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RESUMO

A dengue é uma endemia disseminada pelo Aedes aegypti Linnaeus que além de ter provocado
grandes epidemias nos Gltimos anos no Brasil, ainda ndo possui uma vacina efetiva. A larva deste
mosquito demonstra grande resisténcia aos larvicidas quimicos comumente usados nas acdes de
controle do vetor e, portanto, algumas plantas ictiotoxicas sdo alvos de estudos para descoberta de
substancias promissoras presentes em extratos vegetais que possam ser aproveitados ou até
transformados em inseticidas naturais. Este trabalho iniciou-se com o estudo etnobioldgico
conduzido no municipio de Maragogipe, utilizando entrevistas abertas e semi-estruturadas com o0s
moradores locais com o objetivo de coletar informagBes em niveis socioculturais distintos,
enfocando qual planta € comumente utilizada como ictiotoxica e com possivel efeito larvicida. Das
plantas identificadas como ictiotoxicas, a mais citada pela comunidade visitada foi a espécie
Phyllanthus acuminatus Vahl. O extrato bruto do caule e da folha desta planta, assim como suas
diferentes concentracdes, foram testados em larvas do mosquito A. aegypti verificando a taxa de
mortalidade em 24 e 48 horas em condicGes de laboratério com temperatura de 25°C em camara
B.O.D. a fim de avaliar a sua acdo como agente bioinseticida. Embora ndo tenha sido padronizada
uma dosagem adequada de um larvicida natural a partir de extratos da planta testada, verificou-se
que em maiores concentracOes é possivel obter o efeito desejado contribuindo para 0 rompimento
no ciclo de desenvolvimento do vetor da dengue e colaborando para a diminuicdo no uso
indiscriminado de larvicidas sintéticos que apresentam alto poder de toxidade.

Palavras-chave: Larvicida. Phyllanthus acuminatus. Aedes aegypti



ABSTRACT

Dengue is an endemic disease caused by Aedes aegypti Linnaeus that besides have caused major
epidemics in recent years in Brazil, does not have an effective vaccine. The larvae of these
mosquitoes demonstrates high resistance to chemical larvicides commonly used in vector control
activities and therefore some plants ictiotoxicas studies are targets for discovery of promising
substances present in plant extracts that can be leveraged or even transformed into natural
insecticides. This work began with an ethnobiological study conducted in the municipality of
Maragogipe by using open and semi-structured interviews with local residents in order to collect
information in different sociocultural levels, focusing on which plant is commonly used as
ichthyotoxic, and then with possible larvicidal effect. Outo of the ichthyotoxic plants recorded, the
species most cited was Phyllanthus acuminatus Vahl. The crude extract of the leaf and stem of this
plant, as well as their different concentrations were tested in larvae of the mosquito A. aegypti
checking the mortality rate at 24 and 48 hours at laboratory conditions to 25°C in a growth chamber
to assess its action as biopesticide agent. Although not standardized a suitable dosage of a larvicide
from natural plant extracts tested, it was found that in higher concentrations it is possible to achieve
the desired effect contributing to breaking the cycle of development of dengue vector and
contributing to the reduction the indiscriminate use of synthetic larvicides that have high power
toxicity.

Keywords: Larvicidal. Phyllanthus acuminatus. Aedes aegypti.
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1 INTRODUCAO

Mosquitos atuam como vetores de diversas doencas, causando sérios problemas a satde do
homem e, em alguns casos, levando ao desenvolvimento de epidemias de dificil controle. O uso
continuo e indiscriminado de inseticidas quimicos no combate a mosquitos causadores em potencial
de certas doencas infecciosas tem provocado danos a satde do homem e ao meio ambiente, além de

promover a selecdo de resisténcia aos inseticidas comerciais (SANTIAGO et al., 2005).

Nos Ultimos anos, a resisténcia do Aedes aegypti (Linnaeus, 1762), mosquito vetor da
dengue, frente aos inseticidas comumente utilizados nos programas de combate da populacédo vem
impondo barreiras ao controle dessa espécie de interesse médico-sanitario. Resultado do uso
indiscriminado de larvicidas, o fenémeno pode derivar diretamente de novas mutacbes. A

resisténcia, portanto, € sempre relacionada a uma alteragdo no gendétipo do organismo.

A. aegypti atua como vetor da febre amarela na América Central, na América do Sul e no
Oeste da Africa, e como vetor da dengue, que é endémica no Sudoeste da Asia, ilhas do Pacifico e
Américas (CICCIA; COUSIO; MONGELLI, 2000). Atualmente, € 0 mosquito que apresenta a
maior dispersdo em areas urbanas no mundo. A importancia médica dessa espécie estd na sua
capacidade vetorial dos quatro sorotipos do virus da dengue e do virus amarilico. As altas
densidades estdo relacionadas ao comportamento sinantropico e ao habito antropofilico dessa
espécie (SILVA et al., 2004). A perspectiva de controle desse vetor, na atualidade, esbarra na sua
grande capacidade adaptativa a condi¢Ges adversas, como o desenvolvimento em aguas poluidas
(SILVA; SILVA, 1999b) e a quiescéncia dos ovos em ambientes inospitos (SILVA et al., 1999a).

A eliminacdo do vetor através de produtos sintéticos tem causado efeitos indesejaveis dos
inseticidas utilizados nos programas de controle, como a permanéncia por longos periodos de tempo
no meio ambiente, afetando os ecossistemas (SILVA et al., 2004). Essa situacdo estimula a pesquisa
de produtos naturais, sendo que alguns estudos apontam compostos de origem boténica com

atividade larvicida e potencial para uso no controle de vetores.

Metabolitos secundarios produzidos por algumas plantas apresentam atividade inibitdria de

crescimento de insetos (CHARIANDY et al., 1999), enquanto outros agem como repelente
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(MOHAN; FIELDS, 2002). Diante do aumento de casos de dengue no pais, bem como a dificuldade
no controle de seu agente etiolégico em areas urbanas e rurais com inseticidas quimicos
industrializados, o uso de bioativos oriundos da flora nativa tem sido apontado como uma possivel
solucdo para o problema. Desse modo, esforcos tém sido realizados visando a prospeccao, ao
isolamento e a caracterizacao de principios ativos Uteis ao desenvolvimento de novos venenos e que

podem atender aos requisitos de eficacia, seletividade e biodegradabilidade (ISMAN, 2006).

A megadiversidade brasileira, resultado das adapta¢des dos organismos as amplas variages
nas condi¢des climaticas do pais, representa uma reserva potencial de novos fitoquimicos bioativos.
No fitocomplexo de nossas plantas medicinais estdo presentes centenas de substancias, fruto das
interacOes entre o vegetal e os fatores bidticos e abiodticos externos, tais como: a disponibilidade
hidrica, as condices climaticas, a presenca de microbiota associada ao solo ou ao proprio vegetal e
as interacdes inter e intraespecificas com outras espécies presentes no ambiente (VARNA et al.,
2008).

Considerando esse cenario, pesquisas voltadas a este objetivo podem contribuir
significativamente no desenvolvimento do campo da saude em nivel regional, nacional e mundial,
sendo possivel encontrar substancias mais eficazes e menos toxicas que as ja existentes, na
prevencdo e tratamento contra as diversas doencas existentes no mundo atual (BARBOSA-FILHO
etal., 2007; SAUDE-GUIMARAES: FARIA, 2007; TREVISAN, 2010).

O estudo etnoboténico de algumas plantas comumente é realizado por pesquisadores em
busca de novas drogas (ELIZABETSKY, 2003), de forma que seus compostos quimicos sirvam no
controle de pragas e vetores de doencas. Segundo Amorozo (1996), etnobotanica é a ciéncia que se
ocupa do estudo do conhecimento e das conceituacdes desenvolvidas pelas sociedades a respeito
dos vegetais, incluindo o uso que se d& a eles. Caracteriza-se como uma ciéncia altamente
interdisciplinar, porque envolve ndo s6 a botanica, como também a fitoquimica, a farmacologia, a

medicina, a antropologia, entre outras (FONTE, 2004).

Comunidades tradicionais utilizam as plantas para variadas funcGes, dentre elas a cura de
doencas, como repelente, na alimentacdo e nas atividades de pesca. Informacdes sobre o uso de
plantas toxicas que podem facilitar a atividade pesqueira estdo presentes em populacdes indigenas.
As espécies conhecidas como timbo6 (plantas ictiotoxicas) sdo utilizadas ha varias décadas pelos
indios da Amazonia nas pescarias e para o controle de insetos-praga (HIEN et al., 2003; MARINOS
et al.,, 2004; KOTZE et al., 2006). A obtencdo, manipulacdo e aplicacdo do extrato de timbo é
relativamente simples e de baixo custo (COSTA et al., 1999), o que podera viabilizar o seu uso

como inseticida natural.
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Em funcdo de intervencdes com inseticidas sintéticos no Brasil, o mosquito A. aegypti
adquiriu resisténcia em alguns Estados, dentre eles Rio de Janeiro, Sergipe e Alagoas (BRAGA et
al., 2004). Assim, este trabalho teve a finalidade procurar alternativas naturais para controle da
espécie por meio da prospeccao de substancias larvicidas, utilizando extratos do material vegetal

fresco e seco de Phyllanthus acuminatus Vahl, espécie de planta do semiarido baiano pertencente a

familia Phyllantaceae.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Aedes aegypti L. (1762) (Diptera: Culicidae) e a dengue

Originario da Africa, o Aedes aegypti (familia Culicidae, subfamilia Culicinae, tribo Aedini,
género Aedes Meigen, 1818, espécie A. aegypti Linnaeus, 1762) € o principal mosquito vetor do
agente etioldgico causador da dengue, o arbovirus do género Flavivirus (DEGALLIER et al., 2010)
e também da febre amarela urbana nos trépicos (COELHO et al., 2009). E um mosquito que teve
sua dispersdao aumentada desde 1980 em varias partes do mundo (BARBOSA et al., 2010) e vem se
disseminando no Brasil, atingindo quase a totalidade dos Estados (ALVES et al., 2008). Pouco apds
sua reintroducdo no Brasil no século XX, o A. aegypti iniciou uma progressiva e alarmante
propagacao da dengue (TEIXEIRA, 2003).

E 0 mosquito que apresenta maior adaptacdo em areas urbanas principalmente devido ao seu
comportamento sinantropico e habito essencialmente antropofilico (SILVA et al., 2004,
ESPINDOLA, 2008). Pode ser encontrado em ambientes naturais e/ou em criadouros gerados pela
atividade humana nas suas formas larvaria, pupa e alado. A disponibilidade de alimento e abrigo em
habitagdes humanas favoreceu a adaptacdo do Aedes aos criadouros artificiais, 0 que teria sido um

grande passo em direcdo ao comportamento sinantropico (SOARES, 2008).

A ovoposicdo costuma ocorrer em ambientes com agua parada e limpa em depdsitos
artificiais, como pneus, caixas d’agua e tonéis destampados, além de dep0ésitos naturais, como ocos
de arvores e entre folhas de algumas espécies de plantas. Segundo Espindola (2008), os ovos sdo
depositados a poucos milimetros acima do nivel da dgua podendo permanecer viaveis por mais de
um ano e resistir a dessecacdo. O contato com a &gua inicia a eclosdo dos ovos e 0 desenvolvimento
de uma metamorfose completa passando por quatro fases distintas: ovo, larva e pupa que sdo as
formas aquaéticas e adulto que é a forma alada. Mosquitos fémeas infectados transmitem para 0s
seus descendentes o virus da dengue, fazendo com que os novos dipteros fémeas sejam capazes de
infectar humanos em sua forma adulta (FONSECA; FIGUEIREDO, 1999).
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As fémeas necessitam de sangue humano para maturar seus ovos e, quando infectadas,
carregam em sua saliva o virus que é transmitido ao homem pela sua picada. Apds um repasto de
sangue infectado, a fémea esta apta a transmitir o virus, depois de 8 a 12 dias de incubagdo
extrinseca (BRASIL, 2010). O tempo médio de vida do A. aegypti é de 30 a 35 dias. O virus fica
armazenado no corpo do artropode se proliferando em seus tecidos sem causar dano ao animal até
ser transmitido ao hospedeiro vertebrado, 0 homem, o que costuma adoecer e apresentar diferentes

sintomas.

