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RESUMO

A incidéncia de doencas transmitidas pelo mosquito Aedes aegypti, tem aumentado nos Gltimos
anos, dentre elas, a dengue. Atualmente, a principal ferramenta na operacdo de controle de
mosquitos é a aplicagdo de inseticidas sintéticos aplicados em sua maioria na sua fase adulta,
no entanto sabe-se que as condic¢des experimentadas pelo mosquito vetor na fase larval, pode
ser um fator chave para predizer a qualidade do adulto, afetando inclusive a capacidade vetorial.
Quando uma fonte de mortalidade externa, é adicionada ao sistema, assumimos intuitivamente
que a populacdo diminuira de tamanho. Contudo, essa mortalidade adicionada pode contribuir
para o efeito de supercompensacao, em que a mortalidade adicionada aumenta o equilibrio e
tamanho da populacdo. Os inseticidas sintéticos tém apresentado resisténcia das populagdes,
além de causar danos ao ambiente e a saude humana. Diante deste cenario, surgem métodos
alternativos de controle de vetores, como os produtos botanicos. Esse estudo propos avaliar se
os efeitos da atividade bioldgica dos 6leos essenciais de eucalipto interferem na sobrevivéncia
das larvas de Aedes aegypti e avaliar ainda como os efeitos da densidade promovidos pela
atividade inseticida do 6leo essencial de Eucalyptus benthamii interfere no desenvolvimento
larval e na producdo de mosquitos adultos da espécie A. aegypti. Os dleos essenciais foram
extraidos por hidrodestilacio e analisados por cromatografia gasosa, acoplada a
espectrofotometria de massa (CG-MS), posteriormente foram feitos testes de toxicidade larval
com Oleos essenciais de setes variedades de eucaliptos nas concentracdes: 100, 50, 25, 10, e
Oppm. Os principais compostos identificados nos 6leos essenciais fora 1,8 cineol e a- pineno.
Os Oleos essenciais de Eucalyptus testados apresentaram atividade larvicida em grande parte
das concentracdes avaliadas, principalmente nas de 50 e 100ppm. O maior potencial larvicida
foi de 100% para a concentracdo de 100ppm para os 6leos de E. benthamii e Urograndis (24h).
Segundo anélise PCA, a mortalidade larval de A. aegypti apresenta correlacdo positiva com 0s
compostos terpineno, O-cymol, O-cymene, terpineol, 2,5-Furandiona, 3-dodecil, a-pineno,
globulol e ledol. No teste de desenvolvimento, larvas de A. aegypti foram expostas a dois
tratamentos subletais CL90 e CL50 de 0leo essencial de E. benthamii e a um controle. Nossos
resultados apontam que o nimero de adultos que alcancaram a maioridade e o tempo de
desenvolvimento larval ndo foram afetados pelos tratamentos, descartando assim o efeito de
supercompensacao. Ja& em relacdo ao tamanho de machos e fémeas, foi obtido no tratamento
CL90 individuos maiores em relacdo ao controle e com maior longevidade do adulto.
Esperamos que os larvicidas naturais possam reduzir o numero de adultos emergentes, mas caso
existam sobreviventes, segundo nossos resultados, esses terdo vantagens no seu tamanho
corporal e no tempo de vida do adulto, o que indica que as fémeas maiores, teriam melhor
competéncia vetorial e maior fecundidade.

Palavras-chave: Aedes aegypti; Eucalyptus; a- pineno; Supercompensacao;



ABSTRACT

The incidence of deseases transmited by Aedes aegypti mosquitoes has increased in the recent
years, among them dengue. Nowadays the main tool for mosquitoes control is the aplication of
sintetic insecticides which mainly affect adult insects, however is known that the experienced
conditions of the larval phase can be a key factor to predict the adult quality, affecting even the
vector capacity. When an external mortality source, as a natural insecticide, is added to the
system, it is assumed intuitively that the population will decrease in size, however, this
mortality source can contribute to the effect of supercompensation, in which the mortality rises
the equilibrium and population size. Synthetic insecticides have shown resistance of insect
populations and environment impacts. In this scenario, alternative methods of vector control
arise, such as natural compounds from plants. This study proposed to evaluate if the effects of
the biological activity of the essential oils of eucalyptus interfere in the survival of the larvae
of A. aegypti and evaluates who the effects of density promoted by the insecticide activity of
Eucalyptus benthamii essential oil interfear in larval development and production of adult
mosquitoes. The essential oils were extracted by hydrodistillation in a Clevenger apparatus and
analyzed by gas chromatography coupled to mass spectrometry (GC-MS), subsequently, larval
toxicity tests were performed with seven varieties of eucalyptus essential oil at the
concentrations: 100, 50, 25, 10, and Oppm. The major compounds identified in the essential oils
were 1,8-cineole and a-pinene. The Eucalyptus essential oils tested showed larvicidal activity
in most of the evaluated concentrations, mainly in the 50 and 100ppm. The highest larvicidal
potential was 100% for the concentration of 100ppm for the oils of E. benthamii and Urograndis
(24h). According to PCA analysis, the larval mortality of A. aegypti shows a positive correlation
with the compounds terpinene, O-cymol, O-cymene, terpineol, 2,5-furandione, 3-dodecyl, a-
pinene, globulol and ledol. A. aegypti larvae was exposed to subletal tretments (LC90 and
LC50) with essential oil of E. benthamii and a control group. The results show that the number
of insects that reach the adulhood and the time of larval development were not affected by the
treatments, therefore discarting the supercompensation effect. In LC90 treatment meles and
femeles have changed, with bigger sizes and adult longevity in comparation with control
groups. It is expected that natural larvicides reduces the number of emerging adults, however
the survivors, acording to the results obtained, will have advanges in body size and adult life
time, what indicates that bigger femeles would have better vetorial competency and fertility.

Keywords: Aedes aegypti; Eucalyptus; a- pinene; Supercompensation;
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1 INTRODUCAO GERAL
1.1 Mosquito vetor

O mosquito Aedes aegypti (Linnaeeus, 1762), (Diptera, Culicidae), é o vetor de
algumas doencas, dentre elas a dengue, febre amarela, febre chikungunya e a febre pelo
zika virus (ZIKV). A dengue emergiu como a principal arbovirose no mundo, atingindo
melhoes de pessoas anualmente em varios continentes, esse resultado deve-se ao ciclo
urbano do virus, transmitido pelo A. aegypti (WHO, 2009). E praticamente impossivel
discutir a erradicacdo do mosquito vetor devido a sua capacidade de adaptacdo ao
ambiente urbano e ao clima tropical, sendo possivel apenas atuar no sentido de controle
da populagdo. E necessario estudar técnicas de maiores resultados e estudos cientificos,
para controle quimico, controle bioldgico e controle fisico (SILVA; ARIANO; SCOPEL,
2008).

O Zika virus teve o primeiro relato de transmissao na America Latina em 2015,
com casos identificados no Brasil (ZANLUCA et al., 2015). Como o0 mosquito Aedes
aegypti pode transmitir ZIKV e é um inseto abundante no Brasil, a transmisséo autoctone
foi estabelecida (HENNESSEY; FISCHER; STAPLES, 2016). No caso da dengue, 50
milhGes de infeccBes ocorrem anualmente com 500 mil casos de dengue hemorragica e
22 mil mortes, principalmente entre criancas (WHO, 2012). Dentre os fatores
condicionantes para o desenvolvimento destas doengas pode-se destacar as condic¢des
inadequadas de moradia, o destino incorreto de residuos solidos urbanos, a intermiténcia
no abastecimento de agua, as precarias condi¢Ges de infraestrutura urbana e a gestao
incorreta do lixo (CUNHA et al., 2008). Ainda, o crescimento urbano gera concentragao
de pessoas, que aliado as condicdes precéarias de saneamento bésico, a moradia
inadequada e a fatores culturais e educacionais proporciona condicGes favoraveis a
transmissdo do virus da dengue (CUNHA et al., 2008; MACHADO; OLIVEIRA,
SOUZA-SANTQOS, 2009).

Os esforcos séo direcionados para evitar a proliferacdo da populacdo de
mosquitos. Os mecanismos de controle incluem (1) o controle quimico da populacdo
adulta por pulverizagdo e pulverizagdo com volume ultrabaixo (ULV); (2) o controle
quimico de larvas por larvicidas; (3) a reducdo de criadouros de mosquitos pela
eliminacdo de pneus descartados e lixo, drenagem de recipientes desnecessarios, etc.; (4)

o controle bioldgico usando parasitas ou / e predadores de mosquitos; e (5) a manipulacéo



genética de mosquitos para produzir mosquitos refratarios a infeccdo de transmissao, ou
insetos estéreis (THOME; YANG; ESTEVA, 2010).

1.2 Ciclo de vida do mosquito vetor A. aegypti

O mosquito vetor A. aegypti é tipico de regiGes urbanas de clima tropical e
subtropical, com presenca de calor e chuvas. O desenvolvimento do mosquito ocorre por
metamorfose completa, conforme a figura 1. O processo se inicia com a eclosdo do ovo,
dando origem a larva de primeiro instar. Este processo é seguido por trés mudas ou
ecdises (processo de troca de pele que permite o crescimento do inseto), conduzindo as
fases de segundo, terceiro e quarto instar larval. Uma quarta ecdise, da origem a pupa, e
finalmente ocorre a emergéncia do mosquito adulto, masculino ou feminino (SAUDE

(BRASIL), 2001). Os machos adultos buscam ativamente copular as fémeas, que

necessitam ingerir sangue para que ocorra o desenvolvimento completo do ovario, quando
entdo, tornam-se gravidas (VALLE; PIMENTA; CUNHA, 2015). Embora as fémeas
possam sugar o sangue de outros animais vertebrados, sdo os humanos as fontes
sanguineas mais procuradas (FOOTE, 1961; SAUDE (BRASIL), 2001; VALLE;
PIMENTA; CUNHA, 2015).

Figura 1 - Ciclo de vida do mosquito A. aegypti
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Fonte: Valle; Pimenta; Cunha, (2015).

Os ovos do A. aegypti medem aproximadamente 1 mm de comprimento e
apresentam contorno alongado e fusiforme (SAUDE (BRASIL), 2001). As fémeas
gravidas depositam seus ovos fora da agua, aderindo-0s na parede interna e Umida do
recipiente, proxima a superficie da agua. Os ovos ficam aderidos durante toda a
embriogénese. A embriogénese se completa em 2-3 dias ap6s postura quando a
temperatura estd acima de 25°C, mas pode demorar mais tempo se a temperatura for
abaixo de 20 °C (FARNESI et al., 2009).

A postura de ovos esta diretamente relacionada a quantidade de sangue ingerido,
sendo que ap6s a fecundacdo a fémea A. aegypti suga cerca de 2 ul de sangue, quase
duplicando seu peso corporal. Apos a hematofagia, a fémea engorgitada passa por periodo
de digestdo do sangue ingerido que é rico em proteinas e produz os ovos (JOY et al.,
2010). Os ovos sdo capazes de resistir a longos periodos de dessecacdo, que podem
sobreviver por mais de um ano (SAUDE (BRASIL), 2001). A capacidade de resisténcia
dos ovos de A. aegypti a dessecacdo € um sério obstaculo para sua erradicacdo e explica
0 sucesso evolutivo da espécie na colonizacdo de diversas e distintas regides do planeta
(SAUDE (BRASIL), 2001).

