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RESUMO

O Aedes aegypti possui grande importancia epidemioldgica por transmitir o virus da dengue,
febre amarela urbana, febre chikungunya e o virus zika. O combate do vetor baseia-se no
controle ambiental e na utilizacdo de inseticidas sintéticos. Sendo estes direcionados
principalmente para as fases de larva e adulto. A fase de ovo é dificil de ser controlada, pois
possui grande tolerancia as condi¢cGes ambientais. A resisténcia adquirida do A. aegypti aos
inseticidas tradicionais faz com que novos métodos sejam investigados. Neste sentido, o
objetivo desse trabalho foi avaliar a toxicidade do 6leo essencial obtido das folhas de Croton
argyrophyllus, sobre os ovos do A. aegypti, assim como a sua composi¢do quimica. O dleo
essencial foi extraido das folhas da espécie por hidrodestilacdo, em aparelho de Clevenger
modificado. Para o ensaio bioldgico, foi utilizado a concentragdo de 12 mg mL™ do 6leo
essencial de C. argyrophyllus, solubilizado em uma solucdo de Tween 80 a 10% em agua
deionizada. Como controles foram utilizados a solucdo de Tween 80 e apenas a agua
deionizada. Os ovos foram expostos por um tempo de 15, 30, 60 e 120 minutos ao Gleo
essencial. Inicialmente, as observacdes foram realizadas a cada duas horas, por um periodo de
12 horas e, posteriormente, a cada 12 horas, por um periodo de 180 horas. Apo6s 180 horas, foi
adicionado a todos os tratamentos racdo de peixe triturada, para funcionar como um estimulo
bioquimico objetivando avaliar a viabilidade dos ovos. Para a analise da composi¢do quimica
do dleo essencial foi realizada por Cromatografia Gasosa acoplada a Espectometria de
Massas. Verificou-se que até 180 horas de observacdo a maior porcentagem de eclosao larvar
ocorreu nos ovos que ficaram expostos ao 6leo essencial por 15mim (30%) e a menor nos
expostos por 120 min (>10%). Apds 180 horas houve aumento de eclosdao em todos o0s
tratamentos. Os principais compostos encontrados no 6leo essencial obtido das folhas de C.
argyrophyllus pertencem a classe dos sesquiterpenos hidrocarbonados (38,37%), seguidos dos
monoterpenos hidrocarbonados (15,15%), sesquiterpenos oxigenados (2,91%), monoterpenos
oxigenados (1,32%) e de outros constituintes (0,69%). Os principais componentes
encontrados no 6leo foram o biciclogermacreno (15,46%.) e B-cariofileno (14,69%). O 6leo
essencial de Croton argyrophyllus na concentracdo avaliada afeta a eclosao das larvas do A.
aegypti somente na auséncia de alimento no meio.

Palavras-chave: Arboviroses, Caatinga, Inseticidas naturais.



ABSTRACT

Aedes aegypti has great epidemiological importance for transmitting the dengue virus, urban
yellow fever, chikungunya fever and zika virus. The vector combat is based on environmental
control and the use of synthetic insecticides. These being directed mainly to the larva and
adult phases. The egg phase is difficult to control because it has great tolerance to
environmental conditions. The acquired resistance of A. aegypti to traditional insecticides
causes new methods to be investigated. In this sense, the objective of this work was to
evaluate the toxicity of the essential oil obtained from the leaves of Croton argyrophyllus, on
the eggs of A. aegypti, as well as its chemical composition. The essential oil was extracted
from the leaves of the species by hydrodistillation in a modified Clevenger apparatus. For the
biological assay, the concentration of 12 mg mL-1 of the essential oil of C. argyrophyllus
solubilized in a 10% Tween 80 solution in deionized water was used. As controls, the Tween
80 solution and deionized water only were used. The eggs were exposed for a time of 15, 30,
60 and 120 minutes to the essential oil. Initially, the observations were performed every two
hours for a period of 12 hours and thereafter every 12 hours for a period of 180 hours. After
180 hours, all rations of crushed fish were added to all treatments to function as a biochemical
stimulus to evaluate the viability of the eggs. For the analysis of the chemical composition of
the essential oil was performed by Gas Chromatography coupled to Mass Spectrometry. It
was verified that up to 180 hours of observation the highest percentage of larvae hatching
occurred in eggs exposed to essential oil by 15m (30%) and the lowest in exposed ones for
120 min (> 10%). After 180 hours there was hatching increase in all treatments. The main
compounds found in the essential oil obtained from the leaves of C. argyrophyllus belong to
the hydrocarbon sesquiterpene class (38.37%), followed by the hydrocarbon monoterpenes
(15.15%), oxygenated sesquiterpenes (2.91%), oxygenated monoterpenes (1.32%) and other
constituents (0.69%). The main components found in the oil were bicyclogermacrene
(15.46%) and p-caryophyllene (14.69%). The essential oil of C. argyrophyllus at the
evaluated concentration affects the hatching of A. aegypti larvae only in the absence of food
in the medium.

Keywords: Arboviroses, Caatinga, Natural insecticides.
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1 INTRODUCAO

Utilizar plantas medicinais para fins terapéuticos ou para a cura de enfermidades € tdo
antigo quanto a génese dos seres humanos. Os saberes empiricos disseminados entre geraces
cooperou para que o homem exercitasse a pratica de cultivar e utilizar as plantas medicinais, e
diante do conhecimento etnoboténico foram desenvolvidas pesquisas cientificas que podem
legitimar as propriedades medicinais das plantas e assegurar seu acesso e uso (CARNEIRO et
al., 2014; CAVALCANTE; SILVA, 2014).

O Brasil é considerado o pais de maior diversidade biolégica, destacando-se no ranking
mundial de paises megadiversos (CARNEIRO et al., 2014). E neste pais que se encontra a
maior diversidade de flora do mundo, bem como, ecossistemas riquissimos em quantidade de
espécies vegetais, (MEDEIROS FILHO, 2014). O pais possui 36.174 espécies de plantas,
4.747 espécies de algas e 5.719 espécies de fungos, destacando-se as angiospermas, com
33.218 espécies e, com menor nimero, as gimnospermas com 29 espécies (BFG, 2018).

A identificacdo de plantas com potencial para a obtencdo de produtos a partir dos seus
processos metabdlitos e constituintes quimicos associados, vem se destacando nos ultimos
anos (SANCHEZ-BAYO et al., 2013), uma vez que, produtos originados do metabolismo
secundario das plantas sdo tidos como promissores no manejo de insetos e pragas (RATTAN,
2010). Os metabolitos secundarios possuem uma diversidade de propriedades farmacologicas
utilizadas na medicina popular, mesmo quando sdo desconhecidos dos pesquisadores (JUCA
etal., 2013).

Para a constatagdo da atividade inseticida de alguns produtos naturais, como os 6leos
essenciais de plantas, estudos tém sido realizados (CARVALHO et al., 2015; ANJOS et al.,
2018). As propriedades quimicas e farmacologicas de determinadas moléculas produzidas
pelas plantas, ou a combinacdo delas, podem provocar a reducdo ou o aumento da
bioatividade dos produtos de origem vegetal (PEREIRA, 2014).

Os Oleos essenciais sdo produtos do metabolismo secundario das plantas, ricos em
constituintes de baixo peso molecular, volateis e com odores caracteristicos (COBELLIS et
al., 2015), que podem apresentar uma variedade de atividades biologicas, tais como,
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propriedades anti-inflamatoria, fungicida, analgésica (ALl et al., 2015), antioxidante,
antimicrobiana e ag&o inseticida (PANDEY; SINGH, 2017), a exemplo da atividade larvicida
sobre o Aedes aegypti Linnaeus, 1762 (DIAS; MORAES, 2014).

O A. aegypti € um vetor de grande importancia epidemiolodgica, pois transmite a febre
amarela urbana, febre chikungunya, zika virus e dengue (CARVALHO et al., 2015), sendo
esta ultima uma patologia que possui forte impacto na satde publica, por ser a arbovirose que
mais causa mortalidade no ser humano (MARCONDES, XIMENES, 2016). As epidemias
causadas por esses virus ocorrem em funcdo de fatores como a distribuicdo espacial dos
vetores e a susceptibilidade da populagédo, o que contribui para sua ampla dispersdo
(HONORIO; CAMARA, 2015).

No Brasil ja foram utilizados diversos inseticidas sintéticos para 0 manejo de A. aegypti,
dentre eles o Temefos, que € um organofosforado (BRAGA; VALLE, 2007; PERES, 2016).
O temefds foi o principal larvicida usado para controlar o A. aegypti nas ultimas décadas.
Contudo, a partir de 1999, comecou a ser detectado o aparecimento de populagdes de larvas
resistentes a esse produto e, em 2012, foi recomendada a interrup¢do do seu uso (OMS, 2012).
O temefds foi utilizado de forma restrita em 2013 e, ap6s 2014, ndo foi mais utilizado. A
partir de 2013 foram utilizados o diflubenzuron e o novaluron para controlar as larvas e no
ano de 2014 foi introduzido o piriproxifen (MINISTERIO DA SAUDE, 2014).

Os ambientes criados pelos humanos e a variagdo climatica propiciam o incremento da
proliferacdo do A. aegypti em areas urbanas (HIGA, 2011). O mosquito tem preferéncia por
locais a céu aberto e com agua parada para procriar (CONSOLI; OLIVEIRA, 1994). Flores
ornamentais como bromelias, buracos em rochas, cavidades de arvores e internddios de
bambus séo criadouros naturais do A. aegypti (FORATTINI, 2002).

Diferentes acdes visam a eliminacdo do mosquito, entretanto, a efetividade destas, tem
sido baixa e sem sucesso na contencdo da dispersdo do virus da dengue (GUBLER, 2011) e
outras arboviroses (HONORIO; CAMARA, 2015).

Dentre as formas de controle que possam vir a atuar nas diferentes fases de
desenvolvimento do A. aegypti, pode-se citar os inseticidas botanicos com atividade ovicida.
A utilizacdo de 6leos essenciais na formulacdo de inseticidas boténicos pode ser viavel a nivel
social, ambiental e economico, atendendo a0 mesmo tempo a uma parcela da sociedade que
opta por produtos naturais que causem um menor impacto sobre 0 meio ambiente e sobre a
salde dos humanos (SANTANA, 2012).

Vaérias pesquisas sdo desenvolvidas com vegetais, a procura de biomoléculas capazes de
promover o controle de pragas (KAMANULA et al., 2017; PAVELA; SEDLAK, 2018) e
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vetores (CRUZ et al., 2015, CARVALHO et al., 2015; ANJOS et al., 2015). A exemplo do
género Croton Linnaeus, que tem sido estudado por possuir propriedades medicinais e/ou
inseticidas.

Segundo Brasil et al. (2009), varias espécies do género Croton destacam-se na producgéo
de Oleos essenciais e, por isso, tém forte aroma, apresentando em sua constituicdo,
predominantemente, compostos da classe dos terpenos, como B-cariofileno, B- elemeno, B-
pineno e sabineno.

Pinto et al. (2016) avaliaram a toxicidade do 6leo essencial da inflorescéncia de Croton
jacobinensis Baill sobre A. aegypti e concluiram que era mais ativo que o 0Oleo essencial
obtido dos caules da espécie. O resultado foi relacionado a presenca dos compostos
majoritarios encontrados no 6leo da inflorescéncia, que foram 1,8-cineol, B-cariofileno, -
pineno e viridiflorol

Poucos trabalhos vém sendo realizados com o género Croton sobre a fase ovo de A.
aegypti, em virtude desta fase ter tolerancia fisica e quimica (REZENDE et al., 2008). No
entanto De Lima et al. (2013) utilizou 6leos essenciais de Croton argyrophylloides Muell.
Arg, Croton nepetaefolius Kuntze, Croton sonderianus Muell. Arg, e Croton zehntneri Pax et
Hoffm, sobre ovos do A. aegypti, constatando toxicidade destas espécies.

