UNIVERSIDADE DO ESTADO DO AMAZONAS
ESCOLA NORMAL SUPERIOR
CURSO DE LICENCIATURA EM CIENCIAS BIOLOGICAS

ELGA CRISTINA TORRES PEREIRA

ATIVIDADE LARVICIDA DE Piper alatipetiolatum E Piper purusanum CONTRA Aedes
albopictus SKUSE, 1894 (DIPTERA: CULICIDAE)

MANAUS - AM
2018



ELGA CRISTINA TORRES PEREIRA

ATIVIDADE LARVICIDA DE Piper alatipetiolatum E Piper purusanum CONTRA Aedes
albopictus SKUSE, 1894 (DIPTERA: CULICIDAE)

Monografia apresentada como pré-requisito para
conclusdo do Curso de Licenciatura em Ciéncias
Bioldgicas da Universidade do Estado do Amazonas —
UEA.

Orientador: Prof.° D.r Raimundo Sousa Lima Junior

Coorientadora: D.ra Rosemary Aparecida Roque

MANAUS - AM
2018



Ficha Catalografica
Ficha catalogrifica elaborada automaticamente de acordo com os dados formecidos pelo(a) autor(a).
Sisterna Integrado de Bibliotecas da Universidade do Estado do Amazonas.

436a Pereira, Elga Cristina Torres
Atrvidade larvicida de Piper alatipetiolatum e Piper
pursanum contra Aedes albopictus Skuse, 1894
{Diptera: Culicidae) / Elga Cristina Torres Pereira.
Manaus : [s.n], 2018.
48 f: color; 30 cm.

TCC - Graduagio em Ciéncias Biologicas -
Licenciatura - Universidade do Estado do Amazonas,
Manaus, 2018.

Inchu bibliografia
Omnentador: Faimmmdo Sousa Lima Jimior
Coonentador: Rosemary Aparecida Foque

1. Atividade larvicida. 2. Controle vetorial. 3. Oleos
essenciais. 4. Exfratos vegetais. 3. Piperaceae. I
Eammmdo Sousa Lima Jonmior (Onent ). IT. Rosemary
Aparecida Pogque (Coorient ). IIT. Universidade do
Estado do Amazomas. IV. Atividade larvicida de Piper
alatipetiolatum e Piper purusanum contra Aedes

pictus Skuse 1894 (Diptera- icidas)




Wi
S
RO SO ENL

AMAZQNLE
UNIVERSIDADE DO ESTADD DO AMAZOMAS - UEA

ESCOLA NORMAL SUPERICR - ENS
CURSO DE LICENCIATURA EM CIENCIAS BIDLOGICAS

RELATORIC DE AVALIACAQ FINAL DO TOC 1V (NOTA DA APL)

";]_L'I"‘-'D‘ Elul__,_ CT'-I I’—,,'1 L ‘Tﬂ_’]m H'_u U
TITULD Ty ["L

hrovdeds Jowicde o Bipm adatiptis bafum & Fipon
¥ | Y _
e (1-?.1_?'1(«.:.;:\1] L‘Q-ml}ﬂ:'. ;‘qjﬂlﬂ.é d_g}_;_gplﬁ#ﬂg [:’l'q-”-"il,rf?ﬂ

AVALIACAO DA BANCA AVALIADORA

BANCAEXAMINADOHA _ NOTAS ATRIBLIDAS
a) Professor oriontador:  foS APy LOGELC 9, G
by 1* avaliader{a): -} HECTaf ‘fil:::r_'u.E.l"J Cf__ E

oy 2" avalizdor{a): ']EQU“ 4 .-::i.ﬂ & &-\_H_Aﬁ--;' 1,'{)' {l

MEDLA DA NOTA {a+b+o)/3

MEDLA DANOTA: 7,3
Manzus, 28 de u_.ﬂl*w‘ dz 2018

ASSINATURA DOS MEMBROS DA BANCA AVATTADORA

“\—uu = L I L

"x__./ll i u:{mﬂm{a] '
II_. '.‘ i‘ | |.l|
w;ﬂwl T A
1" avaliador{)

0. p _
Mot o € Sivnss .
N 2" Avalindor(a}

UEA i Espals Rarmial Superor
-4 W | aw Ujalina Batista, M= 2470, Chapadn
NERESL | CE OO0 F RanEs i

LT

:;.
i

|
-

]

B

| e e edibr




A minha mée, que sempre esteve comigo em

todos 0s momentos, com amor,

Dedico.



AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus, por me dar alegria para chegar até o fim.

Aos meus pais, Maria do Céu e Luciano pelo apoio financeiro; por terem me incentivado a
seguir os meus sonhos e pelos sacrificios que fizeram para que eu os alcangasse. Obrigada pelas
oportunidades, sou eternamente grata! Aos meus irméos, Ismael e Vitor, pelo incentivo e
compreensdo; aos meus amados sobrinhos, Yuri, Vinnycius, Chloe e Lavinia, por serem a
minha esperanca.

Aos amigos e todos aqueles que estiveram presentes em algum momento desse meu caminhar,
obrigada por acreditarem em mim e sempre ter palavras de incentivo nos dias ruins, Douglas,
JP (Jodo Paulo), Felipe, Kelly e Danielly. Em especial, agradeco a Aline Santiago e Paulo Cezar
pelo companheirismo. Aos colegas de curso, obrigada pelos momentos compartilhados.

Aos professores que sempre estiveram dispostos a contribuir para 0 meu aprendizado, em
especial aos meus orientadores, Raimundo Junior e Rosemary Roque pelos ensinamentos,
paciéncia e principalmente confianca.

Agradeco ao D.r Wanderli Pedro Tadei (chefe do Laboratério de Malaria e Dengue do INPA)
e aos amigos de laboratorio, sem 0s quais nao seria possivel realizar esse trabalho, obrigada por
todo suporte e confianca. A Rejane Simdes, pela amizade, palavras de conforto e fé; ao Juracy
pela ajuda com os célculos de concentracdes; ao William, Claudia e Thais, pela ajuda na
manutencdo do insetéario; ao Augusto Ferreira pelas sugestdes e ajuda com as fotos das larvas.

Ao Laboratdrio de Abertura de Amostras e Ensaios Quimicos — LAEQ/UFAM e ao André
Correa, por me ajudar com os bioensaios de extratos e dleos essenciais.

E a todos que direta ou indiretamente fizeram parte da minha formacéo, 0 meu muito obrigada!



’

“O Senhor é bom, é fortaleza no dia da angustia e conhece os que nele confiam.’

Naum 1:7.



RESUMO

Aedes albopictus é o principal vetor de diversas arboviroses como a Dengue, Zika e
Chikungunya, em paises em que a barreira térmica é um fator limitante ao Aedes aegypti. A
utilizacdo de produtos de origem vegetal, como extratos e 6leos essenciais para o controle
desses mosquitos aumentou nas Ultimas décadas devido a necessidade de descobrir novos
compostos com atividade inseticida, uma vez que populacdes desses vetores tém apresentado
resisténcia aos inseticidas sintéticos utilizados. Desta forma, o objetivo desse estudo foi avaliar
o0 potencial larvicida dos extratos metandlicos e 6leos essenciais obtidos das folhas de Piper
alatipetiolatum e Piper purusanum contra larvas de 3° instar de A. albopictus, em condigdes de
laboratdrio. Os bioensaios seletivos foram realizados em triplicada com duas repeticdes,
consistindo em um grupo controle (Cont-1 e Cont-2) e trés concentracdes do extrato ou 6leo
essencial das espécies botanicas (125, 250 e 500 ppm); os de dose foram realizados em
quintuplicata, com cinco repeticdes e sete concentragcdes dos éleos essenciais, que foram de 25
a 175 ppm para P. alatipetiolatum e 50 a 200 ppm para P. purusanum. A mortalidade foi
verificada nos intervalos de 24, 48 e 72 h. Os dados foram submetidos & Andlise de Variancia
(ANOVA), seguido do Teste de Tukey (a = 0,05) pelo programa Bioestat 5.3 e a eficiéncia dos
6leos essenciais foi comparada pelos valores das concentracfes letais (CLso e CLoo), pelo
modelo de Probit. Os resultados demonstraram que o extrato e o 6leo essencial de ambas as
espécies possuem atividade larvicida sobre A. albopictus ja nas primeiras 24 h, no entanto, 0s
percentuais de mortalidade causados pelos extratos foram baixos (méximo de 78,3 % para P.
alatipetiolatum e maximo de 8,3 % para P. purusanum somente em 500 ppm e ap6s 72 h). O
Oleo essencial de ambas as espécies vegetais apresentou atividade desde as menores
concentracdes (25 e 50 ppm em P. alatipetiolatum, e 50 e 75 ppm em P. purusanum), no
entanto, verificou-se que as mortalidades nessas concentracbes ndo diferiram
significativamente dos controles (p > 0,05). Os resultados demonstram ainda, que as
concentracdes de 75 e 100 ppm de P. alatipetiolatum causaram percentuais de mortalidade
significativamente diferentes entre si, entre o grupo controle, e entre as concentra¢des mais altas
(125 a 175 ppm), em todos os intervalos de observacdo. No entanto, as concentracfes de 125 a
175 ppm ndo diferiram significativamente entre si e, no ultimo intervalo de observagédo (72 h)
a mortalidade em 100 ppm passou a ser igual a 125 e 150 ppm. Para P. purusanum as
concentragdes de 100 a 200 ppm causaram mortalidades significativamente diferentes entre si,
no intervalo de 24 h, mas a partir de 48 h foi observado que 125 e 150 ppm e 175 e 200 ppm
ndo apresentaram diferenca estatistica significativa. Portanto, a partir de 48 h, para ambas as



espécies de piperéaceas, 0 aumento do tempo de exposic¢do nao foi diretamente proporcional ao
percentual de mortalidade, independente da concentracéo utilizada. Os menores valores de CLso
e CLgo obtidos para P. alatipetiolatum comprovam a melhor atividade dessa espécie sobre o
mosquito vetor, com potencial para ser utilizada em futuras estratégias de controle de A.
albopictus, principalmente se estudos forem realizados para conhecer os compostos que

conferem essa atividade larvicida.

