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RESUMO

ATIVIDADE LARVICIDA E ADULTICIDA DO EXTRATO ETANOLICO BRUTO
DE Deguelia rufescens var. urucu (Ducke) A. M. G. AZEVEDO EM Aedes
(Stegomyia) aegypti (Linnaeus, 1762) (DIPTERA: CULICIDAE).

Este estudo avaliou a atividade do extrato bruto etandlico das raizes de
Deguelia rufescensvar. urucu (Fabaceae) planta conhecida popularmente
como “timbd”, na regido Amazénicae utilizada em pescarias por indigenas,
devido a um conjunto de substancias quimicas chamadas rotendides
encontradas em suas raizes. O objetivo deste trabalho foi obter e identificar
as principais classes de metabdlitos secundarios do extrato bruto etandlico
das raizes de D. rufescens var. urucu e avaliar sua atividade larvicida e
adulticida frente ao mosquito Aedes aegypti. As raizes de D. rufescens var.
urucu foram coletadas no Municipio de Macapa-Amapa-Brasil. O Extrato
Bruto foi extraido pela técnica de maceracdo exaustivatendo o etanol a 70°
como solvente. A partir de uma solugdo mée de 10 000 ppm (partes por
milh&o) foi preparado diferentes solucdes testes a (10 ppm, 20 ppm, 30 ppm
e 40 ppm)do extrato bruto. Para acao larvicida do extrato bruto etandlico de
D.rufescens var. urucu, nas 24 horas foi encontrado uma mortalidade 84%
nas concentracdes de 40 ppm e 62% nas concentracdes de 30 ppm e 58,4%
nas concentragdes de 20 ppm . Em 48 horas de exposi¢ao esse valor foi para
98,4% nas concentracdes de 40 ppm e 92% nas concentracdes de 30 ppm
e 86,5 % nas concentracdes de 20 ppm. Através dos ensaios larvicida foi
possivel estabelecer CL50= 12,53 ppm (-2,97 - 18,28) e CL90= 26,92 ppm
(20,90 — 47,90). Para acao adulticida observou-se as maiores mortalidades
nas concentracdes a 80ppm que foi de 67,5% e na concentragdo a 100ppm
gue teve mortalidade de 96,25% em 24 horas de exposicdo. Dos resultados
do ensaio adulticida foi possivel estabelecer uma CL50= 46,69 ppm (37,45 -
58,96) e CL90= 94,4 ppm (76,2 - 127,6) e seus respectivos intervalos de
confiangas com os limites inferiores e superiores, evidenciando-se uma
atividade uma atividade toxica aos adultos de A. aegypti. Desta forma, o
extrato bruto etandlico de D.rufescens var. urucu, apresentou atividade
larvicida e adulticida contra A. aegypti, estudos posteriores ajudardo a
compreender melhor essa atividade.

Palavra-chave: dengue; Deguelia rufescens var. Urucu; larvas; rotenona.



ABSTRACT

LARVICIDE AND ADULTICID ACTIVITY OF THE GROSS ETHANOLIC
EXTRACT FROM Deguelia rufescens var. urucu (Ducke) AM AZEVEDO IN
Aedes (Stegomyia) aegypti (Linnaeus, 1762) (DIPTERA: CULICIDAE)

This study evaluated the activity of crude ethanol extracts from the roots of
Deguelia rufescens var. urucu (Fabaceae), a plant popularly known as “
timba”, in the Amazon region,used in fisheries by indigenous people, due to a
chemical substance called rotenone foundin its roots. The objective of this
work was to obtain and identify the main classes of secondary metabolites of
the crude ethanol extract from the roots of D. rufescens var. urucuand to
evaluate its larvicidal and adulticidal activity against the Aedes aegypti
mosquito. The roots of D. rufescens var. urucu were collected in the
municipality of Macapa-Amapa-Brasil. The Crude Extract was extracted using
the exhaustive maceration technique using 70° ethanol as a solvent. From a
stock solution of 10,000 ppm (parts per million) different test solutions were
prepared(10 ppm, 20 ppm, 30 ppm and 40 ppm) of the crude extract. For
larvicidal action of crude ethanol extract of D.rufescens var. annatto, in 24
hours, an 84% mortality was found at concentrations of 40 ppm and 62% at
concentrations of 30 ppm and 58.4% at concentrationsof 20 ppm. In 48 hours
of exposure this value went to 98.4% at concentrations of 40 ppm and 92%
at concentrations of 30ppm and 86.5% at concentrations of 20 ppm. Through
the larvicide tests it was possible to establish LC50=12.53 ppm (-2.97 - 18.28)
and LC90= 26.92ppm (20.90 - 47.90). For adulticidal action, the highest
mortalities were observed at the concentrations at 80ppm, which was 67.5%,
and at the concentration at 100ppm, which hada mortality rate of 96.25% in
24 hours of exposure. From the results of the adulticide test it was possible to
establish a LC50 = 46.69 ppm (37.45 - 58.96) and LC90 = 94.4 ppm (76.2 -
127.6) and their respective confidence intervals with the lower limits and
higher, showing anactivity that is toxic to adults of A. aegypti. Thus, the crude
ethanol extract of D.rufescens var. annatto, showed larvicidal and adulticidal
activity against A. aegypti, further studies willhelp to better understand this
activity.

Keywords: dengue fever; Deguelia rufescens var. Urucu; larvae; Rotenone.
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1 INTRODUCAO

Os culicideos sdo mosquitos relevantes na epidemiologia de doencas
transmitidas por vetores, visto seu papel na transmissao de praticamente
metade dos Flavivirus (CONSOLI; OLIVEIRA, 1994). Dentre as enfermidades
veiculadas pela espécie Aedes aegypti, destacam-se dengue, Chikungunya,
Zika e febre amarela. A dengue continua se apresentando como um agravo
gue provoca relevantes efeitos negativos sobre a situacao epidemioldgica,
social e econbmica, ocorrendo em ampla distribuicdo geografica e causando
formas graves e letais (BARRETO; TEXEIRA, 2008).

A incidéncia de dengue no mundo aumentou em mais de 30 vezes nos
altimos 50 anos. A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) estima que
anualmente entre 50 e 100 milhfes de infec¢cdes ocorram em mais de 100
paises (OMS, 2018). A manifestacdo severada doenca, antes denominada
Febre Hemorragica da Dengue (FHD), foi identificada pela primeira vez nos
anos 50, durante uma epidemia nas Filipinas e Tailandia. Atualmente, a
dengue grave tem se tornado uma das principais causas de hospitalizac6es
e morte de criangas na maioria dos paises da Asia e América Latina (BRASIL,
2017).

Desde 2015, os virus da dengue (DENV), da zika (ZIKV) e da
Chikungunya (CHIKV)circulam no Brasil, e a coinfec¢ao pelo A. aegypti com
esses arbovirus poderia favorecer atransmissdo de um virus especifico,
refletindo a mudanca no padréo epidemiolégico.Contudo, quando o vetor foi
coinfectado com dois ou trés arbovirus (DENV-CHIKV e DENV- ZIKV), nédo
foram observadas vantagens para nenhum desses virus (GOERTZ et al.,
2017).

Ha décadas, os inseticidas quimicos sintéticos das classes dos
organoclorados, organofosforados e piretréides sdo utilizados no controle de
pragas agricolas e de espécies de culicidae, de importancia vetorial.
Recentemente, a Organizacao Mundial da Saude vemrestringindo esta pratica
em face aos efeitos prejudiciais, a natureza e consequentemente a saude
humana em decorréncia da contaminacdo do ar, da agua e do solo,
contribuindo para a selecao de espécies de vetores resistentes (ZARA et al.,
2016; NIROUMAND et al.,2016).
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Em face ao exposto, a comunidade cientifica viu a necessidade da
busca de novas formula¢des quimicas para a realizacdo do controle vetorial.
Para isso, as plantas podem ser uma possibilidade, pois, além de serem
organismos que coevoluem com microrganismos e insetos, também sao fontes
naturais de substancias inseticidas e antimicrobianas, visto que precisam se
defender dos ataques patogénicos (bactéria, fungose virus) e dos herbivoros.
Diversos compostos volateis (acidos, aldeidos e terpenos)possuem grande
importancia por serem considerados compostos altamente bioativos e néo
causarem danos ambientais (GRAYER, 2001).

Na perspectiva do uso de substancias que possam minimizar 0s
impactos ao meio ambiente, menos danos a satude animal e humana e diminuir
a selecdo de populacbes de vetores resistentes, este estudo teve como
objetivo avaliar a atividade inseticida do extrato etandlico bruto da espécie

Deguelia rufescens var. urucu em larvas e adultos de A. aegypti.

