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Resumo

Estudos discutem as bromélias como criadouros do Aedes aegypti L., vetor da dengue. Avaliou-se a toxidade
de extratos brutos de Aechmea fasciata (Lindley) Baker (Bromeliaceae) e Neoregelia compacta (Mez) LB Smith
(Bromeliaceae) em larvas de A. aegypti. Folhas de N. compacta trituradas com etanol e agua destilada, hexano
e acetato de etila, resultaram nos extratos hidroalcodlico, hexanico e de acetato de etila. Das flores e folhas
de A. fasciata, maceradas em acetato de etila, obteve-se o extrato de acetato de etila. Os bioensaios foram
realizados com aplicagéo desses extratos no meio de criagédo das larvas (L3) de A. aegypti. Neste estudo foram
avaliadas a viabilidade larval e pupal, a emergéncia e a mortalidade. Os resultados dos bioensaios apontaram
para a alta toxidade (DL50 = 39,4 ug/mL) de A. fasciata e (DL50 = 23 ug/mL) de N. compacta. Os dados
sugerem estas bromeliaceas como fonte de bioprodutos ativos na busca de um fitoproduto larvicida no controle
do mosquito vetor da dengue.

Palavras-chave: atividade larvicida; Bromeliaceae; Aedes aegypti; dengue.

Abstract

Several studies have discussed bromeliads as breeding grounds for Aedes aegypti L., a dengue vector. The
toxicity of crude extracts of Aechmea fasciata (Lindley) Baker (Bromeliaceae) and Neoregelia compacta (Mez)
LB Smith (Bromeliaceae) on A. aegyptilarvae was evaluated in this study. Leaves of N. compacta were ground
up with ethanol and distilled water, hexane and ethyl acetate to produce hydro alcoholic, hexane and ethyl
acetate extracts. Flowers and leaves of A. fasciata were macerated in ethyl acetate to obtain an ethyl acetate
extract. The bioassays were performed with application of these extracts to the breeding medium of L3 larvae
of A. aegypti. In this study, larval and pupal viability, emergence and mortality were evaluated. The results from
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the bioassays indicated that these extracts were highly toxic: LD50=39.4ug/mL for A. fasciata and LD50= 23 ug/
mL for N. compacta. The data suggest that, within the search for larvicidal phytoproducts, these bromeliads are
sources of active bioproducts for dengue vector mosquito control.

Keywords: larvicidal activity; Brom aegypti; dengue.

Introducgao

As plantas sdo fontes ricas de substancias farma-
cologicamente ativas, e algumas delas apresentam
atividade larvicida e inseticida (Silva et al., 2003;
Siddiqui et al., 2004) no que diz respeito ao controle
de insetos nas culturas agricolas (Morandi Filho et
al., 2006) e na saude publica (WHO, 2009).

Afamilia Bromeliaceae, a que pertencem as espécies
Noeregelia compacta (Mez) L.B. Smith e Achemea
fasciata (Lindley) Baker, apresenta grande represen-
tatividade no Brasil (Manetti, Delaporte e Laverde
Junior, 2009). As bromélias sdo importantes devido
aos seus recipientes fitotelmatas, permanentes e
ricos em micro e macro floras e faunas associadas,
da qual podem participar formas imaturas de mos-
quitos da familia Culicidae, incluindo-se o Aedes.
Mas, poucos sédo os estudos referentes a quimica
e farmacologia de N. compacta e A. fasciata. Na
literatura observou-se que os principais compostos
ja isolados e identificados de bromélias sdo perten-
centes as classes dos triterpendides e flavonoides.
Em menor nimero encontram-se os esterois, diter-
penos, acidos cinamicos, glicerdis, lignanas, entre
outros (Williams, 1978; Manetti, Delaporte e Laverde
Junior, 2009; Fabri e Costa, 2012). A ocorréncia
de flavonoides na familia bromeliacea evidencia a
importancia quimica dos mesmos como possiveis
agentes farmacologicos e possibilita considera-los
como potenciais quimiotaxonémicos. Manetti e co-
laboradores (2010), que identificaram flavonoides,
taninos e saponinas, sugerem que a sua atividade ci-
totdxica esta relacionada provavelmente a presenca
de saponinas. Manetti, Delaporte e Laverde Junior
(2009) relacionam a larga variedade de atividades
fisiologicas aos diterpenos isolados de Bromeliacae.

