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RESUMO: (Avaliagdo do potencial larvicida de extratos etandlicos do caule de Croton argyrophyllus (Euphorbiaceae: Croto-
noideae) sobre Aedes aegypti (Diptera: Culicidae)). Diversas plantas constituem fontes naturais de compostos bioativos, com
propriedade larvicida sobre o Aedes aegypti, vetor do virus da dengue, Zika e Chikungunya e, nesse contexto uma série de estudos
vém sendo desenvolvidos visando a descoberta de inseticidas botanicos que possam ser utilizados no controle desse vetor. Dessa
forma, o presente estudo teve por objetivo avaliar a atividade larvicida de extratos obtidos do caule de Croton argyrophyllus,
coletados nos periodos chuvoso (EPC) e seco (EPS), sobre 0 4. aegypti, bem como realizar a prospec¢ao fitoquimica dos mes-
mos. Para os bioensaios utilizou-se larvas de terceiro instar de A. aegypti, expostas a 05 diferentes concentragdes dos extratos.
Foram utilizadas 04 repeti¢des por tratamento, com 30 larvas por repeticdo. Os resultados apontaram a maior toxicidade sobre
larvas de 4. aegypti do extrato cujos caules foram coletados no periodo chuvoso, quando comparado ao extrato obtido dos
caules coletados no periodo seco. A prospecgao fitoquimica dos extratos etanolicos permitiu propor a presenga de flavonas,
flavonois, flavanonas e xantonas apenas no extrato EPC, e no extrato EPS a presenca de acidos fixos fortes, esteroides livres e
triterpendides. Os resultados obtidos demonstram o potencial larvicida do caule de Croton argyrophyllus sobre o Aedes aegypti.
Palavras-chave: Bioma Caatinga, Dengue, Zika, Chikungunya, Fotoquimica.

ABSTRACT: (Evaluation of the larvicidal potential of Croton argyrophyllus stem ethanolic extracts on Aedes aegypti). Plants
are natural sources of bioactive compounds that may possess larvicidal properties against Aedes aegypti, a vector of the dengue,
Zika and Chikungunya viruses. A number of studies have been conducted to identify botanical insecticides that can be used to
control that vector. We aimed to evaluate the larvicidal activity of Croton argyrophyllus extracts obtained from stems collected
during the rainy (RSE) and dry (DSE) seasons against A. aegypti, as well as to perform a phytochemical screening on both
extracts. For the bioassays, third-instar larvae of 4. aegypti were exposed to five extract concentrations (four replicates per tre-
atment and 30 larvae per replicate). The extract obtained from stems collected during the rainy season showed higher toxicity
against 4. aegypti larvae than the extract obtained from stems collected during the dry season. The phytochemical screening of
ethanol extracts revealed the presence of flavones, flavonoids, flavanones and xanthones in the RSE, and of strong fixed acids,
free steroids and triterpenoids in the DSE. Our findings demonstrated the larvicidal potential of the Croton argyrophyllus stem
against Aedes aegypti.

Keywords: Caatinga Biome, Dengue, Zika, Chikungunya, Phytochemistry.

INTRODUCAO

A familia Culicidae, destaca-se por incluir espécies
de grande importancia epidemioldgica, como Aedes

2006, OPS/OMS 2010), sendo necessario buscar formas
complementares de controle, a exemplo dos inseticidas
botanicos.

aegypti (Linnaeus, 1762), principal transmissor do virus
da dengue (Claro et al. 2004), e transmissor dos virus da
febre amarela, Zika e Chikungunya (Vasconcelos 2015).
Segundo Cazola (2011), o ponto critico da luta contra
0 A. aegypti tem sido evitar a formacao de criadouros.
Na tentativa de controlar o 4. aegypti, varias subs-
tancias quimicas tém sido utilizadas como inseticida.
Contudo, o uso continuo destes inseticidas tem levado
ao aparecimento de populagdes de mosquitos resistentes.
Foram detectadas populagdes de 4. aegypti com niveis
de resisténcia significativos aos organosfosforados,
piretroides, carbamatos e organoclorados (Lima et al.