17
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a atividade larvicida e adulticida do extrato etanodlico bruto
de Degueliarufescens var. urucu A.M.G. Azevedo & R. A. Camargo, frente a

espécie A. Aegypti.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Identificar através de um Screning fitoquimico as principais Classes
de Metabdlitos secundarios presentes extrato bruto etandlico das
raizes de D. rufescens var. urucu;

e Identificar a presengca da rotenona no extrato bruto
etandlico atraves da
cromatografia em camada delgada comparativa (CCDC);

e Avaliar a atividade larvicida do Extrato Bruto Etandlico de D. rufescens
Var. urucu;

e Avaliar a atividade adulticida do Extrato Bruto Etandlico de D. rufescens

Var. urucu.



3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 OS CULICIDEOS

Os culicideos sao insetos de pequeno porte e corpo delgado que
popularmente recebemos nomes de mosquitos, pernilongos, muricocas e
carapands, pertencentes a ordemDiptera, subordem Nematocera e familia
Culicidae. Estédo agrupados em duas subfamilias: Anophelinae e Culicinae. A
subfamilia Anophelinae é constituida por espécies do género Bironella
Teobald, 1905, presente apenas na regido australiana, Chagasia Cruz, 1906,
restrito a regido neotropical, e Anopheles Meigen, 1818, cosmopolita,
apresentando 471 espécies formalmente descritas. A subfamilia Culicinae é a
maior subfamilia, compreendendo 11 tribos, 92 géneros e aproximadamente
3.000 espécies descritas (KNIGHT; STONE, 1977; WARD, 1984; FORATTINI,
2002).

Atualmente, conhece-se cerca de 3.510 espécies em 95 géneros (WARD,
1984, 1992; FORATTINI, 2002; HARBACH, 2007), distribuidos por todo o
mundo, sendo a &rea neotropical a detentora do maior nivel de endemismo,
uma vez que 27% desses grupos sao restritos a essa regido biogeografica
(WARD, 1982; FORATTINI, 2002). Essa regidao conta com 908 espécies
(PAPAVERO; GUIMARAES, 2000), inseridas em 22 géneros e 9 tribos
(FORATTINI, 2002). Guimarédes (1997) registra, para o Brasil, 371 espécies,
representando 40,8% das ocorréncias neotropicais.

A incidéncia de mosquitos nas regifes tropicais varia, geralmente, de
acordo com as precipitagcdes pluviométricas. A distribuicdo estacional de
mosquitos esta influenciada por trés fatores climaticos: precipitacao
pluviométrica, umidade relativa e temperatura. Sendo que a estacao chuvosa
atua como fator limitante para a maioria das espécies na Amazodniabrasileira.
Mosquitos adultos podem desaparecer totalmente das coletas durante o
periodomais seco do ano (BATES, 1949; CAUSEY; SANTOS, 1949; GALINDO
et al., 1950; FORATTINI,1968; GUIMARAES et al.,1984).

Dentre os culicideos, o de maior importancia epidemiolégica nas areas
tropical esubtropical € o A. aegypti, importante vetor relacionado a transmisséo

da dengue, febre amarela urbana, Chikungunya e Zika Virus. O mosquito
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possui habito antropofilico e apresenta grande capacidade de adaptacédo a
criadouros artificiais, o que possibilita 0 aumento de sua populagao, levando
ao aparecimento de epidemias, como as da dengue (BESERRA et al., 2006;
ZARA et al., 2016).

Seu ciclo biolégico é dividido em quatro fases, compreendendo as fases
de ovo, larvas,pupa e adulto. As fases de ovo, larva e pupa ocorrem na agua,

enquanto a fase adulta é terrestre (Figura 1) (NUNES, 2015).

FIGURA 1 — Estagios do desenvolvimento do mosquito A. aegypti.

Terrestrial

2. Larvae

Terrestrial

Aquatic

Fonte: CDC (2019).

3.2 DOENCAS EMERGENTES E REEMERGENTES

A emergéncia e reemergéncia de doencas infecciosas ocorrem ao
longo do tempo. Antes de uma epidemia, agentes de doencas infecciosas
passam por véarias fases de adaptacdo ao acesso ou ao adquirir
caracteristicas patogénicas em um novo hospedeiro (NII-TREBI, 2017).

De acordo com o Catalogo International de Arbovirus, arboviroses séo
doencas causadas por arbovirus, virus que sdo essencialmente transmitidos
por artropodes. Esta doenca tem prevaléncia em paises tropicais e
subtropicais. Na década de 1960, o International Committee on the

Nomenclature of Viruses oficialmente definiu o termo arbovirus para se referir
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aos virus mantido através de ciclos envolvendo vetores de artrépodes
hemato6fagos (JENTES, 2011).

3.3 O CONTROLE QUIMICO E A RESISTENCIA DO A. aegypti

Uma das estratégias para o controle de surtos de arboviroses como a
dengue é o uso de produtos quimicos sintéticos com acgao rapida para matar
0s vetores adultos usandoa pulverizacdo no espaco (ACHEE, 2015). A
maioria dos inseticidas recomendada é da classe quimica dos piretroides,
criando desafios para impedir a pressdo de selecdo em populacoes
suscetiveis de mosquitos, bem como o controle de vetores resistentes aos
piretréides (CORBEL, 2016).

A utlizagcdo de varios inseticidas sintéticos tem sido restrita
recentemente devido aoalto custo ambiental de prejudiciais efeitos, a sua
natureza nado biodegradavel e ao aumento da resisténcia ao inseticida.
Inseticidas como organoclorados e organofosforados sdo prejudiciais a
saude por contaminar o ar, a dgua e os alimentos, enquanto os produtos
derivados de plantas ndo promovem tamanha contaminacdo e tornam-se
importantes alternativas para o controle de insetos resistentes (ZARA et al.,
2016; NIROUMAND et al., 2016).

No Brasil, o temefds foi o larvicida utilizado ao longo de 30 anos, mas
teve seu uso restringido desde 2010 por causa dos registros de populacoes
de A. aegypti resistentes a esse composto (BRASIL, 2010). E, em 2014, foi
introduzido nos programas de controle o larvicida piriproxifen (BRASIL,
2014).

Os carbamatos sdo praguicidas derivados do acido carbamico,
compostos instaveis com degradabilidade dependente de umidade,
temperatura, luz e volatilidade. Estes ageminibindo a colinesterase, cuja
inibicdo pode ser reversivel (CASIDA; QUISTAD, 1998; WARE, 2000;
HEMINGWAY; RANSON, 2005).

3.4 PRINCIPAIS MECANISMOS DE RESISTENCIA AOS INSETICIDAS

Dentre os mecanismos de resisténcia aos inseticidas em mosquitos,
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podem incluir a dificuldade de penetragdo ou a penetracdo reduzida de
inseticida no corpo do inseto, tal dificuldade ocorre devido as mutacgdes que
afetam as proteinas alvos dos inseticidas, que desempenham um papel
fundamental no funcionamento do sistema nervoso dos mosquitos. Qualquer
mutacdo que ocorra nessas proteinas pode potencialmente diminuir a
afinidade dos inseticidas com a proteina alvo e contribuir para a resisténcia. A
esse tipo de mecanismo, denomina-se resisténcia ao local-alvo (DAVID et al.,
2013).

Outro mecanismo de resisténcia do mosquito A. aegypti descrito na
literatura € a biodegradacao ou resisténcia enzimatica, que ocorre através de
uma alteracao significativade enzimas envolvidas no sequestro e excrecéo de
inseticidas. As enzimas metabdlicas primarias envolvidas neste mecanismo de
resisténcia pertencem a familias de genes como citocromo P450
monooxigenases [P450s], glutationa  S-transferases  [GSTs] e
carboxi/colinesterases [CCES]. A tabela abaixo mostra as principais classes de
inseticidas quimicos e os principais mecanismos de resisténcia do mosquito A.

aegypti e onde ocorreram as mutacdes (MOYSES et al., 2017).

QUADRO 1 - Principais classes de inseticidas quimicos e o tipo de resisténcia
“continua”

Classe de Inseticida Tipo de Resisténcia Mecanismos
Quimico onde ocorrem as
Mutacbes
Organofosfatos Local-alvo Agonistas da

acetilcolinestera
e (GRIGORAKI,

2016)
Piretroides e DDT Local-alvo No canal de sodio
(permetrina- dependente de
deltametrina) voltagem (HARRIS;
RAJATILEKA,;
RANSON, 2010)
Ciclodienos Metabolica Mutagao no receptor
GABA

(THOMPSON, et
al., 1993).
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QUADRO 1 - Principais classes de inseticidas quimicos e o tipo de resisténcia
“Conclusao”

2014)
Familias de Metabdlica CCEs podem hidrolisar
Genes piretréides (LUMJUAN et
alternativos al., 2011)
(CCEs,GSTE2
e GSTE7 na

resisténcia a
deltametrina)

Fonte: adaptado de Moyses et al. (2017).