Esses mosquitos conseguem completar seu ciclo com ambientes em condicdes adversas, ndo
mais exclusivamente em agua limpa para a eclosdo dos ovos e de periodo diurno para hematofagia
(SILVA et al., 2004). Costumam ser encontrados em domicilio e/ou peridomicilio, em locais mais

escuros e em voos baixos (SOARES, 2008), apresentando corpo rajado de branco e preto.

O aumento populacional humano e a adaptacéo desse vetor aos diferentes tipos de ambientes
urbanos para a ovoposicédo tém facilitado a sua dispers@o no Brasil e contribuido para a transmissédo
dos quatro sorotipos do virus da dengue em diferentes Estados. A dificuldade de controle desse
vetor nos grandes centros urbanos contribui para 0 aumento no prejuizo a saide humana e do meio

ambiente com o uso continuo e indiscriminado de inseticidas comerciais (SANTIAGO et al., 2005).

A dengue, também conhecida como “febre de quebra 0ssos” (BRASIL, 2010), é uma doenca
infecciosa causada por um arbovirus, virus essencialmente transmitido por artropodes, e transmitida
através da picada do mosquito fémea contaminado de uma pessoa doente para outra sadia
(SANTIAGO et al., 2005; PIMENTA et al., 2006). Este arbovirus esta presente em varios paises do
mundo, sendo que nas Ameéricas 0 virus da dengue persiste na natureza através do ciclo de
transmissdo homem infectado - A. aegypti > homem (BRASIL, 2010). Em 2007, nas Américas
ocorreram cerca de 890.000 casos de dengue, onde, destes, destacam-se 26.000 casos de dengue
hemorragica (WHO, 2010).

E uma endemia que vem preocupando o Brasil nos ultimos anos, pois além das grandes
epidemias como as vivenciadas em 1998 e 2002, com cerca de 530 mil e 800 mil casos notificados,
respectivamente (BRASIL, 2010), ainda ndo existe vacina especifica sendo comercializada contra a

doenca que até pode levar a morte.

Quatro sorotipos diferentes foram descritos, DENV1, DENV2, DENV3 e DENV4, todos
membros do género Flavivirus, pertencente a familia Flaviviridae (GUZMAN; KOURI, 2001),
aumentando o risco do nimero de casos de dengue, inclusive com manifestacbes hemorragicas.

Desde 1986, em varios Estados brasileiros sdo registradas epidemias, inicialmente com a introducéo
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do sorotipo DENV1 e depois com o aparecimento dos sorotipos DENV2 e DENV3, em 1990 e
2000, no Rio de Janeiro, sendo que o sorotipo DENV3 foi 0 que se destacou com uma rapida
distribuicéo entre os anos de 2001 a 2003 para 24 Estados (BRASIL, 2010).

A primeira manifestacdo da dengue € a febre, em geral alta entre 39°C a 40°C, de inicio
rapido, associada a cefaleia, mialgias, artralgias, dor retroorbitraria, as vezes com presenca de
exantema e prurido (BRASIL, 2010). O periodo de incubacédo é de 3 a 15 dias, mas costuma ser de
5 a 6 dias. As manifestacdes hemorragicas, como epistaxe, petéquias, gengivorragia, metrorragia,
hematémese, melena e hematuria (BRASIL, 2010), podem evoluir rapidamente podendo acontecer
choques que levam a morte. Além disso, a plaquetopenia pode ser observada nas mais variadas

apresentacgdes clinicas da doenca.

A transmissdo da doenca é exclusivamente dependente da picada do vetor fémea infectado
por algum dos quatro sorotipos, portanto, uma pessoa infectada ndo transmite a dengue diretamente
a uma pessoa sadia nem mesmo através das suas secrecfes; somente transmitira a doenca de forma

indireta ao ser picado por um mosquito Aedes que se infectara e fara o repasto em uma pessoa sadia.

O tratamento consiste no manejo adequado dos pacientes com reconhecimento precoce dos
sinais de alarme, monitoramento continuo, reestadiamento dos casos e reposicao hidrica (BRASIL,
2010). Além da revisdo da historia clinica do paciente e dos resultados dos seus exames fisicos, é
importante identificar possivel local de transmissdo através de informac6es sobre onde e quando a

pessoa esteve nos Ultimos seis dias €, se necessario, intervir com larvicidas e/ou inseticidas.

O controle da dengue consiste em trés fatores basicos: controle vetorial, prevencao e
controle epidemiolégico (COELHO et al., 2009). O combate ao vetor consiste em inspecao
domiciliar, eliminagdo mecéanica de criadouros do mosquito e tratamento focal com uso de
inseticidas para combater tanto a forma larvaria quanto o adulto (LIGON, 2005), atividades de
educacdo em salde e mobilizacdo social para que o indice de infestacdo do vetor fique abaixo do
nivel de transmissdo da doenca. Além disso, quando ha epidemia, lanca-se mdo da aplicacéo
espacial de inseticida a Ultra Baixo Volume (UBV). Vacinas que sejam eficazes contra 0s quatro

sorotipos ainda estdo em fase de estudo.
2.2 Uso de inseticidas no controle de Aedes aegypti
O controle de mosquitos e outras espécies de insetos de importancia em saude publica tem

sido realizado nas Ultimas décadas mediante o uso de produtos quimicos sintéticos, quer como

larvicidas (mortalidade das larvas em locais de procriacdo em &gua parada) ou como inseticidas
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para atingir os mosquitos adultos (OYEWOLE et al., 2010). Outros métodos auxiliares sao
utilizados, como campanhas que visam ao controle de criadouros, controle bioldgico através do uso
de peixes e microorganismos e uso de repelentes como prote¢do individual (TEIXEIRA, 2003),

embora os produtos quimicos sintéticos ainda estejam em evidéncia.

Como resultados negativos da utilizacdo indiscriminada desses inseticidas ao longo dos
anos, destacam-se: o rompimento de sistemas de controle biologicos naturais, o desenvolvimento de
resisténcia desses dipteros ao produto em curto espaco de tempo, efeitos negativos sobre
organismos diversos, inclusive seres humanos, e poluicdo ambiental (OYEWOLE et al., 2010).
Esses efeitos indesejaveis tém estimulado alguns pesquisadores a buscar medidas alternativas
menos agressivas ao meio ambiente e a salde humana que possam erradicar ou a0 menos controlar
0s mosquitos vetores de doengas (SANTIAGO et al., 2005; OYEWOLE et al., 2010).

A larva do A. aegypti vive comumente em depdsitos artificiais com agua parada e limpa, e ja
mostra uma grande resisténcia aos larvicidas quimicos usados nas acGes de controle do vetor
(FUNASA, 2002). Segundo Oliveira Filho (2002), insetos sob o tratamento intensivo dos
inseticidas passaram a ser tolerantes e, portanto, o aumento das doses e a maior frequéncia de
aplicacdo foram se tornando necessarios, obtendo como resposta 0 aumento da resisténcia dos
mosquitos aos inseticidas quimicos, tornando o seu controle cada vez mais dificil e dispendioso.
Braga et al. (2004) e Luna et al. (2004) verificaram a resisténcia a inseticidas em populagdes de A.
aegypti em diversos Estados do Brasil, como Sao Paulo, Rio de Janeiro, Espirito Santo, Parana,
Sergipe e Alagoas. Populacdes desse mosquito de 20 municipios de varios Estados brasileiros
apresentaram resisténcia, em especial ao temefés (DONALISIO; GLASSER, 2002).

A utilizacdo indiscriminada de inseticidas sintéticos contribui para uma alteracdo no
equilibrio ambiental, pois contamina 0 meio ambiente e 0s organismos vivos, levando a supressao
de inimigos naturais (NAKATA et al., 2005).

Principios ativos de plantas vém sendo estudados por serem ecologicamente vidveis e tém
demonstrado efeitos larvicida/inseticida por inibir o crescimento de insetos ou repelente (MOHAN;
FIELDS, 2002). Além disso, a busca de novos inseticidas e o estimulo as pesquisas sdo motivados
pela quase auséncia de toxicidade destes produtos naturais aos animais e plantas, e pelo fato deles

serem biodegradaveis, o que evita a contaminacdo do meio ambiente (PIMENTA et al., 2006).

O uso da biotecnologia para a descoberta de novos metodos de controle que causem menos
danos ao meio ambiente e que sejam eficientes sobre os estagios de desenvolvimento do Aedes se

torna promissor e de grande interesse a Saude Publica. O uso de plantas ictiotoxicas inteiras, seu
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extrato, fragdes ou o isolamento de substancias ativas pode ser valioso na interferéncia do controle

do vetor da dengue.

2.3  Plantas ictiotoxicas com potencial bioinseticida

Para o controle de algumas pragas, medidas alternativas tém sido testadas visando ao uso de
plantas toxicas (PENTEADO, 2000). Os primeiros inseticidas vegetais utilizados foram nicotina,
rotenona e piretrina, 0s quais deixaram de ser usados com o surgimento dos inseticidas

organoclorados que se mostravam mais eficientes e baratos (CORREA, 2006).

Apesar dos piretroides apresentarem graus diferentes de toxicidade, foi demonstrado que a
exposicdo de mamiferos a esses inseticidas, de forma aguda ou subcronica, induziu vérios sinais de
neurotoxicidade, como tremores e convulsdes (KOLACZINSKI; CURTIS, 2004; SHAFER et al.,
2005). Aliado ao risco a salde, esses compostos presentes em inseticidas sintéticos tém provocado
impacto ambiental, j& que vém contribuindo para a contaminacao de solo, agua e organismos Vvivos
(ABDOLLAHI et al., 2004; NAKATA et al., 2005; RAIZADA et al., 2001).

Algumas espécies de plantas se destacam quanto a acdo ictiotdxica, como Phyllanthus
acuminatus Vahl e outras espécies de timbd, devido a sua toxicidade, apresentam comprovada acao
inseticida (PEREIRA; FAMADAS, 2004; AZEVEDO et al., 2005), provocando letalidade inclusive
de larvas de Aedes, como: Lonchocarpus urucu (Killip & A.C. Sm.) F.J. Herm. (Leguminosae —
Fabaceae) e Derris elliptica (Wallich) Benth. (Fabaceae) conhecida como timbds verdadeiros
(PIRES, 1973; ARAGAO; VALE, 1973), pois possuem substancias nas raizes com acéo especifica
sobre animais de sangue frio (TEIXEIRA, 2003).

No extrato de timbd, os compostos flavonoidicos rotendides sdo geralmente representados
pela rotenona, toxicarol, deguelina, tefrosina e alfa-amisina (CORREA, 2006). A rotenona, que é
um isoflavonoide cristalino, inodoro e insipido, biossintetizado pela via do metabolismo secundario,
é 0 mais estudado destes principios e 0 mais potente deles, causando a morte dos animais
fundamentalmente pela inibicdo da cadeia respiratéria mitocondrial, bloqueando a fosforilagdo do
ADP a ATP, sendo o0s peixes e 0s insetos altamente sensiveis (MASCARO et al., 1998). As raizes
dessa planta, quando amassadas e agitadas na dgua, produzem um suco leitoso com cheiro muito
forte e peculiar e, sob a acdo desse suco, mesmo muito diluido, os peixes perdem o equilibrio,

sobem aturdidos a superficie e se deixam apanhar facilmente.

