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RESUMO

O mosquito Aedes aegypti é vetor dos agentes causadores da dengue, chikungunya, febre
amarela e febre do virus zika, doencas que apresentam grande impacto a nivel mundial.
Atualmente, ha vacina disponivel apenas contra a febre amarela. Dessa forma, as principais
alternativas para controle das demais doencas sdo as estratégias de controle quimico e
biolégico da populacdo do vetor, e 0 uso de repelente visando a prevencdo da picada do
mosquito. Diversos compostos sintéticos tém sido utilizados para controlar populactes de A.
aegypti; contudo, esses inseticidas tém se mostrado danosos a0 meio ambiente e a saude
humana. Adicionalmente, existem diversos relatos de populagdes do mosquito resistente a
esses inseticidas. Moléculas de origem natural tém sido investigadas como alternativas para
substituicdo desses inseticidas, ja que sdo biodegradaveis geralmente causam menor impacto
ambiental. Os 06leos essenciais sdao misturas complexas formadas pelo metabolismo
secundario de algumas plantas. As propriedades inseticidas de Oleos essenciais tém sido
descritas em varios estudos, inclusive contra A. aegypti. Syagrus coronata (ouricuri) é uma
planta de importancia econdmica, presente na regido semiarida do Nordeste brasileiro. A
presente dissertagdo avaliou o potencial do 6leo essencial extraido de sementes de S. coronata
para o controle de Aedes aegypti. O 6leo foi extraido por meio da técnica de hidrodestilacdo e
caracterizado por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (GC-MS). O
oleo essencial foi avaliado quanto as atividades larvicida e ovicida; e quanto a influéncia
sobre a escolha do sitio de oviposi¢do. Foi investigado também o efeito do 6leo sobre a
natacdo das larvas, em condicBes sub-letais. A atividade larvicida e o efeito sobre a
oviposi¢do do &cido octandico (um dos componentes majoritarios) foram determinados. A
extracdo do Oleo apresentou um rendimento de 0,41% e a analise por GC-MS revelou que
98,42% da composi¢do do 6leo corresponderam aos seguintes acidos graxos: acido octandico
(40,55%), acido decandico (17,39%) e acido dodecandico (40,48%). O 6leo de sementes de S.
coronata promoveu a morte de larvas de A. aegypti, com CLso de 21,07 ppm (48 horas de
exposicao), mas nao apresentou acdo ovicida. Os acidos octandico, decandico e dodecandico
apresentaram atividade larvicida com CLsp de 51,78 ppm 24.01 and 19.72 ppm,
respectivamente. No teste de natacdo, ndo foram observadas diferencas significativas nas
distancias percorridas por larvas incubadas durante 30 minutos ou 24 horas com o 6leo e por
larvas do grupo controle. O 6leo de S. coronata (50 ppm) apresentou efeito deterrente sobre a
oviposicao, assim como o acido octandico na mesma concentracdo. Na literatura, é descrito
gue o acido decandico também apresenta efeito deterrente, enquanto o acido dodecandico tem
efeito estimulante sobre a oviposicdo. Em conclusdo, o éleo essencial de sementes de S.
coronata foi capaz de promover morte de larvas de A. aegypti e exercer efeito deterrente
sobre as fémeas gravidas. A atividade larvicida esta relacionada a um efeito sinérgico entre os
componentes do 6leo e o efeito deterrente de oviposicao estd provavelmente ligado a presenca
dos acidos octandico e decandico, que correspondem a 57,94% da composicdo do Oleo
extraido.

Palavras-chave: Ouricuri. Larvicida. Ovicida. Oviposicdo. Acidos graxos. Acido octanoico.



