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Introducao

Diante da situacdo epidemioldgica do Brasil,
ja consolidada pelo virus dengue, a introducao

Resumo

Aedes aegypti (Linnaeus, 1762) ¢ reconhecido como transmissor de varias arboviroses de importancia na satide publica,
como a dengue, zika, chikungunya e febre amarela urbana. O principal método de prevenir a transmissao desses virus
ainda ¢ o controle do mosquito vetor. Produtos naturais de origem vegetal vém sendo investigados, como mais uma
ferramenta no controle de vetores, e compostos menos impactantes ao meio ambiente ¢ a saide humana. Devido a
importancia deste culicideo, buscou-se extrato e fragdes de Cecropia catharinensis com atividade larvicida sobre Ae.
aegypti. O extrato bruto metanolico (EBM) e sua fragdo (EBM1) obtidos da embauba foram aplicados no meio de criagao
das larvas (L3) nas concentragdes de 10, 30 e 50 pg/mL. O tratamento com C. catharinensis resultou na alteragao do
periodo de desenvolvimento larval, pupal e de L3-adulto do mosquito. A mortalidade pupal (25 %) foi obtida pela fragao
EBMI. Este estudo demonstrou a eficacia de C. catharinensis sobre o periodo de desenvolvimento de Ae. aegypti.
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Abstract

Aedes aegypti (Linnaeus, 1762) is recognized as a transmitter of several arboviruses of public health importance, such as
dengue, zika, chikungunya and urban yellow fever. The main method of preventing transmission of these viruses is still
vector mosquito control. Natural products of plant origin have been investigated, as another tool in vector control, and
as less impacting compounds for the environment and human health. Due to the importance of Ae. aegypti, larvicidal
activity of extract and fractions of Cecropia catharinensis on this culicidae were sought. The crude methanolic extract
(CME) and its fraction (CME1) obtained from the embatiba plant were applied to the larvae breeding environment (L3) at
concentrations of 10, 30 and 50 pg/mL. Treatment with C. catharinensis resulted in alteration of the larval, pupal and L3-
adult mosquito development period. Pupal mortality (25 %) was obtained by the CME] fraction. This study demonstrated
the efficacy of C. catharinensis on Ae. aegypti developmental period.
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naturais de origem vegetal vém sendo investigados®®,
como mais uma ferramenta a ser utilizada e com
compostos menos impactantes ao meio ambiente e a
satide humana’.

dos virus chikungunya (CHIKV) e zika (ZIKV) A natureza é uma das mais promissoras fontes

aumentam a preocupagdo a saude publica brasileira
pela presenga do mosquito cosmopolita Aedes
aegypti (Stegomyia) (Linnaeus, 1762), o principal
vetor destas arboviroses !
O principal método de prevenir a transmissao
desses virus ainda € o controle do mosquito vetor, que
pode ser realizado através da aplicagao de inseticidas
quimicos sintéticos, tais como os organofosforados
e organoclorados, sendo estes considerados toxicos
para os seres humanos e para organismos nao-alvo’.
O controle do Ae. aegypti através de produtos

4

de novas moléculas biologicamente ativas. As plantas
sdo reconhecidas por sua diversidade quimica e pela
sua aplica¢do em diferentes areas, desde o seu uso na
medicina popular até seus diversos modos de agao
sobre os insetos, principalmente os de importancia na
saude publica e na agricultura!®!é,

Cecropia catharinensis Cuatrec 1959 pertence
ao género Cecropia e familia Urticaceae. Espécies
deste género s3o popularmente conhecidas como
embatba, imbauba, umbaiba e embatva, e sdo
encontradas nas regides tropicais ¢ subtropicais da
América Central e América do Sul'’'8, Na medicina
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popular, C. catharinensis € utilizada no tratamento
da asma, bronquite e doengas cardiovasculares!® e
também vem demonstrando toxicidade sobre insetos
sugadores de graos®.

Este estudo teve como objetivo avaliar acdo
larvicida de extratos e fragdes das folhas de C.
catharinensis, sobre Ae. aegypti, modelo de estudo,
devido a sua importancia na saude publica.

Materiais e métodos

Extracao e Fracionamento de Folhas de C.
catharinensis

O extrato bruto metandlico (EBM) foi
obtido por extracdo exaustiva das folhas secas
de C. catharinensis e a fragao EBM1 foi obtida a
partir de EBM pelo tratamento com diclorometano,
metodologias descritas por Serdeiro (2013)*' e
Almeida et al. (2016)*.

