L4

POTENCIAL LARVICIDA DO EXTRATO AQUOSO DA RAIZ DEERUCA SATIVA
(BRASSICACEA) SOBRE Aedes aegypti (DIPTERA: CULICIDAE)

'Rafaela Brito Ribeiro Santos; “Débora Cardoso da Silva; “Simone Andrade
Gualberto *Mateus Sousa Porto; lyane Neves Valadares;

'Graduanda em Ciéncias Bioldgicas - Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia
- Itapetinga, Brasil.

’Profa. Dra.Laboratorio e Pesquisa de Inseticidas Naturais/ Laboratério de
Pesquisas em Produtos Naturais - Departamento de Ciéncias Exatas e Naturas -
Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia - Itapetinga, Brasil.
‘Graduando em Quimica com Atribuicdes Tecnoldgicas - Universidade Estadual do
Sudoeste da Bahia - Itapetinga, Brasil.
dcardoso_rj@hotmail.com

Recebido em: 15/08/2021 — Aprovado em: 15/09/2021 — Publicado em: 30/09/2021
DOI: 10.18677/EnciBio_2021C39

trabalho licenciado sob licenga Creative Commons Attribution-NonCommercial-NoDerivatives 4.0 International License.

RESUMO

O Aedes aegypti € o principal vetor dos virus da Dengue, Zika e Chikungunya. Uma
alternativa para auxiliar no controle deste vetor € o uso de inseticidas botanicos.
Objetivou-se neste estudo avaliar a toxicidade dos extratos aquosos das raizes
frescas e secas de Eruca sativa, sobre larvas de A. aegypti, e identificar seus
principais constituintes quimicos. Na extracdo utilizou-se os métodos de infusao,
decocgéo e maceragao; sendo extrato aquoso bruto (EB) e extrato aquoso diluido
(ED) na proporcao 1:1.Nos extratos com raizes frescas, com até 2h de exposicao,
no tratamento Infuséo (EB), houve 99,33% de mortalidade, na Infuséo (ED) 7,99% e
nos demais tratamentos ndo houve mortalidade. Com 4h de exposi¢cao, nos extratos
Infusdo (EB e ED) houve 100% de mortalidade, e no tratamento Decoccéao (EB) com
48h de exposicdo, houve 41,33%. Nos extratos de raizes secas, com 24h de
exposicao, houve mortalidade de 71,99% e 71,33% na Decoccdo (EB e ED),
respectivamente. Com 48h, na Decoccédo (EB) houve 74,66% de letalidade, a
Decoccdo(ED) 71,33%, a Infusdo (ED) 48,66% e a Infusdo (EB), 31,99%. Na andlise
quimica foi observado carboidratos redutores nos tratamentos raiz fresca infusao,
raiz seca infusao e raiz seca decoccao, e saponinas em todos o0s extratos. Concluiu-
se que 0s extratos aquosos das raizes frescas e secas de Eruca sativa sdo toxicos
para larvas do Aedes aegypti e que as saponinas estdo envolvidas neste processo
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LARVICIDE POTENTIAL OF THE AQUEOUS EXTRACT FROM THE ROOT OF
ERUCA SATIVA (BRASSICACEA) ON AEDES AEGYPTI (DIPTERA: CULICIDAE)

ABSTRACT

Aedes aegypti is the main vector of Dengue, Zika and Chikungunya viruses. An
alternative to help control this vector is the use of botanical insecticides. The
objective of this study was to evaluate the toxicity of aqueous extract of fresh and
dried roots of Eruca sativa on A. aegypti larvae, and to identify its main chemical
constituents. In the extraction, the methods of infusion, decoction and maceration
were used; being crude aqueous extract (EB) and diluted aqueous extract (ED) in the
proportion 1:1.In extracts with fresh roots, with up to 2h of exposure, in the Infusion
treatment (EB), there was 99.33% mortality, in the Infusion ( ED) 7.99% and in the
other treatments there was no mortality. With 4h of exposure, in the Infusion extracts
(EB and ED) there was 100% mortality, and in the Decoction treatment (EB) with 48h
of exposure, there was 41.33%. In the extracts of dry roots, with 24h of exposure,
there was a mortality of 71.99% and 71.33% in the Decoction (EB and ED),
respectively. After 48h, in the Decoction (EB) there was 74.66% of lethality, the
Decoction (ED) 71.33%, the Infusion (ED) 48.66% and the Infusion (EB) 31.99%. In
the chemical analysis was observed for reducing carbohydrates in the treatments
fresh root infusion, dry root infusion and dry root decoction, and saponins in all
extracts. It was concluded that the aqueous extracts of fresh and dried roots of Eruca
sativa are toxic to Aedes aegypti larvae and that saponins are involved in this
process.

