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RESUMO

O Aedes aegypti é capaz de transmitir arboviroses. Os bioinseticidas sdo uma opgao
a serem agregados ao controle integrado deste vetor. Neste sentido objetivou-se
avaliar o potencial larvicida dos extratos aquosos das folhas frescas e secas de
Eruca sativa sobre A. aegypti, e realizar uma analise quimica preliminar desta
planta. Na extragao foram utilizados os métodos de infusdo, decoc¢ao e maceragao;
e para os bioensaios utilizou-se extrato bruto da folha (EBF) e extrato diluido da
folha (EDF) na proporgédo 1:1. Quanto a mortalidade larval, nos extratos de folhas
frescas, com 24h de exposicdo os tratamentos Infusdo (EBF e EDF), Decocgéo
(EBF e EDF) e Maceracao (EBF) houve 10,64%, 4,66%, 5,33%, 0,66% e 0,66%,
respectivamente. Nos extratos de folhas secas, em 6h de exposigéo, tratamento
Decoccao (EBF) houve 88,66% e no EDF 56,66%. Com 10 h de exposi¢ao, nos
extratos Decocgédo (EBF e EDF) houve 100% e 84,66%, e na Maceracéo (EBF)
29,33%. Com 24h, na Decocgéo (EDF) e na Maceragao (EBF) houve 100%, na
Infusdo (EBF) 51,33% e Maceragao (EDF) 60,66%. Com 48h, na Maceragéo (EDF)
observou-se 100% de mortalidade, e na Infusdo EBF e EDF 82,66% e 77,33%,
respectivamente. Na analise quimica foram observadas saponinas, catequinas,
taninos e heterosideos antocianicos. Concluiu-se que os extratos aquosos das
folhas de Eruca sativa sao téxicos para larvas do A. aegypti, sendo observado maior
potencial nas folhas secas, e que os compostos bioativos encontrados sao
indicativos na atividade inseticida.

PALAVRAS-CHAVE: Biotecnologia, Parasitologia, Rucula.
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LARVICIDAL POTENTIAL OF AQUEOUS EXTRACTS OF FRESH AND DRY
LEAVES OF Eruca sativa (BRASSICACEA) ON Aedes aegypti (DIPTERA:
CULICIDAE) AND CHEMICAL EVALUATION

ABSTRACT

Aedes aegypti is capable of transmitting arboviruses. Bioinsecticides are an option to
be added to the integrated control of this vector. In this sense, the objective was to
evaluate the larvicidal potential of aqueous extracts of fresh and dry leaves of Eruca
sativa on A. aegypti, and to carry out a preliminary chemical analysis of this plant. In
the extraction, infusion, decoction and maceration methods were used; and for
bioassays crude leaf extract (EBF) and diluted leaf extract (EDF) were used in a 1:1
ratio. As for larval mortality, in fresh leaf extracts, with 24 hours of exposure to the
treatments Infusion (EBF and EDF), Decoction (EBF and EDF) and Maceration
(EBF) there were 10.64%, 4.66%, 5.33%, 0.66% and 0.66%, respectively. In the
extracts of dried leaves, in 6h of exposure, Decoction treatment (EBF) there were
88.66% and in the EDF 56.66%. With 10 h of exposure, in Decoction extracts (EBF
and EDF) there were 100% and 84.66%, and in Maceration (EBF) 29.33%. With 24h,
in Decoction (EDF) and Maceration (EBF) there was 100%, in Infusion (EBF) 51.33%
and Maceration (EDF) 60.66%. With 48h, in Maceration (EDF) 100% of mortality was
observed, and in EBF and EDF Infusion 82.66% and 77.33%, respectively. In the
chemical analysis, saponins, catechins, tannins and anthocyanic heterosides were
observed. It was concluded that aqueous extracts of Eruca sativa leaves are toxic to
A. aegypti larvae, with greater potential being observed in dry leaves, and that the
bioactive compounds found are indicative of insecticidal activity.

KEYWORDS: Biotechnology, Parasitology, Rocket.

INTRODUGCAO

Desde a antiguidade o homem pesquisa o poder curativo dos vegetais. As
pesquisas por propriedades medicinais de plantas tornaram-se cotidianas e
crescentes a partir da década de 90, sendo o século XX marcado por inumeros
avangos englobando os recursos naturais, como plantas, fornecendo inumeras
descobertas de substancias terapéuticas que contribuem com a industria
farmacéutica e ajudam no combate aos problemas que acometem a saude publica
(SOUZA, 2019; SILVEIRA; BASSAN, 2021; ELIAS et al.,2022).

