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Investigation of the Larvicidal Effect of Guinea (Petiveria alliacea) on Larvae of
Mosquitoes of the Species A. Aegypti

Abstract: Currently, the main diseases transmited by Aedes aegypti are dengue, chikungunya and zika. For this purpose,
vector control measures have been adopted for the elimination of proliferation foci mainly through the use of larvicidal
agents. Therefore, the objective of this work is to test extracts of Petiveria alliacea (Guinea)’s larvicide capacity, known as
cytotoxic. Guiné’s crude extract was used from 30% hydroalcoholic percolated at different dilutions. Alcohol in extract was
evaporated by convection to the air stream and dimethylsulfoxide (DMSO) was added to the obtained extract to stabilize it
as an emulsion. The A. aegypti eggs were collected in the metropolitan area of Belo Horizonte. Wood platelets were used
in ovitraps with attractive infusion for the mosquito, and weekly collection and exchange were performed. Hatching was
performed under uncontrolled environmental conditions, but monitored. Two groups were assayed and tested for stage 3
larvae at each dilution (1%, 3%, 5%, 10%, 25%, 50% v/v) for the test group to refute DMSO larvicidal effect. The assays
were performed in triplicates. The results show that the hyperexcitability of the larvae in guinean extracts was followed by
death at the highest concentrations when compared to the control groups. Thus, it is evident that there is a cytotoxic
effect of P. alliacea extract on A. aegypti larvae and its larvicidal effect is confirmed. Dilutions that had presented lower
mortality’s rate or absence of mortality were that by 1 and 3% v / v. The results showed that Guinea extract can be used as
larvicide in concentrations higher than 5% v / v.

Keywords: A. aegypti, P. alliacea, larvicide, guiné, dengue, ovitramp, public health care.

Resumo

Atualmente, as principais doengas transmitidas pelo A. aegypti sdo dengue, chikungunya e zika. Portanto, tem-se adotado
medidas de controle do vetor a partir de eliminagdo dos focos de proliferagdo através do uso de agentes larvicidas. Em
virtude disso o presente trabalho tem por objetivo testar a capacidade larvicida de extratos de Petiveria alliacea (Guiné),
conhecidamente citotodxica. O extrato bruto da guiné foi utilizado a partir de percolado hidroalcodlico a 30% em diferentes
diluigdes. O dlcool presente no extrato foi evaporado por convecgdo forgada através de fluxo de ar e, ao extrato,
adicionou-se dimetilsulféxido (DMSO) para estabilizar a emulsdo. Os ovos foram coletados na regido metropolitana de
Belo Horizonte. Foram utilizadas placas de madeira em ovitrampas com infusdo atrativa para o mosquito e realizou-se
coleta e troca com periodicidade semanal. A eclosdo foi realizada em condi¢des ambiente ndo-controladas, porém,
monitorizadas. Foram ensaiados dois grupos, teste e controle contendo 25 larvas no estdgio 3 em cada diluicdo. Nos
grupos controles utilizou-se as mesmas dilui¢gées da solugdo percolada (1%, 3%, 5%, 10%, 25%, 50% v/v) utilizada para o
grupo teste a fim de refutar efeito larvicida do DMSO. Os ensaios foram realizados em triplicatas. Os resultados mostram
que hd hiperexcitabilidade das larvas nos extratos da guiné seguido de morte nas concentragdes mais altas quando
comparados aos grupos controle. Assim, foi evidenciado o efeito citotéxico do extrato da P. alliacea sobre as larvas do A.
aegypti e comprovou-se seu efeito larvicida. As diluicGes que apresentaram menor taxa ou auséncia de mortalidade foram
as de 1 e 3% v/v. Os resultados mostraram que o extrato de Guiné pode ser utilizado como larvicida em concentragbes
superiores a 5% v/v.

Palavras-chave: A. aegypti, P. alliacea, larvicida, guiné, dengue, ovitrampa, satde publica.

* Centro Universitario de Belo Horizonte, Instituto de Ciéncias Bioldgicas e da Saude (IET), Unidade Estoril, Av. Prof. Mario
Werneck, 1685, CEP 30575-180, Belo Horizonte-MG, Brasil.

