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Michele Teixeira Serdeiro

Aedes aegypti (Linnaeus, 1762) é reconhecido como transmissor de arboviroses de
importancia na saude publica, como a Dengue, Zika, Chikungunya que séo
responsaveis pelo elevado numero de morbidade, mortalidade e consequéncias
severas a saude da populacdo brasileira. Tem-se reforcado a busca por uma
estratégia no controle do mosquito vetor. O presente estudo teve como objetivo
avaliar a atividade larvicida de produtos naturais de plantas sobre as larvas de Ae.
aegypti na busca de novas alternativas para o seu controle, conciliando acodes
educativas no controle de Ae. aegypti como acédo concreta de apoio ao Plano Brasil
sem Miséria. Na busca de um fitolarvicida, utilizou-se como ferramenta de estudo as
espécies vegetais Cecropia catharinensis Cuatrec (Urticaceae), Ottonia anisum
Sprengel (Piperaceae), Podophyllum hexandrum Royale (Berberidaceae) e Oleos
essenciais terpendides. Os resultados demonstraram o potencial larvicida dessas
espécies sobre Ae. aegypti. No que tange a proposta de promover a educacao para
o controle de Ae. aegypti, este trabalho foi desenvolvido através de atividades
Iudicas e didaticas nas escolas publicas e particulares do Centro-Sul Fluminense e
em centros culturais e espacos publicos do Estado do Rio de Janeiro. Nas acoes
participaram 2.500 pessoas e os resultados apontaram respostas positivas acima de
80% sobre o tema Aedes-dengue-controle. A proposta de “educar com diversao”
forneceu subsidios importantes para o conhecimento sobre o mosquito vetor da
dengue e para mudancas de comportamento. Também foi desenvolvido material
informativo como livro de atividades “O mosquito Dengoso” destinado ao publico
infantil e o “Cordel do Dr. Mosquitao”.
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ABSTRACT

PHD THESIS IN MEDICINA TROPICAL

Michele Teixeira Serdeiro
Aedes aegypti (Linnaeus, 1762) is recognized as a transmitter of several arboviruses
of public health importance, such as dengue, zika, chikungunya, which are
responsible for the high number of morbidity, mortality and severe health
consequences of the Brazilian population. It has been reinforced the search for a
strategy in the control of the mosquito vector. The present study aimed to evaluate
the larvicidal activity of natural plant products on the larvae of Ae. aegypti in the
search for new alternatives for its control, conciliating educational actions in the
control of Ae. aegypti as concrete action in support of the Plano Brasil sem Miséria.
Cecropia catharinensis Cuatrec (Urticaceae), Ottonia anisum Sprengel (Piperaceae),
Podophyllum hexandrum Royale (Berberidaceae) and terpenoid essential oils were
used as a study tool. The results showed the larvicidal potential of these species on
Ae. aegypti. With regard to the proposal to promote education for the control of Ae.
aegypti, In order to promote education for the control of the dengue virus mosquito
vector, this work was developed through recreational and educational activities in
Central-South Rio de Janeiro state public and private schools, cities, cultural centers
and public spaces. The results showed positive responses above 80% of the Aedes-
dengue control issue. The project had 2500 participants. The proposal of "educating
with fun" provided important subsidies for the knowledge about the mosquito vector
of dengue and for changes in behavior. Also, as part of educational practices were
developed information materials as a book of activities “O mosquito Dengoso”

destined to the children's public and “O Cordel do Dr. Mosquitao”.
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1 INTRODUCAO

1.1 CULICIDEOS

Os culicideos sado insetos pertencentes a ordem Diptera, Subordem
Nematocera, familia Culicidae. Distribuem-se aproximadamente 113 géneros,
incluidos em duas subfamilias: Anophelinae e Culicinae (HARBACH, 2008a).
Apresentam-se disseminados por todas as regides do globo, sendo a é&rea
neotropical a que detém o maior nivel de endemicidade (WARD, 1982). Esses
insetos, popularmente conhecidos como mosquitos, pernilongos, muricocas e
carapands sao alados e terrestres na fase adulta, enquanto as formas imaturas sao
aquaticas. As fémeas da grande maioria das espécies sdo hematofagas. Desde a
antiguidade vém sendo apontados como transmissores de agentes etiologicos
causadores de doencas ao homem e/ou a outros animais, representando por isso,
ameaca a saude publica global (FORATTINI, 2002).

Na subfamilia Anophelinae encontramos o0s anofelinos, mosquitos
responsaveis pela transmissédo de patdogenos causadores da Malaria. A subfamilia
Anophelinae reune trés géneros: Anopheles Meigen, cosmopolita; Chagasia Cruz,
restrito a regido Neotropical e Bironella Theobald, existente apenas na regido
Australiana (CONSOLI e LOURENCO-DE-OLIVEIRA, 1994).

Ja os culicineos séo incriminados como vetores dos patégenos causadores
das seguintes doencas: Filariose Bancroftiana, Dengue, Febre Amarela, assim como
mais de 150 arboviroses (LUZ e LOURENCO-DE-OLIVEIRA, 1996). Culicinae
abrange 3076 espécies, distribuidas em 11 tribos, constituidas por 110 géneros
(HARBACH, 2008b). A Tribo Aedini inclui trés géneros que ocorrem no Brasil: Aedes
Meigen, 1818, Psorophora Robineau-Desvoidy, 1827 e Haemagogus Willisto, 1896
(CONSOLI e LOURENCO-DE-OLIVEIRA, 1994). O género Aedes Meigen, 1818
apresenta uma grande diversidade, compreendendo mais de 900 espécies
distribuidas em 78 subgéneros (HARBACH, 2008c).

1.1.1 Aedes aegypti e Aedes albopictus

Aedes aegypti (Linnaeus, 1762) e Aedes albopictus (Skuse, 1894) pertencem
ao Filo Arthopoda, Classe Insecta, Ordem Diptera, Familia Culicidae, Subfamilia
Culicinae, Tribo Aedini, Género Aedes, Subgénero Stegomyia (LOURENCO-DE-
OLIVEIRA, 2015).



1.1.1.1 Distribuicao

Aedes aegypti é originario da Africa e chegou as Américas provavelmente
durante a colonizacdo, por meio das embarcacfes vindas do continente africano
(PONTES e RUFINO, 1994). E uma espécie sinantropica que apresenta intima
associagao com os seres humanos (CONSOLI e LOURENCO-DE-OLIVEIRA, 1994).
As fémeas de Ae. aegypti sdo encontradas principalmente no ambiente urbano,
sempre proximas ao peridomicilio e ao domicilio humano (BRAGA e VALLE, 2007).
A espécie esta disseminada em regides tropicais e subtropicais da Africa, das
Américas, da Asia e Oceania. No Brasil, € encontrada em todo territério nacional.

Aedes albopictus € uma espécie originaria do Sudeste Asiatico que expandiu
drasticamente sua distribuicdo geografica mundial nos dltimos 30 anos facilitada
pelas atividades humanas, em particular o comércio de pneus usados que
continham ovos (PAUPY et al., 2009). Ae. albopictus € exofagico, sendo encontrado
em ambiente silvestre, rural, periurbano e urbano (EIRAS, 2011). A espécie esta
disseminada em areas tropicais, subtropicais e temperadas da Asia, dos oceanos
indico e Pacifico, Europa mediterranea, Austrdlia e Américas. Foi relatado pela
primeira vez no territorio brasileiro em 1986 nos Estados do Rio de Janeiro (RJ) e
Minas Gerais (MG) (FORATTINI, 1986). Desde entdo, espalhou-se pelo Brasil,
sendo encontrado em todo territorio brasileiro (CARVALHO, LOURENCO-DE-
OLIVEIRA e BRAGA, 2014).

1.1.1.2 Ciclo de vida

Os mosquitos Ae. aegypti e Ae. albopictus apresentam ciclo de vida com
metamorfose completa, passando pelos seguintes estagios de desenvolvimento:
ovo, quatro estadios larvais, pupa e mosquito adulto, sendo as formas imaturas
aquaticas e a forma adulta terrestre e alada (BRASIL, 2001; LOURENCO-DE-
OLIVEIRA, 2015). Esse ciclo pode se completar entre 7 a 10 dias (BRASIL, 2001) e

esta descrito resumidamente na figura 1.
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Figura 1. Ciclo de vida do mosquito Aedes aegypti. Serdeiro MT e Cruz DLS.

llustracéo por: Diego Luiz

As fémeas e 0s machos adultos de Ae. aegypti e Ae. albopictus alimentam-se
de substancias acucaradas encontradas na natureza. Enquanto o macho é fitéfago,
as fémeas necessitam ingerir sangue para a maturacao de seus ovos e buscam uma
fonte sanguinea para se alimentar. Elas sugam o sangue de mamiferos, sendo, no
entanto, os humanos as fontes sanguineas mais procuradas, em especial pelas
fémeas de Ae. aegypti, reconhecidamente antropofilicas (LOURENCO-DE-
OLIVEIRA, 2015). As fémeas de Ae. aegypti e Ae. albopictus podem picar a
gualquer hora do dia, porém, o pico de atividade hematofagica ocorre durante o
crepusculo matutino e vespertino (CONSOLI e LOURENCO-DE-OLIVEIRA, 1994).
AplOs realizarem o0 repasto sanguineo, procuram recipientes contendo,
preferencialmente, agua limpa e parada para oviposicdo. Como espécie urbana, Ae.
aegypti utiliza recipientes artificiais que podem ser desde caixa d’agua, toneis e
piscinas até pneus, latas, vasos de plantas, ralos, lixos, ou qualquer outro que possa
acumular agua enquanto que Ae. albopictus ovipde nos criadouros mencionados
para Ae. aegypti, além de recipientes naturais como bambus e troncos de arvores
(LOURENCO-DE-OLIVEIRA, 2015). Os ovos sdo depositados individualmente
(Figura 2), aderidos a parede interna dos criadouros, logo acima da superficie da

agua. Uma vez completado o desenvolvimento embrionario, os ovos sdo capazes de

3



permanecerem viaveis por semanas ou meses em locais secos aguardando o
contato com a agua para ocorrer a eclosdo (BRASIL,2001). Essa condi¢do permite
gue sejam transportados a grandes distancias (EIRAS, 2011). Quando os ovos
entram em contato com a 4gua, as larvas podem eclodir em minutos (LOURENCO-
DE-OLIVEIRA, 2015).

Figura 2. Ovos de Aedes aegypti. A- vistos a olho nu (ponta de lapis para
comparacao de tamanho); B- visualizados em lupa estereoscopica aumento 10X.
Serdeiro MT.

As larvas (Figura 3) sdo aquaticas e se alimentam de matéria organica.
Durante o seu crescimento, passam por quatro fases chamadas de L1 (1° estadio),
L2 (2° estadio), L3 (3° estadio) e L4 (4° estadio). O tempo de desenvolvimento larval
é influenciado por diversos fatores, como temperatura, disponibilidade de alimentos
e densidade larvaria no criadouro (LOURENCO-DE-OLIVEIRA, 2015).

Figura 3. Larva de Aedes aegypti visualizada em lupa estereoscopica aumento 10X.
Serdeiro MT.

Apés o estagio L4, a larva se transforma em pupa (Figura 4). A pupa nao se
alimenta e normalmente fica parada respirando préximo a superficie da agua (Figura
5). Quando é perturbada, move-se com agilidade. O estagio pupal dura cerca de

dois dias a temperatura de 26-28 °C. No momento da emergéncia do adulto, a pupa



mantém-se parada proximo a superficie da agua e distende o abdbmen
(LOURENCO- DE-OLIVEIRA, 2015).

Figura 4. Pupa de Aedes aegypti visualizada em lupa estereoscopica aumento 10X.
Serdeiro MT.

Figura 5. Pupas de Aedes aegypti.
Serdeiro MT.

O adulto emerge por uma fenda no cefalotérax pupal e permanece em
repouso por alguns minutos para o0 enrijecimento da quitina e dos muasculos
permitindo ao inseto forcas para voar e andar (EIRAS, 2011). Em seguida, voa em
busca de abrigos, geralmente proximos, aos criadouros (LOURENCO-DE-
OLIVEIRA, 2015).

Os mosquitos adultos séo reconhecidos pela cor, em geral escura com pernas
marcadas com faixas pretas e brancas. Ae. aegypti distingue-se por apresentar uma
faixa curta, branco-prateada, de cada lado do térax e outra mais fina, retas
longitudinais, centrais, as quais formam a figura de uma lira enquanto que em Ae.

albopictus essa faixa é curta (EIRAS, 2011).



1.1.1.3 Importancia Epidemioldgica

Aedes aegypti é vetor primario da dengue, doenca viral que se destaca por
ser um dos mais graves problemas de saude publica mundial. No Brasil, a espécie €
também a transmissora dos virus chikungunya, zika e foi um importante vetor da
febre amarela urbana, todas doencas que podem apresentar formas graves.

Aedes albopictus € um importante vetor do virus dengue na Asia e causou
uma pequena epidemia na Europa. Em nosso pais ainda ndo esta comprovada a
participacdo da espécie na transmissdo de doencas, no entanto, pesquisas
mostraram que populacbes brasileiras de Ae. albopictus sdo competentes na
transmissdo dos virus dengue, febre amarela e chikungunya (MITCHELL e MILLER
,1990, LOURENCO-DE-OLIVEIRA et al., 2003; VEGA-RUA et al., 2014). A presenca
desse mosquito em territério brasileiro representa um fator de alerta a saude publica

devido ao seu potencial como vetor

1.1.1.3.1 Febre amarela

A febre amarela foi uma das doencas mais devastadoras e importantes que
acometeu paises da Africa e das Américas, inclusive no Brasil, nos séculos XVII-XX
com epidemias urbanas que envolveram milhares de casos humanos e mortes
(BRASIL, 2004).

Trata-se de uma doenca infecciosa febril aguda, de curta duracédo (12 dias) e
gravidade variavel (BRASIL, 2004; PAHO, 2014). As formas clinicas podem variar de
assintomatica, leve, moderada e grave. Os sintomas da forma leve estdo restritos a
febre moderada, acompanhada de cefaleia, mal-estar e tontura (BRASIL, 2004). A
evolucdo é de até dois dias e o0 paciente se recupera sem sequelas. Na forma
moderada, o doente apresenta os sintomas da forma leve, porém mais acentuados,
além de nauseas, vomitos, mialgia, calafrios e ictericia (olhos e pele amarelados). A
evolucéo é de 2 a 3 dias com recuperacao completa (BRASIL, 2004). A forma grave
caracteriza-se clinicamente por manifestacdes de insuficiéncia hepatica e renal, que
podem levar a morte (BRASIL, 2004).

E causada por um arbovirus do género Flavivirus, da familia Flaviviridae. O

nome da doenca refere-se a ictericia que afeta alguns pacientes (BRASIL, 2004).



A doenca é endémica em areas tropicais de paises da Africa e da América Latina.
Estima-se que em todo mundo a cada ano ocorra 200.000 casos de febre amarela,
com 30.000 mortes, sendo que 90 % deles ocorrem na Africa (PAHO, 2014).

A doenca apresenta dois perfis epidemiologicos: febre amarela urbana e febre
amarela silvestre. Entre eles ndo h& diferenca etioldgica, clinica e fisiopatoldgica,
sendo distinguiveis apenas pela cadeia de transmissdo, ou seja, hospedeiros e
vetores envolvidos na transmissao (BRASIL, 2005).

O ciclo de transmissao silvestre € uma zoonose que ocorre entre primatas
ndo humanos (macacos) e mosquitos. As principais espécies de macacos
envolvidos neste ciclo de transmissao pertencem aos géneros: Alouatta Lacépéde,
1799 (guariba), Ateles E. Geoffroy, 1806 (macaco aranha) e Callithrix Erxleben, 1777
(saguis). O homem pode ser infectado acidentalmente ao penetrar no ciclo enzoético
natural quando ndo imunizado. Na América do Sul, os principais transmissores sé&o
mosquitos dos géneros Sabethes Robineau-Desvoidy, 1827 e Haemagogus
Williston,1896 (MARCONDES, 2009).

O transmissor da febre amarela urbana € Ae. aegypti (BRASIL, 2001). No
inicio do século XX o desenvolvimento de uma vacina eficaz e as campanhas de
erradicacado do vetor em muitas zonas urbanas da América Latina trouxeram como
resultado a eliminacdo da febre amarela urbana que n&o ocorre no Brasil desde
1942 (BRASIL, 2004). Apesar de nao haver registro de transmissao urbana, o
controle de Ae. aegypti também se tornou um dos desafios para prevenir a sua
reurbanizacao (TAUIL, 2010). Além da preocupacédo com Ae. aegypti, € necessario
conhecer a possibilidade de transicao do virus amarilico entre a mata e zona urbana,
onde se inclui a disseminacdo de Ae. albopictus, que ocorre em ambos ambientes
(CAVALCANTE e TAUIL, 2016).

A vacina é a principal ferramenta de prevencdo e controle da doenca. Em
nosso pais, apesar da elevada quantidade de doses de vacina aplicada
regularmente na rotina dos servicos de saude e durante campanhas de vacinagao
nas “Areas Com Recomendacdo de Vacina’, esporadicamente s&o registrados
casos humanos de transmisséo silvestre (BRASIL, 2016). De dezembro de 2016 até
31 de maio de 2017 foram notificados 3.240 casos de febre amarela silvestre em
todo territério brasileiro. Destes, 792 casos da doenca e 274 mortes foram
confirmados (BRASIL, 2017a). Estes nameros ultrapassaram 0S casos € mortes
registrados entre os anos de 2000 a 2012, com 326 casos confirmados e 156 mortes
(CAVALCANTE e TAUIL, 2016). De acordo com o Informe Epidemioldgico 43/2017



de febre amarela, disponibilizado pelo Ministério da Saude, o Brasil vive o maior
surto da doencga observado nas Ultimas décadas (BRASIL, 2017a). A regido Sudeste
foi a mais afetada. O Estado de Minas Gerais concentrou a maioria dos casos,
seguidos de S&o Paulo, Rio de Janeiro e Espirito Santo. Até entdo, Rio de Janeiro e
Espirito Santo ndo eram considerados como parte das é&reas endémicas
(CAVALCANTE e TAUIL, 2017). As autoridades brasileiras implementaram varias
medidas para controlar o surto, uma delas foi a intensificagdo da vacinacdo em
areas recentemente definidas como “Area com Recomendacdo Temporaria de
Vacinagao” e em junho de 2017 foi registrado no Espirito Santo o dltimo caso de

febre amarela silvestre do recente surto que acometeu nosso pais (BRASIL, 2017b).

1.1.1.3.2 Dengue

Os primeiros relatos histéricos sobre dengue no mundo mencionam a llha de
Java, em 1779 (BRASIL, 2001). No Brasil ha relatos de epidemias de dengue desde
1846 (BARRETO E TEIXEIRA, 2008). No entanto, a primeira epidemia documentada
ocorreu em 1981-1982, em Boa Vista (RO), causada pelos sorotipos DENV-1 e
DENV-4 (OSONAI, 1983). Esta epidemia foi controlada até que em 1986 houve a
reintroducédo do sorotipo DENV-I na cidade de Nova Iguacu, no Estado do Rio de
Janeiro, com epidemias que atingiram o Rio de Janeiro e regiao Nordeste (BRAGA e
MARTIN, 2015). Desde entdo, a dengue vem ocorrendo no Brasil de forma
continuada, intercalando-se com a ocorréncia de epidemias, geralmente associadas
com a introducdo de novos sorotipos anteriormente indenes e/ou alteracdo do
sorotipo predominante (BRASIL, 2009).

Esta &€ uma doenca de amplo espectro clinico, desde a forma
oligossintomatica até quadros graves, podendo evoluir a 6bito (BRASIL, 2013). Os
principais sintomas séo febre alta acompanhada de dor de cabeca, dores no corpo e
articulacdes, prostracao, fraqueza, dor retrocular, erupcdo exantematica e prurido
cutaneos (BRASIL, 2001).

Tem como agente etioldgico um arbovirus do género Flavivirus, da familia
Flaviviridae, do qual existem 4 sorotipos diferentes: DENV-1, DEN-2, DEN-3 e DEN-
4 (BRASIL, 2001). A infeccdo por um deles confere protecdo permanente para o
mesmo sorotipo e imunidade parcial e temporaria contra os outros trés (BRASIL,
2001).



A dengue é responsavel por elevada taxa de morbidade e mortalidade,
constituindo sério problema de saude publica no Brasil e no mundo. Estudo
realizado em 2012 sobre a prevaléncia da dengue estimou que 3,9 bilhdes de
pessoas , em 128 paises, estdo sob o risco de infec¢do do virus DENV. Estima-se
gue 500.000 pessoas com dengue grave necessitam de hospitalizacdo a cada ano e
cerca de 2,5% dos afetados morrem (WHO, 2017a).

A doenca é endémica nas regides da Africa, das Américas, do Mediterraneo
Oriental, do Sudeste Asiatico e do Pacifico Ocidental, sendo as Américas, Sudeste
Asiatico e Pacifico Ocidental as regifes mais gravemente afetadas (WHO, 2017a).

1.1.1.3.3 Chikungunya

O virus Chikungunya (CHKV) é um arbovirus que pertence ao género
Alphavirus e familia Tagoviridae (BRASIL, 2015a).

Um dos sintomas da febre de Chikungunya é a ocorréncia de dores nas
articulacdes (artralgia), tdo fortes que fazem o paciente se curvar. Dai 0 nome
Chikungunya, que no dialeto Makonde, povo que vive no sudeste da Tanzania-
Africa, significa “aqueles que se dobram” (BRASIL, 2015a).

A sintomatologia € muito parecida com a da dengue, com febre alta, dores
articulares e musculares, cefaleia, nausea, fadiga e manchas avermelhadas
(exantema) pelo corpo. Porém, as dores fortes nas articulacdes e ocasionalmente a
ocorréncia de edema sao caracteristicas da Chikungunya. Estes sintomas a tornam
uma doenca incapacitante, tendo como consequéncia a reducao da produtividade e
da qualidade de vida de quem € acometido (BRASIL, 2015a).

Desde que foi isolado pela primeira vez, em meados de 1952, na Tanzania, o
virus CHIKV vem sendo relatado em mais de 60 paises da Asia, Africa, Europa e
Américas (WHO, 2017b). Em 2013 entrou no continente americano, inicialmente no
Caribe até, em 2014, passar a ocorrer a transmissao autoctone no Brasil
primeiramente nos Estados do Amapa e Bahia (TEIXEIRA et al., 2015). De acordo
com Ministério da Saude, atualmente o Unico estado brasileiro sem registro de casos
autéctones é o Rio Grande do Sul (BRASIL, 2017c).

1.1.1.3.4 Zika

O virus Zika (ZIKV) é membro da familia Flaviviridae e género Flavivirus. ZIKV

foi descrito pela primeira vez em 1947, em macaco do género Rhesus na Floresta



Zika, dai a origem do seu nome, em Uganda-Africa (DICK et al., 1952). Em 1952 foi
detectado o primeiro caso de Zika em humanos no continente africano, na Uganda e
Tanzéania (SMITHBURN, 1952), décadas mais tarde, em 2007, foi detectado pela
primeira vez fora da Africa, na ilha de Yap, na Asia (DUFFY et al., 2009). Em
meados de 2013 uma epidemia chegou a Polinésia Francesa (CAO-LORMEAU et
al., 2014) e em seguida o virus se espalhou para outras ilhas do Pacifico (DUPONT-
ROUZEYROL et al., 2015). No continente americano, ha relatos do ZIKV desde
2014 e no Brasil, a primeira transmissdo autoctone ocorreu em 2015 na regido
Nordeste (ZANLUCA et al., 2015).

Cerca de 80% das pessoas infectadas pelo virus Zika ndo desenvolvem
manifestacdes clinicas. Trata-se de uma doenca com evolucdo benigna, cujos
sintomas séo febre de curta duracéo dores articulares, erupcao cutanea, conjuntivite,
mal-estar e dor de cabeca. Embora a doenca tenda a evoluir de forma favoravel, foi
associada a disturbios neurologicos, como a Sindrome de Guillain-Barré bem como
a ocorréncia de microcefalia em bebés nascidos de mulheres infectadas com o virus
ZIKV (ZANLUCA et al., 2015; WHO, 2016).

A ocorréncia de microcefalia em bebés nascidos de mulheres infectadas com
o0 virus ZIKV foi sugerida ap0s a deteccao de um aumento inesperado nos casos de
microcefalia, inicialmente em Pernambuco e posteriormente em outros estados da
Regido Nordeste em locais com incidéncia do virus (BRASIL, 2015b). O Ministério
da Saude confirmou a relacéo entre a infeccdo pelo virus Zika e a ocorréncia de
microcefalia a partir de amostras de sangue e tecidos corporais de um recém
nascido no Ceara com microcefalia e outras malformacdes congénitas (BRASIL,
2015b).

1.1.5 CONTROLE DO MOSQUITO Aedes aegypti

O controle vetorial € a medida mais eficaz para evitar e/ou reduzir o risco de

arboviroses transmitidos por Ae. aegypti (CARVALHO et al., 2011).

1.1.5.1 Métodos de controle vetorial

-Controle mecanico

O controle mecéanico consiste em praticas rotineiras de limpeza e remocao de

criadouros dentro e fora dos domicilios, isolamento do ambiente doméstico com
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telas nas portas e janelas a fim de evitar a presenca do mosquito no interior das
casas, praticas essas que devem ser implementadas sob a supervisdo do Agente de
Combate a Endemias (ACE) ou Agente Comunitario de Saude (ACS),
prioritariamente pelo proprio morador/proprietario (BRASIL, 2009).

-Controle quimico

O controle quimico é o método mais amplamente utilizado no controle de
vetores em saude publica (BRAGA e VALLE, 2007). Este consiste no uso de
inseticidas no controle do vetor nas fases larvaria e adulta, obedecendo as normas
técnicas e operacionais elaboradas pela OMS, que preconizam 0s principios ativos
desses produtos e as doses que devem ser aplicadas (BRASIL, 2009).

-Controle biologico

O controle biolégico é um método que utiliza meios naturais no controle de
insetos. Essa alternativa vem sendo estudada no sentido de diminuir os danos que
0s inseticidas quimicos causam ao ambiente e a saude da populacdo. Alguns
organismos sao capazes de parasitar ou predar os mosquitos, temos como exemplo
a utilizacdo de espécies predadoras (peixes larviporos e larvéfagos, planarias,
microcrustaceos, baratas d’aguas), parasitas (nematoides) e patdogenos
(protozoarios microsporideos, fungos e bactérias) (EIRAS, 2011). Dentre as
alternativas disponiveis, o Ministério da Saude vem adotando o uso da bactéria
Bacillus thuringiensis israelensis (Bti) (BRASIL, 2009).

Outra alternativa eficaz no ambito do controle biologico é o uso dos produtos
botanicos que irdo atuar como inseticidas, porém ambientalmente mais seguros no
controle dos mosquitos (GHOSH, 2012). De acordo com a WHO (2012) esse método

pode ser usado para controlar a dengue e malaria.

1.2 PRODUTOS NATURAIS DE ORIGEM VEGETAL

As plantas sdo uma das mais promissoras fontes de substancias naturais
biologicamente ativas, que sao sintetizadas pelo seu metabolismo.