ABSTRACT

The Aedes aegypti mosquito is the vector of the causative agents of dengue, chikungunya,
yellow fever and zika fever, diseases that have a great impact worldwide. Currently, vaccine
is available only against yellow fever. Thus, the main alternatives for control of the other
diseases are chemical and biological strategies for control of the vector population and the use
of repellent for the prevention of mosquito bites. Several synthetic compounds have been used
to control A. aegypti populations; however, these insecticides have been shown to be harmful
to the environment and human health. Additionally, there are several reports of mosquito
populations resistant to these insecticides. Molecules of natural origin have been investigated
as alternatives to replace these pesticides, since they are biodegradable and generally cause
less environmental impact. Essential oils are complex mixtures formed by the secondary
metabolism of some plants. The insecticidal properties of essential oils have been described in
several studies, including against A. aegypti. Syagrus coronata (ouricuri) is a plant with
economic importance, present in the semiarid region of Northeast, Brazil. This work
evaluated the potential of the essential oil extracted from S. coronata seeds for the control of
A. aegypti. The oil was extracted by hydrodistillation technique and characterized by gas
chromatography-mass spectrometry (GC-MS). The essential oil was evaluated for larvicidal
and ovicidal activities, as well as for influence on the choice of oviposition site. It was also
investigated the effect of the oil on the swimming activity of larvae in sub-lethal conditions.
The larvicidal activity and the effect on oviposition of the octanoic acid (one of the major
components) were determined. The oil extraction showed a yield of 0.41% and GC-MS
revealed that 98.42% of the oil composition corresponded to the following fatty acids:
octanoic acid (40.55%), decanoic acid (17.39 %) and dodecanoic acid (40.48%). S. coronata
seed oil promoted the killing of A. aegypti larvae, with LCso of 21.07 ppm (48-h exposure),
but had no ovicidal action. The octanoic, decanoid and dodecanoic acids showed larvicidal
activity with LCsg of 51.78, 24.01 and 19.72 ppm, respectively. This result indicates that other
compounds present in the oil are also responsible for the larvicidal effect. In the swimming
test, no significant differences were observed in the distances covered by larvae incubated for
30 min or 24 h with the oil and larvae from the control group. The S. coronata oil and the
octanoic acid (both at 50 ppm) showed a deterrent effect on oviposition. In the literature, it is
described that the decanoic acid also has a deterrent effect while the dodecanoic acid has a
stimulant effect on oviposition. In conclusion, the essential oil of S. coronata seed was able to
promote death of larvae of A. aegypti and exerted a deterrent effect on pregnant females. The
larvicidal activity is related to a synergistic effect between oil components and the oviposition
deterrent effect is probably linked to the presence of octanoic and decanoic acid, which
correspond to 57.94% of the oil composition.

Keywords: Ouricuri. Larvicidal activity. Ovicidal activity. Oviposition. Fatty acids. Octanoic
Acid.
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1 INTRODUCAO

O mosquito Aedes aegypti possui grande relevancia a nivel nacional e mundial por ser
vetor de diversos arbovirus importantes. E considerado o principal vetor dos quatro sorotipos
do virus causador da dengue ocorrentes no Brasil (DEN-1, DEN-2 DEN-3 e DEN-4),
apresentando também grande potencial de transmitir os agentes causadores da chikungunya e
da febre do virus Zika, recém-emergidos no pais. (CAMARA et al., 2016). A dengue ¢
considerada uma das maiores preocupacdes de Salude Publica, ndo s6 no Brasil, mas em todo
o0 mundo (FURTADO et al., 2005; CAVALCA et al., 2010). A incidéncia da doenca
aumentou 30 vezes com o0 aumento da expansdo demografica nos ultimos 50 anos, ocorrendo
390 milhdes de infeccdes por ano (ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2016).

O meio urbano é o principal local onde € encontrado o A. aegypti, sendo esses
mosquitos colonizadores de criadouros artificiais de agua. A falta de controle no processo de
urbanizacdo tornou o A. aegypti ainda mais permanente nas cidades (BESERRA et al., 2009).
Em paises mais pobres, isto se deve muitas vezes a falta de saneamento bésico e ao
armazenamento inadequado de agua, que aumenta a quantidade de criadouros artificiais e
favorece a proliferacdo do A. aegypti. A dispersdo dos mosquitos é consequéncia
principalmente da escolha do local de oviposicéo (TILAK et al., 2004).

Atualmente, entomologistas enfrentam um conjunto diversificado de desafios para
controlar insetos-pragas urbanos (ZHU et al., 2016). De modo geral, estima-se que apenas
cerca de 0,1% dos pesticidas alcancam os organismos alvo; esses inseticidas que ndo chegam
ao alvo permanecem no ambiente, contaminando-o (GILL et al. 2014). Para controle de
insetos nocivos, 0 uso de Oleos essenciais e outros produtos naturais tém sido considerados
promissores, pois apresentam rapida degradacéo no ambiente e maior especificidade ao inseto

alvo (TRIPATHI et al., 2009).
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Os oleos essenciais sdo compostos volateis, resultantes do metabolismo secundario de
algumas plantas, desempenhando funcdes como: atracdo de polinizadores e protecdo contra
predadores, patdgenos, perda de agua, aumento de temperatura (SANTOS et al. 2009;
KNAAK e FIUZA, 2010). Levando em consideracao os problemas enfrentados com o uso de
pesticidas comuns, varios estudos tém sido realizados com 06leos essenciais como alternativas
para controle de A. aegypti (MAGALHAES et al., 2010; DEMIRCI et al. 2013; SANTOS et
al., 2014).

