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RESUMO

O agravamento do processo de resisténcia dos mosquitos aos insecticidas, aliado ao reduzido
numero de compostos activos disponiveis para uso na saude publica e o custo relativamente
alto dos insecticidas sintéticos, evidenciam a necessidade da prospeccao de pesquisas, a fim
de fornecer medidas alternativas de controle, mais seguras e acessiveis contra doengas
vectoriais. Este trabalho teve como objectivo avaliar a actividade larvicida dos extractos
etanolico, etandlico 25% e do 0leo essencial das folhas de Corymbia citriodora sobre as
larvas do terceiro estagio de desenvolvimento do mosquito Anopheles gambiae, um dos
principais vectores de parasitas da malaria em Mogambique. Os extractos foram obtidos por
maceracdo usando etanol 96% como solvente, durante 10 dias, sob agitacdo de dois em dois
dias, enquanto o Oleo essencial extraido quantitativamente atraves do método de
hidrodestilacdo usando aparelho de Clevenger. Os testes fitoquimicos preliminares para
identificacdo de metabdlitos secundarios basearam-se em reaccdes colorimétricas e de
precipitacdo. As analises fisico-quimicas do Oleo essencial foram realizadas para
determinacdo da densidade, indice de refraccdo, solubilidade em &lcool, cor e aparéncia. Na
actividade larvicida avaliou-se a toxicidade do extrato etanolico, extracto etanolico 25% e do
6leo essencial sobre larvas do terceiro estagio de Anopheles gambiae. A concentracdo letal
para matar 50% da populagdo amostral (CLs), 0 intervalo de confianca & 95% calculou-se
através dos métodos de Reed-Muench e Pizzi respectivamente. O rendimento médio das
extraccOes do Oleo essencial foi de 1,64% (p/p). Os testes fitoquimicos realizados nos trés
extractos das folhas de Corymbia citriodora revelaram a presenca de alcaldides, saponinas,
taninos, fendis e esteroides/triterpendides. Os valores de CLs para o intervalo de confianca a
95% do extracto etanolico, etandlico 25% e 6leo essencial foram de 120,50 (+2,23), 136,46
(+2,22), e 93,11 (+2,23) ug.ml™ respectivamente. Os resultados obtidos indicam que o 6leo
essencial, assim com o0s extractos etandlico e etandlico 25% das folhas de Corymbia
citriodora sdo constituidos por substancias que possuem actividade larvicida sobre as larvas

de Anopheles gambiae.
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I.  INTRODUCAO

Em relacdo as doencas parasitarias do sangue de grande relevancia na saude publica, a
malaria é uma das que mais se destacam, estimativas globais indicam que a taxa de incidéncia
da malaria entre os anos 2000 e 2013 situou-se em cerca de 30%, com uma taxa de
mortalidade de cerca de 47% (Rey, 1992 citado por Guisseve, 2006; WHO, 2014).
Aproximadamente 82% dos casos de malaria registam-se em Africa, com taxas de
mortalidade estimadas em cerca de 90% por todo continente, sendo que as criangas com
idade inferior a 5 anos e as mulheres gravidas representam 0s grupos mais vulneraveis
(WHO, 2014).

Nos dltimos anos o governo Mocambicano e a populacdo em geral preocupam-se com a
elevada incidéncia de casos de maléria no pais, que a cada ano se intensifica no verdo e exige
préticas e cuidados intensivos para o seu combate. A maléria é um dos principais problemas
de saude publica em Mocambique, segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) a
problematica da malaria s6 sera solucionada quando houver uma profunda mudanca na infra-

estrutura sanitaria das grandes cidades (MISAU, 2012).

A malaria ou paludismo é uma doenca de caracter infeccioso, cuja transmissdo é feita através
do contagio indirecto por inoculacdo viral, por meio do mosquito Anopheles fémea. O
mosquito adapta-se facilmente aos ambientes domésticos e urbanos sendo resistente a
larvicidas e insecticidas. O registo de tantos casos da doenca torna imprescindivel a

divulgacéo de seus sintomas e formas de prevencao (Freitas, 2007).

Segundo Roel (2001) citado por Freitas (2007), novas alternativas tém sido estudadas para o
controle de pragas e vectores, principalmente devido ao impacto ecoldgico causado pelos
pesticidas a0 meio ambiente, bem como o aumento da resisténcia dos insectos devido ao uso
indiscriminado dos insecticidas. Ap0s constatar-se 0s graves problemas causados pelos
insecticidas quimicos tais como N,N-dietil-m-toluamida (DEET) e diclorodifeniltricloroetano

(DDT), intensificou-se as investigacOes de plantas que apresentam propriedades insecticidas.

No que concerne as propriedades farmacologicas e insecticidas dos vegetais, segundo De
Paula (2002), as plantas tém sido uma importante fonte de farmacos, bem como de
insecticidas. Os principios activos responsaveis por essas actividades sdo principalmente
moléculas originarias dos metabolitos secundarios que desempenham funcGes importantes na

interaccdo da espécie vegetal com o ambiente, tais como proteger de doencas causadas por

Antonio Albino Elija Trabalho de Licenciatura UEM-2015 1
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microorganismos (fungos e bactérias), repelir insectos e atrair espécies Uteis (insectos

polinizadores).

Inicialmente, as proprias plantas eram utilizadas e, durante o decurso dos anos, os Gleos
essenciais comecaram a ser extraidos. Porém, durante a idade média a destilacdo era usada
para a preparacdo de agua aromatizada e, quando o Oleo aparecia na superficie da &dgua era
considerado uma impureza. Com o decurso do tempo, o produto de interesse das destilaces
tornou-se o 0leo a partir dessa época comecaram a desenvolver-se métodos de extraccdo dos

0leos essenciais (Teisseire, 1994 citado por Falcdo, 2012).

Oleo essencial refere-se a um grupo de substancias naturais aromatizantes que sdo extraidos
de diferentes 6rgdos das plantas através de um método especifico. Os dleos essenciais sao
constituidos por numerosos compostos volateis, como terpenos e sesquiterpenos, com tensées
de vapores elevadas, odoriferos, insoliveis em agua, porém sollveis em alcool e solventes
apolares (Castro et al., 2007 citado por Andrade 2011).

De acordo com Costa (2005); Murugan et al (2007) citados por Teles (2009), os 6leos
essenciais produzidos no metabolismo secundario das plantas, destacam-se como fontes

naturais com actividade insecticida, larvicida e repelente.

O presente trabalho visa realizar o estudo fitoquimico preliminar das folhas da planta
Corymbia citriodora de modo a identificar os principais compostos metabdlicos secundarios

e testar a actividade larvicida dos extractos e do 6leo essencial.
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II. OBJECTIVOS

2.1.  Objectivo Geral
v Avaliar a accdo larvicida dos extractos e do dleo essencial das folhas de C. citriodora

sobre as larvas do mosquito Anopheles gambiae, vector de parasitas da malaria.

2.2.  Objectivos Especificos
v Obter extractos etandlicos a diferentes concentracdes por maceracao e 6leo essencial

por hidrodestilacdo das folhas de Corymbia citriodora,

v Realizar testes fitoquimicos qualitativos para identificacdo das classes de metabdlitos
secundarios existentes nos extractos das folhas de C. citriodora;

v Avaliar a actividade larvicida dos extractos etandlico, etandlico 25% e do 6leo
essencial das folhas de C. citriodora sobre as larvas do mosquito Anopheles gambiae.

v Determinar a concentracao letal a 50% (CLsg) através do método de Reed-Muench.
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I1l. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. Metabdlitos secundarios
Dé&-se 0 nome de metabolismo ao conjunto de reac¢fes quimicas que ocorrem continuamente
em cada célula. Os compostos quimicos formados, degradados ou simplesmente
transformados durante essas reac¢fes sdo chamados de metabolitos. Essas reaccdes visam,
principalmente, ao aproveitamento de nutrientes para satisfazer as exigéncias fundamentais
da célula: energia (ATP), poder redutor (NADPH) e biossintese das substancias essenciais a
sua sobrevivéncia (macromoléculas celulares). Por serem considerados processos essenciais a
vida e comuns aos seres vivos, tém sido definidos como integrantes do metabolismo
primario. Segundo Martins et al (1994), metabolitos secundarios sdo expressdes da
individualidade quimica dos seres biologicos e diferem de espécie em espécie, qualitativa e
quantitativamente, sendo produzidos em pequenas quantidades. Gottlieb e Salatino (1987)
citados por Santos (2012), em sua definicdo diferenciam os metabolitos primarios dos
secundarios, como sendo os fornecedores de energia e matéria prima para a sintese dos

metabdlitos secundarios, designados pelos autores como especiais.

Antigamente os metabdlitos secundarios eram considerados como dejectos celulares, porém,
sabe-se hoje em dia que esses metabolitos sdo de larga importancia e aplicacdo, podendo agir
como sinais quimicos que permitem a planta responder a estimulos ambientais, fornecer
defesa contra herbivoros, patdgenos, proteccdo contra radiacdo solar, ou ainda contribuir para

a dispersdo de polen e sementes (Raven, et al., 2001 citados por Kempt, 2009).

A composicdo quantitativa e qualitativa dos metabolitos secundarios das plantas é alterada
acentuadamente durante as fases de crescimento. A sua producéo varia de acordo com a idade
das plantas, o estado reprodutivo, as opcdes metabdlicas determinadas pelo efeito de
hormonas com ciclos de sintese de substancias influenciada pelas esta¢fes ou horas do dia e

com condices de cultivo (Castro et al., 2010 citado por Santos, 2012).

O elevado nimero e a grande diversidade de metabolitos secundarios vém despertando
interesse de pesquisadores de varios ramos da ciéncia, que encontram nestes metabolitos uma
fonte promissora de novas moléculas potencialmente Uteis a0 homem. As rotas metabolicas
secundarias ndo sdo muito generalizadas quanto as primarias, pois sdo activadas durante
alguns estagios particulares do crescimento e desenvolvimento ou em periodos de estresse

causados por limitacGes nutricionais ou ataques microbiolégicos (Kempt, 2009).
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De acordo com Taiz e Zeiger (1998), os metabdlitos secundarios podem ser divididos em trés
grupos principais: terpendides, compostos fendlicos e compostos nitrogenados. Os
terpendides sdo sintetizados a partir do Acetil Coenzima A (Acetil — CoA), via rota do acido
mevaldnico. Os compostos fendlicos sdo substancias arométicas formadas via rota do cido
chiquimico ou &cido acético. Os compostos nitrogenados sdo sintetizados a partir de

aminoacidos (Santos, 2012).

