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RESUMO 

 

Poincianella microphylla é uma planta conhecida popularmente como Catinga-de-porco, 

típica do domínio fitogeográfico da Caatinga. O objetivo do presente trabalho foi avaliar a 

atividade inseticida do extrato clorofórmico das folhas da P. microphylla contra o mosquito 

Aedes aegypti. Folhas foram secas, trituradas e em seguida submetidas a uma extração em 

aparelho Soxhlet com solventes em ordem crescente de polaridade: ciclohexano, clorofórmio, 

acetato de etila e metanol. Para a atividade larvicida, inicialmente foi feito um teste de 

varredura com as concentrações de 10, 100, 250, 500, 600 e 1.000 ppm para todos estes 

extratos, e o extrato que melhor apresentou atividade larvicida teve seu LC50 e LC90, em 48 

horas, determinado testando-se concentrações abaixo da de melhor atividade no teste de 

varredura. Visando determinar o possível mecanismo de ação, larvas expostas a concentrações 

correspondentes a LC50 e a 2xLC50 por 24 horas tiveram suas estruturas analisadas em 

microscopia eletrônica de varredura (MEV). O extrato de melhor atividade larvicida ainda 

teve sua constituição fitoquímica determinada através de cromatografia em camada delgada. 

Em seguida, este mesmo extrato, em diferentes concentrações, teve sua fitotoxicidade 

determinada em modelo de toxicidade à Lactuca sativa L. (alface) e parâmetros de 

crescimento e germinação das sementes foram utilizados na determinação da fitotoxicidade. 

Embriotoxicidade ao zebrafish também foi avaliada, submetendo os embriões a diferentes 

concentrações deste extrato e os avaliando após 24, 48 e 72 horas. Durante o teste, a 

mortalidade, o desenvolvimento dos embriões e os batimentos cardíacos foram avaliados e a 

mortalidade utilizada no cálculo da LC50. A citotoxicidade foi determinada por avaliação da 

porcentagem de hemólise expondo-se diferentes concentrações do extrato a eritrócitos 

humanos. Dos quatro extratos testados, apenas o extrato clorofórmico demonstrou atividade 

larvicida significativa, com um LC50 de 31,62 ppm. Na análise em MEV das larvas, nas duas 

concentrações testadas, as alterações mais pronunciadas se deram nas papilas anais e no tubo 

sifão, além de rupturas no abdômen e turgidez do corpo. O perfil fitoquímico revelou que os 

metabólitos mais presentes no extrato foram cumarinas, compostos fenólicos, lignanas, 

derivados antracênicos e saponinas. No teste de fitotoxicidade, o extrato apenas produziu 

redução significativa do dicótilo na concentração de 90 ppm quando comparada com a 

concentração de 60 ppm (p=0,0295) e em relação aos índices de germinação todas 

concentrações foram consideradas não fitotóxicas. O teste em embriões de zebrafish 

apresentou uma LC50 de 61,05 ppm em 48 horas, no entanto, parâmetros analisados neste 

mesmo tempo e em 72 horas, em concentrações próximas a LC50 larvicida do extrato, o 



 
 

extrato mostrou provocar alterações no desenvolvimento do embrião que não levam a 

significativa mortalidade. O extrato, em nenhuma das concentrações testadas provocou 

hemólise. Portanto, o extrato clorofórmio de P. microphylla constitui uma alternativa 

larvicida no combate ao Ae. aegypti, mosquito vetor de viroses preocupantes para a saúde 

pública, no entanto, trabalhos futuros são necessários para isolamento do princípio ativo 

presente no extrato e para uma melhor determinação de sua toxicidade. 

 

Palavras-chave: Metabólitos secundários. Larvicida. Zebrafish. Fitotoxicidade. 

Citotoxicidade 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

ABSTRACT 

 

Poincianella microphylla is a plant popularly known as Catinga-de-porco, present in the 

phytogeographical domain Caatinga. The aim of this study was to evaluate P. microphylla 

leaves chloroform extract insecticidal activity against Aedes aegypti mosquito. Leaves were 

dried, crushed and then subjected to extraction in Soxhlet apparatus with solvents in 

increasing order of polarity: cyclohexane, chloroform, ethyl acetate and methanol. For 

larvicidal activity, a screening test for all these extracts was carried out with concentrations of 

10, 100, 250, 500, 600 and 1,000 ppm, and the extract that had better larvicidal activity had its 

LC50 and LC90 in 48 hours determined by testing concentrations below that which gave 

better activity in the screening test. Aiming to determine the possible mechanism of action, 

larvae were exposed to concentrations corresponding to LC50 and 2- fold LC50 for 24 hours, 

and their structures analyzed by scanning electron microscopy (SEM). The best larvicidal 

extract also had its phytochemical constitution determined through thin layer chromatography. 

After this, the same extract, in different concentrations, had its phytotoxicity determined in a 

toxicity model to Lactuca sativa L. (lettuce). Growth and seed germination parameters were 

used in the determination of phytotoxicity. Embryotoxicity to zebrafish was also evaluated 

subjecting the embryos to different concentrations of this extract and evaluating them at 24, 

48 and 72 hours. During the test, mortality, embryo development and heartbeat were 

evaluated, and mortality used in LC50 determination. Cytotoxicity was determined by 

evaluating the percentage of hemolysis, exposing different extract concentrations to human 

erythrocytes. Among the four extracts tested, only chloroform extract showed significant 

larvicide activity with a LC50 of 31.62 ppm. In larvae SEM analysis, in the two 

concentrations tested, the most pronounced changes occurred in anal papillae and siphon tube, 

in addition to ruptures in abdomen and body turgidity. Phytochemical profile revealed that the 

most metabolites present in the extract were coumarins, phenolic compounds, lignans, 

anthracene derivatives and saponins. In phytotoxicity test, the extract only produced a 

significant reduction in the hypocotyl in the concentration of 90 ppm when compared to the 

concentration of 60 ppm (p=0.0295) and in relation to germination indexes all concentrations 

were considered non-phytotoxic. Zebrafish embryo test showed a LC50 of 61.05 ppm in 48 

hours, however, parameters analyzed at this same time and in 72 hours, at concentrations 

close to extract LC50 larvicidal, extract showed to cause alterations in the development of the 

embryo that do not lead to significant mortality. The extract at any of tested concentrations 

did not cause hemolysis. Therefore, P. microphylla chloroform extract showed to be a 



 
 

larvicidal alternative in the combat against Ae. aegypti, mosquito vector of public health 

concerning, however, future studies are necessary to isolate the active compound present in 

the extract and to better determine its toxicity. 

 

Key-words: Secondary metabolites. Larvicide. Zebrafish. Phytotoxicity. Citotoxicity 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 Aedes aegypti é o mosquito vetor de arboviroses muito preocupantes em termos de 

saúde pública, já que as enfermidades a este mosquito relacionadas possuem consequências a 

saúde dos indivíduos, que clinicamente podem ser leves ou graves, de período curto ou longo 

de duração, trazendo impactos na morbidade e mortalidade da população. Doenças causadas 

por arbovírus não só trazem impacto em termos de saúde e qualidade de vida dos indivíduos, 

mas também trazem repercussões econômicas com os altos custos médicos no tratamento 

destas enfermidades e impactos trabalhistas, já que em algumas situações o indivíduo fica 

impossibilitado de desenvolver suas atividades rotineiras (PATTERSON; SAMMON; GARG, 

2016; TEICH; ARINELLI; FAHHAM, 2017).  

Das principais arboviroses de grande preocupação mundial (febre amarela, dengue, 

chinkungunya e Zika), somente a febre amarela e a dengue possuem vacina disponível para a 

prevenção e imunização da população, no entanto, a vacina para dengue aprovada no Brasil 

em 2015 ainda não é oferecida no Programa Nacional de Imunização (PNI). Além disso para 

a febre amarela, o Ae. aegypti só está relacionado ao ciclo urbano e a transmissão via este 

ciclo e, portanto, via este mosquito, não ocorre no Brasil desde 1942 (ANVISA, 2018; 

MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2019b; SILVA et al., 2018). Assim sendo, uma das principais 

formas de prevenção e controle ainda é o combate ao mosquito vetor. Uma das mais 

difundidas formas de controle do mosquito é a remoção de potenciais locais de proliferação 

do vetor, assim como atividades de conscientização e educação, tentando tornar a população a 

promotora principal da redução dos índices de infestação por este mosquito (GUBLER; 

CLARK, 1996; MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2019a).  

Outra medida de controle também utilizada é o controle químico, com o uso dos 

chamados inseticidas, larvicidas ou repelentes sintéticos que são tidos como uma das mais 

eficazes formas de combate, no entanto, estes têm se mostrado serem tóxicos ao ser humano, 

ao ambiente e a outros organismos não-alvo. Um outro problema a ser enfrentado é a indução 

de resistência por estes compostos químicos em populações de mosquitos o que muito se deve 

ao uso não racional destes (MANJARRES-SUAREZ; OLIVERO-VERBEL, 2013; 

MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2019a; MOYES et al., 2017). 

Como foi visto, estas duas estratégias possuem entraves a serem superados, a primeira 

por que necessita que a população esteja disposta a se manter como promotora principal na 

erradicação dos focos deste mosquito, além de esta estratégia necessitar de uma participação 
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ativa do poder público e a segunda tem enfrentado problemas com questões de toxicidade e 

indução de resistência. Diante deste cenário, estratégias de controle biológico e estratégias de 

controle integrado vem ganhando espaço já que superam em grande parte os problemas 

relatados. A estratégia de controle biológico utiliza-se de organismos aquáticos predadores de 

larvas e pupas, microrganismos patogênicos como bactérias e fungos e mosquitos 

modificados, que de alguma forma impedem o ciclo de transmissão das arboviroses 

(BENELLI; JEFFRIES; WALKER, 2016; BOUZID et al., 2016; LIMA; GOULART; NETO, 

2015; ZARA et al., 2016). 

Produtos de origem natural, que também se enquadram nas estratégias de controle 

biológico, têm constituído uma grande fonte de inseticidas, ovicidas, larvicidas, pupicidas ou 

repelentes naturais que, em sua maioria, são menos tóxicos, alvo-específico, não causando 

danos a organismos não-alvo, e eficazes. Esta propriedade dos bioprodutos advindos de 

plantas se deve muito a uma propriedade intrínseca das plantas de estarem sempre se 

defendendo de agentes estressores através da produção de metabólitos secundários. Então, o 

que muitas vezes se faz é racionalizar cientificamente uma propriedade natural das plantas, 

extraindo os compostos responsáveis por esta propriedade e testando-os frente um dos mais 

importantes agentes estressores externos das plantas que são os insetos, aqui incluindo-se os 

mosquitos (BARBOSA et al., 2014; GHOSH; CHOWDHURY; CHANDRA, 2012; WINK, 

2006). 

No entanto, para que um inseticida natural seja valoroso é necessário,  além de eficaz, 

ele seja seletivo, apresentando baixa toxicidade ambiental, biodegrabilidade, baixa toxicidade 

a animais e não apresentar fitotoxicidade; daí vem a importância de não somente provar a 

atividade inseticida, mas também de realizar testes de toxicidade a organismos não-alvos,  

como peixes, ensaios de fitotoxicidade e testes de citotoxicidade (BRAGANÇA et al., 2018; 

CORRÊA; VIEIRA, 2007; MOSSA; MOHAFRASH; CHANDRASEKARAN, 2018).  

O presente estudo apresenta os esforços em propor uma ação inseticida contra o 

mosquito vetor Aedes aegypti pelo extrato clorofórmico da Poincianella microphylla, 

tentando esclarecer o mecanismo de ação e os possíveis compostos fitoquímicos relacionados 

a esta atividade. Também foi avaliada a toxicidade ao ser humano e a outros organismos não-

alvo como o zebrafish e a alface, objetivando propor novas fontes naturais eficazes, baratas, 

com baixa toxicidade e que possuam ação inseticida contra o mosquito Ae. aegypti, 

considerando que atualmente a eliminação desse inseto é a melhor forma de combate às 

arboviroses emergentes no Brasil, as quais têm sido desafios para a saúde pública e trazendo 

implicações sérias para a população, além de consequências econômicas. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 AEDES AEGYPTI 

 

Aedes aegypti Linnaeus (1762) inicialmente classificado com Culex aegyptis, 

atualmente membro da família Culicidae, pertencente ao subgênero Stegomyia e à ordem 

Diptera é vetor de importantes viroses como dengue, febre amarela, Zika e Chikungunya 

(HENRY, 2016; NCBI, 2018). O mosquito é originário da África e chegou as Américas 

provavelmente através das expedições colonizadoras europeias e tem preferência pelas 

regiões tropicais e subtropicais do globo. É um mosquito predominantemente cosmopolita que 

habita preferencialmente reservatórios domésticos contendo água (FORATTINI; DE 

BRITTO, 2003; PONTES; RUFFINO-NETTO, 1994). 