Palavras-chave: Atividade larvicida, controle vetorial, éleos essenciais, extratos vegetais,

Piperaceae.
ABSTRACT

Aedes albopictus is the main vector of several arboviruses such as Dengue, Zika and
Chikungunya, in some countries where the thermal barrier is a limiting factor for Aedes aegypti.
The use of plant products such as extracts and essential oils to control these mosquitoes has
increased in the last decades, due to the need to discover new compounds with insecticidal
activity, since populations of these vectors have shown resistance to the synthetic insecticides
used. In this way, the objective of this study was to evaluate the larvicidal potential of
methanolic extracts and essential oils obtained from leaves of P. alatipetiolatum and P.
purusanum against immatures of A. albopictus under laboratory conditions. The selective
bioassays were performed in triplicate with two replicates, consisting of a control group (Cont-
1 and Cont-2) and three concentrations of the extract or essential oil of botanical species (125,
250 e 500 ppm); the doses were done in quintupleta with five replicates and seven
concentrations of the essential oils, which were from 25 to 175 ppm for P. alatipetiolatum and
50 to 200 ppm for P. purusanum. Mortality was verified at the intervals of 24, 48 and 72 h. The
data were submitted to Analysis of Variance (ANOVA), followed by the Tukey Test (o = 0.05)
by the program Bioestat 5.3 and the efficiency of the essential oils was compared by the values
of the lethal concentrations (LCso and CLago), by the Probit model. The results showed that the
extract and the essential oil of both species have larvicidal activity on A. albopictus already in
the first 24 h, however, the percentages of mortality caused by the extracts were low (maximum
of 78.3 % for P. alatipetiolatum and maximum of 8.3 % for P. purusanum only at 500 ppm and
after 72 h). The essential oil of both plant species presented activity from the lowest
concentrations (25 and 50 ppm in P. alatipetiolatum, and 50 and 75 ppm in P. purusanum),
however, it was verified that the mortalities in these concentrations did not differ significantly
from the controls (p > 0.05). The results also showed that concentrations of 75 and 100 ppm of

P. alatipetiolatum caused significantly different percentages of mortality between the control



group and between the highest concentrations (125 to 175 ppm) at all observation intervals.
However, concentrations of 125 to 175 ppm did not differ significantly from each other, and in
the last observation interval (72 h) mortality at 100 ppm was equal to 125 and 150 ppm. For P.
purusanum the concentrations of 100 to 200 ppm caused significantly different mortalities in
the 24 h interval, but from 48 h it was observed that 125 and 150 ppm and 175 and 200 ppm
showed no statistically significant difference. Therefore, from 48 h, for both species of
piperaceae, the increase in exposure time was not directly proportional to the percentage of
mortality, regardless of the concentration used. The lowest values of LCso and CLgo obtained
for P. alatipetiolatum confirm the best activity of this species on the vector mosquito, with
potential to be used in future strategies of A. albopictus control, especially if studies are carried

out to know the compounds that confer this larvicidal activity.

Key-words: Larvicidal activity, vectorial control, essential oils, plant extracts, Piperaceae.
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1. INTRODUCAO
1.1. Os mosquitos

Os mosquitos sdo insetos numerosos e cosmopolitas, pertencentes a familia Culicidae e
a ordem Diptera, também conhecidos popularmente como pernilongos, murigocas e carapanas.
Insetos dessa ordem possuem o ciclo de vida holometabolo (do grego holos, total e metabolé,
mudanca), ou seja, uma metamorfose completa, compreendendo quatro estagios no ciclo de
vida — ovo, larva, pupa e adulto (=imago), este segundo, com quatro estadios ou instars — L1,
L2, L3 e L4, na familia Culicidae (Figura 1) (CONSOLI & LOURENCO-DE-OLIVEIRA,
1994).

Figura 1. Ciclo de vida dos mosquitos do género Aedes
(Diptera:Culicidae). Fonte: Consoli & Lourengo-de-Oliveira,
1994,
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Na familia Culicidae a maioria das fémeas sdo hemato6fagas, ou seja, necessitam do
sangue de outros animais para o amadurecimento dos ovos e 0s machos alimentam-se
exclusivamente de néctar e outros liquidos vegetais (FORATTINI, 2002). Nesta familia estdo
inseridos trés géneros de grande interesse médico — Aedes, Anopheles e Culex — transmitindo a
dengue, malaria e filariose, respectivamente, que causam grande mortalidade e morbidade em
paises tropicais e subtropicais (CONSOLI & LOURENCO-DE-OLIVEIRA, 1994).

Muitos dipteros possuem uma relagdo tdo proxima com a espécie humana, que sao
vetores de uma quantidade significativa de doencas sinantropicas e aos animais domésticos.
Exemplos de doencas causadas por dipteros sdo a febre amarela (Culicidae), leishmaniose
(Psychodidae), maléria (Culicidae) e a doenga-do-sono (Glossinidae) (RAFAEL et al., 2012).
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1.1.1. Género Aedes

O género Aedes apresenta distribui¢cdo cosmopolita, ocorrendo desde a América do Sul
ao Oriente Médio. Espécies deste género constituem problemas para a saide publica no mundo,
pois séo vetores de diversas arboviroses (arthropod borne virus), como a febre amarela urbana,
dengue, chikungunya, zika, entre outras, transmitidas principalmente pelo Aedes (Stegomyia)
aegypti Linnaeus, 1762 (CHADEE et al., 2014; HAPAIRAI et al., 2014).

Aedes (Stegomyia) albopictus Skuse, 1894 é o principal transmissor do dengue, febre
amarela urbana e silvestre e encefalite em paises asiaticos, de onde é originario, mas apresenta
ampla distribuicdo geogréafica (FIOCRUZ, 2016). Essa espécie foi registrada no Brasil pela
primeira vez por Forattini (1986), no Estado do Rio de Janeiro.

A. albopictus é considerado o principal transmissor da dengue em paises em que a
barreira térmica é um dos principais fatores limitantes ao A. aegypti, uma vez que estes possuem
a mesma capacidade de proliferacdo e a transmissao transovariana dos virus ja foi comprovada
(I0C, 2008; FIOCRUZ, 2016).

Os dois mosquitos sdo espécies invasoras e cosmopolitas. A. aegypti, de
comportamento antropofilico, é encontrado com maior frequéncia em locais de aglomeracéo
humana, realizando repasto sanguineo e repouso no interior das habitacdes. A. albopictus,
possui comportamento alimentar diverso, com maior frequéncia em &reas de menor
aglomeracdo humana, alimentando-se e repousando preferencialmente no peridomicilio
(HONORIO et al., 2015) (Figura 2).

Figura 2. Os mosquitos vetores Aedes aegypti (direita) e Aedes
albopictus (esquerda). Fonte: University of Florida, 1999.

Florida Medical Entomology Laboratory
©1999 UNIVERSITY OF FLORIDA

Apesar das diferencas de comportamento e preferéncias alimentares, diversos autores
investigaram uma variacdo sazonal nas populacOes dessas duas especies, que ocorre

principalmente nas regides Centro-Oeste, Sudeste e Sul do Brasil, evidenciando que A.
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albopictus pode ser o principal vetor quando h& aumento da sua populacdo (GLASSER &
GOMES, 2002; SERPA et al., 2006; PROPHIRO et al., 2011).

Sa (2004) estudou as areas de ocorréncia de A. albopictus e os seus criadouros
preferenciais nas areas urbanas e periurbanas de Manaus, estado do Amazonas e verificou a
ocorréncia dessa espécie sozinha nos criadouros e em coexisténcia com A. aegypti e/ou com
outras espécies de culicideos. Além disso, os resultados do estudo indicaram que A. albopictus
ocorre com maior incidéncia em recipientes artificiais localizados na interface mata/perimetro
urbano e periurbano e nos recipientes naturais situados em areas de alteracfes antropicas,
demonstrando extensa distribuicdo na periferia de Manaus.

A preocupagdo com A. albopictus tem aumentado nas ultimas décadas devido a sua
dramatica expansdo global e por ser um pontencial vetor de varias arboviroses, como ja
mencionado. Apesar de A. albopictus desempenhar um papel relativamente menor em
comparacdo com o A. aegypti, sabe-se que o status de vetor € um processo dindmico, ou seja,
que no futuro poderia mudar de maneira epidemiologicamente importante (LAMBRECHTS et
al., 2010).

Além disso, Santos (2017) demonstrou experimentalmente que A. albopictus, embora
ainda suscetivel aos inseticidas utilizados em campanhas de vigilancia em satde, 0 mesmo ja
apresenta uma certa tolerancia a estes, devido habitar parte dos ambientes de A. aegypti, onde

acaba sofrendo pressao seletiva pelos inseticidas.

1.2. Arboviroses
1.2.1. Dengue

A dengue é uma infeccdo viral transmitida principalmente pelo mosquito A. aegypti, no
Brasil e na Asia, pelo A. albopictus. Essa doenca é causada pelo virus da familia Flaviviridae,
género Flavivirus. Ha quatro tipos sorologicamente distintos do Dengue virus (DENV):
DENV1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4, que podem causar tanto a manifestacdo classica da
doenca quanto a forma grave. Esses virus sdo antigenicamente diferentes, ndo induzem protegéo
imunoldgica cruzada, porém, tém a mesma epidemiologia e causam doencas semelhantes em
humanos. Ha um quinto sorotipo (DENV-5), que foi detectado na Malasia, mas até o momento
ocorre em primatas e ndo em humanos (CECILIO, 2013; WHO, 2018a).

Dentre os sintomas da dengue estdo a febre, dor de cabeca, dores pelo corpo, nauseas
ou até mesmo ndo apresentar qualquer sintoma. O aparecimento de manchas vermelhas na pele,
sangramentos (nariz, gengivas), dor abdominal intensa e continua e vomitos persistentes podem

indicar um sinal de alarme para dengue hemorrégica (dengue grave), uma das principais causas
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de sintomas graves e morte entre criancas em alguns paises da Asia e da América Latina (WHO,
2018b).