Quando tratam-se de problemas na saude publica, a busca por solugdes se
torna objeto de apelo de todos, uma vez que o ambiente intervém consideravelmente
na qualidade de vida. Com as modificagdes antropicas que aconteceram no
ambiente com o passar do tempo, houve um aumento na densidade do hemato6fago
Aedes aegypti (Diptera: Culicidae), que possui comportamento sinantropico, e
antropofilico, tendo preferéncia e maior facilidade em proliferar em areas urbanas
bastante povoadas (ALMEIDA et al., 2020). Esse mosquito é transmissor dos virus
zika, dengue, chicungunya e febre amarela urbana. Em 2013 o Brasil passou por um
surto epidémico das doencgas, com aproximadamente dois milhdes de casos
notificados. E os numeros se mantém, pois apenas para dengue foram monitorados
1.172.882 casos provaveis até junho do ano de 2022 (BRASIL, 2022).

Para o controle deste mosquito, o principal método utilizado é o quimico com
0 uso de inseticidas sintéticos. Estes n&o s&o biodegradaveis e além de promover
insetos resistentes a varios grupos de inseticidas, também afetam negativamente o
ambiente, perturbando o equilibrio ecologico (SANTOS; ANDRADE, 2021). Grande
parte desses agentes sintéticos sédo prejudiciais a saude humana e animal, sendo
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algumas substancias consideradas um potencial agente cancerigeno para os seres
humanos segundo a Agéncia Internacional de Pesquisa em Cancer (IARC) (SILVA et
al., 2020).

Neste sentido, tem sido estudadas alternativas de controle desse vetor com o
objetivo de evitar a resisténcia a grupos de inseticidas e diminuir os problemas
causados ao meio ambiente e a saude publica. A utilizacdo de plantas para a
obtencdo de inseticidas naturais € uma delas, uma vez que algumas espécies
produzem compostos bioativos e biodegradaveis que agem no controle de insetos e
pragas, como comprovado por Silva et al. (2019), possuindo baixa taxa de toxicidade
e baixa possibilidade de gerar insetos resistentes, podendo tornar-se adequados
para utilizacdo de bioinseticidas e biolarvicidas. Além disso, proporcionam menor
impacto ambiental, melhor aproveitamento da biodiversidade e redugcdo dos danos
em populagdes consideradas nao-alvo (SALEEM et al., 2019; SANTANA et al,
2022).

Atualmente o Brasil lidera o ranking dos paises mais ricos em biodiversidade
do mundo. Além disso, o Brasil também possui um importante setor do agronegocio
voltado para a producgao de hortalicas, sendo que em 2018 o Pais produziu cerca de
15 milhdes de toneladas de hortalicas (FAO, 2020). A exploragédo das hortalicas no
Pais é fundamentada na agricultura familiar, correspondendo a cerca de 60% da
producdo e grande parte da sua exploragdo s&o encontradas espécies da familia
Brassicaceae (PUIATTI, 2019). A familia Brassicacea é conhecida como a familia
das hortaligas mais numerosas em quantidade de espécies de grande valor
econdmico no ambito agricola. Dentre alguns exemplos de hortalicas utilizadas no
dia a dia dos brasileiros estdo o brécolis, alface, couve e rucula, tendo destaque no
valor nutricional e no baixo custo (SHANKAR et al., 2019; RAZA et al., 2020).

A Eruca sativa, também conhecida como rucula, € uma espécie de vegetal de
grande valor econdmico, sendo no Brasil consumida em forma de salada e
adicionada a pizzas por possuir uma mistura de sabores entre picante e amargo. A
planta possui demanda nutricional de nitrogénio (N) alta (MONTEIRO et al., 2019).
Além do valor nutricional, pesquisas foram feitas e comprovaram seu valor
farmacoldgico, eficiéncia agro-econbémica no consorcio da planta com outras
espécies (SA et al, 2022), atividade antioxidante, atividade antimicrobiana
(BASSYOUNI et al., 2022). Santos et al. (2021) demonstraram que o extrato aquoso
da raiz da rucula possuia potencial larvicida contra A. aegypti , sendo constatadas
abundancias de substancias com caracteristicas bioativas, revelando a necessidade
de realizacao de mais estudos com essa espécie.

