UNIVERSIDADE FEDERAL DE CAMPINA GRANDE
CENTRO DE EDUCACAO E SAUDE
UNIDADE ACADEMICA DE SAUDE

CURSO DE BACHARELADO EM FARMACIA

GABRIELA DE LIMA ABREU

AVALIA(;[\Q DA ATIVIDADE LARVICIDA DE Crescentia cujete
(CUITE) FRENTE AO Aedes aegypti L. (CULICIDAE)

Cuité/PB
2015



GABRIELA DE LIMA ABREU

AVALIA(;[\Q DA ATIVIDADE LARVICIDA DE Crescentia cujete
(CUITE) FRENTE AO Aedes aegypti L. (CULICIDAE)

Trabalho de Conclusdo de Curso apresentado
ao Curso de Graduagdo em Farmacia pela
Universidade Federal de Campina Grande,
como requisito obrigatério para obtencao de
titulo de Bacharel em Farmacia.

Orientadora: Prof.2 Dr2 Claudia Patricia Fernandes dos Santos

Co-orientadora: Prof2 Dr2 Daniela Maria do Amaral Ferraz e Navarro

Cuité/PB
2015



FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA NA FONTE
Responsabilidade Msc. Jesiel Ferreira Gomes — CRB 15 — 256

A162a Abreu, Gabriela de Lima.
Avaliacdo da atividade larvicida de crescentia cujete
(Cuité) frente ao Aedes aegypti L. (Culididae). / Gabriela de
Lima Abreu. — Cuité: CES, 2015.
54 fl.

Monografia (Curso de Graduagdo em Farmacia) — Centro
de Educacao e Saude / UFCG, 2015.

Orientadora: Dr2. Claudia Patricia Fernandes dos Santos.
Coorientadora: Dr2. Daniela Maria do Amaral Ferraz e
Navarro.

1. Plantas medicinais. 2. Dengue. 3. Dengue - larvas.
[. Titulo.

Biblioteca do CES - UFCG CDU 633.88




GABRIELA DE LIMA ABREU

AVALIA(}AQ DA ATIVIDADE LARVICIDA DE Crescentia cujete
(CUITE) FRENTE AO Aedes aegypti L. (CULICIDAE)

APROVADA EM: / /

BANCA EXAMINADORA

Prof.2 Dr? Claudia Patricia Fernandes dos Santos (Orientadora)
UFCG

Prof? Dr2 Julia Beatriz Pereira de Souza (Examinadora)
UFCG

Prof2 Dr?2 Camila Carolina de Menezes Patricio Santos (Examinadora)
UFCG



Dedico este trabalho aos meus pais, que sdo exemplo de carater,
respeito e amor e aos meus irmaos, que sempre acreditaram que
chegaria até aqui e ndo deixaram de torcer pelo meu sucesso.



AGRADECIMENTOS

A Deus, este que é tdo maravilhoso, o qual sou grata todos os dias pela

minha vida e pelas vitérias, pois sei que com ele tudo eu posso.

A minha mae, Maria Elza, que € meu porto seguro, a quem eu devo

todos os ensinamentos e sempre me incentivou nos momentos de angustias.

A meu Pai, Heleno, pelo seu apoio incomparavel e por lutar pelos meus

sonhos, como se fossem 0s seus.

A meus Irmé&os, Eduardo, Wagner e Ana Luiza, por ndo duvidarem da

minha capacidade de chegar até aqui e ndo medirem esfor¢os para me ajudar.

A meu namorado, Levi, por estar ao meu lado em todas as horas e

compreender a minha auséncia no dia a dia.

A minhas amigas, Bianca e Adriene, por fazerem esses anos de curso
os melhores, me ajudaram nos dias dificeis, propiciaram confianca e

mostraram que amizades sao construidas no dia a dia, nos pequenos detalhes.

A minhas primas e amigas, Girlane, Valeska, Rayane Abreu, Rayane
Sousa e lIsadora, que me mostrarem que amizade verdadeira suporta

distancias e estao sempre perto quando preciso.

Aos meus sobrinhos, Anna Hellen, Kaua Lucas, Anna Livia, Maria
Eduarda e Marina, por me ensinarem como € ter alguém para cuidar e amar,

vocés sdo a minha Felicidade e meu orgulho!
As irmas que Cuité me deu, Layse, Laysa e Dani, que acompanharam
de perto a minha trajetéria, me ensinaram a crescer como pessoa € nao me

deixaram desanimar, tornando meus dias melhores.

Aos meus tios e tias, por acreditarem sempre no meu potencial.



A minha orientadora, Profa. Dra. Claudia Patricia Fernandes dos
Santos, que acreditou na minha capacidade, me proporcionando um imenso

aprendizado e depositou em mim a sua confianca.
A Profa. Dra. Julia Beatriz Pereira de Souza e a Profa. Dra. Camila
Carolina de M. Patricio Santos, por terem aceitado compor a banca, terem

me ajudado e sido muito atenciosas no desenvolvimento deste trabalho.

A todos que contribuiram de forma direta e indireta para concretizacao

de mais um sonho da minha vida.

MUITO OBRIGADA!



“E preciso que eu suporte duas ou trés larvas se quiser conhecer as
borboletas.”

Antoine Saint-Exupéry



RESUMO

Crescentia cujete, (Cuité) é uma arvore da familia Bignoniaceae, possui porte
médio (aprox. 12 metros), é nativa da América tropical e cresce
espontaneamente no México, em varios Paises da América Central. Assim
como diversas outras espécies de plantas que sédo usadas na medicina
popular, a mesma também tem despertado um grande interesse, como fonte de
novos compostos biologicamente ativos e, o que poderia fornecer efeito
promissor no desenvolvimento de novos farmacos. A dengue é caracterizada
como uma doenca infecciosa aguda, podendo assumir formas graves e letais, o
que vem a preocupar as autoridades sanitarias de todo o mundo, sendo
considerado um grave problema de saude publica. E transmitida pelos
culicideos do género Aedes aegypti, especificamente pela picada do mosquito
fémea infectada e sdo conhecidos atualmente quatro sorotipos,
antigenicamente distintos: DEN-1, DEN-2, DEN-3 e DEN-4. Diante disso, o
estudo se propde analisar a atividade larvicida de Crescentia cujete, contra
larvas do mosquito da dengue, o que mostra ser uma alternativa no controle
dessa praga, que é considerada um problema de saude publica. O processo de
extracdo de compostos presentes nas folhas, casca e fruto do Cuité foi
realizado empregando-se o método de hidrodestilagédo, utilizando-se aparelho
de Clevenger. A Cromatografia Gasosa Acoplada a Espectrometria de Massa
foi empregada para a analise quimica do 6leo fixo dos constituintes em estudo.
A folha apresentou como principais constituintes o Fitol (54,54%) e o Acido
9,12,15-octadecatriendico (13,79%). A casca teve como composto majoritario o
acido hexadecanoico (57,59%). No presente estudo, o cuité ndo apresentou
atividade larvicida com nenhum dos seus constituintes, o que ndo era de
esperar, ja que Crescentia cujete é conhecido por ter caracteristicas de
toxicidade e poderia ser uma alternativa ao combate as larvas. Devem ser
realizados estudos posteriores atribuidos a composicdo quimica do éleo de
Crescentia cujete e uma nova investigacdo da acao larvicida do fruto em
diferentes estagios de maturacgéao.

Palavras chaves: Plantas Medicinais, Dengue, larvas.