A estrutura corporal de uma larva de A. aegypti € composto por trés regides
distintas: cabeca, torax e abdémen, sendo o Gltimo dividido em oito segmentos (SAUDE
(BRASIL), 2001). O segmento posterior e anal do abddmen tem quatro branquias
lobuladas para regulacdo osmética e um sifdo, ou tubo de ar, que é utilizado para capturar
0 oxigénio da atmosfera proporcionando o processo de respiracdo. O sifdo € curto, grosso
e esclerotizado, o que o torna mais escuro que 0s demais segmentos corpéreos. A larva é
fotossensivel e também sensivel a movimentos bruscos, apresentando o comportamento
de deslocar-se com rapidez para buscar refdgio no fundo do recipiente (SAUDE
(BRASIL), 2001).

A duragdo da fase larvaria dura entre 7 a 10 dias em condig¢Ges favoraveis de
alimentos e temperatura média entre 26 e 28 °C. Porem em condic¢Ges desfavoraveis,
como as de elevada densidade e pouco alimento, as larvas de A aegypti podem levar mais
de duas semanas para entrarem no estagio de pupa e também podem gerar fémeas
menores (VALLE; PIMENTA; CUNHA, 2015). As larvas se alimentam de matéria
organica em suspensdo, aderida as paredes ou sedimentada no fundo dos criadouros,

variando desde bactérias e algas até detritos vegetais e de animais invertebrados (VALLE;



PIMENTA; CUNHA, 2015). Durante o periodo larval, a quantidade de alimento per
capita, a densidade larval, a temperatura ambiente e o volume de agua influenciam na
taxa de sobrevivencia da larva, sua velocidade de desenvolvimento, o percentual de larvas
que conseguira se transformar em pupa, o tamanho e o peso das pupas formadas e dos
adultos emergidos delas (VALLE; PIMENTA; CUNHA, 2015). Fatores estressores em
recipientes de mosquitos podem ser mediados por competicao intraespecifica (BREAUX;
SCHUMACHER; JULIANO, 2014; JULIANO, 2009), interespecifica e predacao
(ALBENY-SIMOES et al., 2015).

A fase de pupa é a mais vulneravel do inseto, principalmente porque as pupas ndo
se alimentam e ndo conseguem se defender do ataque de predadores (VALLE;
PIMENTA; CUNHA, 2015). O periodo de desenvolvimento pupal leva em torno de dois
a trés dias, mas também dependera diretamente da historia de vida larval, principalmente
no que tange a obtencdo de alimento. Quando inativas, as pupas se mantém na superficie
da &gua flutuando e respirando oxigénio atmosférico através de um par de sifbes presentes
na regido dorsal (SAUDE (BRASIL), 2001). E nesta fase que ocorre a metamorfose do

estagio larval para o adulto.

O adulto que eclode, voa em busca de abrigo, que consiste em locais Umidos e
protegidos da luz e do vento (VALLE; PIMENTA; CUNHA, 2015). Os mosquitos adultos
sdo escuros, com faixas brancas nas bases dos segmentos tarsais e um desenho em forma
de lira no mesonoto (SAUDE (BRASIL), 2001). O macho se distingue essencialmente da
fémea por possuir antenas plumosas e palpos mais longos. Os mosquitos podem acasalar
dentro de 24 horas apds emergirem(SAUDE (BRASIL), 2001).

1.3 Medidas de controle do A. aegypti

O controle do A. aegypti nas ultimas décadas tem sido realizado principalmente
com inseticidas quimicos sintéticos (EBADOLLAHI, 2013; LEES et al., 2014). Contudo,
as populacdes de A. aegypti que persistem a esses insetisidas tornam-se resistentes
(CANDIDO et al.,, 2013; HEMINGWAY; RANSON, 2000). Entre os principais
inseticidas sintéticos utilizados no controle de mosquitos estdo os organofosforados,
carbamatos, piretroides e neonicotindides (EBADOLLAHI, 2013). Embora eficazes em
alguns momentos, o0 uso desses inseticidas altera os sistemas naturais de controle
bioldgico e leva a surtos de populacao de insetos (CHENG et al., 2003). Assim, 0 uso de

inseticidas muitas vezes resulta no desenvolvimento generalizado de resisténcia,



provocando efeitos indesejaveis em organismos ndo alvos e impactos na satude ambiental
e humana (YANG et al., 2002).

A selecdo de populagbes de mosquitos resistentes aos inseticidas resulta no
aumento da frequéncia de aplicacdo de inseticida, com dosagens crescentes, rendimentos
diminuidos, causando danos ambientais e recrudescimento de doencas quando os vetores
ndo podem ser controlados (SIMAS et al., 2004). Ainda sobre os organofosforados,
embora fornecam bom efeito larvicida e sejam de baixo custo, frequentemente s&o
rejeitados pelas pessoas por causa do forte cheiro e ligeira turbidez na agua. Além disso,
esse inseticida tem a desvantagem de efeitos negativos sobre organismos nao-alvo
(LUCIA et al., 2007). Em relagdo a protecdo individual contra o mosquito adulto, o
método mais adotado é a aplicagdo de repelentes para se proteger das picadas
(LALTHAZUALLI; MATHEW, 2017). O N, N-dietil-m-metilbenzamida (Deet), tem sido
considerado um dos mais eficazes repelentes sintéticos contra mosquitos (ZHU et al.,
2006). Contudo, o Deet é especialmente perigoso em criangas, induzindo a encefalopatia
(BRIASSOULIS; NARLIOGLOU; HATZIS, 2001).

Para minimizar o impacto dos compostos sintéticos no ambiente e na saude
humana tém sido adotadas estratégias alternativas usando pesticidas com base em 6leos
essenciais de plantas, visando diminuir os vetores de doengas, sendo que atualmente tal
pratica tem se apresentado uma das solugdes mais promissoras (PAVELA, 2015).

1.4 Oleos essenciais de plantas como inseticidas

Os oOleos essenciais sdo metabdlitos secundarios importantes para a defesa de
plantas (FRAENKEL, 1959). Sdo considerados 6leos volateis que possuem fortes
componentes aromaticos e sdo subprodutos do metabolismo das plantas (GHOSH;
CHOWDHURY; CHANDRA, 2012). Os insetos se alimentam desses metabolitos
secundarios que apresentam efeitos relativamente inespecificos em uma ampla gama de
alvos moleculares. Os 6leos possuem composto sintetizados e armazenados em estruturas
de secrecdo (BAKKALI et al., 2008). Ademais, podem conter cerca de 20 a 60
componentes em concentrag@es bastante diferentes, sendo que dois ou trés componentes
principais podem se apresentar em concentragOes bastante elevadas (20 - 70 %) e,
geralmente, esses principais componentes determinam as propriedades bioldgicas dos
oleos essenciais (PAVELA, 2015).

Os Oleos essenciais sdo misturas complexas compostas principalmente de

terpendides, particularmente monoterpenos (C10) e sesquiterpenos (C15), e uma



variedade de compostos aromaticos como fenois, 6xidos, éteres, alcoois, ésteres, aldeidos
e cetonas que determinam o aroma e o odor caracteristicos da planta (BAKKALI et al.,
2008). Os monoterpenos sdo as moléculas mais representativas constituindo 90 % dos
oOleos essenciais (BAKKALLI et al., 2008). Os principais constituintes de monoterpenos
incluem os alcoois, aldeidos, carburas, cetonas, éteres, ésteres, peroxidos, fendis e
lactonas (BAKKALI et al., 2008). Os principais fitoquimicos dos grupos acima referidos
incluem o a-pinene, mentol, linalol, carvona, canfora, eucaliptol, tujona, mirceno, timol,
cineol, ascaridol e nepetalactona (PAVELA; BENELLI, 2016).

Apresentam uma rapida degradacdo de seus compostos quimicos pelos raios
ultravioletas, por isso o seu efeito residual é baixo, portanto, podem ser mais especificos
para o inseto e menos agressivo com os inimigos naturais dos insetos (EBADOLLAHI,
2013). Os oleos essenciais, ainda, desenvolvem resisténcia mais lenta em comparacéo
com inseticidas sintéticos (EBADOLLAHI, 2013). Essas caracteristicas permitem que
6leos essenciais com bioatividade possam ser utilizados mesmo em areas sensiveis como
escolas, restaurantes, hospitais e residéncias, ganhando destaque na area de pesquisa
sobre seus reais efeitos sobre determinadas espécies de mosquitos vetores de doenca
(BATISH et al., 2008). O desenvolvimento de inseticidas naturais ou bioldgicos pode
ajudar a diminuir os efeitos negativos dos produtos quimicos sintéticos, permitindo que
sejam usados para complementar, otimizar e aumentar as atuais estratégias integradas de
controle de pragas (EBADOLLAHI, 2013).

E possivel obter dleos essenciais de partes ndo lenhosas do planta, particularmente
das folhas (BATISH et al., 2008). Esses 6leos sao definidos como produtos obtidos de
hidrodestilacdo, desidratacdo a vapor, destilacdo a seco ou prensagem mecéanica a frio de
plantas (PAVELA, 2015). O método classico de preparacdo € baseado no aparato de
destilacdo a vapor Clevenger desenvolvido em 1928. Hoje, este método foi adaptado e
ampliado para uso industrial (PAVELA, 2015). Os métodos modernos de extragdo
incluem um processo assistido por micro-ondas e extragdo com fluido supercritico
(CHIASSON et al., 2001; REVERCHON, 1997).

1.5 Género Eucalyptus

No universo dos 6leos essenciais, 0 eucalipto tem recebido grande destaque. O

eucalipto pertence a ordem Myrtales, familia Myrtaceae, incluindo pelo menos 133



géneros e 3.800 espécies. Encontradas na Australia, sudeste asiatico, Sul do continente
Américano e pequena representacio na Africa (EBADOLLAHI, 2013). Estas espécies
tém propriedades fisicas e quimicas diversas, sendo utilizadas amplamente para as mais
distintas finalidades como, lenha, carvdo vegetal, celulose, geracdo de energia,
medicamentos, entre outros. Os 0leos essenciais de eucalipto possuem reconhecida
atividade contra fungos, bacteérias, insetos, acaros e ervas daninhas, € um produto simples

e alternativo ao controle de pragas (MOSSI et al., 2011).

O 6leo essencial de eucalipto ja foi utilizado em estudos referentes ao seu efeito
inseticida e até antimicrobiano (AUYSAWASDI et al., 2016; DELAQUIS et al., 2002).
Apresentou resultados positivos para a repeléncia dos mosquitos adultos de A. aegypti
com Oleos essenciais do eucalipto da espécie Eucalyptus globulus . Outros estudos
mostraram também atividade antimicrobiana ligadas a espécies de Eucalyptus
(DELAQUIS et al., 2002; FRANCO et al., 2005). Na pesquisa realizada por LUCIA et
al. (2012a) para testar a atividades larvicida de 13 6leos essenciais de eucalipto em A.
aegypti, foram obtidos resultados positivos, no qual o 6leo essencial de E. fastigata foi o
mais eficaz com uma mortalidade larval de 92,85 %, embora ndo apresente diferencas

significativas em relacdo a E. radiata ssp., E. nobilis e E. robusta.