Syagrus coronata, conhecida popularmente como licuri ou ouricuri, € uma planta da
Caatinga pouco estudada. Pertence a familia Arecaceae e apresenta grande importancia
econémica e culinaria. O objetivo deste trabalho foi avaliar as atividades larvicida e ovicida
de oleo essencial extraido de sementes de S. coronata contra A. aegypti, bem como, avaliar
sua capacidade de modular a oviposi¢do. Ainda, foram identificados os compostos presentes

no Oleo e avaliada as atividades ja mencionadas para um dos compostos majoritarios.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2. 1 Aedes aegypti

A Classe Insecta contém mais de 1.000.000 de espécies. Seus integrantes distinguem-se
por apresentarem modificagdes no exoesqueleto e nos apéndices como asas pernas e pecas
bucais (GULLAN e CRANSTON. 2007). Apresentam um sistema de trocas gasosas composto
por traqueias e espiraculos e apresentam também tUbulos de Malpighi responsaveis pela
secrecdo e absorc¢do de ions, &cido Urico, agua e toxinas presentes na hemolinfa (RUPPERT et
al., 2005).

O Aedes aegypti € um inseto da familia Culicidae, pertencente a Ordem Diptera, na qual
estdo inseridos 0s mosquitos e as moscas. Constitui uma das ordens megadiversas de insetos,
com cerca de 150.000 espécies (LIMA, 2008). Os membros desta ordem caracterizam-se por
apresentarem um par de asas dianteiras funcionais e um par de asas posteriores transformadas
em estruturas denominadas de halteres, que funcionam como 6rgaos de equilibrio (ANAMO,
Z. e BARAKI, N. 2008).

Na familia Culicidae sdo encontrados os insetos conhecidos popularmente por
mosquitos, murigocas ou carapands, cujos estagios larvais sdo aquaticos. Sdo reconhecidas
mundialmente a existéncia de cerca de 3.600 espécies nesta familia (ALVES et al., 2010). Os
insetos da familia Culicidae, compreendem um taxon monofilético (HARBACH, 2007), que
se subdivide em Toxorhynchitinae, que apresenta uma probdscide curvada para baixo e para
trés, sendo as fémeas ndo hemato6fagas, e Anophelinae e Culicinae, onde se encontram as
espécies com importancia médica, ja que as fémeas se alimentam de sangue. Apresenta entre

3510 e 3700 espécies (ALMEIDA et al. 2011).
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Morfologicamente, o Aedes aegypti € um inseto, que, quando adulto (Figura 1),
apresenta o corpo dividido em cabeca, torax e abdémen, sendo esta divisdo mais notoria que
nas larvas. Os 6rgdos dos sentidos, como olhos, antenas e palpos, ficam situados na cabeca.
Os apéndices para locomocao, asas e patas, ficam situados no térax. O abddémen é dividido

em 10 segmentos e sdo especializados em reproducao e excrecdo (RUEDA, 2008).

Figura 1 - Representacdo esquematica de um mosquito macho da espécie Aedes aegypti

\ Probéscide /

Pata anterior

CABECA

, Pata posterior
{

Fonte: http://www.pbh.gov.br/smsa/bhdengue/imagens/aedesadulto.jpg Ano: 2016

Esta espécie se difere das demais, principalmente, por apresentar escamas brancas na
superficie dorsal do térax que formam um desenho semelhante a uma lira (Figura 2A). Cada
um dos segmentos tarsais das pernas traseiras possui bandas basais brancas (Figura 2B)

(CDC, 2016).
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Figura 2 - Mosquito adulto Aedes aegypti. (A) Escamas dorsais do térax em formato de lira.

(B) Detalhe das bandas basais brancas nas patas.

Fontes: (A) Hinkley eWalker, Pest and Diseases. (B) Jodo P.Burini. Ano: 2016

No mosquito A. aegypti ocorre dimorfismo sexual (Figura 3), onde ha diferenca no
tamanho nos diferentes géneros, sendo as fémeas maiores que os machos. Os machos
apresentam antenas plumosas (Figura 3 A), enquanto as fémeas tém antenas pilosas (Figura 3
B). Quando visto em microscopio, o aparelho bucal dos individuos do sexo masculino é
modificado para a alimentacdo de néctar eaparelho bucal das fémeas é modificado para a
alimentacédo de sangue (ZETTEL e KAUFMAN, 2009).