O mosquito apresenta quatro estágios de desenvolvimento: ovo, larva (primeiro 

estágio [L1], segundo estágio [L2], terceiro estágio [L3] e quarto estágio [L4]), pupa e 

mosquito adulto (GERIS et al., 2012). O ciclo começa com fêmeas depositando seus ovos em 

locais contendo água, então a larva emerge deste ovo e passa a se alimentar de matéria 

orgânica presente na água enquanto passa do primeiro estágio para o quarto estágio, período 

no qual ocorre mudanças morfológicas relacionadas ao seu processo de crescimento. Do 

quarto, estágio a larva passa para pupa, que não se alimenta, apenas se presta ao 

desenvolvimento do mosquito adulto e, quando completamente formado, rompe a pele da 

pupa e passa a fase terrestre do ciclo (Figura 1). O tempo de duração do ciclo completo 

depende das condições ambientais, mas geralmente leva em torno de uma semana. O 

mosquito fêmea adulto é o único que realiza a hematofagia, pois ele se utiliza do sangue para 

o desenvolvimento dos ovos (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2001). 
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Figura 1 – Fases do ciclo de vida do mosquito Aedes aegypti 

 

Fonte: Adaptado de GERIS et al. (2012) 

 

2.1.1 Larvas do Ae. Aegypti 

 

Tratam-se do primeiro estágio aquático do desenvolvimento do mosquito Ae. aegypti 

com coloração que vai de esbranquiçada a enegrecida e com corpo dividido em cabeça, tórax 

(dividido em mesotórax, protórax e metatórax) e abdome (Figura 2), sendo o abdômen 

dividido em 9 segmentos (segmentos I-VIII abdominais são bem semelhantes entre si, já o 

segmento X é o lobo anal onde tem-se o término do tubo digestivo da larva). Ao longo do 

corpo da larva há cerca de 222 pares de cerdas dispostas assimetricamente que variam em 

tamanho e número e ajudam na experiência sensorial e de flutuação da mesma (CONSOLI; 

OLIVEIRA, 1994).  

 

Figura 2 - Larva da subfamília Culicinae. 1: cabeça; 2: antena; 3: escova oral; 4: olho; 5: tórax; 7: abdômen com 

8 segmentos; 8: lobo anal; 9: cerda 4-X ou escova ventral do lobo anal; 10: brânquias ou papilas anais; 11: sifão 

respiratório. 

 

Fonte: CONSOLI; OLIVEIRA (1994) 
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A cabeça da larva possui um par de antenas, olhos e um aparelho bucal do tipo 

mastigador-raspador com mandíbulas e maxilas com dentes e cerdas fortes para auxiliar na 

mastigação. Do palato partem vários filamentos que fazem uma movimentação hídrica que 

traz para boca da larva o alimento. O lobo anal (segmento X) possui em seu ápice 4 estruturas 

semelhantes a uma língua que são denominadas papilas anais. Também ligado ao segmento 

VIII se liga uma estrutura chamada sifão respiratório que em sua base possui uma estrutura 

composta por quitina denominada acúleo (Figura 3) (CONSOLI; OLIVEIRA, 1994). 

 

Figura 3 - Detalhes da estrutura da larva. Ab: abdome; Ac: acúleo sifonal; ANT: antena; ApS: aparato sifonal 

(ápice do sifão); C: cabeça; D: vista dorsal; EPVIII: espinhas do pente do segmento VIII; EsS: espinho do pecten 

sifonal; LAT: vista lateral; M: mesotórax; P: protórax; Pa: papilas anais; Pe: pecten sifonal; Si: sifão; T: 

metatórax; To: tórax; V: vista ventral; I-VIII: segmentos abdominais; X: segmento X (ou lobo anal). 

 

Fonte: CONSOLI; OLIVEIRA (1994) 

  

Analisando a microscopia eletrônica das larvas de Ae. aegypti em diferentes estágios, 

Schaper; Hernández-Chavarría (2006) avaliaram que os diferentes estágios não apresentavam 

diferenças significativas entre si em relação as principais estruturas, tanto em tamanho quanto 

distribuição destas estruturas. As diferenças mais marcantes encontram-se nas escovas laterais 

palatais, nos comb scales (estrutura indicada como CS na Figura 4) e no pecten (estrutura 

indicada como Pt na Figura 4). 

 



22 
 

Figura 4 - Larva do quarto estágio do Aedes aegypti. (a)Visão dorsal da larva de quarto estágio (b) 

Representação mais próxima da comb scale (c) Visão dorsal da cabeça (d) Visão lateral do segmento terminal. 

APP, papila anal; CS, comb scale; LH, cerda lateral (seta 1-X); Pt, dente do Pecten; S, sifão; ST, tubo sifonal 

(seta 1-S); 5-C, cabelo da cabeça superior; 6-C, cabelo da cabeça inferior, 7-C, cabelo da cabeça pre-antenal. 

 

Fonte: FARAJOLLAHI; PRICE (2013) 

 

As larvas do Ae. aegypti não resistem a longos períodos sem nutrientes e respiram 

vindo até a superfície da água através de movimentos serpenteados em forma de “S” e em 

movimentos bruscos ou grande intensidade de luz elas se deslocam para o fundo do recipiente 

em que estão, já que não toleram muito bem este tipo de situação (DIVE, 2007). 

 

2.1.2 Ocorrência do mosquito 

 

Com relação a ocorrência do mosquito no mundo, um estudo de coleta de dados com a 

colaboração de pesquisadores de alguns países revelou que >60% da ocorrência do mosquito 

Ae. aegypti encontra se na Ásia e Oceania, 35 % nas Américas e 575 dados de ocorrência para 

África e Europa. Como se pode ver pelo mapa abaixo é previsto que sua ocorrência esteja 

concentrada a regiões tropicais e subtropicais, mais prevalentemente no sudeste asiático, norte 

do Brasil, muitas áreas da África, toda a Índia e a região temperada da América do Norte, mas 

poucas regiões da Europa (KRAEMER et al., 2015). 
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Figura 5 – Distribuição global prevista para o mosquito Aedes aegypti mostrando a probabilidade de ocorrência 

do mosquito em escala de 0 (azul) a 1(vermelho) 

Fonte: KRAEMER et al. (2015) 

 

No Brasil, dados de 2019 do Levantamento Rápido de Índices de Infestação pelo 

Aedes aegypti (LIRAa) mostram que, dos 5.214 municípios participantes do levantamento, 

994 municípios foram classificados como de alto risco por apresentarem um alto índice de 

infestação pelo mosquito, 2.160 como em alerta (incluindo Recife (PE)) e 1.804 em estado 

satisfatório. Na região nordeste, 464 municípios encontram-se em estado de risco, 717 em 

estado de alerta e 578 classificados como satisfatórios (Tabela 1) (MINISTÉRIO DA 

SAÚDE, 2019d). 

 
Tabela 1- Levantamento Rápido de Índices de Infestação pelo Aedes aegypti (LIRAa) para municípios da 

região Nordeste* 

Estado 
Número de municípios/Situação 

Satisfatório Alerta Risco 

Maranhão 33 91 78 
Piauí 110 83 25 

Ceará 97 67 20 

Rio Grande do Norte 11 54 98 

Paraíba 52 127 46 
Pernambuco 39 85 59 

Alagoas 31 44 22 

Sergipe 20 40 12 
Bahia 185 126 104 

Total 578 717 464 
Fonte: MINISTÉRIO DA SAÚDE (2019) *Dados até abril de 2019 

 

2.1.3 Arboviroses cujo Ae. aegypti é vetor 
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Doenças causadas pelos arbovírus são chamadas arboviroses e a definição arbovírus 

engloba aqueles que são transmitidos por artrópodes (insetos e aracnídeos) (LOPES; 

NOZAWA; LINHARES, 2014; RUST, 2012). Uma das principais arboviroses de interesse 

mundial são a dengue, Zika, chikungunya e febre amarela, cujo inseto vetor principal é o 

mosquito Ae. aegypti (CAVALCANTE; TAUIL, 2017; MAYER; TESH; VASILAKIS, 2017; 

PATTERSON; SAMMON; GARG, 2016). 

A dengue é uma infecção viral aguda sistêmica transmitida por mosquito do gênero 

Aedes, primordialmente o Ae. aegypti. Causada por quatro sorotipos diferentes do vírus 

(gênero Flavivirus, família Flaviviridae), a dengue pode apresentar três formas clínicas 

dengue febre indefinida, dengue clássica, febre hemorrágica da dengue. Esta última possui 

quatro graus de severidade, que incluem a síndrome do choque da dengue (SIMMONS et al., 

2012; VERDEAL et al., 2011; WHO, 1997, 2009). A doença vem tomando grandes extensões 

geográficas, com risco de infecção em 3,9 bilhões de pessoas em 128 países, sendo endêmica 

em mais de 100 países no sudeste asiático, américas, pacífico ocidental, África e regiões do 

mediterrâneo oriental onde estas três primeiras regiões são as mais afetadas (BRADY et al., 

2012; WHO, 2019a). 

A Zika é uma doença causada pelo emergente vírus de mesmo nome que é também um 

flavivírus transmitido pelo mosquito do gênero Aedes. A primeira descrição do vírus foi em 

1947 em macaco rhesus na Uganda. Em 1954 teve a primeira infecção humana descrita na 

Nigéria (DICK; KITCHEN; HADDOW, 1952; MACNAMARA, 1954; WEAVER et al., 

2016). Em 2007, ocorreu uma epidemia na ilha de Yap, Micronésia, e em 2013 e 2014, outra 

epidemia atingiu desta vez a Polinésia Francesa. O vírus se difundiu rapidamente até que em 

2015 casos de Zika foram confirmados no Nordeste do Brasil (CAMPOS; BANDEIRA; 

SARDI, 2015; DUFFY et al., 2009; LORMEAU, 2013; MUSSO; GUBLER, 2016). A 

infecção pelo vírus Zika possui como sintomas febre, erupção cutânea, conjuntivite, dor de 

cabeça, dores musculares e nas articulações podendo, se apresentar também com alterações 

neurológicas severas como a síndrome de Guillain-Barré e a microcefalia (IOOS et al., 2014; 

WHO, 2019b). 

A chikungunya também é uma doença transmitida por mosquitos do gênero Aedes. No 

entanto, é causada por um alfavírus que leva o nome da doença primeiramente isolado na 

Tanzânia em 1952 (LUMSDEN, 1955). Em 2014, foram documentados os primeiros casos de 

sua transmissão no Brasil (TEIXEIRA et al., 2015). Seu sintoma mais pronunciado são os 

articulares, de onde advém o seu nome, que em dialeto africano significa “andar curvado”, as 

dores articulares podem persistir por meses ou até mesmo anos. Ela também apresenta um 
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estado febril que pode vir acompanhado de mialgia, dor de cabeça e erupção cutânea. Por 

estes sintomas, principalmente os articulares, a chikungunya afeta a qualidade de vida e 

impossibilita ao trabalho os indivíduos, trazendo além dos agravos de saúde também impactos 

econômicos (BURT et al., 2012; ROBINSON, 1955). 

A febre amarela, também transmitida por mosquitos do gênero Aedes, é uma infecção 

viral causada por um flavivírus. Endêmica em regiões tropicais da África e América do Sul.  

No Brasil, recentemente houve muitos casos de infecção, mas somente relacionados ao ciclo 

silvestre (PAULES; FAUCI, 2017). O vírus possui três ciclos epidemiológicos: o ciclo 

silvestre, no qual o vetor é mosquito Haemagogus; um ciclo intermediário, em que várias 

espécies de Aedes se deslocam entre regiões de floresta e localidades onde há humanos, e 

estes irão ser hospedeiros no ciclo de transmissão; e o ciclo urbano, cujo vetor é o Ae. 