Nesse contexto a flora brasileira, em especial a regido
da caatinga, devido a sua rica biodiversidade, tem um
grande potencial enquanto produtora de substancias que
possam vir a ser utilizadas como inseticida botanico e,
nesse sentido, diversos estudos vem sendo desenvolvidos
(Fantinatti ef al. 2007, Lima et al. 2006). Na familia Eu-
phorbiaceae, o género Croton L. tem despertado interesse
da comunidade cientifica em virtude de sua riqueza em
metabolitos secundarios como alcaloides e terpenoides
(Webster, 1994).

Estudos quimicos de varias espécies do género Croton
tém demostrado que seus compostos apresentam elevada
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atividade larvicida sobre diferentes espécies de mosqui-
tos, incluindo o 4. aegypti (Cavalcante, 2004, Oliveira et
al. 2014, Porto, 2008, Silva et al. 2014). A espécie Croton
argyrophyllus Kunth ¢ amplamente encontrada no bioma
caatinga (Silva ef al. 2010, Silva et al. 2012b), incluin-
do a Floresta Nacional Contendas do Sincora, unidade
de conservacao situada no municipio de Contendas do
Sincor4, regido do semidrido baiano (Silva et al. 2012a).
Esta espécie ¢ utilizada, tradicionalmente, para o trata-
mento de gripe e como tranquilizante (Albuquerque et al.
2007). Embora tenham alguns estudos com esta espécie,
os relacionados com atividade inseticida sdo escassos.

Neste sentido, o objetivo desse trabalho foi avaliar a
atividade inseticida de extratos obtidos do caule de C.
argyrophyllus, coletados em dias secos e chuvosos, sobre
larvas de 4. aegypti, bem como realizar a prospecc¢ao
fitoquimica desses extratos.

MATERIAL E METODOS

Obteng¢do dos extratos

A identificagdo de Croton argyrophyllus Kunth foi
realizada pela botanica Daniela Santos Carneiro-Torres
e as exsicatas foram depositadas no herbario da Uni-
versidade Estadual de Feira de Santana, sob registro
HUEFS 4662 (13°55.25°S, 41°06.88°0). O material foi
coletado em dois periodos climatoldgicos distintos: maio
(periodo seco) e dezembro (periodo chuvoso), na Floresta
Nacional Contendas do Sincora, unidade de conservagao
situada no municipio de Contendas do Sincora, regido
do semiarido baiano.

A metodologia utilizada para obten¢do dos extratos
etanolicos foi a mesma para o material vegetal coletado
durante a estagdo de seca, descrito aqui como Extrato
Periodo Seco (EPS), e para o material coletado na estagdo
chuvosa, descrito como Extrato Periodo Chuvoso (EPC).
Apds a coleta, os caules foram pesados e cortados em
pequenos fragmentos, os quais foram levados para uma
estufa de circulacdo de ar, onde permaneceu durante 48 h,
sob a temperatura de 50 °C, e posteriormente triturado em
moinhos de facas. O extrato etanolico foi obtido através
do processo de percolagdo, utilizando-se etanol a 95% e
concentrado em evaporador rotatorio.

Para a realizagdo da prospecc¢ao fitoquimica foi adotada
a metodologia proposta por Matos (1988), partindo-se
de um extrato hidrofilico (etanol/agua) e outro lipofi-
lico (cloroférmio), os quais foram submetidos a uma
marcha analitica prospectiva com o objetivo de detectar
os seguintes constituintes quimicos: acidos fixos fortes,
esteroide livres, alcaloide, antocianidina, antocianina,
catequina, flavonois, flavanonois, flavanona, flavona,
heterosideo cianogénico, leucoantocianida, resina, sa-
ponina, tanino, triterpenoide e xantona.

Avaliacdo da atividade larvicida

As larvas de 4. aegypti utilizadas foram oriundas de
uma colonia estabelecida no Laboratorio de Pesquisa de
Inseticidas Naturais (LAPIN)/ Universidade Estadual do

Sudoeste da Bahia (UESB), a partir de ovos da linhagem
Rockefeller, cedidos pelo Laboratorio de Fisiologia e
Controle de Artropodes Vetores (LAFICAVE), da Fun-
dacdo Oswaldo Cruz, Rio de Janeiro.