O extrato do timb6 também possui atividade bioinseticida, pois as substancias presentes

matam os insetos bloqueando a respiracdo celular (CORREA, 2006). Esse composto atua como
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veneno de contato, estomacal e traqueal, reunindo os trés métodos técnicos usados no combate as
pragas: por contato, envenenamento e asfixia. Ha interesse ecologico na influéncia dos rotendides
sobre certas relagdes planta/inseto e um interesse permanente no Seu USO COMO Veneno para peixes
em reservatorios de aguas que utilizam espécies mais valiosas ou na pesca indigena (CROMBIE;
WHITING, 1998).

Outra substancia presente em algumas plantas ictiotoxicas € a saponina, glicosideo
saponosidico. As saponinas desempenham importantes funcfes fisioldgicas nas plantas, como
fatores de resisténcia contra patogenos e em interrelacdes alelopaticas (KALINOWSKA et al.,
2005). Além das propriedades fisicoquimicas (formacdo de espuma, emulsificacdo, solubilizacéo,
adogante e amargor), destaca-se quanto as propriedades bioldgicas por ser hemolitico,
antimicrobiano, molusquicida, inseticida e ictiocida (SPARG et al., 2004; VINCKEN et al., 2007).
Muitas saponinas sdo capazes de causar desorganizacdo das membranas das células sanguineas

(acdo hemolitica) ou das células das branquias em peixes (acao ictiotoxica) (SPARGH et al., 2004).

Segundo Moura e Marques (2007), a espécie utilizada com acéo ictiotdxica no Remanso, na
Chapada Diamantina - Bahia, corresponde a uma Sapindaceae (Serjania sp.), amplamente usada no
sul do Brasil. Napolitano e seus colaboradores (2005), desenvolvendo estudos com Serjania lethalis
A. St.-Hil., (Sapindaceae), demonstraram que extratos retirados deste vegetal também possuem ac¢édo
ictiotdxica. Rodrigues et al. (2006), ao pesquisarem extratos desse mesmo vegetal, perceberam que
0 mesmo possuia alta atividade larvicida sobre A. aegypti. Panizza (1997) comprovou que Paulinia
elegans Cambess., familia Sapindaceae, conhecida como cipé-timbo e mata-fome, contém timboina

em sua raiz, o que produz um efeito narcético e ictiotoxico.

As saponinas triterpénicas encontram-se predominantemente em dicotiledoneas,
principalmente nas familias Sapindaceae, Hippocastanaceae, Sapotaceae, Polygalaceae,
Caryophyllaceae, Primulaceae e Araliaceae (BERNARDO, 2012).

Na busca por novos potenciais compostos bioinseticidas para o controle da forma larvéaria do
A. aegypti, e com baixa toxicidade para os demais animais, 0 género Phyllanthus merece atencéo
porque além de possuir comprovada acéo ictiotoxica, possui também compostos quimicos como

taninos e saponinas que podem atuar como larvicidas (CARDENAS-LOPEZ et al., 2002).

2.4 Estudos etnobotanicos

O termo “etnobotanica” foi cunhado inicialmente ha pouco mais de um século, referindo-se

primariamente ao uso de plantas por povos primitivos e aborigenes (LACERDA, 2008). O estudo
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etnobotanico consiste na avaliacdo da interacdo humana com todos 0s aspectos do meio ambiente
(MARTIN, 1995), mediante levantamentos nas comunidades tradicionais sobre a utilizagdo das
plantas na farmacopeia caseira e na economia doméstica. Atualmente, a etnobotanica vem sendo
conceituada como o estudo das sociedades humanas e suas interacdes ecoldgicas, genéticas,
evolutivas, simbolicas e culturais com as plantas, contribuindo para o conhecimento de diversas
espécies medicinais (BUTTOW, 2008).

Apresenta, como principal caracteristica de estudo, o contato direto com as popula¢es
tradicionais, buscando resgatar todo o conhecimento possivel sobre a relacdo mutua entre 0 homem
e a flora de uma comunidade (RODRIGUES; CARVALHO, 2001). Os conhecimentos tradicionais
comportam: técnicas de manejo de recursos naturais, métodos de caca e pesca, conhecimentos sobre
os diversos ecossistemas e sobre propriedades farmacéuticas, alimenticias e agricolas de espécies e
as proprias categorizacgdes e classificacGes de espécies de flora e fauna utilizadas pelas populacdes
tradicionais (SANTILLI, 2002).

Cada vez mais se reconhece o papel relevante das populagdes tradicionais para a
conservacao e 0 uso sustentavel dos recursos naturais. Com o surgimento de novas tecnologias € a
necessidade de desenvolver e produzir novos produtos, os conhecimentos tradicionais passaram a
ser vistos como recursos com potencial industrial forte decorrente do novo cenério biotecnoldgico
(MOREIRA, 2007). Segundo Pinton e Aubertin (2005), os povos tradicionais passam a assumir um

papel de atores do desenvolvimento sustentavel e da conservagdo da natureza.

Os povos indigenas se destacam quanto ao uso de recursos vegetais na medicina, na pesca e
na alimentacdo. A acumulacdo de conhecimentos indigenas sobre as propriedades do mundo vegetal
ndo pode ser explicada simplesmente como um produto do misticismo ou da magia. A descoberta
de acBes farmacoldgicas em muitas espécies é resultado de longos periodos de observacdo e
experimentacdo (CABIESES, 1993).

Segundo Amorozo (2002), a etnoboténica busca captar as diferentes dimensdes da relacédo
de grupos humanos com as plantas, incluindo aspectos objetivos, como 0 manejo do ambiente, a
utilizacdo e domesticacdo de plantas, bem como os aspectos mais subjetivos, como a forma como as
pessoas pensam e percebem o ambiente. Desta forma, muitas comunidades possuem sistemas
proprios de manejo, resultado da experiéncia acumulada historicamente da sua relagdo com o0s
recursos naturais, o que viabiliza a subsisténcia com um prejuizo ambiental minimo
(ALBUQUERQUE; ANDRADE, 2002).
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2.5  Phyllanthus acuminatus Vahl (Phyllantaceae)

Phyllanthaceae, tdxon recentemente desmembrado de Euphorbiaceae s.l. a partir de novos
estudos filogenéticos com dados moleculares (WURDACK et al., 2005; APG IlI, 2009; SECCO et
al., 2012), € uma das familias mais diversificadas da ordem Malpighiales (clado Eurosidae I) com
aproximadamente 2.000 espécies e 59 géneros dispersos por todo o mundo (SAMUEL et al., 2005).
O género Phyllanthus do grego phyllon (folha) e anthos (flor), pertence a subfamilia
Phyllanthoideae, tribo Phyllantheae, subtribo Flueggeinae (SILVA; SALES, 2004). Tem esse nome
em aluséo as flores produzidas em ramos que parecem folhas compostas (TORRES et al., 2003). E
0 maior género de Phyllanthaceae com elevado numero de representantes: cerca de 1.200 espécies
(WEBSTER, 2002; KATHRIARACHCHI et al., 2006) com distribuicdo em diversos ambientes e
tipos vegetacionais das regides tropicais do mundo (SILVA; SALES, 2004).

E um género considerado neotropical, pois possui cerca de 200 espécies distribuidas pelas
Américas, principalmente Brasil e Caribe (TORRES et al., 2003), sendo que no Brasil ha
aproximadamente 107 espécies, encontradas nos campos rupestres, cerrados e caatingas (SILVA;
SALES, 2007). Pesquisas abordando a taxonomia deste género ainda sdo escassas. Segundo Silva e
Sales (2008), este género € ainda pouco estudado, principalmente no Nordeste do Brasil,
mencionado nos estudos de Cordeiro (1995), Carneiro-Torres et al. (2003) e de Silva e Sales (2004,
2007), e com registro de 36 espécies comumente herbaceas e, menos frequente, arbustivas ou

arboreas.

Algumas espécies no Brasil sdo reconhecidas tradicionalmente por possuirem propriedades
diuréticas, comumente utilizadas para eliminar calculos renais, dentre elas P. niruri L., P. amarus
Schum. & Thonn e P. tenellus Roxb. Miill. Arg., também conhecidas como quebra-pedra ou erva-
pombinha (TORRES et al., 2003). Atividade antiviral foi associada a algumas espécies de
Phyllanthus para tratamento de hepatite B e cancer (LORENZI; MATQOS, 2002). Analises
realizadas por Cardenas-LoOpez e seus colaboradores (2002) mostraram a presenca de flavondides,
taninos, saponinas, esterdides, triterpenoides, cumarinas e outros terpendides em P. acuminatus
Vahl. O potencial efeito sobre peixes é associado principalmente a presenca de saponinas. P.
pseudoconamii Miill. Arg. é usada como ictiotoxica entre os Huaorani do Equador (CERON;
MONTALVO, 1998).

Ha espécies utilizadas como ornamentais (P. epiphyllanthus L.) e outras que podem ser
utilizadas como ictiotoxicas ou até em paisagismo, como P. acuminatus Vahl, por seus ramos
modificados em cladddios (TORRES et al., 2003).
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As espécies deste género possuem habitos variados, principalmente herbaceo (70%) com

folhas simples, em geral, membranaceas com margens planas (a maioria das espécies) ou revolutas

(SILVA; SALES, 2008), ramificacdo filantoide ou ndo filantoide, sem latex, flores gamossépalas

em inflorescéncias unissexuais ou bissexuais, geralmente cimosas, flores diclinas com disco

comumente inteiro nas pistiladas e segmentado nas estaminadas, gineceu 3 (raro 4)-carpelar, 3 (4)-

locular, com léculos biovulados, frutos capsulares e sementes sem caruncula (SILVA; SALES,
2007).

P. acuminatus é uma planta arborea ou arbustivo-arbdrea, com 3-6 m, ramos bipinatiformes,
angulosos, lenticelados, glabros a puberulentos e sementes plano-convexas, superficie areolada,
castanho-claro, lustrosas (SILVA; SALES, 2007). As flores sdo monoclamideas com 4 a 6 sépalas
bisseriadas apresentando cores esbranquicadas, amareladas ou esverdeadas (SILVA; SALES, 2008).
Distingue-se das demais espécies de Phyllanthus por possuir ramos bipinatiformes, flores
hexameras com sépalas bisseriadas, estames (3) unidos e sementes plano-convexas. Além disso,
possui disco estaminado com trés segmentos e auséncia de cimulas nos ramos principais. O periodo

de floracdo e de frutificacdo € entre os meses de fevereiro a junho e de agosto a novembro.

E uma espécie presente na América Latina, ocorrendo desde o México até o Norte da
Argentina incluindo Antilhas (SILVA; SALES, 2007), presente em florestas secundarias e em
matas de galerias do cerrado (SILVA; SALES, 2004). Segundo esses autores, € comumente
encontrada no Brasil em florestas Umidas perenifolias, estacionais litoraneas e também de altitudes,
as matas de restingas e as matas de galeria dos cerrados nas regides Sudeste, Centro-Oeste, Norte e
Nordeste, sendo que nesta ultima regido ocorre entre os Estados da Bahia a Paraiba comumente
encontrada em solos argilosos. Na Colémbia é conhecida como barbasco (CARDENAS-LOPEZ et
al., 2002), enquanto que na Bahia é conhecida popularmente como "tingui" e "mata-peixe" (SILVA;
SALES, 2007).

