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RESUMO

O Aedes aegypti é o vetor de viroses impactantes mundialmente, como a Dengue, a Febre Amarela,
Zika e Chikungunya. O método mais utilizado para eliminagao desse vetor é por meio do controle
quimico, porém, esse vem sofrendo restricdes, por causar selecao de resisténcia do inseto e
consequéncias ao meio ambiente e a salde. Diante disso, fazem-se necessarios estudos para descobrir
novos fitolarvicidas para o controle, através de um manejo racional do meio ambiente e de baixo
custo, bem como contribuir para o conhecimento das propriedades da flora da Caatinga. O presente
trabalho teve como objetivo avaliar in vitro o efeito larvicida de Anadenanthera colubrina frente as
larvas do mosquito A. aegypti. Para obtencao dos resultados, foram realizados dois bioensaios: um
para avaliar o efeito do extrato aquoso e outro para avaliar o efeito do hidrolato, sendo preparados
com folhas secas do material vegetal sobre a fase larval (L2/L3) de A. aegypti, com delineamento
inteiramente casualizado, sete tratamentos (0,1, 2, 3, 4, 5 e 6% do extrato) em triplicata; e cinco
tratamentos (0, 2,5, 5, 7,5 e 15 % do hidrolato) em triplicata. Cada unidade amostral foi constituida
por um béquer de vidro (50 mL) com dez larvas, totalizando trinta larvas por tratamento. Os
bioensaios revelaram potencial larvicida, onde o extrato aquoso e hidrolato, desde a concentracao
mais baixa testada de 1% e 2,5%, respectivamente, ocasionou 100% de mortalidade das larvas, a partir
das primeiras 24 horas de exposicao. Sugerem-se mais pesquisas que envolvam analise da composicao
quimica e toxicologica para a saude humana desses produtos e novos estudos a fim de avaliar
concentracdes mais baixas e seus efeitos sobre larvas do A. aegypti.

Palavras-chave: arboviroses, Caatinga, fitolarvicida, metabolitos secundarios
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ABSTRACT

Aedes aegypti is the vector of impacting viruses worldwide, such as Dengue, Yellow Fever, Zika and
Chikungunya. The most used method for eliminating this vector is through chemical control, however,
this has been subject to restrictions, as it causes selection of insect resistance and consequences for
the environment and health. Therefore, studies are needed to discover new phytolarvicides for
control, through a rational and low-cost management of the environment, as well as contributing to
the knowledge of the properties of the Caatinga flora. The present study aimed to evaluate in vitro
the larvicidal effect of Anadenanthera colubrina against the larvae of the mosquito A. aegypti. To
obtain the results, two bioassays were carried out: one to evaluate the effect of the aqueous extract
and another to evaluate the effect of the hydrolate, being prepared with dry leaves of the plant
material on the larval phase (L2 / L3) of A. aegypti, with completely randomized design, seven
treatments (0.1, 2, 3, 4, 5 and 6% of the extract) in triplicate; and five treatments (0, 2.5, 5, 7.5 and
15% of the hydrolate) in triplicate. Each sample unit consisted of a glass beaker (50 mL) with ten
larvae, totaling thirty larvae per treatment. Bioassays revealed larvicidal potential, where the
aqueous extract and hydrolate, from the lowest tested concentration of 1% and 2.5%, respectively,
caused 100% larval mortality, from the first 24 hours of exposure. Further research is suggested
involving analysis of the chemical and toxicological composition for human health of these products
and further studies in order to assess lower concentrations and their effects on A.aegypti larvae.

Keywords: arboviroses, Caatinga, phytolarvicide, secondary metabolites
Introducao

O mosquito Aedes aegypti tem status central entre os vetores de doencas
tropicais, sendo capaz de transmitir uma ampla variedade de virus, como os que
causam a Dengue, a Zika e a Chikungunya (GESTO et al., 2021). Estas tém sido
reconhecidas pela Organizacao Mundial de Saude (OMS) como um problema global de
saude publica, com sua dispersao, cada vez maior, em todo territorio brasileiro
(MINISTERIO DA SAUDE, 2019). O Brasil responde por uma grande fracio de casos de
Dengue, com mais de 1,5 milhao de infeccdes apenas em 2019 (GESTO et al., 2021).