M wander.jeremias@prof.unibh.br
DOI: 10.21577/1984-6835.20180040

Rev. Virtual Quim. |Vol 10| |No. 3| |529-541|


http://rvq.sbq.org.br/
mailto:wander.jeremias@prof.unibh.br
http://dx.doi.org/10.21577/1984-6835.20180040

Volume 10, NUumero 3 Maio-Junho 2018

Revista Virtual de Quimica
ISSN 1984-6835

Investigacao do Efeito Larvicida de Petiveria alliacea (Guiné)
sobre as Larvas de Mosquitos da Espécie Aedes Aegypti

Ingrid Hartmann,® Andreia da Silva,” Maria Elena Walter,” Wander de
Jesus Jeremias®™®

?Centro Universitario de Belo Horizonte, Instituto de Engenharia e Tecnologia (IET), Campus
Estoril, Av. Prof. Mario Werneck, 1685, CEP 30575-180, Belo Horizonte-MG, Brasil.

® Centro Universitario de Belo Horizonte, Instituto de Instituto de Ciéncias Bioldgicas e da
Saude (ICBS), Campus Estoril, Av. Prof. Mario Werneck, 1685, CEP 30575-180, Belo Horizonte-
MG, Brasil.

“Grupo de Pesquisa em Biologia do Schistosoma mansoni e sua Interacdo com o Hospedeiro,
Instituto de Pesquisas René Rachou, Fundag¢do Oswaldo Cruz, Avenida Augusto de Lima, 1715,
Barro Preto, CEP 30190-002, Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil.

* wander.jeremias@prof.unibh.br

Recebido em 21 de setembro de 2017. Aceito para publicagdo em 12 de junho de 2018

1. Introdugao
2. Materiais e métodos

2.1. Ovitrampas

2.2. Preparo da infusdo atrativa

2.3. Coleta dos ovos

2.4. Eclosdo e obtencdo das larvas
2.5. Obtencdo da P. alliacea

2.6. Preparo das folhas e do extrato
2.7. Bioensaios

2.8. Preparo das solugdes dos extratos
2.9. Atividade larvicida

2.10. Analise estatistica

3. Resultados
4. Discussao

5. Conclusao

1. Introduc¢io anos a crescente preocupagdo e a
importancia do controle e combate ao

mosquito A. aegypti, principal vetor de

. s e . i transmissdo de grave doenca hemorragica
A literatura cientifica registra nos ultimos g ¢ g

Rev. Virtual Quim. |Vol 10| |No. 3| |529-541|


mailto:wander.jeremias@prof.unibh.br

Hartmann, |. et al.

conhecida como dengue. De acordo com a
Organiza¢do Mundial de Saude,' o nimero de
casos de dengue é hoje o de mais rdpido
crescimento entre as doencgas infecciosas,
abrangendo cerca de 400 milhdes de
ocorréncias por ano. Nos ultimos 50 anos a
doenga tem se manifestado e expandido
chegando a ser endémica em 128 paises,
incluindo 36 que eram previamente
caracterizados como livres da doenca. As
maiores prevaléncias sdo observadas em
paises das Américas, Asia e Africa, expondo,
finalmente, 3,97 bilhGes de habitantes ao
risco de infeccdo. Além disso, viajantes para

estas regibes também correm risco de
carrear 0 virus apds ser picado pelo
mosquito.’

Pesquisas envolvendo o desenvolvimento
de vacina contra dengue tem como um
marco histérico o inicio em 2010 dos
primeiros ensaios clinicos na fase lll, cujos
testes sdo realizados em humanos suscetiveis
a contrair a doenga.3 No Brasil, foram
aprovados ensaios em dezembro de 2015
para serem realizados em pessoas com faixa
etdria entre 9 a 45 anos de idade, que
habitem zonas endémicas. A patente da
vacina em teste pertence a Sanofi Pasteur. O
intuito da vacina é reduzir a morbidade e a
mortalidade por dengue. A meta estabelecida
pela OMS é de uma reducdo 25% na
morbidade e 50% na mortalidade até o ano
de 2020.*

Apesar de excelente estratégia contra a
dengue, a imunizagdo por vacina nado
representa a solugdo de um problema de
saude publica. Sabe-se, atualmente, que,
além dos virus da dengue, ele é vetor de virus
de outras duas doengas conhecidas no Brasil:
a Chikungunya e a Zika. Essa Ultima tem
gerado grandes transtornos a salde publica
frente ao seu potencial risco de acometer o
desenvolvimento neuroldgico de fetos em
qualquer idade gestacional.”