3.5 OS METABOLITOS SECUNDARIOS

O aumento da transmissao de doencas tendo o0s insetos como vetores
tem levado acomunidade cientifica a uma busca continua por novos
inseticidas, e as plantas por serem uma importante fonte de substancias
guimicas com diferentes estruturas e com diversas atividades contra os
insetos vém apresentando resultados satisfatorios, entretanto seu usodireto
ou de seus extratos brutos se limita a aplicacdes domésticas (VIEIRA,
FERNANDES; ANDREI, 2007). A literatura classifica como “inseticidas”
agueles compostos que sao utilizados contra formas adultas dos mosquitos
e “larvicida” de formas imaturas (FORATINI,2002).

Sabe-se que as plantas produzem metabdlitos primarios, onde estes
se encontram em todas as plantas e sao responsaveis pelo desenvolvimento,
e 0s metabdlitos secundarios que apresentam atividade de protecéo para as
plantas bem como propriedadesaromaticas (RAVEN; EVERT; EICHHORN,
2001).

Compostos fendlicos estdo amplamente distribuidos em vegetais e em
microrganismos. As plantas sdo capazes de sintetizar uma grande
diversidade de compostos com baixo peso molecular, denominados
metabdlitos secundarios, que podem apresentar um papel essencial no
metabolismo vegetal (ESCARPA; GONZALES, 2001).

Os compostos fenodlicos presentes nas plantas séo sintetizados
tipicamente duranteo seu desenvolvimento, apresentam a funcdo de protegé-

las de infeccdes e agressdes demicrorganismos e servem como filtros de



radiagdo UV, além disso, contribuem com oaroma, adstringéncia, cor e
estabilidade oxidativa das mesmas (NACZK; SHAHIDI, 2004). Devido a este
potencial de reacdo contra alguns organismos, essas substancias vém
ganhando espaco nas pesquisas académicas para que se encontrem novos
compostos com atividade antimalarica, inseticida e antimicrobiana (SANTOS
et al., 2014).

Os metabdlitos secundarios sdo encontrados principalmente em
plantas, fungos e outros microrganismos, mas também estdo presentes em
animais. Atualmente, estima-se que existam mais de 200.000 metabdlitos
secundarios conhecidos (HARTMANN, 2007).

Apesar da grande diversidade, toda essa gama de substancias

s

produzida pelas plantas € sintetizada a partir de quatro vias metabolicas
principais (Figura 5), via do acetato-malonato, via do metileritritol fosfato e via
do &cido chiquimico. Os mais importantes blocosconstrutores para biossintese
dos metabolitos secundarios séo acetil coenzima A, acido chiquimico, acido

mevaldnico e o metileritritol fosfato (DEWICK, 2009).

Figura 2 — Esquema geral simplificado da interface entre o metabolismo primario e

as vias desintese dos metabdlitos secundarios.

cO,
| fotossintese
METABOLISMO PRIMARIO

eritrose 4-fosfato 3-fosfoglicerato
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tricarboxilico
am-noacndos alifaticos
VIADOACIDO VIADO ACIDO VIADO ACIDO VIADO MEP
CHIQUIMICO MALONICO MEVALONICO
amlfnoémdos l l l
aromaticos j
| substancias
substancias e terpenocides
nitrogenadas Lo |
substéncias
fendlicas

METABOLISMO SECUNDARIO

Fonte: Taiz; Zeiger (2009).

Os compostos fendlicos podem ser divididos em varias classes,
destacando-se os acidos fendlicos, flavonoides e taninos, como antioxidantes
fendlicos mais disseminados nanatureza (ANGELO; JORGE, 2007).
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Dentre as classes de compostos fendlicos, estdo os flavonoides que
desempenhamdiversas func¢des. Entre elas, pode-se citar a protecao contra
raios ultravioleta, protecdo contra microrganismos patogénicos, acao
antioxidante, acdo alelopatica e inibicdo enzimatica (SIMOES et al., 2000;
HARBORNE; WILLIAMS, 2000; HEIM; TAGLIAFERRO; BOBILYA, 2002).

Varias plantas vém sendo investigadas em relacéo as suas propriedades
inseticidas, buscando o controle especificamente de mosquitos vetores,
objetivando a diminuicdo dos impactos que os residuos téxicos causam ao
meio ambiente (SUKUMAR et al., 2004).

Substitutos para os inseticidas quimicos sintéticos tém estimulado
muitos trabalhos cientificos, contemplando a utilizacdo de 6leos, extratos ou
constituintes ativos provenientes de plantas (GUISSONI et al.,, 2013).
Compostos a partir de plantas s&o apresentados comoalternativa no controle de
vetores por ser de facil degradacao e apresentar menor toxicidadeao homem.

Campell et al. (1933) foram os pioneiros na utilizagdo de extratos de
plantas no controle de larvas de culicideos. Os autores isolaram de uma erva
silvestre da Russia Anabasis aphylla L. (Chenopodiaceae), alcalbides
semelhantes a nicotina com atividade letal em larvas do mosquito Culex
pipens, Culex territans, e Culex quinquesfaciatus(CAMPELL et al.,1933).

Os extratos sao preparacfes com consisténcia liquida, sélida ou
intermediaria,obtida a partir de um material vegetal ou animal, preparado por
percolacdo, maceragcdo ou outro método adequado e validado, onde utiliza
solvente, como A&lcool etilico, &gua ou outro solvente adequado
(FARMACOPEIA, 2010). A composic&o quimica de extratos e 6leos essenciais
provenientes de plantas é complexa e pode chegar a centenas de compostos
com fungdes diferentes. (BAKKALI; AVERBECK; IDAOMAR, 2008).

A utlizagcdo de plantas como repelente contra os insetos tem sido
relatada em diversas regides, como na india, onde as mulheres aplicam
diariamente carcuma (Curcumalonga L., Zingiberaceae) em Oleo para protecao
contra mosquitos, assim como desde o inicio do século XX, muitos produtos
foram empregados como repelente contra os insetos,entre eles, se destacam
a citronela, piretro e a andiroba (BUENO; ANDRADE, 2010).

Tradicionalmente, as plantas e seus derivados sempre foram usados

para matar oS mosquitos e outras pragas domeésticas, porém a utilizacéo de

25



diferentes partes das plantase seus produtos secundarios no controle dos
mosquitos vem sendo bem estabelecida por véarias investigacdes
(SUBRAMANIAM et al., 2012). Bioensaios realizados para repelénciacontra
espécies de dipteros, em particular aqueles pertencentes ao género Aedes,
Anopheles e Culex, que sao vetores de doencas, responsaveis por
problemas de saude publicas, como dengue, maléaria, febre amarela vem
crescendo no meio cientifico (NERIO et al., 2010).

Nararak et al. (2016) relataram vinte e quatro espécies de plantas que
apresentam potencial repelente contra mosquitos, dentre elas a Citrus hystrix
(Rutaceae) e Cymbopogon Martini (Poaceae) apresentou 100% de protecao
por trés horas contra mosquito A. aegypti e 100% de protecdo contra o
mosquito Anopheles minimus (Culicidae)durante um periodo de doze horas.

Atividade larvicida da espécie Acorus calamus (Araceae) frente as
larvas de mosquitos do A. aegypti também vem sendo investigada no
trabalho de Zarnigar et al. (2014) que avaliaram atividade larvicida do extrato
com éter de petroleo e alcool etilico, obtendo resultados positivos para os
testes com larvas do A. aegypti do terceiro e quarto instar. Outrora, em
pesquisas realizadas com a familia anacardiaceae, espécie Anacardium
ocidentale (Anacardiaceae), apresentou atividade larvicida contra 0 mosquito
da dengue através do liquido da castanha do caju (GUISSONI et al., 2013).

O Oleo essencial de cinco espécies de plantas Acorus calamus
(Araceae), Mentha arvensis (Labiatae), Ocimum basilicum (Lamiaceae),
Saussurea lappa (Asteraceae) e citratus Cymbopogan (Poaceae) também
foram investigados para avaliar o potencial larvicida, onde larvas de terceiro instar
de A. aegypti e Culex quinquefasciatus foram expostas a diferentes concentragées
e sua mortalidade foi avaliada apds 24 horas sob condi¢des de laboratoério, no qual
os resultados demonstraram que todos os Oleos apresentavam mortalidade larval
significativa, tanto para A. aegypti como para C. quinquefasciatus (FURTADO et al.,
2005).

Trabalhos com plantas oriundas do Brasil também tem sido testada
para avaliacdo da atividade biolégica, principalmente larvicida contra A.
aegypti, como o extrato bruto hexanico de Ottonia anisum (Piperaceae), que
obteve 100% de mortalidade ap6s 24 horasde exposi¢cdo com 200 pug/mL, ao

isolar o metabalito 1-butil-3,4-metilenodioxi benzeno do extrato, foi possivel
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observar mortalidade de 100% das larvas com concentragcdo de 30 pg/mL
(MARQUES et al., 2017).

