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Resumo

Ha milénios que as civilizagdes tém recorrido as plantas e suas virtu-
des terapcuticas para prevenir e combater doengas.

O progressivo aumento de resisténcias dos insetos vetores de parasi-
toses e arboviroses conduziu a restri¢oes na aplicagao de inseticidas
quimicos e¢/ou a introdugao de novos compostos sintéticos. Devido
aredugdo de compostos disponiveis, assiste-se a um aumento da pro-
cura de produtos de origem natural, eficazes e mais inocuos para o
ambiente. A exigéncia do mercado ¢ a pressao legislativa internacio-
nal tornam imperativa a pesquisa de novos produtos, promovendo o
desenvolvimento de alternativas mais seguras.

Os produtos naturais de origem vegetal ressurgem como fonte de
compostos biologicamente ativos para controlo de vetores. Estando
a sua sintese frequentemente associada a mecanismos de defesa das
plantas contra inimigos naturais, os compostos delas derivados apre-
sentam, potencialmente, maior especificidade para os organismos-
-alvo, sdo geralmente biodegradaveis e comportam menos riscos
ambientais.

O presente estudo consistiu na avaliagdo das propriedades biocidas
de plantas medicinais tropicais ¢ mediterranicas, (Sambucus nigra, Me-
lia azedarach, Azadirachta indica, Foeniculum vulgare e Mentha pulegium),
¢ da sua utilidade no controlo dos culicideos vetores de agentes pato-
génicos da malaria e arboviroses, nomeadamente, Anopheles arabiensis

¢ Aedes aegypti, em Cabo Verde.

Palavras Chave:
Aedes aegypti, Anopheles arabiensis, controlo vetorial, plantas medi-
cinais.
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Abstract

For millennia plants and their therapeutic qualities have been used
by civilizations to prevent and fight against diseases. The progres-
sive increase of resistance in target insects lead to restrictions on
the application of chemical insecticides and/or on increases the
search on the use of new synthetic compounds. The reduced num-
ber of safe compounds marketed new natural compounds more
effective against targets and environmentally harmless. Market re-
quirement, and international legislation pressure, makes impera-
tive to look for such new products.

Natural plant products re-emerge as promising sources of bio-
logically active compounds to the control of mosquito vector spe-
cies. Since its synthesis is often associated to natural plant defense
mechanisms against pests, plant-derived compounds generally ex-
hibit greater specificity to target organisms, are in general biode-
gradable and present less environmental risks.

The present study aims to develop new safe measures to control
vectors through the evaluation of the biocidal properties of tropi-
cal and Mediterranean medicinal plants (Sambucus nigra, Melia aze-
darach, Azadirachta indica, Foeniculum vulgare and Mentha pulegium),
and on their usefulness to control mosquitoes that are vectors of
pathogens of diseases such as malaria and arboviruses, namely,
Anopheles arabiensis and Aedes aegypti in Cape Verde.
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Introdugio

Os mosquitos sao o maior grupo de insetos responsavel, a
nivel mundial, pela transmissao de doengas como a malaria
¢ arboviroses, nomeadamente a febre-amarela, dengue e di-
versas encefalites, e outras parasitoses tais como a maioria
das filarioses [1;2].

A malaria, sendo uma das mais antigas doengas infeciosas co-
nhecidas nas sociedades africanas, continua a causar morbili-
dade e mortalidade clevadas, com a consequente sobrecarga
cconomica nas regides particularmente mais afetadas. De
acordo com o relatorio da Organizagdo Mundial da Satde
(OMS), em 2010 foram notificados cerca de 216 milhdes de
casos de malaria a nivel mundial[3]. Mais de 80% dos casos
e 91 % das mortes foram registadas no continente africano,
tendo um custo anual superior a 12 mil milhGes de dolares e
causando um elevado atraso no crescimento econémico em
cerca de 1,3 por cento por ano [4; 5; 6; 7]. Assim, a malaria
continua a ser um dos maiores problemas de saide publica,
principalmente em regides tropicais e subtropicais.

