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Resumo

Arboviroses transmitidas pela fémea do Aedes aegypti sdo consideradas um problema de salde publica. Dessa forma,
o controle vetorial é essencial para a diminuicdo da disseminacdo dos patdégenos causadores de doencas. O objetivo
desta pesquisa foi investigar a composicdo quimica do extrato da biomassa de Streptomyces hygroscopicus e suas
capacidades larvicidas para Aedes aegypti. Em relacéo ao resultado da prospeccdo da composi¢do quimica do extrato,
com base na metodologia qualitativa colorimétrica da presenga de metabdlitos secundarios, houve indicativo positivo
para o teste de alcaléides e negativo para flavonoides. Ademais, por intermédio da Cromatografia Gasosa acoplada a
espectrometria de massas foi possivel inferir a presenca, em maior quantidade, do acido 9-12-octadecadiendico,
seguindo pela presenca do &cido 9-12-octadecadiendico e do acido linoleico. Em relagéo a atividade larvicida contra
Ae. aegypti, a CL50 do extrato diluido com DMSO a 1% foi de 155,4 ppm e a mortalidade maxima foi de 100% em
250 ppm. Por fim, foi visto que o extrato oleoso da biomassa de S. hygroscopicus foi capaz de atuar nas larvas de Ae.
aegypti, mostrando-se como potencial larvicida para essa espécie.

Palavras-chave: Bioinseticida; Cromatografia gasosa; Metabélitos secundarios.

Abstract

The arboviruses transmitted by the female Aedes aegypti are considered a public health problem and the vector control
is essential to reduce the spread of disease-causing pathogens. The main objective of this research was to investigate
the chemical composition of the Streptomyces hygroscopicus biomass extract and its larvicidal capabilities against the
Aedes aegypti mosquito. Regarding the result of the prospection of the chemical composition of the extract, based on
the qualitative colorimetric methodology of the presence of secondary metabolites, there was a positive indication for
the alkaloid test and a negative one for flavonoids. Through Gas Chromatography coupled to mass spectrometry it
was possible to infer the presence of 9-12-octadecadienoic acid followed by the presence of 9-12-octadecadienoic acid
and linoleic acid. The larvicidal activity against Ae. aegypti (LC50) of the extract diluted with 1% DMSO was 155.4
ppm, the highest mortality was with 250ppm reaching 100 porcent. Finally, it was seen that the oily extract of S.
hygroscopicus biomass was able to act on Ae. aegypti, showing as a potential larvicidal for this species.

Keywords: Bioinsecticide; Gas chromatography; Secondary metabolites.

Resumen

Los arbovirus transmitidos por la hembra Aedes aegypti son considerados un problema de salud publica. El control de
vectores es esencial para reducir la propagacion de patdgenos causantes de enfermedades. El objetivo de esta
investigacion fue investigar la composicion quimica del extracto de biomasa de Streptomyces hygroscopicus y sus
capacidades larvicidas contra el mosquito Aedes aegypti. En cuanto al resultado de la prospeccion de la composicion
quimica del extracto, con base en la metodologia colorimétrica cualitativa de presencia de metabolitos secundarios, se
obtuvo un indicador positivo para la prueba de alcaloides y negativo para flavonoides. Ademas, mediante
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cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas, se pudo inferir la presencia, en mayor cantidad, de acido
9-12-octadecadienoico, seguido de la presencia de acido 9-12-octadecadienoico y acido linoleico. En cuanto a la
actividad larvicida frente a Ae. aegypti, la CL50 del extracto diluido con DMSO al 1% fue de 155,4 ppm, la mayor
mortalidad fue con 250 ppm llegando al 100%. Finalmente, se vio que el extracto oleoso de biomasa de S.
hygroscopicus fue capaz de actuar sobre Ae. aegypti, mostrandose como una potencial larvicida para esta especie.
Palabras clave: Bioinsecticida; Cromatografia de gases; Metabolitos secundarios.