Neoregelia compacta (Mez) L.B. Smith pertence a
familia Bromeliaceae, subfamilia Bromelioideae,
nativa do Brasil e endémica nos estados do Rio de
Janeiro e Espirito Santo (Silva e Gomes, 2003). Com
poucos dados encontrados na literatura, entre os
compostos derivados do metabolismo secundario do
género Neoregelia hd aqueles compartilhados com
a familia Bromeliaceae. Yano (2003) cita trés este-
roides e uma substancia pura 3,4-dimetoxicinamato
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de 1’-glicerila dos extratos hexanicos de folhas de
N. cruenta e P. flammea. Os extratos com diferentes
preparagdes (hexanicos, metandlicos, aquosos) de
folhas, rizomas, sementes e de frutos destas espé-
cies mostraram atividades antineoplasica, antifungi-
ca, antibacteriana e antioxidante.

O género Aechmea (Ruiz & Pav) é o maior e um dos
mais complexos géneros de Bromeliaceae (Forzza
et al., 2012). Originaria do Brasil, onde se encontram
60% de suas espécies, o género Aechmea reune
cerca de 240 espécies (Luther, 2008) endémicas
do Estado do Rio de Janeiro (Sousa e Wanderley,
2000).

Aedes aegyptiL., vetor do virus da dengue, é encon-
trado em areas urbanas, e apresenta importancia
médica (Silva et al., 2004), por ser responsavel por
epidemias frequentes causadas pela migracao dos
quatro sorotipos nas Américas (WHO, 2009). A sua
grande capacidade de adaptagcdo a condigdes ad-
versas, tais como periodos de quiescéncia de ovos
em ambientes indspitos (Barrera, 1996; Silva e Silva,
1999; Varejao et al., 2005; Serpa et al., 2006) e o
crescimento normal em aguas poluidas (Beserra et
al., 2009; Beserra et al., 2010), faz com que o con-
trole deste vetor seja muito dificil. O mosquito parece
ter preferéncia por ambientes com riqueza de mi-
crorganismos e de matéria organica (Barrera, 1996),
especialmente os encontrados em Bromeliaceae. A
Unica forma de controle destes insetos ainda é apli-
cacao de inseticidas e larvicidas.

Varios estudos tém chamado a atengéo para os pro-
dutos naturais com atividade larvicida que poderiam
ser Uteis no controle de diversos vetores (Consoli
et al., 1988; Park et al., 2002; Silva et al., 2003),
incluindo A. aegypti (Cabral et al., 2009; Maleck et
al., 2013).

Quando da epidemia de dengue no Rio de Janeiro
em 2001/2002 foi levantada a possibilidade de bro-
mélias domésticas serem criadouros de larvas de A.
aegypti (Mocellin et al, 2009). Segundo Bermudez-
Monge e Barrios (2011) os efeitos quimicos resul-
tantes do metabolismo desses vegetais interferem
na abundancia e diversidade da fauna em seus
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reservatorios. A necessidade de seu estudo se torna
primordial (Cunha et al., 2002) quanto a possibilidade
de possuir e eliminar nos seus reservatérios subs-
tAncias com atividades larvicidas para A. aegypti e
a desmistificagdo como seus provaveis criadouros.

Este estudo teve como objetivo avaliar a interferén-
cia sobre o desenvolvimento de formas imaturas de
A. aegypti e a toxicidade dos extratos de A. fasciata
e N. compacta sobre as mesmas, tendo em vista en-
contrar-se na literatura referéncias divergentes para
o fato de as bromélias serem ou n&o criadouros de
mosquitos.

Material e Métodos

Material vegetal

Endémica do Estado do Rio de Janeiro (Sousa e
Wanderley, 2000), A. fasciata apresenta folhagem
rigida, com estrias verticais, rosuladas, em forma de
roseta aberta até tubular; bainha em geral alargada,
ldminas com margens serradas ou serrilhadas - es-
pinhos nas bordas - e marmorizadas de verde com
escamas cinza prateadas, principalmente quando
jovem; a inflorescéncia, duravel e rigida, € formada
por bracteas cor-de-rosa vistosas a inconspicuas,
com espinhos nas bordas e flores roxas delicadas,
com dois apéndices petalinos internos; sépalas
livres a conatas, em geral assimétricas e mucrona-
das; pétalas roseas e lilases; seis estames, inclusos
na corola, livres ou os do segundo ciclo adnatos as
pétalas; ovario infero; fruto baga; sementes sem
apéndices conspicuos; rizoma conspicuo; escapo
bem desenvolvido (Sousa e Wanderley, 2000).