Plantas como  Anacardium  occidentalis (Anacardiaceae),
Cymbopogon winterianus (Poaceae), Copaifera langsdorffii (Fabaceae),
Ageratum conyzoides (Asteraceae) e Carapaguianensis (Meliaceae) também
ja foram testadas contra A. aegypti obtendo resultados satisfatérios como
larvicidas (FURTADO et al., 2005)

3.6 CONSIDERACOES SOBRE O GENERO Deguelia Aubl., Azevedo Tozzi
(1989, 1992,1994, 1995).

As plantas do género Deguelia pertencem a familia Fabaceae,
subfamilia Papilionoideae (FIRMINO, 1998) e tribo Millettieae (MCINDOO,
1919; ATCHISON, 1949; SAITO; LUCCHINI, 1998).

O género Deguelia foi descrito pelo naturalista francés Jean Baptiste
Fusée-Aublet, em sua obra Histoire des Plantes de la Guiane Francoise, em
1775, baseando-se na espécie Deguelia scaandens Aubl. Durante varias
décadas permaneceu esquecido, desdea sinonimizacdo com Derris lourd
(MCINDOO, 1919; ATCHISON, 1949; SAITO; LUCCHINI,1998).

O género Deguelia contém 18 espécies aceitas e 48 sinbnimos
neotropicais (THEPLANT LIST, 2018). Destas, apenas duas, Deguelia alata
(M. Souza) e Deguelia densiflora (Benth) A.M.G. Azevedo ocorrem na
América Central (SOUZA, 2009).

As demais se distribuem por toda a América do Sul até os limites do
estado de Sdo Paulo, sendo em maior diversidade, entretanto, na bacia
Amazonica, onde estao presentes em toda regido Norte e por alguns estados
da regido Nordeste, Centro-oeste e Sudeste. Com excecdo de regido Sul,
visto serem espécies tipicas de bioma Amazobnia, Cerrado e Mata Atlantica
(SAITO; LUCCHINI, 1998).

Dentre as espécies do género Deguelia, as que mais se destacam e
tem estudos descrevendo a sua toxicidade sdo: Deguelia negrensis (Benth.),
Deguelia utilis (A.C. Sm.), Deguelia duckeana A.M.G Azevedo (ROCHA,
ZOGHBI, 1982).
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3.6.1 Consideracdes botanica e quimica da espécie Deguelia rufescens
var. urucu

Dentre as varias espécies, destaca-se a popularmente conhecida na
Amazbnia comotimbd, timbo vermelho, timborana (GILBERT; FAVORETO,
2010), comumente utilizada empescarias por indios, devido a uma substancia
quimica chamada rotenona, encontrada emsuas raizes, altamente toxica
para peixes e muitos insetos (GREENHALGH, 1986). Outrosconstituintes
quimicos importantes também podem ser encontrados nas raizes de D.
rufescens var. urucu, como a daguelina e tephrosia, que apresentaram
efeitos toxicos aos insetos, porém menos ativos do que a rotenona
(DAVIDSON, 1930).

A palavra timb6 € de origem tupi (ti- sumo, suco e mbo - cobra),
significando, portanto, sumo de cobra, suco venenoso, sumo que mata
(CORBETT, 1940). Chama-se timbo todas as plantas que esmagadas,
trituradas e langadas na agua provocam a morte de peixes pela acdo de suas
substancias toxicas. Devido a este fato, acaba existindo uma grande
quantidade de espécies de diferentes familias com esta nomenclatura
(SAITO; LUCHINNI, 1998).

Caminha Filho (1940) cita as variedades de timbo mais conhecidas no
Norte brasileiro, entre elas, Lonchocarpus nicou Benth (timbé macaquinho),
Lonchocarpus urucuKillip (timbo6 vermelho), Lonchocarpus floribundus Benth
(timbo venenoso), Derris guianensis Benth (timbd da mata), Derris negrensis
Benth (timborana de Gurupa), Tephrosia brevipes (timb6é do campo) e
Tephrosia nitens Benth (timbé ajaré) (CAMINHA FILHO, 1940).

OD. rufescens var. urucu € uma planta trepadeira, ou cip6 trepador, que
se entrelagae atinge a copa das arvore de maior porte; os ramos tomam-se
escandentes e entrelagam-se formando um teto compacto sobre o solo,
protegendo-o da acéo do sol, as raizes apresentam nodosidade resultantes
da simbiose com a bactéria Rhizobium (COSTA et a/., 1997) que, de acordo
com a revisao realizada por Francis Mcbride (1910), foram retiradas do
género Lonchocarpus e colocadas no género Deguelia, dentro da familia das
leguminosas (LIMA,1987).
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3.6.2 Principais rotenoides de Deguelia rufescens var. urucu

Em toda Amazodnia, os timbds sdo conhecidos pelos indigenas e
ribeirinhos como plantas que possuem substancias de forte acao toxica sobre
animais de sangue frio (LOBOet al., 2008). Os rotenoides sdo uma classe
importante de produtos naturais isolados das espécies dos géneros Deguelia,
Derris e Lonchocarpus e incluem uma grande quantidade de compostos como
rotenona, elliptona, sumatrol, malacol, toxicarol e deguelina (figura 3)
(COLBERT, 1940; MARICONI, 1981;TEIXEIRA, 2003; KRIEGER, 2010;).
Segundo Mariconi (1981), as cinco Ultimas substancias tém composicao
semelhante a rotenona, porém sao 5 a 10 vezes menos toxica para insetos
(MARICONI, 1981).

FIGURA 3 — Substancias toxicas de Deguelia rufescens var. urucu descritas na

literatura.
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Fonte: Teixeira, 2003.

Essas substancias tém propriedade biologicas e farmacoldgicas
incluindo: antibacteriana, antiviral, antifingica, atividades anticancerigenas,
anti-inflamatorias e inseticidas, e foram divulgadas na literatura (YANG et al.,
2001; TAKASHIMA, 2002). De acordo com a literatura, no quadro 2, relata-se

0s principais rotenoides e suas atividades farmacologicas e biologicas.
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QUADRO 2 - Principais atividades farmacolégicas e biologicas dos
rotenoides descritas na literatura

Principais
Rotenoides

Atividade Farmacologica e
Bioldgica

Referéncia

Hydroximundusero
ne

Atividade antitumoral

WU et al. (2016)

Trefosina e | Reagentes apoptéticos e LUYENGI. et
deguelina antiangiogénicos contra | al., (1994);
varias células cancerigenas | GARCIA et al.,
humanas como pulmao, (2012)
préstata, estbmago.
Rotenona e Inibem o cancer de mama e CHEEPRACHA et
hidroxiirotenona pulméo al.(2007);

LEUNER (2013).

Miletosina e | Pesticidas importantes VAN

rotenona PUYUELDE, et
al., (1987);
BELOFSKY et
al., (2014)

Fonte: Perveen et al. (2019)
3.6.3 Arotenona e a espécie Deguelia rufescens var. urucu

Durante séculos, os povos indigenas usaram plantas da familia
Fabaceae (Leguminosae) nas pescarias para envenenar peixes, obtendo,
assim, facilmente sua captura. Essas plantas contém rotenona, um inseticida
nao seletivo. Muito utilizada pelos agricultores organicos como pesticida, pois
ndo agride o meio ambiente e é biodegradavelem climas temperados, foi um
inseticida amplamente utilizado antes da Segunda Guerra Mundial. E, ap6s
0 advento dos inseticidas sintéticos, caiu em desuso (ACHEE, 2019).

Geoffroy (1895)

denominada pela literatura Lonchocarpus nicou) e nomeou-0 como nicouline.

isolou um material de Robinia nicou (agora

Vérios anos depois, Nagai (1930) isolou um composto cristalino de D.elliptica
(Leguminosae) e o chamou de rotenonaem homenagem ao nome japonés da
planta. Em 1930, eles mostraram ser o mesmo composto. Mayano (1965),
em artigo publicado no Journal of the American Chemical Society, relatou a

sintese total da rotenona.
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A rotenona € apenas moderadamente toxica para a maioria dos
mamiferos, porémé extremamente toxica para muitas espécies de peixes e
insetos. A rotenona inibe a respiragcdo das mitocondrias ao bloquear o
segmento reduzido de nicotinamida adenina dinucleotideo (NAD+)
desidrogenase da cadeia respiratéria quando essa enzima é derivada de
espécies altamente suscetiveis ou resistentes ao envenenamento por rotenona
(FUKAMI, 1956; TOMIZAWA, 1956; ERNSTER et al.,, 1963; HORGAN et
al.,1968).

A rotenona (C23 H22 06) € um isoflavonoide (figura 4) cristalino, inodoro
e insipido, biossintetizado pela via do metabolismo secundario da planta. E
uma molécula de média polaridade, sua distribuicdo é observada em diversas

partes da planta, sendo a maior concentracdo nas raizes (MAYANO, 1965).

