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Resumo

Objetivo: eeste estudo investigou a atividade larvicida do extrato metandlico bruto e de diferentes fragdes (hexanica, acetdnica e etandélica) obtidas das
folhas de Duguetia quitarensis sobre larvas de primeiro estadio de Aedes aegypti. Métodos: os biensaios larvicidas foram realizados em placas de 24 pogos,
contendo cinco larvas de Ae. aegypti no primeiro estaddio (L1) e um mililitro por pogo de diferentes fragdes hexano, acetona, etanélico e extrato bruto
metanélico nas concentragdes de 500, 1000 e 2000 ppm. A mortalidade foi observada até 96 horas e os experimentos foram realizados em triplicata com
seis repeti¢des utilizando diferentes geragdes do mosquito. Resultados: todas as fragdes apresentaram efeito dependente da concentragio e do tempo de
exposicdo. A fragdo etanélica demonstrou maior atividade, atingindo 86% de mortalidade na maior concentracdo, seguida das fra¢des acetonica (71%),
hexanica (65%) e do extrato bruto metandlico (54%). As estimativas de concentracdo letal indicaram valores elevados, com CLso superiores a 1500 ppm
para as fragdes mais ativas ap6s 48 horas. Conclusdes: de modo geral, os resultados indicam baixa poténcia larvicida dos extratos avaliados, exigindo
concentragdes elevadas e maior tempo de exposi¢do para alcangar efeitos significativos. Ainda assim, os achados evidenciam o potencial da espécie como
fonte de compostos bioativos, justificando investigacdes futuras voltadas ao isolamento de substancias ativas e avaliacdo de outras partes vegetais.

Palavras-chave: controle vetorial; bioprospecg¢do; metabdlitos secundérios.

Abstract

Objective: this study evaluated the larvicidal activity of the crude methanolic extract and different fractions (hexanic, acetonic, and ethanolic) obtained
from the leaves of Duguetia quitarensis against first-instar larvae of Aedes aegypti. Methods: Larvicidal assays were conducted in 24-well plates containing
five first-instar (L1) Ae. aegypti larvae and one milliliter per well of hexane, acetone, and ethanolic fractions, as well as a crude methanolic extract, at
concentrations of 500, 1000, and 2000 ppm. Mortality was monitored for up to 96 hours, and experiments were performed in triplicate with six replicates
using different generations of the mosquito. Results: all fractions exhibited concentration- and time-dependent effects. The ethanolic fraction showed the
highest activity, reaching 86% mortality at the highest concentration, followed by the acetonic (71%), hexanic (65%), and crude methanolic extract (54%).
Lethal concentration estimates revealed relatively high values, with LCs, above 1500 ppm for the most active fractions after 48 hours. Conclusions: overall,
the results indicate low larvicidal potency, requiring high concentrations and prolonged exposure to achieve significant effects. Nevertheless, the findings
highlight the potential of this species as a source of bioactive compounds, supporting further studies focusing on compound isolation and the evaluation of
other plant parts.

Keywords: vector control; bioprospection; insecticide; secondary metabolites.

INTRODUGCAO

Os extratos de plantas com potencial inseticida tém sido  microrganismos, insetos e outros artrépodes fitéfagos 2. Além
estudados com objetivo de desenvolver alternativas mais disso, a relagdo ecoldgica entre vegetais e insetos, desenvolvida
exclusivas e menos adversas ao ambiente, uma vez que o0 seu o longo de milhares de anos de coevolugao, contribui para
metabolismo secundario tem a fun¢do de protecdo contra o surgimento de mecanismo quimicos e fisicos de defesa,
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reforcando o potencial dos vegetais como fontes naturais de
substancias com atividade inseticida®.

Silva e Martins* revisaram a literatura e relataram que extratos
vegetais obtidos de diferentes partes de 57 espécies de 21
familias de plantas ja foram testados como larvicidas para
diferentes géneros mosquitos, e.g., Aedes, Anopheles e
Culex, com destaque para as familias Myrtaceae, Lauraceae e
Piperaceae. Embora, as concentragdes letais para matar 50%
das larvas (CL50) sejam muito variadas, chegando a 2.465ppm,
os autores relataram que o extrato etandlico de sementes de
Annona mucosa da famiila Annonaceae resultou em CL50 de
apenas 0,55ppm.