Também nativa do Brasil, endémica nos Estados do
Rio de Janeiro e Espirito Santo, a N. compacta é
um vegetal epifito caracterizando-se por ser acaule,
rizomatosa, de roseta bem aberta, com até 0,40 m
de didmetro, com folhas largas, rijas e coriaceas,
nas cores verde ou variegada. A inflorescéncia for-
ma-se em uma depressao no centro da planta, pela
modificagcdo das folhas internas a roseta (bracteas)
nas cores vermelho-viva, protegendo flores brancas
e discretas e originando um receptaculo achatado
para recolher agua. As folhas que rodeiam as inflo-
rescéncias sdo brilhantes e coloridas. Propaga-se
por separagdo de rebentos ou por sementes (Silva
e Gomes, 2003).

Dentre bromélias de origem brasileira, para este
estudo foram escolhidas as espécies Aechmea
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fasciata (Lindley) Baker e Neoregelia compacta
(Mez) L.B. Smith. Os representantes de bromé-
lias usados neste estudo localizavam-se em area
periurbana do Municipio de Miguel Pereira, RJ,
regido serrana do Estado do Rio de Janeiro, em
altitude de 640m, com temperatura média de 24°C
e indice pluviométrico de 1.750mm? (PMMP, 2011).
As bromélias encontravam-se dispostas no solo,
entre as coordenadas 22°28'30.77"S e 43°29'35.51”
O, e em galhos de arvores, entre as coordenadas
22°, 28 30. 49"S e 43°29’ 35. 23”’0. Os espécimes
utilizados foram classificados por Carlos Amaral e
as suas exsicatas estdo depositadas no Herbario
da Universidade Severino Sombra, Vassouras, RJ,
Brasil sob os numeros HUSSBRO-001(N. compacta)
e HUSSBRO-002 (A. fasciata).

Extracao

Folhas e caules de N. compacta e A. fasciata foram
lavadas em agua destilada e secas em temperatu-
ra ambiente. Apds a secagem, o material vegetal
foi fragmentado e triturado para a preparacdo dos
extratos.

As folhas de N. compacta (38g) foram maceradas,
separadamente, utilizando diferentes solventes
com polaridade crescente: em hexano (Isofar) (400
mL), em acetato de etila (Quimex) (370 mL) e em
etanol (Vetec) e agua destilada (400 mL; 1:1), ob-
tendo-se os extratos hexanico, de acetato de etila e
hidroalcodlico.

As flores (23g) e folhas secas (60g) de A. fasciata
foram maceradas em 230 mL e 600 mL acetato
de etila. Todos os materiais foram preparados em
frasco de vidro escuro, sob agitacdo ocasional de
duas vezes por semana, durante 20 dias. Apds a
maceragao, o material vegetal foi filtrado e evapo-
rado em rotavapor a 40°C, armazenado em frasco
de vidro escuro, e mantido em geladeira a 12°C e
25% de UR. Para a utilizagdo nos bioensaios, os
extratos hidroalcodlico e de acetato de etila foram
diluidos em dimetilsulféxido (DMSO), devido a sua
menor toxicidade perante aos demais solventes, e o
extrato hexanico foi dissolvido em acetona, devido a
sua polaridade.

Bioensaios
Os ovos de A. aegypti foram obtidos no Nucleo

de Apoio e Pesquisa de Vetores—NapVE/Parceria
DIRAC-IOC-VPAAPS/FIOCRUZ e mantidos no
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laboratério de Insetos Vetores/USS, Vassouras, RJ.
Para os bioensaios, os ovos foram colocados em um
recipiente (4,0 cm x 4,5cm) contendo agua mineral.
Apés 1h foi adicionado a este meio, alimento de ra-
¢ao de peixes (Alcon Guppy) (0,3 mg/larva) (WHO,
1970; Cabral et al., 2009) para incubagdo dos ovos
e desenvolvimento das larvas (Cabral et al., 2009;
Narciso, 2009; Leite et al., 2012). Apds a ecloséo,
as larvas de terceiro estadio (L3) foram separadas
e colocadas (20 larvas por grupo) em recipientes de
vidro, contendo agua mineral (20 mL). Apés 1h foi
adicionado a este meio de criagao larval, alimento
de ragdo de peixe conforme citado acima, para a
realizagdo dos testes bioldgicos.

Para avaliagéo da atividade larvicida, os extratos de
folhas e flores de N. compacta e A. fasciata foram
aplicados ao meio de criagao larval nas concen-
tragdes de 10, 100 e 200 ug mL"', e submetidos a
investigacdo de atividade bioldgica sobre formas
imaturas (L3) de A. aegypti.

Os bioensaios compreenderam grupos testes, grupo
controle (controle sem solvente de diluigdo) e con-
trole testemunho (com solvente de diluicao). Todos
os experimentos foram realizados em triplicata e
trés repeticdes. Os bioensaios foram mantidos em
camara climatizada a 27+ 1°C, 70 = 10% UR e foto
periodo de 12h.

