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RESUMO

Os inseticidas quimicos sintéticos constituem a principal forma de controle do Aedes aegypti.
Porém, seu uso apresenta diversas limitagdes, dentre elas, a toxicidade ambiental, risco a saude
humana e sele¢do de populagdes de insetos resistentes aos inseticidas. Tais fatores favorecem
a crescente busca por substancias naturais com propriedades inseticidas. Esse estudo avaliou a
atividade inseticida dos extratos brutos das sementes de Enterolobium contortisiliquum (Vell.)
sobre ovos e larvas do 4. aegypti e, verificou o perfil fitoquimico e a presenca de lectinas no
extrato. E. contortisiliquum apresenta ampla distribuicdo geografica no Brasil. Suas sementes
sdo conhecidas pela toxicidade, propriedades medicinais e proteinas bioativas. A extragdo dos
compostos bioativos foi realizada em solucao salina de NaCl 0,15 M, pela sua capacidade de
solubilizar estas moléculas. Para o preparo do extrato bruto, vinte gramas do pd obtido da
trituracdo das sementes foram homogeneizados por 4h a 25°, em 200 mL da solucdo salina. Os
ovos de A. aegypti foram obtidos por meio de captura com armadilhas do tipo ovitrampa. Apds
as eclosoes, as larvas foram mantidas em camara climatizada do tipo B.O.D. (Biochemical
Oxygen Demand) com temperatura de 25+1°C, umidade relativa do ar de 70+10% e fotofase
de 12 horas. Para os ensaios com ovos e larvas de A. aegypti, o extrato bruto foi utilizado na
forma crua (Raw Crude Extract - RCE) e fervida (Boiled Crude Extract - BCE) a 100° C por 5
min. Foram testadas as concentragdes de 4,68; 9,37; 18,75; 28,13; 37,13 e 46,89 mg/mL, tendo
a dgua destilada como controle negativo. Os ensaios foram realizados em triplicada. Os testes
de atividade larvicida foram realizados na camara B.O.D. Os dados foram submetidos a analise
de variancia, Teste de Shapiro-Wilk, Teste de Tukey e andlise Log-Probit para determinar as
CLso e 90 dos extratos. O BCE apresentou melhores resultados sobre os ovos do que o RCE,
conseguindo impedir a eclosdo das larvas de 81,66% = 10,40% dos ovos tratados, na
concentracdo de 46,89 mg/mL. O aumento da concentracdo melhorou os resultados do BCE
contra os ovos. As respectivas CLso e 99, foram definidas em 35,95 e 52,67 mg/mL,
respectivamente. Nos testes com larvas, as concentragdes de 46,89 e 37,13 mg/mL, para RCE
e BCE, causaram 100% de mortalidade em 24 horas de exposi¢dao. O aumento da concentragao
melhorou a agdo de RCE e BCE. A mortalidade larval nas demais concentracoes teve acréscimo
com o aumento do tempo de exposicdo para 48 h. A concentracao e o tempo isolados, bem
como sua interacao sao fatores significativos para a atividade larvicida dos extratos (p<0,001).
Por apresentar melhor eficiéncia total (E=72,77), RCE, com 48 h de exposicao ¢ o extrato mais
promissor sobre as larvas. 10,86 mg/mL de RCE com 48 h de exposi¢ao ¢ a menor dose capaz
de matar 90% das larvas (CL9o). Em RCE, a presenca de lectinas e os metabdlitos secundarios:
flavondides, xantonas e fenois, foram detectadas. Os resultados demonstram o potencial dos
extratos das sementes de E. contortisiliquum na acdo ovicida e larvicida sobre o 4. aegypti.

Palavras-chave: Sustentabilidade. Extratos vegetais. Mosquito vetor. Moléculas bioativas.



ABSTRACT

Synthetic chemical insecticides are the main way to control Aedes aegypti. However, its use
has several limitations, including environmental toxicity, risk to human health and selection of
insecticide-resistant insect populations. Such factors favor the growing search for natural
substances with insecticidal properties. This study evaluated the insecticidal activity of crude
extracts of Enterolobium contortisiliquum (Vell.) seeds on eggs and larvae of A. aegypti and
verified the phytochemical profile and the presence of lectins in the extract. E. contortisiliquiim
has a wide geographic distribution in Brazil. Its seeds are known for their toxicity, medicinal
properties, and bioactive proteins. The extraction of the bioactive compounds was performed
in 0.15 M NaCl salt solution, for its ability to solubilize these molecules. To prepare the crude
extract, twenty grams of the powder obtained from crushing the seeds were homogenized for 4
hours at 25° in 200 mL of saline solution. 4. aegypti eggs were obtained by capture with
ovitrap-type traps. The larvae were hatched and kept in a B.O.D. (Biochemical Oxygen
Demand) with a temperature of 25+1°C, relative humidity of 70+10% and a 12 hour
photophase. For tests with eggs and larvae of 4. aegypti, the crude extract was used in raw form
(Raw Crude Extract - RCE) and boiled (Boiled Crude Extract - BCE) at 100° C for 5 min.
Concentrations of 4.68; 9.37; 18.75; 28.13; 37.13 and 46.89 mg/mL, with distilled water as a
negative control. Assays were performed in triplicate. Larvicidal activity tests were performed
in the B.O.D. The data were submitted to analysis of variance, Shapiro-Wilk Test, Tukey Test
and Log-Probit analysis to determine the LCso and 9o of the extracts. BCE showed better results
on eggs than RCE, managing to prevent the hatching of larvae in 81.66% =+ 10.40 of treated
eggs, at a concentration of 46.89 mg/mL. Increased concentration improved ECB's results
against eggs. The respective LCso and 9o were set at 35.95 and 52.67 mg/mL, respectively. In
tests with larvae, concentrations of 46.89 and 37.13 mg/mL, for RCE and BCE, caused 100%
mortality in 24 hours of exposure. Increased concentration improved RCE and BCE action.
Larval mortality at other concentrations increased with increasing exposure time to 48 h.
Concentration and time alone, as well as their interaction are significant factors for the larvicidal
activity of the extracts (p<0.001). Due to its better total efficiency (E=72.77), RCE, with 48 h
of exposure, is the most promising extract on larvae. 10.86 mg/mL of RCE after 48 h of
exposure is the lowest dose capable of killing 90% of the larvae (LCoo). In RCE, the presence
of lectins and secondary metabolites: flavonoids, xanthones and phenols, were detected. The
results demonstrate the potential of E. contortisiliqguum seed extracts in the ovicidal and
larvicidal action on A. aegypti.

Keywords: Mosquito vector, Plant extracts, Phytochemistry, Secondary metabolites.
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1 INTRODUCAO

1.1 CONTEXTUALIZACAO

A ordem Diptera pertence a classe Insecta, uma das maiores e mais diversas, contendo
cerca de 150 mil espécies identificadas. Essa ordem ¢ muito abrangente e estd presente em
habitats variados de todos os continentes (CHAGAS, 2016).

Algumas destas espécies realizam hematofagia e podem transmitir vetores de agentes
infecciosos para o ser humano, como € o exemplo do mosquito Aedes aegypti (Linnaeus, 1762),
principal vetor da dengue, febre amarela, Zika e Chikungunya (SILVA et al., 2019). Essas sao
as principais arboviroses endémicas brasileiras. Somente em 2019, cerca de R$ 2 bilhdes foram
empregados no combate a estas doengas (PINHEIRO et al., 2020).

Mesmo com investimentos, foram detectados 1.450.270 casos provaveis de dengue,
174.517 casos de Chikungunya, até a 52° Semana Epidemiolégica (SE) e 9.204 casos de Zika
até a 48 (SE) do ano de 2022 no Brasil, e ainda foram contabilizados 1.016 6bitos em
decorréncia da dengue e 94 6bitos relacionados a Chikungunya, e uma morte associada a Zika,
registrada no estado de Goias (BRASIL, 2023).

A proliferagao do A. aegypti e o consequente aumento de casos das arboviroses no Brasil
estd associada a problemas socioambientais da dinamica das cidades. Destas, a grande maioria
foi concebida sem o devido planejamento urbano e a infraestrutura nao ¢ adequada para o rapido
crescimento populacional (ALMEIDA et al., 2020). Soma-se a estes fatores a baixa cobertura
de saneamento basico e a auséncia de campanhas eficientes de controle vetorial (SILVA et al.,
2019).

A forma mais simples de se combater a disseminagdo do 4. aegypti € pela eliminagdo
dos criadouros. Quando esta medida ndo € suficiente para o controle do mosquito, ¢ necessario
o uso de inseticidas. No Brasil, o Ministério da Saude distribuiu em 2023 as Unidades
Federativas (UF), pastilhas do larvicida Espinosade para aplicagdo em depositos de agua. Para
pontos estratégicos, foram distribuidos uma combinacdo dos inseticidas Clotianidina 50% +
Deltametrina 6.5%. A combinac¢do de Imidacloprido 3% + Praletrina 0,75% foi distribuida para
a aplicacao espacial (BRASIL, 2023).

A resisténcia aos inseticidas empregados no controle dos mosquitos ¢ um desafio para
a saude publica, uma vez que o uso de inseticidas sintéticos ao longo de varios anos tem
favorecido a selecao de populacdes de mosquitos resistentes (AFFELDT et al., 2016; POSSEL,
2019; SILVA, 2019).
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Diante dos problemas que o A. aegypti t€ém causado na satde publica e, o recorrente
surgimento de populagdes destes mosquitos, resistentes aos inseticidas disponiveis, ¢
indispensavel que novas opg¢des seguras e eficientes para o combate deste vetor estejam
disponiveis.

Neste sentido, as plantas e seus constituintes surgem como potenciais alternativas para
o controle sustentavel do mosquito. O Brasil ¢ um pais com rica flora e que fornece espécimes
para muitos estudos que buscam obter moléculas para o desenvolvimento de novos produtos
(ALMEIDA, 2015). Varios estudos utilizando extratos de plantas atestaram a capacidade das
plantas de combater o 4. aegypti (FARIAS et al., 2010; AGRA-NETO et al., 2014; SASAKI
et al.,2015; BILAL et al., 2017; DIAS et al., 2017; ALVES et al., 2020; CARVALHO et al.,
2020; TABOSA et al., 2020; ALKENANI et al., 2022). Estes resultados podem ser explicados
pelo fato das plantas possuirem muitos compostos bioativos, como os metabdlitos secundarios
e proteinas que atuam em mecanismos de defesa contra os insetos (TEIXEIRA et al., 2014).

Entre as proteinas, as lectinas sao capazes de reconhecer e se ligar a carboidratos livres
ou presentes em glicoconjugados. Estas proteinas se destacam, dentre outras finalidades, pelas
evidéncias de sua atividade inseticida (FREITAS et al., 2011). As lectinas podem ser
encontradas em todas as partes dos vegetais, mas as sementes se sobressaem pela facilidade na
obtengdo e grandes concentragdes dessas proteinas. Apesar disso, as sementes ainda sao
relativamente pouco estudadas, quando comparadas a outros constituintes vegetais como
folhas, cascas e raizes (CHAGAS, 2016).

A facilidade de obtengdo e a grande diversidade de sementes presentes na flora brasileira
justificam a necessidade de mais estudos com a finalidade de testar seus extratos. Aliado a isso,
alguns estudos demonstraram a eficicia dos extratos de sementes contra o 4. aegypti (FARIAS
etal., 2010; BARBOSA et al., 2014; SASAKI et al., 2015; DIAS et al., 2017; TABOSA et al.,
2020).

Tamboril (Enterolobium contortisiliguum Vell. Morong) é uma espécie arborea muito
presente no sertdo brasileiro, cujas sementes sao conhecidas pelo seu carater toxico. Saponinas
(RAPOSO et al., 2008), inibidores de tripsina (JUNIOR et al., 2017) e proteinas bioativas
(LIMA et al., 2007), estao presentes nas sementes dessa espécie. A combinagdo destes fatores
confere as sementes de E. contortisiliguum o carater citotoxico, inflamatorio, antimicrobiano,
antioxidante, antiparasitario e inseticida (ARAUJO, 2007; LIMA et al., 2007; MATLOUB et
al., 2018; TABOSA et al., 2020).
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O fato de E. contortisiliquum ser uma espécie ainda pouco estudada, suas sementes
apresentarem um grande potencial toxicologico, e especialmente, possuir forte acdo contra

insetos, serviram de motivacao para realiza¢do desta pesquisa.

1.2 ESTRUTURA DA DISSERTACAO

A presente dissertacdo foi organizada em trés capitulos: Fundamentagdo Teorica,
Resultados e Discussdes e Consideragdes Finais. Posteriormente aos capitulos, sdo
apresentados os anexos e os apéndices. Neste Ultimo, consta os Materiais e Métodos de forma
detalhada (Metodologia Estendida) como complemento a metodologia descrita no artigo
publicado com os resultados da pesquisa. Consta ainda, resultados detalhados de alguns testes,
que foram abordados de forma mais objetiva no artigo. O fluxograma a seguir descreve a

organizagao da dissertacao.

