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RESUMO

VIANA, F. F. O. Avaliacéo da atividade larvicida de extratos obtidos da parte aérea de
Aspidosperma pyrifolium sobre Aedes aegypti. Itapetinga - BA: UESB, 2015. 78 p.
(Dissertacio — Mestrado em Ciéncias Ambientais — Area de Concentracdo em Meio Ambiente
e Desenvolvimento)*

A dengue é considerada a mais importante arbovirose que afeta o ser humano, sendo o Aedes
aegypti o principal vetor desse virus. O uso de inseticidas para controle desse vetor é
imprescindivel, em contrapartida a constante utilizacdo desses produtos quando de origem
sintética, tem ocasionado danos a saude humana e a biodiversidade. Dessa forma, faz-se
necessario a busca por métodos alternativos, a exemplo dos inseticidas botanicos, que possam
ser utilizados como parte de um controle integrado, mas que ao mesmo tempo sejam
biodegradaveis e mais seletivos. Nesse sentido, o presente trabalho teve por objetivo avaliar a
atividade larvicida de extratos obtidos da parte aérea de Aspidosperma pyrifolium sobre Ae.
aegypti, bem como o fracionamento do extrato etandlico e a avaliacdo larvicida das fracdes
obtidas. Para os bioensaios, utilizou-se larvas de terceiro estagio de Ae. aegypti, expostas a
cinco diferentes concentracdes dos extratos. O grupo controle foi composto de agua
deionizada e diluente. Foram utilizadas seis repeticdes por tratamento, com trinta larvas por
repeticdo. Os resultados apontaram a maior toxicidade sobre larvas de Ae. aegypti do extrato
aquoso da parte aérea fresca de A. pyrifolium obtido pelo método de maceragéo, cujo CLs foi
de 5,603%, ap06s 16 horas de exposicao das larvas ao extrato. A fracdo diclorometanica (CLsy
e CLg iguais a 3,085 e 6,739 mg mL™, respectivamente) foi mais toxica quando comparada
ao extrato etandlico (CLso e CLgo iguais a 5,903 e 8,239 mg mL™, respectivamente), a fragdo
hidroalcéolica (CLsp € Clgo iguais a 15,216 e 23,797 mg mL™, respectivamente) e aos
compostos diclorometanico + acetato de etila (CLso e CLgo iguais a 6,597 e 10,504 mg mL?,
respectivamente) e diclorometanico + hexanica (CLso e CLgo iguais a 5,354 e 7,310 mg mL™,
respectivamente). Diante dos resultados pode-se apontar a parte aérea de Aspidosperma
pyrifolium fonte promissora de substancias larvicidas a serem utilizadas para o controle
alternativo do Ae. aegypti.

Palavras-chave: Dengue, controle de vetores, Caatinga, inseticidas botanicos.

*Qrientadora: Sandra Lucia da Cunha e Silva, D.Sc. UESB e Co-orientadora: Simone Andrade
Gualberto, D.Sc. UESB.



ABSTRACT

Evaluation of larvicidal activity of extracts obtained from the aerial part of
Aspidosperma pyrifolium about Aedes aegypti

Dengue is considered the most important arboviral disease that affects humans, being Aedes
aegypti the main vector of this virus. The use of insecticides to control this vector is essential,
however the constant use of these products when synthetic origin, has caused damage to
human health and the biodiversity. Thus, it is necessary to search for alternative methods,
such as the botanical insecticides that may be used as part of an integrated control, but at the
same time biodegradable and are more selective. In this sense, the present study was to
evaluate the larvicidal activity of extracts obtained from the aerial part of Aspidosperma
pyrifolium on Ae. aegypti and the fractionation of the ethanol extract and the larvicidal
evaluation of the obtained fractions. For bioassays, we used third-stage larvae of Ae. aegypti
exposed to five different concentrations of the extracts. The control group consisted of
deionized water and solvent. Six replicates were used per treatment, with thirty larvae per
repetition. The results showed the highest toxicity Ae. aegypti of the aqueous extract of the
fresh shoots of A. pyrifolium obtained by maceration method, whose LC50 was 5.603%, after
16 hours of exposure of larvae to extract. The diclorometanica fraction (LC50 and LC90 equal
to 3.085 and 6.739 mg ml-1, respectively) was more toxic compared to ethanol extract (LC50
and LC90 equal to 5.903 and 8.239 mg ml-1, respectively), the hydroalcoholic fraction (LC50
and LC90 equal to 15.216 and 23.797 mg ml-1, respectively) and the compounds
dichloromethane + ethyl acetate (LC50 and LC90 equal to 6.597 and 10.504 mg ml-1,
respectively) and dichloromethane + hexane (LC50 and LC90 equal to 5,354 and 7,310 mg
ml-1, respectively). With the results can point to shoot Aspidosperma pyrifolium promising
source of larvicides substances to be used for the alternative control of Ae. aegypti.

Keywords: Dengue, vector control, Caatinga, botanical insecticides.



14

1 INTRODUCAO

O bioma Caatinga ocupa 11% do territdério nacional e se concentra, quase que
exclusivamente, na regido nordeste. Atualmente, esse bioma é reconhecido pela sua rica
biodiversidade e pelo seu elevado potencial econémico e farmacoldgico, o que tem despertado
0 interesse da comunidade cientifica, voltando cada vez mais o foco de suas pesquisas para
esse bioma. Sua flora é bastante utilizada na medicina humana e animal, e vérias plantas
tipicas da regido ja sdo bem conhecidas e usadas pela populagéo, até mesmo para o controle
de artropodes vetores de doencas, a exemplo do Aedes aegypti (Linnaeus, 1762), (Diptera:
Culicidae), vetor do virus da dengue.

O mundo moderno propicia diversos fatores que atuam na dispersdo do Ae. aegypti,
tais como: Urbanizacdo acelerada com condicfes precarias de habitacdo e abastecimento de
agua; o crescente deslocamento de pessoas e cargas entre paises, determinado pelo
desenvolvimento dos meios de transporte e das relagdes econémicas no mundo globalizado; e
as mudancas climaticas provocadas pelo aquecimento global, que influem no regime e
duracdo das chuvas. Esses fatores também sdo preponderantes para a proliferacdo do
mosquito no Brasil, assim como em muitos paises do continente americano (COELHO, 2008).

O Ae. aegypti, conforme Forattini (2002), apresenta um ciclo de vida composto por
quatro fases: ovo, larva, pupa e adulto. Segundo Natal (2002), ao longo do tempo 0 mosquito
desenvolveu em sua trajetoria evolutiva um comportamento estritamente sinantropico e
antropofilico, sendo dentre os culicideos a espécie mais associada ao homem. Sendo assim, a
ocorréncia e transmissdo da doenca devem-se a presenca da pessoa humana e fatores
socioambientais (TEIXEIRA et al., 2006).

O crescente aumento de casos de dengue fez com que houvesse uma preocupacgédo no
sentido de controlar o Ae. aegypti, utilizando como estratégia o controle integrado, que alia a
prevencdo a vigilancia entomoldgica. A prevencdo se refere aos programas de educagdo, com
0 objetivo de mudar alguns hébitos humanos que contribuam para infestacdo do mosquito
(WHO, 2012). No que diz respeito a vigilancia entomoldgica, o método quimico ainda é o
mais empregado, sendo os inseticidas sintéticos a forma mais tradicionalmente utilizada para
esse fim.

Contudo, o uso continuo desses produtos pode apresentar efeitos indesejaveis

comprometendo a saude ambiental, devido a sua longa permanéncia no ambiente, além de
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colaborar para a selecdo de populacdes de insetos resistentes e também para o aparecimento
de novas pragas (DONALISIO & GLASSER, 2002; CARVALHO et al., 2004).

Diante dessa problematica, pesquisas estdo sendo desenvolvidas na busca de métodos
alternativos de combate ao vetor, a exemplo dos mosquitos transgénicos e da bactéria
wolbachia. Outro método que tem despertado o interesse da comunidade cientifica € o uso de
metabolitos secundarios com atividade inseticida, em substituicdo aos defensivos sintéticos,
conforme destacado por Barreto (2005).

Diante do exposto, diversos estudos tém sido conduzidos no intuito de obter
substancias inseticidas de origem botanica, com atuacéo sobre o Ae. aegypti, que sejam mais
eficazes e a0 mesmo tempo mais seletivos, viaveis economicamente e biodegradaveis
(COSTA et al., 2009; SELVARAJ & MOSSES, 2011; GOVINDARAJAN & SIVAKUMAR,
2012; OLIVEIRA et al., 2014; SILVA et al., 2014).

Dentre os géneros de interesse destaca-se 0 Aspidosperma, pois, conforme relato de
Oliveira (2009) suas espécies vegetais tem sido alvo de muitos estudos, nos quais ja foram
identificados em suas estruturas quimicas diversos alcaloides. Segundo Luca & Pierre (2000),
essa classe de substancias de metabdlitos secundarios atua sobre o sistema nervoso central,
sendo sua grande maioria utilizada como venenos ou alucindgenos. Algumas pesquisas
realizadas com espécies desse género apresentaram potenciais agentes antimalaricos (PEREZ,
2002; BOURDY et al., 2004; DOLABELA, 2012.).

No que diz respeito a atividade sobre insetos, estudos realizados com Aspidosperma
pyrifolium (Martius, 1824) (Apocynaceae), demonstraram que o0s extratos etanolicos obtidos
da casca do caule, dos frutos e das raizes apresentaram toxicidade sobre larvas de Plutella
xylostella (Linnaeus, 1758) (Plutellidae), (TRINDADE et al., 2008a). O extrato etandlico da
casca do caule de A. pyrifolium teve um efeito ovicida sobre Diatraea saccharalis (Fabricius,
1794) (Crambidae), além de apresentar acdo repelente sobre o parasitoide Trichogramma
galloi (Zucchi, 1980) (Trichogrammatidae), (TRINDADE et al., 2013). Segundo Melo et al.
(2014), o po fino obtido a partir da moagem dos ramos de A. pyrifolium, quando aplicado ao
feijdo-caupi, Vigna unguiculata (L.) Walp., reduziu significativamente a quantidade de
adultos de Callosobruchus maculatus (Fabr., 1775) (Bruchidae) emergidos, além de afetar a
razdo sexual, emergindo menos fémeas.

Dessa forma, buscou-se, através desta pesquisa, avaliar se 0s extratos obtidos da parte

aérea (folhas e fragmentos dos caules nos quais os peciolos das folhas estdo ligados) de
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Aspidosperma pyrifolium possuem atividade inseticida sobre larvas de Ae. aegypti, no intuito
de encontrar uma alternativa eficaz de controle e, a0 mesmo tempo, menos agressiva a saude

humana e ao meio ambiente.

1.10BJETIVOS

1.1.1 Objetivo Geral

Avaliar a atividade larvicida de extratos obtidos da parte aérea de Aspidosperma
pyrifolium sobre o0 Ae. aegypti.

1.1.2 Objetivos Especificos

a) Awvaliar a atividade larvicida dos extratos aquosos obtidos da parte aérea fresca e

seca;
b) Awvaliar a atividade larvicida do extrato etandlico;

c) Avaliar a atividade larvicida de fragdes obtidas a partir do fracionamento do

extrato etandlico; e

d) Realizar a prospec¢do fitoquimica preliminar do extrato etandlico e das fracbes

obtidas a partir do fracionamento do extrato etanolico.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Aedes aegypti (Linnaeus, 1762), (Diptera: Culicidae)

A dengue € uma doenca viral humana, de grande importancia epidemiolégica em todo
0 mundo. Segundo Brasil (2000) e causada por um arbovirus pertencente ao género
Flavivirus, familia Flaviviridae, com quatro sorotipos conhecidos (DEN1, DEN2, DENS3 e
DEN4). O virus é transmitido por mosquitos, sendo o principal vetor nas Américas o Aedes
aegypti (Linnaeus, 1762) (BRASIL, 2005). As condi¢Bes socioambientais, como 0 processo
de urbanizacdo, a deficiéncia da infraestrutura social e os habitos da populacdo contribuiram
para a dispersdo do vetor, e, consequentemente, o avanco da doenca (PROGRAMA
NACIONAL DE CONTROLE DO DENGUE, 2002; FORATTINI, 2002).

Segundo Barata et al. (2007) o Ae. aegypti € hoje considerado a principal espécie
dentre os culicideos de area urbana, responsavel pela transmissdo do virus da dengue, sendo
ainda potencial vetor do virus da febre amarela, o0 que demanda a necessidade de uma

constante vigilancia e controle dessa espécie em todo territorio nacional.