Aegypti. A transmissão se dá quando uma pessoa é picada no ambiente de floresta por um 

mosquito infectado e retorna ao meio urbano onde é picada pelo Ae. aegypti e dissemina o 

vírus da febre amarela (WHO, 2018). Febre, manifestações hemorrágicas, disfunções 

hepáticas, icterícia, falência renal, anormalidades cardiovasculares, disfunções neurológicas e 

choque são sinais e sintomas presentes nesta infecção (MONATH, 2001). Recentemente 

houve no Brasil uma reemergência da febre amarela (Figura 6), no entanto, esta está somente 

relacionada ao ciclo silvestre da febre amarela, pois os casos relacionados ao clico urbano e, 

portanto, ao Ae. aegypti não ocorrem no país desde 1942 (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 

2019b). 

 

Figura 6 - Reemergência da febre amarela entre os anos de 2014 e 2018 

 
Fonte: MINISTÉRIO DA SAÚDE (2019a) 
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Para a febre amarela e a dengue já existem vacinas disponíveis, no entanto, a vacina da 

dengue aprovada no Brasil desde 2015 ainda não faz parte do Programa Nacional de 

Imunização (PNI), assim não estando amplamente disponível. Portanto, majoritariamente a 

melhor forma de combate ainda é o controle do mosquito do gênero Aedes (ANVISA, 2018; 

SILVA et al., 2018), no entanto, este controle não é tão simples já que há uma grande 

necessidade de que a população e o poder público também colaborem nas ações de prevenção 

(GUBLER; CLARK, 1996; MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2019a). Somado a isto, ainda se tem 

o problema de toxicidade e desenvolvimento de resistência que o controle químico apresenta,  

a urbanização desenfreada, as condições climáticas favoráveis à proliferação do mosquito e a 

gravidade dos sintomas clínicos atrelados a estas doenças, com alguns destes podendo 

perdurar por anos, o que é preocupante em termos de qualidade de vida da população e em 

gastos na saúde pública (NATIONAL ACADEMIES OF SCIENCES ENGINEERING AND 

MEDICINE, 2016) já que ainda é grande o número de indivíduos afetados por estas 

arboviroses, segundo dados da Secretaria de Vigilância em Saúde, como mostrado na Tabela 

2. 

 

Tabela 2 – Situação epidemiológica das principais arboviroses no Brasil 

Fonte: MINISTÉRIO DA SAÚDE (2019b) 

 

2.2 ESTRATÉGIAS DE CONTROLE DO MOSQUITO 

 

Como as arboviroses estão intimamente ligadas a presença de um mosquito vetor, o 

combate a este ainda é a principal forma de enfrentamento destas doenças. O mosquito Ae. 

aegypti chegou a ser erradicado do Brasil entre os anos de 1958 e 1973, mas no ano de 1976 

foi observada a reintrodução deste vetor no Brasil, e infelizmente tem crescido em número e 

distribuição pelo país (BRAGA; SAN MARTIN, 2015; FRANCO, 1969; NOBRE; 

ANTEZANA; TAUIL, 1994; SOPER, 1965). As estratégias de controle deste mosquito mais 
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amplamente difundida são o controle mecânico, eliminando os focos de presença do 

mosquito, o controle químico e as ações de conscientização e educação (MINISTÉRIO DA 

SAÚDE, 2019a). 

De modo geral, as estratégias de controle do mosquito são classificadas em controle 

químico, biológico, educacional e o controle integrado, este último propõe a integração de 

várias estratégias de uma maneira racional, visando uma maior eficácia e menores efeitos 

colaterais no controle dos insetos (BOUZID et al., 2016; LIMA; GOULART; NETO, 2015). 

A estratégia de controle baseada em atividades educacionais é aquela que conscientiza a 

população na remoção de todos os potenciais locais de acúmulo de água, na instalação de 

telas em janelas e portas e outras ações domiciliares de controle do mosquito (ANS, 2019). O 

controle químico é aquele que se utiliza de produtos químicos na destruição de larvas e 

insetos adultos, no entanto, muitos destes são tóxicos aos seres humanos, causam impactos 

ambientais e podem induzir a seleção de mosquitos resistentes (BRAGA; VALLE, 2007).  

O controle de mosquitos por produtos químicos chamados inseticidas, repelentes ou 

larvicidas é uma das estratégias de controle recomendadas pelo Ministério da Saúde, desde 

que se use produtos previamente aprovados pela Anvisa (Agência Nacional de Vigilância 

Sanitária) e se siga as instruções de uso corretamente (MINISTÉRIO DA SAÚDE, 2019a). As 

quatro maiores classes de inseticidas são os organoclorados, piretroides, carbamatos e 

organofosforados, no entanto, todos estes são neurotóxicos (BELLINATO et al., 2016; 

RANSON et al., 2010). No Brasil, ao longo de muitos anos, os temefós (organofosforados) 

foram utilizados no controle de populações de larvas do mosquito Ae. aegypti, no entanto, 

devido ao aparecimento de populações de mosquitos resistentes a este composto, em vários 

municípios do país, foi recomendada a substituição deste pelos seguintes produtos a serem 

adquiridos pelo Programa Nacional de Controle da Dengue (PNCD): Bti (Bacillus 

thuringiensis israelensis, cepa AM 65-52 (trata-se de um larvicida bacteriano), Diflubenzuron 

(grupo das benzoilureas), Novaluron (grupo das benzoilureas), Piryproxifen (análogo de 

hormônio juvenil), espinosade (larvicida do grupo das spinosinas). No documento que fala 

destas recomendações ainda se recomenda que para o manejo da resistência a estes produtos 

químicos deve-se ser adotada uma estratégia de rotatividade no uso destes (MINISTÉRIO DA 

SAÚDE, 2012). 

A criação de populações de mosquitos resistentes é uma grande preocupação para as 

estratégias de controle do mosquito mundialmente. Os principais mecanismos moleculares de 

resistências do mosquito do gênero Aedes são mutações não sinônimas que afetem proteínas-

alvo dos inseticidas (mutações alvo-específicas) ou aumento da biodegradação ou sequestro 
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enzimático (resistência metabólica) (HEMINGWAY et al., 2004; MOYES et al., 2017). Um 

estudo que avaliou a distribuição geográfica mundial da resistência a quatro principais classes 

de inseticidas, mostrou que em relação ao Ae. aegypti, para o temefós (organofosforado visto 

no estudo) o nível de resistência era maior para o Brasil, Guiana Francesa e Caribe, e menor 

resistência foi encontrada em algumas localidades da África Ocidental e variável em regiões 

do sul e sudeste da Ásia. Resistência a carbamatos é reportada na Ásia, África e América 

Latina. Para piretroides, resistências foram vistas na Ásia e Américas e para os 

organoclorados maiores resistências ocorrem na América, África e Ásia (MOYES et al., 

2017). 

Visando tentar contornar os problemas relacionados ao controle químico, têm surgido 

e se difundido diversas formas de controle biológico que, em sua maioria, se utilizam de 

predadores ou patógenos na redução da população de insetos (Figura 7). Predadores que se 

alimentam de larvas e pupas que podem ser peixes, anfíbios, copépodes, estágios jovens de 

odonatas, insetos aquáticos e larvas de outros insetos, Bacillus thuringiensis var. israelenses 

(Bti), fungos entomopatogênicos, wolbachia (bactéria passada no processo de reprodução que 

impede o estabelecimento do vírus da dengue), técnicas genéticas de esterilização dos 

mosquitos e outros tipos de modificações genéticas, mosquitos irradiados e estratégias que 

fazem uso de conhecimentos comportamentais do mosquito são exemplos de práticas de 

controle biológico (BENELLI; JEFFRIES; WALKER, 2016; ZARA et al., 2016). 

 

Figura 7 - Algumas estratégias de controle biológico de mosquitos 

 
Fonte: Adaptado de BENELLI; JEFFRIES; WALKER (2016) 
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2.3 USO DAS PLANTAS NO CONTROLE DO AE. AEGYPTI 

 

Devido à toxicidade ambiental e para o ser humano que muitos dos inseticidas ou 

larvicidas atualmente disponíveis possuem, além do grande problema atual que é o 

desenvolvimento de mosquitos resistentes, os inseticidas de origem natural, fitoinseticidas ou 

inseticidas botânicos, que se incluem nas estratégias de controle biológico, têm se constituído 

uma alternativa para superar estes efeitos colaterais provocados pelos métodos de controle 

químico. Um estudo que analisou mais de 20.000 trabalhos na área de inseticidas de origem 

em plantas, do ano de 1980 a 2012, demonstrou que o número de trabalhos publicados 

aumentou crescentemente no decorrer destes anos. Em 1980 haviam 61, já em 2012 haviam 

1.207 trabalhos publicados. Há um bom número de trabalhos relacionando os óleos essenciais 

e a planta Nim, no entanto, a maioria dos trabalhos se concentram em outros produtos 

oriundos de plantas (ISMAN; GRIENEISEN, 2014) conforme pode ser visto na Figura 8. 

 

Figura 8 – Publicações relacionadas a inseticidas botânicos entre 1980 e 2012 

 
Fonte: Adaptado de ISMAN; GRIENEISEN (2014) 

 

Vários produtos de origem natural já foram relatados na literatura como tendo ação 

inseticida, estes em sua maioria são extrato vegetais brutos ou óleos essenciais (SHAALAN et 

al., 2005; ZOUBIRI; BAALIOUAMER, 2014).  Em uma extensa revisão de literatura foi 

encontrado que 429 espécies de plantas apresentam atividade inseticida compreendidas em 

101 famílias botânicas (40 delas da família Fabaceae), 29 espécies apresentaram ótimas 

atividades inseticidas. Neste estudo foram observados vários aspectos importantes da 
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atividade inseticida como a espécie de planta utilizada, a espécie de mosquito testada, o 

estágio de desenvolvimento do mosquito, parte da planta utilizada e o método de extração 

utilizado (PAVELA et al., 2019). Os inseticidas de origem vegetal, de modo geral, constituem 

uma promissora alternativa já que são menos tóxicos, biodegradáveis, de baixo custo, alvo-

específico e que não agridem o meio ambiente (GHOSH; CHOWDHURY; CHANDRA, 

2012).  

O sucesso de os produtos de origem vegetal apresentarem atividade contra insetos 

adultos ou alguns dos estágios mais jovens de desenvolvimento do mosquito Ae. aegypti se 

devem muito em parte a propriedade de defesa natural que as plantas possuem, que advém 

muito da produção de metabólitos secundários (PAVELA et al., 2019; WINK, 2006). 

2.4 METABÓLITOS SECUNDÁRIOS DE PLANTAS 

Metabólitos secundários de plantas são compostos orgânicos produzidos pelas plantas 

(CROZIER; CLIFFORD; ASHIHARA, 2006). Há um grande número de metabólitos 

secundários produzidos por plantas que se dividem em três grandes grupos: compostos 

fenólicos, terpenoides e alcaloides (AGOSTINI-COSTA et al., 2012). Os metabólitos 

secundários podem ter por funções principais na plantas proteger  contra os raios ultravioletas 

(UV), servir de estocagem de compostos nitrogenados, agir na atração, por exemplo, de 

organismos polinizadores e também agir como moléculas envolvidas na defesa das plantas 

contra herbívoros, microrganismos e vírus ou plantas competidoras (WINK, 2006)(Figura 9). 

 

Figura 9 - Função dos metabólitos secundários nas plantas 

 
Fonte: Adaptado de WINK (2006) 
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Os metabólitos secundários, como se pode ver, não estão envolvidos em processos 

intrínsecos à planta, como geração de energia, estando mais envolvidos em mediar a interação 

das plantas com o meio externo. Neste sentido eles podem ser constitutivamente produzidos, 

ou, em algumas situações, ser produzidos somente sob indução por um elemento estressor 

(YANG et al., 2018). 