3.2.  Oleos essenciais
Os oleos essenciais (OEs) sdo metabdlitos secundarios produzidos pelas plantas, constituidos
por misturas complexas de substancias volateis, lipofilicas, geralmente odoriferas e liquidas a
temperatura ambiente. Os seus principais componentes sdo terpendides e fenilpropandides,
sendo 0s terpendides encontrados em maior percentagem (Simdes et al., 1999). As
designacdes dadas a esta classe de dleos sdo devidas as suas caracteristicas fisico-quimicas.

Sé&o considerados 6leos por apresentarem as seguintes caracteristicas:

v' Sdo liquidos de aparéncia oleosa a temperatura ambiente;
v’ Séo volateis;

v Possuem um aroma agradavel e intenso.
Outras caracteristicas que podem ser identificadas nos 6leos essenciais séo:

v’ Sabor: geralmente &cido e picante;

v' Coloracdo: apds extraidos, os o0leos essenciais sdo geralmente incolores ou
ligeiramente amarelados;

v’ Estabilidade: normalmente os 6leos essenciais sdo instaveis face a alguns factores
como a presenca de ar, luz, calor, humidade e metais;

v" A maioria dos 6leos essenciais possuem indices de refraccdo e sdo opticamente
activos (Brito & Vitti, 2003).

Os 0leos essenciais sdo produzidos como metabdlitos secundarios por plantas das familias da
Apiaceae, Asteraceae, Laureaceae, Fabeaceae, Myrtaceae, Myristaceae, entre outras, de zonas
temperadas e quentes, como a regido mediterranea e em paises tropicais. Eles podem ser

sintetizados em todos os orgdos da planta: caule, folhas, sementes, frutos, raizes e até mesmo
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na casca de frutos, sendo depois armazenados em estruturas especificas da planta, tais como

células secretoras e epidérmicas (Bakkali, 2008 citado por Dias 2011).

E caracteristico dos 6leos essenciais a presenca de terpenos, fundamentalmente monoterpenos
e sesquiterpenos, mas também contém grupos como ésteres, alcoois, aldeidos, cetonas,
acetais e fendis (Romero et al., 2003). Os 6leos essenciais podem apresentar actividade
citotoxica, em geral, essa actividade é atribuida principalmente devido a presenca de fendis,
aldeidos e alcoois. Esta actividade citotoxica € de grande importancia nas aplicacGes dos
6leos essenciais contra certos patdgenos e parasitas de humanos ou animais (Sacchetti et al.,
2005 citado por Pereira, 2010).

3.2.1. Composi¢do quimica dos 6leos essenciais
Os 06leos essenciais constituem misturas complexas com mais de 200 compostos que podem
ser agrupados basicamente em duas frac¢des, designadamente fraccéo volatil e fraccdo nao
volatil. A fraccdo volatil constitui 90 a 95% do 0leo, e a fraccdo ndo volatil corresponde entre

5 - 10% do residuo do dleo (Furia e Belanca, 1975 citados por Vilaga et al., 2005).

Os oleos essenciais sdo geralmente constituidos de compostos a base de carbono, hidrogeénio,
oxigénio e raramente nitrogénio e enxofre. S0 quimicamente bem diversificados, assim
como apresentam diferentes modos de acgdo, contrariamente aos produtos quimicamente
sintéticos que apresentam basicamente um Unico modo de ac¢do, de acordo com Tyrrel
(1990) citado por Vilaca Vilaca et al (2005), dois 6leos essenciais dificilmente possuem o
mesmo modo de acc¢do, na tabela 1 sdo apresentados os diversos compostos que constituem

0s 6leos essenciais.

Dentre os diversos compostos organicos que compdem o0s Oleos essenciais destacam-se
predominantemente monoterpenos, sesquiterpenos (figura 1), fenilpropandides, ésteres,
aldeidos, cetonas e outros compostos de baixo peso molecular, caracteristica esta que lhes
fornece alta volatilidade e que permite a sua extracgdo através do arraste com vapor de agua.
Alguns terpenos como o limoneno, sdo encontrados em diferentes espécies vegetais,
enquanto outros tais como aldeidos aromaticos e fendis, ocorrem como componentes
principais em algumas plantas, tal como € o caso do composto citronelal no 6leo de eucalipto

citriodora, o linalol no 6leo de pau de rosa (figura 2). O aroma caracteristico do 6leo de
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cravo, por exemplo, é devido ao eugenol, seu principal componente (Aradjo, 1999; Zamboni,
1983 citados por Aguiar, 2003).

mentol terpineol terpineno p-cimeno

OH
/
elemeno curcumeno cadinol

Figura 1: Exemplos de alguns mono e sesquiterpenos oxigenados e ndo oxigenados. (Fonte:
Sarker e Nahar, 2007)

OH
N |
O | HO

citronelal linalol eugenol

Figura 2: Exemplos de alguns constituintes principais de 6leos essenciais. (Fonte: Sarker e
Nahar, 2007)

A segunda classe de compostos de maior ocorréncia nos o6leos essenciais é dos
fenilpropanoides. Na (figura 3), ilustram-se alguns dos representantes desta classe que se
caracterizam estruturalmente pela presenca de um anel aroméatico e uma cadeia lateral

alifatica, comummente com trés atomos de carbono (Kempt, 2009).
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OMe
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OMe OMe
asarona dilapiol safrol

Figura 3: Exemplos de alguns fenilpropandides encontrados nos 6leos essenciais. (Fonte:
Kempt, 2009)

Tabela 1: Diversos compostos que constituem os 6leos essenciais

Classe de compostos Tipo de substituinte Exemplos
(funcéo)
Monoterpenos Carbonetos Mirceno, ocimeno, pinenos

Terpinenos, falandrenos

Alcoois Geraniol, linalool, carveol

Mentol, fenchol, lavandulol

Aldeidos Citral, neral, citronelal

Cetonas Canfora, fenchona, carnova

Pulegona, mentonas

Esteres Acetato citronelil

Mentil acetato isobornil

Eteres 1,8 cineole, mentofurano

Fendis Timol, carvacrol
Sesquiterpenos Carbonetos cadinenos, curcumenos

Alcoois Farnesol, cedrol, carotol

cetonas Germacrone, turmerones
Aroméaticos Aldeidos Cinanaldeido

Alcoois Alcool cindmico

Fendis Chavicol, eugenol

Fonte: Dias, 2011.
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3.2.2. Factores que influenciam a composicado de 6leos essenciais
A variacdo genética em populagdes naturais de plantas e animais é a razdo da sua existéncia,
perante as pressdes do ambiente, sendo a matéria-prima da selecgdo natural. As plantas que
ocorrem ao longo de um gradiente ambiental, por exemplo, variam quanto a constituicao
genetica e actividade fisiologica, condicionadas pelo processo de seleccdo natural; embora
pertencendo & mesma espécie, podem responder de modos diferentes ao grau de tenséo
ambiental. Existem alguns factores que podem influenciar na composi¢do quimica de 6leos
essenciais tais como: luminosidade, humidade, radiac&o solar, vento, temperatura, estacdo do
ano, periodo do dia em que a amostra foi colectada, altitude, ritmo circadiano, poluicdo

atmosfeérica, como ilustrado na (figura 4) (Kempt, 2009).

O ambiente no qual a planta se desenvolve e o tipo de cultivo influenciam significativamente
na composicdo quimica dos 06leos essenciais. A temperatura, a humidade relativa, a duracéo
total de exposi¢cdo ao sol e o periodo de ventos também exercem uma influéncia directa,
sobretudo sobre as espécies que possuem estruturas histoldgicas de armazenamento na
superficie. Nos vegetais em que a localizacdo das estruturas histoldgicas é mais profunda, a

qualidade dos 6leos € mais constante (Simdes et al., 1999).

Ritmo circadiano

\\\\

indice pluviomeiﬂco
Radiagao UV

/ Composi¢cao
Q. / atmosférica

Sazonalidade

s Herbivoria e
Ataque de patdégenos

e

Idade

T ‘*‘M\\‘C« ;
o

S

Figura 4: Principais factores que podem influenciar no acimulo e na composi¢do dos 6leos
essenciais. (Fonte: Kempt, 2009)
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3.2.3. Plantas com propriedades insecticidas e larvicidas
O grande potencial insecticida dos extractos e 0Oleos essenciais extraidos de plantas tém
impulsionado o desenvolvimento de pesquisas direccionadas aos métodos alternativos de
controle vectorial. Compostos quimicos obtidos de plantas podem ser usados como
larvicidas, repelentes e atractivos de oviposicdo (Kewka et al., 2008 citados por Nascimento,
2014).

Em muitas plantas s@o encontradas substancias com potencial actividade insecticida, larvicida
ou repelente. Estas substancias sdo geralmente volateis e podem ser detectadas pelas antenas
ou tarsos de insectos. Dentre elas destacam-se os monoterpenos (citronelal, linalol, mentol, o
e B — pinenos, mentona, carvona e limoneno), os sesquiterpenos (farnesol, nerolidol), os
fenilpropanoides (safrol, eugenol), entre outros. Os monoterpenos o e B- pineno (figura 5)
estdo presentes no Gleo essencial extraido da resina de pinheiro, armazenado pela larva da
vespa Neodiprion (Hymenoptera). Quando a lagarta é atacada por um predador, estas
substancias sdo libertas, causando repeléncia e fazendo com que ele desista do ataque
(Panizzi e Para, 1991; Simdes e Sptizer, 2004; Harborne, 1993 citados por Prado, 2007).

O citronelal pode ser encontrado em varias plantas como capim — citronela (Cymbopogon
nardus R.), e em espécies de eucalipto, principalmente em Eucalyptus citriodora Hook
pesquisas de Penteado (1999) citado por Prado (2007), recomendam o 6leo de eucalipto no
controle de pragas de produtos armazenados, como Tribolium castaneum (Herbs) e S.
zeamais. Segundo estes autores, o citronelal e 0 1,8 — cineol (figura 5) sdo responsaveis por

esta actividade biologica.