A espécie Croton argyrophyllus Kunt é endémica do Brasil e possui potencial para ser
usada em programas de controle integrado do A. aegypti, considerando o potencial larvicida ja
comprovado da espécie sobre o A. aegypti (CRUZ et al.,, 2015; CRUZ et al., 2017)
confirmando o seu potencial para ser utilizado em programas de controle integrado do A.
aegypti, € preciso expandir pesquisas afim de testar o potencial ovicida.

Nesse sentido, considerando a importancia sanitaria que 0 mosquito possui e o potencial
inseticida da espécie Croton argyrophyllus objetivou-se nesse trabalho avaliar a toxicidade do
6leo essencial das folhas de Croton argyrophyllus Kunth (Euphorbiaceae) sobre ovos do A.

aegypti, bem como determinar a sua composi¢do quimica.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

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

2.1.1 Morfologia Geral e Ciclo de Vida

O Aedes aegypti, difundiu-se pelo mundo a partir do século XVII. A primeira descrigao
do surgimento do vetor no Brasil foi no decorrer do periodo colonial, com o trafego negreiro
(GARCEZ et al., 2013).

Os representantes dessa espécie pertencem ao filo Arthropoda, classe Insecta, ordem
Diptera e familia Culicidae, estando os mosquitos presentes nos subtrdpicos e trépicos, no
continente americano, em toda a india e no Sudeste da Asia (ZARA et al., 2016; KRAEMER
et al., 2015; BRAGA; VALLE, 2007). O A. aegypti possui metamorfose completa
(holometabolia), transpassando pelas fases de ovo, larva (quatro estagios), pupa e adulto
(NEVES, 2011) (Figura 1).

Os ovos sdo colocados individualmente, proximos a superficie da agua, em ambientes
eventualmente alagaveis (NATAL, 2002). Os ovos sdo compostos por membrana vitelina
(transparente), embrido, endocério (espesso) e exocorio. A olho nu figuram com a forma de
torpedo, a parte anterior, mais espessa e mais abruptamente conica do que a outra, sdo lisos,
longos e de forma ovoide (ALMEIDA et al., 2007). Medem cerca de 1 mm de comprimento e
possuem contorno alongado e fusiforme. No momento da postura apresentam coloracdo

branca, porém, logo adquirem a cor negra brilhante (SILVA; POLETO, 2012).
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Figura 1. Representacdo esquematica do ciclo de vida do Aedes aegypti, mostrando as fases
de ovo (a), larva (b), pupa (c) e adulto (d). Fonte: Costa (2018)

Caso 0s ovos sequem, os embriGes podem enfraquecer ou morrer, mas, se durante um
determinado periodo lhes for oferecido condi¢cdes para um bom desenvolvimento, como por
exemplo, elevados indices pluviométricos, os ovos secos tornam-se viaveis. Ao fim do
desenvolvimento embrionario, 0s ovos podem conseguir resistir a periodos de dessecacdo, que
podem durar mais de um ano (COSTA, 2001). Ja foi observada a eclosdo das larvas em ovos
com até 450 dias, quando expostos a dgua (FUNASA, 2001), o que representa um enorme
obstaculo para a eliminacao do vetor (COSTA, 2001). O ovo ¢ a fase mais resistente do ciclo
bioldgico do vetor e, nas regifes onde as estacdes possuem invernos rigidos, é tida como
estratégia da espécie para suportar o frio (SILVA; POLETO, 2012). Esta fase permite o
transporte a longas distancias do vetor, tornando-se o principal meio de dispersdo do mosquito
(SILVA et al., 2009).

A fase larvéria corresponde a um momento de alimentacdo intensa e de crescimento.
Nesta fase, ocorrem quatro estagios de desenvolvimento (L1-L4), que duram geralmente de 4
a 10 dias, dependendo do clima, da densidade das larvas no criadouro e da disponibilidade de
alimento. Em ambientes naturais, as larvas se alimentam de bactérias, micro-planctons e algas
(BESERRA et al., 2009b).

As larvas sdo aquaticas de exterioridade vermiforme, elas possuem um corpo dividido
em cabeca, torax e abdémen. O abdémen é subdividido em oito partes e, na sua extremidade,

encontra-se o sifdo para a respiracdo na superficie da dgua, onde ela fica em pé em posicéo
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vertical (FUNASA, 2001). No primeiro estagio, a larva é guarnecida de um “dente” quitinoso
que ajuda no processo de eclosdo. No corpo da fase larval acha-se 222 pares de cerdas
aproximadamente dispostos de forma simétrica, diversificando em relacdo ao ndmero de
ramificacbes e ao tamanho. Possuem a funcdo de auxiliar na flutuacdo e na percepcao
sensorial (CONSOLI; OLIVEIRA, 1994).

As larvas sdo providas de aparelho bucal do tipo mastigador raspador, as pecas bucais
consistem em epifaringe, mandibulas, maxilas, hipofaringe e labio (CONSOLI; OLIVEIRA,
1994). Possuem sensibilidade a movimentos bruscos na agua e se movimentam fazendo um
“S” em seu deslocamento. Quando expostas a luz movem-se rapidamente para o fundo do
recipiente procurando abrigo, devido a fotofobia (FUNASA, 2001).

As pupas tém restricdo alimentar e seu estagio dura em média de dois a trés dias em
condicdes adequadas de temperatura, e configuram o estagio de transicao entre o individuo do
meio aquatico para o terrestre (FORATTINI, 2002). Este estagio é caracterizado por aparente
dorméncia, alcancando intensa atividade respiratoria, mostrando-se sensiveis a qualquer
mudanca que ocorra no meio (GALLO et al., 2002). Quando nédo perturbadas, mantém-se na
superficie da agua para respirarem por meio de um par de tubos conhecidos como trompas
respiratorias (BESERRA et al., 2009a).

As pupas tém o formato de virgula, possuem um cefalotérax grande e abdémen longo e
encurvado, com terminagdo em paletas nadatorias (ALMEIDA, 2011). N&o se alimentam
nesta fase e, geralmente, em dois a trés dias desenvolvem-se para a fase adulta. A pupa tem
um par de tubos respiratdrios ou “trompetas”, que atravessam a agua e permitem a respiracao.
A cabeca e 0 térax sdo acoplados, compondo o cefalotérax. Quando perturbadas, agitam-se
muito, contudo, comumente ficam paradas na superficie da dgua, o que facilita a emergéncia
para a fase adulta (CONSOLI; OLIVEIRA, 1994). Depois de dois ou trés dias o alado emerge
(ALMEIDA, 2011; BESERRA et al., 2009a).

A fase reprodutiva do mosquito é representada pelo individuo adulto (GERIS et al.,
2012). O mosquito alimenta-se de substancias que contém aculcar (néctar, seiva, entre outros)
(GOMES, 2016). Entretanto, apenas as fémeas realizam hematofagia para o desenvolvimento
completo dos ovos e maturagdo nos ovarios. Logo apos se alimentar, buscam lugares para
depositar seus ovos (FORATTINI, 2002). Tornam-se aptas para a postura dos ovos trés dias
ap6s ingerir sangue (ZARA et al., 2016). E importante ressaltar que, em média, uma fémea
fecundada € capaz de produzir a partir de um Gnico repasto sanguineo 120 ovos durante seu
ciclo reprodutivo (MARTINS et al., 2013).
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O A. aegypti adulto possui coloragéo escura, com listras brancas no corpo e um desenho
em forma de lira no mesonto, com estimativa de vida de 30 a 35 dias. O comprimento medio
dos adultos é de cerca de 3-6 mm de comprimento, com patas longas e finas, corpo com
escamas mais ou menos abundantes, sendo que estas definem sua cor (FORATTINI, 2002).

O tdrax possui trés pares de patas, dois orificios respiratorios ou espiraculos, um par de
asas membranosas compridas e estreitas, com nervuras cobertas de escamas e uma franja de
escamas estreitas ao longo do bordo posterior, e um segundo par de asas modificadas, 0s
halteres. O abddémen ¢ longo e delgado, com oito segmentos visiveis e na sua extremidade
encontram-se os orificios genital e anal, envoltos de estruturas mais ou menos complexas, as
genitlias, sendo a masculina saliente e de relevancia para a sistematica (ALMEIDA, 2011).

A diferenciacdo dimorfica entre os sexos pode ser feita desde a fase de pupa, mas a
identificacdo é mais facilmente realizada nos representantes ja desenvolvidos, sobressaindo
estruturas como antenas, aparelho bucal e tamanho dos palpos, sendo nos machos o tamanho
do abddémen mais alongado do que nas fémeas (ALMEIDA, 2011).

Apbs 24 horas da emergéncia, 0 mosquito ja se encontra apto para a copula. Somente
uma inseminacdo é capaz de fecundar todos os ovos que a fémea chega a produzir durante a
sua vida. No repasto sanguineo, as fémeas adquirem proteinas para o desenvolvimento dos
ovos e realizam uma postura em torno de trés dias em condicdes de temperaturas satisfatorias.
Frequentemente, se alimentam mais de uma vez, entre duas sucessivas posturas,
principalmente quando sofrem perturbaces antes de total ingurgitacdo (cheias de sangue).
Isso resulta na mudanca de hospedeiros, disseminando os virus, caso estejam infectadas.
Durante a oviposicdo, a fémea gravida é atraida por dep6sitos com superficie aspera, escuros
ou sombreados, onde deposita 0s ovos. Opta por agua limpa ao invés de agua poluida e
espalha seus ovos por muitos recipientes (FUNASA, 2001). Contudo, alguns trabalhos
mostram focos do mosquito em &gua suja também (MINISTERIO DA SAUDE, 2018).
Segundo Beserra et al. (2010) o A. aegypti ndo apresenta nenhuma preferéncia particular de
colocar ovos em agua limpa.

Todo o ciclo do A. aegypti possui influencia direta da umidade, temperatura, e
pluviosidade, pois a populacdo dos mosquitos é equivalente ao aumento da pluviosidade
(DEGALLIER et al., 2010).

A transmissdo das arboviroses ocorre atraves da picada da fémea infectada pelo virus,
que se localiza nas glandulas salivares do mosquito, onde ocorrerd um periodo de incubacao;
logo apds torna-se um vetor permanente, seja dos virus da febre amarela urbana, da dengue,
zika ou chikungunya (SVS, 2005).
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2.1.2 Importancia Sanitaria/ Transmissao de Arboviroses

Doencas transmitidas por insetos atingem a populacdo mundial causando mortes,
principalmente em paises subtropicais e tropicais (LUPI et al., 2013). Estima-se que quase 3,5
bilnGes de pessoas no mundo encontram-se em areas de risco para contrair doencas
ocasionadas por arbovirus (CDC, 2018), que sdo virus transmitidos por artrépodes durante a
hematofagia (RUST, 2012).

O Aedes aegypti ficou conhecido como "mosquito da febre amarela” por ter sido
apontado como o principal vetor urbano da doenca, devastadora no inicio do século XX
(GLORA-SORIA et al., 2018). No Brasil, o vetor foi suprimido do territério entre as décadas
de 50 e 70, a partir de acGes contra a febre amarela urbana. Contudo, no final da década de 70,
o vetor foi reintroduzido, ocasionando casos novos de epidemias em niveis alarmantes
(SIMMONS, 2012). Atualmente, este mesmo vetor constitui um grande problema de satde
publica, por ser o principal vetor da dengue (DEN), da febre chikungunya (CHIKV) e do virus
zika (ZIKV) (GLORIA-SORIA et al., 2018).