A dengue ocorre em regides caracterizadas por climas tropicais e subtropicais em todo
o0 mundo, principalmente em areas urbanas e semiurbanas, a doenca ndo possui tratamento
especifico, mas a detec¢do precoce e 0 acesso a cuidados médicos adequados reduzem as taxas
de mortalidade. Deste modo, a prevencéo e o controle da dengue dependem de medidas efetivas
de controle de vetores (WHO, 2018b).

Apesar de existir um programa especifico para o controle da dengue (estabelecido desde
2002 pela Organizacdo Pan-Americana da Saude) e outras medidas adotadas em diversos
paises, por meio de 6rgdos internacionais, como a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), a
incidéncia global de dengue cresceu dramaticamente nas Gltimas décadas. Cerca de metade da
populacdo mundial estd agora em risco (WHO, 2018b). O ano de 2016, foi caracterizado por
grandes surtos de dengue em todo o mundo (OPAS/OMS, 2018).

A regido das Américas registrou mais de 2,38 milhGes de casos em 2016, onde o Brasil
sozinho contribuiu com menos de 1,5 milhdo de casos, com 1.032 mortes por dengue. Em 2017
houve uma reducéo significativa no numero de casos de dengue nas Américas — de 2.177.171
casos em 2016 para 584.263 casos em 2017 (WHO, 2018b).

Segundo dados da Secretaria de Vigilancia em Salde — Ministério da Saude (SVS/MS,
2018), em 2016 foram registrados 1.483.623 casos provaveis de dengue em todo o Brasil. Em
2017 239.389 foram registrados, sendo confirmados até 29/07, 144 ébitos por dengue.

Neste ano de 2018, até o dia 28/07, 187.830 casos provaveis de dengue foram
registrados no pais; destes, 106.285 (56 %) foram confirmados, 191 casos graves de dengue e
87 6bitos. O maior nimero de casos provaveis de dengue (68.768; 36,6 %) foi registrado na
regido Centro-Oeste em relacdo ao total do pais e 11.565 casos (6,2 %) na regido Norte, sendo
1.938 no estado do Amazonas e 2.948 casos no ano anterior (SVS/MS, 2018).

1.2.2. Chikungunya

O CHIKYV (virus chikungunya) é um Alphavirus (Togaviridae) com origem na Africa,
que circula em ciclos silvestres envolvendo vetores do género Aedes e primatas ndo humanos.
O virus foi isolado em 1952, na Tanzania. A primeira emergéncia com esse Vvirus ocorreu no
sudeste asiatico e na India. No Brasil, foi detectada a transmissdo autoctone em setembro de
2014, no Oiapoque, municipio do estado do Amapa (HONORIO et al., 2009; 2015).

A infeccdo por CHIKV produz uma sindrome febril de inicio subito e debilitante que

afeta a maioria dos pacientes e persiste durante meses ou até mesmo anos. Devido a intensidade
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desses sintomas articulares deram o nome Chikungunya (do africano Makonde, “andar
curvado”). Estes fatores interferem na qualidade de vida do individuo, causando impactos
econdmicos significativos, devido a reducéo da produtividade (HONORIO et al., 2015).

A chikungunya pode variar nos aspectos clinicos, com casos graves e eventualmente
oObitos, principalmente em pacientes idosos e crian¢as ou com comorbidades. O CHIKV pode,
ainda, causar doenca neuroldgica em idosos e neonatos e até mesmo ser fatal para o paciente
(YASEEN et al., 2012).

No Brasil, em 2016 foram registrados 277.882 casos provaveis de febre de chikungunya,
185.593 em 2017 e, até o dia 28/07/2018, 65.395 casos, destes, 42.476 (65,0 %) foram
confirmados e, 16 6ébitos. A regido sudeste apresenta até 0 momento, 0 maior nimero de casos
provaveis em relacdo ao total do pais (38.661; 59,1 %) (SVS/MS, 2018).

Neste ano, até o dia 28/07, foram registrados 39 casos provaveis de febre de
chikungunya no estado do Amazonas com nenhum ébito e, 225 em 2017, também com nenhum
Obito registrado (SVS/MS, 2018).

1.2.3. Zika

ZIKV (virus Zika) é um Flavivirus (Flaviviridae), transmitido por varias espécies do
género Aedes. Esse virus foi inicialmente isolado de um macaco-rhesus, na Floresta Zika, na
Uganda em 1947. Ap6s o primeiro humano ser infectado por ZIKV, diversos casos esporadicos
foram relatados no Sudeste Asiatico e na Africa Subsaariana (DICK et al., 1952; MLAKAR et
al., 2016).

Em 2007 o ZIKV foi responséavel pelo surto na llha Yap da Micronésia e grandes
epidemias na Polinésia Francesa, Nova Caledénia, Ilhas Cook e llha de Pascoa em 2013 e 2014
(CAO-LORMEAU et al., 2014).

Em 2015 houve um aumento dramatico nos relatos de infec¢do por ZIKV nas Américas,
sendo que o Brasil foi 0 pais mais afetado, com estimativas de 440.000 a 1,3 milh&o de casos
autoctones de ZIKV (ECDPC, 2015).

O quadro clinico classico da infeccdo pelo virus Zika assemelha-se ao da dengue e
chikungunya, o que dificulta o diagnostico diferencial da doenca. Os sintomas séo: febre, dor
de cabeca, artralgia, mialgia e erupc¢éo cutanea maculopapular (ECDPC, 2015).

Quadros clinicos com manifestacdes neurologicas e sindrome de Guillain-Barré foram
descritos na Polinésia Francesa e no Brasil durante epidemias do virus, o que indica uma
possivel associacdo entre infeccdo por ZIKV na gravidez e malformacdes fetais (100S et al.,
2014; ECDPC, 2015).
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Em relacdo & doenga aguda pelo virus Zika, em 2016 foram registrados 216.207 casos
provaveis e, 17.593 casos em 2017, com um O&bito confirmado, no estado de Rondonia
(SVS/MS, 2018).

Neste ano, até o dia 28/07, 6.371 casos pelo virus Zika foram registrados, destes, 2.616
(41,1%) foram confirmados, com dois 6bitos, um em Alagoas e outro na Paraiba. No estado do
Amazonas ja foram registrados 298 casos provaveis e 381 no ano anterior (SVS/MS, 2018).

A partir de 08/11/2015 até 28/05/2018, 3.194 casos de alteracGes no crescimento e
desenvolvimento possivelmente relacionados a infeccdo pelo virus Zika e outras etiologias
infecciosas, foram confirmados (SVS/MS, 2018).

1.3. Controle Vetorial

Atualmente, o controle vetorial € a principal forma de controlar as referidas arboviroses,
uma vez que ainda nao ha vacina eficaz para prevencdo, somente para a febre amarela e dengue,
em fase de testes (TADEI et al., 2010; GOLDING et al., 2015; OLLIARO et al., 2018; SAUDE,
2018). O controle de vetores é importante para prevenir a infeccdo humana mediante o bloqueio
ou reducdo da transmissdo, uma vez que a ocorréncia de epidemias geralmente esta diretamente
relacionada com a presenca e a densidade de seus vetores, como o A. aegypti e o A. albopictus
(BRAGA & VALLE, 2007).

O controle vetorial é feito por meio do controle integrado, que trata do planejamento
unificado de controle ou, da unido de diferentes formas de atuacdo, em que séo selecionados 0s
métodos apropriados e as popula¢fes sdo mantidas em niveis baixos, que ndo causam danos a
salde humana. Os componentes do controle integrado de vetores séo: vigilancia, reducdo da
fonte (controle fisico ou manejo ambiental); controle biol6gico (uso de predadores e
patdgenos), controle quimico com uso de inseticidas (organicos ou inorganicos) e repelentes,
armadilhas e manejo da resisténcia a inseticidas (BRAGA & VALLE, 2007; TADEI, 2010).
Uma vantagem adicional a utilizacdo do controle integrado de vetores é que este pode conferir
0 controle ndo somente a uma Unica doenca, ou seja, € possivel controlar multiplas doencas
usando uma mesma infraestrutura de programa, o que resulta em maior eficacia e economia
(GOLDING et al., 2015).

O controle quimico € uma das metodologias mais adotadas como parte do controle
integrado de vetores, principalmente apos o desenvolvimento de inseticidas que permanecem
ativos por periodos longos, como o DDT (dicloro-difenil-tricloro-etano), desenvolvido durante
a Segunda Guerra Mundial (GOVINDARAJAN et al., 2016). No entanto, apds décadas de uso

do DDT, alguns espécimes de insetos passaram a tolerar as doses que antes eram letais em
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baixas concentragdes (HARAPAN et al., 2016). Diante disso, dosagens mais elevadas foram
aplicadas para controlar as popula¢fes susceptiveis ao inseticida, resultando na perda da
eficacia contra as popula¢es mais resistentes, o que causou no fim do uso do DDT. A partir
desse momento, deu-se inicio a busca por inseticidas sintéticos de outras classes quimicas
(BARANITHARAN et al., 2017).

A resisténcia, nesse contexto, € um processo seletivo e evolutivo no qual a constante
aplicacdo de inseticidas leva a selecdo de algumas espécies que possuem genes capazes de
sintetizar enzimas que ajudam na metabolizacdo de tais produtos ou dificultam a penetracdo na
cuticula do vetor, por meio de diversos mecanismos, ocorrendo assim, a evolucéao de populactes
resistentes (MELO-SANTOS et al., 2010; LEVI et al., 2014).

Os inseticidas sintéticos das classes dos organofosforados, organoclorados, piretroides
e carbamatos, que atuam sobre o sistema nervoso central dos insetos, foram e continuam sendo
utilizados, em diversos paises, como uma das principais ferramentas no controle do género
Aedes. Contudo, esses inseticidas sdo responsaveis pelo aparecimento de populacdes
resistentes, ocasionado problemas para o controle de vetores e atingem organismos nédo-alvo
como a fauna e flora da area, causando impactos negativos ao meio ambiente (MELO-SANTOS
etal., 2010; GARCEZ et al., 2013).