,{ CAPITULO I: FUNDAMENTAGAO TEORICA

e A aegypti
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

e Avaliar a atividade inseticida dos extratos salinos das sementes de E. contortisiliguum sobre o

mosquito 4. aegypti.

2.2 Objetivos especificos

e Realizar a prospeccao fitoquimica qualitativa e o teste de hemaglutinacao;

e Investigar a presenca de lectinas e metabdlitos secundarios nos extratos;

e Analisar a participagdo de proteinas bioativas nos extratos, antes e apos desnaturacao
por aquecimento em banho maria;

e Determinar as concentracgoes letais minimas (CLso) € maximas (CLoo) dos extratos sobre

ovos e larvas de 4. aegypti.
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3 CAPITULO I: FUNDAMENTACAO TEORICA
3. 1 Aedes aegypti

O mosquito 4. aegypti, juntamente com o Aedes albopictus Skuse ocupam posi¢do de
destaque dentro do género Aedes, que apresenta centenas de espécies cosmopolitas (CHAGAS,
2016). As fémeas destas duas espécies sdo vetores da dengue, sendo que a primeira também
transmite a febre amarela no Brasil (SILVA et al., 2008). Apesar da semelhanca morfologica
entre as duas espécies, ambas podem ser facilmente identificadas através da visualizacdo da

disposi¢ao de listras na regido dorsal dos mesmos como evidenciado na Figura 1.

Figura 1 — Regifo dorsal dos mosquitos Aedes aegypti e Aedes albopictus

Térax escuro,
com uma linha dnica no centro.

Térax escuro, com duas linhas
retas no centro e duas
linhas curvas na periferia.

Fonte: https://www.mdsaude.com/doencas-infecciosas/fotos-mosquito-dengue/. Acesso em: 16 de junho. 2022.

O A. albopictus possui importancia médica por transmitir a dengue na Asia, mas é
considerado vetor secundario nesse mesmo continente e em outras partes do mundo (CATAO,
2012). Esta espécie possui uma distribuicdo geografica mais abrangente do que o A. aegypti, ja
que ¢ encontrado em ambientes suburbanos, rurais e silvestres. Além disso, ¢ capaz de parasitar,
além de humanos, bovinos, anfibios, répteis e aves (GOMEZ, etal., 2022).

O A. aegypti é predominante em regides tropicais e subtropicais, sendo uma espécie
oriunda do continente africano (BARRETO; TEIXEIRA, 2008), tendo sua introducao no
continente americano ainda no periodo da colonizagdo por meio das embarcagdes que
chegavam desse continente (AFFELDT et al., 2016; SILVA, 2019). No Brasil, a introducao do
mosquito 4. aegypti aconteceu, provavelmente, através dos navios negreiros que chegavam do

continente africano (SILVA et al., 2008). Os primeiros relatos de dengue no pais surgiram entre
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o final do século XIX e inicio do século XX, em Curitiba/PR e Niter6i/RJ respectivamente,
época em que a febre amarela era a doenca transmitida pelo 4. aegypti que mais preocupava
(RIZZI et al., 2017).

Apesar do longo tempo de prevaléncia do mosquito no pais e das sucessivas epidemias
de dengue e febre amarela, foi apenas em 1955, apds campanha nacional para erradicacdo do
mosquito que o Brasil conseguiu alcancar este objetivo (SILVA et al., 2008). Novas epidemias
foram registradas a partir de 1986 no Rio de Janeiro e algumas capitais do Nordeste, devido a
reintrodugdo do mosquito no pais entre 1981 ¢ 1982 (RIZZI et al., 2017).

O mosquito 4. aegypti mede cerca de 1 cm, possui cor preta com listras brancas no corpo
€ nas pernas, sua picada nao doi e nem coga, o adulto vive em média 45 dias e tem o habito de
picar no comeco das manhas e a tarde (SILVA et al., 2008).

Sao artrépodes integrantes da ordem Diptera e da familia Culicidae e tal qual outros
integrantes dessa familia, pode transmitir agentes patogénicos para os humanos, através da
hematofagia realizada pelas fémeas (CHAGAS, 2016). A Figura 2 apresenta as principais
diferencas entre as estruturas presentes na cabeca de ambos os sexos dessa espécie, distingdes

estas que auxiliam na identificagao.

Figura 2 - Diferencas anatomicas presentes nas cabecas de machos e fémeas do 4. aegypti.

Fonte: Syarifah et al. (2008)

A hematofagia constitui uma ingestdo protéica necessaria para que 0S OVOS sejam
formados (BRASIL, 2001) e ¢ por meio da ingestdo de sangue humano que a fémea pode ingerir
o agente etioldgico de algumas arboviroses (SILVA et al., 2008).

Semelhante aos machos deste mosquito, as fémeas também se alimentam de seiva, no

entanto, devido forte adaptagdo do mosquito ao convivio humano, a espécie se tornou
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antropofilica, com forte predilecdo pelo sangue humano (BARRETO; TEIXEIRA, 2008;
CATAO, 2012).

A adaptagdo do A. aegypti aos ambientes urbanos resultou na preferéncia pela postura
dos ovos em criadouros artificiais como latas, vidros, vasos, caixas d’dgua e pneus (CATAO,
2012). A fémea pde ovos de 4 a 6 vezes ao longo de sua vida, sendo em média 100 ovos em
cada postura (CATAO, 2012). Nesses insetos, a temperatura tem forte papel no nimero de ovos
em cada postura (CALADO; SILVA, 2002).

O desenvolvimento dos mosquitos acontece através de metamorfose completa
(Holometabolia). O ciclo de vida do 4. aegypti compreendendo quatro fases: ovo, larva (quatro
estadios larvais), pupa e adulto (BRASIL, 2001). A Figura 3 demonstra de forma objetiva uma

representacdo do ciclo biologico do A. aegypti.

Figura 3- Ciclo biologico do A. aegypti
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Fonte: https://portal.fiocruz.br/pergunta/como-e-o-ciclo-de-vida-do-mosquito-aedes-aegypti. Acesso em: 16 de junho. 2022.

Os ovos do A. aegypti sao pequenos, medem cerca de 1 mm de comprimento e
apresentam contorno alongado e fusiforme. As fémeas depositam nas paredes internas dos
criadouros, entre 1 e 5 mm da superficie da agua, sendo que inicialmente sdo brancos, mas em
pouco tempo adquirem a cor negra brilhante (BRASIL, 2001).

Em condig¢des adequadas de umidade e temperatura, apds 48 horas o desenvolvimento
do embrido estara completo. O ovo entdo, adquire forte resisténcia aos fatores ambientais e a
dissecagdo, resistindo por cerca de 450 dias até eclodir as larvas em condigdes de umidade
adequadas (BRASIL, 2001; CATAO, 2012).

A fase larval do 4. aegypti ¢ um periodo de crescimento e alimentacao, principalmente

de matéria organica presente na parede e no fundo do reservatorio (BRASIL, 2001). O corpo
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da larva ¢ dividido em cabeca, torax e abdome (SILVA, 2008). O desenvolvimento larval
apresenta 4 fases: L1, L2, L3 e L4 e dura no méaximo 5 dias (CATAOQ, 2012; CHAGAS, 2016).
Ao final da fase L4, por metamorfose, inicia-se o estadio de pupa, etapa em que o A. aegypti
ndo se alimenta e permanece imerso na 4gua. E a fase em que ocorre a metamorfose para o
estadio adulto, durando de 2 a 3 dias (COSTA, 2001; CATAO, 2012).

O mosquito adulto vive de 30 a 35 dias e apos emergir da dgua, durante 24 horas, ja
pode acasalar. Uma Unica inseminacdo do cruzamento com um macho ¢ suficiente para
fecundar todos os ovos da fémea durante todo o seu periodo de vida (CATAO, 2012). Para que
ocorra o desenvolvimento dos ovos, antes de cada postura € necessario que ocorra o repasto
sanguineo, com um intervalo de 3 dias entre a hematofagia e a postura dos ovos. Como nem
sempre a f€émea adquire sangue suficiente de uma Unica pessoa, a mesma costuma picar mais
de um hospedeiro, o que aumenta as chances de disseminacao de virus para humanos (BRASIL,

2001).

3.2 Doencas transmitidas pelo A. aegypti

O mosquito 4. aegypti possui importancia médica por ser vetor de virus causadores de
sérias arboviroses em humanos. E o caso da dengue, que ¢ causada pelos sorotipos DENV-1,
DENV-2, DENV-3 e DENV-4, que pertencem a familia Flaviviridae. (BARRETO; TEIXEIRA,
2008). Recentemente um novo sorotipo associado a dengue foi descoberto na Malasia, o DENV
5 (MUSTAFA et al., 2015). Chikungunya, Zika e febre amarela também sao veiculadas para
humanos através da picada destes mosquitos. No caso da Febre amarela, outras espécies de
mosquitos do género Haemagogus também transmitem a doenca na sua forma silvestre

(BRASIL, 2001; CHAGAS, 2016).

3.2.1 dengue

A dengue ¢ uma doenga infecciosa de abrangéncia em regides tropicais do mundo, como
pode ser observado na Figura 4. O primeiro registro de epidemia de dengue no Brasil,
comprovada em laboratério, data de 1982 em Boa Vista (RO), quando na ocasido, foram
isolados os sorotipos DENV-1 e DENV-4 (BARRETO; TEIXEIRA, 2008). Com a epidemia
controlada, o sorotipo DENV-1 foi reintroduzido no pais no ano de 1986, na cidade de Nova

Iguagu (RJ). Na mesma cidade, na década de 1990, o sorotipo DENV-2 foi introduzido no
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Brasil. Esses dois sorotipos se espalharam para todos os estados brasileiros a medida que o A4.

aegypti se estabelecia nestes estados nos anos posteriores (BARRETO; TEIXEIRA, 2008).

Figura 4- Frequéncia de dengue no mundo
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Fonte: https://www.cdc.gov/dengue/areaswithrisk/around-the-world.html. Acesso em: 16 de junho. 2022.

A dengue pode ocorrer nas formas cldssica e hemorradgica. Na forma classica, os
sintomas sdo febre alta, cefaléia, mialgia, prostracdo, dor retro-orbitaria, artralgia e ndusea
(RIZZI et al., 2017). Estes sintomas podem durar de 5 a 6 dias, com variagdo de 2 a 12 dias
(CHAGAS, 2016). Ja na dengue hemorragica (DH), além dos sintomas da dengue classica tem-
se a presenca de hemorragias (CATAO, 2012). E uma infecdo mais agressiva em que a
resposta imune do paciente ¢ capaz de provocar sindrome do choque da dengue (SCD). A
dengue hemorragica ou, dengue grave, ¢ a forma da doenca em que a presenga do virus leva o

sistema imunologico da vitima a induzir uma reagdo inflamatéria exacerbada que altera a
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atividade coagulatéria humana, resultando em hemoragias. Costuma acontecer quando o
individuo ¢ infectado uma segunda vez, por um sorotipo diferente (CHAGAS, 2016).

Em 2016, um novo sorotipo do virus da dengue foi identificado e nomeado DENV-5
(SANTOS, 2016). O sorotipo 2 ¢ mais propenso a desencadear a dengue hemorrégica. Estes 4
sorotipos sdo responsdveis por, somente no ano de 2022, o registro de 1.450.270 casos
provaveis em todo o pais, com 1.016 6bitos confirmados e outras 109 mortes sob investigacao
(BRASIL, 2023). Estima-se que anualmente, a nivel mundial, a doenga cause cerca de 50

milhdes de infecgdes, representando um sério problema de saude publica (RIZZI et al., 2017).

3.2.2 chikungunya

A chikungunya é provocada pelo virus (CHIKV), um Alfavirus originario da Africa que
foi isolado pela primeira vez em 1952, na Tanzania. No Brasil, o virus foi detectado em
pacientes infectados pela forma autoctone em setembro de 2014 na cidade de Oiapoque (AP).
Desde entdo, tém sido registrados casos da doenga em todo o pais (HONORIO et al., 2015).
Observa-se na Figura 5 o mapa com os paises e territoérios em que casos de chikungunya ja

foram reportados.

Figura 5 - Paises e territorios em que casos de chikungunya foram detectados desde 2013
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Fonte: CDC. Disponivel em: https://www.cdc.gov/chikungunya/index.html. Acesso em: 18 de junho. 2022.
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O nome chikungunya tem origem do dialeto makonde, um dos dialetos falados no
sudeste da Tanzénia, e significa "curvar-se para frente ou contorcer-se", uma referéncia aos
movimentos corpdreos feitos por alguns pacientes, como consequéncia das fortes dores nas
articulacdes (SOUZA et al., 2020)

A doenca ndo manifesta sintomas em cerca de 25% dos pacientes. Na forma sintomatica,
os sintomas duram de 7 a 15 dias e incluem febre, erupcao cutanea, cefaléia, fotofobia e artralgia
incapacitante (PIALOUX et al., 2007).

