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mortalidade (CLso) e submetido método estatistico Probit. As amostras ndo apresentaram
toxicidade frente a Artemia salina L. (>1000 pg.mL™") e apresentaram potencial larvida
no controle de larvas de terceiro estddio, com CLso >200 pug.mL™. Os extratos de M.
Evonymoides sdo seguros e apresentaram potencial larvicida contra larvas do mosquito.
PALAVRAS-CHAVE: Monteverdia Evonymoides; Potencial Larvicida; Aedes Aegypti;
Dengue; Artemia Salina L.

LARVICIDAL ACTIVITY AGAINST AEDES AEGYPTI AND PRELIMINARY
TOXICITY AGAINST ARTEMIA SALINA L. OF EXTRACTS AND
FRACTIONS OF MONTEVERDIA EVONYMOIDES (REISSEK) BIRAL.

ABSTRACT: Aedes aegypti (Diptera: Culicidae) is the main vector of arboviruses den-
gue, zika, chikungunya and yellow fever. The search for natural insecticides to combat
the mosquito is highlighted in countries with a tropical climate. Considering the larvicidal
activity present in the genus Monteverdia, the objective of the study was to evaluate the
larvicidal potential of extracts and fractions of the species Monteverdia evonymoides
(Reissek) Biral. The plant material (leaves and branches) was dried at room temperature,
ground and subjected to extraction in modified Soxhlet. Toxicity was evaluated by bio-
assay with Artemia salina L. Aedes aegypti larvae were exposed to concentrations of 10,
100, 500 and 1000 pg.mL™". After 24 hours, the mortality reading (CLso) was performed
and the Probit statistical method was submitted. The samples did not show toxicity against
Artemiasalina L. (>1000 ug.mL™") and showed potential larval life in the control of third-
stage larvae, with CLso >200 pg.mL™. M. Evonymoides extracts are safe and showed lar-
vicidal potential against mosquito larvae.

KEYWORDS: Monteverdia Evonymoides; Larvicidal Potential; Aedes Aegypti; Dengue;
Artemia Salina L.

ACTIVIDAD LARVICIDA CONTRA AEDES AEGYPTI Y TOXICIDAD PRELI-
MINAR CONTRA ARTEMIA SALINA L. DE EXTRACTOS Y FRACCIONES
DE MONTEVERDIA EVONYMOIDES (REISSEK) BIRAL.

RESUMEN: Aedes aegypti (Diptera: Culicidae) es el principal vector de los arbovirus
dengue, zika, chikungunya y fiebre amarilla. Se destaca la busqueda de insecticidas natu-
rales para combatir el mosquito en paises con clima tropical. Considerando la actividad
larvicida presente en el género Monteverdia, el objetivo del estudio fue evaluar el poten-
cial larvicida de extractos y fracciones de la especie Monteverdia evonymoides (Reissek)
Biral. El material vegetal (hojas y ramas) fue secado a temperatura ambiente, molido y
sometido a extraccion en Soxhlet modificado. La toxicidad se evalué mediante el bioen-
sayo con Artemia salina L. Se expusieron larvas de Aedes aegypti a concentraciones de
10, 100, 500 y 1000 png.mL™". A las 24 horas se realizo la lectura de mortalidad (CLso) y
se sometio al método estadistico Probit. Las muestras no presentaron toxicidad contra
Artemia salina L. (>1000 ug.mL"!) y mostraron potencial de vida larvaria en el control
de larvas de tercer estadio, con CLso >200 ng.mL™". Los extractos de M. Evonymoides son
seguros y mostraron potencial larvicida contra las larvas de mosquitos.

PALABRAS CLAVE: Monteverdia Evonymoides; Potencial Larvicida; Aedes Aegypti;
Dengue; Artemia Salina L.
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1. INTRODUCAO

Dentre as doencas ocasionadas pelo mosquito Aedes aegypti (Diptera: Culicidae)
destacam-se dengue, zika, chikungunya e febre amarela. Responsavel pela transmisséo
de diferentes virus causadores de doencas, também pode ocasionar disturbios decorrentes
de infecgdes virais, incluindo microcefalia e sindrome de Guillain-Barré (CARNEIRO et
al., 2021). Estima-se, que no mundo, um milhdo de pessoas sdo afetadas por doencas
transmitidas pelo mosquito todos os anos, e no clima tropical, a incidéncia é mais
pronunciada (CARNEIRO et al., 2021; GARCEZ et al., 2009). No Brasil, devido as
condicBes climéticas (calor e chuvas) € comum acontecer aumento de casos em
determinadas épocas do ano e o controle do mosquito se faz necessario (GARCEZ et al.,
2009).