1.3.1. Produtos Vegetais para o Controle Vetorial

A ocorréncia cada vez maior de populaces resistentes de mosquitos, tem estimulado a
procura por métodos alternativos para o controle vetorial. Neste sentido, compostos de origem
vegetal constituem uma estratégia promissora e ambientalmente segura para reduzir a
populacgéo de larvas de mosquitos, uma vez que as plantas sdo organismos que coevoluem com
insetos e microrganismos, sendo fontes naturais de substancias inseticidas produzidas e/ou
acumuladas pelo vegetal em resposta a ataques (metabolitos secundarios) (MARANGONI et
al., 2012; GARCEZ et al., 2013).

Os produtos obtidos de vegetais oferecem grande variedade de moléculas com
diversidade nas suas estruturas e na atividade bioldgica, além de possuirem uma ampla gama
de novos sitios de a¢do nos organismos-alvo. Todas essas caracteristicas sdo importantes, dada
a velocidade com que os insetos tém desenvolvido resisténcia aos produtos quimicos utilizados
como agentes de controle. Por isso, € importante que haja pesquisa constante para procura de
novos grupos quimicos com efeitos inseticidas (KNAAK & FIUZA, 2010).

O efeito dos compostos quimicos vegetais sobre insetos tem sido estudado por meio de

extratos e 0leos essenciais extraidos de diversas partes das plantas, como folhas, flores e frutos.
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As espécies vegetais sdo uma fonte promissora de potenciais agentes eficientes para o controle
de vetores, pois apresentam baixa toxicidade ao homem e a outros organismos vivos; tém acgoes
especificas sobre o inseto alvo, ndo provocando efeitos adversos; ndo poluem o meio ambiente
pois sdo biodegradaveis, ndo possuindo efeito cumulativo no ambiente e; agem em
concentragdes baixas (ALVES, 1988; GARCEZ, 2013).

1.4. Familia Piperaceae

Piperaceae — do grego peperi, que significa pimenta-do-reino — € uma das mais
numerosas familias de dicotiled6neas encontrada nas regides tropicais e subtropicais, distribui-
se pelas Américas, do México a Argentina e possui cinco géneros Peperomia, Zippelia,
Manekia, Verhuellia e Piper, ocorrendo frequentemente em locais sombreados (JUNIOR et al.,
2011; MACHADO et al., 2015; CABRAL et al., 2016; SILVA et al., 2016; LEESOMBUN et
al., 2017).

As piperaceas sdo plantas herbaceas, arbustivas ou arvoretas, com caule nodoso; folhas
inteiras e simples alternadas, em formato de lanca, elipticas ou arredondadas, pecioladas, com
ou sem estipulas; as flores sdo reduzidas, morfologicamente homogéneas, com arranjo
espiciforme (SANTOS et al., 2010; GOGOSZ et al., 2012).

Representantes dessa familia sdo frequentemente encontradas em beiras de estradas ou
em areas impactadas pela acdo antropica (CABRAL et al., 2016; CHRIST et al., 2016). Além
disso, essa familia é bastante estudada com o intuito de encontrar substancias com atividades
bioldgicas, uma vez que nesta encontram-se espécies que sdo importantes produtoras de 6leos
essenciais e de substancias bioativas, incluindo espécies com valor econdmico que sao
utilizadas como condimentos, inseticidas, cosméticos e medicinais (ALBIERO et al., 2006;
TAUKOORAH et al., 2016). Os compostos que conferem essas propriedades sdo importantes

na defesa das plantas para repelir insetos e fungos (SANTOS et al., 2010).

1.4.1. Género Piper

O género Piper, o maior da familia Piperaceae, € um composto por plantas herbaceas
ou ligeiramente lenhosas de regides quentes e umidas do mundo, possuem folhas alternadas,
opostas, verticiladas ou basais e frequentemente apresentam glandulas que possuem 6leo
aromatico, além disso, apresenta como caracteristica em quaisquer orgaos, aroma forte e sabor
picante devido aos compostos quimicos produzidos, os quais muitos ja foram identificados sdo
e sdo de interesse a farmacologia (WU et al., 1997; SANTOS et al., 2012; MACHADO et al.,
2013; KARUPPASAMY et al., 2016).
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Na China, as folhas de Piper séo utilizadas no tratamento de arritmias cardiacas e asma;
na Jamaica, € usada para dores estomacais; no México, usam-se as folhas no combate a vérias
infeccdes; enquanto no Brasil, € empregada como diurético, antiblenorragico, excitante
digestivo, males do figado, tratamento de doencas cronicas, sedativo, antioxidante e antiofidico
(NOVAES et al., 2010).

Vérias espécies de Piper sdo notavelmente ricas em fenilpropandides e terpendides,
substancias com atividade inseticida comprovada. No estudo de Santana et al. (2015) com o
Oleo essencial de trés espéecies de Piper, os principais componentes encontrados em P.
arboreum foram: germacreno D (31,83 %) e biciclogermacreno (21,40 %); em P. marginatum:
(E)-metilo de isoeugenol (27,08 %), (E)-anetole (23,98 %) e (Z)- methyl isoeugenol (12,01 %)
e em P. aduncum: (E)-Isocroweacin (29,52 %), apiol (28,62 %) e elemicin (7,82 %). Neste
mesmo trabalho foi comprovada a atividade do 6leo essencial dessas espécies contra A. aegypti.

Garcez et al. (2013) fizeram uma revisdo sobre metabdlitos secundarios obtidos de
varias espécies de plantas que apresentam atividade larvicida contra A. aegypti e verificaram
gue das onze substancias presentes na familia Piperaceae, dez ocorrem no género Piper, sendo
oito dessas pertencentes a classe das amidas (piperina, retrofractamina, pipernonalina,
pipercida, guineensina, pipyahyina, pelitorina e pipnoohina) e duas lignanas (7'-epi-sesartemina
e 3,4,5 -trimetdxi-3’,4’-metilenodioxi7-9:’9 diepoxilignana). As amidas correspondem a um

dos grupos com maior nimero de componentes larvicidas.

1.4.1.1. Piper alatipetiolatum

Piper alatipetiolatum Yuncker, 1973, conhecida popularmente como pau-da-angola ou
canela-de-velho, é um arbusto, possui tricomas secretores na superficie adaxial de suas folhas,
distribuidos aleatoriamente e, na regido mediana, células de éleo que afloram sobre a superficie,
havendo uma ruptura da cuticula, provavelmente relacionadas com a liberacdo das mesmas
(CERQUEIRA et al., 2005).

Essa espécie de piperacea ainda é pouco estudada, somente recentemente foram feitos
trabalhos com a identificacdo dos componentes do 6leo essencial extraido de suas folhas e,
testes larvicidas que comprovaram sua atividade contra A. aegypti (OLIVEIRA et al., 2014;
2017a) (Figura 3).
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Figura 3. Piper alatipetiolatum. Fotos: Oliveira, A.C., 2016.

1.4.1.2. Piper purusanum

Outra espécie deste género € Piper purusanum Yuncker, 1966, uma arvoreta com
aproximadamente 3 a 6 metros de altura, folhas alternadas com peciolos e espigas eretas. Essa
espécie teve sua atividade bioldgica comprovada contra cepas de Escherichia coli e Shigella
sp., utilizando extrato de acetato de etila (ROCHA, 2009). Além disso, a atividade larvicida

contra moscas das frutas foi verificada no trabalho de Gomes et al. (2009) (Figura 4).

Figura 4. Piper purusanum. Foto: Oliveira, A.C., 2016.

Piper purusanum foi estudada por Souza et al. (2009), quanto a caracterizacéo
farmacoldgica do extrato hexanico e os testes realizados em camundongos evidenciaram uma
aceitavel atividade analgésica e anti-inflamatoria, com toxicidade ndo significativa. Esse
trabalho fornece um indicativo de que essa piperacea possa ser utilizada para o controle vetorial,
principalmente se outros estudos forem realizados.
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2. OBJETIVO

Avaliar o potencial larvicida dos extratos metanolicos e 6leos essenciais obtidos das
folhas de P. alatipetiolatum e P. purusanum contra larvas de 3° instar de A. albopictus, em

condicdes de laboratdrio.

3. MATERIAL E METODOS
3.1. Coleta e Obtencao dos Extratos e Oleos Essenciais

A coleta do material vegetal e preparo dos extratos e 6leos utilizados neste trabalho

foram realizados pelo doutorando e colaborador do projeto, André Correa de Oliveira.

3.1.1. Coleta das Espécies Vegetais

A coleta da espécie P. alatipetiolatum foi realizada no horto da Universidade Nilton
Lins das 09:25 as 11:00 da manha do dia 04/02/2016 (S “-3.05726”, W “-60.0086436). P.
purusanum foi coletada no dia 04/02/2016 entre os horarios de 14:00 e 17:00 no ramal do Pau
Rosa localizado no Km 21 da BR 174 (S “-2.7768258”, W “-60.1324838,235”). Ambas as
espécies foram cortadas a uma altura de 30 cm do solo utilizando facdo. Apds as coletas, as
espécies boténicas foram acondicionadas em sacos pretos com capacidade de 200 L, e
posteriormente foram transportadas ao Laboratorio Tematico Quimico de Produtos Naturais
(LTQPN) do INPA, onde foram adequadamente tratadas para remocéao de qualquer residuo de

sujeira proveniente das coletas em campo (CAYER et al., 2016) (Figura 5).