KEYWORDS: Arboviruses, Botanical Insecticides, Parasitology.

INTRODUCAO

O Aedes aegypti (Diptera: Culicidae) € um mosquito originario da Africa, onde
existem populacdes selvagens e domeésticas. Originalmente descrita no Egito, a
espécie tem acompanhado o homem em sua perdurdvel migragdo e sua
distribuicdo € mundial. No Brasil € encotrado em todo o territdrio nacional, sendo
conhecido como o principal vetor dos virus da Febre Amarela, Dengue, Chikungunya
e Zika; podendo ocasionar enfermidades em areas urbanas e levar a 6bito (BRAGA,;
VALLE, 2007; CRUZ et al., 2017; RAGONHA; NOWAK, 2018).

As doencas citadas possuem uma grande importancia na saude publica,
principalmente nos ultimos anos. Mesmo durante a crise sanitdria de Covid, a
dengue ainda € a arbovirose que possui maior niumero de mortes registradas no
anos de 2019 e 2020 segundo o ministério da Saude (BRASIL, 2020a, 2020b,
2020c) registrando 800 mortes em 2019 e em setembro de 2020 465 Obitos em todo
o Pais (DOCILE et al., 2020).

Até o0 momento, apenas a Febre Amarela e a dengue possuem vacina, porém
estas medidas de controle ainda sdo restritas e a forma para minimizar a
proliferacdo das demais doencas € o impedimento da proliferacdo do vetor. Para tal,
existem basicamente trés tipos de controle: mecéanico, quimico e biolégico (SOUZA,
2018). A mecanica consiste na adocdo de praticas atraves dos agentes
comunitarios, que eliminem criadouros e reduzam o contato do vetor com o homem.
O controle biologico consiste na utilizagdo de outros organismos para diminuir a
populacdo de larvas e adultos, bem como impedir a sua reproducédo. No controle
quimico utilizam-se inseticidas e repelentes, que podem ser moléculas sintéticas ou
naturais (ZARA et al., 2016; ZHANG et al., 2016).

O uso de moléculas sintéticas é a forma mais utilizada para a eliminagéo dos
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insetos. Desde 1967 estes insetos tém sido expostos a diversas substancias
inseticidas, como os organofosforados (OP). A partir de 1990, com o surgimento dos
primeiros casos de resisténcia ao temefds, o Ministério da Saude, através da Rede
Nacional de Monitoramento da Resisténcia do Aedes aegypti a Inseticidas, vem
monitorando os principais inseticidas empregados (MACORIS et al., 1999; VALLE et
al., 2019).

Com o objetivo de minimizar a poluicdo ambiental e a resisténcia de insetos
aos inseticidas sintéticos, alternativas para o controle desses vetores vém sendo
estudadas dentre estes, o uso de compostos produzidos naturalmente pelas plantas
tem sido investigado com frequéncia. Essas substancias podem interferir no
metabolismo dos insetos, causando efeitos variaveis, como a repeléncia evitando
a herbivoria, e a morte de predadores (FREITAS et al., 2019; ANDRADE et al., 2021;
SANTOS et al. 2020).

Os inseticidas botanicos podem ser mais uma alternativa no combate a estes
vetores, em virtude de existir uma vasta flora, nativa e exdtica, no Brasil que ainda
nao foi estudada, sendo as mesmas, fontes importantes de substancias bioativas
com estruturas moleculares distintas e com diversas atividades biologicas. Portanto,
existe um arsenal de compostos que podem repelir naturalmente os insetos, com
maior biodegradabilidade e com menor potencial de provocar resisténcia nos vetores
alvo ( VIANA et al., 2018).