Os plantios de eucalipto ocupam 5,7 milhdes de hectares da area de arvores
plantadas do Brasil(“Iba - Dados Estatisticos”, 2017). No estado de Santa Catarina, em
especial na regido oeste, o plantio de eucalipto tem se expandido muito nos ultimos anos.
Em 2016, a area plantada com eucalipto foi de 116.240 ha (“Iba - Dados Estatisticos”,
2017). O eucalipto tem muito potencial ndo s6 na area econdmica mas também na
indUstria farmacedtica, na medicina e no uso contra pragas (LUCIA et al., 2008).

Dentre os estudos realizados sobre o potencial do eucalipto, frente ao mosquito A.
aegypti, ja se tem conhecimento que algumas espécies de Eucalyptus que apresentam em
sua composicdo compostos quimicos potentes contra insetos e, portanto, podem ser
utilizadas ainda na fase larval para evitar que os insetos, em especial 0 mosquito A.
aegypti, cheguem na sua fase adulta e transmitam doengas ao ser humano (CHENG et al.,
2009, LUCIA et al., 2007, 2012b). Ainda, as medidas de controle destinadas a redugéo
a populacdo larval podem ter resultados distintos sobre os nimeros de adultos, bem como
as caracteristicas dos sobreviventes (ALTO; LORD, 2016).



1.6 Efeito no desenvolvimento

H& pouca compreensdo sobre como as intervengdes de controle larval utilizando
inseticidas bioldgicos atuam em conjuto com outras fontes de mortalidade na natureza,
influenciando no tamanho populacional de adultos e nas caracteristicas dos mosquitos
adultos sobreviventes, que por sua vez influenciam o risco de transmissdo de doencas
(ALTO; LORD, 2016). Populacdes de larvas de mosquito em ambientes naturais estdo
sujeitas & inumeros fatores estressores que influenciam na densidade populacional, como
competicdo intraespecifica (BREAUX; SCHUMACHER; JULIANO, 2014; JULIANO,
2009), interespecifica e predacdo (ALBENY-SIMOES et al., 2015). Existe um padréo
de densidade dependente, onde existe maior mortalidade em sistemas com grande
densidade de larvas, atribuivel na maioria dos casos a concorréncia por recursos
alimentares(ALTO; LORD, 2016).

Hancock et al. (2016) testaram o efeito da infec¢do da bactéria Wolbachia em
larvas de mosquitos A. aegypti, consideraram a densidade populacional sobre o
desenvolvimento do mosquito e constataram que a passagem do estagio de larva para
pupa levou um tempo maior para ocorrer em populacdes com altas densidades.
Verificaram também um declinio da fecundidade das fémeas. Os tempos de
desenvolvimento foram dependente da densitdade de maneira geral para ambos
individuos infectados e ndo infectados pela bactéria.

E provavel que a introducdo de biolarvicidas (em concentragdes especificas) em
ambientes com uma alta densidade larvas pode reduzir densidade destas, reduzindo a
competicdo. As fontes de mortalidade podem ter dois efeitos, os aditivos, que se referem
a soma dos efeitos individuais, e 0s ndo aditivos, que se referem a saida da aditividade,
podendo ser observada na mortalidade compensatéria, onde o ndmero total de
sobreviventes ndo ¢ afetado por maltiplas causas de mortalidade (ALTO; LORD, 2016).
Quando a mortalidade causada por um larvicida resulta em uma producéo final de adultos
igual a habitats sem larvicida considera-se um efeito aditivo e quando a mortalidade
causada por um larvicida resulta em uma producéo final de adultos maior do que habitats
sem larvicida é observado um efeito ndo aditivio (mortalidade sobrecompensatéria ou
“efeito Hydra” (ABRAMS; MATSUDA, 2005; MCINTIRE; JULIANO, 2018).

Apds um aumento na mortalidade causada pelas mudancas na densidade
populacional, ocorrem mudangas compensatdrias nos recursos, muitas dessas mudancas
tém potencial para reverter o declinio inicial, produzindo uma eventual aumento no

equilibrio ou densidade populacional (ABRAMS, 2009). Este aumento no crescimento



populacional ou supercompensacao especifica do estagio resulta na producdo de mais
individuos no préximo estagio do ciclo de vida (DE ROOS et al., 2007), no caso do A.

aegypti maior nimero de adultos.

2 HIPOTESES

Como resultados, esperamos verificar que 6leos essenciais de eucalipto tem
efeitos sobre: A capacidade de letalidade sobre as larvas do mosquito; Quando as larvas
forem expostas a dosagens sub-letais provoque interferencias no desenvolvimento dos

mosquitos (Tamanho, fecundidade e longevidade);

Acreditamos que 0s Oleos esséncias de eucalipto, quando utilizados em
concentracdes sub-letais, podem interferir do mosquito adulto. Essa interferéncia se da
pelo stress sofrido pela larva. Esse stress sera positivo para tratamentos com
concentracdes sub-letais, simplesmente porque isso ird diminuir a densidade larval e a
competicdo no sistema. Um sistema menos adensado ira produzir adultos maiores, que

vivem mais, que colocam mais ovos e mais aptos a transmitir doencas.

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral
Avaliar se os efeitos da atividade bioldgica dos 6leos essenciais de sete espécies
de eucalipto interferem na sobrevivéncia das larvas e no desenvolvimento de mosquitos

adultos da espécie Aedes aegypti.

3.2 Objetivos especificos

I. Realizar extracdo de Oleos essenciais de quatro espécies de eucalipto
(Eucalyptus benthamii, Eucalyptus dunnii, Eucalyptus saligna e Eucalyptus
grandis) e de trés hibridos (Urograndis Grancam e Urocam).

I1. Identificar compostos quimicos presentes nos 6leos essenciais das quatro
espécies de eucalipto e dos trés hibridos;

I1l. Avaliar a mortalidade de larvas de A. aegypti expostas a 6leos essenciais das
quatro espécies de eucalipto e dos trés hibridos;

IV. Determinar as concentragdes do Oleo essencial de Eucalyptus benthamii com

capacidade de letalidade e sub-letalidade sobre as larvas do mosquito;



V. Verificar se 0 6leo essencial de Eucalyptus benthamii afeta o desenvolvimento

larval, tamanho e longevidade de mosquitos adultos da espécie A. aegypti
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ABSTRACT

The mosquito Aedes aegypti is the vector of diseases, among them dengue. Currently, the
main tool in mosquito control is the application of synthetic insecticides, which has shown
resistance of insect populations and environment impacts. In this scenario, alternative
methods of vector control arise, such as natural compounds from plants. This study
proposed to evaluate if the effects of the biological activity of the essential oils of
Eucalyptus interfere in the survival of the larvae of A. aegypti. The essential oils were
extracted by hydrodistillation in a Clevenger apparatus and analyzed by gas
chromatography coupled to mass spectrometry (GC-MS), further diluted in water with
acetone (0.40%) at the concentrations: 100, 50, 25, 10, and Oppm. The tests were
conducted in plastic containers with a capacity of 80mL, where 200uL of solution was
mixed with ultrapure water, totaling 50mL of solution. To these solutions were added 20
third and fourth instar larvae. The experiment was performed in triplicate, using a control
containing only water and acetone. The observations and count of the number of dead
larvae were made in the intervals of 1h, 2h, 4h, and 24h. The major compounds identified
in the essential oils were 1,8-cineole and a-pinene. The Eucalyptus essential oils tested
showed larvicidal activity in most of the evaluated concentrations, mainly in the 50 and
100ppm. The highest larvicidal potential was 100% for the concentration of 100ppm for
the oils of E. benthamii and Urograndis (24h). According to PCA analysis, the larval

mortality of A. aegypti shows a positive correlation with the compounds terpinene, O-



cymol, O-cymene, terpineol, 2,5-furandione, 3-dodecyl, a-pinene, globulol and ledol. The
essential oils of Eucalyptus had a larvicidal effect on the larvae of A. aegypti. Thus, our
results may be useful in the search for natural larvicidal products.

Palavras-chave: Larvicide activity; Eucalyptus; a-pinene.

1 INTRODUCAO

O controle natural de vetores com o uso de produtos naturais € menos impactante
em relacdo aos inseticidas sintéticos, pois produtos naturais sdo biodegradaveis e tém
efeitos minimos sobre o0s organismos nédo-alvo e sobre o meio ambiente (MUTURI et al.,
2011). Neste sentido, extratos vegetais e 6leos essenciais sdo um método alternativo que
tem sido amplamente estudado (BENELLI et al., 2012; CHENG et al., 2003; HALDAR,;
HALDAR; CHANDRA, 2013). Produtos botanicos, bem como seus metabdlitos isolados,
tém apresentado efeitos toxicos contra mosquitos, com atividade tdxica nos estagios de
ovos, larvas, pupas repelente a oviposicdo e aos mosquitos adultos (AMER;
MEHLHORN, 20064, b; BENELLI, 2015).

Os mosquitos da espécie Aedes aegypti (Diptera: Culicidae) sdo vetores de
doencas como a febre amarela, febre Chikungunya, dengue e ja teve comprovada a sua
capacidade de transportar Zika virus (LAZEAR; DIAMOND, 2016). A dengue é uma
doenca emergente, considerada o arbovirus mais importantes no mundo (OMS, 2015).
Segundo a Organizacdo Mundial da Saude, estima-se que 50 a 400 milhGes de pessoas
sdo infectadas anualmente nas zonas tropicais e subtropicais do mundo (OMS, 2015). O
Zika virus foi detectado no Brasil no inicio de 2015 e se espalhou por vérias regides do
pais, sendo a regido nordeste a mais afetada. Este cenario é ainda mais grave com a ligagdo
entre o ZIKA virus e a formagcdo cerebral, levando a quadros de microcefalia (LAZEAR;
DIAMOND, 2016). A febre Chikungunya, anteriormente restrita aos paises da Africa e
da Asia, vem sendo diagnosticada nos paises ocidentais por causa do fluxo macico de
turistas (ALBUQUERQUE et al., 2012). Atualmente, quase a totalidade do territorio
brasileiro e classificado como uma area de risco moderado a alto para essa doenca
(ALBUQUERQUE et al., 2012).

O mosquito A. aegypti apresenta um ciclo de vida em que adultos e larvas
apresentam diferentes historias de vida, tendo em vista que os desenvolvimentos dos
estadgios imaturos ocorrem em ambientes aquéticos, enquanto os adultos ocupam o

ambiente terrestre (MUTURI et al., 2011). Assim, 0 sucesso reprodutivo da especie



depende: (1) da obtencdo de sangue pela fémea, sem a qual os ovos ndo sao formados;
(2) da presenca de criadouros com agua, adequados para o sucesso do desenvolvimento
larval; e (3) de uma temperatura que permita a espécie exibir as atividades necessarias
para se propagar. Para o adulto, o grau de atividade e duracdo da vida depende de
condicdes de temperatura, umidade, abrigo e alimento. Diante desse cenario, o controle
do vetor é um dos pilares na reducdo da carga vetorial dessas doencas (MUTURI et al.,
2011).

Tentativas de controle populacional do mosquito A. aegypti tem sido constantes,
sendo que uma das principais ferramentas no controle de mosquitos € a aplicacdo de
inseticidas sintéticos como organoclorados, organofosforados e compostos piretroides
(EBADOLLAHI, 2013). Embora inicialmente efetivo, a grande maioria desses
compostos quimicos selecionam genes que conferem resisténcia ao mosquito (DINESH
et al., 2015; LEES et al., 2014). Em A. aegypti ja foi comprovada resisténcia maltipla a
organofosforados (temephos e malation) e piretréide (GOINDIN et al., 2017).