Mesmo apo6s a recuperacdo da infec¢do aguda, para 10 a 12% dos pacientes, sintomas
como dores, rigidez e edemas nas articulagdes podem durar de meses até anos (CHAGAS,
2016). Estudos demonstram que em aproximadamente 5% dos pacientes, este quadro pode
evoluir para artrite reumatoide (PIALOUX et al., 2007).

No Brasil, em 2022, até a SE 52 foram contabilizados 174.517 casos, com 94 o6bitos
confirmados e outras 15 mortes sob investigacao. Destas mortes, 39 ocorreram no estado do

Ceara (BRASIL, 2023).

3.2.3 zika

E provocada pelo virus Zika (ZIKV), um Flavivirus da familia Flaviviridae isolado pela
primeira vez em 1947, mediante amostra de sangue de um macaco Rhesus na floresta zika, em
Uganda (LUZ; SANTOS; VIEIRA, 2015).

A infecgdo ndo causou grandes preocupacdes fora do continente africano até o ano de
2007 quando cerca de 73% da populacdo da ilha Yap na Micronésia, foram acometidos por um
grande surto de zika (DUFFY et al., 2009; CHAGAS, 2016).

No Brasil, os primeiros casos da zika foram notificados no ano de 2014, em varios
centros urbanos do Nordeste brasileiro, se espalhando ao longo do ano de 2015 para outros
municipios do pais (HEUKELBACH et al., 2016). Ainda em 2015 o Ministério da Saude
estimou em cerca de 1,3 milhdo de casos suspeitos. No mesmo ano o ZIKV foi isolado de um
paciente da cidade de Natal (RN), o que comprovou a circulagdo do virus no pais
(HEUKELBACH et al., 2016).

Tal como outras arboviroses transmitidas pelo 4. aegypti, esta doenga apresenta

prevaléncia em paises ou regides tropicais, como apresentado na Figura 6.
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Figura 6 - Locais que apresentam casos atuais e casos antigos de Zika
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Fonte: CDC. Disponivel em: https://www.dw.com/en/who-expects-zika-virus-to-spread-through-americas-except-canada-
and-chile/a-19002259. Acesso em: 18 de junho. 2022.

Os sintomas da zika incluem febre baixa, dor de cabeca, dores leves nas articulacoes,
manchas vermelhas na pele, prurido e vermelhidao nos olhos (RIZZI et al., 2017). Apesar de
que a doenca ndo costuma evoluir para quadros graves, foram relatados casos de sindrome de
Guillain-Barré (SGB), em pacientes da Polinésia Francesa e nas epidemias recentes no Rio
Grande do Norte e na Bahia (Brasil) (LUZ; SANTOS; VIEIRA, 2015).

A relagdo entre a infecg¢do pelo virus Zika com casos de microcefalia em neonatos foi
confirmada em 2015 pelo Ministério da Saude. Na ocasido, pesquisadores identificaram a
presenca do virus em amostras de sangue e tecidos de um recém-nascido que apresentava
microcefalia e outras malformagdes congénitas (BRASIL, 2015).

O Brasil contabilizou 9.204 casos provaveis de infecgdes pelo virus Zika no ano de 2022
(BRASIL, 2023). Esses dados demonstram que o virus ainda representa grave risco a saude

publica e refor¢a a necessidade do combate ao mosquito vetor.

3.2.4 febre amarela

A febre amarela ¢ uma doenga infecciosa ndo contagiosa endémica das florestas
tropicais da América e Africa que costuma causar surtos e epidemias isoladas

(VASCONCELQOS, 2003).
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E causada por um virus da familia Flaviridae. Se apresenta nas formas urbana (que tem
0 A. aegypti como vetor) e silvestre (virus transmitido por mosquitos do género Haemagogus)
(CHAGAS, 2016).

No Brasil a forma urbana foi erradicada mediante vacinagdo, ainda assim o pais possui
a maior area de transmissao da doenga na forma silvestre do mundo. A circulacao desse virus
na populacdo permite a possibilidade de o virus da forma silvestre migrar para o A. aegypti
através de pessoas infectadas (CHAGAS, 2016).

Um surto entre 2016 e 2017 provocou o aumento do nimero de casos da doenca no
Brasil. Na ocasido, cerca de 772 casos foram registrados, contabilizando 262 o6bitos
(MOREIRA et al., 2020).

Entre 2022, até a SE 50, foram notificados 158 casos suspeitos da doenga em humanos,
mas sem nenhuma confirmagao. No entanto, no mesmo periodo foram notificados 686 casos
envolvendo primatas ndo-humanos, com 0,3% dos casos apresentando conformacao
laboratorial da doenga (BRASIL, 2023).

Apesar de haver vacina eficaz na prevengao desta doencga, tem-se percebido uma queda
no niamero de doses aplicadas em decorréncia da baixa adesdo popular. O crescimento na
disseminacao de noticias falsas em perfis de redes sociais, que geram medo na populacao, estao
relacionados com a reducao na quantidade de doses aplicadas (SACRAMENTO; PAIVA,
2020).

3.3 O desenvolvimento sustentavel e 0 combate ao A. Aegypti

A dengue e as demais arboviroses veiculadas pelo mosquito 4. aegypti costumam ter
sua ocorréncia em paises tropicais (JOHANSEN; DO CARMO, 2012) como no Brasil. No
entanto, o fator climatico nao € o Unico fator determinante para estas doengas terem se tornado
endémicas desse pais. Nesse contexto, Carmo (2009) argumenta que o processo de urbanizacao
do pais, com infraestrutura inadequada e abastecimento de dgua e coleta de lixo deficitaria,
favoreceu a proliferacdo de criadouros do mosquito vetor.

Uma vez estabelecido e com plenas condigdes para procriacdo, fatores como a baixa
adesdao popular as campanhas de combate ao vetor e a resisténcia aos inseticidas disponiveis,
explicam a dificuldade das autoridades em erradicar essas doencas. Dessa forma, pode-se
afirmar que “a génese” desse problema se encontra no desenvolvimento insustentavel do Brasil.

Segundo Feil; Schreiber (2017) a palavra sustentabilidade ¢ um termo que representa a

preocupacdo com a qualidade do sistema que engloba meio ambiente e ser humano e, avalia
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suas propriedades e caracteristicas que abrangem trés aspectos: ambiental, social e econdmico.
Porém, para se compreender como estas preocupagdes surgiram e como a sustentabilidade tem
papel crucial no combate as arboviroses, € preciso entender que o ser humano mantém uma
relagdo antiga e muito proxima com o meio ambiente. As implicagdes dessa relagdo sdo
indesejaveis para ambos, pois a humanidade sempre buscou atender as suas demandas, mas sem
pensar em consequéncias (CORREIA; DIAS, 2017).

Segundo Vianna (2015), a partir da segunda metade do século XX vérios estudiosos
comecaram a manifestar preocupacao com o futuro do planeta e da humanidade, em decorréncia
da exploragao desenfreada do meio ambiente pelo ser humano. Como resultado, foram
realizadas conferéncias e publicagdes que objetivavam alertar a humanidade para as futuras
consequéncias das agdes humanas no meio ambiente. Dentre estas conferéncias e documentos,
Sachs (2012) aponta a Conferéncia de Estocolmo em 1972, o relatério “Nosso Futuro Comum”
(Our Common Future) pela Comissdo Brundtland, e a Eco 92, ou “Rio 92”7, como reflexos
destas preocupagdes. Logo, pode-se afirmar que os ideais voltados para a sustentabilidade
deram origem ao chamado: Desenvolvimento sustentavel.

Inicialmente, a ideia de desenvolvimento sustentavel foi entendida como o
desenvolvimento de uma sociedade capaz de satisfazer as suas necessidades sem comprometer
a sobrevivéncia das geragdoes futuras (BROWN, 1981; WCED, 1987). Segundo esse
pensamento, o crescimento econdmico deve levar em consideracdo trés dimensdes, apontadas
por Sachs (2009) como: dimensdo social, ecologica e econdmica. A Figura 7 demonstra como

estas dimensoes se sobrepdem.

Figura 7 - Dimensdes do Desenvolvimento Sustentavel.
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Uma iniciativa diretamente ligada aos ideais do desenvolvimento sustentavel teve inicio
no ano 2000 e denominava-se: Objetivos do Desenvolvimento do Milénio (ODM). Tratou-se
de um projeto liderado pela Organizacao das Na¢des Unidas (ONU) que contou com o apoio
dos governos de mais de 180 paises (UNITED NATIONS, 2014). A iniciativa era organizada
em um conjunto de metas que buscava atingir oito objetivos voltados para o desenvolvimento
social e a erradicacdo da pobreza extrema no mundo, entre os anos de 2000 até 2015 (SOUZA,
2015).

Nem todas as metas dos ODM puderam ser atingidas a nivel global, mas os avangos
promovidos no Brasil com o intuito de atingi-las produziram significativo progresso em muitos
aspectos do desenvolvimento social (SOUZA, 2015). Exemplo disso diz respeito ao objetivo 1
(Acabar com a fome e a miséria) e ao objetivo 6 (Combater a AIDS, a malaria e outras doengas),
pois o pais se tornou referéncia mundial nas politicas de enfrentamento a AIDS, conseguiu
controlar a malaria, diminuiu a incidéncia dos casos de tuberculose e criou programas de
enfrentamento contra a dengue (ODM-BRASIL, 2015). Em relagdo ao combate a dengue,
embora tenham ocorrido avangos, os numeros recentes revelam que esta e outras arboviroses
ainda prevalecem forte em todo pais (LEANDRO et al, 2020).

Apos o fim da iniciativa dos ODM, através da publicacdio do documento:
“Transformando o nosso mundo: a agenda 2030 para o desenvolvimento sustentavel” foram
apresentados ao mundo os Objetivos do Desenvolvimento Sustentavel (ODS) (Figura 8). Essa
nova iniciativa surgiu com o objetivo de dar continuidade a experiéncia positiva obtida com os
ODM, contemplando 17 objetivos que, pela proposta, devem ser atingidos até 2030 (UNDP,
2016).

Figura 8 - Os 17 objetivos de Desenvolvimento Sustentavel
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Destaca-se que, na perspectiva da erradicacdo das arboviroses veiculadas pelo A.
aegypti, atingir as metas dos ODS mostra-se essencial para essa finalidade. Nesse sentido, os
objetivos 1, 3,4, 6, 10, 11 e 15, lidam diretamente com os fatores que favorecem a proliferacao
desse mosquito. Como exemplo, podemos citar as politicas de promocao a saude, educacgdo,
acesso a agua e saneamento, formac¢ado de cidades sustentdveis e inteligentes, e o uso sustentdvel
dos recursos naturais para a obtencao de produtos aliados no combate ao vetor, como diretrizes
defendidas pelos ODS supracitados.

Sachs (2009) defende o uso de recursos naturais de forma sustentavel, promovendo a
formacao das chamadas sociedades de biomassa, em que o uso consciente dos recursos naturais
deve se fazer presente, utilizando ao maximo as ciéncias de ponta. Dessa forma, os objetivos
dessa pesquisa vao de encontro com os principios do desenvolvimento sustentavel ao buscar
uma alternativa que faz uso de recursos naturais no combate ao 4. aegypti, cujo controle tem se

mostrado desafiador.

3.4 Medidas de combate ao A. aegypti

O Brasil possui um longo historico de politicas e agdes no intuito de erradicar o
mosquito A. aegypti. Ha registros destas medidas sendo implementadas ainda no comego do
século XX, quando entre os anos de 1902 a 1907, o Sanitarista Oswaldo Cruz era diretor geral
de saude publica (cargo equivalente ao do atual ministro da saude). A estratégia adotada foi a
formacao de brigadas que objetivavam identificar casos de febre amarela no pais e eliminar
focos do vetor (SILVA et al., 2020).

Os resultados dos esforcos no combate do A. aegypti foram positivos e, em 1955, o
mosquito foi erradicado do pais. Para isso, foi fundamental a parceria estabelecida com a
Organizagao Pan-Americana de Saide (OPAS), mediante o programa de erradicacao do A.
aegypti (SILVA et al., 2020).

As acdes desenvolvidas foram bem-sucedidas no combate ao vetor, porém, falhas na
vigilancia epidemiologica culminaram na reintrodugao deste inseto no pais em meados de 1976
(SILVA et al., 2020).

