculose, entre outros. Ainda segundo Corréa (2009) as xantonas
apresentam as mais variadas atividades biologicas, podendo citar a antioxidante, anti-

inflamatdria, anticancerigena, antibacteriana.
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5.3.3 Teste para leucoantocianidinas, catequinas e flavononas.

Os testes foram negativos para as leucoantocianidinas, catequinas e flavonona. Os
extratos brutos e fragdes ndo apresentaram coloragdo vermelha, pardo-amarela e/ou vermelha a
laranja das respectivas classes nos ensaios realizados. Os resultados foram interpretados
seguindo a metodologia descrita por Matos (2009).

5.3.4 Teste para esteroides e triterpenoides (Liebermann-buchard).

Os resultados dos testes para esteroides demonstraram que 0s trés extratos brutos
(EBEB, EBEJ e EBEG) e as fracbes (FHEB, FAEEB e FCEJ) ndo apresentaram uma coloracao
azul evanescente seguida de verde permanente, indicando reacdo negativa para essas amostras
analisadas. No entanto, para as fragdes FCEB (A) e FCEG (B), os testes demostraram
positividade nas reagOes, indicando a presenca de esteroides nessas fragdes analisadas (figura
18). Os extratos brutos e fracdes do bamburral, jitirana e grajat apresentaram reacdo negativa
para triterpenoides pentaciclicos livre. De acordo com Nunes (2013) os triterpendides
apresentam propriedades farmacoldgicas diversas, como anti-inflamatérias, hepatoprotetoras,
analgésicas, antibioticas, antimicoticas, imunomoduladoras, virostaticas e tonicas. Ja os

esteroides apresentam atividade anti-inflamatoria comprovada.

Figura 18. Andlise fitoquimica qualitativa colorimétrica indicando a presenca de esteroides
livres nas fracoes FCEB (A) e FCEG (B).

FCEB (A) FCEG (B)
Fonte: préprio autor.
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5.3.5 Teste para saponinas.

Os testes indicaram a auséncia de saponinas em todas as amostras do extrato bruto
(EBEB, EBEJ e EBEG), assim como também nas fracdes FCEB, FAEEB, FCEJ e FCEG tem
demonstrado auséncia de formacdo de espuma. No entanto, a fracdo FHEB, foi a Gnica amostra
que indicou a presenga de saponina “seta” (Figura 19). Este fato ndo diminui o poder
antioxidante das amostras que apresentaram auséncia de saponinas, ja que Bruneton (1991)
associa as saponinas como responsaveis apenas pela atividade hemolitica, que faz parte do
sistema de protecdo do vegetal contra os ataques de predadores (insetos, virus, fungos e
bactérias). Simdes et al., (2001), acreditam que as saponinas despertam um grande interesse
farmacoldgico, pois podem ser empregadas farmacologicamente, como expectorantes e
diuréticos. Ainda sdo poucas as saponinas reportadas como substancias isoladas.

Figura 19. Andlise fitoquimica qualitativa colorimétrica indicando a presenca de saponina na
fracdo FHEB.

FHEB
Fonte: préprio autor.
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5.3.6 Teste para alcaloides

Apbs arealizacdo deste teste ndo foi possivel a observagédo de um precipitado solido
branco, caracteristico, indicando a presenca de alcaloides. O teste foi negativo para os trés
extratos bruto e cinco fragdes de H. suaveolens, I. cairica e Cr. grandiflora.

A exemplo disso, extratos de Sarcoccoca saligna, planta rica em alcaloides que
apresentam propriedades analgésicas e alucinogenas, tem larga aplicacdo médica (GILANI et
al., 2005), no entanto, sdo propriedades que podem ser encontradas nas espécies H. suaveolens,

. cairica e Cr. grandiflora, mas ndo com essa classe metabdlica.

5.4 Determinacéo dos fendlicos totais (FT) pelo método Folin-Ciocalteu

Os resultados obtidos na determinacéo dos fendlicos totais (FT) pelo método Folin-
Ciocalteu, expressos com mg AG/g (onde AG representa o padrdo acido galico), sdo apresentados
na Tabela 9.