Ae. aegypti

Os ovos de Ae. aegypti foram obtidos a partir
do Nucleo Operacional Sentinela de Mosquitos
Vetores (Nosmove), Instituto Oswaldo Cruz,
FIOCRUZ, Rio de Janeiro, Brasil. Para a realizacao
dos testes, os ovos foram analisados quanto a
viabilidade e colocados para eclosdo em recipientes
contendo agua mineral previamente aquecida a 28 °C
e foi adicionado ragdo para peixe (Alcon Guppy®).
Os recipientes contendo os ovos foram mantidos em
camara climatizadas BOD a27 £1°Ce 70 £ 10 %
UR. Apos a eclosdo as larvas de terceiro estadio (L3)
foram separadas para os bioensaios.

Bioensaios

Os bioensaios foram realizados no Laboratério
de Insetos Vetores, Universidade Severino Sombra,
Vassouras-RJ.

O extrato EBM e a fragdo EBMI1 foram
dissolvidos em dimetilsulfoxido (DMSO) nas
concentragdes de 10, 30 e 50 pg/mL e as solugdes
aplicadasnomeio de criagao daslarvas, emrecipientes
de vidro contendo dgua mineral (20 mL).

Foram utilizadas 20 larvas de terceiro estadio
(L3) de Ade. aegypti por grupo teste, controle (sem
substancia e sem DMSO) e controle testemunho (sem
substancia e com DMSO). Os experimentos foram
realizados em triplicatas (R1, R2 e R3), totalizando
60 larvas/grupo, e trés repeticdes. Apos o tratamento,
os insetos foram mantidos em dieta normal (racao
de peixe na proporcao de 0,3 mg para cada larva)

em camara climatizada - BOD a 27+ 1°Ce 70
10%. Foram avaliadas a viabilidade larval, pupal,
emergéncia e a mortalidade das formas imaturas do
mosquito. Os bioensaios foram realizados conforme
metodologia adaptada de WHO (2005)* e de Maleck
et al. (2017)°.

Analise estatistica

Os resultados obtidos dos ensaios bioldgicos
foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) e
ao teste de Tukey com nivel de significancia de 5%
através do programa Graphpad- Prism?* %,

Resultados e discussao

Espécies vegetais do género Cecropia vem
sendo estudadas quanto a avaliagao de suas atividades
bioldgicas e o isolamento de seus metabolitos
secundarios'®. No presente trabalho, o tratamento
sobre as larvas (L3) de Ae. aegypti com o extrato bruto
(EBM) de C. catharinensis na concentracao de 10 pg/
mL interferiu na duragao do desenvolvimento nas
fases de pupa (dias) (4,5 + 1,4; p<0,001) e L3-adulto
(dias) (10+1,6; p<0,1) (Tabela 1A), enquanto que na
concentracdo de 50 pg/mL apenas interferiu na fase
pupal (4,7 £ 1,2; p < 0,001) (Tabela 1A). Quanto a
viabilidade o extrato EBM apresentou de 90 a 98 % de
emergéncia(10a50 ug/mL)(Tabela 1B), apresentando
baixa toxidade, de 2-7 % de mortalidade larval e
3-8% de mortalidade de pupas nas concentragdes
testadas (Tabela 1C). Semelhante a este resultado,
aplicacdo do extrato bruto metandlico das folhas de
Cecropia pachystachya, sobre a dieta de Atta sexdens
rubropilosanaoapresentoutoxidadesobre estaespécie
de formiga®. Estudos com C. catharinensis sobre o
Hemiptera Oncopeltus fasciatus, por aplicagcdo oral
do extrato EBM, resultou em 30 % de mortalidade
de ninfas de 5° estadio na concentracdo de 100 pg/
mL e quando aplicados diretamente sobre os ovos
de O. fasciatus inibiu em 100 % a sua eclosdo®.
Estes dados mostraram a interferéncia do extrato
EBM principalmente sobre a inibi¢ao da eclosdo. Os
bioensaios com a fragdo EBM1, no meio de criacdo
das larvas (L3) de Ae. aegypti, demonstrou alteragao
do periodo de desenvolvimento da fase larval (dias)
nas concentragdes de 10 (3,6 = 1,3; p < 0,001), 30
(4,5+2,1;p<0,001)e 50 pg/mL (4 + 1,3; p<0,001),
respectivamente (Tabela 2A). Esta interferéncia
também foi significativa na fase pupal nas mesmas
concentragdes 10 (7,3 = 1,9; p < 0,001), 30 (8,5 £
2,4; p <0,001) e 50 pg/mL (7,3 £ 2,9; p < 0,001) e
também nas fases L3-adulto nas concentragdes de 10
9,8+ 1,7; p<0,01), 30 (11,5 £ 2,7; p < 0,01) e 50
pg/mL (10,1 + 2,4; p < 0,01) (Tabela 2A). Quanto
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a mortalidade a fragdo EBM1 apresentou 25 % de
mortalidade pupal (Tabela 2C), na concentracdo de
50 pg/mL, consequentemente resultando em 72 %
de adultos (Tabela 2B). O tratamento com EBM1 nao
mostrou mortalidade larval (Tabela 2C). Almeida et
al. (2016)?%, com estudos de atividade citotoxica em

