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PERFIL QUIMICO E ATIVIDADE LARVICIDA E PUPICIDA DO EXTRATO
ETANOLICO DAS FOLHAS DE Hymenaea courbaril FRENTE A Aedes aegypti

Maria Viviane Matias Leite?
Raira Justino Oliveira Costa®
RESUMO

O presente trabalho objetiva realizar anélise fitoquimica, larvicida e pupicida do extrato
etanolico das folhas de Hymenaea courbaril (EEFHCc) frente a Aedes aegypti. A coleta do
vegetal foi realizada na cidade de Exu-PE, e suas folhas encaminhadas ao Centro
Universitario Ledo Sampaio para obtencéo do extrato etandlico. A andlise fitoquimica foi
realizada através da metodologia de Simdes et al., 2017 e Matos, 2009. Para realizagdo
do bioensaio larvicida foram utilizadas 10 larvas, de terceiro e quarto instar, por repeticao.
Testaram-se trés concentracbes da amostra (7,5; 5,0; 2,5 mg/mL) e para cada
concentracdo foram empregadas 3 repeticdes. Para solubilizacdo do extrato e no grupo
controle, foram utilizados etanol, tween 80 e 4gua destilada. Observacgdes da mortalidade
foram feitas com 30min, 1h, 2h, 4h, 8h e 24h, apds inicio do experimento. Para realizacéo
do teste pupicida foi seguido 0 mesmo procedimento, utilizando-se pupas de primeiro dia.
Os resultados obtidos atraves da andlise fitoquimica demonstraram a presenca de fenais,
taninos, antocianinas, antocianidinas, flavonoides, leucoantocianidinas, catequinas e
flavononas. No teste larvicida, a mortalidade foi de 56,7% na concentracdo de 2,5 mg/mL,
e de 100% nas concentracOes de 5,0 e 7,5 mg/mL. No teste pupicida foi de 93,3% na
concentracdo de 2,5 mg/mL e de 100% nas concentracdes de 5,0 e 7,5 mg/mL. Concluiu-
se que o EEFHc apresenta atividade eficaz contra larvas e pupas de Ae. aegypti,
evidenciada pelas elevadas taxas de mortalidade observadas. S0 necessarias pesquisas
mais aprofundadas, a fim de contribuir com o avanco cientifico nesse ambito.
Palavras-chave: Bioinseticidas. Extratos vegetais. Inseticidas naturais. Jatoba.

CHEMICAL PROFILE AND WILD AND PUPICIDE ACTIVITY OF THE
ETHANOLIC EXTRACT OF Hymenaea courbaril LEAVES FRONT Aedes

aegypti
ABSTRACT

The present work aims to perform phytochemical, larvicidal and pupicidal analysis of the
ethanolic extract of the leaves of Hymenaea courbaril (EELHCc) against Aedes aegypti.
The vegetable collection was carried out in the city of Exu-PE, and its leaves were sent
to the Ledo Sampaio University Center to obtain the ethanolic extract. The phytochemical
analysis was performed using the methodology of Simdes et al., 2017 and Matos, 2009.
To perform the larvicide bioassay, 10 third and fourth instar larvae were used for
repetition. Three sample concentrations (7.5; 5.0; 2.5 mg / mL) were tested and for each
concentration 3 replicates were employed. For solubilization of the extract and in the
control group, ethanol, tween 80 and distilled water were used. Mortality observations
were made at 30min, 1h, 2h, 4h, 8h and 24h, after the beginning of the experiment. To
perform the pupicide test the same procedure was followed, using first day pupae. The
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results obtained through the phytochemical analysis showed the presence of phenols,
tannins, anthocyanins, anthocyanidins, flavonoids, leucoanthocyanidins, catechins and
flavonones. In the larvicide test, mortality was 56.7% at 2.5 mg / mL and 100% at 5.0 and
7.5 mg / mL. In the pupicide test it was 93.3% at 2.5 mg / mL and 100% at 5.0 and 7.5
mg / mL. It was concluded that EELHc is effective against Ae. aegypti larvae and pupae,
as evidenced by the high mortality rates observed. Further research is needed to contribute
to scientific advancement in this area.