Tabela 9. Teores de fendlicos totais presentes nos extratos bruto das folhas de H. suaveolens, I.

cairica e Cr. grandiflora.

FENOLICOS

EXTRATO g AGIH  dp
EBEB 2452 2,02
EBEG 1553 1,94
EBEJ 17,32 0,44

Fonte: dados gerados pelo autor.

O maior teor de FT foi encontrado para o extrato bruto etandlico de H. suaveolens
(Bamburral) (24,52 mgAG/qg) e difere dos outros materiais estudados. Os outros dois extratos
(Cr. grandiflora e I. cairica) apresentaram teores de FT semelhantes. Rufino et al., (2010)
classifica o teor de polifendis em trés categorias: baixo (< 10 mg EAG/g), médio (10 — 50 mg
EAG/Qg) e alto (> 50 mg EAG/ g) baseadas em material vegetal seco (MVS). De acordo com
essa classificacdo as amostras EBEB, EBEG e EBEJ apresentaram teores de polifendis médio,
sendo as duas ultimas apresentando teores mais baixos. Rebelo et al., (2009) avaliaram a
quantidade de compostos fendlicos totais (TP, 373,0 + 15,9 mg GAE / g) em extrato metandlico
da folha de Hyptis crenata Pohl ex Benth, espécie de mesmo género da H. suaveolens, e

confirmaram a atividade antioxidante do que pode ser atribuida & presenca de compostos
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fendlicos polares. A maioria dos estudos defendiam o uso de solvente ndo polares para a
quantificacdo de fendlicos totais (AMER; MEHLHORN, 2006; RAHUMAN et al., 2007;
RAHUMAN et al., 2008; RAGHAVENDRA et al., 2009). Assim como, varios outros autores
relataram a quantificagdo FT obtidos aplicando solventes moderadamente polares, como
cloroférmio e metanol (GHOSH et al., 2008; KAMARAJ et al., 2008; PANNEERSELVAM;
MURUGAN, 2013). Assim foi confirmado em estudo realizado por Samuel et al., (2013) onde
utilizaram solventes moderadamente polares para estimarem o teor fendélico total (30,0 mg
equivalente de acido galico/g e 510,0 mg equivalente de quercetina/g) e a capacidade
antioxidante total (16,98-94,87% de acido ascorbico padrdo em concentragcfes variando de 0,5

a 1 mg/ml) no extrato metandlico de folhas de Ageratina adenophora.

5.5 Determinacéo da atividade antioxidante pelo método do DPPH

Com relacdo a atividade antioxidante utilizando o método do DPPH, apresentado na
tabela 10, estdo expostos os resultados para as amostras EBEB, EBEG e EBEJ, na qual é possivel
destacar que o extrato do bamburral apresentou um maior valor de atividade antioxidante,

equivalente a 166,89 umol quercentina/g.

Tabela 10. Teores de antioxidantes presentes nos extratos bruto das folhas de H. suaveolens
(EBEB), I. cairica (EBEJ) e Cr. grandiflora (EBEG).

ANTIOXIDANTE

EXTRATO pumol quercetina/g dp
EBEB 166,89 8,07
EBEG 107,36 3,82
EBEJ 76,12 1,04

Fonte: dados gerados pelo autor.
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6. CONCLUSAO

A atividade larvicida de extratos brutos e fragdes de Hyptis suaveolens, Ipomoea
cairica e Cryptostegia grandiflora contra larvas de Ae. albopictus tem-se mostrado bastante
significativa sob condicGes de laboratorio, fato que suscita a necessidade de se estender as
investigacOes para as condi¢des de campo, bem como para a identificacdo de seus constituintes
quimicos que, de fato, respondem por este efeito sobre as larvas deste culicideo.

Ja no que diz respeito a acdo antioxidante, os extratos brutos mostraram-se
eficientes na captura de radicais livres, o que justifica o aprofundamento das pesquisas quanto

a este efeito antioxidante das amostras testadas.
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