A familia Annonaceae possui acetogeninas que atuam nas
mitocondrias inibindo a nicotinamida adenina dinucleotideo
(NADH) e levando a morte das larvas®®. Embora muitas
espécies da familia Annonaceae apresentem atividades
bioldgicas relevantes, como a¢do contra parasitas que causam
doengas como malaria, doencas de Chagas e leishmanioses,
a quantidade de espécies estudadas continua pequena em
relacdo a diversidade da familia, que contam cerca de 2.500
espécies distribuidas em 135 géneros, apenas 150 espécies,
pertencente a 41 géneros haviam sido estudadas .

O controle de Ae. aegypti é fundamental para reduzir sua
populagdo e, consequentemente, a transmissdo de patdgenos.
Assim, esta pesquisa objetiva avaliar o potencial larvicida de
diferentes fragcdes do extrato metandlico de folhas D. quitarensis
em imaturos, visando contribuir para alternativas de controle
desse vetor.

METODOS
Obtencao de larvas

Para realizacdo dos experimentos, foram obtidas larvas de Ae.
aegypti provenientes da col6nia do Laboratério de Bioecologia
de Insetos (LaBEIn) da Universidade Federal de Rondbnia
(UNIR), estabilizada pelo protocolo baseado em Dias et al.,2.
De forma breve, machos e fémeas foram mantidos juntos em
gaiolas telada durante 5 dias para copula e alimentados com
solugdo de sacarose a 10%. Posteriormente, as fémeas ficaram
entre 24 até 36h em jejum, para repasto sanguineo, que ocorreu
por meio de alimentador com membrana artificial adaptado de
Siria et al.,’.

Ap0ds 72 horas, periodo necessario para a maturagdo dos ovos,
foram ofertadas as fémeas recipientes escuros contendo 100
mL de agua filtrada, em gaiolas revestidas com papel filtro para
simular um criadouro artificial para oviposicdo. Em seguida, os
ovos obtidos foram transferidos para bacias plasticas 30 x 22
x 8cm. Para favorecer a eclosdo, foi preparada uma solucdo
contendo 1 litro de dgua filtrada com a adicdo de 30 mg de
fermento bioldgico, conforme descrito por F.A.O Joint,® e
Suman et al,'. Os mosquitos foram criados em condig¢des
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laboratoriais controlados com temperatura (282C), umidade
relativa (70% - 80%) e fotoperiodo de 12/12 horas.

Obtencao dos extratos

A coleta do material vegetal foi realizada no distrito de Jaci
Parana, na cidade de Porto Velho, em julho de 2018, e encontra-
se com uma exsicata armazenada no Herbdrio da Unir- RO (n°
648).

A preparacdo do extrato e das fracdes da planta foram realizadas
no Laboratdério de Quimica do Instituto Federal de Rondénia. As
folhas foram secas em estufa a 40°C por 5 dias e armazenadas
protegidas da luz. O extrato foi obtido por meio do material
seco, o qual foi triturado e submetido a maceragdo exaustiva
com hexano e metanol respectivamente na proporcdo 1:10.
A cada 36 horas, o material era filtrado e evaporado em rota
evaporador a 40 OC e, em seguida, armazenadas em frasco de
ambar e conservadas em dessecador até completar evaporacgdo
do solvente.

Apds completa secagem, utilizaram-se 12 gramas do extrato
bruto metandlico para a extracdo liquido-liquido, com um
funil de separagdo, efetuou-se tratamento do extrato bruto
com diferentes solventes organicos: hexano, acetona e etanol.
As fracOes foram separadas e concentradas em evaporador
rotatorio, incluindo o residuo de extrato.

Preparo das solu¢des para os bioensaios

Para o preparo das solugdes estoque, foram realizadas as
pesagens das fracdes e do extrato bruto metandlico de D.
quitarensis, utilizando uma balanca digital de precisdo. Com
base nos valores obtidos, foram preparadas as solugGes
correspondentes, solubilizadas em dimetilsulféxido (DMSO),
resultando nas seguintes concentra¢des: hexanica (167.000
ppm), acetdnica (159.950 ppm), extrato bruto (309.550 ppm)
e etandlica (137.900 ppm). Em seguida, foram feitas dilui¢cGes e
utilizadas concentragGes de 500, 1000 e 2000 ppm.