Alguns métodos alternativos de controle de vetores tém surgido e tem sido testado
com relativo sucesso, como a técnica do macho estéril (THOME; YANG; ESTEVA,
2010), os mosquitos geneticamente modificados (CARVALHO et al., 2015; FUCHS;
NOLAN; CRISANTI, 2012) e os mosquitos que carregam bactérias que ocorrem
naturalmente em insetos, como a Wolbachia pipiens que competem com 0s virus
eliminando assim a possibilidade de transmissdo (DUTRA et al., 2016). Além dos
extratos e 6leos vegetais que apresentam compostos importantes em interacdes planta-
inseto, esses, podem ser uma alternativa ou uma complementagdo aos tratamentos com
inseticidas sintéticos (DUBEY, 2011).

Os Oleos essenciais sdo produtos do metabolismo das plantas e comumente
referidos como metabdlitos secundéarios de plantas (FAHN, 2000; PAVELA, 2015). Séo
volateis e servem como mecanismo de defesa das plantas para suportar a pressdo da
selecdo continua de predadores herbivoros e outros fatores ambientais
(GOVINDARAJAN et al., 2015). Os 6leos sdo misturas complexas que podem conter
cerca de 20 a 60 componentes, dos quais dois ou trés apresentam concentracoes
relativamente altas (20-70%) e determinam as propriedades bioldgicas dos o6leos
essenciais (PAVELA, 2015). Como os inseticidas derivados de plantas compreendem
misturas de diversos compostos quimicos, eles atuam em conjunto tanto nos processos
comportamentais quanto fisioldgicos, possibilitando poucas chances de que as pragas
desenvolvam resisténcia a essas substancias (GHOSH; CHOWDHURY; CHANDRA,



2012; ISMAN, MURRAY B, 2000). Extratos de plantas podem afetar o comportamento
de pragas, incluindo repelir a praga ou inibir a atividade de alimentacdo, bem como
fisiologia, incluindo a ecdise, inibi¢do respiratdria, redugdo do crescimento e fecundidade
e ruptura da cuticula (ATTIA et al., 2013; BENELLI et al., 2012; KOUL, 2008; KOUL;
WALIA; DHALIWAL, 2008; PAVELA, 2011).

O eucalipto é uma importante fonte de éleos essenciais que podem ser amplamente
aplicados na industria farmacéutica, produtos de limpeza e perfumes (HYLDGAARD;
MYGIND; MEYER, 2012). O Eucalyptus € um género da familia Myrtaceae nativa da
Australia, Nova Zelandia e Tasméania (GRATTAPAGLIA et al.,, 2012), bastante
conhecido por sua importancia econdmica (RENCORET; GUTIERREZ; DEL RIO,
2007). A composicdo quimica dos 6leos essenciais das espécies ja estudadas apresenta
como principais substancias o Hidroxiacetaldeido, Eugenol, 4-Vinilsiringol,
Levoglucosano, 4-Vinilguaiacol, 2-Hidroxi-3-metil-2-ciclopenten-1-ona, o-pineno, o-
phellandrene, Cineole, p-cymene, Limoneno Eucamalol, Citronellal, dentre outros
(BATISH et al., 2008; CHENG et al., 2009). As diferentes espécies podem apresentar
diferentes composi¢des quimicas do 6leo essencial e, assim, ter diferentes atividades
bioldgicas (BATISH et al., 2008). O potencial de algumas espécies de eucalipto contra o
mosquito A. aegypti ja tem sido reportado na literatura (CHENG et al., 2009; LUCIA et
al., 2012; SRITABUTRA et al., 2011).

Percebendo a necessidade de desenvolver novos larvicidas contra mosquitos que
prejudiqguem menos o ambiente e a salde humana, estudamos a bioatividade de 6leos
essenciais de eucalipto para o controle de larvas de A. aegypti. Acreditamos que os 6leos
essenciais de eucalipto tenham efeitos letais sobre larvas de A. aegypti, contudo
esperamos que existem diferencas no potencial larvicida das diferentes espécies e
hibridos de Eucalyptus testados, devido a diferenca na composi¢do quimica de cada
planta.

O objetivo desse trabalho foi avaliar se os efeitos da atividade bioldgica dos 6leos

essenciais de eucalipto afetam na mortalidade das larvas do mosquito A. aegypti.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Material vegetal
A coleta de amostras de Eucalyptus foi realizada um uma area experimental da

Empresa de Pesquisa Agropecudria e Extensdo Rural de Santa Catarina (EPAGRI)



localizado no municipio de Guatambu, Santa Catarina (27 ° 07 '55 "'S e 52 © 44" 04" W),
Sul do Brasil. Foram coletadas folhas de &rvores adultas das espécies Eucalyptus
benthamii Maiden & Cambage, Eucalyptus dunnii Maiden, Eucalyptus saligna Smith e
Eucalyptus grandis Hill ex Maiden e dos hibridos Urograndis (Eucalyptus grandis Hill
ex Maiden x Eucalyptus urophylla ST Blake), Grancam (Eucalyptus grandis Hill ex
Maiden x Eucalyptus camaldulensis Dehnh) e Urocam (Eucalyptus urophylla ST Blake
x Eucalyptus camaldulensis Dehnh).

A extracdo dos Oleos essenciais foi realizada por meio do processo de
hidrodestilacdo das folhas verdes, em aparelho de Clevenger utilizando quatro repeticdes
de 200g de folhas em baldo de 3 L contendo 1,5 L de agua ultrapura registrando-se o
volume de 6leo extraido a cada 30 minutos, pelo tempo necessario ate atingir o equilirio

do volume de 6leo.

As amostras de 6leo essencial foram analisadas por cromatografia na fase gasosa
acoplada a espectrofotometria de massa (CG-MS), em cromatografo 7890B Agilent e
espectrofotometro de massa 5977A MSD Agilent, com biblioteca NIST08
(NIST/EPA/NIH 2008). Para tal as amostras foram diluidas em 4alcool etilico a
concentracdo de 10mg/ml, sendo injetado na coluna o volume de 1 pL na razdo de Split
100:1. Foi utilizada coluna HP5 (30 m x 250 p x 0.25 1) com gas de arraste: hélio, fluxo
de 1,0 ml/min, temperatura do injetor de 250 °C, temperatura inicial da analise de 40 °C
por 3min, rampa de aquecimento de 10 °C/min, temperatura final de 240 °C por 5 min,
temperatura auxiliar do injetor de 280 °C, amostras,. A identificacdo de componentes
individuais foi feito por comparacdo dos espectros de massa usando a biblioteca de
espectros de massas do equipamento NIST 5.01 (Agilent P / N G1033A). A quantidade
dos compostos foi obtida pela integracdo do pico area dos espectrogramas em relacéo a

area espectral total do cromatograma.

2.2 Criagao dos mosquitos

As larvas de mosquitos A. aegypti utilizadas nos experimentos foram oriundas de
uma coldnia existente no Laboratério de Entomologia Ecoldgica (LABENT-Eco), situado
no campus da Universidade Comunitaria da Regi&o de Chapecé (UNOCHAPECO). Os
A. aegypti foram mantidos a uma temperatura de 27 °C + 3, fotoperiodo claro escuro 12:12

h. Ovos provenientes da col6nia foram eclodidos em recipientes plasticos 20 x 30 cm



contendo 1 L de agua e 0,15 g de racédo para peixes TetraFin®, em uma densidade de 500

larvas/L.

2.3 Testes de toxicidade sobre larvas de A. aegypti

Os 6leos essenciais foram diluidos em agua com acetona pura (0,40%); LUCIA et
al., 2007) nas concentrac6es de 100, 50, 25, 10 e 0 ppm, completando 200 pL de solucéo.

A diluigdo foi misturada a agua ultrapura, totalizando 50 ml de solucéo.

O teste de toxicidade foi realizado em microcosmos constituidos de copos
plasticos descartaveis com capacidade total de 80 ml, contendo 50 ml das diluicdes.
Utilizamos 20 larvas entre terceiro e quarto instares por unidade experimental, separadas
com o auxilio da pipeta de Pasteur. Como controle utilizou-se agua ultrapura e acetona
(200 pL) totalizando 50ml de solucéo. Os A. aegypti foram mantidos a uma temperatura
de 27 °C * 3, fotoperiodo claro escuro 12:12 h.

2.4 Desenho experimental

O delineamento seguiu o0 esquema fatorial 7 x 5 (6leos essenciais x concentracdes)
totalizando 35 tratamentos com trés repeticdes por tratamento. As observacdes e
contagem do namero de larvas mortas foram realizadas nos intervalos de 1h, 2h, 4h, e
24h, sendo consideradas mortas aquelas larvas que ndo apresentaram movimentos ou ndo
respondiam aos estimulos com a pipeta de Pasteur. Durante o experimento, nenhum
alimento, com excec¢do do alimento oferecido no inicio do experimento, foi adicionado
aos microcosmos experimentais. Os A. aegypti foram mantidos a uma temperatura de 27
°C = 3, fotoperiodo claro escuro 12:12 h. Os bioensaios foram embasados no protocolo
da Organizacdo Mundial de Satude (WHO, 2005).

Através do teste de toxicidade foi calculada a curva de mortalidade de larvas de
A. aegypti causada pelo aumento gradual na concentracdo dos Oleos essenciais. Esta
metodologia é uma adaptacdo dos métodos descritos por (GOVINDARAJAN et al.,
2016).



2.5 Analise estatistica

Para avaliar as diferencas nas proporcdes das mortalidades de A. aegypti
utilizou-se 0 modelo linear generalizado (GLM), analisado por meio da distribuicdo
quase-binomial (link = logit, teste = qui-quadrado). Os dados de propor¢éo de mortalidade
de larvas de mosquitos (variavel resposta) foram analisados utilizando as espécies de
Eucalyptus (sete variedades), concentracdes (0, 10, 25, 50 e 100 ppm) e a interacdo entre
esses dois fatores (CRAWLEY, 2013) como variaveis explicativas. A andlise de contraste
foi usada para discriminar entre espécies de eucalipto e diluicdo dos compostos
(CRAWLEY, 2013). Nesta andlise de contraste (ortogonal), as espécies de eucalipto e as
diluicdo dos compostos quimicos (concentragdes) foram ordenadas (do maior para o
menor) e testados aos pares (com os valores mais proximos) e sequencialmente,
agrupando aos valores ndo significativos e posteriormente testando com o préximo grupo
em uma simplificacdo do modelo por etapas (CRAWLEY, 2013). Para analise de
correlacdo, a normalidade dos dados foi avaliada com o teste de Kolmogorov-Smirnov, a
homogeneidade da variancia foi avaliada com o teste de Levene e os dados foram
transformados em log quando necessario (ZAR, 2010). Todas as analises foram realizadas

utilizando o programa estatistico R (R Development Core Team, 2011).