Uma importante aplicabilidade das plantas e de seus subprodutos € no controle de formas
larvérias de insectos vectores de parasitas humanos e animais. Até o ano de 1988, ja haviam
sido descritas mais de 140 espécies de plantas com ac¢édo toxica sobre as larvas de mosquitos
(Rozo et al., 2008 citado por Nascimento, 2014).

Diversos compostos quimicos destacam-se por apresentar ac¢do larvicida, dentre eles pode-se
citar as amidas, quinonas, flavondides e rotenoides, os quais sao amplamente encontrados em

plantas pertencentes as familias Rutaceae, Piperaceae e Boraginacea (Garcez et a.l, 2013).
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a-pineno B -pineno

citronelal 1,8 - cineol

Figura 5: Exemplos de alguns componentes presentes nos 6leos essenciais com propriedades
insecticidas. (Fonte: Do Prado, 2007)

3.3.  Descricdo e caracterizacdo taxonémica de Corymbia citriodora
A histéria do género Eucalyptus cita: “A descricdo do género deu-se em 1788, por
L’Heeretier de Brutelle, e publicada no Sertum Angelicum, 18, T. 20, Paris” . Em estudos
baseados em caracteristicas morfolégicas e moleculares, o género Eucalyptus foi
reclassificado, formando um novo género denominado Corymbia. Neste novo género foram
incluidas 113 espécies, entre elas o Eucalyptus citriodora classificada como Corymbia
citriodora (Hook) K.D. Hill & L.A.S. Johnson (Vieira, 2004). Neste trabalho a nomenclatura

adoptada é Corymbia citriodora género Corymbia, sec¢do Ochraria, série Maculatae.

C. citriodora, também conhecida como Lemon scented gum ou spotted gum, é uma planta
originaria da parte oriental do estado de Queensland, na Austrdlia, de porte médio,
ocasionalmente podendo atingir 50 m de altura. Na fase adulta as suas folhas sdo alternadas,
pecioladas, com comprimento variando de 8-16 cm e 0,5-1,8 cm de largura, apresentando
uma tonalidade verde-clara. Os tipos de solo onde melhor se desenvolve sdo argilo-arenosos,
avermelhados, bem drenados e profundos, podendo também adaptar-se em solos pobres.
Quanto &s exigéncias climaticas, esta espécie ocorre em regides tropicais, com precipitacao

pluviométrica anual de 600 a 1000 mm (Dogenski, 2013).

Em Mocambique devido as condigdes de relevo favoraveis para o desenvolvimento da
espécie Corymbia citriodora alguns autores recomendam a colheita de folhas da espécie no
distrito de Namaacha, situado na regido Sul da provincia de Maputo para obtengdo de
melhores rendimentos nas extraccdes de dleo essencial, pois plantas que encontram-se em

altas altitudes produzem maiores quantidades de 6leos essenciais.
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O distrito possuiu pequenas planicies de 100 — 200 m nos vales aluvionares ao longo dos rios.
A superficie de aplanacao desce para Leste, com varios rios a cortar as montanhas no sentido
Oeste-Este. Nestas superficies os solos sdo basalticos avermelhados e pretos, com
profundidades variaveis (Ministério Da Administragdo Estatal, 2005).

A figura 6 representa uma planta de C. citriodora do distrito de Namaacha e sua

classificacdo taxondmica.

Nome vernacular: Eucalipto
Reino: Plantae

Divisdo: Angiospermae
Ordem: Myrtiflorae (Myrtales)
Familia: Myrtaceae

Género: Corymbia

Espécie: Corymbia citriodora

Série: Maculatae

Figura 6: Imagem ilustrativa da planta Corymbia citriodora

A colheita das folhas para extraccdo de 6leo essencial (OE), inicia-se normalmente aos 18
meses apos o plantio, quando as plantas se encontram com a altura variando entre 2 a 4 m.
Durante a colheita das folhas retira-se aproximadamente dois tercos da parte inferior da copa

das arvores e 0 processo aplica-se geralmente em intervalos de 12 meses (Brito e Vitti, 2003).

3.3.1. Oleo essencial de Corymbia citriodora
O OE de C. citriodora é conhecido pelo seu agradavel odor de limdo, amplamente utilizado
na industria de fragrancias, e tém como constituintes principais os terpenos oxigenados: o
citronelal em maior quantidade e, em menor quantidade, o citronelol e isopulegol (Brito e
Vitti, 2003). As caracteristicas fisico-quimicas destes componentes sao ilustradas na tabela 2.
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Para além de seu uso como ingrediente para producdo de fragrancias, o OE de C. citriodora
tem sido estudado devido ao seu amplo espectro de actividade biologica. O 6leo pode ser
utilizado como herbicida contra ervas daninhas como a parthenium hysterophorus, Zea mays,
Cassia accidentalis, no controle de carrapatos pelo seu efeito repelente e acaricida. Combrink
et al (2011) citados por Dogenski (2013), relataram que o OE de C. citriodora, na
concentracdo de 2000 pL/L, foi 100% efectivo contra Penicillium digitatum FB0O01 e Q370 e

Botrytis cinérea, causadores de deterioracdo em frutas.

Tabela 2: Principais constituintes do 6leo essencial de C. citriodora e suas propriedades fisico-

guimicas
Citronelal Citronelol Isopulegol
estrutu O =
o M MOH
H \\\v"
N
F. M C]_()ngo ClOHZOO C]_()H]_80
M.M 154,25 156,27 154,25
P.E 206,5°C 221,5°C 220°C
Densid | 0,856 0,857 0,911
ade
% 65-80 4,0-5,0 25-35
P. 78°C 79°C 78°C
fulgor

Fonte: Dogenski, 2013

O citronelal (principal componente do 6leo essencial de C. citriodora) € um composto de
grande importancia para sinteses quimicas. Exemplos de algumas reaccdes do citronelal estdo
ilustradas na (figura 7). A sua redugdo com amalgama de sodio conduz a formacdo de
citronelol (composto amplamente utilizado na indastria de fragrancias). A oxida¢do com
ozono conduz a formagdo de acido 3 — metil adipico (um dos compostos utilizados para
producdo de fibras téxteis de poliamida) e acetona (composto amplamente utilizado como
solvente) (Mussane, 1998).
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Na/Hg
é}HO —_— é}HZOH

Citronelal Citronelol
o O
CHO —3—= cooH * /|k
COOH
Citronelal acido 3 - metil adipico acetona

Figura 7: Exemplos de algumas reacgdes do citronelal. (Fonte: Mussane, 1998)

3.4.  Métodos de extraccao de 6leos essenciais
Os métodos de extraccdo dos 6leos essenciais variam de acordo com a regido da planta em
que o 6leo se encontra, bem como com a finalidade de uso do mesmo. Os mais comuns Sao:
enfloracdo, arraste por vapor de dgua (hidrodestilacdo), extraccdo com solventes organicos,
prensagem (ou expressao) e extraccdo com CO, supercritico (Craveiro, 1981; Chaar, 2000
citados por Teles, 2009). No presente trabalho o método adoptado para extracgdo do Gleo

essencial foi a hidrodestilagcdo e maceracdo para obtencdo dos extractos.

3.4.1. Hidrodestilacéo
A hidrodestilagdo é um dos métodos mais comuns utilizados para obtencdo de OEs a partir de
diferentes partes das plantas. O material botanico é submerso na agua em um aparelho tipo
Clevenger normal ou modificado (figura 8) e submete-se ao aquecimento. O vapor, o qual
contém compostos volateis, passa pelo condensador e chega a um compartimento onde o OE
e a agua sdo separados por decantagdo devido a diferenca de densidades (Cazes, 2005 citado
por Dogenski, 2013). O tempo de destilacdo varia de 2 — 4 horas. Os rendimentos da

extraccdo do OE de Corymbia citriodora variam de 1 — 1,6% e a concentracéo de citronelal
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varia de 65 — 85%, valores estes que dependem da época de colheita, condi¢Bes ambientais,

variabilidade genética, idade da folha e método de extraccao (Brito e Vitti, 2003).

- il
-l

Figura 8: Imagem ilustrativa do aparelho utilizado na hidrodestilag&o.

3.4.2. Maceragao
A maceracdo é uma técnica em que a extraccdo é realizada em um recipiente fechado, a
temperatura ambiente, durante algum periodo (horas ou dias), sob agitacdo ocasional e ndo
necessita da renovacdo do solvente extractor. Esta técnica também utiliza solventes em
funcdo da polaridade. Pela sua natureza, 0 método ndo conduz ao esgotamento da matéria-

prima vegetal devido a saturacdo do liquido extractor (Rodrigues, 2002).

3.5.  Mosquitos
Estima-se que existem mais de 2700 espécies de mosquitos em todo o mundo. Os géneros
Aedes, Anopheles e Culex sdo 0s que possuem mais mosquitos. Os mosquitos sdo insectos
que em fase adulta s@o constituidos por trés partes (figura 9): a cabeca onde se encontram
todos os sensores; o0 torax, onde estdo fixadas as asas e as 6 pernas, e o abdémen. Eles sdo
responsaveis pela transmissdo da maior parte de doencas aos seres humanos, tais como a
maléria, a dengue, a febre-amarela, virus do Nilo Ocidental entre outras (Melo, 2009).
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Figura 9: Composicdo do mosquito (Fonte: Melo, 2009)

Os Culicidae séo dipteros de corpo delgado e pernas longas, cujo desenvolvimento pés —
embrionario se faz por holometabolismo, ou seja, inclui metamorfose completa. Assim sendo
apresentam varios estagios que se sucedem, designadamente: ovo, larva (com quatro
estagios), pupa e a fase adulta (figura 10). Os trés primeiros estagios sdo aquaticos e o Ultimo

é terrestre (Forattini, 2002 citado por Miranda, 2005).

Figura 10: Representagdo esquemaética do ciclo de vida dos mosquitos. (Fonte: Miranda,
2005)

Os ovos séo depositados isoladamente ou aglomerados, e levam cerca de 1 a 2 dias a eclodir e
quando eclodem geram larvas de ambiente aquatico que passam por quatro estagios
sucessivos. Apos o quarto estadio, a larva sofre uma metamorfose para pupa, apesar da pupa
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ndo se alimentar, ela mantém-se activa durante 1 a 2 dias apds os quais o adulto emerge
apresentando uma cabeca, torax e abdomen distintos. Apenas as fémeas picam 0s animais e
humanos, utilizando para tal uma tromba comprida para se alimentarem do sangue necessario
para a producdo dos ovos. As fémeas sdo as principais responsaveis pela transmissdo de

parasitas de doencas aos seres humanos (Melo, 2009).

