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ASSUNCAO-SPOSITO, R. Avaliacdo do perfil quimico e da atividade larvicida
do dleo essencial do Croton linearifolius sobre o Aedes aegypti. ltapetinga - BA:
UESB, 2013. 58 p. (Dissertacdo de Mestrado em Ciéncias Ambientais — Area
de Concentragdo em Meio Ambiente e Desenvolvimento)*

Resumo

Muitas espécies de Croton sdo produtoras de O6leos essenciais cuja
composi¢cao quimica é rica em monoterpenos e sesquiterpenos, e podem
apresentar atividade larvicida. Neste contexto, o objetivo do estudo foi avaliar a
composi¢cao quimica e a atividade larvicida do 6leo essencial das folhas do
Croton linearifolius contra o A. aegypti. O O6leo essencial foi obtido por
hidrodestilagdo em aparelho tipo Clevenger. A avaliacdo dos teores dos
constituintes quimicos foi realizada por cromatografia em fase gasosa com
detector de ionizagcdo de chamas (CG/DIC) através da comparagao dos indices
de retengcdo com a substancia padrdo. A atividade larvicida foi testada sobre
larvas em 3° instar do A. aegypti.O delineamento do bioensaio foi inteiramente
casualizado, com seis tratamentos e quatro repeticbes, sendo as
concentracdes do dleo testadas correspondentes a 66,67; 50,00; 33,33; 27,67
e 16,67 pg/mL. Foi possivel identificar 23 constituintes quimicos
correspondendo a 49,75% %, com predominancia de sesquiterpenos. Os
componentes maijoritarios do 6leo essencial do C. linearifolius foram o B-
cariofileno (20,63%), p-copaen-4-a-ol (16,48%), oxido de cariofileno (12,64%) e
d-guaiene (10,95%). A taxa de mortalidade das larvas foi de 45 a 90%, entre as
concentragdes de 16.67 a 66.67 ug/mL, em 24h de observagao. Os resultados
obtidos para as concentragbes letais em 24h foram CL4o= 5, ug/mL, CLso=
19,98 pug/mL e ClLgo= 77,30 ng/mL. Os resultados indicaram a potencialidade
do dleo essencial das folhas do C. linearifolius contra as larvas de A. aegypti,
em condi¢des laboratoriais.

Palavras-chave: B-cariofileno, composi¢ao quimica, Cromatografia, Inseticidas
naturais, Aedes aegypti

*QOrientador: Simone Andrade Gualberto. D. Sc. UESB e Co-orientador: Sandra
Lucia da Cunha e Silva. D. Sc. UESB.



ASSUNCAO-SPOSITO, R. Evaluation of the chemical profile and larvicidal
activity of the essential oil of Croton linearifolius against Aedes. aegypti. BA:
UESB, 2013. 58 p. (Dissertacdo de Mestrado em Ciéncias Ambientais — Area
de Concentragdo em Meio Ambiente e Desenvolvimento)*

Abstract

Many Croton species are producers os essential oils whose chemical
composition is rich in mono-and sesquiterpenes and may have larvicidal
activity. In this context, The objective of this study was to evaluate the chemical
composition and larvicidal activity of the essential oil from leaves of Croton
linearifolius against A. aegypti. The essential oil was obtained through
hidrodestilation in Clevenger type apparatus. The chemical analyzes of
essential oil was analiyzed by gas chromatography with flame ionization
detection by comparison of the retention inices with the standard substance.The
larvicidal activity was tested against the 3™ larval instar of A. aegypti.The
bioassay design was completely randomized with six treatments and four
replications, being the oil's concentrations tested corresponding to 66.67, 50.00,
33.33, 27.67 and 16.67 ug/mL. There were identified 23 chemical constituents
representing 49,75% with predominance of sesquiterpenes. O B-caryophyllene
(20,63%), B-copaen-4-a-ol (16,48%), caryophyllene oxide (12,64%) e -guaiene
(10,95%), were identified as major compounds of C. lineralifolius essential oil.
The mortality rate of larvae was 45 to 90%, between concentrations 16.67 to
66.67 upg/mL in 24h of observation. The results obtained for lethal
concentrations in 24h were CL4o = 5.17 ug/mL, CLsg = 19.98 pg/mL and CLy =
77.30 pg/mL. The results indicated the potential of oils from leaves of C.
linearifolius against larvae of A. aegypti in laboratory conditions.

Keywords: B-caryophyllene, chemical composition, Chromatography, Natural
Insecticides, Aedes aegypti

*Orientador: Simone Andrade Gualberto. D. Sc. UESB e Co-orientador: Sandra
Lucia da Cunha e Silva. D. Sc. UESB
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1. INTRODUCAO

O estudo de plantas com atividade inseticida tem sido uma alternativa
promissora para o controle de vetores transmissores de doencas. De acordo
com Castro et al. (2005), os vegetais sdo capazes de produzir uma enorme
variedade de metabdlitos secundarios, muitos dos quais possuem importantes
atividades biologicas, apresentando-se como recursos potenciais para a
producgao de inseticidas e fitoterapicos.

Os 6leos essenciais estdo entre os produtos do metabolismo secundario
dos vegetais que podem ter propriedades inseticidas. Geralmente, apresentam-
se como misturas de substancias quimicas de natureza terpénica, incluindo
seus derivados alcodlicos e aldeidicos (Simdes et al., 2007). Estes compostos
atuam sobre diferentes tipos de organismos e seus estagios de vida.

Varios pesquisadores tém trabalhado com produtos naturais, visando
obter substancias inseticidas extraidas de plantas, com atuagdao no
desenvolvimento embrionario, na fase larval, pupal e na emergéncia dos
adultos do inseto (Pohlit et al., 2004; Lima et al., 2006). Além disso, os produtos
naturais tém sido amplamente empregados como fitoterapicos e matéria-prima
para a sintese de substancias bioativas (Lépez, 2006).

As espécies do género Croton, por exemplo, vém se destacando por
suas propriedades farmacoldgicas e, também, pelo seu potencial inseticida.
Porto et al. (2008), ressaltam que as espécies deste género apresentam
elevada atividade inseticida contra mosquitos, incluindo o Aedes aegypti.
Entretanto, em relagdo a espécie investigada neste trabalho, o Croton
linearifolius, ha caréncia de informacdes quanto a sua composicdo quimica,
propriedades farmacoldgicas e potencial inseticida.

Segundo Silva et al (2010), o Croton linearifolius € reconhecido
popularmente pelo seu efeito inseticida. Portanto, a investigacdo da acao
inseticida desta espécie contribuira para a confirmacao das suas propriedades
biolégicas, além de possibilitar o desenvolvimento de novos produtos
alternativos e menos agressivos a saude humana e ao meio ambiente, com

maior eficiéncia e seguranga no combate ao Aedes aegypti.
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Nesse contexto, o trabalho foi direcionado para a investigacdo da
composi¢cao quimica e da atividade larvicida do 6leo essencial das folhas do
Croton linearifolius, sobre larvas de A. aegypti, bem como para a determinacao
das concentragbes letais (CLig ClLsp e Clgo), necessarias para causar a

mortalidade em 10, 50 e 90% das larvas.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. Inseticidas Naturais: uma alternativa viavel no controle de vetores de
doencgas

Na tentativa de controlar insetos que podem causar danos a saude
humana e prejuizos a agricultura, sdo utilizados os inseticidas, para inibir o
desenvolvimento desses organismos. Gallo et al. (2002), definem inseticidas
como compostos quimicos ou bioldgicos, que aplicados direta ou indiretamente
sobre os insetos, em doses adequadas, provocam sua morte, atuando no
bloqueio de processos fisioldgicos ou bioquimicos, sendo o sistema nervoso o
seu principal alvo.

Os inseticidas podem ser de origem vegetal, inorganicos e
organossintéticos. Os inseticidas organossintéticos pertencem, na sua maioria,
aos seguintes grupos quimicos: organoclorados, organofosforados, carbamatos
e piretroides (Bisset, 2002).