Nesse sentido, o presente estudo teve como objetivo avaliar o efeito larvicida
do extrato aquoso das folhas frescas e secas da Eruca sativa sobre larvas do Aedes
aegypti obtidos através do método de maceragado, decocgao e infusdo, bem como
realizar a identificacdo de compostos bioativos através da analise quimica qualitativa
dos extratos.

MATERIAL E METODOS
Material Botanico
A Eruca sativa foi cultivada a patir de Sementes de Rucula de Folhas Largas
da marca HORTICERES ® Linha Platina, no municipio de Itapetinga- BA
(15°14°20.9”S, -40°14’40.3"W), onde foi coletada com 60 dias de idade.
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Preparacao dos Extratos

Para obtencdo dos extratos das folhas frescas e secas foi utilizada a
metodologia de Santos et al., (2021) com adaptag¢des. Foi utilizado 100 gramas do
material para cada tipo de extrag&do, em triplicata.

Apo6s as extracdes foram obtidos diferentes extratos das folhas frescas e
folhas secas da Eruca sativa, sendo: Extrato Bruto Infusdo, Extrato Bruto Decoccéao
e Extrato Bruto Maceragao. Logo depois, cada extrato bruto foi diluido na proporgao
1:1 de agua deionizada e foram titulados como Extrato Diluido Infus&o, Extrato
Diluido Decoccdo e Extrato Diluido Maceracdo. Totalizando 13 tratamentos,
acrescido o Controle que constou de agua deionizada.

Para posterior analise quimica, uma parte dos extratos foi acondicionada em
frascos ambar e armazenado por 60 dias, em freezer a -5°C. Apds esse periodo, os
extratos foram descongelados em banho-maria com agua a temperatura de 30°C.

Bioensaios

No experimento foram utilizadas 1950 larvas de terceiro e quarto instar de
Aedes aegypti, provenientes de ovos da linhagem Rockefeller cedidos pelo
Laboratério de Pesquisa de Toxicologia do Departamento de Antibidticos da
Universidade Federal de Pernambuco (UFPE).

Cada Tratamento foi composto por cinco repeti¢cdes, utilizando 30 larvas por
repeticao. Os extratos foram colocados em recipientes de vidro com capacidade para
60mL mas apenas 30mL dos diferentes extratos foram utilizados em cada recipiente.
As observacgdes foram feitas nos periodos de 2h, 4h, 6h, 8h, 10h, 24h e 48h a partir
do inicio do expeirmento. O bioensaio foi conduzido em condigdes de laboratorio
com Temperatura média de 27°C e Umidade Relativa média de 75%.

Analise quimica do extrato aquoso de Eruca sativa

Para avaliacdo da presenca de saponinas, catequinas, taninos e
heterosideos antocianicos foi utilizada a metodologia de Matos et al. (1997) com
adaptacoes de Castro ef al. (2018).

Analise estatistica
O Delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado. Para a
avaliacdo da mortalidade larval, utilizou-se ANOVA e pos-teste Tukey (P<0,05).

RESULTADOS E DISCUSSAO
Quanto a mortalidade larval dos extratos com folhas frescas, observou-se que
em 24h de exposigédo houve 10,64% nos extratos Infusdo EBF, enquanto os extratos
de Infusdo EDF, Decoccado EBF, Decoccdo EDF e Maceragcao EBF apresentaram
4,66%, 5,33%, 0,66%, 0,66% respectivamente, ndo havendo mudangas com 48h.
No controle e no extrato Maceragdo EDF n&o houve mortalidade (Tabela 1).

TABELA 1: Percentual de mortalidade de larvas de terceiro e quarto instar do Aedes
aegypti, em relagdo ao tempo de exposigdo aos diferentes extratos aquosos das
folhas frescas de Eruca sativa.

Extratos Mortalidade (%)’

2h 4h 6h 8h 10h 24h 48h

Infusdo EBF 0,00° 0,00°  0,00° 0,00° 0,00° 10,642 10,642
Infusdo EDF 0,00° 0,00°  0,00° 0,00° 0,00° 4,66 4,66
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Decocgdo EBF  0,00° 0,00°  0,00° 0,00° 0,00° 5,33% 5,33%
Decocgdo EDF  0,00° 0,00°  0,00° 0,00° 0,00° 0,66 0,66

Maceracdo EBF  0,00° 0,00°  0,00° 0,00° 0,00° 0,66 0,66
Maceracdo EDF  0,00° 0,00°  0,00° 0,00° 0,00° 0,00° 0,00°

Controle 0,00° 0,00°  0,00° 0,00° 0,00° 0,00° 0,00°

"Médias seguidas pela mesma letra nas colunas, ndo diferem significativamente
pelo testede Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade.