No Brasil, a grande ocorréncia do mosquito esta relacionada ao rapido processo de
urbanizacdo, assim como as condic@es climaticas e sociais, que favorecem a sua proliferacdo
(BUSATO et al., 2014). O pais, por possuir um clima tropical, favorece condicdes ideais para
0 desenvolvimento e proliferagio do mosquito (SANTOS et al., 2019). Portanto, as
arboviroses acabaram virando um grande problema de salde publica, de caracteristica
mundial, pela alta capacidade de dispersdo, adaptacao e evolucdo dos virus (DONALISIO et
al., 2017).

A dengue é uma doencga com baixas taxas de mortalidade registradas, entretanto, é hoje
a doenca viral humana com maior nimero de casos, sendo ocasionada por um arbovirus da
familia Flaviviridae, género Flavivirus, que atualmente possui quatro sorotipos conhecidos,
antigenicamente distintos: DEN 1, DEN 2, DEN 3 e DEN 4. A doenca € transmitida por meio
da picada de mosquitos fémeas do género Aedes infectadas com o virus (VILLELA et al.,
2017; WANG et al., 2017). Em 2019, até a 5% semana, foram registrados 54.777 de casos
provaveis de dengue no pais. No mesmo periodo de 2018, foram registrados 21.992 casos
provaveis, sendo confirmados cinco 6bitos (MINISTERIO DA SAUDE, 2019).

Além da dengue, o chikungunya e o zika, também transmitidos pelo A. aegypti, sdo
arbovirus em crescente expansao no Brasil e igualmente preocupantes. A primeira, ocasionada
por um virus da familia Togaviridae, foi identificada no Brasil em setembro de 2014. Nesse
mesmo ano, acometeu 2.772 pessoas nas regides Norte e Centro-Oeste (FERREIRA et al.,



18

2018). Em relacdo a chikungunya, até a 5° semana de 2019 foram registrados 4.149 de casos
provaveis. No mesmo periodo de 2018, trés oObitos foram confirmados, nos estados da
Paraiba, Rio de Janeiro e Mato Grosso (MINISTERIO DA SAUDE, 2019).

Ja o zika € desencandeado por um virus da familia Flaviviridae e teve o primeiro relato
confirmado em abril de 2015 no estado da Bahia e, apos isso, teve sua dispersao por todo o
pais (SOUZA, 2016). A sindrome congénita do virus zika pode ser manifestada em criancas
cujas maes foram infectadas pelo virus zika durante a gravidez. Além de microcefalia, as
criancas apresentam graves danos neurologicos, oftdlmicos, auditivos e deformidades cranio
facial (FRANCA et al., 2018). Em 2019, até 4 @ semana, foram registrados 630 casos
provaveis de zika no pais. Até essa mesma semana do ano de 2019, ndo foram registrados
Obitos. Em gestantes foram registrados 74 casos provaveis, sendo 15 casos confirmados
(MINISTERIO DA SAUDE, 2019).

Com relagdo a febre amarela urbana, relatos ndo sao registrados no Brasil desde 1942
(GOLDANI, 2017). Embora exista uma vacina segura e indicada, existem varios fatores que
permitem que a doenca ressurja periodicamente na Africa e Américas (JULANDER, 2013;
GOLDANI, 2017). O Ministério da Saude explica que todos os casos de febre amarela
registrados no Brasil desde 1942 sdo silvestres, até mesmo os atuais, ou seja, a doenca foi
transmitida por vetores que vivem em ambientes de mata (mosquitos dos géneros
Haemagogus e Sabethes). Neste sentido, a transmissao silvestre é caracterizada, além da
espécie do mosquito envolvida, pelo fato dos mosquitos transmitirem o virus e também se
infectarem a partir de um hospedeiro silvestre, no caso 0 macaco.

A probabilidade da transmissdo da febre amarela urbana no Brasil é baixissima por
varios fatores: todas as investigacdes dos casos conduzidas até o momento relacionam a
exposicdo a areas de matas; em todos os locais onde aconteceram casos humanos, também
aconteceram casos em macacos; todas as acdes de vigilancia entomoldgica, com capturas de
vetores urbanos e silvestres, ndo localizaram a presenca do virus em mosquitos do género
Aedes (MINISTERIO DA SAUDE, 2018).

2.1.3 Formas de Controle

Diante da dificuldade para desenvolver uma vacina contra a dengue, a forma principal
de combate das arboviroses transmitidas pelo Aedes aegypti ainda é o controle do mesmo,
uma vez que a vacina possui limitagdes e, além disso, ndo protege contra zika e chikungunya
(GARCEZ et al., 2013).
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A eliminacdo deste mosquito tem sido um importante desafio, principalmente nos paises
em desenvolvimento. Aspectos ligados a problemas de infraestrutura das cidades, bem como
o0 ndo recolhimento de lixo, irregularidades no fornecimento de agua e pontos de dgua parada
sdo fatores que implicam na efetividade dos métodos habituais de controle do A. aegypti
(ZARA et al., 2016).

O aumento da ocorréncia de arboviroses transmitidas pelo A. aegypti estd associado ao
adensamento populacional, a urbanizacdo desordenada, a inconstancia da distribuicdo de agua
e a movimentagdo de pessoas e mercadorias, que favorece a disseminacao do vetor e dos virus
por todo o mundo (ZELLWEGER, 2017).

Segundo a OMS, o A. aegypti pode ser contido por métodos mecanicos, sintéticos,
bioldgicos, incluindo os genéticos (WHO, 2012). O controle mecéanico é uma medida centrada
em detectar, destruir ou destinar adequadamente reservatérios naturais ou artificias de agua
que possam servir de deposito para os ovos do A. aegypti (ZARA et al., 2016).

No controle bioldgico sdo utilizados predadores ou patégenos com capacidade para
diminuir a populacdo vetorial. Entre as possibilidades existentes de predadores encontram-se
o0s peixes (SHULSE et al., 2013) e os invertebrados aquaticos, que se alimentam de larvas e
pupas, e 0s patdgenos que eliminam toxinas, como parasitos, bactérias, e fungos (BRAGA;
VALLE, 2007).

Estudos estdo sendo realizados empregando a esterilizacdo através de radiacdo e soltura
de grande guantidade de mosquitos machos estéreis em uma area demarcada.O método do
inseto estéril (sterile insect technique), onde insetos machos sdo submetidos a uma dose
minima de raios gama ou raios X objetivando induzir rearranjos cromossdmicos aleatérios e
provocar a esterilizacdo (BOYER, 2015). Os machos liberados acasalardo com fémeas
selvagens, diminuindo a potencialidade reprodutiva da populacdo selvagem, ocorrendo uma
diminuicdo da populacdo nas geracBes posteriores. Esta técnica €, dessa forma, espécie-
especifica e ndo € prejudicial ao meio ambiente (WILKE et al., 2009). Contudo, Santos et al.
(2018), ressaltam que pode ocorrer substituicdo por populacdo de mosquitos selvagens depois
de um tempo, pois 0s machos "tratados" podem néo ser suficientemente fortes para disputar
com os insetos selvagens.

A utilizacdo da bactéria Wolbachia pipientis Hertig e Wolbach, 1924, tambem esta
sendo avaliada como uma forma alternativa de controle, devido a sua capacidade de interferir
na reproducgdo de insetos, conforme discutido por Bourtzis et al. (2013). O uso da bactéria é
uma metodologia atual e tem sido usada para mudar o comportamento reprodutivo do inseto,

diminuindo a capacidade de patdgenos se multiplicarem no hospedeiro (BIAN et al., 2013). A
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bactéria ndo combate o mosquito, mas debilita sua capacidade de transmissdo dos virus
(BAPTISTA; TOME, 2017), pois ela afeta o desenvolvimento normal do virus no organismo
dos insetos, diminuindo a replicagdo do virus nos tecidos do inseto e impedindo sua
transmissdo. Esses efeitos ocorrem, provavelmente, devido a mudanga da imunidade que a
bactéria induz no mosquito e, também, da competicdo por nutrientes celulares, ja que os dois
(virus e bactéria) habitam dentro das células (DE OLIVEIRA; MOREIRA, 2012). Assim
como outras técnicas, esta também possui suas desvantagens, como as diferencas climaticas,
protocolos de liberacdo de mosquitos, nivel de urbanizacdo e densidade humana podem afetar
0 potencial invasor dos insetos nos ambientes em que séo soltos (SANTOS et al., 2018).

Outro método estudado € a modificacdo genética de populacdes de insetos selvagens
(MCGRAW, 2013; SLATKO, 2014). Esta técnica consiste na insercdo de um alelo efetor que
faca o bloqueio ou reducdo da transmissdo da doenca na populacdo selvagem (ARAUJO et
al., 2015), quando insetos-alvos acasalados com 0s mosquitos transgénicos, provocam
declinio da populagdo (KOKOZA, 2001). Entretanto, é necessario o0 uso de tecnologias de
sexagem dos mosquitos, depende do protocolo de soltura e demanda producéo e liberacao
constante de mosquitos no meio ambiente, pois, para que o transgénico consiga acasalar com
as fémeas, é necessaria a liberacdo de uma quantidade alta deles, numa propor¢do de dez
mosquitos transgénicos para cada mosquito selvagem (SANTOS et al., 2018).

Os métodos mais empregados para controlar as pragas, seja em areas agricolas ou
urbanas, sdo os inseticidas sintéticos, porém iniciam uma série de questdes ambientais e
problemas relacionados a saude (GOMES et al., 2017; MENDES et al., 2017). Sua utilizacao
tem sido considerada cada vez mais arriscada, podendo-se citar a resisténcia dos insetos, a
persisténcia de ingredientes ativos no meio ambiente e a ameaca para organismos nao alvos
(GOMES et al., 2017).

O controle do A. aegypti na fase ovo, ainda € um desafio, devido a sua capacidade de
quiescéncia e a cuticula de cera, que se forma entre doze a treze horas depois da oviposicéo.
Estas caracteristicas atribuem aos ovos do A. aegypti uma tolerancia as condigdes fisicas e
guimicas, bem como aos inseticidas (REZENDE et al., 2008).

Apoiando-se no fato de que ovos de A. aegypti podem se manter viaveis por muitos
meses, e, de tal modo, garantir a manutencdo da espécie e transmissao dos virus, € preciso que
medidas sejam adotadas no sentido de diminuir a infestacdo vetorial. Portanto, interromper
ou mesmo evitar o desenvolvimento embrioldgico do mosquito é de extrema importancia no

controle do vetor e, consequentemente, na transmissao dos virus (AGUIAR et al., 2011).
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A diminuicdo da efetividade do método mais comum de eliminagdo de mosquitos, se da
por conta da resisténcia genética adquirida dos mosquitos aos inseticidas (SMITH et al.,
2016), porque, ao se reproduzirem, eles transmitem os alelos encarregados pela resisténcia a
sua prole e, aos poucos, a populacdo de insetos vai ficando mais tolerante e menos afetada
pelos produtos (NICOLAU et al., 2013).

Dessa forma, inseticidas naturais alternativos, que apresentem bons resultados no
combate a0 mosquito e que ocasionem baixa toxicidade ao meio ambiente (SIMAS et al.,
2004) e a saude humana, vem sendo cada vez mais estudados. O uso de inseticidas botanicos
pode ser vantajoso se comparado aos sintéticos. Como sao resultantes de recursos renovaveis
e por serem um mix de varios compostos ativos atuando sinergisticamente, a selecdo de
mosquitos resistentes pode acontecer em menor intensidade (OLIVEIRA et al., 2014).