Com a criagdo da Fundagdo Nacional da Saude (FUNASA) em 1990, ficou sob a
responsabilidade da mesma coordenar as acdes de combate a dengue. A partir daquele
momento, o Ministério da Saude e a FUNASA elaboragao e executaram varias acdes voltadas
para o controle da dengue no Brasil, como o Plano de Erradicacdo do 4. aegypti (PEAa) em

1996; o Plano de Intensificagdo das A¢des de Controle da Dengue (PIACD) em 2001; Programa
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Nacional de Controle da Dengue (PNCD) em 2002. Todos com baixo ou nenhum avango
significativo no combate do mosquito (FERREIRA et al., 2009).

Atualmente, o controle do mosquito € realizado pelos Agentes Comunitarios de Saude
(ACS) e pelos Agentes de Combate as Endemias (ACE), mediante visitas domiciliares, nas
quais, sao realizadas buscas por criadouros do mosquito e de objetos acumuladores de agua
parada que possuam potencial para se tornarem foco de mosquitos do 4. aegypti. Quando
encontrado, o foco ¢ eliminado e, em seguida, dados sdo coletados para auxiliar no tragado das
acoes de combate as arboviroses (SANTOS et al., 2016).

No Brasil, dentre as quatro principais arboviroses transmitidas pelo 4. aegypti, apenas
contra a zika ndo ha vacinas disponiveis no momento. Contra a febre amarela, uma vacina ¢
utilizada na prevencdo da doenca. Contra a dengue e a chikungunya, hd vacinas aprovadas
(ANVISA, 2023; SCHNEIDER et al., 2023).

Apesar dos investimentos em vacinas, o controle do mosquito vetor tem sido a primeira
medida adotada com a finalidade de prevenir estas doengas (CHAGAS, 2016). Trata-se de
impedir que a reprodugdo do vetor aconteca, por meio da eliminagao dos criadouros. Para isso,
estratégias como o uso de inseticidas quimicos, armadilhas, insetos estéreis, mosquiteiros e
feromonios, vém sendo implementadas (WERMELINGER; FERREIRA, 2013). Além dessas
estratégias, ¢ fundamental também o incentivo a populagdo para ado¢ao de medidas de controle
mecanico, tais como: o uso de telas em portas e janelas e, a protecdo individual (uso de
repelentes e roupas protetoras) (ZARA et al., 2016).

Acgdes educativas também vém sendo desenvolvidas ao longo dos anos no Brasil,
objetivando tornar a populagdo aliada no combate ao A. aegypti. Nesse sentido, Alecrim et al.
(2016) destaca que apenas levar conhecimento sobre os cuidados com o vetor ndo produz uma
mudanga significativa no comportamento das pessoas. E necessario entdo, que haja uma
reformulacao das agdes educativas, para tornar estas medidas mais efetivas.

A baixa adesdo da populagdo as agdes de combate ao vetor torna as estratégias de
manejo ambiental e a utilizagdo de produtos biologicos e quimicos, no Brasil e em outros paises,
as principais medidas voltadas para a eliminagao do mosquito (LIMA et al., 2021).

No que diz respeito ao manejo quimico, o uso de larvicidas sintéticos ¢ medida
importante no controle das populagdes do A. aegypti (SOMBIE et al., 2019; PINEDA-CORTEL
et al., 2019). Porém, devido a alta demanda essas substancias sao propensas a resisténcia do
mosquito, além da possibilidade de afetarem espécies ndo-alvo e de se acumularem no ambiente

e contaminar o solo e as aguas fluviais (GOMES, 2014; PINEDA-CORTEL et al., 2019;
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MOYES et al., 2017; ALKENANI et al., 2022). Estas limitagdes demandam o uso racional
destas substancias, além da busca de alternativas mais sustentaveis contra o vetor.

Os riscos e desvantagens do uso de inseticidas no combate ao A. aegypti, requerem o
uso de produtos que apresentem alta prevaléncia contra o vetor e baixa toxicidade para os
demais organismos. Devem também oferecer rentabilidade e sustentabilidade ambiental
(CHAGAS, 2016; SILVA et al., 2017).

Na tentativa de reduzir esses riscos, o uso inteligente de inseticidas contra o 4. aegypti
torna-se uma possibilidade. Os mosquitos dispersores dessas substidncias vém sendo utilizados
com sucesso na forma experimental. A técnica consiste em atrair as fémeas do vetor até
recipientes tratados com o regulador de crescimento piriproxifeno. As particulas do inseticida
grudam nas fémeas e caem na dgua dos criadouros no momento da oviposi¢do, o que provoca
a mortalidade das larvas (DEVINE et al., 2009; ABAD-FRANCH et al., 2015)

O controle bioldgico ¢ outra abordagem alternativa ao uso dos inseticidas. Nesse
contexto, o uso dos esporos letais da bactéria Bacillus thuringiensis israelensis (BTI -
Sumitomo Corporation®) ¢ um método alternativo aos inseticidas convencionais contra as
larvas do A. aegypti. Trata de um inseticida bioldgico especifico para a ordem Diptera
(CARVALHO et al., 2020) e, portanto, menos agressivo contra os demais organismos. O
produto encontra-se disponivel no Brasil.

Quanto ao uso do BTI, Zara et al., (2016) destaca que nao ha evidéncias suficientes de
que esse método isolado possa impactar na mortalidade do vetor em longo prazo. E possivel
que este produto seja melhor aproveitado quando utilizado em sinergia. Esta proposta foi testada
no estudo realizado por Carvalho et al., (2020), onde foi verificada a mortalidade das larvas do
A. aegypti pelo uso do BTI em associa¢do com a predagdo das mesmas pelas ninfas de libélulas
(Ordem Odonata) e os resultados foram promissores.

Ainda sobre o controle biologico do A. aegypti, outros dois métodos se encontram
disponiveis atualmente, sendo eles: o uso da bactéria simbionte de insetos do género Wolbachia
(ZARA et al., 2016) e o uso de peixes larvofagos. Essa tltima alternativa apresenta limitagdes,
como a necessidade de o criadouro de larvas precisar ser um tanque de grandes proporgdes
(NETO et al., 2019).

O saneamento basico uma relevante ferramenta de satide publica, visto que a auséncia
do mesmo estd relacionada a sérias enfermidades como: febre tifoide, febre paratifoide,
poliomielite, hepatite A, leptospirose, esquistossomose, difilobotriase, filariose, maléria e as

arboviroses (febre amarela, dengue, chikungunya e zika) (DEY et al., 2019). Dessa forma, o
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investimento em saneamento basico pode ser um importante aliado no controle da proliferagao
do A. aegypti.

A coleta de lixo € outro fator importante no combate as arboviroses. Diversos materiais
presentes nos residuos urbanos podem servir de criadouros para reproducdo do 4. aegypti nos
periodos de chuva, como pneus abandonados, que podem facilmente acumular 4gua (SOBRAL
etal.,2019).

Com relagdo a saneamento basico, coleta de lixo e distribuicdo de 4dgua tratada, Tauil
(2001) afirma que quando estes servicos se encontram ausentes ou sdo ineficientes, tem-se
como consequéncia o aumento dos criadouros do mosquito.

De acordo com a Agéncia Nacional de Aguas e Saneamento Bésico (ANA, 2020), no
Brasil, estes servicos ainda apresentam caréncias, pois 83,6% da populagdo conta com
abastecimento de 4gua; 53,2% dispde de coleta de esgoto e 98,8% da populacdo urbana possui
servigo de coleta de residuos domiciliares.

Almeida et al. (2020) destaca que a urbanizagdo no Brasil ocorreu de forma desordenada
e sem planejamento, o que tem causado problemas como a falta de abastecimento de 4gua e de
esgotamento sanitario, além de ocupagdes irregulares. Estas caracteristicas t€ém provocado um
crescimento urbano das cidades brasileiras com caracteristicas propicias para o estabelecimento

de mosquitos vetores. Os dados da ANA podem ser reflexo desse crescimento desorganizado.

3.5 O potencial inseticida das sementes

Ao longo dos anos, varias substancias potencialmente toxicas para insetos foram obtidas
a partir das plantas (BARBOSA et al., 2014; FARIAS et al., 2014; CHAGAS, 2016; MACEDO
et al., 2015). Delas, varios constituintes vegetais podem ser utilizados, porém, as folhas sao
frequentemente mais estudadas, de modo que, as sementes, embora ricas em metabolitos
secundarios e proteinas, ainda sao pouco estudadas (BARBOSA et al., 2014).

Para a obten¢do do extrato vegetal, varios solventes podem ser utilizados como
extratores, tais como etanol, metanol, hexano, cloroférmio, dentre outros. A extracao salina tem
sido empregada em estudos que objetivam solubilizar proteinas (AGRA-NETO et al., 2014;
BARBOSA et al., 2014; CHAGAS, 2016; ALVES et al., 2020). Esse método ¢ vantajoso por
favorecer a extragdao de proteinas globulinas, como € o caso das lectinas, que sao conhecidas
por sua diversidade de usos biotecnologicos. Essas proteinas sdo encontradas em boas

quantidades nas sementes de leguminosas (SILVA et al., 2019; CAVALCANTI et al., 2021).
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Em estudo realizado por Farias et al., (2010), os extratos aquosos de quinze sementes
de plantas leguminosas tiveram sua agdo inseticida testada contra o 4. aegypti. Todos os
extratos demonstraram ag¢do larvicida, sendo que os extratos de Amburana cearensis,
Anadenanthera macrocarpa, Dioclea megacarpa e Piptadenia moniliformis mataram 100% das
larvas apos trés horas de exposicao.

Em estudo feito por Barbosa et al., (2014), vinte extratos de sementes demonstraram
acdo contra o 4. aegypti. Recentemente, Chagas (2016) analisou a atividade dos extratos salinos
das sementes de Prosopis juliflora DC, Adenanthera pavonina L., Clitoria fairchildiana
Howard, Delonix regia Bojer, Canavalia ensiformis DC e Leucaena leucocephala (Lam.) Wit.
e confirmou as ac¢des ovicida, larvicida e pupicida.

A efetividade das sementes contra insetos esta relacionada com a sua constituicdo, uma
vez que apresentam diversas moléculas de interesse cientifico, como os inibidores de proteases,

as lectinas e os metabdlitos secundarios.

3.5.1 Inibidores de proteases

Gomes et al. (2016) aponta a evolugao das plantas como o segredo para sua efetividade
contra insetos. Elas precisaram desenvolver ao longo do tempo mecanismos de defesa contra o
ataque de potenciais herbivoros, como € o caso dos insetos. Entre estes mecanismos de defesa,
os inibidores moleculares se destacam. Sao proteinas/enzimas encontradas em diversos seres
vivos e que desempenham fungdes variadas na estrutura das plantas. Nelas, atuam tanto na
resposta contra fatores abioticos, como na defesa contra insetos-praga (CHAGAS, 2016).

Os intestinos dos insetos constituem uma fonte de alvos moleculares para os inibidores
presentes no organismo dos vegetais. Na sua constitui¢ao se encontra a matriz peritréfica, uma
membrana que separa o conteudo do limen do intestino, das células digestivas epiteliais de
revestimento do intestino médio. Esta membrana esta presente nos insetos de um modo geral e
possui na sua constituigdo, varias substancias que sao alvo destes inibidores (AMORIM, 2007).

Dentre estes inibidores podem-se destacar as quitinases, que sao moléculas presentes
em uma série de organismos, a exemplo das plantas. Elas tém sido testadas no combate ao A.
aegypti, pelo fato de serem capazes de clivar a quitina, um polissacarideo estrutural abundante
no exoesqueleto dos insetos (DUKARIYA; KUMAR, 2020). Esta molécula tem papel
importante na integridade e permeabilidade da matriz peritréfica (LEHANE, 1997). Proteinas
que se ligam a quitina possuem o potencial de alterar propriedades fisicas da mesma, causando

a morte dos insetos.
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Também tem sido estudada a atividade sinérgica entre as quitinases e outros compostos.
Acredita-se que elas potencializam a ac¢ao inseticida ao provocar fissuras no exoesqueleto dos
insetos. Isso permite uma melhor difusdo do inseticida (RAMIREZ-SUERO et al., 2019).

Tripsina e quimotripsina sdo as enzimas digestivas mais abundantes em larvas de 4.
aegypti. Essas moléculas tornam-se importantes aliadas no combate do A. aegypti pela sua
capacidade de se ligar e inibir a atividade digestiva dos insetos (SASAKI et al., 2015).

Extratos de plantas que apresentam inibidores de tripsina e quimotripsina sao uma opgao
no combate ao A. aegypti. Como exemplo, podemos citar a Adenanthera pavonina Linn. As
sementes desta planta apresentam tais inibidores e os extratos das mesmas apresentaram
potencial toxico contra o 4. aegypti (SASAKI et al., 2015).