A familia Brassicaceae destaca-se no ambito econdmico por possuir espécies
como: couve-flor, brocolis, canola, repolho, couve e ricula, que apresentam um alto
teor nutricional e baixo custo, o que as tornam populares. Apresentam na sua
composi¢cdo quimica compostos fendlicos, glucosinolatos que dao sabor
caracteristico e protegem as plantas contra insetos (HONG et al., 2008; SHANKAR
et al., 2019).

A Eruca sativa também chamada de rdcula ou mostarda persa, é de origem
mediterranea e foi introduzida no Brasil por imigrantes italianos nas regides sul e
sudeste e é consumida em todas as regides(GRANGEIRO et al., 2011), sendo bem
adaptada ao clima do semiarido com um 6timo desenvolvimento (JAAFAR; JAAFAR,
2019). Conhecida como espécie terapéutica desde o Século |, era utilizada como
anti-helmintica. Atualmente, seu valor farmacoldégico € comprovado, possuindo
propriedades antimicrobianas contra bactérias e fungos (JAAFAR; JAAFAR, 2019;
RANI et al., 2010), atividade antioxidante, propriedades antigenotdxicas, atividade
antidiabética (SASTRY, 2003) e com efeitos inseticidas como anti-piolhos (MARWAT
et al., 2016; MATEYV et al., 2021). Segundo Khater e Shalaby (2008) foi demonstrado
atividade larvicida em Culex pipiens (Diptera: Culicidae).

Diante do exposto, o presente trabalho objetivou avaliar a atividade inseticida
do extrato aquoso das raizes frescas e secas de Eruca sativa sobre larvas de Aedes
aegypti, bem como identificar qualitativamente os constituintes quimicos presentes
nos extratos com bioatividade.

MATERIAIS E METODOS

Material Botanico

Foram coletados 160 pés de Eruca sativa, com 60 dias de idade, em uma
horta comunitaria da regido de Itapetinga-BA, coordenadas geograficas -
15°14'20.9"S, -40°14'40.3"W. As mesmas foram cultivadas a partir de Sementes
de Rucula de Folhas Largas da marca HORTICERES ® Linha Platina. Apos a coleta
as plantas foram encaminhadas para o Laboratério de Pesquisa de Inseticidas
Naturais (LAPIN), da Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia (UESB).
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Preparacgéo dos extratos

Para obtencdo do extrato aquoso da raiz fresca, a planta foi lavada e feita a
separacao da raiz. Posteriormente, foram separadas trés amostras de 100 g da raiz
cortada com aproximadamente um cm, para a realizacdo das extracdes por infusao,
decoccdo e maceracdo, usando um litro de agua deionizada. Para a realizacdo da
infuséo, a raiz foi colocada em um funil de separacéo e, posteriomente, adicionada a
dgua deionizada, na temperatura de 100°C, deixando-se em repouso por 30
minutos. No processo de decoccdo, a raiz foi colocada em uma panela com agua
deionizada a temperatura de 100°C sobre uma placa aguecedora, mantendo-se em
aguecimento por 30 minutos e, posteriormente, todo o conteudo foi colocado em
funil de separacdo. Para o processo de maceracgao/trituracao a raiz foi triturada em
um liquidificador industrial e armazenada em um funil de separacdo, onde foi
adicionada a agua deionizada em temperatura ambiente e deixado em repouso por
30 minutos. Todos os tratamentos foram resfriados em temperatura ambiente, por
um periodo de 12 horas, quando foram realizados os bioensaios.

Para a preparacao dos extratos aquosos da raiz seca, as raizes frescas foram
espalhadas em bandejas em uma estufa de circulacdo de ar, e mantidas a
temperatura de 50°C por 24h. Para cada tratamento (decoccdo, infusdo e
maceracgao) foi usada 50 g de raiz seca e realizada a mesma metodologia utilizada
para a extracdo da raiz fresca, descrita no paragrafo anterior.