Os produtos quimicos produzidos pelos vegetais podem ser divididos em dois
grupos. O primeiro, essenciais a todos o0s seres vivos, sdo 0s metabdlitos primarios
(von POSER, 2017). Nesse grupo estdo incluidos os lipideos, RNA, DNA,

aminoacidos, proteinas e agucares (KERBAUY, 2004). Os produtos do metabolismo
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primério originam o segundo grupo de compostos quimicos- o0s metabdlitos
secundarios, que em geral apresentam estruturas complexas e atividades biolégicas
marcantes (von POSER, 2017). Os metabdlitos secundéarios tém sua importancia
relacionada a sobrevivéncia e propagacdo das plantas sendo sintetizados em
resposta a estimulos ambientais, seja pela protecdo contra insetos e animais
herbivoros ou contra microorganismos patogénicos; ou ainda para atrair
polinizadores e animais dispersantes de sementes, ou atuam como agentes
alelopéaticos (CROTEAU et al.,, 2000). A producdo de metabdlitos secundarios
também protege o vegetal de fatores abi6ticos, como temperatura, umidade, raios
UV e deficiéncia de nutrientes minerais. Estudos sobre metabdlitos foram iniciados
pelos quimicos organicos do século XIX e inicio do século XX devido as suas
diversas aplicacdes (TAIZ e ZEIGER, 2009), o que até hoje desperta o interesse da
comunidade cientifica (SANTOS, 2002). Por serem fonte de moléculas
potencialmente bioativas, a sua importancia mostra a necessidade de mais
conhecimentos sobre os metabdlitos secundarios. Entender a sua atuacdo pode
levar a inUmeras possibilidades de estudos que direcionem a busca pela solucéo de
importantes problemas enfrentados atualmente como 0s prejuizos causados pelo
uso desordenado de pesticidas tanto na saude publica quanto na agricultura
(BEZERRA, 2008).

1.2.1 Plantas com atividade biolégica sobre insetos

Relativamente ao potencial inseticida de determinadas espécies vegetais
podemos afirmar que uma vasta gama de extratos, 6leos essenciais e substancias
puras vém apresentando acao sobre os insetos (SUKUMAR et al., 1991; CABRAL et
al., 1999; TUNC et al., 2000; CORREA e SALGADO, 2011; JEYASANKAR,
PREMALATHA E ELUMALAI, 2014; RAWANI et al., 2017).

A utilizacdo de produtos naturais no controle de insetos é uma préatica bem
antiga. Existem relatos de gregos e romanos, ainda no inicio da agricultura,
utilizando a nicotina, um alcaldide extraido das folhas de Nicotiana tabacum L.
(Solanaceae) e Nicotiana rustica L. (Solanaceae) no combate aos insetos fitéfagos
(FERREIRA et al., 2001). Outra substancia natural utilizada como inseticida foi a
rotenona, isolada de raizes de Derris elliptica Benth (Fabaceae), planta comumente
encontrada na Malasia e na Indonésia, e de espécies do género Lonchocarpus
(Fabaceae), existentes na Africa e América do Sul (BRAIBANTE e ZAPPE, 2012).
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A utilizac&o de produtos naturais no controle de insetos de uma maneira geral
declinou na década de 50 do século XX devido ao surgimento dos inseticidas
quimicos sintéticos, tais como o DDT, que foram desenvolvidos a partir da 2° Guerra
Mundial substituindo os produtos naturais por serem mais potentes e mais baratos
(VIEGAS-JUNIOR, 2003).

A retomada dos produtos botanicos no controle de insetos foi uma resposta a
necessidade de buscar substancias que néo acarretem danos ao ambiente e a
salude humana (VENDRAMIM e CASTIGLIONI, 2000).

A vantagem da utilizacdo dos produtos botanicos em relagéo aos inseticidas
guimicos sintéticos vem da possibilidade de serem mais rapidamente
biodegradados, e consequentemente menos danosos ao ambiente, apresentando
ainda caracteristicas mais especificas e seletivas, com curto efeito residual. Além
disso, muitas apresentam baixa toxicidade a mamiferos (VENDRAMIN e
CASTIGLIONI, 2000). Além do mais, os produtos naturais revelam mecanismos
defensivos contra os insetos, que incluem repeléncia, inibicdo de oviposicao, inibicéo
do crescimento, alteracdes no sistema hormonal e no comportamento, infertilidade e
mortalidade (MENEZES, 2005).

1.2.1.1 Atividade biologica sobre Aedes aegypti e Aedes albopictus

Muitas substancias vegetais vém recebendo atencéo especial no controle de
mosquitos, como a lignana grandisina, isolada de Piper solmsianum C. DC.
(Piperaceae) (CABRAL et al. 2009; LEITE et al. 2012).

Garcez et al. (2013) publicaram uma extensa revisdo de substancias de
origem vegetal, tais como varias classes de metabdlitos secundarios, lactonas,
amidas, quinonas, flavonoides, diterpenos, triterpenos e saponinas que
demonstraram atividade contra as larvas de Ae. aegypti.

Guimardes et al. (2013) avaliaram a toxicidade de extratos brutos das
espécies de bromélias Aechmea fasciata (Lindley) Baker e Neoregelia compacta
(Mez) LB Smith frente as larvas de Ae. aegypti. Os resultados dos bioensaios
apontaram para a alta toxicidade dos extratos de acetato de etila de A. fasciata (CLso
= 39,4 pg/mL) e de N. compacta (CLsp = 23 pg/mL). Os dados sugeriram essas
bromelidceas como fonte de bioprodutos ativos na busca de um fitolarvicida no
controle do mosquito vetor da dengue (GUIMARAES et al., 2013).
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Souza et al. (2011) avaliaram o extrato etandlico de sementes de
Myracrodruon urundeuva Fr All (Anacardiaceae) que apresentou atividade contra as
larvas de Ae. aegypti. Em um trabalho posterior, os pesquisadores isolaram o
composto m-pentadecadienil-fenol que apresentou atividade larvicida e pupicida com
CLso de 10,16 e 99,06 ug/mL, respectivamente. Além disso, m-pentadecadienil-fenol
mostrou uma potente atividade ovicida com CLso de 49,79 pyg/mL (SOUZA et al.,
2012).

Ocotea cymbarum Kunth (Lauraceae), uma planta da regido amazonica, foi
avaliada quanto a atividade larvicida da neolignana burchellina contra larvas de
terceiro estadio de Ae. aegypti. Essa neolignana apresentou interferéncia sobre o
ciclo de desenvolvimento do mosquito, onde o seu maior efeito toxico foi de 100% de
mortalidade das larvas (L3) em concentracdo maior ou igual a 30 ppm (NARCISO et
al., 2014). Uma furanocromona isolada de Ammi visnaga (L.) Lamarck
(Umbelliferae), planta da regido do Mediterraneo, apresentou CLso=50 pg/mL de
mortalidade larval de Ae. aegypti (MALECK et al., 2013). O o¢leo essencial de
citronela, Cymbopogon nardus (L.) Rendle (Gramineae), apresentou repeléncia para
Ae. albopictus (BUENO e ANDRADE, 2010). Ensaios foram realizados por Kempraj
e Bhat (2008) para verificar a acdo dos O6leos essenciais extraidos de Cyperus
giganteus Vahl (Cyperaceae) e Cyperus rotundus Linnaeus (Cyperaceae) sobre
ovos e larvas de Ae. albopictus. Os resultados mostraram a potencial atividade
ovicida e larvicida dos 0Oleos esséncias de ambas espécies vegetais.

Portanto, metabdlitos secundarios, extratos de plantas e 6leos essenciais
podem proporcionar oportunidades ilimitadas para a descoberta de novos
inseticidas/larvicidas que podem ser utilizados como mais uma ferramenta no

controle dos mosquitos vetores da dengue.

1.3 O PLANO BRASIL SEM MISERIA

Em 2011, o Governo Federal criou o Plano Brasil sem Miséria (BSM)
objetivando combater a extrema pobreza no pais. O plano implementado a partir de
mais de 100 programas e acdes integradas visa proporcionar melhoria nas
condi¢Bes alimentar, de saude, infraestrutura, educacdo e cidadania a populacéo
gue sobrevive abaixo da linha da pobreza para abrandar as desigualdades
socioeconémicas do pais, relativas a acessibilidade, a transferéncia de renda e a

inclusdo produtiva. Para identificar essa parcela da populagéo, foi considerada a
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renda familiar per capita mensal de até R$70 como indicador da condicdo de
miserabilidade do individuo, posteriormente atualizada em 2014, para R$77 per
capita (BRASIL, 2014).

Mas, ndo so a renda familiar serviu de base para que o governo tragasse as
acbes do BSM em direcao a populagcdo de baixa renda. A inseguranca alimentar e
nutricional, baixa escolaridade, pouca qualificacdo profissional, fragilidade de
insercdo no mundo do trabalho, acesso precario a 4gua, energia elétrica, salude e
moradia também foram considerados determinantes da condicdo de pobreza.
Superar a extrema pobreza requeria, portanto, a acao intersetorial do Estado, assim,
o BSM conta com o envolvimento de ministérios, estados, municipios, com a
parceria do setor privado e do terceiro setor (BRASIL, 2014).

Nos municipios, o Cadastro Unico para Programas Sociais registra as
informagdes de cada familia de baixa renda, identificando todos os seus membros e
suas condicbes econdmicas e sociais: 0 endereco, as condicbes de moradia, a
situacao escolar e de trabalho de cada pessoa da familia, entre outras informacdes
(BRASIL, 2014). Os dados contidos no cadastro permitem que essas familias sejam
incluidas nas iniciativas nos programas sociais implementados pelo governo. Em
2014, 14,1 milhdes de familias, quase 50 milhdes de pessoas, foram atendidas pelo
Programa Bolsa Familia (BRASIL, 2014).

De acordo com os registros de fevereiro de 2016 do Cadastro Unico e com a
folhna de pagamentos de abril de 2016 do Programa Bolsa Familia, o municipio de
Vassouras, RJ registrou 3.394 familias no Cadastro Unico, sendo que dessas
familias 1.703 foram beneficiarias do Programa Bolsa Familia, que correspondia
18,79% da populacdo do municipio (BRASIL, 2016).

1.3.1 Dengue e o Plano Brasil sem Miséria

A partir da criacdo do Plano Brasil sem Miséria pelo governo federal, com o
objetivo de romper barreiras sociais, politicas, econémicas e culturais que segregam
pessoas e regides, e dentro da perspectiva deste plano, o Instituto Oswaldo Cruz —
FIOCRUZ, através da Nota Técnica N.° 1/2011/10C-FIOCRUZ/Diretoria,
recomendou: “Ciente dos esforcos do Ministério do Desenvolvimento Social para
elaborar um Programa de Erradicacdo da Pobreza Extrema, o Instituto Oswaldo
Cruz (IOC/Fiocruz), enquanto instituicdo publica dedicada a pesquisa cientifica,

comprometida com a saude publica nacional e reconhecida como Referéncia
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Nacional para o Ministério da Saude (Portaria n® 75 da Secretaria de Vigilancia em
Saude, de 29 de agosto de 2008), cumpre com seu dever e vem, nesta Nota
Técnica, recomendar que o tema das “doengas da pobreza” seja contemplado na
elaboracdo deste documento e que a educacdo popular seja inserida nas acdes do
Programa, objetivando contribuir para prevenir e controlar estas doencas e promover
a saude da populagédo a quem se dirigem tais a¢ées”(IOC, 2011).

As chamadas “doencgas da pobreza” se relacionam, em grande parte, com as
chamadas “doencas tropicais”, também conhecidas como “doengas negligenciadas”,
e atualmente referidas pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS) e pela
Organizacdo Pan-americana da Saude (OPAS) como “doencas infecciosas
relacionadas a pobreza”, ou simplesmente “doencas infecciosas da pobreza”, tais
como malaria, doenca de Chagas, leptospirose, hanseniase, tuberculose,
leishmaniose, dengue, febre reumatica, esquistossomose e diversas outras
parasitoses intestinais (helmintoses, amebiases e giardiase) (I0C, 2011).

Estas sdo doencas que nao s6 prevalecem em condicdes de pobreza, como
também sdo estimuladoras da mesma, pois retiram dos individuos seu poder, sua
forca e seu tempo de trabalho, muitas vezes conferem incapacidades fisicas e de
aprendizado, diminuindo as chances de desenvolvimento humano (BRASIL, 2010;
IOC 2011).

O Ministério da Saude por meio de dados epidemioldgicos, demograficos e o
impacto de cada doenca definiu entre as doencas consideradas negligenciadas, sete
prioridades de atuacdo que compBem o programa em doencas negligenciadas:
dengue, doenca de Chagas, leishmaniose, hanseniase, malaria, esquistossomose e
tuberculose (BRASIL, 2010)

Os efeitos da dengue na sociedade néo ficam somente na area da saude. O
cidaddo acometido pela dengue, além de precisar de atendimento do sistema de
saude, fica temporariamente incapacitado para o trabalho ou para frequentar escola,
0 que atinge também o sistema econdmico e social (BRAGA e VALLE, 2007;
BRASIL, 2009). Estudo realizado em oito paises do continente americano e asiatico,
incluindo o Brasil, demonstrou que o custo das epidemias ocorridas nesses paises
foi de cerca de U$ 1,8 bilhdo, somente com despesas ambulatoriais e hospitalares,
sem incluir os custos com as atividades de vigilancia, controle de vetores e
mobilizac&o da populacdo (BRASIL, 2009).

1.3.2. Educacédo em Saude para o controle da dengue
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De acordo com Vasconcelos (2001) “A Educagdo em Saude é o campo de
pratica e conhecimento do setor Saldde que tem se ocupado mais diretamente com a
criacdo de vinculos entre a agcdo médica e o pensar e fazer cotidiano da populagao”.
Constitui-se numa proposta de envolvimento da populacdo na responsabilidade de
preservacao do estado saudavel individual e comunitario.

De acordo com o Programa Nacional de Controle da Dengue (PNCD), a
educacdo em saude, a comunicacdo e a mobilizacdo social no controle do mosquito
Ae. aegypti devem se aliar as atividades implementadas pela area da saude
(BRASIL, 2002). O esforco aplicado em conjunto nessas areas, com 0 engajamento
da populacdo possibilita o alcance do objetivo do Programa, que € prevencgao e
controle (CHIARAVALLOTI-NETO et al., 1998)

Dessa forma, a implementacdo de politicas educativas relacionadas a
sensibilizacdo em tematicas prioritarias de saude publica constitui-se em um
importante instrumento para progresso social e econdémico do pais.

Diante do exposto, com a finalidade de agregar esforcos no combate a
dengue, o presente estudo foi estruturado para estudar a bioatividade de produtos
vegetais na busca de novas moléculas ativas para controle de mosquitos vetores
além de acOes de interacdo com a populacdo de Vassouras-RJ atraves da educacéo
em saude estando assim alinhado as metas do Plano Brasil sem Miséria (BSM).

Estas abordagens foram agrupadas em dois capitulos, onde estédo inseridos

os artigos oriundos do estudo:

CAPITULO 1

PRODUTOS NATURAIS DE PLANTAS COM ATIVIDADE LARVICIDA SOBRE Aedes
aegypti E Aedes albopictus

Artigo 1: Aedes aegypti: modelo experimental de atividade biolégica de fitoprodutos (Artigo
publicado).

Artigo 2: Larvicidal activity of Ottonia anisum metabolites against Aedes aegypti: a
potencial natural alternative source for mosquito vector control in Brazil (Artigo publicado).

Artigo 3: Toxicity and larvicidal activity of Podophyllum-Based lignans against Aedes
aegypti (Diptera: Culicidae) (Artigo publicado).

Artigo 4: Larvicidal activity of lignan desoxypodophyllotoxin against Aedes albopictus
(Artigo publicado).
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Artigo 5: Atividade larvicida de 6leos essenciais sobre Aedes aegypti. (Manuscrito em
preparacao).

CAPITULO 2

ACOES DE EDUCACAO EM SAUDE NO CONTROLE DE Aedes aegypti EM
CONSONANCIA COM O PLANO BRASIL SEM MISERIA

Artigo 1: Educacao Antidengue: um relato de experiéncia (publicado).

Livro de atividades O mosquito dengoso.

Cordel do Dr Mosquitéo.
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1.4 Justificativa

O uso de inseticidas sintéticos, como organoclorados e organofosforados, é
uma das principais técnicas utilizadas no controle de pragas e vetores e seu uso foi
0 que permitiu alguns dos principais avancos na agricultura e no controle de
doencas como a maléria, tifo e a febre amarela urbana (van EMDEN e PEAKALL,
1996).

Por outro lado, o uso excessivo desses tipos de inseticidas resultou em uma
progressiva resisténcia das pragas a esses quimicos, diminuindo sua efetividade e
gerando consequéncias negativas, como o aumento da frequéncia de uso, da dose e
de misturas com compostos mais toxicos (HEMINGWAY e RANSON, 2000). A baixa
especificidade, o impacto ambiental, a elevada toxicidade para vertebrados e o alto
custo e eficiéncia questiondvel dos inseticidas sintéticos de dUltima geracéo
demonstraram que o controle de vetores com 0 uso exclusivo desse tipo de
inseticida n&o garantiria sua eficiéncia. Como resposta a esses fatores limitantes, a
OMS tem incentivado, nos ultimos anos, a busca de novas estratégias de controle
de insetos vetores de agentes etiologicos causadores de doencas humanas, dos
animais domésticos e silvestres (MORNER et al., 2002).

Uma opcédo para diminuir os efeitos negativos desses inseticidas quimicos
sintéticos e garantir a sustentabilidade das praticas de controle populacional seriam
os bioinseticidas elaborados a partir de compostos naturais extraidos de plantas.
Esses produtos naturais revelam mecanismos defensivos contra os insetos, que
incluem os repelentes, inibidores da alimentacdo, horménios e anti-horménios que
podem ser Uteis a protecdo de plantas agricolas de pragas e controle de vetores
causadores de doencas (BOWERS, 1984). Esses inseticidas possuem diversas
vantagens em sua aplicacao e utilizacdo como alta volatilidade e rapida degradacao,
acao quase imediata, baixa toxicidade em mamiferos, baixa fitotoxicidade e alta
seletividade (CLOYD, 2004).

Em conformidade com a nota técnica divulgada pela Fundacdo Oswaldo
Cruz-FIOCRUZ (I0C 2011) em que recomenda que a educacdo popular seja
inserida ao programa de Erradicacdo da Pobreza Extrema no que diz respeito as
doencas negligenciadas, paralelamente as acdes voltadas ao controle do Ae.
aegypti através de produtos naturais de plantas, e buscando agregar esforcos no
combate a dengue e outras doencas transmitidas pelo mosquito Ae. aegypti, foi

incorporada ao projeto acdes educativas de modo sensibilizar a populagcdo. Com
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essas acodes, pretendeu-se continuar as atividades educativas que vém sendo
desenvolvidas desde 2009 nos municipios da regido Centro Sul Fluminense,
principalmente no municipio de Vassouras por meio da parceria com a prefeitura. As
atividades sao realizadas em escolas e pragas publicas, sensibilizando alunos e a
populacdo local através de oficinas, palestras, jogos ludicos como caca palavras,
histéria em quadrinhos, peca teatral, etc. enfatizando temas relacionados a biologia,
medidas de prevencdo e a importancia da vigilancia entomoldgica na saude publica

do vetor da dengue.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Desenvolver alternativas para o controle do mosquito Aedes aegypti mediante
a avaliacdo da atividade larvicida de produtos naturais vegetais na busca de novas
alternativas para o controle desse vetor e a realizagcdo de acdes educativas no
controle como acgéo concreta de apoio ao Plano Brasil sem Miséria.

2.2 Objetivos especificos

1. Caracterizar o efeito larvicida das espécies vegetais Cecropia
catharinensis, Podophyllum hexandrum, Ottonia anisum e Oleos essenciais
sobre as larvas de terceiro estadio de Aedes aegypti determinando em cada
caso a concentracgao letal,

2. Verificar possiveis alteracdes morfolégicas no sistema digestorio das larvas
de terceiro estadio de Aedes aegypti resultantes dos ensaios larvicidas com

0s 6leos essenciais através de microscopia eletronica de transmissao;

3. Transmitir saberes a comunidade escolar do municipio de Vassouras, RJ
guanto a importancia de um estado de vigilancia para Aedes aegypti, com
intuito de que sejam incluidos novos parceiros no processo de prevencao da

dengue através de acdes educativas

4. Desenvolver junto aos alunos das escolas da regiao Centro Sul Fluminense
produtos aplicaveis em diferentes setores como cartilhas educativas com
textos e jogos ilustrativos e cartazes informativos, sobre o tema principal: Ae.
aegypti e seu controle que permitam a realizacdo de eventos de educagdo em

saude nos municipios do Estado do Rio de Janeiro.
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3 MATERIAL E METODOS; RESULTADOS

A metodologia e os resultados obtidos na presente tese estdo apresentados
sob a forma de capitulos.
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CAPITULO 1

PRODUTOS NATURAIS DE PLANTAS COM ATIVIDADE LARVICIDA SOBRE
Aedes aegypti e Aedes albopictus
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Artigo 1

Aedes aegypti: modelo experimental de atividade bioldgica de fitoprodutos
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Aedes aegypti: modelo experimental de atividade biolégica de

fitoprodutos

Aedes aegypti: experimental model of biological activity of plant products

Michele Teixeira Serdeiro™’; Jacenir Reis dos Santos Mallet*, Nildimar Alves Honorio%; Marise

Maleck!|

Como citar esse artigo. Serdeiro MT,
Mallet JRS; Honorto MA:; Maleck M.
Aedes aegypti: modelo experimental
de atividade biologica de fitoprodutos.
2017 Jan./Jun: 08 (1): 28-32.

Resumo

Aedes aegypti (Linnaeus, 1762) é reconhecido como transmissor de varias arboviroses de importancia na saiide piiblica,
como ad , zika, chiki ya 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 e a saiide humana. Devido a
importancia deste culicideo, buscou-se extrato e fragoes de Cecropia catharinensis com atividade larvicida sobre Ae.
aegypti. O extrato bruto metanolico (EBM) e sua fragéo (EBM1) obtidos da embaiiba foram aplicados no meio de criagao
das larvas (L3) nas concentragoes de 10, 30 e 50 ng/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
EBM]I. Este estudo demonstrou a eficacia de C. catharinensis sobre o periodo de desenvolvimento de Ae. aegypti.

Palavras-chave: Aedes aegypti; Produtos Naturais; Cecropia catharinensis, Embaiiba; Atividade larvicida.

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 embaiiba plant were applied to the larvae breeding environment (L3) at
concentrations of 10, 30 and 50 ng/mL. Treatment with C. catharinensisresulted in alteration of the larval, pupal and L3-
adult mosquito development period. Pupal mortality (25 %) was obtained by the CME1 fraction. This study demonstrated

the efficacy of C. catharinensis on Ae. aegypti developmental period.

Keywords: Aedes aegypti; Natural Products; Cecropia catharinensis, Embaiiba; Larvicidal activity.

Introducao

Diante da situacgio epidemioldgica do Brasil,
ja consolidada pelo virus dengue, a introducio
dos virus chikungunya (CHIKV) e zika (ZIKV)
aumentam a preocupacdo a saude publica brasileira
pela presenca do mosquito cosmopolita Aedes
aegypti (Stegomyia) (Linnaeus, 1762), o principal
vetor destas arboviroses '

O principal método de prevenir a transmisséo
desses virus ainda € o controle do mosquito vetor, que
pode ser realizado através da aplicagfio de inseticidas
quimicos sintéticos, tais como os organofosforados
¢ organoclorados, sendo estes considerados toxicos
para os seres humanos e para organismos ndo-alvo’.

O controle do Ae. aegypti através de produtos

naturais de origem vegetal vém sendo investigados®*.,
como mais uma ferramenta a ser utilizada e com
compostos menos impactantes ao meio ambiente € a
saude humana*.

A natureza € uma das mais promissoras fontes
de novas moléculas biologicamente ativas. As plantas
sdo reconhecidas por sua diversidade quimica e pela
sua aplicago em diferentes areas, desde o seu uso na
medicina popular até seus diversos modos de acdo
sobre os insetos, principalmente os de importancia na
satde publica e na agricultura®-c.

Cecropia catharinensis Cuatrec 1959 pertence
ao geénero Cecropia ¢ familia Urticaceae. Espécies
deste genero sdo popularmente conhecidas como
embauba, imbauba, umbaiba e embatva, e sdo
encontradas nas regides tropicais e subtropicais da
América Central e América do Sul'™*®*. Na medicina
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popular, C. catharinensis € utilizada no tratamento
da asma, bronquite e doencas cardiovasculares® e
também vem demonstrando toxicidade sobre insetos
sugadores de grios?.

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

Materiais e métodos

Extracdo e Fracionamento de Folhas de C.
catharinensis

O extrato bruto metandlico (EBM) foi
obtido por extragdo exaustiva das folhas secas
de C. catharinensis ¢ a fragio 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 realizagido
dos testes, os ovos foram analisados quanto a
viabilidade e colocados para eclosdo em recipientes
contendo agua mineral previamente aquecida a 28 °C
¢ foi adicionado ragdo para peixe (Alcon Guppy®).
Os recipientes contendo os ovos foram mantidos em
camara climatizadas BOD a27 £1°Ce 70 + 10 %
UR. Apoés a eclosio as larvas de terceiro estadio (L3)
foram separadas para os bioensaios.

Bioensaios

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

O extrato EBM e a fracio EBMI1 foram
dissolvidos em dimetilsulféxido (DMSO) nas
concentracdes de 10, 30 e 50 pg/mL e as solugdes
aplicadasnomeio de criagdo daslarvas, emrecipientes
de vidro contendo agua mineral (20 mL).

Foram utilizadas 20 larvas de terceiro estadio
(L3) de Ae. 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 repeti¢des. Apos o tratamento,
os insetos foram mantidos em dieta normal (ragdo
de peixe na proporcdo de 0,3 mg para cada larva)

em camara climatizada - BOD a27+1°Ce 70 +
10%. Foram avaliadas a viabilidade larval, pupal,
emergencia € 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?* 2.

Resultados e discussao

Espécies vegetais do género Cecropia vem
sendo estudadas quanto a avaliacdo de suas atividades
biologicas € 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. catharinensisna concentracdo de 10 pg/
mL interferiu na duragio 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 1 A), 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
emergeéncia(10a50pg/mL)(Tabela 1B), apresentando
baixa toxidade, de 2-7 % de mortalidade larval e
3-8% de mortalidade de pupas nas concentracdes
testadas (Tabela 1C). Semelhante a este resultado,
aplicacdo do extrato bruto metandlico das folhas de
Cecropia pachystachya, sobre a dieta de Atta sexdens
rubropilosando apresentou toxidadesobre estaespécie
de formiga®*®. Estudos com C. catharinensis sobre o
Hemiptera Oncopeltus fasciatus, por aplicagdo oral
do extrato EBM, resultou em 30 % de mortalidade
de ninfas de 5° estadio na concentragdo 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¢éo da eclosdo. Os
bioensaios com a fracio EBMI1, no meio de criagio
das larvas (L3) de Ae. aegypti, demonstrou alteracéo
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
concentracdes 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 concentracdes de 10
9,8+ 1,7, p<0,01), 30 (11,5 £ 2,7, p=0,01) € 50

g/mL (10,1 £ 2,4; p < 0,01) (Tabela 2A). Quanto
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a mortalidade a fragio EBM1 apresentou 25 % de
mortalidade pupal (Tabela 2C), na concentragido de
50 pg/mL, consequentemente resultando em 72 %
de adultos (Tabela 2B). O tratamento com EBMI1 nédo
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 fracGes
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

e e s e e e e e e e e e ey
Tabela 1. Duracio do desenvolvimento (A), viabilidade (B) e mortalidade (C) de Aedes
aﬂa’ em larvas L3 tratadas no meio de criasﬁoi com EBM de C’ecrogia catharinensis.

Aplicacdo Larval (dias)

A X +DP IV

Pupal (dias) L3-adulto (dias)

X +DP v X +DP v

79+£21* 5-15

DMSO 1,6 + 0,9° 1-4

6,2+21° 4-12

30 pg/mL 1,9+08 1-4

55+1,8° 3-10 78+23% 415

Aplicacdo L3-L4

L4-pupa

Pupa-adulto L3-adulto

B XxDP % X+ DP

% X+DP %

X +DP %

DMSO

20+0* 100  20+0?