A avaliacdo da atividade larvicida dos diferentes
extratos seguiu a metodologia adaptada da Organizagao
Mundial de Sauade (WHO 1970). Os bioensaios foram
conduzidos em sala climatizada, com temperatura média
de 27,2 °C e 55,4 % de Umidade Relativa.

Inicialmente, foram colocados 29 mL de agua deio-
nizada em recipientes plasticos com capacidade para 60
mL. Em seguida foi adicionado 1 mL dos extratos e das
fragdes, nas concentragoes de 16,0; 8,0; 4,0; 2,0 ¢ 1,0
mg.mL", obtidas a partir de uma solucéo estoque de 480
mg.mL!. Foi utilizada agua destilada e diluente Tween 20
como controle. Cada tratamento teve quatro repetigdes,
e cada repeti¢do 30 larvas de terceiro instar, totalizando
120 larvas por tratamento.

Foram consideradas mortas as larvas que ndo respon-
diam ao estimulo mecanico, utilizando-se para tal um
pincel n° 1. As observagdes da mortalidade larval foram
realizadas nos periodos de 30 minutos, 1, 2,4, 8,12 ¢ 24
horas, ap6s montagem do experimento.

As larvas que sobreviveram a exposi¢ao dos extratos
e seus respectivos grupos controle por um periodo de 24
horas, foram lavadas, por trés vezes, com 20 mL de agua
deionizada e filtradas, por meio de um tecido permeével
esterilizado (12x12 cm), em seguida foram transferidas,
com o auxilio de pipetas Pasteur, individualmente, para
tubos de ensaio (18 mm de altura x 7 mm de didmetro)
contendo 5 mL de agua deionizada, os quais foram tam-
pados com algodao. Como substrato para a alimentagao
das larvas foi oferecido 2 mg de ragdo de peixe triturada,
por tubo, fornecido a cada dois dias. Esse procedimento
foi adotado com o objetivo de avaliar a viabilidade larval
e pupal, assim como o periodo pupal, apos as larvas terem
sido expostas aos extratos.

O delineamento estatistico utilizado foi inteiramente
casualizado. Os dados relativos a viabilidade larval e
pupal, assim como o periodo pupal foram submetidos a
analise do teste de Tukey a 5% de probabilidade. Para o
calculo das concentragdes letais, CL, CL, e CL,, foi
utilizado o programa computacional POLO-PC (Probit
for Logit Analysis).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A concentragdo de 16 mg.mL"!, do extrato etandlico
obtido dos caules de Croton argyrophyllus, coletados
no periodo chuvoso (EPC), ocasionou uma mortalidade
larval superior a 50% a partir de 2 horas de exposi¢ao das
larvas, fato esse que somente ocorreu na concentragao
de 8 mg.mL"' apos 8 horas de exposigdo das larvas ao
extrato. A concentragdo de 16 mg.mL"' em todos os ho-
rarios de observacgao foi significativamente mais efetiva
quando comparada as demais concentragdes € ao grupo
controle, tendo ocasionado apds 24 horas de exposi¢ao
96,70% de mortalidade larval, significativamente mais
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Tabela 1. Percentual de mortalidade de larvas de Aedes aegypti ex-
postas as diferentes concentragdes (C) do extrato etanolico, obtido
dos caules de Croton argyrophyllus coletados no periodo chuvoso
(EPC), em relagdo ao tempo de exposigao.

Tabela 2. Percentual de mortalidade de larvas de Aedes aegypti ex-
postas as diferentes concentragdes (C) do extrato etanolico, obtido
dos caules de Croton argyrophyllus coletados no periodo seco (EPS),
em relacdo ao tempo de exposigao.