Para ordenar as espécies de Eucalyptus em diferentes dilui¢es dos compostos (0,
10, 25, 50 e 100 ppm) nos diferentes compostos quimicos (a-pineno, Globulol, Ledol, D-
limonene, a-Gurjunene, 1,8-cineol (Eucalyptol), 1H-
_cycloprop_{e} azuleno,_decahidro_-_1, 1, 7-trimetil-4- metileno, a-terpino_acetato,
Terpineol, B pineno, o-Cymene, 2,5-Furandione,_3-dodecyl, Camphol, O-cymol e y-
terpineno) foi realizada uma analise de componentes principais (PCA) utilizando matriz
de correlagdo de autovalores e autovetores. A significancia dos eixos foi medida de
acordo com o Broken-Stick (Legendre & Legendre 1998). Também comparou-se a
estrutura de compostos quimicos entre as variedades de Eucalyptus em diferentes
diluicdes dos compostos usando uma Anélise de Variancia Multivariada Permutacional
(PerMANOVA) com a matriz de distancia Euclidiana e um teste de permutacgéo (10 000)
com pseudo-F e discriminando meses através da comparacdo de pares corrigida pelo
método de Bonferroni (usando a funcdo Adonis do pacote vegan em R; Oksanen et al.
2008). Para determinar quais compostos quimicos foram mais caracteristicos para as
especies de Eucalyptus em relagcdo as diluigdes, foi realizada uma anélise de espécie

indicadora. Concentracao e frequéncia de cada composto quimico durante o estudo para
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produzir valores indicadores (IV) para cada espécie em cada grupo (DUFRENE;
LEGENDRE, 1997), que sdo testados para significancia estatistica usando uma técnica
de Monte Carlo com 1000 permutagdes.

Uma arvore de regressao multivariada (MRT) foi realizada para determinar a
influéncia dos parametros quimicos na mortalidade dos Diptera (nivel de significancia de
0,05). Essa analise seleciona a variavel explicativa que melhor particiona os dados em
dois grupos homogéneos em relacdo aos valores da variavel de resposta. Cada subgrupo
é entdo particionado novamente, usando a variavel explicativa que melhor reduz o erro
dentro dos dois subgrupos de dados. A variavel explicativa usada nesta segunda particdo
pode ser aquela usada na primeira divisao. Esse processo de particionamento é conhecido
como crescimento da arvore e continua até que o numero de observacGes em cada
subgrupo seja considerado pequeno. Essas particbes de dados minimizam a soma das
distancias de quadrados (SSD) entre todos os pares de sites nos nds e maximizam o SSD
entre todos os pares de sites em diferentes nds (DE’ATH, 2002). Este método estatistico
é util para explorar, descrever e prever relagdes entre variaveis por agrupamento
(DE’ATH, 2002), simplificando a andlise de dados complexos que frequentemente
incluem desequilibrio, valores omissos, relac6es nédo lineares entre variaveis e interacoes
de alta ordem, e esses agrupamentos permitem que os padrdes sejam previstos usando
apenas os dados variaveis disponiveis (DE’ATH, 2002). Neste método, os parametros
quimicos da arvore sdo caracterizados por uma estimativa do numero médio de
mortalidade de individuos, erro quadratico médio (MSE), nimero de observacBes na
validagdo cruzada (N) e pardmetro de complexidade (CP). Os MRT foram realizados
utilizando o pacote mvpart (funcdo mvpart ()) e todas as analises foram realizadas com o

programa R (R Development Core Team).

3 RESULTADOS
3.1 Anélise quimica dos 6leos essenciais de eucalipto

Os rendimentos de 6leos essenciais foliares a partir da hidrodestilacdo das
variedades de Eucalyptus foram de, E. dunnii 0,95 %, Grancam 0,78 %, Urograndis 0,62
% , 0,33 % para E. benthamii, Urocam 0,3 % , E. grandis 0,21 % e E. saligna 0,2 %.

Foram identificados 54 compostos quimcos em todos os 6leos essenciais, dentre

os principais, foram encontrados as classes de terpenos, como o a-pineno, camphol e y-



terpineno, alguns monoterpenos como o 1,8-cineol, D-limoneneg, (-)-p Pineno, o-Cymene,
terpineol e sesquiterpenos como o globulol e ledol. Os principais compostos quimicos
identificados com a porcentagem relativa da area total no cromatograma dos 6leos
essenciais de sete espécies de Eucalyptus analisados por cromatografia gasosa acoplada
a espectrofotometria de massa (GC-MS) estdo apresentados na Tabela 1. Todos 0s 6leos
analisados apresentaram a-pineno e D-limonene. Dois 6leos, tiveram 0 a-pineno como
composto principal (E. benthamii 56,89 % e E. grandis 17,04 %), ja os 6leos de Grancam
e E. saligna, apresentaram esse composto em quantidades de 24,49 % e 25,06 %,
respectivamente. Os Gleos das demais espécies tiveram como composto principal o 1,8-
cineole (Eucalyptol), nas seguintes proporcées: E. dunii 25,5 %, Urocam 70,33 %,
Urograndis 26,4 %, Grancam 35,19 % e E. saligna 29,58 % (Tabela 1).

Tabela 1 - Principais compostos quimicos identificados com a porcentagem relativa da area total no
cromatograma dos 6leos essenciais de sete espécies de Eucalyptus analisados por cromatografia gasosa
acoplada a espectrofotometria de massa (GC-MS).

Comp. | E. benthamii = B = = _ E = = _
dunnii Grancam grandis | saligna | Urocam Urograndis

1 56.89 8.57 24.49 17.04 25.06 5.03 10.24

2 10.36 6.13 - - 3.62 - 3.64

3 2.96 0.54 - - - - -

4 2.38 3.33 12.12 2.16 4.66 7.95 291

5 - - 1.07 - - - 15.43

6 - 25.52 35.19 6.9 29.58 70.33 26.4

7 - 24.62 - - - - -

8 - 7.7 - - - -

9 - 6.72 - - - 9.99 7.48

10 - 3.24 7.42 8.61 9.98 4.53 4.84

11 - 0.63 3.67 - - - -

12 - - - 15.61 3.78 - -

13 - - - 4.93 - - -

14 - - 2.6 - 5.61 - 1.64




15 - - 1.07 - - - 15.43

16 - - - - - - 6.63

1- a-pineno; 2 - Globulol; 3 - Ledol; 4 - D-limonene; 5 - a-Gurjunene; 6 -1.8-cineol (Eucalyptol); 7 -

_metileno; 9 - a-terpino_acetato; 10 - Terpineol; 11 -(-)-B pineno, 12 - 0-Cymene; 13 - 2.5-
Furandione._3-dodecyl; 14 - Camphol; 15 - O-_cymol; 16 - y-terpineno.
Fonte: Elaborado pela autora (2019).

A analise de espécie indicadora mostrou que o 0.Cymene, ledol e a-pineno foram
indicadores para E. dunni em 100 ppm. Por outro lado, 2,5.furandione. _3.dodecyl,
1Hcycloprop.azulene.decohydro, terpineol, y.terpineno e a-gurjunene foram indicadores
para E. benthamii em 100 ppm. Além disso, o terpino acetato e camphol foram
indicadores para Grancam em 100 ppm. Globulol foi indicador para E. grandis em 100
ppm (Tabela 2). Apenas limoneno, 1,8-cineol e o-cymol ndo foram indicadores de

espécies de eucalipto.

Tabela 2 - Valor de p. indice de indicagio e grupo correspondente a indicagdo da analise de compostos
indicadores (%) nos 6leos essenciais em 100 ppm.

Compostos quimicos Valor p Valor indicador Grupo de frequéncia
0.Cymene 0.001 0.81 E. dunnii
Ledol 0.001 0.85 E. dunnii
[J-pineno 0.002 0.85 E. dunnii
2.5.Furandione._3.dodecyl 0.001 1 E. benthamii
1Hcycloprop_azulene._decohydro 0.002 1 E. benthamii
Terpineol 0.002 1 E. benthamii
y.terpineno 0.001 1 E. benthamii
[ Gurjunene 0.001 1 E. benthamii
[] terpino_acetato 0.04 0.41 Grancam
Camphol 0.009 0.57 Grancam
Globulol 0.035 0.44 E. grandis
[]-pineno 0.048 0.39 Urograndis

Fonte: Elaborado pela autora (2019).

3.2 Atividade Larvicida

Os resultados demonstram que existe um efeito larvicida dos 6leos essenciais de
Eucalyptus testados sobre as larvas de A. aegypti. A mortalidade larval variou entre as

espeécies vegetais, com maior mortalidade em 100 ppm e 24 horas para E. benthamii (100



+ 0 %) e Urograndis (100 + 0 %), seguidos por E. grandis (98,33 = 2,89 %). Analises de
contraste; p <0,001; (Tabela 3). E. dunni (10,00 £ 5,00 %), Grancam (13,33 + 7,64 %), E.
saligna (11,67 £ 7,64 %) e Urocam (21,67 + 5,77 %); (Tabela 3). Analises de contraste;
p <0,001; apresentam a menor mortalidade, e foram 0os mesmos entre si. A mortalidade
também se alterou entre as diferentes concentraces de compostos quimicos, com a maior
mortalidade na concentracdo de 100 ppm e seguida por 50 ppm para E. benthamii, E.
grandis e Urograndis (Tabela 4 A).

Tabela 3 - Mortalidade Larval de mosquito Aedes aegypti (%) e Desvio Padrdo (%) no tempo de 24 horas

nas diferentes concentraces.

10 ppm 25 ppm 50 ppm 100 ppm
E. benthamii 0.00 £ 0.00 6.67 £ 11.55 91.67 +14.43 100 £ 0.00
Urograndis 0.00 £ 0.00 0.00 +£0.00 96.67 +5.77 100 £ 0.00
E. grandis 0.00 £ 0.00 1.67 +2.89 78.33 £ 5.77 98.33 +2.89
Urocam 1.67+2.89 0.00+0.00 3.33+5.77 21.67 £5.77
E. saligna 1.67 +2.89 1.67 £2.89 6.67 £5.77 11.67 £7.64
Grancam 0.00 £ 0.00 0.00 +£0.00 0.00 +£0.00 13.33+7.64
E. dunnii 0.00 + 0.00 0.00 + 0.00 0.00 + 0.00 10.00 + 5.00

Fonte: Elaborado pela autora (2019).

As concentracdes de 25 e 10 ppm dos extratos obtidos das plantas E. dunnii,
Grancam, E. saligna e Urocam apresentaram as menores taxa de mortalidade larval, ndo
apresentando diferenca significativa entre si (Tabela 3). Os tratamentos de controle
(acetona e agua ultrapura) ndo tiveram efeito sobre a mortalidade larvas. Constatou-se
acao larvicida a partir da concentracao de 10 ppm em Urocam (1,67 + 2,89 %) e E. saligna
(1,67 £ 2,89 %).

3.2.1 Relacao da mortalidade larval com os compostos quimicos dos 6leos
essenciais

A mortalidade de A. aegypti apresenta correlagdo positiva com alguns compostos
quimicos, como o terpineno, O-cymol, O-cymene, terpineol, 2,5-Furandiona, 3-dodecil,
a-pineno, globulol e ledol (Figura 2, correlagbes de Person, p <0,05). Os demais
compostos quimicos ndo apresentam correlagéo significativa com a mortalidade da larva

do mosquito A. aegypti. Na Andlise de Componentes Principais (PCA) dois primeiros



eixos juntos explicaram 46,6 % da variacdo dos compostos quimicos. O primeiro eixo
(24,19 % de variancia) ndo diferiu quando comparado ao modelo Broken-Stick,
diferentemente do segundo eixo (22,41 % de variancia) que apresentou diferenca (Figura
2) 0 que nos permite considerar apenas o segundo eixo da analise PCA para interpretacdo
dos dados (Figura 2). Portanto, positivamente para o segundo eixo, e correlacionados com
maiores valores de mortalidade, encontramos 2,5-Furandiona, 3-dodecil, o-cymene,
terpineol, a-pineno, a-gurjuneno, globulol e ledol. Os demais compostos quimicos foram
negativos para o segundo eixo (Figura 2). A PerMANOVA revelou que compostos
quimicos diferiram entre as espécies de Eucalyptus e em diferentes diluicdes dos

compostos (Tabela 4 B).