Os compostos fenólicos representam o maior grupo de metabólitos secundários de 

plantas. Sua estrutura principal em comum é a presença de um ou mais grupos fenólicos 

ligados a um ou mais grupos hidroxilas e sua origem advém do aminoácido fenilalanina. Eles 

podem ser estruturas simples, com apenas um anel aromático, até estruturas poliméricas mais 

complexas.  Podem ser classificados em compostos fenólicos simples, taninos, cumarinas, 

flavonoides, cromonas e xantonas, stilbenos e lignanas. Há ainda uma outra subdivisão que os 

classifica em compostos flavonoides e não flavonoides (HUSSEIN; EL-ANSSARY, 2018; 

WALTON; BROWN, 1999). 

 Os alcaloides são compostos cuja estrutura básica é formada por átomos de 

nitrogênio, somado a presença de átomos de carbono e hidrogênio. No entanto, compostos 

relacionados a este podem conter ácidos neutros ou fracos além de presença de oxigênio, 

enxofre e raramente outros como cloro, bromo e fósforo. Atualmente a classificação destes se 

baseia na similaridade do esqueleto carbônico. São metabólitos de distribuição bem restrita, 

aparecendo principalmente em Angiospermas. Como também estão envolvidos no processo 

de síntese proteica nas plantas, normalmente sua disponibilidade é baixa, estando mais 

presentes em locais de armazenamento como raízes, sementes e frutos (KABERA et al., 2014; 

NICOLAOU; CHEN, 2011; WALTON; BROWN, 1999).  

Terpenoides também são compostos muito abundantes e diversos, que possuem como 

originário químico unidades de isopreno, de 5 carbonos. Biossinteticamente originados do 

isopentenil e dimetilalil pirofosfato, sendo muito conhecidos por suas propriedades lipofílicas.  

Estes são classificados com base no número de unidades isoprênicas (HUSSEIN; EL-

ANSSARY, 2018; WALTON; BROWN, 1999), como mostrado na Tabela 3. 
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Tabela 3- Classificação dos terpenoides 

Número de carbonos Nome 

C5 Hemiterpeno 

C10 Monoterpeno 

C15 Sesquiterpeno 

C20 Diterpeno 

C25 Sesterpernos 

C30 Triterpeno 

C40 Tetraterpeno 

C>40 Politerpeno 

Fonte: Adaptado de KABERA et al. (2014) 

 

Os metabólitos secundários de plantas estão intimamente relacionados a atividade 

inseticida que as plantas apresentam e que vêm sendo confirmadas cientificamente. Para todas 

as maiores classes de metabólitos descritas acima já existem atividades inseticidas relatadas 

contra algum inseto, sejam aqueles relacionados a doenças humanas ou insetos peste. 

Alcaloides têm sido relatados como inseticidas, mesmo em baixas concentrações e seus 

principais mecanismos para tal ação são por interferência em canais de membrana de sódio 

presentes em nervos e também através de inferência nos receptores de acetilcolina do sistema 

nervoso. Compostos fenólicos também afetam negativamente o desenvolvimento dos insetos, 

no entanto, seu modo de ação ainda não está claro até o momento, assim como os terpenoides 

que também ainda não possuem seu mecanismo de ação totalmente esclarecido (RATTAN, 

2010).  

Um estudo recente, que fez uma revisão de toda a literatura disponível que relacionava 

extratos de plantas com atividades larvicidas, encontrou que 429 espécies de plantas tinham 

descritas na literatura sua atividade larvicida, destas 29 tinham atividades larvicidas ótimas 

(Concentração que mata 50% (LC50) <10 ppm (partes por milhão)), mas somente em 19 

destas realmente foi capaz de se relacionar esta atividade a um composto fitoquímico 

específico. As principais classes de metabólicos larvicidas foram acetogeninas, alcalóides, 

alcamidas, antraquinonas, cumarinas, flavonóides, limonóides, poliacetilenos, lactonas 

sesquiterpênicas, esteróis, tiofenos, triterpenóides e xantonas. Alguns dos mecanismos de 

ação descritas para este fitoquímicos foram fototoxicidade, interação com enzimas 

importantes como transaminases e a citocromo P450 monoxigenase, toxicidade neuronal, 

dano ao intestino, geração de espécies reativas de oxigênio, inibição da alimentação e 

desenvolvimento, genotoxicidade e mutagenicidade (PAVELA et al., 2019). 
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2.5 POINCIANELLA MICROPHYLLA 

 

Poincianella microphylla (Mart. ex G. Don) L.P.Queiroz (tem como sinônimos 

Caesalpinia microphylla Mart. ex G.Don e Cenostigma microphyllum (Mart. ex G. Don) E. 

Gagnon & G.P. Lewis) é um arbusto da família Fabaceae de 1 - 5 metros de altura, com 

tronco de casca lisa, folíolos alternados a subopostos e flores com pétalas de cor amarelo-ouro 

(Figura 10). Conhecida popularmente como Catinga-de-porco, esta planta é típica do bioma 

Caatinga e endêmica da região do sul do Piauí, sul de Pernambuco e norte da Bahia e bem 

característica da região do baixo-médio São Francisco (FLORA DO BRASIL, 2019; 

QUEIROZ, 2009). 

 

Figura 10 - Arbusto de Poincianella microphylla. (a) Arbusto inteiro (b) Folhas em detalhes 

 

 
Fonte: Adaptado de QUEIROZ (2014) 

 
 

Suas folhas são fonte de alimentação para o gado e, na medicina popular, é utilizada 

para problemas de estômago e febre, já a casca do caule é relatada como digestiva e sedativa 

(AGRA; FREITAS; BARBOSA-FILHO, 2007). Folha e entrecasca, da também chamada 

cantigueira rasteira, foram relatadas por Albuquerque et al., 2007 com uso terapêutico 

medicinal para impotência sexual e reumatismo. Ela também tem uma importância 

agroeconômica, sendo utilizada como adubo, cerca viva e na produção de mel (PICCIN, 

2017). 

Na literatura científica, atividades biológicas relacionadas a esta planta são muito 

escassas, havendo apenas dois trabalhos publicados. Um deles mostrou atividade 

antimicrobiana do extrato hidroalcoólico de folhas e frutos contra o Bacillus subtillis, 
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Micrococcus luteus, Staphylococcus aureus e a Klebsiella pneumoniae com flavonoides, 

terpenoides e taninos descritos como metabólitos encontrados (SILVA et al., 2006). Outro 

estudo, com o extrato aquoso das frutas, demonstrou atividade antibiofilme para S. 

epidermidis, sem inibição do crescimento bacteriano, também foi avaliada a citotoxicidade em 

células Vero e demonstrou diminuir a viabilidade celular nas maiores concentrações, mas não 

foi citotóxico na menor concentração. Na avaliação fitoquímica foi demonstrada a presença de 

flavonoides, terpenoides, esteroides, aminas e polifenóis (SILVA et al., 2015). 

2.6 TOXICIDADE EM ORGANISMO NÃO-ALVO  

 

2.6.1 Fitotoxicidade  

 

Além de não demonstrar induzir resistência aos mosquitos, um inseticida deve ser 

alvo-específico, demonstrando ser atóxico ou de baixa toxicidade a organismos não-alvo, 

como é o caso das plantas. Fitotóxico diz-se de qualquer produto que temporariamente ou por 

longo tempo cause danos as plantas, como perda da planta inteira, atraso da emergência ou 

crescimento, florescimento ou aparecimento do fruto, descoloração da planta ou partes dela, 

necrose do tecido da planta, murchação e deformações da planta ou partes dela (FAO, 2006).  

Os testes de fitotoxicidade são importantes ferramentas na avaliação da eficácia, 

segurança e seletividade de um produto que será aplicado próximo ou na planta em si, como é 

o caso de inseticidas, herbicidas, fungicidas ou outro produto relacionado sendo, portanto, um 

teste importante para avaliação do risco ambiental que estes compostos podem representar. Os 

métodos para avaliação da toxicidade a plantas usam de informações como tempo de 

germinação, porcentagem de germinação, medidas de crescimento da planta, número de 

órgãos, peso, diâmetro e modificações de cor, necrose ou deformações para determinar se um 

produto é fitotóxico ou não (OEPP/EPPO, 2007). 

Os mecanismos moleculares de como um composto leva a toxicidade em plantas 

podem ser inibição da fotossíntese, divisão celular, função enzimática e influências no 

desenvolvimento da raiz, broto e folhas. Também pode haver interferências na síntese de 

pigmentos, proteínas ou DNA (ácido desoxirribonucleico), desestabilização da membrana 

celular ou promoção de crescimento incontrolável (BRAGANÇA et al., 2018). 

Organizações como a EPA (United States Environmental Protection Agency), OECD 

(Organization for Economic Co-operation and Development) e a FAO (Food and Agriculture 

Organization of the United Nations) defendem veemente que testes de segurança e eficácia, 
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como o teste de fitotoxicidade, devem fazer parte do caminho até a implementação dos 

inseticidas ou pesticidas como efetivos controladores de insetos. Além da necessidade e 

importância da condução deste tipo de teste, ainda há muitas vantagens intrínsecas ao 

desenvolvimento do ensaio como a possibilidade de se obter informações para compostos ou 

metabólitos tóxicos, uso de materiais fáceis de obtenção, a possibilidade e o teste pode ser 

feito tanto ex situ quanto in situ, a duração deste teste que normalmente é curta e uma 

metodologia simples e de baixo custo (BRAGANÇA et al., 2018; EPA, 2019; FAO, 2006; 

MAILA; CLOETE, 2005; OECD, 2003). 

Uma das mais populares metodologias disponíveis para a avaliação fitotóxica é a que 

avalia a germinação e crescimento a partir da incubação de plântulas com o composto a ser 

avaliado e a espécie de plântula mais comumente utilizada é a alface (Lactuca sativa L.) 

(Figura 11), que apresenta sensibilidade a diferentes substâncias, facilidade de cultivo, baixo 

custo e crescimento homogêneo (EPA, 1996; SILVEIRA et al., 2017; SIMÕES et al., 2013; 

TIGRE et al., 2012). 

 

Figura 11 - Teste de fitotoxicidade em placa de 6 poços. (a) Crescimento das plântulas da alface americana 

grandes lagos em placa (b) Detalhe da plântula mostrando a raiz e dicótilo. 

 
Fonte: O autor (2019) 

 

2.6.2 Toxicidade em zebrafish 
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Danio rerio ou zebrafish é um peixe tropical de água doce de aproximadamente 3 cm 

e nativo da Índia. Ele é muito utilizado como peixe ornamental, mas também tem muito 

espaço no meio científico. Os machos apresentam listras longitudinais dispostas ao longo do 

corpo delgado e em formato de torpedo e em suas barbatanas e barriga geralmente apresentam 

coloração dourada. As fêmeas, por outro lado, não possuem coloração dourada em seu corpo e 

quanto carregadas de ovos estas aumentam de volume (DAMMSKI et al., 2011; WIXON, 

2000). 

O desenvolvimento do zebrafish começa com um zigoto, de apenas uma célula, que 

fica sob uma grande célula gema. Este zigoto passa por um processo de várias clivagens 

seguida por período de blástula, e após aproximadamente 6 horas de fertilização tem início o 

processo de gastrulação e epibolia. Após a gastrulação, o peixe em desenvolvimento passa por 

um passo mais complexo, que é a formação dos órgãos (organogênese). 2 dias após a 

fertilização ocorre a eclosão de uma larva de nado livre. O zebrafish atinge a maturidade 

sexual aos 3 meses e pode viver até 5 anos (D’COSTA; SHEPHERD, 2009).  

 

Figura 12 – Ciclo de desenvolvimento do Danio rerio 

 
Fonte: Adaptado de D’COSTA; SHEPHERD (2009) 

 
 

Eventos importantes ocorrem em períodos específicos de desenvolvimento do peixe, 

como por exemplo com 24 horas, quando se tem o aparecimento da pigmentação inicial na 

retina e pele, presença de glóbulos vermelhos na gema e batimento cardíaco. Em 48 horas, 

tem-se uma pigmentação mais aparente, aparecendo também uma coloração amarelada, 



37 
 

circulação em arcos aórticos e vasos segmentares já ocorrendo e a presença de movimentação 

dos cílios olfativos. Com 72 horas, a boca do embrião já está aberta, olhos já estão presentes, 

corpo com coloração amarelada e presença de cartilagem no arco branquial (KIMMEL et al., 

1995). 