ABSTRACT

Crescentia cujete (Cuité) is a Bignoniaceae family tree has medium sized
(approx. 12 meters). It is a native of tropical America and grows wild in Mexico
in several Central American. Like many other species of plants that are used in
folk medicine, it has also aroused great interest as a source of new biologically
active compounds and the possible structures which could provide the
development of new drugs.Dengue is characterized as an acute infectious
disease, and may take severe and lethal forms, which is worrying the health
authorities around the world and is considered a serious public health problem.
It is transmitted by mosquitoes of the genus Aedes aegypti, specifically by the
bite of infected female mosquito and are currently known four serotypes,
antigenically distinct: DEN-1, DEN-2, DEN-3 and DEN-4. Therefore the study
aims to analyze the larvicidal activity of Crescentia cujete against dengue
mosquito larvae, which proves to be an alternative to control this pest, which is
considered a public health problem. The extraction process of the present
compounds in the leaves, bark and fruit Cuité was performed employing the
hydrodistillation method, using the Clevenger apparatus and gas
chromatography-mass spectrometry for the analysis of chemical constituents of
essential oil study. The sheet presented as the major constituent Phytol
(54.54%) and 9,12,15-octadecatrienoic acid (13.79%). The bark had as the
major compound hexadecanoic acid (57.59%). In the present study the Cuité
showed no larvicidal activity in any of its constituents, which was not expected,
since Crescentia cujete is known to have toxic characteristics of and could be
an alternative to combat the larvae. Further studies assigned to the essential oil
chemical composition of Crescentia cujete and a new research larvicidal action
of the fruit at different stages of maturity should be performed.

Key words: Medicinal plants, Dengue, larvae.
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1 INTRODUCAO

A dengue é uma doenca infecciosa aguda de curta duragdo podendo
assumir formas graves e letais, e vem preocupando as autoridades médico
sanitarias de todo o mundo. E transmitida pelos culicideos do género Aedes,
especificamente pela picada do mosquito fémea infectado. Essa espécie esta
amplamente distribuida nas regides tropicais e subtropicais. No Brasil sua
existéncia é conhecida desde o século XVII (HALSTED; KUNO; GLUBER.,
1997).

Atée o momento, ndo ha uma vacina efetiva para a dengue, nem
perspectiva de obtencdo, nem tratamento especifico no combate a este vetor,
portanto € ativa a busca de alternativas voltadas ao vetor, que solucione este
grave problema de saude publica, considerando que as plantas medicinais,
com sua vasta composicao quimica, pode ser uma alternativa, que esta sendo
bastante estudada na ultima década, principalmente, ao seu menor impacto a
saude humana e ao meio ambiente, além de representar um método de facil
obtencdo. Plantas com fins medicinais sao utilizadas ha anos no mundo, tendo
ampla utilizagdo na agricultura como pesticidas (ROEL, 2001).

Oleos essenciais obtidos de plantas tém sido considerados fontes em
potencial de substancias biologicamente ativas. Enfase tem sido dada as
propriedades antimicrobiana, antitumoral e inseticida de compostos volateis,
além de sua acdo sobre o sistema nervoso central (RODRIGUEZ;
REYNOLDS;KELSEY, 1984).

As plantas, como organismos que co-evoluem com insetos e outros
micro-organismos, sao fontes naturais de substancias inseticidas e
antimicrobianas, ja que as mesmas sao produzidas pelo vegetal em resposta a
um ataque patogénico. Tendo em vista que inimeras substancias acumulam-
se no vegetal para sua defesa contra micro-organismos, algumas delas sendo
denominadas de fitoalexinas (GRAYER; KOKUBUN, 2001).

O crescente estimulo as pesquisas, na busca de novos inseticidas, que
visam o uso de plantas como uma alternativa para o controle de mosquitos,
vetores de doencas, como a dengue, visto que sdo motivados pela quase
auséncia de toxicidade destes produtos naturais a animais e plantas, e pelo
fato deles serem biodegradaveis, o que evita a contaminagdo do meio
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ambiente. Em contraste, os inseticidas sintéticos, aos quais os insetos se
tornam cada vez mais resistentes (SANTIAGO et al., 2005), sado toxicos e
poluentes.

Diante disso, a arvore tropical americana Crescentia cujete, também
conhecida como cuité, tem sido uma importante fonte de medicina popular em
toda a América Central, América do Sul e norte (BASS, 2004), tendo seus
extratos, polpa, sementes, frutos, folhas e flores sendo utilizadas para o
tratamento de uma variedade de doencas (NIELSEN; SLAMET; WEGE, 2009).

Crescentia cujete L. é uma arvore de pequeno porte, medindo
aproximadamente 12 metros de altura, com frutas ovais e esféricas. Quando as
pessoas se referem a palavra "cabaca", elas estdo se referindo normalmente
ao fruto (HELTZEI; LESLIE; VIDRO,1993). Assim como diversas outras
espécies de plantas, que sdo usadas na medicina popular, a mesma também
tem despertado um grande interesse, como fonte de novos compostos
biologicamente ativos e, o que poderia fornecer possiveis estruturas no
desenvolvimento de novos farmacos (KELSEY.; REYNOLDS; RODRIGUEZ,
1984).

O Cuité tem sido cultivada amplamente em toda a regido neotropical,
desde a pré-histéria, porém sua distribuicdo original é desconhecida. E uma
pequena arvore com cauliflorous, polinizadas, com flores produzidas de forma
irregular ao longo do ano (GENTRY, 1973). O fruto atinge 20 a 25 cm de
didmetro, com uma fina casca dura na maturidade. Os frutos muito jovens, sao
suaves, tornam-se coriaceos, e finalmente, desenvolve um marrom claro ao
marrom-avermelhado escuro, endurecido na parede exterior. O fruto, quando
jovem é cozinhado e utilizado na alimentacdo, porém quando maduro de
carapaca dura, é considerado toxico (HETZEL, 1993).

Considerando sua toxicidade, (HETZEL, 1993), o fruto do Cuité e seus
demais constituintes podem ser visto como uma alternativa, frente a larvas do

mosquito da dengue.
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2. OBJETIVOS

2.1 Obijetivo geral

Determinar a atividade larvicida de Crescentia cujete frente ao Aedes
aegypti L. (Culicidae).

2.2 Objetivos especificos

v" Realizar a caracterizagao do 6leo extraido da folha, casca e fruto;

v Realizar os testes larvicidas com o extrato aquoso e hidrolato, no estagio
final (L4) do Aedes aegypti L.
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3. REFERENCIAL TEORICO

3.1 Plantas medicinais e Crescentia cujete

As plantas medicinais correspondem a mais antiga pratica empregada
pelo homem no tratamento de enfermidades de todos os tipos, ou seja, a
utilizacdo de plantas na prevencao e/ou na cura de doencas € um habito que
sempre existiu na histéria da humanidade (MORAES; SANTANA, 2001).

Segundo a Organizagdo Mundial de Saude (OMS) 65 a 80% da
populacdo mundial, ainda confiam nos produtos a base de plantas medicinais
no tratamento de suas doencas, ou utiliza a medicina tradicional (ou alternativa,
nao convencional, ndo ortodoxa ou medicina complementar) na atencao
primaria a saude (RAHMAN; SINGHAL, 2002).

A histéria do uso de plantas medicinais tem mostrado que elas fazem
parte da evolugdo humana. As antigas civilizacbes tém suas proprias
referéncias histéricas acerca das plantas medicinais e, muito antes de aparecer
qualquer forma de escrita, 0 homem ja utilizava as plantas sejam elas como
alimento ou como remédio. Nas suas experiéncias com ervas, tiveram
sucessos e fracassos, sendo que, muitas vezes, estas curavam e em outras
matavam ou produziam efeitos colaterais severos (DORTA, 1998).

Eram, e até hoje ainda sao, utilizadas pela populacdo como forma
alternativa ou complementar aos medicamentos sintéticos. As plantas
medicinais tém um importante papel na saude mundial, apesar dos grandes
avangos observados na medicina moderna, nas Uultimas décadas, elas
continuam sendo utilizadas e, estima-se que, cerca de 25% a 30% de todas as
drogas avaliadas como agentes terapéuticos sdo derivados de produtos
naturais (CALIXTO, 2005; VEIGA-JUNIOR; MELLO, 2008).