Os larvicidas que podem ser usados em
medidas preventivas e controle sdo
classificados em trés grupos: quimicos
(organofosforados e piretréides),
biorreguladores (andlogos sintéticos de
hormoOnios de insetos) ou bioldgicos

Vo

(bactérias entomopatogénicas). Esses
produtos devem ser recomendados pela OMS
e passar por uma rigorosa avaliagao da World
Health Organization Pesticed Evaluation
Scheme (WHOPES). O principal larvicida
utilizado no Brasil até 2012 era o temefds,
agente quimico organofosforado. Porém, seu
uso continuo provocou resisténcia seletiva a
populacdo de mosquitos A. Aegypti, o que
levou o Ministério da Salude buscou
alternativas incluindo Diflubenzuron,
Novaluron (agentes quimicos), Pyriprozyfen
(biorregulador) e produtos a base de Bacillus
thuringiensis israelenses (agente bioldgico).®’

A escolha do larvicida a ser utilizado em
cada regido ocorre a partir de testes de
susceptibilidade e efetividade desse.
Entretanto, a despeito da possibilidade de
desenvolvimento de resisténcia decorrente
da utilizacdo prolongada do mesmo larvicida,
ndo se realizam avaliacdes periddicas de sua
eficacia.’

Diante do cendrio apresentado em que ha
crescente numero de casos de dengue e,
acima de tudo, maior diversidade de doencas
transmitidas pelo mosquito A. aegypti, é
importante buscar alternativas para prevenir
a infeccdo de mais pessoas. A imunizagdo
através de vacinas tem se mostrado a melhor
forma de erradicar doencas. Neste caso, a
protecdo direta se daria ao imunizar as
pessoas vacinadas e a prote¢do indireta
ocorreria em fungdo da redugdo de exposi¢ao
para toda a populagdo de risco por meio da
reducdo de individuos infectados passiveis de
transmitir o virus ao mosquito. Entretanto,
conforme exposto, apenas para a dengue ha
a possibilidade de se realizar essa medida
cujos ensaios realizados com a vacina se
mostraram eficazes. Portanto, as medidas de
prevencdo e controle de proliferacdo ainda
sdao as opcdes de primeira escolha. Nesse
ambito, quanto maiores as opgbes de
larvicidas, repelentes — seja de uso pessoal ou
de ambiente - e inseticidas cujos
componentes sejam menos agressivos ao
individuo e ao ambiente, maior a
possibilidade de a populagao se sensibilizar e
apresentar adesdo aos programas de
prevencdo e controle da proliferacio do
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mosquito. Além disso, o custo para os 6rgaos  aegypti. Desse modo, o objetivo do presente
publicos e para a populacdo pode ser estudo é investigar a capacidade larvicida do
reduzido com o uso produtos alternativos extrato de P. alliacea, planta conhecida
para combate aos insetos. Nesse sentido, o  popularmente como Guiné, Erva-de-pipi,
uso de componentes extraidos de 6leos Amansa-Senhor, entre outros nomes menos
essenciais de plantas medicinais tem sido comuns. Os objetivos especificos do presente
muito estudado como larvicida e repelente. A trabalho envolvem: obter o extrato bruto da
guiné (P. alliacea) é um arbusto perene, P. alliacea; testar seu efeito larvicida;
sublenhoso, ereto, com ramos compridos e quantificar a concentragado letal larvicida.
ascendentes. Suas folhas sdo alternas,

membranosas, afinadas no dpice e estreitas

na base. As flores sdo pequenas e 2. Materiais e métodos
seccionadas, reunidas em inflorescéncias.®

A planta é conhecida por sua capacidade
inseticida e possui propriedades 2.1. Ovitrampas
citotoxicas.>® A P. alliacea é uma planta
comumente encontrada em areas
residenciais na América Latina e hd relatos de Foram  confeccionadas  armadilhas,
varias crendices populares em que esta ovitrampas, a partir de garrafas PET cortadas
envolvida, além de achados que realcam suas  Pela metade e pintadas com tinta preta
propriedades medicinais, com atividades texturizada. Essas dispunham de uma placa
antineoplasica, hipoglicemiante, diurética, de madeira fixa junto a superficie da garrafa

anti-reumatica, anti-helmintica, de modo a favorecer a oviposicdo (Figura 1),
antiespasmddica, anti-convulsionante, ~Uma vez que a fémea tem preferencu’; por
emenagoga, abortiva, analgésica e anti- realizd-la na parede dos criadouros.”” As

térmica, transtornos mentais e afrodisiaca.*'® ~ Ovitrampas continham agua com infusdo de
Ent3o, visando esses aspectos, vislumbrou-se ~ fermentado de graminea como forma de
a possibilidade de sua capacidade citotéxica atrai-las a criadouros ricos em nutrientes
atuar sobre o desenvolvimento larvario de A.  Para seus filhotes.