1. Introducéo

O mosquito da espécie Aedes aegypti € um vetor de transmissdo de arboviroses alarmantes para a salde publica
brasileira, como a dengue, Zika e chikungunya (Brasil, 2016). O Ae. aegypti possui um comportamento endofilico e
antropofilico, sendo considerado como inseto holometabolo que apresenta uma metamorfose completa no seu ciclo evolutivo
com as fases de ovo, larva (L1, L2, L3 E L4), pupa e adulto (Consoli & Oliveira, 1994). O seu ciclo de vida é considerado
curto, em média 10 dias, no qual as fémeas depositam seus ovos em locais que podem acumular dgua, denominados de
criadouros (Consoli & Oliveira, 1994; Forattini, 2002).

Atualmente, para o controle do mosquito, tém-se adotado Manejo Integrado de Vetores (MIV) recomendando pela
OMS (2012), que consiste no uso integrado de diferentes ferramentas e abordagens para o controle vetorial adaptadas a
realidade das areas afetadas. Neste sentido, diferentes métodos sdo empregados para diminuir a densidade populacional dos
mosquitos, seja na gestdo ambiental, uso de larvicidas seletivos, controle mecéanico ou genéticos, entre outros (Achee et al.,
2019). No entanto, como o inseto possui um ciclo curto de vida, com uma alta reprodutividade e adaptacdo no ambiente
urbanizado, o controle desse animal é desafiador (Lopez et al., 2019).

Sendo assim, a busca por moléculas que possuam bioatividades contra 0 mosquito Ae. aegypti é uma tarefa que
demanda permanente esforco sob o ponto de vista cientifico. Grande parte das pesquisas que prospectam metabolitos que
possuam ac¢do larvicida baseia-se na investigagdo de microrganismos capazes de produzir metabdlitos que possuam essas
caracteristicas (Amelia-Yap et al., 2022). As espécies do género Streptomyces, que pertencem ao filo Actinobacteria, séo
amplamente estudadas em relacgéo as suas capacidades de producdo de vasto espectro de metabdlitos secundarios, sendo esses
metabolitos sintetizados por meio da base que originam os metabdlitos simples do metabolismo anfibélico (Bilyk &
Luzhetskyy, 2016; Sayed et al., 2019; Sivakala et al., 2021). Dentro do género Streptomyces, a espécie Streptomyces
hygroscopicus ganha destaque neste projeto devido ser uma espécie pouco estudada em relacdo a produgéo de biomoléculas.
Portanto, esse trabalho objetiva produzir um extrato da biomassa de S. hygroscopicus; prospectar a composi¢do quimica do

extrato dessa biomassa e estudar as capacidades larvicidas do referido extrato contra 0 mosquito Ae. aegypti.

2. Metodologia
2.1 Obtencdo do extrato de S. hygroscopicus

O fungo S. hygroscopicus foi obtido da Cole¢do de Microrganismos do Departamento de Antibidticos do Centro de
Biociéncias da Universidade Federal de Pernambuco sob o ndmero de identificacdo UFPEDA3370. Para o processo, S.
hygroscopicus foi semeado em meio liquido ISP2 para obtencdo do pré-indculo da fermentacdo. A fermentacéo foi realizada
em biorreator New Brunswick Scientific BIOFLO 110 utilizando 3 L de meio liquido MPE, no qual 300 mL de pré-indculo
foram adicionados. Em sequéncia, na biomassa foi adicionada, inicialmente, o solvente hexano 1:1 e posteriormente o solvente
acetato de etila nas propor¢des de 1:1. Por fim, a mistura foi filtrada a vacuo, o solvente organico presente no sobrenadante foi
evaporado no rotaevaporador e o extrato foi submetido as avaliagdes seguintes.
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2.2 Andlise qualitativa da deteccdo de metabolitos secundarios

Anaélises preliminares objetivando identificar a presenca de flavonoides e alcaloides presentes no extrato da biomassa
de S. hygroscopicus foram realizadas por meio de rea¢fes quimicas. Para a presenca de flavonoides, foram adicionados em um
béquer 10,36 mg do extrato com 5 mL de metanol, 1 mL de HCI e 1 cm de fita de magnésio totalizando 43 mg e, desse modo,
o frasco foi encubado por 15 minutos até o surgimento de coloragdo rosada como indicativo da presenga de flavonoides (Silva
et al., 2013). Para avaliar a presenca de alcaloides, foi utilizado o teste de revelador Dragendoff na qual a presenga de um

precipitado no meio é um indicativo positivo de alcaloides (Wagner, 1996).