2.1.1 Morfologia e taxonomia

A familia Culicidae compreende mosquitos pertencentes a ordem Diptera, da classe
Insecta, que abrange aproximadamente 3.600 espécies distribuidas em 38 géneros e duas
subfamilias: Anophelinae e Culicinae (FORATTINI, 2002). A subfamilia Culicinae ¢é
distribuida em 35 géneros, dos quais 22 sdo encontrados nas Américas e 12 sdo exclusivos
desta, apresentando em geral arbovirus causadores de doencas como dengue, febre amarela e
ainda encefalites rigidas (CONSOLI & LOURENCO DE OLIVEIRA, 1994; FORATTINI,
2002).

Os mosquitos sdo geralmente de pequeno porte, corpo delgado, de pernas longas, que
sdo facilmente reconhecidos pelo proboscis alongado (tromba) e a presenca de manchas
brancas na maioria das partes do corpo. As larvas diferem-se de outros insetos aquaticos pela
auséncia de pernas, apresenta uma cabega distinta tendo escovas boca e antenas, um torax

bulboso que é maior do que a cabeca e abdome, posterior papilas anal e também um par de
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aberturas respiratérias (subfamilia Anophelinae) ou um sifao alongado (subfamilia Culicinae)
suportados proximo da extremidade do abdome (FORATTINI, 2002; HARBACH, 2011).

Na subfamilia Culicinae encontra-se o Ae. aegypti, medindo cerca de 3 a 6 mm, com
coloragéo escura, rajado com listas brancas no corpo e nas patas.

Os ovos dos culicideos medem cerca de 1 mm de comprimento, alongados ou de
forma aproximadamente ovoide. Sao envolvidos por uma casca impermeavel, que é composta
de trés camadas: uma membrana vitelina fina (que envolve o nucleo, o citoplasma e o vitelo),
o0 endocério (que € duro e grosso) e o exocdrio (fino e transparente e que constitui o invélucro
externo). O exocdrio, geralmente, apresenta ornamentacdes que auxiliam na identificacdo da
espécie. No cério existe um orificio no qual o espermatozoide penetra para fecundar o 6vulo
(CONSOLI & LOURENCO DE OLIVEIRA, 1994).

No que diz respeito ao corpo da larva, 0 mesmo divide-se em cabega, térax e abdome
(Figura 1). A cabeca e o torax séo globosos, o abdome é cilindrico e apresenta-se dividido em
8 segmentos aparentes e mais 2 reduzidos e modificados em anus e genitalia externa. Ainda com
relacdo a cabeca, esta é provida de um par de antenas e um par de olhos compostos. No que
tange ao aparelho bucal, este € classificado como mastigador-raspador. No oitavo e ultimo
segmento localiza-se o sifdo respiratorio: curto, grosso e escuro. No sifao encontra-se de cada
lado uma fileira de espinhos conhecida como pecten. No ultimo segmento termina-se o tubo
digestivo da larva. Neste segmento, encontra- se um tufo de sedas (escova ventral), a sela que
pode ser completa ou incompleta e na sua extremidade, em redor do &nus, encontram-se as
papilas anais (LOZOVEI, 2001; FORATTINI, 2002).

A pupa esta divida em cefalotérax (cabeca + torax) e abdome, podendo ser observada
com o aspecto de uma virgula (Figura 2). No cefalotérax encontram-se as trompetas
respiratérias e também os olhos, sendo estes compostos. O abdome apresenta-se com oito
segmentos visiveis. Cada segmento contém inmeras sedas curtas e o ultimo apresenta em seu
término um par de estruturas ovais e achatadas chamadas de palhetas natatdrias (FUNASA,
2001; FORATTINI, 2002).
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Figura 2 - Pupa de Aedes aegypti. (Fonte: Funasa, 2001).
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Os adultos s@o mosquitos pequenos e delgados. O corpo encontra-se dividido em
cabeca, térax e abdome (Figura 3). A cabeca ¢é globosa e possui um par de olhos compostos
(SATHE & GIRHE, 2002). Entre os olhos esta presente um par de antenas longas, que
caracteriza a distincdo do sexo da espécie por ser pilosas nas fémeas e plumosas nos machos,
além destes apresentar também palpos mais longos localizados abaixo das antenas. Entre os
palpos aparece o proboscide alongado (tromba), projetado para frente. Nas fémeas o
proboscide é do tipo picador-sugador e € dotado de seis estiletes: o labro, um par de
mandibulas, um par de maxilas e a hipofaringe. No tdrax encontra-se as asas e as patas. Na
face dorsal do torax encontra-se 0 escuto e, atras deste, o escutelo. As asas sdo longas e
estreitas, sendo que a quantidade e disposicdo das suas nervuras ndo difere entre as espécies
de mosquitos. As patas dos mosquitos sdo longas e delgadas e estdo dotadas de coxa,
trocanter, fémur, tibia e tarso, sendo este Ultimo constituido por cinco tarsémeros. O abdome é
composto de dez segmentos, mas apenas 0s sete ou oito primeiros sdo visiveis. O ultimo
segmento abdominal da fémea termina com um par de cercas enquanto nos machos existe um
par de articulos, um basal e outro distal, 0 gonocoxito e o gonostilo, respectivamente
(FORATTINI, 2002; SATHE & GIRHE, 2002).
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Figura 3 - Morfologia externa de um adulto macho de Aedes aegypti. (Fonte: Funasa, 2001).
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2.1.2 Ciclo de vida

O Ae. aegypti apresenta metamorfose completa em seu ciclo de vida evolutivo, por
isso é conhecido como holometébolo. Apresentam um ciclo de vida composto por quatro
fases: ovo, larva (quatro estadios larvais), pupa, 0s quais fazem parte da fase aquatica e o
adulto, representando a fase terrestre (Figura 4) (FORATTINI, 2002).

Vo ==

PRIMEIRO ESTADIO
DA LARVA

SEGUNDO ESTADIO
DA LARVA

DA LARVA

QUARTO ESTADIO
DA LARVA

Figura - 4: Ciclo de vida do Aedes aegypti. (Fonte:< http://dengue.cecom.unicamp.br/wp
content/uploads/2014/07/AEDES-AEGYPTI.qgif>). Acesso em: 27 de jul. 2014.

Ovo:

Os ovos de Ae. aegypti séo elipticos, alongados e fusiformes com aproximadamente
1mm de comprimento. Inicialmente séo brancos, mas apos cerca de duas horas tornam-se
quase negros. A oviposicdo é realizada nos mais diversos substratos e 0 nimero de posturas
esta diretamente relacionado com a quantidade de sangue ingerido pela fémea do mosquito. A
fecundacéo ocorre durante a postura e o desenvolvimento do embrido se completa em 48 a 72

horas, desde que haja condic¢des climaticas favoraveis.
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Ao final do processo do desenvolvimento embrionario, 0s ovos podem entdo resistir a
longos periodos de dessecacdo, podendo prolongar-se por até mais de um ano. Esse fator
contribui diretamente para a dificil erradicacdo do Ae. aegypti, esta resisténcia facilita o
transporte desses ovos através de recipientes e até mesmo de serem dispersos atraves dos
ventos (FUNASA, 2001).

Larva:

As larvas sdo alongadas, vermiformes, esbranquicadas. Habitam quaisquer locais que
possam acumular dgua podendo enfrentar as mudancas rapidas de salinidade. A fase larval
apresenta-se em quatros estagios evolutivos (L1, L2, L3 e L4). Sob condig¢des apropriadas, o
periodo entre a eclosdo do ovo e a pupagdo ndo excede cinco dias, entretanto, se as condi¢coes
de temperaturas ndo forem apropriadas, ou ainda houver escassez de alimento, o 4° estagio
larvario pode prolongar-se por varias semanas, antes de sua transformacdo em pupa.
(FUNASA, 2001).

Pupa:

O estadio pupal corresponde a um periodo de transicdo entre a fase aquatica e a
terrestre. N&o requer alimentaco e a sua duracdo aproximada é de dois a trés dias. E nessa
fase que ocorrem as modificacfes necessarias para o surgimento do adulto (CONSOLI &
LOURENCO-DE-OLIVEIRA, 1994).

Adulto:

Um mosquito adulto vive na natureza por aproximadamente 30 a 35 dias. Sua
capacidade de dispersdo pelo v6o é muito pequena, quando comparada com a de outras
espécies, por isso € bastante comum que a fémea do mosquito passe toda sua vida nas
proximidades do local de onde eclodiu, contanto que haja hospedeiros. Raramente a dispersao
pelo voo excede os 100 metros. Contudo, ja foi demonstrado que uma fémea gravida pode
voar até 3 Km na procura de um local adequado para a oviposic¢ao, quando ndo héa recipientes
apropriados nas proximidades (FUNASA, 2001). A oviposicdo é feita em criadouros
artificiais, em geral em pequenas colecbes de &gua limpa e parada, localizadas nas

proximidades das casas, no entanto o seu desenvolvimento também pode ocorrer em agua
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poluida. A oviposicdo € realizada nas paredes dos recipientes, imediatamente acima da
superficie da agua, onde 0s ovos podem ser Vistos COMo pequenos pontos escuros.

Somente as fémeas dos mosquitos Ae. aegpyti se alimentam de sangue, pois precisam
deste para o desenvolvimento dos ovos (FORATTINI 2002; LOURENCO-DE-OLIVEIRA
2005). A busca por esse alimento ocorre nas primeiras horas do dia e ao anoitecer. Segundo o
Ministério da Saude, no momento do acasalamento, uma Unica inseminacgéo € suficiente para
fecundar todos os ovos que a fémea venha a produzir durante toda sua vida (FUNASA, 2001).
E denominado mosquito urbano, com preferéncia por areas fechadas, proximas ao chio. A

temperatura mais apropriada para o seu desenvolvimento é entre 25° e 30°C.

2.1.3 Distribuicdo geogréfica, importancia epidemiolégica e controle

O Ae. aegypti, popularmente conhecido como mosquito da dengue, € uma espécie
originaria do Egito, tendo proliferado pelo mundo nos séculos XV e XVI, advindos da costa
leste da Africa (TIMERMAN et al., 2009), e que, provavelmente, foi trazido ao Brasil durante
0 descobrimento com o trafico de escravos (FUNASA, 2001; REY, 2001).

Fatores ambientais ligados a forma de ocupacdo do espago geografico e ao clima,
principalmente chuva e temperatura, podem influenciar a dindmica populacional do Ae.
aegypti e, consequentemente, o contexto da reemergéncia da dengue (GUBLER & CLARK,
1995; GUBLER, 2001). Devido a sua facil adaptacéo a criadouros artificiais o controle desse
vetor torna-se bastante dificil (TAUIL, 2002).

No Brasil, o Ae. aegypti chegou a ser considerado erradicado, todavia foi reintroduzido
no Para (PA) em 1967, detectado em Salvador (BA) em 1976, atingindo também o Rio de
Janeiro (RJ) em 1977. Em 1990 o pais chegou a apresentar 80% dos casos de dengue
epidémica notificados nas Ameéricas, sendo a ocorréncia em 24 estados e no Distrito Federal
(SCHATZMAYR, 2000). Sabe-se que a sua ocorréncia ja foi registrada em todos os paises da
America, com exce¢do do Canada, sendo que no Brasil esse vetor ja foi localizado em todo o
territorio. Ocupa as faixas tropical e subtropical da Terra, com altitude aproximada de 1000
metros, sendo ainda limitado a temperatura de 10°C (FUNASA, 2001).

As conseqiiéncias da doenga no hospedeiro humano ao contrair o virus da dengue,
pode apresentar-se de duas formas: a classica e a hemorragica. A classica se comporta de

maneira subita, sem grandes complicagdes, vindo logo em seguida uma melhora progressiva.
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A hemorragica, forma mais grave da doenca, que além de apresentar todos os sintomas da
forma classica, apos o quinto dia de infeccdo ocorre sangramento e hemorragias em varios
6rgdos, podendo ocasionar & morte (TAUIL, 2001; BRASIL, 2000).

Tanto os aspectos urbanos como o0s agentes etiologicos fazem parte do ciclo que
envolve o mosquito Ae. aegypti e o ser humano. Este culicideo mantém habitos diurnos e com
consideravel grau de antropofilia, assumindo assim aspecto domiciliado. Segundo Donalisio e
Glasser (2002), uma vez que a fémea do Ae. aegypti foi infectada, esta assim permanece por
toda a sua vida, ainda que realize repastos em humanos inumeras vezes, fator esse que
contribui para o maior potencial de disseminacdo da virose, visto que o mosquito realiza
varios repastos antes de completar seu ciclo gonotrofico.

A situacdo epidemoldgica no continente € critica, visto que a doenga atua em diversos
paises, e ocasiona prejuizos irreversiveis como muitos dbitos, além de um custo politico e
social relevante. Dessa forma, a dengue tornou-se na atualidade umas das mais importantes
doencas reemergentes do mundo (COELHO, 2008; CARVALHO et al., 2011).