Tendo em vista o uso de plantas medicinais, a Crescentia cujete L.,
também é muito utilizada na medicina popular no Brasil e em varios outros
paises como, Venezuela, Guianas (BERMUDEZ; VELAZQUEZ, 2002) e
Trinidad, Tobago, principalmente para combater a hipertensdo, diabetes,
problemas urinarios (LANS, 2006), tosses e anemias (GUARIM NETO, 2006);
além de apresentar propriedade abortiva e antimicrobiana e (LORENZI;
MATQOS, 2008). Pode ser encontrada no Nordeste do Brasil, principalmente na
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Caatinga, onde o fruto é usado para a confeccao de utensilios domésticos
(LORENZI; MATOS, 2008). E utilizada em todo o mundo como uma fonte de
medicamentos como laxante, diurético e febrifugo, para feridas limpas, e para o
tratamento de dores de cabeca. Os extratos da planta tém sido encontrados,
sendo ativo contra bactérias Gram-positivas, mas nao significativamente contra
bactérias Gram negativas foram relatados (MURCH; SAXENA; ROMERO; LIU,
2004).

A casca é usada para diarreia e a decocgcao usada para limpar feridas.
As folhas trituradas sdo usadas como cataplasma para dores de cabeca. As
folhas também sdo usadas como diurético e para tratar hematomas e tumores.
A Decoccado da Fruta é usada para tratar desaranjo intestinal, dores de
estdmago, frio, bronquite, tosse, asma, e uretrite. As folhas sdo ainda utilizadas
para a hipertensdao (MORTON, 1968).

Em estudo feito por Santos et al. (2012a), a folha de Crescentia cujete L.
foi citada como medicinal, sendo usada para emagrecer e para dores de
coluna. Ja em estudo feito por Brito e Senna-Valle (2011), o fruto foi citado pela
populacao, para expulsar a placenta apos o parto e para tratamento de anemia,
ou ainda como ac¢ao hipoglicemiante (SANTOS et al., 2012b).

3.2 Origem e identificacao etnobotéanica

Crescentia cujete L. (figural) é popularmente conhecida como Cuité,
nativa da América Tropical e cresce espontaneamente no México, em varios
paises da América Central, do Sul e india Ocidental. (ASSIS et al., 2009). E
conhecida por uma variedade de nomes locais, como por exemplo, “Tapara” ou
“totuma” na Venezuela, “Jicara" em Cuba e Salvador, "cuia" no Brasil,
"calabacero" na Costa Rica, e "guira" na Coldmbia (SMITH; DOLLEAR, 1947).

E uma arvore da familia Bignoniaceae, possui porte médio (aprox. 12
metros). E uma planta comum, encontrada em parques e jardins, pelo exotismo
dos frutos, semelhantes a melancias (ASSIS et al., 2009). E descrito como uma
forma de arvore globular, com fruto elipsoidal, que apds a secagem torna-se
tdo duro como madeira. Suas folhas sdo simples, alternas, concentradas em
grupos no apice dos ramos, ligeiramente pilosas nas nervuras da parte abaxial,
medindo cerca de 20 cm de comprimento e 6 cm de largura. Suas flores sédo
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diclamideas, hermafroditas, simetria zigomorfa, campanuladas de coloragao
verde - amarelado, grandes e solitarias, dispostas ao longo dos ramos
principais apresentando caules, caracterizada por apresentar flores
quiropterdfilas, frutos grandes e resistentes utilizados para diversos fins como
artesanal e uso medicinal (AZEVEDO et al.,, 2010). Emitem forte odor que
serve de atracao para seus polinizadores. Seu fruto é globoso, com até 25 cm
de didmetro, com epicarpo verde, flexivel e, endocarpo lenhoso e resistente.

Figura 1: Arvore Crescentia cujete.

Fonte: Arquivos da autora.

A morfologia da flor de C. cujete é caracteristica para a maior eficiéncia
dos visitantes na transferéncia do pélen (ENDRESS, 1998). Embora a arvore
selvagem pareca crescer em grande profusdo, em todos os paises
supracitados, podem ser propagadas por estacas atingindo a idade de
frutificagdo em quatro anos e de sementes em seis anos. (SMITH; DOLLEAR,
1947). A variedade em formas e frutos multicoloridos, secos e muitas vezes
envernizado desta espécie, sdo familiares a todos, como decoracdes. Alguns
sao usados como casas de passaros, recipientes de comidas ou conchas. A
polpa, quando verde, é corrosiva e usada para o tratamento de doencgas
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respiratérias, e quando madura, é abortiva (SOUZA; LORENZI, 2005). Como
muitas outas espécies de plantas usadas em medicina tradicional, C. cujete
também tem atraido um interesse crescente como fonte de novos compostos
biologicamente ativos e, o que poderia fornecer possiveis vantagens no
desenvolvimento de novos produtos farmacéuticos (KANEKO et al., 1998).
Para isso, o crescimento de plantas para a produg¢do de medicamento a
partir de extratos de alta qualidade requer que as plantas sejam cultivadas em
um meio ambiente com consistente luz, nutricdo e temperatura assim como no
isolamento de abibtico e contaminante bidtico (MURCH et al., 2001; SAXENA,
2001). Até o momento, nao houve relatos de crescimento de C. cujete num
ambiente estéril, controlado para a producao de tecidos de alta qualidade para

analises bioquimicas e producao de medicamentos.

3.3 Fitoquimica

Em 2008, a Colémbia publica plantas medicinais para fins terapéuticos
aprovados pelo Instituto Nacional de Vigilancia de medicamentos e alimentos
(INVIMA), onde é permitido extrair polpa de frutas frescas da Crescentia cujete,
para producdo de xarope como adjuvante no tratamento de disturbios
respiratérios leves (INVIMA, 2008), pesquisa quimica na arvore Cuité, permitiu
a elucidacao estrutural de varias moléculas no fruto. A triagem fitoquimica
preliminar no fruto, geralmente mostra a presenca de alcaléides quaternarios,
lipofilicos e polifendis. Também contém &cido cianidrico, acido crescéntico,
acido clorogénico, acido citrico, acido tanico e acido tartarico. Outros estudos
indicam a presenca de lapachona, &acido gentisico, saponinas e 1,4-
naftoquinonas (o Uultimo com atividade citotéxica), que poderiam ser
considerados como recursos potenciais para o tratamento do cancer (KANEKO
et al., HELTZEl et al., 1997).

As sementes contém 20% de 6leo, dos quais cerca de 52% sao de
acido oleico, acido linoleico é de 17%, uma outra é 16% de acido palmitico e
acido estearico é de 10,6%; outros constituintes das sementes sao agucares,
acido crescéntico, beta-sitosterol, estigmasterol, glicosideos iridéides como
asperulosida e plumierida (KANEKO et al., 1997; HELTZEI; LESLIE, 1993). As
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folhas revelaram a presencga de fendis e leucoantocianinas, mas a auséncia de
alcal6ides foi observada. Os principais constituintes das folhas podem ser
derivados de apigenina e quercetina (AGARWAL; POPLI, 1992). Componentes
ativos medicinalmente de C. cujete incluem: fitoquinonas (HELTZEL et al.,
1993), iridéides, glicosideos iridoides (KANEKO et al., 1997), alquil glicosideos
e glicose p-hidroxi benzoiloxi (KANEKO et al., 1998).

Em estudos fitoquimicos realizados por Espitia- Baenea et al. (2011), os
resultados da analise fitoquimica preliminar realizada na amostra de frutos de
epicarpo C. cujete (Cuité) indicaram a presencga de flavondides, triterpenos e
esteroides. Grupos de metabdlitos secundarios, tais como alcal6ides,
glicosideos cardiacos, naftoquinonas, iriddides, antraquinonas, saponinas e
taninos ndo foram detectados no presente estudo; estes metabolitos sao
comuns em outros 6rgaos da arvore cuité e em outras espécies de plantas que
pertencem a familia Bignoniaceae. Isto ajuda a explicar a atividade toxicolégica
um pouco baixa que pode resultar da utilizacdo do epicarpo, em contraste com
outras partes da C. cujete.

