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RESUMO

As plantas produzem diversos metabdlitos secundarios que podem apresentar
atividade inseticida, e, assim, serem Uteis como alternativa de controle para o Aedes
aegypti, principal vetor dos quatro sorotipos da dengue (DENV- 1, 2, 3 e 4). Dessa
forma, o objetivo desse estudo foi avaliar a atividade larvicida dos extratos aquosos
e do hidrolato obtidos das folhas de Croton tetradenius sobre o A. aegypti. Os
extratos aquosos obtidos por infusdo e maceracao, e o hidrolato e o residuo aquoso,
resultantes do processo de extracdo do 6leo essencial, foram extraidos das folhas
frescas e secas. Para a realizacdo dos ensaios bioldgicos utilizaram-se larvas de
terceiro e quarto instar, as quais foram expostas a concentracdo de 100% (v/v) dos
diferentes extratos. Apds a obtencdo dos extratos mais efetivos, as larvas foram
submetidas a cinco concentracdes (100%, 50%, 25%, 12,5% e 6,2% v/v). Os
bioensaios revelaram o potencial larvicida do hidrolato (CLsy=16,311%), seguido dos
extratos aquosos obtidos por infuséo e maceracéo (CL5,=18,096% e CLs,=41,823%,
respectivamente) das folhas secas de C. tetradenius. Assim, o hidrolato obtido das
folhas de C. tetradenius mostra-se promissor para o controle das larvas de A.
aegypti.

PALAVRAS-CHAVE : Caatinga, controle de vetores, plantas

LARVICIDE ACTIVITY OF THE LEAVES AQUEOUS EXTRACTS A ND
HIDROLACT OF CROTON TETRADENIUS ON AEDES AEGYPTI

ABSTRACT
The plants produce many secondary metabolites that may have insecticidal activity,
and thus are useful as control alternative for the Aedes aegypti, the main vector of
the four dengue serotypes (DENV- 1, 2, 3 e 4). Thus, the aim of this study was to
evaluate the larvicide activity of aqueous extracts and hidrolact obtained from the
leaves of Croton tetradenius on the A. aegypti. The aqueous extracts obtained by
infusion and maceration, and the hidrolact, and the aqueous residue, from the
essential oil extraction process, were obtained from fresh and dried leaves. For the
realization of biological assays used to third and fourth instar larvae, which were
exposed to a concentration of 100% (v/v) of the extracts. With the obtainment of the
most effective extracts, the larvae were subjected to five concentrations (100%, 50%,
25%, 12.5% and 6.2% v/v). The bioassays revealed the potential of larvicide of the
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hidrolact (LCso = 16.311%), followed by aqueous extracts obtained by infusion and
maceration (LCsp and LCso = 18.096% 41.823% respectively) of dried leaves of C.
tetradenius. Thus, the hidrolact obtained from the leaves of C. tetradenius shows
promise for controlling of larvae A. aegypti.

KEYWORDS: Savanna, vector control, plants

INTRODUCAO

As plantas produzem metabdlitos secundarios os quais funcionam, também,
como uma defesa quimica contra a herbivoria podendo, dessa forma, serem Gteis na
producdo de inseticidas. Estudos voltados para a descoberta de plantas com
propriedade inseticida, além da valorizagdo econdmica dessas espécies,
contribuindo com o uso e a conservacao da biodiversidade, pode vir a ser um grande
aliado em programas de controle integrado de insetos de relevancia epidemioldgica,
conforme ressaltado por CORREA et al. (2008) e FERNANDES et al. (2013).

Entre esses insetos destaca-se o Aedes aegypti, principal vetor dos quatro
sorotipos da dengue (DENV- 1, 2, 3 e 4), no Brasil, e, também, nos dias atuais, 0
transmissor da febre chikungunya. A dengue e a chikungunya sao doencas febris, e
0s agentes etioldgicos sdo virus do género Flavivirus e Alphavirus, respectivamente.
As manifestacdes clinicas podem se da de forma ampla, desde a forma aguda até
cronica, e, apesar da chikungunya apresentar baixa letalidade, em relacdo a dengue,
essa apresenta elevada morbidade, relacionada a intensa artralgia (WHO, 2012,
AGUIAR, 2014).

Dada a auséncia de um tratamento antiviral, a principal forma de combate a
dengue e a chikungunya, se da através do controle entomoldgico, tendo como
principal ferramenta a utilizacdo de inseticidas sintéticos. Todavia, o uso continuado
desses inseticidas tem provocado o0 surgimento de populagcbes de insetos
resistentes em diversas regides do pais (CARVALHO et al., 2004, BESERRA et al.,
2007; DINIZ et al., 2014).