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), estima-se que 0 nimero de pessoas
infectadas pelo virus do dengue pode chegar a 50 milhdes de casos em todo o mundo (WHO,
2009)

Segundo o Boletim Epidemiol6gico do Ministério da Saude (2009), no ano de 2009, as
notificagcbes provindas dos casos suspeitos de dengue totalizaram 529.237, e ainda 2.271
casos confirmados de Febre Hemorragica. No ano de 2010, esse nimero aumentou, sendo que
somente os registros realizados durante os meses de janeiro a julho quantificavam 942.153
casos suspeitos de dengue, com 482.284 casos confirmados (MINISTERIO DA SAUDE,
2010).

A remocdo ou destruicdo de criadouros, a utilizacdo de agentes de controle bioldgico
em caixas d'agua, cisternas e tambores de metal, assim como a participacdo da comunidade
constitui um componente essencial da rotina de controle do Ae. Aegypti (WHO, 2006).

Apesar de haver pesquisas em andamento, ainda ndo existe vacina contra o virus da
dengue (WHITEHEAD et al., 2003; ROTHMAN, 2004). Para tanto, a unica forma de
combater a dengue foca-se no controle do vetor.

Durante a Segunda Guerra Mundial, com a grande infestacdo de algumas pragas e
insetos, houve a necessidade da busca de novos pesticidas que atuassem no controle destas.

Nesse periodo ocorreu a descoberta de novos inseticidas quimicos, como o DDT (dicloro
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difenil tricloroetano), um organoclorado que passou a ser considerado um inseticida potente
atuando em substituicdo aos demais. O DDT foi utilizado pela primeira vez para controle de
populagdes de mosquito em 1946, sendo identificada no ano seguinte a resisténcia a este
composto em duas espécies, Aedes tritaeniorhynchus e Aedes solicitans (BROWN, 1986).

No Brasil, os inseticidas quimicos mais utilizados sdo os fosforados, carbamatos e
piretroides. No entanto, a resisténcia do Ae. aegypti ao temefés vem sendo relatada em
diversas localidades brasileiras, sendo entdo substituido pelo diflubenzuron, um inibidor da
sintese de quitina, no controle de larvas do mosquito (LUNA et al., 2004; LIMA et al., 2006;
BESERRA et al., 2007; MINISTERIO DA SAUDE, 2010).

Quanto a acdo desses compostos no organismo dos insetos, acontece da seguinte
forma: Os clorados agem sobre o sistema nervoso, fazendo com que haja um desequilibrio na
entrada e saida de ions da membrana dos neurénios, comprometendo assim a transmissdo dos
impulsos nervosos. Os organofosforados sdo derivados do acido fosforico, causa inibicédo
irreversivel da enzima acetilcolinesterase, mediador quimico nas transmissdes nervosas. Os
carbamatos, derivados do &cido carbamico possuem acdo colinesterasica que se assemelha aos
fosforados, porém a inibicdo da enzima é reversivel podendo voltar a sua funcdo normal com
a suspensdo da fonte de inibicdo. Os piretrdides atuam sobre a membrana dos neurdnios,
comprometendo a conduco dos impulsos nervosos (MINISTERIO DA SAUDE, 2001).

No entanto, o desenvolvimento de resisténcia em uma populacdo de mosquitos sob
pressdo de inseticidas é bastante comum, pois a mortalidade ocorre somente nos individuos
suscetiveis, e aqueles considerados mais resistentes acabam sobrevivendo, transferindo essa
capacidade de resisténcia para os seus descendentes (DONALISIO & GLASSER, 2002),
necessitando assim de outras medidas alternativas que contribua no controle do vetor. Além
disso, 0 uso excessivo desses compostos apresenta inimeras desvantagens, uma vez que Sao
bioacumulativos favorece a contaminacdo ambiental comprometendo a saude genérica da
fauna, e ainda podem ficar retidos no tecido vivo e passar a fazer parte da cadeia alimentar,
pondo em risco a saude humana (MINISTERIO DA SAUDE, 2001).

Diante dessa problematica, pesquisas buscando métodos alternativos que sejam menos
impactantes a saide humana, ao meio ambiente e viaveis economicamente ganharam novo

impulso, a exemplo dos inseticidas botanicos.
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2.2 A Caatinga, a producdo de metabolitos secundarios e o controle de insetos

O Brasil se encontra entre 0s 17 paises mais ricos em biodiversidade, possuindo seis
biomas terrestres e trés grandes ecossistemas marinhos, sendo ainda conhecido por ser dono
da flora mais rica do mundo, com cerca de 55.000 mil espécies de plantas catalogadas como
existentes no pais, alem de 524 espécies de mamiferos, 1.677 de aves, 517 de anfibios e 2.657
de peixes. Todos esses fatores, incluindo a sua extenséao territorial, diversidade geografica e
climética, fazem com que 0 nosso pais abrigue uma imensa diversidade biol6gica, tornando-o
0 maior pais detentor de megadiversidade do Planeta (LEWINSOHN & PRADO, 2000;
MINISTERIO DO MEIO AMBIENTE, 2002; MINISTERIO DO MEIO AMBIENTE, 2011).

Dentre os biomas, a Caatinga € o Unico ecossistema exclusivamente brasileiro,
ocupando uma area de aproximadamente 845 mil km, cerca de 11 % do territério nacional,
sendo que 70% desse total concentra-se na regidao Nordeste, abrangendo, assim, nove estados,
cobrindo a maior parte do Piaui, Ceara, Rio Grande do Norte, Paraiba, Pernambuco, Alagoas,
Sergipe, Bahia e a parte do norte de Minas Gerais (PRADO, 2003; LEAL et al., 2005).

A vegetacdo da Caatinga € caracterizada por possuir arbustos e arvores de pequeno
porte como cactos, bromeliaceas, sendo estas resistentes as drasticas condi¢bes climaticas
como, por exemplo, solo arido e a altas temperaturas.

O termo “Caatinga” tem sua origem do Tupi-guarani que significa “Mata Branca”, 0
qual descreve o aspecto de sua vegetacdo na estacdo seca, periodo em que a mesma perde as
folhas deixando a mostra seus troncos esbranquicados (PRADO, 2003). No que diz respeito a
estacdo chuvosa, esta é intensa e irregular, com aproximadamente quatro a cinco meses de
duracdo, resultando assim em um balango hidrico negativo para oito a nove meses do ano.
Como conseqiiéncia disso, o solo é compacto e duro, e a escassez de agua na regido dificulta
a fotossintese e faz com que a resiliéncia proveniente da interferéncia humana do bioma seja
muito pequena (FIGUEIREDO et al., 2012; TOLEDO, 2013).

Uma analise comparativa realizada pelo quarto Relatério Nacional do Brasil para a
Convencdo sobre Diversidade Bioldgicas prevé um clima futuro mais quente e Umido para
regido nordeste até o final do século XXI, substituindo a Caatinga por uma vegetacdo mais
arida. Um dos motivos para esse fator é o desmatamento da Amazdnia que impactara

significativamente no semiarido tornando-o mais seco. Como consequéncia de temperaturas
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mais altas, o déficit hidrico, que ja é grande, tende a crescer (MINISTERIO DO MEIO
AMBIENTE, 2011).

Toledo (2013) estipula que apenas 54% do bioma esteja conservado, sendo a Bahia,
Ceard, Piaui e Pernambuco os estados que mais desmataram. Para Silva et al. (2004a), 20% da
cobertura florestal da Caatinga esta em bom estado, enquanto 40% foi cortada para lenha ou
removidos para a agricultura ou pecuéria e 15% mostra altos niveis de degradacéo, situacdo
esta que se ndo provocar nas pessoas uma mobilizagdo a fim de buscar meios de realizarem a
reestruturagdo do local, podera causar a desertificacdo do bioma, ocasionando assim a faléncia
da paisagem natural , e, conseqlientemente, perca na qualidade de vida da populacéo.

Por muito tempo a Caatinga teve sua imagem botanica desvalorizada e vista como
uma diversidade muito baixa de plantas, sem espécies endémicas e muito modificadas pelas
acOes antropicas. No entanto nos ultimos anos a Caatinga tem atraido muita atencdo, mudando
a concepcdo de todos em relagcdo a exuberancia de sua vegetacdo. Segundo Guimaraes et al.
(2013), cerca de 932 espécies vegetais foram registradas na regido, sendo 380 endémicas do
bioma.

Entre uma gama de pesquisas realizadas nesse bioma, destaca-se as voltadas para 0s
metabolitos secundéarios produzidos por algumas espécies, pois como ressalta Dewick (2009)
esses compostos sao altamente bioativos, e muitos medicamentos tém como origem moléculas
organicas procedentes dessas substancias.

Diante do exposto, a Caatinga tem sido fonte de estudos etnofarmacoldgicos a
exemplo da espécie Myracrodruon urundeuva Allemdo (Anacardiaceae), conhecida
popularmente como aroeira, onde pesquisas tém atestado cientificamente propriedades
antiflamatdria da mesma, a saber: Goes et al. (2005) e ainda Souza et al. (2007).

Além de efeitos farmacoldgicos, a flora da Caatinga tem revelado também um grande
potencial inseticida. Garcez et al. (2013), chama a atencdo para a atividade inseticida dos
metabolitos secundarios, visto que cada planta apresenta estruturas quimicas diferentes, dessa
forma apresentardo acOes divergente sobre 0s insetos.

Os alcaloides, por exemplo, sdo bastante conhecidos devido a presenca de
propriedades bioldgicas importantes, a exemplo do seu efeito fagoinibidor e tdxico em muitos
insetos (CHIESA & MOYNA, 2004).

Os terpenos compreendem uma grande abundancia de substancias de origem vegetal e

sua importancia ecologica como defensivos de plantas ja se encontra bem estabelecida.
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Algumas caracteristicas referentes a atividades como inibicdo ou retardo de crescimento,
danos na maturacéo, reducédo da capacidade reprodutiva, supressores de apetite, podendo levar
os insetos predadores & morte por inani¢do ou toxicidade direta ja foram observadas através
de estudos desses compostos (JUNIOR, 2003).

Os taninos sdo compostos fenolicos, que possuem propriedades como a de ser bastante
solGveis em agua sendo também capazes de precipitar proteinas. Os taninos condensados
apresentam atividade toxica para os insetos, devido & habilidade de ligar-se as proteinas
digestivas e outras macromoléculas, além de propiciar efeito antimicrobiano e antifingico
(SIMOES et al., 2001).

Os flavonoides desempenham importantes funcdes nos vegetais e apresentam diversas
atividades bioldgicas, por exemplo, a protecdo contra fungos, bactérias e insetos (SILVA et
al., 2014).

Isman (2006) e Navarro-Silva et al. (2009), relatam sobre a diversidade de compostos
ativos das espécies botanicas que segundo eles agem sinergicamente, apresentando
caracteristicas capazes de serem empregados em sistemas de manejo integrado de pragas,
como alternativas no controle e monitoramento das populagdes de mosquitos.

Trindade et al. (2008b) também destacam o uso dos produtos vegetais, relatando o
seu potencial sobre os insetos, sendo que estes sdo capazes de desenvolver agbes como
repeléncia, inibicdo da alimentacdo, oviposicdo e do crescimento, alteragdes morfogenéticas,
no sistema hormonal, e ainda no comportamento sexual e também a esterilizacdo de adultos,
fatores esses que contribuem para um aumento na mortalidade dos mesmos.

Com relacdo ao Ae. aegypti, diversos estudos tém sido desenvolvidos no sentido de
avaliar o potencial inseticida de espécies de plantas da Caatinga. Cavalheiro et al. (2009),
demonstrou o potencial larvicida do extrato aquoso de Caesalpinia ferrea Mart. sobre o Ae.
aegypti, Silva et al. (2014) avaliou a atividade larvicida de extratos obtidos do caule de
Croton linearifolius Mull. Arg. sobre larvas de Ae. aegypti e Oliveira et al. (2014) estudou a

atividade larvicida do extrato etandlico da raiz de croton linearifolius sobre Ae. aegypti.

2.3 Aspidosperma pyrifolium (Martius, 1824) (Apocynaceae)

A familia Apocynaceae possui aproximadamente 355 géneros e 3700 espécies, com

distribuicdo tropical e subtropical, com poucos géneros ocorrendo em regides temperadas
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(JUDD et al., 2009). Aproximadamente 95 géneros e 850 espécies sdo encontradas no Brasil
(SOUZA & LORENZI, 2008). Esta familia ¢ ainda conhecida pela presenca frequente de
alcaloides em suas estruturas quimicas (PEREIRA et al., 2007), fator este que faz de suas
espécies uma fonte importantissima de estudos voltados para o isolamento dos compostos
quimicos, que por sua vez, podem ser bastante Uteis para medicina (DI STASI & HIRUMA-
LIMA, 2002).

As espécies pertencentes ao género Aspidosperma sdo consideradas produtoras de
madeiras nobres de grande durabilidade (FUMAGALI et al., 2008). Dentre essas encontra-se
Aspidosperma pyrifolium, conhecida popularmente como pereiro, pau-pereiro, pereiro-
vermelho, pau-de-coaru (CORREA, 1978), é uma espécie considerada endémica, originaria
da Caatinga (SILVA et al., 2006).