2.6 Saponinas e suas propriedades fisicoquimicas

As etapas que fazem parte da vida das plantas estdo diretamente relacionadas com reagcoes
quimicas que ocorrem no interior das células e podem ser divididas didaticamente em metabolismo
primario e secundario (SIMOES, 2003). Basicamente, todos 0s organismos convivem com 0s
mesmaos tipos de metabdlitos primarios (carboidratos, lipidios, proteinas e acidos nucleicos), que no
vegetal tém como funcgdo essencial a fotossintese, a respiracéo e o transporte de solutos (GOBBO-
NETO, 2007).
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Os metabdlitos secundarios, por sua vez, sdo especificos dos seres autotréficos e sédo
produzidos como substancias de defesa contra predadores, com fungéo de atragéo de polinizadores,
como agentes de coloragdo e outras fungdes. Estes compostos participam das interagdes intra e
intercelular do proprio organismo ou com células de outros organismos, podendo sua sintese ser
muitas vezes afetada por condi¢des ambientais, influenciando assim a qualidade e quantidade dos
compostos secundarios das plantas (BRAZ-FILHO, 2010). Sdo exemplos de metabolitos
secundarios o0s terpendides (Oleos essenciais, fitoesterois e carotendides), alcaloides,
fenilpropanoides (acidos fendlicos e cumarinas) e glicosideos (flavondides e saponinas) (DEWICK,
2009).

Dentre os metabdlitos secundarios presentes em P. acuminatus merece destaque a saponina
comumente associada a atividade ictiotoxica desse vegetal. Plantas contendo saponinas foram
empregadas ao longo dos anos em varias partes do mundo como sabdo. Sdo, em geral, de grande
emprego farmacéutico como adjuvante de formulacdes, componentes ativos em extratos vegetais e

matéria-prima para sintese de esteroides (ARAUJO, 2008).

Saponinas (do latim sapone, sabédo), séo substancias de alto peso molecular e fazem parte do
grupo dos terpenos, mais especificamente triterpenos. E formada por uma parte hidrofébica
denominada aglicona ou sapogenina e uma parte hidrofilica constituida por um ou mais agucares,
que em geral estdo na forma de oligossacarideos (GUCLU-USTUNDAG; MAZZA, 2007). De
acordo com o nucleo fundamental da aglicona sdo denominadas de saponinas esteroidais,

triterpénicas ou alcaloides esteroidais.

As saponinas triterpénicas apresentam comportamento anfifilico e, por isso, atribuiu-se a
essa molécula atividade ictiotdxica, hemolitica e de formar complexos com esteroides. Além disso,
demonstram atividades antimicrobiana, antitumoral, pesticida, espermicida e inseticida,
caracterizando-a como uma substancia de ampla atividade bioldgica e farmacoldgica (ARAUJO,
2008).

A diferenca na polaridade dos elementos que compdem a molécula das saponinas é
responsavel pela capacidade das mesmas de reduzir a tenséo superficial da agua levando a formacéo
de espuma, quando em solugdo aquosa. A espuma formada é estavel a acdo de &cidos minerais

diluidos, diferenciando-se dos sabfes comuns (DINIZ, 2006).

Esteroides sdo derivados isoprendides que exercem papel fundamental na integridade da
membrana celular, regulando sua fluidez, permeabilidade e, indiretamente, modulando a atividade e
distribuicdo de proteinas associadas a membrana, incluindo, enzimas e canais i6nicos (MOTA,
2009).
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A capacidade mais comum das saponinas é a de produzir hemolise devido a sua interacao

com o0s colesterois presentes na membrana dos eritrécitos. O resultado é uma mudanca
conformacional da membrana promovendo penetracdo de ions e 4gua para o interior da célula com

consequente rompimento celular e liberagdo de hemoglobina (DINIZ, 2006).

A permeabilidade das células da mucosa intestinal também foi uma das acfes observadas em
estudos para saponina, assim favorecendo o transporte de nutrientes que normalmente eram
impermeaveis as células (CHEEKE; OTERO, 2005). A saponina e sua funcdo de redugdo de
amoOnia sdo fatores importantes para 0 bem-estar animal e impacto ambiental, pois 0 ambiente com

amonia elevada gera queda na produtividade.

Possui agdo anti-inflamatéria, anti-edematosa e propriedades vasoprotetoras, além de
apresentar uma eficécia notavel no tratamento da Insuficiéncia Venosa Cronica (IVC), hemorroidas
e edema poés-operatorios (SALVIANO; FIOCCHI, 2013). Todas essas propriedades se devem a um
mecanismo molecular identificado como permeabilidade vascular seletiva, que permite uma maior
sensibilidade dos canais de calcio aos ions (ARAUJO, 2008).

As saponinas sd0 substancias derivadas do metabolismo secundério das plantas,
relacionados, principalmente, com os sistemas de defesa. Sdo encontradas nos tecidos que sdo mais
vulneraveis ao ataque fungico, bacteriano ou predatério dos insetos, considerando-se parte do
sistema da defesa das plantas e indicadas como fitoprotetoras. A complexacdo das saponinas com
colesterol altera a permeabilidade da membrana o que pode provocar a morte de animais. Sugere-se
gue sapogenina é a regido da saponina que exerce os efeitos bioldgicos, isto €, a parte que se

combina com colesterol na membrana da célula (FRANCIS et al., 2002).

Em ambientes aquosos, as sapogeninas (hidrofdbicas) necessitam da porcdo de agucar
(hidrofilica) para a solubilizacdo. Apds a saponina entrar em contato com a membrana celular, B-
glicosidases presentes na membrana hidrolisam a porcdo glicosidica na molécula de saponina,

libertando a sapogenina para combinar com os esterdis de membrana (WANG et al., 2000).

A interacgdo entre saponinas e colesterol da membrana, portanto, deve levar em consideragéo
a composicdo da membrana alvo, o tipo de cadeia lateral e a natureza da aglicona para produzir um
efeito de permeabilizacdo (MOTA, 2009).

As saponinas podem interagir com a porcao polar dos fosfolipidos da membrana e o grupo
hidroxila do colesterol através de grupos OH em Cs ou Cog, 0 que ird resultar na sua capacidade
para formar micelas como agregados. Além disso, a regido hidrofébica da aglicona pode intercalar

no interior hidrofobico da bicamada. Ambos estes efeitos podem contribuir para a alteragcdo do
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ambiente em torno de proteinas da membrana lipidica. Tornou-se cada vez mais evidente que o
ambiente de lipideo de proteinas de membrana, incluindo os canais de ions, transportadores, e
receptores, desempenha um papel importante na sua fungéo. As proteinas modificadas de fungdo ou
glicoproteinas nas membranas plasmaticas tém sido sugeridas como sendo a causa de respostas

secundarias bioquimicas induzidas por saponinas (FRANCIS et al., 2002).

Os detalhes precisos das interagdes entre saponinas e membranas precisam de mais
esclarecimento para que 0s mecanismos moleculares envolvidos possam ser mais bem
compreendidos. Parece provavel que diferentes mecanismos séo envolvidos nas acdes de saponinas
nas membranas, tais como a formacdo do complexo de saponina-colesterol, a formacéo de produtos
de degradacdo de fosfolipidios, além de estrutura da saponina e sua orientacdo tridimensional
(FRANCIS et al., 2002).
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Caracterizacgdo da area de estudo

Maragogipe € um municipio baiano situado a cerca de 133 km de Salvador, Bahia (Figura
1). E um municipio rico quanto aos recursos naturais apresentando potencial para o
desenvolvimento de atividades relacionadas ao turismo ecoldgico, rural e nautico, inclusive com
pesca desportiva. Esta localizado ao fundo da Baia de Todos os Santos huma regido constituida por
mangues, baixios e tabuleiros, conhecida desde o século XVI por Reconcavo (BAHIA, 2010).
Situado a direita do estuario do Rio Paraguacu, mais precisamente fica no ponto de encontro deste
rio com o Rio Guali, cercado por aproximadamente 30 km de manguezais. Segundo IBGE (2010),

sua populacdo estimada em 2007 era de 42.079 habitantes.

Existem algumas vers@es para a origem do nome deste municipio. A primeira seria a de que
esta denominacdo se deu por significar Rio dos Mosquitos, para os indios Aimorés, que se referiam
ao local desta maneira, por ser cercado de extensos manguezais, habitat bastante propicio a esses
insetos. Outra versao seria a de que habitava a regido indios da tribo Maragds, "bracos invenciveis".
Eram dedicados ao cultivo do solo, a pesca e a caca. Posteriormente, deslumbrados com a riqueza
das matas e com a acessibilidade do sitio a qualquer embarcacao, alguns exploradores resolveram
fixar residéncia, dedicando-se a extracdo de madeiras, plantacdo de mandioca e de cana-de-acucar,
construgéo de engenhos e casas de farinha (BAHIA, 2010).

O municipio foi criado com territério desmembrado de Jaguaripe e denominacdo de
Maragogipe por Carta Régia de 17.12.1693 e Portaria de 16.12.1724. A sede foi elevada a categoria
de cidade através da Lei Provincial de 08.05.1850, com a denominacgdo de Patridtica Cidade de
Maragogipe. Como outras cidades da regido, traz uma forte tradi¢do religiosa catdlica, mas tambem
é comprometida com o Candomblé (GAZO, 2013).
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Figura 1. Mapa de localizacdo do municipio de Maragogipe na Bahia. Fonte: Brasil (2002); IBGE
(2010) (adaptado).

Atualmente, a pesca, 0 artesanato de ceramica e 0s servicos petroquimicos sdo as principais

atividades econdmicas do municipio (BAHIA, 2010).

3.2 Procedimentos de campo

O estudo foi realizado na cidade de Maragogipe, em 20 de novembro de 2011. Este territorio
foi escolhido devido a informac6es prévias sobre o uso tradicional de venenos vegetais na pesca
(COSTA NETO, comunicacdo pessoal). Antes da coleta de dados com os moradores locais, 0
projeto passou pela avaliacio do Comité de Etica da Universidade Estadual de Feira de Santana

(UEFS) e, apbs aprovacdo, os procedimentos de campo foram iniciados.

Participaram do estudo etnoboténico 50 pessoas, sendo 39 homens e 11 mulheres com idade
variada, entre 17 e 69 anos. Para o levantamento de dados acerca do uso de plantas ictiotdxicas,
foram aplicados questionarios semiestruturados (Apéndice A) contendo perguntas relacionadas ao
conhecimento e uso das plantas para facilitar a pesca. As entrevistas foram realizadas com alguns
moradores em locais estratégicos, como feiras livres, coldnias de pescadores e residéncias de
moradores. Foram coletados dados, como 0 nome dos entrevistados, idade, profissao, sexo e 0 uso
das plantas ictiotoxicas.

Foram registrados dados sobre condicBes de preparo e modos de administracdo do extrato
vegetal para atrair peixes através de entrevistas com pessoas de ambos o0s sexos e idade variada. Os
objetivos da pesquisa foram explicados de maneira clara no inicio de cada nova entrevista,

perguntando-se aos moradores se consentiam em prestar informagGes e serem eventualmente
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fotografados, autorizando sua participacao através da assinatura do Termo de Consentimento Livre

e Esclarecido (Apéndice B). Poucos foram os casos em que o individuo ndo quis participar.

Para verificar a associa¢do entre as informacdes prestadas e a frequéncia de ocorréncia de
espécies diferentes de plantas foi feita uma andlise qualitativa de dados, procurando identificar
categorias, padrdes e relacdes entre os dados coletados, de forma a desvendar seu significado por

meio da interpretacdo e da comparacgdo dos resultados com outras pesquisas e referenciais tedricos.