As observagdes foram realizadas durante 30 dias, e
os resultados analisados quanto ao periodo de de-
senvolvimento, a viabilidade e a mortalidade, além
de avaliagdo morfoldgica das larvas mortas através
de microscopia optica.

Analises Estatisticas

Os resultados foram tratados pela analise de varian-
cia F- ANOVA (Sokal e Rohlf, 1979), a significancia
estatistica foi determinada pelo teste Tukey sendo
considerado como significante P< 0,05 e o erro padrao
calculado através da média dos experimentos, através
do programa Graphpad Instat 3.05 (Motulsky, 1999) e
BioEestat 5.0 (Ayres et al., 2007), e o teste x2 com nivel
de significancia de P < 0,01. Os desvios padrédo foram
calculados utilizando a média dos experimentos e ana-
lise de Trimmed Spearman-Karber para determinar a
DL, (Hamilton, Russo e Thurson, 1977).

Resultados

Da extragdo vegetal foram obtidos 0,155g de ex-
trato hexanico, 1,927 g de hidroalcodlico, 274 g de
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acetato de N. compacta e 179 mg de acetato de etila
de A. fasciata.

O extrato hidroalcodlico de N. compacta estendeu
a fase larval (L3-adulto) de A. aegypti em 3 dias
em concentragao de 10ug mL"(8-24) e diminuiu na
concentragdo de 200 ug mL" de L3-adulto (13-23)
se comparado ao grupo controle (8-21) (Tabela 1A).
O mesmo extrato de 200ug mL"'apresentou 4,7 +2,6
de mortalidade para L4. Nas concentragdes de 100

e 200Jg mL"a mortalidade de pupas foi de 5,0 + 0,6
para a concentragdo de 100ug mL" e 4,0 + 1,5 para
a de 200ug mL"' quando comparadas a nido ocor-
réncia de mortalidade de pupas no grupo controle
(Tabela 1C).

A viabilidade de adultos foi de apenas de 5,0 £ 0,0 a
6,3 +£4,0 (200 e 100ug mL™"), em comparacéo a 18,3
+ 2,1 e 18,7 £ 2,3 de adultos dos grupos controles
(Tabela 1B).

Na concentragdo de 100ug mL"' as larvas L3
duraram 4 dias, as L4 duraram 9 dias e as pupas
sobreviventes duraram 11 dias, com mortalidade de
33% em 200ug mL-'. As larvas L3 sobreviveram, as
L4 duraram 10 dias com 25% de mortalidade e as
pupas duraram 10 dias com 32% de mortalidade.

O extrato hexanico (200ug mL") reduziu o periodo
de desenvolvimento de larvas (L3) a adulto (15,0 +
4,2) (P< 0,001) quando comparado aos controles
(19,3 £ 3,7) e (20,0 + 4,5) e aumentou o periodo de
desenvolvimento larval na concentragdo de 100ug
mL" em 2 dias (2-11) em relagdo ao controle (2-9)
(Tabela 2A). As concentragdes de 100 (13,0 + 3,5)
(P=<0.001) e 200ug mL"(12,0 + 4,4) (P=<0.001)
aumentaram o periodo de desenvolvimento de pupa
em dois dias se comparado ao grupo controle. O
desenvolvimento de L3-adulto diminuiu em 2 dias na
concentragdo de 10ug/mL" (16,3 + 3,7) (P=<0.01),
1 dia na concentragdo de 200ug mL" (15,0 £ 4,2)
(P=<0.001) e aumentou este periodo em 1 dia na
concentragdo de 100ug mL*(15,3 £4,1) (P=<0.001).

A mortalidade larval (L4) 5,3 +2,0;6,7+3,0e 8,3+
2,3 ocorridaem 10, 100 e 200ug mL-"'respectivamen-
te, de extrato hexanico, nao foi registrada no grupo
controle (Tabela 2C) e, reduziu significativamente
(8,7 £ 1,5) (P=<0.001), (11,0 £ 2,0) (P=<0.001) e
(9,0 £1,0) em 10,100 e 200ug mL'a emergéncia em
relagéo ao controle (19,0 £ 1,7) (Tabela 2B).

O extrato de acetato de etila (AcoEt) de N. compacta

reduziu entre 1 a 2 dias o periodo de desenvolvi-
mento de A. aegypti, na concentragédo de 10ug mL"
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Tabela 1 - Duragdo do desenvolvimento (A), viabilidade (B) e mortalidade (C) de larvas de Aedes aegypti tratadas
em 3° estadio (L3) no meio de criagdo com extrato hidroalcodlico de N. compacta.