Os inseticidas quimicos sao um dos meios de controle mais adotado,
entretanto esse método apresenta dificuldade relacionada aos altos niveis de
resisténcia de populacdes naturais de A. aegypti frente aos inseticidas neurotdxicos
disponiveis no mercado, onde nao deve se apoiar em apenas uma ferramenta, mas
sim em abordagens combinadas, garantido o sucesso em longo prazo (BRANT, 2019).
Visto que nao ha vacinas amplamente disponiveis para a populacao contra as
arboviroses, a principal maneira de reduzir a transmissao ainda é através do controle
do mosquito vetor.

Na busca por substitutos alternativos para o controle do mosquito A. aegypti,
muitas pesquisas sao realizadas com o intuito de desenvolver novos produtos

provenientes da origem vegetal. O uso de larvicidas e inseticidas naturais de origem

[ 1 ]
EEN INSTITUTO FEDERAL
| Sendo Pernambucanc

Revista Semiarido De Visu, Petrolina, v. 10, n. 1, p. 32-45, 2022. 33



ISSN 2237-1966

Periddico cientifico de acesso livre

‘ Revista Semiarido De Visu

PEREIRA, Emanuela Beatriz Souza Silva; SOUZA, Elizangela Maria de.(2022)
Larvicidal activity of the aqueous extract and hydrolate of the leaves of Anadenahthera colubrina (Vell.) Brenan on Aedes aegypti L. (Diptera: Culicidae)

vegetal é uma alternativa para o controle do A. aegypti. As plantas possuem
substancias cujas moléculas possuem acao fagoinibidora, repelente, larvicida
inseticida, além de serem capazes de alterar a regulacao do crescimento. Os extratos
e oleos essenciais produzidos no metabolismo secundario das plantas, tém se
apresentado como fontes de materiais promissoras frente aso controle do A. aegypti
(CUNHA, 2019). Além dos extratos e 6leos essenciais, ha estudo da atividade larvicida
dos hidrolatos, que sao subprodutos obtidos a partir do processo de destilacao na
extracao dos 6leos essenciais.

A Caatinga é o Unico bioma exclusivamente brasileiro, o que significa que
grande parte do seu patrimoénio biologico nao pode ser encontrado em nenhum outro
lugar do planeta (MEDEIROS et al., 2014; SILVA, 2020). Entretanto, a sua riqueza em
biodiversidade vegetal e seus beneficios é pouco citada e discutida na literatura.
Dessa forma, percebe-se a necessidade de pesquisas das propriedades da flora, por
meio da extracao de metabolitos secundarios, para a descoberta de novos
peculiaridades e atributos e a respectiva valorizacao da Caatinga. As propriedades
de determinados compostos ou a combinacao entre eles podem atribuir um aumento
ou reducao da atividade larvicida. No grupo dos metabdlitos tdxicos se encontram
principalmente os alcaloides e glicosidios cianogénicos. Os demais compostos tém
acao associada a quantidade de moléculas a qual o inseto foi exposto, como por
exemplo, os taninos que diminuem a digestao, além de outros efeitos (CUNHA, 2019).

Sabe-se que muitas plantas medicinais da Caatinga, como a Anadenanthera
colubrina (angico) espécie da familia Fabaceae sao extensivamente utilizadas como
terapéuticos, pois pode tratar problemas respiratorios, inflamacao, diarreia, tosse,
bronquite, gripe e dor de dente (SILVA et al., 2020). As partes aéreas do angico sao
objeto de estudo de alguns trabalhos que apontam para o potencial biotecnoldgico
de plantas da Caatinga.