O historico sobre o0 uso de inseticidas revela que, até a década de 40, os
inseticidas naturais, tanto organicos quanto inorganicos, foram muito utilizados.
Os inorganicos mais utilizados foram os arseniatos de calcio e chumbo (verde
Paris), cupratos (calda bordalesa), enxofre em pd, varios sulfatos, cal,
fluorsilicato de bario, aminosselenossulfito de potassio (criolite) e 6leos
minerais. Destes, os arseniatos mostravam-se extremamente tdxicos ao
homem, animais superiores e meio ambiente como um todo (Viegas Jr., 2003).

Dentre os organicos de origem natural, foram muito utilizados os
alcaloides, como a nicotina (1), nor-nicotina (2) e anabasina (3), os piretréides,
como a piretrina (4) e aletrina (5), os rotendides, como a rotenona (6) e, em
menor escala, alguns quassindides, como a quassina (7) (Viegas Jr., 2003)

(Figura 1).
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Figura 1: Inseticidas organicos de origem natural.

No século XX, um dos mais importantes avangos no controle de insetos
foi o desenvolvimento de inseticidas que permaneciam ativos por longos
periodos de tempo. O dicloro-difenil-tricloroetano (DDT) (8), um organoclorado
desenvolvido durante a Segunda Guerra Mundial, foi o primeiro inseticida de
efeito prolongado, ou de propriedade residual. A partir do surgimento de
resisténcia ao DDT, na década de 1960, inseticidas organofosforados
comegaram a ser utilizados (OPAS, 1995). Segundo a FUNASA (2001), o
emprego desses compostos nos ultimos anos tem sido limitado, sendo
recomendado em caso de emergéncia ou quando ndo houver outra ferramenta
disponivel.

Nas décadas de 1950 a 1970, no contexto do pdés Guerra, ocorreu uma

explosdo no desenvolvimento da sintese organica, inclusive de produtos com
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atividade inseticida. Estes produtos acarretaram na substituicdo quase total dos
produtos naturais pelos sintéticos.

O langamento do livro Primavera Silenciosa, em 1962, foi um fato
marcante em relacdo ao uso de inseticidas quimicos sintéticos, pois trouxe
discussbes a cerca das consequéncias do uso indiscriminado de defensivos
quimicos, como os danos causados aos seres humanos. Esta obra motivou
mudangas filoséficas que influenciaram a comunidade cientifica (Viegas Jr.,
2003). A autora, Rachel Carson, trouxe reflexées sobre a relagdo inseto-planta,
a respeito do mecanismo natural de adaptacao e sobre a necessidade de haver
maior objetividade em relagdo ao controle de pragas.

Segundo Simdes et al. (2007), apdés as décadas de 1950-1960
comegaram a surgir movimentos de protegdo ao meio ambiente e trés
conceitos passaram a ser introduzidos na producgao de inseticidas: seletividade,
biodegradabilidade e baixa persisténcia.

No entanto, ainda hoje, as principais classes de inseticidas sintéticos
utiizados no controle de vetores de doengas sdo o0s organoclorados,
organofosforados, carbamatos e piretroides (Bisset, 2002). A utilizacdo dessas
substancias provoca o aparecimento de populagdes resistentes de mosquitos e
danos ambientais, devido ao seu uso intensivo (Polanczyk et al., 2003; Luna et
al., 2004).

Em todo o pais utilizam-se inseticidas do grupo dos piretréides
(deltametrina) (9), produto sintético obtido a partir de protétipos de origem
vegetal. Entretanto, no Estado de Sao Paulo sao usados os organofosforados
(malation) (10) (Figura 2), pois ja foi detectada resisténcia a piretréides
(Donalisio & Glasser, 2002).
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Figura 2: Estruturas do DDT (8), Deltametrina (9) e Malation (10).

A deltametrina apresenta um amplo espectro de atividade em relagao a
outros inseticidas e tem acao rapida, eficiéncia em pequenas doses e baixa
persisténcia no meio ambiente e, praticamente ndo apresenta toxicidade para
os mamiferos. Ja o malation € mais téxico para os vertebrados que os
piretroides e, como a deltametrina, sdo bastante utilizados na area da saude
(Bisset, 2002).

O uso de tais inseticidas acarreta problemas de intoxicagdo e
contaminagdo ambiental, o que ocasiona graves problemas a saude humana.
Além disso, ja existem registros de desenvolvimento de resisténcia dos
mosquitos aos inseticidas convencionais (Furtado et al., 2005).

A evolugado da resisténcia aos inseticidas vem se tornando um grande
obstaculo para os programas de controle de insetos, que envolvem o uso de
produtos quimicos sintéticos (Gallo, et al. 2002).

A continua utilizagdo do controle quimico sintético no combate aos
insetos vetores pode causar grandes desequilibrios ambientais, mediante a
eliminacdo de insetos benéficos, a contaminacdo do meio ambiente (solo,
agua, atmosfera e seres vivos) e intoxicagdes acidentais de individuos, devido
ao uso indiscriminado dos inseticidas, este ultimo trazendo sérios problemas de
saude publica (Paumgartten, 1993; Gallo, et al. 2002).

Devido aos impactos negativos do uso dessas substancias, os

pesquisadores tém buscado formas alternativas para o controle dos insetos
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vetores. Nesse contexto, os inseticidas botanicos e o0s bioinseticidas
apresentam-se como uma opgao econémica e ecologicamente viavel (Barreto,
2005).

O termo bioinseticida refere-se a utilizagdo de microrganismos
entomopatogénicos, ou seja, que afetam apenas insetos alvos, para reduzir
sua populacédo. Neste caso, os microrganismos amplamente utilizados sao
fungos, como exemplo o Beaveria bassiana e bactérias, como o Bacillus
thuringiensis (Polanczyk et al. 2003; Barreto, 2005).

Ja os inseticidas botanicos sdo produtos derivados de plantas ou partes
dela, podendo ser o proprio material vegetal, normalmente moido, ou seus
produtos obtidos por extragcdo aquosa ou com solventes orgéanicos (alcool, éter,
acetona, cloroférmio), ou destilagado (Menezes, 2005).

A utilizacdo de plantas com potencial inseticida € uma alternativa
bastante estudada, devido, principalmente, ao seu menor impacto a saude
humana e ao meio ambiente (Roel, 2001). O conhecimento popular sobre o0 uso
e a eficacia das plantas contribui de forma relevante para a divulgagédo de suas
propriedades biolégicas, despertando o interesse de pesquisadores de
diferentes areas do conhecimento (Maciel et al., 2002).

Produtos obtidos de plantas, além de terem efeito inseticida
comprovado, apresentam uma diversidade de compostos ativos, os quais
podem agir sinergicamente, apresentado propriedades atraentes ou repelentes,
que poderiam ser empregados em sistemas de manejo integrado de pragas,
como alternativa dirigida para o controle e monitoramento das populagdes de
mosquitos vetores de doengas (Isman, 2006; Navarro-Silva et al., 2009).
Alguns estudos apontam que compostos de origem botanica apresentam
atividade larvicida com potencial para serem utilizados no controle de vetores
(Silva et al. 2004).

De acordo com Vendramim & Castiglioni (2000), a necessidade de
obterem-se produtos para o controle de vetores de doencas, que minimizem os
problemas de contaminacdo ambiental, residuos nos alimentos, efeitos
prejudiciais sobre organismos benéficos e selecao de insetos resistentes, tem

incentivado pesquisas com inseticidas botanicos.
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Segundo Menezes (2005), os compostos de origem boténica, por agao
téxica, podem provocar a repeléncia, evitar a oviposigao e inibir a alimentacgao;
podem agir diretamente em dérgéos ou enzimas especificas, interferindo nos
processos de desenvolvimento, no metabolismo respiratério e na sintese de
proteinas ou causando retardo e paralisia no desenvolvimento do inseto,
levando a morte ou a deformidades; e, por fim, por contato ou ingestao, impedir
a respiracao ou provocando reducédo na alimentacao e resultando na morte do
inseto.

A atividade inseticida de plantas foi estudada por Santos et al. (2007),
onde foi demonstrado o potencial dos 6leos essenciais obtidos das folhas de
Schinus terebinthifolius sobre Acanthoscelides obtectus e Zabrotes
saubfasciatu visando o controle de pragas de leguminosas. Neste trabalho, a
mortalidade dos insetos expostos aos 6leos ocorreu, provavelmente, devido a
inibicdo da sua respiragao traqueal, provocada pela absorcao do 6leo através
de pequenos orificios (espiraculos), localizados lateralmente, o que favoreceu
sua a morte por asfixia.