FIGURA 4 — Estrutura quimica da rotenona

MeQO

OMe
Fonte: JAS (2014)

Burton et al. (2012), em seus estudos sobre os efeitos da rotenona em
seres humanos, concluiram que a mesma inibe seletivamente o complexo
mitocondrial I, induzindo as células ao estresse oxidativo, ao acumulo de a-
sinucleina e consequente a morte dos neurbnios dopaminérgicos que sao
responsaveis pelas principais patologias da Doenca deParkinson. Em seus
estudos, os efeitos da rotenona nas primeiras seis horas inibe a sintesede ATP
e a inducéo de morte celular (figura 5) e Apoptose (BURTON et al., 2012).

Essas descobertas indicaram que a rotenona tem efeito na organela

mitocondria da célula, sendo seu efeito potencialmente neurotoxico, sendo
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utilizada como modelo da Doenca de Parkinson (BURTON et al., 2012).

Figura5—Inibicdo do complexo da cadeia respiratéria mitocondrial | pela proteina

induz a apoptosemorte celular em uma variedade de células

MORTE CELULAR

Fonte: Burton et al. (2012).

3.6.4 Mecanismo de acdo darotenona

O mecanismo de acdo da rotenona compreende a inibicdo da
transferéncia de elétrons dos centros ferro-enxofre do complexo | para a
ubiquinona, tendo como consequéncia o bloqueio da fosforilagéo oxidativa com
sintese limitada de ATP (PALMER et al., 1968). A rotenona é um classico
inibidor do complexo | da cadeia respiratoria e é utilizada como marcador da
atividade especifica desse complexo (TAHARA et al., 2009). A rotenona causa
morte dos animais por meio da inibicdo da cadeia respiratéria mitocondrial,
bloqueando a fosforilagdo do ADP a ATP, sendo peixes e insetos altamente
sensiveis (MASCARO et al., 1998).

Devido ao seu forte carater lipofilico, atravessa rapidamente a barreira
hematoencefalica sem necessitar de nenhum transportador, atingindo o0s
neurénios dopaminérgicos e formando inclusdes do tipo corpos de Lewy
(GREENAMYRE et al., 2003). Em pesquisas, Barbett et al. (2000)
mostraram que a administracdo sistémica de rotenona resulta em
degeneracéo progressiva da substancia negra e do estriado cerebral.Drolet e

colaboradores (2009) demonstraram, em experimentos com animais tratados
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comrotenona, que ela provoca alteracbes gastrointestinais e a diminuicéo
motilidade e daabsorcéo intestinal desses animais (DROLET et al.,, 2009;
GREENE; NOORIAN; SRINIVASAN, 2009).

A rotenona é capaz de inibir a respiracdo celular em quase todos os
organismos vivos, incluindo mamiferos, peixes, anfibios, insetos e até plantas
(PALMER et al., 1968).

Os peixes sao altamente suscetiveis porque a rotenona pode entrar com
eficiéncia e rapidez na corrente sanguinea através das branquias. Isso é
agravado pelo fato de queé lipossolivel em agua e as branquias tém um teor
lipidico relativamente alto que a rotenonafavorece. A traqueia de insetos age de
maneira semelhante as branquias de um peixe, o que significa que a rotenona

também pode agir rapidamente nos insetos (LINDAHL, 1960).
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4 METODOLOGIA

4.1 COLETA E PREPARACAO DO MATERIAL VEGETAL

O material vegetal (raizes) de D.rufescens var. urucu foi coletado em
marcgo de 2019 (periodo mais chuvoso) em uma area de mata de galeria, na
localidade de llha Grande, distrito do Abacate da Pedreira, municipio de
Macapa, Amapa (N 0° 16’ 49.2” W 50° 55’ 39.6”). Foi amostrado material fértil
para a identificacdo taxonémica que depositado no Herbario Amapaense
(HAMAB) do Instituto de Pesquisas Cientificas e Tecnoldgicas do Estado do
Amapa (IEPA), onde encontra-se depositada uma exsicata da espécie em
estudocom a identificacdo 1.G. Santos 01/HAMAB 019291, identificada pelo
botanico Dr. Tonny David Santiago Medeiros.

O material coletado (raizes) foi conduzido ao Laboratério de
Nanobiotecnologia Fitofarmacéutica (NANOFITO) da Universidade Federal
do Amap4, onde foi lavado e submetido a uma pré-secagem a temperatura
ambiente, em seguida, foi desidratado e seco em estufa a 40°C com
circulacao forcada de ar, de acordo com a metodologia descrita por Allen
(2013).

4.2 PREPARACAO DO EXTRATO BRUTO ETANOLICO DAS RAIZES DE

D. Rufescens Var. urucu

Uma amostra de 3.995¢g de raizes foi desidratada em estufa com
circulacdo de ar a 40°C e triturada em moinho de faca e em seguida
submetida a extracdo por maceracdo com etanol comercial 70% em
temperatura ambiente por um periodo de 10 dias. A solugédoextrativa obtida
(tintura) foi concentrada em evaporador rotativo sob temperatura controlada
(45° C).

4.3 CONTROLE DE QUALIDADE DO EXTRATO BRUTO DAS RAIZES DE

D. Rufescens var. urucu

Para caracterizar as amostras, foram determinados o0s seguintes
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parametros: Potencial Hidrogenionico (pH), densidade e residuo seco, 0s

testes de pH e densidade foram realizados em triplicata.

A. Determinacdo do pH: Foi realizado em potenciometro (Meter®)
previamente calibrado com solugédo tampédo pH 4,0 e 7,0 e os
resultados correspondem a média de trés determinacdes
independentes .

B. Teste de Densidade: Foi realizado em triplicata utilizando-se o
método da picnémetria (FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2010).
Inicialmente com o auxilio de uma balanga digital pesou-se um
picnédmetro vazio calibrado de 5 mL anotou-se a massa. Com o auxilio
de uma pipeta transferiu-se 5 mL do extrato bruto previamente
solubilizado em etanol, transferiu-se a amostra para o picnbmetro e
pesou-se. Obteve-se 0 peso da amostra através da diferenca de
massa do picndmetro cheio e vazio. Calculou-se a densidade utilizando
aformula: d=m/v (onde : d= densidade,m= massa e v= volume).

C. Rendimento: O rendimento em relagcdo a massa vegetal de
D.rufescens var. urucu

foi estimado de acordo com a metodologia descrita por Allen (2008).
D. Residuo seco: foi calculado, de acordo com a metodologia proposta
pelo Manual de Controle de qualidade do Instituto Adolfo Lutz,

utilizando a seguinte férmula:
100x N

A

= Residuo % m/m

Onde: N= 3.995 g (Massa do material vegetal seco)

A=40000mL (volume de solvente utilizado)
100x3,995

W = 0,0099 g/mL



4.3.1 Analise das Classes de Metabodlitos secundarios

presentes noExtrato Bruto das raizes de D. rufescens var. urucu

As analises fitoquimicas do extrato etandlico de D.rufescens var. urucu
foram realizadas seguindo o Protocolo de Adetuyi e Popoola (Trease, Evans e
Sofowora) (2001).0s testes realizados foram alcaloides (Dragendorff/reagente
Sonheschauin), fendis (teste de cloreto de ferro FeCl13), carboidratos (reagente
de Molisch), cumarinas (reagente de Erlich), flavonoides (reagente Shinoda e
NaOH a 1%), purinas (teste de HCI), saponinas (teste espuma, reagente de
Rosenthaler), terpenoides (reagente Ac20) e, por ultimo, o teste de taninos
(reagente Cloreto de ferro e cianeto de ferro).

A- Taninos: para identificar a presenca de taninos no extrato bruto
etandlico de D. rufescens var. urucu empregou-se a reacéo de Stiasny descrita
por Wissing (1995) pesou-se 10mg do extrato bruto solubilizado em 5 mL de
etanol, em seguida em um Beckeradicionou-se 20 mL de agua destilada e
homogeneizou-se com o auxilio de um bastdo de vidro. Levou-se manta
aquecedora e deixou-se 10 minutos até a fervura. Apés esfriar acrescentou-se
10 mL de formaldeido e 5 mL de HCL concentrado colocou-se sobre a manta
aguecedora por 10 minutos, homogeneizando a mistura com bastédo de vidro a
cada5 minutos. ApoOs esfriar transferiu-se para um tubo de ensaio 2 mL da
solucéo adicionou-se5 mg de acetato de s6dio e com o auxilio de um conta gotas
adicionou-se 3 gotas de cloretoférrico (FeCl3) a 1%, agitou-se levemente o tubo
de ensaio e observou-se a colora¢éo azulda solucéo.