C Mortalidade (%)’ C Mortalidade (%)’

(mg.mL")  1p 2h 4h 8h 16h  24h (mg.mL7)  1p 2h 4h 8h 16h 24h
16,0 24.80° 72,48 8330° 90,000 9500° 96,70° 16,0 1,67a 4,17a 5,83a 19,17a 81,67a  100,00a
8,0 6,70 16,67° 2580° 52,50° 5830° 6630° 8,0 083 1,67a 5,83a 9,17b 1500b 35,00b
4,0 0,00® 0,00 0,80° 5,00° 10,80° 2330 4,0 0,00a 0,83a 1,67a 2,57b 5,83b 10,00c
2,0 0,00® 0,00° 0,00¢ 0,00° 0,80° 2,50¢ 2,0 0,00a 0,00a 0,00a 083%bc 2,50b 11,67c
1,0 0,00® 0,00° 0,00° 0,00c 0,00c 0,80¢ 1,0 0,00a 0,00a 0,00a 0,00c 1,67b 4,17c¢

Controle  0,00® 0,006 0,00 0,00° 0,00° 0,80¢ Controle  0,00a 0,00a 0,00a 0,00c 3,33b  3,33c

1. Médias seguidas pela mesma letra nas colunas, ndo diferem signi-
ficativamente pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade.

efetiva (p<0,01) que as demais concentragdes € 0 grupo
controle (Tab.1).

Com relacdo ao extrato etandlico obtido dos caules
coletados no periodo seco (EPS), a mortalidade larval
superior a 50% somente foi observada na concentragdo
de 16,0 mg.mL"", a partir de 16 horas de exposi¢do das
larvas ao extrato (81,67%). Nessa mesma concentragao,
com 24 horas de exposicao o percentual de mortalidade
larval foi de 100,00%, significativamente mais efetiva
(p<0,01), quando comparada as concentragdes de 8,0
(35,00%), 4,0 (10,00%), 2,0 (11,67%) e 1,0 mg.mL"!
(4,17%), e ao grupo controle (Tab. 2).

No presente trabalho o extrato etandlico do caule de
Croton argyrophyllus se mostrou toxico para as larvas de
A. aegypti, 0o mesmo aconteceu com pesquisas realizadas
com extrato etanodlico da raiz de Poincianella. bracteosa,
(Tul.) L.P. Queiroz (Fabaceae) sobre A. aegypti (Cruz
et al. 2015), e extrato etanolico das folhas de Magonia
pubescens St. Hill (Sapindaceae) (Arruda et al. 2003).

A mortalidade das larvas do 4. aegypti, expostas ao
extrato etandlico, foi diretamente proporcional ao tempo
de exposicao, nas concentragdes de 16,0; 8,0; 4,0; 2,0 e
1,0 mg.mL"!, tanto para os caules coletados no periodo
seco como chuvoso, tendéncia semelhante ocorreu com a
utilizag@o de extratos etanolicos da raiz de Poincianella.
bracteosa, sobre A. aegypti (Cruz et al. 2015).

No que diz respeito a analise das concentragdes le-
tais, quando avaliadas a sobreposicdo dos intervalos de
confiancga, o extrato EPC, com relacdo as CLs 50 e 90,
mostrou-se mais toxico que o extrato EPS. As concen-
tracdes letais de 10, 50 e 90 para o extrato EPC foram de
2.86, 6.16 e 13.24 mg.mL"' e para o extrato EPS foram
de2.55,7.34e21.13 mg.mL"", respectivamente (Tab. 3).

A viabilidade larval, observada a partir das larvas que
sobreviveram ao periodo de 24 horas de exposi¢ao aos
extratos EPC e EPS foi significativamente menor no

1. Médias seguidas pela mesma letra nas colunas, ndo diferem signi-
ficativamente pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade.

extrato EPC, na concentragdo de 8 mg.mL"! (56,61%).
Nao houve diferenga significativa entre as diferentes
concentragdes quando avaliado o extrato EPS. Com
relagdo a viabilidade pupal e o periodo pupal ndo houve
diferenga significativa entre as diferentes concentragdes
dos extratos EPC e EPS e destas em relagdo ao grupo
controle (Tab. 4).