 

Figura 13 – Desenvolvimento do zebrafish em diferentes tempos em horas 

 
Fonte: Adaptado de HOOD (2011) 

 

O uso do zebrafish em  modelos de estudo é bem estabelecido e amplamente utilizado 

em estudos da biologia do desenvolvimento, pesquisas em câncer, estudos de toxicologia, na 

descoberta de drogas, pesquisas em genética molecular e também como modelo genético para 

espécies aquícolas e pesquisas em toxicogenômica, além de seu uso em modelos de doenças 

para avaliação de biomedicamentos humanos (KHAN; ALHEWAIRINI, 2018). 

Vantagens no uso do D. rerio como modelo de estudo são a transparência 

característica dos embriões fertilizados, fertilização externa permitindo um fácil acesso a 

observação e manipulação dos embriões, rápido desenvolvimento externo, possibilidade de 

manipulação genética, grande número de embriões gerados, fisiologia e anatomia homólogas 

a dos mamíferos e genética semelhante à dos seres humanos (DHILLON et al., 2019; 

EIMON; RUBINSTEIN, 2009; LIESCHKE; CURRIE, 2007; WIXON, 2000).   

 

2.6.3 Citotoxicidade em eritrócitos 

 

Para que um produto natural chegue a seu uso aprovado e seguro é necessário que 

etapas de testes e estudos sejam cumpridas, uma etapa importante deste processo é a 
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determinação da segurança e toxicidade do produto em modelos experimentais (WHO, 2000). 

Para os produtos advindos de plantas que agem no combate de insetos, a segurança para o ser 

humano é algo particularmente importante principalmente quando se trata dos ovicidas, 

larvicidas e pupicidas que têm que ser aplicados à água, já que os ovos, larvas e pupas 

participam da fase aquática do ciclo de desenvolvimento. Para evitar que o ser humano faça a 

ingesta ou tenha o contato com  água com possíveis compostos tóxicos advindos dos 

inseticidas é importante a realização de testes de toxicidade (MOSSA; MOHAFRASH; 

CHANDRASEKARAN, 2018). 

 Um dos muitos exemplos de testes de citotoxicidade é aquele que possui como 

modelo os glóbulos vermelhos. Estes, que também podem ser chamados de eritrócitos ou 

hemácias, são, junto com os leucócitos e as plaquetas, os componentes celulares do sangue. 

As hemácias são células anucleadas em forma de disco bicôncavo que medem 8 μm de 

diâmetro e que, em circulação, possuem um tempo de vida de 120 dias (HOFFBRAND; 

MOSS, 2013).  Sua origem se dá na medula óssea a partir de um precursor eritroide, o 

proeritroblasto, em um processo denominado de eritropoese (Figura 4). A função principal 

dos glóbulos vermelhos é o transporte de oxigênio (O2) aos tecidos e a retirada dos tecidos do 

dióxido de carbono (CO2) para sua troca nos pulmões (ZAGO; FALCÃO; PASQUINI, 2014). 

 

Figura 14 - Amplificação e maturação dos eritrócitos a partir do proeritroblasto 

 

                       Fonte: HOFFBRAND; MOSS (2013) 

 

O principal componente proteico das hemácias é a hemoglobina, uma heme proteína 

composta por uma porção proteica e um grupo prostético heme. A porção proteica da 

hemoglobina é formado por 2 polipeptídios α-globina e 2 polipeptídios β-globina. O grupo 
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prostético heme presente em cada um destes polipeptídeos é composto por uma porfirina com 

um átomo de ferro no estado ferroso (Fe+2) ligado a ela. O oxigênio se liga de forma 

reversível a este átomo de ferro para assim ser transportado, proporcionando as hemácias 

desempenhar sua função de oxigenação dos tecidos (BAYNES; DOMINICZAK, 2015; 

NELSON; COX, 2014). 

A membrana eritrocitária é composta por uma bicamada lipídica, proteínas, que 

podem ser periféricas ou integrais, e carboidratos que ficam expostos externamente na 

membrana (Figura 15). Sua função é manter a composição interna e delimitar os meios 

interno e externo, além de proporcionar a resistência e a elasticidade necessárias a estas 

células.  Os lipídios constituintes das hemácias são os fosfolipídeos, o colesterol e os 

glicolipídeos, que se organizam de modo a formar uma membrana bipolar com suas porções 

hidrofílicas expostas ao meio externo e as hidrofóbicas voltadas para o citoplasma. As 

proteínas periféricas estão localizadas na parte externa da membrana e não a atravessam, 

como é o caso das espectrinas e da banda 4.1. Já as proteínas integrais são aquelas que 

perpassam a membrana como é o exemplo das glicoforinas e da banda 3. Estas proteínas 

desempenham diversas funções na célula como o transporte de substâncias, a interação com 

outras estruturas e a sinalização celular. Em sua função na membrana eritrocitária estas são 

classificadas em: proteínas estruturais integrais de membrana (banda 3 e glicoforina), 

proteínas de ancoragem do citoesqueleto a membrana plasmática (anquirina) e as proteínas do 

citoesqueleto (banda 4.1, espectrina e actina) (MOHANDAS; GALLAGHER, 2008; NARLA; 

MOHANDAS, 2017; OLIVEIRA; RIBEIRO; VIZZONI, 2013). 

 

Figura 15 - Estrutura da membrana eritrocitária 

 
Fonte: HOFFBRAND; MOSS (2013) 
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Por diversos motivos e mecanismos a membrana eritrocitária pode se romper 

liberando o seu conteúdo de hemoglobina, em um processo denominado hemólise. Algumas 

substâncias ou compostos apresentam toxicidade frente aos eritrócitos causando a ruptura de 

sua membrana, o que inviabiliza seu uso. Para fornecer uma primeira etapa no conhecimento 

da citotoxicidade de produtos com potencial uso humano, os glóbulos vermelhos são 

utilizados como referência, pois são células cuja membrana guarda semelhanças com 

membranas de outras células, além de serem fáceis de obter-se e trabalhar em relação a outros 

modelos (GAUTAM, 2013; JESWANI, 2015; ZOHRA; FAWZIA, 2014). 
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3 OBJETIVOS 

3.1 OBJETIVO GERAL 

 Avaliar a atividade Inseticida contra o Aedes aegypti de Extrato Clorofórmico de 

Poincianella microphylla. 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

• Coletar e obter o extrato clorofórmio das folhas de P. microphylla; 

• Determinação do perfil fitoquímico do extrato cloroformico; 

• Avaliar a atividade larvicida do extrato clorofórmico em Ae. aegypti; 

• Elucidar o mecanismo de ação larvicida através de análise em microscopia eletrônica 

de varredura; 

• Investigar a fitotoxicidade do extrato clorofórmico; 

• Verificar a embriotoxicidade em Zebrafish do extrato clorofórmico; 

• Analisar a citotoxicidade frente a eritrócitos humanos do extrato clorofórmico.  
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4 ARTIGO ATIVIDADE LARVICIDA DO EXTRATO DE POINCIANELLA 

MICROPHYLLA CONTRA O MOSQUITO VETOR AEDES AEGYPTI 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Artigo a ser submetido ao periódico Environmental Science and Pollution Research no formato 
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Resumo  

 

Visando fornecer uma alternativa larvicida menos tóxica, extratos de Poincianella 

microphylla tiveram sua atividade larvicida avaliada em Aedes aegypti. Folhas trituradas 

foram extraídas em ciclohexano, clorofórmio, acetato de etila e metanol. A atividade larvicida 

foi realizada com larvas iniciais de quatro instares e suas CL50 e CL90 determinadas em 48 

horas. As larvas expostas ao LC50 e 2 X LC50 tiveram sua ultraestrutura analisada. Além disso, 

a toxicidade contra organismos não-alvo foi avaliada para Lactuca sativa L., Danio rerio e 

eritrócitos. Entre os quatro extratos, apenas o clorofórmio apresentou atividade larvicida 

significativa com CL50 de 31,62 ppm. A análise ultraestrutural das larvas revelou alterações 

da papila anal e do tubo sifão, rupturas abdominais e turgescência corporal. No teste de 

organismos não-alvo, o extrato de clorofórmio reduziu o comprimento do hipocótilo na 

concentração de 90 ppm em comparação com 60 ppm (p = 0,0295) e não foi fitotóxico para a 

germinação. Para a embriotoxicidade de D. rerio, apresentou CL50 de 61,05 ppm em 48 horas, 

mas concentrações próximas à CL50 larvicida causaram alterações no desenvolvimento do 

embrião que não levam a mortalidade significativa. Não foi observada hemólise. Portanto, o 

extrato de clorofórmio de P. microphylla pode ser uma alternativa larvicida contra Ae. 

aegypti, entretanto, estudos futuros são necessários para o isolamento do princípio ativo e 

melhor determinação da toxicidade. 

Palavras-chave Metabólitos secundários. Larvicida. Mosquito vetor. Zebrafish. 

Fitotoxicidade. Citotoxicidade 
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Introdução 

Febre amarela, Zika, dengue e chikungunya são uma das doenças transmitidas por 

mosquitos mais preocupantes mundialmente, relacionadas ao mosquito Aedes aegypti, e que 

de acordo com a Organização Mundial de Saúde (OMS) mais da metade das pessoas que 

vivem no mundo estão na verdade, em áreas onde essa espécie de mosquito está presente 

(OMS 2019). Um mapa dos casos globais para essas doenças arbovirais relatou que de um 

total de 250 países/ territórios analisados em todo o mundo, 85 foram afetados por zika, 111 

pela dengue, 106 pela chikungunya e 43 pela febre amarela (Leta et al. 2018). Com exceção 

da febre amarela e dengue que tem vacinação disponível, as demais ainda têm ações de 

controle do mosquito como principal prevenção (Silva et al. 2018). 

Uma das estratégias de controle do mosquito mais difundidas é o uso de produtos 

químicos sintéticos. A classe de produtos químicos sintéticos ou não sintéticos que matam os 

estágios larvais de desenvolvimento do mosquito é chamada de larvicidas. Os larvicidas são 

uma ótima forma de controle do mosquito pois evitam que os estágios iniciais passem para o 

mosquito hematófago adulto e se tornem um potencial agente transmissor de arbovírus 

(Novak e Lampman 2010). Porém o controle químico vem sofrendo com algumas barreiras 

que questionam seu uso, uma vez que estas podem ser prejudiciais ao homem, tóxicas ao meio 

ambiente e podem desenvolver mosquitos resistentes a produtos químicos (Bellinato et al. 

2016; Moyes et al. 2017). 

Os produtos vegetais tornaram-se uma alternativa promissora aos atuais controles 

químicos usados em programas de manejo de mosquitos. Fitoquímicos derivados do 

metabolismo secundário que naturalmente são conhecidos como agentes protetores contra 

insetos têm sido uma fonte próspera de metabólitos como alcalóides, alcamidas, 

antraquinonas, cumarinas, flavonoides, poliacetilenos, lactonas sesquiterpênicas, esteróis, 

triterpenóides e xantonas que inibem o desenvolvimento do mosquito. A eficácia dos 

inseticidas botânicos depende de vários fatores, como espécies de plantas utilizadas, o tipo de 

mosquito testado, parte da planta utilizada, método de extração utilizado ou a polaridade do 

solvente utilizado na extração (Shaalan et al. 2005; Ghosh et al. 2012; Pavela et al. 2019). 

Poincianella microphylla (Mart. Ex G. Don) L.P. Queiroz (sinônimo de Caesalpinia 

microphylla Mart. Ex G.Don e Cenostigma microphyllum (Mart. Ex G. Don) E. Gagnon & 

GP Lewis) é um arbusto da família Fabaceae com 1 - 5 metros de altura popularmente 

conhecida como Catinga-de-porco. Tipicamente presente no domínio fitogeográfico da 
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Caatinga e endêmica da região sul do Piauí, sul de Pernambuco e norte da Bahia, estados do 

Brasil (Queiroz 2009; Flora do Brasil 2019). As folhas são usadas como fonte de alimento 

para o gado e na medicina popular são usadas para problemas de estômago e febre e a casca 

do caule é relatada como digestiva e sedativa (Agra et al. 2007). Folha e entrecasca foram 

relatadas com uso terapêutico medicinal para impotência sexual e reumatismo (Albuquerque 

et al. 2007). Estudos científicos descobriram que esta planta também possui atividades 

antimicrobiana e antibiofilme (Silva et al. 2006, 2015). 