A A. colubrina sendo amplamente encontrada no Nordeste do Brasil, possui
entre seus metabdlitos secundarios bioativos, compostos fenélicos e taninos (SA et
al., 2017), substancias promissoras como larvicida, pelo fato de que nas plantas
atuam na defesa contra insetos e patogenos e sua acao nas larvas, ocorre devido a
interrupcao do desenvolvimento larval e absorcao de alimentos, além da presenca
de alcaloides, esse metabolito pode estar contribuindo para a melhor atividade

inseticida da fracao diclorometanica sobre as larvas de A. aegypti (CUNHA, 2019).
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Carvalho et al. (2015) conclui no seu trabalho que a toxicidade do hidrolato,
quando comparado com extratos pode esta atrelado aos componentes quimicos com
uma maior solubilidade em agua, pois os hidrolatos sao solucoes aquosas de oleos
essenciais. Ainda, o mesmo diz que a efetividade larvicida de hidrolatos demonstra
que o mesmo tem um grande potencial para o controle do A. aegypti, uma vez que
sao considerados subprodutos do processo de extracao do 6leo essencial, sendo
comumente descartados e, comparado aos 6leos essenciais, esses podem ser obtidos
em volumes maiores, sendo mais viaveis para a comercializacao.

Além disso, segundo Martins et al. (2020), os extratos aquosos se assemelham
com as condicées ambientais, onde em campo, a senescéncia natural das folhas e a
precipitacao ocorrem naturalmente. Assim, experimentos com extratos aquosos
podem revelar dados importantes sobre a ecologia das espécies.

Diante da alta incidéncia das arboviroses causadas pelo A. aegypti e os
consequentes danos provocados ao meio ambiente com a aplicacao de produtos,
fazendo-se necessarios estudos com componentes bioldgicos de origem vegetal para
o controle do mosquito, o objetivo da presente pesquisa foi avaliar in vitro o efeito
larvicida da A. colubrina frente as larvas do A. aegypti, visando contribuir para o
conhecimento das propriedades da flora da Caatinga, com a incorporacao de recursos

alternativos dentro de um manejo racional do meio ambiente e de baixo custo.

Material e métodos

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Quimica do
IFSertaoPE/Campus Petrolina Zona Rural. Para a obtencao dos resultados foram
realizados dois bioensaios: um para avaliar o efeito do extrato aquoso e outro para
avaliar o efeito do hidrolato, sendo preparados com folhas do material vegetal sobre
a fase larval (L2/L3) de A. aegypti. As larvas do A. aegypti foram doadas pela

Moscamed Brasil, Juazeiro-BA.

Extrato aquoso de angico

Para realizacao do bioensaio com o extrato aquoso, foram coletadas folhas de
plantas adultas de A. colubrina no dia vinte e um de maio de dois mil e vinte, no
campo do IF CPZR (altitude de 380 m e coordenadas geograficas: latitude: 9° 23" 39"

Sul, longitude: 40° 30" 35" Oeste.), no horario de 10h da manha. Logo apos, as folhas

(1 1]
[ ] ]
=II INSTITUTO FEDERAL

SeMdd Pernambucanc

Revista Semiarido De Visu, Petrolina, v. 10, n. 1, p. 32-45, 2022. 35



ISSN 2237-1966

Periodico cientifico de acesso livre

‘ Revista Semiarido De Visu

PEREIRA, Emanuela Beatriz Souza Silva; SOUZA, Elizangela Maria de.(2022)
Larvicidal activity of the aqueous extract and hydrolate of the leaves of Anadenahthera colubrina (Vell.) Brenan on Aedes aegypti L. (Diptera: Culicidae)

foram colocadas na estufa de circulacao forcada de ar a 65 °C, por 24h. Inicialmente,
50 g de folhas foram trituradas em liquidificador e peneiradas, quantificando o po
em uma balanca. Em seguida, foram preparadas sete solucdes diferentes, sendo
utilizadas 1g, 2g, 3g, 4g, 5g e 6g do p6 em 100 mL de agua destilada, homogeneizadas
e deixadas em repouso durante 24 horas, coberto com papel aluminio. Apos tal
periodo, as suspensoes foram filtradas (funil+5 camadas de tecido voil) (Figura 1),
sempre lavando a primeira camada do tecido a cada tratamento, sendo este o extrato
aquoso bruto. O delineamento foi inteiramente casualizado, sendo sete tratamentos
(0,1, 2, 3, 4, 5 e 6% do extrato) em triplicata, onde foram utilizados béqueres de

vidro de 50 mL (unidades amostrais).

