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RESUMO

Os Culicidae se destacam como sendo os insetos mais relacionados ao homem. Dentre estes, se
destaca o Aedes aegypti, vetor responsavel pela disseminacéo de diferentes arboviroses como a
dengue, febre amarela, zika e chikungunya. Devido a falta de vacinas e tratamentos especificos
para a maioria das doencas transmitidas pela espécie, todos os esforcos de controle estdo
voltados para o controle do vetor. Como meio de controle mais utilizados se destacam 0s
métodos quimicos, porém, além de serem toxicos ao homem, ha varios relatos na literatura de
populacBes do mosquito se tornando resistentes. Assim, a descoberta de novos ativos para
controle do mosquito se torna necessaria, principalmente de fontes naturais. Dessa forma, este
trabalho teve como objetivo avaliar a acdo larvicida de extrato e fracdes de Bromelia laciniosa
sobre larvas de A. aegypti. Para isso, larvas de A. aegypti da linhagem Rockefeller foram
submetidas a diferentes concentracfes do extrato etandlico bruto e das fracGes acetato de etila,
cloroférmica e éter de petroleo de B. laciniosa. O tratamento durou 72h e a contagem das larvas
mortas foi realizada em 24 e 72h. Os dados de mortalidade obtidos foram utilizados para
obtencéo da taxa de mortalidade, a qual foi utilizada para o calculo da Dose Letal. Ao final dos
experimentos, foi encontrado efeito larvicida nas fragdes de cloroformio e acetato de etila, com
respectivas taxas de mortalidade de larvas de 77% e 83% em 72h de exposi¢édo. Os resultados
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do célculo da Dose Letal Mediana para estas fracfes sugerem a presenca de ativos com
potencial larvicida para as fraces. Assim, a espécie Bromelia laciniosa pode ser caracterizada
como detentora de ativos potencialmente larvicidas.

Palavras-chave: Aedes aegypti; controle vetorial; Bromelia laciniosa.
ABSTRACT

The Culicidae stands out as being the insects that are most related to man. Among them, the
Aedes aegypti, vector responsible for the dissemination of several arboviruses such as dengue,
yellow fever, zika and chikungunya. Due the lack of vaccines and specific treatment to most of
these diseases that are transmitted by this species, all the efforts for treatment are directed on
the vector control. The chemical methods are the most commonly used means of control,
however, they are poisonous to humans, and also there are many reports on the literature of
populations of the mosquitos becoming resistant to it. So, the discoveries of new actives for the
mosquito control have become necessary, mainly of natural sources. That way, this work had
as its goal to evaluate the larvicide action of extract and fractions of Bromelia laciniosa on A.
aegypti larvae. For that, A. aegypti larvae of the Rockefeller lineage were submitted to different
concentrations of raw ethanol extract, ethyl acetate, chloroform and petroleum ether fractions
of B. laciniosa. The treatment lasted 72h and the count of dead larvae was made between 24
and 72 hours. The mortality data obtained were used to get the mortality rates, which were used
to calculate the mortal dosage. By the end of the experiment, it was found a larvicide effect at
the fractions of chloroform and ethyl acetate, with the respective mortalities rates of 77% and
83%, within 72 hours of exposition. The results of the calculation of the Average Lethal Dose
for these fractions suggest the presence of assets with larvicidal potential for the fractions.
Therefore, the Bromelia lacinionsa species can be characterized as holder of potentially
larvicidal assets.

Keywords: Aedes aegypti; vector control; Bromelia laciniosa.
1 INTRODUCAO

Os Culicidae sdo a classe de insetos mais relacionados ao homem, abrangem o0s
mosquitos ou pernilongos, se desenvolvem por holometabolia e sdo principalmente aquaticos,
pois é na agua que se alimentam e se desenvolvem até a fase de adulto alado (Forattini, 2002).
Dentre os culicideos de importancia epidemioldgica, o Aedes (Stegomyia) aegypti Linnaeus,
1962 (Diptera: Culicidae) se destaca como o principal transmissor da dengue e da febre amarela
urbana, com uma estimativa de que, so para dengue, hajam 390 milhdes de infec¢Ges por ano,
sendo uma das maiores prioridades de Saude Publica mundial (Consoli; Oliveira, 1994; WHO,
2004; Bhatt et al., 2013).