Os dados foram analisados segundo o modelo de unido das diversas competéncias
individuais (MARQUES, 1991). Os controles foram feitos por meio de testes de verificacdo de
consisténcia e de validade das respostas, recorrendo-se a entrevistas repetidas em situacGes
sincronicas e diacronicas (ANDRADE, 2005). As primeiras ocorrem quando uma mesma pergunta
é feita a pessoas diferentes em tempo bastante proximo e as segundas, quando uma pergunta é

repetida a mesma pessoa em tempos bem distintos.

3.3 Coleta e identificagdo do material vegetal

Uma vez estabelecida a participacdo da comunidade, a area de coleta foi definida de maneira
conjunta entre os conhecedores locais, informados pela prépria comunidade. A espécie foi
fotografada e coletada, e informacgdes relevantes para reconhecimento das espécies foram anotadas,
além dos dados referentes a pesquisa etnobotanica. Ndo foram coletados dados socioeconémicos

dos entrevistados.

Os entrevistados informaram o nome popular dado a planta utilizada por eles na pesca e a
localidade para coleta do material vegetal. A planta foi coletada com a ajuda dos préprios
entrevistados (Figura 2) na Fazenda Rosario, s/n, Povoado de Coqueiros, municipio de Maragogipe
e levada para a UEFS, onde foram feitas exsicatas, identificacdo e depdsito, bem como foi separado
0 material vegetal a ser seco em estufa para seguir com os procedimentos fitoquimicos. A
identificacdo taxondmica e o deposito foram feitos no Herbario da UEFS (HUEFS) e encontra-se
registrada no banco de dados sob 0 numero 178574.
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Figura 2. Registro fotografico de Phyllanthus acuminatus Vahl (Phyllantaceae) - espécie coletada
para estudo. Fotos da autora.

3.4  Obtencdo dos extratos de Phyllathus acuminatus

Duas metodologias foram utilizadas para a obtencdo do extrato de Phyllathus acuminatus:
uma com o material vegetal fresco para reproduzir a metodologia realizada in locu por pescadores
de Maragogipe; e a outra com o material seco para a obtencdo dos extratos etanolico bruto,
hexanico, cloroférmico e acetato de etila, os quais foram testados em larvas de A. aegypti no 3°
estadio (Laboratério da Biofabrica Moscamed Brasil) e avaliada a sua acdo como potencial

bioinseticida.

3.4.1 Obtencao do extrato aquoso da planta fresca

O sumo do material vegetal fresco foi obtido a partir da reproducdo do metodo utilizado
pelos pescadores de Maragogipe, embora com uso de equipamentos e técnicas de laboratério
conforme a metodologia de Moreira (1979) modificada por Nakashima (1993). Foram utilizadas

folhas frescas para a realizagdo do estudo de bioensaio com larvas do A. aegypti.

Apos coleta, a planta foi desfolhada (Figura 3) no Laboratério de Quimica de Produtos

Naturais e Bioativos (LAPRON) da UEFS e foi preparado o seu extrato aquoso. Uma quantidade de
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200mL de agua foi adicionada a 100 g de folhas frescas fracionadas de P. acuminatus e batidos em
um liquidificador, sendo repetido esse procedimento trés vezes a fim de se obter trés amostras de
extrato aquoso. As folhas trituradas foram espremidas e o suco obtido acondicionado em um béquer
para ser filtrado a vacuo. O extrato aquoso nao foi fracionado, de modo que o bioensaio foi
realizado com o mesmo sem qualquer preparo anterior, a ndo ser os indicados nas metodologias que

seguem.

Para a filtragdo a presséo foi utilizada uma Bomba de Vécuo (MA 057/1 MARCONI), um
Kitassato e um Funil de Buchner (Figura 4) onde foi colocado como material filtrante disco de
papel de filtro umedecido em agua destilada, aderido devido a succdo do vacuo, e celene (pé
utilizado para facilitar a filtragdo, pois o extrato da planta forma um precipitado). Para o estudo em
triplicata ao final deste processo foram obtidos 100 mL de suco para cada réplica armazenados em

baldes volumétricos de 100 mL.

o e

Figura 3. P. acuminatus sendo desfolhada no LAPRON/UEFS. Foto da autora.
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Figura 4. Bomba de Vacuo (MA 057/1 MARCONI), Kitassato e Funil de Biichner para filtracdo a
pressdo. Foto da autora.

3.4.2 Obtencao das fracoes da planta seca

A obtencédo do extrato bruto da espécie selecionada a partir do material seco foi realizada no
Laboratdrio Central, do Departamento de Saude da UEFS. O material vegetal coletado (em torno de
0,5 kg) foi seco em estufa com temperatura controlada (50°C) e folhas e caule foram moidos até
baixa granulometria em moinho de faca, separadamente. O p6 de cada um foi armazenado em
frascos Erlenmeyers de 6.000 L. Frascos Erlenmeyers menores foram tarados, preenchidos com o
po obtido da folha e do caule, completados com alcool etilico (C2HsO PM = 46,07 96%) e levados
para ultrassom programado para 40 minutos. O contetddo dos frascos erlenmeyers foi filtrado. A
metodologia foi repetida com o material filtrado, ou seja, adi¢cdo de mais etanol, ultrassom por 15
minutos e filtragdo usando papel filtro. O material vegetal utilizado para o preparo dos extratos foi

seco e submetido a um processo de extracdo por ultrassom.

A obtencdo dos extratos hexanico, cloroférmico e acetato de etila foi realizada no

Laboratério de Extragdo de Produtos Naturais (LAEX), Horto Florestal. O extrato bruto foi
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concentrado no evaporador rotativo (Evaporador Rotativo SL 126 — Marca SOLAB e Evaporador
IKA HB 10 digital), cuja temperatura foi programada em 65°C (temperatura de ebulicdo proxima a
do etanol que € de 78,4°C). Ao evaporador rotativo foram acoplados baldes de fundo chato, bomba
a vacuo (TE 0581 — Marca TECNAL) programada em 600 atm. e banho ultratermostatico (SL 152 —
Marca SOLAB) programado em 0,5°C. O material resultante da folha e do caule retirado do
evaporador rotativo foi acondicionado em frascos de vidro com tampa plastica de rosca, antes
identificados e tarados em balanca de 3.200g (SHIMADZU). Esse material, ap6s concentracdo em
evaporador rotativo, foi seco em capela de exaustdo para evaporacgdo natural até a cristalizacdo e em
alguns momentos passou por aquecimento em banho-maria a 60°C de forma que o etanol

evaporasse e o extrato fosse obtido.

Com o material seco, a proxima etapa foi obter fragdes tanto das folhas quanto do caule
utilizando solventes organicos de polaridades diferentes: hexano, cloroférmio e acetato de etila,
nessa ordem, para a obtencdo dos extratos hexanico, cloroférmico, aceto de etila e etandlico bruto
(80%) (SILVA et al., 2004). O processo de fracionamento foi realizado em funil de separacdo. Do
extrato bruto da folha, 10,8767g (pesado em Balanga Analitica modelo APX-200) foram separadas
2,2500 g para testes com bioensaio. O restante foi diluido em 642,85 mL de etanol (CH3CH2OH) :
agua (H20) na proporcéo 7:3 e colocado no funil de separacdo onde se acrescentou 400 mL de
hexano [CH3(CH2)4CHs] dividido em trés etapas. Cada solvente foi adicionado sendo agitado e
recuperado em seguida em frasco a parte, correspondendo assim a fragdo obtida. O extrato hexanico
obtido foi concentrado em evaporador rotativo a 60°C e, posteriormente, acondicionado em frasco

de vidro tarado e depositado em capela apresentando massa final de 2,3151 g.

Apos preparacao da proporcao 6:4 de etanol/agua, ao funil de separacdo foi adicionado 375
mL cloroférmio (CHCI3) em trés etapas. O extrato cloroférmico obtido foi concentrado em
evaporador rotativo a 60°C, acondicionado em frasco de vidro e mantido na capela por alguns dias,

sendo a massa final de 3,3620 g.

Ao extrato bruto restante (200 mL) foi adicionado mais 100 mL de agua e 150 mL de
acetato de etila (C4HsO2) em trés etapas. O extrato acetato de etila obtido foi concentrado em
evaporador rotativo a 60°C, acondicionado em frasco de vidro e mantido na capela por alguns dias,
apresentando massa final de 0,0976 g. As Figuras 5, 6 e 7 mostram a particdo realizada a partir do
extrato bruto da folha. Apds a adicdo de cada diferente solvente o extrato bruto foi levado a
evaporacdo em evaporador rotativo e banho-maria para a retirada do excesso do produto. Apos 0
fracionamento com cada um dos trés solventes, obteve-se a fracdo hidroalcodlica, que corresponde

ao liquido final do extrato bruto ap6s cada particdo com os solventes organicos. Todas as fraces
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estiveram acondicionadas em frascos rotulados e devidamente fechados em geladeira até o

momento de seu uso.

Figura 5. Particdo com hexano. A — Adigdo de hexano ao extrato bruto e B — Evaporador rotativo
com extrato hexanico. LAEX, Horto Florestal.
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Figura 6. Particdo com cloroférmio. A — Cloroférmio no funil de separacdo e B — Evaporador
rotativo com extrato cloroférmico. LAEX, Horto Florestal.
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Figura 7. Particdo com acetato de etila. A — Acetato no funil de separacéo e B — Evaporador rotativo
com extrato acetato de etila. LAEX, Horto Florestal.

Do extrato bruto do caule (1,1671g — pesado em Balanca Analitica modelo APX-200) foi
separado 0,1021 g e o restante foi diluido em 562,5 mL de etanol : agua na propor¢do 8:2 e
colocado no funil de separacdo onde foi acrescentado 250 mL de hexano em trés etapas. Apos
concentragdo em evaporador rotativo a 60°C, a massa final do extrato hexanico foi de 0,25 g. A
particdo continuou com o uso do solvente cloroférmio (375 mL) adicionado a proporcéo 6:4 de
etanol/dgua. Apos concentracdo em evaporador rotativo a 60°C, a massa final do extrato
cloroférmico foi de 0,3683 g. Ao liquido restante (160 mL) foi adicionado mais 140 mL de agua e
150 mL de acetato de etila. Apds concentracdo em evaporador rotativo a 60°C, a massa final do
extrato acetato de etila foi insignificante, sendo desprezada.

3.5 Ensaio com extrato aquoso

A pesquisa de heterosideos saponinicos foi feita através do ensaio da espuma. Em trés tubos
de ensaio foram adicionados 2 mL do extrato aquoso. Cada um deles foi agitado energicamente,
durante cinco minutos, de forma manual. A altura do anel de espuma formado logo apés a agitacdo
foi medida. Caso o anel de espuma persistisse em um tamanho igual ou maior que 1 cm ap6s o
repouso indica a presenca de heterosideos saponinicos.
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3.6 Obtencdo e manutencéo de larvas do A. aegypti

Para a realizacdo dos experimentos foram coletados ovos de A. aegypti provindos de
Armadilhas para Ovos (APO) conhecidas como ovitrampas instaladas em pontos da cidade de

Jacobina/BA (Figura 8) por técnicos da Biofabrica Moscamed Brasil.

Os testes com o0 sumo da planta fresca foram realizados no LAPRON e os ovos do Aedes
foram enviados por técnicos da Biofabrica Moscamed. Os testes com 0s extratos bruto, hexanico,
cloroformico e acetato de etila foram realizados no Laboratorio da Biofébrica, devido a estrutura
fisica adequada para a demanda de extratos a serem testados, nas mesmas condicGes de temperatura

e umidade do primeiro bioensaio, seguindo a mesma metodologia para ambos.

Figura 8. Armadilha utilizada para captura de ovos do mosquito Aedes aegypti no municipio de
Jacobina/BA. Fotos da autora.