Figura 3 — Dimorfismo sexual em mosquito Aedes aegypti adulto. (A) antenas pilosas
em fémeas. (B) Antenas plumosas dos machos.

A B

Fonte: Natache Marinho (2016)
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A. aegypti € um inseto holometabolico, ou seja, apresenta metamorfose completa
(Figura 4). Possui duas fases de desenvolvimento, uma aquatica e uma terrestre. A fase
aquatica é dividida em ovo, larva e pupa, sendo a fase larval dividida em quatro instares. Ja a
fase terrestre corresponde ao mosquito na fase adulta. O desenvolvimento do inseto apos a
eclosdo, até a fase adulta leva um periodo de aproximadamente 10 dias, em condicdes

ambientais favoraveis (FIOCRUZ, 2016).

Figura 4 - Ciclo de vida do Aedes aegypti.

PRIMEIRO ESTADIO Ao
DA LARVA

SEGUNDO ESTADIO
DA LARVA

QUARTO ESTADIO

Fonte: http://www.dengue.org.br/ (2009)

Os ovos tém formato alongado e oval (Figura 5). Imediatamente ap0s a postura sdo
esbranquicados mudando a sua coloragdo pouco tempo ap0os o contato com ar. Apds o repasto
sanguineo completo, as fémeas produzem cerca de 100 a 200 ovos, podendo este numero
variar de acordo com a quantidade de sangue ingerida (ZETTEL e KAUFMAN, 2009). No

momento da oviposicdo 0s ovos ndo sdo colocados diretamente na agua, mas alguns
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milimetros acima da superficie. Podem funcionar como sitios de oviposicéo: latas ou garrafas
vazias, pneus, calhas, jarros de plantas ou qualquer outro lugar onde a 4gua da chuva possa
ficar armazenada. Quando o nivel da 4gua aumenta, entrando em contato com 0s 0vos, estes
eclodem dando origem a larva no primeiro instar (MELLO et al., 2009). Em climas quentes,
como nos tropicos, 0s ovos podem se desenvolver e eclodir em menos de dois dias, enquanto
que em climas temperados mais frios, o desenvolvimento pode levar até uma semana

(FOSTER e WALKER, 2002).

Figura 5. Ovos de Aedes aegypti

Fonte: www.ioc.fiocruz.br (2016)

A larva do A. aegypti (Figura 6) é composta de cabeca, torax e abdémen, sendo este
dividido em oito segmentos (FUNASA, 2001). O estagio larval do A. aegypti € aquético e
dividido em quatro instares (Figura 4) sendo a passagem de um instar para outro marcada por
um processo de muda onde ha a troca do exoesqueleto. Apesar de serem aquaticas, as larvas
necessitam respirar o oxigénio do ar, sendo necessario para isso que as mesmas cheguem a

superficie da dgua. A respiracdo ocorre através de um sifdo (FUNASA, 2001). A qualidade da
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agua dos reservatorios influencia diretamente a fase aquatica (BESERRA, 2009). Fatores
como salinidade, matéria organica, presenca de micro-organismos e outras substancias podem

favorecer o desenvolvimento dos imaturos (BESERRA, 2010).

Figura 6 — Larva de Aedes aegypti

Fonte: primashutter.com. (2016)

As fémeas preferem ovipositar em aguas limpas embora possam se adaptar rapidamente
a novas situacdes impostas pelo homem, podendo utilizar diversos tipos de criadouros
(VAREJAO et al., 2005). Navarro et al. (2003) demonstraram que a presenca de coliformes
fecais e bactérias pode influenciar positivamente a oviposi¢do, enquanto que a salinidade
diminui a mesma.

Em condi¢bes favoraveis, a fase de pupa deste inseto dura em média 2,1 a 2,5 dias
(CASTRO, 2013). Esta fase corresponde a transicdo do estagio larval para o inseto adulto.
Nesta etapa ndo ocorre alimentacdo, apenas respiracdo. Morfologicamente, as pupas tém
formato de virgula (Figura 7). Seu corpo se divide em cefalotorax e abddmen. Sao bastante
moveis quando perturbadas, mas estdo quase sempre paradas em contato com a superficie da

agua (FUNASA, 2001).
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Figura 7 - Pupa de Aedes aegypti

Fonte: http://www.cdc.gov/ (2009)

Apbs a fase da pupa, o A. aegypti chega a sua fase adulta (Figura 2), a qual apresenta
um tempo de vida que varia entre duas semanas a um més, dependendo das condi¢bes do
ambiente, e caracteriza-se por ser a fase reprodutiva do inseto. E um mosquito que apresenta
habitos preferencialmente diurnos (NATAL, 2002). Se alimenta de néctar de fluidos
acucarados de qualquer fonte, porém as fémeas gravidas sdo também hematofagas, pois o
sangue é a fonte de proteinas necessarias para maturacdo dos ovos (YUEN, 2008). De modo
geral, a fémea faz a postura de ovos apos cada repasto sanguineo (BARATA et al., 2001).