3.5.1. Alarva
As larvas (figura 11), alimentam-se de substancias organicas, bactérias, fungos e
protozodarios existentes na agua. A duracdo da fase larval, em condicdes favoraveis de
temperatura (25 a 29 °C) e boa alimentacdo, pode atingir 10 dias, podendo prolongar-se por

algumas semanas. As larvas movimentam-se em forma de serpente, em forma de “S”. S0

sensiveis a movimentos bruscos na agua, movimentam-se com rapidez e refugiam-se no
fundo do recipiente (Teles, 2009).

Figura 11: Larvas de Anopheles gambiae do terceiro estagio.

O género Anopheles é de grande importancia médica por possuir inimeras espécies de
mosquitos transmissores da malaria humana. Aproximadamente 24 das cerca de 400 espécies
do género Anopheles sdo consideradas potenciais vectores da malaria (De Paula, 2002).
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3.6. Malaria

A malaria € uma doenca causada por parasitas transmitidos através da picada de uma fémea
(Anopheles) de mosquito infectada. Os principais vectores da maléria em Mocambique
pertencem aos géneros Anopheles funestus e gambiae. O Plasmodium falciparum é o parasita
mais frequente, sendo responsavel por mais de 90% de todas as infeccbes malaricas,
enquanto que infec¢bes por Plasmodium malariae e Plasmodium ovale sdo observados em
9% e 1% respectivamente. No corpo humano, os parasitas multiplicam-se no figado, e em
seguida infectam os glébulos vermelhos (hemécias). Os sintomas da maléria, incluem: febres,
dores de cabeca, e vomitos, geralmente sentem-se entre 10 e 15 dias apds a picada do
mosquito (MISAU, 2012; WHO, 2014).

A World Health Organization (WHO, 2014) estima que cerca de 3.3 bilhdes de pessoas, em
97 paises estdo em risco de contrair a malaria. As pessoas que vivem em paises pobres,
particularmente em Africa, s30 mais susceptiveis & contrair a doenga. Em Mocambique a
maléria € uma doenca endémica, e toda populacdo estimada em cerca de 26 milhdes de
habitantes esta em risco de contrair a malaria. Dados do Inquérito de Pesquisas de
Mortalidade realizado em 2008 no Pais, indicam que a malaria é responsavel por cerca de
29% de todas as mortes, seguida pelo HIV-SIDA com taxa de mortalidade estimada em cerca
de 27% (Malaria Operational Plan FY 2015).

Dados do Inquérito Demogréfico da Saude realizado em 2011, mostraram através de Testes
Rapidos de Diagnostico (RDTs), que as taxas de prevaléncia da malaria sdo geralmente
elevadas na regido Norte do Pais cerca de 43,3 — 52,1% comparativamente as regiées Centro
cerca de 30 — 37% de prevaléncia e Sul com cerca de 1,5 — 36,8% de prevaléncia. Sendo que
as taxas de prevaléncia nas zonas rurais é trés vezes maior que nas zonas urbanas (46% contra
16% respectivamente). Segundo dados divulgados pelo Ministério da Saude, registaram-se no
Pais no ano 2014 mais de 5.485.327 (cinco milhGes quatrocentos e oitenta e cinco mil
trezentos e vinte sete) casos de maléria, dos quais causaram 3.245 (trés mil duzentos e

quarenta e cinco) ébitos (Malaria Operational Plan FY 2015).

O clima quente e humido de Mocambique propicia condi¢cdes ideais para proliferacdo e
propagacdo de mosquitos e as altas temperaturas contribuem para o desenvolvimento dos
parasitas da malaria nos mosquitos. A transmissdo da malaria atinge o pico durante e apés a
estacdo chuvosa (Dezembro a Abril). A intensidade varia de ano para ano e de regido para

regiao, dependendo de factores como precipitacdo, altitude e clima (Nweti, 2010).
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IV. METODOLOGIA

O presente trabalho foi realizado obedecendo & seguinte sequéncia:
a) Revisdo bibliogréafica

A revisdo bibliografica consistiu na recolha de informacdo em manuais, artigos cientificos,
revistas electronicas e fontes da internet sobre a composi¢do quimica do 6leo essencial de
Corymbia citriodora, métodos de extraccdo de Gleos essenciais, doencas transmitidas pelos
mosquitos, as caracteristicas do mosquito transmissor, metodologias para avaliacdo da

actividade larvicida.

b) Parte Experimental

O armazenamento das folhas, a preparacdo da amostra (folhas), extraccdo do 6leo essencial,
obtencdo dos extractos e testes fitoquimicos qualitativos realizou-se no laboratorio de
Quimica da BUSCEP, Departamento de Quimica da Faculdade Ciéncias da Universidade

Eduardo Mondlane.
)} Colheita e identificagdo botanica da amostra

A colheita da amostra foi feita no distrito de Namaacha, provincia de Maputo no dia 20 de
Marco de 2015. A identificacdo boténica foi feita no herbario do Instituto de Investigacao

Agronomica de Mocambique.
i) Preparacdo da amostra

A preparacdo da amostra consistiu na seleccdo das folhas pela aparéncia visual, seguida da

remocéo do peciolo.
iii) Extraccdo do 6leo essencial e preparacao dos extractos para testes fitoquimicos

A extraccdo do dleo essencial das folhas foi realizada pelo método de hidrodestilagdo em
aparelho do tipo Clevenger modificado durante 3 horas. Os extractos foram preparados
usando a maceracdo sob agitacdo constante a temperatura ambiente e concentrados em

vaporizador rotativo no laboratério de Quimica do ISCTEM.

iv) Testes qualitativos de identificacdo de metabdlitos secundarios
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Para identificacdo de metabolitos secundarios, foram realizados ensaios colorimétricos e de

precipitacao.
V) Testes de actividade larvicida

Os ensaios larvicidas foram realizados no laboratorio de Entomologia do INS, com larvas do

terceiro estagio de desenvolvimento de Anopheles gambiae.

c) Resultados, sua anélise e discussdo
Baseou-se na:

v' Apresentacdo dos resultados na forma de graficos e tabelas e sua analise,
confrontando os resultados obtidos com os de estudos similares disponiveis na

literatura consultada.

d) Elaboracdo do relatério final

O relatdrio engloba as informacdes obtidas na revisdo bibliografica sobre o tema em estudo,
procedimentos seguidos na execu¢do do trabalho laboratorial até apresentacdo e discussao
dos resultados, respeitando o regulamento dos trabalhos de licenciatura do Departamento de
Quimica da UEM.
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V. PARTE EXPERIMENTAL

5.1. Material vegetal

5.1.1. Colheita e identificacdo das folhas
A colheita das folhas de Corymbia citriodora, foi feita no distrito de Namaacha, que dista a
76 quilometros da cidade Maputo, situada a sudoeste da provincia de Maputo e que faz
fronteira a Oeste com a Republica da Africa do Sul e Reino da Suazilandia, a Norte com o
Distrito de Moamba, a Este com o Distrito de Boane e a Sul com o Distrito de Matutuine
(Ministério Da Administracdo Estatal, 2005). A colheita fez-se nas primeiras horas da manha
do dia 20 de Marc¢o de 2015, horario antes do inicio da incidéncia de raios solares, colheu-se
as folhas dos rebentos das plantas e foram colocadas em sacos de rafia para o transporte. A
identificacéo foi feita pelo técnico Agrénomo Jossias no herbario do Instituto de Investigacédo

Agronémica de Mogambique a partir de um exemplar da espécie (n° 23155).
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Figura 12: Mapa de localizacdo do distrito de Namaacha. (Fonte:

www.telecentros.org.mz/namaacha.htm)

As folhas foram armazenadas a temperatura ambiente no Laboratério de Quimica da

BUSCEP até ao dia do inicio das extraccoes.

O esquema que se segue (figura 13) ilustra a sequéncia do procedimento seguido para

realizacdo do trabalho:
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Material botanico
(folhas)

v

Oleo essencial

Analises Fisico - Quimicas

iz

Extracto nao concentrado

Extracto Concentrado

Ensaios Larvicida

Analise Estatistica

Testes Fitoquimicos

Figura 13: Esquema geral seguido para realizagédo do trabalho.

Legenda:

1 — Extrac¢éo por hidrodestilagdo em aparelho Clevenger durante 3 horas

2 - Maceracdo com etanol por 10 dias

3 — Concentragdo em Vaporizador Rotativo
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5.2.  Extraccéo do 6leo essencial
Apds a secagem as folhas foram seleccionadas pelo aspecto visual para serem submetidas a
hidrodestilagdo usando um aparelho de Clevenger modificado sob aquecimento numa placa
J.R Selecta S.A por um periodo de 3 horas. Para cada extrac¢do usou-se 400g de folhas e 1.5
L de agua. O ¢6leo essencial obtido foi armazenado na geleira até ao dia da sua utilizagdo. Na

figura 14 é ilustrado o sistema de extraccao de 6leo essencial utilizado.

Figura 14: llustracdo do sistema de aparelhagem da extraccéo do 6leo essencial.

Determinacéo da percentagem de rendimento na obtencéo do 6leo essencial

Para determinagdo da percentagem de rendimento da extrac¢do, o 6leo foi pesado em uma

proveta e usou-se a seguinte relacdo (Férmula 1):
M

ROu(%) = —x100
Bm

onde:
ROu = rendimento percentual em massa do 6leo essencial
M = massa do 6leo extraida[(peso da proveta + 6leo) — peso da proveta vazia|

Bm = biomassa vegetal, (em gramas)
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5.3. Determinacdo das caracteristicas fisico-quimicas do 6leo essencial

v Determinacédo da solubilidade do 6leo essencial em alcool

Para determinar a solubilidade, foi colocado um volume constante do Oleo essencial e
adicionado volume proporcional da solugdo alcoolica previamente preparada a 80% (v/v) até
a solubilizacdo total (Oliveira, 2012).

v' Cor e Aparéncia

Foi utilizado o método de observacao directa, onde, sob um fundo branco, se comparou a cor
do 6leo essencial com cores conhecidas e para aparéncia fez-se a verificacdo do 6leo no que

diz respeito & sua transparéncia ou limpidez (Assuncéo, 2013)

v' Determinacéo da densidade relativa d®

A densidade relativa do 6leo essencial de C. citriodora foi determinada através do método do
picnémetro, através da comparacdo das massas de igual volume de amostra e 4gua destilada a
20°C.