Figura 5. Locais de coleta das piperéaceas. A) Local de coleta de Piper alatipetiolatum (Universidade
Nilton Lins); B) Local de coleta de Piper purusanum (Ramal do Pau Rosa). Setas vermelhas indicam

3.1.2. Identificacdo Taxondmica

Amostras de cada espécie botanica que continham dérgados reprodutivos foram usadas
para a confeccao das exsicatas, e em seguida, foram enviadas ao herbario do INPA para serem
identificadas. Uma segunda amostra da espécie P. alatipetiolatum foi enviada para a
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identificacdo no herbario Alarich Rudolf Holger Schultz — HAS no qual foi confirmada sua
identificacdo, a amostra foi depositada com nimero n°® 92,095. No INPA, a amostra de P.
alatipetiolatum foi comparada com as exsicatas de n° 42,264 e n° 34,659 e, a amostra de P.
purusanum foi comparada com as exsicatas n° 224,490, n° 274,482, n° 107,549, n° 188,202, n°
210,557 e n° 227,548.

3.1.3. Higienizacdo e Desidratacdo do Material Vegetal

No LTQPN foi realizada a higienizacdo das amostras vegetais utilizando agua corrente,
em seguida, as folhas foram removidas dos galhos e deixadas para desidratacdo sobre uma
bancada, durante sete dias, em uma sala com temperatura ambiente (LARISSA et al., 2005;
REEGAN et al., 2014).

3.1.4. Trituragdo do Material vegetal

Apos a desidratacdo total das folhas, foi utilizado um moinho elétrico para a moagem
das mesmas, por conseguinte, 0 material moido foi pesado e os materiais vegetais moidos foram
armazenados em sacos pretos de 5 L, identificados de acordo com a espécie vegetal, e
armazenados em freezer (5 °C + 2) para posterior extracdo dos respectivos 0leos essenciais e
extratos brutos (PEREIRA et al., 2014; CAYER et al., 2016).

3.1.5. Extracdo dos Extratos Metandlicos e Oleos Essenciais

No Laboratorio de Abertura de Amostras e Ensaios Quimicos (LAEQ/UFAM) foram
seguidas as metodologias descritas por Reegan et al. (2014) e Ali et al. (2015) com algumas
modificagdes.

Os extratos vegetais foram obtidos através do processo de maceracédo utilizando 150 g
do material vegetal moido de ambas as espécies botanicas. Os materiais vegetais foram
colocados separadamente dentro de frascos Mariotte com capacidade de 4 L, em seguida, foram
adicionados a cada frasco 3 L do solvente metanol. Por conseguinte, os frascos foram lacrados,
identificados e deixados em repouso durante sete dias em local protegido da umidade e luz do
sol (MADHIYAZHAGAN et al., 2014).

Terminado o referido processo, os extratos foram filtrados utilizando papel de filtro
Whatman n°.1 para a separacdo das partes liquida e parte solida. As por¢des solidas foram
armazenadas para provaveis estudos futuros. A remogéo do solvente foi realizada utilizando os
procedimentos adotados pelo LTQPN/INPA, com uso do equipamento automatizado, Rocket
Sinergy Evaporation System. O método utilizado, assim como o tempo total para a remocéao

dos seis litros (3 L para cada espécie botanica) estdo descritos a seguir:
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Método: Metanol Flash Low BP & Mix
Controle de temperatura: 65°C

Tempo total de remocéo do solvente: 01:30:00
Tempo do estagio final: 00:10:00

Velocidade do rotor: 266 rpm

Vibragéo: 0%

Terminado esse processo, 0s extratos brutos devidamente secos foram coletados e
armazenados separadamente em frascos ambar e, mantidos sob refrigeracéo a -5 °C até serem
utilizados nos bioensaios. Os rendimentos dos extratos foram obtidos usando a formula abaixo,
de acordo com Ali et al. (2012) e Munusamy et al. (2016).

P1
%R = X 100
P2

Onde: %R = Percentual de rendimento
P1 = Peso do extrato seco

P2 = Peso do material vegetal

O sistema utilizado para a extracdo dos 0leos essenciais foi o clevenger, com baldo de
capacidade de 4 L e manta aquecedora com ajuste de temperatura até 100 °C. Separadamente
foram usados 50 g do material vegetal moido de cada espécie e, 1 L de agua destilada para as
extracdes dos bleos essenciais.

Os volumes obtidos das extrac6es dos 6leos essenciais foram lidos a cada 15 min durante
o tempo de 1 h, que foram contabilizados a partir do momento da fervura da adgua. Quatro
extracOes de cada espécie botanica foram realizadas, totalizando 200 g e 4 L de &gua destilada.

Terminado as extracdes, os volumes dos 6leos essenciais foram aferidos diretamente no
clevenger através de uma escala volumétrica existente no aparelho. A coleta dos 6leos
essenciais foi realizada com tubos falcon e residuos de agua foram removidos acrescentando
1 mg de Sulfato de Sodio Anidro (Na:SOs), precedidos do método de centrifugacdo para a
remocao da agua, o qual foi repetido até que os 6leos essenciais ndo apresentassem qualquer
resquicio de &gua. Por fim, os Oleos essenciais foram pesados em balanga analitica,

armazenados em frascos ambar e mantidos em refrigeragdo constante a uma temperatura de
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-5°C até serem utilizados nos estudos. Os rendimentos de cada extragdo dos 6leos essenciais
foram obtidos utilizando a formula a seguir (GIRARD et al., 2007).

volume x densidade
R% = x100
massa

Onde: R% = rendimento em porcentagem do 0leo essencial
volume = volume de oleo essencial ml.
densidade = massa de 1 ml de 6leo em g.
massa = massa seca de folhas em g.

3.2. Coleta de Aedes albopictus e Manutengdo em Laboratorio

As coletas dos ovos de A. albopictus foram realizadas no Campus | do INPA (Instituto
Nacional de Pesquisas da Amazonia), durante o més de agosto de 2017, por meio de instalacdes
de 32 ovitrampas contendo 200 ml de dgua de torneira e palhetas Eucatex previamente divididas
em quadrantes, como substrato para oviposicao. As ovitrampas foram alocadas em quatro areas
com ambiente sombreado e imido.

Decorridos os cinco dias as armadilhas foram retiradas e transportadas ao LMD-INPA
(Laboratorio de Malaria e Dengue do INPA), onde as palhetas foram acondicionadas e postas
a secar em temperatura ambiente, dentro de uma bandeja de poliestireno, durante um tempo
minimo de 24 h. Ap6s a completa secagem das palhetas foi realizada a quantificacdo dos ovos
utilizando lupa estereoscépica. Por conseguinte, as mesmas foram colocadas para eclosdo em
cubas brancas de poliestireno contendo 4 L de agua de torneira, a fim de estabelecer a colénia
de A. albopictus.

A manutencdo da col6nia foi realizada conforme as técnicas internas do laboratério, em
que, as larvas em cada cuba, foram alimentadas diariamente com 200 mg de racdo de gato e
rato, na proporcao 1:1, macerada e dissolvida em 50 ml de 4gua de torneira. As pupas foram
transferidas para copos plasticos contendo 300ml de 4gua e acondicionadas em gaiolas teladas
com malhas finas até a emergéncia do imago. Apos isso, 0s adultos foram identificados pelas
chaves taxondmicas de Consoli & Lourengo-de-Oliveira (1994).

Os especimes de A. albopictus foram alimentados com solugdo agucarada a 10 %,
impregnada em algoddo. As fémeas realizaram repasto sanguineo em camundongos

anestesiados, duas vezes por semana, para maturacdo dos ovos (CEUA 033/2018). Recipientes
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para oviposicao foram mantidos dentro das gaiolas (copos plésticos de 250 ml contendo 125 ml

de agua de torneira e papel filtro para substrato) (Figura 6).

Figura 6. Coleta e manutengdo de Aedes albopictus em laboratdrio. A) Palheta Eucatex; B) Imaturos
de Aedes albopictus em bacia esmaltada; C) Ovitrampas para coleta de ovos; D) Repasto sanguineo
em ramster. Fonte: Pereira-Torres, E.C., 2018.

A

Os ovos obtidos com a geragéo parental foram guardados e utilizados para novos ciclos
de eclosdo e manutencdo da colbnia, sendo as larvas de terceiro instar, utilizadas nos bioensaios.
Os procedimentos de manutencdo da col6nia foram realizados em sala climatizada com
temperatura (26 = 2 °C) e umidade controlada (75 = 5 %).

3.3. Bioensaios

Os ensaios bioldgicos seguiram o protocolo da World Health Organization (WHO,
2005), com adaptacdes do LMD-INPA e foram realizados em sala com temperatura (26 + 2 °C)
e umidade controlada (80 %).

As leituras foram realizadas ap0s 24, 48 e 72 h de exposicao, sendo consideradas mortas
as larvas que ndo responderam a estimulos artificiais. Os extratos e 6leos essenciais que
causaram mortalidade igual ou superior a 50 % nos bioensaios seletivos seguiram para 0S

bioensaios de dose.

3.3.1. Bioensaios Seletivos

Para avaliagdo inicial da atividade biolégica foram realizados bioensaios seletivos, a fim
de detectar o potencial larvicida dos extratos e 6leos essenciais. Para cada bioensaio seletivo

foi utilizado um grupo controle e o grupo dos tratamentos. Para o grupo controle foram
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utilizados dois controles negativos, um somente com &gua (Cont-1) e outro com &gua e 100 pl
de DMSO (Cont-2). Para os tratamentos foram utilizadas as concentragfes de 500, 250 e
125 ppm.

As concentragdes utilizadas foram preparadas pelo método da diluicdo seriada, em
microtubos com capacidade de 1,5 ml. Inicialmente, 50 mg do extrato ou 06leo essencial foi
pesado em balanca analitica, posteriormente, adicionado 1000 ul de DMSO (dimetilsulféxido)
com pureza analitica de 99 % (P.A.) (50.000 ppm), em seguida a amostra foi homogeneizada
em agitador vértex durante 15 min. Por conseguinte, foram retirados 500 pl dessa solucédo e
adicionados a outro microtubo contendo 500 pl de DMSO (25.000 ppm), que foi
homogeneizada e posteriormente retirados 500 pl para obtencdo da concentragcdo de
12.500 ppm (Figura 7).

Figura 7. Método da diluigdo seriada. Fonte: Pereira-Torres, E.C, 2018.