A malaria ndo constitui um problema prioritario de Satde
Pilblica em Cabo Verde mas, dada a vulnerabilidade e a rece-
tividade do pais, ¢ necessaria uma vigilancia epidemiologica
permanente, orientada para a prevengao, detegdo precoce e
contengdo de epidemias, tratamento correto dos casos e mo-
nitoriza¢do da eficacia do tratamento, bem como o controlo
¢ vigilancia entomologica [8].

Anopheles arabiensis, inica espécie de Anopheles vetor de ma-
laria presente no arquipélago de Cabo Verde [9; 10], foi
descrita como um mosquito antropofilico, de tendéncia
exofagica e exofilica, com uma area de distribuicio entre
a costa e 500 metros de altitude [11]. As larvas desta espé-
cie encontram-se presentes, ao longo do ano, em tanques e
pogos agricolas, levadas, tanques domeéstico mal cobertos,
pogas temporarias e charcos, constituindo os primeiros bi-
otopos larvares permanentes. No entanto, tem como locais
de criagao as pogas nas margens das ribeiras, pegadas de ani-
mais e charcos temporarios expostos ao sol formados du-
rante a época das chuvas pelo que, durante este periodo, ha
tendéncia para uma proliferagio significativa do vetor, que ¢
também facilitada pelo aumento de temperatura.

A dengue ¢ uma doenga infeciosa febril aguda causada por
um virus da familia Flaviviridae, género Flavivirus, que in-

clui quatro tipos imunologicos DENV-1, DENV-2, DENV-3

Mentha pulegium L. Foeniculum vulgare Mill

Fig. 1 - Plantas em estudo

Melia azedarach L.
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e DENV-4, ¢ tem como principais vetores duas especies de
mosquito, nomeadamente, Aedes aegypti (Linnaeus, 1762) e
Aedes albopictus, (Skuse, 1894), [12;13].

No arquipélago africano de Cabo Verde, a primeira epidemia
de dengue, com 21.000 casos em 2009, demonstrou que o vi-
rus da dengue esta-se expandindo em novos territorios [14].
Dado que ainda nao existe uma vacina ou tratamento espe-
cifico eficaz para maior parte das arboviroses e parasitoses,
os programas de controlo vetorial constituem uma das prin-
cipais estratégias de prevengao e combate as doengas como
dengue e malaria. Tendo surgido resisténcia aos inseticidas,
para todas as classes dos mesmos, incluindo microbianos e
reguladores de crescimento [15], os produtos de origem ve-
getal ressurgem como uma promissora fonte de compostos
biologicamente ativos no controlo de vetores de agentes pa-
togénicos.

Os extratos de plantas s3o fontes de substancias bioativas
potencialmente Gteis na luta quimica contra os insctos, atu-
ando como ovicidas, larvicidas e/ou adulticidas. Desde a
Idade Média que os 6leos essenciais tém sido amplamente
utilizados como bactericidas, fungicidas, anti-virais, anti-
-parasitarios e inseticidas, tendo hoje em dia importancia
nas industrias farmacéutica, sanitaria, cosmetica, agricola e
alimentar [16].

Com este trabalho pretendeu-se: i) estudar a composicao
quimica dos extratos de Sambucus nigra, L. Melia azedarach,L.
Azadirachta indica A. Juss e 6leos essenciais (OE’s) de Mentha
pulegium, L. ¢ Foeniculum vulgare, Mill das ilhas de Cabo Verde
e de Portugal (Figura 1); ii) Avaliar o efeito inseticida destes
produtos em insetos (imaturos e adultos) de Anopheles ara-
biensis e de Aedes aegypti, vetores, respetivamente, de malaria
¢ dengue em Cabo Verde.

Materiais e métodos

O material vegetal utilizado para todas as fases experimen-
tais foi proveniente de regides do Norte e Sul de Portugal
¢ do Arquipélago de Cabo Verde (ilhas de Santiago e Santo
Antdo), sendo todas as amostras recolhidas na mesma fase
de desenvolvimento da planta. S. nigra foi a tnica espécie es-
tudada apenas de Portugal por nao existir em Cabo Verde.