Tratamento Larval (dias) Pupal (dias) L3 — adulto (dias)
A X +DP v X +DP \% X+DP v
Controle 3,540,5a (3-4) 14,8+3,1a (6-19) 17,0£3,3a (8-21)
DMSO 3,740,47a (3-4) 16,7+2,8b (10-21) 19,0£3,1b (12-24)
10pgmL-! 2,740,5b*** (2-5) 14+3 5ac*** (6-20) 16,045,4ac* (8-24)
100pgmL-* 3,4+0,5ac* (3-4) 13,742, 7ac*** (8-21) 18,8+4,5a (10-22)
200pgmL- 3£2b*** (3-4) 15,2+2,5ab (8-19) 19,8+4ad (13-23)
L3-L4 L4-pupa Pupa-adulto L3 — adulto
8 X DP % X+ DP % X *DP % X+ DP %
Controle 20,0+0 100 20,010 92 18,312,1a 100 18,312,1a 92
DMSO 20,0+0 100 20,0+0 93 18,7+2,3a 100 18,7+2,3a 93
10pgmL’ 20,0+0 95 19,0+1,0 74 14,0£2,0a 82 5,3+4,0b** 27
100pgmL-! 20,00 100 20,00 72 14,3+3,0a 55 6,3+4,0b™* 32
200pgmL’ 20,0+0 97 19,3%1,1 62 12,0£3,0a 45 5,0+0b** 25
L3 L4 Pupa
C
X *DP 1\ % X +DP % X +DP v %
Controle 0 0 0 1,721 (6-14) 8 0 0 0
DMSO 0 0 0 1,3+2,3 (9-14) 7 0 0 0
10ugmL- 1,01,0 3-3 5 23:2,1 | (4-24) 12 0,7+1,1a | (10-12) 5
100pgmL™* 0 4-4 0 2,3+15 | (6-15) 12 5,0£0,6b** | (10-21) | 33
200pgmL-! 0,7£1,1 0 3 47426 | (4-14) 25 4,0+1,5¢* | (11-21) | 32

Experimentos com 20 larvas (L3) de A. aegypti, para cada grupo teste e controle, em triplicatas e com 3 repeticdes. Média e desvio padréo (X + DP).
Intervalo de Variagao (IV). Valores seguidos da mesma letra ndo possuem diferengas significativas. Niveis de significancia por teste de Tukey, represen-
tados como *** P< 0.001; **P = <0.01; *P<0.1 vs controle de DMSO (testemunho).
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Tabela 2 - Duragdo do desenvolvimento (A), viabilidade (B) e mortalidade (C) de larvas de Aedes aegypti tratadas
em 3° estadio (L3) no meio de criagdo com extrato hexanico de Neoregelia compacta.

Tratamento Larval (dias) Pupal (dias) L3 — adulto (dias)

A X +DP v X £ DP v X+ DP v
Controle 4,217 (2-9) 16,0+4,0a (7-22) 19,3%3,7a (9-23)
Acetona 4,0£2 (2-7) 17,045,0a (1-4) 20,0+4,5a (9-24)
10pgmL? 4,424 (2-9) 15,0%4,6a (1-15) 16,3%3,7bd** (9-21)

100pgmL" 4,3+2,1a (2-11) 13,0£3,5ac*** (1-17) 15,3+4,1¢*** (7-22)
200pgmL’ 4,0£1,8 (2-8) 12,014 ,4bc*** (1-17) 15,014,2¢*** (8-21)
L3-L4 L4-pupa L3 - adulto Pupa-adulto

8 X*DP % X *DP % X *DP % X*DP %
Controle 20,0+0a 95 19+1,7a 100 19,0%1,7a 100 19,0%1,7a 95
Acetona 20,0+0a 100 20,0+0a 97 19,3+0,6a 100 19,3+0,6a 97
10pgmL-1 20,0+0a 100 20,0+0 63 12,7+0,6b** 68 8,7+1,5b*** 43

100pgmL-1 20,0+0a 97 19,3+0,6 67 12,3+2b** 85 11,0+2,0b*** 55
200pgmL-1 20,0+0a 97 19,3+1,0 55 10,7+1,5¢*** 81 9+1,0b*** 43
L3 L4 Pupa
C
X = DP v % X *DP v % X *DP v %
Controle 1,0+1,7a (3-5) 5 0 0 0 0 0 0
Acetona 0 0 0 0,7+0,6a (4-4) 3 0 0 0
10pgmL~* 0 0 0 5,3+2a (11-22) 27 0,3+0,6a | (14-14) 2
100ugmL" | 0,740,6a (2-8) 3 6,7+3b* (3-19) 32 1,0#1,0a | (11-21) 8
200pgmL’ 0,7t1a (1-7) 3 8,3+2,3b* (2-20) 42 0,7+0,6a (10-20) 6