O uso frequente de inseticidas sintéticos esta relacionado substancialmente a
fitotoxicidade, o envenenamento humano e o surgimento de insetos resistentes (BETIM
etal., 2020; CARVALHO et al., 2009). As plantas sintetizam através do seu metabolismo
produtos que apresentam atividade larvicida, propriedades que podem apresentar
aplicabilidade no desenvolvimento de bioinseticidas, controle dos vetores e
consequentemente controle das arboviroses (BETIM et al., 2019; FUJIWARA et al.,
2017). Além disso, os danos ocasionados a0 meio ambiente e ao ser humano pelo uso
excessivo de compostos sintéticos justifica a busca de alternativas no controle do vetor
(FALKOWSKI et al., 2019). Neste contexto, insumos de origem vegetal com acao
larvicida podem apresentar toxicidade, portanto utilizou-se ensaio in vitro que utiliza
microcrustaceo indicador de controle de qualidade ambiental para &guas marinhas
Artemia salina indicado para controle de qualidade ambiental (MEYER et al., 1982).

A biodiversidade brasileira apresenta imenso potencial e contribui na busca por
novas moléculas a partir de plantas (ZARA et al., 2016). Popularmente conhecida como
coragdo de bugre, a espécie Monteverdia evonymoides (Reissek) Biral, apresenta como
sinonimia: Maytenus evonymoides var. minarum Brig, Maytenus pseudocasearia Reiss e
Maytenus evonymoides Reissek. A planta pode alcancar 18 metros de altura, produz
massa foliar significativa e ainda, ha a possibilidade de ser cultivada em larga escala
(FLORA E FUNGA DO BRASIL, 2023).

No Brasil, esta presente nos dominios fitogeograficos do Cerrado e Mata
Atlantica, com ocorréncias confirmadas nas regides Centro-Oeste (Distrito Federal,

Goiéas, Mato Grosso do Sul), Sudeste (Espirito Santo, Minas Gerais, Rio de Janeiro, Sdo
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Paulo) e Sul (Parana, Rio Grande do Sul, Santa Catarina) (FLORA E FUNGA DO
BRASIL, 2023). Relatos na literatura descrevem a ocorréncia de diversas atividades
bioldgicas atribuidas aos metabolitos secundarios, a exemplo de flavonoides, triterpenos
e taninos em outras espécies do género Monteverdia, bem como na familia Celastraceae,
entre elas, efeito larvicida contra Aedes aegypti (MARTINS et al., 2021).

Considerando o potencial larvicida presente no género, o objetivo do estudo foi
avaliar de forma inédita o potencial larvicida dos extratos e fracbes da espécie

Monteverdia evonymoides (Reissek) Biral.

2. MATERIAL E METODO

A coleta de folhas e caule da espécie foi realizada na cidade de Curitiba, Parana,
Brasil (25°26°55°°S, 49°14'22"'W). A identificacdo foi realizada pelo engenheiro
Florestal Inti Souza. Uma exsicata foi produzida e depositada no Herbario Escola de
Florestas Curitiba-EFC sob o nimero EFC 19467. O estudo foi cadastrado no SISGEN
(6rgao responsavel pelo registro e autorizagdo de utilizacdo do patrimdnio genético) sob
0 numero A13E001.

O material vegetal (folhas e caule) foi seco em temperatura ambiente a sombra,
em seguida foi triturado em moinho de facas e martelo, e submetido a extragdo em Soxhlet
modificado (CARVALHO et al., 2009). O extrato bruto etandlico foi preparado com
etanol 80° GL (1:10; p/v) sob refluxo continuo por periodo de 6h consecutivas a 80°C.
As fragdes foram preparadas com emprego de solventes em ordem crescente de
polaridade (hexano, cloroférmio, acetato de etila) em aparelho Soxhlet modificado
empregando-se a técnica de parti¢cdo liquido-liqguido (CARVALHO et al., 2009). Os
extratos obtidos a partir da extracdo total foram denominados Extrato Bruto Folhas e
Caule (EBF)/(EBC), Fragao Hexano Folhas e Caule (FHF)/(FHC), Fracdo Cloroférmio
Folhas e Caule (FCF)/(FCC), Fracdo Acetato de Etila Folhas e Caule (FAEF)/(FAEC),
Fracdo Remanescente Folhas e Caule (FRF)/(FRC) e o rendimento esta apresentado na
Tabela 1.