B- Fenois: foi determinado empregando-se o método de Wateerma e
Molw (1994). Em que uma quantidade de 10mg em triplicata do extrato etandlico
foram colocados em umtubo de ensaio e adicionado 1ml de metanol (MeOH)
em seguida transferiu-se para baldes volumétricos contendo 4ml de agua
destilada adicionou-se 5 gotas de carbonato de sédio (NaCos) e 0,25 ml do
reagente Folin-cioncalteau. Apdés 60 minutos realizou-se a leitura em
espectofotometro (colleman3d) a 760 nm utilizando-se como padréo de
identificacdo acidotanico.

C- Flavonoides: foi determinado a presenca de flavonoides empregando-

se a metodologia de Evans, sofowora (1982) em que uma quantidade de 10mg
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em triplicata foi dissolvida em (NaOH) a 1%, ap6s homogeneizar adicionou-se
reagente Shinoda.Formou-se uma solugdo amarela indicando a presenca de
flavonoides.

D- Saponinas: para determinacdo de saponinas cerca de 10mg em
triplicata do Extrato bruto etanolico de D. rufescesns var. urucu foi agitado em 5mi
de 4gua destiladae depois agitou-se até formar espuma. A formacéo de espuma
de aparéncia cremosa indicaa presenca de saponinas.

E- Alcaldides: para determinar a presenca de alcaloides pegou-se uma
quantidade em triplicata de 10mg do extrato bruto de D. rufescesns var. urucu
foram aquecidas com H2S04a 2% por dois minutos. Em seguida foi adicionado
algumas gotas do reagente Dragendorf, formou-se um precipitado laranja

avermelhado que indica a presengade alcaloides.

44 CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA COMPARATIVA

As analises das amostras em CCDC (Cromatografia em Camada
Delgada Comparativa)foram realizadas de acordo com a metodologia descrita
por Degani; Cass e Vieira (1998) em que se utilizou placas analiticas pré-

fabricadas em gel de silica (TLC silicagel G60- POLYGRAM®, SIL G/UV 254
DE ACRIHT: 0,20mm Kieselgel 60mit Fluoreszenz- Macherey- nagel,
20X20cm).

O padréo de referéncia (rotenona) foi cedida pelo professor Milton. N.
Silva do LABACROL (Laboratério de Cromatografia) do Instituto de Ciéncias
Naturais- ICEN, da Universidade Federal do Para, obtida da American Sigma
Compay USA, com pureza de 98%, 2mg de rotenona e dissolvida em 2 mL de
etanol.

Foram testados quatro sistemas de solventes como fase mével, dentre
agueles descritos na literatura (PHILINPSON, HEMIINGWAY, 1975;
KEPLINGER et al., 2002), que aliavam o maior potencial de separacao dos
constituintes quimicos presentes no extrato bruto, testou-se 0s seguintes
sistemas de eluentes: Acetato de etila/ Hexano (9:1), Cloroférmio/ Acetona
(5:4), Cloroférmio/ Metanol (95:5), Acetato de Etila/ Isopropanol(16:3).

Apds escolhido os sistemas de eluentes, testou-se a distancia 6tima de

desenvolvimento. Inicialmente utilizou-se placas cromatograficas de 5cm e
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11lcm de comprimento por 3 cm de largura. Marcou-se 1 cm como linha de
aplicacdo da amostra e com o auxilio de tubos capilares de vidro. A
concentracéo ideal para andlise foi uma solucdo preparada com 5mg do extrato
bruto diluido em 2ml de metanol.

A amostra foi aplicada na base inferior da placa (origem) e colocada na
cuba cromatogréfica saturada em fase mével adequada hexano/ acetato de
etila (9:1). Foram confeccionadas quatro placas com os eluentes descritos
anteriormente.

Utilizou-se como parametro de validacao o fator de retencdo (Rf) do
marcador quimico como referéncia para identificar a substancia rotenona
presente no extrato bruto de D. rufescens var. urucu e do padréo de rotenona

analisados concomitantemente.

4.5 ENSAIOS BIOLOGICOS

4.5.1 Obtencéo das Larvas de A. Aegypti

As larvas de A. aegypti foram obtidas no insetario do Laboratério de
Arhropoda (ARTROLAB) da Universidade Federal do Amapa de uma coldnia da
cepa Rockefeller. Paraos bioensaios da atividade larvicida, todas as larvas
foram do estadio L3 para que ndo chegassem a pupa durante os experimentos.

Foram mantidas em condic¢des climéticas padronizadas em uma sala medindo

12 m? (3m x 4m), com temperatura e umidades controladas (26°C a 28°C),
fotoperiodo de 12 horas como preconiza a OMS. Um total de 350 larvas foram

utilizadas no bioensaio.
4.5.2 Preparo das solucgoes testes e avaliacao da atividade larvicida

Para a realizac&o da atividade | arvicida foi preparada uma solu¢cdo mae
a 10.000 partes por milhdo (ppm) utilizando 0,06g do Extrato Bruto das raizes
de D. rufescens var. urucu solubilizado em 6mL de etanol. A partir desta foram

preparadas solu¢des do Extrato Bruto nas concentra¢gdes de 10, 20, 30 e 40

ppm, para o célculo destas concentragdes utilizou-se a seguinte férmula: C'.V!
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= Cli, vl ( Ci:concentragéo inicial, Vi= Volume inicial, cli= concentracéo final e
Vil = Volume final).

Os bioensaios de atividade larvicida foram realizados em quintuplicata,
em becker de vidro com capacidade de 100 ml , ao qual adicionou-se
inicialmente 80mL de &gua destilada, em seguida da adi¢do da solu¢cdo méae
do Extrato Bruto, na quantidade correspondente a concentracéo a ser testada
e homogeneizada a mistura. Posteriormenteforam adicionadas as larvas de A.
aegypti completando-se o volume com agua destilada até que atingisse o
volume de 100mL em cada Becker. Foram preparados dois grupos controles
negativo, um com agua destilada e etanol, na propor¢cdo da usada para a
dissolucéo do 6leo essencial e outro usando somente agua destilada.

Foram utilizadas 10 larvas por grupos testes, sendo a leitura da
mortalidade realizada em 24 e 48 horas ap0s as larvas de A. aegypti serem
expostas as solugbes. As larvas foram consideradas mortas quando
observadas auséncia total de movimentos voluntario ou por estimulacéo
exaustiva externa do recipiente feitas com o auxilio de pipetaPasteur.

Para se obter o indice de mortalidade para cada tratamento, calculado
através da formula:

Numero de larvas mortas

1 =0 M i
Numero de larvas testadas 00 = % Mortalidade

Para se estimar os valores das concentragdes CLso e CLgo da atividade
larvicida extrato etandlico de D. rufescens var. urucu frente as larvas de A.
aegypti, foi utilizada a analise Probit, levando-se em consideracdo os tempos
24 e 48 horas através do software Stat Graphic Centurium XXV.1 (Stat Ease
Co. MA. USA).

Para verificar se houve diferenca significativa (p= < 0,05) entre as
mortalidades médias obtidas nos diferentes tratamentos adotados, foi utilizado
o teste da analise de variancia (ANOVA) unidirecional ou bidirecional seguido
do teste de Tukey por meio do Software GraphPad Prism 6.02 (GraphPad

Software Inc, San Diego, California EUA).
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4.5.3 Avaliacao da atividade adulticida

Todos os individuos fémeas adultos de A. aegypti utilizados nos ensaios
de avaliacdoda atividade adulticida foram oriundos de uma colbénia da cepa
Rockefeller, mantida no Laboratorio de Arthropoda (ARTHROLAB) da
Universidade Federal do Amapa.

Para a execugao dos experimentos, utilizou-se a técnica proposta pela
WHO (2009),que consiste na utilizacdo de um kit com dois tubos plasticos
(altura: 125 mm e diametro de44 mm) separados por uma porta deslizante. O
primeiro tubo (tubo de exposicao) tem sua parede interna revestida por um
papel filtro de cor branca que é impregnada de concentracao da substancia
em analise. No segundo tubo (tubo de observacdo), a parede interna é
revestida com o papel filtro sem nenhum tratamento. No final deste, hd uma
abertura de 20mm que serve para se introduzir os mosquitos (figura 6). Os
dois cilindros foram separados por uma porta deslizante e 20 fémeas adultas
(2 a 5 dias de idade) das espécies de mosquitos em estudo foram
introduzidas no cilindro branco, a porta foi aberta e os insetos deslocados
para o cilindro da amostra; apds 1 hora, foram deslocados ao cilindro branco
e retidos durante 24 horas, depois foi realizada a leitura, verificando quantos
mosquitos ficaram intoxicados e /ou mortos.