Sob a orientacao cientifica da Doutora Maria Candida

Liberato, Investigadora jubilada do Instituto de Investigagao

Sambucus nigra L. Azadirachta indica A. Juss
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Cientifica Tropical (IICT), foram identificadas as espécies
vegetais ¢ herborizaram-se exemplares representativos, re-
ferenciando-se o coletor, nimero, local e data de colheita,
tendo sido depositados no Herbario do IICT em Lisboa, as-
segurando deste modo a sua conservagao, validando os
espécimes ¢ a origem geografica das plantas em estudo.
As folhas de M. pulegium (poejo) de Cabo Verde e Portugal
¢ a parte aérea de F vulgare (funcho) de Cabo Verde de-
pois de secas a temperatura ambiente e no escuro, foram
submetidas a processos de extragao dos oleos essenciais
(OEs), por hidrodestilagdo, utilizando um aparelho de
Clevenger modificado. Pelo facto do funcho ter um bai-
xo rendimento optou-se por utilizar o 6leo essencial co-
mercial de F vulgare de Portugal, adquirido naTerra Pura,
Segredo da Planta. A obtengao dos extratos de folhas de S.
nigra, M. azedarach e A. indica foi feita com solventes de di-
ferentes polaridades (hexano, acetato de etilo e etanol). A
preparacio dos extratos desenvolveu-se em 4 fases: seca-
gem, extragdo, filtragdo e evaporagio. Todos os trabalhos
de secagem, produgido de oleos e extratos vegetais de-
correram no laboratorio de Ecofisiologia e Biotecnologia
(URGENP) do INIAV, em Oeciras.

As colonias de An. arabiensis, estirpe Dongola (ovos ce-
didos pela Agéncia Atéomica Europeia), originaria do
Suddo e de Ae. aegypti originaria de Cabo Verde, foram
implementadas e mantidas ao longo de varias geragdes
em condigbes otimizadas de temperatura, humidade rela-
tiva e fotoperiodo nos insectarios da Unidade de Ensino
¢ Investigacdo de Parasitologia Médica do ITHMT em
Lisboa.

Os bioensaios de atividade larvicida foram efetuados
de acordo com os testes padronizados da Organizagao
Mundial da Satde [17; 18; 19].

As condi¢des ambientais durante a fase de criacdo e bio-
ensaios de sensibilidade foram constantes, de 261+2°C de
temperatura, 80£10% de humidade relativa ¢ um foto-
periodo de 12 horas de escuro/luz, estando os adultos de
Ae. aegypti acondicionados em camara de seguranga.

Para a preparagao dos ensaios com OE’s foi necessaria a
adigdo do tensioativo Tween® 20, de modo a obter uma
emulsdo otimizada do produto em agua. Para tal foi pre-

viamente testada uma gama de concentragées deste ten-

Fig. 2 - Estrutura quimica dos principais compostos que constituem os OEs
da M. pulegium e E vulgare.
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sioativo de modo a eliminar qualquer efeito toxico even-
tual do mesmo sobre as larvas.

Os oleos essenciais cujas propriedades larvicidas foram
avaliadas, foram em seguida analisados por espectrosco-
pia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN de "C),
de modo a identificar os seus constituintes maioritarios.
Os extratos vegetais de acetato de etilo S. nigra por te-
rem revelado atividade larvicida, foram analisados por
cromatografias de TLC (cromatografia de camada fina) e
fraccionados por cromatografia de coluna (CC) para pos-
teriormente serem analisados por Cromatografia Liquida
de Alta Resolug¢do (HPLC), de modo a caraterizar o perfil
quimico da planta, dados nao apresentados neste artigo.
Os resultados dos bioensaios de determina¢ao do nivel
de sensibilidade aos extratos, 6leos essenciais e seus com-
postos ativos foram analisados estatisticamente com re-
curso aos programas Microsoft Excel ® 2010 e SPSS®
para Windows, versao 21.