Estudos recentes colocaram o A. aegypti como transmissor de outros virus, como o
Chikungunya virus (CHIKV) e Zika virus (ZIKV). Essas arboviroses apresentam sinais e
sintomas clinicamente parecidos com os da dengue — febre de inicio agudo, dores articulares e

musculares, cefaleia, nausea, fadiga e exantema — porém, o CHIKV apresenta dores mais
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severas (Brasil, 2014).

Devido a sua importancia como disseminador de doengas, foi implantado no Brasil, no
ano de 1996, o Plano de Erradicacdo do A. aegypti (PEAa), porém, em 2001, sofreu
modificacdes e passou a considerar apenas o controle do vetor, com a criacdo de diretrizes
voltadas para a prevencéo e o controle, através do Plano Nacional de Controle da Dengue
(PNCD). Este, envolve dez componentes principais: vigilancia epidemiolédgica, combate ao
vetor, assisténcia aos pacientes, integracdo com atencdo basica, agdes de saneamento ambiental,
acOes integradas de educacdo em saude, comunicacdo e mobilizacdo social, capacitacdo de
recursos humanos, legislacdo, sustentacdo politico-social e acompanhamento e avaliagdo do
PNCD (Brasil, 2002a; Braga; Valle, 2007a).

Porém, o fato de serem cosmopolitas e de sua facil adaptabilidade a diversos criadouros
(artificiais e naturais), faz com que o0 combate ao vetor seja cada vez menos efetivo. Atualmente,
como forma de combate ao mosquito, destaca-se o emprego de agentes quimicos, por meio do
uso de inseticidas inorganicos e compostos organicos sintéticos, 0s quais podem ser
neurotoxicos, analogos de hormdnio juvenil ou inibidores de sintese de quitina, utilizados para
combater as larvas e as formas adultas. Porém, tais métodos trazem diversos problemas
ambientais e toxicoldgicos (WHO, 1996; Santos et al., 2006; Braga; Valle, 2007b).

Além disso, varios estudos tém relatado mosquitos de A. aegypti resistentes aos
inseticidas em diversos paises, incluindo no Brasil, fazendo-se necessaria a descoberta e
utilizacdo de novos inseticidas, ou substitui-los por métodos fisicos e/ou por agentes bioldgicos
de combate (Donalisio; Glasser, 2002; Carvalho et al., 2004). Assim, a Organizacdo Mundial
de Saude (WHO, 2009) enfatiza a necessidade do desenvolvimento de novos compostos
inseticidas contra os vetores da dengue que sejam seguros, causem o minimo de impacto
ambiental e tenham novos mecanismos de acgéo.

Na literatura, varios estudos tém demonstrado a presenca de compostos inseticidas nas
plantas, capazes de afetar os processos bioldgicos de crescimento e desenvolvimento de
organismos-alvos (Balandrin et al., 1985; Maciel et al., 2010). Em relacdo ao A. aegypti,
diversos estudos tém chamado a atencdo para os produtos naturais com atividade larvicida, os
quais podem ser Uteis no controle do vetor, demonstrando o potencial biotecnologico das
especies botanicas no combate a vetores e a importancia de estudos sobre o tema (Silva et al.,
2003; Guimaraes et al., 2013).

Dessa forma, a utilizacdo de extratos de plantas com efeitos larvicida e inseticida surge
como uma alternativa de controle quimico de forma menos nociva ao meio ambiente. A familia

Bromeliaceae, a qual pertence a especie Bromelia laciniosa (Mart. ex Schult), tem bastante
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representatividade no Brasil. Porém sdo espécies pouco estudadas na area quimica e
farmacoldgica, tornando necessaria a realizacdo de estudos com a espécie para conhecer seus
potenciais biotecnoldgicos (Manetti; Delaporte; Laverde-Junior, 2009). Assim, este estudo teve
como objetivo avaliar a atividade larvicida do extrato e fracbes de Bromelia laciniosa sobre o

desenvolvimento das formas imaturas de Aedes aegypti.

2 METODOLOGIA
2.1 Obtencdo dos ovos

Para a realizagdo do experimento foram utilizados ovos de A. aegypti da linhagem
Rockefeller, cedidos pelo laboratério de Entomologia da Universidade Federal do Vale do S&o

Francisco (Univasf).