Figura 1. Ovitrampa feito com garrafa PET pintada com tinta preta texturizada e disposta com
uma placa de madeira para oviposi¢do
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As ovitrampas foram dispostas proximo a
concentragdes humanas, dado o habito
antropofilico de fémeas de A. Aegypti porém,
suficientemente distantes para que ndo
houvesse vitimas de arboviroses decorrentes
deste estudo. O raio minimo de seguranca
estabelecido foi de 10 m de distancia livre
entre domicilio e areas de instalagdo de
ovitrampas. Estas foram inspecionadas
semanalmente, quando foi realizada troca de
placas de madeira bem como da infusdo
atrativa.

2.2. Preparo da infusdo atrativa

Em estudo realizado por Sant’Ana e
colaboradores™ observou-se a capacidade
atrativa da fémea do A. aegypti por infusdes
preparadas a partir de fermentados de
gramineas. Nesse estudo foram avaliados
fermentados aerdbios e anaerdbios e
diferentes  tempos de  fermentacdo.
Encontraram eficdcia em fermentados
anaerdbios com tempos de fermentacdo de
15 e de 20 dias.

Com base nesse estudo, optou-se por
realizar um fermentado anaerdbio de
colonido-capim, Panicum maximum. Para o

Vq

preparo utilizaram-se proporgdes similares
ao citado estudo de modo que uma massa de
16 g da graminea, cortada com tamanhos de
5 cm, foi imersa em 2 litros de d4gua em um
frasco plastico tampado e submetida a
fermentagdo anaerobia. 0 frasco
permaneceu hermeticamente fechado por 21
dias em repouso, a temperatura ambiente e
ao abrigo da incidéncia direta de raios
solares. Apds esse periodo, o fermentado foi
filtrado para retirar a biomassa e a infusao foi
utilizada na proporcaio de 10% nas
ovitrampas, de acordo com literatura

2.3. Coleta dos ovos

A coleta dos ovos se deu a partir da
identificacdo de sua presenca na placa de
madeira e sua retirada da armadilha. A placa
foi, entdo, seca com papel toalha e
armazenada envolta em papel até o
momento em que se realizaram os testes. Foi
verificada a autenticidade dos ovos e

realizada contagem da quantidade de ovos
contidos nessas placas com o auxilio de uma
lupa estereoscépica binocular (Digilab’) no
aumento de 20 vezes (Figura 2).

Figura 2. Imagem dos ovos do mosquito A. aegypti aderidos a placa de madeira apds sua
secagem (aumento: 20x)
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2.4. Eclosdo e obtengao das larvas

As larvas foram obtidas a partir da eclosao
dos ovos coletados. Para tal, as placas de
madeira contendo ovos foram submergidas
para incubacdo em bandejas contendo agua.
Para mais fécil visualizacdo e identificacdo
das larvas em seu primeiro estagio, as
bandejas utilizadas eram brancas
proporcionando contraste de seus
conteldos. Suas dimensdes eram de 28 x 42
cm e 7 cm de profundidade e continham 1,5 L
de agua. Essa era proveniente da rede
publica de abastecimento de 4agua. Foi
realizada inspecdo a cada 2 h apds a
exposicao dos ovos a dgua para verificar a
ocorréncia de eclosdes.

Imediatamente apods identificadas
algumas  eclosbes as larvas foram
alimentadas com racdo de gato finamente
moida.” As larvas foram mantidas neste
recipiente em temperatura ambiente e
luminosidade natural até atingirem o terceiro
estagio, idade alvo dos bioensaios,
preconizada para avaliacdo de suscetibilidade
e efetividade da ag3o larvicida.”

2.5. Obtencao das folhas de P. alliacea

Folhas frescas da planta foram obtidas de
cultivo doméstico na regido metropolitana de
Belo Horizonte, no periodo entre maio e
setembro de 2016. Apds coleta, a espécimes
da planta foram submetidos a procedimentos
de verificagdo de autenticidade e certificagao
da espécie, sendo entdo mantidas em local
fresco e ventilado a temperatura entre 20-25
°C.