Estudo quimico do fruto elucidou oito novos compostos constituintes,
juntamente com os quatro compostos conhecidos, acanthosis D, B-D-(+)
glucopyranosyl, benzoato, (R) -1-0-B-glucopiranosil-1,3-octanodiol. Também
produziu quatro novos compostos 11-nor-iridéides: 6-Op-hidroxibenzoil-10-
deoxyeucommiol, 6-O-benzoil-10-deoxyeucommiol, 6-O-benzoil-
dihydrocatalpolgenine (uma mistura de 3 e 4) com dois iridéides conhecidos,
ningpogenin e 6-Op-hydroxybenzoylaucubin (NGUESSAN KOFFI et al., 2009).
Ainda em estudos sobre o fruto foram elucidadas saponinas, flavondides,
cardenolidas, taninos, e fenol, bem como a presencga de cianeto de hidrogénio.
Os resultados também mostraram relativamente baixas concentracées médias
de metais pesados, mas altas concentragdes médias de manganés, ferro, zinco
e cobre. Os valores de gordura, proteina, nitrogénio, fibra bruta, teor de
umidade, sacarose, frutose, galactose e conteludo energético sdo bastante
elevados: 1,13, 8,35, 1,34, 4,28, 84,92, 59,86, 25,09, 18,24 e 88,69%,
respectivamente (MAHBUB et al., 2011).
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3.4 Toxicidade

As plantas toxicas possuem substancias que, por suas propriedades
naturais, fisicas, quimicas ou fisico-quimicas, alteram o conjunto funcional-
organico em vista de sua incompatibilidade vital, conduzindo o organismo vivo
a reacgdes biolégicas diversas. O grau de toxidade depende da dosagem e do
individuo, embora haja substancias téxicas que, em dosagens minimas, entram
na composicao de varios remédios (ALBUQUERQUE, 1980). Para Pinillos et al.
(2003), a cultura e a desinformacao da populacéo, além da quantidade ingerida
pelo acidentado sao fatores que dificultam o diagnéstico e o tratamento em
casos de envenenamento por plantas téxicas.

Em um estudo de Intoxicacbes por Plantas em Ruminantes e Equideos
no Sertdo Paraibano, um produtor informou que os frutos de Crescentia cujete,
mostraram-se serem toxicos para bovinos. O mesmo coletou algumas frutas
para a producédo de cuias, feitas com a casca do Cuité. Para isso raspou toda a
polpa da fruta, deixando s6 a casca, € a colocou numa éarea onde foi
consumida por um bovino. No dia seguinte pela manha o animal mostrou-se
apatico, com depressao e morreu pouco tempo depois. Outro produtor relatou a
ocorréncia de abortos em bovinos que ingerem os frutos da planta, que sao
extremamente palataveis. Na Fazenda havia vérios frutos mastigados e caidos
no local onde se encontrava o animal. Além disso, foi presenciado o animal
comendo a fruta espontaneamente. (ASSIS et.al., 2009)

Para comprovar a toxicidade da planta, a polpa da mesma foi
administrada a um caprino que pesava 8,9kg mediante sonda esofagica em
uma dose unica de 40mg/kg. O animal ndo apresentou nenhum sinal clinico de
intoxicacdo. Outra cabra, prenhe, pesando 32,7kg de peso vivo, com
aproximadamente 70 dias de gestacdo recebeu, diariamente, por via oral, 5g
da polpa por kg de peso corporal. O animal ingeriu esta dose durante 17 dias.
Apés este periodo a dose foi aumentada para 10g/kg, a qual foi administrada
durante 67 dias. O animal comegou a consumir a polpa da fruta naturalmente e
a mesma tinha melhor palatabilidade quando ficava madura com uma
coloragao escura. Apos estes 84 dias, o animal pariu um cabrito morto, antes
do parto, e outro vivo que nasceu debilitado e morreu antes de completar 24
horas. O experimento foi repetido com uma cabra com aproximadamente 130
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dias de gestacao, pesando 21kg, que ingeriu, diariamente, 20g/kg da polpa da
fruta. Ap6s 17 dias de administracdo da planta a cabra abortou. Os dois
cabritos mortos antes do nascimento ndo apresentaram macroscopicamente
nenhum sinal de viabilidade havia presenca de liquido sero-hemorragico nas
cavidades abdominal e toracica. Na histologia ndo se observaram alteragdes
significativas. O cabrito que morreu dentro de 24 horas apds o parto nao
apresentou lesées macroscépicas ou histologicas significantes (ASSIS et al.,
2009).

As cascas desses frutos sédo utilizadas na producdo de cuias e a polpa
na alimentagéo de bovinos e caprinos, levando a apatia, depressao e morte em
até 24 horas apds o consumo. Experimentalmente, o fruto é palatavel para 15
caprinos e causa abortos, natimortos e nascimento de animais debilitados,
porém nao sao observadas lesdes macroscopicas ou histolégicas nos fetos
(ASSIS et al., 2009).

3.5 Dengue

A dengue é uma doenca infecciosa aguda de curta duragdao podendo
assumir formas graves e letais, o que vem a preocupar as autoridades
sanitarias de todo o mundo, sendo considerado um grave problema de saude
publica. Dados da Organizacdo Mundial da Saude (2012) apontam que mais de
2,5 bilhdes de pessoas (mais de 40% da populacdo mundial), estdo propensas
a contrair dengue, sendo estimadas de 50 a 100 milhdes de infecgbes a cada
ano.

Segundo o boletim epidemioldégico da Secretaria de Estado da Saude
(SES), a Paraiba é o quarto estado do Nordeste com maior incidéncia de dengue.
O relatério revelou que o estado registrou mais de 6 mil notificagbes, que vai de
janeiro a 27 de abril de 2015, acarretando um aumento superior a 111% em
relacdo ao mesmo periodo no ano anterior, que foi de 2.862 casos notificados.
Segundo o boletim, a Paraiba possui 107 municipios em estado de alerta e 70 em
risco de epidemia (BRASIL, 2015).

E transmitida pelos culicideos do género Aedes, especificamente pela
picada do mosquito fémea infectado. O Aedes aegypti é o principal vetor de
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dengue no mundo, e esta distribuido pelas regides tropicais e subtropicais
(HALSTED et al., 1997). Outro vetor responsavel pela transmissédo da dengue é
o Aedes albopictus, que é presente no Brasil, porém ainda ndo é comprovada
sua participacdo na transmissdo, ainda que na Asia seja um importante vetor
(BRASIL, 2002).

Sao conhecidos atualmente quatro sorotipos, antigenicamente distintos:
DEN-1, DEN-2, DEN-3 e DEN-4. Clinicamente, as manifestacbes variam de
uma sindrome viral, inespecifica e benigna, até um quadro grave e fatal de
doenca hemorragica com choque. Sao fatores de risco para casos graves: a
cepa do sorotipo do virus infectante, o estado imunitario e genético do
paciente, a concomitancia com outras doencas e a infeccao prévia por outro
sorotipo viral da doenca (FIGUEIREDO; FONSECA, 1966; PINHEIRO;
TRAVASSOS-DA-ROSA, 1996).

A transmiss&o ocorre preferencialmente na zona urbana, ambiente no
qual se encontram todos os fatores fundamentais para sua ocorréncia: o
homem, virus, vetor e principalmente as condi¢des politicas, econdmicas e
culturais que formam a estrutura que permite o estabelecimento da cadeia de
transmissdo (HINO et al. 2010). O mosquito Aedes aegypti é originario da
Africa predominando nas florestas se alimentando de roedores e animais
selvagens. Com o aumento da concentragdo humana a espécie tornou-se
doméstica seguindo as migracées do homem. Atualmente é definido como um
mosquito doméstico, antropofilico e com atividade hematofagica diurna
(BRAGA; VALLE, 2007).

