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Mortalidade acumulativa
de larvas de Aedes aegypti
tratadas com compostos

Cumulative mortality of Aedes
aegypti larvae treated with
compounds

RESUMO

OBJETIVO: Avaliar a eficacia de composto de 6leos essenciais de
Azadirachta indica, Melaleuca alternifolia, Carapa guianensis e extrato
fermentado de Carica papaya sobre larvas de Aedes aegypti (Linnaeus, 1762)
(Diptera: Culicidae).

METODOS: O ensaio larvicida foi realizado em triplicata com 300 larvas
para cada grupo experimental utilizando larvas de terceiro estadio, as quais
foram expostas por 24h, em 2013. Os grupos foram: controles positivos com
larvicida industrial (BTI) nas concentra¢des de 0,37 ppm (CP1) e 0,06 ppm
(CP2); tratado com composto de 6leos essenciais e extrato fermentado na
concentragdo de 50,0% (G1); tratado composto e 6leos essenciais e extrato
fermentado na concentragao de 25,0% (G2); tratado com composto de 6leos
essenciais e um extrato fermentado na concentragdo de 12,5% (G3); controle
negativo com agua (CN1) e controle dimetil sulfoxido (CN2). As larvas foram
monitoradas a cada 60 min através de visualizagdo direta.

RESULTADOS: Larvas dos grupos CN1 e CN2 ndo tiveram mortalidade
durante o periodo de 24h de exposi¢do, mas os grupos CP1 e CP2
apresentaram taxa de mortalidade de 100% em relagdo a CN1 e CN2. Os
tratamentos G1, G2 ¢ G3 exerceram atividade larvicida de 65,0%, 50,0% e
78,0%, respectivamente, quando comparados a CN1 e CN2.

CONCLUSOES: A associacdo entre os trés oleos essenciais de
Azadirachta indica, Melaleuca alternifolia, Carapa guianensis e extrato
fermentado de Carica papaya foi eficiente em todas as concentragdes
testadas, podendo ser utilizado no controle de larvas de terceiro estadio
de A. aegypti linhagem Liverpool.

DESCRITORES: Aedes, crescimento & desenvolvimento. Oleos
Vegetais, toxicidade. Controle de Insetos. Vetores de Doencas.
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ABSTRACT

OBJECTIVE: To evaluate the larvicidal activity of Azadirachta indica,
Melaleuca alternifolia, carapa guianensis essential oils and fermented extract
of Carica papaya against Aedes aegypti (Linnaeus, 1762) (Diptera: Culicidae).

METHODS: The larvicide test was performed in triplicate with 300 larvae
for each experimental group using the third larval stage, which were exposed
for 24h. The groups were: positive control with industrial larvicide (BTI)
in concentrations of 0.37 ppm (PC1) and 0.06 ppm (PC2); treated with
compounds of essential oils and fermented extract, 50.0% concentration
(G1); treated with compounds of essential oils and fermented extract, 25.0%
concentration (G2); treated with compounds of essential oils and fermented
extract, 12.5% concentration (G3); and negative control group using water
(NC1) and using dimethyl (NC2). The larvae were monitored every 60 min
using direct visualization.

RESULTS: No mortality occurred in experimental groups NC1 and NC2 in
the 24h exposure period, whereas there was 100% mortality in the PC1 and
PC2 groups compared to NC1 and NC2. Mortality rates of 65.0%, 50.0% and
78.0% were observed in the groups G1, G2 and G3 respectively, compared
with NC1 and NC2.

CONCLUSIONS: The association between three essential oils from
Azadirachta indica, Melaleuca alternifolia, Carapa guianensis and fermented
extract of Carica papaya was efficient at all concentrations. Therefore, it can
be used in Aedes aegypti Liverpool third larvae stage control programs.

DESCRIPTORS: Aedes, growth & development. Plant QOils, toxicity.
Insect Control. Disease Vectors.

INTRODUCAO

A Organizag¢ao Mundial da Satde (OMS) estabeleceu
varias estratégias para o controle de populacdes de Aedes
aegypti, particularmente a utilizagao de produtos quimicos
e biologicos integrados a programas de manejo ambien-
tal capazes de eliminar formas larvais e insetos adultos.”!

Os inseticidas quimicos convencionais utilizados no
controle de Aedes aegypti promovem a selecdo de popu-
lagdes resistentes. E necessaria a aplicagdo de dosa-
gens crescentes, o que ocasiona efeitos toxicos com
acumulo nos tecidos de animais e humanos e contami-
na¢do ambiental.** A utiliza¢do continua do controle
bioldgico com toxina do Bacillus thuringiensis, varie-
dade israelenses (BTI), também favorece selegdo de
populagdes de A. aegypti resistentes.?