Resultados e discussao

Os oleos essenciais de E vulgare e de M. pulegium reve-
laram atividade larvicida, 24h apés o inicio do ensaio.
Atingiu-se, aproximadamente, 100% de mortalidade das
larvas de Ae. aegypti com 52,4ul/1 do oleo de funcho (E
vulgare) de Portugal comparativamente aos 37,1ul/l do
funcho Cabo-Verde (Tabela 1). Este resultado confirmou
os efeitos larvicidas do 6leo essencial de E vulgare referi-
dos por Chung et al., 2011, que obtiveram efeito toxi-
co consideravel com esta mesma planta nas larvas do 4°
estadio de Ae. aegypti com CL, de 41,23ppm e CL, de
65,20ppm [20].

As diferencas de atividade observadas com os OEs do E
vulgare de Portugal ¢ Cabo Verde devem-se, provavelmen-
te, as carateristicas edafoclimaticas das duas regides, o
que confirma a teoria de Sukumar et al 1991, segundo a
qual a origem geografica das plantas condiciona a bioati-
vidade das mesmas [21].

Os resultados obtidos comprovam ainda efeito larvicida
de OE de M. pulegium de Portugal (CL,-189,6ul/]) e de
Cabo-Verde (CL,,-223,96ul/1), sendo o OE desta planta
menos ativo comparativamente ao do F vulgare.

A analise por "C RMN do OE de M. pulegium de Portugal
(Tabela 2) mostrou que a pulegonal (Figura 2) ¢ o seu
principal composto, seguido de mentona, enquanto no
OE de Cabo Verde foram detetados vestigios de pulego-
na sendo este 6leo uma mistura complexa de mentona2,
mentol entre outros compostos terpénicos. A pulegonal
foi também o composto maioritario detetado no OE co-
mercial do poejo. Relativamente a constitui¢ao do OE de
E vulgare de Cabo Verde, o trans-anetol3 e o limoneno4
(Figura 2) sdo os principais constituintes identificados na
analise de RMN de"’C (Tabela 3). A analise do OE de fun-
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Tabela 1 - Atividade larvicida dos 6leos essenciais de F. vulgare e M. pulegium no 3° estadio das larvas de Ae. aegypti, 24 horas apos o contato.

Efeito larvicida do 6leo essencial

Concentracéo Concentracéo, ul L™, Ae. aegypti (Intervalo de confianca 95%)
letal F. vulgare F. vulgare M. pulegium M. pulegium
Cabo Verde (A) Portugal (B)* Cabo Verde (C) Portugal (D)
LC50 23,3 (22,6-24,0) 28,2 (27,2-29,3) 136,1(132,1-140,0) 97,9 (82,7-113,0)
LC,y, 30,1(28,7-32,3) 39,6 (37,5-42,6)  183,4(176,1-192,8) 140,87 (119,85-221,42)
LC,, 37,1 (34,2-41,8) 52,4 (48,0-58,7)  223,9 (219,1-254,4) 189,57 (147,94-421,12)
Equacdo dareta  11,07*x +(-15,14) 9,38*x+ (-12,5)  9,85*x+(-21,02) 8,00*x+(-14,87)
Coeficiente 0,999 0,983 0,995 0,931

de correlagédo
*6leo comercial

240
200
160
120
j(c)) CL50 (uIL-1)
0 = CL90

Q@ N = CL99

Fig. 3 - Comparagio da atividade larvicida dos

OFE’s de plantas de Cabo verde (CV) e de Portugal

@Q (P) e dos respetivos compostos ativos nas larvas do
3° estadio do Ae. aegypti.

o ) , o ) cho comercial de Portugal ¢ uma mistura com-
Tabela 2 - Identificacao dos constituintes maioritarios da analise por Ressonancia Magnética

Nudlear de *C do OE de M pulegium de Portugal (Equipamento de RMN 400 MHz). plexa de fenchona, Ol-pineno, p-cimeno, estra-
gole entre outros, sendo também os compostos