De 1923 a 1982, o Brasil ndo apresentou registro de casos de dengue
em seu territério. Porém, o Aedes aegypti havia sido re-introduzido no pais
desde 1976, a partir de Salvador, Bahia, e estava presente em muitos paises
vizinhos. Paises da América Central, México, Venezuela, Coldmbia, Suriname
e alguns outros do Caribe ja vinham apresentando a doenca desde os anos 70
(PEDRO, 1923; OSANAI et al., 1983).

Um dos fatores que contribuiu para o aumento da proliferagdo do
mosquito foi 0 aumento da producédo de veiculos automotores, visto que sao
criadouros preferenciais dos mosquitos vetores, por meio de um destino
inadequado de pneus usados, e para a disseminacdo passiva destes

transmissores, sob a forma de ovos ou larvas, em recipientes contendo agua,
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como vasos de flores, plantas aquaticas e outros (GUBLER, 1997). A
deterioracdo de infraestrutura de saude publica, devido a reducao dos recursos
financeiros e humanos em alguns paises, vem fazendo com que as autoridades
venham privilegiando algumas ag¢des emergenciais de combate as epidemias
da doencga, com enfoque nas medidas de prevengao.

O Mosquito também ¢é transmissor de outras doencas, como a febre
amarela, Chikungunya, que tem a capacidade de emergir, reemergir e
propagar-se rapidamente em novas areas, dessa forma, torna-se necessario a
implantacdo e o aprimoramento das agbes de vigilancia do virus no Brasil.
Segundo o Ministério da Saude, até o dia 4 de outubro de 2014, registrou 211
casos de Febre Chikungunya no Brasil, sendo 74 confirmados por critério
laboratorial e 137 por critério clinico-epidemiologico (BRASIL, 2014).

Sua etiologia e seu mecanismo de transmissao ja sdo bem conhecidos,
tendo um aspecto clinico muito amplo, variando de formas assintomaticas ou
oligosintomaticas até formas graves e letais, porém as causas mais graves
ainda nao estdo plenamente elucidadas, existindo algumas teorias
relacionadas a maior viruléncia da cepa de virus infectantes, como diferentes
sorotipos do agente etioldgico, e fatores individuais do hospedeiro.

Normalmente, a infeccdo do vetor com o virus ocorre através da
ingestao de sangue contendo particulas virais. E para este se infectar precisa
ingerir um namero elevado destas particulas e iniciar o periodo de incubacao
extrinseco (OLIVEIRA, 2005). Estando o virus no interior do vetor, este
encontrara algumas barreiras a infeccdo. A primeira a ser enfrentada é o
intestino médio. O virus atravessa o lumen do intestino médio e tem de
alcancar algumas partes do corpo do inseto, antes que o ambiente hostil do
limen o inative. Assim, superada esta barreira, o virus se multiplica e se replica
também em diversos érgaos. Este periodo extrinseco de incubagdo dura em
torno de 8 a 10 dias. O virus, portanto, infecta, finalmente, as glandulas
salivares e é eliminado através da saliva, sendo transmitido ao hospedeiro
vertebrado susceptivel durante novo repasto sanguineo. E é esta competéncia
vetorial que o torna apto a ser um vetor efetivo do patégeno durante toda a sua
vida (BOSIO et al., 2000; MELLOR, 2004; ACOSTA-BAS; GOMEZ-CORDERO,
2005).
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Apesar de muito pesquisada, ainda nado estd disponivel uma vacina
preventiva eficaz. Visto que, ndo se pode contar ainda com uma terapéutica
etiolégica e uma quimioprofilaxia efetiva. No momento, o Unico elo vulneravel
na cadeia de transmissdao do dengue a uma medida preventiva é o vetor
(TAUIL, 2002).

3.6 Aedes aegypti e seus estagios de vida

O mosquito A. aegypti apresenta desenvolvimento por metamorfose
completa (holometabolia) e o seu ciclo de vida é composto por quatro fases:
ovo, larva, pupa e individuo adulto (dimorfismo sexual). O ovo, a larva e a pupa
pertencem ao mesmo eco6topo, pois sdo as fases aquaticas do ciclo de vida do
mosquito (Figura 2).

Figura 2: Ciclo de vida do mosquito Aedes aegypti.
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Fonte: http://dengue.blogsbr.com/dengue/aedes-aegypti
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3.6.1 Ovo

Os ovos do mosquito transmissor sdo depositados em condi¢cdes
adequadas, ou seja, em lugares quentes e umidos, proximos a linha d’agua,
possuem alta resisténcia e os embrides que estao dentro dos ovos levam de 2
a 3 dias para se desenvolverem e eclodirem, se as condicdes de umidade
forem adequadas. Morfologicamente, os ovos de A. aegypti medem cerca de 1
mm de comprimento, sdo elipticos, alongados e fusiformes. No momento da
postura sao brancos, no entanto, adquirem coloracado enegrecida e tonalidade
brilhante apds algumas horas (FUNASA, 2001).

Os embrides podem morrer se, neste periodo, 0s ovos secarem, mas,
se durante um determinado periodo for Ihes assegurado um perfeito
desenvolvimento, os ovos do mosquito se tornam resistente a dissecacéo e,
assim, poderao sobreviver por periodos que vao de varios meses a um ano.
Isso representa uma grande barreira para a eliminagdo do mosquito (COSTA,
2001).

A oviposicdo € realizada nos mais diferentes substratos, desde as
paredes asperas, umedecidas e escurecidas dos recipientes, em condicoes
naturais, como também pode ser realizada diretamente na agua, dependendo
do tipo de recipiente, como o vidro, por exemplo, apesar de ndo ser comum
(FORATTINI, 2002). O numero de postura esta diretamente relacionado com a
quantidade de sangue ingerido, onde cerca de 3,5mg é quantia suficiente para
considerar o repasto como completo e ideal para o desenvolvimento ovariano.
Sob esse aspecto, uma fémea produz cerca de 120 ovos por postura. Estando
completamente amadurecido, o ovo resiste as situagdes adversas como
dessecacdo, baixa de temperatura, insolacdo, proporcionando a diapausa
dentro do ovo. Assim, este resiste meses ou anos no ambiente, s6 eclodindo
ao contanto com a agua (CONSOLI; LOURENGCO-DE-OLIVEIRA, 1994).

3.6.2 Larva

As larvas, morfologicamente, sdo alongadas, vermiformes,

esbranquicadas. O corpo é formado por cabeca, térax e abdome. A cabeca
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possui um par de antenas, olhos compostos e alguns ocelos e aparelho bucal
mastigador-raspador. O térax é globoso, mais largo que a cabeca com
segmentos fundidos e revestidos por cerdas. No oitavo e ultimo segmento
localiza-se o sifao respiratério (curto, grosso e escuro) (LOZOVEI, 2001).
Alimentam-se de particulas organicas presentes na agua, alguns tipos de algas
(AHMAD et al., 2001) e a filtracdo é a forma mais comum de alimentacao
(CONSOLI; LOURENCO-DE-OLIVEIRA, 1994).

Seu ciclo de vida compreende 4 estagios ou instares (L1-4). O primeiro
instar (L1) rompe o ovo através de um dente quitinoso, existente apenas nessa
fase larval. A durabilidade dessa fase depende de fatores, tais como
temperatura da agua, densidade populacional no criadouro e disponibilidade de
alimento. O quarto instar (L4), estando na sua fase final de desenvolvimento,
cessa a alimentacdo, em virtude da sua metamorfose ao préximo estagio de
vida, a pupa. O seu completo desenvolvimento leva em torno de 8 a 10 dias e €
influenciado pela temperatura, luminosidade, salinidade, poluentes organicos e
inorganicos, entre outros (CONSOLI; LOURENCO-DE-OLIVEIRA, 1994;
FORATTINI, 2002).

3.6.3 Pupa

A fase de transformacao da larva em mosquito adulto corresponde a
fase de pupa. Neste estagio ndo ocorre alimentacao, e possui duracao de dois
a trés dias (FUNASA, 2001). Este é o estagio de vida que representa a
transicao do individuo do meio aquéatico para o terrestre (FORATTINI, 2002).