Os compostos oriundos de plantas sdo as principais
fontes de novas moléculas com potencial para intera-
¢des com sistemas biologicos.' Os inseticidas naturais
vém suprir as necessidades de alternativas ao controle
de populagdes resistentes de Aedes aegypti, vetor de

varias viroses. Agem em diferentes fases do desenvol-
vimento e apresentam diversos mecanismos de agdo.'®

A Azadirachta indica e a Carapa guianensis sdao da
familia Meliaceae. Possuem varios compostos com agao
larvicida sobre Aedes aegypti, A. albopictus e Culex,?’
bem como a¢do inseticida, repelente, antifingica, anti-
microbiana, acaricida, antialimentar, regulador do cres-
cimento, eficaz mesmo em baixa concentragdo e com
baixa toxicidade para mamiferos.'”!$

A Melaleuca alternifolia pertence a familia Myrtaceae
e ¢ utilizada por sua a¢do antimicrobiana, antiviral,
antifungica, antisséptica, anti-inflamatoria e cicatri-
zante.!*!> Os monoterpenos oxigenados presentes no
6leo essencial da M. alternifolia possuem atividade
toxica sobre larvas de Aedes albopictus com concen-
tragdo letal (LC,)) de 267,13 ppm.©

A Carica papaya é da familia da Caricaceae, possui
acdo bactericida e bacteriostatica, além de uso como
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vermifugo, facilitador de digestdo, redutor de peroxi-
dagdo lipidica e antioxidante.'* O extrato alcodlico da
folha do C. papaya possui atividade larvicida, ovicida
e repelente contra Aedes aegypti.’

Isoladamente, todos os componentes do composto estu-
dado possuem atividade larvicida, mas quando associados
em um unico produto nao ha estudo sobre sua eficacia.

Este trabalho teve como objetivo avaliar a eficacia do
composto de 6leos essenciais de Azadirachta indica,
Melaleuca alternifolia, Carapa guianensis e extrato
fermentado de Carica papaya sobre larvas de Aedes
aegypti (Linnaeus, 1762) (Diptera: Culicidae).

METODOS

O composto de 6leos essenciais e extrato fermentado € um
produto comercial obtido junto & Gued S Biotecnologia®.
Possui a seguinte formulagdo: 6leo essencial da semente
da Azadirachta indica 1,0%, 6leo essencial do fruto da
Melaleuca alternifolia 0,3%, 6leo essencial da Carapa
guianensis 1,0%, extrato fermentado bacteriano do fruto
da Carica papaya 5,0%.

O composto de dleos essenciais e extrato fermentado ¢
imiscivel em 4gua e forma uma pelicula na superficie
do recipiente que pode causar a morte das larvas por
asfixia. Foi necessario dilui-lo em um solvente orga-
nico, que possibilitasse sua mistura com a agua, o dime-
til sulfoxido. Este foi testado separadamente para ana-
lisar sua agdo toxica sobre as larvas de Aedes aegypti.

As coldnias de Aedes aegypti linhagem Liverpool
foram estabelecidas a partir de linhagens existentes no
insetario do Laboratoério de Doengas Parasitarias dos
Animais Domésticos da Universidade Federal Rural
de Pernambuco, Recife, PE, 2013. A sua manutengio
foi realizada em sala climatizada com temperatura de
28°C (DP=1), 80,0% (DP = 5,0) de umidade relativa
do ar e ciclo natural de foto periodo 12/12h.

Cubas plasticas contendo dois litros de agua declorada
foram utilizadas para a eclosdo das larvas. As larvas
foram alimentadas com ragdo moida industrializada
para gatos.

O ensaio toxicologico seguiu a metodologia preconi-
zada pela OMS.!!3! Trezentas larvas foram captura-
das e transferidas para recipiente descartavel contendo
50 mL de agua declorada (26°C a 28°C) ao atingirem
o terceiro estadio larval. Cada teste foi realizado em
triplicata, com 900 larvas para cada grupo experi-
mental, totalizando 7.200 espécimes. As larvas foram
expostas as solu¢des durante 24h, monitoradas a cada
60 min. As larvas sobreviventes ao ensaio larvicida
ficaram em observagdo até sua emergéncia para pupa
e adulto. Os parametros comportamentais das larvas
foram observados durante o periodo experimental para
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verificar alteragcdes, como: movimento estereotipado,
aglomeragdes, agitagdo, letargia, mudanca de colora-
¢do, perda de extivia e morte.