100  20+02 100

20 + 0° 100

30 pg/mL

20£02 100 20+ 0a°

93 193+11% 97 193+1,1* 90

Aplicacido L3

L4 Pupa

€ X+DP %

X +DP % X+ DP %

DMSO 0 0

30 pug/mL 0 0

1.3:%1,1% 7 06+1,12 3

Experimentos com 20 larvas (L3) de Ae. aegypfts, para cada grupo teste e controle, em triplicatas e com 3
repeticdes. Média e desvio padréo (X = DP). Intervalo de Variagédo (IV). Valores seguidos da mesma letra
néo possuem diferencas 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. Duracéo do desenvolvimento (A), viabilidade (B) e mortalidade (C) de Aedes aegypti em larvas
L3 tratadas no meio de criacio, com EBM1 de Cecropia catharinensis.

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

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

DMSO 1,5+ 0,52 1-2 311,30 27 s54213° 49

30 pg/mL 45421 2111 854240k 413 11512 70%k  6-16

Aplicagido L3-L4 L4-pupa Pupa-adulto L3-adulto

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

DMSO  20+0% 100  20+0® 100  20x+0? 100 20 +0° 100

30 ug/mL 20+ 0? 100 20+0? 93 186+1,12 97 18 +2° 90

Aplicagdo L3 L4 Pupa

6 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 repeticdes. Média e desvio padrdo (X +DP). Intervalo de Variagdo (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 néo Conclusiao
apresentou toxidade no modelo utilizado.

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

Background & objectives: Aedes aegypti mosquito is the principal vector of the viruses responsible for urban yel-
low fever, dengue, dengue haemorrhagic fever, as well as Zika and chikungunya in Brazil. The present study was
aimed to investigate the insecticidal potential of the extract and fractions of Otfonia anisum, along with special
metabolites isolated from it, as natural alternatives against larvae (L3) of Ae. aegypti, vector of potentially deadly
tropical infections in Brazil.

Methods: The plant species O. anisum was collected in March 2015, at Xerém area, in Rio de Janeiro City, Brazil.
Crude extracts and the isolated pure compounds were screened for toxicity against Ae. aegypti larvae (L3). Bioassays
were performed on 20 larvae (L3) of 4e. aegypt: in triplicate. The samples were dissolved in a mixture of acetone
and DMSO at final concentrations of 1-200 pug/ml. The toxicity of the solutions was evaluated towards the growth
and development of Ae. aegypti larvae till emergence of adults.

Results: The crude hexane extract showed 100% larval mortality 24 h after treatment at a concentration of 200 pg/
ml. The bioassays using 1-butyl-3.4-methylenedioxybenzene revealed 100% mortality among L3 larvae, 24 h after

the treatment at a concentration of 30 pg/ml, the LC, recorded was 1.6 pg/ml. At concentration of 10 pg/ml, the
L3 larval mortality recorded was 92%.

Interpretation & conclusion: The metabolite 1-butyl-3 4-methylenedioxybenzene showed potent toxicity against de.
aegypti larvae. This arylbutanoid agent could be used as a natural altemative adjuvant pesticide, in new composi-

tions that would be environmentally safer.

Key words

INTRODUCTION

Dengue is currently the most common mosquito-
borne viral infection affecting humans. More than 2.5 bil-
lion people are at risk of infection and an estimated 390
million dengue infections occur annually in around 125
countries in tropical and subtropical regions worldwide!.
Major factors facilitating such expansion include climatic
changes, increase in urbanization and international trav-
els. Unfortunately, the non-availability of an efficacious
antiviral drug or vaccine and lack of effective vector con-
trol strategies make dengue a serious public health con-
cern in tropical and subtropical regions?. The mosquito
vectors Aedes aegypti and Ae. albopictus are responsible
for the majority of dengue transmissions. Dengue virus is
widely distributed in tropical and subtropical zones of the
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world and several outbreaks have been reported in past
years in Asian and Latin American countries. The South-
ern Cone countries (Argentina, Brazil, Chile, Paraguay
and Uruguay) are contributing for majority of the dengue
cases in Latin America, with Brazil accounting for almost
98.5% of the fatalities’.

The Zika virus disease is also transmitted by Ae. ae-
gypti andithas spreadrapidly withinthe Americasafter an
outbreak in Brazil in 2014.In 2015, an increasing number
of infants with small head circumference, “microceph-
aly”, was observed in Brazil’s Northeast region®. In the
year 2016, the estimated cases of Zika ranged between
4,40,000 and 13,00,000 in the country. Brazil accounts
for 94% of confirmed cases of Zika in the Americas,
according to the Pan American Health Organization
(2016)°. With regard to chikungunya virus, the first case
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in Brazil was identified in 2014. Initially restricted to a
few municipalities in Northeast region, the virus spread
across the country. About 2,63,598 suspected cases were
reported nationwide in 2015°. The effects of the virus are
considered worrisome, causing chronic joints pain that
can last for months.

In January 2017, the Brazil Ministry of Health re-
ported 12 suspected cases of yellow fever, another viral
disease transmitted by 4e. aegypti, from six municipali-
ties in rural areas in the State of Minas Gerais. Later, af-
ter an update, a total of 110 suspected cases, including
30 deaths, had been reported from 15 municipalities of
Minas Gerais. The serological tests for 19 suspected cases
were positive for yellow fever which included 10 deaths®.

The emergence of a great number of fatal mosquito-
borne viral infections and insecticide-resistant mosqui-
toes has increased the interest in exploring new effective
products against adult Ae. aegypti mosquitoes as well as
its larvae. The synthetic chemical products continue to
lose their efficacy against the mosquitoes, compelling the
use of higher dosage or different kinds of pesticides to
control the mosquito vectors®. Because no vaccine has
been effective in preventing dengue, the best control mea-
sure is to control the adult mosquitoes and eliminate their
larval population. Many strategies have been used to con-
trol Ae. aegypti mosquitoes and their immatures, as well
as for the improvement of basic sanitation’. However, the
indiscriminate use of synthetic insecticides has lead to the
emergence ofresistant strains of mosquitoes and resulting
in an uncontrolled increase in the mosquito population.

In this context, many plant products have been evalu-
ated for their toxic properties against different pests,
especially in the form of essential oils (EOs). The EOs
possess acute contact and fumigant toxicity to insects,
repellent activity, antifeedant activity, as well as develop-
ment and growth inhibitory activity®. The alternative use
of EOs has two advantages over other natural pesticides.
The first benefit is its low toxicity on mammals, birds and
fish. The second advantage is its great structural
diversity as a pathway to a potential source of bioactive
molecules’.

Ottonia anisum Sprengel is a shrub commonly found
in Southeastern Brazil. This species is sold in open-air
markets in the State of Rio de Janeiro and is used in tra-
ditional medicine and religious rituals in Northern Bra-
zil due to its anesthetic properties for relieving oral pain
and toothache!®!!. Studies on the chemistry and biologi-
cal activity of O. anisum are sparse and rare. So far, no
studies on its insecticidal activity have been conducted.
Literature survey showed the isolation and identification
of 1-butyl-3.4-methylenedioxybenzene as the major me-
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tabolite found in the leaves and the roots from the plant
species'*"3. The six aristolactams including, aristolactam
BII, piperolactam C, goniothalactam, stigmalactam, aris-
tolactam AIl and aristolactam BIIl have been also isolated
from roots of this species!*. Recently, Lopez et al*’ re-
ported the isolation and characterization of three amides
(pipercallosidine, piperine and valeramide), as well as
a mixture of seven amides (valeramide, 4,5-dihydrop-
iperlonguminine, N-isobutil-6-piperonil-2-hexenamide,
piperovatine, dihydropipercallosidine, pipercallosidine
and pipercallpsine) with anesthetic properties from the
roots of O. anisum.

The present study was aimed to investigate the insec-
ticidal potential of the crude root extract of O. anisum,
along with special metabolites isolated from it, as natural
alternatives against larvae (L3) of Ae. aegypti, the vec-
tor of dengue, Zika, urban yellow fever and chikungunya
viruses that are potentially deadly tropical infections in
Brazil.

MATERIAL & METHODS

Plant material

The plant material was collected in Xerém, Duque
de Caxias, state of Rio de Janeiro (RJ), Brazil, in March
2015. The botanical voucher was identified by Dr Elsie
Franklin Guimaraes from Instituto de Pesquisas Jardim
Boténico do Rio de Janeiro, as O. anisum Sprengel, and
a sample was deposited at the herbarium of the Rio de
Janeiro Botanical Garden (JBRJ), with registration under
number RB 393494,

General procedure

Silica gel (Merck, 60-200 mesh) was used for column
chromatography separations, while analytical TLC was
performed using silica gel in 60 PF254 layers (Merck).
The solvents for column chromatography separation and
for GC-MS and NMR analysis were from Tedia (Brazil).

Phytochemical investigation

Extract preparation and isolation of pure compound
1-butyl-3,4-methylenedioxybenzene: Dried and pow-
dered leaves (300 g) of O. anisum were extracted by
means of static maceration with n-hexane, followed by
adding methanol at room temperature. The resulting solu-
tions were filtered separately and the solvent was evapo-
rated under reduced pressure, thereby yielding 11.7 g of
n-hexane extractand 43.5 g of methanol extract. About 20
g ofmethanol extract was suspended in a mixture of water
and methanol (7:3) and was successively partitioned with
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Fig 1. Chemical structure of the major isolated compound
1-butyl-3 4-methylenedioxybenzene isolated from
the stem of O. anisum Sprengel.

n-hexane, dichloromethane, ethyl acetate and n-butanol.
The n-hexane extract of O. anisum was subjected to chro-
matographic column over silica gel, with a gradient of n-
hexane, ethyl acetate and methanol as the mobile phase, at
increasing polarities. In total, 120 fractions were obtained.
Fractions 5-9 were analyzed using thin-layer chromato-
graphic plates and GC-MS, thus enabling characteriza-
tion of the pure compound 1-butyl-3.4-methylenedioxy-
benzene. An amount of 1.36 g of the pure compound was
obtained through this process. The structure of the pure
compound was established through its MS fragmentation
pattern (GC-MS analysis), and through 'H and ®*C RMN
analysis, and the data were compared with the records in
the literature’®. The structure of the compound identified
is shown in Fig. 1.

GC-MS analysis

Qualitative analyses were carried out in a Shimadzu
GC-QP2010 PLUS machine equipped with a ZB-5MS
fused silica capillary column (30 m x 0.25 mm x 0.25 mm
film thickness). The operating temperatures used were:
injector 270°C, detector 290°C and column oven from 60
to 290°C (10°C min*). Helium at 1 ml min! was used as
a carrier gas. The pure compound was identified through
comparison of its mass spectra and fragmentation pattern
with published data®® and through computer matching
with the WILEY 275 and the National Institute of Stan-
dards and Technology (NIST 3.0) libraries that were pro-
vided with the computer, controlling the GC-MS system.

Nuclear magnetic resonance spectroscopy

The pure compound obtained from stems of O. an-
isum was analyzed using 'H and *C-NMR and the data
were recorded on a Varian VNMRS 500 spectrometer.
The chemical shifts were determined through DMSO-d6,
using tetramethylsilane (TMS) as the internal standard.
The signals of the NMR analyses were compared with the
data available in literature*.

Bioassays

Aedes aegypti eggs were obtained from the Sentinel
Operational Center for Vector Mosquitoes of the Oswaldo
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Cruz Institute, Fiocruz, RJ, and the bioassays were done
in the Insect Vector Laboratory, Severino Sombra Uni-
versity, Vassouras, RJ. The bioassays were carried out
using eggs that were placed in a receptacle containing
mineral water with fish food (0.3 mg/larva) (Alcon Gup-
py*® Alcon, Camboriti, SC, Brazil) for hatching!¢". All
the experiments to determine the effects of 1-butyl-3,4-
methylenedioxybenzene from O. anisum andits methanol
and hexane extracts were carried out on IIT instar (L3) lar-
vae, according to methodology by WHO®. The isolated
compound 1-butyl-3.4-methylenedioxybenzene and the
extracts were dissolvedinDMSO andacetone (1:1) ata fi-
nal concentrations of 1-200 pg/ml. In the larval treatment
groups, with 20 larvae per group, extracts were added to
glass containers (4 x 4.5 cm) containing mineral water
(20 ml) at final concentrations of 10, 100 and 200 pg/ml.
The larval treatments consisted of adding the substance
to glass containers (2 x 4 cm) containing mineral water
(20 ml) at final concentrations of 1, 10, and 30 pg/ml. The
Ae. aegypti larval groups (L3) were evaluated in tripli-
cate with threerepetitions, as described elsewhere!¢2° and
adopted from WHO?!. Two control groups were included:
One witha DMSO and acetone solution (without extracts
or substance) (Testimony) and another with untreated
solution. The bioassays were performed in a climate-con-
trolled chamber at 28 + 1 °C temperature and 70 + 10%
relative humidity, with 12 h photoperiods throughout the
experiments, and the toxicity against de. aegypti larvae
and their growth and development was evaluated till adult
emergence'®>!,

Statistics

The data were analyzed using the ANOVA F-test?
and the y’-test, in which p < 0.05 and p < 0.01 were
considered significant, respectively. Standard deviations
were calculated using the averages from the experiments
using GraphPad Instat 3.05* and trimmed Spearman-
Karber analysis, in order to determine the LC, *.

RESULTS

The phytochemical investigation confirmed that O.
anisum, 1solated as the major constituent from the metha-
nol extract (>1 g from n-hexane leaves fraction) is a valu-
able source of the arylbutanoid compound 1-butyl-3.4-
methylenedioxybenzene, present in almost all the organs
of this plant species. The bioassays performed using the
crude methanol extract showed that this interfered with
the duration of development in the pupal stage (9.3 £2.1
days; p <0.001) and the L3-adult stage (12.3 + 3.2 days;
p <0.001), at the concentration of 200 pug/ml (Table 1a).
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Table 1. Duration of development (a), viability (b) and mortality (c) among 4edes aegypti larvae (L3)
treated through culturing with a methanol extract (mg/ml) of Ottonia anisum

(a) Larvae (Days) Pupae (Days) Emergence (Days)
Treatment X+SD VI X+SD VI X = SD VI
Control 3+£0.7a 2-5 12.5+3.6a 8-19 162+3.7a 9-20
Testimony 3.2+0.6a 2-6 12.1+3a 7-17 15.7+3.3a 9-19
10 3.1x1.7a 2-13 10.1+2.3¢ 7-16 15.1+3.3b 9-18
100 3.4=1.9a 2-8 103 +£2.2¢ 7-13 12.7 £3c** 8-16
200 3.1%x1la 2-8 9.3 £2.1d*** 6-14 12:3 £32cr** 8-17
(b) L3-14 L4-Pupae Pupae L3—-Adult
X = SD % X = SD % X = SD % X = SD %
Control 20=0a 100 20+ 0a 100 200 98 19.7 = 0.6a 98
Testimony 20 £ 0a 98 19.7£0.7a 98 19+1 91 17.6 £2.5a 88
10 20+0a 92 18.7+2.3a 55 9.7+4.1b 100 9.7+4.1b 47
100 20=0a 87 17.3+2.1a 52 9+ Ibc* 82 7.3 £3.8b* 37
200 20£0a 97 19.3+0.6a 78 15 = 4.5ac* 98 14.7x5.1a T3
(c) L3 L4 Pupae
X = SD VI % X = SD VI % X+ SD VI %
Control 0 0 0 0 0 0 03=x=0.7a 17-17 2
Testimony 0.7+1.1a 3-3 2 03£0.7a 16-16 2 1.3+23a 17-18 9
10 1.7+ 28a 3-5 8 83 *6.1a 7-16 45 0 0 0
100 26+2.1a 3-5 13 83+1.5a 14-15 48 1.7+0.7a 14-14 18
200 0.3+0.7a 3-5 3 43zx4la 5-16 22 03+£0.7a 14-14 2

Experiments with 20 larvae (L3) of 4e. aegypti, for each test group and control, in triplicate (n = 60); Mean and standard deviation
(X £SD); Range of variation (VT); Values followed by the same letter (a=a, b=Db, c= c) did not present any significant difference;
Significance level according to the Tukey's test is represented as ***p <0.001, **p < 0.01, *p< 0.1 vs DMSO and acetone control

(1:1) (Testimony).

Regarding viability, the results from the same extractat a
concentration of 100 pg/mlshowed that 52% of the fourth-
stage (L4) larvae and 82% of the pupae were viable, and
that 37% of the L3 larvae reached adult stage (Table 1b).
From the crude methanol extract at the concentrations of
10 and 100 pg/ml, respectively, the larval mortality rates
(L3 + L4) were 53 and 61%, respectively (Table 1c). At
the concentration of 100 pg/ml, pupal mortality recorded
was 18% (Table 1c).

The hexane extract of O. anisum interfered with lar-
val development (4.1 + 2.8 days; p < 0.1) and L3-adult
development/emergence (9 £+ 0 days; p <0.1) of Ae. ae-
gypti, at the concentration of 100 pg/ml (Table 2a). At the
same concentration, the larval viability was 12% (2£3.5
days; p <0.001), and only 3% of these emerged as adult
(Table 2b). The same extract at a concentration of 100 g/
ml caused third-stage larval mortality of 72% after 48 h
and fourth-stage larval mortality of 25%. This extract ata
concentration of 200 pg/ml, caused 100% larval mortality
24 h after the treatment (Table 2c).

The bioassays performed using 1-butyl-3.4-methyl-
enedioxybenzene at the concerntration of 10 Lg/ml showed
that this interfered with the duration of development in
the larvae (2 = 0 days; p<0.001); pupae (7.2+£0.5 days;
p<0.001); and the L3-Adult stages (9+£0 days; p<0.001)

(Table 3a). The larvae of de. aegypti treated with 1-bu-
tyl-3.4-methylenedioxybenzene at a concentration of 10
ng/ml showed 8% viability at the larval stage (L3) and 60%
at the pupal stage, and 5% of the L3 larvae reached adult
stage (L3-adult) (Table 3b). Treatment with the isolate
1-butyl-3.4-methylenedioxybenzene at a concentration of
1 pg/ml resulted in 44% larval mortality(L3 + L4) (Table
3c). At a concentration of 10 pg/ml, the third-stage larval
and pupal mortality was 92 and 40%, respectively (Table
3c). At the highest concentration tested (30 pg/ml), the L3
larval mortality was 100%, 24 h after the treatment. This
treatment showed LC, = 1.6 pg/ml (lower 95% confidence
limit=0.7 pg/ml and upper limit = 3.3 pg/ml) (Table 3c¢).

DISCUSSION

Several species of the genus Piper have been investi-
gated regarding their insecticidal activity®. In India, spe-
cies like Piper longum, P. betle and P. cubeba have shown
insecticidal activity against mosquitoes and flies*’. Phyto-
chemical studies on Piper species have shown the presence
of a variety of bioactive metabolites, including alkaloids,
chromenes, amides, flavonoids and terpenoids®. These
compounds have several modes of action, including contact
toxicity, synergism, repellent and antifeedant properties”.
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Table 2. Duration of development (a), viability (b) and mortality (c) among 4e. aegypti larvae (L3)
treated through culturing with n-hexane extract (mg/ml) of O. anisum

(a) Larvae (Days) Pupae (Days) Emergence (Days)
Treatment X £ SD VI X = SD VI X = SD VI
Control 2.9 =£0.7a 2-5 12:5:&3:5a 8-19 16.2+3.7a 9-20
Testimony 3x0.6a 2-6 12+3a 7-17 15.7+3.3a 9-19
10 27%1a 2-6 16.1 £ 3.7b*** 8-20 18.2+3.8a 9-21
100 4.1 +2.8b* 29 8= 0a 88 9 = Ob* 9-9
200 0 0 0 0 0 0
(b) 1L3-14 L4-Pupae Pupae L3—-Adult

X = SD % X = SD % X + SD % X = SD %
Control 20+ 0a 100 20+ 0a 100 20 = 0a 98 19.7=0.6a 98
Testimony 20+ 0a 98 19.7+£0.7a 98 19+ 1a 91 17.6 £ 2.5a 88
10 20+ 0a 92 19.7+0.6a 11 5.3 & 4.5b%** 17 2.7+2.1b¥** 2
100 20+ 0a 28 2.+:3:5p*%* 12 0.7+ I.1c***> 100 0.7+ 1.1b*** 3
200 20+0a 0 0 0 0 0 0 0
(c) L3 14 Pupae

X £ SD VI % X £ SD VI % X £ SD VI %

Control 0 0 0 0 0 0 0.3+0.7a 17-17 2
Testimony 0.7+1.1a 3-3 2 03=x0.7a 16-16 2 1.3+2.3a 17-18 9
10 0.3+0.7a 3-5 8 14.7 £ 3.5b*** 7-14 8 0 0 0
100 18 £3.5b%**  2-3 72 13+23a 2-14 25 0 0 0
200 20 £ Ob*** 1-1 100 0 0 0 0 0 0

Experiments with 20 larvae (L3) of 4e. aegypfi, for each test group and control, in triplicate (n = 60); Mean and standard deviation
(X £ SD); Range of variation (VI); Values followed by the same letter (a=a, b="b, ¢ = c) did not present any significant difference;
Significance level according to the Tukey's test is represented as ***p <0.001, **p <0.01, * p<0.1 vs DMSO and acetone control
(1:1) (Testimony).

Table 3. Duration of development (a), viability (b) and mortality (c) among 4e. aegypfi larvae (L3) treated through culturing
with 1-butyl-3.4-methylenedioxybenzene (mg/ml), isolated from the hexane fraction of stems of O. anisum

(a) Larvae (days) Pupae (days) Emergence (days)
Treatment X +SD VI X +SD VI X +SD VI
Control 6.2 £2.8a 4-11 15.3x3.3a 8-19 17.3+£2.7a 10-23
Testimony 8.6=1.9b 4-12 17.1+£2.4b 7-17 20+2.8b 9-24
1 8.1+2.6b 4-11 11.4 £ 2.9c¥** 8-20 15.4 £ 1.6¢*** 9-16
10 24 Oc*** 2-2 7.2:+ 0.5¢*** 7-8 9 £ Od*** 9-9
30 0 0 0 0 0 0
(b) L3-14 L4-Pupae Pupae L3-Adult

X + SD % X + SD % X + SD % X + SD %
Control 20=0a 95 19.3x1.1a 98 19+ 0a 100 18.6 = 1.5a 93
Testimony 20=0a 97 19.3x1.1a 100 193=x1.1a 100 19.3x1.1a 97
1 20=0a 83 16.7x£3.5a 38 6.3 £ 1.5b%** 100 6.3+ 1.5b*** 32
10 20=0a 8 1.7 £ 1.5b*** 100 1.7+ 1.5c*** 60 14 1c*** 5
30 20=0a 0 0 0 0 0 0 0
(c) 14 Pupae

X + SD % X = SD VI % X = SD VI %

Control 1+1a 5 0306 8-8 2 0 0 0
Testimony 0.6=1.1a 3 1 5= 16-16 0 0 0 0
1 3.3+3.5a 19, 53 %55 7-14 27 0 0 0
10 18.3 £ 1.5bk** 92 0 0 0 0.7=0.6b* 8-9 40
30 20 £ Oc*** 100 0 0 0 0 0 0

Experiments with 20 larvae (L3) of 4e. aegypfi, for each test group and control, in triplicate (n = 60); Mean and standard deviation
(X = SD); Range of variation (VI); Values followed by the same letter (a=a, b="b, ¢ = ¢) did not present any significant difference;
Significance level according to the Tukey's test is represented as ***p <0.001, **p <0.01, *p <0.1 vs DMSO and acetone control
(1:1) (Testimony).
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Marques and Kaplan® reported that most of the stud-
ies on Piper and Ae. aegypti refer to the active extract,
essential oil and/or pure isolated secondary metabolites of
P, nigrum. Withreference to essential oils, the literature on
the genus Piper shows a great variety of species
with active essential oils. Piper aduncum is the species
with essential oil showing significant larvicidal proper-
tiesagainst Ae. aegypti, that has been extensively studied.
The arylpropanoid dillapiole-rich chemotype species has
been shown to be very efficient against L3 larvae of de.
aegypti*s.

The previous studies by Marques et al****, have re-
ported about the isolation and characterization of methy-
lenedioxybenzene derivatives (1-butyl-3.4-methylene-
dioxybenzene) from the leaves and roots of O. anisum
Sprengel. This arylbutanoid compound was characterized
as the major compound present in this species, especially
in the leaves and stems, with yield of > 1 g (w/w). Moreira
et al** alsoreported that the 1-butyl-3,4-methylenedioxy-
benzene was the main constituent of the essential oil from
O. anisum leaves, accounting for up to 95% of the volatile
components.

The larvicidal activity of 1-butyl-3,4-methylene-
dioxybenzene isolated from O. amisum 1is in agree-
ment with Nascimento ef a/* who reported results from
chemical and insecticidal investigations on the essential
oils from P. klot=schianum. The major chemical constitu-
ent identified from this plant species was again the me-
tabolite 1-butyl-3.4-methylenedioxybenzene, which ac-
counted for 96.19% of the essential oil from the roots;
84.75% from the stems; 81.04% from the leaves and
36.92% from the seeds. The LC, of the crude essential
oil against IV-instar Ae. aegypti larvae was observed for
the seeds (LC,;, = 13.27 pg/ml) and for the roots (LC, =
10 pg/ml).

The evident pronounced biosynthesis of this sub-
stance can be related to the defense mechanisms of the
plant against pathogens and to a large variety of aggres-
sion from natural external agents*. Phenylpropanoids
and their derivatives are known to confribute to plant
mechanism responses towards biotic and abiotic factors
such as ozone exposure, low nutrient levels, pathogen at-
tacks (fungal, bacterial, and viral) and herbivore attack?:.
Many of these compounds have been shown to be active
against the vector of dengue virus. Dias and Moraes*? de-
scribed many simple pure phenylpropanoids that were
active against Ae. aegypti. The C6—C1 benzyl salicylate
was found to be an active phenolic compound with a low
LC,, of 6.8 pg/ml, followed by the C6-C1 compound
(E)-cinnamaldehyde (LC,, =24.4 pg/ml) and the iso-
mers (E)-asarone with LC, = 27 pug/ml and (Z)-asarone,

which were more active, with LC, =16 pg/ml. Simple
methylenedioxy phenylpropanoids such as safrole, the
chemical marker of P. hispidinervum, were active with
LC,, =9.88 pg/ml. Similar structural methylenedioxy
phenylpropanoids such as eugenol and methyl eugenol
werealsoactive, with LC, 0f44.5 pg/mland57.65 pg/ml,
respectively. The presence of a methylenedioxy moiety
in phenylpropanoids contributes towards increasing the
activity of safrole, in comparison with similar structural
compounds such as eugenol and methyl eugenol. The
methylenedioxy phenyl (MDP) moiety is a structural fea-
ture found in many natural occurring special metabolites,
especially in the alkaloids, amides and phenylpropanoids
found in Piper species. This MDP moiety is present in
1-butyl-3.4-methylenedioxybenzene and also in all aris-
tolactams isolated from the roots of O. anisum. The in-
sects are the preferential target species for these plant al-
lelochemicals. Murray*! described a possible mechanism
of action for these metabolites in insects consisting of
modulation of the insect cytochrome P-450 (CYP) path-
ways to enhance or synergize the toxicity of the primary
allelochemical deterrent, thereby avoiding concomitant
plant damage. Many studies have shown that the com-
pounds such as Piper amides and methylenedioxyben-
zene derivatives undergo oxidative biotransformation
through CYP insect enzymes, thus leading to formation of
an intermediate inhibitory metabolite complex. The toxic
effect of these metabolites is mediated through modula-
tion of the processes of inhibition and induction of the
insect CYP*!. The phenylpropanoid methysticin (isolated
from P. methysticum), the amide piperine (isolated from
P, nigrum) and the more complex MDP-substituted agents
podophyllotoxin and tetrahydroberberine have been
shown to enhance the toxicity of pyrethroids and carba-
mates in several insect species” *. Many studies have
described the toxic effect of lignans, aristolochic acid and
amides containing the MDP moiety?**3¢. Recent studies by
Cabral et al*°and Leite et al*® on the neolignan grandisin
(isolated from P. solmsiamum) showed similar toxicity
against Ae. aegypti at concentrations of 150 and 200 pg/
ml. Maleck et al*® confirmed that piperamides isolated
from P. tuberculatum and P. scutifolium presented larvi-
cidal activity, with LD, of 155.5 and 50 pg/ml, respec-
tively. In the present study the phenylpropanoid deriva-
tive i.e. 1-butyl-3,4-methylenedioxybenzene was shown
to be a potential natural alternative pesticide since it is a
volatile compound that is less persistent on surfaces and
is degraded more rapidly. The major active compound,
1-butyl-3.4-methylenedioxybenzene, is responsible for
more than 10% of n-hexane extract and easily isolated in
high purity level. Due to these facts, the economical use
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of this natural source could be viable and the sustainable
cultivation of this native Brazilian species by the com-
munities may be encouraged.