A obtencao de inseticidas a partir de plantas pode ser considerada uma
alternativa promissora a ser incluida como estratégia para o controle de vetores
de doencas, pois, segundo Macoris et al. (2003), o Brasil tem registrado
resisténcia de mosquitos a inseticidas convencionais.

No Brasil, as principais doengas vetoriais (doengas metaxénicas)
sujeitas a controle sdo: dengue, malaria, leishmanioses, doenga de Chagas,
febre amarela, esquistossomose e filarioses. Os programas mais importantes,
pelo volume de recursos que movimentam, s&o os de controle da malaria e da
dengue, doengas combatidas através do controle vetorial (Tauil, 2006).

A utilizacdo de inseticidas naturais tem algumas vantagens quando
comparado ao emprego de inseticidas quimicos. Os inseticidas naturais séo
obtidos de recursos renovaveis e sdo rapidamente degradados, ou seja, n&o
persistem no ambiente. O desenvolvimento de resisténcia nos insetos,
provocado por esses produtos, geralmente compostos da associagao de varios
principios ativos, € um processo que ocorre muito lentamente. Esses produtos

agem de diversas formas sobre os insetos provocando repeléncia, inibicdo de
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oviposicdo e da alimentacdo, disturbios no desenvolvimento, deformacgdes,
infertilidade e mortalidade (Roel, 2001).

Furtado et al. (2005), destacam que algumas propriedades devem estar
associadas aos produtos utilizados como inseticidas, tais como: eficacia
mesmo em baixas concentracdes, auséncia de toxicidade frente a mamiferos e
animais superiores, auséncia de fitotoxicidade, facil obtencado, manipulagao e
aplicagdo, viabilidade econb6mica e ndo ser cumulativa no tecido adiposo
humano e de animais domésticos.

Para Regnault-Roger (1997), substancias produzidas pelas plantas
podem ser utilizadas como inseticidas alternativos aos inseticidas sintéticos,
pois, normalmente agem em doses baixas e com agdes especificas, além de

apresentar baixa toxicidade a mamiferos.

2.2. Metabdélitos secundéarios

As plantas produzem uma larga e diversa quantidade de constituintes
quimicos, divididos em metabdlitos primarios e secundarios. Os metabdlitos
primarios possuem fungdo estrutural, plastica e de armazenamento de energia,
como aminoacidos, proteinas e acidos nucléicos. Os metabdlitos secundarios,
produtos secundarios ou produtos naturais, aparentemente n&o possuem
relacdo com o crescimento e desenvolvimento da planta e tém a fungdo de
proteger as plantas contra herbivoros e patdgenos, servem como atrativos
(aroma, cor, sabor) para polinizadores e, ainda, funcionam como agentes de
competi¢ao entre plantas e de simbiose entre plantas e microrganismos (Taiz &
Zeiger, 2009).

O estudo dos mecanismos de defesa de plantas podem fornecer
subsidios para a descoberta de novos inseticidas, que preencham os requisitos
de eficacia, seguranca e seletividade (Viegas Jr. 2003).

A prospeccdo de metabdlitos secundarios que, no ambiente natural,
atuam na defesa de vegetais contra insetos fitéfagos, tem sido um método
bastante explorado, pois constituem uma rica fonte de principios bioativos.

Estas substancias podem exercer efeitos bioldgicos diversos, dentre eles
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atividade inseticida, atraente ou repelente para insetos (Maciel et al., 2002;
Lima et al., 2006).

A Dbiossintese de metabdlitos secundarios € realizada por rotas
metabdlicas especificas dos organismos vivos, as quais apresentam estreita
relacdo com a sintese de metabdlitos primarios. Os metabdlitos primarios
fornecem moléculas que sao utilizadas como precursoras para as principais
rotas de sintese de metabdlitos secundarios (Castro et al. 2005), conforme

mostrado na Figura 3.
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Figura 3: Relagdao dos metabolitos primarios com a biossintese dos metabdlitos
secundarios.
Fonte: Taiz & Zeiger, 2009.

Os metabdlitos secundarios podem ser divididos em trés grandes grupos
distintos quimicamente: terpenos, compostos fendlicos e alcaldides (Simdes et
al., 2007). Os terpenos sao derivados de isoprendides, obtidos pela via do
mevalonato, sintetizados a partir do acetil-CoA. Os compostos fendlicos sao

sintetizados, principalmente, a partir da rota do acido chiquimico e, também,
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pela rota do acido mevalbénico. A biossintese dos alcaldides ocorre a partir de
aminoacidos sintetizados na rota do acido chiquimico e do acetil-CoA (Taiz &
Zeiger, 2009).

Os terpenos representam a maior classe dos metabdlitos secundarios. O
nome terpeno, deriva do fato de que os primeiros membros da classe foram
isolados da terebentina (terpentin em alemao). Os terpenos sdo formados por
unidades de cinco carbonos denominadas de isopropeno ou isopentenil
pirofosfato (IPP) (Figura 4).

]
/ = /\\/\0/|\0/|\o

ISOPRENO
ISOPENTENIL PIROFOSFATO

Figura 4. Estrutura de uma unidade de isopreno.

A justaposicdo sucessiva de um numero variavel de unidades
isopropénicas é responsavel pela formacao de todos os terpenos (Vizzoto et
al., 2010) (Figura 5). A partir do numero de unidades de isopropeno (unidades
pentacarbonadas), os terpenos podem ser classificados em: hemiterpenos
(unidade basica — 5 carbonos), monoterpenos (10 atomos de carbonos),
sesquiterpenos (15 atomos de carbono), diterpenos (20 atomos de carbono),
sesterpenos (25 atomos de carbono), triterpenos (30 atomos de carbono),
tetraterpenos (40 atomos de carbonos), polisoprenos (n atomos de carbono)
(Alves, 2001). As diferentes classes de terpenos, quando apresentam em sua
estrutura quimica heteroatomos distintos de carbono e hidrogénio, séo
denominados utilizando-se o sufixo “6ides”, como por exemplo,

sesquiterpendides.
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Figura 5: Esquema da justaposicéo sucessiva de unidades isopropénicas para
a formacao dos terpenos.
Fonte: Vizzoto et al., 2010.

As unidades pentacarbonadas basicas dos terpenos sao formadas
através de duas rotas biossintéticas diferentes, a rota do acido mevalénico e a
rota do metileritritol fosfato (MEP), que sintetizam compostos intermediarios
fosforilados com 5 carbonos, o isopentil difosfato (IPP) e o dimetilalil difosfato
(DMAPP), respectivamente. O IPP e o seu isbmero DMAPP sao as unidades
bioquimicamente ativas do isopreno, que estdo diretamente envolvidos na
formagao dos terpenos (Castro et al., 2005; Niero & Malheiros, 2009) (Figura
7).

O isopentil difosfato (IPP) e o dimetilalil difosfato (DMAPP) se combinam
para formar o geranil pirofosfato (GPP), uma molécula de 10 carbonos,
precursora de todos os monoterpenos. Moléculas de IPP podem se ligar ao
GPP formando compostos de 15 carbonos, o farnesil difosfato (FPP), que
forma a maioria dos sesquiterpenos, e moléculas de 20 carbonos, o

geranilgeranil difosfato (GGPP), que origina os diterpenos. A dimerizagcéo de
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duas unidades de IPP e GPP gera os triterpenos e os tetraterpenos,
respectivamente (Dubey, et al. 2003).

Os terpenos apresentam fungbes variadas nos vegetais, sendo os
monoterpenos os principais constituintes dos 6leos volateis, atuando na
atragdo de polinizadores; os sesquiterpenos, de modo geral, protegem as
plantas contra fungos e bactérias e os diterpenos sao precursores de
horménios de crescimento vegetal (Gershenzon & Dudavera, 2007).

Devido a essa variedade funcional, alguns terpenos atuam no
crescimento e desenvolvimento vegetal, como as giberelinas, horménios
vegetais derivados do acido giberélico (Figura 6), outros agem na defesa de
muitas plantas contra herbivoros. Os piretroides, por exemplo, encontrados em
espécies de Chrysanthemum, apresentam potente atividade inseticida (Taiz &
Zeiger, 2009).