É bem sabido que um larvicida deve ser um produto eficaz contra um mosquito vetor, 

mas também deve apresentar um dano mínimo ao homem e ao meio ambiente. Este é o 

primeiro estudo a investigar uma relação entre extratos de P. microphylla e uma atividade 

larvicida contra Ae. aegypti. Também avaliamos sua toxicidade contra organismos não-alvo, 

com o objetivo de fornecer um larvicida à base de plantas com segurança e eficácia no 

controle de mosquitos. 

Materiais e Métodos 

Preparação do extrato da planta 

A planta foi coletada no Parque Nacional do Catimbau (Buíque - Pernambuco, Brasil), 

SisGen (A149769), identificada e depositada no Herbário Dárdano de Andrade Lima - 

Instituto Agronômico de Pernambuco (IPA) sob o número de registro 84880. As folhas foram 

separadas e secas a 40°C por 2 dias e a seguir triturado em liquidificador industrial 

(Metalurgic Vithory Ltda., Brasil) até a obtenção de um pó fino. A extração em Sokhlet foi 

realizada com 100g de pó fino de material vegetal que foi colocado em um papel de filtro 

(papel de filtro qualitativo Unifil 80 g/m2) usando 1L de quatro solventes diferentes (a 

temperatura foi ajustada de acordo com a propriedade de ebulição de cada solvente) de 

polaridade variável (ciclohexano, clorofórmio, acetato de etila e metanol). Todos os extratos 

foram concentrados usando evaporador rotativo a vácuo. Os rendimentos dos extratos foram 

5,483%, 0,997%, 1,117% e 17,094%, respectivamente. 

Teste larvicida do mosquito 

A colônia utilizada no ensaio pertence à cepa Rockefeller e foi mantida no Laboratório 

de Ecologia Química da Universidade Federal de Pernambuco a 27±1°C e 78 ± 2% de 

umidade e um ciclo de 14 horas de luz e 10 horas de escuro. Os mosquitos adultos foram 

mantidos em caixas e alimentados com solução de glicose a 10%. As fêmeas foram 
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alimentadas com sangue de galinha para o desenvolvimento dos ovos que, quando liberados 

pelas fêmeas, foram coletados e destinados ao desenvolvimento das larvas. Larvas foram 

acondicionadas em recipientes plásticos com água e ração para gatos (Wiskas®, Brasil). O 

teste larvicida para o mosquito vetor Aedes aegypti foi realizado de acordo com a OMS 

(2005) com algumas adaptações. Para este ensaio, inicialmente, foi feita uma triagem 

larvicida com todos os extratos vegetais diluídos em água destilada/tween 80 para se obter 

soluções correspondentes a 10, 100, 250, 500, 600 e 1.000 ppm em um volume final de 20 ml 

e então incubadas com 20 larvas de Ae. aegypti em estágio inicial do quarto instar. As larvas 

mortas foram registradas em 24 e 48 horas após o início do teste. O extrato que efetivamente 

atuou nessas concentrações de triagem foi após submetido a um teste com as concentrações de 

corte obtidas na triagem como segue, 20, 30, 40, 50, 60, 80, 90, 100 ppm, em seguida foi 

realizado o teste de corte. As larvas foram consideradas mortas quando não respondem às 

batidas leves no recipiente. Este teste foi feito em quatro repetições para cada concentração de 

teste, e o controle foi de 20 ml de água destilada/tween 80. O número total de mortes em 48 

horas foi usado para fazer as estatísticas e obter os valores CL50 e CL90 por análise Probit. 

Análise estrutural da larva 

As concentrações correspondentes ao CL50 e 2 x CL50 foram incubadas com Ae. 

aegypti em estágio inicial do quarto instar como citado e, usando como controles uma solução 

água destilada/tween 80 e água destilada. Após 24 horas, as larvas foram lavadas com PBS 

(pH 7,2) e então fixadas por 3 horas à temperatura ambiente em solução de glutaraldeído 

2,5%/4% paraformaldeído em tampão fosfato 0,1 M, pH 7,2 e, em seguida, lavadas com este 

mesmo tampão. A pós-fixação foi realizada por 1 h com solução contendo tetraóxido de 

ósmio 1%, ferrocianeto de potássio 0,8% e cloreto de cálcio 5mM em tampão cacodilato de 

sódio 0,1 M (pH 7,2). Após lavadas, novamente, em tampão cacodilato de sódio, as amostras 

foram desidratadas com concentrações crescentes de álcool etílico (15%, 30%, 50%, 70%, 

90%, 100% e superseca). Em seguida, as larvas foram colocadas em fitas de carbono e secas 

em ponto crítico (Bal-Tec © CPD 030 Critical Point Dryer), metalizadas com ouro (Denton 

Vacuum Desk II) e analisadas por microscopia eletrônica de varredura (JEOL T-200). 

Análise da composição química 

As amostras foram solubilizadas de acordo com sua polaridade. Uma alíquota do 

extrato foi submetida à análise em placas de cromatografia em camada delgada de Silicycle 

TLC - Aluminium F254 (Merck Millipore) com 5 cm de comprimento. O extrato foi aplicado 
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a 1 cm da borda inferior com um capilar de vidro e as placas foram eluidas com diferentes 

sistemas de solventes a fim de identificar os principais grupos de metabólitos secundários de 

acordo com a metodologia descrita por Wagner e Bladt (1996) (Tabela 1). 

Ensaio de fitotoxicidade  

Esse teste foi realizado de acordo com Torres et al. (2018) com pequenas 

modificações. Um disco de papel de filtro de 6,2 cm de diâmetro (papel de filtro qualitativo 

Unifil 80 g/m2) foi colocado em uma microplaca de 6 poços (Kasvi) e, em seguida, 1 ml de 

extrato de clorofórmio de P. microphylla nas concentrações de 10 ppm, 30 ppm, 60 ppm e 90 

ppm diluídos em tampão MES/ NaOH com DMSO 0,5% foram adicionados a oito aquênios 

de Lactuca sativa L. (Feltrin Lettuce Great Lakes 659). Para controle negativo e controle 

positivo foi adicionado 1 ml do tampão e do herbicida glifosato (Citromax®), 

respectivamente. Essas microplacas foram colocadas por 7 dias em fotoperíodo de 12 horas a 

uma temperatura variando entre 25-32ºC. Após esse tempo, as placas foram acondicionadas 

em freezer (-20ºC) por 24 horas, depois foram descongeladas e as mudas colocadas em um 

scanner (HP Deskjet 2540 All-in-one series®) para a formação da imagem. Essa imagem foi 

usada para medir o comprimento da raiz e do hipocótilo no programa ImageJ®. Além disso, 

foram calculados a porcentagem de germinação (PG), a porcentagem de germinação relativa 

de sementes (GRS), o crescimento relativo da raiz (CRR) e o índice de germinação (IG) 

conforme as seguintes fórmulas (Zucconi et al. 1985; Hoekstra et al. 2002): 

PG (%) =
Contagem final do número de sementes germinadas

Número total de conjuntos de sementes para bioensaio
X100  

GRS (%) =
Número de sementes germinadas na amostra

Número de sementes germinadas no controle
X100 

CRR (%) =
Comprimento médio da raiz na amostra

Comprimento médio da raiz no controle
X100 

IG (%) =
GRS X CRR

100
 

 

Embriotoxicidade em zebrafish  

O teste foi realizado de acordo com Braunbeck e Lammer (2006); OCDE (2013). 

Zebrafish adultos foram mantidos em tanques de peixes no Laboratório de Enzimologia da 

Universidade Federal de Pernambuco a 26 ± 1 ° C e fotoperíodo de 12 - 16 horas e, em 
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seguida, machos e fêmeas (proporção 2:1) foram colocados para fertilizar e desovar. Após a 

fertilização, os embriões recém-fertilizados foram coletados e colocados sob um microscópio 

óptico (Zeiss Primo Star) com uma ampliação de 40x para confirmar sua viabilidade. Os 

viáveis foram colocados em uma microplaca esterilizada (Kasvi), dez embriões para cada 

poço. Em seguida, os embriões foram expostos a 2 ml de extrato de clorofórmio de P. 

microphylla a 10 ppm, 30 ppm, 60 ppm, 90 ppm, 120 ppm, 150 ppm e 180 ppm diluídos em 

PBS (0,01M, pH 7,4). Os controles foram feitos com PBS e água do aquário. As placas foram 

incubadas a 26 ± 1 ° C e a mortalidade foi determinada às 24h, 48h e 72h. Embriões 

coagulados, ausência de formação de somito, não desprendimento da cauda ou ausência de 

batimento cardíaco foram os parâmetros utilizados para determinar a mortalidade. Esses 

parâmetros foram analisados em lupa, em seguida por microscopia ótica, e os embriões 

mortos foram contados e após isto retirados da placa. A presença de melanócitos, eclosão e 

outros sinais de desenvolvimento ou ausência deste foram observados durante todo o tempo 

de teste. Às 72 h, também, os batimentos cardíacos foram registrados por contagem visual em 

microscópio óptico, quatro embriões de cada tratamento. A porcentagem de mortalidade 

(número de embriões mortos/número total de embriões x 100) e o CL50 foram calculados para 

cada tempo de exposição. 

Atividade hemolítica 

A atividade hemolítica foi determinada de acordo com Oliveira et al. (2012) com 

modificações. 4 ml de sangue humano foram coletados por punção venosa em tubo de citrato 

de sódio 3,2% e depois centrifugados a 2.500 rpm por 10 minutos para obter os glóbulos 

vermelhos que foram então lavados três vezes em PBS (0,01M, pH 7,4). Com os eritrócitos 

lavados, foi feita uma suspensão de 0,5% dos eritrócitos em PBS. A suspensão de hemácias 

(1,1 ml) foi adicionada à 400 μl de diluições em série de extrato clorofórmio de P. 

microphylla (2.000-31,25 ppm diluído em PBS). Triton X-100 0,1% foi usado como controle 

positivo e PBS como negativo. Após 60 minutos de incubação, as amostras foram 

centrifugadas a 2.500 rpm por 10 minutos e o sobrenadante foi lido a 540 nm. Além disso, 

diluições em série do extrato de clorofórmio de P. microphylla sozinho foram lidas neste 

espectro e o valor de absorbância descontado da absorbância obtido quando incubado com a 

suspensão de eritrócitos. O teste foi realizado em triplicata e o percentual de hemólise foi 

determinado de acordo com a fórmula: 
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% de hemólise:
Abs da amostra - (Abs do controle negativo+Abs do extrato apenas)

Abs do controle positivo – Abs do controle negativo
X 100, onde Abs significa 

absorbância. 

Análise estatística 

Larvicidal CL50 e CL90 foram determinados por Análise Probit usando o software Stat-

Plus 2006® (AnalystSoft, Canadá). Os parâmetros de crescimento (média e desvio padrão) no 

ensaio fitotóxico foram analisados por ANOVA de uma via, seguido pelo teste de Tuckey (p 

<0,05), e os valores de CL50 para o teste de embriotoxicidade do zebrafish foram calculados 

por regressão não linear (intervalo de confiança de 95%) no software Prism 8 (Graphpad, 

Estados Unidos). 

Resultados e discussão 

O teste de triagem larvicida mostrou que os extratos ciclohexano, acetato de etila e 

metanol não apresentaram atividade larvicida mesmo na concentração mais alta, enquanto o 

extrato clorofórmio mostrou-se fortemente larvicida com 48 horas já na concentração de 100 

ppm, que matou 18 das 20 larvas, e nas seguintes concentrações, 250, 500, 600 e 1.000 ppm, 

mataram todas as larvas. 

Como o extrato de clorofórmio foi o único eficaz contra larvas, testamos este com 

concentrações abaixo de 100 ppm e descobriu-se que o CL50 e CL90 para o extrato de 

clorofórmio de P. microphylla foram, respectivamente, 31,62 ppm e 101,34 ppm (Tabela 2). 

Com este resultado, concluímos que possivelmente, o composto responsável por esta ação 

larvicida é um composto de natureza apolar e particularmente extraído por afinidade ao 

clorofórmio, uma vez que a atividade só foi observada neste solvente utilizado no processo de 

extração. 