De acordo com Maia (2004), A. pyrifolium é uma arvore de porte regular, podendo
atingir em média entre 7 e 8m de altura. As folhas sdo ovais e suas flores de cor clara, o fruto
possui uma coloracdo castanho-claro, com pequenas verrugas de cor cinza, que comporta
cerca de 5 sementes, sendo a forma de disperséo feita através do vento. A madeira possui uma
cor clara, moderadamente pesada e é considerada bastante resistente.

Com relacédo ao efeito medicinal A. pyrifolium, é utilizada pela popula¢do no combate
a inflamacdo do trato urinario, dermatite, dor de estbmago, cdlicas, coceira, problemas
cardiacos, diarréia, tendo ainda efeitos sedativos (CRAVEIRO et al., 1983; SANTOS et al.,
2013).

Contudo, essa espécie possui uma importancia tdxica relevante entre as demais
vegetacOes do bioma, segundo Silva et al. (2006). Em um estudo realizado por Medeiros et al.
(2004), as folhas in natura de A. pyrifolium causou aborto ou nascimento prematuro seguido
de morte em caprinos, quando ingerida nos primeiros 34 dias de gestagdo. De Souza Lima &
Soto-Blanco (2010), pesquisaram o efeito abortivo do extrato aquoso etandlico das folhas de
A. pyrifolium em ratas Wistar prenhes, concluindo que a administracdo do mesmo no 15°
gestacional ou até o 17° apresentaram reducdo do peso fetal e forte evidéncia de toxicidade
materna. Lima & Soto Blanco (2009), demonstraram que o extrato etanolico das folhas de A.
pyrifolium, ocasionou efeito hemolitico e também efeito toxico em larvas de Artemia salina.

No que diz respeito ao controle de insetos Trindade et al. (2008) relataram resultados
significativos com o0 uso dos extratos etanolicos da casca do caule, do fruto e da raiz de A.

pyrifolium sobre larvas de Plutella xylostella (Linnaeus, 1758), e ainda Torres (2006)
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demonstrou o potencial larvicida do extrato aquoso da casca do caule de A. pyrifolium sobre
esse mesmo inseto. TRINDADE et al. (2013) relataram eficiente efeito ovicida sobre
Diatraea saccharalis tratadas com extrato etandlico da casca do caule de A. pyrifolium, e acdo
repelente sobre o parasitoide Trichogramma galloi tratadas com este mesmo extrato. Segundo
Melo et al. (2014), os pés finos dos ramos oriundos dessa espécie apresentaram potencial
bioativo na biologia de Callosobruchus maculatus, reduzindo significativamente a quantidade
de adultos emergidos e ainda a proporcao de fémeas de C. maculatus.

Estudos realizados por Araujo Jr. et al. (2007) com o extrato aquoso da casca do caule de
A. pyrifoilium revelaram a presenca dos alcaloides indolicos 15-demetoxipirifolina,

aspidofractinina e N-formilaspidofractinina.
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3 MATERIAL E METODOS

Os experimentos descritos neste trabalho foram realizados no Laboratério de
Pesquisas de Inseticidas Naturais — LAPIN, em colaboracdo do Laboratério de Produtos
Naturais — LAPRON, que juntos formam o Nucleo de Pesquisas em Quimica Aplicada —
NUPESQ, da Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia — UESB, Itapetinga — BA. A
técnica de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) foi realizada na Universidade Federal
Rural do Rio de Janeiro — UFRRJ.

O interesse por avaliar o potencial inseticida de Aspidosperma pyrifolium Mart.
(Apocynaceae), objeto desse estudo, ocorreu a partir de relatos feitos pelo mateiro Sr. Anténio
Correia Freire, durante um levantamento etnoboténico realizado por Silva et al. (2012) na

regido de Contendas do Sincora-BA.

3.1 Planta

3.1.1 Coleta e identificacdo do material botanico

A parte aérea (folhas e fragmentos dos caules nos quais os peciolos das folhas estéo
ligados) de Aspidosperma pyrifolium (Figura 5), foram coletadas nos meses de janeiro e abril
de 2014 na Floresta Nacional Contendas do Sincora (S15°15.052° W040°15.147”), localizada
no municipio de Contendas do Sincora-BA (Figura 6), uma regido caracterizada por possuir
um clima semiarido quente (tipo BSwh' pela classificacdo de Koppen), com estacdo chuvosa
nos periodos de novembro a janeiro, sendo a sua precipitacdo entre 500 a 1.000 mm anuais. A
temperatura varia de 21 a 28°C, com umidade relativa de 60 a 70%. O solo se enquadra na
associacdo de Podzolicos Vermelho e Litdlicos Eutroficos (LIMA & LIMA, 1998).

A exsicata do material botanico foi encaminhada ao Herbario da Universidade
Estadual do Sudoeste da Bahia (UESB) campus de Jequié, e em seguida identificada e
registrada no acervo pela taxonomista Profa. Dra. Guadalupe Edilma Licona de Macedo, com
0 registro HUESB 6319.
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Figura 6 - Floresta Nacional Contendas do Sincora (a) Imagem da entrada; (b) Imagem da Sede.

3.1.2 Processamento do material vegetal

As partes aéreas (folhas e fragmentos dos caules nos quais 0s peciolos das folhas estéo
ligados) coletadas foram levadas para o laboratério, onde inicialmente separou-se 800 g para a

obtencgdo dos extratos aquosos a partir do material fresco (Figura 7a). O restante do material
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coletado foi pesado (2.109,9 g) e, posteriormente, encaminhado para uma estufa de circulagédo
de ar regulada a 50 °C, durante 48 horas (Figura 7b). Apods secagem, o material vegetal foi
novamente pesado, obtendo-se o valor de 1.814,1 g, sendo que deste valor 800 g foram
reservados para a obtencdo dos extratos aquosos feitos com o material seco e o restante
(1.014,1 g) foi utilizado para a extragdo com o etanol. Anterior ao processo de extracao o

material vegetal fresco e seco, foram fragmentados.

Figura 7. Aspidosperma pyrifolium: (a) Parte aérea fresca; (b) Parte aérea seca.

3.1.3 Obtencao dos extratos

3.1.3.1 Aquosos

Os extratos aquosos oriundos da parte aérea fresca e seca foram obtidos pelos
processos de decoccéo, infusdo e maceracao (Figura 8).

Na decoccdo, adicionou-se em 1 L de &dgua deionizada, a temperatura ambiente, 200
g da parte aérea de A. pyrifolium, e em seguida submeteu-se a fervura por 15 minutos, apés
o qual o material foi coado e reservado até atingir a temperatura ambiente (25+2°C).

Para o processo de infusdo foi aquecido 1 L de agua deionizada, que ap6s entrar em
ebulicéo foi colocada em um funil de separacdo de 2 L contendo 200 g da parte da planta a
ser avaliada. Apés 15 min de contato o material foi filtrado e reservado até atingir a
temperatura ambiente (25+2°C).

Na maceracdo foram usados 200 g do vegetal, o qual foi colocado em um funil de

separacdo de 2 L, em seguida acrescentou-se 1 L de agua deionizada em temperatura



ambiente (25+£2°C), ficando em contato com a mesma por um periodo de 24 horas, sendo
posteriormente filtrado.

Os extratos aquosos obtidos pelos métodos de infusdo e decocgdo foram
acondicionados em geladeira por um periodo de 24 horas, e logo ap6s submetido aos
ensaios larvicidas. O macerado foi utilizado logo apds ter sido filtrado, conforme

fluxograma apresentado na figura 9.

Figura 8 - Imagens dos processos realizados para obtencdo dos extratos aquosos com a parte
aérea fresca de A. pyrifolium, o mesmo realizado com a parte aérea seca: (a) Decocgéo; (b) Infuséo;
(c) Maceracdo.

3.1.3.2 Etandlico

Ap0s secagem o material vegetal foi fragmentado e transferido para um funil de
separagdo de 2 L, no qual permaneceu até a completa exaustdo da planta com etanol. O
extrato etandlico foi obtido através do processo de percolacdo, utilizando-se etanol a 95%,
concentrado em evaporador rotatério e, em seguida, colocado em recipiente aberto de vidro
(5cm X 6cm) até a completa evaporacdo do solvente, obtendo-se entdo 213,2 g de extrato
bruto etanolico (Figura 10), o qual foi, posteriormente, submetido aos ensaios larvicidas, e

fracionado, conforme fluxograma apresentado na Figura 11.
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PARTE AEREA

(Folhas e fragmentos)

PARTE AEREA FRESCA PARTE AEREA SECA
Decocgéo Decoccéo
Maceracéo Maceracéo
Infuséo D —> Infuséo

EXTRATOS AQUOSOS

AVALIACAO LARVICIDA

Figura 9- Fluxograma que apresenta a sequéncia metodolégica adotada para a obtencdo dos
extratos aquosos e posterior realizacdo da avaliacdo larvicida.
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Figura 10 - Imagens da metodologia adotada para obtencdo do extrato etandlico: (a) Parte aérea
seca de Aspidosperma pyrifolium submersa em etanol; (b) Extrato etandlico filtrado; (c)
Concentragdo do extrato etanolico em evaporador rotativo; (d) Extrato etandlico alocado em
recipiente de vidro para evaporacéo do solvente.

3.1.3 Fracionamento do extrato etanélico

Para a realizagéo do fracionamento do extrato etandlico, o mesmo foi submetido ao
processo de particdo, onde inicialmente 100 g do extrato foi solubilizado em 1 L de uma
solucdo hidroalcdolica (7:3), e, em seguida, a suspensdo foi transferida para um funil de
separacdo de 2 L. Logo apds deu-se inicio ao fracionamento através da técnica liquido-
liquido, com o uso dos respectivos solventes por ordem crescente de polaridade: hexano,

diclorometano e acetato de etila. Através desse procedimento foram obtidas quatro fragdes:

36
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hexanica (15,06 g), diclorometanica (58,1 g), acetato de etila (2,68 g) e hidroalcéolica
(33,10 g) (Figura 12), as quais foram, posteriormente, submetidas aos ensaios bioldgicos,

conforme fluxograma apresentado na Figura 11.

{ ] N\
PARTE AEREA
(Folhas e fraamentos)
\\ J
( ™

EXTRATO ETANOLICO

\. J
AVALIAGAO LARVICIDA FRACIONAMENTO PROSPECGAO FITOQUIMICA
(Matos, 1988)
~ ~ ‘ 2
HEXANICA DICLOROMETANICA ACETATO DE ETILA HIDROALCOOLICA
J

PROSPECGAO FITOQUIMICA (RMN)

DICLOROMETANICA DICLOROMETANICA + DICLOROMETANICA + HIDROALCOOLICA
ACETATO DE ETILA HEXANICA

AVALIAGCAO LARVICIDA

Figura 11- Fluxograma que apresenta a sequéncia metodoldgica adotada desde a obtencéo do extrato
etandlico a avaliacdo larvicida, bem como a prospeccéo fitoquimica.
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Figura 12 - Imagem das quatro fragGes obtidas a partir do fracionamento do extrato etandlico: (a)
Fracdo hexanica; (b) Fracdo diclorometanica; (c) Fracdo acetato de etila; (d) Fragdo hidroalcoolica.

3.1.5 Prospeccao fitoquimica

Concomitante aos ensaios biologicos foi realizada a prospeccdo fitoquimica do
extrato etanolico, de acordo com metodologia proposta por Matos (1988), que consistiu na
preparacdo de dois extratos, um hidrofilico (etanol/agua) na proporcao 7:3 e outro lipofilico
(cloroférmio). Posteriormente, esses extratos foram submetidos a uma marcha analitica
prospectiva com 0 objetivo de detectar os seguintes constituintes quimicos: acidos fixos
fortes, alcaloide, antocianidina, antocianina, base quaternaria, catequina, cumarina, esteroide
livre, fenois, flavonois, flavanonois, flavanona, flavona, heterosideo cianogénico,
leucoantocianida, quinona, resina, saponina, tanino condensado, triterpenoide e xantona. As
fracbes hexanica, diclorometénica, acetato de etila e hidroalcdolica foram submetidas a
RMN em espectrometro modelo Bucker (*H:500 MHz).

3.2 Ensaios bioldgicos — Atividade larvicida

O estabelecimento da colonia do Ae. aegypti, originou-se a partir de ovos da
linhagem Rockefeller, cedidos pelo Laboratério de Fisiologia e Controle de Artrédpodes
Vetores (LAFICAVE), da Fundacdo Oswaldo Cruz, do Rio de Janeiro.