A distribuicdo do mosquito A. aegypti é predominantemente urbana, utilizando agua
parada, principalmente recipientes artificiais, para reproducdo e desenvolvimento. Sendo
assim, a umidade é um fator de grande importancia para a disseminacdo do mosquito. A
temperatura é também um fator importante que influencia a dinamica populacional desse
inseto (SCOTT et al., 2000). A eclosdo dos ovos, o desenvolvimento dos estagios imaturos, o
desenvolvimento dos ovarios, e a sobrevivéncia em todas as fases do ciclo de vida do

mosquito sdo reguladas em parte pela temperatura (TUN-LIN et al., 2000). Devido ao clima


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tun-Lin%20W%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10759309
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guente e imido, as regides tropicais e subtropicais sdo, portanto, as areas onde o mosquito é

mais incidente, o que pode ser visualizado na Figura 8.

Figura 8 - Mapa mundial da ocorréncia prevista de Aedes aegypti. O mapa mostra a

probabilidade de ocorréncia (sendo azul probabilidade 0 e vermelho probabilidade 100%).

Fonte: Kraemer et al. (2015)

De acordo com 0 mapa, 0 mosquito A. aegypti pode ser encontrado em todos 0s
continentes, exceto Antartida. Segundo Kraemer et al. (2015), o A. aegypti ocorre
principalmente em regides tropicais e subtropicais, concentrado nas regides nordeste do
Brasil, norte da Africa e sudeste da Asia. Ainda, estd amplamente distribuido na Australia.

O mosquito A. aegypti tem grande importancia na saude publica, pois é vetor de
diversas doencas, tais como dengue, febre amarela, chikungunya e zika, que serdo abordadas a

sequir.
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2. 2 Dengue

A dengue € uma doenca pandémica viral cuja incidéncia tem aumentado 30 vezes ao
longo dos dltimos 50 anos, sendo estimados até 390 milhdes de infeccBes anuais em mais de
100 paises endémicos, colocando quase metade da populacdo mundial em risco
(ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2016). Esta doenca é provocada por um virus da
familia Flaviviridae, género Flavivirus, e apresenta quatro sorotipos diferentes (DEN-1, DEN-
2, DEN-3 e DEN-4), os quais sdo sorologicamente relacionados, porém distintos
antigenicamente. O virus DEN tem sido isolado in natura de mosquitos do género Aedes,
espécies aegypti, albopictus e polynesienses. O virus DEN apresenta uma cépsula esférica
com diametro por 40-50 nm, apresentando um RNA de cadeia simples e curta (MEHBOOB et
al., 2014)

Os sintomas sdo: febre, dor de cabeca, mialgia, dor retro orbital, artralgias,
manifestacdes hemorragicas, erupc¢do cutanea e diminuicdo das plaquetas sanguineas podendo
em alguns casos haver anorexia e nauseas. A dengue é uma doenca que apresenta um amplo
espectro clinico que inclui manifestacdes clinicas graves e ndo-graves (SINGHI et al., 2007).

Em alguns casos, a dengue pode se desenvolver em uma forma mais complicada,
denominada Febre da Dengue Hemorragica (FDH), que pode ser fatal. O paciente pode
desenvolver a doenca em sua forma mais grave ap6s a diminuicdo da febre, que normalmente
ocorre entre o terceiro e o sétimo dia (FIGUEREDO, 2006). Alguns fatores influenciam o
desenvolvimento da dengue hemorrégica. S&o eles: viruléncia do gendtipo viral, sendo o
sorotipo DEN-2 o0 que mais provoca a forma grave; infeccdo secundaria; idade, sendo o risco
maior em pessoas mais jovens; estado nutricional e fatores genéticos (DIAS, 2010). A FDH
pode se manifestar com sintomas como: dor abdominal intensa, vomitos persistentes,

manifestacdo hemorrégica e alteracdo no estado mental (CDC, 2009).
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O diagnostico da dengue pode ser feito a partir do quinto dia da doenca, durante o
periodo febril. Este diagndstico pode ser feito por isolamento do virus em cultura de células,
por deteccdo de RNA viral ou através da deteccdo de antigenos virais por ELISA ou testes
rapidos (ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2009).