Figura 2 - Anélise de Componentes Principais (PCA). A - Correlagdo dos compostos quimicos com a
mortalidade larval de Aedes aegypti. B - Eucalyptus benthamii (1 a 5). Eucalyptus dunnii (6 a 10).
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Tabela 4 - Valores de graus de liberdade (GL). Modelo F. significancia (p) e analise de contraste (AC) no Modelo Linear Generalizado (GLM - A) entre espécie de planta.
Concentracdo quimica e interagao Planta;:Concentracéo sobre a proporcao de mortalidade larval.

DF Deviance % F.Mod (delPr (> Chi) Analise de Contraste (p < 0.05)
A. GLM Model:quasibinomial. link:logit
Espécie 7 31.19 <0.001 Outros < E. grandis = Urograndis < E. benthamii
Concentracdo quimica 3 10.24 <0.001 Outros < 50ppm < 100ppm
Espécie:Concentracdo 18 9.51 0.073
Residuos 331 49.06
B. PerMANOVA Soma dos Sgs % R2 Pr(>F) Todos #
Espécie 6 53.44 8.2382 0.001 Todos #
Concentracdo quimica 3 27.10 8.354 0.001

Fonte: Elaborado pela autora (2019).
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O modelo de arvore de regressao indicou que a variabilidade na mortalidade de A.
aegypti pode ser atribuida a a-pineno (Figura 3). O modelo prevé que a mortalidade pode
ser tdo alta quanto 33 % se a-pineno for maior que 9,405 ppm e tdo baixa quanto 5 % se
a-pineno for menor do que 9,405 ppm (previsdo MSE = 686,83; cp = 0,26).

Figura 3 - Arvore de regressdo. Indicagéo da relacdo de mortalidade de Aedes aegypti aos compostos
quimicos.

a - pineno < 9 405
T
N=28.CP=0.264
Média = 14.15, MSE = 686.83

4 86 33.75

MSE = 156.30 MSE = 1240 81

Fonte: Elaborado pela autora (2019).

4 DISCUSSAO

Os dois principais compostos quimicos identificados nos 6leos essenciais de
Eucalyptus foram o 1,8-cineole e a-pineno, esse resultado esta de acordo outro estudo
que obteve o 1,8-cineole e a-pineno como componentes principais de 6leos essenciais dos
Eucalytus, E. dunnii (1,8-cineole 53,5 % e a-pineno 21,4 %), E. saligna (1,8-cineole em
45,2 % e a-pineno em 12,8 %) e E. benthamii (a-pineno 54 % e 1,8-cineole 9,9 %)
(LUCIA et al., 2008; MOSSI et al., 2011). Em nosso estudo, esses compostos para as
espécies acima citadas sdo de 1,8-cineole 25,5 % e a-pineno 8,57 % para E. dunnii, para
o E. saligna de 1,8-cineole 25,06 % e a-pineno 29,58 %, e o E. benthamii com a-pineno
56,89 % e 1,8-cineole 25,52 %. O hibrido Urocam apresentou a porcentagem mais
elevada de 1,8-cineole 70,33 % e o E. benthamii a maior concentragéo de a-pineno 56,89



% (Tabela 1). LUCIA et al. (2012a) em bioensaios larvicidas de alguns éleos essenciais
de Eucalyptus contra A. aegypti, mostrou que o 6leo essencial de E. benthamii var.
benthamii exibiu um maior teor de a-pineno (73,15 %), enquanto o dleo essencial de E.

benthamii var. dorrigoensis revelou 1,8-cineole (74,73 %) como o principal componente.

Todos o0s Oleos essenciais testados apresentaram atividade larvicida na
concentra¢do 100 ppm, porém alguns produziram uma maior mortalidade larval (Tabela
3). Dados obtidos, e analizados via PerMANOVA, apontaram que todas as plantas séo
diferentes com relacdo a composicdo quimica de seus 6leos essenciais (Tabela 3) e que
esta diferenca entre as espécies afeta a mortalidade larval. Embora os Eucalyptus sejam
da mesma regido, as diferencas na composicdo quimica podem estar relacionadas as
condicGes do solo e do clima, estacdo, idade, estresse hidrico, local de coleta, nutricdo e
outros fatores abioticos (ISMAN, MURRAY; MACHIAL, 2006). As diferencas
qualitativas e quantitativas reforcam a necessidade de estabelecer o perfil quimico dos

6leos essenciais antes de um ensaio bioldgico (LUCIA et al., 2012).

A atividade pesticida dos 6leos essenciais de eucalipto deve-se a componentes
como citronela, citronelol, acetato de citronelilo, p-cimeno, eucamalol, limoneno, linalol,
a-pineno, g-terpineno, a-terpineol, aloocimeno e aromadendeno (BATISH et al., 2006;
CIMANGA et al., 2002; DUKE, 2016; LIU et al., 2008; SU et al., 2006; WATANABE
et al., 1993). Dentre os componentes citados, foram identificados em nosso estudo o
limoneno, a-pineno e a-terpineol. O modelo de arvore de regressdo indicou que a
variabilidade na mortalidade de A. aegypti pode ser atribuida a presenca do a-pineno em
concentragdes maiores que 9,4 ppm (Figura 3). O a-pineno € um importante componente
de diferentes 6leos essenciais utilizados na producdo de inseticidas (Galeffi and Bettolo,
1988), apresenta atividade antimicrobiana frente a microrganismos patogénicos (LEITE
et al., 2007). Em bioensaios com larvas de A. aegypti, Anopheles subpictus, Aedes
albopictus e Culex tritaeniorhynchus o a- pineno mostrou uma toxicidade maior quando
isolado, comparado aos Oleos essenciais de E. grandis e Plectranthus
(GOVINDARAJAN et al., 2016; LUCIA et al., 2007). Assim é possivel afirmar que o a-
pineno é um dos principios ativos responsavel pela acdo larvicida dos 6leos essenciais
analisados, contudo, sem deixar de levar em consideragdo o efeito sinérgico dos outros
compostos quimicos presentes nos 6leos em menores concentragdes. A sinergia ocorre
quando uma mistura de dois compostos tem uma bioatividade maior que a soma dos
componentes individuais (DAVIDSON; PARISH, 1989).



Lucia (2008) em experimentos relatou que os 0leos das espécies E. dunnii e E.
saligna tiveram baixas concentracOes de 1,8-cineol e altas concentracfes de p-cimeno,
exibindo um alto efeito larvicida (LUCIA et al., 2008). Esse resultado aponta que um
aumento no contetido de 1,8-cineole reduz o efeito larvicida dos 6leos essenciais em A.
aegypti. Por outro lado, quanto mais p-cimeno presente no 6leo de eucalipto, maior € a
atividade larvicida do 6leo denotada pela relagdo significativa (p <0,01) entre mortalidade
larval e a concentracdo de 1,8-cineole. Em nossos resultados, trés dos dleos essenciais
que tiveram menor valor de 1,8-cineole foram responsaveis pela maior mortalidade larval,
sendo esses 0s Oleos provenientes de E. grandis (6,9 %), Urograndis (26,4 %) e E.
benthamii (0 %) (Tabela 1). Esse resultado é reforgado pela analise PCA que aponta o 1,8
cineol como um dos compostos que atua de forma contraria a mortalidade (Figura 1). Esta
pode ser a explicacdo para mortalidade mais elevada apresentada pelos 6leos de E.
grandis, Urograndis e E. benthamii.

Na analise de PCA (Figura 1) alguns compostos foram correlacionados com 0s
valores elevados de mortalidade, como o 2,5-Furandiona, 3-dodecil, o-cymene, terpineol,
a-pineno, a-gurjuneno, globulol e ledol. Alguns desses compostos ja apresentam
atividade bioldgica descrita na literatura, como o globulol com atividade antifingica e
bacteriana (TAN et al., 2008), o Ledol com atividade antimicrobiana e anti-inflamatdria
(KUMAR; KUMARAVEL; LALITHA, 2010), O-cymene com atividade antifungica
(MMBENGWA et al., 2009) e a-pineno com atividades antimicrobiana e inseticida
(GOVINDARAJAN et al., 2016; LEITE et al., 2007; LUCIA et al., 2007).

Segundo nossos resultados, 6leos essenciais de Eucalyptus podem ser
considerados um importante larvicida alternativo para o controle de larvas de A. aegypti.
Sabendo que o plantio de eucalipto ocupa 5,7 milhdes de hectares da area de arvores
plantadas do pais e tem se expandido muito nos Ultimos anos na regido oeste do estado
de Santa Catarina (IBA, 2017), essa cobertura vegetal proporciona que este recurso seja
estudado, pois o eucalipto tem muito potencial na industria farmacéutica, na medicina e

No uso contra mosquitos vetores de doengas.

5 CONCLUSAO

Os 6leos essenciais de Eucalyptus apresentaram efeito larvicida sobre as larvas de
A. aegypti. Os resultados do bioensaio apontaram que as especies E. benthamii e E.

grandis e o hibrido Urograndis tiveram maior atividade larvicida. Nas andlises



estatisticas, o a-pineno foi compostos quimico indicador para a alta mortalidade de larvas
de A. aegypti. Estes resultados abrem a perspectiva a respeito do potencial das plantas
como fonte de componentes quimicos com atividade larvicida, e, portanto, uma fonte
promissora de agentes para o controle de mosquitos vetores de doencas, podendo ser uma
alternativa para a substituicdo de pesticidas sintéticos por produtos naturais nos
programas de controle do mosquito A. aegypti. Dessa forma, nossos resultados podem ser
Uteis para a producdo de larvicidas naturais, fazendo-se necessarios estudos sobre a

viabilidade de uso dos 0leos testados no presente estudo.
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CAPITULO I

AVALIACAO DO OLEO ESSENCIAL DE Eucalyptus benthamii SOBRE O
DESENVOLVIMENTO DO MOSQUITO Aedes aegypti (DIPTERA:
CULICIDAE)
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ABSTRACT

The control attempts of Aedes aegypti vector occur in its majority with adult mosquitoes,
however is known that the experienced conditions of the larval phase can be a key factor
to predict the adult quality, affecting even the vector capacity. When a external mortality
source, as an natural insecticide, is added to the system, it is assumed intuitively that the
population will decrease in size, however, this mortality source can contribute to the effect
of supercompensation, in which the mortality rises the equilibrium and population size.
This study evaluates who the effects of density promoted by the insecticide activity of
Eucalyptus benthamii essential oil interfear in larval development and production of adult
mosquitoes. A. aegypti larvae was exposed to subletal tretments (LC90 and LC50) with
essential oil of E. benthamii and a control group with six repetitions. The results show
that the number of insects that reach the adulhood and the time of larval development
were not affected by the treatments, therefore discarting the supercompensation effect. In

LC90 treatment meles and femeles have changed, with bigger sizes and adult longevity



in comparation control groups. It is expected that natural larvicides reduces the number
of emerging adults, however the survivors, acording to the results obtained, will have
advanges in body size and adult life time, what indicates that bigger femeles would have
better vetorial competency and fertility.
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1 INTRODUCAO

O Aedes aegypti Diptera, Culicidae (Linnaeus, 1762), é considerado um dos
mais importantes vetores de arbovirus que afetam a saude humana, incluindo febre
amarela, febre chikungunya e dengue (ALTO; LORD, 2016). Neste cenério, o controle
de mosquitos vetores é uma das melhores linha de defesa, pois diminui o contato entre
mosquitos e humanos interrompendo o ciclo de transmisséo de doengas (LEES et al.,
2015). O controle de vetores sido gerenciado nas Ultimas décadas principalmente com
inseticidas quimicos sintéticos (CANDIDO et al., 2013). No entanto, o uso intenso destes
compostos quimicos apresentam efeitos negativos na salde humana, no ambiente e
selecionam genes que causam resisténcia de vérias especies de vetores as drogas de
origem sintética (GOINDIN et al., 2017).