Os grupos experimentais tiveram a seguinte distribuicgo:
tratados com composto de dleos essenciais de A. indica,
M. alternifolia, C. guianensis e extrato fermentado bac-
teriano de C. papaya nas concentragdes de 50,0% (G1),
25,0% (G2) e 12,5% (G3), controle positivo com larvi-
cida industrial Bacillus thuringiensis sorovar israelensis
(BTI) nas concentragdes de CL,, 0,37 ppm (CP1) € CL,,
0,06 ppm (CP2), controle negativo com agua declorada
(CN1) e controle negativo com dimetil sulfoxido (CN2).

Os dados de eficacia do composto foram expressos por
meio da estatistica descritiva de tendéncia de centra-
lidade e dispersao (média e desvio padrao). Foi utili-
zado o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis com
post-hoc de Dunn, a fim de analisar a significancia entre
os resultados e quais grupos diferiram entre si. O teste
ndo paramétrico do Qui-quadrado (x?) foi utilizado
nas analises referentes ao comportamento das larvas
durante o periodo de 24h. O programa computacional
GraphPad Software, Inc., 2000 foi utilizado para tais
analises com nivel de significancia de 0,05.

RESULTADOS

Observaram-se altera¢des no comportamento das lar-
vas com p < 0,05 nos grupos tratados G1, G2 e G3
durante o teste de atividade larvicida, quando com-
paradas aos grupos CN1 e CN2, 60 min apds a expo-
si¢do ao composto. Houve diminui¢@o gradativa dos
movimentos, aglomeragdo e estado de letargia, per-
manecendo imoveis ao estimulo do toque apds trés
horas. As larvas dos grupos controle positivo CP1 e
CP2 ficavam letéargicas ap6s duas horas de exposigao,
permanecendo inertes ao estimulo ao toque e com a
capsula cefalica rigida e escura (Tabela).

As larvas dos grupos controle negativo CN1 e CN2 foram
alimentadas e tiveram seu desenvolvimento em pupas
e adultos até as 72h pos-experimentagdo. Entretanto,
as larvas sobreviventes dos grupos G1 e G2 tiveram
auséncia na liberagdo de exuvia e inibigao do desen-
volvimento para pupas e adultos durante 21 dias de
exposi¢ao. Os compostos nas concentragdes de 50,0%
e 25,0% inibiram seus desenvolvimentos.

As larvas dos grupos tratados com o composto (G1,
G2 e G3) apresentaram taxa de mortalidade de 65,0%,
50,0% e 78,0%, respectivamente, nas primeiras dez
horas de exposi¢do, enquanto o controle positivo (CP1
e CP2) apresentou taxa significativa de mortalidade de
100%, com p < 0,05, em relagdo a CN1 e CN2. Houve
mortalidade das larvas em todos os grupos tratados. No
entanto, o grupo tratado que obteve melhor eficacia ao
final de 24h foi o G3, em que houve mortalidade de
100% das larvas, semelhante aos grupos CP1 e CP2.
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Tabela. Taxa de mortalidade de larvas de Aedes aegypti avaliadas durante 24h e submetidas a tratamento com composto de
6leos essenciais de Azadirachta indica, Melaleuca alternifolia, Carapa guianensis e extrato fermentado bacteriano de Carica

papaya em diferentes concentragdes. Recife, PE, 2013.

Grupo experimental

Tempo (h)
G1 G2 G3 CP1 CpP2 CN1 CN2 p

2 0? 1ab 2 92> 90 o> o° 0,0032
6 271 25 66> 992 992 o> o> 0,0028
10 65% 50 78® 1002 100° o> o> 0,0028
16 68 78® 972 100° 100° o> o> 0,0028
20 73%® 79 100° 100° 100° o> o° 0,0028
24 832 812 100° 100° 100° o° o° 0,0028

G1: Tratado composto 50,0%; G2: Tratado composto 25,0%; G3: Tratado composto 12,5%; CP1: BTI CL,, 0,37 ppm; CP2:
BTI CL,, 0,06 ppm; CN1: Controle dgua; CN2: controle dimetil sulféxido; p < 0,05 segundo teste ndo paramétrico de

Kruskal-Wallis com post-hoc de Dunn.

Letras diferentes na mesma linha representam significancia estatistica.

Larvas dos grupos controle negativo com agua (CN1)
e dimetil sulfoxido (CN2) ndo tiveram mortalidade
durante 24h de exposi¢do. O dimetil sulfoxido utili-
zado na dilui¢do do composto ndo promoveu mortali-
dade no grupo CN2, indicando que ele ndo influenciou
no desenvolvimento larval ou na morte das larvas nos
grupos tratados G1, G2 e G3.