2.6. Preparo do extrato vegetal

Apds sua coleta, em um prazo maximo de
48 h, as folhas frescas foram lavadas com
agua destilada e secas com papel toalha. Da
biomassa dessas amostras foram separadas
aliquotas que foram submetidas a extracGes
hidro-alcodlicas conforme método de
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percolacdo descrito pela Normas Ramales de
Salud Publica 311.%* A solu¢do hidro-alcodlica
tem concentragdo de 30% v/v. Em uma
propor¢do de 1:4 m/v da biomassa em
relacio a essa solucdo, as folhas foram
trituradas finamente e mantidas em um
percolador ao abrigo da incidéncia de
radiacdo luminosa, revestido com papel
laminado de aluminio. Reservou-se o
percolador durante 5 dias para, entdo, filtrar
a mistura através de papel de filtro em funil
de vidro, a fim de se obter o extrato bruto. O
material sélido foi descartado enquanto o
extrato foi armazenado em geladeira, a 4 °C,
em frasco ambar até o momento de sua
utilizacdo. Devido a fortes interferéncias do
solvente organico utilizado, neste caso o
alcool etilico, durante os ensaios, foi
necessario realizar-se sua evaporacdo. Essa
foi procedida com o uso de um secador
convectivo por fluxo de ar, a temperatura do
aquecimento de seu motor (<40 °C). O
percolado foi submetido a tal procedimento
até que seu volume tivesse reduzido 30%.
Apds essa reducdo observou-se conteldo
oleoso na parede do Becker e utilizou-se
dimetilsulféxido (DMSQO) para estabilizar a
emulsdo formada. Essa solucdo foi
armazenada, novamente, em frasco ambar
em geladeira, a 4 °C, até o momento de sua
utilizagdo.

2.7. Bioensaios

Os procedimentos dos bioensaios foram
realizados conforme regem as diretrizes da
OMS - Guidelines for Laboratory and Field
Testing of Mosquito Larvicides.”® Os objetivos
sdo estabelecer a relagdo dose-resposta a
susceptibilidade do vetor estudado,
determinar  concentracbes letais para
mortalidade de 50 e 90% (CLsg e CLgp).

Os ensaios foram realizados em triplicata
e os dados foram registrados em formulario
apropriado, conforme recomendado pelo
guideline supracitado.

Inicialmente, as larvas foram expostas a
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uma alta concentragdo do extrato (50% v/v),
a fim de se averiguar se ha atividade larvicida
efetivamente.

2.8. Preparo das solugdes dos extratos

Os extratos obtidos foram diluidos sob
agitacdo em agua destilada a concentragbes
de 1%, 3%, 5%, 10%, 25% e 50% v/v. Para
testes nos grupos controle foi preparada uma
solucdo de d4gua destilada e a mesma
concentracdao de DMSO que a solucdo teste e
preparadas as mesmas diluicdes supracitadas
para o extrato para fins de comparacado
guanto a capacidade larvicida do extrato,
além de se verificar fatores interferentes
relacionados ao solvente.

2.9. Atividade larvicida

Larvas no terceiro estdgio do ciclo de
desenvolvimento larvario foram selecionadas
para serem submetidas aos testes. Elas foram
transferidas a recipientes de 15 cm de altura
e 2,5 de diametro, contendo 40 mL agua da
rede publica de abastecimento. Foram
formados dois grupos contendo,
aproximadamente, 25 individuos sadios e
sem lesGes. Um deles serviu de controle e o
outro grupo que foi exposto ao potencial
larvicida em teste. Esses recipientes
proporcionaram uma profundidade de 5 a 10
cm a fim de se evitar mortalidades indevidas.

% mortalidade =

Em que: X é o numero de larvas

sobreviventes do grupo controle;

Y é o numero de larvas sobreviventes do
grupo teste.

A fim de verificar se houve diferenca
estatisticamente significativa nos testes
realizados aplicou-se o teste de analise de
variancia (ANOVA), e as diferencas de
mortalidade entre as médias de

XY 100
X

Vo

As larvas tiveram um fotoperiodo de 12 h em
ambiente claro, sem incidéncia direta de
raios solares, e 12 h de ambiente escuro. A
temperatura a que foram expostas variou de
25 a 28°C, a uma umidade relativa do ar
ambiente na ocasido. Os recipientes foram
cobertos por microtule a fim de se evitar que
algum mosquito adulto emergido escapasse
para o ambiente.

Ao todo foram 12 recipientes utilizados
para os bioensaios a saber, 2 grupos de 6
diferentes diluicdes. A mortalidade larvaria
foi registrada apds 12 e 24, 48 e 72 h de
exposicdo. Foram consideradas mortas as
larvas que ndo apresentavam movimentos
normais comparadas ao grupo controle ou
aquelas que ndo reagiam a estimulo
mecanico em sua regido cervical.

Durante o periodo de testes as larvas de
ambos os grupos continuaram a ser
igualmente alimentadas com racdo de gato
finamente moida a uma concentragdo de 10
mg/L. Esse aporte nutricional foi fornecido
em suspensdo no meio através de uma ponta
de espatula a cada dois dias até finalizacdo da
contagem de mortes.