Keywords: Bioinsecticides. Jatoba. Natural insecticides. Vegetable extracts.
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1. INTRODUCAO

Os produtos naturais constituem uma das principais fontes de substancias de
interesse médico, sendo utilizados desde épocas remotas da humanidade. O conhecimento
acerca do uso medicinal de plantas é passados de geracdo em geragdo, principalmente
entre as comunidades tradicionais nordestinas, e € crucial para a descoberta do potencial
quimico desses produtos e sua correta utilizacdo (LIMA, 2011; LIMA, 2016; VIEIRA;
SOUSA; LEMOS, 2015).

O Brasil, é o territorio que detém a maior biodiversidade do mundo. Sua flora é
estimada em cerca de 55 mil espécies, o equivalente a 20% do nimero total de espécies
vegetais do planeta (CITADINI-ZANETTE et al., 2017). A espécie Hymenaea courbaril,
popularmente conhecida como jatoba, é uma espécie nativa do Brasil de alto valor
econémico, gastronémico, ecoldgico e cultural, que ha muito é utilizada pelas
comunidades tradicionais. Sua importancia e ancestralidade sdo demonstradas pelo
registro do nome da espécie em lingua Tupi, chamada de fata'uba. E utilizada para
diversos fins, sendo esses, em ordem de importancia, 0 uso medicinal, alimentar,
madeiravel e ornamental. E uma espécie abundante na regifo nordeste, bem como em
outras regides do pais, sendo de facil acesso e processamento (SILVA; LAMARCA,
2018).

Apesar da diversidade bioldgica e da eficacia dos principios ativos oriundos das
plantas medicinais brasileiras, essas ainda sdo pouco conhecidas cientificamente. Nos
ultimos anos, porém, foi observado um significativo avanc¢o cientifico no ambito dos
estudos quimicos e farmacolégicos de plantas medicinais (SILVA, 2010). As pesquisas
com utilizacdo de 6leos e extratos vegetais tém ampliado a série de acBes bioldgicas de
plantas no controle de vetores de doencas e pragas (FREITAS et al., 2019).

Um dos maiores vetores em importancia médica no Brasil atualmente é o Aedes
aegypti, causador das arboviroses dengue, zica, chikungunya e febre amarela urbana
(FREITAS et al., 2019; BRASIL, 2019). Segundo o boletim epidemioldgico do
Ministério da Saude, no periodo de 30 de dezembro de 2018 a 28 de agosto de 2019,
foram registrados 1. 396. 062 provaveis casos de dengue, 97. 900 provaveis casos de
chikungunya e 9. 071 provaveis casos de zica no territorio brasileiro. Foram confirmados,

nesse periodo, 527 obitos por dengue e 40 por chikungunya. Foi observado um aumento



de 610,6% no numero de casos provaveis de dengue em 2019 com relagdo ao mesmo
periodo do ano anterior (BRASIL, 2019).

A prevencdo da febre amarela é realizada, principalmente, por meio de vacinacao.
Embora haja imunizagdo disponivel contra quatro dos sorotipos de dengue, ndo ha
previsdo para implantacéo dessa vacina no calendario nacional devido ao seu alto custo,
de modo que, o controle do vetor, Ae. aegypti, ainda é o principal meio de prevencao da
dengue (FREIRE et al., 2018; SILVEIRA, 2016).

Atualmente, com a circulacdo de outras arboviroses, como zica e chikungunya, o
controle vetorial torna-se ainda mais necessario. Como exemplos de medidas de controle
podemos citar a vigilancia entomoldgica e o0 uso de inseticidas quimicos que, por conta da
origem sintética, tendem a causar danos ambientais e selecionar populacdes de vetores
resistentes (SILVEIRA, 2016; WHO, 2009; OLIVEIRA, 2014).

Uma alternativa para o controle desse vetor é o uso de produtos de origem vegetal
na producéo de inseticidas, o que constitui uma alternativa eficaz, além de menos toxica
a animais e ao ambiente (CRUZ et al., 2019). Sendo assim, este trabalho objetiva analisar
a composicao fitoquimica do Extrato Etanolico das folhas de Hymenaea courbaril e seu

potencial no controle de larvas e pupas de Ae. Aegypti.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 TIPO DE ESTUDO

O presente estudo trata-se de uma pesquisa de carater experimental, com
abordagem qualitativa e quantitativa, para avaliacdo da atividade inseticida de Hymenaea
courbaril, em ambiente controlado para realizacdo dos testes. O mesmo foi realizado
durante o periodo de julho a novembro de 2019, no Centro Universitario Doutor Leédo

Sampaio, no municipio de Juazeiro do Norte - CE.