A larva de A. aegypti foi susceptivel ao composto de
oleos essenciais de A4. indica, M. alternifolia e C. guia-
nensis e extrato fermentado de C. papaya, principal-
mente na concentragdo de 12,5%.

DISCUSSAO

O composto de dleos essenciais e extrato fermentado
bacteriano possui substancias ativas hidrossoluveis
capazes de atuar como larvicida de larvas de terceiro
estadio de Aedes aegypti populagao Liverpool. A uti-
liza¢ao de produtos com baixa toxicidade, pouca con-
taminacdo ambiental e elevada eficiéncia sdo os pre-
feridos em estudos de controle larval de culicideos.>*

A diminuigdo dos movimentos larvais é o primeiro
sinal de um produto com atividade larvicida.?® Arruda
et al® mostraram que larvas de 4. aegypti tiveram redu-
¢do dos movimentos ao serem tratadas com Magonia
pubescens. Essa reducdo foi observada em larvas de 4.
aegypti, Culex quinquefasciatus e Anopheles albima-
nus quando expostas ao BTL.2

O ¢leo essencial da A. indica tem como principio ativo a
azadiractina, que tem acao larvicida sobre A. Aegypti e é
reportada como causadora de alteracdes fisiologicas irre-
versiveis.” Ndione et al'® pesquisaram a agdo larvicida do
oleo da A. indica constataram mortalidade de 64,0% das
larvas de quarto estadio de A. aegypti na concentragao de
8 mg/L (1,0%), e 82,0% das larvas quando a concentra-
¢ao foi reduzida para 3 mg/L (0,3%) em 24h de exposigao.
Esse dado apresentou o melhor desempenho larvicida no
grupo G3 tratado com a menor concentragao do composto.

Larvas de A. aegypti expostas a A. indica tém seu desen-
volvimento comprometido. A azadiractina bloqueia a
sintese e liberagdo de ecdisona,'® impede a liberagdo
da extuvia e deteriora a cuticula,' além de bloquear os
receptores proteicos do ecditeroide. Isso ocasiona a
inibi¢do do crescimento, ma formacao, esterilidade e
morte das larvas.'®?

Silva et al*® estudaram a ago larvicida da C. guianensis
sobre todos os estadios larvais de A. aegypti, colonia
Rockefeller e constataram: que a CL e a CL, foram de
164 ppm e 182 ppm apds 48h para o primeiro estadio;
de 212 ppm e 224 ppm para o segundo estadio; de 210
ppm e 226 ppm para o terceiro estadio; de 450 ppm e
490 ppm para o quarto estagio, respectivamente.® Larvas
de terceiro e quarto estadio de Aedes albopictus, Culex
e A. aegypti também tiveram mortalidade com a utili-
zagdo do dleo dessa planta em diferentes diluigdes.>>?

A Melaleuca spp. possui varias espécies com atividade
larvicida contra 4. aegypti, dentre elas a Melaleuca lina-
riifolia, M. dissitiflora e a M. quinquenervia, cujos 6leos
essenciais obtiveram mais de 80,0% de mortalidade na
concentragdo de 0,1 mg/mL em 48h de exposi¢do.?!
No entanto, em estudo larvicida realizado por Amer &
Mehlhorn,? o 6leo da M. quinquenervia causou mor-
talidade de 30,0% das larvas de terceiro estadio de A.
aegypti ap6s 24h de exposi¢ao em solugdo de 50 ppm.

Rawani et al® testaram os extratos brutos de Carica
papaya, Murraya paniculata e Cleistanhus collinus
sobre larvas de Culex quinquefasciatus e observaram
melhor atividade larvicida na Carica papaya. Isso pode
ser justificado pela presenca de bioativos de metabo-
litos secundarios de forma isolada ou em associagao.
Kovendan' testou o extrato bruto da folha de C. papaya
isoladamente ¢ obteve 92,0% de mortalidade sobre
larvas de 4. aegypti para a concentragdo de 500 ppm.

O controle de larvas e adultos de 4. aegypti e larvas de
Culex quinquefasciatus pelo extrato da semente da C.
papaya ocorre devido a inibigdo da amilase, que reduz
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o tempo de vida e a fecundidade dos adultos, além de
promover a mortalidade das larvas.?**

Como nos estudos individuais anteriormente menciona-
dos, neste artigo a atividade larvicida manteve-se mesmo
com a associagdo dos dleos e extrato fermentado em
baixas concentracdes, encontradas no produto comer-
cial puro, a saber: 1 mL possui 0,01 mg/L de 4. indica,
0,003 mg/L de M. alternifolia, 0,01 mg/L de C. guianen-
sis e 0,05 mg/L de C. papaya. Essa concentragdo esta
abaixo das encontradas nos periddicos indexados com
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