No trabalho realizado por Dias et al., (2017), o inibidor de tripsina CLTI obtido das
sementes de Cassia leiandra Benth. foi purificado e testado contra larvas de A. aegypti. No
estudo, foi detectada a atividade larvicida por inibicdo de proteases larvais.

Ja no estudo realizado por Chagas (2016), todas as sementes apresentaram proteinas
com potencial bioativos, como lectinas, proteinas ligantes a quitina e inibidores de enzimas
digestivas (tripsina e quimiotripsina), o que justifica os resultados positivos.

No trabalho realizado por Farias et al. (2010) foram detectados inibidores de tripsina e
outras moléculas importantes nas sementes estudadas que podem ser apontadas como
responsaveis pela a¢do inseticidas dos extratos testados.

Em decorréncia dos excelentes resultados verificados nos estudos citados, Farias et al.
(2010) alerta para a importancia de se estudar melhor as sementes na perspectiva de prospectar
novos compostos viaveis contra o 4. aegypti.

Como demonstrado em varias pesquisas, as sementes podem ser importantes aliadas
contra os insetos. NASCIMENTO et al., 2013; SASAKI et al., 2015; CHAGAS, 2016; BILAL
et al.,2017; DIAS et al., 2017; ALVES et al., 2020, CAVALCANTI et al., 2021,

3.5.2 Lectinas

As lectinas s3o proteinas componentes do metabolismo primario dos vegetais que
desempenham varios papéis nestes organismos, entre eles, a defesa do vegetal contra
herbivoros. Contra os insetos, as lectinas sao capazes de alterar a fisiologia desses animais, o
que leva a morte pelo mal funcionamento do organismo. Estas caracteristicas tornam as lectinas

moléculas com importante agdo inseticida (DE CONINCK; VAN DAMME, 2021).
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Trata-se de proteinas capazes de se ligar de maneira especifica a mono e polissacarideos.
Como as lectinas podem se ligar a quitina, importante polissacarideo componente do
exoesqueleto dos insetos, sdo capazes de interferir na sua fisiologia (BARROS et al., 2020).
Uma caracteristica importante das lectinas ¢ que elas provocam hemaglutinacdo quando em
contato com eritrocitos, o que permite detecta-las por técnicas que utilizam este principio
(FARIAS et al., 2010).

No estudo de Paiva et al., 2011, foram estudadas as lectinas presentes nas sementes de
Opuntia ficus indica Cladodes. (OfiL) e de Moringa oleifera Lam. (WSMoL e cMOL), no qual
foi comprovado que essas duas lectinas sdo capazes de matar cupins da espécie Nasutitermes
corniger. Recentemente, WSMoL e ¢cMOL foram testadas e novamente demonstraram a
capacidade de matar o mosquito A. aegypti (COELHO et al., 2017; SILVA et al., 2019;
CAVALCANTI et al., 2021).

As lectinas de M. oleifera sdo, provavelmente, as mais bem estudadas no combate ao A.
aegypti. As sementes desta espécie sdo ricas em lectinas. No trabalho de Agra-Neto et al. (2014)
a atividade larvicida de duas lectinas, bem como dos extratos das sementes de M. oleifera
(WSMoL e cMOL), foi confirmada em larvas de 4° instar.

Recentemente, excelentes resultados também foram obtidos no trabalho realizado por
Alves et al. (2020) que confirmaram a atividade ovicida contra 4. aegypti da WSMoL e de
outras duas lectinas: MuBL e MuHL, ambas purificadas a partir dos extratos das sementes de
Myracrodruon urundeuva Bark. e Myracrodruon urundeuva Heartwood. As lectinas foram
capazes de provocar alteracdes e deformagdes na superficie dos ovos tratados ap6s 48 € 72 h de
€Xposi¢ao.

Para Silva et al. (2019), os bons resultados com os estudos utilizando as lectinas contra

insetos tornam as mesmas boas candidatas para serem utilizadas como inseticida natural.

3.5.3 Metabdlitos secundarios

As moléculas bioativas obtidas através de extratos de plantas sempre se destacaram por
serem uteis aos interesses humanos, principalmente na medicina e no controle de pragas, ou por
fornecerem estruturas que podem atuar como modelo para a criagdo de novas substancias
(SOARES et al., 2015).

As moléculas produzidas pelos vegetais sao classificadas como metabdlitos primarios
ou secundarios. Os metabolitos primarios estdo associados a fung¢des estruturais, plasticas e de

armazenamento de energia. Os metabolitos secundarios desempenham fungdes nao
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relacionadas com o crescimento da planta, mas sdo importantes na defesa destas contra
herbivoros e patdgenos. Atuam ainda, na promocao de atividades que visam a atracdo de insetos
e na interacdo inseto/planta ou simbiose com microrganismos (VIZZOTO; KROLOW;
WEBER, 2010).

E possivel classificar os metabolitos secundarios em quatro grupos distintos: os acidos
graxos, ou policetideos, os terpenos, os alcaldides e os compostos fendlicos (DEWICK, 2002).

Por ndo estarem associados ao desenvolvimento vegetal, os metabolitos secundarios
costumam estar presentes em baixas concentracdes em determinados grupos de plantas. Eles
possuem estrutura complexa e de baixo peso molecular e sdo conhecidos por suas atividades
bioldgicas marcantes (BERG et al., 2017).

Sobre os usos e atividades dos metabodlitos secundarios, Soares et al. (2015) afirmam
que, pelo fato de atuarem na defesa dos vegetais, essas moléculas sdo amplamente estudadas e
utilizadas contra doengas e pragas, mais precisamente, contra fungos, bactérias e insetos.

As sementes, além de serem ricas em proteinas e enzimas bioativas, também sao fonte
de metabdlitos secundarios. Nesse sentido, no estudo realizado por Goyal et al. (2019), as
atividades ovicida, larvicida, pupicida, adulticida, repelente e inibidora de crescimento, foram
confirmadas para os ensaios utilizando extratos de sementes, os quais a presenga de metabolitos
secundarios foi atestada por analise fitoquimica.

Metabolitos secundarios foram encontrados nos extratos aquosos das sementes
estudadas por Farias ef al. (2010), sendo detectados: taninos, fendis, flavonas, flavonoides,
xantonas, saponinas e alcaldides. triterpenos e alcaldides foram encontrados nos extratos das
sementes estudadas por Barbosa et al. (2014), ocasido em que se obteve resultado positivo para
a atividade larvicida contra o 4. aegypti. A Figura 9 apresenta a estrutura quimica dos principais

metabolitos secundarios.

Figura 9 - Principais tipos de flavondides
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No estudo realizado por Chagas (2016), os extratos salinos das sementes de Clitoria
fairchildiana R. A. Howard. apresentaram atividade ovicida, larvicida e pupicida, com um
posterior estudo fitoquimico revelando a presenca de aminas, terpenos e alcaldides nos mesmos,
sendo que os alcaldides ja sdo conhecidos de longa data pela sua agdo inseticida, como afirma
Moura e Schlichting (2007).

Uma vez que, mesmo estando presentes em baixas concentragdes nos vegetais, 0s
metabolitos secundarios sdo abundantes e se encontram em praticamente todas as plantas, o que

as tornam organismos interessantes na luta contra o 4. aegypti.
3.6 E. contortisiliquum

Pertencente a Fanilia Leguminosae e subfamilia Mimosoideae, esta espécie ¢ conhecida
popularmente como tamboril, orelha de macaco, orelha de negro, timbo, timbatva, tambaré,
pacara e ximbo (Figura 10). Apresenta ampla distribuigdo geografica no Brasil, mas também ¢
encontrada em outros paises como Argentina, Bolivia, Coldmbia, Paraguai, Peru e Uruguai. E
uma espécie arborea de rapido crescimento e grande porte, chegando a atingir de 20 a 35 metros.
E considerada pouco exigente no que diz respeito ao solo, podendo ser encontrada em
composigoes florestais variadas e em florestas com sucessdo secundaria avancada. A floracao

dessa espécie ocorre entre meados de setembro e novembro (LORENZI, 2008).

Figura 10 - E. contortisiliquum. A) Arvore; B) Fruto; C) Sementes.

Fonte: https://www.arvores.brasil.nom.br/new/tamboril/index.htm. Acesso em: 16 de jun. 2022.
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E. contortisiliquum é uma espécie 0tima para o reflorestamento de areas degradadas e
de preservacdo permanente devido ao seu rapido crescimento, uma vez que pode crescer até 4
metros em dois anos. Devido a essas caracteristicas, ¢ utilizada também na arborizag¢ao de
pragas e canteiros centrais (ARAUJO; SOBRINHO; 2011). E uma espécie bem adaptada a
regido Nordeste, sendo prevalente na Caatinga, ocorrendo desde o litoral até o serto.

Possui uma copa ampla e frondosa, que proporciona sombra durante os periodos de
insolacdo, servindo de abrigo para animais na fuga do calor da Caatinga. O tronco ¢ lenhoso,
com a madeira macia e pouco resistente, sendo apropriada para a fabricacao de barcos e canoas,
além de moveis, caixotes, brinquedos, dentre outras finalidades. As folhas dessa espécie sao
compostas do tipo bipenadas, apresentando de 2 a 7 jugas de pinas. As flores se apresentam em
capitulos globosos de cerca de 4 mm, que surgem em cachos terminais. A vagem que abriga as
sementes possui coloracdo preta e ¢ bem resistente, rigida e coridcea, indeiscente e tem um
formato que lembra uma orelha, justificando o nome popular de “orelha-de-macaco"
(LORENZI, 2008).

As sementes de E. contortisiliquum apresentam dorméncia, promovida pela
impermeabilidade do tegumento a agua. Isso garante a sobrevivéncia da espécie por longo
periodo de tempo, mas dificulta sua germinacdo mesmo quando os fatores ambientais sdo
favoraveis. Dessa forma, € necessario, para que ocorra a germinac¢ao natural, que aconteca uma
escarificagdo do tegumento por meio de microrganismos, alternancias de temperatura e a
participacao de animais (EIRA et al., 1993).

Em animais, a ingestao das sementes pode provocar intoxicagao aguda, que pode evoluir
para degeneragdo e necrose hepatica. Em caprinos, foi relatado diarreia e aborto decorrente da
ingestdo das sementes de E. conftortisiliquum. As saponinas presentes nas sementes desta
espécie mostraram-se toxicas para os macroéfagos e para células de linfoma murino de cobaias
(RAPOSO et al., 2008). No trabalho de Raposo ef al. (2008), cobaias também se mostraram
suscetiveis ao aborto quando alimentadas com as favas dessa espécie.

Na medicina tradicional esta espécie ¢ usada principalmente para combater parasitas e
gonorreia. Além disso, os dleos essenciais das suas sementes tém demonstrado atividade
antimicrobiana (MATLOUB et al., 2018). As sementes dessa espécie sao ricas em enterolobina,
uma proteina de 52,9 KDa, a qual lhe ¢ atribuida as atividades citotoxica, citolitica, inflamatoria
e inseticida (LIMA et al., 2007).

Em vegetais superiores, sdo raros os achados de proteinas e peptideos capazes de

promover a lise celular de eritrdcitos. A enterolobina tem essa capacidade, juntamente com a
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tionina, isolada de Pyrularia tubera, crotina, isolada das sementes de Croton tiglium e a
gumeferina, presente nas sementes de Enterolobium gummiferum (ARAUJO, 2007).
Gumeferina e enterolobina sdo proteinas semelhantes estruturalmente e atuam de maneira
semelhante. Ambas formam poros nas membranas de eritrocitos e outras células, provocando
lise celular por perda de contetido citoplasmatico (ARAUJO, 2007).

As sementes de E. contortisiliguum possuem ainda um poderoso inibidor de tripsina
(EcTI) que apresenta potencial antinflamatorio e antioxidante (JUNIOR et al., 2017). No
trabalho realizado por Tabosa et al, (2020) foi observado que o EcTI interfere no
desenvolvimento larval do A. aegypti, retardando o seu crescimento. O mesmo trabalho
verificou ainda que, quando combinada com a toxina de Bacillus thurigiensis, a agdo da mesma
contra as larvas foi potencializada trés vezes. Além disso, testes de toxicidade em Artemia sp.

evidenciaram a ndo toxicidade para este microcrustaceo.
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5 CAPITULO II: RESULTADOS E DISCUSSOES

Os desfechos obtidos nessa pesquisa resultaram em um manuscrito, intitulado:
Phytochemical prospection, hemagglutinating and insecticidal activity of saline extracts from
the seeds of Tamboril (Enterolobium contortisiliquum) Vell. Morong (Fabaceae) on Aedes
aegypti (Diptera: Culicidae). Submetido no dia 11/05/2023 no Brazilian Journal of Biology,
Qualis A3 e fator de impacto 0,42 nas Ciéncias Ambientais quadriénio 2017-2020.