Em virtude da alta mortalidade das larvas expostas a
concentra¢do de 16,0 mg.mL"! dos extratos EPC e EPS,
96,70% e 100%, respectivamente, nao foi possivel avaliar
o efeito dessa concentracao sobre a viabilidade larval e
pupal, bem como o periodo pupal.

A prospeccao fitoquimica realizada com o extrato EPC
indicou a presenga de flavonois, flavanonois, flavanonas,
flavonas e xantonas, destas substancias apenas a flava-
nonois foi encontrada no extrato EPS, cuja prospecc¢ao
indicou, também, a presenga de acidos fixos forte, este-
roides livres e triterpenoides (Tab. 5).

O extrato EPC mostrou-se mais toxico sobre as larvas
do A. aegypti, quando comparado ao EPS, seja em re-
lagdo ao tempo de exposi¢o, visto que com 2 horas de
exposicdo das larvas a maior concentrag@o utilizada, o
EPC ocasionou uma mortalidade larval superior a 70%,
0 que ndo ocorreu com o extrato EPS, que somente
ocasionou essa mortalidade a partir de 16 horas de ex-
posicdo. Essa eficiéncia também foi observada quando
avaliada a concentragdo letal necessaria para ocasionar
90% de mortalidade larval, assim como em relagdo a
viabilidade larval.

O tempo de exposi¢do a um extrato toxico ¢ um fator
que deve ser considerado na andlise inseticida, pois
quanto mais rapida for a a¢do do produto, menor sera a
capacidade das larvas de adotarem estratégias de sobre-
vivéncia, como por exemplo a redugdo do periodo larval,
o isolamento do tubo digestivo em porgdes separadas por

Tabela 3. Concentragao letal (CL10, CL50 e CL90) dos extratos etandlicos, obtidos a partir da coleta de caules de Croton argyrophyllus reali-
zada no periodo chuvoso e seco, sobre larvas de Aedes aegypti expostas durante 24h.

Extrato Concentracio letal (mg.mL™")

etanélico CL,, IC* CL,, 1C CL,, 1C
EPC** 2,86 2,65 - 3,07 6,16 5,88 - 6,46 13,24 12,32-14,37
EPS*** 2,55 2,32-2,78 7,34 6,92 - 7,81 21,13 19,00-23,86

*Intervalo de Confianga; **Extrato Periodo Chuvoso; ***Extrato Periodo Seco.
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Tabela 4. Viabilidade larval e pupal e periodo pupal de Aedes aegypti, em relagdo as diferentes concentragdes (C) de extratos etandlicos obtidos
a partir do caule de Croton argyrophyllus, coletado em dois periodos distintos'

Viabilidade larval (%)

Viabilidade pupal (%)

Periodo pupal (horas)

C
L EPC EPS
(mg.mL") EPC EPS EPC EPS
X IC? X IC
8,0 56,61° 86,87 79,16° 95,28 53,40°  51,20-55,60 55,48°  54,38-56,48
4,0 85,74" 95,59 86,22 95,93 47,16°  45,87-48,46 49.24*  48,54-49,94
2,0 94,02° 98,21° 96,42 95,37 57,48°  56,68-58,28 50,420 49,12-51,72
1,0 94,97 98,28 92,11° 100,00 51,10 50,20-52,00 51,54 50,94-52,14
CTL 98,33 98,28" 97,47 96,55¢ 49,79°  49,09-50,49 52,34*  51,54-53,14

1.Médias seguidas pela mesma letra nas colunas, ndo diferem significativamente pelo teste de Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade. 2. In-
tervalo de confianga. Abreviaturas: EPC, extrato periodo chuvoso; EPS, extrato periodo seco.

constri¢des, que, segundo Barreto ez al. (2006), limitaria
a agdo da substancia toxica, como também a expulsdo
da matriz peritrofica. Valloto et al. (2011), ao analisarem
as alteracdes ultraestruturais em larvas de 4. aegypti,
submetidas ao diterpeno 3-f-acetoxylabdan-8(17)-13-
dien-15-oico e a fracdo majoritaria de tanino catéquico,
atribuiram, como forma de defesa das larvas a agdo toxica
dessas substancias, a formacao de vesiculas secretoras
na porgao apical das células.