Esses resultados corroboram com o amplo conhecimento de que dependendo do 

solvente do extrato, espécie vegetal, localização geográfica, parte da planta e metodologia de 

extração utilizada, a eficácia de um inseticida botânico é diferente (Ghosh et al. 2012; Chore 

et al. 2014; Hari e Mathew 2018). Além disso, de acordo com a OMS, extratos vegetais brutos 

com valores de CL50 <40 ppm têm potencial para serem compostos larvicidas, indicando que 

o extrato clorofórmio de P. microphylla é uma fonte promissora de produtos larvicidas 

vegetais (OMS 1993; Santos et al. 2012). 

O extrato etanólico de Poincianella pyramidalis de diferentes partes desta planta 

(raízes, caules, casca do caule e folhas), outra planta pertencente ao mesmo gênero e também 
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presente na Caatinga, não apresentou atividade contra larvas de Ae. Aegypti (Santos et al. 

2012), mas um estudo mais recente com esta mesma planta avaliou o extrato da semente em 

fosfato de sódio contra o Ae. aegypti e encontraram uma CL50 de 12,64 mg/ml em 48 horas 

(12.640 ppm) (Barbosa et al. 2014). Em 24 horas a fração diclorometano do extrato etanólico 

de raízes de Poincianella bracteosa (também pertencente ao mesmo gênero) foi a que 

apresentou melhor atividade contra as larvas do mosquito entre as demais frações testadas 

(acetato de etila e hexano), e mesmo em relação ao próprio extrato etanólico, com valor de 

CL50 de 0,241 mg/ml (241 ppm), em estudo realizado por Cruz et al. (2015). Govindarajan e 

Karuppannan (2011) relataram para o extrato de clorofórmio das folhas de Eclipta alba um 

valor CL50 em 24 horas de 146,88 ppm e os outros extratos (benzeno, hexano, acetato de etila 

e metanol) tinham 151,38 ppm, 165,10 ppm, 154,88 ppm e 127,64 ppm, respectivamente. 

Outro trabalho que submeteu folhas de Andrographis paniculata aos mesmos solventes do 

estudo anterior mostrou que o extrato de clorofórmio em 24 horas tinha 99,54 ppm de CL50 e 

os demais extratos 119,58 ppm, 146,34 ppm, 124,24 ppm e 110,12 ppm, respectivamente 

(Govindarajan 2011). O extrato de benzeno e acetato de etila de folhas de Ervatania 

coronaria apresentou CL50 de 89,59 mg/L (89,59 ppm) e 97,53 mg/L (97,53 ppm), 

respectivamente; enquanto que a Caesalpinia pulcheriana teve 136,36 mg/L (136,36 ppm) e 

144,67 mg / ml (144,67 ppm) para os mesmos solventes, respectivamente (Govindarajan et al. 

2011). Extratos clorofórmicos de Clerodendrum philippinum (folha), Senecio laelus (raiz e 

folha) e Acanthospermum hispidum (folha) avaliados na atividade larvicida encontraram 

valores de CL50 também superior ao de nosso estudo, com 546,15 ppm, 73,48 ppm (raiz), 

103,34 ppm (folha) e 65,221 ppm, respectivamente, para cada planta (Ali et al. 2018; Dhal et 

al. 2018; Vivekanandhan et al. 2018). 

Um estudo de Hari e Mathew (2018) testou extratos de folhas de Hyptis suaveolens, 

Lantana camara, Nerium oleander e Tecoma stans (metanol, clorofórmio e éter de petróleo) 

e, também os resultados mostraram que a atividade larvicida é devida a compostos não 

polares,  desde o extrato de metanol agiu apenas para a planta N. oleander (CL50 84,09 mg/L 

ou 84,09 ppm), mas diferentemente do nosso estudo, nenhum dos extratos de plantas 

clorofórmio foi eficaz contra as larvas (CL50> 300 mg/L ou > 300 ppm ). Da atividade 

larvicida de 94 extratos de dez plantas, apenas uma apresentou valor CL50 inferior ao nosso, 

que foi o extrato hexânico de hastes de Rourea doniana 12,1 µg / ml (12,1 ppm) (Oliveira et 

al. 2010). 
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Imagens de microscopia eletrônica de varredura de larvas Ae. aegypti após 24 horas de 

exposição aos tratamentos mostra que na presença de água destilada e uma solução de água 

destilada/tween 80 (Figura 1 a-h) não há alterações morfológicas significativas em nenhuma 

das estruturas do corpo da larva (cabeça, tórax, abdômen, sifão respiratório ou papila anal). 

No valor da CL50 da atividade larvicida, a cabeça e o tórax não apresentavam alteração 

morfológica (Figura 1 i), o abdômen em algumas partes estava intacto e bem segmentado 

(Figura 1 j e l), porém, fenda no abdômen da larva foi observada (detalhe não mostrado). O 

sifão respiratório estava preservado, mas havia perda das papilas anais (Figura 1 k). No sifão 

respiratório no valor de 2xCL50, as papilas anais incluindo o lobo anal estavam gravemente 

danificadas (Figura 1 m e o), também o abdome estava túrgido (Figura 1 n) e com uma fissura 

como marcado com um círculo vermelho na Figura 1 p. Em observações gerais, observou-se 

que as larvas expostas às duas concentrações do extrato estavam túrgidas (principalmente as 

larvas tratadas com 2xCL50) e também havia perda de cerdas ao longo do corpo da larva. As 

estruturas de dano mais pronunciado foram o abdômen, lobo anal e papila anal. 

Yu et al. (2015) também mostraram que alterações nas áreas de sifão e papilas anais de 

Ae. aegypti foram as principais estruturas danificadas. Neste estudo, larvas tratadas com 

extrato de metanol de Sargassum binderi mostraram papilas anais deformadas com cutícula 

escurecida e encolhida, corpo distorcido, escurecido e pálido e danos na placa estigmal no 

ápice do sifão quando analisadas em estereomicroscópio e microscópio eletrônico de 

varredura. 

Outros estudos também elucidam o mecanismo de ação de seus produtos vegetais, 

encontrando algumas semelhanças com o nosso estudo. Rocha et al. (2015), na análise 

estereomicroscópica, também encontraram alterações morfológicas nas papilas anais de Ae. 

aegypti quando em contato com os óleos essenciais de Foeniculum vulgare e seus dois 

compostos principais. Soonwera e Phasomkusolsil (2016), quando expos larvas de Ae. aegypti 

e Anopheles dirus a óleos de Cymbopogon citratus e Syzygium aromaticum, encontraram 

alterações nos corpos das larvas, alongamento do pescoço, tórax dilatado, trato digestivo e 

traqueia respiratória pouco visíveis, ausência de características normais no abdômen e 

ausência de tubo sifão, sela e tufos de cabelo. Por outro lado, Procópio et al. (2015) 

descobriram que o intestino médio larval foi a principal estrutura danificada quando a larva 

foi exposta ao extrato salino das folhas de Schinus terebinthifolius. 
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As papilas anais são uma conhecida estrutura responsável pela regulação osmótica das 

larvas. Em nosso estudo, demonstramos que, para ambas as concentrações, essa estrutura foi 

uma das mais danificadas, somada aos achados de turgidez e ruptura no corpo da larva. Além 

disso, o sifão respiratório foi danificado, e esta estrutura está envolvida no processo 

respiratório, portanto podemos propor que desregulações osmóticas e alterações do processo 

respiratório são provavelmente o mecanismo de ação larvicida dos compostos extraídos do 

extrato clorofórmico de P. microphylla. 

O perfil fitoquímico do extrato de clorofórmio de P. microphylla revelou que as 

classes mais abundantes de constituintes fitoquímicos foram cumarinas, compostos fenólicos, 

lignanas, derivados do antraceno e saponinas, e os compostos menores presentes foram 

alcalóides, mono, sesqui, diterpenos, triterpenos e esteróides (Tabela 3). O extrato aquoso de 

frutas da mesma planta do nosso estudo encontrou a presença de flavonoides, terpenóides, 

esteróides, aminas e polifenóis (Silva et al. 2015). E ainda, o extrato hidroetanólico de folhas 

e frutos da mesma planta apresentou a presença de flavonoides, terpenóides e taninos (Silva et 

al. 2006). 

Na literatura, os metabólitos secundários mais abundantes presentes no extrato de 

clorofórmio de P. microphylla já são conhecidos por sua ação de controle do mosquito vetor 

Ae. aegypti. Duas cumarinas obtidas para uma fração hexânica do extrato da fruta de Cnidium 

monnieri e onze cumarinas comercialmente orgânicas e uma mistura de derivados 

cumarínicos da fração hexânica das raízes do extrato etanólico de Esenbeckia grandiflora 

foram eficazes contra as larvas do mosquito (Oliveira et al. 2005; Wang et al. 2012). 

Compostos fenólicos também já são conhecidos como agentes de controle vetorial, no 

extrato metanólico da folha de Tephrosia purpurea, alto teor de flavonoides e médio teor de 

alcaloides foram relacionados aos efeitos tóxicos em Ae. aegypti (Venkadachalam et al. 

2017). Além disso, ácidos fenólicos de Chaetomorpha antennina (Vimaladevi et al. 2012) e 

extratos alcaloides, fenólicos e terpenóides das folhas de Ziziphus jujuba, cujo extrato 

fenólico foi o mais larvicida (Devi e Bora 2017). 

A atividade larvicida de lignanas foi identificada em raízes de Phryma leptostachya 

var. asiatica (Park et al. 2005). A lignana grandisin isolada de Piper solmsianum também foi 

ativa contra as larvas de Ae. aegypti (Leite et al. 2012) e lignanas de Piper fimbriulatum 

também (Solís et al. 2005). Antracenos do fungo Neosartorya pseudofischeri foram relatados 

para combater o mosquito Ae. aegypti no estudo de Masi et al. (2017). A saponina também foi 
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relacionada a ação contra esse mosquito, o conteúdo de saponina do extrato de acetato de etila 

de Achyranthes aspera foi relatado com ação contra o Ae. aegypti e Culex quinquefasciatus 

no estudo de Bagavan et al. (2008) e outras saponinas de extratos e frações do mesocarpo do 

fruto de Balanites aegyptiaca foram fortemente relacionadas com a atividade larvicida contra 

Ae. aegypti (Wiesman e Chapagain 2006). 

Um extrato de clorofórmio que teve um CL50 semelhante ao nosso estudo (CL50 em 

LCS: 38,404 ppm e CL50 LCI: 32,907 ppm) mostrou um perfil fitoquímico fortemente 

positivo para a presença de carboidratos, taninos, quinonas, terpenóides e cianina, positivo 

para a presença de cumarinas e glicosídeos cardíacos e vestígios de ácidos (Elumalai et al. 

2017). 

Porém, para um inseticida natural ter valor, ele deve ser eficaz, mas também deve ser 

seletivo com baixa toxidade ambiental (Corrêa e Vieira 2007). Com base nisso, decidimos 

testar a toxicidade de nosso extrato ativo em organismos não-alvo. A influência de diferentes 

concentrações de extrato clorofórmico de P. microphylla na germinação e crescimento de 

mudas de Lactuca sativa L. dos Grandes Lagos revelou que não há diferença significativa 

entre as concentrações testadas quando comparadas às sementes no tampão (Figura 2 a-d). 

Não há germinação no tratamento com herbicida, portanto, quando comparado aos demais 

tratamentos, o grau de significância é maior (p <0,0001). No comprimento do hipocótilo, a 

comparação entre as concentrações de 60 ppm e 90 ppm resultou em um valor significativo de 

p = 0,0295. 

Os extratos metanólicos aquosos de Ocimum tenuiflorum mostraram uma redução 

significativa do crescimento da parte aérea e da raiz da alface e outras espécies de plantas 

testadas (Islam e Kato-Noguchi 2014). Extratos aquosos de folhas de seis espécies de árvores 

testadas também mostraram inibição de crescimento em ensaio com sementes de alface 

(Sunmonu e Van Staden 2014). Extratos hidroalcóolicos de folhas de Solanum muricatum e 

Solanum betaceum afetaram a germinação e o crescimento de sementes de L. sativa em 

diferentes graus (Santos et al. 2018). Extratos aquosos de frutas, folhas frescas e secas de 

Morus nigra causaram efeitos inibitórios nos parâmetros de germinação e crescimento de L. 

sativa (Vieira et al. 2018). 