2.10. Andlise estatistica

Os percentuais de mortalidade
observados durante os testes do potencial
larvicida da guiné foram corrigidos utilizando-
se a equacdo de Abbott® (Eq.1):

Eqg. 1

experimentos aos pares foram analisadas
com teste de Tukey, ao nivel de significancia
de 95%. As CL50 e CL90 foram calculadas a
partir da regressao linear de dosagem log-
probit paper. Foram obtidas a partir desses
dados a equacdo da reta e o R? da dispers3o
gerada, utilizando o programa Excel
(Microsoft Office® 365).
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3. Resultados

Durante a realizagdo das triplicatas dos
testes, foram submetidos a eclosdo 1.278
ovos, dos quais obteve-se 1.191 larvas.
Dessas, 1.176 larvas foram identificadas
estando no terceiro estdgio sendo essas
submetidas aos bioensaios. Em uma das
réplicas, ndo foi possivel alcancar o numero
de 25 larvas por concentracdo teste e
controle devido a grande discrepancia de
periodos de desenvolvimento encontrada nas
larvas restantes, que se apresentavam ainda
no primeiro estagio. Portanto, o numero
obtido foi de 24 larvas no recipiente. Nas
duas outras réplicas, o nimero desejado de
25 larvas foi atingido. Os resultados obtidos
estdo sumarizados na Tabela 1.

Hartmann, |. et al.

N3do houve mortalidade quando o extrato
vegetal foi utilizado na diluicdo de 1% em
nenhum dos tempos de contato com as
larvas empregados no estudo. A menor
mortalidade foi observada em larvas
expostas ao extrato na diluicdo de 3% v/v, ja
ao menor tempo de exposicdo (12horas).
Contudo, as diferencas entre mortalidades
observadas em todos os tempos de exposicdo
das larvas ao extrato nas diluicbes de 3% v/v
e 5% v/v ndo se mostraram estatisticamente
significativas, especialmente no tempo de
12horas de exposicdo, em que os desvios
padroes mostraram-se consideravelmente
elevados. Em relacdo a estas duas diluicdes,
as diferengas entre mortalidades passam a
ser significativas para exposicées por 48 e 72
horas na diluicdo de 10% v/v. Em todos os
tempos de exposicdo de larvas as
concentra¢des de 25 e de 50% v/v houve
100% de eficiéncia larvicida.

Tabela 1. Atividade larvicida (mortalidade percentual média + desvio padrao) de diferentes
concentracdes do extrato hidroalcodlico da P. alliacea sobre o terceiro estdgio larval do A.

aegypti
Tempo de exposicdo (h)
Concentragdes (% v/v) 12 24 48 72

1 0+0 0+0 010 0£0

3 541+6,11 20,27 £ 6,74 37,50 + 13,67 40,28 + 13,8
5 2,70 £ 4,62 9,46 + 8,41 32,43+0,77 30,56 + 3,86
10 32,43+31,07 43,06+32,74 86,11+23,09* 96,97 +4,81*
25 100 * O* 100 + O* 100 + O* 100 + O*

50 100 + O* 100 + O* 100 + O* 100 + O*

Os resultados da analise de regressdo Entretanto, devido a larga faixa de

linear apontam uma possivel correlagdo
positiva entre o percentual de mortalidade e
as concentragbes (v/v) de extrato bruto
etandlico de P. alliacea, sendo o coeficiente
de regressao encontrado igual a 1 em todos
os tempos de exposicdo das larvas.

concentragdes em que se encontram as Cls,
para cada periodo de exposi¢do, ndo se pode
afirmar haver correlagdo com elevada
precisdo. A Tabela 2 apresenta os resultados
dessa analise, bem como as Cls; e Clgg
encontradas para cada periodo de exposicdo.
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Estes resultados mostram ainda que as
concentragdes minimas causadoras de
letalidade mediana (ClLsp) e para 90% das

Vq

larvas (CLgy) foram cada vez menores a
medida que o tempo de exposi¢do das larvas
aumenta.