Os estudos com os inseticidas alternativos vém demonstrando que a integracdo entre
todas as formas de controle é a mais aconselhavel para prevenir as arboviroses que sdo
disseminadas pelo A. aegypti (MANJARRES-SUAREZ; OLIVERO-VERBEL, 2013; ZARA
etal., 2016).

2.2 A Caatinga, a Producdo de Metabdlitos Secundarios e o Controle de Insetos

Denominada como “mata branca”, a Caatinga engloba cerca de 9% do territério
nacional. Destaca-se por conter espécies endémicas do Brasil e com particularidades Unicas,
como a tolerancia ao estresse hidrico. Devido ao estresse ambiental constante, as arvores da
Caatinga desenvolveram suas préprias estratégias de sobrevivéncia, para garantir o
fornecimento adequado de &gua e suavizar os efeitos danosos da seca (MESQUITA et al.,
2018).

A vegetacdo da Caatinga € constituida principalmente por arvores baixas e arbustos
profusamente ramificados, frequentemente com espinhos ou aculeos, geralmente com folhas
pequenas, entremeados com plantas suculentas (geralmente cactos), e um estrato herbaceo
formado por plantas anuais, bromélias terrestres e cactos rasteiros. Além disso, a vegetacao é
fortemente sazonal, apresentando um aspecto luxuriante na estacdo chuvosa, quando as
arvores e arbustos apresentam folhas novas e flores em profusdo. Isso contrasta fortemente
com o aspecto desolador da estagdo seca, quando as plantas estdo despidas da folhagem e
quase ndo se nota sinal de vida (FERNANDES; QUEIROZ, 2018).
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A Caatinga abriga uma elevada diversidade de animais e plantas (SILVA et al., 2017) e
a heterogeneidade das condigdes ambientais, 0 que tem atraido a atencdo para pesquisas,
inclusive como motivo de varios debates (LIMA, 2012).

As populacdes da regido semiarida do Brasil manifestam uma grande dependéncia
econOdmica dos recursos florestais, e a vegetagdo da Caatinga possui um papel importante
como provedora de produtos madeireiros, como a lenha, carvéo, estacas e mourdes (PAES et
al., 2013; MEDEIROS NETO et al., 2014) e ndo madeireiros como, folhas, frutos e sementes,
0s quais possuem elevado valor para a sustentacdo da pecudria regional, sendo uma das
indispensaveis fontes de alimento (forragem) para os animais (SILVA et al., 2012).

No entanto, praticas equivocadas como excesso de pastejo de bovinos e caprinos,
provocaram desertificacdo em cerca de 11% da Caatinga. Além disso, a exploracdo
madeireira para fins energéticos de industrias e comércio, e sua conversdo em zonas de
producdo agricola intensiva, sdo as principais responsaveis pela vulnerabilidade e até o
desaparecimento deste bioma (ARAUJO FILHO, 2013; VIEIRA et al., 2015; DE
ALBUQUERQUE; MELO, 2018).

A importéncia das plantas do bioma Caatinga tém sido confirmada e reportada diante da
avaliacdo cientifica, como a atividade anti-parasitaria (FRASSON, 2012), atividade
antimicrobiana (SILVA et al.,, 2012), antioxidante (ARANDA-SOUZA, et al., 2012),
antitumoral (MELO et al., 2011), anti-inflamatdria (ROQUE, 2010), dentre outras. Pesquisas
sobre a flora da Caatinga tém sido feitas, objetivando a extracdo de substancias de plantas que
possuam atividade inseticida, demonstrando resultados satisfatdrios no combate ao A. aegypti
(SILVA et al., 2014), assim como em outros insetos (BACCI et al., 2015; CAMPOS et al.,
2015; SILVA, 2018).

Os inseticidas botanicos podem ser desenvolvidos a partir dos produtos bioativos
sintetizados pelas plantas, oriundos do seu metabolismo secundario, sendo estes
extremamente importantes para as plantas (GOMEZ-CARAVACA et al., 2014). Eles estio
distribuidos nas plantas vasculares e atuam em varios processos fisiologicos (GAUCHER et
al., 2013), desempenhando funcBes de defesa nas plantas, neutralizando espécies reativas de
oxigénio, permitindo sua sobrevivéncia e prevencdo contra danos moleculares causados por
microrganismos, insetos e animais (VELEZ et al., 2014; ZAKARYAN et al., 2017). Possuem
também grande valor agregado do ponto de vista econémico, porque de todos 0s compostos
identificados, poucos sdo aqueles que sao utilizados como drogas, saborizantes, fragrancias,
inseticidas ou corantes (SPECIAN et al., 2015).
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As principais classes de metabdlitos secundérios identificados em espécies vegetais séo
0s compostos nitrogenados, compostos fendlicos ou fendis e terpenos ou terpenoides.
(DELBONE; LANDO, 2010).

Os 06leos essenciais produzidos a partir do metabolismo secundario das plantas possuem
funcdo de defesa contra agentes patogénicos, conferem protecdo contra os herbivoros e atraem
polinizadores. S&o produtos liquidos, volateis, limpidos e raramente coloridos, lipossollveis e
com uma densidade geralmente mais baixa que a da agua. Eles podem ser sintetizados por
todos os 6rgdos das plantas como botbes, flores, folhas, caules, galhos, sementes, frutas,
raizes, cascas, e sdo armazenados em células secretoras, cavidades, canais, celulas
epidérmicas ou tricomas glandulares (BAKKALI et al., 2008).

Os Gleos essenciais sdo produtos naturais extremamente complexos, que podem conter
em torno de 20 a 60 componentes em concentracdes variadas. Eles sdo caracterizados por dois
ou trés componentes em concentragcdes razoavelmente altas (20—-70%) e outros componentes
presentes em quantidades menores (BAKKALI et al., 2008).

Sua composicdo varia de hidrocarbonetos terpénicos, alcoois simples e terpénicos,
aldeidos, cetonas, fendis, ésteres, oOxidos, perdxidos, furanos, acidos organicos, lactonas,
cumarinas, dentre outros, onde a grande maioria dos compostos € derivada de
fenilpropandides ou terpenoides, especialmente das classes dos monoterpenos e
sesquiterpenos (SIMOES et al., 2010). A composicdo quimica dos dleos essenciais é
determinada por fatores genéticos, mas, outros fatores decorrentes da interacdo planta e
ambiente, planta e micro-organismos, planta e planta, também podem gerar alteracGes
expressivas na producdo dos metabolitos secundarios (MORAIS, 2009).

Ja é sabido que alguns 0Oleos essenciais de plantas ndo s6 repelem insetos, mas também
apresentam acéo inseticida por meio do contato direto ou pelas vias respiratdrias dos mesmos
(CORREA; SALGADO, 2011; AVELINO et al., 2019). A exemplo de estudos com o género
Croton (CRUZ et al., 2015; CARVALHO et al., 2015; ANJOS et al., 2018).

2.3. Género Croton Linnaeus (Familia Euphorbiaceae)

As espécies da familia Euphorbiaceae estdo distribuidas principalmente nas regides
tropicais do planeta, em especial nos continentes americano e africano, com poucos
individuos inseridos nas regides temperadas. Com um total de 8.000 espécies e distribuidas
em 317 géneros, a familia divide-se ainda em 49 tribos e cinco subfamilia (TRINDADE,

2015). No Brasil ocorrem 63 géneros e cerca de 940 espécies, presentes na maioria dos
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biomas, sendo 638 espécies consideradas endémicas para o pais (CORDEIRO et al., 2015). A
familia Euphorbiaceae caracteriza-se pela morfologia variada, sendo arvores, arbustos, ervas
ou lianas, com latex ou ndo (JUDD et al., 2009).

Plantas desta familia possuem interesse econémico, pois sao utilizadas como
ornamentais, nas industrias alimenticias, cosmética e medicinal (STEINMANN, 2002). Na
ornamentacdo podem-se citar a caracasana (Euphorbia cotinifolia L.), os candelabros
(Euphorbia ingens E. Mey. ex Boiss., E. trigona Miller e E. lactea Haw.) (SOUZA,
LORENZI, 2008), o bico-de-papagaio (Euphorbia pulcherrima Willd. ex Klotzsch.), a coroa-
de-cristo (Euphorbia milii Des Moulins), que é utilizada como cerca-viva. A mandioca,
(Manihot esculenta Crantz) rica em carboidratos € utilizada na alimentacdo humana e animal
(FIALHO; VIEIRA, 2011) bem como as folhas da espécie Cnidoscolus chayamansa Mc
Vaugh (JUDD et al., 2009), a mamoma (Ricinus communis L.) possui sementes ricas em 6leo
e tem ampla aplicacdo inddstrial e medicinal (SEVERINO et al., 2006; SOUZA; LORENZI,
2008).

A seringueira (Hevea brasiliensis Muell. Arg.), é a matéria prima para a producdo da
borracha natural (BICALHO et al., 2008). No Cerrado a espécie Croton antisiphiliticus Mart.
é utilizada como anti-sifilitica, antiinflamatoria, antireumatica, e contra Ulceras e eczemas
(RODRIGUES; CARVALHO, 2001; VILA VERDE et al., 2003).

O género Croton, com aproximadamente 1.200 espécies, é o segundo maior da familia
Euphorbiaceae (BERRY et al., 2005), sendo no Brasil 350 espécies existentes representado
nos mais variados ambientes, havendo dominancia de espécies nas regifes Sudeste e Nordeste
do pais (CORDEIRO et al., 2015).

O género foi nomeado por Linnaeus em 1753 ao descrever 13 espécies da Asia e Africa
na primeira edicdo de Species Plantarum. Apos isso, 0 género recebeu atencdo de diversos
estudiosos, destacando-se Webster (1992, 1993, 1994) que sugeriu a classificacdo
infragenérica mais atual para o género (SILVA et al., 2009).

Dentre as principais caracteristicas do género Croton estdo as inflorescéncias, flores
femininas com pétalas reduzidas, latex ndo-leitoso, estames encurvados no botdo e
indumentos do tipo estrelados, escamiformes ou simples (LIMA et al., 2006). Nectarios
extraflorais nas folhas também sdo comumente utilizados na identificagdo do Croton
(CARUZO et al., 2011).

As espécies do género podem ser encontradas como arvores, arbustos, sub-arbustos,
ervas e raramente lianas. As folhas exibem indumento piloso, pode ser inteiras ou raramente

trilobadas, com estipulas, especialmente nos ramos novos (ANGELICO, 2011).



25

A maioria das especies do género Croton produz Oleos essenciais, que apresentam
atividades importantes a sua sobrevivéncia, como mecanismos de adaptacdo as variacGes
climaticas e de protecdo contra herbivoros e patogenos. Além disso, estes 6leos apresentam
efeitos medicinais para os seres humanos (HUANG et al., 2013).

Algumas espécies de Croton podem conter latex, que comumente é viscoso e de cor
vermelha (SALATINO et al., 2007). Geralmente, a seiva vermelha, vulgarmente conhecida
como “sangue do dragdo” ou “sangre de gadro”, é obtido através de cortes na superficie da
casca de varios espécies de Croton, como Croton lechleri Mull. Arg., Croton palanostigma
Klotzsch, Croton draconoides Miill.Arg. e Croton urucurana Baill. Esse latex é empregado
por indigenas da Amazbnia e de outros lugares para promover a cicatrizacdo de feridas
(GUPTA et al., 2008).