Experimentos com 20 larvas (L3) de 4. aegypti, para cada grupo teste e controle, em triplicatas e com 3 repeti¢des. Média e desvio padréo (X + DP). Intervalo de Variagdo
(IV). Valores seguidos da mesma letra ndo possuem diferencgas significativas. Niveis de significancia por teste de Tukey, representados como *** P< 0.001; **P = <0.01;
*P<0.1 vs controle de acetona (testemunho).
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Tabela 3 - Duragdo do desenvolvimento (A), viabilidade (B) e mortalidade (C) de larvas de Aedes aegypti tratadas
em 3° estadio (L3) no meio de criagdo com extrato bruto de acetato de etila de Neoregelia compacta.

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

B
X +DP % X+DP % X *DP % X +DP %
Controle 20,0+0a 100 20,0+0a 98 19,610,6a 100 19,6+0,6a 98
DMSO 20,0+0a 100 20,0+0a 93 18,6+1,5a 100 18,6+1,5a 93
10pgmL-’ 20,0+0a 100 20,0+0a 87 17,343,0a 67 11,6+3,0b*** 58
100pgmL- 20,0+0a 0 0 0 0 0 0 0
200pgmL-* 20,0+0a 0 0 0 0 0 0 0

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

B
X +DP % X *DP % X *DP % X +DP %
Controle 20,0+0a 100 20,0+0a 98 19,610,6a 100 19,6+0,6a 98
DMSO 20,0+0a 100 20,0+0a 93 18,6%1,5a 100 18,6+1,5a 93
10pgmL? 20,0+0a 100 20,0+0a 87 17,343,0a 67 11,6+3,0b*** 58
100pgmL 20,0+0a 0 0 0 0 0 0 0
200pgmL-* 20,0+0a 0 0 0 0 0 0 0

L3 L4 Pupa

C
X +DP 1\ % X +DP \% % X *DP \% %
Controle 0 0 0 0,3%0,6a 13-13 2 0 0
DMSO 0 0 0 1,3+1,5a 6-11 7 0 0

10pgmL? 0 0 0 2,742,8a 5-11 13 5,6+2,8 3-9 32,7

100pgmL-! 20,0+0a 4-4 100 0 0 0 0 0
200pgmL-* 20,0+0a 4-4 100 0 0 0 0 0

Experimentos com 20 larvas (L3) de 4. aegypti, para cada grupo teste e controle, em triplicatas e com 3 repeti¢des. 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;
*P<0.1 vs controle de DMSO (testemunho).
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Tabela 4 - Duragdo do desenvolvimento (A), viabilidade (B) e mortalidade (C) de larvas de Aedes aegypti tratadas
em 3° estadio (L3)no meio de criagdo com extrato bruto de acetato de etila de A. fasciata.

Tratamento A Larval (dias) Pupal (dias) L3 — adulto (dias)
X+ DP 1\ X *DP v X*DP 1\
Controle 6,0+1,0a (4-7) 10,5¢2,3 a (5-14) 11,4+1,6a (7-15)
DMSO 5,0+0,4a (4-5) 9,0+3,0b (5-13) 10,1£2,6b (7-15)
10pgmL? 2,3+0,6b*** (2-4) 6,4+1,7¢c*** (5-11) 6,9+1,4c*** (7-13)
100pgmL" 2,0+0b*** (2-2) 7,0+2,1bc** (5-12) 7,2+1,6¢*** (7-14)
200pgmL 0 0 0 0 0 0
L3-L4 L4-pupa Pupa-adulto L3 — adulto
8 X+DP % X+DP % X+ DP % X £DP %
Controle 20,0+0a 100 20,0+0a 98 19,7+0,6a 100 19,7+0,6a 98
DMSO 20,0+0a 100 20,0+0a 93 18,7+1,5a 100 18,7+1,5a 93
10pgmL? 20,0+0a 100 20,0+0a 73 14,7+3,5a 75 11,0%4,0a 55
100ugmL" 20,0+0a 45 9,0+10b* 74 7,0+6,5bc* 95 6,3+6,0b** 32
200pgmL 20,0+0a 0 0 0 0 0 0 0
L3 L4 Pupa
Cc
X £ DP v % X £ DP v % X +DP v %
Controle 0 0 0 0,3+0,6a 13-13 2 0 0 0
DMSO 0 0 0 1,3%1,5a 6-11 7 0 0 0
10pgmL™ 0 0 0 5,3+3,5a 3-10 27 3,6+0,6b*** 5-10 25
100ugmL" 11,0¢10,1a 3-3 55 2,3+4,0a 3-10 12 0,3+0,6a 10-10 5
200pgmL* 20,0+0a 3-3 100 0 0 0 0 0 0