ApGs as extragOes foram obtidos os seguintes extratos das raizes frescas e
raizes Secas da Eruca sativa: Extrato Bruto Infusdo (EBI), Extrato Bruto Decocgao
(EBD) e ExtratoBruto Maceracao (EBM). Posteriormente, cada extrato bruto obtido
foi diluido em igual parte de agua deionizada, de forma a obter uma solucdo na
proporcao 1:1, que foram chamadas de Extrato Diluido Infuséo (EDI), Extrato Diluido
Decoccao (EDD) e Extrato Diluido Maceracdo (EDM).

Dos extratos obtidos, foram separados a metade (cerca de 500mL) com 12
horas apOs a extracdo para a realizacdo dos bioensaios. E a outra metade, para
posterior analise quimica, foi armazenada em frascos ambar e acondicionada por 60
dias em freezer a -5°C. Apds este periodo os extratos foram descongelados em
condicOes de laboratério, temperatura média de 24°C.

Ensaios bioldgicos

Os experimentos foram conduzidos em sala climatizada com temperatura
média de 27,7°C e Umidade Relativa do Ar média de 75%. As larvas de terceiro e
guarto instar de Aedes aegypti foram oriundas de colonia estabelecida no
Laboratorio de Pesquisa de Inseticidas Naturais, da Universidade Estadual do
Sudoeste da Bahia, a partir de ovos da linhagem Rockefeller, cedidos pela
Fundacao Oswaldo Cruz (Fiocruz), do Rio de Janeiro.

Foram utilizadas 30 larvas por repeticdo, 5 repeticdes por tratamento. Foram
acondicionados 30 mL dos diferentes extratos em recipientes de vidro, com
capacidade para 60 mL. As larvas foram colocadas em contato com esses extratos
por um periodo de 48 horas. Foram utilizados extratos brutos e diuidos (1:1) da raiz
seca e raiz fresca da Eruca sativa obtidos por infusdo, decoccdo e maceracao,
totalizando 13 tratamentos, incluindo o grupo controle que consistiu de agua
deionizada. As observacdes foram realizadas nos periodos de 2h, 4h, 6h, 8h, 10h,
24h e 48h de exposi¢ao das larvas aos diferentes extratos.
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Prospecéo fitoquimica do extrato aquoso de Eruca sativa

Para avaliar a presenca de catequinas, gomas, mucilagens, taninos
pirocatéquicos, taninos pirogalicos, heterosideos antocianicos e saponinas, foi
utilizada a metodologia de Castro et al. (2018). Para a analise de carboidratos
redutores foi realizado o Teste do iodo, Teste de Benedict e Teste de Seliwanoff,
segundo a metodologia de Pereira (2010). Estas analises foram realizadas com os
extratos Brutos das raizes secas e frescas (Decoccao e Infusao).

Analise estatistica

O Delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado. Para a
avaliacdo da mortalidade larval utilizou-se o teste ANOVA e foi aplicado o pés-teste
Tukey (P<0,05).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Ao ser avaliada a atividade larvicida dos extratos aquosos das Raizes
Fresca observou-se que em até duas horas de exposicdo, no tratamento Infusdo
(EB), houve 99,33% de mortalidade, no tratamento Infusdo (ED) houve 7,99% e
nos demais tratamentos nao houve mortalidade. Com quatro horas de
observacao, nos extratos Infusdo (EB) e Infusédo (ED) houve 100% de mortalidade.
No tratamento decoccédo (EB) com oito horas, 24h e 48h de exposi¢cdo, houve
mortalidade de 2,66%, 6,66%, 37,99% e 41,33%, respetivamente. Com 48h de
exposicao observou-se menos de 1% de mortalidade larval no tratamento
Decoccdo (ED). Com relagdo aos demais tratamentos, Maceracdo (EB),
Maceracéo (ED) e controle, ndo houve mortalidade (Tabela 1).

TABELA 1: Percentual de mortalidade de larvas do Aedes aegypti, em relagcéo
ao tempo de exposicdo as diferentes concentracdes dos extratos aquosos das
Raizes Fresca de Eruca sativa, sendo EB (Extrato Bruto) e ED (Extrato Diluido).