CONCLUSION

The study findings suggest that the metabolite, 1-bu-
tyl-3,4-methylenedioxybenzene could be used as a natu-
ral alternative adjuvant pesticide, in new compositions
that would be environmentally safer than some synthetic
insecticides. The bioassays using this metabolite and en-
riched fractions revealed significant toxicity among L3
larvae after 24 h after the treatment at low concentrations.

In addition, the extraction of this natural active com-
pound from Brazilian native shrub species may be a sus-
tainable economic alternative against the tropical viruses
such as: dengue, zika, urban yellow fever and chikun-
gunya vector, and may contribute towards reducing the
extensive use of toxic pesticides in developing countries
with high rates of these viral infections.
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Abstract

Aedes aegypti L. (Diptera: Culicidae) is a mosquito species that has adapted to urban environments and is the
main vector of dengue viruses. Because of the increasing incidence of dengue, a more environmentally accept-
able insecticide needs to be found. Natural products have been and continue to be an important source of lead-
ing compounds that can be modified in order to develop new drugs. The lignan family of natural products in-
cludes compounds with a diverse spectrum of biological activity. Podophyllotoxin and its related lignans
represent an exciting class of natural products that can be targeted at different types of biological activity and
are therefore worth exploring further. This study had the aim of evaluating the larvicidal activity of an ethanolic
extract from the rhizomes and roots of Podophyllum hexandrum (PM-3) and its isolated lignans, podophyllotox-
one (1) and desoxypodophyllotoxin (2), on the larvae of the mosquito vector Ae. aegypti. The PM-3 extract and
the compounds (1) and (2) were dissolved in a mixture of acetone and dimethylsulfoxide at final concentrations
of 1, 10, 30, 50, 100, and 200 ug/ml. After dilution, the solutions were applied (ug/ml) to the larvae-rearing me-
dium. Overall, the ethanolic extract from the rhizomes and roots of P. hexandrum and the compounds (1) and
(2) showed larvicidal activity against the larvae of Ae. aegypti. According to the results from this study, it can be
concluded that podophyllotoxone (1) and desoxypodophyllotoxin (2) exhibited significant toxicity toward Ae.
aegyptilarvae.

Key words: Aedes aegypt, larvicidal activity, lignans, Podophyllum hexandrum

Aedes aegypti L. (Diptera: Culicidae) is a cosmopolitan mosquito
found in tropical and subtropical regions around the world (Consoli
and Lourengo-de-Oliveira 1994) and is considered to be the princi-
pal vector of the dengue virus (Valotto et al. 2011) while Ae.
albopictus is the second (Naish et al. 2014). Dengue is a ne-
glected disease that is considered to be the most important arbo-
virosis worldwide and a severe public health problem (World
Health Organization |[WHO] 2012) on the populations of en-
demic areas. This arbovirosis is endemic in >1235 countries, and
it has been estimated that between 2.5 and 3.6 billion people
around the world are at risk (Ferreira 2012). In Brazil alone, in
2015, 1,350,406 probable dengue cases were notified (30th

epidemiological week). Within this total, 614 deaths were noti-
fied (Brasil 2015).

Dengue viral infection is characterized by a wide spectrum of
clinical presentations ranging from a mild fever to a severe
hemorrhagic fever, although more unusual manifestations including
neurological, hepatic, renal, and other isolated organ involvement
are being reported due to a rising disease burden (WHO 2011). The
main strategy for preventing dengue has consisted of controlling the
vector mosquito as well the multiplication of its larvae even though
these strategies are not enough in combating the disease (Marques
and Kaplan 2015). At the time of submission of this research paper
there was neither antiviral therapy nor a vaccine to protect against
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dengue. There is growing concern regarding the changing epidemiol-
ogy of dengue worldwide, and appropriate medical care would help
those who are likely to develop severe disease. Clinical management
requires the triage of patients and early diagnosis of cases, trained
health care staff, clinical practice guidelines, medicines, equipment,
laboratory support, and diagnostic resources. These issues have been
reported to reduce the number of hospital admissions and to save
the lives of patients at primary and secondary levels (WHO 2011).

It is well known that higher plants have the ability to produce a
wide range of natural products. Because of their molecular diversity,
they are a source of drugs, oils, flavors, fragrances, food additives,
resins, gums, and waxes. In addition to their commercial use as fine
chemicals in different industries, they are also involved in the eco-
logical adaptation of plants to the environment (Cotton 1996).

Secondary metabolites are among the large number of chemically
diverse compounds produced by plants. They are used for defense
against phytophagous insects, mosquitoes, microorganisms, and
competing plants (Maia and Moore 2011), and they may aid in the
survival of a species. In nature, most pharmacologically active con-
stituents of such species are products of secondary metabolites and
their biosynthesis and accumulation have been correlated with plant
defense responses to predators and pathogen attack and with wound
response (Wu and Chappell 2008). While some of these substances,
such as tannins, alkaloids, and terpenoids, have defense functions,
others may serve as attractants, such as essential oils and flavonoids;
while yet others, including some lignans and terpenoids, act as insect
antifeedants. In addition to this, secondary metabolites have an im-
portant role in the ecological and phylogenetic relationships of or-
ganisms (Harmatha and Dinan 2003). They can also be used as a
source of compounds for insect control and natural repellents, as
well as templates for developing commercial pesticides (Duke 1990,
Maia and Moore 2011).

In many developing countries, some plant-based methods such
as the burning of raw material, crude extracts, candles, and oil prep-
arations have shown repellency against mosquitoes and have pro-
vided protection for humans against insect disease vectors. For
many rural communities, these traditional methods are affordable
and easily available, although some do not provide long-lasting pro-
tection (Maia and Moore 2011).

Many plant extracts and their isolated compounds have been
studied for the control of insects. In this context, Souza and collabo-
rators (Souza et al. 2011) evaluated an ethanolic seed extract of
Myracrodruon urundeuva which showed larvicidal compounds
against Ae. aegypti larvae. In a further work, the researchers isolated
the compound m-pentadecadienyl-phenol that exhibited strong lar-
vicidal and pupicidal activity, with an LCs value of 10.16 and
99.06 pg/ml, respectively. In addition, it showed a potent ovicidal
activity, with an ICg, value of 49.79 pg/ml (Souza et al. 2012). In
another study, amides and lignans isolated from the extracts of
Piper species have shown larvicidal activity against Ae. aegypti
{Marques and Kaplan 2015). Furthermore, plant extracts have been
used to target mosquitoes, ectoparasistes, and other pests of veteri-
nary and medical importance (George et al. 2014).

Amongst plant phenolic compounds, lignans are a large group of
compounds that are widely distributed in almost all parts of many
plant species (Ayres and Loike 1990). Chemically, they are formed
by oxidative dimerization of two phenylpropanoid units coupled at
the central carbon of their side-chains, and a variety of structures
occur (Dewick 1989). Lignans show a diverse spectrum of biological
activity (MacRae and Towers 1984) that could suggest they have
more than one mechanism of action. In particular, lignans of 1-aryl-
tetralin type, such as podophyllotoxin, possess a wide range of
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biological activity including antitumor, antiviral, antifungal, and in-
secticidal activity (Charlton 1998, Miyazawa et al. 1999, Lee and
Xiao 2003). Because of its antitumor activity, podophyllotoxin has
been used as a leading compound for developing drugs (Apers et al.
2003) used in cancer chemotherapy (Gordaliza et al. 2000).
Moreover, podophyllotoxin derivatives have shown forms of biolog-
ical activity other than antineoplastic activity and are therefore
worth further exploration (Lee and Xiao 2005).

Lignans and their glycosides have been isolated and identified
from the roots and rhizomes of Podophyllum species (Jackson and
Dewick 1984). Within the family Berberidaceae, the genus
Podophyllum comprises 14 species (Shaw 2002). The species
Podophyllum hexandrum L. (syn. P. emodi Wall), known as Indian
Podophyllum, is found in some Asian countries and in the
Himalayan areas of Pakistan and India (Rao and Hajra 1993) while
P. peltatum, the American Podophyllum, is widespread in Eastern
North America (Meijer 1974). Successful introduction of clinical
drugs has led to more attention being given to Podophyllum-based
lignans. There has been renewed interest in these compounds for ad-
dressing a variety of biological targets and their new properties.
Within this context, our group has carried out studies on lignans
and their effects on insects (Cabral et al. 1995, 2000a, 2007, 2009),
and have indicated that these metabolites might act as larvicides
against Ae. aegypti (Leite et al. 2012).

Therefore, natural products and plant extracts can provide un-
limited opportunities for the discovery of new insecticides and larvi-
cides that can further be explored for controlling the dengue
mosquito and its larvae.

The present study aimed to evaluate the toxicity of an ethanolic
extract from the rhizomes and roots of P. hexandrum (PM-3), along
with its isolated lignans podophyllotoxone (1) and desoxypodophyl-
lotoxin (2), against the dengue, zika, and chikungunya vector, i.e.
the mosquito Ae. aegypti. In this work we report on the isolation of
the compounds (1) and (2) from the Asian Podophyllum, which was
used as a source of material even though the American species was
an alternative source (Silva 2000). The Asian species was used be-
cause there was insufficient American material available. The other
isolated lignans could not be evaluated due to a shortage of material.
Both podophyllotoxone and desoxypodophyllotoxin were identified
by means of comparisons with standards and by using spectroscopic
methods. These lignans were previously isolated from Podophyllum
species by Dewick and collaborators (Dewick and Jackson 1981;
Jackson and Dewick 1984, 1985).

Materials and Methods

Plant Material

A mixture of dried rhizomes and roots of P. hexandrum was pur-
chased from United Chemical and Allied Products, Calcutta, India,
and the material was ground into powdered form.

Extract Preparation

Powdered material of P. hexandrum (10g) was stirred with 30 ml of
95% (v/v) hot ethanol for 10 min. The mixture was cooled to room
temperature and filtered, and the residue was reextracted with a fur-
ther aliquot of 95% (v/v) ethanol (3 x 30ml). The filtered extracts
were combined and concentrated in a rotatory evaporator, under re-
duced pressure at 35°C, to give a PM-3 residue, which was redis-
solved in 3.5 ml of ethanol.
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Isolation of Lignans

The PM-3 extract was applied as bands onto preparative glass plates
coated with silica gel (Merck Kieselgel GF» 54, United Kingdom) and
was developed in a chloroform-methanol mixture (25:1). Lignan
bands were located by means of UV light, or by spraying the plates
with a mixture of concentrated nitric acid in acetic acid (3:10), fol-
lowed by heating to obtain a color reaction (Jackson and Dewick
1985). The two lignans were isolated from band 1 (R¢=0.9), which
was scraped from the plates, transferred to a small sintered glass col-
umn, and eluted with 30 ml of acetone. Preparative TLC in ether
was used to further purify band 1. The two compounds isolated
were crystallized from ethanol. The fractions eluted were resus-
pended in acetone, applied to TLC aluminum sheets in silica gel
{Merck Kieselgel GFas4), and developed in a chloroform-methanol
mixture (25:1). The melting points were determined using the
Gallenkamp apparatus and were uncorrected. Both compounds
were identified by means of '"H NMR (Bruker AM 400) and EIMS
{AEI MS 902), and through comparison with data in the literature
(Jackson and Dewick 1984).

Aedes aegypti

Ae. aegypti eggs were obtained from the Nicleo Operacional
Sentinela de Mosquitos Vetores, Instituto Oswaldo Cruz,
FIOCRUZ, Rio de Janeiro. The mosquitoes were field collected with
240 ovitraps installed in FIOCRUZ campus. The bioassays were
held in the Laboratério de Insetos Vetores, Universidade Severino
Sombra, Rio de Janeiro. All experiments were carried out on third-
instar larvae (L3). For the bioassays, eggs were placed in a receptacle
containing mineral water, with fish food added daily (0.3 mg), thus
providing a diet of fishmeal (Alcon Guppy, Alcon, Camboriu, SC,
Brazil) (Maleck et al. 2014, Narciso et al. 2014).

Bioassays

Solutions of an ethanolic extract of P. hexandrum (PM-3), podo-
phyllotoxone (1) and desoxypodophyllotoxin (2) were dissolved in a
mixture of acetone and dimethylsulfoxide (DMSO) (1:1). These
were applied at final concentrations of 1, 10, 30, 50, 100, and 200
pg/ml to a receptacle (4.0 cm diameter by 4.5 cm high) containing
mineral water (20-25 ml) adapted from WHO (2005). After 1 h of
treatment, a diet of fishmeal (Alcon Guppy) at a dose of 0.3mg/
larva was added daily to the medium (Maleck et al. 2014, Narciso
et al. 2014). Ae. aegypti larval groups (L3; 20-25 larvae per group)
were evaluated in triplicate with three repetitions. Two control
groups were used: one with an acetone-DMSO solution (without
substance or crude extract; 1 pl/larvae) and another untreated in
mineral water. The development of Ae. aegypti larvae was observed
until 30 d after the experiments. The larvae were maintained in a
climate-controlled chamber at 28 * 1°C and 70 * 10% relative hu-
midity (RH). The bioassays followed the methodology of Cabral
and collaborators (2009) and Narciso and collaborators (2014),
which was adapted from WHO (2005). The data were analyzed by
means of one-way ANOVA with means separated using the Tukey
test with a significance level of 5% (Sokal and Rohlf 1979).
Standard deviations were calculated using the averages from the ex-
periments through Graphpad Instat 3.05 (Motulsky 2002) and
Bioestat 5.0 (Ayres et al. 2007). LDs, was calculated by means of
trimmed Spearman-Karber analysis (Hamilton and Russo 1978).

Cytotoxicity Assay
Mouse peritoneal macrophages (2 x 10°) in cold, were plated and
maintained in RPMI 1640 medium supplemented with 1mmol

liter ™' HEPES, Penicillin G (10° 1U liter™"), streptomycin sulfate (10
g liter ') at 37°C, 5% CO,. One hour later, nonadherent cells were
removed, and the remaining adherent cells were subsequently cul-
tured in RPMI medium containing 10% FCS for 24h. The com-
pounds podophyllotoxone (1) and desoxypodophyllotoxin (2)
dissolved in acetone-DMSO (Sigma Chemical Co.) (1:1) were tested
within a concentration range of 20-160 pg/ml, such that the final
concentration of the solvent in the experiments never exceeded 1.6%.
The compounds were added to a 96-well microplate and incubated
for 24 h at 37°C in RPMI medium containing 10% fetal calf serum
(FCS, Sigma Chemical Co.). The procedure used to observe the
drug effects was based on the MTT-dye reduction assay as de-
scribed by Soares and collaborators (2011). MTT (22 pl at Smg/
ml) was added to each well, and then the plates were further incu-
bated for 4 h. Thereafter, the formazan crystals formed were dis-
solved with DMSO (80 ul per well), and the samples were
measured in a spectrophotometer at 490nm. All assays were per-
formed in triplicate. The cells alone were used as a negative
control.

Insecticides Assay

The substance diflubenzuron 25% champion was dissolved in water. It
was applied at final concentration of 10 pg/ml to a receptacle contain-
ing mineral water (20 ml) (Maleck et al. 2014, Narciso et al. 2014).
Ae. aegypti larval groups (L3; 20 larvae per group) were used: one
with diflubenzuron solution (1 pl/larvae) and another untreated in min-
eral water (WHO 2005). After 1 h of treatment, a diet of fishmeal
(Alcon Guppy) at a dose of 0.3 mg/larva was added daily to the me-
dium (Maleck et al. 2014, Narciso et al. 2014). Ae. aegypti larval
groups (L3; 20 larvae per group) were evaluated in triplicate with three
repetitions. The larvae were maintained in a climate-controlled cham-
ber at 28 + 1°C and 70 + 10% RH. The data were analyzed by means
of one-way ANOVA with means separated using the Tukey test with a
significance level of 5% (Sokal and Rohlf 1979). Standard deviations
were calculated using the averages from the experiments through
Graphpad Instat 3.05 (Motulsky 2002). The development of Ae.
aegypti larvae was observed until 20 d after the experiments.

Results

Isolation and Identification of Lignans
The ethanolic extract from rhizomes and roots of P. hexandrum (PM-3)
viewed under UV light showed the presence of eight fluorescent chro-
matographic zones (bands). In this paper, we report on the isolation of
podophyllotoxone (1) and desoxypodophyllotoxin (2) from PM-3.
Band 1 (R¢=0.9) was initially isolated as a mixture of podophyllo-
toxone and desoxypodophyllotoxin (Dewick and Jackson 1981,
Jackson and Dewick 1984), which was successfully separated by
means of further chromatographic separation in ether (Broomhead
1989). Based on comparisons with standards on TLC plates, the upper
band (R¢=0.8) was identified as podophyllotoxone (1) while the
lower band (R¢=0.7) was identified as desoxypodophyllotoxin (2).
Both compounds were recrystallized from ethanol, thus yielding
2.2 mg of podophyllotoxone (1) and 1.8 mg of desoxypodophyllotoxin
(2). The characteristics of these two lignans are described below.
Podophyllotoxone (1): Melting point (mp) 185-187°C; in the lit-
erature mp 189-192°C (Dewick and Jackson 1981); 'H NMR
(400 MHz, CDCLy): & 7.56 (1H, s, H-5), 6.70 (1H, s, H-8), 6.39
(2H, s, H-2’, H-6"), 6.10 (1H, d, ] = 1.1 Hz, OCH,0), 6.08 (1H, d,
J=1.1Hz, OCH,0), 4.85 (1H, d, ] =4.2 Hz, H-1), 4.56 (1H, dd,
J=9.3, 9.2 Hz, H-3a%), 4.36 (1H, dd, =104, 9.3Hz, H-3ap),
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Fig. 1. Lignans isolated from the rhizomes and roots of P. hexandrum (1)
Podophyliotoxone; (2) Desoxypodophyllotoxin.

3.81 (3H, s, 4-OMe), 3.74 (6H, s, H-3’, H-5"-OMe), 3.54 (1H,
ddd, ] =15.5, 10.4, 9.3Hz, H-3), 3.30 (1H, dd, ] = 15.5, 4.3 Hz, H-
2); EIMS: 412 (M* 62%), 367 (16), 353 (5), 337 (7), 336 (5), 313
(6),200 (5), 168 (24), 153 (11), 149 (100), 115 (6).

Desoxypodophyllotoxin (2): mp 140-142°C; in the literature mp
146-152°C (Salako 1996); '"H NMR (400 MHz, CDCly): & 6.67
(1H, s, H-5), 6.52 (1H, s, H-8), 6.35 (2H, 5, H-2", H-6'), 5.95 (1H,
d, J=1.4Hz, OCH,0), 5.93 (1H, d, | =1.3Hz, OCH,0), 4.61
(1H, br s, H-1), 3.92 (1H, dd, H-3aB), 3.82 (3H, s, 4-OMe), 3.75
(6H, s, H-3’, H-5"-OMe), 3.06 (1H, m, H-4a), 2.75 (1H, m, H-4),
2.73 (1H, m, H-3), 2.73 (1H, m, H-2); EIMS: 398 (M, 100%), 230
(11), 185 (20), 181 (35), 173 (27), 168 (12).

All the spectrometric data on the compounds (1) and (2) were in
agreement with the values reported in the literature (Dewick and
Jackson 1981, Jackson and Dewick 1984, Salako 1996) and both
were elucidated (Fig. 1).

Larvicidal Activity

The larvae (L3) of Ae. aegypti treated with the crude ethanolic ex-
tract of P. hexandrum (PM-3) presented significant delay in larval
development at the concentrations of 10 pg/ml (1-15 d), 50 pg/ml
(2-15 d), and 100 pg/ml (9-14 d; Table 1A). The treatment with

PM-3 extract showed larval (L3) viability of 72% (50 pg/ml) and
20% (100 pg/ml). The L3-adult viability was 75%, 53%, and only
3% at the concentrations of 10, 50, and 100 pg/ml, respectively.
Regarding mortality, effective toxic action was observed with in-
creasing concentrations, such that the mortality of L3 + L4 larvae
was 15% (10 pg/ml), 46% (50 pg/ml), 97% (100 pg/ml), and 100%
(200 mg/ml) (Table 1B).

The bioassays with podophyllotoxone (1) showed that the L3-
L4 larval period was reduced (1-3) at the concentration of 50 pg/ml
(Table 2A). The emergence rate was 8% at 50 ug/ml concentration.
The compound caused larval mortality of 34% (L3 + L4), at the
concentration of 30 pg/ml (Table 2B). It showed a larvicidal effect at
the concentration of 50 pg/ml, with mortality of 73% (L4) (Table
2B). At the same concentration (50pg/ml), podophyllotoxone
caused 50% mortality of pupae (Table 2B).

The bioassays using desoxypodophyllotoxin (2) demonstrated
L3-L4 viability of 45% (1 pg/ml) and 10% (10 pg/ml). It was ob-
served that there was high mortality among L3 larvae between the
4th and 8th days. The lowest concentration tested (1 pg/ml) affected
100% of the L3 + L4 larvae between the 3rd and 8th days (Table
3B), with 100% larval mortality at all the concentrations tested (1,
10, and 30pg/ml; Table 3B). The toxic activity (100%) was
observed for the L3 larvae at 30 pg/ml concentration, in 1-4 d
(Table 3B). The date showed toxic activity with an LDs, of
around < 1 pg/ml against the larvae of Ae. aegypti.

Regarding cytotoxicity, the lignans podophyllotoxone and des-
oxypodophyllotoxin did not present toxicity at 160 pug/ml, toward
the peritoneal cells of mice in the experiment conducted, under the
conditions used (Table 4).

The bioassays using diflubenzuron demonstrated L.3-L4 mortal-
ity among larval between the 1st and 18th days. The concentration
tested (10 pug/ml) affected 100% of the larvae (Table 5B).

Discussion

Natural products remain a rich source of leading compounds for de-
veloping commercial products for all sectors. Thus, searching for

Table 1. Duration of development (A) and mortality (B) among Ae. aegypti larvae (L3) treated with an ethanolic extract {(ug/ml) of rhizomes

and roots of P. hexandrum (PM-3)

Treatment L3-14 (d) L3-pupac (d) L3-adule (d)
A X+ SD VI X *SD Vi X +=SD VI
Control 1.6 = 0.7a 1-3 7.1*2.8a 3-15 8.6 +2.8a 4-18
Testimony 1.8+ 1.1a 1-5 8.7 *3.5a 3-15 104 = 3.7a 4-18
10 4,743 3h A0 1-15 12.8 = 6b*** 4-25 14,6 + 5.5b*** 5-26
50 6.6 = 4.7b*+* 2-15 12.6 = 2.3b*** 9-18 14.5 + 2.8b*** 11-19
100 11.8 + 1.8b*** 9-14 14.5 + 3a 11-18 16 +4.2a 13-19
200 0 0 0 0 0 0

L3 L4 Pupae
B X+ SD VI % X *=SD VI % X +=SD VI %
Control 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Testimony 0 0 0 0 0 0 0 0 0
10 1+1a 9-19 5 2+1a 19-25 10 0 0 0
50 5.6 + 1.5b** 1-13 28.3 3.6*2la 14-25 18.3 0 0 0
100 16 =Fgro 1-15 80 3.3+ 3a 14-21 16.7 0 0 0
200 20.%:0c*** 1-18 100 0 0 0 0 0 0

Experiments with 20 larvae (L3) of Ae. aegypti, for cach test group and control, in triplicate, with three repetitions (7= 60). Mean and standard deviation
(X = SD). Range of variation (VI). Values followed by the same letter (a =a, b=b, ¢ =¢) have no significant differences. Significance levels according to the
Tukey test, represented as *** P < 0.001, **P <0.01, *P < 0.1 vs. DMSO and acetone control (1:1) (testimony).
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Table 2. Duration of development (A) and mortality (B) among Ae. aegyptilarvae (L3) treated with podophyllotoxone (1) (pg/ml)
Treatment L3-14 (d) L3-pupac (d) L3-adult (d)
A X +SD Ay X +SD Vi1 X+ SD A%
Control 21*09a 1-5 8 + 3.6a 2-15 10.5 = 3.6a 5-20
Testimony 22+ 1.2a 1-6 8.2+ 3.3a 3-14 11.3*3.7a 5-20
1 1.9%11a 1-3 7.3*2.6a 3-14 10.7 = 3.2a 5-16
10 26+ 3a 1-4 7.4+ 3.4a 3-15 10.8 = 3.8a 5-20
30 21+19a 1-8 6 * 2.4b* 2-15 9.1 + 3.4b* 5-17
50 0.3b*** 5.2 £ 1.ac! 4-7 7.1 = 04a 7-8
L3 14 Pupae
B X+ SD VI % X+ SD VI % X+ SD VI %
Control 0 0 0 0 0 0 0.3+ 0.6 6-6 1.3
Testimony 0 0 0 0.3 = 0.6a 15-15 1.3 0.3 % 0.6 14-14 2.7
1 0 0 0 0.3+ 0.6a 1-1 1:3 03+ 0.6 11-11 153
10 0 0 0 2.1 2% 5-16 8 1.7+ 0.6 9-20 72
30 0.7 = 0.6b* 2-3 2 7.6 * 6.6a 6-13 31.5 0.7+x11 5-16 4
0 0 0 18.3 + 7.6b** 1-8 73.3 2.3:+24 6-7 50

50

Experiments with 25 larvae (L3) of Ae. aegypti, for cach test group and control, in triplicate, with three repetitions (1= 75). Mean and standard deviation
(X + SD). Range of variation (VI). Values followed by the same letter (a =a, b=b, ¢ =¢) have no significant differences. Significance levels according to the

Tukey test, represented as *** P < 0.001, **P <0.01, *P < 0.1 vs. DMSO and acetone control (1:1) (testimony).

new natural insecticides may contribute toward reducing the popu-
lation of mosquitoes at the larval stage. In addition, they can play a
role in preventing tropical parasitic diseases, like malaria and den-
gue, which are transmitted by mosquitoes. Plant-derived lignans
have been targeted by our group with the aim of helping to meet this
challenge (Cabral et al. 2009, Leite et al. 2012, Narciso et al. 2014).

There is still considerable interest in exploring new biological ac-
tivities of other lignans that are related to podophyllotoxin. The lat-
ter and its related lignans are an exciting class of natural products
that can be studied with regard to different biological activities such
as larvicidal action. However, one of the challenges in carrying out
more work on these compounds is their limited availability from
natural sources. Efforts still need to be made toward facilitating in
vitro propagation of P. hexandrum plants (Silva 2000, Chakraborty

et al. 2010) and producing podophyllotoxin using different biotech-
nological approaches (Majumder and Jha 2009) so as to provide al-
ternative sources for its commercial supply in the future.