2.2 Obtencao dos extratos e fracdes de Bromelia laciniosa

As folhas de Bromelia laciniosa Mart. ex Schult. f. (Bromeliaceae) foram coletadas na
localidade de Lagoa dos Cavalos, coordenadas [08° 59' 16.90" S e 40° 35' 20.60" W], no
municipio de Petrolina-PE em maio de 2015. Os extratos e fracfes foram confeccionados no
Ndcleo de Estudo em Plantas Medicinais (NEPLAME) conforme o fluxograma (Figura 3).

Figura 3. Fluxograma demonstrando a obtenc¢éo do BI-EEB e seu fracionamento a partir das
folhas de B. laciniosa.

Material vegetal seco pulverizado (909g)

Maceragao exaustiva com EtOH 95%

Solugdo extrativa

Concentraqﬁo em rotavapor

Extrato Etandlico Bruto (BI-EEB) (57,53g)

Solubilizacdo MeOH:H-O (3:7)

Eter de petroleo CHCls AcOEt
Concentragdo em Concentragdo em Concentra¢do em
rotavapor rotavapor rotavapor

BI-EP BI-CHCls BI-AcOEt

(10,5g) (1,7g) (4.,69)

2.3 Ensaio de atividade larvicida

Para 0 ensaio da atividade larvicida foram utilizados o extrato etanolico bruto (BI-EEB)
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e as fragdes acetato de etila (BI-AcOEt), éter de petrdleo (BI-EP) e cloroférmica (BI-CHCIs) de
B. laciniosa. Os bioensaios compreenderam 0s grupos testes, grupo controle (apenas agua
destilada) e controle testemunho (agua destilada + DMSO 1%).

Para os bioensaios foram eclodidos aproximadamente 1.000 ovos — de maneira
sincronizada — em agua em um sistema hermeticamente fechado por 60 minutos. Apos a
eclosdo, as larvas foram transferidas para uma bandeja pléstica (30x15 cm) e alimentadas com
racao para répteis Alcon® (0,04 g/dia) até chegarem ao estadio 3 (L3).

Para montagem do experimento, as larvas em L3 foram transferidas com o auxilio de
uma pipeta Pasteur (10 larvas para cada tratamento) para copos plésticos de 50 mL, contendo
10 mL de uma solucéo dos extratos e fracbes de B. laciniosa em agua destilada e DMSO 1%,
nas concentracdes de 1000, 500, 250, 125, 62,5 ug/mL para as fracoes e de 1000 pg/mL para o
extrato bruto. O experimento foi realizado em triplicata e mantido a uma temperatura de 25 +
1°C.

As observacgdes foram realizadas apds 24 horas e 72 horas de exposicao das larvas aos
tratamentos, sendo realizada a contagem da mortalidade larval, considerando como mortas as

larvas que ndo reagiram a estimulos mecanicos (estimulacéo por pinga).
2.4 Anélise estatistica

Os resultados das contagens foram utilizados para a determinacdo da Dose Letal 50 e
90 (DL50 e DL90).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os ensaios com o extrato etanélico bruto (BI-EEB) resultaram em uma baixa toxidade
larval (L3), concentrada apenas na avaliagdo de 72 horas de tratamento, com uma taxa de
mortalidade de 43%. Resultados similares foram encontrados por Ramos et al. (2015), o qual
classificou o extrato etanolico bruto de cascas de caule de Licania macrophylla Benth sobre
larvas em L3 de A. aegypti como atoxico, devido a baixa atividade larvicida do extrato.

Estes resultados podem estar relacionados a caracteristicas do proprio extrato etanélico
bruto, o qual contém diversos metabolitos secundarios e em concentracdes relativamente
baixas, 0 que pode dificultar a acdo especifica de algum possivel componente quimico com
atividade larvicida.

As fracOes acetato de etila (BI-AcOEt) e cloroférmica (BI-CHCIs) de B. laciniosa

demonstraram a presenca de atividade larvicida, sempre nas concentra¢cdes acima de 125
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pg/mL, sendo a fracdo BI-AcOEt a que se mostrou com maior eficiéncia, com uma taxa de

mortalidade de 70% e 83% em 24 e 72 horas, respectivamente. A fragdo BI-CHClIs, por sua vez,
apresentou uma taxa de mortalidade de 43% e 77% em 24 e 72 horas. Em relacéo a fracao éter
de petrdleo (BI-EP), esta foi capaz de matar as larvas apenas na analise de 72 horas, com o valor
maximo de mortalidade de 20%.