Concentragdes Mortalidade (%)
Raizes Frescas 2 4h 6h 8h 10h 24h 48h

Infuséo EB 99,33 100,00* 100,00° 100,00 100,00* 100,00* 100,00°

Infusdo ED 7,99 100,00° 100,00* 100,00° 100,00° 100,00*® 100,007
Decocgéo EB 0,00°  0,00° 0,00° 2,66° 6,66° 37,99" 41,33°

Decocgédo ED 0,00°  0,00° 0,00° 0,00" 0,66° 0,66° 0,66°
Maceracéo EB 0,00°  0,00° 0,00° 0,00° 0,00° 0,00° 0,00°

Maceragdo ED 0,00°  0,00° 0,00° 0,00° 0,00° 0,00° 0,00°
Controle 0,00°  0,00° 0,00° 0,00° 0,00° 0,00° 0,00°

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

Nas primeiras 10 horas de exposi¢ao das larvas de A.aegypti aos extratos
aquosos das Raizes Secas, ndo foi observada mortalidade. A partir das 24 horas
de exposicao, foi observado que nos tratamentos Decoccdo (EB) e Decoccao
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(ED), houve mortalidade 71,99% e 71,33% respectivamente, ndo havendo
diferenca significativa. Com 48 horas de exposi¢ao observou-se que o tratamento
Decoccao (EB) alcancou 74,66% de letalidade e no tratamento Decoccao (ED)
71,33%, nao havendo diferenca significativa entre estas, o tratamento Infuséo
(ED) alcancou 48,55% de mortalidade, seguido de Infusdo (EB), 31,99%. Nos
demais tratamentos ndo houve mortalidade superior a 6%. No controle nao houve
mortalidade (Tabela 2).

TABELA 2: Percentual de mortalidade de larvas de terceiro e quarto instar do
Aedes aegypti, em relacdo ao tempo de exposicado as diferentes concentracdes
dos extratos aquosos das Raizes Secas de Eruca sativa, sendo EB (Extrato Bruto)
e ED (Extrato Diluido).

Concentracdes Mortalidade (%)*

Raizes Secas 2h 4h 6h 8h 10h 24h 48h
Infus&o EB 0,00°  0,00° 0,00° 0,00° 0,00° 25,09 31,09
Infusdo ED 0,00  0,00° 0,00° 0,00° 0,00° 39,99  48,66%

Decoccéo EB 0,00° 0,00° 0,00° 0,00° 0,00° 71,99% 74.,66°

Decoccéo ED 0,00°¢ 0,00°¢ 0,00°¢ 0,00°¢ 0,00° 71,33% 71,33%
Maceracdo EB 0,00° 0,00° 0,00° 0,00° 0,00° 2,00° 5,33°

Maceracdo ED 0,00° 0,00° 0,00° 0,00° 0,00° 0,00° 1,99°
Controle 0,00°¢ 0,00°¢ 0,00° 0,00° 0,00° 0,00°¢ 0,00°

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

Sao0 escassos os trabalhos com raiz da espécie Eruca sativa, objeto deste
estudo. No entanto existem trabalhos com outras partes da planta, Khater e Shalaby
(2008) constataram a eficacia inseticida, quando utilizaram o extrato da folha desta
planta em larvas Culex pipiens, (Diptera: Culicidae) e também relataram alteragcfes
morfoldgicas entre larvas e pupas nas maiores concentracdes. Trabalhos de outras
espécies da Familia Brasssicacea demonstraram também o potencial inseticida.
Rodrigues et al. (2019) utilizaram extratos etandlicos obtidos da colza (Brassica
napus L.) apresentando 75% de mortalidade em larvas de Aedes albopictus. Castro
Janior (2008) também relatou atividade larvicida e reducdo da emergéncia de
adultos em Aedes aegypti quando foram utilizados extratos das espécies Barbarea
vulgaris, Brassica nigra, Descurainia sophia, Raphanus sativus, Thlaspi arvense.

Diante da analise quimica nao foram identificados: Heterosideos antocianicos,
gomas, mucilagens, taninos, catequinas, taninos, taninos pirogalicos. Foram
identificados apenas saponinas em todos os tratamentos e nos testes de
caracterizagdo de carboidratos foram identificados monossacarideos, nos
tratamentos de raiz fresca infuséo, raiz seca infuséo e decoccéao.