A avaliacdo da atividade larvicida dos extratos foi conduzida em sala climatizada,
com temperatura e umidade média monitorada, através de um termo higrometro digital

(max/min Incoterm 7666), trés vezes ao dia (8, 13 e 19 horas).
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Foram utilizados em todos os ensaios larvicidas seis repeti¢cbes por tratamento, cada
repeticdo com 30 larvas, totalizando 180 larvas por tratamento. As observacdes da
mortalidade das larvas foram realizadas %%, 1, 2, 4, 8, 16 e 24 horas, apds a montagem do
experimento. As larvas foram consideradas mortas quando ndo se mantinham mais na
superficie dos extratos e apresentavam auséncia de movimentos, mesmo quando estimuladas

mecanicamente através de um pincel metélico.

3.2.1 Avaliagé&o dos extratos aquosos

Os experimentos realizados com 0s extratos aquosos, obtidos da parte aérea fresca e
seca, foram conduzidos em sala climatizada com registro de temperatura e umidade média
de 27,5°C e 51,4%, respectivamente.

Para a avaliacdo da atividade larvicida, inicialmente realizou-se um pré-teste que
consistiu na utilizacdo de 30 ml de cada extrato a 100% (Figura 13). A analise dos
resultados da mortalidade larval obtidos a partir deste pré-teste foi determinante para o
estudo do potencial larvicida desses extratos em diferentes concentragdes (100%, 80%, 60%,
40% e 20%), com vistas a obtencdo da concentracdo letal 50 (Figura 14). Para a obtencdo
das diferentes concentragdes (v/v) utilizou-se agua deionizada. O grupo controle foi

composto por dgua deionizada.

™ o
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Figura 13 - Procedimento adotado para a avaliacdo larvicida dos extratos aquosos: (a) Material
vegetal fresco; (b) Material vegetal seco.
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Figura 14 - Avaliagdo larvicida dos extratos aquosos obtidos pelos métodos de decocgdo, infusdo e
maceracdo em diferentes concentracfes: (a) Infusdo com o material vegetal fresco; (b) Maceragdo
com o material vegetal fresco; (c) Decoccdo com o material vegetal fresco; (d) Infusdo com o
material vegetal seco; (e) Maceragdo com o material vegetal seco; (f) Decoc¢do com o material
vegetal seco.

3.2.2 Avaliacéo do extrato etanolico e das fragoes

Inicialmente foi realizado um teste preliminar com o objetivo de avaliar o potencial
larvicida do extrato etanolico sobre as larvas de Ae. aegypti, bem como a partir dai apontar
as concentracdes que seriam utilizadas (Figura 15).

Para a solubilizacdo do extrato etandlico foi utilizada agua deionizada e etanol
absoluto, na proporcdo de 9:1. Foram avaliadas trés concentracdes: 10 mg mL™?, 5 mg mL™
e 2,5 mg mL™. Em cada concentracdo, bem como para o grupo controle, foram realizadas
duas repeticdes por tratamento, contendo 10 larvas cada uma, ficando estas em contato com

0S mesmos por 24 horas.
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Figura 15 - Avaliacdo preliminar do extrato bruto etandlico: (a) Aplicacdo das concentragdes; (b)
Larvas expostas as diferentes concentracdes; (c) Observacdo da mortalidade larval.

Para a avaliacdo da atividade larvicida do extrato etanolico, determinada a partir do
pré-teste, foram utilizadas cinco concentragdes (20 mg mL?, 15 mg mL™, 10 mg mL™?, 5 mg
mL" e 2,5 mg mL™), e um grupo controle que consistiu de 4gua deionizada e etanol a 95%,
na propor¢do de 7:3, a mesma solucédo utilizada para solubilizar o extrato etanolico (Figura
16).

Para avaliacdo da atividade larvicida da fracdo diclorometanica, foram utilizadas as
concentracdes de 12 mg mL™, 9 mgmL™, 7 mg mL™, 4 mg mL™ e 2 mg mL™, e um grupo
controle que consistiu de agua deionizada e metanol absoluto na proporcao de 7:3, a mesma
solucéo utilizada para solubilizar a fragdo diclorometanica (Figura 17).

Figura 16 - llustracdo da avaliacdo larvicida do extrato etandlico.
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Figura 17 — llustracéo da avaliag&o larvicida da fragéo diclorometanica.

Para avaliacdo da atividade larvicida da fracdo hidroalc6olica, foram também
utilizadas as concentragdes de 12 mgmL™, 9 mgmL™, 7mgmL™, 4mgmL™" e 2 mg mL™,
e um grupo controle que consistiu de agua deionizada e dimetilsulfoxido na proporcdo de
8:2, amesma solucdo utilizada para dissolver a fracdo hidroalcéolica (Figura 18).

Com as fragOes hexanica e de acetato de etila foi avaliado o potencial dessas fragdes
em aumentar ou reduzir o efeito toxico da fracdo diclorometanica sobre as larvas do Ae.
aegypti. Dessa forma utilizou-se a seguinte composicdo: diclorometanica + acetato de etila
(8 e 1g, respectivamente) e diclorometanica + hexanica (8 e 1g, respectivamente).

Para a sua solubilizagdo do composto diclorometénico + acetato de etila foi utilizado
metanol, agua deionizada e cloroférmio na proporcdo de 5:4:1, essa mesma solucdo foi
utilizada para o grupo controle. As concentragcdes avaliadas desse composto foram 10 mg
mL®, 75mgmL*, 58mgmL?, 3,3mgmL™e 1,7 mgmL" (Figura 19).

Figura 18 — llustracdo da avaliagdo larvicida da fracdo hidroalcélica.
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Figura 19 — llustracéo da avaliagdo larvicida da frag&o diclorometanica + acetato de etila.

No que diz respeito ao composto diclorometanica + hexanica Para a sua
solubilizacdo do composto diclorometanico + acetato de etila foi utilizado agua deionizada,
metanol e etanol na proporgdo de 5:4:1, essa mesma solucdo foi utilizada para o grupo
controle. As concentragdes avaliadas desse composto foram 10 mg mL™, 7,5 mg mL™, 5,8

mgmL?, 3,3mgmL"e 1,7 mgmL™ (Figura 20).

Figura 20 — llustragéo da avaliagdo larvicida da frag&o diclorometéanica + hexanica.

3.3 Analise estatistica

Os dados relativos a mortalidade larval em relcdo ao tempo de exposicdo as
diferentes concentracbes dos extratos foram submetidos ao teste de Tukey a 5% de
probabilidade para a comparacdo das médias. Para o calculo das concentragdes letais (CLs
e CLg) foi utilizado o programa computacional Probit for Logit Analysis (POLO-PC).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Avaliacdo da atividade larvicida dos extratos aquosos

A avaliacdo da atividade larvicida realizada com os extratos aquosos obtidos a partir
do material vegetal fresco, revelou que com %2 hora de exposicdo aos extratos obtidos pelo
método de decocgdo e maceragdo houve uma mortalidade larval de 63,89% e 70%,
respectivamente, diferindo significativamente do extrato obtido pelo método de infusdo, o
qual ocasionou 8,89% de mortalidade (p<0,01). Essa maior toxicidade dos extratos obtidos
pelos métodos de decoccdo e maceracdo, sobre as larvas do Ae. Aegypti, quando comparada
com a infusdo, também foi observada nos periodos de exposicao de 1, 2, 4 e 8 horas (Tabela
1). Com 16 horas de exposicao das larvas aos diferentes extratos aquosos, o extrato obtido
pelo método de maceracdo ocasionou 100% de mortalidade larval, contudo nao diferiu
significativamente da decoccdo (98,89%), e este ndo diferiu do extrato obtido pelo método
de infusdo (95,56%). Com 24 horas de exposicdo das larvas todos os extratos ocasionaram

100% de mortalidade. Ndo houve mortalidade no grupo controle (Tabela 1).

Tabela 1 - Percentual de mortalidade de larvas de Aedes aegypti, em relagdo ao tempo de exposicéo
aos diferentes extratos aquosos obtidos da parte aérea fresca de Aspidosperma pyrifolium

MORTALIDADE (%)"

EXTRATOS

Yoh 1h 2h 4h 8h 16h 24h
DECOCCAOQ 63,89° 76,11° 81,67 88,33 9444® 98,89® 100,00

INFUSAOQ 889° 2889° 33,89° 4333 6445° 9556° 100,00
MACERACAO  70,00° 78,33" 82,22 92,78% 98,33" 100,00° 100,00°
CONTROLE 0,00° 0,00 0,00 0,00c 0,00° 0,00° 0,00°

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

Com relagdo aos extratos aquosos obtidos a partir do material vegetal seco, somente
foi observado mortalidade larval em torno de 50% apds 1 hora de exposicao das larvas ao
extrato obtido pelo método de decocgdo. Nos extratos obtidos por maceracgdo e infuséo esse
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percentual de mortalidade somente foi observado a partir de 4 horas de exposicdo (Tabela
2). Com 2 e 4 horas de exposicdo das larvas a decoccdo foi significativamente mais toxica
que os demais métodos de extracdo. Com 8 horas de exposicdo das larvas ndo houve
diferenca significativa entre os extratos obtidos pelos métodos de decoccdo (99,45%) e
maceracao (94,44%), os quais foram significativamente mais efetivos quando comparados
ao obtido por infusdo (87,89%) (p<0,01) e (p<0,05), respectivamente. Com 16 horas de
exposicdo os extratos obtidos por decocgdo e maceragdo ocasionaram 100% de mortalidade
larval. Transcorridos 24 horas de exposicdo das larvas, o extrato obtido por infusdo
continuou sendo significativamente menos efetivo (97,78%), comparado a decoccdo e a

maceracao (p<0,05), conforme demonstrado na (Tabela 2).

Tabela 2 - Percentual de mortalidade de larvas de Aedes aegypti, em relagdo ao tempo de exposic¢éo
aos diferentes extratos aquosos obtidos da parte aérea seca de Aspidosperma pyrifolium

MORTALIDADE (%)"

EXTRATOS

h 1h 2h 4h 8h 16h 24h
DECOCCAO 21,67° 52,22* 8555 94,45% 9945% 100,00° 100,00°

INFUSAO 24.45° 3556 42,72 7056° 87,22° 9389°  97,78°
MACERACAO  13,89" 2444° 3278" 69,44° 94,44 100,00 100,00°

CONTROLE 0,00° 0,006 0,00° 0,00 0,00° 0,00° 0,00°

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

No que diz respeito a avaliacdo da atividade larvicida de diferentes concentracdes do
extrato aquoso obtido a partir do material vegetal fresco, pelo método de decoccédo, pode-se
notar um percentual de mortalidade acima de 50% logo nas primeiras % hora de exposi¢éo
das larvas ao extrato, contudo as concentraces de 80% e 40% foram significativamente
mais efetivas, quando comparadas com as concentracdes de 100 e 20%. A partir de 4 horas
de exposicdo das larvas as concentracdes de 100, 80 e 60% foram significativamente mais
toxicas (99,45%, 98,89% e 91,67%, respectivamente) que as concentracdes de 40 e 20%,
que ocasionaram mortalidade larval de 77,78% (p<0,01 para as concentracdes de 100 e 80%

e p<0,05 para a de 60%) e 32,78% (p<0,01), respectivamente. N& houve diferenca
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significativa entre as concentracdes de 100, 80, 60 e 40%, a partir de 8 horas de exposicéo,
as quais ocasionaram uma mortalidade larval de 100%, com 24 horas de exposicao. Estas
concentracdes foram significativamente mais efetivas que a concentragéo de 20% (p< 0,01).
N&o houve mortalidade larval no grupo controle (Tabela 3).

Tabela 3 - Percentual de mortalidade de larvas de Aedes aegypti, em relagdo ao tempo de exposicdo

em diferentes concentragdes do extrato aquoso obtido da parte aérea fresca de Aspidosperma
pyrifolium pelo método de decocgao

MORTALIDADE (%)

CONCENTRACOES
(%) h  1h  2h  4h  sh 16h 24h
100 32,22 5222* 8945% 99,45° 100,000 100,00° 100,00°
80 51,67 70,56° 91,11° 98,89 100,00* 100,00° 100,00"
60 35,56° 66,67° 80,56 91,67 97,78* 99,45  100,00"
40 40,55® 58,89 68,89° 77,78 9222 98,33  100,00°
20 18,33° 27,78° 31,67° 32,78° 40,00° 79,46°  83,89"

CONTROLE 0,00 0,00° 0,000 0,00 0,00 0,00° 0,00°

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

O extrato aquoso obtido pelo método de decocgcdo com o material vegetal seco, assim
como o obtido com o material vegetal fresco, também ocasionou um percentual de
mortalidade de 50%, j4 com % hora de exposi¢do das larvas ao extrato, essa mortalidade foi
crescente na medida em que aumentava 0 tempo de exposicdo das larvas. A partir de 16
horas, as concentrac@es de 100, 80, 60 e 40% foram significativamente mais téxicas quando
comparadas com a concentragdo de 20% (p<0,05), conforme apresentado na Tabela 4.