Essa resisténcia, somada ao processo de intensa adaptacédo do A. aegypti ao
meio urbano e o desenvolvimento do habito fundamentalmente antropofilico
(HEMME et al., 2010), representam grandes obstaculos ao seu controle, tornando-
se, assim, essencial e emergencial, a busca por novas formas alternativas de
controle para esse vetor, que sejam ambientalmente seguras e economicamente
viaveis.

Dentro desse contexto, as plantas apresentam-se promissoras quanto a
producdo de inseticidas. Deve-se ressaltar que inseticidas de origem botanica
causam baixo impacto ambiental e exibem maior seletividade, quando comparados
aos inseticidas sintéticos (MARANGONI et al., 2013). Além disso, ROEL (2001)
chama a atencédo que a diversidade molecular dos metabdlitos secundarios oriundos
das plantas, podera retardar o processo de resisténcia no inseto.

No que diz respeito ao bioma caatinga, espécies vegetais endémicas podem
ser ricas na produgédo de substancias bioativas, uma vez que tal bioma apresenta
irregularidades pluviométricas, que se relaciona diretamente a producédo de tais
substancias (GOBBO-NETO & LOPES, 2007, SILVA et al., 2010, OLIVEIRA et al.,
2014).

Endémica da caatinga, Croton tetradenius (Baillon, 1864) (Euphorbiaceae),
alvo desse estudo, pode apresentar grande potencial inseticida, conforme outros
estudos realizados com espécies desse mesmo género, as quais revelaram
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atividades inseticidas sobre larvas do A. aegypti (LIMA et al., 2006, SILVA et al.,
2014). O presente trabalho teve como objetivo avaliar a atividade larvicida de
extratos aquosos e do hidrolato obtidos das folhas de C. tetradenius, seca e fresca,
sobre o A. aegypti.

MATERIAL E METODOS

As etapas de coleta e identificacdo de C. tetradenius foram supervisionadas
por um taxonomista botanico. A exsicata foi depositada no herbéario da Universidade
Estadual do Sudoeste da Bahia, sob o registro HUESB-3921.

Posteriormente, as folhas foram pesadas e, em seguida, divididas em duas
porcoes, sendo uma imediatamente fragmentada para dar inicio ao processo de
extracdo utilizando o material fresco, e a outra, encaminhada para a estufa de
circulacao de ar, onde permaneceu por um periodo de 12 horas sob a temperatura
de 40 €. Em seguida, as folhas secas também foram trituradas e submetidas ao
processo de extracao.

Foram avaliados os extratos aquosos do material vegetal seco e fresco
obtidos por maceracdo e infusdo. Também foram avaliados o residuo aquoso,
resultante do final do processo de extracdo do 6leo por hidrodestilagdo, assim como
o hidrolato, subproduto do processo de extracdo do Oleo essencial. Para cada
extracao utilizou-se 100,0 g de folhas secas e frescas, as quais foram submersas em
1,5 L de 4gua deionizada, a temperatura ambiente (26 C), por 3 horas (maceracéo),
e em agua deionizada em ebulicdo (100 <), por 30 minutos (infusdo). Para a
obtencéo do residuo aquoso e do hidrolato, o processo, que também utilizou agua
deionizada (100 ) e partiu de 100,0 g de folhas, durou 3 horas.

Para a realizacdo dos ensaios bioldgicos utilizaram-se larvas de terceiro e
quarto instar do A. aegypti, provenientes de uma colénia estabelecida no Laboratorio
de Pesquisa de Inseticidas Naturais, da Universidade Estadual do Sudoeste da
Bahia, a partir de ovos da linhagem Rockefeller, cedidos pelo Laboratério de
Fisiologia e Controle de Artrépodes e Vetores (LAFICAVE), da Fundagdo Oswaldo
Cruz, do Rio de Janeiro.

Inicialmente foram avaliados 0s extratos aquosos, assim como o hidrolato, na
concentracdo de 100% (v/v). Posteriormente, os extratos mais efetivos foram
submetidos a avaliagdo em cinco concentracfes (100%, 50%, 25%, 12,5% e 6,2%
v/v). Em todos os bioensaios utilizaram-se quatro repeticdes, com 120 larvas por
tratamento. Para o grupo controle utilizou-se dgua deionizada.