As saponinas identificadas nos testes de caracterizacao in vitro, geralmente,
estdo ligadas a acucares e, portanto, encontram-se na forma de glicosideos. As
hidrélises das ligacdes glicosidicas desses compostos geram as agliconas das
saponinas que, por sua vez, agem por mecanismos diferentes. Para verificar se as
diferentes formas de obtencdo dos extratos (infusdo, decoccdo e maceracgéao)
influecia no teor de glicosideos e agliconas de saponinas presentes no meio, foi
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realizado o teste de Benedict com amostras desses extratos, com o objetivo de
identificar os monossacarideos liberados no meio, provocado pelas reacdes de
hidrolise das ligacOes glicosidicas. O teste de Benedict tem como base as reacdes
de oxiredugdo que ocorrem entre os ions cupricos presentes na solucdo e os
monossacarideos redutores presentes no meio, originando ions cuprosos que, por
sua vez, reagem com 0 oxigénio do ar produzindo um precipitado vermelho tijolo,
usado para confirmar a presenca destes compostos nas amostras analisadas.

Como pode ser visto na Figura 1, os tubos de ensaio descritos como DRS
(decoccao raiz seca) e IRS (infusédo raiz seca) possuem uma coloracéo esverdeada,
devido a presenca do precipitado vermelho formado, em comparagdo com o tubo
controle (C). Isso pode ser explicado em funcdo da presenca de moléculas de
acucares redutores, que surgem da hidrélise da ligagédo glicosidica da molécula de
acucar com a saponina, provocada pela temperatura elevada empregada na
preparacao dos extratos (PEREIRA, 2010).

A infusdo preparada com a raiz fresca, denominada IRF, demonstrou uma
coloragéo verde quase imperceptivel, indicando a baixa formacg&o de precipitado de
oxido de cobre e a decoccédo raiz fresca (DRF) mostrou coloracdo idéntica ao
controle, indicando que o processo de secagem do material vegetal também
influencia na quantidade de acucares livres presentes no meio. Demonstrando que a
mesma possui mais moléculas com ligagfes glicosidicas e consequentemente mais
eficientes para a mortalidade das larvas (ANDRADE, 2021).

FIGURA 1: Testes de identificacdo de monossacarideos nos extratos

1
C ‘l' f |

Fonte: Autores (2021)

Com relagdo ao mecanismo de agédo das saponinas, estas substancias
possivelmente exercam um papel importante interagindo com as branquias
lobuladas das larvas (que possuem funcdo de regulacdo osmotica). Martinez et al.
(2015), ao realizarem experimentom com extratos etandlicos de Sapindus saponaria
(Sapindaceae) constatou efeito letal sobre as larvas de Aedes aegpyti, e atribuiu a
acao das saponinas na desestruturacao do exoesqueleto causando desorganizacao
das células e provocando desequilibrio na absor¢cédo de agua e captacao de sais por
transporte ativo provocando asfixia, impossibilitando a respiracdo e o movimento das
mesmas na busca por alimentos, levando a morte. Resultados semelhantes também
foram discutidos por Andrade et al. (2021) quando utilizaram extratos aquosos da
espécie Phyllanthus acuminatus (Phyllanthaceae) sobre larvas de A.aegypti.
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Importante destacar que a parte anatémica utilizada, no presente trabalho, foi
a raiz, e que esta parte normalmente € descartada pela populacdo, quando
normalmente sdo utilizadas as folhas. Demonstrando que poderia ser utilizado como
mais uma ferramenta para o combate do Aedes aegypti sem custos adicionais,
diminuindo a poluicdo ambiental e consequentemente contribuindo para a melhoria
da qualidade vida dos seres humanos.

CONCLUSAO
Os extratos aquosos da raiz fresca e seca da Eruca sativa séo toxicos para as
larvas do Aedes aegypti, sendo as saponinas 0s constituintes quimicos responsaveis
por tal atividade. Portanto, esta espécie € uma alternativa promissora para ser
utilizada no controle integrado do vetor. No entanto outros estudos devem ser
realizados, como a avaliacdo da toxidade em mamiferos, a concentracéo ideal, as
formas de utilizagdo, além da elucidagdo das estruturas dos compostos bioativos,
objetivando o desenvolvimento de novos produtos.
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