Pico Composto 3 (ppm) Atribuicdo maioritarios o trans-anetol3 e o limoneno4.
1 Mentona 2 18,62 CH; (C-9) O OE M. pulegium de Cabo Verde revelou ativida-
2 Mentona 2 21,13 CH- (C-7) de larvicida distinta da M. pulegium de Portugal.
3 Pulegona 1 21,70 CH; (C-7) A analise da constituicao destes OEs foi confir-
4 Pulegona 1 22,04 CH; (C-9) mada por cromatografia gasosa acoplada a espe-
Z i:leintonazl ii’gg SEB Eg_ig; trometria de massa (GC-MS).
ulegona , 3 (C- \ o o
~ Mentona 2 25.52 CH (C-8) Quanto.as rneh.ac.eas, A. indica e M. azedarach,
P Mentona 2 2781 CH, (C-3) os ensaios preliminares com os seus extratos
9 Pulegona 1 28,55 CH, (C-3) revelaram atividade larvicida apenas para os
10 Pulegona 1 31,52 CH (C-5) extratos de n-hexano, mas estes nao foram re-
11 Pulegona 1 32,72 CH; (C-4) produtiveis. Para S. nigra, foi registada ativida-
12 Mentona 2 33,84 CH, (C-4) de apenas no extrato em acetato de etilo, tendo
13 Mentona 2 35,41 CH (C-3) ; A
sido determinadas as doses letais minimas que
14 Mentonat 50,76 CH; (C-6) el lacio d
Pulegona 142 revelam éstarrr}os perante uma populagio de
15 Mentona 2 55,76 CH (C-2) Ae. aegypti sensivel (Tabela 4).
16 Pulegona 1 131,60 C=C (C-2) Depois de se identificarem os compostos maio-
17 Pulegona 1 141,78 C=C (C-8) ritarios dos OE’s das duas plantas (funcho
18 Pulegona 1 204,05 C=0(C-1) e poejo), foi avaliada a atividade larvicida de
19 Mentona 2 212,23 C=0(C-1)

compostos maioritarios de cada planta. A analise
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Tabela 3 - Identificagio dos compostos maioritarios da andlise por RMN de "’C do OE do F vulgare

(Equipamento de RMN de 400 MHz).

Pico Composto 3 (ppm) Atribuicéo

1 trans-Anetol 3 18,53 CHj; (C-3)

2 Limoneno 4 20,94 CH3 (C-3")

3 Limoneno 4 23,60 CH3 (C-7)

4 Limoneno 4 28,06 CH2 (C-5)

5 Limoneno 4 30,73 CH2 (C-6)

6 Limoneno 4 30,94 CH2 (C-3)

7 Limoneno 4 41,22 CH (C-4)

8 trans-Anetol 3 55,38 CH3 (C-7)

9 Limoneno 4 108,49 CH2 (C-2)

10 trans-Anetol 3 114,02 CH (C-2 e C-6)
11 Limoneno 4 120,77 CH (C-2)

12 trans-Anetol 3 123,58 CH (C-2)

13 trans-Anetol 3 126,99 CH (C-3e C-5)
14 trans-Anetol 3 130,47 CH (C-1)

15 trans-Anetol 3 130,95 C=C (C-4)

15 Limoneno 4 150,39 C=C (C-1)

16 trans-Anetol 3 158,69 C=C (C-1)

dos resultados da atividade dos OE’s
sobre as larvas de Ae. aegypti (Figura 3)
evidencia a existéncia de efeitos siner-
gistas entre varios constituintes ativos.
Efetivamente, o efeito larvicida de cada
um dos compostos ativos maioritarios
isoladamente ¢ inferior ao efeito obser-
vado para a fragao de onde os compos-
tos foram isolados. Assim, a atividade
biologica nem sempre se deve a um tni-
co composto, como foi verificado com o
trans-anetol de F vulgare. No entanto, no
caso de M. pulegium constatou-se que a
elevada atividade larvicida da pulegona,
um dos seus compostos maioritarios,
¢ comparavel a atividade do OE bruto
[LC,,-58,5 ul/l versus LC,-97,9 pl/1
(Tabela5)], o que nos leva a inferir que,
muito provavelmente, a agdo larvicida
desta planta pode ser devida apenas a

pulegona.