O Extrato Bruto Etandlico foi diluido com etanol nas concentracdes de
20, 40, 60, 80 e 100 ppm. O controle foi constituido de etanol. Antes da
impregnacdo dos papéis filtroscom os tratamentos os mosquitos foram
inseridos no tubo de retencao para se aclimatar por 1 hora. Em seguida, 2mL
de cada solucéo preparada foram aplicados em papéis de filtro Whatman n°.1
(tamanho 12 x 15 cm e deixados evaporar o etanol por 10 min. O papelde
filtro do controle foi tratado com 2 ml de etanol. Apds a evaporagdo do
solvente, tanto do papel filtro como das concentragdes do EBE quanto o de
controle foram inseridos nos tubos cilindricos. Depois disso, dez individuos
fémeas de A. aegypti ndo alimentados com sangue, com idade de 4-6 dias,
foram transferidos em cada réplica de cada tratamento. Apds 1 hora de
exposicao, 0s mosquitos retornaram para o tubo de retencdo e a mortalidade
foi avaliada em 24 horas, considerando como mortos os individuos incapazes

de voar, andar ou que rotacionarem dentro do tubo.
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FIGURA 6 — Tubos cilindricos em que foram realizados os ensaios da atividade
adulticida.

Fonte: Elaborado pelo Autor, 2021.

O percentual de mortalidade foi estimado através da férmula:

Numero de mosquitos mortos
x100 = % Mortalidade

Numero de mosquitos testados

Os percentuais médios de mortalidade de adultos foram submetidos a
analise Probitpara as estimativas das CLso e CLgo € 0s intervalos de confianca
de 95% com limite de superior e inferior utilizando-se o software SPSS verséo
12.0.
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5 RESULTADO E DISCUSSAO

5.1 SCRENING FITOQUIMICO PARA AS PRINCIPAIS CLASSES DE
METABOLITOS SECUNDARIOS DO EXTRATO BRUTO ETANOLICO DAS

RAIZES DE Deguelia rufescensvar. urucu
O Screning Fitoquimico para determinar 0s principais grupos de
metabdlitos secundarios presentes no Extrato Bruto etandlico esta

representados na Tabela 1.

Tabela 1 — Metabdlitos secundarios do EBE de D. rufescens var. urucu.

Composto Teste Resultado
bioativo
Taninos FeClI3 +
Alcaloides HCl a 1%/reagente +
Dragendo
Saponinas espuma/reagent Bouchard +
Fenois totais FeClI3 +
Terpenoides Reagente Ac20 +
_ Reagente Shinoda/
Flavonoides NaOH +
1%
Cumarinas Reagente Erlich +
Legenda: “+” = presente; “~"= ausente.

Fonte: Elaborado pelo Autor, 2021.

Os resultados do Screning fitoquimico realizado no extrato bruto de
D.rufescens var.urucu revelaram a presenca de importantes metabdlitos
secundarios como alcaloides e Flavondides. Esses metabdlitos
desempenham importante papel como repelente e inibidorde alimentacéo de
insetos herbivoros (HIKAL, 2017).

O screning fitoquimico tem por objetivo a deteccdo e a prospeccgao
preliminar dos diferentes constituintes quimicos de plantas, com base na
extracdo destes com solventes apropriados e na aplicagdo de testes de
coloracdo (MOREIRA et al., 1979)

Tais compostos tém sido investigados principalmente quanto a atividade

larvicida sobre A. aegypti, uma vez que extratos organicos que apresentam




metabalitos secundarioscomo alcalddes tem efeito toxico contra larvas desta
espécie (RINCON, 2019), pois provocam inibicdo da oviposicao,
alimentagdo, causam repeléncia, alteram odesenvolvimento, causam

deformacdes, infertilidade, mortalidade, dentre outras (ROEL, 2001).

5.2 CONTROLE DE QUALIDADE DO EXTRATO BRUTO ETANOLICO

Os resultados dos testes de afericdo do pH, da densidade e do rendimento
do extrato bruto em relacédo a massa vegetal seca das raizes de D. rufescens
var. urucu sdo observados na tabela 2, os principais parametros de controle

de qualidade do extrato brutoaferidos em triplicata.

Tabela 2 — Valores dos ensaios fisico-quimicos do extrato bruto de D. rufescens var.

urucu
Amostras pH Densidade Rendiment

(mg/mL) 0
A 6,24 0,81 -
B 6,26 0,79 -
C 6,31 0,83 -

Médias 6,27 0,81 5,86%
g/cm3

Fonte: Elaborado pelo Autor, 2021.

A determimacao do pH tem como obijetivo identificar se uma amostra é
acida, basicaou neutra. Ainda ndo ha na Farmacopeia Brasileira ou qualquer
outro documento oficial, especificacbes de valores de pH para preparacdes
como extrato de plantas ou tinturas, porém, estudo realizado por Borella
(2011), com extratos brutos de plantas, foram encontrados valores variando de
5,19 a 5,76 valores que sdo préximos ao encontrado no presente estudo. Em
se tratando de qualidade o pH é um parametro importante em produtosde origem
vegetal, uma vez que se relaciona com a eficacia e seguranca, em atributos
como estabilidade, biodisponibilidade e biocompatibilidade (GIL, 2010).

Segundo Borella et al. (2011) a densidade de extratos e tinturas oriundos
de plantasé considerado padrdo no intervalo de 0,81 a 0,98 g/mL, se esses
valores forem adotados, indicam que todas as amostras analisadas estédo

dentro da normalidade.
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53 ANALISE CROMATOGRAFIA EM CAMADA DELGADA
COMPARATIVA DOEXTRATO BRUTO DE D. rufescens var. Urucu

Com o extrato bruto de D.rufescens var. urucu foram confeccionadas
placas cromatograficas eluidas nos quatro sistemas de solventes descritos
na metodologia. O sistema que melhor apresentou resultados foi o
hexano/acetato de etila na proporcdo (9:1) demostrou ser eficiente na
separacdo dos componentes do extrato bruto de D.rufescens var. urucu
guando se emprega camada delgada a silica gel.

O cromatograma que apresentou a melhor separacao foi o da figura 7a,
onde pode-se visualizar as manchas em luz ultravioleta 254nm: A- circular
pouco intensa Rf 0.74; B- mancha circular escura Rf 0.57; C- mancha circular
pouco intensa Rf 0.29; D-mancha circular pouco intensa Rf 0.22; E- mancha
ogival escura intensa Rf 0.10; .

De acordo com Collins et al. (1995), os componentes sdo substancias
qgue, quando separadas, formam manchas claramente visiveis sob a luz UV,
como mostra o cromatograma da figura 7 a. Ja na figura 7b observa-se o
oposto, utiizando o sistema de solvente diferente da figura 7 a
(Cloroformio/Acetona (5:4), observa-se que o extrato bruto ficou retido na

base impedindo a visualizacdo das manchas




Figura 7 — Duas cromatoplacas: a primeira (7 a) do extrato bruto etandlico
de D.rufescens var. urucu fase movel: Hexano/AcOEt (9:1)
visualizagédo: UV, 254nm, dist. Desenvolvimento: 5 cm , a
segunda: do extrato bruto, fase movel: Cloroférmio/ Acetona
(5:4),visualizacdo:borrifamento com reagente cloreto férrico,
observa-se a amostra retida na origem.

Fonte: Elaborado pelo Autor, 2021.

Na figura 8 a placa cromatogréafica foi confeccionada somente com a
substancia padrao (rotenona), utilizando a mesma fase madvel (hexano/
acetato de etila 9:1); o Rf calculado da mancha coincide com a mancha D da
figura anterior. Tal semelhanca entre osRfs sugere a presenca da substancia

rotenona no extrato bruto.
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Figura 8 — Cromatoplaca do padréo de rotenona, fase mével: Hexano/AcOEt
(9:1) Visualizag&o: UV, 254nm, dist. Desenvolvimento: 5 cm com
Rf 0,23

Fonte: Elaborado pelo Autor, 2021.

O parametro mais importante a ser considerado na CCDC é o fator de
retencdo (Rf), queé a razéo entre a distancia percorrida pela substancia em
guestdo e a distancia percorrida pela fase mével. Os valores ideais para Rf
estédo entre 0,4 e 0,6 (COLINS et al., 2006). Os valores dos Rfs calculados na

cromatoplaca da figura 7 a estdo apresentados na tabela 3.

Tabela 3 - Faixa de valores de Rtcalculados das manchas que aparecem na placa
cromatografica d figura 72 (Rf)

Mancha Deslocamento em Faixa de valores de
mm Re*
A 28 0.74
B 16 0.57
C 11 0.29
D 8 0.22
E 4 0.10
Solvent 37 -
Front

Fonte: Elaborado pelo Autor, 2021. *Fase mdével: Hexano/acetado de etila (9:1)
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A CCDC é uma técnica de adsorcdo liquido-sdlido em que a
separacao ocorre pela diferenca de afinidade dos componentes de uma
mistura pela fase estacionaria. A figura 7 mostra um cromatograma obtido
por CCDC, no qual se pode observar a diferenca de afinidade pelas
substancias A, B, C, D, E, sendo a substancia E mais retida que asubstancia
A.