Para avaliacédo da atividade larvicida dos extratos brutos e fracbes de Monteverdia
evonymoides a metodologia de World Health Organization (WHO) (1981a) (GARCEZ et
al., 2009) com modificacbes (BETIM et al., 2021; DALARMI et al., 2015) foi empregada.
Os ovos de Aedes aegypti da linhagem Rockfeller (utilizada como padrdo de

susceptibilidade a inseticidas para a espécie Aedes aegypti) foram fornecidos pela
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Fundagéo Osvaldo Cruz — RJ. Para a ecloséo dos ovos, foram adicionados 500 mL de
agua mineral em Becker de plastico e levados a estufa BOD (marca Novatecnica modelo
NT 704) em temperatura de (25+2°) C e umidade relativa de (80+5) %, alimentados com
racdo de peixe (Aldon basic, MEP 200 complex). Larvas no 3° estadio de
desenvolvimento foram utilizadas para 0s ensaios, por apresentarem tecidos mais
desenvolvidos. Foram testadas as solucbes de concentragdo de 10, 100, 500 e 1000
ug.mL™! do extrato bruto e fra¢des de folhas e caule, as amostras foram solubilizadas com
0,5% de dimetilsulfoxido (DMSO) em agua mineral. O ensaio foi realizado em triplicata,
utilizando 10 larvas por recipiente, totalizando 30 larvas para cada amostra e controle.
Como controle negativo foi utilizado a solugdo DMSO 0,5% em &gua mineral. A
atividade larvicida foi avaliada ap6s 24 horas por meio da contagem do namero de larvas
mortas em cada amostra.

Com a finalidade de realizar uma triagem preliminar quanto a seguranca
ambiental, os extratos e fracbes de Monteverdia evonymoides (Reissek) Biral foram
submetidos a avaliacdo de letalidade frente ao microcrustaceo Artemia salina Leach,
utilizando a metodologia descrita por Meyer (1982) com modificacdes. Inicialmente, 35
mg de ovos de A. salina Leach foram incubados em solucdo salina (pH 8-9, 25°C) sob
luz artificial por 24h para eclosdo dos cistos. Os extratos e fragdes foram diluidos em &gua
do mar artificial. A partir do preparo da solugdo mae na concentracao de 1000 pg.mL em
solucdo salina com 1% de Dimetilsulfoxido (DMSO) foram realizadas as diluicdes nas
concentracdes de 750, 500, 250, 100, 50 e 10 pg.mL. O mesmo processo foi realizado
com o controle positivo do experimento (sulfato de quinidina). Para controle negativo,
foi empregada solucdo salina com 1% de DMSO. Em seguida foram adicionados 5mL
das diferentes concentra¢Ges em vidros contendo 10 nauplios em triplicata para cada
concentracdo. Os frascos foram mantidos abertos em temperatura ambiente. Ap6s 24h os
nauplios sobreviventes foram contadas para determinar a concentracao letal para matar
50% dos nauplios (CLso) (MEYER et al., 1982).

Os dados de ambos os testes foram analisados pelo método SPSS-Probit para
estimar a concentragéo letal (CLso) com 95% de confiabilidade. O teste do qui-quadrado
foi utilizado para o ensaio. Foram consideradas amostras ativas aquelas que apresentaram
CLso menor que 1000 pg/mL. Anélises estatisticas foram realizadas utilizando o programa

IBM SPSS Statistics versao 20,0 (IBM Corp., Armonk, NY, EUA).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Com relacéo a metodologia adotada na obten¢éo do extrato hidroalcoolico (Tabela
1) a fracdo com maior rendimento foi a fracdo remanescente de folhas (FRF) com
17,256%, seguida da fracdo remanescente de caule (FRC) com 4,034%, e a de menor
rendimento foi a fracdo hexano de caule (FHC) com 0,062%, seguida da fracdo
cloroférmio caule (FCC) com 0,273%. No preparo do extrato e fragdes o método de
extracdo utilizado foi Soxhlet modificado. Este método assegura a termoestabilidade do
sistema, permitindo dessa forma, a extracdo completa dos constituintes, garantindo a
composi¢do quimica dos mesmos, além de ser limpo, rapido, reprodutivel (CARVALHO
et al., 2009).