Colocou-se no picnémetro limpo e seco agua destilada a 25°C. Ajustou-se a temperatura da
amostra a 20°C e encheu-se 0 picnémetro com a amostra, removeu-se 0 excesso e pesou-se

logo que a temperatura alcangou os 25°C (Romero et al., 2003).

v Determinacéo do indice de refraccao

O indice de refraccdo do 6leo essencial de C. citriodora foi obtido utilizando o refractometro
Fisher Scientific, série 5645 a 25 °C. Para a medida foram usadas pipetas de Pasteur em vidro
para adicionar as amostras do 6leo essencial directamente sobre o prisma do refractometro,

realizando assim as leituras (Assuncdo, 2013).

Antonio Albino Elija Trabalho de Licenciatura UEM-2015 24



Avaliacdo da actividade larvicida dos extractos e do 6leo essencial das folhas de Corymbia
citriodora sobre as larvas do mosquito Anopheles gambiae

5.4. Obtencéo dos extractos
Passados trés dias ap6s a colheita das folhas de C. citriodora, foram submetidas a extraccao
por maceragdo a temperatura ambiente de modo a obter extractos etandlico, etandlicos 25 e
50%. Seleccionou-se consoante o aspecto visual das folhas, escolheu-se as mais sadias e

vistosas e seguiu-se 0 procedimento seguinte:

a) Extracto etandlico 25%

Pesou-se cerca 100g de folhas, introduziu-se no erlenmeyer, adicionou-se cerca de 125 ml de
etanol 96% e perfez-se o volume final com &agua destilada. O erlenmeyer foi fechado e
embrulhado com papel parafilm e armazenado num local sem interferéncia da luz por dez
dias e durante esse periodo, a solucdo era agitada de dois em dois dias. Por fim a solucéo foi
filtrada utilizando funil e papel de filtro (Whatman® 113) e concentrada em vaporizador

rotativo (Buchi R-210) (figura 15) e posteriormente armazenada sob refrigeracdo até &

realizacdo dos ensaios.

b) Extracto etanolico 50%

Cerca de 100g de folhas foram pesadas e introduzidas no erlenmeyer, adicionou-se cerca de
250 ml de etanol 96% e perfez-se o volume final com agua destilada. O erlenmeyer foi
fechado e embrulhado com papel parafilm e armazenado num local sem interferéncia da luz
por dez dias e durante esse periodo, a solucdo era agitada de dois em dois dias. Por fim a
solugéo foi filtrada utilizando funil e papel de filtro (Whatman® 113) e concentrada em
vaporizador rotativo (Buchi R-210) (figura 15) e posteriormente armazenada sob refrigeragéo

até & realizacdo dos ensaios.

c) Extracto Etandlico

Pesou-se cerca de 100g de folhas e adicionou-se cerca de 500 ml de etanol 96% ao
erlenmeyer contendo as folhas. O erlenmeyer foi fechado e embrulhado com papel parafilm e
armazenado num local sem interferéncia da luz por dez dias e durante esse periodo, a solugdo

era agitada de dois em dois dias. Por fim a solucédo foi filtrada utilizando funil e papel de
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filtro (Whatman® 113) e concentrada em vaporizador rotativo (Buchi R-210) (figura 15) e

posteriormente armazenada sob refrigeracéo até a realizacdo dos ensaios.

Figura 15: Sistema de vaporizacao rotativa utilizado.

5.4.1. Testes fitoquimicos qualitativos
Os extractos das folhas de C. citriodora foram submetidos a testes de classe de substancias
para esterdides/terpendides, flavonoides, alcaldides, saponinas e taninos e fendis (Zucula,
2011).

v’ Teste de reconhecimento de Esterdides e Triterpenoides

a) Reaccdo de Liebermann — Buchard

Os extractos foram dissolvidos em 1 ml de cloroférmio (CHCI3) em tubos de ensaio. De
seguida, filtrou-se a fraccdo cloroférmica e adicionou-se 1 ml de anidrido acético
(H3CCOOCOCH;) e aproximadamente trés gotas de acido sulfarico concentrado (H,SOy).
Alteracbes na coloracdo revelam a presenca das seguintes substancias: verde indica teste

positivo para esterdides e vermelho positivo para terpenoides.

Antonio Albino Elija Trabalho de Licenciatura UEM-2015 26



Avaliacdo da actividade larvicida dos extractos e do 6leo essencial das folhas de Corymbia
citriodora sobre as larvas do mosquito Anopheles gambiae

v' Teste de reconhecimento de flavonoides

a) Teste de cianidina ou Schinoda

Para o reconhecimento de flavonoides, o extracto foi dissolvido em aproximadamente 1 ml de
etanol. De seguida, adicionou-se um pequeno pedaco de fita de magnésio, seguido de 0,5 ml
de &cido cloridrico concentrado (HCI). O surgimento de coloragdo vermelha indica teste

positivo para flavonoides.

v' Teste de reconhecimento dos alcalodides livres

Os alcaldides foram testados em todos os extractos, usando reagente de Mayer, Wagner e

Hager.

Solubilizou-se uma pequena quantidade do extracto em 5 ml de HCI a 10%. Em seguida,
dividiu-se a solucdo obtida em 3 tubos de ensaio e posteriormente adicionou-se em cada tubo

0s seguintes reagentes:

Tubo 1 — Adicionou-se 3 gotas de reagente de Mayer;
Tubo 2 — Adicionou-se 3 gotas de reagente de Wagner;
Tubo 3 — Adicionou-se 3 gotas de reagente de Hager.

Uma leve turbidez ou precipitado respectivamente branco, laranja e amarelo respectivamente,

evidencia a possivel presenca de alcaldides.

v’ Teste de reconhecimento de saponinas
As saponinas foram testadas usando o teste de espuma

a) Teste de espuma

Para identificacdo de saponinas, dissolveu-se uma pequena porcao do extracto seco em 5 ml
de 4gua destilada. De seguida diluiu-se para 15 ml e agitou-se vigorosamente a solucdo
durante dois minutos em um tubo fechado. Se a camada de espuma permanecer estavel por

mais de cinco minutos, o teste considera-se positivo para saponinas.
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v" Teste de reconhecimento de taninos e fenodis

Os taninos foram testados usando os seguintes reagentes: acetato de chumbo a 10% e cloreto
de ferro a 10%.

a) Reaccdo com acetato de chumbo a 10%

Em um tubo de ensaio contendo uma porc¢édo dos extractos adicionou-se 2 gotas de solucdo de

acetato de chumbo a 10%.

A formacdo de uma turvacao e aparecimento de um precipitado castanho e denso indica teste

positivo.

b) Reaccdo com cloreto de ferro a 10%

Dissolveu-se uma pequena por¢do do extracto em 5 ml de agua destilada, filtrou-se a solucéo
e de seguida adicionou-se duas gotas de solucdo de cloreto férrico a 10%. A coloragdo azul
ou verde indica presenca de taninos consoante diferindo na estrutura, enquanto o surgimento

de coloracdo variavel entre azul e vermelho é indicativo de fendis.

55. Avaliacdo da actividade larvicida dos extractos e o6leo essencial de C.
citriodora sobre as larvas de Anopheles gambiae

As larvas utilizadas para 0s ensaios pertencem a coldnia do insectario do Instituto Nacional

de Saude de Mogcambique (INS), onde sdao mantidas em uma sala nas seguintes condicfes de

temperatura e humidade relativa: 27 +2°C e 80 +5% respectivamente e alimentadas com

mistura de cerelac com racdo de peixe. Os ensaios foram realizados no Laboratorio de

Entomologia do INS em Maputo.

a) Teste de toxicidade

O teste foi realizado segundo a metodologia proposta por Assunc¢do (2013), com algumas
modificacOes. Inicialmente preparou-se as solu¢des - méde dos extractos etandlico, etanolico
25% e do 6leo essencial de 1000 pug.ml™ através da pesagem de 50 mg dos extractos, assim
como do 6leo separadamente para uma solucdo formada por 49,75 ml de agua destilada e

0,25 ml de etanol 96%. Destas solugOes foram preparadas seis solucGes para os extractos e o
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6leo essencial separadamente nas concentragdes 70, 90, 100, 120, 130 e 150 pg.ml™. Para
cada concentracdo foram utilizadas 10 larvas do terceiro estagio de desenvolvimento de
Anopheles gambiae e 20 ml de cada solucdo nas concentragcfes citadas. As larvas foram
transferidas utilizando pipetas de Pasteur. Todos os ensaios foram realizados com trés
repeticbes para cada concentracdo testada. Como controle negativo foi utilizada uma solucao
formada por 49,75 ml de agua destilada e 0,25 ml de etanol 96%. Na figura 16 séo ilustradas
as larvas sendo transferidas e os recipientes (erlenmeyeres) contendo as solugfes preparadas.
Para quantificar a eficiéncia dos larvicidas propostos foram consideradas mortas as larvas que

ndo reagiram ao toque ap6s 24 horas do inicio do ensaio.

W\ i

Figura 16: Ensaios da actividade larvicida realizados no Laboratorio do INS.

Legenda: (a — Larvas de Anopheles gambiae utilizadas nos ensaios sendo transferidas com
auxilio de pipeta de Pasteur; b — larvas seleccionadas nos recipientes com as respectivas

solugdes nas concentracdes testadas).
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b) Resisténcia ao insecticida

O indicador da resisténcia é a susceptibilidade do vector que € obtida pelo numero de
vectores (mosquitos) mortos apOs exposicdo a uma determinada dose de um tipo de

insecticida.
O critério padronizado pela OMS, para determinacédo da resisténcia é expresso a seguir:

v’ <80% de mortalidade dos mosquitos ap6s 0 tempo de exposicdo: a resisténcia é
confirmada;

v 80 — 98% de mortalidade dos mosquitos ap6s o tempo de exposic¢do: a resisténcia tem
de ser confirmada atraves de ensaios adicionais;

v' 98 — 100% de mortalidade de mosquito apds o tempo de exposicdo: a populacdo de

mosquitos é considerada completamente susceptivel (MISAU, 2009).

c) Andlise estatistica

Apdls 0s ensaios, organizou-se 0s resultados em uma tabela, com os valores das seis
concentracOes, log das mesmas, o nimero de larvas mortas apds 24 horas (média de trés
repeticdes), numero de larvas vivas ap6s 24 horas (média de trés repeticdes), 0 acumulado de
larvas mortas (soma das células de mortos abaixo) e acumulado das larvas vivas (soma das

células de vivos acima).