Quanto a mortalidade larval dos extratos com folhas secas, observou-se que,
no extrato Decocgdo EBF, em 4h de exposi¢do houve 26,66%, em 6h nos extratos
Decocgao EBF e Decoccdo EDF apresentaram 88,66% e 56% respectivamente.
Com 10h, os extratos Decocgcao EBF, Decoccao EDF e Maceragcdao EBF
apresentaram 100%, 84,66% e 29,33%, respectivamente. Com até 24h de
exposicao observou-se 100% em Decocg¢ao EDF e Maceragdo EBF, na Maceragao
EDF e Infusdo EBF houve 60,66% e 51,33% respectivamente. Com 48h de
exposi¢cao houve um aumento de mortalidade nos extratos Maceragao EDF, 100%,
Infusdo EBF 82,66% e Infusdo EDF com 77,33%. No controle ndo houve
mortalidade (Tabela 2).

TABELA 2: Percentual de mortalidade de larvas de terceiro e quarto instar do Aedes
aegypti, em relacdo ao tempo de exposi¢cao aos diferentes extratos aquosos das
folhas secas de Eruca sativa.

Extratos Mortalidade (%)’
2h 4h 6h 8h 10h 24h 48h
Infusdo EBF 1,33° 1,33° 1,33° 1,33° 1,33° 51,33° 82,66%°
Infusdo EDF 0,00° 0,00° 0,00° 0,00° 0,00° 8,66° 77,33°

Decocgédo EBF 0,00° 26,66°  88,66° 88,66°  100,00° 100,00° 100,00°
Decocgao EDF 0,66° 0,66° 56,66° 56,66° 84,66 100,00° 100,00°

Maceracdo EBF  0,00° 5,33° 5,33° 5,33° 29,33  100,00®° 100,00°
Maceracdo EDF ~ 1,33° 1,33° 1,33° 1,33¢ 1,33¢ 60,66°  100,00°
Controle 0,00°  0,00° 0,00° 0,00° 0,00° 0,00° 0,00°

'Médias seguidas pela mesma letra nas colunas, ndo diferem significativamente
pelo testede Tukey, ao nivel de 5% de probabilidade.

Nos extratos de folhas secas foram observados resultados mais significativos
quando comparados as folhas frescas. Logo que a planta é colhida existe um alto
teor de agua, sendo este o principal responsavel pela amplificacdo das atividades
metabdlicas, além de mudancas fisicas e quimicas.

A secagem da planta minimiza a perda dos metabdlitos secundarios e retarda
a reducao da atividade enzimatica, fazendo com que a planta seja mais bem
conservada por maiores periodos para sua posterior utilizacdo, sendo o principal
meétodo utilizado para comercializagdo de produtos naturais (OLIVEIRA et al., 2021;
GENTIL;SILVA, 2021). E possivel que o extrato aquoso de folhas frescas tenha
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sofrido perda dos principios ativos e reducao de sua atividade larvicida justamente
em fungdo da quantidade de agua que estava presente na parte aérea.

Khater e Shalaby (2008) testaram a eficacia do extrato aquoso da folha de
Eruca sativa sobre larvas de Culex pipiens (Diptera: Culicidae) e constataram
alteragcdes morfolégicas entre larvas e pupas a medida que aumentavam as
concentragdes. Santos et al., (2021) ao avaliarem o extrato aquoso obtido pelo
meétodo de decocgao da raiz seca da Eruca sp sobre A. aegypti, observaram 70% de
mortalidade larval e no extrato aquoso obtido pelo método de infusédo da raiz fresca
foram constatados 100% de mortalidade. E possivel encontrar na literatura
pesquisas voltadas para outras espécies da familia Brassicacea que também
demonstram potencial larvicida, como a pesquisa feita por Loganathan et al. (2017)
avaliando o efeito larvicida do extrato aquoso e etanoico da folha de Brassica
oleracea L. contra larvas do A.aegypti e constataram mortalidade de 72% e 96%,
ressaltando que o extrato etanoico foi mais eficiente que o extrato aquoso.