Tabela 1 - RENDIMENTO* DAS FRA(;C)ES OBTIDAS APARTIR DOS EXTRATOS BRUTOS
ETANOLICO DAS FOLHAS E CAULE DE Monteverdia evonymoides (Reissek) Biral

Fracéo Caule Folhas

(9) (%) |(9) (%)
Extrato Bruto 3,074 |0,149 3,632 |0,207
Fragdo Hexano Etandlico 1,273 |0,062 | 16,448 |0,948

Fragdo Cloroférmio Etanolico |5,569 |0,273 (72,674 |4,188
Fracdo Acetato Etila Etanélico |7,322 |0,359|12,315 |0,709
Fracdo Remanescente Etandlico | 82,216 | 4,034 | 299,472 | 17,256
NOTA: *Rendimento calculado em relacdo ao total de planta seca (g).
Fonte: A autora (2021).

Foi possivel identificar que extratos e fracbes de Monteverdia evonymoides
induzem a mortalidade de larva de Aedes aegypti (Tabela 2). Com excecdo da FRF e FHF
todas as amostras testadas apresentaram CL50 > 200 pg.mL™’, revelando potencial no
controle de larvas de terceiro estddio. Destaque para a FAEF que apresentou CLso=132,91
pg.mL'. A FHF apresentou CLs5=235,81 pg.mL™, indicando significativo potencial
larvicida. Em relacédo ao perfil de mortalidade observado na Tabela 2, é possivel verificar
acentuada mortalidade na concentracdo de 1000 pg.mL™. Todas as fragdes de caule
apresentaram mortalidade acima de 90% + 0,5. Em relagdo as amostras das folhas, a
FAEF apresentou a taxa de mortalidade de 95% + 0,5 e 0 EBF, FCF e FHF apresentaram
(87,5% £ 0,95), (85% = 0,5) e (82% = 0,5) respectivamente.
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Tabela 2- INDUCAO DE MORTALIDADE EM LARVAS DE Aedes aegypti POR EXTRATOS E

FRACOES DE Monteverdia evonymoides

Amostras | Concentragdo Mortalidade LCso (ng.mL-?) LCoo (ng.mL-?) x2 | (df)
(ug. mL-Y) (%) £ SD (LCL - UCL) (LCL-UCL)
10 75+0,5
EBF 100 35+0,57 183,54 >1000 71| 4
500 70+0,81 (132,51-257,02)
1000 87,5+0,95
10 0,25+ 0,5
FHF 100 32505 235,81 >1000 586 | 4
500 65+ 0,57 (175,22-324,09)
1000 82,5+0,5
10 10+0
FCF 100 425+0,5 194,021 >1000 29 | 4
500 67,5+0,5 (135,9-286,42)
1000 85+ 0,57
10 5+ 0,57
FAEF 100 475%0,5 132,91 960,53 754 | 4
500 75+ 0,57 (98,19-177,1) (624,6-1811,10)
1000 95+ 0,57
10 00
FRF 100 5+0,57 >1000 >1000 497 | 4
500 325+05
1000 425+0,5
10 7505
EBC 100 35+0,57 169,22 >1000 722 | 4
500 725+0,5 (124,18-231,34)
1000 92,5+0,5
10 75+05
FHC 100 35+0,57 169,22 >1000 722 | 4
500 72,5+0,5 (124,18-231,34)
1000 92,5+0,5
10 7505
FCC 100 425+0,5 143,7 >1000 507 | 4
500 70+0,0 (102,72-199,14)
1000 90+0,8
10 5+0,57
FAEC 100 475+0,5 161,4 960,53 75 | 4
500 70+ 0,57 (120,69-216,97) (624,6-1811,09)
1000 95+ 0,57
10 5+ 0,57
FRC 100 475+0,5 161,4 960,53 75 | 4
500 75+ 0,57 (120,69-216,97) (624,6-1811,09)
1000 95+ 0,57