5.1 Manuscrito

Prospeccao fitoquimica, atividade hemaglutinante e inseticida dos extratos salinos das
sementes de Tamboril (Enterolobium contortisiliqguum) Vell. Morong (Fabaceae) sobre o

Aedes aegypti (Diptera: Culicidae)
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RESUMO

Esse estudo avaliou a atividade inseticida dos extratos brutos das sementes de Enterolobium
contortisiliguum (Vell.) sobre ovos e larvas do 4. aegypti, verificou também o perfil fitoquimico
e a presenga de lectinas no extrato. A solu¢ao salina de NaCl 0,15 M foi utilizada como
substancia extratora. Para os ensaios com ovos e larvas, o extrato bruto foi utilizado na forma
crua (RCE) e fervida a 100° C por 5 min (BCE). Foram testadas as concentragoes de 4,68; 9,37,
18,75; 28,13; 37,13 ¢ 46,89 mg/mL, tendo a agua destilada como controle negativo. Os ensaios
foram realizados em triplicada. Os resultados foram submetidos a analise de variancia, Teste
de Tukey e analise Log-Probit para determinar CLso e 90. O BCE apresentou melhores resultados
sobre os ovos do que o RCE, conseguindo impedir a eclosdo das larvas de 81,66% +10,40%
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dos ovos tratados, na concentragdo de 46,89 mg/mL. As respectivas CLso e 90, foram definidas
em 35,95 e 52,67 mg/mL, respectivamente. Nos testes com larvas, as concentragcdes de 46,89 e
37,13 mg/mL, para RCE e BCE, causaram 100% de mortalidade em 24 horas de exposi¢do. A
mortalidade larval nas demais concentragdes aumentou com o tempo de exposi¢ao estendendo-
se para 48 h. RCE, com 48 h de exposi¢do, ¢ o extrato mais promissor sobre as larvas (E =
72,77 %, CLoo = 10,86 mg/mL). Em RCE, a presenca de lectinas e os metabolitos secundérios:
flavonoides, xantonas e fenois, foram detectadas. Os resultados demonstram o potencial dos
extratos das sementes de E. contortisiliquum com agao ovicida e larvicida sobre o A. aegypti.

Palavras-chaves: Mosquito vetor, Extratos vegetais, Fitoquimica, metabdlitos secundéarios.

Introducio

O mosquito Aedes aegypti (Linnaeus, 1762) ¢ o principal vetor dos virus da dengue
(DENV), febre amarela (YFV), Zika (ZIKV) e Chikungunya (CHIKV) (Scalvenzi et al., 2019;
Silva et al., 2019).

A eliminagdo de criadouros do A. aegypti, a fim de se evitar o desenvolvimento das
larvas, associado com uso de inseticidas quimicos sintéticos nas populacdes de larvas e adultos
¢ medida fundamental para o controle das arboviroses (Saavedra-Rodriguez et al., 2018;
Sombié et al., 2019; Pineda-Cortel et al., 2019). No entanto, inseticidas sintéticos possuem
limitagdes no uso por afetar espécies nao-alvo (Pineda-Cortel et al., 2019), apresentar tendéncia
de se acumular no ambiente (Pineda-Cortel et al., 2019) e serem cada vez mais propensos a
selecdo de mosquitos resistentes as formulagdes atuais (Moyes et al., 2017; Alkenani et al.,
2022), o que limita o uso das mesmas (Luz et al., 2020).

Outras formas de combate ao mosquito constam no uso de inseticidas microbianos
contendo a bactéria Bacillus thuringiensis israelenses (Bti), campanhas educacionais voltadas
para eliminagdo dos criadouros, implementagao de armadilhas de captura de ovos e adultos,
além do controle bioldgico utilizando a bactéria Wolbachia spp. além de predadores do A.
aegypti (Baldacchino et al., 2015; Weeratunga et al., 2017; Ogunlade et al., 2021).

Com as limitagdes no uso dos inseticidas inorganicos ¢ a reducdo de formulagdes
disponiveis para o controle de 4. aegypti (WHO., 2006), tem aumentado a busca por alternativas
que viabilizem o seu controle, de forma ecologica e sustentavel. Nesse sentido, as plantas tém
se mostrado excelentes fontes de substancias e moléculas com potencial inseticida (Barbosa et
al., 2014; Pavela, 2015; Silva et al., 2018; Pineda-Cortel et al., 2019; Scalvenzi et al., 2019; Luz
et al., 2020; Alkenani et al., 2022). Elas possuem metabolitos secundarios que podem atuar na

defesa contra insetos (Silva et al., 2019). As lectinas s3o uma classe de proteinas presentes nos
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vegetais que também possuem a capacidade de atuar sobre insetos (Agra-Neto et al., 2014;
Coelho et al., 2017; Silva et al., 2019; Alves et al., 2020; Cavalcanti et al., 2021).

Enterolobium contortisiliqguum (Vell.) Morong (Fabaceae), conhecida, dentre outros
nomes, por tamboril, ¢ uma planta que apresenta ampla distribui¢do geografica no Brasil, sendo
facilmente encontrada na Mata Atlantica, Caatinga, Cerrado (Bezerra et al., 2021) e em outros
paises da América Latina (Lorenzi, 2020). As sementes dessa espécie sao notavelmente toxicas
quando ingeridas e podem provocar intoxicacdo grave em animais (Raposo et al., 2008). Essa
toxicidade estd associada a presenga de saponinas, lectinas e enterolobina, uma proteina de 52,9
KDa, com atividades citotoxica, citolitica, inflamatoria e inseticida (Lima et al., 2007). Além
disso, o EcTI, um poderoso inibidor de proteases retardador de desenvolvimento larval, esta
presente nas sementes dessa espécie (Tabosa et al., 2020).

O potencial toxicologico sobre insetos dos constituintes das sementes dessa espécie,
bem como, a escassez de trabalhos que verificaram esse potencial sobre o 4. aegypti, motivou
a realizacdo dessa pesquisa.

Esse estudo teve como objetivo avaliar as atividades ovicida e larvicida dos extratos
brutos cru e fervido das sementes de E. contortisiliguum e verificar a presenga de metabdlitos

secundarios e lectinas.

Materiais e métodos

Obtencao dos ovos de A. aegypti

Os ovos foram obtidos com o uso de armadilhas do tipo ovitrampa, constituidas por
vasos de polipropileno com capacidade para 400 mL na coloragdo preta, contendo no seu
interior agua e duas palhetas de eucatex, de superficie porosa, com as dimensdes de 3x12, e
fixagao na parede dos vasos por meio de grampos. Algumas palhetas foram forradas com papel
filtro para capturar os ovos utilizados nos ensaios ovicida (Su & Mulla, 1998). As armadilhas
foram instaladas na cidade de Juazeiro do Norte, Ceara, Brasil. Os ovos coletados foram
contados com auxilio de uma lupa estereoscopica e armazenados em local seco a uma
temperatura de 25°C.

Uma parte das palhetas contendo ovos de 4. aegypti foram adicionadas em bandejas de
plastico brancas com 5 litros de capacidade, contendo trés litros de agua limpa. Estes foram
mantidos em camara climatizada do tipo B.O.D. (Biochemical Oxygen Demand) com

temperatura de 25+1°C, umidade relativa do ar de 70+10% e fotofase de 12 horas. Apos a
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eclosdo, as palhetas foram removidas e as larvas mantidas sob alimenta¢do com ragao para

peixes da marca Tropical® até atingirem o terceiro instar.

Obtenciao das sementes

As sementes de E. contortisiliguum foram obtidas de um espécime localizado na zona
urbana da cidade de Crato, Ceard, Brasil (Coordenadas: 7° 13' 41" S e 39° 23' 07" W). Apds
serem retiradas dos frutos, as sementes foram armazenadas em recipientes de plastico a

temperatura ambiente e protegidas de calor e umidade até a realiza¢do do preparo dos extratos.

Preparo dos extratos brutos

A extragdo salina foi adotada para o preparo dos extratos brutos. Duas versdes do extrato
foram preparadas, uma com o extrato bruto cru (Raw Crude Extract - RCE) e outra, com o
extrato bruto fervido (Boiled Crude Extract - BCE), para verificar a participagdo de proteinas
bioativas na acao inseticida. Para o preparo do RCE, obteve-se um pod fino pela trituragao e
peneiragdo das sementes sem tegumento, 40 gm dessa farinha foram adicionadas em 400 mL
de 0,15 M de NaCl (1/10). A solugao foi homogeneizada por 4h a 25 °C em um agitador
magnético e centrifugada a 10.000 RPM por 30 min a 25°C para formagao de precipitado. Este
precipitado foi descartado e o sobrenadante foi filtrado em papel filtro para uso nos ensaios. O
BCE foi preparado mediante banho-maria a 100°C por 5 minutos com posterior centrifugacao
a 10.000 RPM por 30 minutos de 100 mL do RCE. O precipitado foi descartado e o

sobrenadante foi filtrado e usado nos ensaios.

Composicao quimica parcial

Foi realizada uma prospecgao fitoquimica qualitativa para verificar a participacao de
metabdlitos secundarios nos extratos por meio do método descrito por Matos (2009). O extrato
bruto foi liofilizado (Liofilizador modelo K105 - Liotop) e uma porg¢ao de 0,3g desse material
foi dissolvido em 100 mL de etanol a 70%. Em seguida, sete tubos de ensaio foram separados,
numerados e cada um recebeu 3 mL da solucao recém preparada. As leituras foram feitas pela
visualizagdo direta na mudanga na coloragao ou formagao de precipitado na solu¢ao de cada

tubo, proporcionada pela adi¢ao de reagentes.
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Deteccao de lectinas

Teste de Hemaglutinacgao

Foram obtidos eritrdcitos por meio da lavagem de sangue de coelho em solucdo salina
a 4%. O animal vivia com livre acesso a comida e 4gua e era mantido em um ciclo claro/escuro
de 12/12 h controlado a 25°C. Os experimentos foram realizados seguindo as diretrizes do
Instituto Nacional de Saude, para o cuidado e uso de animais de pesquisa, sendo aprovado pelo
Comité de Etica no uso de Animais — CEUA, da Universidade Federal do Cariri, com o seguinte
numero de protocolo: 0014/2022.

Para detectar a presenga de lectinas no RCE de E. contortisiliguum, foi realizado o teste
de hemaglutinagdo, com base no método descrito por Moreira e Perrone (1977). Para isso,
foram realizadas dilui¢des seriadas em (1/2, 1/4, 1/8, 1/16 e 1/32), de 100 pL da amostra em
100 pL de solugdo salina com NaCl 0,15 mol/L em placas de microdilui¢ao do tipo ELISA de
96 pocos. Em seguida, 100 pL de uma suspensao de eritrécitos foi adicionada em cada pogo,
com a primeira coluna atuando como controle negativo, sendo preenchido apenas por eritrocitos
de coelho. A reagao foi incubada por 1 h e apds esse periodo foi realizada visualizacao direta

dos pocos de controle e nao controle na busca por aglutinagao.

Ensaios

Para os ensaios ovicida, pedagos de papel de filtro foram cuidadosamente recortados
para a obtengdo de 21 lotes contendo 20 ovos de 4. aegypti cada. Os lotes foram transferidos
individualmente para 21 copos descartaveis de 50 mL de capacidade. Em cada copo, foi
adicionado 1mL do RCE, em concentra¢des que variaram de 4,68; 9,37; 18,75; 28,13; 37,13 ¢
46,89 mg/mL. Os ovos permaneceram em contato com o extrato durante 30 minutos. Em
seguida, foram retirados e acondicionados durante 24 horas sob papel de filtro para absorc¢ao
do excesso de extrato. Apds esse periodo, cada lote foi mergulhado em agua destilada, onde
permaneceram por sete dias, para verificar a existéncia ou nao de eclosao de larvas. O mesmo
procedimento foi realizado para o BCE. Foram realizados sete tratamentos, todos em triplicata.
Agua destilada foi usada como controle negativo. A taxa de eclosdo (TE) foi calculada pela
divisdao entre o nimero de larvas eclodidas pelo numero total de ovos tratados e seu resultado
multiplicado por 100 (Su; Mulla, 1998).

Os ensaios com larvas do 4. aegypti foram realizados de acordo com o método

recomendado pela Organizacao Mundial da Saude, (WHO, 2006) com algumas adaptacoes. 21
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copos de polietileno com 50 mL de volume receberam, cada um, 10 larvas em terceiro estadio
- L3. Em seguida, cada copo recebeu 10 mL do RCE em concentragdes que variaram de 4,68;
9,37; 18,75; 28,13; 37,13 e 46,89 mg/mL. As larvas foram mantidas em cdmara climatizada
tipo B.O.D a uma temperatura de 25 +1°C, umidade relativa do ar de 70 £10% e fotofase de 12
horas. As dilui¢des foram preparadas utilizando o RCE e agua destilada. Sete tratamentos foram
realizados, todos em triplicatas. O controle negativo foi feito utilizando 10 mL de agua
destilada. O experimento foi repetido utilizando o BCE.