Tabela 2. Andlise de regressao linear log-probit paper da atividade larvicida do extrato
hidroalcodlico de P. alliacea e sua correlagdo com o tempo de exposicdo; R® = coeficiente de

correlacao
Tempo de Equagdo da R? CLs Clgo
exposicdo (h)  regressao linear (%v/v)  (%v/v)
12 y=0,7907x -1,5451 1 13,28243 22,0282
24 y=0,6459x-1,0791 1 11,52831 21,41511
48 y=0,7802x-0,8986 1 6,005149 10,02725
72 y=0,9274x-1,1355 1 5,833006 8,978616

Os graficos apresentados na Figura 3
mostram os perfis de mortalidade por

em 24 h, 48 h e 72 h ja ha mortalidade para
as concentracdes de 3 e de 5% v/v. Em todas

concentragdo em cada tempo de exposigdo as concentragbes superiores a 5% a
estudado. Observa-se que, especialmente, mortalidade crescente.
120 - 120
A B
100 - 100 -
o 80 - 2 s0
2 0 [
g E 60
£ , o
s 40 20
®
20 - 20 -
0 1o 0 | . . . . . )
20 | 10 20 30 40 50 60 0 10 20 30 40 50 60
) concentragdes (% v/v) concentragdes (% v/v)
120 4 120 4
c D
100 * 100 - +- *
£ 30 2 20 |
E 60 - E 60 -
S 40 - f 0 |
20 - 20 +
0 4 T T T T 1 0 & T T T T T 1
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concentragdes (% v/v) concentragdes (% v/v)

Figura 3. Perfil de mortalidade das larvas do A. aegypti apds periodo de exposicdo de 12 h (A),
24 h (B), 48 h (C) e 72 h (D) ao extrato hidroalcodlico de P. alliacea
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4. Discussao

Atualmente, a principal medida de
controle do A. aegypti esta direcionada ao
combate as larvas. Inseticidas, em geral, sdo
pouco eficientes, pois, ao contrdrio do que
ocorre com as larvas, o mosquito adulto tem
uma mobilidade muito grande. Por outro
lado, o controle da larva é facilitado pela
possibilidade de fazer estudos para
estabelecer sua  maior  concentracao
populacional e atuar diretamente nessas
areas.”

Os metabodlitos secundarios de plantas
representam um vasto arsenal, em potencial,
de compostos com ampla atividade biolégica.
O controle biolégico de insetos e micro-
organismos através de extratos e Odleos
essenciais de plantas vem sendo utilizado ha
centenas de anos. Entre as inumeras
substancias ativas contidas na P. alliacea o
dibenziltrissulfeto (DTS) é o mais importante
por sua atividade comprovadamente
citotodxica.”

O DTS é o constituinte mais abundante
encontrado em investigacdo sobre as
propriedades acaricidas das folhas e caule da
planta, seguido do dibenzildissulfeto (DDS).
Esses foram os dois constituintes do extrato
do caule identificados em maiores
quantidades, totalizando 63,1 e 32,5% dos
compostos benzilicos, respectivamente. **

Sendo um dos constituintes quimicos mais
abundantes da P. alliacea, o DTS, a principio
amplamente utilizado por sua atividade
inseticida e repelente, vem sendo muito
estudado nas Ultimas décadas por seu
potencial terapéutico.>**?*?* Por se tratar de
uma pequena molécula com capacidade de
interferéncia em vias de sinalizagdo
mitogénicas (MAPKinases), é responsavel por
alteracdes na transcricao génica,
diferenciacdo, divisdo e até apoptose celular,
a partir de interagcdes com receptores de
membranas®. Sendo assim, é possivel regular
o processo de apoptose ou morte
programada de células. Essa caracteristica é

Hartmann, |. et al.

de grande interesse em varios tipos de
cancer, nas doencas de Alzheimer e de
Parkinson, em doencas auto-imunes como
diabetes, na sindrome da imunodeficiéncia
adquirida — AIDS — e linfoma de Hodgkin,
condicbes de rejeicdo de transplantes de
tecidos. E fato notavel que, além de ter a
capacidade de ativar a apoptose, o DTS
apresenta ligacao preferencial a receptores
de células patogénicas, especialmente
cancerigenas.™®

Urueia e colaboradores (2008) também
encontraram multiplas atividades bioldgicas
in vitro da P. alliacea consistentes com
capacidade citotdxica. Os pesquisadores
constataram que ela exerce influéncia sobre
a reorganizacdo do citoesqueleto afetando a
morfologia celular, causando fragmentacao
do DNA (acido desoxirribonucleico) e
reduzindo a capacidade de clonagem. Assim,
sua acdo sobre células tumorais se torna
evidente e favoravel."

As atividades citotoxicas dos extratos
desta planta também foram demonstradas
por Pérez-leal e colaboradores (2006), que
evidenciaram sua acdo em cinco linhagens
celulares tumorais: sistema nervoso central
(SNC), prostata, leucemia, cdlon e mama.
Dentre estas, acdo citotéxica consideravel
(62,2%) foi observada na linhagem de células
prostaticas.”