As observacfes foram realizadas apos 2, 4, 8, 16 e 24 horas, a partir do
inicio do experimento. Os ensaios biologicos foram conduzidos em céamara
climatizada regulada a 27 £ 1 € e 12 horas de fotofase. Os percentuais de
mortalidade das larvas foram submetidos ao teste de Tukey, em nivel de 5% de
probabilidade e para o calculo da Concentragdo Letal média (CLsp), utilizou-se a
analise de regressdo PROBIT, de acordo com o proposto por ROBERTSON et al.,
(1980).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Com 2 e 4 horas de exposicao das larvas ao hidrolato obtido das folhas secas
de C. tetradenius, ocasionou 99,2% e 100,0% de mortalidade larval, e o infuso,
26,7% e 88,3%, respectivamente, sendo o hidrolato significativamente mais ativo
(p<0,01) (Tabela 1). Com 8 horas de exposicdo, o hidrolato (100,0%) e o extrato
aquoso obtido por infusdo (100,0%), continuaram sendo significativamente mais
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eficazes, quando comparado a maceracédo (12,5%) e ao residuo aquoso, no qual
nao houve mortalidade (p<0,01). A partir de 16 horas de exposicdo, ndo houve
diferenca significativa entre o hidrolato, a infusdo e a macerag¢do, os quais foram
mais efetivos (p<0,01), em relagéo ao residuo aquoso (Tabela 1).

TABELA 1. Percentual de mortalidade de larvas de terceiro e quarto instar de Aedes
aegypti, em relacdo ao tempo de exposi¢do as diferentes concentracdes
de extratos aquosos e hidrolato obtidos das folhas secas de Croton
tetradenius.

Hidrolato e Mortalidade (%) *
extratos aguosos
2h 4h 8h 16 h 24 h
Hidrolato 99,22 100,0? 100,0? 100,0? 100,0?
Infusdo 26,7° 88,3" 100,0? 100,0? 100,02
Maceragéo 0,0° 0,8° 12,5° 92,52 99,22
Residuo aquoso 0,0° 0,0° 0,0° 14,5° 30,7°
Controle 0,0° 0,0° 0,0° 0,0° 0,0°

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

No que diz respeito aos extratos aquosos e ao hidrolato obtido das folhas
frescas de C. tetradenius, verificou-se que, com 2 horas de exposi¢cdo das larvas o
hidrolato foi significativamente mais eficaz (93,3%) comparado aos extratos
aquosos, similar ao ocorrido com o hidrolato obtido das folhas secas. Contudo, o
infuso, obtido das folhas frescas, diferentemente do ocorrido com as folhas secas
(Tabela 1), ocasionou mortalidade larval acima de 50% somente com 8 horas de
exposicao (Tabela 2). Com 16 horas de exposicao, o hidrolato (100,0%) e o extrato
aquoso obtido por infusdo (100,0%) foram significativamente mais téxicos (p<0,01),
e com 24 horas, esses, junto ao extrato aquoso obtido por maceracédo (89,2%),
foram significativamente mais eficazes (p<0,01) que o residuo aquoso (28,3%),
conforme apresentado na Tabela 2.

TABELA 2 . Percentual de mortalidade de larvas de terceiro e quarto instar de Aedes
aegypti, em relacdo ao tempo de exposi¢cdo as diferentes concentracdes
de extratos aquosos e hidrolato, obtido das folhas frescas de Croton
tetradenius.

Hidrolato e Mortalidade (%) *
extratos aquosos
2h 4h 8h 16 h 24 h
Hidrolato 93,32 100,02 100,0? 100,02 100,02
Infusdo 0,0° 0,0° 60,8° 100,0? 100,02
Maceracéo 0,0° 0,0° 13,3° 56,7° 89,22
Residuo aquoso 0,0° 0,0° 0,8 16,7° 28,3°
Controle 0,0° 0,0° 0,0° 0,0° 0,0°

*Médias seguidas pela mesma letra nas colunas, ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey,
ao nivel de 5% de probabilidade.
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O infuso e a maceracédo, assim como o hidrolato, obtidos das folhas secas e
frescas de C. tetradenius, mostraram-se mais eficazes. A baixa eficacia do residuo
aguoso pode ser explicada em funcdo do tempo em que as folhas ficaram em
decoccado (3 horas), em virtude da metodologia adotada para a extracdo do 6leo
essencial, visto que o tempo prolongado pode levar a hidrdlise, assim como a
dissolucdo das substancias de menor solubilidade, conforme ressaltado por
FONSECA, (2005). Deve-se destacar que o hidrolato, obtido, também, a partir do
processo de extracdo do Oleo essencial, se mostrou téxico. A ndo diferengca na
atividade larvicida entre os extratos obtidos das folhas secas e frescas pode ter
ocorrido em fungcdo da temperatura e do tempo de secagem, visto que, as folhas
secas foram obtidas a partir da exposicao das folhas frescas a uma temperatura de
40 T, por um periodo de 12 horas, um tempo que pod e nao ter sido suficiente para
promover a desidratacéo da folha.