A mortalidade das larvas foi verificada apos 24 ¢ 48h de exposigao ao extrato, mediante
o toque das larvas com uma pinga, sendo consideradas mortas aquelas que nao respondessem
ao estimulo mecanico. A eficiéncia percentual do extrato (E) foi calculada pela divisao do
namero de larvas mortas pelo nimero de larvas tratadas e seu resultado multiplicado por 100,

de acordo com a férmula de Abbott (1925).

Analise estatistica

Os valores das concentragdes letais dos extratos capazes de matar 50 (CLso) e 90%
(CL9o) dos ovos e larvas tratados foram obtidos por meio da analise de log-probit, utilizando o
software Graphpad Prism® versdao 9.0, com intervalo de confianca de 95% (IC 95%). Os
valores foram expressos em miligramas por mililitro de peso seco (mg/mL). O software PAST
versao 4.03, foi usado para realizar o teste de Shapiro-Wilk e evidenciar a normalidade dos
dados. As diferengas significativas entre as médias foram identificadas por meio da andlise de

variancia - two way ANOVA e o teste de Tukey, com um erro de 0,05.

Resultados

A andlise fitoquimica qualitativa revelou a presenca de alguns compostos do
metabolismo secundario no extrato de E. contortisiliquum, como fenois, flavonas, flavonois,
flavanonas e xantonas.

Ja o teste de atividade hemaglutinante se mostrou positivo para a presenga de lectinas,
uma vez que foi verificada a coagulacao dos eritrocitos expostos ao RCE. Por outro lado, nao
foi percebida a formacao de codgulos nos frascos de controle negativo.

Ambos os extratos apresentaram atividade ovicida. Porém, o RCE apresentou toxicidade
muito baixa para os ovos de 4. aegypti, enquanto o BCE obteve um melhor desempenho. Para

o RCE, as concentragdes de 46,89 e 37,13 mg/mL foram as unicas que apresentaram resultados
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que impediram a eclosdo de 13,33% e 1,66% das larvas dos ovos tratados, respectivamente. Por
sua vez, o processo de fervura do extrato bruto demonstrou melhorar a atividade ovicida, uma
vez que a acdo foi estendida até a concentragdo de 18,75 mg/mL.

Para o BCE, as médias da atividade ovicida das concentracdes 18,75; 9,37 e 4,68, nao

diferiram significativamente do controle negativo (Figura 1).

Figura 1 - Atividade ovicida (%) dos extratos cru — RCE (A) e fervido — BCE (B) de E. contortisiliquum. Resultados
expressos em média = desvio padréo.
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Fonte: elaborada pelo autor.

*Médias seguidas pelas mesmas letras, ndo diferem significativamente entre si pelo Teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade.

As concentragdes dos extratos nao influenciaram de maneira estatisticamente
significativa na atividade ovicida (p = 0,396).

Os resultados dos somatorios das TE do BCE foram de 73,3% e da TE do RCE, de
97,5%, o que aponta o melhor desempenho do BCE sobre os ovos. As taxas de eclosdo dos
ovos tratados com diferentes concentragdes de BCE variaram de 95 + 5 a 18,33% + 10,40%.
As respectivas CLso e CLoo foram definidas em 35,95 mg/mL (34,74 - 37,17) e 52,67 mg/mL
(50,03 - 55,30). As CLsoe CLoo de RCE nao foram calculadas em decorréncia da sua baixa
atividade larvicida. Todas as larvas dos ovos tratados apenas com agua limpa (controle

negativo) eclodiram. (Tabela 1).
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Tabela 1 - Médias (M) e desvios padrdes (DP) da atividade ovicida de RCE e BCE

Concentracao RCE BCE
(mg/mL) M £ DP (%) M £ DP (%)
46,89 86,6 +7,63 18,3 +10,4
37,13 98,3 +2,88 43,3 +7,63
28,13 100 +0 83,3 +7,63
18,75 100 +0 95 +5
9,37 100 +0 100 +0
4,68 100 +0 100 +0
Controle 100 +0 100 +0
TE (%) 97,5 73,3
CLso mg/mL (CI95%) - - 35,9 (34,74 - 37,17)
CL99 mg/mL (CI95%) - - 52,67 (50,03 - 55,30)

Fonte: elaborada pelo autor.

Legenda: BCE: Extrato bruto fervido, RCE: Extrato bruto cru, TE: Taxa de eclosio

Tanto o RCE, quanto o BCE provocaram mortalidade em 100% das larvas nas

concentragdes de 46,89 e 37,13 mg/mL, respectivamente, nas primeiras 24 horas. Para as

demais concentragdes, os dois extratos aumentaram a taxa de mortalidade com o prolongamento

do periodo de exposicdo de 48 horas, quando foram atingidos 100% de mortalidade larval nas

concentragdes de 28,13 e 18,75 mg/mL.

As médias de mortalidade de RCE e BCE, nas concentracdes de 9,37 e 4,68 mg/mL nao

diferem significativamente do tratamento controle. Na concentragdo de 18,75 mg/mL, as

médias de mortalidade nos testes com RCE e BCE por 48 h de exposicdo, sdo estatisticamente

semelhantes as concentracdes maiores (28,13; 37,13 e 46,89 mg/mL), em que a mortalidade

maxima foi alcangada (Figura 2).
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Figura 2 - Atividade larvicida (%) do extrato cru — RCE durante 24 (A) e 48 h (B) e do extrato fervido — BCE durante 24 (C)
e 48 h (D) de E. contortisiliqguum.
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Fonte: elaborada pelo autor.
*Médias seguidas pelas mesmas letras, ndo diferem significativamente entre si pelo Teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade.

A concentracao (p < 0,001) e o tempo (p < 0,001) sdo fatores significativos para a

atividade larvicida, bem como, a interacao entre o tempo e concentragdo, revelou-se fator
significativo para a acdo larvicida dos extratos (p < 0,001).

O RCE com agao por 48h, apresentou a melhor eficiéncia total entre os extratos e
periodos de exposi¢do avaliados (E = 72,77%). Este extrato apresentou também as menores

CLso e CLoo, definidas em 10,86 mg/mL (11,44 - 12,61) e 12,11 mg/mL (9,48 - 19,13)

respectivamente (Tabela 2).
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Tabela 2 - Médias da atividade larvicida, eficiéncia total (E) % e concentracdes inibitorias minimas (CLs0 € 90) dos extratos
de E. contortisiliquum (RCE e BCE) durante 24 e 48 h sobre o A. aegypti.

Concentracio (mg/mL) / Mortalidade (% média £+ desvio padrio)

Extrato 46,8937,13 28,13 18,75 9,37 4,68 Controle E CLsomg/mL  CLgo mg/mL

/tempo (%)  (IC95%) (1C95%)
RCE 100 100 63,3 20 6,6 656 0 49 24,61 36,17
24h  £0 +£0 +£57 £10 £57 11,5 =+0 (23,03 - 26,26) (32,13 - 40,68)

“RCE 100 100 100 100 23,3 133 0 72,7 10,86 12,11
48h £0 £0 £0 +£0 +£23 £11,5 =0 (11,44 - 12,61) (9,48 - 19,13)

“BCE 100 100 80 26,6 333 0 0 51,6 22,13 31,58
24h  +0 +£0 +£10 +5,7 £57 +0 +0 (21,34 -22,97) (29,20 - 34,06)

“BCE 100 100 100 90 26,6 0 0 694 11,62 18,3
48h +0 +0 +0 +£10 +25 +0 +0 (10,05 - 13,04) (14,30 - 23,17)

Fonte: elaborada pelo autor.
Legenda. BCE: Extrato bruto fervido, RCE: Extrato bruto cru.

Discussao

Dentre os metabolitos secundarios detectados destaca-se a classe dos flavonoides como
as flavonas, os flavonois e as flavanonas. Dentre varias atividades bioldgicas, estes metabolitos
se destacam pela sua agdo inseticida (Simodes et al., 2017; Burger et al., 2021).

Os flavonoides sao importantes inibidores da enzima acetilcolinesterase (AChE) (Imran
et al., 2020). A inibi¢ao da atividade da AChE ¢ um dos mecanismos de agdo mais efetivos na
atividade inseticida, pois leva a morte do inseto pelo bloqueio da transducao dos sinais neurais
(Casida; Durkin, 2013). Os flavonoides também sao capazes de reduzir a oviposi¢ao de fémeas
de 4. aegypti, bem como inviabilizar seus ovos (Rajkumar & Jebanesan, 2008).

Embora ndo detectadas nessa pesquisa, as saponinas sao metabolitos secundarios que
jé& foram detectados nos extratos das sementes de E. contortisiliquum (Farias et al., 2010). Além
de flavonoides e saponinas, amidas, quinonas, rotenoides, prenilados, cumarinas, alquilfenois,
lignanas, lactonas, monoterpenos, diterpenos, triterpenos, limoninas, e alcaloides, sao exemplos
de metabolitos secundarios que possuem agao inseticida comprovada (Garcez et al., 2013).

Nesse estudo, os extratos estudados apresentaram atividade ovicida e larvicida, diante
disso, foi possivel associar a presenca de flavonoides como fator determinante para esses

achados. Isso se deve ao fato de que essa classe de metabolitos secundarios também foi
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detectada em outros estudos sobre atividade inseticida sobre A. aegypti (Ferreira et al., 2019;
Yusuf et al., 2020; Oliveira et al., 2021).

Por outro lado, a presenga de lectinas no extrato revela que a extragdo salina foi efetiva
na solubiliza¢dao de proteinas. Também ¢ um indicio de que outras proteinas com comprovada
acdo sobre insetos, como a enterolobina (Lima et al., 2007) e inibidores de proteases, como
EcTI (Sasaki et al., 2015; Tabosa et al., 2020) também podem ter sido solubilizadas. Na
pesquisa realizada por Farias et al., (2012), lectinas e inibidores de tripsina foram detectados
no extrato aquoso das sementes de E. contortisiliguum. Resultados semelhantes foram obtidos
no trabalho de Marques et al., (2021), em que o extrato salino testado também se mostrou
positivo para a presenga de lectinas na sua composicao. A confirmagdo dessas proteinas em um
extrato torna viavel futuras investigagdes com o intuito de isola-las e testd-las sobre o A.
aegypti.

O aumento da mortalidade larval promovida por extratos vegetais, mediante o aumento
da concentracao e o prolongamento do tempo de exposi¢do, também foi observado em outros
trabalhos sobre toxicidade (Barbosa et al., 2014; Andrade et al., 2020; Yusuf et al., 2020;
Oliveira et al., 2021). Como os extratos entram no organismo das larvas de 4. aegypti por
ingestdo mediante alimentagdo, uma menor concentracao de extrato demanda mais tempo para
que ocorra um acumulo no organismo da larva. O prolongamento da exposicdo para 48 h
permitiu esse acumulo e fez com que mesmo as doses mais baixas também fossem efetivas na
mortalidade das larvas de 4. aegypti. O reflexo dessa caracteristica se deu quando os valores
das CLso e CLoo para a atividade larvicida de RCE e BCE se mostraram significativamente mais
baixos para 48 h de exposigao. Tal fato mostra o papel da interagao entre o tempo de exposicao
€ a concentragdo para a efetividade dos extratos na mortalidade das larvas de 4. aegypti.

Por sua vez, os ovos de 4. aegypti possuem uma casca protetora rigida denominada de
corio. Esta barreira dificulta a penetragdo de moléculas ativas e o contato com o embrido
(Forattini, 2002). Para ser efetivo, um composto considerado ovicida precisa vencer essa
barreira e a concentracdo de moléculas em um extrato ¢ fator relevante para seu potencial
ovicida. Diante disso, observou-se que a atividade ovicida do BCE foi mais efetiva nas
concentragdes mais elevadas.

O aquecimento nao demonstrou perda significativa no desempenho do BCE sobre as
larvas e ovos, tal fato ¢ um indicio de que a toxicidade do extrato pode se manter mesmo
mediante mecanismos independentes da agio de proteinas e enzimas. E possivel que os
metabdlitos secundarios presentes no BCE tenham mantido a agdo do extrato, mesmo na

auséncia das substancias que foram afetadas pelo calor. Esta a¢do da bioatividade do extrato
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pode ser resultado de uma a¢do em sinergismo, ou ndo, das muitas moléculas presentes em um
vegetal (Chen et al., 1995) e, no caso dos metabolitos secundérios, a temperatura ¢ um dos
fatores que alteram o perfil destes metabolitos (Gobbo-neto & Alves, 2007).