Os efeitos antimicrobiano, inseticida e antioxidante de espécies de Croton ja foram
verificados (QUEIROZ et al., 2014; WIJESUNDARA et al., 2016) e sdo atribuidos a
composi¢do quimica dos seus 6leos essenciais. Ainda que a maioria das espécies da familia
Euphorbiaceae sejam plantas ndo conhecidas como aromaticas, determinadas espécies de
Croton possuem Gleos volateis. Algumas espécies ndo foram relatadas como portadoras de
6leos volateis, ainda que fossem encontrados na sua composi¢do quimica sesquiterpenos,
frequentemente encontrados em espécies produtoras de 6leos essenciais (SALATINO et al.,
2007).

Diferentes classes quimicas de compostos foram constatadas em espécies de Croton,
como terpenoides e fenilpropanoides, que provavelmente estdo ligadas as atividades
biol6gicas comprovadas para essas espécies (AGUIAR et al., 2016). A presenca de alcalGides,
proantocianidinas, flavondides e demais substancias fendlicas também ja foram detectadas
nessas espéecies (SALATINO et al., 2007).

Os 6leos volateis de Croton exibem uma variacdo muito grande na sua composicdo
quimica. Salatino et al. (2007) classificaram o Croton em dois grupos, um que apresenta
terpenoides (monoterpenos e sesquiterpenos) e fenilpropandides, e 0 outro que apresenta
apenas terpenoides.

Fenilpropanoides como anetol e eugenol, e terpenoides como ascaridol, linalol, canfora,
biciclogermacreno, 1,8 cineol, limoneno, o ¢ B-felandreno, copaeno, p-cimeno e a-pineno séo
substancias presentes em altas concentragdes nos 6leos essenciais do género Croton (DE
LIMA etal., 2013; SANTOS et al., 2014).

As espécies de Croton que possuem na sua composic¢ao quimica o espatulenol e o dxido

de cariofileno, podem impedir que algumas espécies de fungos filamentosos se desenvolvam
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(WENQIANG et al., 2006), o biciclogermacreno, o a-pineno e [-cariofileno tém sido
relatados por exibirem atividade antimicrobiana (RAMOS et al., 2013). No entanto, apesar do
biciclogermacreno ser o principal componente de muitos 6leos essenciais do género Croton,
ainda s3o escassas as evidéncias sobre sua atividade biologica (ARAUJO et al., 2014). De
acordo com Ramos et al. (2013), apesar dos efeitos bioldgicos dos 6leos essenciais estarem na
maioria das vezes associados ao componente majoritario, ele isoladamente pode ndo ser o
responsavel pela atividade bioldgica. O efeito pode ser conferido a um constituinte presente
em menor proporgao ou ao sinergismo entre 0s compostos presentes no 6leo (SIMOES et al.,
2009).

Devido a sua diversidade de constituintes quimicos propriedades bioldgicas relevantes,
as espécies de Croton tém atraido a atencdo dos pesquisadores (XU et al., 2018). Vérios
estudos desenvolvidos com o género Croton tém demonstrado o seu potencial inseticida
(ANJOS et al., 2018; LIMA et al., 2016; SINGHA et al., 2011; VONGSOMBATH et al.,
2012). Carvalho et al. (2015) realizaram experimentos para avaliar a toxicidade do hidrolato
das folhas de Croton tetradenius Baillon, sobre larvas de terceiro instar de A. aegypti,
comprovando seu potencial inseticida da espécie no controle das larvas.

O oleo essencial das folhas de Croton zehntneri apresentou atividade inibitéria da
oviposicdo de fémeas do A. aegypti e os principais compostos quimicos identificados nessa
espécie foram o a-pineno, o B-felandreno e o B-cariofileno (MORAIS et al., 2006).

Anjos et al. (2018) avaliaram a atividade larvicida do 6leo essencial obtido das partes
aéreas de Croton tetradenius sobre o A. aegypti e verificaram que o mesmo apresentou
resultados positivos, podendo ser utilizado em programas de controle integrado para este
vetor. Os mesmos autores afirmaram tambeém que o efeito tdxico deve levar em consideracdo
0 periodo da coleta, corroborando com Brooker e Kleinig (2006), que observaram que a
bioatividade dos 6leos essenciais varia de acordo com o tipo e natureza do constituinte e sua
concentracdo individual. Assim como a espécie, a estacdo, a localizacdo, o clima, o tipo de
solo, a idade das folhas, o regime de fertilidade, 0 método de secagem das plantas e 0 método
de extracdo influenciam nas atividades bioldgicas dos 6leos essenciais e extratos obtidos de

plantas.

2.3.1 Croton argyrophyllus Kunth

O Croton argyrophyllus (Figura 2), denominado popularmente de velame falso,

marmeleiro ou sacatinga, € um arbusto que pode variar de 1 a 4 metros de altura, possui ramos
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verde-prateados, folhas simples amareladas, prateadas na parte abaxial, oblongas a ovais
triangulares, semente lisa, elipsdides e amarronzadas e fruto amarelo (SILVA et al., 2009).
Distribuido na porcdo norte da América do Sul (Bolivia, Coldmbia, Paraguai e Venezuela) e
no Brasil (Alagoas, Bahia, Ceara, Paraiba, Pernambuco, Piaui, Roraima, Rondénia e Sergipe),
sua ocorréncia se da especialmente em ambientes do semi-arido, sobre solos arenosos ou
pedregosos, em vegetacdo semi-decidual a decidual. Em Pernambuco foi encontrado
formando amplas populagdes na zona fitogeografica das Caatingas (Agreste e Sertdo), em

vegetacdo de caatinga sobre solo arenoso ou pedregoso (SILVA et al., 2010).

Figura 2. h-n. Croton argyrophyllus - h. ramo; i. flor estaminada; j. flor pistilada; k. 1, fruto;
m. estiletes; n. tricoma (W. Andrade et al. 267). o-t. Croton estaminada; r. flor pistilada; s.
gineceu h-n. Croton argyrophyllus - h. ramo; i. flor estaminada; j. flor pistilada; k. 1, fruto; m.
estiletes; 1. tricoma (W. Andrade et al. 267). o-t. Croton estaminada; r. flor pistilada; s.
gineceu. t — fruto (Santos s/n UFP 39344). Fonte: Adaptada de Silva et al. O género Croton
(Euphorbiaceae) na microrregido do Vale do Ipanema, Pernambuco, Brasil. Rodriguésia,
(2009).
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C. argyrophyllus contém compostos fendlicos que estdo presentes em partes distintas do
vegetal, como os flavonoides e acredita-se que esses compostos exercam protecdo dos tecidos
da planta contra danos, como o ataque de insetos e demais organismos, assim como a defesa
contra a acdo dos raios ultravioleta (VIZZOTTO et al., 2010).

Morais et al. (2006), realizaram estudos para avaliar a veracidade destes efeitos,
identificando a atividade antioxidante na casca de C. argyrophyllus. Esta atividade foi
atribuida a presenga de a-pineno, B-cariofileno e 1,8 cineol. O biciclogermacreno é um dos
principais componentes encontrados em 0leos essenciais obtidos das folhas de C.
argyrophyllus (ASCARI et al., 2019).

Araujo et al. (2014), avaliando a composicdo quimica do Oleo essencial obtido das
folhas de C. argyrophyllus, encontraram o biciclogermacreno como o componente principal,
seguido de B-elemeno, B-cariofileno e o espatulenol. Brito et al. (2018), também encontraram
0 biciclogermacreno como componente majoritario do Oleo essencial das folhas de C.
argyrophyllus. Entretanto, Cruz et al. (2017), ao analisarem 0 6leo essencial também das
folhas de C. argyrophyllus, encontraram como componente majoritario o espatulenol, seguido
por B-cariofileno, a-pineno (14,07%) e por fim, o biciclogermacreno.

Estudos realizados com o 6leo essencial da C. argyrophyllus também evidenciaram
atividades biologicas como o efeito anti-inflamatorio e antioxidante (RAMOS et al., 2013),
antiproliferativo, antidiabético e antitumoral (ARAUJO et al., 2014).

Cruz et al. (2015) avaliaram a bioatividade do residuo aquoso e do hidrolato obtidos das
folhas secas de C. argyrophyllus Kunth, sobre larvas do A. aegypti. Estas, expostas por 24
horas ao residuo aquoso e ao hidrolato, ocasionaram 53,3% e 52,5% de mortalidade larval,
respectivamente, comprovando assim a sua toxicidade sobre o A. aegypti.

Em outro estudo desenvolvido por Cruz et al. (2017), o 6leo essencial obtido das folhas
de C. argyrophyllus foi toxico para larvas e adultos fémeas do A. aegypti, apresentando
também baixa toxicidade sobre Mus musculus Linnaeus, 1758, confirmando o seu potencial

para ser utilizado em programas de controle integrado do A. aegypti.
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RESUMO

O Aedes aegypti é transmissor de vérias arboviroses e seu controle é direcionado principalmente
para as fases de larva e adulto. A fase de ovo é dificil de ser controlada, pois possui grande resisténcia as
condi¢cdes ambientais. Objetivou-se avaliar o potencial ovicida do 6leo essencial obtido das folhas de Croton
argyrophyllus, sobre o Aedes aegypti, bem como determinar sua composi¢cdo quimica. Os ovos foram
expostos ao 6leo essencial, na concentracéo de 12 mg mL™, por um periodo de 15, 30, 60 e 120 minutos.
Posteriormente, os ovos foram lavados e, apds 180 horas de observacao, foi adicionada ragdo ao meio. A
andlise da composicdo quimica do 6leo foi realizada por Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria
de Massas. Verificou-se que até 180 horas de observacgdo, a maior porcentagem de eclosao larvar ocorreu
nos ovos expostos ao 6leo essencial por 15 min (30%) e o menor percentual nos expostos por 120 min
(<10%). Apo6s 180 horas houve aumento da eclosdo em todos os tratamentos. Os principais constituintes
quimicos encontrados no 6leo foram o biciclogermacreno e p—cariofileno. Observou-se que o 6leo essencial
de Croton argyrophyllus na concentracdo avaliada afeta a eclosdo das larvas do Aedes aegypti somente na
auséncia de alimento no meio.

Palavras-chave: Caatinga, Inseticidas, Parasitologia.
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ABSTRACT

The Aedes aegypti is a transmitter of several arboviruses and its control is mainly directed to the
phases of larvae and adults. The egg phase is difficult to control because it has great resistance as it was
aimed at obtaining the essential oil of the leaves of Croton argyrophyllus, on Aedes aegypti, as well as its
chemical composition. The eggs were exposed to the essential oil, at a concentration of 12 mg mL-1, for a
period of 15, 30, 60 and 120 minutes. Subsequently, the eggs were washed and, after 180 hours of
observation, the feed was added to the medium. An analysis of the chemical composition of the oil was
performed by Gas Chromatography coupled to Mass Spectrometry. When the time is 180 days, the highest
egg hatching percentage is greater than 15% (30%) and lower in the last 20 minutes (<10%). After 180 hours
there was hatching increase in all treatments. The chemical constituents were not the oil were
bicyclogermacrene and B—cariophilene. Croton argyrophyllus in oil evalued hatching of the larvae of Aedes

aegypti only in the animal of a no ingredient.