From the data obtained in the present study, larvicidal activity of
the PM-3 extract against Ae. aegypti was observed when it was
tested at the highest concentrations (100 pg/ml and 200 pg/ml), with
96.7% and 100% larval mortality, respectively. These results indi-
cate that the chemical constituents of the extract of PM-3 are poten-
tially active against the vector mosquito for dengue, thus justifying
the tests for larvicidal activity of the compounds (1) and (2), which
were isolated from the PM-3 extract. Podophyllotoxone (1) pre-
sented larval mortality of 73% (L4) and pupal mortality of 50%,
both at the concentration of 50 pg/ml. At the same concentration,
only 8% of the L3 larvae reached the adult phase. In addition, 33%

Table 3. Duration of development (A) and mortality (B) among Ae. aegyptilarvae (L3) treated with desoxypodophyllotoxin (2) (ug/ml)

Treatment L3-1L4 (d) L3-pupae (d) L3-adult (d)
A X *SD VI X =SD VI X *SD VI
Control 28%22 1-10 15548 6-24 17.8 = 4.7 10-26
Testimony 362 1-11 147 +5.2 7-24 17.4 = 4.8 10-26
1 i e o s | 2-6 0 0 0 0
10 2.1%04 2-3 0 0 0 0
30 0 0 0 0 0 0

L3 L4 Pupac
B X *=SD VI % X+ SD VI % X =SD VI %
Control 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Testimony 0 0 0 0 0 0 0 0 0
1 11 = 3.4b*** 2-8 55 9.+ 34bX** 3-8 45 0 0 0
10 17.6 * 0.6b*** 1-8 88.3 2.3 * 0.6a 34 11.7 0 0 0
30 20 = Ob*** 1-4 100 0 0 0 0 0 0

Experiments with 20 larvae (L3) of Ae. aegypti, for each test group and control, in triplicate, with three repetitions (7= 60). Mean and standard deviation
(X + SD). Range of variation (VI). Values followed by the same letter (a = a, b=b, ¢ = ¢) have no significant differences. Significance level according to the Tukey
test, represented as ***P < 0.001,** P <0.01, * P < 0.1 vs. DMSO and acetone control (1:1) (testimony).
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Table 4. Podophyllotoxone and desoxypodophyllotoxin cytotoxic-
ity bioassays in vitro (%) in mouse macrophage cells (2 x 10%ml)
from BALB/c mice

Substances Concentration Macrophage toxicity X *= SD
Positive control 160 1+ 0.002
Negative control - 1+ 0.002
Podophyllotoxone 160 265
Desoxypodophyllotoxin 160 16 =6

Mean and standard deviation (X * SD); positive control—acetone-DMSO;
negative control—cells alone.

of mortality at 30 pg/ml and a delay in the larval development (L3
to L4) can possibly suggests an interference of podophyllotoxone at
the moulting hormone.

According to Saguez et al. (2013) the activity of lignans and neo-
lignans can cause an impact on the growth and fertility of Myzus
persicae because these metabolites may interfere on the hormonal
system of this insect.

The bioguided assay resulted on the isolation of the lignan (4)-
epimagnolin A from the plant species Magnolia fargesii. The isolated
compound showed an inhibitory activity on the growth of the larvae
of Drosophila melanogaster (Miyazawa et al. 1994).

In Triatoma infestans and Rhodnius prolixus, which are the vec-
tors of Chagas disesase, podophyllotoxin has showed a high moult-
ing inhibition and ecdysis when applied either orally and topically
(Cabral et al. 2000b).

Further tests are needed in order to evaluate the effects of podo-
phyllotoxone on the mosquito physiology and development.

The compound desoxypodophyllotoxin (2) was more effective
against Ae. aegypti, as confirmed by the larval mortality of 100% at
the concentration of 1pug/ml within 8 d after the treatment. This re-
sult shows that the larvicidal activity of desoxypodophyllotoxin was
more effective when compared with the insecticide diflubenzuron
(10 pg/ml), which had larvicidal activity (100%) at 18 d after the
treatment on Ae. aegypti larvae.

Over the past few years, our research group has been working on
the insecticidal potential of many plant extracts and the compounds
isolated from them. Within this context, Podophyllum-based lignans
have been the subject of some our studies focusing on finding new
natural larvicidal compounds. To our knowledge, there are no other
reports of the insecticidal and larvicidal activity of

podophyllotoxone and desoxypodophyllotoxin against Ae. aegypti.
The present study also provide some basic knowledge that might
have some application to the larval control, which play a role in the
prevention of dengue and other diseases transmitted through this
vector.

Lignans have a proven efficacy for controlling insects. From
the dichloromethane extract of the roots of P. hexandrum, the
lignan podophyllotoxin was isolated through biomonitoring, us-
ing Drosophila melanogaster as the experimental insect.
Bioassays using podophyllotoxin on D. melanogaster showed
larval mortality of 100% when the larvae were fed on a diet con-
taining 2.0 pmol/ml of the substance (Miyazawa et al. 1999).
Deoxypodophyllotoxin has been seen to have insecticidal activ-
ity against adult females of the species Culex pipiens pallens,
Musca domestica, Blatella germanica, and Periplaneta fuliginosa
(Inamori et al. 1986).

In Ae. aegypti, the lignan burchellin was found to cause larval
mortality of 100% at the concentration of 30 pg/ml, between 24
and 78h after application of the substance (Narciso et al. 2014).
Studies conducted by Cabral and collaborators (2009) and Leite and
collaborators (2012) using grandisin and tetrahydrofuran lignan
demonstrated larvicidal activity (200 pg/ml and 150 pg/ml) toward
Ae. aegypti. The lignan 7’ episesartemin, isolated from the leaves of
Piper fimbriulatum, showed larvicidal activity toward the dengue
vector, with LCpp of 17.60 pg/ml, 24 h after the treatment (Solis
et al. 2005).

The results of this study demonstrated that an ethanolic extract
from the rhizomes and roots of P. hexandrum (PM-3) and the lig-
nans podophyllotoxone (1) and desoxypodophyllotoxin (2) showed
larvicidal activity and did not demonstrate toxicity toward the peri-
toneal macrophage cells of BALB/c mice. Further studies are re-
quired to elucidate the mechanism of action for both lignans aiming
their use for controlling the population of Ae. aegypti.

In conclusion, according to the results from this study, it can be
concluded that podophyllotoxone (1) and desoxypodophyllotoxin
(2) isolated from the ethanolic extract (PM-3) of rhizomes and roots
of P. hexandrum, exhibited significant toxicity toward Ae. aegypti
larvae, thus confirming their efficacy as larvicidal compounds. In ad-
dition, the toxic activity and the resulting reduced number of adults
give these lignans a potential that needs to be further investigated in
the search for active compounds that can interfere with the growth
and development of insects, particularly the mosquito Ae. aegypti,
the dengue vector.

Table 5. Duration of development (A) and mortality (B) among Ae. aegyptilarvae (L3) treated with the insecticide diflubenzuron (ug/ml)

Trearment L3+14 (d) L3-pupae (d) L3-adult (d)

A X+SD V1 X +=SD VI X +SD VI

Control 2+1.24 1-5 6+2 2-8 ZXELS 4-13

10 33x1.6a 1-4 0 0 0
L3+14 Pupac

B X +SD AY! X +SD Vi %

Control 0 0 0

10 20 = Ob*** 1-18 0 0 0

Experiments with 20 larvae (L3) of Ae. aegypti, for test group and control, in triplicate, with three repetitions (7 = 60). Mean and standard deviation (X * SD).
Range of variation (VI). The data were analyzed by means of one-way ANOVA. Standard deviations were calculated using the averages from the experiments

through Graphpad Instat 3.05. Mineral water (control).
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Abstract

an application in the control of mosquitoes, the main vectors of arboviruses.

INTRODUCTION

Aedes (Stegomyia) albopictus (Skuse, 1894) (Diptera
Culicidae), is a mosquito originally from Asia which is also an
invasive species that can also be found in areas of tropical,
subtropical and temperate climates [1]. It has been reported
that this Asian tiger mosquito is a less efficient vector of
dengue compared to Ae. aegypti although, it offers a special
concern to the public health implications because it is able to
transmit other arboviruses such as chikungunya [2]. It can also
transmit heartworm parasites [1] in dogs. Dengue is regarded
as the most rapidly spread mosquito-borne infectious disease
world. Despite its consequences, there is no effective treatment
for patients who rely on supportive care. Moreover, disease
prevention is dependent on controlling the mosquito population
[3]. The use of conventional insecticides is not safe since some
of them are toxic to humans and to non-target organisms and
limited success has been achieved with them. In addition, due to
repeated applications, the emergence of insecticide resistance in

Aedes (Stegomyia) albopictus (Skuse, 1894) (Diptera: Culicidae), the Asian tiger mosquito, is a less efficient vector of dengue compared to Ae. aegypti
although, it is able to transmit other arboviruses and thus, should remain a concern for the public health. Dengue Is regarded as the most rapidly spread
mosquito-borne infectious disease world. Disease prevention is dependent on controlling the mosquito population. Plant-derived natural products have been
investigated in the search for new insecticides and larvicides aiming to help in the control of insects and their larvae. Lignans are phenolic compounds mainly
distributed in plants even though they are found in other organisms and the insecticidal properties have been reported. This communication describes the
evaluation of the activity of desoxypodophyllotoxin (1), isolated from the rhizomes and roots of Podophyllum hexandrum against the mosquito Ae. albopictus.
Bioassays were performed on 25 larvae (L3] of Ae. albopictus. The desoxypodophyllotoxin was dissolved in a mixture of acetone: dimethylsulfoxide (DMSO)
(1:1) and applied at final concentrations of 1-30 pg/ml. The mortality (100%) of the Ae. albopictus larval was observed in all the concentrations occurred. This
study showed the larvicidal activity of the lignan desoxypodophyllotoxin (1) against the larvae of Ae. albopictus, and to some extent, confirms its potential as

mosquitoes has increased and this causes environmental damage.
Furthermore, vector control is costly and has only been partially
successful in reducing transmission of the disease. Controlling
the mosquito at the larval stage may be an alternative.

Plant-derived natural products have been investigated in
the search for new insecticides and larvicides aiming to help in
the control of insects and their larvae. It is desirable to find an
environmentally safe, biodegradable and target insecticide. Many
natural products are highly active against arthropods particularly
alkaloids, phenolic compounds and terpenoids [4].

Lignans are phenolic compounds mainly distributed in plants
even though they are found in other organisms. Their biological
activities were fully reviewed by MacRae and Towers (1984) [5],
and include antibacterial, antifungal, antiviral and antioxidant
activity. Besides the insecticidal properties of lignans have also
been reported [6].

Podophyllum species have well known lignan profiles [7], and

Cite this article: Maleck M, da Silva Pedra Parreira W, Serdeiro MT, Tavares Vieira RR, Honorio NA, et al. (2017) Larvicidal Activity of the Lignan desoxy-
podophyllotoxin Against Aedes albopictus. Ann Community Med Pract 3(2): 1022.
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podophyllotoxin and its derivatives have received more attention
due to their medicinal applications [8]. On the other hand, the
spectrum of activities for these compoundsis being expanded due
to their effect on insects by known lignans [9]. In a recent study,
we have reported that the larvicidal activity of podophyllotoxone
against the larvae of Ae. aegypti made a possible contribution to
the delayed development of its larvae [10].

Our research group is currently investigating the insecticidal
and larvicidal potential of plants containing lignans and their
isolated compounds and their use against vectors of great
concern to the public health. This communication describes the
evaluation of the larvicidal activity of desoxypodophyllotoxin
(1) (Figure 1), against the mosquito Ae. albopictus. In a previous
study [10], we reported on the isolation and identification of this
compound from an ethanolic (EtOH) extract from the rhizomes
and roots of Podophyllum hexandrum.

MATERIALS AND METHODS

Ae. albopictus eggs were obtained from the Nucleo
Operacional Sentinela de Mosquitos Vetores, Instituto Oswaldo
Cruz/FIOCRUZ, Rio de Janeiro. The bioassays were held in the
Laboratério de Insetos Vetores, Universidade Severino Sombra,
Rio de Janeiro. The larvae at 3rd stage (L3) were pooled and
separated for the bioassays.

Desoxypodophyllotoxin (1) was dissolved in a mixture of
acetone: dimethylsulfoxide (DMSO) (1:1) and applied at final
concentrations of 1, 10 and 30 pg/mL in a receptacle containing
mineral water (25 mL) and a diet of fishmeal (Alcon Guppy) at a
dose of 0.3 mg/larva Twenty-five third-stage (L3) larvae were
used per group: test, control (without desoxypodophyllotoxin
(1) and without a mixture of acetone: DMSO) and testimony
control (with a mixture of acetone: DMSO). The experiments
were performed in triplicate, totaling 75 larvae (L3) per group,
with three repetitions. The larvae were maintained in a climate-
controlled chamber at 28 + 1 °C and 70 + 10% relative humidity.
The bioassays followed the methodology described by Maleck
and collaborators (2017) [10], which were adapted from WHO
(2005) [11]. The data were analyzed by means of one-way ANOVA
with means separated using the Tukey test with a significance
level of 5% [12], and standard deviations were calculated using
the averages from the experiments through GraphPad Instat

Seen,

H4CO OCH;

QOCH;
1

Figure 1 Desoxypodophyllotoxin (1) isolated from Podophyllum
hexandrum.

Maleck etal. (2017)
Email: marise.maleck@gmail.com

3.05 [13]. The LC, value was calculated by means of Trimmed
Spearman-Karber analysis [14].

RESULTS AND DISCUSSION

In this study, the treatment with desoxypodophyllotoxin
(1) showed that the L3-L4 larval development was reduced
(1-5 d) at the concentrations of 1 pg/mL, 10 pg/mL, and 30 pg/
mL when compared with both controls which showed delayed
development of larvae (1-10 d) (Table 14).

The larvae (L3) of Ae. albopictus treated with
desoxypodophyllotoxin showed L3-L4 viability of 52% (1 pg/
mL), 25% (10 pg/mL) and 28% 30 pg/mL (Table 1B). Both
controls presented 100%viability of the L3-adult, however at the
same concentrations evaluated (1, 10 and (30 pg/mL)) the larvae
did not reach the adult phase as shown (Table 1B).

Regarding mortality, the concentration of 1 pg/mL of
compound (1) affected 48% (12 + 8.7) of the L3 larvae between
the 1st to 3rd day. The high mortality rate above 70% for L3 was
observed at 10 pg/mL (15.3 + 11.1) (2-7 d) and 30 pg/mL (18 +
7) (1-6 d) concentration. The data showed a toxic activity with
an LC, of 1.1 pg/mL. The mortality (100%) of the Ae. albopictus
larval (L3+L4) was observed in all the concentrations occurred of
the 1st to 7th (Table 1C).

Studies with lignans have shown their effects on the insects.
In studies with podophylltotoxin and deoxypodophyllotoxin,
both compounds have shown insecticidal activity against larvae
of Epilachna sparsa orientalis [15]. According to the authors,
deoxypodophyllotoxin was also active against adult females of
Culex pipiens molestus, Musca domestica, Blatella germanica and
Periplaneta fuliginosa [15].

Cabral and collaborators (2000) [9] evaluated some
lignans and neolignans as inhibitors of ecdysis on four instar
larvae of Rhodnius prolixus, a major vector of Chagas disease.
Podophyllotoxin caused a highmoulting inhibition and significant
toxicity when applied either orally and topically. Whereas the
high percentage of ecdysis inhibition (58%) was observed for
pinoresinol applied orally at a concentration of 100 mg/mL.
Moreover, podophyllotoxin and burchellin reduced the excretion
of the insect in 24 h while the other evaluated lignans did not
have any effect on the excretion.

Burchellin, a lignan isolated from the stems of Ocotea
cymbarum (Lauraceae) was very effective against Ae. aegypti and
showed larval mortality of 100% at a concentration of 30 pg/mL,
between 24 and 78 h after the treatment [16].

Overall, desoxypodophyllotoxin demonstrated 100% larval
mortality on Ae. albopictus at all the concentrations evaluated
until 7 days after treated. These results corroborate with our
previous work, where this compound has shown a 100% larval
mortality for Ae. aegypti at the same concentrations [10]. In
addition, desoxypodophyllotoxin did not demonstrated toxicity
toward the peritoneal macrophage cells of BALB/c mice, and
thus, is worthy of further studies [10].

CONCLUSION

This study showed the larvicidal activity of the lignan
desoxypodophyllotoxin (1) against the larvae of Ae. albopictus,

Ann Community Med Pract 3(2): 1022 (2017)
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Table 1: Duration of development (A), viability (B) and mortality (C) among Aedes albopictus larvae (L3) treated with desoxypodophyllotoxin (1).

@SciMedCentral
Treatment L3-L4 (days)
A X+SD VI
Control 21+ 15a 1-10
Testimony 33+ 2.1bc 1-10
1pg/mL 2.8 + 0.4ac 2-3
10 pg/mL 2.1+ 0.6ad* 1-4
30 pg/mL 3.8+ 1bc 2-5
L3 L3-L4
B X+SD X+SD
Control 25 +0a 25+ 0a
Testimony 25 +0a 25+ 0a
1pg/mL 25+ 0a 13+8.7a
10 pg/mL 25 +0a 6 + 6b*
30 pg/mL 25 +0a 7 + 7b*
Larvae (L3+L4)
C X+SD VI
Control 0Oa 0
Testimony Oa 0
1pg/mL 25+ Ob*** 1-7
10 pg/mL 25+ Ob*** 2-7
30 pg/mL 25+ Ob*** 1-6

Pupae (days) L3-adult (days)
X+SD VI X+SD VI
11.2+ 3a 5-18 18.8+3a 7-20
11+ 2.3a 5-17 13.6+ 2.2a 8-18
0 0 0
0 0 0
0 0 » 0
L4-Pupae L3-adult
% X+ SD % X+SD %
100 25+ 0a 100 25+ 0 100
100 25+ 0a 100 25+ 0 100
52 0 0 0 0
25 0 0
28 0 0 0 0
Pupae
% X+SD VI %
0 0 0 0
0 0 0 0
100 0 0 0
100 0 0 0
100 0 0 0

Experiments with 25 larvae (L3) of Ae. albopictus, for each test group and control, in triplicate, with three repetitions (n = 75). Mean and standard
deviation (X + SD). Range of variation (VI). Values followed by the same letter (a = a, b = b, ¢ = ¢) have no significant differences. Significance levels
according to the Tukey test, represented as ***P < 0.001, *P <0.1 vs. acetone: dimethyl sulfoxide (DMSO) (1:1) (testimony).

and to some extent, confirms its potential as an application in the
control of mosquitoes, the main vectors of arboviruses.
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Atividade larvicida de 6leos essenciais sobre Aedes aegypti
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Resumo. Dengue, zika, chikungunya e febre amarela urbana séo arboviroses, que
circulam no Brasil, responsaveis pelo elevado numero de morbidade e mortalidade,
além de consequéncias severas a saude da populagédo. Esforcos para controlar o
mosquito sdo importantes para prevenir surtos destas doencas. Uma alternativa
eficaz no ambito do controle biolégico é o uso dos produtos naturais de plantas.
Nesta perpectiva, 0os Oleos essenciais tém recebido atencdo como potenciais
agentes bioativos contra os insetos. Este estudo teve como objetivo investigar o
potencial de 27 Oleos essenciais no controle do mosquito Ae. aegypti como
alternativas naturais no controle destas doencas. Os Oleos essenciais foram
dissolvidos em dimetilsulfoxido (DMSQO) nas concentracdes 1-100 pg/mL. Apds a
diluicdo, as solugdes foram aplicadas (ug/mL) no meio de criagao das larvas de 3°
estadio. A toxicidade das solucbes foi avaliada em relacdo ao crescimento e
desenvolvimento das larvas de Ae. aegypti até a emergéncia. Dentre os 27
terpendides avaliados sobre Ae. aegypti, no presente estudo foi revelado o potencial
promissor dos Oleos dihydrojasmone, farnesol, thymol, p-cymene, carvacrol e

nerolidol como agentes contra o principal transmissor da dengue.

Palavras-chave: Aedes aegypti, atividade larvicida, produtos naturais, Oleos

essenciais
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1 Introducéo

Aedes aegypti (L.) (Diptera: Culicidae) é considerado um dos mais
importantes vetores na atualidade em saude publica, pois transmite varias
arboviroses, sendo o principal transmissor dos quatro sorotipos (DEN-1, DEN-2,
DEN-3 e DEN-4) do virus Dengue, assim como um importante vetor da febre
amarela urbana (BRASIL, 2001). No Brasil, este mosquito € também vetor dos virus
Chikungunya, que provoca um quadro muito parecido com a dengue, e do virus
Zika, o qual foi associado aos casos de microcefalia e outros problemas
neuroldgicos (BRASIL 2015ab, ZANLUCA et al. 2015). Com excec¢do da febre
amarela que existe uma vacina preventiva, o principal método de prevencédo e
transmissao desses virus ainda é o controle do mosquito vetor. Uma alternativa
eficaz no ambito do controle biolégico € o uso dos produtos naturais de plantas que
irdo atuar como inseticidas, porém ambientalmente mais seguros no controle dos
mosquitos (Ghosh 2012). Nesta perpectiva, 0os 0Oleos essenciais tém recebido
atencdo como potenciais agentes bioativos contra os insetos, seja na sua forma
bruta ou através de suas substancias purificadas (Tunc et al 2000, Camara et al
2015, Dambolena et al 2016). Os 6leos essenciais sao contituidos principalmente
por terpendides, particularmente monoterpenos e sequisterpenos (Bizzo et al 2009).
Estes possuem diversas atividades biolégicas, entre elas nematicida (Abdel-Rahman
et al 2013), antileshmanicida (Rosa et al. 2003), antiinflamatoria (Marsik et al 2005) e
atividades antitumorais (Li et al 2016), bem como atividade inseticida (Park et al
2008). O presente estudo teve como objetivo investigar o potencial de 27 o6leos
essenciais, no controle do mosquito Ae. aegypti como alternativas naturais no
controle das doencas veinculadas por este vetor e verificar alteracdes morfolégicas

dos 6leos mais ativos sobre as larvas de 3° estadio.

2. MATERIAL E METODOS
2.1. Oleos essenciais

Os 0leos essenciais avaliados sobre Ae. aegypti foram comprados da Sigma—

Aldrich (St. Louis, MO). A estrutura quimica é mostrada na Figura 1.
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Figura 1: Estrutura quimica dos 6leos estudados no presente estudo.
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2.2 Bioensaios
2.2.1 Aedes aegypti

Os ovos de A. aegypti foram obtidos da colbnia de mosquitos mantida no
Laboratorio de Transmissores de Hematozodrios, Instituto Oswaldo Cruz, FIOCRUZ,
RJ, Brasil. Os bioensaios foram realizados no Laboratério de Insetos Vetores,
Universidade Severino Sombra, Vassouras, RJ. Para a realizagcdo dos testes o0s
ovos foram colocados para a eclosdo em recipientes contendo &gua mineral
previamente aquecida a 28° C e adicionado racéo para peixe (Alcon Guppy®). Os
recipientes contendo os ovos foram mantidos em camara climatizadas BOD a 27 + 1
°C e 70 + 10% UR.

2.2.2 Atividade larvicida

Os bioensaios seguiram a metodologia de Cabral et al. (2009) e Maleck et al
(2016) adaptadas de WHO (2005). Os Oleos essenciais foram diluidos em
dimetilsulféxido (DMSO) e aplicados nas concentracdes finais de 1 a 100 pg/mL em
recipientes de vidro contendo agua mineral (20 mL). Foram utilizadas vinte larvas de
3° estagio (L3) por grupo: teste, controle (sem 6leo essencial e sem solvente de
diluicdo) e controle testemunho (sem 0Oleo essencial e com solvente de diluicdo). Os
experimentos foram realizados em triplicatas, totalizando 60 larvas por grupo e trés
repeticdes. Apos o tratamento, os insetos foram mantidos em dieta normal (racao de
peixe na proporcao de 0,3 mg/larva) em camara climatica - BOD a27+1°Ce 70 %
10% UR e observado por 30 dias, sobre o desenvolvimento, viabilidade e

mortalidade.

2.2.3 Analise estatistica

Os resultados obtidos dos ensaios biologicos foram submetidos ao teste de
Tukey através do programa GraphPad Prism versdo 6.00 para Windows (GraphPad

Software, San Diego California USA - www.graphpad.com).
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2.3 Microscopia eletronica de transmissao

Para a microscopia de transmisséo, as larvas de Ae. aegypti provenientes dos
ensaios de atividade larvicida (controle, DMSO e grupo teste) foram fixadas em
solucdo de glutaraldeido 2,5%, paraformaldeido 4% e cloreto de calcio 0,5 mM em
tampdo cacodilato de sodio 0,1M, pH 7 por 1 hora a temperatura ambiente. Apds a
lavagem no mesmo tamp&o, o material foi pés-fixado em tetréxido de ésmio 1% em
tampdo cacodilato de sédio 0,1M, pH 7.2, por 1 hora a temperatura ambiente, no
escuro. A desidratacao foi feita em gradientes crescentes de acetona (50%, 70%,
90% e 100%) seguida de infiltracdo e inclusdo na resina epoxi Epon 812. Cortes
ultrafinos foram contrastados com acetato de uranila a 5% e citrato de chumbo 1%
para observacdo ao microscépio eletrbnico de transmissdo modelo Tecnai Spirit
iCorr 120Kv do Centro Nacional de Biologia Estrutural e Bioimagem (CENABIO) da
Universidade Federal do Rio de Janeiro.

3. RESULTADOS
3.1 Atividade larvicida

-Screening

No presente estudo foi avaliado a atividade de 27 Oleos essenciais
terpendides sobre as larvas de 3° estadio (L3) de Ae. aegypti. Inicialmente foi
realizado um screening utilizando a concentragao de 100 ug/mL (Tabela 1). Todos
0s 6leos essenciais apresentaram agao sobre as larvas de Ae. aegypti, no entanto,
trans-caryophillene e (-)-borneol apresentaram a menor atividade larvicida com 5 e
7% de mortalidade, respectivamente, seguidos dos o6leos (-)-carveol (18%), a-
humulene (20%), a-terpineol (22%), (R)-(1)-carvone (23%), (R)-(+)-limonene (25%),
citrol (28%), myrtenol (30%), (+)-a-pinene (33%), geraniol (37%), sabine (38%),
linalyl acetate (41%), linalool (42%), (-)-terpinen-4-ol (47%), B-citronellol (58%),
terpinolene (58 %), B-pinene (65%), B-bisabolol (67%), 1-(-)-menthone (77%) e D-
dihydrocarvone (88%).

Entre os 27 Oleos essenciais testados, os mais ativos foram o carvacrol,
dihydrojasmone, farnesol, p-cymene, nerolidol e thymol apresentando 100% de
mortalidade larval na concentracdo de 100 yg/mL. Para thymol, nerolidol, p-cymene,
carvacrol e farnesol a mortalidade deu inicio imediatamente apos as larvas entrarem

em contato com os 6leos essenciais, sendo a mortalidade total das larvas registrada
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em 15 minutos, 1 h, 2 h, 24 h e 24 h, respectivamente. Ja dihydrojasmone, apds a
aplicagdo, a mortalidade larval total foi registrada em 1 a 6 dias. A partir dos
resultados do screening, estes seis 6leos foram testados nas concentracfes de 1,
10, 30, 50, 60, 70, 80, 90 e 100 pg/mL e avaliados quanto o desenvolvimento,
viabilidade e emergéncia dos adultos. Nas larvas provenientes dos bioensaios foram
verificadas as possiveis alteracdes morfoldgicas causadas por thymol, nerolidol, p-

cymene, carvacrol, farnesol e dihydrojasmone.