2.2 COLETA DO MATERIAL VEGETAL

Para realizacdo dos experimentos foi utilizada a espécie Hymenaea courbaril,

pertencente ao género Hymenaea (Figura 1).



Figura 1 - Hymenaea courbaril.

Fonte: O autor.

A comprovacdo da espécie esta em processo de identificacdo por um especialista
botéanico do Herbéario Caririense Dardano de Andrade-Lima da Universidade Federal do
Cariri (URCA), local onde a exsicata permanecera depositada com o numero de registro
da espécie.

A coleta do vegetal foi realizada no periodo matutino, no més de setembro de
2019, na cidade de Exu, situada no Estado de Pernambuco (Figura 2). O local exato da
coleta aconteceu na chapada do Araripe as seguintes coordenadas: latitude 7° 39' 01" Sul
e longitude 39° 75' 05" Oeste.

Figura 2 — Mapa da localizag&o da cidade de Exu — PE.
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2.3 PROCESSAMENTO DO MATERIAL VEGETAL

Ap0s a obtencéo, as folhas foram encaminhadas para o Laboratdrio de Bioguimica
I do Centro Universitario Ledo Sampaio, onde foram lavadas, pesadas e submetidas a
processo de secagem por 48 horas. As folhas secas foram novamente pesadas, trituras
manualmente e submetidas a processo de extragdo por maceracdo em Etanol PA,
utilizando-se 100 g de folhas secas, submersas em 2 L de etanol, para obtencéo do extrato

fluido na proporcdo de 2:1, e mantido por 7 dias.

Decorrido esse periodo, o extrato foi filtrado através de papel filtro e evaporado
em banho-maria, a temperatura média de 45°C até total retirada do solvente.

2.4 ANALISE DA COMPOSICAO FITOQUIMICA DO EXTRATO

A andlise fitoquimica, seguiu a metodologia preconizada por Simdes et al. (2017)
e Matos (2009), visando verificar, inicialmente, a presenca dos seguintes compostos:
fenais, taninos pirogalicos (hidrolisaveis) e flababénicos (condensados ou catéquicos),
antocianinas, antocianidinas, flavonoides, flavonas, flavonois, flavonondis, xantonas,
leucoantocianidinas, catequinas, e flavononas. Os testes basearam-se na observacao
visual da alteracdo da cor e/ou formacdo de precipitado apds a adicdo de reagentes

quimicos especificos.

2.5  ENSAIOS BIOLOGICOS

2.5.1 Obtencao de ovos de Aedes Aegypti

Para a realizagdo dos ensaios bioldgicos, foram utilizados ovos (geragdo F2) e
pupas (1° dia de fase) de Aedes aegypti, oriundos da col6nia estabelecida no Laboratério
de Farmacologia e Cancerologia Experimental (LAFAC) do Departamento de
Antibioticos do centro de Biociéncias, da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE).
A realizacdo dos ensaios biologicos seguiu a metodologia adaptada de World Health
Organization (1970), e a avaliacdo da atividade pupicida foi complementada com a

metodologia de Soonwera e Phasomkusolsil (2017).
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2.5.2 Estabelecimento da coldnia

Os ovos do mosquito, oriundos da linhagem Rockefeller, foram depositados em
recipientes plésticos (15,0 cm x 5,0 cm) contendo agua deionizada, na proporgdo de,
aproximadamente, 1000 ovos para 2 L de &gua deionizada e 1 g de alimentacdo. Os
recipientes com 0s ovos e a agua deionizada foram acondicionados em uma sala

climatizada regulada para 27°C * 1°C, sendo a umidade relativa do ar entre 30 e 40%.