Keywords: Caatinga, Insecticides, Parasitology

INTRODUCAO

O Aedes aegypti Linnaeus, 1762
(Diptera:  Culicidae) ¢é um  mosquito
transmissor de arboviroses, como 0s quatro
sorotipos do virus da dengue (DENV-1,
DENV-2 DENV-3 e DENV-4), o virus do
chikungunya e do zika (VEGA-RUA, 2014).
Esses dois Ultimos causam doencas que
apresentam sintomas semelhantes aos da
dengue, sendo o virus Zika associado
também a Sindrome de Guillain-Barré na
Polinésia Francesa (OEHLER et al., 2014) e
microcefalia no Brasii (MARCONDES;
XIMENES, 2015). Ndo h& vacina para
chikungunya e zika, e ainda ndo esta claro se
existe uma vacina eficaz contra a dengue,
portanto, o controle do A. aegypti continua
sendo o principal instrumento para a
diminuicdo da incidéncia destas doencas
(FERREIRA et al., 2017).

Para o controle integrado do A.
aegypti sao utilizadas estratégias que
abrangem o controle mecéanico, o biologico e
0 quimico. O manejo ambiental ou controle
mecanico sdo praticas capazes de eliminar
criadouros. O bioloégico envolve varios
predadores naturais que apresesentam
potencialidade para reduzir a populacdo de
mosquitos, métodos de controle bioldgico
estdo sendo avaliados, como a modificagdo
genética de populacdes de insetos selvagens
(MCGRAW 2013, SLATKO 2014), a utilizacéo
da bactéria Wolbachia pipientis Hertig e
Wolbach, 1924, e a esterilizagcdo de insetos

por irradiacdo (BOYER, 2012). O controle
quimico que, é amplamente empregado, €
executado através da utilizacdo dos
inseticidas sintéticos, sendo este responsavel
pelo surgimento de populagdes resistentes no
Brasil (MACORIS et al.,, 2014) e em outros
paises, 0 que requer a busca por novas
substancias que sejam eficazes contra as
larvas, adultos e, também, sobre os ovos do
A. aegypti.

Com relacdo ao uso de substancias
quimicas, os agentes utilizados no controle
dos mosquitos sdo direcionados para a fase
larval e adulta, ndo atuando na fase de ovo. O
ovo é considerada a fase mais dificil no que
diz respeito ao controle, pois é a fase mais
resistente do ciclo bioldgico do vetor, podendo
apresentar uma sobrevida de até um ano sem
contato com a agua, devido a sua capacidade
de quiescéncia e a cuticula de cera que se
forma entre doze a treze horas apés a
oviposicdo. Nas regibes onde as estacdes
possuem invernos rigidos, esta fase é tida
como estratégica para suportar o frio (SILVA;
POLETO, 2012). Caracteristicas como essas,
conferem aos ovos do A. aegypti uma
tolerdncia as condicdes fisicas e quimicas,
assim como aos inseticidas (REZENDE et al.,
2008). Além disso, permite o transporte a
longas distancias, tornando-se o principal
meio de dispersdo do mosquito (SILVA et al.,
2009)

Dentre as formas de controle quimico
gue podem atuar nas diferentes fases de



desenvolvimento do A. aegypti, inclusive na
fase do ovo, podem-se citar os inseticidas
boténicos, principalmente os formulados com
Oleos essenciais. Os Oleos essenciais s&o
produtos do metabolismo secundario das
plantas, cujas funcbes abrangem a defesa
contra agentes patogénicos, protecdo contra
herbivoros e atragcdo de polinizadores
(BAKKALI et al.,, 2008). Estes produtos do
metabolismo vegetal sdo volateis, lipofilicos,
geralmente odoriferos e liquidos (SIMOES:
SPITZER, 2004). Apresentam em sua
constituicdo cerca de 20 a 60 componentes
em diferentes concentracdes (ANDRE et al.,
2018), sendo que 0s componentes
majoritarios geralmente determinam suas
propriedades biologicas (PAVELA, 2015).
Cruz et al. (2017), ao analisarem o potencial
inseticida do 6leo essencial obtido das folhas
secas de Croton argyrophyllus Kunth,
constataram o seu efeito toxico sobre as
larvas e adultos fémeas do A. aegypti, sendo
essa bioatividade atribuida, provavelmente,
aos componentes majoritarios do dleo
essencial, como o espatulenol, B-cariofileno,
a-pineno e o biciclogermacreno. Contudo,
outros estudos tém revelado o efeito larvicida
de constituintes quimicos presentes em
baixas concentracbes em extratos e Oleos
vegetais sobre o A. aegypti, seja de forma
isolada ou atuando em sinergia com outros
constituintes (GOMES et al., 2016).

Do ponto de vista ambiental, os
inseticidas e repelentes botanicos que sao
constituidos por Oleos essenciais se
degradam rapidamente no meio ambiente,
além de serem capazes de agir nas funcées
fisiol6gicas e bioquimicas dos insetos, em
virtude da volatilidade e baixa persisténcia em
condicbes de campo (COITINHO et al., 2011).
Por isso, podem ser seguros para 0 manejo
por humanos e é pouco provavel que ocorra
intoxicacdo por contato com seus residuos,
como ocorre com inseticidas sintéticos. A
volatilidade pode afetar também a eficiéncia
de uma formulacdo que tenha na sua
composicdo Oleo essencial, caso seja
necessario um tempo de exposi¢ao
prolongado para que o efeito toxico ocorra. A
utilizagdo de 6leos essenciais na formulagéo
de inseticidas boténicos pode ser viavel a
nivel econdbmico, ambiental e social
atendendo ao mesmo tempo a uma parcela
da sociedade que opta por produtos naturais
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€ gue causem um menor impacto sobre o
meio ambiente e sobre a saude dos
individuos (FIGUEIREDO et al., 2018).

Com relagdo ao género Croton
Linnaeus estudos tém demonstrado o seu
potencial para ser usado em programas de
controle integrado do A. aegypti. Anjos et al.
(2018) verificaram o efeito téxico do O6leo
essencial da parte aérea de Croton
tetradenuis Baillon sobre larvas do A. aegypti
e a influéncia do periodo de extracao sobre o
rendimento do Oleo e a sua composicdo
quimica. Carvalho et al. (2016) testaram a
bioatividade do o6leo essencial obtido das
folhas de C. tetradenius sobre larvas e
adultos do A. aegypti, demonstrando o0 seu
efeito toxico e realizaram testes em
mamiferos observando uma baixa toxicidade
sobre Mus musculus Linnaeus, 1758. Da
mesma forma, Cruz et al. (2017), ao
avaliarem o 6leo essencial obtido das folhas
de C. argyrophyllus, constataram sua
toxicidade sobre larvas e adultos fémeas do
A. aegypti, tendo apresentado, também, baixa
toxicidade sobre Mus musculus.

Diante do potencial inseticida de
espécies do género Croton sobre o A.
aegypti, esse estudo teve por objetivo avaliar
a atividade ovicida do 6leo essencial obtido
das folhas de Croton argyrophyllus sobre os
ovos do A. aegypti, bem como determinar a
sua composicao quimica.

METODOLOGIA

Material Botanico

As folhas de Croton argyrophyllus
foram identificadas e depositadas no Herbario
da Universidade Estadual do Sudeste da
Bahia (HUESB 4662). A coleta das folhas da
espécie foi realizada no més de maio de
2017, no periodo matutino, na Floresta
Nacional de Contendas do Sincora. As
coordenadas geogréficas do local da coleta
foram S13°55.25’ W041°06.88’ (Figura 1).



Determinacao do teor de umidade e do
rendimento do 6leo essencial

A determinacdo da umidade das
folhas foi realizada pelo método gravimétrico,
que consistiu na pesagem da amostra e
secagem em estufa de esterilizacdo e
secagem a uma temperatura de 110°C,
conforme metodologia descrita por Santos et
al. (2004) adaptada. Foram pesadas 5 g de
folhas frescas de C. argyrophyllus em um
cadinho e colocadas na estufa por 5 horas a
uma temperatura de 110°C. AplOs este
periodo, os cadinhos foram retirados da
estufa com o auxilio de uma pinca, e
colocados em um dessecador por 20 minutos
para esfriar. Em seguida, realizou-se sua
pesagem, sempre manuseando com a pinga.
ApGs a primeira pesagem, repetiu-se 0
procedimento retornando o cadinho para a
estufa por 1 hora, e a pesagem foi realizada
até atingir massa constante. Os
procedimentos para a determinacdo do teor
de umidade foram conduzidos em triplicata.

O teor de umidade foi expresso em
porcentagem, através da diferenca entre a
massa perdida e a massa inicial das folhas,
multiplicado por 100.

Extracdo do 6leo essencial

Inicialmente, as folhas frescas foram
colocadas em estufa de circulacdo de ar, por
um periodo de 12 horas, a uma temperatura
de 40°C.

Posteriormente, o material vegetal
seco foi triturado manualmente e o dleo
essencial foi extraido por hidrodestilagdo em
aparelho de Clevenger modificado. Foram
trituradas manualmente 60 gramas de folhas
secas, colocadas em baldo de fundo redondo
de 2,0 L com junta esmerilhada e adicionado
a esse baldo 1 L de agua deionizada. O
processo de extracdo foi conduzido em
triplicada, a temperatura de 100°C. O
hidrolato foi extraido com éter etilico
(C4H100). A fracdo etérica foi seca com
sulfato de sodio anidro (Na,SO,) e o solvente
removido a baixa pressdo a temperatura de
20°C em concentrador de amostras (Christ
AVC 2-18 CD). As extracbes foram
conduzidas em triplicata.
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O O6leo essencial extraido foi
armazenado em frasco ambar, vedado e
armazenado em freezer a temperatura de -
4°C + 1°C, até a realizagdo das analises
guimicas e dos ensaios biolégicos.

O teor do oOleo essencial foi
determinado através da equacéo: Teor (%) =
massa de 6leo (g) por massa foliar (g) x 100.

Determinacdo da composi¢cdo quimica
do 6leo essencial

A composicdo quimica do dleo
essencial foi  determinada em um
Cromatografo Gasoso acoplado a um
Espectrémetro de Massas (Shimadzu CG-EM,
GC-17A/ QP2010 Plus), equipado com coluna
capilar Factor Four-VF-5ms (30 m x 0,25 mm
de diametro interno x 0,25 ym de espessura
de filme), usando hélio como gas de arraste a
uma vazao de 1mL min-t e pressao de 12 psi.
A programacéo da temperatura do forno foi de
60°C a 260°C (3°C min™), depois 10°C min™
até 290°C, com temperatura do injetor a
220°C, interface a 310°C e fonte de ions a
220°C. Injetou-se 1 pL de solugdo da amostra
em diclorometano a uma razdo de split 1:30.
Os espectros de massas foram obtidos na
faixa de varredura de 40- 500 u.m.a com
energia de impacto de elétrons de 70 eV. As
analises quantitativas foram realizadas
utiizando um cromatégrafo de fase gasosa
(HP 5890 Series 1) equipado com um detector
de ionizacdo de chamas (DIC), nas mesmas
condigbes experimentais e temperatura do
detector de 280°C.

Os componentes do 6leo essencial
foram identificados através de seus indices de
retencdo (IR), calculados para cada
constituinte por meio da injecdo de uma série
de padrdes de hidrocarbonetos lineares (Cg-
C,) nas mesmas condicbes da amostra, e
comparados com o valor tabelado por Adams
(2007), assim como através da comparacao
com o banco de dados da biblioteca Nist08.

Avaliacéo da Atividade Ovicida

Os experimentos foram conduzidos
em sala climatizada a uma temperatura média
de 27,7°C e umidade média de 50,13%.



Os ovos do A. aegypti utilizados
foram oriundos da colbnia pré-estabelecida a
partir de ovos da linhagem Rockefeller,
fornecidos pelo Laboratorio de Fisiologia e
Controle de Artrépodes Vetores — LAFICAVE,
da Fundacdo Oswaldo Cruz, do Rio de
Janeiro, Brasil.