Testes larvicidas

Os testes foram conduzidos em placas de 24 pocos, utilizando
diferentes fracOes hexano, acetona, etandlico e extrato bruto
metandlico e realizados em triplicata. Foi utilizado um volume
final de 1 mL por pogo, contendo cinco larvas de Ae. aegypti
no primeiro instar (L1), em que, apds 24h do inicio do teste
de acordo com protocolo Pridgeon et al.,*? as larvas foram
alimentadas com ragdo Tetramim Flakes triturada e polvilhada.
As concentracOes testadas foram de 500, 1000 e 2000
ppm. Para o controle, foi utilizada solu¢do de DMSO a 1%. A
mortalidade larval foi registrada diariamente, no periodo entre
24 e 96 horas. Foram consideradas larvas mortas aquelas que
ndo responderam a nenhum estimulo apds uma pequena
perturbacgdo.



3 Atividade larvicida de Duguetia quitarensis contra larvas de Aedes aegypti.

Analise de dados

A mortalidade larval foi analisada por ANOVA de dois fatores
(concentracdo e tempo), as comparac¢des foram feitas pelo
teste de Tukey ao nivel de significancia de 0,05 (5%) utilizando o
software Prism 11 (Graph Pad Inc). As analises de Concentragdes
Letais (CL50 e CL90) foram feitas por analises de Probit dosagem
x mortalidade 3.

Aspectos éticos

Todos os procedimentos, envolvendo a criagdo de mosquitos
e a utilizacdo de sangue humano para alimentagdo, foram
aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
Federal de Rondonia (CAAE: 83084424.3.0000.5300).

RESULTADOS
Extrato bruto

As concentracOes testadas do extrato metandlico de D.
quitarensis causaram mortalidade larval de Ae. aegypti (F =
34,57; P <0,0001). A concentracdo mais alta, 2000 ppm, matou
em média 2,72 larvas, correspondendo a 54% de mortalidade
em 96 horas de exposicdo. As concentracdes de 1000 ppm e
500 ppm também causaram menor mortalidade com médias de
1,22 (24%) e 1,5 (30%) larvas mortas, respectivamente. Além
disso, o tempo de exposicdo influenciou significativamente
a mortalidade larval (F = 10,38; P < 0,0001) (figura 1A). As
ConcentracgGes Letais (CL) estimadas foram: CL50 = 3250ppm
(1.173-9.000ppm) e CL90 =50.412 (18.199 - 139.000ppm) apds
48 horas.

Hexanica

As concentra¢Oes testadas causaram mortalidade larval (F =
38,22; P<0,0001), chegando a 3,3 larvas ou 65% de mortalidade
em 96 horas para 2000 ppm. As concentra¢des de 1000 ppm e
500 ppm resultaram em 1,9 (38%) e 1,1 (22%) larvas mortas,
respectivamente (figura 1B). O tempo de exposicdo aumentou
a mortalidade de forma significativa (F = 8,33; P <0,0001), entre
24h até 96h. As ConcentragGes Letais (CL) estimadas foram:
CL50 = 2401ppm (978 - 5894ppm) e CL90 = 27.386 (11.156 -
67.225ppm) apds 48 horas.

AcetoOnica

As concentragdes testadas causaram mortalidade larval
(F=89,75; P<0,0001), chegando a 3,5 larvas ou 71% de
mortalidade em 96 horas na concentracdo de 2000ppm.
Em comparacgdo, a concentracdo de 1000 ppm resultou na
mortalidade média de 1,6 larvas ou 33%. O tempo de exposi¢ao
aumentou a mortalidade de forma significativa (F = 7,47; p <
0,0001), de 24h até 96h (Figura 1C). As Concentragdes Letais
(CL) estimadas foram: CL50 = 1.622ppm (1.079 — 2.437ppm) e
CL90 =4.466 (2.972 - 6.709ppm) apds 48 horas.
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Etandlico

A fracdo etandlica de D. quitarensis na concentragdo de 2000
ppm matou 4,33 larvas correspondendo a 86% de mortalidade.
Na concentragdo de 1000 ppm, mataram-se 22 (44%) larvas (F=
75,08; P< 0,0001) (figura 1D). Assim como observado para as
outras fragGes, a mortalidade aumentou no decorrer do tempo
(F= 19,76; P<0,0001). As ConcentracBes Letais (CL) estimadas
foram: CL50 = 1599ppm (888 — 2.879ppm) e CL90 =7.838
(4.352-14.114ppm) apds 48 horas.

Figura 1. Mortalidade de larvas de Aedes aegypti expostas a
diferentes concentra¢des do extrato bruto metandlico (A) e das
fragcdes hexanica (B), acetonica (C) e etandlica (D) de folhas de
Duguetia quitarensis por até 96 horas.