Experimentos com 20 larvas (L3) de A. aegypti, para cada grupo teste e controle, em triplicatas e com 3 repetigdes. Média e desvio padrao (X + DP). Intervalo de Variagdo
(IV). Valores seguidos da mesma letra ndo possuem diferengas significativas. Niveis de significancia por teste de Tukey, representados como *** P<(.001; **P = <0.01;
*P<0.1 vs controle de DMSO (testemunho).
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(9,0 £ 2,0) (P<0,001). Nao houve desenvolvimento
larval em 100 e 200ug mL". O periodo de desenvol-
vimento L3-adulto (9,0 £ 2,0) (P=<0.001) e de pupas
(7,2 £ 2,0) (P=<0.01) foi reduzido em 3 dias, na con-
centragdo de 10ug mL"' em relagédo ao controle 13,2
+ 1,7 € 10,6 £ 2, 3 respectivamente) (Tabela 3A). A
viabilidade de adultos foi de 11,6 + 3,0 em relagéo a
19,6 + 0,6 no controle. A viabilidade de L3 a adulto
(11,6 £ 3,0) (P=<0.001) foi reduzida, na concentra-
¢ao de 10ug mL', em relagdo ao controle (19,6 *
0,6). Devido a mortalidade n&o houve viabilidade em
100 e 200ug mL* (Tabela 3B).

O extrato de AcoEt mostrou toxidade larval (L3) em
100 e 200ug mL™", em 4 dias apds o tratamento, e
uma dose letal (DL,,) = 23ug mL™". Na concentragéo
de 10pug mL"a mortalidade de pupas foi de 5,6 + 2,8
em relagdo ao controle onde a mesma nao ocorreu
(Tabela 3C).

O estudo da atividade larvicida com o extrato de
AcoEt de A. fasciata alterou o periodo de desenvol-
vimento das larvas, nas concentracdes de 10 (2,3 £
0,6) (P< 0,001) e 100pg mL" (2,0 + 0,0) (P<0,001)
com redugao de 5 dias; e, de L3-adulto (6,9 + 1,4)
(P<0,001) e (7,2 + 1,6) (Tabela 4A).

Na concentragdo de 10ug mL" de AcoEt, a viabili-
dade de pupa para adultos foi 11,0 + 4,0 em relagéo
ao grupo controle (19,7 + 0,6). Na concentragéo de
100ug mL", o extrato bruto de AcoEt resultou em
mortalidade larval (L3), em 3 dias, e de 2,3 + 4,0
(L4), perfazendo um total de 67% de larvas mortas
num periodo de 10 dias. A mortalidade de pupas (3,6
+ 0,6) (P=<0.001) ocorreu em concentragao de 10ug
mL"* (Tabela 4C). A atividade larvicida foi obtida na
concentragdo de 200ug mL" com 100% de mortali-
dade larval em 3 dias apds a aplicagéo do extrato de
A. fasciata, e registrando uma DL, = 39,4ug mL".

Discussao e Conclusao

Espécies da familia Bromeliaceae vém sendo
estudadas quanto a identificacdo e isolamento e
atividades farmacolégicas de seus compostos orga-
nicos como triterpenos, esteroides, flavonoides, de-
rivados de acidos cindmicos, glicerdis etc. (Manetti,
Delaporte e Laverde Junior, 2009).

Em relagéo a atividade inseticida, citam—se os estu-
dos com Bromelia antiacantha, bromélia terrestre na-
tiva da Mata Atlantica, sobre o Hemiptera Oncopeltus
fasciatus Dallas (1852) (Hemiptera: Lygaidae)
(Santos et al. 2009). A toxidade dos extratos de B.
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antiacantha encontrada sobre o Hemiptera confirma
o alto indice de mortalidade (55 a 100%), mostrados
com os extratos de AcoEt (200ug mL") de N. com-
pacta e A. fasciata sobre as larvas de A. aegypti.
Em contrapartida o extrato hexanico de N. compacta
apresentou toxidade abaixo de 50% sobre as larvas
de A. aegypti. Estes dados mostraram que a ativida-
de larvicida foi obtida com o extrato de AcoEt tanto
para N. compacta como para A. fasciata.