Quanto aos experimentos realizados com diferentes concentragoes,
conduzidos com as folhas secas, verificou-se que o hidrolato, na concentracdo de
100% ocasionou 97,5% e 100,0% de mortalidade das larvas, com 2 e 4 horas de
exposicao, respectivamente, sendo significativamente mais efetiva quando
comparada as demais concentracdes (p<0,01) (Tabela 3). A partir de 16 horas de
exposicdo as concentracdes de 100% (100,0%), 50% (100,0%) e 25% (88,3%)
foram significativamente mais téxicas (p<0,01) para as larvas do A. aegypti, em
relacdo as demais concentragdes (Tabela 3).

TABELA 3. Percentual de mortalidade de larvas de terceiro e quarto instar de Aedes
aegypti, em relacéo ao tempo de exposicdo as diferentes concentracdes
do hidrolato, obtido das folhas secas de Croton tetradenius.

Hidrolato (%) Mortalidade (%) *

viv 2h 4 h 8h 16 h 24 h
100 97,5% 100,02 100,02 100,02 100,02
50 6,7" 85,0° 100,02 100,02 100,02
25 0,0° 11,7° 84,2° 88,32 88,3°
12,5 0,0 0,0¢ 2,5° 15,8° 23,3°
6,2 0,0° 0,0¢ 0,0° 0,0¢ 0,0°

Controle 0,0° 0,0¢ 0,0° 0,83¢ 0,83°¢

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

Em relacdo ao infuso, com 4 horas de exposicdo, a concentragdo de 100%
(85,8%) foi significativamente mais ativa comparada as demais concentracfes
(p<0,01). As concentracoes de 100% (100,0%) e de 50% (84,2%), com 8 horas,
foram significativamente mais ativas em relacdo as demais concentracfes (p<0,01).
Com 16 horas, as concentracoes de 100%, 50% e 25% foram significativamente
mais eficazes que as demais concentracfes, contudo a concentracdo de 25%, com
24 horas de exposicao, nao diferiu da concentracéo de 12,5% (Tabela 4).
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TABELA 4 . Percentual de mortalidade de larvas de terceiro e quarto instar de Aedes
aegypti, em relacéo ao tempo de exposicdo as diferentes concentracdes
do infuso, obtido das folhas secas de Croton tetradenius.

Infusdo (%) Mortalidade (%) *

viv 2h 4 h 8h 16 h 24 h
100 4,22 85,82 100,02 100,02 100,02
50 1,72 18,3° 84,22 96,72 97,5%
25 0,02 0,0° 5,0 70,02 72,5%
12,5 0,02 0,0° 0,0° 0,8° 27,5
6,2 0,02 0,0° 0,0° 0,0° 0,0°

Controle 0,02 0,0° 0,0° 0,0° 0,0°

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

O macerado somente apresentou atividade acima de 50% a partir de 16
horas de exposi¢cdo das larvas a concentracdo de 100% e a partir de 24 horas
ocasionou 77,5% de mortalidade larval, sendo significativamente mais efetiva
(p<0,01) que as demais concentracdes (Tabela 5).

TABELA 5. Percentual de mortalidade de larvas de terceiro e quarto instar de Aedes
aegypti, em relacdo ao tempo de exposi¢cdo as diferentes concentracdes
do macerado, obtido das folhas secas de Croton tetradenius.

Maceracao (%) Mortalidade (%) *

viv 2h 4h 8h 16 h 24 h
100 0,02 9,22 9,22 65,02 77,5°
50 0,02 1,7° 1,7° 38,3° 58,3°
25 0,02 0,0° 0,0° 9,2° 22,5°
12,5 0,02 0,0° 0,0° 5,8° 19,2°
6,2 0,02 0,0° 0,0° 3,3° 13,3

Controle 0,02 0,0° 0,0° 0,0° 0,0¢

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

A analise da concentragdo letal 50 do hidrolato (16,311%) e dos extratos
aguosos obtidos por infusédo (18,096%) e maceracao (41,823%), das folhas secas de
C. tetradenius, revelou o hidrolato como o mais toéxico para as larvas do A. aegypti
(Tabela 6).