Uma solucédo do o6leo essencial de C.
argyrophyllus na concentracéo de 12 mg mL™,
obtida a partir da solubilizacdo do 6leo em
uma solucdo de Tween 80 a 10% em agua
deionizada foi utilizada para a realizacdo dos
testes. Os ovos do A. aegypti (Figura 2) foram
expostos a solucdo do 6leo essencial de C.
argyrophyllus por um periodo de 15, 30, 60 e
120 minutos. Como controles foram utilizados
a solugcdo de Tween 80 a 10% em &gua
deionizada e somente agua deionizada.

Apbés o periodo de exposicdo, 0S
ovos foram retirados da solucdo e lavados
com 10 mL de &gua deionizada, por trés
vezes. Em seguida, foram selecionados
aleatoriamente 30 ovos por repeticdo/5
repeticbes por tratamento, os quais foram
colocados em recipiente de Polipropileno (PP)
(3 x 3 cm) contendo 5 mL de &gua
deionizada. O percentual de eclosdo das
larvas foi observado inicialmente a cada duas
horas, por um periodo de 12 horas e,
posteriormente, a cada 12 horas, por um
periodo de 180 horas.

Apbs o periodo de 180 horas, com o
intuito de avaliar se o 6leo essencial havia
causado mortalidade ou apenas inibicdo da
ecloséo da larva, foram adicionados 0,01 g de
racdo para peixe triturada da marca Alcon
Basic ® nos recipientes de todos os
tratamentos. As observagbes foram
realizadas a cada 12 horas, por um periodo
336 horas. A cada 48 horas foram retirados 3
mL de agua de cada recipiente e adicionados
3 mL de agua deionizada limpa. Na medida
em que ocorria a eclosédo, as larvas eram
retiradas dos recipientes com auxilio de uma
pipeta Pasteur e transferidas para outro
frasco.

Analises estatisticas
Para comparar se a média de

eclosdo de larvas do A. aegypti (%) diferiu
antes e depois da adicdo de ragdo para
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peixes, em funcdo do tempo de observacdo
em minutos, nos diferentes tempos de
exposicao ao oOleo essencial (15, 30, 60 e 120
minutos) e controles (Tween 80 e agua
deionizada) foi feita uma ANOVA fatorial. Para
comparar as diferengcas entre as médias foi
realizado o teste de Tukey. A normalidade
para todas as variaveis foi investigada através
do teste Lilliefors. Todas as analises foram
desenvolvidas de acordo com Sokal & Rohlf
(1995). Uma analise descritiva  foi
desenvolvida para calcular as médias e erro
padrdo. Neste estudo foi considerado o nivel
de significancia de 5%. O programa utilizado
para as analises foi o Do R.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O rendimento médio do 6leo
essencial obtido das folhas de Croton
argyrophyllus, coletadas em maio de 2017, foi
de 0,35% (intervalo de confianca: 0,34-0,36) e
o teor de umidade médio 58,69% (intervalo de
confianga: 57,08 - 60,30).

Cruz et al. (2017), avaliando a
composi¢do quimica e atividade inseticida do
Oleo essencial das folhas de C. argyrophyllus,
sobre larvas e adultos do A. aegypti, cujas
folhnas foram coletadas também na Floresta
Nacional Contendas do Sincord/Bahia, no
més de maio de 2014, obtiveram um
rendimento médio do 6leo essencial maior
(0,48%) do que o encontrado nesse estudo.
De acordo com os dados obtidos na estacéo
meteorologica de Ituagu/Bahia (OMM: 83292),
do Instituto Nacional de Meteorologia, a
precipitacdo pluviométrica total foi menor para
0 més de maio de 2014 (2,8 mm), comparado
a maio de 2017 (13,3 mm), o que pode ter
interferido na producdo dos metabdlitos
secundarios, visto que diversos fatores
relacionados ao estresse hidrico como, por
exemplo, chuvas intensas e solos
encharcados, podem afetar o metabolismo da
planta, interferindo no rendimento do Oleo
essencial.

Conhecer o rendimento do Oleo
essencial é necessario para a determinacdo
da viabilidade econdbmica e ambiental das
espécies como fontes de substancias
inseticidas. Dessa forma, a relacdo
custo/beneficio deve ser avaliada. A variagédo
no rendimento do Oleo essencial da planta,



assim como o teor de umidade nas folhas,
pode ser atribuida a fatores extrinsecos
abidéticos, como temperatura, umidade relativa
do ar, duracdo total de exposicdo ao sol,
pluviosidade, o regime de ventos e as
condicdes edéficas, assim como a fatores
bioticos, através das relagdes ecoldgicas intra
e interespecificas (LIMA et al., 2016; ANJOS,
et al, 2018). Outros fatores, como o genético e
0 estdgio de desenvolvimento, também
podem afetar a atividade biossintética das
plantas.

A variagdo no rendimento do 6leo
essencial em relagéo a diferentes periodos de
coleta das partes aéreas de C. tetradenius foi
verificado por Anjos et al. (2018). O
rendimento do 6leo essencial cuja parte aérea
foi coletada no més de fevereiro foi
significativamente menor do que as coletadas
nos meses de maio e agosto. Para os
autores, as condicdes edafoclimaticas podem
ter contribuido com essa diferenca, em virtude
da espécie ser originaria da regido da
caatinga, onde periodos mais secos podem
agravar as condicbes edaficas, afetando a
fisiologia da planta e, consequentemente, a
producédo dos metabdlitos secundarios.

Quanto a composi¢cdo quimica do
O6leo essencial obtido das folhas de C.
argyrophyllus, a andlise indicou a presenca de
57 substancias, tendo sido identificados 24
compostos, correspondendo a 42,10% do
total. Destas substancias, 38,37% sao
sesquiterpenos hidrocarbonados, 15,15% sao
monoterpenos hidrocarbonados, 2.91%
sesquiterpenos oxigenados, 1,32%
monoterpenos oxigenados e 0,69% outros
constituintes (Tabela 1).

Os constituintes  principais, com
percentuais superiores a 1% identificados no
O6leo essencial de C. argyrophyllus foram:
biciclogermacreno  (15,46%), [B-cariofileno
(14,69%), pB-pineno (7,18%), a-humuleno
(4,03%), PB-elemeno (3,47%), o-felandreno
(1,93%), Oxido de cariofileno (1,70%), p-
cimeno (1,53%), vy-terpineno (1,47%), B-
ocimeno (1,41%) e espatulenol (1,21%).

Corroborando com 0  presente
trabalho, Aradjo et al. (2014), encontraram 0
biciclogermacreno como o0 componente
principal (27,78%), avaliando as folhas de C.
argyrophyllus, encontraram, também, o -
elemeno (8,50%), B-cariofileno (6,27%) e o
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espatulenol (4,83%). Brito et al. (2018),
também encontraram 0 biciclogermacreno
como componente majoritario do Oleo
essencial das folhas de C. argyrophyllus,
coletadas entre fevereiro e abril de 2016.
Contudo, Cruz et al. (2017), ao avaliarem o
Oleo essencial das folhas de C. argyrophyllus,
coletadas em maio de 2014, encontraram
como componente majoritario o espatulenol
(22,80%), seguido por B-cariofileno (15,41%),
a-pineno  (14,07%) e Dbiciclogermacreno
(10,43%).

Fatores abitticos e bidticos podem
interferir na composi¢cdo quimica de uma
planta, tanto em nivel qualitativo quanto
guantitativo, assim como a metodologia de
secagem das folhas (OLIVEIRA et al., 2016) e
0 processo de extragdo. Simdes e Spitzer
(2004) chamaram a atencao para a ocorréncia
frequente de quimiotipos ou ragas em plantas
ricas em Oleos volateis, e que essa variagao
também pode ter ocorrido em funcdo do
périodo de desenvolvimento da planta e o
ambiente no qual ela se desenvolve.

Costa et al. (2010), ao testarem o
Oleo essencial de trés espécies de plantas
sobre A. aegypti, verificaram a composicao
guimica dos mesmos e observaram que no
6leo essencial de Piper aduncum Linnaeus,
prevaleceu a presenca de monoterpenos,
enquanto nas espécies Piper marginatum
Jacq. e Piper nigrum Linnaeus a presenca de
sesquiterpenos, sendo a espécie P.
marginatum a que apresentou o maior efeito
larvicida, sendo compostos por
sesquiterpenos oxigenados, os quais foram
apontados como 0s principais responsaveis
pela atividade inseticida sobre o A. aegypti

Simas et al. (2004), ao analisarem a
toxicidade do Oleo essencial de Myroxylon
balsamum Linnaeus sobre A. aegypti,
constataram que 0s sesquiterpenos presentes
no mesmo foram mais ativos que o0s
monoterpenos e os fenilpropandides. Dessa
forma, foi demonstrado a importancia da
lipofilicidade dos terpenos para a atividade
larvicida, pois, quanto maior a capacidade do
composto em se ligar a camada lipidica, maior
serd a penetracdo deste no tegumento do
inseto.

Entre os sesquiterpenos, destaca-se
o a-humuleno, com atividade inseticida,



antimicrobiana, antioxidante e
anticancerigena (ALMEIDA et al., 2005).

O Oxido de cariofileno € encontrado
na maioria dos O6leos essenciais que
demonstram bioatividade. Yang et al. (2000)
afirmaram que esse composto possui
atividade antifingica, quando testado contra
dermatofitos.

Segundo Lopez e Pascual-Villalobo
(2010), as substancias y-terpineno e linalol
também sdo responsaveis pela atividade
inseticida dos 6leos essenciais, por inibirem a
atividade da acetilcolinesterase, enzima de
essencial importancia no sistema nervoso
central, sendo que a sua inibicdo produz
imobilizacdo e morte dos insetos.

Os Oleos essenciais que possuem
em sua composicdo monoterpenos podem
causar acdo neurotdxica em insetos,
semelhante a produzida por organofosforados
e carbamatos, que inibem a enzima
acetilcolinesterase (KOSTYUKOVSKY et al.,
2002). Também atuam na dupla camada
fosfolipidica da membrana celular,
aumentando a permeabilidade celular e a
perda dos constituintes celulares, alterando
diversos sistemas enzimaticos, afetando a
producdo de energia celular e sintese de
componentes estruturais, além de inativar ou
destruir o material genético (KIM et al., 1995).

De acordo com Simdes et al. (2004),
monoterpenos simples desempenham um
papel de protecdo contra insetos nas plantas
que os produzem. Albuquerque et al. (2007)
destacam que o p-cimeno, assim como a e B-
pineno e outros monoterpenos  estdo
presentes como componentes principais nos
Oleos essenciais que apresentam atividades
biolégicas.

Segundo Bakkali et al. (2008) o fato
dos Oleos essenciais serem  misturas
complexas de inumeras moléculas e, em
relacdo as suas propriedades bioldgicas, ha
que se perguntar se essa a¢ao ocorre devido
a um efeito sinérgico entre suas moléculas ou
devido as moléculas que se encontram em
maior concentracdo. A presenca de um
constituinte, seja majoritario ou n&o, pode
intensificar ou até mesmo inibir a toxicidade
de uma planta. Deste modo, ao avaliar o
potencial de uma planta para ser usada em
programas de controle de vetores e sua
relacdo com os constituintes quimicos, além
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de refletir sobre os constituintes majoritarios
€ preciso que seja considerado o sinergismo
entre as substancias, assim como o
antagonismo.