3 linhagens de células tumorais humanas, utilizando
extrato bruto metandlico (EBM) e as fragdes
semipurificadas (EBM1 e EBM2) das folhas de C.
catharinensis demonstaram que a fragdo EBM1 inibiu
o crescimento celular das 3 linhagens utilizadas nos
ensaios bioldgicos, embora o extrato metandlico, similar

Tabela 1. Duracdo do desenvolvimento (A), viabilidade (B) e mortalidade (C) de Aedes
aegypti em larvas L3 tratadas no meio de criacio, com EBM de Cecropia catharinensis.

Aplicagdo Larval (dias) Pupal (dias) L3-adulto (dias)
A X + DP v X £ DP v X £ DP v
Controle 1,5+0,9% ll=4! 47+ 1,42 39 72+17% 513
DMSO 1,6+ 0,9 1-4 62+2,1" 412 79121* 515
10 pg/mL 1,8+ 12 1-4 4,5+ 1’4b*** 3-8 69+ 1’6b* 5-10
30 pg/mL 1,9 +0,8% 1-4 55+1,8° 3-10 784232 415
50 pg/mL 1,8+ 1,4° 1-6 4712000 38 731160 512
Aplicagdo L3-L4 L4-pupa Pupa-adulto L3-adulto
B X+DP % X +DP % X + DP % X +DP %
Controle 70+ 0 100 20 + 02 100 20 + 02 100 20 + 02 100
DMSO  20+0* 100  20+0* 100  20+0* 100  20+0% 100
0pg/mL  20+0* 98 196+06° 100 196+06" 100 196+06" 98
30pg/mL  20+0% 100 20+0a® 93 193+1,1% 97 193+1,1* 90
50pug/mL 20+0% 98  196+0,6% 100 193+06% 92 18+02 90
Aplicagdo L3 L4 Pupa
C X + DP % X + DP % X + DP %
Controle 0 0 0 0 0 0
DMSO 0 0 0 0 0 0
10 pg/mL 0,3 +0,6% 2 0 0 1+1? 5
30 pg/mL 0 0 1,3+1,12 7 06+1,1* 3
50 pg/mL 0,3+0,6" 2 0 0  16+06* 8

Experimentos com 20 larvas (L3) de Ae. aegypti, para cada grupo teste e controle, em triplicatas e com 3
repeticdes. Média e desvio padrdo (X + DP). Intervalo de Variagdo (IV). Valores seguidos da mesma letra
nao possuem diferengas significativas. Niveis de significancia por teste de Tukey, representados como ***

P<0,001; *P<0,1 vs controle DMSO.
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Tabela 2. Duracio do desenvolvimento (A), viabilidade (B) e mortalidade (C) de Aedes aegypti em larvas
L3 tratadas no meio de criacido, com EBM1 de Cecropia catharinensis.

Aplicagao Larval (dias) Pupal (dias) L3-adulto (dias)

A X+ DP v X+DP v X+DP v

DMSO 1.5+0,5° 1-2 3.14+13° 27 s54+13° 49

30 ugmL 45421 2-11 854240 413 1151070k 6-16

Aplicacao L3-L4 L4-pupa Pupa-adulto L3-adulto

B X+DP % X+ DP % X+ DP % X +DP %

DMSO 20+ 0% 100 20 + 02 100 20 + 0% 100 20 + 02 100

30 pg/mL 20+ 0* 100 20+0% 93  186+1,1% 97 18 £2% 90

Aplicacao L3 L4 Pupa

C X +DP % X+ DP % X+DP %

DMSO 0 0 0 0 0 0

30 pg/mL 0 0 13+1,1° 7 06+11" 3

Experimentos com 20 larvas (L3) de Ae. aegypti, para cada grupo teste e controle, em triplicatas
e com 3 repetigdes. Média e desvio padrdo (X +DP). Intervalo de Variacao (IV). Valores seguidos
da mesma letra ndo possuem diferencas significativas. Niveis de significancia por teste de Tukey,
representados como ***P<0,001; **P<0,01 vs controle DMSO.

aos resultados apresentados neste estudo, também nao Conclusao
apresentou toxidade no modelo utilizado.

Os resultados demonstraram que a fragdo obtida
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das folhas de C. catharinensis alterou o periodo de
desenvolvimento de Ae. aegypti. Sugere-se a purificagdo
desta fracdo ativa e maiores estudos da sua atividade
bioldgica sobre os ovos ¢ fisiologia de Ae. aegypti.
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