Ha vérias décadas o desenvolvimento da vacina contra a dengue esta em andamento,
porém a complexa patologia da doenca, a necessidade de controlar quatro sorotipos do virus
simultaneamente e a insuficiéncia de investimentos tem dificultado o este processo
(GUZMAN et al., 2010). Testes com vacina produzida pelo Instituto Butantd em voluntarios
foram iniciados em junho de 2016, na cidade de S&o José do Rio Preto, em S&do Paulo

(TOMAZELA, 2016).

2. 3 Febre amarela

O virus da febre amarela é também pertencente ao género Flavivirus e transmitido na
Ameérica do Sul, em sua forma silvestre, principalmente por mosquitos dos géneros
Haemagogus e Sabethes e na Africa pelo género Aedes. Em ambos os continentes, o A.
aegypti é vetor da forma urbana (ACADEMIA BRASILEIRA DE CIENCIAS, 2010). A febre
amarela € uma doenca infecciosa e ndo contagiosa, sendo o virus detentor de apenas um
sorotipo. As variacbes genéticas identificadas na América e na Africa ndo apresentam
correlacdo com a gravidade da doenca (FERREIRA, 2011). Juntamente com o virus DEN, o
virus da febre amarela foi um dos primeiros micro-organismos a serem classificados como
virus, em 1902, sendo descritos como agentes filtraveis e submicroscopicos (TEIXEIRA,
1999).

O continente africano é o local onde mais ocorre a doenga, concentrando 90% das
notificagdes anuais. Os paises do continente americano onde se observa maior incidéncia da

doenca séo: Peru, Bolivia, Colébmbia, Equador, Venezuela e Brasil (TAUIL, 2010). Em 1685,
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ocorreu a primeira epidemia de febre amarela no Brasil, em Recife, capital de Pernambuco.
Supostamente, o virus foi trazido em barco procedente de S0 Tomé, na Africa, com escala
em Sao Domingo, nas Antilhas, onde a enfermidade dizimava a populacdo (FRANCO, 1969;
TEIXEIRA, 2001). Por pelo menos dez anos a febre amarela permaneceu no Recife com
carater esporadico, sendo sua ocorréncia por vezes mais intensa na epoca de inverno
(COSTA, 2011).

A febre amarela apresenta um espectro clinico bastante amplo, podendo se manifestar
nas formas de infeccdes desde assintomaticas e oligossintomaticas até quadros clinicos graves
com evolucdo para morte. Neste caso, esta presente a triade classica, caracterizada por
faléncia hepéatica com surgimento de ictericia, albuminuria e hemorragia (FIGUEREDO,
2006). A febre amarela apresenta um periodo médio de incubacdo de 3 a 6 dias, mas pode ser
de até 10 dias. Segundo estimativas, 90% dos casos de febre amarela com expressdo clinica
sdo classificadas como leve, oligossintomaticas, sendo raramente diagnosticadas, com apenas
10% se desenvolvendo na forma grave associada a letalidade (VASCONCELOS, 2003). A
vacina contra a febre amarela comecou a ser administrada no Brasil em 1939 (MINISTERIO

DA SAUDE, 2016).

2. 4 Chikungunya

A Chikungunya é uma doenca causada por um virus de RNA viral (CHIKV) da
familia Togaviridae, género Alphavirus, descrito pela primeira vez na Tanzania em 1950
durante um surto atribuido inicialmente ao virus DEN (ORGANIZACAO MUNDIAL DE
SAUDE, 2008). A palavra “chikungunya” ¢ derivada de uma expressdo em Makonde, lingua
falada por um grupo que vive no sudeste da Tanzéania e norte de Mocambique, e significa
“aqueles que se dobram”, como referéncia a posicdo antélgica da pessoa que sofre com a

dores nas articulagBes (artralgia), caracteristica da doenca (MINISTERIO DA SAUDE, 2015)
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A chikungunya se caracteriza por apresentar quadros de febre, cefaleia e mialgia. Com
sintomas bastantes semelhante a dengue, diferencia-se desta pela poliartrite/artralgia simétrica
(principalmente nos punhos, tornozelos e cotovelos) que, em geral, melhora apés 10 dias, mas
que pode ressurgir durante meses ou anos apds a fase febril (DONALISIO, 2014). Apos a fase
de incubacéo, a doenca pode evoluir em etapas: fase aguda ou febril, fase subaguda e cronica.
A fase aguda se inicia apds o periodo de incubacdo e dura aproximadamente até o décimo dia.
A fase subaguda é caracterizada pela evolucdo das dores articulares, durando até trés meses.
A fase cronica € atingida quando a duracdo dos sintomas persiste por meses ou anos
(MINISTERIO DA SAUDE, 2015).