-Dihydrojasmone

O dleo essencial dihydrojasmone quando testado sobre as larvas L3 de Ae. aegypti
estendeu o periodo larval nas concentracdes de 70 (10,1+3,4 dias; P< 0,001) e 80
ug/mL (11,7+£3.6 dias; P< 0,001), respectivamente. (Tabela 1A). O mesmo Oleo
também interferiu no desenvolvimento das larvas (L3) até a fase adulta nas
concentracbes de 70 (11,8+3,7 dias; P< 0,001) e 80 ug/mL (13,7£3,6 dias; P<
0,001) (Tabela 1A). Dihydrojasmone causou diminuicdo da viabilidade larval (L3-L4)
com 85% (50 ug/mL), 67% (60 ug/mL), 55% (70 ug/mL), 38% (80 pug/mL) e 10% (90
ug/mL) (Tabela 1B), mas estas concentracbes apresentaram 100% de viabilidade
L4-pupa (Tabela 1B). Dihydrojasmone testado nas concentracdes de 1, 10 e 30
ug/mL ndo obteve mortalidade larval, esta acdo foi observada a partir da
concentracdo de 50 ug/mL com 15%, que ocorreu de 1-12 dias apos a aplicagéo, e
observada também nas concentra¢cdes de 60, 70, 80 e 90 ug/mL apresentando o0s
seguintes percentuais: 33%, 45%, 62% e 90%, respectivamente (Tabela 1C).
Dihydrojasmone atingiu 100% de mortalidade larval na maior concentracdo (100
ug/mL) em 1 a 6 dias apos o tratamento (Tabela 1C). Apresentou também atividade
sobre as pupas de Ae. aegypti sendo registrado o maior percentual de mortalidade

(15%) na concentracéo de 70 ug/mL.
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Tabela 1. Desenvolvimento (A), viabilidade (B) e mortalidade (C) de Aedes aegypti em larvas L3
tratadas com dihydrojasmone nas concentragdes de 1-100 pg/mL.

Tratamento Larval (dias) Pupal (dias) L3-adulto (dias)
A X +DP v X + DP v X +DP v
Controle 5,9+1,3a 4-9 1,8+0,4a 1-2 7,8t1,5a 5-11
DMSO 7,3£0,9b 6-9 2+0ab 2-2 9,2+1,1b 6-11
1 6,8+1,5ab 5-12 2+0ab 2-2 8,2+1,5ab 7-14
10 7,912,5b 4-15 2,3£0,3c**** 2-3 10,2+2,5ab 6-17
30 6,6+2,2ab 3-14 2,1+0,7b 1-3 8,7+2,4ab 5-16
50 5,9+1,5a* 2-10 2+0ab 2-2 7,8+1,43* 4-12
60 8,512,2b 4-13 2+0ab 2-2 10,5+2,2b 6-15
70 10,1£3,4¢**** 2-17 2+0ab 2-2 11,8+3,7¢c**** 4-19
80 11,7+£3,6¢%** 4-18 2+0ab 2-2 13,7£3,6¢*** 6-20
90 7,7£2,6b 4-10 2+0ab 2-2 9,5+3ab 6-12
100 0 0 0 0 0 0
L3-L4 L4-pupa Pupa L3-adulto
B X zDP % X zDP % X zDP % X zDP %
Controle 20 +0ab 100 20 +0ab 100 20 +0ab 100 20 +0ab 100
DMSO 20 +0ab 100 20 +0ab 100 20 +0ab 100 20 +0ab 100
1 20 +0ab 100 20 +0ab 100 20+0ab 100 20+0ab 100
10 20 +0ab 100 20 +0ab 100 20+0ab 100 20+0ab 100
30 20 +0ab 100 20 +0ab 100 20+0ab 100 20+0ab 100
50 17 £2,6¢** 85 17 £2,6¢** 100 16,3t£2,1ac* 97 16,3+£2,1ac* 82
60 13,3 +0,5d**** 67 13.3 +0,5d**** 100 13,3+0,5¢**** 100 13,3£0,5¢**** 67
70 11 +1d**** 55 11 +1d**** 100 9+2,0d**** 73 9+2,0d**** 40
80 7,7 £1,5e**** 38 7,7 £1,5e**** 100 7,7+1,5d*r** 100 7,7+1,5d*r** 38
90 241, 7fH*** 10 241, 7f*** 100 1,3£0,5e**** 67 1,3£0,5e**** 7
100 0 0 0 0 Qg*rx* 0 Qgrrx* 0
c L3 L4 Pupa
X = DP \ % X = DP v \Y] X = DP v %
Controle Oab 0 0 0 0 0 Oab 0 0
DMSO Oab 0 0 0 0 0 Oab 0 0
1 Oab 0 0 0 0 0 Oab 0 0
10 Oab 0 0 0 0 0 Oab 0 0
30 Oab 0 0 0 0 0 Oab 0 0
50 3+lc** 1-12 15 0 0 0 0,7+0,5ab 1-2 3
60 6,7+0,5d**** 1-10 33 0 0 0 Oab 0 0
70 9+ 1drr** 1-15 45 0 0 0 3+1c** 1-2 15
80 12,3+1,5e**** 1-12 62 0 0 0 Oab 0 0
90 1841, 7frrx* 1-6 90 0 0 0 0,7+1,1ab 1-1 3

100 20£0f**** 1-6 100 0 0 0 0 0 0

Experimentos com 20 larvas (L3) de Ae. aegypti para cada grupo teste (1-100 pg/mL), controle (sem dihydrojasmone
e sem DMSO) e controle testemunho (DMSO), em ftriplicatas (n=60) e com 3 repeticbes. Média e desvio padrédo
(X£DP). Intervalo de Variacdo (IV). Valores seguidos da mesma letra na mesma coluna ndo possuem diferencas
significativas entre si pelo teste de Tukey. Niveis de significAncia representados como **** P<(0,0001; **P<0,01;
*P<0,1 vs controle testemunho (DMSO).
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-Farnesol

O farnesol aplicado no meio de criacdo das larvas de Ae. aegypti diminuiu o periodo
de desenvolvimento larval nas concentracdes de 30 ug/mL (4,4+0.9 dias; P < 0,001)
e 50 pug/mL (4+1 dias; P < 0,1) e o periodo de desenvolvimento L3-adulto na
concentragdo de 30 ug/mL (6,1%0,7 dias; P < 0,001) quando comparados ao
controle testemunho DMSO (7.3£0.9 dias) (Tabela 2A). Os bioensaios com farnesol
mostraram viabilidade larval (L3-L4) de 98% (1 ug/mL), 67% (10 ug/mL), 12% (30
ug/mL), 5% (50 pg/mL), 5% (60 pug/mL), 3% (70 ug/mL), 2% (80 ug/mL) e 2% (90
ug/mL) e destas larvas, a viabilidade L4-pupa e viabilidade Pupa-adulto foi de 100%
(Tabela 2B). Os testes apresentaram atividade larvicida desde a menor
concentragao (1 pg/mL), com 2% de mortalidade, seguidos de 33% (10 ug/mL), 88%
(30 pg/mL), 95% (50 pg/mL), 95% (60 ug/mL), 97% (70 pg/mL), mantendo o
percentual de 98% para 80 pug/mL e 90 ug/mL. Apos 24h do tratamento, atingiu a
taxa de mortalidade de 100% na concentragdo de 100 pg/mL (Tabela 2C). Foi

observada mortalidade pupal de 10% na concentracdo de 1 ug/mL (Tabela 2C).
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Tabela 2. Desenvolvimento (A), viabilidade (B) e mortalidade (C) de Aedes aegypti em larvas L3
tratadas no meio de criagdo com farnesol nas concentragdes 1-90 ug/mL.

Tratamento Larval (dias) Pupal (dias) L3-adulto (dias)
A X +DP v X +DP v X tDP v
Controle 5,9+1,3a 4-9 1,9+0,3a 1-2 7,8+1,5a 5-11
DMSO 7,310,9b 6-9 2+0ab 2-2 9,2+41,1b 6-11
1 7,3+2b 4-12 1,9+0,3ab 1-2 9,3+2,1b 6-14
10 6,61+2ab 3-11 2+0ab 2-2 8,6+1,9ab 5-13
30 4,4+0,9ac*** 3-6 1,7+0,5ab 1-2 6,1+0,7ac*** 5-7
50 4+lac* 3-5 2,240,5ab 2-3 6,3+1,5ab 5-8
60 5,7+1,2ab 5-7 2+0ab 2-2 7,7+1,2ab 7-9
70 4,5+0,5ab 4-5 1,5+0,7ab 1-2 6,5+0,5ab 6-7
80 5+0ab 5-5 0 0 0 0
90 6+0ab 6-6 240 2-2 8+0ab 8-8
100 0 0 0 0 0 0
B L3-L4 L4-pupa Pupa L3-adulto
X £DP % X £tDP % X +DP % X+ DP %
Controle 20 +0ab 100 20 +0ab 100 20 +0ab 100 20 +0ab 100
DMSO 20 +0ab 100 20+0ab 100 20+0ab 100 20%0 100
1 19,7 £0,5ab 98 19,7+0,5ab 100 17,7+1,5ab 90 17,7¢1,5ab 88
10 13,3+ 2,1c**** 67 13,3+2,1c**** 100 13,0+£2,6¢c**** 98 13,0£2,6¢c**** 65
30 2,32 3d¥** 12 2,3+2,3d**** 100 2,3+2,3d**** 100 2,3+2,3d**** 12
50 1,0 £1,0d**** 5 1,0£1,0d**** 100 1,0£1,0 d**** 100 1,0#1,0d**** 5
60 1,0 £1,0d**** 5 1,0£1,0 d*** 100 1,0£1,0 d**** 100 1,0#1,0d**** 5
70 0,7 +£0,5d**** 3 0,7+0,5 d**** 100 0,7£0,5 d**** 100 0,7+0,5 d**** 3
80 0,3 +£0,5d**** 2 0,3+0,6 d**** 100 0 0 0 0
90 0,3+0,5d**** 2 0,3+0,5d**** 100  0,3+0,5d**** 100 0,3+0,5d**** 2
100 0 0 0 0 0 0 0 0
B L3 L4 Pupa
X+ DP v % X+ DP v % X+ DP v %
Controle Oab 0 0 0 0 0 Oa 0 0
DMSO Oab 0 0 0 0 0 Oa 0 0
1 0,3+0,5ab 1-1 2 0 0 0 2+2b* 5-8 10
10 6,7+2,1c**** 1-4 33 0 0 0 0,3+0,5a 3-3 2
30 17,742,3d**** 1-4 88 0 0 0 Oa 0 0
50 1941 d**** 1-3 95 0 0 0 Oa 0 0
60 1941 d**** 1-2 95 0 0 0 Oa 0 0
70 19,340,5d**** 1-3 97 0 0 0 Oa 0 0
80 19,740,5d**** 1-2 98 0 0 0 0,3+0,5a 3-3 2
90 19,740,5d**** 0-1 98 0 0 0 Oa 0 0
100 20+0d**** 0-1 100

Experimentos com 20 larvas (L3) de Ae. aegypti para cada grupo teste (1-90 pg/mL), controle (sem farnesol e sem
DMSO) e controle testemunho (DMSO), em triplicatas (n=60) e com 3 repeticbes. Média e desvio padrao (X+DP).
Intervalo de Variagdo (IV). Valores seguidos da mesma letra na mesma coluna ndo possuem diferencas significativas
entre si pelo teste de Tukey. Niveis de significancia representados como ****P<0,0001; *** P< 0,001; *P<0,1 vs
controle testemunho (DMSO).
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-Thymol

O thymol néo interferiu no periodo de desenvolvimento do mosquito A. aegypti
(Tabela 3A). Quanto a viabilidade, nos bioensaios com thymol nas concentracdes 1,
10 e 30 pug/mL 100% das larvas (L3) chegaram a fase adulta (L3-adulto), enquanto
gue para os testes em 50, 60, 70 ug/mL a emergéncia foi de apenas 20, 10 e 5%,
respectivamente (Tabela 3B). No presente estudo foi observada a mortalidade das
larvas L3 de A. aegypti tratadas com thymol a partir da concentragdo de 50 ug/mL
com 80%. Houve um crescente aumento da mortalidade na medida em que a
concentragdo aumentava, perfazendo 90 (60 pg/mL), 95 (70 pg/mL) e 100% (80
ug/mL) (Tabela 3C). Thymol nédo registrou mortalidade pupal.
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Tabela 3. Desenvolvimento (A), viabilidade (B) e mortalidade (C) de Aedes aegypti em larvas L3
tratadas no meio de criagdo com thymol nas concentragbes 1-80 pg/mL.

Tratamento Larval (dias) Pupal (dias) L3-adulto (dias)
A X+DP v X+ DP \Y X+ DP v
Controle 6,6+3a 3-14 2,3+0,5a 2-3 10+£2,9a 6-18
DMSO 7,7+3,2ab 3-16 1,9+0,3b 1-2 10,2+3,4ab 6-18
1 8,1+2b 5-15 2+0b 2-2 10,3+2,1ab 7-16
10 7,5+1,1ab 6-9 2,2+0,4a 2-3 9,7+1,2ab 8-12
30 7,6+1,5ab 3-10 2+0b 2-2 9,8+1,5ab 5-12
50 6,6+0,8ab 5-7 2,2+0,4a 2-3 8,7+0,9ab 7-10
60 5,4+1,1ab 4-7 2+0b 2-2 7,7+1,2ab 6-9
70 5+lab 4-6 2+0b 2-2 6,7+1,5ab 5-8
80 0 0 0 0 0 0
B L3-L4 L4-pupa Pupa L3-adulto
X DP % X DP % X DP % X +DP %
Controle 19,7+0,6a 98 19,7+0,6a 100 19,7+0,6a 100 19,7+0,6a 98
DMSO 20+0ab 100 20+0ab 100 20+0ab 100 20+0ab 100
1 20+0ab 100 20+0ab 100 20+0ab 100 20+0ab 100
10 20+0ab 100 20+0ab 100 20+0ab 100 20+0ab 100
30 20+0ab 100 20+0ab 100 20+0ab 100 20+0ab 100
50 4] crHr* 20 4x] crr* 100 4] crrr* 100 4] crHr* 20
60 2+2cd**** 10 2+2cdrr** 100 2+2cdgr*** 100 2+2cd**** 10
70 11g**** 5 11 g**** 100 1+1d**** 100 11 d**** 5
80 0 0 0 0 0 0 0 0
c L3 L4 Pupa
X £DP \ % X =DP v % X =DP v %
Controle 0,3+0,6a 2 0 0 0 0 0 0
DMSO Oab 0 0 0 0 0 0 0 0
1 Oab 0 0 0 0 0 0 0 0
10 Oab 0 0 0 0 0 0 0 0
30 Oab 0 0 0 0 0 0 0 0
50 161 1-2 80 0 0 0 0 0 0
60 18+2cd**** 1-1 90 0 0 0 0 0 0
70 19+1g**** 1-1 95 0 0 0 0 0 0
80 20£0d**** 0-1 100 0 0 0 0 0 0

Experimentos com 20 larvas (L3) de Ae. aegypti para cada grupo teste (1-80 ug/mL), controle (sem thymol e sem
DMSO) e controle testemunho (DMSO), em triplicatas (n=60) e com 3 repeticbes. Média e desvio padrao (X+DP).
Intervalo de Variagdo (V). Valores seguidos da mesma letra na mesma coluna néo possuem diferencas significativas
entre si pelo teste de Tukey. Niveis de significAncia representados como **** P<0,0001 vs controle testemunho
(DMSO0).
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-P-cymene

O tratamento no meio de criacéo de larvas L3 de A. aegypti com p-cymene estendeu
o periodo de desenvolvimento larval nas concentragfes de 1 pug/mL (8,2+1,2 dias;
P< 0,001) e 10 pg/mL (8,5+1,1 dias; P<0,0001) em comparagcdo ao controle
testemunho DMSO (7,3+0,9 dias) (Tabela 4A). Este monoterpeno quando testado
nas concentracdes de 1 pg/mL (10,2+1,2 dias; P< 0,01) e 10 pg/mL (10,5£2,3 dias;
P<0,0001) interferiu no periodo de desenvolvimento L3-adulto, enquanto que esse
tempo de desenvolvimento do controle testemunho DMSO foi menor (9,2+1,1 dias)
(Tabela 4A). Os bioensaios com este 6leo nas concentracbes de 1 e 10 ug/mL
apresentaram viabilidade larval de 98% e 97% (Tabela 4B), respectivamente,
obtendo baixa toxidade larval com apenas 2 e 3% (Tabela 4C). A alta mortalidade
larval foi registrada a partir da concentracdo de 30 ug/mL resultando em 80%, p-
cymene exibiu o seu potencial larvicida na concentracdo de 80 ug/mL matando
100% das larvas de A. aegypti (Tabela 4C). A mortalidade de pupas ocorreu nas
concentragbes de 1, 10, 30, 60 e 70 pg/mL com percentual de 18, 24, 5, 2 e 2%,

respectivamente (Tabela 4C).
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Tabela 4. Duracao do desenvolvimento (A), viabilidade (B) e mortalidade (C) de Aedes aegypti
em larvas L3 tratadas no meio de criagdo com P-cymene nas concentragdes de 1-80 ug/mL.

Treatmento Larval (dias) Pupal (dias) L3-adulto(dias)
A X £DP v X+ DP \Y X+ DP v
Controle 6,6+3a 3-14 2,3+0,5a 2-3 10+£2,9a 6-18
DMSO 7,7+3,2ab 3-16 1,9+0,3b 1-2 10,2+3,4ab 6-18
1 8,1+2b 5-15 2+0b 2-2 10,3+2,1ab 7-16
10 7,5+1,1ab 6-9 2,2+0,4a 2-3 9,7+1,2ab 8-12
30 7,6+1,5ab 3-10 2+0b 2-2 9,8+1,5ab 5-12
50 6,6+0,8ab 5-7 2,2+0,4a 2-3 8,7+0,9ab 7-10
60 5,4+1,1ab 4-7 2+0b 2-2 7,7+1,2ab 6-9
70 5+lab 4-6 2+0b 2-2 6,7+1,5ab 5-8
80 0 0 0 0 0 0
B L3-L4 L4-pupa Pupa L3-adulto
X DP % X DP % X DP % X +DP %
Controle 19,7+0,6a 98 19,7+0,6a 100 19,7+0,6a 100 19,7+0,6a 98
DMSO 20+0ab 100 20+0ab 100 20+0ab 100 20+0ab 100
1 20+0ab 100 20+0ab 100 20+0ab 100 20+0ab 100
10 20+0ab 100 20+0ab 100 20+0ab 100 20+0ab 100
30 20+0ab 100 20+0ab 100 20+0ab 100 20+0ab 100
50 4] crHr* 20 4x] crr* 100 4] crrr* 100 4] crHr* 20
60 2+2cd**** 10 2+2cdrr** 100 2+2cdgr*** 100 2+2cd**** 10
70 11g**** 5 11 g**** 100 1+1d**** 100 11 d**** 5
80 0 0 0 0 0 0 0 0
c L3 L4 Pupa
X £DP \ % X =DP v % X =DP v %
Controle 0,3+0,6a 2 0 0 0 0 0 0
DMSO Oab 0 0 0 0 0 0 0 0
1 Oab 0 0 0 0 0 0 0 0
10 Oab 0 0 0 0 0 0 0 0
30 Oab 0 0 0 0 0 0 0 0
50 161 1-2 80 0 0 0 0 0 0
60 18+2cd**** 1-1 90 0 0 0 0 0 0
70 19+1g**** 1-1 95 0 0 0 0 0 0
80 20£0d**** 0-1 100 0 0 0 0 0 0

Experimentos com 20 larvas (L3) de Ae. aegypti para cada grupo teste (1-80 ug/mL), controle (sem P-cymene e sem
DMSO) e controle testemunho (DMSO), em triplicatas (n=60) e com 3 repeticbes. Média e desvio padrdo (X+DP).
Intervalo de Variagdo (V). Valores seguidos da mesma letra na mesma coluna néo possuem diferencas significativas
entre si pelo teste de Tukey. Niveis de significAncia representados como ****P<0,0001 vs controle testemunho
(DMSO0).

66



-Nerolidol

O estudo da atividade do nerolidol testado na concentracédo de 10 ug/mL sobre as
larvas de Ae. aegypti estendeu os periodos de desenvolvimento larval (9,1+2,7 dias;
P<0.0001) e desenvolvimento L3-adulto (11,1+2,7 dias; P<0,0001) em relacdo ao
controle testemunho DMSO (Tabela 5A). As larvas tratadas mostraram viabilidade
larval de 93%, 90%, 2% e 2% nas concentracbes de 1, 10, 30 e 50 pg/mL,
respectivamente (Tabela 5B). O tratamento com estas concentragdes apresentou
100% de viabilidade L4-pupa e Pupa-adulto (Tabela 5B). Nos bioensaios com o
sequisterpeno nerolidol, a menor concentracdo (1 ug/mL) apresentou 7% de
mortalidade larval. Houve um crescente aumento na mortalidade quando aumentou
a concentracédo de 10 ug/mL (10%) para 30 ug/mL (98%), e o percentual manteve-
se em 98% na concentracdo 50 ug/mL (Tabela 5C). Nerolidol foi capaz de causar
100% de mortalidade larval na concentracdo de 60 ug/mL 24h apds o tratamento e

nao apresentou mortalidade pupal (Tabela 5B).
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Tabela 5. Desenvolvimento (A), viabilidade (B) e mortalidade (C) de Aedes aegypti em larvas L3
tratadas no meio de criagdo com 6leo essencial nerolidol nas concentragdes de 1-60 pg/mL.

Treatmento Larval (dias) Pupal (dias) L3-adulto (dias)
A X +DP v X +DP v X +DP v
Controle 5,9+1,3a 4-9 1,8+0,4a 1-2 7,8+1,5a 5-11
DMSO 7,310,9b 6-9 2+0ab 2-2 9,2+1b 8-11
1 6,9+1,4b 4-12 2+0ab 2-2 9+1,4b 6-14
10 9,142, 7cx*** 5-13 2+0ab 2-2 11,142 7c*+** 7-15
30 3+0a* 3-3 2+0ab 2-2 5+0a* 5-5
50 5+0ab 5-5 2+0ab 2-2 7+0ab 7-7
60 0 0 0 0 0 0
B L3-L4 L4-pupa Pupa L3-adulto
X zDP X zDP % X zDP % X zDP %
Controle 19,7+0,5a 98 19,7+0,5a 100 19,7+0,5a 100 19,7+0,5a 98
DMSO 20+0ab 100 20+0ab 100 20+0ab 100 20+0ab 100
1 18,7+0,5abc 93 18,7+0,5abc 100 18,7+0,5abc 100 18,7+0,5abc 93
10 18,0+1,0c* 90 18,0+1,0c* 100 18,0+1,0c* 100 18+1,0c* 90
30 0,3+0,5d**** 0,3+0,6d**** 100 0,3+0,6d**** 100 0,3+0,6d**** 2
50 0,310,6d**** 0,3+0,6d**** 100 0,3+0,6d**** 100 0,3+0,6d**** 2
60 0 0 0 0 0 0 0
C L3 L4 Pupae
Xz DP v % + DP v % X+ DP v %
Controle 0,3+0,6a 2 0 0 0 0 0 0
DMSO Oab 0 0 0 0 0 0 0 0
1 1,3+0,6abc 5-5 7 0 0 0 0 0 0
10 2+1c* 5-5 10 0 0 0 0 0 0
30 19,7+0,6d**** 1-3 98 0 0 0 0 0 0
50 19,7+0,6d**** 1-2 98 0 0 0 0 0 0
60 20£0d**** 1-1 100 0 0 0 0 0 0

Experimentos com 20 larvas (L3) de Ae. aegypti para cada grupo teste (1-60 ug/mL), controle (sem nerolidol e sem
DMSO) e controle testemunho (DMSO), em triplicatas (n=60) e com 3 repeticbes. Média e desvio padrdo (X+DP).
Intervalo de Variagdo (IV). Valores seguidos da mesma letra na mesma coluna ndo possuem diferencas significativas
entre si pelo teste de Tukey. Niveis de significancia representados como ****P<0,0001; *P<0,1 vs controle
testemunho (DMSO).
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-Carvacrol

Os bioensaios das larvas tratadas com o carvacrol estendeu o periodo de
desenvolvimento larval (9,9+£3,7 dias; P<0,001) e L3-adulto (11,9+3,7 dias;
P<0,0001) na concentracédo de 1 ug/mL (Tabela 6A). Nas concentragbes de 1 e 10
ug/mL 100 % das larvas tratadas completaram a emergéncia (viabilidade L3-adulto),
como observado no grupo controle testemunho DMSO, enquanto que para as
concentragbes de 10, 30 e 50 ug/mL esta taxa foi de 88%, 92% e apenas 17%,
respectivamente (Tabela 6B). O percentual de mortalidade das larvas L3
ocasionado pelo d6leo essencial carvacrol iniciou-se com 8% (30 pg/mL),
aumentando para 83% quando testado na concentracdo de 50 ug/mL (Tabela 6C).
A concentracdo de 60 pug/mL foi a mais efetiva causando a morte de 100% das
larvas em 24 h apos a aplicagdo do carvacrol no meio de criacdo das larvas de A.
aegypti (Tabela 6C). Apesar da concentracdo de 10 ug/mL ndo ter apresentado

mortalidade larval foram registrados 12% de mortalidade pupal (Tabela 6C).
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Tabela 6. Desenvolvimento (A), viabilidade (B) e mortalidade (C) de Aedes aegypti em larvas L3
tratadas no meio de criagdo com 6leo essencial carvacrol nas concentracdes de 1-60 pug/mL.