Um intenso esforco tem sido realizado na busca de ferramentas alternativas que
possam ser utilizadas para o controle de vetores. Dentre esses esforcos podemos destacar
a crescente investigacdo sobre a eficacia de compostos de origem vegetal contra espécies
de mosquitos pertencentes a familia Culicidae (BAKKALI et al., 2008;
CHELLAPPANDIAN et al., 2018; PAVELA, 2015). Muitos compostos ja foram
relatados como sendo eficientes contra 0 mosquito A. aegypti, exibindo diversos modos
de acdo, causando mortalidade em ovos, larvas, pupas e mosquitos adultos, inibindo a
oviposicdo, crescimento, reproducdo e repelindo adultos (AMER; MEHLHORN, 2006;
BENELLI et al., 2014; CANDIDO et al., 2013; LALTHAZUALI; MATHEW, 2017;
LUCIA et al., 2012).

Os 0leos essenciais sdo resultado do metabolismo secundario em plantas, sendo
produzidos como um mecanismos de defesa das plantas contra seus inimigos naturais
(PAVELA, 2015). Apresentam uma rapida degradacéo, o que diminui o risco de residuos
no ambiente, podem ser mais especificos contra o organismo alvo e menos agressivo com
organismos nao alvos (EBADOLLAHI, 2013). Os 6leos essenciais, também selecionam

genes resistentes mais lentamente em comparacdo com inseticidas sintéticos



(EBADOLLAHI, 2013), isso se deve as misturas de compostos biossinteticamente
diferentes presentes nos extratos vegetais que podem retardar a evolucgdo da resisténcia
(ISMAN, 2000; RATTAN, 2010). O eucalipto pertencente a ordem Myrtales e familia
Myrtaceae (EBADOLLAHI, 2013), possui uma ampla atividade contra fungos, bacteérias,
insetos, acaros e ervas daninhas, sendo assim um produto simples e alternativo ao controle
de pragas (MOSSI et al., 2011).

A maioria das investigag0es sobre as interagOes entre parasitas e vetores
(hospedeiro) se concentraram nas condi¢des experimentadas pelo individuo vetor na sua
fase adulta (MUTURI et al., 2011). No entanto, sabe-se que as condi¢fes experimentadas
pelo inseto vetor no seu estagio larval (imaturos) pode ser um fator chave para predizer a
qualidade do adulto produzido e, portanto, afetar sua capacidade vetorial (MUTURI et
al., 2011). A competicdo dependente da densidade na fase larval pode causar alteracdes
nas caracteristicas de mosquitos adultos, principalmente o alteragdes no comportamento
alimentar, fertilidade, longevidade e consequentemente na sua competéncia vetorial, que
seria a capacidade do inseto de replicar e transmitir determinado patégeno (ALTO;
LORD, 2016). Neste contexto, quando uma fonte de mortalidade externa, como por
exemplo um inseticida natural, € adicionada ao sistema assumimos intuitivamente que a
populacdo diminuira de tamanho, dada a mortalidade causada pelo estressor (ALTO;
LORD, 2016). Contudo, o que ocorre na realidade pode ser diferente do esperado
(JULIANO, 2007; YAKOB; ALPHEY; BONSALL, 2008). Contra intuitivamente, o que
ocorre € 0 aparecimento de um fendmeno chamado de “efeito Hydra” (ABRAMS;
MATSUDA, 2005), em que a mortalidade causada pela fonte estressora no sistema leva
a uma producdo de adultos no sistema que & maior (sobrecompensacdo) ou igual
(compensacao) a producdo que aconteceria se 0 estressor ndo tivesse sido introduzido no
sistema (ZIPKIN et al., 2009). Em outras palavras, o efeito de estressores no sistema leva
a manutencdo ou a superproducdo de adultos quando comparado a um ambiente onde
nenhuma estratégia de controle foi adotada, o que leva a um aumento na aptiddo
individual dos sobreviventes devido a mudancas na densidade populacional (ABRAMS,
2009).

Dependéncia da densidade em criadouros de larvas de mosquitos é um evento
determinante do tamanho populacional. Logo, qualquer tentativa de usar agentes de
controle que causardo mortalidade larval parcial deveria elucidar, a priori, os efeitos

compensatorios ou sobrecompensatorios oriundos da mortalidade excessiva ou aditiva



(JULIANO, 2007). Medidas de controle destinadas a reduzir a populacéo larval, mas que
ndo se preocupam em elucidar os efeitos supracitados, podem ter resultados contra
intuitivos, principalmente no que tange o0 nimero e caracteristicas dos adultos produzidos
(ALTO; LORD, 2016). Para que possamos avaliar as consequéncias finais das mudancas
nas densidades de larvas de mosquitos e como essas mudancas afetam a historia de vida
dos mosquitos adultos precisamos entender os efeitos dependentes da densidade (ALTO;
LORD, 2016). Diante do exposto, nosso estudo avaliou como efeitos da densidade
promovidos pela atividade inseticida do 6leo essencial de Eucalyptus benthamii interfere

no desenvolvimento larval e na producdo de mosquitos adultos da espécie A. aegypti.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Mosquitos

As larvas de mosquitos A. aegypti utilizadas nos experimentos foram oriundas de
uma coldnia existente no Laboratdrio de Entomologia Ecologica (LABENT-Eco), situado
no campus da Universidade Comunitaria da Regifo de Chapecé (UNOCHAPECO). Os
A. aegypti foram mantidos a uma temperatura de 27 °C + 3, fotoperiodo claro escuro 12:12
h. Ovos provenientes da coldnia foram eclodidos em recipientes plasticos 20 x 30 cm
contendo 1 L de adgua e 0,15 g de racédo para peixes TetraFin®, em uma densidade de 500

larvas/L.

2.2 Testes de toxicidade sobre larvas de A. aegypti

Para os testes de desenvolvimento larval frente ao 6leo essencial foi utilizado o
6leo da planta Eucalytus benthamii. que em nossos testes anteriores apresentou maior
potencial contra larvas de A. aegypti. Os microcosmos experimentais foram recipientes
de pléstico com capacidade de 80mL, o dleo foi diluido com acetona (0,40 %) (LUCIA
et al., 2007) nas concentraces: 0, 7,5; 10; 12 e 25 ppm. A diluicdo foi misturada a agua
ultrapura, totalizando 50 ml de solucdo. Foram acondicionadas 20 larvas de primeiro
instar por unidade experimental, separadas com o auxilio da pipeta de Pasteur. Como
controle utilizou-se 50 ml de agua ultrapura misturado a 200 pL de acetona (40 %) .
Nenhum alimento adicional foi adicionado durante os experimentos. Os recipientes
experimentais foram mantidos sob a mesma temperatura e fotoperiodo citados no topico
2.1



As observacgdes e contagem do numero de larvas mortas foram realizadas nos
intervalos de 1, 2, 4 e 24h, sendo consideradas mortas aquelas larvas que néo
apresentaram movimentos ou ndo respondiam aos estimulos com a pipeta de Pasteur. Os
bioensaios foram embasados no protocolo da Organizacdo Mundial de Saude (WHO,
2005). A partir desses resultados foi calculada a curva de mortalidade de larvas de A.
aegypti e obtida as concentracOes letais para 50% (LC 50) e 90% (LC 90),
respectivamente. Os testes de efeitos do 6leo essencial sobre o desenvolvimento larval e
tamanho do mosquito adulto A. aegypti foram realizados com os valores encontrados para
LC50 e LC90, 8,5 e 18,5ppm, respecitivamente. Com iSso esperavamos causar um
estresse intermediario (LC50) e alto (LC90) na populagdo larval de A. aegypti
(GOVINDARAJAN et al., 2016).

2.3 Desenho experimental

Nossos microcosmos exprimentais foram constituidos de recipientes de vidro, do
tipo bécker, com capacidade para 500 mL, onde adicionamos 375 mL de &gua ultrapura
e 0,1 g de racdo para peixe TetraFin®. O 6leo essencial foi aplicado em cada recipiente
nas concentracdes de 0 (controle), 8,5 ppm (LC 50) e 18,5 ppm (LC 90), sendo que esses
foram diluidos com acetona (0,40 %). Ap0s a diluicdo, 150 larvas de primeiro instar
(recém-eclodidas) foram adicionadas aos recipientes experimentais. Os tratamentos
foram replicados seis vezes. Os recipientes experimentais foram mantidos tampados com
uma tela, a uma temperatura de 2543 e o fotoperiodo claro escuro 12:12h. Os recipientes
experimentais foram examinados diariamente, sendo as larvas mortas contabilizadas e

retiradas do microcosmo e as pupas transferidas para frascos para emergéncia dos adultos.

2.4 Manutencao dos adultos produzidos

Adultos recém-eclodidos foram registrados por data e, em seguida, transferidos
para gaiolas cilindricas (3000 cm3), sendo utilizada uma gaiola para cada microcosmo
experimental em cada dia de eclosdo. Os adultos ndo foram alimentados durante o
experimento e foram monitorados diariamente, até a data da morte. Os adultos que
morreram foram separados em machos e fémeas e mantidos em eppendorf a uma
temperatura de 27 °C + 3, fotoperiodo claro escuro 12:12 h, para aferir o tamanho dos

adultos, suas asas foram medidas, desde a incisdo axilar a ponta da asa. Com auxilio de



um microscopio (Digital Microscope User) foram tiradas fotos que foram medidas
utilizando o software Meter Size (version 1.1). Usamos todos 0s mosquitos adultos que
emergiram das pupas produzidas no experimento para medir a sobrevivéncia larval até a
idade adulta, tempo nacessario para o desenvolvimento dos imaturos, tamanho e
longevidade (em dias) dos adultos produzidos em cada um dos tratamentos experimentais
(ALTO; LORD, 2016).

2.5 Analises Estatisticas

Para verificar os efeitos das diferentes concentracdes (0, 8,5 e 18,5 ppm) de dleo
essencial de eucalipto sobre a proporcéo de larvas que alcancaram a idade adulta, pupas
produzidas, tempo de desenvolvimento em dias e tamanho da asa em machos e fémeas
foram realizadas ANOVAs utilizando-se modelos lineares generalizados. Para avaliar o
efeito das diferentes concentracdes (0, 8,5 e 18,5 ppm) sobre a longevidade dos adultos
realizamos ANOVAS separadas para cada um dos pares de concentra¢fes. Os dados
foram checados para normalidade através do teste de Shappiro-Wilk. Dados ndo normais
tiveram suas dispersdes corrigidas para a familia adequada. Para verificar o efeito do
tempo (em semanas) e dos das diferentes concentracbes, além da interacdo
semana:tratamento, sobre a mortalidade larval realizamos uma ANOVA de medidas

repetidas.