Algumas manifestacfes clinicas podem variar de acordo com a idade e 0 sexo nestas
fases. Exantema, vomitos, sangramento e Ulceras orais parecem estar mais associados ao Sexo
feminino. Dor articular, edema e maior duracdo da febre na infeccdo pelo Chikungunya sédo
mais prevalentes quanto maior a idade do paciente. (MINISTERIO DA SAUDE, 2015). A dor
nas articulacBes tende a ser mais intensa pela manha e pode ser aliviada com exercicios leves
e exacerbada por movimentos dindmicos (ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2014).
As articulagdes dos tornozelos, punhos, carpo da méo tendem a ser mais afetadas. Nem todos
os individuos infectados com o virus desenvolvem sintomas. Inquéritos sorolégicos indicam
que 3% a 25% das pessoas apresentam infecgdes assintomaéticas, tendo anticorpos para
CHIKV (QUEYRIAUX e SISSOKO, 2008).

O diagnostico para confirmacdo da febre chikunguya pode se dar pelos seguintes
métodos: isolamento do virus, PCR, deteccéo de anticorpos IgM e demonstracdo do aumento
do titulo de anticorpos 1gG (anticorpos IgM demonstraveis por ELISA podem aparecer dentro
de duas semanas) (MINISTERIO DA SAUDE, 2014). Por isto, pode n&o ser aconselhéavel

fazer o teste de anticorpos durante a primeira semana. Em algumas pessoas pode levar de seis
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a doze semanas para que a concentracdo de anticorpos IgM produzida seja suficiente para ser

detectada em ELISA (ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2008).

2.5 Febre do virus Zika

O virus Zika (ZIKAV) foi inicialmente isolado de macaco Rhesus na Uganda, Africa,
no ano de 1947 (SHAPSHAK, 2016). E um virus de RNA de cadeia simples, que pertence ao
género Flavivirus, familia Flaviviridae. Alguns estudos relatam trés principais linhagens do
ZIKAV, sendo uma originaria da Asia e duas da Africa (LUZ et al. 2015). A primeira
evidencia de infec¢do humana pelo virus Zika foi no ano de 1952, a partir de amostras de soro
humano coletadas no leste da Africa (FAGBAMI, 1979; NHAN, 2014). Porém o ZIKAV
permaneceu relativamente desconhecido até 2007, quando ocorreu de um grande surto na ilha
de Yap e em outras ilhas proximas dos Estados Federados da Micronésia (MINISTERIO DA
SAUDE, 2015). Inicialmente, o surto foi equivocadamente relacionado a dengue, com a
identificacdo do ZIKAV como agente etiolégico somente apds exames sorologicos e de
biologia molecular.

Este virus é transmitido principalmente por A. aegypti e A. albopictus, mas também
pode ser transmitido por via sexual e por transfusdo sanguinea e neonatal. Porém ndo se sabe
o0 real protagonismo dessas vias de transmissdo na propagacdo da transmissdo (LUZ et al.
2015).

Dentre os sintomas mais comuns da febre por virus Zika (também referida somente
como “zika”) estdo febre ligeira, cefaleia, exantema e conjuntivite. Estes sintomas duram de 2
a 7 dias na maioria dos casos. Nao existe tratamento especifico nem vacina para a doenga
atualmente (ORGANIZACAO MUNDIAL DE SAUDE, 2016). Apesar de ligeiramente
benigna, sdo descritos alguns casos em que a doenga apresentou quadros mais severos, que

incluem comprometimento do sistema nervoso central. Também tém sido reportadas
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associacbes entre a infeccdo do Zika virus e sindrome de Guillain-Barré, bem como

microcefalia fetal. (SILVA, I. R. F. et al. 2016

2. 6 Importéncia do controle do A. aegypti

Uma vez que ndo estdo disponiveis atualmente vacinas contra os virus DEN, CHIKV e
ZIKAV, a principal estratégia para controle das doengas causadas por eles consiste no
controle populacional do vetor. No Brasil, o controle do inseto é feito por forma mecénica,
quimica, biolégica e por acgdes educativas (WERMELINGER, 2014). Os Agentes
Comunitarios de Saude (ACS) e Agentes de Combate a Endemias (ACE) sdo responsaveis por
promover o controle mecanico e quimico do vetor (ZARA, 2016).