EXTRATO BRUTO A HEXANICA B
5 a
B Cantrole ® . :c""“h
500ppm
= 1 . 1000ppm®
El 1000ppm 3 d
. 2000ppm © 2 . 200099
4 l
é 1
] []
w 24h 48h T2h 86h
2
1
E ACETONICA c ETANOLICO D
o -1 ]
= T B Controle @ . B Controle @
4 ‘ B 500ppm @ 4 ‘ . 500ppm P
N r B 1000ppm © 3 B 1000ppm ©
‘ B 2000p0m © B 2000ppm ©
2 2
1 1
o []
24h 4Eh T2h 96h

TEMPO (HORAS)

Fonte: autores (2025). Letras diferentes indicam diferencas significati-
vas entre as concentragdes testadas

DISCUSSAO

O extrato metandlico das folhas e as fragdes de D. quitarensis
causou mortalidade larval apenas em concentragdes elevadas
(=500 ppm), e seu efeito larvicida exigiu exposi¢do prolongada
(96h), corroborando os resultados de Bay et al.'* sobre a
atividade larvicida do extrato metandlico das folhas de outra
anondcea, Guatteria punctata, em Ae. aegypti.

A fragdo etandlica de D. quitarensis matou acima de 80%
das larvas de Ae. aegypti apenas na concentragdo mais alta
utilizada, 2000ppm. Por outro lado, Mallick et al.?® observaram
que concentrages acima de 18 ppm do extrato etandlico de
folhas da anondcea Annona reticulata matou 100% das larvas de
Ae. aegypti de primeiro estadio em 24 horas. As concentragdes
de 100 e 50ppm do extrato etandlico de sementes de Annona
coriacea mataram 73 e 87,5% das larvas de Ae. aegypti apds 24
horas 16.

Diferente da baixa mortalidade larval de Ae. aegypti (< 38%
em 1000ppm), observada nas frages mais apolares de D.
quitarensis, Mallick et al.*” relataram que o extrato acetona das
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folhas de A. reticulata na concentra¢do de 12ppm matou 66%
das larvas de primeiro estadio de Ae. aegypti apos 24h e 100%
apods 72 horas. Costa et al.’® relataram que fragdo hexanica e
extrato bruto metandlico das sementes de A. coriacea mataram
100% das larvas na concentragdo de 100ppm, e as mesmas
fragdes de Annona crassifolia mataram mais de 90% das larvas
desse mosquito na concentragdo de 1000ppm.

Dada a variabilidade quimica inerente as plantas, os resultados
para essa parte do vegetal, extrato e espécie de Annonaceae
podem variar significativamente entre diferentes espécies de
mosquitos. Por exemplo, Henao et al.,* relataram que extratos
etandlicos das folhas de Annona muricata apresentaram baixo
efeito larvicida contra Ae. aegypti (= 900 ppm), corroborando
nossos achados, enquanto o mesmo extrato mostrou maior
poténcia contra larvas de Culex quinquefasciatus (= 56 ppm) 20.
O uso de outras partes de D. quitarensis deve ser investigado
como fonte de inseticidas, incluindo sementes, pois extratos
etandlicos de sementes de outra anonacea, Annona squamosa,
resultaram em uma CL50 de apenas 0,44 ppm contra Aedes
albopictus, com efeitos adicionais ovicidas e de dissuasdo da
oviposi¢do?’. Dill et al.’® relataram que 100 ppm do extrato de
sementes de Annona caricacea causou mortalidade de larvas
de Ae. aegypti em condigdes de campo por até 15 dias. Outras
partes da planta também podem ser investigadas, como a

casca da raiz e os 6leos essenciais, pois sdo fontes de larvicidas
promissoras; por exemplo, De Omena et al.?? relataram uma
CL50 de 0,71 ppm contra Ae. aegypti usando extrato da casca
da raiz de Annona crassiflora. Oleos essenciais de Guatteria
hispida, G. blepharophylla e G. friesiana apresentaram valores
de 85, 58 e 52 ppm, respectivamente, contra Ae. aegypti 2.

CONCLUSAO

O extrato metandlico bruto das folhas e as fragdes hexanica,
acetdnica e etandlica de Duguetia quitarensis apresentaram
baixo efeito larvicida em Aedes aegypti. Até onde sabemos,
este é o primeiro relato da atividade larvicida de D. quitarensis
contra Ae. aegypti. Estudos adicionais devem investigar outras
partes da planta, incluindo 6leos essenciais, para avaliar
completamente seu potencial inseticida.
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