Outro aspecto a ser destacado em relacdo aos extratos
etanolicos EPC e EPS, diz respeito a prospecc¢ao fitoqui-
mica, que indicou a presenga de diferentes metabdlitos
secundarios nesses extratos. O periodo de coleta dos
caules, o qual foi realizado no periodo chuvoso (EPC) e
no periodo seco (EPS), pode ter interferido na produgao
desses grupos metabolitos e, consequentemente, no seu
efeito toxico sobre as larvas de A. aegypti.

Segundo Gobbo-Neto & Lopes (2007), o periodo
da coleta da planta ¢ um fator de grande relevancia,
pois pode afetar os constituintes ativos tanto em nivel
quantitativo quanto em relagdo a sua natureza. Diversos
autores ressaltam a relagdo entre fatores extrinsecos e
intrinsecos a que a planta esta submetida e a producao
dos metabolitos secundarios, como, por exemplo, o

Tabela 5. Prospecgéo fitoquimica' do extrato etanolico do caule de
Croton argyrophyllus.

EPS
Acidos fixos fortes - +
Esteroides livres - +
Alcaloides -
Antocianidinas - -
Antocianinas - -
Catequinas -
Flavonois +
Flavanonois + +
+
+

Metabélito Secundario

Flavanonas
Flavonas

Heterosideo cianogénico - -
Leucoantocianidinas - -
Resina - -
Saponinas - -
Taninos - -
Triterpenoides - +
Xantonas + -

1. Metodologia preconizada por Matos (1988). (+), resultado positi-
vo; (-), resultado negativo.

indice pluviométrico, a temperatura, o fotoperiodo ¢ a
disponibilidade de nitrogénio, bem como o estagio de
desenvolvimento da planta e as relagdes interespecificas
(Correa et al. 2008, Coutinho et al. 2010, Fernandes et
al. 2004, Sobrinho et al. 2009).

Vale ressaltar que o extrato que apresentou maior
toxicidade sobre as larvas de A. aegypti foi coletado
no periodo chuvoso (EPC) e a prospeccao fitoquimica
desse extrato apontou para uma diversidade maior de
flavonoides quando comparado ao extrato EPS, além da
presenca de xantonas. O indice pluviométrico pode ter
sido um fator relevante para a obtengao desses resultados,
visto que o regime de chuvas afeta a disponibilidade
de agua e nutrientes, o que, consequentemente, afetara
o desenvolvimento da planta, como a produgdo de
folhas. Dessa forma, o periodo de chuva levaria a uma
maior disponibilidade de alimentos para os insetos
herbivoros e o ataque desses estimulariam a produgao
de agentes quimicos de defesa pela planta. Oliveira et
al. (2006) ao avaliarem as reacdes de defesas quimicas
de Lonchocarpus muehlbergianus Hassl. ao ataque do
galhador Euphalerus ostreoides Crawf. observaram
que os tecidos dessas galhas se apresentaram ricos em
derivados flavonoidicos, o que poderia estar relacionado
ao processo de herbivoria, levando a uma diversificacao
na producdo de agentes quimicos de defesas. Nesse
sentido, a produc¢do dos flavonoides, que foram
encontrados apenas na prospecgao fitoquimica do extrato
EPC, segundo a literatura, pode ter sido influenciada
pelas variagdes sazonais.

Considerando que os extratos etanolicos de Crofon
argyrophyllus, obtidos a partir da coleta dos caules
realizada no periodo chuvoso e seco, provocaram alta
mortalidade sobre larvas de Aedes aegypti e a prospecgao
fitoquimica realizada com os extratos brutos etanolicos
indicou a presenga de flavonois, flavanonas, flavonas,
flavanonois e xantonas no extrato EPC, e de 4cidos fortes,
esteroides livres, flavanonois e triterpenoides no extrato
EPS, o presente trabalho sugere que o caule de Croton
argyrophyllus tem potencial inseticida sobre larvas do
Aedes aegypti.
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