50 mg do oleo essencial
+

1000 pl de DMSO

500 pl de 500 pl de
DMSO DMSO

50.000 ppm 25.000 ppm 12.500 ppm

A A

500 pl 500 pl

Os bioensaios seletivos foram realizados em triplicata com duas repeticGes para cada
extrato ou Gleo essencial. Cada copo (50 ml) recebeu 9.900 pl de agua de poco, 10 larvas de 3°
instar, alimento larval e, para o grupo tratamento, 100 pl das respectivas solugdes 50.000,
25.000 e 12.500 ppm, obtendo as concentracGes de 500, 250 e 125 ppm (Figura 8).
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Figura 8. Esquema utilizado para realizar os bioensaios seletivos. Fonte: Pereira-
Torres, E.C., 2018.
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3.3.2. Bioensaios de Dose

Os bioensaios de dose foram realizados sob as mesmas condicdes dos bioensaios
seletivos, contudo, realizando cinco repeti¢cdes em quintuplicada.

Para cada 6leo essencial foi preparada uma concentracao — méde (50.000 ppm), em que,
para P. alatipetiolatum foram pesados 35 mg e dissolvidos em 700 pul de DMSO, de onde foram
retirados os volumes de 5, 10, 15, 20, 25, 30 e 35 pul e adicionados aos copos, obtendo
respectivamente, as concentragdes de 25, 50, 75, 100, 125, 150 e 175 ppm. Para P. purusanum
foram pesados 45 mg e dissolvidos em 900 pl de DMSO, de onde foram retirados os volumes
de 10, 15, 20, 25, 30, 35 e 40 ul, obtendo respectivamente, as concentracdes de 50, 75, 100,
125, 150, 175 e 200 ppm (Figura 9).
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Figura 9. Esquema utilizado para realizar os bioensaios de dose. Fonte: Pereira-Torres,

E.C., 2018.
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3.4. Andlise dos Dados

Os resultados dos bioensaios seletivos foram submetidos a analise descritiva e expressos
como percentual de mortalidade nas concentragdes. Os resultados dos bioensaios de dose foram
expressos como média + DP da média e submetidos a Analise de Variancia (ANOVA), seguido
do Teste de Tukey (a = 0,05) pelo programa Bioestat versdo 5.3. As concentracdes letais (CLso
e CLago) e seus respectivos limites de confianga (inferior e superior; IC 95 %), foram calculadas
por meio do modelo de Probit, pelo programa estatistico PoloPlus versédo 1.0.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1. Coleta de Aedes albopictus

Na coleta de A. albopictus foram obtidos 2.864 ovos, dos quais foram contabilizadas
1.431 pupas e 1.128 adultos emergidos. Esta diferenca apresentada em relacdo ao nimero de
ovos coletados e o numero de adultos emergidos se deve ao fato de alguns ovos ja terem
eclodido no momento de recolhimento das armadilhas, ndo sendo estas contabilizadas e
também, pela mortalidade das larvas e pupas antes que atingissem o estagio adulto. Contudo, a
quantidade de mosquitos obtida foi suficiente para a manutengdo da colonia e realizacdo dos

testes larvicidas, uma vez que ndo ocorreram outras espécies de culicideos nas armadilhas.
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4.2.1. Extratos Metanodlicos
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Os resultados obtidos com os bioensaios seletivos utilizando os extratos metanolicos

das duas especies vegetais estdo demonstrados nas Tabelas 1 e 2. Os percentuais de mortalidade

indicam que os extratos metanolicos de P. alatipetiolatum e P. purusanum possuem baixa

atividade contra as larvas de A. albopictus.

Tabela 1. Mortalidade das larvas de 3° instar de Aedes albopictus submetidas a trés concentragbes do extrato

metandlico de Piper alatipetiolatum, nos intervalos de 24, 48 e 72 h. n= 300.

24h 48h 72h
Tratamentos
N % N % N %

Cont-1 0 0,0 0 0,0 0,0
Cont-2 0 0,0 0 0,0 0 0,0
125 ppm 5 83 5 83 7 11,7
250 ppm 21 35,0 21 35,0 21 35,0
500 ppm 41 68,3 42 70,0 47 78,3

N= quantidade de larvas mortas nos tratamentos, somatorio das duas repeti¢cdes; ppm= partes por milhao.

Os extratos metanodlicos ndo foram utilizados nos bioensaios de dose, uma vez que

somente na concentracdo maxima (500 ppm), como recomenda a Organizacdo Mundial de
Saude foi obtido percentual de mortalidade > 50 %, como observado em P. alatipetiolatum
(68,3 % em 24 h de exposic¢do aos tratamentos). Para P. purusanum os percentuais foram ainda

menos expressivos, atingindo apenas 8,3 % de mortalidade no tempo maximo de exposi¢ao aos

tratamentos (72 h) (Tabela 2).
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Tabela 2. Mortalidade das larvas de 3° instar de Aedes albopictus submetidas a trés concentracfes do extrato
metandlico de Piper purusanum, nos intervalos de 24, 48 e 72 h. n= 300.

24h 48h 72h
Tratamentos

N % N % N %

Cont-1 0 0,0 0 0,0 0 0,0
Cont-2 0 0,0 0 0,0 0 0,0
125 ppm 0 0,0 0 0,0 0 0,0
250 ppm 1 1,7 1 1,7 1 1,7
500 ppm 3 5,0 4 6,7 5 8,3

N= quantidade de larvas mortas nos tratamentos, somatorio das duas repeticdes; ppm= partes por milh&o.

Essa atividade mais baixa dos extratos metandlicos sobre as larvas, principalmente se
comparada com 0s resultados obtidos com os dleos essenciais (Tabelas 3 e 4) se deve ao fato
de que normalmente nos extratos brutos, os constituintes ativos estdo presentes em pequenas
concentracdes e que o tipo de metabdlito secundario extraido depende do solvente utilizado
(BELL, 1980; PANDEY & TRIPATHI, 2014; RODRIGUES et al., 2016). Além disso, a
concentracdo do 6leo essencial e a espécie alvo sdo alguns dos fatores importantes na atividade
larvicida (SANTOS et al., 2010).

Oliveira et al. (2017a) verificaram a atividade larvicida do extrato metanélico de Piper
alatipetiolatum contra A. aegypti nas concentracGes de 500, 400, 300, 200 e 100 ppm e
obtiveram os percentuais de mortalidade de 100, 84,8, 62, 42,2 e 15,2 %, respectivamente. No
presente estudo, os percentuais de mortalidade causados pelo extrato metandlico dessa mesma
espécie botanica sobre as larvas de A. albopictus sdo menores que os obtidos por Oliveira et al.
(2017a), uma vez que somente em 72 h foi verificado mortalidade de 78,3 % na concentracao
mais alta (500 ppm) e 35,0 % em 250 ppm (concentracdo maior que a utilizada pelos referidos
autores, 200 ppm).

Gomes et al. (2009) estudaram o efeito do extrato aquoso de P. purusanum contra as
larvas da mosca-da-fruta (Anastrepha sp.) utilizando quatro concentragdes 50, 100, 150 e
200 mg/ml e obtiveram os percentuais de mortalidade de aproximadamente 30, 35, 23, e 56 %,
apos trés dias de experimento. No presente estudo, os percentuais de mortalidade causados pelo
extrato metanolico dessa mesma espécie botanica sobre as larvas de A. albopictus sdo inferiores
aos obtidos pelos referidos autores, no entanto, vale ressaltar que se trata de uma espécie

diferente a avaliada no presente estudo, bem como o tipo de extrato utilizado.
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Outro estudo realizado com P. purusanum é o de Oliveira et al. (2017b), que verificaram
a atividade larvicida do extrato metandlico contra A. aegypti nas concentraces de 500, 400,
300, 200 e 100 ppm e obtiveram os percentuais de mortalidade iguais a 100, 92, 82,6, 60 e
24 %, respectivamente. Os resultados obtidos no presente estudo diferem do estudo de Oliveira
et al. (2017b), uma vez que foi verificado 0 méximo de 8,3% de mortalidade das larvas na
concentragdo de 500 ppm.

4.2.2. Oleos Essenciais

Os resultados obtidos com os bioensaios seletivos utilizando os 6leos essenciais das
duas espécies vegetais estdo demonstrados nas Tabelas 3 e 4. Os percentuais de mortalidade
indicam que os 6leos essenciais de P. alatipetiolatum e P. purusanum possuem uma expressiva
atividade sobre as larvas, uma vez que causaram mortalidade > 50 % nas menores
concentracdes utilizadas e nas primeiras 24 h de exposi¢do aos tratamentos. O 6leo essencial
de ambas as espécies foi utilizado nos bioensaios de dose-resposta, sobre os quais foi feito a
analise inferencial e célculo das Concentragdes Letais (CL).

Utilizando o 6leo essencial de P. alatipetiolatum verificou-se que nas primeiras 24 h do
experimento o percentual de mortalidade foi de 96,7 %, na menor concentracao utilizada (125
ppm) e 48 h foi o tempo suficiente para causar 100 % de mortalidade das larvas (Tabela 3).

Tabela 3. Mortalidade das larvas de 3° instar de Aedes albopictus submetidas a trés concentragdes do 6leo essencial
de Piper alatipetiolatum, nos intervalos de 24, 48 e 72 h. n= 300.

24h 48h
Tratamentos

N % N %

Cont-1 0 0,0 0 0,0
Cont-2 0 0,0 0 0,0
125 ppm 58 96,7 60 100
250 ppm 60 100 60 100
500 ppm 60 100 60 100

N= quantidade de larvas mortas nos tratamentos, somatorio das duas repeti¢des; ppm= partes por milhao.
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O oleo essencial de P. purusanum causou 46,7 % de mortalidade das larvas em
125 ppm, atingindo mais de 50 % ap6s 72 h de exposi¢do, enquanto que a concentracdo de
500 ppm foi capaz de causar 100 % de mortalidade ja nas primeiras 24 h de experimento (Tabela
4).

Tabela 4. Mortalidade das larvas de 3° instar de Aedes albopictus submetidas a trés concentragdes do 6leo essencial
de Piper purusanum, nos intervalos de 24, 48 e 72 h. n= 300.