Os resultados do presente estudo
apontam forte evidéncia do potencial
larvicida do extrato hidroalcodlico de P.
alliaceae sobre o A. aegypti. Sendo a
substancia mais abundante, cuja atividade
citotoxica seletiva estd associada a células de
rapida proliferagdo, presume-se que o DTS
seja também o principal constituinte
responsavel pela atividade larvicida. Sabe-se
gue durante o estagio larvdrio do mosquito
ocorre rapida proliferacdo celular até atingir
a idade adulta. Entretanto, tendo-se
conhecimento do revestimento cuticular por
quitinas do epitélio das larvas, é mais
provavel que a a¢do das substancias ativas da
P. alliacea tenha ocorrido sobre células
mesentéricas intestinais. E conhecido que,
em resposta ao efeito toxico de qualquer
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substancia, as células mesentéricas
produzem toxinas que, dependendo do nivel
de agressdo, causam destruicdio de suas
células.”’” Dessa maneira, a principal causa da

morte seria desnutricdo por ineficiéncia
intestinal para absor¢do dos nutrientes
necessarios ao crescimento e

desenvolvimento larvario.?®

Como meio indireto de confirmar essa
interferéncia sobre o estado nutricional,
sugere-se a um delineamento para
continuidade dos trabalhos, envolvendo
experimentos com exposicdo de larvas ao
extrato vegetal também na presenca do fator
de regulacdo de crescimento em insetos
(IGR), buscando caracterizar se ha uma
cinética de competicdo que possa interferir
no desenvolvimento larvario até a idade
adulta do mosquito.”

Das concentracodes testadas, observou-se
uma lacuna importante para doses
intermediarias a 5 e 25% v/v ja que a CLs, foi
encontrada na faixa entre 5,83 a 13,28% v/v.
Entdo, mesmo com um coeficiente de
regressdao igual a 1, a especificidade e
sensibilidade merecem ser exploradas em
estudos adicionais, executados com uma
maior quantidade de variagbes das
concentracdes mais proximas da Clsg
encontrada. Ao menor tempo de exposicao
das larvas de terceiro estagio (12 horas) e a
baixas concentragdes do extrato (3, 5 e 10%
v/v) os resultados ndo foram concisos, o que
pode-se atribuir, dentre outros, ao fato de
que, embora as larvas selecionadas sejam de
terceiro estagio, os ovos foram obtidos de
oviposi¢cdes diferentes, o que pode gerar
alguma variabilidade na capacidade de
resposta das larvas aos efeitos do extrato
vegetal.

Outro aspecto a ser considerado é o
rendimento do extrato hidroalcodlico da
planta. Previamente a definicdo do método
de extracdao do presente estudo, tentou-se o
método de destilagdo de dleos essenciais
pelo uso do extrator Clevenger, que tem a
coobacdo como principio do método de
extracdo. Essa tentativa ndo foi bem-
sucedida até o momento, j3 que ndo se
obteve d6leo em quantidade adequada.

Vo

Assumindo, portanto, que o rendimento da
extracdo do dleo na planta seja muito baixo,
a utilizacdo do extrato hidroalcodlico é uma
alternativa viavel.

5. Conclusao

A partir dos experimentos do presente
estudo, evidenciou-se atividade biolégica do
extrato bruto hidroalcodlico das folhas de
Petiveria alliacea sobre larvas de A. aegypti,
mostrando-se um potente larvicida. Sendo a
planta muito comumente encontrada em
residéncias no Brasil, é possivel que a
populacdo a utilize como método simples que
contribua para a erradicacdo do mosquito
transmissor das arboviroses, zika, dengue e
chikungunya. Para tanto, estudos adicionais
devem ser realizados a fim de se estabelecer
com maior precisdo a toxicidade do extrato,
especialmente aos humanos, bem como
testar  preparagbes que  apresentem
viabilidade financeira e tecnoldgica para
aplicacdo como larvicida de origem natural.
Além disso, é necessario estudar em maiores
detalhes se o0 mecanismo principal da
toxicidade para as larvas é consequéncia da
influéncia do extrato da P. alliacea sobre a
regulagdo da transducgdo de sinais em células
de seu trato digestivo, que comprometa, por
fim, o crescimento e o estado nutricional
larvario. Com isso, sera possivel avaliar com
maior precisdo a seguranca e eficdcia do seu
uso rotineiro como larvicida.

Os recursos financeiros e infraestrutura
para desenvolvimento deste trabalho foram
oriundos do Centro Universitario de Belo
Horizonte — UNIBH.
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