Para os bioensaios, 0s ovos de A. aegypti obtidos (Figura 9) foram colocados em recipientes
de vidro contendo agua isenta de cloro para eclodirem a temperatura ambiente (Figura 10). Em
condi¢bes normais, 0os ovos maduros eclodem quando submersos em meio liquido e apresentam
quatro estagios larvarios. Ap6s 15 minutos todo o conteido foi despejado em bandejas de plastico
brancas para obtencdo do numero maximo de larvas. As larvas resultantes foram criadas em
temperatura de 25°C até atingirem o terceiro estadio, fase em que estdo mais resistentes (SILVA et
al., 2003). Durante os testes as larvas foram mantidas em camara B.O.D. (25+ 1°C), umidade

relativa de 70+10% e fotofase de 14 horas.
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Figura 10. A, B, C, D — Ecloséao dos ovos em vasos de vidro e em bandejas contendo agua. Fotos da
autora.
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3.7  Instalagdo do bioensaio com larvas de A. aegypti

3.7.1 Bioensaio com o material vegetal fresco

Com o sumo fresco foi feito um teste no LAPRON (UEFS) com as larvas antes mesmo da
filtracdo a vécuo para verificar as concentragdes minima e maxima para a mortalidade, e depois
cinco proporgdes diferentes foram preparadas para a realizacdo dos testes definitivos. Foram
preparados seis tubos de ensaio, trés com 10 mL de sumo concentrado e trés com a concentragédo de
1 mL de sumo/9 mL de agua destilada, representando estudo em triplicata nas duas diferentes
concentragfes. Em cada tubo foram adicionadas dez larvas em terceiro estadio e o resultado foi
analisado com 24 horas. Para o extrato que provocou mortalidade até 90%, novos testes em

concentragcdes menores foram realizados para estimativa do desvio padrao.

Para a instalacdo do bioensaio, foram preparadas quatro proporcées diferentes (1,0; 0,50;
0,25 e 0,125 mL com o uso de micropipeta) para cada réplica sendo que todas foram completadas
até 10 mL com agua destilada em balGes volumétricos de 10 mL. Paralelamente foram feitos testes
em branco, chamado de controle. Para cada amostra, dez larvas de 3° estadio foram acrescentadas.
Os testes foram feitos em triplicata (OLIVEIRA et al., 2002; COELHO et al., 2009). Cada
concentragéo e controle foram colocados em tubos de ensaio contendo dez larvas (separadas com o
auxilio de uma pipeta Pasteur). No controle sem tratamento foram colocados agua destilada e dez
larvas do mosquito. As larvas tratadas e o controle foram mantidos sob as mesmas condicGes da
criacdo. Apas 24h e 48h, os resultados foram observados nos tubos de ensaio e feita a contagem do
namero de larvas vivas (quando sobem serpenteando para a superficie) e mortas (permanecem no

fundo) através de estimulo mecanico com uso de pinga.

3.7.2 Bioensaio com o material vegetal seco

O inicio do bioensaio ocorreu com a instalacdo dos testes em triplicata. A avaliacdo do
efeito dos extratos sobre as larvas foi realizada a partir do método utilizado por Coelho et al.
(2009).

Os experimentos foram conduzidos em delineamento inteiramente casualizado com cinco
tratamentos (concentragdes de 1000 pg/mL, 500 pg/mL, 250 pg /mL, 125 pg /mL, 62,5 ug /mL) e
trés repeticdes. As placas de Petri foram identificadas na tampa com informagdes sobre a parte do

material vegetal utilizada (caule ou folha), o tipo de extrato (se hexanico, cloroférmico, acetato de
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etila ou etanolico bruto), as concentracdes a serem testadas, a data do experimento e o nome do

executor do projeto.

Os extratos para os testes biolégicos foram pré-solubilizados separadamente em
dimetilsulfoxido (DMSQO), formando uma solugdo-mae, e armazenados em pequenos recipientes de
plastico com tampa para maior precisdo ja que as concentracdes a serem trabalhadas eram baixas e
dificeis de precisar (COELHO et al., 2009). Foram ao todo quatro tipos de extratos: hexanico,
cloroférmico, acetato de etila e etanolico bruto. Os testes foram realizados em triplicata e em placas

de Petri (Figura 11). Como controle, foram utilizados DMSO e agua.

Solugdo-mée = 10 mg/mL
*V=1mL de DMSO

/N

I
S| gl|8]8]]8 ug/mL
" I " " I
! 5 L
/ — v TN
Placa de Petri:@ @ @ @
N X ) a /!
S S S S S
N A T 7 /

V2 = 9.900 L de H,0

J

10.000 pL (ou 10 mL) = Volume final

Figura 11. Demonstracdo da preparacdo da solugdo-mae e das placas de Petri com as diferentes
concentragdes para cada extrato.
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Cada extrato seco foi testado em cinco concentracGes diferentes e 10 mg de cada extrato
foram, separadamente, dissolvidos em 1 mL de dimetilsulféxido formando uma solucdo-mée. A
partir dessa solugdo-mée uma série de diluicdes foi preparada com &gua e completada com DMSO
até a obtencdo das concentracdes desejadas para cada extrato. Adicionou-se a cada mistura 9.900
ML de agua destilada, sendo o restante completado com a quantidade de DMSO proporcional a cada
concentragdo da placa usando a micropipeta para maior precisdo (Figura 12). Nao foi acrescentado
DMSO a placa com 1000 pg/mL. Cada placa de Petri no final continha uma quantidade de 10.000
ML correspondente a quantidade de extrato, agua e DMSO (Tabela 1). No caso do controle, esse

valor correspondeu a quantidade de &gua e DMSO.

FOLHA FOLHA FOLHA FOLHA FOLHA

500 pg/mL 250 pg/mL 125 pg/mL 62,5 pg/mL controle
Nao foi /

colocado

DMSO nesta
concentracgdo a
1000 pg/mL.

75 microlitros

87.5 microlitros
93.7 microlitros
100 microlitros

50 microlitros

vl

DMSO

Figura 12. Adicdo de DMSO as placas de Petri com o extrato a ser testado.

Tabela 1. Quantidade de extrato, H.O e DMSO para cada uma das cinco concentracbes a serem
testadas.

CONCENTRACAO | EXTRATO (ug/mL) H20 (uL) DMSO (pL)
C1 1000 9.900 -
C2 500 9.900 50
C3 250 9.900 75
C4 125 9.900 87,5
C5 62,5 9.900 93,7
Controle - 9.900 100
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Para a realizagé@o do bioensaio, ovos do A. aegypti foram eclodidos e, em seguida, as larvas
foram separadas em bandejas brancas com &gua destilada. Para cada placa de Petri foram
adicionadas 10 larvas com auxilio de uma pipeta Pasteur. Apds o acréscimo das larvas em cada
placa de Petri, todas as placas foram colocadas na camara B.O.D., ajustando a temperatura e o0

horario. Com 24 e 48 horas a camara foi aberta e verificado se houve mortalidade das larvas.

3.8 Andlise estatistica

Os dados obtidos foram submetidos a anélise de variancia e, no caso de efeito significativo
dos tratamentos, as interacGes também passaram por um procedimento estatistico para um maior
aprofundamento desses efeitos. Na analise do bioensaio com o material fresco, as médias foram
comparadas pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade. As anélises foram feitas por meio

do Programa Estatistica, usando sempre 95% de confianca.

Para a anélise do bioensaio com o material seco, foi utilizado o programa GraphPad Prism,

uma combinacéo de bioestatistica, ajuste de curva (regressao linear) e graficos cientificos.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Estudo etnobotanico

Os moradores que participaram da entrevista semiestruturada possuem idade variada, o que
demonstra que o conhecimento local é difundido através de geracdes, contribuindo para a
caracterizacdo de determinada comunidade quanto a cultura, formas de relacionamento e interacao
com o meio ambiente. Segundo Moreira (2007), o conhecimento tradicional é a forma mais antiga
de producdo de teorias, experiéncias, regras e conceitos, isto €, a mais ancestral forma de produzir

ciéncia.

Os entrevistados informaram que a pesca utilizando plantas nativas € uma pratica antiga e,
atualmente, embora alguns pescadores ainda prefiram esse método, poucos sdo aqueles que
realmente o seguem. Isso se deve ao receio de serem descobertos por alguma instituicdo ligada a
preservacdo do meio ambiente, ja que, segundo 0os mesmos, o efeito da planta quando utilizada para
fins de pesca é forte e pode afetar outros seres vivos, provocando um desequilibrio no ambiente

estuarino-marinho.

A pesca com plantas ictiotdxicas foi citada como mais rapida e préatica, pois a partir do sumo
jogado no estuario pelo pescador é possivel pegar peixes, inclusive em maior quantidade. Os
pescadores informaram que a espécie utilizada na localidade é conhecida popularmente como tingui
ou folha do mangue. No HUEFS a planta foi identificada como Phyllanthus acuminatus Vahl,
arbusto com cerca de 2m de altura, flores esbranquicadas e frutos jovens, pertencente a familia

Phyllantaceae.

Durante entrevista com a comunidade de Maragogipe, a maioria dos participantes informou
sobre o potencial toxico de P. acuminatus para a captura de peixes, corroborando com a literatura.
Em Mocoa (Coldémbia) e em comunidades andinas da Bolivia é usada como veneno para a pesca, tal
como relatado por Acevedo-Rodriguez (1990) e Mufioz et al. (2000). Essa planta é comumente

utilizada como veneno de pesca por comunidades indigenas (CABIESES, 1993).



44

Como a regido de Maragogipe foi habitada a priori por indios da tribo Maragos, cujo um dos
hébitos era a pesca, provavelmente eles tenham comecado com a cultura de utilizar plantas toxicas
para facilitar a pesca e essa pratica foi sendo transmitida, inclusive depois da colonizacdo. Segundo
Lorenzi e Matos (2002), no Brasil, antes mesmo do seu “descobrimento”, os indios ja possuiam

uma intensa relacdo com as plantas e seus conhecimentos eram transmitidos de geracao a geracéao.

Os entrevistados informaram que P. acuminatus é comumente encontrada na regido litoranea
(mangue), podendo ser vista também em quintais de casa proximos a este ecossistema.
Aparentemente, os pescadores de Maragogipe recorrem ao uso do tingui quando esta dificil
encontrar peixes, uma vez que foi registrado que quando esta ruim para pescar lancando-se méo de
métodos tradicionais, o sumo da planta € preparado e jogado no rio. Segundo informac@es locais
quando os peixes entram em contato com este sumo eles veem a superficie facilitando captura (Sr.
G. S., 19 anos). Esse entrevistado ja admitiu ter feito uso desse método e afirma que realmente

funciona.

De acordo com os entrevistados, a subida dos peixes a superficie proveniente do sumo
jogado no rio ocorre porque eles ficam aturdidos com o cheiro forte eliminado pelo vegetal (Sr. A.
S., 36 anos) e, portanto, sobem em busca de oxigénio (Sr. M. O., 25 anos; Sra. D. S., 42 anos). “Os
peixes quando entram em contato com essas plantas ficam lerdos” (Sr. T. S., 53 anos). Alguns
entrevistados acreditam que o sumo de Phyllanthus “rouba” o oxigénio da agua deixando 0s peixes
sem ter como respirar (Sr. E. T., 33 anos, Sr. J. A.; 53 anos; Sr. M. R., 36 anos). Céron e Montalvo
(1998) associaram esta atividade a presenca de triterpenos e glicosideos cianogénicos
principalmente nas folhas, o que causaria asfixia nos peixes. Outra espécie do mesmo género, P.
pseudoconamii também é usada como ictiotoxica entre os Huaorani do Equador. Segundo Spargh
(2004), as saponinas, glicosideos do metabolismo secundario vegetal, tém acdo sobre as membranas
das células das branquias em alguns peixes causando desorganizacdo das mesmas, levando a

dificuldade na respiracéo.