3.6.4 Adulto

O estagio adulto do vetor representa a fase reprodutiva do inseto. As
fémeas se alimentam de sangue com maior frequéncia, sendo o repasto
essencial para fornecer proteinas ao desenvolvimento dos ovos (FUNASA,
2001). Na natureza o A. aegyptidura de 30 a 35 dias (FUNASA, 2001).

O mosquito Aedes aegypti mede menos de um centimetro, possui uma
aparéncia inofensiva, apresenta cor preta com listras brancas no corpo € nas

pernas. Sua picada nao déi e nem cocga. O Aedes aegypti adulto vive em média
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45 dias, costuma picar nas primeiras horas da manha e nas ultimas da tarde.
Estudos da FIOCRUZ comprovaram que a fémea voa até mil metros de
distancia de seus ovos (BRASIL, 2011b).

A fémea, ao ingerir o sangue do hospedeiro infectado, ela ingeri junto, o
micro-organismo que produz a doenca. Além disso, as fémeas realizam a
hematofagia, pois é pela alimentagdo sanguinea que o inseto obtém os
aminoacidos que serdo utilizados na maturacdo dos ovos (CONSOLI;
LOURENCO-DE-OLIVEIRA 1998, FORATTINI 2002, KLOWDEN; BRIEGEL
1994).

Em condicbes ambientais favoraveis, ap6s a eclosdo do ovo, o
desenvolvimento do mosquito até a forma adulta pode levar um periodo de 10
dias. Por isso, a eliminagdo de criadouros deve ser realizada pelo menos uma
vez por semana: assim, o ciclo de vida do mosquito sera interrompido
(OSWALDO CRUZ, 2015).

Costa (2001), afirma que, 24 horas depois de emergir, 0 mosquito pode
acasalar, tanto a fémea quanto o macho. O periodo de transmissao da dengue
ocorre em dois ciclos: primeiro o ciclo intrinseco no homem, e o extrinseco no
vetor. No homem este periodo comeca um dia antes do aparecimento dos
primeiros sintomas e vai até o sexto dia da doenca. Este € o periodo de
viremia, ou seja, o0 virus esta presente no sangue e no mosquito, e, depois de
infectado, transmitira para o homem no periodo de 6 a 8 semanas.

Segundo Martins e Castifieiras (2002), o Aedes aegypti prolifera-se
dentro ou nas proximidades das casas, apartamentos, hotéis, ou em qualquer
local com agua limpa. Apesar disso, alguns estudos apontam focos do

mosquito em agua suja também.

Estudo feito por Mata et al. 2005:

Em um terreno baldio, colheu-se um vasilhame de plastico, que
tinha no seu interior centenas de ovos Aedes aegypti com agua
turva e com odor fétido e um aspecto poluido. Nessa colecao
de agua encontram-se centenas de larvas, em todos os
estagios. No laboratério, os ovos foram transferidos para tubos
de polietileno, com agua proveniente do campo e igual
procedimento com agua do sistema de abastecimento. Em
ambos o0s casos houve desenvolvimento completo do Aedes

aegypti.
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Levando a crer que além de uma adaptacdo ao ambiente urbano, o mosquito
da dengue pode estar se adaptando a novos ambientes, que antes ndo eram
favoraveis a sua proliferacdo. Isto aumenta cada vez mais o risco de epidemias
de dengue em locais que antes eram considerados como zonas livres de
dengue. (SILVA; MARIANO; SCOPEL, 2008).

3.7 Atividade larvicida das plantas

Os métodos de combate a disseminacdo da Dengue no Brasil tiveram
inicio ap6s a epidemia ocorrida no Rio de Janeiro em 1986. As agbes foram
organizadas pelo Ministério da Saude, pelas Secretarias Estaduais de Saude e
por municipios de regides acometidas pela doenca. No ano de 1997, teve
inicio o Plano Diretor de Erradicacdo do A. aegypti no Brasil (PEAa) seguido
pelo Plano de Intensificagcdo das Agbes de Controle a Dengue (PIACD)
desenvolvido pelo Ministério da Saude (BRASIL, 2011a). O programa foi efetivo
ao propor a necessidade de atuacdo multissetorial e prever um modelo
descentralizado de combate a doenca, com a participacdo das trés esferas de
governo, Federal, Estadual e Municipal (BRASIL, 2011a).

Os programas de controle do A. aegypti possuem trés formas de
utilizacdo do controle quimico, a aplicacdo de inseticida diretamente nos
depositos (tratamento focal com Temephos) contendo as formas imaturas do
vetor; a borrifacdo de inseticida de acao residual (tratamento perifocal com
Cipermetrina) nos depdésitos a fim de atingir a forma adulta do vetor, e a
aplicacdo espacial de inseticida a ultra baixo volume (UBV), indicado para
situacoes restritas de epidemias, promovendo a rapida reducao do vetor adulto
(FUNASA, 2001).

A partir da década de 70, varias substancias foram utilizadas como
inseticida na tentativa de controlar esse vetor, tais como o arsénico, o mercurio,
o Enxofre, os organoclorados e organofosforados, e ainda o piretréide,
substancia mais usada pelos 6rgdos de saude publica para combate aos
vetores de doengas. Porém, com o uso indiscriminado desses agentes, muitos
culicideos, incluindo o Aedes aegypti, passaram a desenvolver resisténcia
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frente a seus compostos, fendmeno relatado em alguns paises, como Cuba,
Venezuela e Brasil (BRAGA; VALLE; 2007; PINTO; FERNANDEZ, 2009).

O surgimento de populagdes desses mosquitos resistentes revela a
necessidade de mudancas nas acdes de controle e manejo destes produtos e,
nesse contexto, diversas espécies de plantas com potencial inseticida,
poderiam vir a contribuir de maneira significativa para o controle do A. aegypti,
conforme ressaltado por Garcez et al. (2013). Contudo, ndo basta apresentar
toxicidade sobre o A. aegypti, tais inseticidas deverdo apresentar baixa
toxidade para os mamiferos, serem seletivos, além de biodegradaveis,
reduzindo, dessa forma, o impacto sobre a biodiversidade.

Uma alternativa de controle ao mosquito que esta sendo muito
investigada nos ultimos anos, além de inseticidas biolégicos e reguladores de
crescimento, € o uso de compostos semi-quimicos provenientes de extratos
naturais e de 6leos essenciais de plantas (TRUMBLE, 2002). Estes compostos,
uma vez extraidos e identificados por tecnologias apropriadas (LOGAN;
BIRKETT, 2007), séo testados em condi¢des laboratoriais em formas adultas e
larvais dos mosquitos transmissores de doencas, nomeadamente A. aegypti, e
0os resultados encontrados sao verdadeiras “armas” com propriedades
antimicrobianas (fungicidas, bactericidas e antileishmanial), larvicidas, atuando
também como atrativos ou repelentes destes insetos (ANSARI; MITTAL;
RAZDAN;SREEHARI, 2005; KAMARAJ et al., 2008; COSTA et al., 2009).

O uso de plantas medicinais, para o combate ao vetor, € uma alternativa
bastante estudada na ultima década, devido principalmente, ao seu menor
impacto a saude humana e ao meio ambiente, além de representar um método
de facil obtencdo (ROEL, 2001). No entanto, com o surgimento dos inseticidas
organossintéticos que se mostravam mais eficientes e baratos, os compostos
de origem vegetal praticamente deixaram de ser utilizados (VENDRAMIM,;
CASTIGLIONI, 2000). Sabe-se que as plantas, como organismos que co-
evoluiram com insetos e outros microrganismos, sao fontes naturais de
substancias inseticidas e estas por sua vez, sdo produzidas pelo vegetal em
resposta a um ataque patogénico (SIMAS et al., 2004).