Resultados semelhantes aos apresentados nesta técnica de
identificacdo de uma substéancia a partir de um marcador quimico especifico
tém sido empregado com sucesso com outras espécies, como Paulinia
cupana (MOUSINHO,1986), Casearia sylvestis, Cordiaecalyculata (SAITO,
1986), Pelmus boldus, Bauhini spp (MELO, 2004).

5.4 ATIVIDADE LARVICIDA

A Tabela 4 mostra os percentuais médios de mortalidade e seus
respectivos desvios padrées produzidos por diferentes concentracées do
E.E.B daraiz de Deguelia rufescens var. urucu.. Em todas as concentragoes,

as mortalidades foram significativamente maioresem 48 horas.

Tabela 4 - Percentual de mortalidade média (+ desvio padrdo) de larvas
de A. aegypti frente adiferentes concentracdes do extrato
bruto de D. rufescens var. urucu em 24 e 48h.

Tempo de

€exXposicao C1 C2 10 ppm 20 ppm 30 ppm 40 ppm
(h)

24 2+4.4 00,0 12+8,37 5814,47 62+8,37 84154
72 af ad b b 7¢

48 2+44 00,0 341+8,94 861548 92+4,47¢ 98144
72 a b c d 7d

C1: Controle negativo com agua destilada; C2: controle negativo com etanol.
*Letras diferentes na mesma linha indicam diferenca significativa (teste
de Tukey, p<0.05).Fonte: Elaborado pelo Autor, 2021.

Alguns estudos atribuem a toxicidade e acdo inseticida das espécies
do género, Derris e Lonchocarpus, principalmente a rotenona que é um
rotendide cristalino, inodoro e insipido, biossintetizado pela via do
metabolismo secundario e que aparece sempre acompanhado de outros

compostos flavonoidicos rotenoides, tais como deguelina, tefrosina e
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toxicarol (KERR, 1982; LIMA, 1987; LIMA; COSTA, 1998).

Foram testadas diferentes concentracdes de extrato da raiz de Derris
urucu em larvas de Aedes aegypti, sendo obtida 100% de mortalidade com a
concentracdo de 150ug/ml e a CL50 de 17,6 pug/ml, em 24 horas (GUSMAO
et al., 2002). Vasconcelos et al. (2012) constaram a atividade larvicida dos
compostos rotenoides deguelin (CL50=3,38 +2,02 ppm), 12 a-hidroxido-a-
toxicarol (CL50= 3,22+1,37 ppm), a-toxicarol (CL50= 24.55 = 0.13 ppm) e
tefrosin (CL50= 6.31 ppm % 0.69), isolados do extrato etandlico bruto de
raizes da planta timbé de Caiena, Teprhosia toxicaria Pers. (Fabaceae).

Espécies dos géneros Derris e Lonchocarpus (COSTA et al., 1986;
LIMA, 1987), devido a sua toxicidade, apresentam comprovada acao
inseticida (MOURA et al., 2002; PEREIRA; FAMADAS, 2004; AZEVEDO et
al., 2005) e séo utilizadas ha véarias décadas pelos indios da Amazénia nas
pescarias e para o controle de insetos-praga (HIEN; GORTNIZKA;
KRAEMER, 2003; MARINOS et al., 2004; KOTZE et al., 2006).

5.4.1 Estimativas da CL50 e CL90 do extrato de D.rufescens var. urucu

frente as larvasde A. Aegypti

O extrato bruto etandlico de D.rufescens var. urucu mostrou um

potencial inseticidafrente a larvas de A. aegypti (Tabela 5).

Tabela 5 - Estimativas das concentracdes letais (CL50 e CL90) em ppm e seus
respectivos intervalosde confianca (IC) com limite inferior (LI) e
limite superior (LS) das concentracdes do extrato bruto etandlico
de D.rufescens var. urucu em larvas de A. aegypti, em 24 e 48
horas de exposicao.

Tempo de exposicéo CL50 CL90
(h) (1C95% LI-LS) (1C95% LI-LS)
24 23,14 43,34
(13,445 — (34,1642 —
31,119) 78,872)
12,53 26,92
48 (-2,974 — (20,9012 -
18,2828) 47,9063)

Fonte: Elaborado pelo Autor, 2021.
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A Organizacdo Mundial da Saude ainda ndo estabeleceu um critério
padrdao para determinacdo da atividade larvicida de produtos naturais,
entretanto, alguns autores utilizam a classificacdo estabelecida por Cheng et
al. (2003) em que os compostos com CL50>100mg/L séo considerados néo
ativos com CL50<100mg/L considerados ativos e aqueles com

CL50<50mg/L altamente ativos.

5.5 ATIVIDADE ADULTICIDA

Todas as concentragbes do Extrato Etandlico Bruto de Deguelia
rusfencens var. ururcu mostraram a atividade inseticida em individuos
adultos de A. aegypti apés 24 horas de exposicdo, produzindo uma
mortalidade média variando de 10 a 96,25% (tabela 6). Os resultados
mostram claramente que a porcentagem de mortalidade € diretamente
proporcional a concentracao do extrato. Baseando-se em trés niveis, foram
definidas as atividades das concentra¢gfes dos extratos: 1- 49% baixo, 50-
69% moderado e 70-100% alto.

Tabela 6 — Percentual médio de mortalidade (%) de individuos adultos de A.
aegypti submetidos a diferentes concentracdes do extrato bruto de
D.rufescens var. urucu e ao Controle (Etanol) em 24 horas de

exposicao.
Concentracao Tempo N° de .
(bpm) (h) N mortos % Mortalidade

20 24 80 8 10
40 24 80 16 20
60 24 80 35 43,75
80 24 80 54 67,5
100 24 80 77 96,25

Controle 24 80 3 3,75

Fonte: Elaborado pelo Autor, 2021.

Foram estimadas as concentragfes letais CLso= 46,69 ppm (37,45 -
58,96) e ClLoo= 94,4 ppm (76,2 - 127,6) e seus respectivos intervalos de
confiangas com os limites inferiores e superiores, evidenciando-se uma
atividade uma atividade toxica aos adultos de A.aegypiti.

Alguns estudos demonstraram que, em extratos de espécies do género
Deguelia, a maioria dos compostos ativos € rotenoide, especialmente rotenona,

tefrosina, deguelina e 2-hidroxirrotenona. Em experimentos com Aedes spp, 0S
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compostos mais eficientes foramrotenona e deguelina (NIRMA et al., 2012),
12a-hidroxi-a-toxicarol e a-toxicarol (NUNES; VASCONCELOS et al., 2012),

usararotenoide-A (BOSIRE et al., 2014) e as flavonas (PERUMALSAMY et al.,
2015).
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6 CONSIDERAGOES FINAIS

No presente trabalho o Extrato Bruto Etandlico obtido das raizes de
Degueliarufescens var. urucu, no que tange aos bioensaios realizados para
determinacdo da atividade larvicida e adulticida foi possivel observar que o
Extrato Bruto Etandlico apresentou uma excelente atividade tanto larvicida
quanto adulticida frente as larvas e adultos de A. aegypti, respectivamente
sendo:

v' Para a acdao larvicida do Extrato Bruto das raizes de D. rufescens var.
urucu foi encontrada uma CLso de 12,53 ppm e CLgo de 26,96 ppm para
o tempo de 48 horas ap6s a aplicacao do deste;

v Para atividade adulticida foi observado que nas maiores concentracées
de 80 ppme 100 ppm obtiveram as maiores mortalidades que foram
67,5% e 96,25% respectivamente;

v' Através da cromatografia comparativa em camada delgada foi possivel
sugerir a presenca de rotenona no extrato bruto etanélico comparando
os fatores de retencdodo extrato bruto com o padréo de rotenona;

Apesar dos resultados obtidos terem confirmado uma ac¢ao larvicida e
adultiicida é necessario estudos adicionais que visem determinar o efeito da
rotenonabem como testa-lo contra outras espécies de mosquitos vetores de
doencas.

Assim sendo, o extrato bruto etandlico das raizes de D. rufescens var.
urucu, apresenta-se como um potente produto a ser utilizado como agente
larvicida e adulticida frente as larvas e adultos do mosquito A. aegypti, no
entanto, estudos complementares no que se refere a determinacdo de
toxicidade, desenvolvimento tecnoldgico, entre outros sdoessenciais para

que se possa ter seu emprego para uso em grande escala.
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Familis Nome Clentifico Coletor o N 1 Coordenadas
Brast: Amapd, Dstrto Abacae da
Deguels urucu (Kilip & |G SANTOS 01 ¢ Pedreva, comunidade tha Grande
Fataceae ACSm)AMG A2evedo & mmmmt' Rodovia AF 070 Km &V
R A Camargo 141IV2020Lat 0" 18BN
\ A0 EW
Atenciosamente,
1

\wovwe Mo 'M'-"xu)] el
Dr. Tonny David Santiago Medeiros

Curador do Herbario Amapaense - HAMABNUBIONEPA
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