Figura 1 - Procedimentos para obtencao do extrato aquoso: A (secagem das Folhas
em estufa); B e C (pesagem das folhas secas e do p6 pds-trituracao); D (obtencao dos
extratos finais).
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Fonte: arquivo pessoal.

Em cada béquer foi colocada uma aliquota de 25 mL de extrato por tratamento
e no tratamento controle utilizou-se 25 mL de agua destilada. Para realizacao da
contagem das larvas, essas foram retiradas do pote original (doado pela Moscamed)
com auxilio de uma pipeta de Pasteur e transferidas para uma placa de Petri, e com
auxilio de um pincel n°8 foram transferidas 10 larvas para cada béquer (Figura 2). A
mortalidade (pos 24h, 48h e 72h) foi comprovada quando as larvas nao apresentaram

movimentos a estimulos mecanicos (uso de pipeta de Pasteur).

Figura 2 - Transferéncia das larvas da placa de Petri para o béquer.
[ %

Fonte: arquivo pessoal.

Hidrolato de angico

A extracao do 6leo essencial, para a utilizacao do hidrolato, subproduto do
processo, foi realizada no Laboratério de Quimica do CPZR, a partir de folhas secas
(estufa de circulacao forcada de ar a 65 °C, por 24h), por meio de hidrodestilacao
por duas horas em aparelho do tipo Clevenger (Figura 3). Utilizou-se 426,19 g de
folhas secas, coletadas no CPZR, no dia nove de novembro de dois mil e vinte, as
14h00. Nao foi possivel obter rendimento de o6leo essencial. O hidrolato foi
armazenado em tubo de ensaio e mantido em freezer. Para avaliacao do efeito direto

do hidrolato nas larvas, foram testadas cinco concentracées, formando 20 mL para
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destilada); T3 (1,0 mL de hidrolato e 19 mL de agua destilada); T4 (1,5 mL de
hidrolato e 18,5mL de agua destilada); e T5 (3,0 mL do hidrolato e 17 mL de agua
destilada). O delineamento foi inteiramente casualizado sendo cinco tratamentos (0;
2,5; 5,0; 7,5 e 15,0 % do hidrolato) em triplicata. Para os dois bioensaios, cada
unidade amostral foi constituida por 10 larvas em instar L2-L3 em cada béquer,
coberto com papel aluminio, totalizando 30 larvas por tratamento e posteriormente
analisada a susceptibilidade das larvas apos 24h, 48h e 72h de exposicao ao extrato.
A metodologia de contagem e transferéncia das larvas foram semelhantes a utilizada
no extrato aquoso. A mortalidade foi comprovada quando as larvas nao apresentaram

movimentos a estimulos mecanicos (uso de pipeta de Pasteur).

Figura 3 - Processos para a extracao do oleo essencial: A (separacao do material
vegetal); B (pesagem do material); C (folhas no balao com agua); D (aparelho
Clevenger).
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Fonte: arquivo pessoal.

Estatistica
Os dados foram submetidos a analise de variancia e as médias comparadas

pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Resultados e discussao

Para a preparacao do extrato aquoso bruto, foram utilizadas 50g de folhas
secas de angico, resultando em 31g de po fino. Foi possivel constatar que nao houve
rendimento de 6leo essencial, sendo coletada 20mL de hidrolato com 426,19g de
folhas secas. De fato, a sintese de metabolitos secundarios é frequentemente
afetada por condicées ambientais (CUNHA, 2019). De acordo com Bessa (2017),
dentre os diversos fatores que influenciam a sintese de metabolitos secundarios, a
sazonalidade é um dos mais expressivos com relacao as variacoes na quantidade e
natureza dos constituintes ativos das plantas, além da época em que é coletado; a
idade e o desenvolvimento das plantas; a temperatura; a chuva ou a seca pode
provocar alteracdes fisiologicas nas plantas tais como fotossintese, crescimento,
mobilizacao de reserva e expansao foliar, alterando assim no metabolismo
secundario; entre outros.