Em relacdo ao extrato aquoso obtido pelo método de maceracdo com o material
vegetal fresco, somente foi observado um percentual de mortalidade acima de 50% apos 2
horas de exposicéo das larvas ao extrato. A partir de 8 horas, as concentragdes de 100, 80,
60 e 40% foram significativamente mais efetivas (p<0,01), em relacdo a concentracdo de
20% e ao grupo controle. Com 24 horas de exposi¢do observou-se 100% de mortalidade
larval nas concentracGes de 100 e 40%, embora estas ndo tenham diferido significativamente
das concentragdes de 80 e 60% (99,45% e 98,33%, respectivamente) (Tabela 5).
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Tabela 4 - Percentual de mortalidade de larvas de Aedes aegypti, em relacdo ao tempo de exposicao
em diferentes concentragdes do extrato aquoso obtido da parte aérea seca de Aspidosperma
pyrifolium pelo método de decocgéo

MORTALIDADE (%)

CONCENTRACOES
) 14h 1h 2h 4h 8h 16h 24h
100 50,00 80,56 91,67% 9502° 99,45° 100,00 100,00°
80 37,23 74,44 82,78 90,56° 97,78 100,00° 100,00°
60 33,89 62,22° 7556° 83,89 9333* 9945 9945
40 17,22° 36,67° 51,11° 63,33 81,11° 96,67° 98,34
20 1,114 7,78° 20556" 28,33° 33,89° 5333° 70,56
CONTROLE 0,00 0,00 000° 000" 000° 000°  0,00°

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

Tabela 5 - Percentual de mortalidade de larvas de Aedes aegypti, em relacdo ao tempo de exposicao
em diferentes concentragbes do extrato aquoso obtido da parte aérea fresca de Aspidosperma
pyrifolium pelo método de maceracéo

MORTALIDADE (%)’

CONCENTRACOES
(%) h  1h  2h  4h  gh 16h 24h
100 32,78° 4556% 57,78 77,78 96,67 99,45  100,00°
80 30,00° 43,89 47,23*° 79,45" 93,89" 98,34*  9945°
60 21,67 28,89 43,89% 62,22 87,22 97,78° 98,33
40 23,33 3556 46,11* 67,22 87,22 98,89° 100,00
20 11,11°° 25,00° 36,67° 46,67° 7222° 8556°  8556°
CONTROLE 0,00° 0,006 0,00° 0,00° 0,00° 0,00°  0,00°

'Médias seguidas pela mesma letra nas colunas, ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey,
ao nivel de 5% de probabilidade.
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Similar ao ocorrido com o extrato aquoso obtido pelo método de maceracdo com a
parte aérea fresca, 0 macerado obtido com a parte aérea seca ocasionou um percentual de
mortalidade larval acima de 50%, também com 2 horas de exposicao das larvas ao extrato. A
partir de 4 horas de exposicdo as concentragdes de 100, 80, 60 e 40% foram
significativamente mais toxicas que a concentracdo de 20% e com 24 horas ocasionaram
uma mortalidade larval de 100, 100, 100 e 99,45%, respectivamente, e a concentracao de
20% ocasionou 74,44% de mortalidade (p<0,01). N&o houve mortalidade no grupo controle
(Tabela 6).

Tabela 6 - Percentual de mortalidade de larvas de Aedes aegypti, em relacdo ao tempo de exposicdo
em diferentes concentragdes do extrato aquoso obtido da parte aérea seca de Aspidosperma
pyrifolium pelo método de maceracéo

MORTALIDADE (%)"

CONCENTRACOES

(%)

Yh 1h 2h 4h 8h 16h 24h
100 15,00° 25,55® 57,78% 97,22 100,000 100,00° 100,00
80 17,78° 37,78% 63,89% 87,78% 94,44* 100,00° 100,00
60 18,33% 35,00 64,44* 90,000 9500° 100,00®° 100,00
40 13,33% 30,56® 61,11*° 87,22° 97,22 9945  99.45°
20 13,34% 2222° 4667° 52,78 5556° 6556°  74,44°

CONTROLE 0,00° 0,00 0,00° 0,00° 0,00° 0,00° 0,00°

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

A mortalidade larval em torno de 50% também foi observada no extrato aquoso
obtido pelo método de infusdo com o material vegetal fresco com 2 horas de exposi¢do das
larvas (Tabela 7), sendo que o extrato obtido com a parte aérea seca ocasionou esse
percentual com % horas de exposi¢édo (Tabela 8).

A partir de 4 horas de exposicdo das larvas, as concentra¢des de 100, 80 e 60%, do
infuso feito com a parte aérea fresca, foram significativamente mais toxicas, quando

comparadas com as concentractes de 40 e 20%. Com 24 horas esse infuso ocasionou 100%
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de mortalidade larval, nas concentracfes de 100 e 80% e na de 60% ocasionou 98,33% de
mortalidade. Estas concentracdes nao diferiram significativamente entre si, contudo, foram
significativamente mais efetivas que as de 40 e 20%, cujo percentual de mortalidade foi de
71,11 e 26,11% (p<0,01) (Tabela 7).

Tabela 7 - Percentual de mortalidade de larvas de Aedes aegypti, em relacdo ao tempo de exposicao
em diferentes concentracbes do extrato aquoso obtido da parte aérea fresca de Aspidosperma
pyrifolium pelo método de infusdo

MORTALIDADE (%)

CONCENTRACOES
0) 1h 1h 2h 4h gh 16h 24h
100 22,78 4222* 56,67° 70,57° 91,11 99,45° 100,00°
80 20,00° 39,44 50,00° 68,34* 88,89 9500° 100,00°
60 20,00 30,00* 40,00 57,22* 78,89 90,56° 98,33
40 8,33° 19,45™ 26,11° 30,56° 49,45° 60,56° 71,11
20 056" 6,67 7,22 945° 1333° 22,78° 26,11°
CONTROLE 0,00° 0,00° 0,00 000° 0,00 000 0,00°

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

No que se refere ao infuso feito com a parte aérea seca, observou-se, ja a partir de 16
horas de exposicdo 100% de mortalidade larval nas concentracdes de 100 e 80%, néo
diferindo significativamente das concentracdes de 60 e 40% (98,89% e 90,00%), contudo,
estas quatro concentracdes foram significativamente mais toxicas que a de 20% (p<0,01).
Diferenca essa que se manteve até 24 horas de exposicao das larvas (Tabela 8).

As analises das concentracdes letais 50, dos extratos aquosos obtidos das partes aéreas
fresca de Aspidosperma pyrifolium, demonstraram que para obter 50% de mortalidade larval,
com 8 horas de exposicéo das larvas aos diferentes extratos, € necessario uma concentracao
letal de 22,238%, 8,455% e 39,279%, para 0s extratos obtidos por decoccdo, maceragéo e
infusdo, respectivamente. Para os extratos obtidos a partir da parte aérea seca, através dos
métodos de decoc¢do, maceracao e infusdo, é necessario uma concentracao letal de 25,058%,
16,417% e 22,226%, respectivamente (Tabela 9). Para se obter este mesmo percentual de

mortalidade com 16 horas de exposi¢do das larvas aos diferentes extratos da parte aérea
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fresca, é necessario uma concentracao letal de 12,520%, 5,603% e 31,536%, pelos métodos de
decocc¢do, maceracdo e infusdo, respectivamente. No caso dos extratos provenientes da parte
aérea seca obtidos pelos métodos de decocgcdo, maceracdo e infusdo, necessita-se de uma
concentracéo letal de 19,279%, 17,579% e 16,910%, respectivamente (Tabela 9).

Pode-se inferir a partir da analise dos intervalos de confianca dessas concentracdes
letais que o extrato obtido da parte aérea fresca pelo método de decoccao foi mais eficaz que o
derivado da parte aérea seca a partir do mesmo método. Resultado similar ocorreu para 0s
extratos obtidos pelo método de maceracdo, onde o extrato oriundo da parte aérea fresca
demonstrou maior eficacia quando comparado ao extrato derivado da parte aérea seca. Ja para
0s extratos obtidos pelo método de infusdo, pode-se notar que o extrato oriundo da parte aérea
seca demonstrou ser mais toxico quando comparado com o extrato obtido da parte aérea
fresca por este mesmo método.

Contudo, o extrato obtido através da maceracdo com a parte aérea fresca de A.
pyrifolium foi mais toxico para as larvas do Ae. aegypti, quando comparado aos demais

extratos aquosos avaliados (Tabela 9).

Tabela 8 - Percentual de mortalidade de larvas de Aedes aegypti, em relagdo ao tempo de exposi¢éo
em diferentes concentracfes do extrato aquoso obtido da parte aérea seca de Aspidosperma pyrifolium
pelo método de infusdo.

MORTALIDADE (%)"

CONCENTRACOES
(%) wh  1h  2h  4h  gh 16h  24h
100 50,56 73,89 86,11° 93,89 97,78° 100,00° 100,00°
80 61,67° 7556% 91,67 97,22° 99,45° 100,00 100,00°
60 52,78 71,11* 88,89 93,33 98,89° 98,89°  100,00°
40 26,67° 62,78* 7556 81,11° 87,78° 90,000  9556°
20 13,89" 22,78" 29,44° 37,78° 40,00° 62,78°  81,11°
CONTROLE 0,00° 0,00° 0,006 0,00° 0,00° 0,00° 0,00°

'Médias seguidas pela mesma letra nas colunas, ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey,

ao nivel de 5% de probabilidade.
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Tabela 9 - Concentracdo Letal 50 dos extratos aquosos obtidos da parte aérea fresca e seca de
Aspidosperma pyrifolium sobre larvas de Aedes aegypti, com 8 e 16 horas de exposicao das larvas.

Concentracéo Letal (%)

Extratos 8 horas 16 horas
Clso IC* Clso IC*

Decocgéo Fresco 22,238 21,354-23,091 12,520 10,916-13,890
Seco 25,058 23,935-26,143 19,279 18,414-20,082

Maceracao Fresco 8,455 6,257-10,606 5,603 3,726-7,473
Seco 16,417 14,950-17,790 17,579 16,690-18,304
Infuséo Fresco 39,279 37,860-40,680 31,536 30,367-32,681
Seco 22,226 21,149-23,256 16,910 15,678-18,049

*Intervalo de Confianca

Os extratos aquosos obtidos a partir da parte aérea de Aspidosperma pyrifolium
fresca e seca pelos métodos de decocgdo, maceracdo e infusdo em diferentes concentracdes,
demonstraram atividade inseticida eficiente sobre as larvas de Aedes aegypti, ocasionando
ao final de 24 horas de observacdo um percentual de mortalidade de 100% na maioria das
concentra¢fes em todos 0s extratos.

O potencial inseticida da planta estudada corrobora com trabalho realizado por
Torres et al. (2006) com larvas de primeiro estagio de Plutella xylostella, expostas ao
extrato aquoso da casca do caule seca de A. pyrifolium, obtido pelo método de maceracao,
onde foi observada uma mortalidade larval de 100%, a uma concentracdo de 7% (m/v) do
extrato, com 72 horas de exposicdo. Podemos notar através destes dados a ocorréncia de
100% de mortalidade larval da espécie citada, numa menor concentragdo ao compararmos
com 0 nosso trabalho, porém deve-se levar em consideracdo que as larvas utilizadas na
pesquisa do autor encontrava-se no primeiro estagio e o tempo de contato dessas com o
extrato foi superior ao que aqui utilizamos.

Os resultados obtidos no presente estudo séo bastante relevantes uma vez que podem
contribuir com uma alternativa para o controle e reducdo da proliferacdo do Ae. aegypti,
tendo em vista os problemas causados pelo emprego de inseticidas sintéticos e os danos

provocados pelo mosquito.
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Vale ressaltar que o método de controle entomoldgico, sobretudo das larvas, através
do uso de extratos aquosos, obtidos por métodos de extragdo mais simples, como a
decoccéo, a maceragéo ou a infusdo, torna-se relevante, uma vez que propiciaria uma maior
autonomia da populagdo, como uma alternativa a mais, em relagéo ao controle das larvas nos
diversos criadouros que ndo podem ser eliminados. Esse fato corrobora com afirmacéo de
Vendramim & Castiglioni (2000), onde os autores ressalvam a facil obtencdo e aplicacao
dos extratos aquosos e, sobretudo que qualquer pessoa inclusive aquelas de baixa renda que
normalmente ndo dispbe de recursos econémicos e técnicos para aquisi¢do e aplicacdo dos
produtos sintéticos, podem reproduzir e utilizar esses extratos.

O éxito dos resultados referentes aos produtos oriundos de espécies vegetais estdo
diretamente ligados a forma de preparo e ao método de aplicacdo e concentragdo, uma vez
que os principios ativos que atuam nas plantas séo instaveis e a sua distribuicdo na mesma nao
é homogénea.