Tabela 4 - Atividade do extrato em acetato de etilo (EtoAc) de S. nigrano 3° No caso de Anopheles arabiensis foi grande a dificuldade no

estadio das larvas de Ae. aegypti, 24 horas apos o contacto.

Concentracéo letal

(mgL™)

(Intervalo de confianca 95%)

Extrato EtOAc
de S. nigra

LC,,
LC,,
LC

99

Equacao da reta
Coeficiente de correlagio

304,7 (296,1-312,7)
389,9 (373,4-414,5)
4769 (443,2-530,9)
12,5#X-31,0

0.994

Tabela 6 - Atividade larvicida do OE de E vulgare nas larvas do 3° estadio de An. arabiensis,
24 apos contacto.

estabelecimento de uma colonia, tendo-se revelado dificil
e morosa a produgdo suficiente de individuos para se efe-
tuarem os ensaios previstos. Assim optou-se por fazer bio-
ensaios larvares somente com F vulgare, a planta que, nos
ensaios preliminares, revelou maior eficacia. Os resultados
deste ensaio indicam que o OE de F vulgare de Portugal ¢
potencialmente mais ativo que o OE do funcho de Cabo
Verde. No entanto ¢é necessaria a realizagdo de maior
namero de réplicas (Tabela 6).

Conclusoes

Concentragéo letal (ul L)

OE de F. vulgare  OE de F. vulgare

Cabo Verde Portugal
LC,, 27,0 27,0 (24,6-30,4)
LC,, 55,2 36,6 (32,1-50,7)
LC,, 98,9 47,1 (38,4-81,2)
Equacdo da reta 2,89*x+ (-4,34) 9,54*x+(-13,62)
Coeficiente de correlacdo 0,975 0,948

N=100 larvas por concentragdo

Os ensaios larvicidas com trés réplicas de 100
larvas por cada concentragdo revelaram que
E vulgare de origem cabo-verdiana apresenta
um elevado potencial larvicida, superior ao da
planta de origem portuguesa. Por seu turno,
M. pulegium de Portugal parece ser mais eficaz
que os exemplares de Cabo Verde, embora se-

jam necessarias mais réplicas destes ensaios.

Tabela 5 - Resultados da quantificagdo das doses letais dos OE’s de plantas de diferentes origens geograficas em larvas do Ae. aegypti.

Conc. letais  F.vulgare F.vulgare M.pulegium M. pulegium

L trans-Anetol Pulegona
pl L Cabo Verde Portugal Cabo Verde Portugal
LCso 23,3 28,0 25,9 136,1 97,9 58,5
LCq 30,1 39,6 37,8 183,4 140,9 100,4
LCqg 37,1 52,4 51,2 2239 189,6 155,9
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Como ja foi referido, as diferengas de atividade obtidas po-
dem estar relacionadas com as carateristicas edafoclimati-
cas, contudo a composi¢ao quimica dos 6leos essenciais ¢
determinada por fatores genéticos, porém, outros fatores
podem causar alteragoes significativas na produgao dos me-
tabolitos secundarios. De facto, os metabolitos secundarios
representam uma interface qul'mica entre as plantas € 0am-
biente. Os estimulos decorrentes do ambiente, no qual a
planta se encontra, podem redirecionar a via metabolica,
conduzindo a biossintese de diferentes compostos. Destes
fatores destacam-se: as interagdes planta/ microrganismos,
planta/ insetos e planta/ planta; idade e estadio de desen-
volvimento, fatores abi6ticos como luminosidade, tempe-
ratura, pluviosidade, nutrigao, época e horario de colhei-
ta, bem como técnicas de colheita e pos-colheita. E valido
salientar que estes fatores podem apresentar correlagoes
entre si, no atuando isoladamente, podendo exercer influ-
éncia conjunta no metabolismo secundario.

Este estudo permitiu carateriza¢do quimica a avaliacdo das
atividades de plantas provenientes de regides geograficas,
que ainda ndo tinham sido estudadas, com resultados bas-

tante promissores.
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