A andlise dos dados foi realizada de acordo com o método de Reed-Muench (1938), o qual
parte do principio de que, um animal que sobreviva a uma certa dose, também ird sobreviver
em qualquer outra dose menor que aquela, consequentemente o animal que morrer com uma
certa dose, também ira morrer em doses maiores que a estabelecida. A partir de uma tabela
contendo os dados de mortalidade para cada concentracdo testada, é construido um grafico
onde se observa uma curva para 0 acimulo de animais mortos em cada concentracdo e outra
curva para o acumulo de sobreviventes. O ponto de intercepcdo entre as curvas é a
Concentracdo letal 50%, pois nesse ponto o numero de animais sobreviventes € igual ao

namero de mortos (Teles, 2009).

O intervalo de confianca foi calculado segundo o método de Pizzi (1950). Para o efeito,

constrdi-se um gréafico da percentagem de mortos vs log da dose. Em seguida determina-se o
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valor de “R”, que ¢ a diferenca entre o log da dose que mata 75% das larvas e o log da dose
que mata 25% das larvas. Calcula-se também a variavel “h” que consiste ha média das

diferencas dos valores de log das doses. Com esses dados determina-se o log do erro padrdo

(SE), através da seguinte relagdo (Férmula 2): (SE)>=0,79 * h * ZR;O
Finalmente, o valor do intervalo de confianca é igual 2 * 10°F.

O método matematico de Reed-Muench para calculo de CLsp, determina-se com base na

seguinte relacdo (Formula 3):
Log CL50 = Log dose inferior + B x Log A

onde:

Dose superior

Dose inferior

50 —% inferior

%superior — % inferior
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VI. RESULTADOS SUA ANALISE E DISCUSSAO

6.1. Resultados
Os resultados obtidos durante as extrac¢des e do calculo do rendimento do 6leo essencial

estdo apresentados na tabela 3.

Tabela 3: Resultados e rendimento obtidos durante as extracgdes do 6leo essencial

Extraccoes V (ml) Tempo de | Rendimento (%
extraccao p/p)
1° 7,2 3h 1,48
28 10 3h 2,10
3? 7,3 3h 1,54
4? 4,6 3h 0,93
5? 9 3h 1,71
6° 11 3h 2,21
7° 11,5 3h 2,27
g2 7 3h 1,25
92 7 3h 1,42
102 9 3h 1,76
112 10 3h 1,98
122 6 3h 1,21
132 7 3h 1,25
142 5 3h 0,92
152 4,5 3h 0,81
162 55 3h 0,98
172 6 3h 1,20
182 9,5 3h 1,86
192 9,3 3h 1,74
202 7 3h 1,24
218 6 3h 1,08
228 10 3h 2,00
232 10 3h 2,07
242 9 3h 1,71
252 9 3h 1,67
262 7 3h 1,32
278 7 3h 1,32
282 9 3h 1,77
292 7,5 3h 1,34
302 5 3h 0,87
318 14 3h 2,83
328 13 3h 2,57
332 12 3h 2,42
342 13 3h 2,46
352 12 3h 2,40
Média 8,5 3 1,64
SD 2,56 0,54
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v Parametros fisico-quimicos

Na tabela 4 estdo apresentados os resultados dos parametros fisico-quimicos do oOleo

essencial.

Tabela 4: Parametros fisico-quimicos do 6leo essencial obtido das folhas de C. citriodora

Propriedades Oleo essencial Oleo essencial
fisico-quimicas estudado C. citriodora
(1SO 3044-1974)
Densidade relativa 0,866 0,858 — 0,877
Solubilidade em alcool 80% (v/v) 1:2 1:2
indice de refracgéo 1,4576 1,4500 — 1,4590
Cor Incolor Incolor
Aparéncia Limpido Limpido

v’ Testes fitoquimicos

Os resultados dos testes fitoquimicos qualitativos para os extractos ndo concentrados e

extractos concentrado estdo apresentados nas tabelas 5 e 6 respctivamente:

Tabela 5: Resultados dos testes fitoquimicos dos extractos ndo concentrados

Classe de metabdlitos Teste Extractos
EE25% EE50% EE
Alcalbides Hager - + +
Mayer - - -
Wagner - - -
Esterdides e | Liebermann - + + +
Triterpenoides Buchard
Flavonoides Schinoda - - -
Saponinas Espuma + - -
Taninos Acetato de chumbo - - +
Cloreto de ferro - + +
Fendis Acetato de Chumbo - - +
Cloreto de ferro + + +

EE25% — extracto etanolico 25%; EE50% - extracto etandlico 50%; EE — extracto etandlico

100%. (+) = presente; (-) = ausente
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Tabela 6: Resultados dos testes fitoquimicos dos extractos concentrados

Classe de metabolitos Testes Extractos
EE25% EE50% EE

Alcal6ides Hager + + +

Mayer - - -

Wagner - - -

Esterdides Liebermann + + +
Triterpendides Buchard

Flavondides Schinoda - - -

Saponinas Espuma - + -

Taninos Acetato de chumbo + + +

Cloreto de ferro + + +

Fendis Acetato de Chumbo - + +

Cloreto de ferro + + +

EE25% — extracto etanolico 25%; EE50% - extracto etanolico 50%; EE — extracto etandélico
100%. (+) = presente;

(-) = ausente
v" Actividade larvicida

Os resultados da actividade larvicida do extracto etanélico das folhas de Corymbia citriodora
sobre as larvas do mosquito An. gambiae estdo apresentados na tabela 7.

Tabela 7: Mortalidade das larvas de Anopheles gambiae ap6s 24 horas de exposi¢ado a varias

concentragdes do extracto etandlico das folhas da espécie vegetal Corymbia citriodora

Dose Log Mortos | Vivos | Acumulados | Acumulados | %
pug/ml | dose mortos Vivos Mortalidade
150 2176 |70 3,0 23,7 3,0 70
130 2,114 |57 4,3 16,7 7,3 57
120 2,079 |50 5,0 11,0 12,3 50
100 2,000 |3,7 6,3 6,0 18,6 37
90 1954 |20 8,0 2,3 26,6 20
70 1,845 |03 9,7 0,3 36,3 3

Numero de larvas (n = 10)

A taxa de percentagem da mortalidade das larvas usando o extracto etanolico é apresentada

no grafico 1.
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Gréfico 1: Taxa de mortalidade das larvas do mosquito Anopheles gambiae expostas a seis
concentracdes diferentes do extracto etandlico das folhas de Corymbia citriodora, apos 24

horas em funcdo do logaritmo decimal de cada dose testada, segundo método Reed-Muench.
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A seguir sdo apresentados os resultados que representam as curvas de larvas acumuladas
mortas (grafico 2) e acumulados vivos (grafico 3), posteriormente é apresentada a
Concentracdo letal 50% (CLsp) para o extracto etandlico das folhas de Corymbia citriodora

(gréfico 4).

Gréfico 2: Acumulado das larvas mortas, em funcdo do logaritmo decimal das doses
aplicadas do extracto etandlico das folhas de Corymbia citriodora pelo método Reed-
Muench.

Acumulados mortos

20 -

15 -

10 -

Acumulados

0 T T T T T T 1
1.8 1.85 1.9 1.95 2 2.05 2.1 2.15 2.2

LOG Dose
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Gréafico 3: Acumulado das larvas vivas, em funcdo do logaritmo decimal das doses
aplicadas do extracto etandlico das folhas de Corymbia citriodora pelo método Reed-

Muench.

Acumulados Vivos

Acumulados
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o
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Gréfico 4: Estimativa da CLsodo extracto etandlico das folhas de Corymbia citriodora, pelo
método Reed-Muench a partir do acumulado de larvas mortas e vivas em funcéo do logaritmo
decimal das doses aplicadas. O ponto de interseccdo das duas curvas é a dose letal 50%

requerida pelas larvas testadas.
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Os resultados da actividade larvicida do extracto etandlico 25% das folhas de Corymbia

citriodora sobre as larvas do mosquito An. gambiae estdo apresentados na tabela 8.

Tabela 8: Mortalidade das larvas de Anopheles gambiae apds 24 horas de exposicdo a varias

concentragdes do extracto etandlico 25% das folhas da espécie vegetal Corymbia citriodora

Dose Log Mortos | Vivos | Acumulados | Acumulados | %

ug/ml | dose mortos ViV0S Mortalidade
150 2,176 |57 4,3 13 4,3 57

130 2,114 |40 6,0 7,3 10,3 40

120 2,079 |23 7,7 3,3 18 23

100 2,000 |1,0 9,0 1,0 27 10

90 1,954 |0,0 10,0 0,0 37 0

70 1,845 |0,0 10,0 0,0 47 0

Numero de larvas (n = 10)

A taxa de percentagem da mortalidade das larvas

apresentada no grafico 5.

usando o extracto etanélico 25% é

Gréfico 5: Taxa de mortalidade das larvas do mosquito Anopheles gambiae expostas a seis

concentragdes diferentes do extracto etandlico 25% das folhas de Corymbia citriodora, apds

24 horas em funcdo do logaritmo decimal de cada dose testada, segundo método Reed-

Muench.
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A seguir sdo apresentados os resultados que representam as curvas de larvas acumuladas

mortas (grafico 6) e acumulados vivos (grafico 7), posteriormente é apresentada a
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Concentracdo letal 50% (CLso) para o extracto etandlico 25% das folhas de Corymbia

citriodora (gréfico 8).

Gréafico 6: Acumulado das larvas mortas, em funcdo do logaritmo decimal das doses

aplicadas do extracto etanolico 25% das folhas de Corymbia citriodora pelo método Reed-

Muench.
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Gréfico 7: Acumulado das larvas vivas, em funcdo do logaritmo decimal das doses aplicadas

do extracto etandlico 25% das folhas de Corymbia citriodora pelo método Reed-Muench.
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Gréfico 8: Estimativa da CLs do extracto etandlico 25% das folhas de Corymbia citriodora,
pelo método Reed-Muench a partir do acumulado de larvas mortas e vivas em funcdo do
logaritmo decimal das doses aplicadas. O ponto de interseccdo das duas curvas é a dose letal
50% requerida pelas larvas testadas
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Os resultados da actividade larvicida do 6leo essencial das folhas de Corymbia citriodora

sobre as larvas do mosquito An. gambiae estdo apresentados na tabela 9.