Os 6bleos essenciais sdo misturas complexas de compostos organicos

volateis, como terpenos e fenilpropandides produzidos através do metabolismo
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secundario das plantas (GUENTHER, 1972; SIMOES; SPITZER 1999,
BAKKALI et al., 2008). Apresentam-se na forma liquida, sdo altamente volateis,
soluveis em solventes organicos, geralmente de coloracdo amarelada ou
incolor e de sabor acido e picante. Sao produzidos nas raizes, caules, folhas,
flores, frutos e sementes de diversas plantas. Podem ser extraidos por
diferentes métodos, tais como: enfleurage, arraste por vapor d’agua, extracao
com solventes volateis, prensagem a frio e CO, supercritico (SIMOES;
SPITZER 1999).

Na literatura ha registros de diversos 6leos de origem vegetal que
apresentam atividade inseticida sobre o A. aegypti, como por exemplo, os 6leos
essenciais de Ageratum conyzoides L. (mentrasto), Cymbopogon citratus Stapf
(capim-limao), Ocimum gratissimum L. (alfavaca), O. basilicum purpurascens
Benth (manjericado roxo), O. tenuiflorum L. (manjericao 22 pequeno),
Cymbopogon winterianus Jowitt (citronela), Tagetes minuta L. (cravo-de-
defunto), Vanillosmopsis arborea Baker (candeeiro) e Citrus limon L. (lim&o)
(FURTADO et al., 2005). Destaca-se ainda os 6leos de Anacardium humile
(cajui) (PORTO et al., 2008), Lippia sidoides e Lippia sidoides Chamisso
(alecrim pimenta), Syzygium aromaticum (cravo- da-india) e Hyptis martiusii
(cidreira-do-mato) (COSTA et al., 2005).

Tendo em vista a grande diversidade de vegetais existentes no Brasil, de
um total estimado entre 350 e 550 mil espécies (SANDES; BLASI, 2000),
estudos a partir de extratos vegetais surgem com a expectativa de se
encontrarem substancias com propriedades inseticidas e simultaneamente
seletivas para serem usadas em futuras formulagdes de um produto comercial.
Diversos estudos comprovam a atividade de extratos vegetais contra diferentes
espécies de mosquitos (DAHARAM SHAKTU; MENON 1983, CONSOLI et
al., 1989, GUIMARAES et al., 2001) incluindo A. aegypti (ANGERILLI, 1980,
SILVA et al., 2004).
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4. METODOLOGIA

4.1 Coleta da planta

As amostras da planta Crescentia cujete foram coletadas no municipio
de Cuité-PB, situado na regidao centro-norte do Estado da Paraiba, Meso-
Regido Agreste Paraibano e Micro-Regido Curimatad Ocidental, com area de
741,840km?2, e populagédo de 19.978 habitantes (IBGE, 2010). O Local exato da
coleta foi na Universidade Federal de Campina Grande, Centro de Educacgéao e
Saude, campus de Cuité-PB. A exsicata foi depositada no herbario da
Universidade Federal de Campina Grande, Centro de Educacdo e Saude,
campus de Cuité-PB.

O presente trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Bioensaio e
Laboratério de Cromatografia, ambos do Departamento de Quimica
Fundamental da Universidade Federal do Pernambuco (UFPE).

4.2 Extracao

O processo de extragdo dos compostos presentes nas folhas, casca
(retirada do caule) e fruto (estdgio intermediario de maturacdo) do Cuité,
respectivamente, foi realizado empregando-se o método de hidrodestilacéao,
utilizando-se aparelho de Clevenger adaptado. Neste método, o material foi
previamente pesado, buscando uma massa média de 500 g, triturado com
500ml de agua destilada, por aproximadamente 2 minutos. A seguir, a amostra
foi transferida a um baldo volumétrico de 5L e adicionada agua destilada até
perfazer um volume de, aproximadamente, 2,5L. O baldo foi colocado numa
manta de aquecimento e conectado a uma vidraria de Clevenger modificada e
um condensador. A manta foi aquecida até atingir a temperatura de 160-170
°C. A manta foi entdo coberta com papel aluminio para facilitar a manutencgéao
da temperatura. Cada processo de hidrodestilacdo foi acompanhado por um
periodo maximo de 3 horas, coletando-se o 6leo em seguida e tratando-o com
sulfato de sédio anidro para remocao da agua remanescente. Ao final, os 6leos

essenciais foram entdo coletados com uma pipeta e armazenados em
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eppendorf protegidos da luz com papel aluminio e colocados rapidamente no
freezer a temperatura aproximada de -4 °C. Em seguida, o extrato aquoso foi
retirado do baldo volumétrico e acondicionado em um frasco de vidro na

geladeira a 5 °C.

4.3 Bioensaio larvicida

Para proceder aos testes larvicidas do extrato e hidrolato obtidos a partir da
extracdo, preparou-se solugcbes das amostras em 10%, 50% e 100%,
respectivamente, fazendo uso de agua destilada como solvente.

Vinte larvas no quarto estagio final (L4) foram introduzidas em 20mL de
cada solugdo em copos de poliestireno, descartaveis, com capacidade para
50mL. Posteriormente, as larvas foram mantidas e examinadas por 24 e 48
horas nas solugdes. Por fim, contou-se o numero de larvas mortas e vivas
nesses intervalos de tempo. Um controle contendo apenas agua destilada foi
realizado.

Considerou-se que as larvas estavam mortas quando estas ndo responderam a
estimulos ou quando ndo mantiveram a oscilacdo de descida e subida até a

superficie da solugao.

4.4 Analise quimica do 6leo

A composicao quimica das amostras de dleo obtidas das extragdes foi
elucidada por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa
(GC/EM), em um sistema quadrupolo Agilent 5975C Series CG-EM (Agilent
Technologies, Palo Alto, EUA), equipado com uma coluna apolar DB-5 (Agilent
J&W; 60 m x 0.25 mm d.i., 0.25 pym espessura da pelicula). Os experimentos
foram realizados no laboratério de cromatografia do Departamento de Quimica
Fundamental (DQF) da UFPE.

Inicialmente, foi injetado 1uL em split (1:20) da amostra de 6leo extraido
da planta, com concentracdo na faixa de 1000 a 2000 ppm. Posteriormente,
injetou-se 1uL em split (1:20) da mistura de padrées de hidrocarbonetos: C9-
C34. E finalmente, injetou-se a mistura de uma amostra do 6leo extraido e a
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mistura de padrdes de hidrocarbonetos, 1uL (0.2uL de alcanos e 0.8uL de 6leo)
em splitless. A temperatura do CG-EM foi mantida em 60 °C por 3 min, depois
foi aumentada de 2.5 °C min-1 até 240 °C sendo entdo mantida por 10 min.
Manteve-se o fluxo de hélio a pressao constante de 100 kPa. A interface do EM
foi definida em 200 °C e os espectros de massa registrados em 70eV (em
modo El) com uma velocidade de escaneamento de 0.5 scan-s de m/z 20-350.

A partir da analise dos tempos de retencéo dos compostos nas amostras
de 6leo extraido, dos padrées de hidrocarboneto e a combinacao do éleo com
a mistura de padrdées, foi calculado o indice de retencao para cada componente
do 6leo, segundo a equacéao de Kratz (ADAMS, 2009).

IR=100.1. (trx-trhA)+ 100 . N

(trhD - trhA)
Onde:

IR: indice de Retencéo de Kratz.

i: Diferenca do numero de carbonos do hidrocarboneto que elui depois da
amostra com o hidrocarboneto que elui antes.

trx: Tempo de Retencdo do composto

trhA: Tempo de Retencéo do hidrocarboneto que elui antes da amostra.

trhD: Tempo de Retencéo do hidrocarboneto que elui depois da amostra.

N: Numero de carbonos do hidrocarboneto que elui antes da amostra.