Treatmento Larval (dias) Pupal (dias) L3-adulto (dias)
A X +DP VI X + DP v X + DP v
Controle 7,8+1,8a 4-12 2,1+0,4a 1-3 9,8+1,7a 6-13
DMSO 7,8+1,8ab 4-11 2,2+0,5ab 1-3 10+1,6ab 7-13
1 9,9+3,7¢c*** 3-18 2+0ab 2-2 11,943, 7¢**** 5-20
10 7,9+3,2ab 4-16 2+0,3ab 2-2 10,3+3,2ab 6-18
30 7,9+2,5ab 4-14 2,2+0,5ab 2-4 9,9+2 4ab 6-18
50 5,1+1,1d 4-7 3,211 c**** 2-4 8,3+1,2ab 7-11
60 0 0 0 0 0 0
B L3-L4 L4-pupa Pupa L3-adulto
X tDP % X £DP % X £DP % X £DP %
Controle 19,341,1a 98 19,3t1,1a 100 19,3t1,1a 100 19,3t1,1a 98
DMSO 20+0ab 100 20+0ab 100 20+0ab 100 20+0ab 100
1 20+0ab 100 20+0ab 100 20+0ab 100 20+0ab 100
10 20+0ab 100 20+0ab 100 17,7+0,5¢c** 88 17,7+0,5¢c** 88
30 18,3+1,5ab 92 18,3+1,5ab 100 18,7+0,5ab 100 18,7+0,5ab 92
50 3,30,5¢**** 17 3,3+0,5¢**** 100 3,3+0,5d**** 100  3,3+0,5d**** 17
60 0 0 0 0 0 0 0 0
c L3 L4 Pupa
X+ DP v % X+ DP v % X+ DP v %
Controle 0,7+0,5a 2 0 0 0 0 0 0
DMSO Oab 0 0 0 0 0 0 0 0
1 Oab 0 0 0 0 0 0 0 0
10 Oab 0 0 0 0 0 2,3+0,5¢c****  4-8 12
30 1,7£0,5ac** 1-3 8 0 0 0 0 0 0
50 16,7+0,5d****  1-2 83 0 0 0 0 0 0
60 20+0e**** 1-1 100 0 0 0 0 0 0

Experimentos com 20 larvas (L3) de Ae. aegypti para cada grupo teste (1-60 ug/mL), controle (sem carvacrol e sem
DMSO) e controle testemunho (DMSO), em triplicatas (n=60) e com 3 repeticdes. Média e desvio padrdo (X + DP).
Intervalo de Variagdo (IV). Valores seguidos da mesma letra na mesma coluna ndo possuem diferencas significativas
entre si pelo teste de Tukey. Niveis de significAncia representados como **** P<0,0001*** P< 0,001; **P = <0,01;
*P<0,1 vs controle testemunho (DMSO).
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3. 2 Microscopia eletronica de transmissao

A andlise por microscopia eletrbnica de transmissdo das larvas (L4) de Ae.
aegypti dos grupos controle e controle-DMSO mostraram o revestimento cuticular
externo de aspecto normal apresentando aspecto laminar e presenca de projecoes
regulares na superficie externa (Figuras 1 e 2). Os nucleos das células epiteliais
localizadas logo abaixo da cuticula apresentam-se ovalados ou de aspecto irregular
com cromatina distribuida uniformemente (Figuras 2 e 3). Mitocbndrias nesta regido
apresentam-se com a dupla membrana caracteristica assim como as cristas
mitocondriais sem alteracbes de espessura (Figuras 2 e 4). O tubo digestério
apresenta-se com regido apical, mediana e basal com aspectos normais e sem
alterac6es morfoldgicas, ou seja, as células epiteliais se apresentaram dispostas em
uma Unica camada de células cilindricas baixas, com uma superficie apical
recoberta de inUmeras microvilosidades bem preservadas e alongadas (Figura 5, 6 e
7). Nas figuras 5 e 6 podemos observar juncdes intercelulares preservada, aspecto
do citoplasma homogénio com presenca de grande numero de mitocondrias devido
ao transporte de ions deste tipo de célula. A musculatura apresenta o tipico aspecto
estriado com as fibras musculares arranjadas e dispostas paralelamente (Figura 8).
As larvas (L4) de Ae. aegypti tratadas com o0s Oleos essenciais terpénicos
apresentaram alteracdes variadas de acordo com a substancia utilizada, porém, de
uma forma geral todas causaram algum tipo de alteracdo no tegumento ou nas
porcbes internas. As larvas tratadas com a substancia dihydrojasmone
apresentaram alteracdes na parede do corpo exibindo a cuticula com deformacdes e
presenca de inclusdes eletrondensas (Figuras 9, 10 e 11). As células apresentavam
intensa destruicao citoplasmatica ndo sendo observado nenhuma organela integra
apenas muitas figuras de mielina (Figura 12). O tratamento com a substancia
farnesol provocou poucas alteracBes na cuticula. O nucleo das células epiteliais
apresentou aspecto normal com cromatina e nucléolo evidentes enquanto que o
citoplasma apresenta alguns vaculos (Figuras 13 e 14). Com a utilizacdo da
substancia thymol grandes alteracdes no tegumento foram observadas (Figuras 15-
18). O citoplasma apresentou sinais de degeneracdo exibindo mitocondrias de
aspecto alterado (Figura 19), com intensa vacuolizacdo citoplasmatica exibindo
vacuolos de diferentes tamanhos (Figuras 20, 21 e 22). Os nucleos apresentaram
aspecto mais palido com fragmentacdo da cromatina Figuras 23 e 24). A regido

basal do epitelio ndo apresentou o tipo aspecto de interdigitacdes basais sendo
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visualizados muitos vaculos (Figura 25). A musculatura presente ndo apresentou 0s
padrdes paralelos das fibras sendo também observadas rupturas no tecido (Figura
26). A ultraestrutura da larva (L4) de Aedes aegypti tratada com a substancia p-
cymene demonstrou aspecto alterado, onde n&o se observam o0s contornos
celulares, juncdes e organelas, caracterizando uma completa desorganizacao
tecidual. A parede do corpo exibiu a cuticula com deformacdes. Foram observadas
inclusdes eletrondensas mitocondrias com aspecto alterado e intensa vacuolizagao
(Figuras 27 — 30). As larvas tratadas com a substancia nerolidol apresentaram a
parede do corpo exibindo a cuticula com deformag@es (Figuras 31 e 32). Inclusdes
eletrondensas também estavam presentes (Figura 33, 36 e 37) além de mitocéndrias
com aspecto alterado e intensa vacuolizacdo. De uma forma geral a larva
demonstrou aspecto alterado (Figura 34), onde nao se observou contornos
celulares, juncdes e organelas. O citoplasma apresentou um aspecto desorganizado
(Figura 35). Algumas traquéias apresentavam o aspecto normal (Figura 33),
enquanto outras mostraram-se dilatadas (Figura 38). As microvilosidades
apresentaram aspecto fragmentado (Figura 39). Aspecto alterado do citoplasma é
vem evidenciado mostrando intensa vacuolizacdo e destruicdo citoplasmatica
(Figuras 40, 41 e 42). O tratamento com a substancia carvacrol resultou em
alteracdes na parede do corpo exibindo a cuticula com deformacdes (Figura 43),
reticulo endoplasmatico rugoso bastante aumentado (Figura 44). Varias figuras de
mielina sdo visualizadas (Figura 45) e a musculatura apresenta espacos entre as
fibras (Figura 46). Citoplasma apresentou aspecto denso com muitos ribossomas e
granulacdes, e intensa vacuolizacdo, sendo também visualizados perfis do Reticulo

endoplasmatico enovelado (Figuras 47 a 50).
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4 DISCUSSAO

O surgimento de um grande numero de arboviroses transmitidas por Ae. aegypti e
sua capacidade de resistir a inseticidas quimicos sintéticos aumentou o interesse em
explorar novos produtos contra o mosquito vetor da dengue. O controle de Ae.
aegypti com pesticidas ndo tem apresentado grande eficacia, forcando o uso de
doses cada vez mais altas, 0 que representa riscos para a saude humana e meio
ambiente (WHO 2012).

As plantas sdo uma importante fonte rica de compostos quimicos bioativos que
podem atuar de forma efetiva no controle do Ae. aegypti, com menor impacto a
saude humana e meio ambiente (GHOSH et al. 2012, HERRERA et al. 2015). De
acordo com Lambrano et al (2015) o uso de 6leos essenciais (Oes), em geral, tem
duas vantagens sobre outros produtos naturais, a sua baixa toxicidade para
mamiferos, aves e peixes, e a sua grande diversidade estrutural como caminho para
uma fonte potencial de moléculas bioativas. De acordo com os resultados do
presente estudo, o 6leo dihydrojasmone mostrou alta eficacia quanto a atividade
larvicida (CLso = 66 pg/mL), para Ae. aegypti, com duracdo de 1 a 6 dias apés a sua
aplicacdo. Importante salientar que até esta data ndo houve registro descrito na
literatura sobre a atividade do 6leo dihydrojasmone contra larvas de Ae. aegypti.
Resultado semelhante foi encontrado para o monoterpeno p-cymene, com uma CLso
de 23,1 pg/mL. Estes dados mostraram sua eficiéncia, quando comparados ao p-
cymene de Clausena excavata apresentou ClLsp = 43,3 mg/L sobre as larvas de 4°
estadio (L4) de Ae. aegypti e CLso = 34.9 mg/L contra larvas de 4° estadio (L4) de

Aedes albopictus.(Cheng et al 2009).

De acordo com Govindarajan et al (2016) a atividade larvicida de carvacrol foi
observada diferentes espécies de mosquitos incluindo Anopheles stephensi

(CLso=21,15 pg/mL), Anopheles subpictus (CLsp=24,06 pg/mL), Culex
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tritaeniorhynchus (CLs0=27,95 ug/mL) e Culex quinquefasciatus (CLs0=26,08 pug/mL).
Tang et al. 2011 encontraram semelhantes com carvacrol contra Aphis craccivora e
Leucania separata, nas concentragoes letais medianas (CLso) del16,8 e 12,7 mg/L (
1), respectivamente. Neste estudo, o Carvacrol apresentou uma maior que as citadas
anteriormente (CLso=42 pg/mL). No entanto, quando utilizados ensaios de imerséo
foliar, a agdo encontrada contra ninfas de Pochazia shantungensis mostrou CL =
56,74 mg/L (PARK et al. 2017). A atividade larvicida de thymol (CLso = 27 pg/mL)
corrobora estudos de Waliwitiya et al. (2009) sobre as larvas de Ae. aegypti. A
atividade toéxica do thymol também foi relatada sobre Spodoptera litura
(Hummelbrunner e Isman 2001), Musca domestica (Lee et al. 1997), Drosophila
melanogaster, P. shantungensis (PARK et al 2017) e para o mosquito C.
quinquefasciatus (FRANZIOS et al. 1997, TRABOULSI et al. 2002). Este
monoterpeno testado sobre as larvas das espécies de mosquitos An. subpictus, Ae.
albopictus e C. tritaeniorhynchus apresentou CLso de 22.06, 24.83 e 28.19 ug/mL,

respectivamente (GOVINDARAJAN et al. 2013).

O bioensaios com farnesol registrou CLso = 11,1 pyg/mL para atividade larvicida e

Simas et al. (2004) apresentou a mesma atividade sobre Ae. aegypti com CLsp = 13

ppm.

O sesquiterpeno nerolidol mostrou -se bastante eficiente com uma mortalidade
larval (100%) na concentragdo de 60 pg/mL (ClLso = 17,1 pug/mL). Este resultado
corrobora o trabalho de Simas (2004), com uma CLso = 17 ppm, com Ae. aegypti.
Esta atividade do nerolidol foi relatada por Chantraine et al. (1998) e Ali et al (2013),
porém com CLso =9 ppm e 13,4 ppm, respectivamente, valores menores em relagéo

ao resultado do presente estudo e aos achados de Simas et al (2004).

Alguns autores determinaram formas para classificar o potencial dos produtos

naturais como larvicidas (CHANTRAINE et al. 1998, MAGALHAES et al. 2010). De
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acordo com a classificacdo de Cheng et al. (2003), os 0leos essenciais avaliados no
presente estudo: farnesol (CLso=11,1 pg/mL), p-cymene (CLso=23,1 pg/mL),
nerolidol (CLso=17,1 pg/mL), thymol (CLso=27 pg/mL) e carvacrol (CLso=42 pg/mL)
sdo substancias altamente ativas no controle de Ae. aegypti por apresentar CL50<50
mg/L, enquanto que o dihydrojasmone (CLso = 66 pg/mL) é considerado ativo por

apresentar CL50<100 mg/L.

Os oOleos essenciais, muitas vezes mostram um amplo espectro de bioatividade
sobre o desenvolvimento de insetos importantes na saude publica e agricultura. Sua
natureza lipofilica facilita a interferéncia nas funcdes metabdlicas, bioquimicas,
fisiologicas e comportamentais basicas dos insetos (NISHIMURA 2001).
Considerando os diversos parametros biolégicos dos efeitos dos 0Oleos essenciais
sobre insetos, no presente estudo foram verificadas possiveis alteracdes
morfologicas internas nas larvas de 3° estadio (L3) tratadas com dihydrojasmone, p-
cymene, carvacrol, thymol, farnesol e nerolidol através da microscopia eletrénica de

transmissao.

As larvas tratadas com os diferentes 0leos essenciais apresentaram alteracfes na
parede externa do tegumento, mostrando que estas substancias atuam diretamente
na cuticula. Além deste aspecto a ultraestrutura das larvas tratadas mostrou
alteracdes no intestino médio com evidéncias de uma destruicdo celular,
vacuolizacdo das células epiteliais indicando uma desorganizacdo celular com
espacamento entre as células acumulos de granulos em alguns locais do
citoplasma, e nucleos com aspecto palido, caracteristico de uma degeneracéo
nuclear. As microvilosidades apresentaram aspectos alterados o que pode prejudicar
a absorcdo de alimentos, afetando assim diretamente na alimentacdo das larvas.
Mitocdndrias inchadas ou destruidas dificultariam o transporte de ions, importante

funcdo das células epiteliais. A intensa vacuolizacdo das células epiteliais e a
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presenca de figuras de mielina indicam sofrimento celular. Narciso et al (2014)
avaliaram o efeito morfolégico da neolignana burchellin isolada das folhas da
espécie vegetal Ocotea cymbarum (Lauraceae) no sistema digestivo das formas
imaturas de A. aegypti. As larvas tratadas com esta neolignana apresentaram na
regido média do intestino desorganizacao e destruicdo celular, espacamento entre
células e vacuolizacdo das células epiteliais. Maleck et al (2014) relataram o efeito
citotobxico da amida piperlonguminine isolada de Piper turbeculatum e Piper
scutifolium nas células epiteliais do sistema digestivo de Ae. aegypti. O estudo
mostrou vacuolizacdo do citoplasma e edema mitocondrial. De acordo com Cantrell
et al. (2010), as substancias larvicidas podem ser absorvidas através da cuticula do
inseto, via trato respiratério, ou ainda atraves da ingestdo. No interior da larva, as
substancias podem atingir o local de acdo ou causar efeitos sistémicos por difusao

em diferentes tecidos (SOUZA et al. 2012).
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5. CONCLUSAO

De acordo com resultados apresentados, dentre os 27 terpendides avaliados
sobre Ae. aegypti, no presente estudo foi revelado o potencial promissor dos 6leos
dihydrojasmone, farnesol, thymol, p-cymene, carvacrol e nerolidol como agentes

contra o principal transmissor da dengue.
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ANEXOS

Ultraestrutura da larva (L4) de Aedes aegypti — grupo controle e controle com
DMSO. Figura 1- Parede do corpo exibindo a cuticula (c) normal, sem deformacdes;
Figura 2- Cuticula (c), Nucleo (N), Reticulo endoplasméatico rugoso (RER) e
mitocdndrias (M) de aspecto normal; Figura 3- Nucleo (N) normal; Mitocondrias (M)
normais.
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Ultraestrutura da larva (L4) de Aedes aegypti — grupo controle e controle com
DMSO. Figura 5- Regido apical da do tubo digestério onde visualizamos
microvilosidades (Mv); Figuras 6 e 7 — Regido de contato entre duas células do
trato digestorio demonstrando a integridade da juncéo intracelular (Ju). Figura 8-
Musculatura (Mu) de aspecto normal.
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Ultraestrutura da larva (L4) de Aedes aegypti tratada com a substancia
Dihydrojasmone. Figuras 9, 10 e 11- Parede do corpo exibindo a cuticula (c) com
deformacbes (setas); Figura 10 — InclusGes eletrondensas presentes, intensa
destruicdo citoplasmatica; Figuras12- Presenca de figuras de mielina.
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Ultraestrutura da larva (L4) de Aedes aegypti tratada com a substancia Farnesol.
Figura 13- Porcdo externa do tegumento apresentando poucas alteracbes na

cuticula (c). N - Nucleo de aspecto normal. Figura 14- Citoplasma apresentando
alguns vaculos. (v) .
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1um — 1 um

Ultraestrutura da larva (L4) de Aedes aegypti tratada com a substancia Thymol.
Figuras 15 — 18: Parede do corpo exibindo a cuticula (c) com deformacdes.
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Ultraestrutura da larva (L4) de Aedes aegypti tratada com a substancia Thymol.
Figura 19- Citoplasma apresentando sinais de degeneracdo. Mitocondrias de
aspecto alterado. Figuras 20, 21, 22- Vacuolizacao citoplasméatica com vacuolos de
diferentes tamanhos presentes.
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Ultraestrutura da larva (L4) de Aedes aegypti tratada com a substancia Thymol.
Figuras 25 e 26- Nucleo de aspecto alterado. Figura 25 — Vacuolos na regido basal;
Figura: 26- Células musculares alteradas.
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Ultraestrutura da larva (L4) de Aedes aegypti tratada com a substancia p-cymene.
Figura 27- Parede do corpo exibindo a cuticula (c) com deformacdes (setas); Figura
28 — Inclusdes eletrondensas presentes; Figura 29- Mitocondrias (M) com aspecto
alterado e intensa vacuolizacdo (v). Figura 30- Visdo geral da larva demonstrando
aspecto alterado, onde ndo se observam o0s contornos celulares, juncbes e
organelas.
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Ultraestrutura da larva (L4) de Aedes aegypti tratada com a substancia Nerolidol.
Figuras 31 e 32- Parede do corpo exibindo a cuticula (c) com deformacfes (setas);
Figura 33 — Inclusdes eletrondensas presentes e traquéia de aspecto normal; Figura
34- Visdo da larva demonstrando aspecto alterado, onde ndo se observam os
contornos celulares, juncdes e organelas.
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Ultraestrutura da larva (L4) de Aedes aegypti tratada com a substancia Nerolidol.
Figura 35- Aspecto desorganizado do citoplasma; Figuras 36 e 37— Inclusbes
eletrondensas presentes; 38- Traqueia (t) com aspecto alterado.
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Ultraestrutura da larva (L4) de Aedes aegypti tratada com a substancia Nerolidol.
Figura  39- Microvilosidades com aspecto fragmentado; Figuras 40, 41 e 41 -
Aspecto alterado do citoplasma mostrando intensa vacuolizacdo (v) e destruicéo
citoplasmatica.
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Ultraestrutura da larva (L4) de Aedes aegypti tratada com a substancia Carvacrol.
Figura 43- Parede do corpo exibindo a cuticula (c) com deformacfes (setas); Figura
44 — Reticulo endoplasmatico rugoso bastante aumentado; Figura 45- Figuras de
mielina (Fm). Figura 46- Musculatura com espacos entre as fibras.
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Ultraestrutura da larva (L4) de Aedes aegypti tratada com a substancia Carvacrol.
Figura 47 — Citoplasma denso apresentando muitos ribossomas e granulacoes;
Figura 48- Grande quantidade de ribossomas e Reticulo endoplasméatico enovelado;

Figuras 49 e 50- Intensa vacuolizacdo citoplasmatica.
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CAPITULO 2

ACOES DE EDUCACAO E SAUDE NO CONTROLE DE Aedes aegypti EM
CONSONANCIA COM O PLANO BRASIL SEM MISERIA
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PALAVRAS CRUZADAS

O mosquito fémea precisa para ajudar no crescimento dos seus ovos.

. Fase do mosquito responsével por transmitir a dengue.
3 Maior vitima do mosquito da dengue.
! Recipiente de metal que serve de recipiente para o mosquito da dengue.

5 Nome cientifico do mosquito transmissor do virus da dengue.

- Doenga transmitida pelo mosquito da dengue.

7 Primeira fase do mosquito da dengue.

: . Fase em que o mosquito ndo se alimenta.

Faz parte dos automéveis e serve de criadouro para o mosquito da l
dengue.

#9' Método eficaz de combate a0 mosquito da dengue.
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“CATIA DE PANDORA

Ajude Pandora a guardar os objetos que servem de criadouro para o mos-
quito da dengue, ligando-os 4 caixa:

CAIXA Ot |
PANDORA

o
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COMPLETE A MUSTCA

Ol4 amiguinhos! Agora que jd brincamos, preciso da sua ajuda para com-
pletar a letra da nossa musiquinha. Que tal procurar na caixa maluca

as palavras que mais bem se encaixam? Depois ¢ hora de soltar a voz!!!

LTS - DENGUE - PREVENCID — AGUA - ABDES - PNEUS -
HEMORRAGICA — CATIA D'AGUA - VASDS - DOR D CABECA

Quem ¢ picado tem uma febre danada

Cuidado com o aegypti
O mosquito da que pode picar vocé ,
2
e

Muita ou até dengue
Se ligue nesta pro seu quintal
Néo deixe acumulada
Em ! de plantas, vidros

ou
E mantenha a fechada! y ./)

g
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Peca a algum adulto para cortar as pecas do seu jogo de tabuleiro!

(OMO MONTAR SEU
PERSONAGEM|
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. Depois de assistir ao teatro vocé sabe
por que é importante receber
o guarda de endemias?

( )sim ( )nao

. Vocé conseguiu identificar possiveis
criadouros do mosquito que estavam
na Caixa de Pandora?

( )sim ( )nao

‘ Na lupa magica vocé conseguiu achar
- 0s criadouros do mosquito?

( )sim ( )nao

‘ Vocé conseguiu passar por todos
os obstaculos do tapete?

( )sim ( )nao

. Seguindo as instrugdes vocé conseguiu
achar o caminho certo para sair
do labirinto?

( )sim ( )nao m
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COMBATER E PRECISO

Pra inicio de conversa
Quero hoje vos falar

A Dengue & uma doenga
Que esta a assustar.

0 mosquito & o culpado

Por essa doenga propagar
Vai crescendo pra todo lado
Assim ninguém vai se safar,

Combater @ preciso

Todos tem que ajudar

Pra néo ficar no prejuizo
Nao deixar a dgua acumular.

Olivia Almeida Brito Teixeira

114




A DENGUE EM CORDEL

| 0 Aedes aegypti é um mosquito do mal

Pois nos transmite uma doenga viral

Essa doenga chama-se Dengue

Tome muito cuidado, porque ela pode ser fatal,

' Se a Dengue classica vocé pegar
Febre, vomito, dor no corpo, nas juntas sentira
Enjoo, manchas na pele também pode causar
Mas se a Dengue for hemorragica, ela pode matar,

Para a Dengue néo proliferar
Alguns cuidados deve-se tomar
A principal medida

E néio deixar dgua acumular,

Para evitar essa doenga
Néo ha outra solugéo

E cada um fazer a sua parte
Exercer a prevengéo.

Ana Beatriz Ferrelra da Silva

PEQUENO DESTRUIDOR

Nao acumular agua

& o principal objetivo

Sem causar descuido :
Para ndo deixar esse pequeno inseto vivo,

Nao devemos deixar

Que esse pequeno inseto cresga
Para que ndo traga dores

Com vomito e dor de cabega.

Para todos que ele pica

Ele chega trazendo dor
Fazendo pedir socorro

Sendo um pequeno destruidor,

Flavia da S. Moreira Amalti

e
. O INCONVENIENTE DR, M@Sﬁéﬂi A@
|
Uma praga bem famosa A Dengue mata! 3
| Tomou conta da cidade : Tenha isso em sua mente
' Para ser contaminado | ' Nio deixe dgua parada
| Néo importa a idade. | Néo seja inconsciente.
: Ele é um mosquitinho 1“ 0s nossos habitos
f Voa baixo e mansinho | Eoque temos que mudar
‘w Tem uma cara de inocente ' Faga sua parte
‘ Mas prejudica muita gente. ‘ ‘ Para 0 mosquito nao voltar!
Proteja seus quintais h Se meu bairro faz sua parte '
Seja sempre consciente ' E a cidade toda comega |
Nao deixe agua parada ﬁ 0 pais agradece !
E passe sempre repelente. | Vocé cumpriu sua meta! I
|
g | i
| {
Maria Nduarda da Bilva Serafim . | - Jodo Vitor Rosa Rebello
e
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DR, MOSQUITAO

0 mosquito da dengue
 um inseto bem perigoso
Quando pica deixa doente

Criangas, adultos e idosos.

Tenha cuidado com ele
Avisa quem é amigo

Se ai tem agua parada
Vocé esta correndo perigo.

Ele é bem pequenininho
Mas duro de matar

Devemos todos nos unir
E esta doenga eliminar,

Barbara Vittoria Meirelles Lopes

e

ez

DENGUE

Que mosquito maldoso
Que gosta de picar
Vamos vencer a dengue
E 0 mosquito eliminar.

Esse mosquito é malvado
80 vive fazendo mal

Nao queira ele por perto
Limpe bem o seu quintal.

Mosquito que a gente
Nao gosta e nem entende
Que deixa a gente doente
Picando muita gente.

Kaua Soares Braga

MOSQUITAQ

Fique de olho no mosquitéo
Com a Dengue ndo se brinca
Néao podemos dar mole, ndo
Com doenga ndo se fica,

Retire a agua das latinhas

0 quintal tem que estar limpinho
Coloquemos terra nos pratinhos
Pra vencer o mosquitinho.

Vamos todos colaborar
Ninguém pode desistir

Da saiide temos que cuidar
Pra Dengue ndo existir.

Giovanna dos Santos de Oliveira
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DR. MOSQUITAO

Muito cuidado com o Dr. Mosquitdo
Pode picar seu pé e também sua méo
Fique ligado com o Dr. Mosquitéo
Ele pode te atacar

E a Dengue, meu irméo!

E muito man, o Dr. Mosquitéo

Pega o pai, a mée, a vovo e 0 irmdo

£ o terror, o Dr. Mosquitdo

Manda uns pro hospital, e outros pro caixdo.

0 que posso fazer com o Dr. Mosquitao?

Tire agua parada da garrafa, do vaso e do latdo
E para que ndo volte o Dr. Mosquitdo

Se for preciso, use a fumaga do caminhao.

Pedro Augusto Pereira de Aquino




DENGUE NUNCA MAIS

0 Mosquito é terrivel
Néo desiste facil, ndo
Vamos acabar com ele
Juntos, como uma nagéo.

Vamos todos para a rua
Avisar a populagéo

Que a Dengue esta chegando
Vamos comegar a prevengéo.

0 Mosquito vai fugir
Pra longe ele vai
Nunca mais vai voltar
Para o povo assustar.

Vitoria da Silva Compertino Carnavale

‘DENGUE EVITAR

Uma campanha vai comegar
Pra Dengue eliminar

E a populagdo salvar

Venha nos ajudar!

A fémea do Aedes quer te pegar
0 seu sangue sugar

Para seus ovinhos maturar

E melhor se preparar,

Agua parada? Nem pensar!

Criatorios de larvas? Agora exterminar!
Terreno baldio? A vigilancia avisar!
Tudo isso, para a Dengue evitar.

Rita Natiele de Oliveira

PREVENIR A DENGUE

A Dengue é perigosa

E precisamos prevenir
Esté cada vez mais dificil
A populagéo tem que agir!

A picada do mosquito
Pode até ser fatal

Temos que tomar cuidado
Ou pararemos no hospital,

Prevenindo essa doenga
Nos podemos ajudar

- Milhares de pessoas

Juntas para lutar,

Geovana Paiva Amarante

0 MOSQUITO DO MAU

0 mosquito é tinhoso
A todos quer infectar
Esse bicho é malvado
80 vive fazendo o mal.

Esse é um tipo de guerra
Todos devem ajudar
Eliminando pogas d’agua
E assim ele morrera.

Ele é muito atrevido
E chega a escondida
Limpe bem sua casa
E salve sua vida,

Fornanda Loal Lopes Marcondes




E um bicho terrivel

Ele pega muita gente
Néo importa quem seja
Ele nunca esta contente.

Com ele ndo tem conversa
Deixa o povo doente

Ele pica bem depressa
Tira o sossego da gente.

0 estrago dele & grande
E melhor se proteger
Ou vocé se orienta

Ou ele pode pegar vocé.

Clara Furtado Granadeiro :
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CUIDADO VS MOSQUITO DA DENGUE ‘ DENGUE 0 MOSQUITAO
’ |
‘ IS5
' 0 mosquito Dengue E este tal de Aedes
| Nio tem muito o que fazer \ Que é pequeno e fortdo
Se nio tomar cuidado " Que esta trazendo a Dengue
| - Ele vai picar voce! | Evem matando de montdo.
| Se ficar o bicho pega | Ele ama uma sujeira
| Secorrer o bicho come | Esecriano lixdo
' Pois 0 mosquito 50 tem um vildo Adora agua parada
h Que é o homem! ; ’ E também um caloréo.
‘ |
Néo tem nenhum remédio | Se 0 homem ndo abrir o olho !
80 tem uma solugio I E fizer um mutiréio '
Se a gente nio tomar cuidado é A doenga alastrard {
Eles vencerdo! | Sem matar o mosquitéo, |
| |
! |
[ (
l‘ |
i
Cristian Silva Nunes R Mogeire Leal
QUE MOSQUITO E ESSE?
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Resumo

Aedes aegypti (L., 1762) é o principal vetor reconhecido como transmissor do virus da dengue. Este vetor, uma vez adaptado
aos héabitos humanos, nido encontra dificuldades para se reproduzir em ambientes domésticos que disponham de
recipientes acumuladores de dgua, encontrados facilmente nas ruas ¢ nos lixos das cidades. As instituicées de ensino tém
papel fundamental na formagéo de jovens como cidadaos disseminadores de praticas a favor da promogéo da satide. Com a
finalidade de promover a educagio para o controle do mosquito vetor do virus dengue, este trabalho foi desenvolvido
através de atividades lidicas e didaticas nas escolas publicas e particulares do Centro-Sul Fluminense, cidades, centros
culturais e espagos piiblicos do Estado do Rio de Janeiro. Os resultados apontaram respostas positivas acima de 80% sobre
o tema Aedes-dengue-controle. O projeto atendeu a 2500 participantes. O Projeto Educagdo Antidengue demonstrou que a
educagdo ¢ uma ferramenta eficaz no tripé educago-salide-meio ambiente.

Palavras chave: Aedes Aegypti. Educagio e Salide. Dengue. Educacio e Ambiente.