Lot OH

HO

COOH
CH;,

Acido Giberélico

Figura 6: Estrutura quimica do acido giberélico.
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2.3. Oleos Essenciais

Os o6leos essenciais sdo produtos volateis extraidos de plantas
aromaticas, que evaporam a temperatura ambiente e, normalmente, sao
elaborados nas folhas, armazenados em espagos extracelulares, entre a
cuticula e a parede celular (Santos et al., 2004; Silva et al., 2004). Estédo
relacionados com a fragrancia das plantas, atuando na defesa contra
herbivoros e patégenos (Raven et al., 2001).

Os ¢6leos essenciais também sdo denominados de 6leos volateis. Essas
denominagdes derivam de algumas de suas caracteristicas fisico-quimicas,
como, por exemplo, a de serem geralmente liquidos de aparéncia oleosa a
temperatura ambiente, advindo dai a designacao de 6leo (Spitzer, 2004).

Sao misturas naturais que podem conter aproximadamente entre 20 a 60
componentes em concentragdes diferentes. Caracterizam-se por apresentar
dois ou trés constituintes majoritarios, que constituem 20 a 70% do dleo e o
constituinte majoritario, em geral, € o responsavel pela atividade do o6leo
(Bakkali et al., 2008). Outros aparecem em menores quantidades e, ainda, ha
aqueles que estdo presentes em concentragdes muito baixas (tragos) (Simdes
et al., 2007).

Os oleos essenciais sao constituidos por diferentes classes de
metabdlitos secundarios, dentre eles, os terpenos, ésteres, alcoodis, fendis,
aldeidos, cetonas e acidos organicos (Rocha & Santos, 2007). Entretanto, a
grande maioria é constituida de terpendides (Alves, 2001).

Dentre os terpenos presentes em o6leos essenciais, 0s monoterpenos e
0s sesquiterpenos sao os compostos mais frequentemente encontrados
(Simdes et al., 2007). Os mono e sesquiterpenos sdo moléculas bioativas que
apresentam importante papel na interagdo das plantas com outros organismos
e estdo envolvidos na defesa contra pragas e doengas (Aharoni et al., 2006;
Vizzoto et al., 2010).

Contudo, alguns fatores ambientais, como a radiacdo, temperatura,
precipitacdo, ventos fortes, altitude, solo, época de coleta e outros, podem
interferir na composicdo e na concentracdo das substancias presentes nos

Oleos essenciais (Gouinguené & Turlings, 2002; Angélico et al., 2011).
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Okoh et al. (2010), destacam outro aspecto importante em relagdo a
utilizacao de oleos essenciais, o qual refere-se a sua forma de obtencdo. Este
autor aponta que a extragdo de Oleos volateis pode ser realizada através de
iniumeras técnicas e considera que os métodos mais utilizados sao: extracao
por arraste a vapor, hidrodestilagdo, prensagem a frio, extragao por solventes
organicos, extracao por alta pressao e extragao por CO; supercritico. Dentre as
estas técnicas, Santos et al. (2004), consideram que a extragdo por arraste a
vapor € o método mais utilizado.

As técnicas analiticas mais empregadas na detec¢do, quantificacao e
identificacdo de produtos naturais sdo a cromatografia e a espectroscopia.
Para a analise de compostos volateis e termicamente estaveis, 0 método mais
utiizado é a cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas
(GC/MS). O uso de técnicas hifenadas vem crescendo nos ultimos anos, uma
vez que facilitam as analises a serem realizadas, requerendo um menor tempo
de investigacao e reduzindo os gastos operacionais e com solventes.

Diversas propriedades biolégicas também tém sido atribuidas aos 6leos
essenciais. Segundo Silva et al. (2008), esses produtos tém sido largamente
estudados, devido as suas propriedades antibacterianas, antifungicas e
inseticidas. Apresentam também atividade larvicida (Rajkumar et al., 2010),
antioxidante (Wannes et al., 2010), analgésica e antiinflamatoria (Henriques et
al., 2009).

A utilizagcdo de extratos e 6leos essenciais obtidos de plantas, contra
mosquitos vetores de doengas, tem aumentado nos paises industrializados,
inclusive no Brasil (Amer & Mehlhor, 2006). Segundo Hummelbrunner & Isman,
(2001), varios 6leos essenciais foram descritos por produzir efeito agudo toxico
contra insetos.

Restello et al. (2009), verificaram que o 6leo essencial de Tagetes patula
tem efeito repelente sobre adultos de Sitophilus zeamais. Costa et al. (2005),
constataram a acé&o larvicida de Odleos essenciais de Syzigium aromaticum,
Hyptis martiusii e Lippia. sidoides frente ao Culex quinquefasciatus e ao Aedes
aegypti. Ddria et al. (2006), também verificou agao larvicida de 6leo essencial

de L. gracilis contra o A. aegypti. Resultado semelhante para o A. aegypti foi
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encontrado por Cavalcanti et al. (2004), ao analisar o potencial do éleos de
Ocimum americanum, O. gratissimun, Citrus citratus e L. sidoides.

Considera-se que os 6leos essenciais podem ser eficazes no controle de
vetores, além de alguns serem constituidos por compostos biodegradaveis
(Amer & Mehlhor, 2006), que apresentam baixa toxicidade a saude humana e
ao meio ambiente (Santos et al., 2006).

Portanto, muitas pesquisas tém sido realizadas com O6leos essenciais
produzidos por plantas, e algumas tém se mostrado promissoras. No entanto,
apesar da comprovagao de varios efeitos bioldgicos dos 6leos essenciais,
poucos estudos tém sido realizados sobre a estabilidade destes 6leos e seus

constituintes (Rajendram & Sriranjini, 2008).

2.4. Abordagem geral sobre o Aedes aegypti: o vetor da dengue

O A. aegypti é de origem africana e foi trazido para as Américas logo
depois do descobrimento. Este mosquito apresenta habitos sinantrépicos e
antropofilicos, o que facilitou a sua dispersao pelo globo terrestre (WHO, 1999).

Ao longo de sua evolugéo, o A. aegypti desenvolveu um comportamento
estritamente sinantrépico e antropogénico, sendo considerada a espécie de
mosquito mais dependente do ambiente urbano (Natal, 2002). Seu habitat esta
intimamente ligado aos ambientes domiciliares ou peridomiciliares, ofertados
pelo modo de vida das populagbes humanas.

A preferéncia do A. aegypti por depdsitos artificiais faz com que a
concentracao populacional advinda com a urbanizagcdo, ao lado da larga
utilizacao de recipientes artificiais, seja fator determinante na sua crescente
proliferagdo nos centros urbanos das regides tropicais e subtropicais do planeta
(Beserra et al., 2009).

Em relagdo ao seu desenvolvimento, o mosquito A. aegypti apresenta
um curto ciclo biolégico, com duragao de 15 a 30 dias, em regides tropicais,
com metamorfose completa (holometabolia). Seu ciclo de vida € composto por
quatro fases: ovo, larva (1° a 4° instar), pupa e individuo adulto (dimorfismo

sexual). O ovo, a larva e a pupa pertencem as fases aquaticas do ciclo de vida
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do mosquito (Beserra et al. 2006). As fémeas apresentam habitos diurnos, sédo
hematofilas e apenas depositam seus ovos apds o repasto sanguineo
(Forattini, 2002).

O numero de oviposturas das fémeas depende essencialmente da
quantidade de sangue ingerido para o desenvolvimento dos ovos. O repasto
satisfatorio podera ser alcangado com 3,0 a 3,5 mg de sangue. Geralmente, a
fémea faz uma postura apds cada repasto sanguineo, ovipositando cerca de
120 ovos (Forattini, 2002).

Os ovos de A. aegypti medem cerca de 1 mm de comprimento, sao
elipticos, alongados e fusiformes, sao brancos, no momento da postura, e
adquirem coloragdo enegrecida e tonalidade brilhante apds algumas horas
(Funasa, 2001).

O tempo necessario para o desenvolvimento do ovo a adulto sofre
variacbes de acordo com as condicbes de temperatura, umidade,
disponibilidade de alimento e, normalmente, completa-se em 10 dias. (Guarido,
2009).