4 RESULTADOS

O teste do efeito do 6leo essencial de E. benthamii sobre desenvolvimento larval
do mosquito A. aegypti teve duracdo maxima de sete semanas. Identificamos um efeito
significativo das semanas (F16 = 20,49; p < 0,001) e interacdo semana:tratamento (F2,12 =
9,10; p <0,001), mas ndo do tratamento (F1,> = 1,44; p = 0,24) sobre a mortalidade larval.
A mortalidade mais elevada foi promovida pela concentracdo de 18,5 ppm,
aproximadamente 40% na primeira semana, seguida de uma queda abrupta nas semanas
subsequentes. Entretanto a concentracdo de 8,5 ppm apresentou leves oscilacbes na
mortalidade mantendo-se abaixo de 20% até a quinta semana experimental. J4 0 grupo
controle apresentou as mortalidades mais elevadas durante a terceira e quarta semana
(Figura 4).



Figura 4 - Proporc¢des de mortalidade média de larvas de A. aegypti ao longo de um periodo de sete
semanas de exposicdo ao dleo essencial E. benthamii nas concentracGes de 18,5 ppm (tridngulo fechado),
8,5 ppm (circulo fechado) e controle (circulo aberto).
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Fonte: Elaborado pela autora (2019).

O numero de individuos que chegaram a fase adulta (F117 = 0.96, p = 0.405;
Figura 5) e o tempo de desenvolvimento larval em dias (F1,17 = 2.94, p=0.083) ndo foram
afetadas pelos tratamentos. J& a longevidade do adulto em dias, foi significativamente
maior na concentracdo de 18,5 ppm quando comparada ao controle (F11:= 18,18; p =
0,0006; Figura 6). Contudo, a concentracao de 8,5 ppm néo diferiu significativamente do
controle (F1,11= 1,61; p = 0,23) e nem da concentracdo de 18,5 ppm (F1,11=0,7; p = 0,41;
Figura 6).

Figura 5 - Proporcéo média de larvas que sobreviveram até a idade adulta em cada uma das
concentracgdes, 0 (controle); 8,5 ppm (CL50) e 18,5 ppm (CL90) do 6leo essencial E. benthamii, apds



todo o periodo de desenvolvimento larval.
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Fonte: Elaborado pela autora (2019).

Figura 6 - Comparacéo entre a longevidade média de adultos (dias) do mosquito A. aegypti quando
submetidas a uma concentracdo do 6leo essencial E. benthamii de 18,5 ppm comparada ao controle (0

ppm).
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Fonte: Elaborado pela autora (2019).



Houve um efeito significativo do 6leo essencial sobre o tamanho das asas dos
adultos (F1,35 = 5.51, p = 0.009), no qual as fémeas tiveram asas maiores que 0s machos
(F1,35 = 15.4005, p < 0.001), contudo ambos apresentaram tamanho de asa maior na
concentracédo de 18,5ppm (Figura 7).

Figura 7 - Tamanho médio das asas de individuos adultos, machos (triangulos fechados) e fémeas
(circulos abertos), do mosquito A. aegypti em cada uma das concentragdes (0, 8,5 e 18,5 ppm) do 6leo
essencial E. benthamii.
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Fonte: Elaborado pela autora (2019).
5 DISCUSSAO

O uso de 6leo essencial de E. benthamii em concentragdes subletais ndo afetou de
forma significativa a sobrevivéncia até a idade adulta do mosquito A. aegypti, ndo
ocorrendo assim o efeito esperado, efeito Hydra, onde a mortalidade adicionada na fase
larval resulta na producéo de mais individuos no préximo estagio do ciclo de vida, ou a
sobrecompensacdo (ABRAMS, 2009; ABRAMS; MATSUDA, 2005). Embora tenha
havido uma producdo total no nimero de adultos similar entre as concentragdes, a
mortalidade larval foi diferente nos trés tratamentos e ao longo das semanas, sendo mais
aguda em 18,5 ppm na primeira semana e mais diluida no tratamento 8,5 ppm e no
controle. E perceptivel que no controle a mortalidade baixa nas duas primeiras semanas
manteve a densidade larval alta, gerando uma competicdo por alimento, dessa forma, a

competicdo ocasionou uma mortalidade elevada nas semanas seguintes (trés e quatro),



conforme Figura 4. A mortalidade dependente da densidade pode ocorrer principalmente
devido a competicdo intraespecifica por alimentos (JULIANO, 2007).

Diferente do que ocorreu no tratamento 18,5 ppm, que apesar de néo ter tido uma
CL90, apresentou uma mortalidade de aproximadamente 40%, o0 que possivelmente gerou
um alivio na competicdo intraespecifica. Os individuos remanescentes tinham comida em
abundancia, permitindo que estes aloquem energia em crescimento e desenvolvimento
(MUTURI et al., 2011), diminuindo também as taxas de mortalidade ao longo das
semanas seguintes.

No caso do tratamento 8,5 ppm, a mortalidade ao longo das semanas foi levemente
menor. E preciso levar em consideragio nesse caso, a presenca do Oleo essencial,
acreditamos que depois de um tempo de exposicdo o Oleo perdeu seu efeito toxico e
passou a servir de alimento para as larvas. Compostos organicos sdo importantes
componentes de diversos habitats larvais, formando a base de muitas teias alimentares
(MERRITT; DADD; WALKER, 1992). Microrganismos, como as bactérias, tem um
papel importante na ciclagem e quebra de grandes moléculas organicas (SINSABAUGH,;
LINKINS, 1990) tornando-as mais facilmente assimilaveis para organismos aquaticos,
tais como larvas de mosquitos, principalmente aquelas pertencentes a familia Culicidae.
Por degradarem mais rapidamente, estes compostos organicos com atividade larvicida
podem tornar-se a base alimentar de bactérias que possam se desenvolver no interior dos
recipientes de testes, e estas por sua vez servindo de alimento para as larvas de A. aegypti
(MERRITT; DADD; WALKER, 1992). O que nos permite especular que a mortalidade
mais baixa em relacdo ao controle ao longo das semanas tenha uma relagéo direta com
este fato.

Em relacdo ao tempo de desenvolvimento das larvas submetidas aos diferentes
tratamentos, ndo tivemos resultados significativos, mas apresentou um tempo maior para
mosquitos expostos ao tratamento de 18,5 ppm, no qual havia maior disponibilidade de
alimento, devido a baixa densidade larval. Nossos resultados diferem dos resultados
encontrados por Beserra; Fernandes; Ribeiro, (2009) em que o0 aumento na
disponibilidade de alimento em relacdo & densidade larval diminuiu a competicdo e
favoreceu o ganho nutricional, com consequente redugdo no tempo de desenvolvimento.
Resultados parecidos com Alto; Lord, (2016) que apontam que a mortalidade seletiva
devido ao Bti permitiu a sobrevivéncia de alguns individuos com crescimento e
desenvolvimento mais rapido. Acreditamos que devido a baixa competicdo promovida

pela reducdo drastica da densidade larval na primeira semana, a larva teve uma maior



exploracdo do recurso individual demorando mais a desenvolver, pois a larva explora o
recurso com qualidade por mais tempo. A fase larval é também a fase de
desenvolvimento, onde o inseto busca alimento (BESERRA; FERNANDES; RIBEIRO,
2009).

O uso do oleo essencial E. benthamii apresentou efeito no tamanho das asas dos
adultos, o comprimento da asa é conhecido por estar diretamente relacionado ao tamanho
corporal em A. aegypti (CHRISTOPHERS, 1960), assim podemos confirmar que tivemos
fémeas com tamanho corporal maior que os machos, um resultado ja esperado, pois sabe-
se que fémeas apresentam o corpo maior pois consome uma grande refeicdo de sangue
(~2 wl) rica em proteinas, quase duplicando Seu peso corporal para garantir a producgéo
de ovos (JOY et al., 2010). Em relacéo ao controle e aos tratamentos o tamanho da asa
foi maior em 18,5 ppm, seguido de 8,5 ppm e menores no controle. Esse resultado é
compativel com Alto; Lord (2016), que obtiveram em seus experimentos com Bti
(Bacillus thuringiensis israelenses), um tamanho maior da asa de mosquitos fémeas (~
2,8 mm) em concentragcdes mais elevadas de Bti (0,07 ppm) e no controle fémeas com
asas menores (2,5 mm). No estudo de Muturi et al. (2011) constatou-se que larvas
expostas ao inseticida malation produziram fémeas maiores.

Fémeas maiores sdo habeis em replicar e transmitir virus (NASCI, 1986), assim
podemos especular que fémeas oriundas dos recipientes com 18,5 ppm potencialmente
teriam melhor competéncia vetorial. O fato das fémeas serem maiores indica também que
elas tém uma maior fecundidade (BADER; WILLIAMS, 2012). Alto e Lord, (2016)
corroboram com essa teoria em seus estudos ao demonstrarem que quanto maior o
comprimento de asa maior o numero de ovos ovipositados por A. aegypti no tratamento
com Bti na maior concentracdo. Fémeas de larvas bem alimentadas emergem com
reservas lipidicas adequadas para desenvolver ovarios, sendo a primeira refeicdo de
sangue suficiente para completar a ovogénese (MACDONALD, 1956).

Quanto ao resultado da longevidade, os adultos provenientes da concentracéo de
18,5 ppm viveram mais quando comparado a longevidade no controle (Figura 3).
Resultado diferente do encontrado por Alto; Lord (2016) que utilizando o BTI contra A.
aegypti, ndo obtiveram diferencgas na sobrevivéncia do adulto. Seja devido ao aumento da
sobrevivéncia ou a maior capacidade de voo em busca de hospedeiros, as fémeas maiores
vivem tempo suficiente para encontrar mais hospedeiros, comparado a fémeas menores
(GAMA et al., 2005; NASCI, 1986). Assim é possivel perceber que fémeas maiores tem

uma maior capacidade vetorial isso pode ser atribuido a presenca de mais tecido



disponivel para propagacéo de virus (ALTO et al., 2005).

Segundo Williams et al. (2014), as larvas de mosquito no ambiente natural sdo
constantemente expostas a doses subletais de larvicidas, atribuiveis a recipientes com
doses menores do que no momento da aplicacdo generalizada. A exposicdo a
concentracdes subletais na natureza é mais uma evidencia da resisténcia aos larvicidas
em muitas populacdes de A. aegypti (MARCOMBE et al., 2009).

6 CONCLUSAO

Devido ao papel significativo que os larvicidas desempenham nos programas
de controle a A. aegypti, hd uma grande necessidade de conhecer os efeitos da densidade
promovidos pela atividade de inseticidas naturais no desenvolvimento larval e na
producdo de mosquitos adultos da espécie 4. aegypti. Aqui mostramos que a baixa
concentracdo do 6leo essencial de E. benthamii apresenta efeitos letais diretos em A.
aegypti imaturos e efeitos indiretos no desenvolvimento. Esperamos que os larvicidas
naturais possam reduzir o ndmero de adultos emergentes, mas caso existam
sobreviventes, segundo nossos resultados, esses terdo vantagens no seu tamanho

corporal e no tempo de vida do adulto.
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