No estudo de Guimardes e colaboradores (2013), foi encontrado uma alta taxa de
mortalidade para a fracdo AcOEt de extratos de Neoregelia compacta (Mez) L.B. Smith e
Aechmea fasciata (Lindley) Baker sobre as formas imaturas de A. aegypti, com taxas de
mortalidade de até 100%. Isso demonstra o potencial da fracdo AcoEt de extratos no isolamento
de ativos contra as formais larvais de A. aegypti, 0 que pode ser visto nesse trabalho, o qual
apresentou alta taxa de mortalidade para a fragéo.

A familia Bromeliaceae vem sendo estudada de diversas maneiras, principalmente na
identificacdo dos componentes quimicos e isolamento de atividades farmacolégicas a partir de
seus compostos organicos, tais como flavonoides, triterpenoides, esteroides, derivados do acido
cinamico e outros (Manetti; Delaporte; Laverde-Junior, 2009; Cruz, 2014; Oliveira-Janior et
al., 2014).

Triagens e caracterizagfes fitoquimicas realizadas por Cruz (2014), demonstram a
presenca de ativos das classes de alcaldides, cumarinas, flavondides, triterpenos, esterdides,
mono e diterpenos, derivados antracénicos, derivados cindmicos, naftoquinonas e
fenilpropanoglicosideos nos extratos e fracdes de B. laciniosa, espécie utilizada nesse estudo.

Nas fragdes BI-AcOEt e BI-CHCl3, destacam-se a presenca de compostos fendlicos, que
sdo constituintes abundantes dentro da familia Bromeliaceae, principalmente flavonas e
flavondis (Cruz, 2014). Acredita-se que tais componentes podem ser 0s responsaveis pelo efeito
larcivida encontrado nas fracoes.

A importancia do isolamento dos metabolitos secundarios nos extratos vegetais é
essencial paraidentificar quais desses compostos agem de forma direta como larvicida, por isso,
s80 necessarios mais estudos com a especie, principalmente devido a caréncia de informacdes
sobre a familia Bromeliaceae para este fim.

Em relagdo a Dose Letal Mediana (DL50) (tabela 1), destacam-se as fracOes de BI-
AcOEt (DL50 = 297,75 pg/mL para 72h) e BI-CHCI3 (DL50 = 566,42 pug/mL para 72h). Apesar
de serem classificadas como atdxicas (DL50 > 100 pg/mL), deve-se considerar que as
substancias se tratam de fracdes de extratos, 0s quais por vezes abrigam uma grande diversidade
de componentes ativos (Ramos et al, 2015). Mesmo assim, os valores de DL, no geral,

apresentaram-se abaixo de 1000 pg/mL para as fracoes BI-AcOEt e BI-CHClI3, demonstrando
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a presenca de agentes larvicidas.

Tabela 1. Atividade larvicida das fracdes AcOEt, EP e CHCIz (em pg/mL) sobre larvas de
terceiro estadio de Aedes aegypti.

Fragoes DLso (24h) DLso (72h) DLoo (24h) DLoo (72h)

BI-ACOEt 694,39 297,75 1234,03 465,46
BI-EP o 1175,88 o 3127,43

BI-CHCI3 4553,11 566,42 11429,33 966,32

*Sem acdo larvicida detectada

Tendo em vista os dados analisados, as fragfes BI-AcOEt e BI-CHCIs apresentaram
potencial larvicida, destacando-se o BI-AcOEt, pela sua alta taxa de mortalidade e baixo DL50.
Diante disso, pode-se reconhecer que a espécie Bromelia laciniosa possui potencial larvicida.
Todavia, € necessario a realizacdo de novos experimentos para avaliar a toxicidade do extrato
e a sua influéncia sobre o desenvolvimento dos insetos. Ademais, também é importante a
purificacdo das fracdes para isolamento dos ativos larvicidas, a fim de possibilitar seu uso

efetivo como método de controle do A. aegypti.

4 CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados das andlises apontam para a presenca de ativos na espécie Bromelia
laciniosa com potencial larvicida para as formas imaturas de Aedes aegypti. Neste trabalho, as
fracOes cloroférmica e acetato de etila se destacaram pelos valores de mortalidade e Dose Letal
50, os quais podem servir de base para novos estudos que visem alternativas para controle de
vetores. Todavia, apesar dos testes in vitro demonstrarem uma evidente acdo larvicida, ainda
sd0 necessarios mais estudos, em especial para o isolamento dos compostos presentes nas
fragcdes, a fim de identificar os ativos com potencial larvicida para seu uso no controle de

vetores.
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