Alguns ovos sdo extremamente resistentes a dessecacdo, devido a
presenca de uma cuticula serosa que surge entre 11 e 13 horas apds a
oviposicado. Essa caracteristica tem-se tornado um grande obstaculo para o
controle dessa espécie. (Rezende et al., 2008; Guarido 2009).

As larvas, morfologicamente, sdo alongadas, vermiformes,
esbranquicadas. O corpo é formado por cabeca, torax e abdome. A cabeca
possui um par de antenas, olhos compostos e alguns ocelos e aparelho bucal
mastigador-raspador. O torax é globoso, mais largo que a cabega com
segmentos fundidos e revestidos por cerdas. No oitavo e ultimo segmento
localiza-se o sifao respiratorio (curto, grosso e escuro) (Lozovei, 2001).

As pupas nao se alimentam e esse estagio dura de dois trés dias em
condigbes adequadas de temperatura. Correspondem ao estagio de transigcéo
entre o individuo do meio aquatico para o terrestre (Forattini, 2002).

Devido a seu ciclo de vida rapido e alta capacidade adaptativa, o A.
aegypti € um dos principais problemas de saude publica. E o principal inseto-

transmissor da dengue nos paises tropicais. Nas Ameéricas, € responsavel por
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frequentes epidemias e a circulagao dos quatro sorotipos do virus no continente
(WHO, 2004)

A dengue se caracteriza como um grande desafio para os servigos de
saude e a transmissdo da doencga ocorre pela picada da fémea dos mosquitos
Aedes aegypti, contaminado com o virus do género Flavivirus, pertencente a
familia Flaviviridae, sendo conhecidos quatro sorotipos do virus da dengue:
Den-1, Den-2, Den-3 e Den-4 (Brasil, 2002).

Essa doenga pode ser classificada clinicamente como febre do dengue
(FD) ou dengue classico (DC), febre hemorragica do dengue (FHD) ou
sindrome do choque do dengue (SCD). A Secretaria de Vigilancia em Saude
usa também denominagcdo caso de dengue com complicagdes (DCC). A
infeccdo confere imunidade permanente para cada sorotipo (WHO, 1999;
Rothman, 2004; Ministério da Saude, 2011).

A perspectiva de controle do vetor da dengue esbarra na sua grande
capacidade adaptativa a condi¢gdes adversas, como o desenvolvimento em
aguas poluidas, e a quiescéncia dos ovos em ambientes indspitos (Silva et al.,
1999).

A unica forma de controle da dengue na atualidade € o combate ao
vetor, pois ndo existe uma vacina que confira imunidade permanente aos
quatro sorotipos do virus, nem as suas variagdes genéticas (Hombach, 2007;
Periago & Guzman, 2007). As estratégias de controle sdo realizadas através da
eliminacdo dos criadouros potenciais dos mosquitos vetores, aplicacdo de
larvicidas em depoésitos de agua de consumo e uso de inseticidas para as
formas adultas, durante os periodos de transmisséao (Tauil, 2006), utilizagédo de
produtos quimicos e bioldgicos, integrados com programas de manejo
ambiental (Luna et al., 2004).

No Brasil, os programas que visam controlar o A. aegypti utilizam
principalmente inseticidas quimicos, como os organofosforados e piretroides,
que requerem monitoramento constante (Luna et al., 2004). Entre os
organofosforados adotados pelos Programas de Saude Publica, destacam-se o
temephos, o malathion e fenitrothion (Furtado et al., 2005)

Devido a existéncia de populacbes do mosquito resistentes aos
inseticidas sintéticos, mais aplicacbes do produto sido realizadas, de forma
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irracional, de modo que, cada vez maiores quantidades desses produtos sédo
colocadas na natureza, causando grandes estragos (D’Amato et al., 2002). A
continua utilizacdo do controle quimico no combate aos insetos vetores pode
causar grandes desequilibrios ambientais, mediante a eliminacdo de insetos
benéficos, a contaminagdo do meio ambiente (solo, agua, atmosfera e seres
vivos), e intoxicagcdes acidentais de individuos, devido a ma utilizagdo dos
inseticidas, trazendo sérios problemas de saude publica (Paumgartten, 1993).
Portanto, o monitoramento e 0 manejo da resisténcia, assim como a
utilizacdo de substancias com modos de acdo diferentes dos inseticidas
quimicos convencionais, sdo elementos de suma importancia em qualquer
programa de controle de vetores (Ferrari, 1996). Neste contexto, a obtengao de
inseticidas a partir de plantas pode ser considerada como uma alternativa
promissora a ser incluida como estratégia para o controle de vetores de

doengas (Macoris et al., 2003).

2.5. Carateristicas gerais do género Croton

As espécies do género Croton sao arbustivas ou subarbustivas, com até
dois metros de altura, providas de latex incolor e 6leo essencial. Na sua maioria
sao espécies monodicas, as inflorescéncias apresentam flores femininas na
base e masculinas no apice, caracterizando-se ainda por possuirem flores
masculinas com filamentos flexionados no botdo e as flores femininas com
pétalas reduzidas ou ausentes (Webster, 1993; Suarez et al., 2003). Estéo
presentes em matas, campos e cerrados de Norte a Sul do pais. Varias
espécies ocorrem na Caatinga e nas areas de Brejos de altitude de
Pernambuco (Albuquerque & Andrade, 2002). No Nordeste, sdo conhecidas
popularmente por marmeleiro ou velame e sao usadas na medicina popular no
tratamento de inflamacgdes, ulceras, e hipertensédo (Randau et al. 2004).

O género Croton apresenta relevancia econbmica devido ao seu
conteudo de O6leos essenciais e de diversas substancias ativas como

terpendides, flavonodides e alcaldides. De acordo com Palmeira Jr. et al. (2006),
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a maioria das espécies deste género sao produtoras de 6leos essenciais ricos
em terpenos, mono e sesquiterpenos, e fenilpropandides.

Estudos fitoquimicos realizados com algumas espécies do género
Croton, de ocorréncia no Brasil, tém proporcionado o isolamento das mais
variadas classes de metabdlitos secundarios, tais como diterpenos, alcaléides,
flavondides e triterpenos (Torres, 2008).

A diversidade estrutural dos compostos quimicos dos 6leos volateis do
Croton contribui para tornarem-se fontes de substancias bioativas (Angélico et
al., 2012). Espécies deste género sao ricas em constituintes que apresentam
atividades biologicas, sendo que algumas espécies apresentam propriedades
terapéuticas ja comprovadas (Torrico et al., 2007; Costa et al. & Rocha et al.,
2008), destacando-se o C. zehntineri, C sonderianus, C nepetaefolius e C
argyrophylloides. Varios autores constataram que todas essas espécies séo
compostas principalmente por mono e sesquiterpenos e que o C. zehntineri
apresenta efeito antiinflamatoério comprovado, o C. sonderianus tem atividade
antimicrobiana e larvicida contra Aedes aegypti e C. nepetaefolius e C.
argyrophylloides apresentam agao antioxidante larvicida.

O Brasil é o pais que possui 0 maior numero de espécies do género
Croton (Berry et al., 2005), sendo este € o segundo maior representante da
familia Euphobiaceae (Randau et al., 2004). Esta familia € a mais extensa do
Bioma Caatinga, com ocorréncia nos Estados da Bahia, Pernambuco,
Fortaleza e Sergipe e compreende cerca de 300 géneros e 7600 espécies.

Neste contexto, € importante destacar a necessidade de conservacao da
Caatinga, devido a sua diversidade vegetal e importancia socioeconémica. Este
Bioma esta submetido a intensa e predatéria exploracdo de seus recursos
naturais, os quais ainda precisam ser mais estudados.

A pressao antropica sobre a Caatinga tem colocado em risco a
sobrevivéncia de espécies e comprometido o seu potencial socioeconémico.
Como as espécies do género Croton tém larga ocorréncia nesta regido, o
cenario atual de degradagdo ambiental € preocupante, pois estas espécies
ainda sé&o relativamente pouco estudadas, considerando sua complexidade e o

numero de representantes (Vunda, 2001).
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Dessa forma, tornam-se necessarias agdes para fortalecer e/ou garantir
o desenvolvimento de estratégias de conservagdo da Caatinga, bem como
pesquisas sobre as espécies do género Croton, pois de acordo com Randau et
al. (2004), estas se caracterizam como fontes promissoras para a realizagao de

estudos fitoquimicos e farmacolégicos da flora do Nordeste brasileiro.