Segundo os informantes, o0 peixe pescado através desse método pode ser usado como isca
para pegar peixes maiores (Sr. G. S., 19 anos; Sr. C. B., 25 anos; Sr. T. S., 53 anos). “Essa planta
ajuda na pescaria porque o marisco sai da casa dele” (Sr. G. S., 19 anos). Segundo informacGes, 0s
peixes comumente capturados com o uso do vegetal sdo: mirim, mutuca, tilapia, acara (Sr. I. S., 46
anos; Sr. E. T., 33 anos; Sr. A. S., 64 anos), jundia, cambota (Sr. J. S., 37 anos; Sra. V. S., 50 anos;
Sr. M. B., 35 anos) e sinha de engenho (Sr. E. T., 33 anos).

Alguns afirmaram gque o sumo somente deixa 0s peixes tontos durante a pescaria (Sr. J. A,

33 anos), enquanto que outros informaram que depois de “tonto” o peixe morre (Sr. I. S. 46 anos).
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Quando questionados sobre o risco de contaminacgdo de seres humanos ao comer 0s peixes pescados
dessa forma, afirmaram que ndo ha perigo, pois a carne dos peixes ndo é contaminada (Sr. A. S., 64
anos). Cabieses (2007) destaca que os extratos alcoolico e aquoso de Phyllanthus tém uma
baixissima toxicidade para mamiferos, mas sdo muito tdxicos aos peixes e anfibios. Além disso,
saponinas, substancias presentes em P. acuminatus, tendem a causar beneficios a saide humana
quanto a reducéo do colesterol (GUCLU-USTUNDAG; MAZZA, 2007).

Quanto a outros usos além da pescaria, alguns pescadores informaram que na comunidade j&
houve uso do sumo de Phyllanthus para matar pulgas e carrapato de animais domesticos (Sr. J. S.,
37 anos), ja foi utilizado para matar gato (Sra. C. O., 48 anos) e até mesmo um cidad&o local usou
como fumo, embora quase tenha morrido (Sr. A. S., 64 anos). Alguns entrevistados citaram 0 uso
do sumo como repelente, relatando sucesso, e que ndo houve qualquer sensacdo de desconforto ou
intoxicacdo em contato com a pele (Sra. D. S., 42 anos). Para este fim, o sumo da planta é obtido da
mesma maneira, atraves da mistura com agua. “Eu ja até usei nos bracos e pernas para espantar

murigoca e mosquito da dengue e funcionou” (Sra. D. S., 42 anos).

4.2 Ensaio com extrato aquoso

O ensaio feito com o extrato aquoso para identificar a presenca ou ndo de saponina no
vegetal revelou que devido a formacdo de um anel de espuma de 1 cm apds a agitacdo e mesmo
depois do repouso das amostras, 0 extrato possui heterosideos saponinicos. Esse resultado corrobora
com outros estudos realizados com o género (CARDENAS-LOPEZ et al., 2002).

4.3 Avaliacéo do bioensaio com o sumo fresco de P. acuminatus sobre larvas de A. aegypti

O teste inicial realizado no LAPRON antes da filtracdo a vacuo foi importante para verificar
se a planta tem potencial bioinseticida. O estudo do bioensaio realizado em triplicata nos tubos de
ensaio, contendo sumo na concentracdo de 10 mL e dez larvas em cada, demonstrou mortalidade de
100%. Em concentracdo menor, 1 mL de sumo/9 mL de &gua destilada, em cada um dos tubos de
ensaio, foram encontradas, ap6s 24 horas, nove larvas mortas e apenas uma viva, indicando
mortalidade de 90%.

O sumo concentrado a 10 mL usado neste teste apresentou, depois de 24 horas, um
precipitado no fundo do tubo de ensaio, onde foram encontradas as larvas mortas. As larvas
morreram provavelmente pelo excesso de precipitado armazenado no fundo dos tubos o que pode

ter atrapalhado seu movimento e dificultado sua subida a superficie para realizar a respiragdo. A
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grande quantidade de substancia téxicas, a exemplo da saponina, também pode ter contribuido para
a mortalidade. Na concentracdo 1 mL de sumo/9 mL de agua destilada as larvas encontradas mortas
ndo estavam submersas no precipitado, principalmente porque a quantidade de material vegetal
depositado no fundo dos tubos de ensaio foi insignificante comparado a concentracdo a 10 mL de
sumo puro. Por isso, para os testes definitivos, a concentracdo maior ficou definida em 1,0 mL do

sumo e as demais a metade do valor da proporcdo anterior (0,50; 0,25 e 0,125 mL).

Mesmo depois do sumo ser filtrado a vacuo, o que possibilitou a eliminacdo de precipitado
no fundo dos tubos de ensaio, uma porcentagem significativa de larvas morreu na concentracdo a
1,0 mL.

Nos testes definitivos, foram preparadas quatro proporgdes diferentes (1,0; 0,50; 0,25 e
0,125 mL) mais o controle (Figura 13), todos com 10 larvas em cada réplica (Figura 14). Apds 24
horas de teste os tubos foram analisados a fim de verificar mortalidade de larvas do Aedes (quando
as larvas permanecem no fundo). A concentracdo de 1,0 mL foi a mais significativa para
mortalidade, visto que chegou a matar 30% das larvas em triplicata. Na propor¢éo 0,50 mL de sumo
filtrado, a maioria das larvas encontrava-se viva. Nas concentracdes 0,125 e 0,25 mL as larvas
permaneceram vivas serpenteando na superficie. A média dos resultados obtidos péde ser observada
através da analise do Teste de Tukey baseado na amplitude total estudentizada (“studentized range”,
em inglés). Esse teste é importante porque compara todo e qualquer contraste entre duas médias de
tratamentos, além de ser exato e de uso simples quando o ndmero de repeticdes € 0 mesmo para
todos os tratamentos (OLIVEIRA, 2008).

Figura 13. Estudo em triplicata das quatro concentracGes diferentes mais o controle. Foto da autora.
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Figura 14. Testes com as cinco concentracdes em tubos de ensaio e larvas de A. aegypti. Foto da
autora.

As medias obtidas nas avaliacdes de cada concentracdo foram comparadas pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade (Tabela 2). Conforme os dados analisados, os tratamentos B (0,50
mL) e C (0,250 mL) ndo diferem estatisticamente entre si, assim ocorre entre os tratamentos D
(0,125) e controle. O tratamento A, que corresponde a concentracdo de 1 mL, mostrou ser
estatisticamente diferente dos demais tratamentos e revelou-se a melhor dose a ser utilizada, uma

vez que foi capaz de eliminar 30% de larvas do mosquito (Figura 15).

Tabela 2: Média dos resultados obtidos mais desvio padréo do indice de mortalidade (%) da larva
do mosquito A. aegypti frente ao extrato bruto de P. acuminatus em diferentes concentragdes.

TRATAMENTO DOSE (mL) MORTALIDADE (%)
A 1,0 30,0+ 16,32
B 0,5 13,3+5,0
C 0,25 13,3+5,0
D 0,125 0,0

CONTROLE 0,0 0,0
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Figura 15. Larvas imersas na concentragdo a 1 mL com 30% mortas. Foto da autora.

Durante filtracdo a vacuo foi verificada a presenca de espuma, 0 que mais uma vez
caracteriza a presenca de heterosideos saponinicos (Figura 16). Andlises realizadas por Cardenas-
Lopez e seus colaboradores (2002) mostraram a presenca de flavonoides, taninos, saponinas,
esterdides, triterpendides, cumarinas e outros terpendides em P. acuminatus. Para Cabieses (2007),
a espécie contém saponinas que a faz util como veneno de pesca. Saponina € um surfactante natural
produzido por plantas e também por alguns animais marinhos e bactérias, sendo que este ativo
apresenta importantes acfes como reducdo da taxa de colesterol e triglicerideos sanguineos, efeito
imunogénico, reducdo da producdo de aménia e controle de parasitas, além de atividade hemolitica,
ictiocida e inseticida (FRANCIS et al. 2002; CHEEKE, 2002).

A atividade hemolitica é atribuida a interacdo entre as saponinas e 0s esterdis da membrana
do eritrécito, causando aumento de permeabilidade e sua ruptura da célula (SPARG et al., 2004).
Wang e colaboradores (2007) associaram a atividade hemolitica a estrutura das saponinas e
concluiram que, a partir da mesma aglicona, as saponinas que apresentam cadeias de

monossacarideos maiores geram maior atividade hemolitica.
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Figura 16. A e B - Presenca de espuma durante a filtracdo a vacuo o que caracteriza a presenca de
heterosideos saponinicos. Fotos da autora.

Muitas saponinas sdo capazes de causar desorganizacdo das membranas das células
sanguineas (a¢do hemolitica) ou das células das branquias em peixes (acdo ictiotoxica) (SPARG et
al., 2004). Com essa acdo, 0s peixes perdem o equilibrio de membrana, ocorre dificuldade na
respiracao e, aturdidos, sobem a superficie facilitando sua captura. O efeito com as larvas de Aedes
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pode ter sido semelhante, via ingestdo e compostos quimicos, a exemplo da saponina, podem ter
atuado em nivel de membrana causando asfixia ou pode ter causado uma desorganizacdo das células

das branquias das larvas utilizadas no bioensaio.

A larva do A. aegypti é composta de cabeca, torax e abdémen. O abdémen ¢é dividido em
oito segmentos. O segmento posterior e anal do abdémen tém quatro branquias lobuladas para
regulagdo osmotica (FUNASA, 2001). Dessa forma, € possivel que saponinas tenham tido ac¢éo na
regulagdo osmotica desses organismos, causando um desequilibrio quanto & absor¢do de ions da
agua (captacdo de sais por transporte ativo). Isso sugere que a planta apresenta certa atividade

bioinseticida e que talvez em concentracfes maiores esse resultado ultrapasse as expectativas.

Existem inGmeros trabalhos descrevendo o uso de produtos naturais (YANG et al., 2002;
ARAUJO et al.,, 2003; ALBUQUERQUE et al., 2004), inclusive de saponinas como agentes
larvicidas (PELAH; ABRAMOVICH; WIESMAN, 2002). Santiago et al. (2005) estudou o
potencial larvicida das saponinas isoladas a partir das espécies vegetais de Pentaclethra macroloba
Willd. Kuntze (Fabaceae) e Cordia piauhiensis Fresen. (Boraginaceae) sobre larvas do mosquito A.
aegypti com o objetivo de encontrar produtos naturais eficazes e seguros e que no futuro possam
substituir os compostos organofosforados ou outros agentes sintéticos. O resultado do bioensaio
mostrou que as saponinas de C. piauhiensis ndo apresentaram atividade larvicida, enquanto que P.
macroloba provocou mortalidade das larvas, confirmando, portanto, a atividade inseticida
apresentada pelas sementes encontrada na literatura (CHUN et al., 1994). Alem do mais, observou-
se um maior potencial larvicida para as saponinas monodesmosidicas e com um menor nimero de

unidades de acUcares.

4.4 Avaliacdo do bioensaio com os extratos etanolico bruto, hexanico, cloroférmico e acetato
de etila de P. acuminatus sobre larvas de A. aegypti.