TABELA 6. Concentracao letal 50 dos processos de extracdo das folhas secas de
Croton tetradenius, sobre larvas de terceiro e quarto instar de Aedes
aegypti, apds 24 horas de exposi¢ao.

Concentracao Letal (CL spo) (%)

Hidrolato e extratos

aguosos
Clso Intervalo de Confianca
Hidrolato 16,311 15,735 - 16,908
Infusé@o 18,096 17,332 - 18,893
Maceracgao 41,823 38,293 — 45,958
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Os hidrolatos sdo solugdes aquosas de Oleos essenciais, que apresentam
componentes quimicos com uma maior solubilidade em agua, os quais podem ter
sido responsaveis pela elevada toxicidade do hidrolato, quando comparado aos
demais extratos. Como o hidrolato é obtido a partir do processo de extracdo do 6leo
essencial, é provavel que o 6leo de C. tetradenius, também apresente um efeito
toxico sobre as larvas do A. aegypti.

LIMA et al., (2006) ao analisarem a atividade larvicida dos hidrolatos obtidos de
caules e folhas de quatro espécies de Croton sobre o A. aegypti, constataram que
Croton zehntneri e Croton nepetaefolius foram mais ativas, e que essas
apresentaram em seus hidrolatos, maiores percentuais de concentracdo dos seus
respectivos 0Oleos essenciais, em relacdo as outras espécies. Tais autores
associaram a maior concentracdo desses Oleos nos hidrolatos, a presenca de
compostos fenilpropandides oxigenados, dada a maior solubilidade desses em agua,
comparado as substancias de natureza monoterpénicas ndo oxigenadas, presentes
nos Oleos das outras espécies, fato esse que também pode ter influenciado na
atividade larvicida.

A efetividade larvicida de hidrolatos demonstra que o mesmo tem um grande
potencial para o controle do A. aegypti, uma vez que sao considerados subprodutos
do processo de extracdo do Oleo essencial, sendo comumente descartados. Além
disso, comparado aos Oleos essenciais, esses podem ser obtidos em volumes
maiores, e, consequentemente, serem mais viaveis para a comercializacao.

Os extratos aquosos obtidos por infusdo e maceracdo das folhas secas de C.
tetradenius, também ocasionaram mortalidade larval, contudo o infuso foi mais
eficiente, comparado ao macerado, provavelmente devido ao aquecimento da agua
para a preparacdo do infuso, propiciando a liberacdo da substancia ou das
substancias toxicas as larvas do A. aegypti, 0 que ndo ocorreu com tanta eficiéncia
no caso da maceracéo, visto que a agua, nesse caso, nado foi aquecida. Para SILVA
et al., (2003) distintos métodos de obtencéo dos extratos aquosos podem influenciar
na liberacdo das substancias, tanto em nivel quantitativo, quanto qualitativo.

O método de extracdo por infusdo, normalmente utilizado na preparacdo de
chéas de plantas aromaéticas, propicia a liberacdo de substancias volateis (FONSECA,
2005). Dessa forma, € provavel que o infuso obtido das folhas de C. tetradenius,
apresente componentes volateis em sua constituicdo, como o hidrolato, visto que
esse extrato e, sobretudo, o hidrolato, apresentaram-se mais eficientes quanto a
atividade larvicida, podendo ser essas substancias responsaveis pelo efeito téxico.

Diversos estudos tém apontado a eficacia de plantas do género Croton como
toxicas aos insetos. TORRES et al., (2001) demonstraram que o0 extrato aquoso de
Croton sp. apresentou atividade insetistatica sobre a Plutella xylostella, sendo que
65% das pupas, nao atingiram a fase adulta. SILVA et al., (2014) verificaram que o
extrato diclorometanico obtido a partir do fracionamento do extrato etanodlico do
caule de C. linearifolius, ocasionou 97,16% de mortalidade das larvas do A. aegypti.

CONCLUSAO
O hidrolato obtido das folhas secas de C. tetradenius é téxico para as larvas
do A. aegypti, sendo, portanto, uma alternativa promissora para ser utilizada em um
sistema de controle integrado desse vetor, o que demanda a continuidade dos
estudos.
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