3. MATERIAL E METODOS

3.1. Localizagéo e caracterizagdo da area de estudo

As folhas do Croton linearifolius (Figura 9) foram coletadas em abril de
2011, periodo chuvoso, na Floresta Nacional Contendas do Sincora (FLONA),
localizada entre os municipios de Contendas do Sincora-BA e Tanhagu-BA. A
FLONA tem uma area de aproximadamente 11000 ha, altitude média de 350 m,
temperatura média anual de 23°C e precipitagdo média anual de 596 mm. O
clima da regidao é semiarido com alta sazonalidade e periodo chuvoso de
novembro a abril (Brasil, 2006). Esta unidade de conservagéo, segundo Rios et
al. (2007), apresenta diversas unidades de paisagem (UP), dentre as quais

destacam-se as seguintes: Mata Ciliar; Caatinga arbustiva; Capoeira.

Figura 8: Foto da espécie Croton linearifolius encontrada na
Floresta Nacional Contendas do Sincora (FLONA).
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3.2. Procedimentos metodoldgicos

3.2.1. Preparacéo do material botanico

O processo de identificagao taxondmica do material vegetal foi realizado
pela botanica Daniela Santos Carneiro do herbario da Universidade Estadual
de Feira de Santana, local onde a planta encontra-se armazenada sob o
registro numero HUEFS 146620.

O material botanico coletado foi levado ao Laboratério de Pesquisa de
Produtos Naturais (LAPRON) da UESB, para a desfolha, pesagem e secagem.
Apo6s a desfolha, pesou-se o material e obteve-se um total de 1, 340 g. Logo
em seguida, as folhas foram submetidas a secagem, que foi feita em estufa de
circulagdo de ar a temperatura de 40°C, durante 12 horas, até o ponto de
ficarem quebradica. Depois da secagem, as folhas foram pesadas, tendo um
valor total de 960 g de material seco.

As folhas secas foram ftrituradas manualmente e, posteriormente,

submetidas a extracdo do 6leo essencial.

3.2.2. Extracédo do 6leo essencial

A extracdo do 6leo essencial foi realizada por hidrodestilacdo em um
extrator de Clevenger modificado (Figura 10). Utilizou-se em média 150g de
folhas secas e 2 L de agua deionizada por extragdo, com um total de 6 (seis)
extragoes.

O tempo de duracédo de cada extracdo por foi 2 h e 30 minutos. Esse
tempo foi determinado através da observacdo do volume de déleo essencial
extraido a cada 30 minutos, sendo considerando como tempo 6timo quando

nao houve alteragdo do mesmo, neste caso 2h e 30 min.
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Figura 9: Extrator de Clevenger modificado.

Apods o processo de extragdo, o 6leo essencial foi recolhido e a agua
residual eliminada através da adicdo de sulfato de sédio anidro (NaSO,4). O
Oleo seco foi pesado e armazenado em frasco ambar, que foi envolvido em
papel aluminio, e mantido sob refrigeragdo a 10°C até o momento da sua

utilizacao.

3.2.3. Composicédo quimica do 6leo essencial

O dleo essencial do C. linearifolius foi analisado por Cromatografia
Gasosa com detector de ionizagcdo de chama (CG-DIC) e acoplada a
Espectrometria de Massas (CG/EM), o que permitiu a identificacdo dos seus
constituintes quimicos majoritarios. Essa etapa do experimento foi realizada em
parceria com a Universidade Estadual de Santa Cruz/UESC - llhéus e a
Universidade do Vale do Itajai/lUNIVALI — Santa Catarina.

O cromatografo a gas com detector de ionizagdo de chama (CG-DIC)
utilizado foi da marca VARIAN SATURNO 3800. O método empregado para a
separagdo dos componentes do 6leo foi: temperatura do injetor: 250°C, do
detetor: 280°C, coluna: VF5-ms (30 m X 0,25 mm X 0,25 um). Temperatura da
coluna: teve inicio a 70°C, sendo acrescida de 8°C/min até 200°C e de 10°C

até 260°C, sendo mantida nessa temperatura por 5 minutos. Fluxo de 1,2 mL.
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Foi usado He 5.0 como gas de arraste e foi injetado 1uL de solugdo do 6leo a
10% em CHCl3 na razao split 1:10.

A identificagcdo dos constituintes quimicos do 6leo essencial do C.
linearifolius foi realizada através da comparacédo os indices de retencao dos

compostos com a substancia padrao.

3.2.4. Avaliacdo da atividade larvicida do Oleo essencial de Croton
linearifolius

Os ensaios de atividade inseticida sobre as larvas de Aedes aegypti
foram realizados no Laboratério de Pesquisa de Inseticidas Naturais (LAPIN)
da UESB/Campus Itapetinga. A criagao estoque de A. aegypti foi estabelecida
a partir de ovos obtidos do Laboratério de Fisiologia e Controle de Artropodes
Vetores, da Fundacédo Oswaldo Cruz — Rio de Janeiro.

Para a avaliacdo da atividade larvicida do 6leo essencial do C.
linearifolius, foram utilizadas larvas em 3° instar do A. aegypti (Figura 11),
oriundas da criagdo do LAPIN. A criagao das larvas foi realizada em camara

bioldgica climatizada a 27°£1°C e 12h de fotoperiodo.

01/03/2013

Figura 10: Larvas de Aedes aegypti em 3° instar

Foi realizado um pré-teste com o objetivo de demonstrar quais

concentracdes seriam viaveis para o bioensaio.
Para a obtencdo das solugbes a serem testadas no bioensaio, foi
preparada uma solugao estoque do Oleo essencial na concentracido de 50
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mg/mL, utilizando como solvente a solugdo de Tween 80 a 10%. A partir da
solugao estoque foram obtidas diluicdes de diferentes concentragdes do dleo,
correspondentes a 0,5; 0,83; 1,0; 1,5 e 2,0 mg/mL.

O bioensaio foi realizado a 27+1°C, utilizando as cinco diferentes
concentragdes do 6leo essencial obtidas e um grupo controle, totalizando seis
tratamentos e quatro repeticbes por tratamento. Para cada repeticao foram
utilizadas 30 larvas, imersas em 29,0 mL de agua deionizada e adicionado 1,0
mL de cada uma das solugdes obtidas (0,5; 0,83; 1,0; 1,5 e 2,0 mg/mL),
correspondendo a concentragdes finais de 16,7; 27,7; 33,3; 50,0 e 66,7 ug/mL
do oOleo essencial. Foram consideradas mortas as larvas que né&o
apresentavam movimento quando estimuladas com a ponta de um pincel.

A mortalidade das larvas expostas as cinco diferentes concentragdes do
oleo essencial foi observada nos intervalos de 30 min, 1h, 2h, 4h, 8h, 16h e 24h
(Figura 12).

Figura 11: Observacao da mortalidade das larvas de A. aegypti submetidas a
diferentes concentragdes do 6leo essencial do C. linearifolius.
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3.2.5 Anélise estatistica

O delineamento experimental utilizado no bioensaio foi inteiramente
casualizado (DIC), sendo os dados relativos a mortalidade das larvas avaliados
mediante analise de variancia (ANOVA) e as médias comparadas pelo teste de
Ducan a 5% de probabilidade.

Os dados de mortalidade em fungdo da concentracdo (ug/mL) foram
obtidos pelo método Probit, a fim de determinar as concentragoes letais do d6leo
essencial necessarias para matar 10% (CL1o), 50% (CLso) € 90% (CLgo) das

larvas, e os seus respectivos intervalos de confianga.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Composicado quimica do 6leo essencial obtido das folhas do Croton
linearifolius.

O oleo essencial do C. linearifolius foi analisado por Cromatografia
Gasosa com detector de ionizagcdo de chama (CG-DIC), o que permitiu a
quantificacdo e identificagdo dos seus constituintes quimicos maijoritarios,
comparando os indices de retencdo dos compostos com a substancia padréao.