Tabela 9: Mortalidade das larvas de Anopheles gambiae ap6s 24 horas de exposicao a varias

concentragdes do 6leo essencial das folhas da espécie vegetal Corymbia citriodora

Dose Log Mortos | Vivos | Acumulados | Acumulados | %

ug/ml | dose mortos ViV0s Mortalidade
150 2,176 | 10,0 0,0 37,6 0,0 100

130 2,114 |83 1,7 27,6 1,7 83

120 2079 |73 2,7 19,3 4.4 73

100 2,000 |57 4,3 12,0 8,7 57

90 1954 |43 5,7 6,3 14,4 43

70 1,845 |20 8,0 2,0 22,4 20

Numero de larvas (n = 10)

A taxa de percentagem da mortalidade das larvas usando o 6leo essencial € apresentada no

Grafico 9.
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Gréfico 9: Taxa de mortalidade das larvas do mosquito Anopheles gambiae expostas a seis
concentracgdes diferentes do 6leo essencial das folhas de Corymbia citriodora, apos 24 horas

em funcdo do logaritmo decimal de cada dose testada, segundo método Reed-Muench.
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A seguir sdo apresentados os resultados que representam as curvas de larvas acumuladas
mortas (grafico 10) e acumulados vivos (grafico 11), posteriormente é apresentada a
Concentracdo letal 50% (CLso) para o 6leo essencial das folhas de Corymbia citriodora
(gréfico 12).

Gréfico 10: Acumulado das larvas mortas, em funcdo do logaritmo decimal das doses

aplicadas do 6leo essencial das folhas de Corymbia citriodora pelo método Reed-Muench.
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Grafico 11: Acumulado das larvas vivas, em funcdo do logaritmo decimal das doses

aplicadas do 6leo essencial das folhas de Corymbia citriodora pelo método Reed-Muench.
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Gréfico 12: Estimativa da CLsp do 6leo essencial das folhas de Corymbia citriodora, pelo

método Reed-Muench a partir do acumulado de larvas mortas e vivas em funcéo do logaritmo

decimal das doses aplicadas. O ponto de interseccdo das duas curvas é a dose letal 50%

requerida pelas larvas testadas.
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Os valores de CLsp obtidos nos ensaios larvicidas para os extractos e 6leo essencial
calculados através do método Reed-Muench e os respectivo intervalos de confianca que
foram calculados pelo método de Pizzi sdo apresentados na tabela 10. No gréafico 13 é a
ilustrada comparacdo das taxas de mortalidade das larvas expostas aos extractos e 0leo

essencial.

Tabela 10: Valores de CLsy dos larvicidas testados ao Intervalo de confianca a 95% de
Probabilidade

Larvicidas testados CLso (pg.ml™) Intervalo de Confianca
95%
Extracto Etanolico 120,50 (x2,23)
Extracto Etanolico 25% 136,46 (x2,22)
Oleo Essencial 93,11 (+2,23)

Grafico 13: Comparagdo entre as taxas de mortalidade das larvas do mosquito Anopheles

gambiae dos extractos etanolico, etandlico 25% e 6leo essencial.
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6.2. Discussao dos Resultados
v Extraccao de 6leo essencial e analises fisico-quimicas

No total, realizaram-se 35 extrac¢des de 6leo essencial das folhas de C. citriodora, colhidas
no distrito de Namaacha. De acordo com a analise dos rendimentos, percebe-se que 0s
valores estdo compreendidos no intervalo de 0,81 a 2,87 (% p/p), sendo a média geral de 1,64
(% p/p). Os valores obtidos para a espécie C. citriodora normalmente variam entre 1 e 2%
(Castro et al., 2008; Singh et al., 2012 citados por Dogenski, 2013).

As variacGes dos valores de rendimento podem ser explicadas pelo ndo seguimento de
secagem uniforme das folhas. Os mais baixos valores de teor de 6leo essencial obtiveram-se
nas extraccdes em que se usou folhas frescas, com alto teor de humidade. Sendo um aspecto
evidente de que a humidade é um dos factores que influencia no rendimento dos 6leos
essenciais. Em contraparte, a colheita das folhas foi feita em dois talhdes, e as folhas néo
foram retiradas de uma Unica arvore, partindo desses fundamentos pode-se explicar também
as variacOes de rendimento pela influéncia de factores abidticos (como stress hidrico,

intensidade luminosa, radiacdo solar) a que as arvores estao submetidas.

Os resultados obtidos nas andlises fisico-quimicas demonstraram que os valores encontram-se
dentro dos limites especificados, indicando a conformidade com a ISO 3044 — 1974. Em
relacdo & densidade, o 6leo essencial apresentou densidade inferior a da agua, visto que
durante a hidrodestilacdo verificou-se a separacao de fases, a fase organica (6leo essencial)

menos densa ficou por cima da fase aquosa.

Mussane (1998), em seu trabalho sobre analise de Oleos essenciais de origem vegetal
encontrou os valores de indice de refraccdo e densidade respectivamente: 1,4506 e 0,8020.
Esses valores ndo apresentam uma diferenca significativa com os obtidos no presente estudo:
1,4576 e 0,866. O indice de refraccdo e a densidade variam inversamente com a temperatura,
assim sendo, torna-se pertinente levar em consideracéo a temperatura da anélise. A densidade
do oleo essencial € influenciada pela sua composi¢cdo quimica, e variagbes na composicao
podem implicar em variacbes na densidade, sendo desse modo importante tomar em

consideracdo factores que influenciam na composicao quimica do 6leo (Cole, 2008).
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Os parametros fisicos — quimicos sdo de grande importancia para avaliacdo da qualidade de
um oleo volatil obtido de matéria-prima vegetal ou de um medicamento que o contenha (De
Paula, 2002).

v’ Testes fitoquimicos

A triagem fitoquimica preliminar dos extractos das folhas da planta Corymbia citriodora

revelou a presenca de diferentes grupos de metabdlitos secundarios.

A presenca de compostos fendlicos e esterdides/triterpendides nos dois extractos
(concentrado e ndo concentrado) foi mais evidente, tendo sido identificados em todos 0s
extractos, em relacdo aos outros grupos de metabdlitos secundarios (alcaldides, saponinas,
taninos) que apresentaram variabilidade. Em contrapartida os flavonoides ndo foram
identificados em nenhum dos extractos. Contudo, estes resultados n&o consubstanciam
completamente com os resultados obtidos por Naranjo et al (2009), que realizaram a
avaliacdo fitoquimica de extractos naturais hidroalcoolicos de Eucalyptus citriodora (tratado
no presente trabalho como Corymbia citriodora) e evidenciaram a presenca de flavonoides,

alcaldides, esterdides e triterpendides, taninos e compostos fendlicos.

N&o obstante, os resultados da identificacdo de grupos metabodlitos secundarios nos dois
grupos de extractos ndo apresentaram muitas diferencas nas classes identificadas, apenas na
intensidade da coloracdo, na identificacdo de compostos fendlicos, em que os tubos que
continham os extractos ndo concentrados apresentaram coloracdo vermelha muito intensa

comparados aos tubos que continham os extractos concentrados (figura A2).

v" Actividade Larvicida

Pela andlise dos dados da actividade larvicida dos extractos e do 6leo essencial das folhas de
Corymbia citriodora, pode-se perceber de um modo geral que os extractos e 6leo essencial
testados apresentaram diferentes graus de toxicidade contra as larvas do terceiro estagio do
mosquito Anopheles gambiae e que o 6leo essencial apresentou melhor actividade larvicida
comparativamente aos extractos, sobretudo nas concentragdes mais baixas de 70 e 90 pg.ml™,
onde o 6leo essencial apresentou taxas de mortalidade de 20 e 43% respectivamente, o
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extracto etandlico apresentou taxas de mortalidade de 3 e 20% respectivamente, e 0 extracto
etanolico 25% ndo apresentou taxa de mortalidade das larvas nas concentracfes citadas. A
baixa eficiéncia larvicida de extractos das plantas pode estar relacionada a parte da planta da
qual se usou para obtencdo dos extractos. De modo a evidenciar este facto, Feitosa et al
(2009) citados por Nascimento (2014), testando a actividade larvicida de diferentes partes da
espécie vegetal Rollinia leptopetala (Annonaceae) contra larvas de Aedes aegypti,
observaram que a mais baixa toxicidade contra as larvas foi obtida com extractos das folhas
da planta. No que diz respeito a actividade larvicida de produtos fitoquimicos, deve-se
considerar também um aspecto relevante que é a relacdo entre a estrutura e actividade dos
constituintes fitoquimicos testados. Simas et al (2004) demonstraram em seu trabalho de
pesquisa sobre produtos naturais para o controle de transmisséo da dengue, a importancia da
lipofilicidade dos terpenos para actividade larvicida contra Aedes aegypti (mosquito vector
dengue) ao comparar monoterpenos e sesquiterpenos de estruturas correlacionadas, eles
observaram também a menor actividade de fenilpropanoides, que contém nucleos benzénicos

com substituintes nucleofilicos, como hidroxila, metoxila e benzodioxila.

Confrontado os resultados com os critérios padronizados pela OMS para determinacdo da
resisténcia de mosquitos a insecticidas, os extractos etandlico e etandlico 25%, que para todas
as concentracdes testadas obtiveram taxas de mortalidade inferior a 80% (gréafico 13),
Consideram os critérios que as larvas apresentam resisténcia confirmada frente aos dois
extractos. Em relacdo ao Oleo essencial considera-se que as larvas sdo completamente
susceptiveis a partir da concentracio de 150 pg.ml™, pois é nessa concentracéo que se atinge
a taxa de mortalidade de 100%. E, nas concentracdes menores que 130 pg.ml™, as larvas

apresentam resisténcia confirmada frente ao 6leo essencial segundo critérios da OMS.