LEGENDA: Extrato Bruto Folhas (EBF), Fracdo Hexano Folhas (FHF), Fragdo Cloroférmio Folhas
(FCF), Fracdo Acetato de Etila Folhas (FAEF), Fracdo Remanescente Folhas (FRF), Extrato Bruto Caule
(EBC), Fragdo Hexano Caule (FHC), Fragdo Cloroférmio Caule (FCC), Fracdo Acetato de Etila Caule
(FAEC), Fragdo Remanescente Caule (FRC). NOTA: Resultados expressos em média aritmética e +
Desvio padréo. Controle positivo matou 100% das larvas de A. aegypti; (LCso) concentracao letal capaz
de matar 50% das larvas expostas; (LCoso) concentragdo letal capaz de matar 90% das larvas expostas;
(SD) desvio padrdo (UCL) limite superior de confianga de 95%; (LCL) limite de confianca 95% inferior;

x2= qui-quadrado, df= graus de liberdade; (n.d) ndo definido; (n.s) ndo significativo (p<0,05).

Fonte: A autora (2021).

De acordo com os resultados obtidos no bioensaio frente a Artemia salina L.

(Tabela 3), nenhuma das concentragdes testadas de extratos e fracdes de Monteverdia
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evonymoides causaram toxicidade ao microcrustaceo, indicando que sdo seguras para o

meio ambiente.

TABELA 3 - MORTALIDADE DE Artemia salina E CL50 UTILIZANDO EXTRATO E FRACOES
DAS FOLHAS E CAULE DE Monteverdia evonymoides (Reissek) Biral

A Concentracao/Mortalidade (pg. mL-1) CL50 IC de 95%
mostras
(pg.mL-1) (ng.mL-1)
10 | 50 [100] 250 | 500 | 750 | 1000
F|CIFIC|F|ICIFI|CIF|CIF|C|F|C
EB 0(0j0j2/12{11|0/3 211|013 > 1000 -
FH 0 (0(0O|0O|0O|0|11|0]2|3/10|4|15|4 > 1000 -
FC 0 (02|11 1|2|013|1|12|2|12|1 > 1000 -
FAE 0|0|0|2(11j11|0|1 (|74 |7|10]|7 > 1000 -
FR 01(0(0|2(0 12|20 (20 2|1]1 > 1000 -
Metanol 0|0|/0|0O|O|0Oj]O|OjO|OlO|O|O]O > 1000 -
Sulfato de S R N e B R B I B 511,04 298,5-12145
Quinidina -
Dodecil Lauril RN 0,64 0,007- 3,28

NOTA: Folhas (F), Caule (C), Extrato Bruto (EB), Fracdo Hexano (FH), Fracdo Cloroférmio (FC),
Fracdo Acetato de Etila (FAE), Fracdo Remanescente (FR). IC= Intervalo de Confianca. CL50=
concentracdo letal
Fonte: A autora (2021).

A familia Celastraceae, com aproximadamente 88 géneros e mais de 1300
espeécies contribui exponencialmente com classes metabdlicas que apresentam potencial
larvicida. Espécies pertencentes ao género Monteverdia tem sido descrita com potencial
larvicida (TOURE et al., 2017). Touré et al. (2017) em seus estudos, observou a taxa de
mortalidade de (95+0,2)% para as larvas de Aedes aegypti da estirpe Paea (susceptivel a
todos os inseticidas) e (8310,2)% da estirpe de campo Cayenne (resistente a piretrdides e
organofosforados) respectivamente do extrato acetato de etila do caule de Monteverdia
oblongata, apods exposi¢io de 24 horas na dose de 100 pg.mL™' (TOURE et al., 2017).