O cromatograma obtido por CG-DIC para o éleo essencial das folhas de
C. linearifolius evidenciou a presenga de vinte e trés picos (Figura 13), sendo
que apenas 8 (oito) compostos forma identificados perfazendo um total de que

76,3% dos constituintes quimicos.

(LR P

Figura 12: Cromatograma do 6leo essencial das folhas do Croton linearifolius obtido
por CG-DIC.

A maioria dos compostos identificados no 6leo essencial é da classe dos
sesquiterpenos, correspondendo a um percentual de 71,69% dos metabolitos
secundarios, sendo eles o p-cariofileno, p-copaen-4-alfa-ol, oéxido de
cariofileno, 8-guaieno, a-cariofileno, B-copaen-4-a-ol e germacreno D. O unico

monoterpeno identificado neste estudo foi o a-pipeno, representando apenas
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4,6% do total do 6leo essencial. A Tabela 1 apresenta a composi¢ao quimica
do odleo essencial estudado.

Sendo os terpenos a classe de metabdlitos secundarios
predominantemente encontrada em oleos essenciais do género Croton, €
importante destacar suas propriedades funcionais para os vegetais, pois, de
acordo com Veiga Jr. (2003), apresentam importancia ecolégica como
defensivos de plantas. Além disso, alguns estudos também comprovam sua
agao antimicrobiana, anticarcinogénica e anti-inflamatéria e destacam o seu
potencial inseticida (Bouvier et al. & Han, 2005).

Dentre os terpenos, os sesquiterpenos e monoterpenos apresentam
propriedades funcionais importantes em relacdo a atividade inseticida. Os
monoterpenos apresentam atividade larvicida e os sesquiterpenos tem a
capacidade de inibir o processo de troca do exoesqueleto pelos insetos.

Entre os compostos identificados, o beta-cariofileno foi o componente
encontrado em maior concentragéo (20,63%), seguido do beta-copaen-4-alfa-ol
(16,48%), do 6xido de cariofileno (12,64%) e do delta-guaieno (10,95%) (Figura
14).

Varios autores constataram que o beta-cariofileno esta entre os
principais constituintes quimicos do 6leo essencial de diferentes espécies do
género Croton (Matos & Vunda 2011; Radulovic et al., 2006), entre elas, o C.
heliotropiifolius (Angélico et al., 2012), C. muscicapa (Freitas et al., 2010), C.
ovalifolius (Meccia et al., 2000), e o C. cajucara (Azevedo, 2010).

Em relagdo as propriedades bioldégicas dos compostos de maior
ocorréncia no 6leo essencial do C. linearifolius, destaca-se a atividade do beta-
cariofileno e do 6xido de cariofileno, os quais tém sido relacionados com a acao
inseticida de dleos volateis.

Sao atribuidas ao beta-cariofileno outras propriedades biolégicas além
da atividade inseticida (Jacobson, 1990), tais como: anti-inflamatéria (Passos et
al., 2007), antialérgica (Ghelardini et al., 2001), anestésica local (Costa et al.,
2000), antifungica (Zheng et al., 1992; Lam, 1992) e anticarcinogénica (Chinou
et al., 1996; Angélico et al., 2011). Este composto é responsavel pelo aroma
dos vegetais e, geralmente & encontrado em diferentes partes das plantas
(Randau et al, 2004).
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O oxido de cariofileno, um sesquiterpendide, que além da atividade
inseticida, possui grande valor para a industria de cosméticos, devido ao seu
aroma caracteristico (Pereira et al., 2008) e apresenta acao anti-inflamatéria e
antitumoral descritas na literatura (Soares, 2008).

Outros estudos sobre a quimica de O6leos essenciais de espécies do
género Croton, demonstram a presenca de a-pineno, B-pineno e B-cariofileno
como seus principais constituintes quimicos (Radulovic et al., 2006). Alguns
trabalhos encontrados na literatura avaliaram a composi¢cdo quimica de
espécies do género Croton, como o C. nepetaefolius, que apresenta como
composto majoritario o metil-eugenol (Morais et al. 2006), o C. zehntneri, que
apresenta o E-anetol, (Morais et al. 2006) e o estragol (Costa et al. 2008) e o C.
heliotropiifolius, contendo o eucaliptol (Angélico et al. 2012) e o p-cimeno
(Craveiro et al. 1981) como compostos majoritarios.

Os compostos majoritarios encontrados por alguns autores diferem dos
observados no C. linearifolius. Para Bruneton (2011) e Angélico et al. (2011),
diferencas observadas na composicdo quimica de Oleos essenciais podem
estar relacionadas a fisiologia da planta, pois a composigdo e quantidade de
metabdlitos produzidos dependem, principalmente, das enzimas especificas
que catalisam a produgao de compostos volateis em um érgao, do estagio de
desenvolvimento e de estresses abidticos, como a salinidade do solo, a

umidade e a temperatura.

4.3. Atividade larvicida do 6leo essencial de C. linearifolius

Os resultados obtidos a partir da avaliacdo da atividade larvicida do d6leo
essencial do C. linearifolius, mostraram que o 6leo provocou a mortalidade das
larvas em 3° instar do Aedes aegypti. O percentual encontrado foi de 45 a 90%
de mortalidade, entre as concentracdes de 16,67 a 66,67 yg/mL, em 24h de
observacédo (Tabela 2). Nao foi observado taxa de mortalidade durante as
primeiras horas de experimento (30 min, 1h e 2h) em nenhuma das

concentragdes testadas.
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Tabela 1: Mortalidade das larvas de Aedes aegypti a partir de 4 horas de exposicao
as diferentes concentragoes do 6leo essencial das folhas de Croton linearifolius.

Concentragao Mortalidade (%)

(ug/mL) 4h 8h 16h 24h
66,67 9,17a* 62,50a 77,49a 85,00a
50,00 3,332 59,22a 85,00a 90,00a
33,33 0,83b 32,50b 50,83b 54,17c
27,67 0,83b 49,17a 61,66b 67,50b
16,67 0,00b 13,33c 36,66¢ 44,99c

Controle 0,00b 0,00c 0,00d 0,00d

*médias seguidas pelas mesmas letras minusculas, na mesma coluna, nao diferem entre si
pelo teste Ducan a 5 % de probabilidade.

A partir das 4h verificou-se um percentual em torno de 10% de
mortalidade, na concentracao de 66,67 ug/mL. Depois de 8 horas a mortalidade
foi superior a 50% a partir das duas maiores concentragbes (66,67 e 50,00
ug/mL) (Figura 15). Apds as 16h de observagao as concentragbes 66,67 e

50,00 ug/mL provocaram mortalidade superior a 75%.

4h

—
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'

8h

.. Mlal.

6667 3000 3333 2767 1667 6667 5000 3333 2767 1667
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o
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Figura 13: Mortalidade das larvas de Aedes aegypti apés 4, 8 e 16 h de exposicao as
diferentes concentragdes (ug/mL) do 6leo essencial das folhas de Croton linearifolius.
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ApoOs as 24h de observagédo, para a concentragao de 50,00 pug/mL ja foi
observada uma porcentagem de mortalidade das larvas em torno de 90%,
equivalente a concentracao de 66,67, que nao diferiram estatisticamente entre

si (p<0,05), demonstrando o potencial larvicida do 6leo estudado (Figura 16).

100 -
90 - a*
80
70 A
60 - c
50 - c
40 A
30
20
10 -
0 . . .
66,67 50,00 33,33 27,67 16,67
Concentracao (ug/ml)

Mortalidade (%)

Figura 14: Mortalidade das larvas de Aedes aegypti apés 24h de exposicdo as

diferentes concentragdes (ug/mL) do 6leo essencial das folhas de Croton linearifolius.
*médias seguidas pelas mesmas letras minusculas néo diferem entre si pelo teste Duncan a 5 % de
probabilidade.

O percentual de 100% de mortalidade em larvas de A. aegypti foi
demonstrado por Déria et al. (2006), nos testes realizados com 6leos
essenciais das folhas do C. heliotropiifolius, na concentragao de 500 ug/mL, e
do C. pulegiodorus com 1500 pg/mL, apdés 24h de observagdo. Silva et al.
(2006), investigando a atividade larvicida dos 6leos essenciais de C.
heliotropiifolius e C. pulegiodorus em A. aegypti obtiveram resultados
semelhantes.