Por outro lado, pela analise da Concentracdo letal 50% (CLso), percebe-se que o Oleo
essencial das folhas de Corymbia citriodora apresentou melhor actividade larvicida contra as
larvas de mosquito Anopheles gambiae, comparando com a actividade dos extractos etanolico
e etandlico 25% das folhas da mesma espécie vegetal (tabela 10), com CLso de 93,11 (£2,23)
ng.ml™?, contra CLsg de 120,50 (+2,23) pg.ml™ e 136,46 (+2,22) pg.ml™ do extracto etanélico
e etanodlico 25% respectivamente. Ndo tendo sido verificada mortalidade das larvas nos
controles. Cheng et al (2003), consideram que substancias com valores de CLsy, menores que
100 pg.ml™ sdo bons agentes larvicidas. Desta forma segundo os autores o 6leo essencial

pode ser qualificado como um agente larvicida moderado, enquanto o0s extractos etanélico e
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etanolico 25% que apresentam valores de CLsy muito acima dos recomendados, estdo fora

das especificacOes para 0 uso como agentes larvicidas.

Segundo Ghosh et al (2011), a mais importante actividade dos larvicidas a base de plantas
sobre insectos é a sua capacidade de inibicdo da actividade da enzima acetilcolinesterase
(AChE), enzima responsavel pela hidrdlise da acetilcolina (medidor quimico, responsavel
pela transmissao dos impulsos nervosos) em acido aceético e colina (figura Al). A respeito da
inibicdo dessa enzima alguns autores destacam que a posicdo da ligacdo dupla C=C de
compostos presentes nos larvicidas esta relacionada com o potencial de inibicdo da enzima.
Destaca-se ainda que compostos com um grupo metil aliciclico apresentam maior poder de
inibicdo da actividade da acetilcolinesterase. Isto sugere que a diversidade estrutural e
funcional de compostos constituintes do 6leo essencial de Corymbia citriodora, alguns com
as caracteristicas relatadas pelos autores, contribui para actividade larvicida do 6leo essencial

através da inibicdo da enzima acetilcolinesterase.

Com base nos resultados obtidos, obteve-se uma correlagédo positiva entre a concentracdo dos
extractos, bem como do 6leo essencial e a percentagem de mortalidade, sendo desse modo a

actividade larvicida proporcional a concentracdo do agente larvicida.

N&o foram encontradas na literatura informacdes sobre a actividade larvicida contra as larvas
de Anopheles gambiae para os extractos e O6leo essencial de Corymbia citriodora
especificamente, sendo este o primeiro trabalho a ser realizado na area de Produtos Naturais,
com vista a avaliar a actividade larvicida dos extractos e 6leo essencial das folhas de

Corymbia citriodora contra as larvas do mosquito Anopheles gambiae. .

Contudo, para obtencdo de resultados mais conclusivos, é necessaria a realizacdo de ensaios
larvicidas dos constituintes puros do 6leo essencial de Corymbia citriodora para confirmar

qual, ou quais compostos sdo responsaveis pela actividade larvicida do éleo.
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VII. CONCLUSOES E RECOMENDACOES

7.1.  Conclusdes
Mediante os resultados, obtidos no presente estudo, correlacionando com o0s objectivos

tracados foi possivel chegar as seguintes conclusdes:

A extraccdo do 6leo essencial das folhas de Corymbia citriodora através da hidrodestilacédo
permitiu obter um rendimento médio moderado (1,64% p/p) considerando os rendimentos
obtidos para Gleos essenciais da espécie. Em relacdo a qualidade, que é avaliada pelos
parametros fisico-quimicos (cor, aparéncia, indice de refraccdo, densidade e solubilidade em
alcool), os resultados obtidos estdo em conformidade com os padrGes da Norma ISO 3044 -
1974.

A avaliacdo fitoquimica preliminar revelou a presenca dos seguintes grupos de metabdlitos
secundarios: alcaloides, esterdides/triterpendides, fenois, saponinas e taninos nas folhas da

espécie estudada.

Em relagdo a actividade larvicida, a variacdo da mortalidade das larvas do terceiro estagio de
desenvolvimento do mosquito An. gambiae comprovou-se que é dependente da concentracao

do agente larvicida testado.

As larvas do terceiro estagio de desenvolvimento de An. gambiae apresentam resisténcia
confirmada frente aos extractos etandlico e etandlico 25%, mas sdo completamente
susceptiveis a concentracdes a partir da concentragdo de 150 pg.ml™ do 6leo essencial.

Diante dos resultados alcancados e da necessidade cada vez maior do uso de substancias para
combate de pragas vectoriais de doencas que oferecem maior segurancga aos seres humanos e
ao ambiente, o 6leo essencial das folhas de Corymbia citriodora apresenta-se como um

agente larvicida natural promissor sobre as larvas do mosquito Anopheles gambiae.
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7.2.  Recomendagcdes
Sendo este o primeiro trabalho realizado com extractos e Gleo essencial das folhas de

Corymbia citriodora sobre as larvas do mosquito Anopheles gambiae recomenda-se:

v' A caracterizacdo quimica do Oleo essencial de Corymbia citriodora através de
técnicas analiticas precisas para substancias com altos teores de compostos volateis
(como a Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massa) de modo a
identificar e quantificar os constituintes do 6leo essencial;

v A realizagdo de ensaios larvicidas com constituintes puros do 6leo essencial de
Corymbia citriodora para confirmar qual, ou quais compostos sdo responsaveis pela
actividade larvicida do 6leo;

v" A realizacdo de mais estudos sobre a actividade larvicida com diferentes plantas
nativas de Mogambique, utilizando também extractos de diferentes partes como da
raiz, caule.

v' A realizacdo de ensaios com larvas de Anopheles gambiae de outros estagios como o
primeiro, segundo e quarto de modo a ter-se um melhor controle dos formas imaturas

do mosquito.
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ANEXOS
Anexo 1

a) Preparacdo dos reagentes para os testes fitoquimicos qualitativos

e Reagente de Liebermann- Burchard:

Misturou-se 10 ml de anidrido acético e duas gotas de acido sulfurico concentrado.

e Reagente de Mayer:
Misturou-se 1,36 g HgCl, / 60ml de &gua e 5 g de KI / 10 ml de &gua. Diluiu-se a 100

ml.

e Reagente de Wagner:
Dissolveu-se 1,27g de iodo e 2 g de iodeto de potassio em 5ml de 4gua e completou-

se 0 volume para 100 ml com &gua destilada.

e Reagente de Hager (Acido picrico a 2%)

Dissolveu-se 4,58¢g de acido picrico em 100 ml de agua destilada.

b) Férmula para célculo da densidade relativa
mpa — mp

" mpH20 — mp

onde:
mpa — Massa do picnémetro com amostra
mp — Massa do picnémetro vazio

mpH,0 — Massa do picnémetro com agua.
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Anexo 2

Tabela A 1: Controle da mortalidade das larvas utilizando o extracto etanélico 25%

Dose (ng/ml) # Larvas mortas por replicasem 24 h

18 28 32

70 0 0 0

90 0 0 0

100 1 1 1

120 3 2 2

130 4 4 4

150 6 5 6

Controle — (agua+etanol) 0 0 0

Tabela A 2: Controle da mortalidade das larvas utilizando o extracto etandlico

Dose (ng/ml) # Larvas mortas por replicas em 24 h

19 28 32
70 1 0 0
90 2 2 2
100 4 3 4
120 5 5 5
130 5 6 6
150 7 7 7
Controle — (agua+tetanol) 0 0 0
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Tabela A 3: Controle da mortalidade das larvas utilizando o dleo essencial

Dose (ng/ml) # Larvas mortas por réplicas em 24 h

18 28 32

70 2 2 2

90 4 5 4

100 6 6 5

120 7 7 8

130 8 8 9

150 10 10 10

Controle — (agua+etanol) 0 0 0

Caélculo da CLsg pelo método de Reed-Muench

v' Para o extracto etanélico 25%

Log da dose inferior = 1,845.

A=22=2143 Log A = 0,331
B=2—=0,877
57— 0

Log CLgo = 1,845 + (0,331 % 0,877) = 2,135

CLso = 136,46 ug.ml™!

v" Para o extracto etandlico

Log da dose inferior = 1,845.

150

A= = 2,143 Log A=0,331
B=2"%-0714
70— 0

Log CLsy = 1,845 + (0,331 % 0,714) = 2,081

CLSO = 120,50 ‘ng.ml_l
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v" Para o 6leo essencial

Log da dose inferior = 1,845.
A=22=2143 Log A = 0,331

B=22"29 _ 375
100 — 20

Log CLsy = 1,845 + (0,331 % 0,375) = 1,969
CLSO = 93,11 ,ng.ml_l

AW ° \ ¢ i
\ ol AChE —N, + /K
(CH2) N\ (CH,),—OH OH
Acetilcolina Colina Acido acético

Figura A 1: Reaccdo de hidrdlise da acetilcolina

Figura A 2 : Alguns experimentos laboratoriais realizados

Legenda: (a — extractos das folhas armazenados & temperatura ambiente; b — 6leo essencial
extraido das folhas de Corymbia citriodora; ¢ — solu¢bes — mae preparadas para 0S ensaios

larvicidas; d — tubos de ensaio utilizados na realizacdo dos testes fitoquimicos)
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Tabela A 4: Calculo do intervalo de confianca pelo método de Pizzi no Excel

Meédia da diferenca
Log Dose Diferenca dos Logs | (h) Erro Padrao
2.176 0.062 0.055166667 | SE"2: 0.002166009
2.114 0.035 SE: 0.0465404
2.079 0.079 R: 0,99494
IC Extracto
2 0.046 Etanolico: 2.22623187
1.954 0.109
1.845 1.845
Meédia da diferenca
Log Dose Diferenca dos Logs | (h)
2.176 0.062 0.055166667
2.114 0.035 SEN2: 0.001993593
2.079 0.079 SE: 0.044649673
2 0.046 R: 0.914877041
1.954 0.109 IC EE 25%: 2.216560904
1.845 1.845
Meédia da diferenca
Log Dose Diferenca dos Logs | (h)
2.176 0.062 0.055166667
2.114 0.035 SEN2: 0.002172546
2.079 0.079 SE: 0.046610579
2 0.046 R: 0.99797
1.954 0.109 IC Oleo Essencial: 2.226591643
1.845 1.845

Legenda: SE”2 = Quadrado do logaritmo do erro padréo; SE = Logaritmo do erro padrédo

R = Diferenca entre o Log da dose que mata 75% das larvas e Log da dose que mata 25%

das larvas

IC = Intervalo de confianga a 95% de probabilidade
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