No presente estudo o extrato que revelou maior eficacia foi o obtido pelo método de
maceragdo, sendo este um resultado que pode esta provavelmente relacionado com relatos
feito por Lignon & Bottecchia (2005), onde ao autores afirmam que embora um pouco lenta, a
maceragdo ¢ um método excelente para se obter os principios ativos das espécies vegetais em
toda sua integridade, podendo ser aplicada a qualquer parte da planta. Este fator é de grande
relevancia, visto que em outros métodos como é o caso da decoccdo pode ocorrer perda de
principio ativo, como por exemplo, por volatizacdo caso o método seja aplicado a parte mais
brandas das plantas, devendo ser aplicado somente quando o objetivo for de se extrair os
principio ativos de partes mais duras das espécies vegetais, tais como, raizes, cascas e
algumas sementes (LORENZI & MATOS, 2002).

J4 0 método de infusdo é bastante empregado para determinagdo de compostos
fenolicos e atividade antioxidante dos vegetais e derivados (ATOUI et al., 2005; KULISIC et
al., 2004).

Os resultados apresentados neste trabalho apontam para uma toxicidade da parte aérea
de Aspidosperma pyrifolium bastante interessante se for considerado o potencial da mesma
sobre 0 Aedes aegypti, mas é importante ressaltar a preocupacdo da acdo da planta tanto em
relagdo ao ser humano, quanto em relagdo aos demais organismos presentes no ambiente onde
0 extrato e substancias obtidas a partir desta planta serdo aplicados, uma vez que a agéo
citotoxica da mesma néo e conhecida. Conforme apontou Pimentel et al. (2010) as atividades
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humanas, bem como o desenvolvimento de novas tecnologias que facilitam a execucao destas
atividades necessitam ser monitoradas de maneira eficaz, para que sejam evitados impactos
negativos ao meio ambiente. E importante destacar que mesmo se tratando de produtos
naturais, as andlises quimicas isoladas sdo insuficientes para se alcangar boas avaliagdes de
risco em amostras ambientais, pois estas ndo informam a fracdo de contaminantes disponivel
para organismos vivos e nem o potencial efeito deles quando agem em sinergismo ou
antagonismo (AIT-AISSA et al., 2003), dessa maneira faz-se necessario estudos posteriores
que venha contribuir para fornecer um panorama que indiqguem a agdo dos compostos dessa

espécie sobre sistemas fisioldgicos de outros animais.

4.2. Avaliacao da atividade larvicida do extrato etandlico e das fracoes

Com % hora de exposicdo das larvas as diferentes concentracdes do extrato etanolico
ja se observa em torno de 50% de mortalidade larval, sendo que com 16 horas de exposic¢do se
atinge 100% de mortalidade nas concentracdes de 20 e 15 mg mL™ e 96,66% na de 10 mg
mL™. Com 24 horas de exposicdo as trés maiores concentracdes ocasionaram 100% de
mortalidade larval, as quais foram significativamente mais toxicas que as concentracdes de 5

mg mL™ (48,89%) e a de 3,5 mg mL™, que ndo causou mortalidade (p<0,01) (Tabela 10).

Tabela 10 - Percentual de mortalidade de larvas de Aedes aegypti, em relacdo ao tempo de exposicao
as diferentes concentracGes do extrato etanolico obtido da parte aérea de Aspidosperma pyrifolium

CONCENTACOES MORTALIDADE (%)
(mg mL™) 1 h 1h  2h  4h 8h 16h 24h
20 48,89 81,11° 91,67° 93,89° 93,33* 100,00° 100,00°
15 52,78  72,78* 81,67* 94,45* 98,33 100,00° 100,00°
10 30,00° 49,44° 5500° 66,67° 77,22° 96,66 100,00
5 0,00° 445° 500° 556° 667° 31,11°  4889"
3,5 0,00° 0,00 0,00° 0,00° 0,00° 0,00°  0,00°
CONTROLE 0,00° 0,00 0,00 0,00° 0,00° 0,00°  0,00°

"Médias seguidas pela mesma letra nas colunas, ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey,
ao nivel de 5% de probabilidade.
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Com relacgéo a fracdo diclorometanica a mortalidade acima de 50% somente ocorreu
apos 2 horas de exposicdo das larvas, ndo havendo diferenca significativa entre as
concentracdes de 12 e 9 mg mL™ (61,11 e 57,78%, respectivamente), sendo que a de 9 mg
mL™ ndo diferiu significativamente da concentracdo de 7 mg mL™ (45,56%). A partir de 4
horas de exposicdo ndo houve diferenca significativa entre as concentracdes de 12, 9 e 7 mg
mL™, as quais foram significativamente mais toxicas (p<0,01) quando comparadas as demais
concentragdes e ao grupo controle (Tabela 11).

Em relagdo a fragdo hidroalcoolica, ndo houve diferenca significativa na mortalidade
larval entre as cinco concentracdes avaliadas e o0 grupo controle, nas observacdes realizadas
com %, 1, 2, 4, 8 e 16 horas, apdés a montagem do experimento, contudo essa diferenca
ocorreu apos 24 h de exposicao das larvas ao extrato, onde as concentracdes de 12 e 9 mg mL”
! ocasionaram 15 e 13,89%, respectivamente, de mortalidade sendo estas significativamente
mais tdxicas (p<0,01) quando comparadas as demais concentracdes e ao grupo controle
(Tabela 12).

Tabela 11 - Percentual de mortalidade de larvas de terceiro estagio de Aedes aegypti, em relacdo ao
tempo de exposicdo as diferentes concentracdes da fracdo diclorometanica obtida a partir do
fracionamento da parte aérea de Aspidosperma pyrifolium

CONCENTRACOES MORTALIDADE (%)*

(mg mL™) wh  1n  2h  4h 8h 16h 24h

12 18,33 42,78* 61,11° 78733" 91,11*® 97,22 98,33°

9 15,00 37,78* 57,78* 7556° 87,78° 96,11°  98,90°

7 12,78 28,89° 4556° 66,11° 78,89° 90,55  95,00°

4 2,78° 13,89 23,33° 40,56° 55,00° 73,33" 78,90

2 056” 1,11° 333" 833 1278° 20,00° 26,11°
CONTROLE 0,00 0,00° 0,00° 000° 0,00° 056" 0,56

'Médias seguidas pela mesma letra nas colunas, ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey,
ao nivel de 5% de probabilidade.
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Tabela 12 - Percentual de mortalidade de larvas de terceiro estadgio de Aedes aegypti, em relagcdo ao
tempo de exposicdo as diferentes concentragdes da fracdo hidroalcdolica obtida a partir do
fracionamento da parte aérea de Aspidosperma pyrifolium

CONCENTACOES MORTALIDADE (%)*
(mg mL™Y) % h ith  2h 4h 8h 16h 24h
12 111° 333 333* 3897 445 611°  15,00°

9 0,00° 2,78 2,78° 2,78 3,33 4,44° 13,89
7 0,56° 0,56 0,56° 056" 0,56° 1,11 1,67°
4 0,00° 0,00* 0,000 0,00° 0,00 0,00° 0,00°
2 0,00° 0,00* 0,000 0,00° 0,007 0,00 0,00

CONTROLE 0,00° 0,00° 0,00° 0,00° 0,00 0,00° 0,00

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

Em relacdo a fracdo diclorometanica e acetato de etila, com %2 e 1 hora de exposi¢éo
das larvas ao extrato a concentracdo de 10 mg mL™ foi significativamente mais efetiva
(p<0,01) que as demais concentragdes e o0 grupo controle (Tabela 13). A mortalidade acima
de 50% ocorreu somente ap6s 8 horas de exposi¢do das larvas, ndo havendo diferenca
significativa entre as concentraces de 10 e 7,5, 5,8 e 3,3 mg mL™ (73,33%, 69,45% 59,44% e
57,22%, respectivamente), sendo que as mesmas demonstraram-se significativamente mais
téxicas (p<0,01) que a concentracdo de 1,7 mg mL™ (20,55%) e o grupo controle (0,56%),
esta diferenca foi observada também com 24 horas ap6s o inicio do experimento (Tabela 13).

No que tange a fracdo diclorometanica e hexanica, a mortalidade acima de 50%
ocorreu com 1 hora ap6s o inicio da exposicdo das larvas ao extrato. Logo apos 2 horas, as
concentracdes de 10 e 7,5 mg mL™ foram significativamente mais toxicas (p<0,01) que as
demais concentracdes e o grupo controle (Tabela 14). Com 16 horas de exposi¢édo das larvas
ao extrato todas as concentragdes apresentaram um percentual de mortalidade acima de 50%,
destacando que o grupo controle ndo ocasionou mortalidade. Apds 24 horas, as concentraces
de 10 e 7,5, 5,8 e 3,3 mg mL™ ndo diferiram significativamente entre si (98,33%, 97,22%
95% e 88,33%, respectivamente), contudo a concentracao de 3,3 mg mL™ néo diferiu também
da concentracdo de 1,7 mg mL™* que apresentou 81,67% de mortalidade. N&o houve

mortalidade no grupo controle (Tabela 14).
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Tabela 13 - Percentual de mortalidade de larvas de terceiro estadgio de Aedes aegypti, em relacdo ao
tempo de exposicdo as diferentes concentracdes da fracdo diclorometanica + acetato de etila obtida a

partir do fracionamento da parte aérea de Aspidosperma pyrifolium

CONCENTRAGCOES MORTALIDADE (%)*

(mg mL™) wh  1h  2h  4h 8h 16h 24h

10 31,67° 39,45° 45,00° 46,67° 64,44* 73,33% 8222°

7,5 18,34 23,89° 32,78® 46,11* 63,33 69,45* 81,11°

58 16,67 18,89° 30,00 45,00 52,22* 59,44* 7722

33 12,22° 16,67° 23,89 33,89 5167° 57,22° 76,11°

1,7 8,89 15555° 19,44° 20,55" 20,555° 2055° 22,22°
CONTROLE 0,00° 0,00° 0,00 0,00° 056° 056" 0,56

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

Tabela 14 - Percentual de mortalidade de larvas de terceiro estagio de Aedes aegypti, em relagdo ao
tempo de exposicdo as diferentes concentraces da fracdo diclorometanica + hexanica obtida a partir
do fracionamento da parte aérea de Aspidosperma pyrifolium

CONCENTRACOES MORTALIDADE (%)

(mg mL™) wh  1h  2h  4h 8h 16h 24h

10 25,00° 58,34° 70,00 81,11* 88,89° 9500° 98,33

75 12,22 40,56° 61,67* 77,22 8556 93,33* 97,22°

58 1,67° 18,89° 4334" 6556° 76,11° 90,56 95,00

3,3 1,11° 500" 8,89° 1889° 2056° 68,33° 8833%"

1,7 0,00° 2,22 834° 10,56 13,33° 5556° 81,67
CONTROLE 0,00 0,00° 0,00° 0,00° 000° 000" 0,00°

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

Em um trabalho realizado por Trindade et al. (2008) com larvas de primeiro estagio
de Plutella xylostella, expostas ao extrato etanolico da casca do caule de A. pyrifolium , foi
observada uma mortalidade larval de 100%, em uma concentracdo de 5 mg mL™ do

extrato, apos 72 horas de experimento.
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Trindade et al. (2013) realizou estudo com Diatraea saccharalis tratadas com extrato
etandlico da casca do caule, madeira e folhas de Aspidosperma pyrifolium a 5 mg mL™, onde
as variaveis estudadas foram percentagem de ovos parasitados e de emergéncia dos adultos,
sendo observado um percentual de parasitismo igual a 50,23%, e um valor de emergéncia dos
parasitoides de 38,90%, evidenciando a acdo toxica dessa planta, visto que a testemunha
apresentou um valor de emergéncia igual a 62,30%.

A anélise da concentracdo letal revelou um aumento na toxicidade a partir do
fracionamento do extrato etanodlico, visto que as fragdes diclorometénica e diclorometéanica +
hexénica foram mais efetivas que o extrato etandlico. Contudo, este apresentou maior
efetividade quando comparado as fragdes hidroalcdolica e diclorometénica + acetato de etila.
Com 16 horas de exposicdo das larvas é necessario uma concentracdo de 5,903 mg mL™ do
extrato etanélico, 3,085 mg mL™' da fracdo diclorometéanica, 15,216 mg mL™ da fracdo
hidroalcéolica, 6,597 mg mL™ da fracio diclorometanica + acetato de etila e 5,354 mg mL™
da fracdo diclorometanica + hexanica para ocasionar 50% de mortalidade larval e de 8,239 mg
mL?, 6,739 mg mL™, 23,797 mg mL™?, 10,504 mg mL™ e 7,310 mg mL™, para o extrato
etandlico, fragdo diclorometénica, fracdo hidroalcdolica, fracdo diclorometéanica + acetato de
etila e fracdo diclorometénica + hexanica, respectivamente, para atingir 90% de mortalidade
larval (Tabela 15). Os resultados demonstram a eficacia da fracdo diclorometanica quando
comparada ao extrato etandlico e também as demais fracBes, cujas concentracdes letais sdo
significativamente mais baixas.