Martins et al. (2021) em seus estudos com a espécie Maytenus guianensis,
observou CL50 113 pg.mL ™ para o extrato bruto etanélico e ainda causou ejecdo do
intestino das larvas de Aedes aegypti. O composto isolado tingenona B (triterpeno) da
espécie apresentou CL50 de 148 ug.mL' (MARTINS et al., 2021), sugerindo que ativos
com acdo sinérgica podem estar presentes no extrato bruto, além do triterpeno isolado
(tingenona B). As substancias foram capazes de causar alteracdes morfoldgicas e a morte
das larvas do mosquito (MARTINS et al., 2021). Ja, Meneguetti et al. (2016), observaram
que o extrato bruto de Maytenus guianensis inibiu em 90-100% o crescimento de
promastigostas de Leishmania amazonensis, indicando que a espécie tem potencial
antiparasitario (MENEGUETTI et al., 2016).
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O uso de inseticidas sintéticos (piretroides e organosfosforados) previnem ou
minimizam a proliferagcdo do vetor (LIMA et al., 2006) e estdo listados nas estrategias
adotadas por parte da gestdo publica, para o controle do mosquito. Em contrapartida, o
uso frequente dessas classes de inseticidas pode favorecer o surgimento de insetos
resistentes, o que aumenta ainda mais o desafio do controle do inseto e consequentemente,
controle de diversas doengas que sdo transmitidas pelo Aedes aegypti e ainda propiciar o
surgimento de novas doencas, por apresentarem certa toxicidade ao ser humano, além de
prejudicar o0 meio ambiente (BETIM et al., 2021; BRAGA, 2007). Apesar dos avangos
nas pesquisas direcionados a aplicagdo inseticida, os inseticidas sintéticos s&o
amplamente utilizados no controle de mosquito Aedes aegypti (BRAGA, 2007). Dentre
os larvicidas autorizados esta 0 Temefds, um organofosforado que possui autorizagdo
junto a Anvisa para ser utilizado em agua potavel nas doses recomendadas (BASTOS et
al., 2016). Porém o seu uso esta recomendado para tratamento de focos, mas ndo deve ser
utilizado em aquéarios contendo peixes, justamente por sua toxicidade ao meio ambiente.
O calculo da concentracdo para ser utilizado na agua é realizado por meio da ingesta diaria
aceitavel por mg/kg. Com base nesses valores, é realizado o calculo da concentracdo na
agua, considerando um adulto de 60kg e ingestdo de 2 litros de agua, além das variagdes
para outras faixas etarias (BASTOS et al., 2016).

Além dos inconvenientes apontados com o uso de inseticidas sintéticos, a
alteracdo climatica, relacionada ao aumento da temperatura e quantidade de chuvas, é um
fator importante para 0 aumento do nimero de casos de dengue (KIMURA; FONTES,
2022). Um levantamento realizado entre os anos de 2016 e 2021 apontaram que 0s casos
da doenca, no estado do Parana, vém aumentando gradativamente. O ano epidemioldgico
2019/2020 apresentou a maior incidéncia de casos'®. Outro achado relevante do estudo
foi a falta de disponibilidade de inseticidas sintéticos pelo Ministério da Saude, fato que
pode estar relacionado ao aumento de casos nesse periodo (KIMURA; FONTES, 2022).

4. CONCLUSAO

A fragdo remanescente de folhas (FRF) demonstrou maior rendimento (17,256%),
seguida da fragdo remanescente de caule (FRC) (4,034%). O que é favoravel uma vez que
a obtencdo das folhas é ecologicamente sustentavel.
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Nas condicbes pré-estabelecidas, quanto a seguranca, pode-se observar que
extratos e fragdes de Monteverdia evonymoides (Reissek) Biral, ndo apresentaram
toxicidade frente a Artemia salina L.

As fracbes mais promissoras no teste larvicida foram FAEF e FCC que
apresentaram CL50 <200 pg.mL™". Todas as fragdes de caule apresentaram mortalidade
acima de 90% = 0,5. Em relacdo as amostras das folhas, a FAEF apresentou a taxa de
mortalidade de 95% e o EBF, FCF e FHF apresentaram 87,5%, 85% e 82%
respectivamente. Demonstrando dessa forma, ser proposi¢do natural segura e promissora
para substituicdo de pesticidas sintéticos em programas de controle do mosquito A.
aegipty.

A espécie Monteverdia evonymoides pode representar um insumo de origem
natural acessivel ao controle do vetor e consequentemente contribuir com a diminuicao
de casos das doengas transmitidas pelo mosquito em estudo, além de ndo prejudicar o

meio ambiente.

LIMITACOES

E necessario realizar mais estudos para o isolamento e caracterizagdo dos metabdlitos
presentes na espécie, a fim de delimitar os principais compostos quimicos responsaveis
pela acdo larvicida, bem como sua toxicidade e dessa maneira contribuir com o controle

do vetor.
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