Estudos de Candido (2011) com os 6leos vegetais
de R. communis (mamona) e C. phyllacanthus
(favela) sobre larvas L3 de A. aegypti demons-
traram que os Oleos vegetais daqueles vegetais
apresentaram toxidade ao larval (L3) (90%); o
estagio de pupa demonstrou ser susceptivel aos
extratos vegetais avaliados; que os tais extratos
causaram mortalidade significativa dos mosquitos;
que o aumento da exposigao aos produtos implica
na utilizacdo de menores concentragdes dos ex-
tratos vegetais para atividade pupicida de 100%;
que Oleos extraidos das sementes possuem maior
potencialidade no controle de larvas e pupas; que
concentragbes letais CL,, e CL, de C. phyllacan-
thus e R. communis alteraram o ciclo de vida do A.
aegypti, reduzindo o indice de emergéncia de adul-
tos tais como se obteve com extrato de AcoEt de
N. compacta em concentragdo de 10ug mL" (58%);
que os extratos de mamona atuam negativamente
em pelo menos algum estagio do ciclo de vida de
A. aegypti, semelhante a extratos de 100ug mL"
e 200pg mL'de N. compacta que foram letais a
larvas do 4° estadio (L4).

Estudada a ac&o de extrato hexanico de N. compac-
ta sobre larvas de terceiro instar (L3) de A. aegypti
pode-se acrescentar que este, nas concentragdes
de 10, 100 e 200 ug mL-" ndo apresentaram toxidade
sobre as larvas de 3° estadio (L3), as pupas e os
adultos de A. aegypti, além da viabilidade de 100%
entre L3-adultos no extrato dissolvido em acetona
(testemunho). O extrato hidroalcodlico de N. com-
pacta nas concentragdes utilizadas, de 10, 100 e
200ug mL", ndo apresentou toxidade significativa
sobre a viabilidade e o desenvolvimento larval (L3
e L4) e pupal.

O extrato bruto de acetato de etila de N. compac-
ta apresentou maior eficacia, nas concentragdes
de 100 e 200ug mL'sobre L3, L4 e pupas quando
comparado aos extratos hidroalcodlico e hexanico
da mesma espécie de bromélia.

Em extrato de acetato de etila de A. fasciata a efi-
cacia da concentragdo 200ug mL"' expressou-se
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semelhante ao extrato de acetato de etila de N.
compacta, eliminando as larvas L3 em menos
de um dia e consequentemente impedindo seu
desenvolvimento.

A toxidade do extrato de AcoEt de N. compacta
(200ug mL") sobre L4 foi de 100%. Tais resulta-
dos indicam o uso do extrato de N. compacta na
concentragdo de 200ug mL" no controle de formas
imaturas de A. aegypti, também confirmando a agéo
de extratos de fumo (Nicotina tabacum), inseticida
largamente estudado, que apresentou potencial
larvicida, mas ndo como ovicida em A. aegypti como
registrado por Quirino et al. (2009).

Consoli et al. (1988) utilizando extratos de vinte e
nove espécies vegetais, verificaram suas influén-
cias na sobrevida de larvas de que A. fluviatilis
(Lutz) (Diptera: Culicidae): que quando os extratos
sao diluidos em metanol e etanol ndo apresentam
influéncia na sobrevida de larvas; os extratos de
Anacardium occidentale, Agave americana, Allium
sativum, Coriandrum sativum, Nerium oleander,
Spatodea campanulata, Tibouchinas crobiculata e
Vernonias alzmanni reduziram a sobrevida larvaria
significativamente quando em concentragdo de
100ppm; ainda demonstraram agéo larvicida de A.
sativum na concentragdo de 1 ppm e A. occiden-
tale na concentragdo de 100 ppm., o que se pode
confirmar na concentragdo de 100ug mL-'de extra-
to de AcoEt de N. compacta e A. fasciata sobre as
larvas L3.

O periodo de desenvolvimento larval pelo extrato
de AcoEt de A. fasciata torna-se menor nas concen-
tracdes de 10ug mL-"e 100ug mL"(55% e 31,66%),
respectivamente, e inexistente em 200ug mL", o
que significa que maiores concentragbes aumen-
tam o efeito toxico sobre as larvas, se comparado
ao desenvolvimento do grupo controle (98%) e
ao grupo testemunho (93%), como demonstrado
para outras espécies de bromélias estudadas por
Consoli et al. (1988).

Os ensaios biolégicos com os extratos brutos de
A. fasciata e N. compacta, comparados ou nao
aos estudos encontrados sobre estas espécies de
bromélias, sugerem a necessidade da purificagéo
do extrato de acetato de etila na busca de uma fito-
produto natural com acao larvicida para A. aegypti.
Este estudo é pioneiro sobre a atividade larvicida
de extratos de N. compacta e A. fasciata sobre A.
aegypti e consequentemente podendo agir como
método alternativo sobre a populagdo do principal
mosquito vetor da dengue.
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