24h 48h 72h
Tratamentos
N % N % N %
Cont-1 0 0,0 0 0,0 0 0,0
Cont-2 0 0,0 0 0,0 0 0,0
125 ppm 28 46,7 28 46,7 34 56,7
250 ppm 54 90,0 54 90,0 56 93,3
500 ppm 60 100 60 100 60 100

N= quantidade de larvas mortas nos tratamentos, somatorio das duas repeti¢des; ppm= partes por milhao.

4.3. Bioensaios de Dose

Os bioensaios de dose realizados com o 6leo essencial das duas espécies vegetais
demonstraram a maior atividade desses, nas primeiras 24 h de exposic¢ao aos tratamentos, com
baixos acréscimos nos percentuais de mortalidade ap0s esse intervalo (Figuras 10 e 11).

O dleo de P. alatipetiolatum apresentou percentuais de mortalidade semelhantes nas
concentracdes de 125 a 175 ppm, no intervalo de 24 h, atingindo o maximo de 97,2 % na
concentragdo mais alta. As menores concentragdes avaliadas (25 e 50 ppm apresentaram baixo
percentual de mortalidade, mesmo ap6s 72 h de exposic¢do, sendo observado 1,2 e 29,6 % de
mortalidade, respectivamente (Figura 10).

Ao final dos experimentos verificou-se que 6leo essencial dessa espécie vegetal foi

capaz de matar 1.172 das 1.750 larvas avaliadas nas concentracfes de 25 a 175 ppm, ou seja,

67,0 %.
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Figura 10. Percentuais de mortalidade das larvas de 3° instar de Aedes albopictus submetidas a sete
concentragdes do 6leo essencial de Piper alatipetiolatum, nos intervalos de 24, 48 e 72 h. n= 2.250.
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O 6leo de P. purusanum apresentou atividade larvicida a partir da concentracdo de 50
ppm. No entanto, a mortalidade das larvas foi representativa somente a partir da concentragao
de 100 ppm, que causou ao final do experimento, 34,4 % de mortalidade (Figura 11). Os
percentuais de mortalidade foram bastante distintos entre as concentracGes utilizadas, nas
primeiras 24 h do experimento, sendo verificado aumento gradual no percentual de mortalidade
a medida que a concentracdo foi aumentada. Fato diferente do que foi verificado para P.

alatipetiolatum nas concentra¢fes mais altas (125, 150 e 175 ppm) (Figuras 10 e 11).

Figura 11. Percentuais de mortalidade das larvas de 3° instar de Aedes albopictus submetidas a sete
concentragdes do Oleo essencial de Piper purusanum, nos intervalos de 24, 48 e 72 h. n=2.250.
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Ap0s 48 h, o maior acréscimo de mortalidade foi verificado em 100 ppm, causando
mortalidade de 10,8 % das larvas nesse intervalo. Decorridas as 72 h de exposicdo, as
concentracdes de 125 e 150 ppm, e 175 e 200 ppm apresentaram percentuais de mortalidade
semelhantes (Figura 11).

Ao final dos experimentos verificou-se que dleo essencial dessa espécie vegetal foi
capaz de matar 924 das 1.750 larvas avaliadas nas concentra¢des de 50 a 200 ppm, ou seja,
52,8 %.

De acordo com Roel (2001), os efeitos e 0 tempo de acédo das solugdes sao dependentes
da dosagem utilizada, de maneira que a morte ocorre nas dosagens maiores e o0s efeitos menos
intensos e mais duradouros nas dosagens menores.

Oliveira (2018, dados ndo publicados) ao estudar a atividade de P. alatipetiolatum e P.
purusanum contra as larvas de A. aegypti, também observou que ambos 0s 6leos essenciais
apresentaram atividade larvicida em todas as concentragcbes avaliadas e, que os maiores
percentuais de mortalidade ocorrem em 24 h ap6s o inicio dos bioensaios larvicidas. No
referido estudo o autor constatou para P. alatipetiolatum em 24 h, 45 % e 62,3 % de
mortalidade, respectivamente, nas concentracdes de 50 e 100 ppm, enquanto que obtivemos 8
e 58,8 %, respectivamente, para A. albopictus (Figura 10). Para P. purusanum o referido autor
verificou em 50, 100 e 150 ppm, respectivamente, 29, 56, e 79,3 %, enquanto que obtivemos
0s percentuais de 0,4, 16,0 e 62,8 % (Figura 11).

O dleo essencial de P. alatipetiolatum apresentou atividade larvicida desde as menores
concentracdes utilizadas e nas primeiras 24 h do experimento, no entanto, foi constatado pelo
teste de Tukey, que as concentragdes de 25 e 50 ppm néo diferem estatisticamente do grupo
controle (p > 0,05), apenas 50 ppm passou a ter atividade significativa sobre as larvas ap6s
48 h de atividade do Oleo essencial. Os resultados obtidos demonstram ainda, que as
concentracdes de 75 e 100 ppm causaram percentuais de mortalidade significativamente
diferentes entre si, entre o grupo controle, e entre as concentragdes mais altas (125 a 175 ppm),

em todos os intervalos de observacédo (Tabela 5).
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Tabela 5. Atividade larvicida do 6leo essencial de Piper alatipetiolatum contra Aedes albopictus nos intervalos
de 24, 48 e 72 h. n= 2.250.

Tempo de Exposicao
Concentrag6es (ppm)

24h 48h 72h
25 0,4+0,9 0,8+1,8° 1,0+1,7°
50 4,0+1,9 12,2+ 75° 14,8 + 6,7°
75 12,6 +2,6° 22,8 +54° 27,4+6,3°
100 29,4 +6,9° 39,2 +5,2¢ 42,8 + 3,6¢
125 45,2 + 2,49 48,6 +1,1° 49,0 £ 0,7%
150 46,6 + 1,3¢ 49,2 +0,8° 49,4 + 0,5%
175 48,6 + 0,5 49,8 +0,4° 50,0 £ 0°
Controle-1 0,0+0° 0,0+0° 0,0+0?
Controle-2 0,0+0° 0,0+0° 0,0+0?

Os valores representam a média = DP (desvio padrdo) das cinco repeti¢des. Letras diferentes na coluna diferem
significativamente pelo teste de Tukey, com p<0,0001.

Em todos tempos de exposicdo é possivel observar que as concentracfes de 125 a
175 ppm ndo causaram mortalidades significativamente diferentes entre si sobre as larvas e,
que no altimo intervalo de observacéo (72 h) a mortalidade em 100 ppm passou a ser igual a
125 e 150 ppm. Portanto a partir de 48 h ndo foi observado aumento significativo na mortalidade
das larvas, apesar do tempo de exposicéo ser o dobro, ou seja, 0 aumento do tempo de exposi¢édo
ndo foi diretamente proporcional ao percentual de mortalidade, independente da concentracédo
utilizada (Tabela 5).

Nos bioensaios com o 6leo essencial de P. purusanum também foi verificado que as
menores concentragdes, 50 e 75 ppm, durante todos os tempos de exposicdo, causaram
mortalidade que ndo difere estatisticamente do grupo controle (p > 0,05). As demais
concentracgdes utilizadas, 100 a 200 ppm, causaram mortalidade significativamente diferentes
entre si, no intervalo de 24 h. Apds 48 h foi observado que as mortalidades entre 125 e 150 ppm
e entre 175 e 200 ppm néo apresentaram diferenca estatistica significativa. Neste estudo foi
verificado que o aumento do tempo de exposicdo, 24, 48 e 72 h, ndo causou aumento

significativo no percentual de mortalidade das larvas de A. albopictus (Tabela 6).
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Tabela 6. Atividade larvicida do 6leo essencial de Piper purusanum contra Aedes albopictus nos intervalos de 24,
48 e 72 h. n= 2.250.

Tempo de Exposicéo
Concentrag6es (ppm)

24h 48h 72h
50 0,2+0,4° 0,2+0,4° 0,2+0,4
75 3,0+1,6 34178 4,6 +2,3?
100 8,0+1,6° 13,4+ 3,1° 17,2 +5,8°
125 25,0+ 2,2° 29,6 +2,7° 32,0+1,6°
150 31,4+ 4,0 34,6 +4,4° 36,6 +4,7°
175 42,0 £ 3,8° 43,8 £ 4,2¢ 44,6 + 4,3
200 47,4 +2,2f 49,0 £ 0,7¢ 49,6 + 0,5
Controle-1 0,0+0° 0,0+0° 0,0+0?
Controle-2 0,0+0° 0,0+0° 0,0+0?

Os valores representam a média = DP (desvio padrdo) das cinco repetigdes. Letras diferentes na coluna diferem
significativamente pelo teste de Tukey, com p<0,0001.

As Concentracdes Letais (CLso e CLgo) e seus respectivos limites de confianca (inferior
e superior) séo mostradas na Tabela 7, que compara os valores em ppm, calculados para as duas

espécies vegetais, nos trés tempos de exposicao.

Tabela 7. Concentragdes Letais dos 6leos essenciais de Piper alatipetiolatum e Piper purusanum contra Aedes
albopictus no intervalo de 24, 48 e 72 h.

Piper alatipetiolatum Piper purusanum
Tempo de
exposi¢cao
CLso (ppm) CLoo (ppm) CLso (ppm) CLoo (ppm)
24h 88,0 140,2 129,0 192,4
(72,5 -102,6) (118,0 — 194,3) (121,8 - 136,2) (178,0 -194,3)
48h 69,8 116,5 120,3 179,4
(60,6 — 78,3) (102,1 - 141,5) (113,8 -126,8) (167,0 - 197,2)
72h 64,4 107,7 115,7 178,8
(57,3-71,0) (96,3 - 125,3) (110,2 -121,3) (166,3 — 196,5)

CLso= Concentracéo Letal para 50 % de mortalidade larval e CLg= Concentracgdo Letal para 90 % de mortalidade
larval, com os limites de confianca inferior e superior, com intervalo de confianga de 95 %.