Nos processos convencionais para extracdo de metabodlitos secundarios, temperaturas
elevadas proporcionam um melhor rendimento (Seidel, 2012). Estudando os efeitos da
temperatura no rendimento de metabolitos secundario extraidos da madeira de alamo, Todaro
et al. (2017) obtiveram maiores rendimentos de flavonoides e polifendis de madeira aquecida
sob temperaturas entre 200 a 220°C. Nesse sentido, o aumento da temperatura pode ter
melhorado a concentragdo dos metabolitos secundarios presentes no BCE, ou até mesmo,
ativado mecanismos que facilitaram a penetracdo dos metabdlitos no corio dos ovos de A.
aegypti. Esta situagdo poderia até mesmo explicar a melhora na ag@o ovicida. Essa hipotese ¢
valida também para justificar a manutencao da atividade larvicida mesmo com as proteinas do
extrato estando desnaturadas por conta do calor. Um possivel aumento na concentragdo de

flavonoides no BCE compensaria a auséncia dessas moléculas.

Limitac¢oes do estudo

A auséncia de testes utilizando RCE e BCE sobre pupas e adultos de A. aegypti pode
ser uma limitagdo desta pesquisa, por ndo ser possivel determinar a abrangéncia do uso dos
extratos sobre todo ciclo de vida do mosquito. Outra possivel limitacdo ¢ a falta de dados
referente a um controle positivo nos ensaios com uso de um inseticida sintético para o qual o
A. aegypti nao tenha adquirido resisténcia. Assim, nao ¢ possivel fazer a comparag¢ao da
eficiéncia do extrato vegetal, com uma formulacdo sintética. Por fim, a auséncia de testes de
toxicidade aguda pode ser vista como uma limita¢ao da pesquisa por ndo permitir apontar niveis

de seguranga na utilizagdo dos extratos como um produto comercial.

Conclusoes

Tanto o extrato bruto cru como o fervido de E. contortisiliquum causam mortalidade de
ovos ¢ larvas de 4. aegypti. No entanto, o extrato bruto fervido apresenta um melhor
desempenho sobre os ovos do mosquito. Os extratos causam a mortalidade das larvas tanto com
24 como com 48h de exposi¢ao e o aquecimento nao provocou perda de desempenho sobre a

moralidade das larvas.
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A presenca de flavonoides e lectinas no extrato bruto provavelmente sdo os responsaveis
pela acdo ovicida e larvicida do 4. aegypti. Estes resultados demonstram o potencial do extrato
das sementes estudadas no controle deste vetor.
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6. CAPITULO I1I: CONSIDERACOES FINAIS

6.1 Conclusoes gerais

Com o presente trabalho pode-se concluir que o extrato salino das sementes de E.
contortisiliguum, possui atividade ovicida e larvicida contra o 4. aegypti. Observa-se que
quando submetido ao aquecimento, com temperatura suficiente para provocar a desnaturacao
de proteinas, o extrato mantém a agdo larvicida. No caso dos ovos de 4. aegypti tratados com o
extrato de E. contortisiliquum, o aquecimento do extrato melhora a ac¢io ovicida. E muito
provavel que o aquecimento tenha favorecido a acdo dos metabodlitos secundarios presentes no
extrato. As variaveis encontradas no estudo mostram que, um possivel produto feito a base do
extrato das sementes deve ser utilizado em larvas em estddio L3, por possibilitar tempo
suficiente para a atuacdo de longo prazo e efetividade em baixas concentragdes do extrato. Os
resultados levam a apontar a possibilidade do uso do aquecimento do extrato, para reduzir uma
eventual toxicidade celular em organismos nao-alvo, dada a capacidade do extrato de se manter

efetivo mesmo apos a desnaturagao proteica.

6.2 Perspectivas de investigacoes futuras

As atividades ovicida e larvicida do extrato salino das sementes de E. contortisiliguum
podem ser justificadas pela presenca de lectinas e metabolitos secundarios nele presentes. O
fato de o extrato se manter efetivo contra larvas e, no caso dos ovos tratados, ter sua acao
potencializada, abre margem para a necessidade de mais estudos sobre os mecanismos de agao
do extrato contra ovos e larvas de 4. aegypti. Novas pesquisas deverdo ser realizadas para
verificar a toxicidade celular e o papel do aquecimento na reducao de uma eventual toxicidade

aguda.
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7. ANEXOS

7.1 Comprovante de submissiao do artigo

O artigo: Phytochemical prospection, hemagglutinating and insecticidal activity of
saline extracts from the seeds of Tamboril (Enterolobium contortisiliquum) Vell. Morong

(Fabaceae) on Aedes aegypti (Diptera: Culicidae), encontra-se em avaliagdo.
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8 APENDICES

8.1 Metodologia estendida
Local da pesquisa

A pesquisa foi conduzida no Laboratdério de Entomologia Agricola (LEA), localizado
no Centro de Ciéncias Agrarias e da Biodiversidade da Universidade Federal do Cariri
(CCAB/UFCA), no Crato, Ceara, Brasil.

Obtencdo das sementes

As sementes de Tamboril (E. contortisiliquum) foram coletadas em fevereiro de 2022

de um espécime localizado na zona urbana do Crato, Ceard, Brasil (Figura 1).

Figura 1. Pé de E. contortisiliguum do qual as sementes foram coletadas. Crato-CE, 2022.

Fonte: Autor

Ap6s coleta, os frutos contendo as sementes (Figura 2) foram mantidos em um local
seco e arejado para secagem natural e posterior extragdo manual. Uma vez extraidas, as mesmas
foram armazenadas em recipientes de plastico a temperatura ambiente e protegidas de calor e

umidade até a realizacdo do preparo do extrato salino.
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Figura 2. Sementes de E. contortisiliquum com tegumento.

Fonte: Autor

Determinagdo do peso seco

A determinagao do peso seco foi feita no Laboratorio de Pesquisa em Produtos Naturais
- LPPN da Universidade Regional do Cariri - URCA. Inicialmente, um copo plastico com um
volume total de 150 mL foi pesado antes e apds a adicdo de 162 mL de RCE. Em seguida, o
material do copo foi congelado em freezer e, posteriormente, levado ao liofilizador, onde
ocorreu a sublimacdo (processo onde a 4gua solida muda para o estado gasoso e ocorre a
desidratacao total do extrato). Finalizado o processo, o copo foi novamente pesado e a diferenga
entre as pesagens do extrato antes e apos a liofilizagdo resultou no peso seco do mesmo, que foi

expresso em mg/mL.

Obtencao dos ovos

Para a obtencao de ovos do 4. aegypti, armadilhas do tipo ovitrampa foram instaladas
entre os meses de janeiro a maio de 2022 em residéncias dos bairros Frei Damido e Jardim
Gonzaga, na cidade de Juazeiro do Norte, Ceara.

As armadilhas foram constituidas por vasos de polipropileno com capacidade para 400
mL na coloragdo preta e contendo no seu interior d4gua e duas palhetas de Eucatex (3x12 cm)
presas por um grampo nas paredes de cada vaso (SILVA et al., 2017). A cada cinco dias de
exposi¢do as palhetas foram trocadas analisadas quanto a presenca de ovos. As palhetas
contendo ovos, quando secas, passaram pelo processo de contagem dos mesmos, com o auxilio

de um microscopio estereoscopico.
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Eclosao das larvas

Para se obter as larvas e pupas do 4. aegypti, foi seguida a metodologia empregada por
Silva et al., (2017). No LEA, as palhetas contendo ovos foram colocadas em bandejas de
coloracdo branca com volume aproximado de quatro litros, contendo trés litros de dgua limpa
(Figura 3). Estes foram mantidos em camara climatizada do tipo B.O.D. (Biochemical Oxygen
Demand) com temperatura de 25+1°C, umidade relativa do ar de 70+10% e fotofase de 12
horas. Apds a eclosdo as palhetas foram removidas e as larvas mantidas sob alimentagdo com
ra¢do para peixes da marca Tropical® até atingirem o terceiro instar, fase em que as mesmas

foram submetidas aos ensaios larvicidas.

Figura 3. Eclosdo das larvas.

Fonte: Autor

Analise fitoquimica

Para verificar a participacdo de metabdlitos secundarios no RCE, foi adotada a
metodologia descrita por Matos (1997). Para isso, o RCE foi liofilizado e em seguida, procedeu-
se do preparo de uma solugdo utilizando 0,3g do p6 do extrato bruto liofilizado, mediante
dilui¢ao em 100 mL de etanol a 70%. Posteriormente, sete tubos de vidro com volume de
aproximadamente 20 mL foram separados e numerados de um a sete. Em cada tubo, 3 mL da
solucao recém preparada foi adicionada, dando-se inicio aos testes a seguir descritos. Os testes

foram realizados no LPPN-URCA.
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e Detecgdo de taninos e fenois

No tubo 1, foram adicionadas trés gotas de solugdo alcoolica de FeCls. O tubo foi agitado
por alguns segundos. A presenca de fendis e taninos foi determinada de acordo com o
aparecimento da coloragdo indicada para cada substancia. A coloragao variavel entre o azul € o
vermelho indica a presenca de fendis. O surgimento de precipitado escuro com tonalidade azul
¢ um indicio da presenca de taninos hidrolisaveis. Ja a coloragdo verde indica a presenga de
taninos condensados. O tubo 5 foi utilizado como teste “branco”, servindo para a comparacao

com os tubos contendo reagentes.

e Detecgdo de antocianinas, antocianidinas e flavondides

Foi feita a acidulagdao da solugdo presente no tubo 2 a pH 3, mediante acréscimo de
HCI. Os tubos 3 e 4 foram alcalinizados a pH 8,5 e 11, respectivamente, pelo acréscimo de
NaOH. A presenga de antocianinas, antocianidinas e flavonoides foi verificada pela mudanca

da coloracao nos respectivos tubos, conforme a Tabela 1.

Tabela 1 - Identificagdo de antocianinas, antocianidinas e flavonoides pela mudanga de coloragdo. Crato-CE, 2022.

Cor da solu¢cao em:

Constituintes pH3 pH 8,5 pH 11
Antocianinas e Vermelha Lilas Azul purpuro
Antocianidinas

Flavonas, Flavonois e - - Amarela
Xantonas
Chalconas e Aunonas Vermelha - Vermelho ptrpura
Flavonondis - - Vermelho alaranjado

Fonte: Matos (1997)

e Detecgdo de leucoantocianidinas, catequinas e flavonas.

O pH dos conteudos dos tubos 6 e 7 foram regulados, o tubo 6 para pH 3 pela adicao de
HCl e o tubo 7 para pH 11 pela adigdo de NaOH. Com o auxilio de uma lampada de alcool, os
mesmos foram aquecidos por 3 minutos, ou até que se observasse ebulicdo. A detec¢dao dos
metabodlitos foi feita pela observagdo de mudanga de coloragdo decorridos os 3 minutos,

conforme Tabela 2.
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Tabela 2 - Identificagdo de leucoantocianidinas, catequinas e flavononas pela observagdo da mudanga de cor. Crato-CE,

2022.
e . Cor da solucao em:
Constituintes pH3 pH 11
Leocoantocianidinas Vermelho -
Catequinas Pardo amarelado -
Flavanonas - Vermelho-laranja

Atividade ovicida

Fonte: Matos (1997)

Figura 4. Preparo do ensaio ovicida: Palheta de eucatex envolvida com papel filtro, positiva para a presenga de ovos de A.
aegypti A); Recortes do papel contendo ovos B); Ensaio em triplicata com copos contendo ovos e extrato bruto C); Secagem

de ovos apos exposigdo ao extrato bruto D).

Fonte: Autor
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Ensaios larvicidas

Figura 5. Ensaio larvicida com o extrato. Crato-CE, 2022.

-

Fonte: Autor

8.2 Resultados detalhados da analise fitoquimica

No teste para a detec¢ao de antocianinas, antocianidinas e flavonodides, a amostra com
pH 11 apresentou mudanca de coloracdo para uma cor levemente amarelada, revelando a
presenca de flavonas, flavonois e xantonas.

Os tubos contendo as amostras em pH 3 e pH 8,5 ndao sofreram mudanga de coloragao.
O teste foi negativo para a presenga de antocianinas, antocianidinas, chalconas, aunonas e
flavononois.

Por fim, o teste para detec¢do de leucoantocianidinas, catequinas e flavanonas se
mostrou negativo para a presenca dos dois primeiros, uma vez que nao foi notada alteragcdo da
coloragdo das amostras em pH 3, no entanto, a leve mudanga de coloracao da amostra em pH
11 revelou a presenca de flavanonas. Os resultados da analise fitoquimica podem ser conferidos

na Figura 6.
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Figura 6 - Mudangas de coloragio na analise fitoquimica do extrato.

Fonte: elaborada pelo o autor.
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