Os testes fitoquimicos sdo fundamentais para identificar classes de
compostos e também identificar novos constituintes quimicos de espécies de
vegetais que poderdo servir de inumeras maneiras (SILVA et al., 2018). Com
relagdo a analise quimica, no presente trabalho foram observadas as presencas de
saponinas, catequinas, taninos e heterosideos antocianicos nos diferentes extratos
(Tabela 3 e 4).

TABELA 3: Resultados da analise quimica qualitativa no extrato de
folha fresca de Eruca sativa.

Classes Extratos
Infusdo Maceracéao Decoccao
Heterosideos + + +
Antocianicos
Saponina - + +
Catequina - + +
Taninos - + -

(+) Presente; (-) Ausente

TABELA 4: Resultados da analise quimica qualitativa no extrato de
folha seca de Eruca sativa.

Classes Extratos
Infusdo Maceracéao Decoccéao
Heterosideos + + +
Antocianicos
Saponina + + +
Catequina + + +
Taninos + + +

(+) Presente; (-) Ausente
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As saponinas sao compostos que tem caracteristica de produzir espumas
persistentes na solugdo aquosa apos constante agitagdo. Nas plantas que possuem
saponina, as principais fungdes biolégicas envolvem atividades anti-inflamatoria,
larvicida e antifungica (PELAH et al. 2002). Em pesquisa realizada por Bonilla et al.
(2019) foi considerado que as saponinas estavam relacionadas com a atividade
inseticida de quinoa em larvas de Drosophila melanigaster. Andrade et al. (2021),
testaram extratos de Phyllanthus acuminatus Vahl (Phyllantaceae) sobre A. aegypti e
atribuiram as saponinas a morte das larvas, podendo ter atuado em nivel de
membrana causando asfixia, ou ter causado uma desorganizagao das células das
branquias, atuando na regulagdo osmoética desses organismos, levando ao
desequilibrio quanto a absorgéo de ions da agua.

Os compostos fendlicos fazem parte dos metabdlitos secundarios das plantas
que estdo diretamente relacionados ao controle de pragas e microrganismos,
relacionadas a protegdo do fruto. Na grande parte dos vegetais, estes compostos
constituem o grupo de antioxidantes mais abundante. Quando se trata de acéo
contra herbivoria, estes compostos agem provocando estresse oxidativo no lumen
do intestino médio do inseto, causando assim lesbes degenerativas no local. Mas
além de causar essas lesdes, também possuem funcdo de amplificar esses danos
(BARBEHENN et al., 2008; ALBUQUERQUE, 2017). Estudos realizados por Al-
Massarani e coladoradores (2019) constataram que os compostos fendlicos estavam
relacionados com atividades larvicidas contra Aedes aegypti. Como as catequinas e
os taninos sdo compostos fendlicos, estas estdo provavelmente ligadas ao
aceleramento da mortalidade nas larvas.

Os taninos apresentam diversas atividades biologicas como antioxidantes,
antiparasitarias, antimicrobianas entre outros (SILVA et al., 2022), e além disso
também possuem grande afinidade com as proteinas, tornando-se uma classe de
compostos bastante tdxicos para insetos, fungos e bactérias (SIMOES et al., 2016).

Sao0 escassos os trabalhos que tratam da acao dos heterosideos antocianicos
nas estruturas de larvas. Albuquerqu, (2017) relatou que os heterosideos
antocianicos sao polifendis e estes estao relacionados a proteg¢ao do fruto contra a
acao de microrganismos e pragas.

Considerando que os extratos aquosos de folhas secas de E.sativa possuem
toxicidade sobre larvas de A.aegypti, demonstra-se a necessidade da continuidade de
estudos com esta espécie como testes com diferentes métodos de extracdo,
toxicidade sobre mamiferos, entre outros. Vale destacar que Eruca sativa € de grande
importancia socioecondmica por ser uma planta de facill cultivo, € amplamente
comercializada e utilizada pela populagao.

CONCLUSOES
Os extratos aquosos da folha seca de Eruca sativa sao toxicos para as larvas
do Aedes aegypti, sendo as saponinas, catequinas, taninos e heterosideos
antocianicos envolvidos na atividade larvicida. O extrato aquoso da folha fresca
demonstrou baixa toxicidade sobre as larvas de Aedes aegypti, ao contrario do
extrato obtido a partir das folhas secas, demonstrando a necessidade da
continuidade de estudos da Eruca sativa como inseticida.
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