Os intervalos de confianca de 95 % de probabilidade (IC) podem ser usados para
comparar duas concentragdes letais, quando ha sobreposi¢cdo ou ndo entre os indices de
confianca, podendo assim dizer se as concentracOes séo iguais ou diferentes (SILVA et al.,

2007; ACIOLE, 2009). Comparando as CLsg de ambas as espécies de piperaceas, pode-se
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observar que ndo houve sobreposicao entre os indices de confianga, ou seja, 0s 6leos essenciais
sdo estatisticamente diferentes. No entanto, para a ClLgo foi verificado sobreposi¢cdo para o
periodo de 24 h de exposicdo. Para os demais tempos de exposi¢cdo ndo foi observado
sobreposicao entre os valores da CLso e da CLgo das duas espécies avaliadas.

Os valores mostrados na tabela 7 comprovam que o dleo essencial de P. alatipetiolatum
possui melhor atividade contra as larvas do mosquito vetor, uma vez que foram obtidos os
menores valores de CLso e CLgo nos intervalos de 24, 48 e 72 h.

As CLso e CLgo de P. alatipetiolatum sdo, respectivamente, 88,0 e 140,2 ppm, enquanto
que para P. purusanum foram obtidas as concentragdes de 129,0 e 192,4 ppm, o0 que significa
dizer que a concentracdo do Gleo essencial de P. alatipetiolatum necesséria para matar pelo
menos 50 % das larvas em 24 h € 88,0ppm e 140,0 ppm para matar 90 % delas (Tabela 7). A
concentracdo do 6leo essencial de P. purusanum requerida para atingir esses percentuais de
mortalidade sdo mais altas, o que significa dizer que, caso o 6leo essencial dessa espécie seja
utilizado no controle do mosquito vetor em questdo, haverad a necessidade de utilizar maior
guantidade deste 6leo essencial para se obter o mesmo percentual de mortalidade obtido com o
6leo de P. alatipetiolatum.

Santana et al. (2015) comprovaram a atividade larvicida de trés espécies de piperéceas,
P. aduncum, P. arboreum e P. marginatum sobre A. aegypti, constatando ap6s 48 h os valores
de CLso iguais a 46, 55 e 34 ppm, respectivamente e, CLgo iguais a 156, 204 e 85 ppm,
respectivamente. Austran et al. (2009) também estudaram a atividade larvicida do éleo essencial
extraido das folhas de P. marginatum e encontram um valor de CLso= 23,8 ppm. Em nosso
estudo os valores de CLspe CLgo foram maiores.

Oliveira (2018, dados ndo publicados) comprovou a atividade larvicida de P.
alatipetiolatum e P. purusanum contra A. aegypti, constatando apos 48 h os valores de CLso
iguais a 39,15 e 60,8 ppm, respectivamente e ClLgo iguais a 150,12 e 171,25 ppm,
respectivamente. Os resultados de CLgg obtidos para P. alatipetiolatum corroboram com os do
referido autor para essa mesma espécie vegetal, uma vez que no presente estudo obteve-se
116,5 ppm (102,1 — 141,5), comparado com 150,1 ppm (100,3 — 377,0) obtido por Oliveira
(2018, dados ndo publicados), ou seja, a CLgo calculada no presente estudo, esta inserida no
limite de confianca. Em relacdo a P. purusanum, o resultado obtido para CLgo (179,4 ppm)
também corrobora com Oliveira (2018, dados ndo publicados), pois, esse valor esta entre 0s
limites de confianca que foram calculados para essa espécie (171,25 ppm (130,0 — 560,6)).

Os valores de CLsg calculados nesse estudo foram menores que 0s obtidos por Santana

(2012), que verificou a atividade de P. alatabaccum sobre A. aegypti em condic¢des de campo
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simulado. No referido estudo, para o extrato etanélico o valor da CLso foi igual 751 ppm e de
160 ppm para o 6leo essencial, ambos extraidos das folhas da planta.

4.4. Alteragﬁes Comportamentais e Mudancas Morfoldgicas nas Larvas Causadas pelos
Oleos Essenciais

As larvas do género Aedes sdo conhecidas por desenvolverem-se normalmente em
ambientes aquaticos contendo agua limpa ou contendo baixo grau de poluicdo e/ou matéria
organica. Observacdes a olho nu a respeito do comportamento dessas larvas expostas a diversas
substancias podem fornecer um esclarecimento inicial a respeito do modo de agdo dessas
substancias no organismo larval (WHO, 2005).

Segundo Sadek (2003), Hiremath et al. (1997), Breuer & Schmidt (1995), Wheeler &
Isman (2001), Zhao et al. (1998) e Muthukrishnan & Pushpalatha (2001), o modo de ag&o dos
fitogquimicos por meio dos produtos vegetais apresentam-se de diversas maneiras, incluindo a
toxicidade, o retardamento no desenvolvimento, a inibicdo da alimentacdo, a deterréncia a
oviposicdo e a reducdo na fecundidade e fertilidade. Além disso, segundo Knaak & Fiuza
(2010), a atividade inseticida de 6leos essenciais pode causar mortalidade, deformacbes em
diferentes estagios de desenvolvimento, repeléncia e deterréncia.

Durante a aplicacdo dos 0leos essenciais de ambas as espécies foram observados nos
primeiros minutos, que as larvas passaram a apresentar movimentos natatorios acelerados,
outras demonstravam movimentos lentos, algumas repousavam no fundo dos copos plasticos,
mantinham o corpo horizontalmente ou raspavam o sifdo respiratorio. Esses comportamentos
sdo descritos como anormais uma vez que as larvas do género Aedes permanecem na posi¢do
perpendicular na superficie da dgua para efetuarem a troca gasosa e realizam movimentos
ondulados na locomogdo (ALI et al., 2015). Além disso, Knaak & Fiuza (2010) afirmaram que
0 aparecimento de sinais toxicos é rapido e, segundo estudos feitos por Enan (2001), ao
descrever a acdo tdxica dos 6leos essenciais em baratas (Periplaneta americana), o inicio dessa
atividade inclui hiperatividade, seguida por hiperextensdo das pernas e do abdome,
imobilizagéo e morte.

Em todas as concentragfes, mas principalmente nas de 125 a 200 ppm p6de-se observar
um escurecimento da cabeca, térax e abdome, bem como uma dilacéo entre a cabeca e o torax.
Além disso, algumas larvas mortas apresentaram corpo curvado e coloracéo palida. Todos esses

fendmenos nédo foram observados nos controles (Figura 12).
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Figura 12. Alteracoes morfoldgicas nas larvas de Aedes albopictus causadas pelos 6leos essenciais
de Piper alatipetiolatum e Piper purusanum. A) Escurecimento da (1) cabega, (2) torax, (3) abdome
e (4) sifdo respiratério, dilatacdo entre cabeca e o torax (5); B) Larvas com coloracdo de aspecto
palido. Foto: Ferreira, F.A, 2018.

Oliveira (2018, dados ndo publicados) ao estudar o efeito dos 6leos essenciais dessas
duas espécies de piperaceas sobre as larvas de 3° instar de A. aegypti constatou as mesmas
alteracdes e comportamentos descritos acima. Além disso, Ramanibai et al. (2016) constataram
as referidas alteragdes nas larvas de 1° ao 4° instar de A. aegypti, Anopheles stephensi e Culex
quinquefasciatus, quando tratadas com o extrato aquoso obtido das sementes de Annona
squomosa. O escurecimento das regides do corpo das larvas também é descrito por Oliveira et
al. (2013) ao expor as larvas de A. aegypti ao 6leo essencial extraido das folhas de P. aduncum.

Silva et al. (2008), Oliveira et al. (2011) e Bianco et al. (2013) indicam que 0s tremores
corporais e movimentos letargicos exercidos pelas larvas sdo consequéncia direta da acdo dos
6leos essenciais no sistema nervoso central. Os autores relataram que os 6leos podem agir
similarmente aos inseticidas sintéticos organofosforados e carbamatos, que agem no sistema
nervoso central, inibindo a acdo da enzima acetilcolinesterase.

No estudo de Mendes et al. (2017), os autores relataram que os Oleos essenciais
constituidos de sesquiterpenos podem atuar no sistema enddcrino afetando a secrecdo da
ecdisona. A auséncia da ecdisona impede que ocorra a ecdise, a0 passo que ocorre a
sobreposicdo da cuticula, afetando o desenvolvimento larval. Devido a este fato é possivel
observar o escurecimento do corpo das larvas. Oliveira (2018, dados nédo publicados) estudou
a constituicdo quimica dos 6leos essenciais de P. alatipetiolatum e P. purusanum e identificou
que muitos dos constituintes pertencem a classe dos sesquiterpenos.

A partir dessas informacdes podemos inferir que os 6leos essenciais extraidos das folhas
das espécies P. alatipetiolatum e P. purusanum, agiram no sistema nervoso central das larvas,
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bem como atuaram no sistema hormonal. No entanto, novos estudos, visando conhecer o

mecanismo de acdo dos dleos essenciais dessas espécies devem ser realizados.

5. CONCLUSAO

Os resultados obtidos por meio dos bioensaios demonstraram que 0s extratos
metanolicos e Oleos essenciais de P. alatipetiolatum e P. purusanum possuem atividade
larvicida sobre A. albopictus, ainda que baixas, como verificado em relagdo aos extratos. Os
percentuais de mortalidade nos bioensaios seletivos indicam que o extrato metanolico de P.
alatipetiolatum é capaz de afetar uma maior quantidade de larvas do que P. purusanum. Os
menores valores de CLso e CLgo comprovam que o 6leo essencial de P. alatipetiolatum é mais
eficiente sobre o mosquito vetor do que o 6leo de P. purusanum. Verificou-se que a partir de
48h ndo houve aumento significativo na mortalidade das larvas expostas ao 6leo essencial de
ambas as espécies. As duas espécies vegetais avaliadas possuem potencial para serem utilizadas
como uma nova ferramenta de controle de A. albopictus, principalmente se novos estudos forem

realizados para conhecer os compostos que conferem essa atividade larvicida.
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