2.5.3 Avaliagéo da atividade larvicida

Como solvente para solubilizacdo do extrato etandlico foi utilizado o etanol
absoluto, tween 80 e &gua destilada, para tanto, testaram se trés concentrac@es do extrato
(7,5; 5,0; 2,5 mg/mL). Para a preparacdo do grupo controle também foi utilizado etanol
absoluto, tween 80 e agua destilada nas mesmas proporc¢des definidas para o extrato. Para
0 bioensaio, foram usadas 10 larvas por repeticdo, e trés repeticdes por tratamento. As
larvas foram acondicionadas em recipientes plasticos juntamente com a concentracdo do
EEFHCc e as observagdes de mortalidade das larvas foram realizadas nos intervalos de
30min, 1h, 2h, 4h, 8h e 24h, apds o inicio do experimento (WHO, 1970).

2.5.4 Avaliagdo da atividade pupicida

Como solvente para solubilizacdo do extrato etanolico foram utilizados os
mesmos solventes usados na atividade larvicida, nas mesmas concentracdes. Para o
bioensaio, foram utilizadas 10 pupas por repeticéo, e trés repeticGes por tratamento. As
pupas de primeiro dia foram acondicionadas em recipientes plasticos juntamente com a
concentracdo do EEFHCc e as observagdes da atividade pupicida foram realizadas nos
intervalos de 30min, 1h, 2h, 4h, 8h e 24h, apds o inicio do experimento (WHO, 1970;
SOONWERA; PHASOMKUSOLSIL, 2017).

2.5.5 Tabulagdo dos resultados

Os resultados obtidos foram tabulados em uma planilha eletrénica do programa
Microsoft Office Excel 2010 e, a partir deles, foram elaborados os elementos graficos.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O extrato obtido apresentou coloracdo verde musgo e aroma forte. A anélise
fitoquimica realizada permitiu a deteccdo de 3 diferentes classes de metabdlitos
secundarios. Todas as classes apresentaram resultado positivo. Os resultados da anélise
fitoquimica estdo dispostos na tabela 1.

Tabela 1 — Prospeccao fitoquimica do EEHC

Classe de metabdlitos Presenga/Auséncia
Fénois e taninos i+
Antocianinas, antocianidinas e flavonoides +
Luocoantocianidinas, catequinas e flavononas +

Resultado negativo (-), Resultado positivo (+).

Fonte: O autor.

As classes isoladas nesse trabalho corroboram com as encontradas por Vencato et
al. (2016), que isolou flavonoides e taninos do extrato aquoso das folhas de Hymenaea
courbaril. Bezerra et al. (2013) observaram tanto a presenca de flavonoides, taninos e
antocianinas, como também de saponinas e terpendides em extrato obtido a partir da casca
de Hymenaea courbaril, 0 que comprova a presenca dos metaboélitos encontrados e sugere
a presenca de outros componentes fitogquimicos no extrato. Mudancas na composi¢do
quimica vegetal podem ocorrer devido as distin¢Ges de tempo, clima e solo, encontradas

entre uma regido geografica e outra.

No ensaio larvicida, o EEFH apresentou toxicidade por contato residual, causando
alteracdes comportamentais a medida que as concentragdes de produto eram aumentadas,

como mostra o grafico 1.
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Gréfico 1. Mortalidade de larvas de Aedes aegypti em relacdo a cada concentragdo de
EEFH, apds 24 horas

100% 100%
100%
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§ 80%
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£ 50%
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20%
10% 0,00%
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Controle [2,5 mg/mL] [5,0 mg/mL] [7,5 mg/mL]

Fonte: O autor

O EEFH mostrou-se eficiente contra larvas de Ae. aegypti, apresentando
mortalidade a partir de 1 hora de exposicao, e elevando esses indices & medida que o

tempo e as concentragdes de extrato eram aumentadas (Grafico 2).
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Gréfico 2. Correlacdo entre mortalidade de larvas, tempo de exposicéo e concentragdes
do EEFH apds 24 horas

—¢—_Controle =—@=—[2,5mg/mL] [5,0 mg/mL] [7,5 mg/mL]
100%
100%
90%
73,30%
_80%
X
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3
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S
S 40%
30%
0% 13,30% 10%
’ 6,70%
10% 3,30%
0% D€ e L L € 0,00%
30 MIN 1H 2H 4H 8H 24H
Tempo

Fonte: O autor

Como mostra o grafico, hd uma relacéo direta entre tempo de exposicao das larvas
e concentracdo de EEFH. Quanto maiores o tempo de exposicdo e a concentragdo do

extrato, mais elevada é a mortalidade.