Os resultados deste estudo mostram que os experimentos propostos com
extrato aquoso e hidrolato realizados frente as larvas de A. aegypti, apresentaram
atividade larvicida. No que se diz respeito aos bioensaios com diferentes
concentracdes, verificouse que o extrato aquoso, desde a concentracao mais baixa
testada de 1% ocasionou 100% de mortalidade das larvas, a partir das primeiras 24
horas de exposicao, sendo significativamente mais efetiva quando comparada as

demais concentracoes, por apresentar menor concentracao (p>0,01) (Tabela 3).

Tabela 3. Percentual de mortalidade de larvas de terceiro e quarto instar de Aedes
aegypti, em relacao ao tempo de exposicao as diferentes concentracées do extrato
aquoso, obtido das folhas secas de Anadenanthera colubrina.

Concentrac¢des Mortalidade (%)
Extrato aquoso
(%) 24 h
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6,0 100, @
5,0 1002
4.0 1002
3,0 1002
2,0 1002
1,0 1002
Controle 0b

'Médias seguidas pela mesma letra, nas colunas, nao diferem significativamente pelo teste de Tukey,
ao nivel de 5 % de probabilidade.

Quanto aos experimentos realizados com diferentes concentracées do hidrolato,
a espécie destacou-se da mesma forma, com 100% de mortalidade desde a menor
concentracao de 2,5% (p>0,01) (Tabela 4).

Tabela 4. Percentual de mortalidade de larvas de terceiro e quarto instar de Aedes
aegypti, em relacao ao tempo de exposicao as diferentes concentracoes do hidrolato,
obtido das folhas secas de Anadenanthera colubrina.

Concentracodes Mortalidade (%)

Hidrolato

(%) 24 h

15,0 1002

7,5 1002

5,0 1002

2,5 1002

Controle 0b

'Médias seguidas pela mesma letra, nas colunas, nao diferem significativamente pelo teste de Tukey,
ao nivel de 5 % de probabilidade.

Sabendo que o hidrolato é considerado subproduto do processo de extracao
do oleo essencial, é provavel que o 6leo de A. colubrina, também apresente um
efeito larvicida sobre as larvas do A. aegypti.

Além de efeitos farmacologicos, a flora da Caatinga tem revelado também um
grande potencial inseticida. Garcez et al. (2013) chama a atencao para a atividade
inseticida dos metabdlitos secundarios, visto que cada planta apresenta estruturas

quimicas diferentes, dessa forma apresentarao acoes divergentes sobre os insetos.

(1 1]
[ ] ]
=II INSTITUTO FEDERAL

SeMdd Pernambucanc

Revista Semiarido De Visu, Petrolina, v. 10, n. 1, p. 32-45, 2022. 40



ISSN 2237-1966

Periddico cientifico de acesso livre

‘ Revista Semiarido De Visu

PEREIRA, Emanuela Beatriz Souza Silva; SOUZA, Elizangela Maria de.(2022)
Larvicidal activity of the aqueous extract and hydrolate of the leaves of Anadenahthera colubrina (Vell.) Brenan on Aedes aegypti L. (Diptera: Culicidae)

As classes de metabolitos que podem apresentar potencial inseticida sao: compostos
fenodlicos (flavonodides e taninos), terpendides (Oleos essenciais, saponinas e
triterpenos), glicosideos cianogénicos e alcaloides, pois sdao associadas a defesa
contra herbivoria (AOYAMA; LABINAS, 2012).