De acordo com Sousa et al. (2017), produtos que têm um índice de germinação 

variando entre 80-100% são classificados como não fitotóxicos e com variação entre 60-80% 

como moderadamente fitotóxicos, então, levando esta classificação em consideração, todas as 
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concentrações testadas são não fitotóxicas. Após 48 horas, as sementes de alface sofreram 

redução da germinação a partir da concentração de 0,5 g/L (500 ppm) para Amaranthus 

retroflexus, e 1,0 g/L (1.000 ppm) para as demais plantas de Amaranthus testadas. Os 

compostos químicos que essa espécie tinha em comum eram ácido orgânico, carotenóides e 

esteróides (Carvalho et al. 2019). As frações de clorofórmio, n-hexano e acetato de etila, e o 

próprio extrato metanólico de Artemisia arborescens inibiram a germinação de sementes de L. 

sativa na dose efetiva de 50% (DE50) 1,68 mg/mL (1.680 ppm), 5,31 mg/mL (5.310 ppm) , 

1,29 mg/mL (1.290 ppm) e 1,77 mg/mL (1.770 ppm), respectivamente (Araniti et al. 2016). 

A embriotoxicidade no zebrafish revelou que o CL50 em 48 horas é maior do que o 

CL50 larvicida o que significa que para ser 50% letal para os peixes é necessário quase 2 vezes 

o CL50 aplicado para matar 50% das larvas de Ae. aegypti. As observações em 24 horas 

mostraram movimentos dentro dos embriões indicando que, possivelmente, eram viáveis em 

termos de desenvolvimento (Tabela 5). 

Em 48 horas, a partir de 30 ppm, observamos que alguns deles não apresentavam 

melanócitos e em 60 ppm os que ainda estavam vivos não apresentavam melanócitos. No 

controle e no tratamento com PBS, houve presença normal de melanócitos (setas vermelhas 

na Figura 3). Em 72 horas, um grande número de embriões já eclodira, enquanto que em 30 

ppm um grande número não eclodiu. Além disso, em 72 horas para a concentração de 30 ppm 

ocorreu uma redução significativa dos batimentos cardíacos quando comparada aos demais 

tratamentos. Assim, em concentrações próximas ao larvicida CL50 nosso extrato interfere no 

desenvolvimento embriogênico dos peixes, mas não o suficiente para causar mortalidade 

significativa (Tabela 5). 

Estudo de Procópio et al. (2015) encontraram que o extrato salino das folhas de 

Schinus terebenthifolius matou 100% dos náuplios de Artemia salina em todas as 

concentrações testadas, sendo tóxico em concentrações larvicidas para Ae. aegypti. Outro 

estudo descobriu que de 14 extratos de plantas testados em seus respectivas CL50 larvicidas 

contra o peixe guppy, seis deles produziram 100% de mortalidade (Promsiri et al. 2006). O 

óleo essencial de Pinus kesiya apresentou um valor CL50 muito mais alto (8390 µg/ml ou 

8390 ppm) de mortalidade para o peixe Gambusia affinis (Govindarajan et al. 2016). E, uma 

toxicidade ainda maior foi encontrada para Bowellia ovalifoliolata quando exposto ao peixe 

G. affinis que apresentou um CL50 de 14.783,21 µg / ml (14.783,21 ppm) (Benelli et al. 2018), 
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para o mesmo peixe, uma mistura quaternária de alguns extratos de solvente mostrou também 

uma CL50 mais alta de 90,21 mg/L (90,21 ppm) (Hari e Mathew 2018). 

Muitos estudos avaliam a atividade hemolítica de compostos naturais de plantas, pois 

é importante que os compostos com potencial para serem utilizados por humanos determinem 

sua toxicidade para garantir seu uso seguro. Também é importante avaliar a toxicidade, pois 

os produtos naturais não garantem segurança ao homem e especificidade aos organismos-

alvo. A atividade hemolítica é uma primeira etapa para entender como um produto se 

comporta no nível celular (Kalaivani et al. 2011; Kumar et al. 2011; Mossa et al. 2018). 

Nosso estudo não encontrou nenhum efeito hemolítico contra os eritrócitos em nenhuma 

concentração de extrato de clorofórmio de P. microphylla de 2.000 a 31,25 ppm. 

Anteriormente, a mesma espécie de planta de nosso estudo teve seu extrato aquoso de 

fruta determinado para citotoxicidade em células Vero, e este demonstrou diminuir a 

viabilidade celular nas concentrações mais altas (4 mg/ml ou 4.000 ppm e 2 mg/ml ou 2.000 

ppm), mas não foi citotóxico na concentração mais baixa (0,4 mg/ml ou 400 ppm) (Silva et al. 

2015). Kalita (2011) observou no extrato aquoso de Lantana camara uma atividade 

hemolítica de 7,93 ± 0,23%) na concentração de 1mg/ml (1000 ppm). Rasool et al. (2015) no 

extrato metanólico (1mg / ml) de Aitchisonia rosea obteve percentual de hemólise de 9,4 ± 

0,04%. Em contrapartida, a atividade hemolítica observada no estudo de Araújo (2012) que 

testou extratos de folhas de Leiothix spiralis (1mg/ml) apresentou valor superior a 20%. 

Assim, podemos concluir que em um modelo de citotoxicidade de hemácias, nosso extrato 

não apresentou toxicidade celular, mas como essa espécie de planta já demonstrou um leve 

grau de toxicidade, estudos mais robustos são necessários. 

Conclusão 

Em conclusão, nosso estudo descobriu que apenas o extrato de clorofórmio de P. 

microphylla foi ativo contra larvas de Ae. aegypti, provavelmente devido aos compostos desta 

planta com afinidade particular ao clorofórmio. Além disso, demonstramos que este extrato 

não era fitotóxico, não citotóxico, mas com uma toxicidade de desenvolvimento embrionário 

leve para o zebrafish que não reflete em uma mortalidade significativa. Os resultados obtidos 

permitem concluir que o extrato de clorofórmio de P. microphylla é uma alternativa larvicida 

no controle do mosquito que necessita de mais estudos a fim de isolar seu princípio ativo e 

também elucidar melhor sua toxicidade. 
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Tabela 1 Sistemas de eluição e reveladores para caracterização dos metabólitos secundários 

Classe química Eluente Revelador 

Alcalóides Tolueno: acetato de etila: dietilamina 
(70:20:10) 

Dragendorff 

Saponinas Clorofórmio: acetato de etila: metanol: 

água (64: 32: 12: 8) 

Anisaldeído-sulfúrico 

5-10 min a 100 ºC 

Cumarinas Tolueno: éter etílico (1: 1) Saturado com 
ácido acético a 10% 

Hidróxido de potássio 10% 

Lignanas Clorofórmio: metanol: água (70: 30: 4) Vanilina fosfórica 

Antraquinonas Éter de petróleo: acetato de etila: ácido 

fórmico (75: 25: 1) 

Ácido Fosfomolíbdico / Ácido 

Sulfúrico Etanólico 10% 

Taninos 

condensados 

Acetato de etila: ácido acético glacial: 

ácido fórmico: água (100: 11: 11: 26) 

Vanilina clorídrico 

Antocianinas Acetato de etila: ácido fórmico: ácido 

acético glacial: água (100: 11: 11: 26) 

Anisaldeído sulfúrico 

8 min a 110 ºC 

Xantinas Acetato de etila: metanol: água (100: 13,5: 
10) 

Iodo: iodeto de potássio: ácido 
clorídrico 

Naftoquinonas Tolueno: ácido fórmico (93: 7) Hidróxido de potássio 10% 

Taninos 

hidrolisáveis 

Butanol: acetona: tampão de fosfato pH 

5,0 (40:50:10) 

Sulfato de ferro amoniacal 

Triterpenos e 
esteróides 

Tolueno: clorofórmio: etanol (40:40:10) Lieberman-Burchard 
5-10 min a 110 ºC 

Derivados 
Antracênicos 

Acetato de etila: metanol: água (100: 13,5: 
10) 

 Hidróxido de potássio 10% 

Mono, sesqui e 

diterpenos 

Tolueno: ácido fórmico 

(93: 7) 

Vanilina sulfúrica 

Compostos 

fenólicos 

Acetato de etila: ácido fórmico: ácido 

acético glacial: água 
(100: 11: 11: 26) 

1% de ácido etil-borilaminoéster 

em etanol 

Adaptado de Wagner and Bladt (1996).  

 

Tabela 2 Atividade larvicida de extratos de Poincianella microphylla contra Aedes aegypti. 

Extrato 
CL50(LCI-LCS) 

(ppm) 
CL90 (ppm) Chi-squared (χ2) 

Ciclohexano >1.000 >1.000 - 

Clorofórmio 31,62 (27,19-36,06) 101,34 1,17 

Acetato de etila >1.000 >1.000 - 

Metanol >1.000 >1.000 - 

Graus de liberdade (6); LCI, limite de confiança inferior; LCS, Limite de confiança superior  
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Tabela 3 Perfil fitoquímico do extrato clorofórmico de Poincianella microphylla determinado 

por cromatografia em camada delgada 

Constituintes fitoquímicos Presença 

Taninos condensados - 

Antraquinonas - 

Cumarinas ++ 

Alcalóides + 

Antocianinas - 

Compostos fenólicos ++ 

Lignanas ++ 

Mono-, sesqui-, diterpenos + 

Triterpenos e esteróides + 

Derivados de antraceno ++ 

Saponinas ++ 

Naftoquinonas - 
(-) ausência, (+) baixa intensidade e (++) média intensidade 

Tabela 4 Efeito do extrato clorofórmico de Poincianella microphylla na porcentagem de 

germinação, porcentagem de germinação relativa de sementes, crescimento relativo da raiz e 

índice de germinação de Lactuca sativa L. dos Grandes Lagos após 7 dias (n = 4). 

Tratamentos PG (%) GRS (%) CRR (%) IG (%) 

Controle 87,50 - - - 

10 ppm 78,12 89,28 104,50 93,30 

30 ppm 90,62 103,57 100,00 103,57 

60 ppm 78,12 89,28 93,40 83,40 

90 ppm 84,38 96,42 90,70 87,45 

PG, porcentagem de germinação; GRS, porcentagem de germinação relativa das sementes; CRR, crescimento 

relativo da raiz; IG, índice de germinação 
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Tabela 5 Mortalidade, número de batimentos cardíacos e CL50 para a exposição de embriões 

de zebrafish ao extrato clorofórmico de Poincianella microphylla 

 % Mortalidade  

Treatmentos 24h 48h 72h 

Número médio de 

batimentos 

cardíacos / min 

(72h) 

10 ppm - - 3,33±5,77 129,50 

30 ppm - - 23,33±15,28 63 

60 ppm - 26,67±5,77 100,00 - 

90 ppm - 100,00 100,00 - 

120 ppm - 100,00 100,00 - 

150 ppm 10±17,32 100,00 100,00 - 

180 ppm - 100,00 100,00 - 

PBS - - - 111,25 

Controle - - - 126,50 

CL50 (ppm) ~127,60 ~61,05 ~31,68  
Alguns resultados são expressos como média ± DP; ppm, partes por milhão; PBS, tampão fosfato 

salina; -, ausência 
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5 CONCLUSÃO 

• O extrato de clorofórmio de P. microphylla foi ativo contra larvas de Ae. aegypti, 

provavelmente devido a compostos vegetais com particular afinidade ao clorofórmio; 

• A análise ultraestrutural das larvas revelou alterações da papila anal e do tubo sifão, 

rupturas abdominais e turgescência corporal, portanto podemos propor que 

desregulações osmóticas e alterações do processo respiratório são os prováveis 

mecanismos de ação; 

• O extrato de clorofórmico de P. microphylla  foi não fitotóxico, não citotóxica em 

modelo de hemácias, mas com uma toxicidade embrionária moderada ao zebrafish que 

não reflete em uma mortalidade significativa; 

• O extrato clorofórmico de P. microphylla é uma alternativa larvicida no controle de 

mosquitos que necessita de mais estudos posteriores para o isolamento de seu 

princípio ativo e também melhor elucidação da sua toxicidade. 
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