2.3 Cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas

O extrato de S. hygroscopicus foi submetido a uma Cromatografia Gasosa acoplado ao Espectrémetro de massas (CG-
MS) (Shimadzu). Para analise por CG-SM, foi utilizada uma coluna capilar HP-5 de 30m x 0,25 mm (5%-fenil)-
metilpolisiloxano com espessura de filme de 0,25 mm. A interpretacdo do espectro de massas foi feita com base na biblioteca

de compostos quimicos do National Institute Standard and Technology (NIST).

2.4 Atividade inseticida do extrato de S. hygroscopicus sobre as larvas de Ae. Aegypti

Os testes da atividade inseticida do extrato de S. hygroscopicus foram realizados seguindo as recomendagdes da WHO
(2005). Inicialmente, vinte larvas no estagio L4 foram adicionadas em tubos de ensaios contendo 30 mL de diferentes
concentragdes do extrato dissolvidos em DMSO a 1%. Para controle positivo, foi utilizado o inseticida comercial Straik Mata-
larvas e no controle negativo apenas agua destilada. As larvas foram incubadas em incubadora de Demanda Bioquimica de
Oxigénio (BOD) a 26+2 °C e com fotoperiodo simulando o ciclo circadiano. Os testes foram realizados em triplicada e, apds
24 h, foram contabilizados os nimeros totais de larvas mortas e, como consequéncia, foi possivel obter a determinagdo da

concentracdo letal média (CL50) do extrato com auxilio da analise de variancia (ANOVA).

3. Resultados e Discussao
3.1 Compostos presentes no extrato de S. hygroscopicus

Por meio da Cromatografia Gasosa acoplada & espectrometria de massas foi possivel comparar os padrfes de
fragmentacdo com espectro de massas da biblioteca de National Institute Standard and Technology. Os resultados dos picos do

extrato estdo exibidos na Figura 1 e as moléculas do extrato na Figura 2.
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Figura 1 - Espectrometria de massas do extrato de S. hygroscopicus.
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Fonte: Autores (2022).

Figura 2 - Estruturas das moléculas do extrato de S. hygroscopicus obtidas por meio de espectrometria de massas e
comparadas com a biblioteca do NIST.
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A molécula mais predominante no extrato com representatividade de 42% foi o &cido 9-12-octadecadiendico que € o
acido linoleico (AL). Esse &cido graxo é conhecido por possuir diversas atividades bioativas principalmente relacionada a
salide humana, incluindo reducgdo da carcinogénese, inflamacéo, diabetes, entre outros (Bergamo et al., 2014). O acimulo de
acidos graxos intracelular em Streptomyces ja é reportando na literatura, tendo em vista que muitas espécies desse género sao
consideradas bactérias oleaginosas (Rottig et al., 2017). Para a producdo desses lipideos, os Streptomyces possuem vias
bastante complexas, na qual ha a participacdo de diversos tipos enzimatico que podem participar tanto da producéao de &cidos

graxos como a sintese de policetideos (Rottig et al., 2017). Outros compostos que se apresentaram em menor quantidade no
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extrato foram o acido pentadecandico e o acido tetradecanoico, esses ja foram encontrados em estudos anteriores utilizando
linhagens de Streptomyces, no qual o &cido pentadecandico apresenta-se em maior recorréncia em aparecimento no extrato de

em outras linhagens do género Streptomyces (Rottig et al., 2017; Desbois & Smith, 2010).