Os indices de retencdo e os espectros de massa de cada um dos
compostos foram comparados com os da biblioteca (GC/EM) e com os
descritos por Adams (2009), identificando-se assim 0s principais componentes
presentes nas amostras de 6leo extraido, de cada um dos componentes da
planta estudados, respectivamente.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Analise quimica do d6leo extraido

As analises realizadas com amostra do 6leo extraido da folha de
Crescentia cujete, através da cromatografia gasosa acoplada a espectrometria
de massa, apresentou alguns compostos, dos quais totalizou 79,57% da

composicao total da referida amostra, representados na Figura 3.

Figura 3. Cromatograma do 6leo das folhas, obtido por CG-EM.
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Os compostos identificados na figura 3 estao listados na Tabela 1 de
acordo com a ordem de eluicao, bem como seus respectivos tempos e indices
de retencao e a percentagem que cada composto representa da massa total da

amostra.
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Tabela 1. Identificagdo dos constituintes presente no éleo da folha do cuité.

Indices de retencao

Area
(% do total de dleo)

N2 Composto® Calculado® Literatura

1 6,10,14-trimethyl-2-Pentadecanone 1846 1846° 0,71
2 Hexadecanoic acid 1967 1970° 13,79
3 CNI 1984 - 0,68
4  Manool oxide<13-epi-> 2017 2010° 0,78
5 Phytol 2114 2112’ 54,54
6  9,12,15-Octadecatrienoic acid, (Z,Z,Z) 2140 2143° 4,05
7 4,8,12,16-Tetramethylheptadecan-4- 2350 2364" 5,02

olide

Constituintes listados em ordem de eluigdo numa coluna apolar DB-5; ® indices de retencao
calculados através dos tempos de retengédo em relagéo aos da série de n-alcanos (Cg-Csp), em
uma coluna DB-5; ° Referéncia: Yayli, 2005; 4 Referéncia: Silva, 1999. ° Referéncia: Adams,
2009;f Referéncia: Tellez, 2002; ° Referéncia: Asuming, 2005. " Referéncia: Andriamaharavo,
2014.

Os principais constituintes foram o fitol (54,54%) e o acido
hexadecandico (13,79%).

O fitol,
pertencente ao grupo dos alcodis aciclicos insaturados de cadeia longa
(C20H400) e ramificada (McGINTY; LETIZIA; API, 2010). E um constituinte da

molécula da clorofila, e uma vez que todos os organismos fotossintéticos

(3,7,11,15-tetrametilnexadec-2-en-1-ol), €é um diterpeno

possuem clorofila, o fitol (Figura 4) esta presente abundantemente na Natureza
(BRINK, WANDERS, 2006).

No estudo de Leite (2010) foi visto que o fitol, um ativador de NADPH
oxidase, o qual promoveu efeitos anti-inflamatérios e antinociceptivos. Também
demonstra efeitos sedativos e ansioliticos através da interagdo com o receptor
de GABAA, e tem sido explorado como um agente anti-Schistosoma (MORAES
et al.,, 2014), o que abre portas para futuros estudos com as folhas da
Crescentia cujete, visto que o seu principal constituinte foi o fitol.



Figura 4: Estrutura quimica fitol. Fonte: Santos, 2011

OH

Fonte: Santos, 2011
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A Andlise cromatografica realizada com amostra de 6leo extraido da

casca do caule da Crescentia -cujete,

revelou a presenca de acido

hexadecanoico (57,59%), acido 9-Octadecendico (Z) (33,54%) e fitol (1,10%),

totalizando 99,23% da amostra em massa do 6leo fixo. Conforme mostrado na

Figura 5.

Figura 5. Cromatograma do éleo da casca, obtido por CG-EM.
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Os compostos identificados na figura 5 estao listados na Tabela 2 de

acordo com a ordem de eluicao, bem como seus respectivos tempos e indices

de retengao e a percentagem que cada composto representa da massa total do

6leo.
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Tabela 2. Identificacdo dos constituintes presente no éleo da casca do cuité.

Indices de retencao Area
(% do total de
oleo)
N¢ Composto® Calculado® Literatura
1  Hexadecanoic acid 1968 1970° 57,59
2  Phytol 2115 2112¢ 1,10
3 9-Octadecenoic acid (Z) 2143 2140° 33,54

& Constituintes listados em ordem de eluicdo numa coluna apolar DB-5; ® indices de retencéo
calculados através dos tempos de retengao em relagdo aos da série de n-alcanos (Cg-Cs), em
uma coluna DB-5; ¢ Referéncia: Silva, 1999.; ° Referéncia: Tellez, 2002; ¢ Referéncia:
Asuming, 2005.

O acido hexadecandico, C1gH320,, (figura 6), conhecido comercialmente
por acido palmitico, € um &cido graxo comum encontrado em animais e
plantas. E o maior constituinte do 6leo da casca do cuité, atingindo
concentracdes de 57% a 59%.

Em estudos com a Jacaranda caroba (Caroba do campo) (OLIVEIRA,
2013) e Tynanthus micranthus (REICHERT et al., 2014) também foram
encontrados percentuais de acido hexadecandico na andlise fitoquimica,

mostrando a prevaléncia desse acido nas espécies da familia Bignoniaceae.

Figura 6: Estrutura quimica do acido hexadecanoico.

O
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Fonte: Google imagens, [20147]

O ensaio de hidrodestilacdo realizado com o fruto da planta nao
apresentou 6leo como produto.
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5.2 Bioensaio larvicida

Os testes de bioensaio contra as larvas do Aedes aegypti néo
apresentaram resultados positivos, visto que o extrato aquoso e hidrolato das
amostras do cuité ndo foram capazes de matar as larvas no estégio final (L4),
por nenhum dos seus constituintes (casca, folha e fruto) em estudo e
concentracdes testadas. O que corrobora com o estudo de Espitia-Baena, et
al. (2011), no qual por investigacdo da atividade larvicida dos constituintes
quimicos presentes no epicarpo de C. cujete contra larvas dos Aedes aegypti
L., observou-se que ndo foram produzidos efeitos téxicos em larvas de Aedes
aegypti em estagio lll.

Os resultados obtidos no bioensaio do nosso estudo nao foi 0 esperado,
ja que o fruto de Crescentia cujete é conhecido por ter caracteristicas de
toxicidade e poderia ser uma alternativa ao combate as larvas e segundo
Rahmatullah et al. (2010), € notavel nas espécies da familia Bignoniaceae
também apresentarem atividade larvicida. Tal fato pode ser devido a um
impedimento, seja pela diminuicdo ou pela anulagdo desse efeito causado por

interagées entre 0s seus compostos.
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6. CONCLUSAO

Neste estudo os testes larvicidas realizados com o extrato e hidrolato
dos constituintes do cuité elucidaram que os constituintes dessas amostras nao
foram capazes de reduzir significativamente as larvas de Aedes aegypti em
nenhuma das concentracdes testadas. Tendo em vista que existe um aumento
de populagdes resistentes de A. aegypti a inseticidas, se faz necessario no
controle de mosquitos encontrarem candidatos que substituam os pesticidas
quimicos por outros produtos que tenham efetividade inseticida comprovada e
também que sejam ambientalmente seguros.

Na Analise cromatografica feita com o 6leo da folha, os principais
constituintes foram o fitol (54,54%) e o acido hexadecandico (13,79%), que
provavelmente sdo os responsaveis pelas atividades biol6gicas apresentadas
pela folha. Na casca, foram elucidados sete compostos majoritarios, dos quais,
o acido hexadecandico (57,59%) e acido 9-Octadecendico (Z) (33,54%). A
extracao realizada com amostras do fruto ndo apresentou 6leo como produto.

Estudos posteriores atribuidos a composicdo quimica do 6éleo dos
constituintes de Crescentia cujete serao altamente necessarios para aprofundar
os estudos em suas atividades biolégicas. Sugere-se uma nova investigacao
da acao larvicida do fruto em diferentes estagios de maturacdo, visto que a
concentracdo de compostos bioativos e a toxicidade apresentada no fruto
devem se apresentar de forma distinta, o que pode resultar em uma acéo

larvicida efetiva.
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