Os resultados encontrados neste trabalho demonstraram que o dleo
essencial das folhas do C. linearifolius apresenta maior atividade sobre as
larvas de Aedes aegypti que os 6leos essenciais das espécies testadas por
Ddria et al. (2006) e Silva et al. (2006), evidenciando o potencial inseticida da
espécie estudada.

Lima-Accioly et al. (2006), também constataram que os 6leos essenciais
do C. sonderianus, C. nepetaefolius e C. argyrophylloides apresentam

propriedade larvicida sobre o A. aegypti.
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A concentracédo letal do 6leo essencial de C. linearifolius para provocar a
mortalidade de 50% (CLsp) e de 90% (CLgo) das larvas de Aedes aegypti, apds
24h de observagao, foi de 19, 990 ug/mL e 77, 311 pug/mL, respectivamente
(Tabela 3).

Tabela 2. Concentragdes letais do 6leo essencial das folhas de Croton linearifolius
sobre larvas de Aedes aegypti em diferentes tempos de observagao.

CONCENTRAGAO LETAL
Tempo (ug/mL)

Intervalo Intervalo Intervalo de

Clio de confianga Cleo de confianga Cloo confianga

4h 70,455 63,496-82,507 175,491 132,340-290,528 437,11  269,704-1046,256
8h 10,924 9,009-12,699 42,591 40,013-45,605 166,046 137,700-211,380
16h 5,759 4,318-7,178 23,845 21.871-25,665 98,730 85,4489-118,940
24h 5,169 3,852-6,479 19,990 18,077-21.715 77,311 68,596-90.004

A CLsp do dleo estudado, para as larvas de A. aegypti, pode ser
considerada eficiente pois, segundo Silva et al. (2004), trabalhos que
evidenciaram o potencial larvicida de produtos de origem natural, propéem que
substancias que apresentam CLsp variando entre 0,1 a 49 ug/mL sao eficientes
no controle do A. aegypiti.

Concentragbes letais abaixo de 49 ug/mL também foi observado por
Vieira et al. (2009), que investigou diferentes espécies de Croton e obtiveram
valores de CLsg correspondentes a 37,28 ug/mL, 43,70 ug/mL e 51,88 pug/mL
para o C. jacobinensis, C. sincorensis e C. sp., respectivamente, e avaliou
como promissores os resultados alcangados. Porto et al. (2008), também
obtiveram valor de CLsp equivalente a 20,9 ug/mL para o éleo essencial das
folhas de Anacardium humile e evidenciaram que apresentou um alto potencial
larvicida

Portanto, o valor de CLsy, encontrado neste trabalho, para o dleo
essencial de C. linearifolius, sobre larvas de A. aegypti, corrobora com as
observacoes feitas pelos os autores apresentados acima, demonstrando uma
alta taxa de mortalidade das larvas em concentragoes relativamente baixas do

oleo essencial testado.
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A atividade larvicida de 6leos essenciais de espécies do género Croton
contra larvas do A. aegypti também foi estudada por Silva (2006) que verificou
valores de CLsp acima de 49 pug/mL, sendo 158,81 ug/mL e 550,68 ug/mL para
os Oleos essenciais de C. heliotropiifolius e C. pulegiodorus, respectivamente.
Furtado et al. (2005) encontraram CLsy, acima de 1000 pg/mL para éleos
essenciais obtidos das folhas de 10 espécies diferentes de plantas. Os valores
de CLso observados por Cavalcanti et al. (2004), para 6leos essenciais de
Ocimum gratissimun (alfavaca), Ocimum americanum (manjericdo branco),
Lippia sidoides (alecrim-pimenta), Cymbopogon citratus (capim-limao) foram de
60 ug/mL, 67 ug/mL, 63 ug/mL e 69 pug/mL, respectivamente.

Para Porto et al. (2008), a utilizacdo de produtos vegetais com
propriedades inseticidas é extremamente eficaz, pois, devido a complexidade
na sua composig¢ao quimica, produzem maior mortalidade nas larvas de insetos
em concentragdes mais baixas, diminuindo a possibilidade de aparecimento de
populacdes resistentes e, geralmente, ndo sao depositados no ambiente.

Os resultados obtidos para o C. linearifolius indicam que o 6leo testado
apresenta alta atividade frente as larvas de A. aegypti, podendo tornar-se uma
alternativa viavel, menos agressiva ao ambiente e a saude humana do que os
inseticidas sintéticos, caracterizando-se como um inseticida natural para o
controle deste inseto.

A determinagdo da CLsy de produtos e extratos vegetais € um fator
favoravel a comprovagao da sua atividade larvicida, pois € importante para a
verificacdo da dosagem mais econémica do produto investigado, que servira de
base para uma possivel utilizagdo no campo.

De acordo com Silva et al. (2004), a confirmagcdo de que produtos
obtidos a partir de espécies vegetais (extratos, 6leos essenciais) tem efeito
téxico sobre o A. aegypti € muito vantajoso, do ponto de vista comercial, pois a
viabilidade econdmica para sua obtencdo € maior do que para compostos
puros.

Como nado ha relatos na literatura sobre o C. linearifolius, faz-se
necessario o aprofundamento destes estudos, bem como a realizacdo de

outras pesquisas, que fornecam novas informacgdes sobre esta espécie, a fim
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de se ampliar os conhecimentos sobre sua constituicdo quimica e
comprovagao das suas propriedades biologicas.

Simas et al. (2004), consideram importante a realizagado de estudos que
investiguem a relagcdo entre a estrutura dos constituintes quimicos e sua
atividade biolégica, e ressaltam que, embora existam relatos na literatura
mostrando a atividade inseticida de 6leos essenciais, ha poucas informacdes
sobre essa relagao.

Pesquisas relacionadas a toxicidade do 6leo essencial do C. linearifolius
para a espécie humana também sao essenciais, uma vez que, segundo Veiga
Junior (2003), a auséncia de toxicidade frente a mamiferos e animais
superiores sdo uma das propriedades que devem estar associadas a atividade
de determinada substancia, para ser qualificada como inseticida.

Como se trata de um estudo pioneiro, pesquisas multidisciplinares
poderdo contribuir para o processo de validacdo cientifica da utilizagcdo do
Croton linearifolius como inseticida natural. Souza et al. (2006), ressaltam que
C. cajucara tem sido a espécie mais estudada do género Croton, com cerca de
60 artigos publicados e, segundo Maciel et al (2006), isso s6 estda sendo
possivel devido aos trabalhos multidisciplinares que estao sendo desenvolvidos
com esta espécie.

Como o C. linearifolius € reconhecido popularmente por seu efeito
inseticida, de acordo com um levantamento etnobotanico realizado por Silva et
al. (2010), pesquisas que comprovem sua eficiéncia como inseticida natural

trardo contribuicdes significativas para a populagcédo que faz uso desta planta.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Os principais constituintes quimicos encontrados no oleo essencial
obtido das folhas de Croton linearifolius foram os sesquiterpenos B-cariofileno
(20,63%), B-copaen-4-a-ol (16,48%), 6xido de cariofileno (12,64%) e d-guaiene
(10,95%), correspondendo a 49,75% da composigéo do 6leo.

A CLso do 6leo essencial das folhas de C. linearifolius foi 19, 990 pg/mL
e a ClLgo 77, 311 ug/mL, mostrando-se ativo contra as larvas de terceiro instar
de Aedes aegypti. Os resultados indicaram a potencialidade do 6leo essencial
das folhas do C. linearifolius contra as larvas de A. aegypti, em condi¢des
laboratoriais.

Devido a caréncia de informagdes sobre o C. linearifolius na literatura,
evidencia-se a necessidade de novas pesquisas que visam investigar a
composi¢cao quimica, as atividades bioldgicas, a toxicidade e o potencial para
utilizagcdo comercial de produtos e extratos obtidos a partir desta espécie.

Este trabalho fornece subsidios para a descoberta de inseticidas
naturais, que poderdo ser utilizados no combate ao Aedes aegypti, através da
comprovagdo do potencial inseticida de espécies vegetais usadas
tradicionalmente com esta finalidade, visando o desenvolvimento de produtos
que oferegam menos riscos ao ambiente e a saude da populagao, contribuindo,

também, para a preservacgao e uso sustentavel dos recursos naturais.
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