Ha escassez de trabalhos sobre a prospeccao fitoquimica de partes aéreas da
espécie A. colubrina. Apesar disso, Aratjo (2018) constatou que os compostos ativos
presentes nas folhas da espécie A. colubrina sao componentes majoritarios, sendo
eles: acido phidroxibenzoico, hiperosideo, proantocianidinas, quercetina e outros
dois compostos derivados de quercetina, boa parte sendo compostos fendlicos,
corroborando com Silva (2020) que identificou no extrato aquoso de galhos da
espécie A. colubrina a presenca de alto teor de fendis totais sendo de maioria
derivados cinamicos.

Além disso, investigacoes da composicao quimica de folhas e frutos da A.
colubrina, demonstraram por cromatografia em camada delgada (CCD) que a fracao
de acetato de etila de ambas as partes utilizadas apresentavam flavonoides,
derivados cinamicos, terpenos, glicosideos cianogénicos e protoancianidinas, onde
nesse mesmo trabalho, por cromatografia gasosa liquida de alta eficiéncia, foi
possivel separar 15 compostos fendlicos (SOUZA, 2018).

Também, Silva (2019) em seu trabalho que a prospeccao fitoquimica do
extrato aquoso das folhas Cnidoscolus phyllacanthus detectou a presenca de
compostos fenolicos, triterpenos, suspeita da presenca de esteroides, alcaloides para
os reativos de Dragendorff e Bouchadart e saponinas, resultando em um extrato
aquoso com atividade larvicida frente ao A. aegypti, com a CL50 de 15,7% e causando
100% de eficiéncia nas primeiras 12 h de observacao no extrato diluido em 30%.

Com isso, a partir dos dados encontrados, supde-se que a atividade larvicida
do extrato aquoso e do hidrolato pode estar relacionada a presenca de compostos
fenolicos (flavondides), terpenos e glicosideos cianogénicos, onde estao associados
a defesa da planta contra a herbivoria, podendo demonstrar potencial inseticida.
Essa suposicao é devido a presenca de tais compostos nas folhas de A. colubrina,
conforme visto na literatura, validando outros trabalhos que apresentaram a
associacao dos efeitos aos compostos. Em relacao a isso, Bessa (2017) cita em seu
trabalho de isolamento, caracterizacao e aplicacao de metabdlitos secundarios de

folhas de A. colubrina, que os flavondides e taninos (compostos fendlicos) sao uma
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importante classe de compostos que agem como uma barreira de defesa contra
insetos herbivoros.

A toxicidade de uma substancia quimica para insetos nao a qualifica
necessariamente como praguicida, onde devem estar associadas varias propriedades,
como: eficacia em pequenas concentracdes, baixa toxicidade para mamiferos e
animais superiores, auséncia de fitotoxicidade e seja biodegradavel, entretanto
dificilmente sera encontrado um produto que agregue todas estas propriedades
(GARCEZ et al., 2013).

Vale ressaltar ainda, a importancia de estudos como este ja que na literatura
nao é possivel encontrar muitos trabalhos relacionados a esta espécie. Outros
estudos devem ser realizados assim como avaliacao dos efeitos na salde e no meio
ambiente para a utilizacao do extrato aquoso e do hidrolato da espécie como
larvicida. Sugerem-se mais experimentos que envolvam situacoes simuladas, com
analise da composicao quimica desses produtos com o proposito de isolar o composto
ativo para controle larval e novos estudos a fim de avaliar concentragcées mais baixas

e seus efeitos.

Conclusdes

Os bioensaios revelaram potencial larvicida do extrato aquoso e do hidrolato
da A.colubrina, desde as concentracées mais baixas testadas de 1% e 2,5%,
respectivamente, ocasionando 100% de mortalidade das larvas, a partir das primeiras
24 horas de exposicao, sendo portanto, uma alternativa promissora para ser utilizada
em um sistema de controle integrado desse vetor e contribuir para o conhecimento
das propriedades da flora da Caatinga, com a incorporacao de recursos alternativos
dentro de um manejo racional do meio ambiente e de baixo custo. Neste sentido,
recomenda-se a realizacao de novos estudos com a A.colubrina a fim de elucidar a
toxidade dessa planta, bem como testar concentracées mais baixas e seus efeitos

sobre larvas do A.aegypti.
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