ANTI DENGUE EDUCATION: A EXPERIENCE REPORT
Abstract
Aedes aegypti (L., 1762) is the main vector recognized as a dengue virus transmitter. This vector, once adapted to human
habits, finds it easy to reproduce in homes that have open water containers, easily found in city streets and garbage dumps.
Educational institutions play a fundamental role in the formation of young people as disseminator citizens in favor of
health improvement practices. In order to promote education for the control of the dengue virus mosquito vector, this
work was developed through recreational and educational activities in Central-South Rio de Janeiro state public and private
schools, cities, cultural centers and public spaces. The results showed positive responses above 80% of the Aedes-dengue-
control issue. The project had 2500 participants. The Antidengue Education Project demonstrated that education is an
effective tool regarding education, health and the environment.
Keywords: -4edes Aegypti. Education and Health. Dengue. Education and Environment.

EDUCACION ANTIDENGUE: UN RELATO DE EXPERIENCIA
Resumen
Aedes aegypti (L., 1762) es el principal vector reconocido como transmisor del virus del dengue. Este vector, una vez
adaptado a los habitos humanos, no encuentra dificultades para reproducirse en ambientes domésticos que dispongan de
recipientes acumuladores de agua encontrados facilmente en las calles y basureros de las ciudades. Instituciones
educacionales tienen el papel fundamental en la formacién de jévenes como ciudadanos diseminadores de practicas a favor
de la promocién de la salud. Con la finalidad de promover la educacién para el control del mosquito vector del virus del
dengue, se llevé a cabo este trabajo mediante actividades lidicas y didacticas en escuelas publicas y particulares del Centro-
Sur Fluminense, ciudades, centros culturales y espacios publicos del Estado de Rio de Janeiro. Los resultados revelaron
respuestas positivas por encima de 80% acerca del tema _4edes-dengue-controle. El Proyecto Educacién Antidengue
demostré que la educacion constituye una herramienta eficaz en la triada educacién-salud-medio ambiente.
Palabras clave: 4edes Aegypt. Educacién y Salud. Dengue. Educacién y Ambiente.

Esta obra esta licenciada sob uma Licenca Creative Commons.
Extensio: R. Eletr. de Extensao, ISSN 1807-0221 Florianépolis, v. 14, n. 26, p. 74-83, 2017.
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Educacio antidengue: um relato de experiéncia

INTRODUCAO

A dengue é objeto da maior campanha de saide publica do Brasil que se concentra no
controle do Aedes aegypt; (Linnaeus, 1762), inico vetor reconhecido como transmissor do virus da
dengue em nosso pais. Este mosquito, uma vez adaptado aos habitos humanos, nio encontra
dificuldades para se reproduzir em ambientes domésticos que disponham de recipientes que
acumulem 4gua, encontrados facilmente nas ruas e nos lixos das cidades (TAUIL, 2001). Para que
o controle da dengue seja efetivo, discussGes recentes apontam para a necessidade de maiores
investimentos em metodologias adequadas, a fim de sensibilizar a popula¢io sobre a necessidade
de mudangas de comportamento que objetivem o controle do vetor; e no manejo ambiental,
incluindo a ampliagio do foco das acbes de controle racional de vetores, para minimizar a
utilizacio de inseticidas e, dessa forma, garantir maior sustentabilidade as acdes (BRAGA e
VALLE, 2007). Um dos pontos chave do controle de vetores é o papel das comunidades na
eliminacio dos criadouros, tarefa dificil de obter éxito, devido a quantidade e aos diferentes tipos
de criadouros (BRASSOLATI e ANDRADE, 2002; FRANCA et al., 2002).

Diante desta premissa, a comunicagao, a educacao e mobilizagio social sdo agoes
fundamentais para o bom desempenho dos programas de prevencio e promogido da saude,
principalmente pela sua capacidade de abrir espacos de didlogo e conversagio entre profissionais,
agentes de saude e populacio, na busca de solucio para os problemas que os afetam. E muito
importante relativizar o poder dessas praticas em produzir ou induzir mudancas de
comportamentos e atitudes, especialmente em contextos tao adversos a protegio e promogio da
saude (RANGEL, 2008).

Essas ferramentas sao capazes de transformar e induzir novos comportamentos, e
demonstram serem mais eficazes quando em criangas e adolescentes. Neste contexto, as
instituicdes de ensino tém papel fundamental na formacio de jovens como cidaddos
disseminadores de praticas a favor da promogio em saide tornando-os agentes sociais
importantes em suas comunidades. Esta proposta corrobora com projetos interdisciplinares,
como a citagdo de FREIRE (1996) “tanto educadores quanto educandos envoltos numa pesquisa,
nao serdo mais os mesmos. Os resultados devem implicar em mais qualidade de vida, devem ser
indicativos de mais cidadania, de mais participagao nas decisdes da vida cotidiana e da vida
social”.

Pela sua representatividade, a escola é um espaco privilegiado para a base do
envolvimento da populacio no controle de vetores de doencas endémicas e parasitarias (REGIS

et al., 1995) e precisam ser abordadas de maneira consistente, criativa, e adequada as realidades

Extensio: R. Eletr. de Extensao, ISSN 1807-0221 Florianépolis, v. 14, n. 26, p. 74-83, 2017. 75
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Educacio antidengue: um relato de experiéncia

locais (LENZI e COURA, 2004). Essa abordagem pode ser realizada através das atividades
Iidicas associadas a a¢des educativas, ja que o lidico possui caracteristicas tais como: estimulo da
imaginacio, construcio da personalidade, exploracio e manipulacio de objetos que nio fazem
parte do cotidiano da crianga, e também proporciona o contato com outras pessoas
(KISHIMOTO, 1994). A escola normalmente envolve membros da maioria das familias do
bairro, e a dengue e o controle do mosquito sio temas excelentes para diferentes tipos de
abordagem; pela sua incorporacao ao conteudo programatico e sua reproduc¢ao nos anos
subsequentes; pela oportunidade de aproximacio de um problema existente na comunidade e,
principalmente, por necessitar de mudangas de atitudes. York (1993) indica que, de fato, a
mudanga de habitos é muito mais facil de ser conseguida entre as criancas do que nos adultos,
uma vez que as mesmas sio muito mais estimuladas pela prépria curiosidade.

O projeto educagao antidengue teve como objetivo mobilizar e sensibilizar a comunidade
escolar e a populagdo em geral no estado do Rio de Janeiro, quanto a importancia de um estado
de vigilancia para Ae. aegypti, com a proposta de divulgar o conhecimento cientifico, através de
atividades Iidicas e a¢Ses educativas, de modo a buscar parceiros no processo de prevencio da

dengue.

MATERIAIS E METODOS

Local de estudo

A execucao do projeto constou de visitas a nove escolas no municipio de Vassouras, RJ,
sendo quatro estaduais, trés municipais, um centro integrado de educa¢io publica e uma escola
particular, perfazendo um total de 712 alunos participantes. Os eventos de extensio foram
realizados em locais publicos, nos municipios fluminenses de Miguel Pereira, Trés Rios; Marica;
em Centros Culturais; locais puiblicos no municipio de Vassouras; e no campus Universitario da

Universidade Severino Sombra/USS, no municipio de Vassouras.
Agoes educativas
As atividades foram realizadas pela equipe do Laboratério de Insetos Vetores da

Universidade Severino Sombra/USS, composta de estudantes de doutorado/FIOCRUZ,
mestrado/USS, iniciacio cientifica (PIBIC-USS; PIBIC-FAPER]; PIBIC-CNPq), jovens
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Figura 1: Formulario utilizado para avaliacao do aprendizado: “Sim ou Nao? Dr. Mosquitio!”

Este estudo, licenca 001/2010/CEP-USS, de pesquisa e extensio, esta diretamente ligado
a0 incentivo e populatizagio da ciéncia, e na formagio de estudantes, como agentes e promotores
efetivos de a¢des, no ambito educacio-ambiente-saide.

Os resultados dos formularios de avaliagao “Sim ou Nao? Dr. Mosquitio!” foram

mensurados por somatério e percentual.

RESULTADOS E ANALISES

A proposta de “educar com diversio” forneceu subsidios importantes para o
conhecimento sobre o mosquito vetor da dengue, e induziu mudangas de comportamento no que
tange o ambiente e saude.

As atividades contaram com 2500 pessoas no total, sendo estes estudantes, professores e

o publico em geral dos municipios de Vassouras, Trés Rios, Marica e Miguel Pereira (Tabela 1).
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Tabela 1: Resultado das acSes educativas, locais da realizacio e nimero de participantes.

Numero de

Atividades  Numero de atividades Local das atividades
participantes
8 Vassouras 694
Escolas
1 Vassouras 18
Subtotal 712
4 Vassouras 409
4 Vassouras 725
3 Vassouras 366
Eventos
1 Trés Rios 108
1 Marica 74
1 Miguel Pereira 106
Subtotal 1788
TOTAL 2500

As atividades realizadas com os estudantes do primeiro segmento do ensino
fundamental resultaram em 552 respostas e demonstraram principalmente a importancia do
guarda de endemias no controle do mosquito. A caixa de pandora, o labirinto e a pega teatral

foram as a¢des mais atrativas, representando acima de 80% de aceitagio pelos estudantes (Tabela

oy

Tabela 2: Respostas positivas relacionadas as atividades (peca teatral, caixa de pandora, lupa magica, corrida maluca e

labirinto) realizadas com 137 alunos do 1° segmento do ensino fundamental, em 4 escolas do municipio de Vassouras,

RJ.

Pega Caixa de Lupa Corrida
Escolas Labirinto
teatral pandora magica maluca
A 11 16 6 10 9

B 38 37 32 23 33

C 32 43 42 30 39

D 30 29 25 33 34

Total (RP) 111 125 105 96 115

% 81 91 77 70 84

Legendas: RP= Respostas positivas.
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As atividades realizadas com o segundo segmento do Ensino Fundamental, com a
participagio de 222 estudantes, o nome cientifico e os métodos de controle de Ae. aegypti foram
os assuntos mais conhecidos, em torno de 84% em comparagio ao ciclo de vida, habitos e tipo
de alimentagdo (26-36%) (Tabela 3A). Apds as atividades, os resultados (Tabela 3B),
demonstraram um aumento significativo do conhecimento sobre o inseto vetor (95%) e os
métodos de controle (98%). Os assuntos abordados como o ciclo de vida atingiram 86% de

respostas corretas, enquanto os habitos e a alimentacao dos insetos apresentaram um resultado de

70-75% (Tabela 3B).

Tabela 3: Respostas positivas da avaliacio prévia (3A) e posterior (3B) as atividades realizadas com 222 estudantes do 2°

segmento do ensino fundamental, em 9 escolas do municipio de Vassouras, R].

Nome  Ciclo de Prevengio e
Habitos Alimentagido
Escolas cientifico vida controle

A

A 17 4 4 5 23
B 19 7 5 4 17
C 61 44 31 28 62
D 63 9 13 8 66
E 17 11 2 7 18
F 10 5 4 8 3

Total (RP) 187 80 59 60 189

% 84 36 26 27 85
B

A 30 28 24 26 34
B 20 18 19 19 20
C 64 57 37 36 67
D 69 61 56 57 68
” 18 = 12 18 19
F 10 9 v 10 10

Total (RP) 211 191 155 166 218

% 95 86 70 75 98

Legendas: RP= Respostas positivas.
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O resultado do concurso de cartazes realizado como material didatico de fixacdo do
aprendizado, foi divulgado em evento cientifico no Centro Cultural (CeCult) da Universidade
Severino Sombra, e os resumos e textos publicados on-/ine no site institucional, conforme /Znk:

http://www.uss.br/arquivos/Escola_dengue redacoes_selecionadas.pdf.

De acordo com LENZI e COURA (2004) uma maior aproximagio do campo cientifico
a0 senso comum se faz necessiria para a interacao entre essas formas de conhecimento,
permitindo a constru¢io de mensagens mais direcionadas e, possivelmente, de maior
contribuicio ao esclarecimento da populagio. Paulo Freire (1996) afirma que “ensinar nio é
transferir conhecimento, mas criar as possibilidades para a sua prépria producio ou a sua
construgao”. De acordo com Huizinga (1971) e Piaget (1970), a atividade lidica supde uma
ordenacao da realidade, seja ela subjetiva ou intuitiva, ou objetiva e consciente. Para Piaget (1978)
a atividade lidica humana contribui para o desenvolvimento porque propicia a descentragio do
individuo, a aquisigdo de regras, a expressao do imaginario e a apropria¢ao do conhecimento.

Educacio em saide é um passo essencial no programa de controle de vetores, uma vez
que demonstra a eficiéncia da informacdo e conhecimento cientifico do vetor e da transmissio de
doencas para a populagio. O conhecimento sobre o ciclo de vida do vetor, sua ecologia e
biologia devem ser disseminados a fim de promover condi¢Ses saudaveis e auxiliar na erradicagio
dos criadouros dos mosquitos (AZIS et al., 2014).

Os resultados desta proposta possibilitaram novos espacos de didlogos e conversagao e,
através das atividades realizadas, sanaram duvidas da populacao e introduziram conhecimento
cientifico as comunidades, transformando teoria em acdes concretas envolvendo educacio,

sociedade e pesquisa.

CONSIDERACOES FINAIS

Este estudo mostrou que a educagio realizada de forma lidica e com uma linguagem
adequada é uma forma propicia de educar para a saide e o ambiente, e formar novos
multiplicadores do conhecimento no controle do mosquito e prevencao da dengue, febre amarela

urbana, zika e chikungunya no municipio.
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4 DISCUSSAO

Em face da epidemiologia consolidada da dengue e a introdugdo dos virus
zika e chikungunya no Brasil, este estudo pretendeu contribuir para o enfrentamento
do vetor dessas doencas (1) através da atividade larvicida de produtos naturais
vegetais na busca de novas alternativas para o controle do vetor Aedes aegypti e (2)
promover acdes de educacdo em salde através de atividades Iudicas de modo
buscar parceiros no controle da dengue.

(1) O mosquito Ae. aegypti apresenta uma capacidade de resistir as medidas
de controle através de inseticidas sintéticos, o que é um problema devido a escolha
limitada de inseticidas utilizados na saude publica (WHO 2012). Além disso, o0s
inseticidas sintéticos representam riscos para a saude humana e meio ambiente
(WHO 2012). Uma alternativa eficaz no ambito do controle biolégico é o uso dos
produtos botanicos que irdo atuar como inseticidas, porém ambientalmente mais
seguros no controle dos mosquitos (GHOSH 2012).

Em muitos paises em desenvolvimento, alguns métodos a base de plantas,
tais como a queima de matéria-prima, extratos e velas possuem atividade repelente
contra mosquitos e forneceram protecdo para os seres humanos contra insetos
vetores de doencas. Para muitas comunidades rurais, esses métodos tradicionais
séo acessiveis e facilmente disponiveis.

As plantas possuem uma rica fonte de bioativos quimicos que podem ajudar
no controle de insetos, com um destaque importante para a diversidade da flora
brasileira que apresenta um imenso potencial para a producdo de compostos que
podem possuir atividades inseticidas (BEZERRA et al. 2014).

Na busca por um larvicida natural utilizou-se como ferramenta de estudo trés
espécies vegetais Cecropia catharinensis Cuatrec (Urticaceae), Ottonia anisum
Sprengel (Piperaceae) e Podophyllum hexandrum Royale (Berberidaceae) e os
Oleos essencias terpendides.

Cecropia catharinensis e Ottonia anisum sdo vegetais brasileiros facilmente
encontrados na Mata Atlantica e sdo amplamente utilizadas na medicina popular
com grande relevancia devido as suas propriedades medicinais.

Cecropia catharinesis é utilizada popularmente no tratamento de asma,
bronquite e doencas cardiovasculares (MACHADO et al., 2008). Aragéo et al. (2010)

apresentaram fundamento para o uso da planta no tratamento da diabetes.
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Na busca de substancias ativas de plantas, a medicina popular pode ser fonte
de importantes informacdes. Dados da literatura revelam a existéncia de uma maior
probabilidade de se encontrar atividade biolégica em plantas orientadas pelo seu
uso na medicina popular do que em plantas escolhidas ao acaso (CECHINEL-FILHO
e YUNES 1998). Tornando-se fundamental a avaliacdo de outros beneficios, dentre
estes, extratos brutos e substancias puras sobre larvas de Ae. aegypti e de Ae.
albopictus na busca de um fitoproduto que possa ser utilizado no controle de vetores
de doencas.

O material vegetal de C. catharinensis foi escolhido para um estudo biol6gico
fundamentado em resultados anteriores com o extrato bruto metandlico sobre o
percevejo Oncopeltus fasciatus Dallas (Hemiptera-Heteroptera: Lygaeidae) onde foi
demonstrado que o extrato causou 30% de mortalidade das ninfas desse percevejo
(MALECK et al., 2014). Mas, quando o mesmo foi testado sobre Ae. aegypti, ndo
apresentou atividade larvicida (SERDEIRO et al., 2017).

Espécies do género Ottonia sdo popularmente utilizadas no pais como
diuréticas, salivantes e anestésicas, sendo muitas vezes conhecidas como
"anestesia" (LOPES 1989; CUNICO 2001; CUNICO et al. 2004; AGRA et al. 2007).
O potencial anestésico de O. anisum a partir do uso popular foi confirmado por
Lopez et al (2016).

A atividade larvicida de O. anisum se intensifica com o extrato bruto hexanico,
o qual propiciou 100% de mortalidade larval em até 24 h apés a sua aplicacdo no
meio de criacdo das larvas de Ae. aegypti. A substancia isolada desse extrato, um
arilbutanoide, 1-butyl-3,4-methylenedioxybenzene, apresentou atividade larvicida
sobre 0 mosquito, com uma CLso igual a 1,6 pg/mL. A substancia 1-butyl-3,4-
methylenedioxybenzene é responsavel por mais de 10% do extrato hexanico e é
facilmente isolada. Devido ao facil isolamento o uso econémico dessa fonte natural
pode ser viavel e o cultivo sustentavel de O. anisum pelas comunidades deve ser
encorajado (MARQUES et al., 2017).

Os resultados obtidos dos bioensaios com O. anisum enfatizam a importancia
de espécies da familia Piperaceae, em que pese a eficacia dos metabdlitos
secundéarios delas obtidos no controle de insetos. Tal eficacia € devida
provavelmente a diversidade quimica dos compostos produzidos por essas plantas
(MARQUES e KAPLAN 2015). De acordo com a revisdo de Parmar (1997) no
periodo de 1907 a 1996, apenas em espécies do género tipo de Piperaceae (Piper),

aproximadamente 600 metabdlitos secundarios foram isolados, entre eles,
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destacam-se as classes das amidas, flavonoides, alcaloides e ésteres graxos, que
possuem acéo inseticida (CABRAL et al., 2009).

O isolamento de metabdlitos secundarios através de um estudo quimico
biomonitorado pode ser uma ferramenta Ut na busca de substancias ativas
(TREVISAN et al., 2006; SIMAS et al., 2007; CABRAL et al., 1995). Esse fato é
demonstrado no artigo “Toxicity and Larvicidal Activity of Podophyllum-Based
Lignans Against Aedes aegypti (Diptera: Culicidae)” com a espécie Podophyllum
hexandrum (Berberidaceae), que a partir da eficacia do extrato etandlico contra as
larvas de Ae. aegypti foram isoladas as lignanas desoxipodofilotoxina e
podofilotoxona. A comparacéo de atividadade das duas lignanas contra Ae. aegypti,
mostrou maior atividade da desoxipodofilotoxina, com uma CLsp < 1 pug/mL,
resultado confirmado também para Ae. albopictus. Apesar da podofilotoxona néo ter
apresentado mortalidade larval alta, quando testada na concentracao de 30 ug/mL,
atrasou o desenvolvimento larval o que possivelmente pode sugerir a interferéncia
desta lignana no horménio da muda de Ae. aegypti. De acordo com Saguez et al.
(2013) a atividade de lignanas e neolignanas pode causar impacto no crescimento e
fertilidade de Myzus persicae Sulzer (Hemiptera: Aphididae) devido a interferéncia
no sistema hormonal de insetos.

Espécies vegetais do género Podophyllum sdo reconhecidas por serem
fontes de lignanas possuidoras de varias atividades biologicas (JACKSON e
DEWICK,1984), o que vem aumentando o interesse pelo género na busca de novos
alvos biologicos e suas propriedades, o que enseia o estudo fitoquimico e de
atividade biologica de P. hexandrum.

Nos bioensaios de atividade larvicida com os 6leos essenciais terpendides foi
demonstrado o potencial de farnesol, thymol, carvacrol, dihydrojasmone, p-cymene e
nerolidol no controle do mosquito Ae. aegypti (SERDEIRO et al., 2017. Artigo 5 da
tese néo foi publicado)

O presente estudo, diante de seus resultados, confirmou a atividade larvicida
encontrada em todos o0s ensaios realizados com as piperaceas, urticaceas e
berberidaceas, o que demonstra a importancia de suas propriedades, despertando o
interesse de pesquisadores de diferentes areas do conhecimento.

(2) No que tange a proposta de acbes de educacdo em saude para o
enfrentamento da dengue e outras doencas transmitidas pelo mosquito Ae. aegypti
como acdo concreta do Plano Brasil sem Miséria, preocupou-se em incentivar a

participacdo da populacdo através de varias estratégias metodoldgicas, baseadas no
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dialogo e interagdo, que abordem o tema de forma direta, assegurando um aspecto
dinAmico as atividades. A proposta de “educar com diversao” forneceu subsidios
importantes para 0 conhecimento sobre o mosquito vetor da dengue e para
mudancas de comportamento (MALECK et al., 2017). Para Piaget (1978) a atividade
ludica contribui para o desenvolvimento porque propicia a descentralizacdo do
individuo, a aquisicdo de regras, a expressao do imaginario e a apropriacdo do
conhecimento.

As acdes de interacdo com a populagdo foram realizadas nas escolas do
municipio de Vassouras (RJ) e em espacos publicos das cidades da regido Sul
Fluminense.

Pela sua representatividade, a escola € um espaco privilegiado para a base
do envolvimento da populacdo no controle de vetores de doencas (REGIS et al.,
1995).

Para os eventos realizados em locais publicos foram montadas tendas e
mesas em locais dos municipios com grande fluxo de pessoas. A medida em que as
pessoas passavam pelo local recebiam informacdes sobre o assunto. Sobre as
mesas foi exposto material biol6gico do mosquito Ae. aegypti (ovo, quatro estagios
larvais, pupa e mosquito adulto) para a visualizagdo com o uso de lupas manuais e
visualizacdo da morfologia externa das larvas no microscopio optico. As atividades
Iudicas realizadas nas escolas foram também levadas aos eventos proporcionando
diversdo e conhecimento para as criancas. Além dessas atividades, foram
distribuidos a populacao folhetos informativos e o livro de atividades “O Mosquito
Dengoso”

Nas atividades realizadas, tanto nas escolas quanto nos eventos, surgiram
varias curiosidades, tais como “Por que vocé cria mosquito? ” ou “Como vocés
conseguiram os ovos de Ae. aegypti? 7. Nesse ponto a conversa acabava sendo
direcionada ao encontro das atividades cientificas realizadas no laboratorio e sobre
a ciéncia de uma maneira geral. Destacamos a importancia do trabalho cientifico e o
contato com a populacao.

Durante a exposicdo do material biolégico foi constatado, devido aos
seguintes comentarios: “ Eu ja vi essa minhoquinha na minha casa ” ou “ Isso € larva
do mosquito da dengue? ’referindo-se as larvas de Ae. aegypti, que algumas
pessoas desconheciam informacfes importantes sobre o mosquito vetor da dengue.
Rangel (2008) concluiu que o modo como se divulga a prevencao da dengue, o ciclo

de vida do seu vetor e 0s meios de evitar sua proliferacdo se da de forma pouco
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abrangente, uma vez que a populacdo geralmente ndo consegue identificar o
mosquito Ae. aegypti nos locais de infestacdo. Uma abordagem mais realista sobre
as caracteristicas do inseto vetor e ciclo de vida certamente propicia maior
engajamento de toda a sociedade no controle da dengue. No presente estudo, a
populacdo teve a oportunidade de conhecer o ciclo de vida da espécie Ae. aegypti e
reconhecer as suas principais caracteristicas.

E importante salientar que apds décadas convivendo com a dengue a
sociedade né&o incorporou a luta didria que deve ser travada contra o mosquito.
Talvez a sazonalidade dos surtos tenha feito com que todos se esquecessem da
doenca por um periodo de tempo, tempo este, necessario para que o ciclo do
mosquito se restabelecesse. De acordo com Silva et al. (2015) as estratégias de
controle & dengue ndo devem ser de carater sazonal e sim um trabalho continuo de
educacdo. No presente estudo, as atividades de educacdo em saude foram
realizadas em todo ano, muitas vezes, durante as atividades a equipe executora foi
guestionada pelos participantes o porqué falar de dengue no inverno.

Os resultados desta proposta possibilitaram espacos de dialogos e
conversacao e, através das atividades realizadas, sanaram davidas da populacéo e
introduziram conhecimento cientifico as comunidades, transformando teoria em
acOes concretas envolvendo educacdo, sociedade e pesquisa para muitas das

pessoas para quem dirigimos nossos esforgos.

133



5. CONCLUSOES

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

2- Os achados do estudo sugerem que o0 metabdlito 1-buti- O 3,4-
metilenodioxibenzeno, isolado das folhas de O. anisum, pode ser usado como um
pesticida adjuvante alternativo no controle do mosquito Ae. aegypti, em novas
composi¢cbes que seria ambientalmente mais seguro do que alguns sintéticos
inseticidas. Os bioensaios utilizando este metabolito revelaram toxicidade
significativa entre L3 larvas apés 24 h apos o tratamento em baixas concentracoes.
Aléem disso, a extracdo deste composto ativo natural de espécies arbustivas nativas
brasileiras pode ser uma alternativa econdémica contra os virus tropicais tais como:
dengue, zika e chikungunya, e pode contribuir para a reducdo do uso extensivo de
pesticidas toxicos nos paises em desenvolvimento com altas taxas dessas infec¢cdes

virais.

3- O presente estudo revelou que dihydrojasmone, farnesol, thymol, p-cymene,
carvacrol e nerolidol promissores larvicidas para Ae. aegypti. Salienta-se a
importancia da descricdo do dihydrojasmone citado pela primeira vez com
importante acdo sobre as larvas de Ae. aegypti. Todos os constituintes de 6leos
essenciais investigados nesta pesquisa causaram algum tipo de alteracdo no
tegumento ou nas porcdes internas das larvas, o que pode sugerir a sua toxidade
sobre o inseto vetor de doencas. Os resultados confirmaram a contribuicdo dos
Oleos essenciais sobre a fisiologia, morfologia e controle do principal mosquito de

importancia médica mundial.

4- De acordo com os resultados deste estudo, pode ser concluido que as lignanas
podofilotoxona e a desoxipodofilotoxina isoladas do extrato etandlico (PM-3) de
rizomas e raizes de P. hexandrum exibiu toxicidade significativa para as larvas de
Ae. aegypti, confirmando assim a sua eficacia como compostos larvicidas. Além do

mais, a atividade téxica e o numero reduzido resultante de adultos dar a estas
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lignanas um potencial que precisa ser mais investigado em busca de compostos
ativos que possam interferir no crescimento e desenvolvimento de insetos,

particularmente o mosquito Ae. aegypti.

5- Este estudo mostrou que a educacdo realizada de forma ladica e com uma
linguagem adequada é uma forma propicia de educar para a saude e o ambiente, e
formar novos multiplicadores do conhecimento no controle do mosquito e prevencao
da dengue, febre amarela urbana, zika e chikungunya no municipio. Ainda, ressalta-
se a importancia do desenvolvimento de praticas de educacdo em salude em
cenarios diferentes tais como as escolas, locais publicos, campus universitarios
entre outros, tornando possivel criar uma rede de multiplicadores de informacdes,
gue se apresenta com menos formalidade e mais interacdo entre facilitadores e
populacdo. Além da formacdo de multiplicadores para a prevencdo do mosquito

vetor da dengue, 0 projeto pode incentivar a ciéncia.
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