Ao entrarem em contato com o extrato, as larvas comecaram a apresentar
mudancas comportamentais observadas a partir da primeira hora de experimento. Com o
passar do tempo, 0os movimentos larvais foram sendo gradualmente comprometidos,
situacdo ndo observada no grupo controle, que ndo apresentou mudancas

comportamentais.

O efeito comportamental das larvas de Ae. aegypti apds entrarem em contato com
0 EEFH, pode estar relacionado a penetracdo dos compostos bioativos no corpo das
larvas. De acordo com Sparg et al. (2004), existe uma interacdo dos metabolitos
secundarios presentes nas substancias bioativas e os esterois presentes na membrana
celular da larva, ocasionando uma ruptura gerada pelo aumento da permeabilidade e

desbalango hidrolitico.

Resultados semelhantes foram observados por Beserra et al. (2014), que relataram
em seu estudo a diminuicdo da motilidade larvéria e a demora para resposta a estimulos

guando expostas ao extrato etandlico de Jatropha curcas. Os autores também
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relacionaram as alteracfes de comportamento das larvas & agdo de penetragdo do vegetal

através de suas membranas.

Monteiro; Araujo; Oliveira (2015) realizaram experimentos larvicidas utilizando
extrato etandlico de Vitex gardneriana, observando resultados semelhantes aos
encontrados no presente estudo. Os autores comprovaram a agdo toxica do extrato

estudado sobre 50% da amostra utilizada.

Em relacdo a avaliacdo da atividade inseticida do extrato bruto etandlico de
Hymenaea courbaril sobre a fase evolutiva de pupa de Ae. aegypti, obteve-se um
percentual de mortalidade acima de 50% em todas as concentragdes. Os resultados de
mortalidade em relacdo ao tempo de exposicao estdo demonstrados nos graficos 3 e 4.

Gréafico 3. Mortalidade de pupas de Aedes aegypti em relacdo a cada concentracdo de
EEFH apos 24 horas

100% 100%
100% /—93,33%
90%
’o\'; 80%
o 70%
-g 60%
-o (]
£ s0%
S 0%
30%
20%
10% 0,00%
0% v
Controle [2,5 mg/mL] [5,0 mg/mL] [7,5 mg/mL]

Fonte: O autor
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Gréfico 4. Correlacdo entre mortalidade de pupas, tempo de exposi¢do e concentragdes
do EEFH apds 24 horas
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Fonte: Proprio autor

A exposicdo das pupas de Ae. Aegypti ao EEFH provocou acdo semelhante a
observada nos ensaios com larvas. As pupas apresentaram diminui¢cdo da movimentacao,
aumento do tempo de resposta a estimulos e tremores. Esse efeito foi intensificado
paralelamente ao aumento da concentracdo de extrato. A partir da primeira hora de
acompanhamento foram observadas as primeiras mudancas comportamentais. Também a
partir da primeira hora de acompanhamento foi observada a mortalidade de pupas. Na
literatura ndo estdo a disposi¢do estudos que relacionem de forma clara a mortalidade do
estagio de pupa a metabdlitos oriundos de extratos vegetais.

De acordo com os estudos realizados por Rondelli (2010), os inseticidas
originados de produtos naturais apresentagdo tempo de agdo curto, causando morte ou
interferindo na alimentacdo dos insetos. Portanto, € vantajosa a utilizacdo de tais
produtos, visto que a acao rapida resulta em degradacdo acelerada no ambiente, eleva as
possibilidades de ndo apresentar toxicidade a mamiferos e a outros organismos de

importancia ambiental.
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4. CONCLUSAO

Levando em conta os resultados obtidos com a realizacdo do presente trabalho,
conclui-se que o extrato etanolico das folhas de Hymenaea courbaril apresenta atividade
eficaz contra larvas e pupas de Aedes aegypti, evidenciada pelas elevadas taxas de
mortalidade por contato residual com o produto em estudo. S80 necessarias, porém,
estudos mais aprofundados a respeito do tema, para assim contribuir com o avancgo da

pesquisa nesse ambito.
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