Em relacéo a eclosdo das larvas, no
presente trabalho, foi observado que, com
guatro e oito horas, o percentual de ecloséo
foi inferior a 10%, em todos os tratamentos e
inclusive nos grupos controle. Com 12 horas
ocorreu um aumento no percentual de
eclosdo, sendo que no tratamento no qual os
ovos foram expostos ao 6leo essencial por
120 minutos o percentual de eclosdo
manteve-se inferior a 10%, até 180 horas
(Figura 5 (A) e (B)). Apés a adicdo da racao
(estimulo bioquimico) no meio, ocorreu um
aumento na eclosao das larvas em todos os
tratamentos, inclusive nos grupos controle
(Figura 5 (C)). Com 336 horas de observacéao,
a eclosdo das larvas foi superior a 50% nos
tratamentos cujos ovos foram expostos ao
6leo essencial por 15, 30 e 60 minutos, assim
como 0s controles, 0 que ndo ocorreu com O
tratamento cujos ovos foram expostos por 120
minutos ao 6leo essencial de C. argyrophyllus
(Figura 5 (C)).

Antes da adicdo da racdo, a
porcentagem média acumulada de eclosdo
das larvas do A. aegypti foi significativamente
menor para 0s tempos de exposi¢do ao 6leo
de 60 e 120 minutos, quando comparado com
15 e 30 minutos de exposicdo e com O0S
grupos controle (Figura 6). Entretanto, apés a
adicdo da racdo, a eclosdo das larvas nédo
seguiu 0 mesmo padrao observado antes do
fornecimento da racdo. Constatou-se que a
porcentagem acumulada de eclosdo das
larvas foi significativamente maior apds a
adicdo da racdo (média + erro padréo; 54 +
1,02), quando comparado ao periodo anterior
a adicdo (16,42 £ 0,72; F=992,67; P < 0,001).
independente do tratamento.

E provavel que o 6leo essencial de C.
argyrophyllus tenha ocasionado a inibigcdo do
desenvolvimento larval, em virtude das
condicOes adversas que foram geradas pela
exposicdo dos ovos ao 6leo essencial, por
diferentes periodos. De Lima et al. (2013)
testaram o Oleo essencial de Croton zehntneri
Pax et Hoffm, Croton nepetaefolius Kuntze,
Croton argyrophylloides Muell. Arg e Croton
sonderianus Muell. Arg sobre ovos do A.
aegypti, sendo que todos os 6leos testados



inibiram a eclosdo dos ovos, obtendo assim
resultados semelhantes ao deste trabalho.
Contudo, no presente trabalho, 0
fornecimento da racdo de peixe pode ter
estimulado a eclosao das larvas,
independendentemente das condigdes
adversas a que foram submetidas. Dessa
forma, o 6leo essencial obtido das folhas de
C. argyrophyllus, na concentracdo e nos
periodos de exposicdo utilizados nesse
estudo, ndo apresentou potencial para ser
usado como um produto ovicida em
programas de controle do A. aegypti, visto
que, embora tenha afetado os embrides,
provavelmente ocasionando um retardo
temporario da ecloséo, nao interferiu de forma
significativa na mortalidade larval. No
experimento de De Lima et al. (2013) néo foi
acresentada a racdo ap6s o periodo de
observacao.

Calado (2002), em um experimento
realizado com ovos do Aedes albopictus
Skuse, 1894, observou uma menor eclosdo
na auséncia de alimento e um aumento
significativo quando a racdo para peixe foi
adicionado ao meio liquido. Da mesma forma,
Dieng et al. (2018), ao avaliarem a atuacgéo de
fluidos de residuos doces, como fruto de
banana, batata-doce cozida e a embalagem
de alimentos doces, como lata de leite
condensado, sobre a eclosao das larvas do A.
aegypti, em condicdes artificiais, verificaram
que o percentual de eclosdo foi semelhante
ao obtido no ambiente natural.

Por outro lado, o tempo de exposicao
também é um fator a ser observado quando
se pensa no potencial ovicida de um Oleo
essencial, pois podem ser necessarios
periodos de exposicdo mais longos para que
seja eficaz, principalmente em razdo de sua
grande volatilidade, causando um efeito
residual curto e sua baixa solubilidade em
agua (BILIA et al., 2014).

A atividade ovicida de um produto
também pode ser afetada pela idade do ovo,
pela concentracdo do produto aplicado e pelo
periodo de exposicdo (TENNYSON et al.,
2011), assim como pela estrutura coridénica do
ovo (CAMPBEL et al.,, 2016) e por fatores
biéticos e abidticos como a temperatura,
umidade (BESERRA et al., 2006),
pluviosidade (FORATTINI, 2003), fotoperiodo
(DINIZ et al., 2017) e o oxigénio dissolvido

50

(DO), que esta ligado ao crescimento
bacteriano (PONNUSAMY, 2011).

Aznar et al. (2013) observou que em
climas temperados, chuvas intensas
desencadeavam a eclosdao das larvas,
proporcionando um aumento na densidade
larval. Por outro lado, a auséncia de bactérias
inibia a eclosdo durante a estacéo de inverno
e nas estacBes com chuvas isoladas, ecloséo
essa que também dependia da
disponibilidade de alimento. Em ambientes
naturais, as larvas do A. aegypti se alimentam
também de bactérias, portanto, a sua
presenca no criadouro € um fator que
estimula a eclosao das larvas.

E importante destacar que a acéo
dos dleos essenciais sobre os insetos ndo se
restringe apenas a mortalidade do individuo.
Além disso, pode provocar alteragbes
comportamentais, tais como a repeléncia e
deterréncia alimentar e/ou de oviposicéo,
assim como seus efeitos subletais também
sao ferramentas de manejo importantes para
o controle de insetos-praga (COLPO et al.,
2014; MELLO et al., 2014).

Para referendar um produto ovicida a
ser usado em programas de controle do A.
aegypti € necessario avaliar se 0s embrides
realmente morreram em virtude do contato
dos ovos com o produto que esta sendo
testado. Por outro lado, o produto pode nao
matar os embribes, mas pode interferir,
posteriormente, no potencial biético das larvas
que eclodiram, afetando o seu potencial
reprodutivo e interferindo no crescimento
populacional do A. aegypti.

Portanto, ndo se pode descartar o
potencial do 6leo essencial de C.
argyrophyllus, pois embora ndo tenha atuado
como um ovicida, nos testes realizados, pode
ter atuado no potencial biético do A. aegypti.

Nesse estudo, a adicdo da racdo ao
meio aumentou significativamente o]
percentual de eclosdo das larvas,
funcionando, provavelmente, como um
estimulo bioquimico, independentemente das
condigbes adversas do meio, visto que as
larvas eclodiram na presenca de um fator
essencial a sua sobrevivéncia, como o0
alimento, mesmo tendo entrado em contato
com uma substancia potencialmente tdxica,
como o 0leo essencial de C. argyrophyllus. E
necessario, portanto, estar atento ao fato de



que esses fatores, em condi¢cBes naturais,
ndo sdo controlados e que um produto pode
incialmente demonstrar um potencial ovicida
ao ser avaliado, mas em campo, em contato
com diversos fatores ecolégicos, a eclosao
das larvas pode ocorrer.

CONCLUSAO

O dleo essencial de C. argyrophyllus
interferiu na ecloséo das larvas do A. aegypti,
guando em contato com 0s ovos do mosquito.
No entanto, quando expostos a racdo de
peixe, estimulo bioquimico, houve ecloséo,
demonstrando, assim, a eficaca do ovo em
proteger o embrido de substancias téxicas pra
esta fase.

Os sesquiterpenos hidrocarbonados
foram a classe de compostos mais abundante
presente no Oleo essencial de C.
argyrophyllus, seguidos por monoterpenos
hidrocarbonados, sesquiterpenos oxigenados
e monoterpenos oxigenados. Os principais
constituintes encontrados no o6leo foram o
biciclogermacreno (15,46) e B-cariofileno
(14,69%).

A busca por novos inseticidas
botanicos oriundos de plantas da Caatinga é
promissora, por ser um bioma exclusivamente
brasileiro, com poucas espécies estudadas e
estar ameagado de extingéo.

Além disso, trabalhos devem ser
realizados objetivando interromper ou evitar o
desenvolvimento embriolégico do A. aegypti,
contribuindo para o controle inegrado deste
vetor, em virtude da sua importancia como
transmissor de patdgenos.
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Figura 1. Mapa de localizacdo indicando com seta amarela o local de coleta das folhas de
Croton argyrophyllus, na Floresta Nacional de Contendas do Sincora, Bahia, Brasil.

Figura 2. Ovo do Aedes aegypti oriundo da col6nia estabelecida no Laboratério de Pesquisa
de Inseticidas Naturais (LAPIN), da Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia/Campus
de Itapetinga, Bahia, Brasil (Aumento 8 x10).
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Figura 3. Taxa acumulada de ecloséo de larvas do Aedes aegypti em funcdo do tempo de
exposicao dos ovos ao 6leo essencial obtido das folhas de Croton argyrophyllus e controles

(2dgua deionizada e Tween 80), sendo o tempo de observacdo de ecloséo das larvas
reportado nas figuras (A) e (B) de 4 a 180 horas e (C) de 192 a 336 horas.
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Figura 4. Média acumulada (z erro padréo) de ecloséo de larvas do Aedes aegypti em
func&o do tempo de exposi¢do dos ovos ao 6leo essencial de Croton argyrophyllus e
controles antes e depois da adi¢do de racao. Os quadrados fechados representam o periodo
antes da adicao de racao e os abertos representam apos a adicdo da ragdo de peixe. As
diferentes letras representam diferengas significativas baseadas no Pos-teste de Tukey.
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Tabela 1. Composi¢éo quimica do 6leo essencial obtido de folhas de C. argyrophyllus

Constituintes IRL* IK? C. argyroghyllus
(%)
Monoterpenos hidrocarbonados
Canfeno 930 954 0,03
B-Felandreno 934 1029 0,59
B-Pineno 943 979 7,18
Mirceno 956 990 0,42
a-Felandreno 980 1002 1,93
p-Cimeno 1010 1024 1,53
a-Pineno 1016 939 0,59
(E)-B-Ocimeno 1031 1050 1,41
y-Terpineno 1039 1059 1,47
Monoterpenos oxigenados
Terpineno-4-ol 1174 1177 0,73
Verbenona 1196 1205 0,59
Sesquiterpenos hidrocarbonados
3-Bourboneno 1392 1288 0,72
B-Elemeno 1399 1390 3,47
-Cariofileno 1432 1419 14,69
a-Humuleno 1464 1454 4,03
Biciclogermacreno 1509 1500 15,46
Sesquiterpenos oxigenados
Oxido de cariofileno 1596 1583 1,70
Espatulenol 1603 1578 1,21
Outros constituintes
Hexanal 804 0,05
(2E)-Hexenal 856 855 0,12
(42)-Hexenol 860 877 0,03
n-Hexanol 870 870 0,03
Heptanal 905 902 0,05
a-Acetato de Fenchil 1291 1220 0,19
Acetato de bornila 1345 1288 0,22
Monoterpenos hidrocarbonados 15,15
Monoterpenos oxigenados 1,32
Sesquiterpenos hidrocarbonados 38,37
Sesquiterpenos oxigenados 2,91
Outros constituintes 0,69
Rendimento do 6leo essencial 0,35

indices de retencdo com coluna capilar Factor Four/VF-5ms. “indices de Kovats em coluna capilar DB-5
(ADAMS,2007). ®Substancias listadas por ordem de elui¢do em coluna capilar Factor Four/VF-5ms.