O efeito larvicida dos extratos estudados podem estdo associados aos diversos
compostos presentes na espécie, corroborando com relatos de Aguiar-Menezes (2005), onde o
autor chama também a atencdo para a atuacao dos principios ativos presentes nas plantas que
sdo normalmente compostos por uma complexa mistura de substancias que pode causar
inibicdo da alimentacdo de insetos ou dificultar o seu crescimento, desenvolvimento,
reproducdo e comportamento, apresentar ainda acdes toxicas capazes de atuar sobre o sistema
nervoso central, podendo causar a morte dos insetos, e ainda podendo atuar como agente
antialimentar, impedindo que os insetos iniciem a alimentagdo, contribuindo assim para sua
morte. Esses compostos podem ainda estd agindo isoladamente ou em sinergismo, fato esse
que pode ser comprovado com relatos feitos por Bessa (2007) onde o autor afirma que o
extrato bruto pode apresentar em alguns casos maior efeito quando comparado com suas

respectivas fragcBes onde alguns compostos sdo isolados, e em outras situacfes o isolamento
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desses compostos facilita 0 conhecimento da estrutura quimica das plantas além de contribuir
com a producdo de derivados semissintéticos, sendo que estes podem atuar com um melhor
desempenho no que tange a poténcia, estabilidade ou seguranca do composto.

Alguns trabalhos demonstram que as substéancias puras isoladas s&o menos ativas que
suas fracdes de origem (Simas et al., 2004; Silva et al., 2007), sugerindo assim um efeito
sinérgico de compostos presentes na fracdo. No entanto, em outros trabalhos como o realizado
por Guissoni et al. (2013) o fracionamento originou uma fragdo mais ativa que o extrato bruto
inicial. Neste trabalho, notamos também uma maior efetividade apds o fracionento do extrato
bruto.

A prospeccdo fitoquimica preliminar realizada com o extrato etandlico obtido da parte
aérea de A. pyrifolium, revelou a presenca de bases quaternarias, catequinas, esteroides livres,
flavonois, flavanonois, flavononas, flavonas, resinas, saponinas, taninos condensados,
triterpenoides e xantona, bem como a auséncia de acidos fixos fortes, aglicona esterdide e
triterpendides, alcaloides, antocianidinas, antocianinas, cumarina, heterosidios cianogénicos,
leucoantocianidinas e quinonas (Tabela 16).

Em estudos anteriores como o realizado por Mathivanan et al. (2010) com extrato
metanolico de Ervatamia coronaria Stapf. (Apocynaceae) pode-se confirmar a presenca de
saponinas, taninos e flavonoides nesta familia.

A identificacdo de flavonoides no extrato etandlico de A. pyrifolium no presente
estudo corrobora também com pesquisa realizada por Jacome et al. (2003) com extrato
etanolico da casca do caule Aspidosperma parvifolium, cuja classe de metabdlitos também foi
detectada.

Os Flavonois, flavanonois, flavanonas e flavonas, encontrados no extrato etandlico da
parte aérea de A. pyrifolium, cujos espectros RMN *H nas fraces hexanica, diclorometanica e
de acetato de etila contém varios multipletos com deslocamentos quimicos para hidrogénios
aromaticos entre 7 e 9ppm caracterizam os grupos de Flavonois, flavanonois e flavanonas
nessas fragOes (Figuras 21, 22 e 23), representam subclasses de flavonoides que se classifica
como uma classe de compostos naturais de relevante interesse cientifico e terapéutico e que
apresentam estrutura fendlica variavel, resultante da sua diversidade na natureza (BEHLING
et al., 2004). Tais metabolitos secundarios desempenham importantes fungdes nos vegetais e
apresentam diversas atividades biologicas, por exemplo, a protecdo contra fungos, bactérias e
insetos (SILVA et al., 2014).
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Tabela 15 - Concentracdo Letal 50 e 90 do extrato etandlico, da fracdo diclorometanica e da fragdo hidroalcoolica e dos compostos
diclorometanico + acetato de etila e diclorometanico + hexanico, obtidos da parte aérea de Aspidosperma pyrifolium, sobre larvas de Aedes

aegypti, com 8 e 16 horas de exposi¢do da larvas

Extratos/Fragdes/ Concentracdo Letal (mg mL™)
Compostos 8 horas 16 horas
CLso IC* CLgo IC* ClLso IC* CLgo IC*
Etandlico 8,299 8,077-8,523 13,516 13,063-14,021 5,903 5,763-6,055 8,239 7,930-8,603
Diclorometénica 4,038 3,870-4,204 10,020 9,492-10,634 3,085 2,955-3,213 6,739 6,433-7,088
Hidroalcdolica 15,952  13,491-22,025 24,843 18,894-42,251 15,216 13,231-19,377 23,797 18,832-35,781
D + AE** 7,011 6,878-7,152 12,043 11,499-12,699 6,597 6,489-6,707 10,504 10,152-10,914
D + H** 6,557 6,484-6,630 8,593 8,447-8,755 5,354 5,281-5,425 7,310 7,181-7,452

*Intervalo de Confianca.
**D + AE = Diclorometanica + Acetato de Etila e D + H Diclorometanica + Hexanica.
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As saponinas, metabdlito encontrado no extrato etanolico (Tabela 16), cujos espectros
de RMN 'H indicaram presenca prétons alifaticos nos pontos abaixo de 4ppm nas fracdes
diclorometénica e de acetato de etila caracterizando essa classe de metabdlitos nas respectivas
fragdes (Figuras 22 e 23), sdo substancias que possuem uma elevada massa molecular e
geralmente a sua ocorréncia se da em misturas complexas, como por exemplo, a existéncia
paralela de estruturas com um ndmero variado de acgucares ou ainda devido a presenca de
diversas agliconas (SPARG et al, 2004). As saponinas possuem propriedades
antiinflamatdria, antifingica, antibacteriana, antimicrobiana, antiparasitéria, citotoxica,
antitumoral, antiviral (LOPES et al., 2011)., além de j& haver relatos na literatura desse
metabolito com atividade larvicida sobre Ae. aegypti (SANTIAGO et al., 2005).

Os triterpenoides ja tiveram sua atividade inseticida também destacada na literatura
conforme apontou Aguiar-Menezes (2005). A prospeccao fitoquimica preliminar, através da
metodologia proposta por Matos (1988) indicou a presenca desse metabolito no extrato
etandlico (Tabela 16) e os espectros de RMN 'H revelou a presenca de hidrogénios
aromaticos nos pontos acima de 7ppm contribuindo para que pudéssemos inferir a presenca
dessa classe de substancias nas fragdes hexanica e diclorometanica (Figuras 21 e 22).

A anélise dos espectros de RMN *H revelou a presenca prétons olefinicos com picos
entre 0s pontos 6 e 7ppm na fracdo diclorometanica (Figura 22) sugerindo a presenca de
heterosideos cianogénicos na respectiva fracdo. Acredita-se que a presenca dessa classe de
metabdlitos, pode estar contribuindo para uma maior eficacia da mesma quando comparada ao
extrato etandlico e a fracdo hidroalcdolica, pois conforme apontado por Santos (2003)
heterosideos cianogénicos sdo compostos oriundos da ligacdo covalente formada entre uma ou
mais unidades de aclcar e uma estrutura de aglicona. Esses compostos apos sofrer hidrolise
produzem &cido cianidrico, glicose e benzaldeido atribuindo as plantas propriedades toxicas
(HARBORNE & WILLIANS, 2000; GLEASON 2011). Além disso, tanto os heterosideos
cianogénicos como também os taninos condensados revelados por espectros de RMN *H na
fracdo diclorometanica (Tabela 16), podem estar agindo com maior efetividade na fragédo
diclorometanica quando examinada unicamente do que quando em conjunto com as fragdes
diclorometénica quando examinada unicamente do que quando em conjunto com as fracdes
acetato de etila e/ou hexanica. Os taninos condensados sdo oligdbmeros e polimeros que se

formam devido a policondensacao de duas ou mais unidades flavanoidicas, e possuem grande
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Tabela 16 - Prospeccdo fitoquimica do extrato bruto etandlico obtido da parte aérea de
Aspidosperma pyrifolium e das fragcdes hexanica, diclorometanica, acetato de etila e hidroalcéolica

Metabolito Secundario Extrato FracBes®

Etandlico' Hexano Diclorometano Acetato de  Hidroalcdolica

Etila

Acidos fixos fortes - - - - -
Aglicona esteroide e - ++ - - -
triterpenoides

Alcaloides - - - - -
Antocianidinas - - - - -
Antocianina - - - - -
Bases quaternarias + - - - -
Catequinas + + ++ ++ .
Cumarina - - - - -
Derivados cindmicos NR - - - ++
Esteroides livres + + + + -
Flavonois + + + + -
Flavanonois + + + + -
Flavanonas + + + + -
Flavonas + - - - -
Glicosideos NR - - ++ ++
Heterosideo - - + - -
cianogénicos

Leucoantocianidinas - - - - -
Quinonas - - - - -
Resina + - - - -
Saponinas + - + + -
Taninos condensados + - + - -
Triterpenoides + ++ + - -
Xantona + - - - -

'Prospeccéo fitoquimica segundo metodologia preconizada por Mattos (1988).
*Prospeccéo fitoquimica através da Ressonancia Magnética Nuclear (RMN *H).
3Presenca média (++), Presenca fraca (+), Ausente ou resultado inconclusivo (-), N&o realizado (NR).
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importancia bioldgica por apresentarem fortes interagdes com algumas macromoléculas como
0s polissacarideos, sendo ainda capazes de formar complexos sollveis com alcaloides,
gelatinas e diversas proteinas. Essa habilidade que os taninos exibem para interagir com
proteinas faz com que essa classe de substancias apresente propriedades bastante toxicas a
insetos, fungos e bactérias (SIMOES et al., 2001).

A toxicidade dos taninos pode ser também confirmada em estudo realizado por Silva
et al. (2004b), onde os autores atribuiu a essa substancia um potencial efeito larvicida sobre
A. aegypti.

As catequinas, substancia fortemente positiva nas fragdes hexanica e diclorometanica
(Tabela 16), sdo compostos pertencentes ao grupo de polifendis, conhecidas por apresentarem
uma serie de atividades bioldgicas como propriedades antioxidantes, quimioprotetora,
termogeénicas, antiinflamatoria e anticarcinogénica, além de um efeito quimioprotetor
(SCHMITZ et al., 2005; MATSUBARA & AMAYA, 2006).

Os espectros de RMN H revelou a presenca prétons alifaticos nos picos abaixo do
ponto 4ppm (Figura 24) indicando a presenca de derivados cindmicos e glicosideos, na fracdo
hidroalcdolica (Tabela 16).

A familia Apocynaceae, da qual faz parte A. Pyrifoilium, é conhecida pela presenca
frequiente de alcaloides em suas estruturas quimicas (PEREIRA et al., 2007). Araujo Jr. et al.
(2007), ao realizarem a investigacdo fitoquimica do extrato aquoso da casca do caule de A.
Pyrifolium, detectaram a presenca desses compostos. Contudo, na prospec¢do fitoquimica
realizada com a parte aérea, objeto desse estudo, ndo foi encontrado essa classe de
metabolitos em nenhum dos extratos.

Dessa forma, a possibilidade de que os alcaloides sejam encontrados em outros 6rgaos
da espécie ndo deve ser descartada. Além disso, a producdo dos metabdlitos secundarios pelas
espécies vegetais podem variar em funcdo de alguns fatores tais como, desenvolvimento e
sazonalidade; indice pluviométrico; temperatura e altitude, entre outros (GOBBO-NETO &
LOPES, 2007). Assim, ha que se levar em consideracdo esses aspectos quando se estiver
avaliando o pontencial farmacologico e/ou inseticida de uma planta, assim como na

prospeccao fitoquimica.
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Figura 21 — Espectro de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN *H) da fragio hexanica da parte aérea de Aspidosperma pyrifolium.
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Figura 22 — Espectro de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN *H) da fragio diclorometanica da parte aérea de Aspidosperma pyrifolium
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Figura 23 — Espectro de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN *H) da fracio acetato de etila, da parte aérea de Aspidosperma pyrifolium
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5 CONCLUSAO

1 Dentre os métodos de obtengdo dos extratos aquosos, a maceragdo realizada com a
parte aérea fresca de Aspidosperma pyrifolium apresentou maior toxicidade sobre as larvas de
Aedes aegypti.

2 O extrato etandlico apresentou efeito toxico sobre o Aedes aegypti, contudo este foi

menos toxico quando comparado a fragdo diclorometanica.

3 Diante dos resultados constatados pode-se inferir que os extratos obtidos da parte aérea
de Aspidosperma pyrifolium avaliados neste trabalho, sdo potencialmente promissores como
larvicida, podendo vir a ser uma forma alternativa de controle do Aedes aegypti.
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