3.2 Metabdlitos secundarios presentes no extrato

Diferentes classes de compostos quimicos do metabolismo secundario sdo encontradas em extratos provindos de
culturas de Streptomyces sp. Ao realizar o teste qualitativo para flavondides e alcaléides no extrato acetato de etila de S.
hygroscopicus, os resultados foram positivos para o teste de alcal6ides e negativo para flavonoides (Jaivel et al., 2014). Sabe-
se que as variedades de alcaldides sdo produzidas por varios organismos, incluindo bactérias, fungos e plantas, como
metabolitos secundarios que exibem bioatividades Uteis. Os alcaldides foram originalmente definidas como compostos
organicos de origem vegetal que possuem bioatividades fortes e exibem basicidade que é atribuido a presenca de nitrogénio
(Kishimoto et al., 2016).

3.3 Atividade inseticida do extrato de S. hygroscopicus sobre as larvas de Ae. Aegypti

Por intermédio das analises das mortalidades das larvas de Ae. aegypti, foi possivel obter a Figura 3 que mostra a
relagdo de toxicidade e ppm da amostra do extrato utilizado no teste. Com base na interpretagdo dos resultados, a concentracéo
letal para matar 50% das larvas (CL50) foi na concentracdo de 155,4 ppm do extrato em 24 horas de experimento. As
concentracfes de 1000, 500 e 250 ppm promoveram, estatisticamente, a mesma capacidade de mortalidade, enquanto que na
concentracdo de 100 ppm houve significativa reducdo da atividade inseticida e a concentragdo de 10 ppm do extrato ndo
mostrou nenhuma atividade inseticida. Nos estudos de Amelia-Yap et al., (2023), o extrato do género Streptomyces sp.
KSF103 em acetato de etila apresentou atividade larvicida para Aedes albopictus, Anopheles cracens e Culex quinquefasciatus
e Ae. aegypti, no qual o LC50, nesse mosquito, foi alcangado com 0,045 mg/mL do extrato. Outrossim, no trabalho de Ganesan
et al., (2018), o extrato Streptomyces enissocaesilis S12-17 promoveu uma mortalidade 100% em Ae. aegypti na concentragdo
de 500 ppm, corroborando com os dados deste presente trabalho com a capacidade do género Streptomyces de atuar com
potencial larvicida.

Quantos as moléculas do extrato com possivel atividades larvicidas, o &cido linoleico que foi o componente
majoritario no extrato ja foi reportado na literatura com atividades contra larvas de insetos em trabalhos anteriores, como
contra os insetos C. pipiens pallens, Ae. aegypti, Ae. albopictus e Culex quinquefasciatus (Samy & Chow, 2011; Melo et al.,
2018). Apesar de ndo mostrar em concentracoes significativas na espectrofotometria, nos testes colorimétricos preliminares
mostraram a presenca de alcaldides, podendo ser essa molécula estar contribuindo para capacidade larvicida do extrato, como

mostrado no trabalho anteriores sobre do potencial de alcaléides contra a Ae. aegypti (Mesi et al., 2016; Farouil et al., 2023).
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Figura 3 - Mortalidades das larvas de Ae. aegypti promovidas pelo extrato de S. hygroscopicus.
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Fonte: Autores (2022).

4. Consideracdes Finais

O extrato oleoso da biomassa de S. hygroscopicus foi capaz de atuar nas larvas de Ae. aegypti, mostrando-se como
potencial capacidade larvicida para essa espécie. Como perspectiva futura, o extrato pode ser utilizado para testes adicionais,
como os testes de toxicidade em pulpas e adultos de Ae. aegypti, assim como testes em organismos ndo alvos, como testes em
microcrustaceos (Artemia salina) ou ensaios de fitotoxicidade e, dessa forma, promover a usabilidade de biomoléculas ativas

de S. hygroscopicus como novas formas de controle desse inseto atendendo, assim, as demandas sociais € ambientais.
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