Para os testes com diferentes extratos de P. acuminatus, foram preparadas em placas de Petri
cinco propor¢oes diferentes (1,0; 0,50, 0,25, 0,125 e 0,0625 mL) tanto do caule como da folha mais
a placa-controle para ambos. Apos 24 e 48 horas de bioensaio as placas de Petri foram analisadas
para verificar se havia larvas mortas. Com extrato etanélico bruto a maioria das larvas ndo morreu

apos 24 horas (Figura 17).
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Figura 18. Analise dos resultados obtidos do indice de viabilidade (%) da larva do mosquito A.

aegypti frente ao extrato hex
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No extrato hexanico da folha, em 24 horas as concentragdes 25 g e 50 pg apresentaram
alteracOes quanto a viabilidade das larvas. Apos 48 horas ndo houve mais mortalidade para as larvas

em nenhuma das concentragdes preparadas.

Os testes com o extrato cloroférmico do caule demonstraram que ndo houve efeito larvicida
em nenhuma das cinco concentra¢des de P. acuminatus testadas, mesmo decorrido 48 horas, 0 que
demonstra que o caule ndo tem quantidades significativas de metabdlitos com efeitos larvicidas
(Figura 19).
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Figura 19. Andlise dos resultados obtidos do indice de viabilidade (%) da larva do mosquito A.
aegypti frente ao extrato cloroférmico de P. acuminatus em diferentes concentracdes.

O bioensaio com as folhas revelou mortalidade de larvas somente ap6s 48 horas nas
concentragdes 0,125 mL, 0,25 mL, 0,50 mL e 1,0 mL, sendo que o resultado foi significativo para a

concentracdo de 0,50 mL.

Quanto ao extrato acetato de etila, caule e folhas apresentaram o mesmo resultado, nas
concentragdes 0,25 mL e 0,50 mL algumas larvas morreram com 24 horas, enquanto que nas

demais concentragdes foram encontradas vivas serpenteando na placa de Petri (Figura 20).
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Figura 20. Analise dos resultados obtidos do indice de viabilidade (%) da larva do mosquito A.
aegypti frente ao extrato acetato de etila de P. acuminatus em diferentes concentracoes.

As 48 horas seguintes ndo influenciaram para a mortalidade de mais larvas imersas no
extrato acetato de etila tanto do caule quanto da folha. Com esse resultado é possivel inferir que nao
hd uma relacdo direta entre os diferentes extratos utilizados, tampouco entre o proprio extrato
variando a parte da planta utilizada como o extrato hexanico da folha e do caule que ndo tiveram

nenhuma correlacdo quanto a concentracdo com maior potencial larvicida.

Como néo foi feita uma dosagem em nivel de substancias quimicas presentes na planta,
inclusive de saponina, durante a distribuicdo das concentracbes para a realizacdo dos testes
bioldgicos, é possivel que a quantidade de substancias ativas presentes nas concentracdes testadas
tenham sido distintas para caule e folha, o que explica a mortalidade de larvas em concentracdes

menores e ndo em maiores quando comparado entre 0 mesmo solvente utilizado.

Segundo Augustin e seus colaboradores (2011), o conteido de saponinas nas plantas pode
variar com a parte vegetal examinada, e com fatores ambientais e agronbémicos, como
disponibilidade de nutrientes e agua, e necessidade de protecdo contra herbivoros e patdgenos. Shi e
colaboradores (2007) exemplificaram isso ao investigar a presenca de ginsenosideos em raizes,
folhas e caule de Panax ginseng C.A. Mey em idades diferentes, resultando uma maior producao

destes nas raizes com um ano de crescimento.

Ao realizar estudo, Gobbo-Neto (2007) concluiu que o conteddo final de metabdlitos
secundarios em plantas medicinais pode ser afetado, assim como condic¢des de coleta, estabilizacdo
e estocagem podem ter grande influéncia na qualidade e, consequentemente, no valor terapéutico de
preparados fitoquimicos. Além disso, foi observado por Kao et al. (2001) que extratos vegetais
podem ser analisados também em conjunto, visto que existe a possibilidade de uma acé&o sinérgica

ou aditiva entre eles.
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A diferenca dos resultados entre testes do material vegetal fresco e seco demonstra que a
metodologia utilizada para a preparacdo dos extratos etanolico bruto, hexanico, cloroférmico e
acetato de etila pode ter provocado alteracdo da molécula de saponina por causa das temperaturas
utilizadas durante o processo de evaporacdo rotativa, o que pode ter resultado em respostas
diferentes quanto a sua interacdo com o sistema de membranas internas. A variacdo da concentracao
de saponina na sua forma molecular integra, comparando o extrato de folha e caule, pode ter
ocorrido uma vez que o procedimento de aquecimento na estufa e no evaporador rotativo
possivelmente promoveu hidrotermolise, com consequente degradacdo da molécula de saponina.
Esse fendbmeno pode ter interferido nas interacdes eletrostaticas e hidrofébicas com a membrana.
Segundo Ribeiro (2012), a estrutura complexa das saponinas pode sofrer transformac6es quimicas
durante a estocagem e 0 processamento, que podem modificar suas propriedades e levar a uma

diminuicdo no seu percentual em até 60%.
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5 CONCLUSAO

Algumas populacdes de A. aegypti tém mostrado resisténcia a inseticidas utilizados nos
programas de controle, por isso, ha necessidade do desenvolvimento de novos produtos com essa

atividade e que sejam menos danosos ao meio ambiente e a salde humana.

Alguns moradores de Maragogipe, Bahia, cultivam em quintais e utilizam P. acuminatus na
atividade pesqueira para facilitar a captura de alguns peixes. Outros usos foram associados a esta
planta, dentre eles, como repelente ao ser passado na pele e até mesmo como fumo. A utilizagdo
dessas plantas constitui uma alternativa de baixo custo, além de se apresentar como um importante

meio na conservacao do conhecimento transmitido através das geracgoes.

Phyllanthus acuminatus mostra-se com certo potencial farmacoldgico gracas a constituicdo
dos seus metabdlitos secundarios, embora ainda necessite de novos estudos para o isolamento e a

identificacdo dos compostos de interesse.

Os ensaios com larvas de Aedes aegypti a partir do material vegetal fresco revelaram que o
extrato aquoso possui efeito larvicida no intervalo observado na concentracdo a 1,0mL e que essa
acdo pode estar associada a presenca de saponinas como um dos metabdlitos secundarios do vegetal
testado. As saponinas possivelmente afetaram o sistema de membranas internas e podem ter atuado

sobre as branquias desses insetos causando desequilibrio osmoético levando a morte.

Com a particdo dos extratos do material vegetal seco foi possivel obter concentracdes letais
extremamente baixas em relacdo aos estudos com a planta fresca, o que sugere que o efeito
bioinseticida pode estar associado a preparacdo artesanal. Neste sentido, trabalhos de resgate do
conhecimento tradicional sdo de grande valia, uma vez que permitem o registro de informagdes ndo
sO acerca das relacbes que permeiam homens e plantas, mas de espécies promissoras para pesquisas

farmacoldgicas posteriores.

E preciso que novos testes sejam realizados para que concentragdes mais elevadas sejam

examinadas com as larvas de 3° estadio. Os resultados apontam, ainda, para a necessidade do
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prosseguimento dos estudos com o vegetal, de maneira a contribuir com o conhecimento académico

e popular sobre sua acdo larvicida.
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APENDICE A - Modelo de entrevista semiestruturada.

Entrevista n°;

A. Informac&o sobre o entrevistado:

1. Nome (opcional):

3. Endereco (opcional):

4. Sexo: () Masculino () Feminino

5. Escolaridade: ~ Nenhuma ( ) () Outro:

6. Profissdo/Atividade:

B. Informagdes sobre a entrevista:

2. ldade:
1°grau () completo ( ) incompleto
2°grau () completo ( ) incompleto
3grau () completo ( ) incompleto
1. Local: 2. Data: / /

3. Circunstancias:

C. Informagdes sobre plantas ictiotoxicas:

1. Quais plantas vocé usa para pescar?

2. Qual é 0 nome dessa plantas?

3. Onde podem ser encontradas?

4. Por que vocé prefere utilizar essas plantas na pesca?
5. Ela ajuda de que forma na pescaria?

6. Como é preparada e como se usa?

7. Alguém da comunidade ja se intoxicou em contato com essas plantas?

9. O gue acontece com os peixes quando entram em contato com essas plantas?

10. Sabe dizer se 0 peixe que teve contato com a planta passa a ser toxico para nés humanos?

11. Quais os peixes daqui da regido sdo pescados com essas plantas?

12. Sabe dizer o que a planta causa no peixe para ele morrer ou ficar “tonto”?
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Apéndice B: TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

O projeto Avaliacdo do Extrato de Plantas Utilizadas Tradicionalmente como Ictiotéxicas na Mortalidade de Larvas do
Aedes aegypti (Linnaeus, 1762) (Diptera: Culicidae) visa avaliar o uso do extrato de algumas plantas utilizadas
tradicionalmente como ictiotoxicas na mortalidade de larvas do mosquito da dengue. Esse estudo reflete o interesse e a
importancia em diminuir o uso de inseticidas sintéticos usados no controle do Aedes, visto a séria ameaga a0 meio
ambiente e ao risco que oferece a salde da populacéo.

O professor Eraldo Medeiros Costa Neto, que trabalha na Universidade Estadual de Feira de Santana e a bidloga Juliana
Nascimento Andrade, estudante do Curso de Mestrado em Biotecnologia, se propdem a estudar o efeito de algumas
espécies vegetais, partindo de estudos etnobioldgicos, como alternativa para a reducdo do uso de produtos com alto
poder de poluigdo ambiental no controle da dengue, como é o caso da escolha por bioinseticidas. Este estudo quer saber
quais sdo as espécies ictiotdxicas que os pescadores ou representantes da comunidade conhecem e como se da 0 uso na
pesca tradicional. Além disso, 0 projeto quer saber se estes vegetais tém algum efeito na mortalidade de larvas de A.
aegypti. A pesquisa ndo apresenta riscos nem para 0S sujeitos participantes e nem para a instituicdo de ensino. Os
sujeitos da pesquisa serdo informados sobre os resultados alcancados ao fim do projeto e a contribuicdo deles para a
bioprospeccdo no que se refere ao controle do mosquito. Para conhecer isso tudo, o professor Eraldo e a bidloga Juliana
precisam ndo s conversar com o (a) senhor (a), mas também acompanhar e tirar umas fotos do (a) senhor (a) usando
essas plantas na pesca. As fotos somente serdo tiradas se o (a) senhor (a) permitir, lembrando que faremos uma copia e
daremos para ao senhor (a). As nossas conversas serdo gravadas em um micro-gravador, também com sua permisséo,
apenas para registrar o que foi conversado. As plantas coletadas serdo identificadas no Herbario, Departamento de
Biologia da Universidade Estadual de Feira de Santana, onde as exsicatas serdo depositadas. As fitas gravadas e as
informagdes de campo serdo depositadas no Laboratério de Etnobiologia da UEFS, as quais ficardo sob a
responsabilidade do Pesquisador Responsavel. Vale lembrar que o senhor (a) ndo é obrigado a participar deste estudo e
tem todo direito de ndo responder as perguntas que forem feitas, além de desistir em qualquer momento da pesquisa. O
estudo garante confidencialidade, privacidade e anonimato a todos que participarem. Os informantes ndo terdo despesas
nenhuma ao participar da pesquisa.

Se o (a) senhor (a) estiver de acordo com o que foi explicado e aceita participar do estudo, por favor assine este

documento em duas vias. Uma copia ficara guardada com o (a) senhor (a).

de de 2011.

Entrevistado

Pesquisador

Professor Eraldo Medeiros Costa-Neto
Universidade Estadual de Feira de Santana
Departamento de Ciéncias Biologicas
Laboratério de Etnobiologia: 75-3224-8131
Bidloga Juliana Nascimento Andrade

Mestranda em Biotecnologia - UEFS