O controle mecanico consiste na eliminacdo dos criadouros e diminuicdo do contato
do mosquito com o homem, através de telas em portas e janelas (MANRIQUE-SAIDE, 2015;
ZARA, 2016). O controle bioldgico se baseia na utilizacdo de predadores, parasitas ou
patdgenos para reducdo da populacdo (DALZOTO, 2009). Entre as alternativas disponiveis de
predadores estdo os peixes que se alimentam das larvas (CAVALCANTI, 2007; SHULSE,
2013) e patdégenos como o caso da bactéria Bacillus thuringiensis (Bti) que apresenta
potencial larvicida devido a sua producdo de uma toxina proteica (COSTA, 2010; RITCHIE,
2010). O controle quimico consiste no uso de métodos quimicos para controle vetorial, por
vezes com efeito sinérgico, usando misturas, rotacdes ou sucessdes inseticidas (DONALISIO
e GLASSER, 2002). As acOes educativas durante a vista domiciliar feita pelos agentes
comunitarios visam reduzir os criadouros dentro dos imoéveis (ZARA, 2016).

Apesar desses esforgos, o Programa de Controle da Dengue do Ministério da Saude
ndo tem conseguido prevenir a ocorréncia ciclica de epidemias. Os efeitos adversos dos
inseticidas quimicos sobre organismos ndo-alvos e a selecdo de individuos resistentes (com

consequente estabelecimento de populacOes resistentes) tem reduzido a eficiéncia de
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programas de controle do A. aegypti (OLIVEIRA et al., 2013). Ja existem também registros
de populacGes de A. aegypti apresentando resisténcia ao Bti (PARIS, 2011). Dessa forma, €

importante que novos métodos e/ou novas ferramentas de controle sejam encontrados.

2. 7 Oleos essenciais

Os dleos essenciais sdo definidos como compostos volateis e lipofilicos que podem
estar presentes em diversos Orgdos de plantas. Sdo oriundos do metabolismo secundario
vegetal e participam de diversas funcOes, tais como defesa contra predadores e micro-
organismos e atracdo de polinizadores (SIANI, 2000). Sdo encontrados em apenas 10% do
Reino Vegetal, estando armazenados em estruturas secretoras especiais, tais como glandulas,
ductos secretores e cavidades secretoras (DJILANI e DICKO, 2012).

A gquantidade de 6leo essencial total de uma planta é normalmente muito baixa nédo
ultrapassando 1% (BOWLES, 2003), porém em alguns casos como, por exemplo, cravo
(Syzygium aromaticum) e noz-moscada (Myristica fragrans), atinge mais do que 10%
(DJILANI e DICKO, 2012). A composicdo quimica dos 6leos essenciais depende do clima,
da estacdo do ano, das condicdes geogréaficas, do periodo de colheita e da técnica utilizada na
extracdo (SIMOES, 2004). Em geral, sdo constituidos de terpenos (monoterpenos e
sesquiterpenos), compostos aromaticos (aldeido, alcool, fenol, derivadosmetoxi, etc.) e
terpendides (isoprendides) (BAKKALI et al.,, 2008; MOHAMED et al., 2010). Muitos
apresentam propriedades bioldgicas, podendo exercer atividades sobre seres humanos,
animais e outras plantas (BASER e BUCHBAUER, 2010).

Os 6leos essenciais sdo, portanto, um dos mais importantes grupos de matérias-primas
para as industrias, principalmente as de alimentos, perfumaria e farmacéutica. (SOUZA,
2010). S&o comumente compostos de agdo terapéutica de plantas medicinais. S&o aplicados

sobretudo como aromas e fixadores de fragrancias e comercializados na sua forma original ou
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beneficiada, fornecendo compostos como o eugenol, citronelal, citral, limoneno, mentol e
safrol (B1ZZO et al; 2009).

Em geral, os 0Oleos essenciais extraidos de partir de plantas tém sido considerados
importantes recursos naturais para atuar como inseticidas biodegradaveis e de baixa
toxicidade para organismos ndo-alvo (MANIMARAN A. et al, 2012; OLIVEIRA, et al.,
2013). Varios estudos com 0leos essenciais ja descreveram os mais diversos efeitos contra A.
aegypti. Pereira et al. (2014) avaliaram uma mistura de 6leos essenciais que apresentou uma
atividade larvicida com CLsp de 113,95 mg/mL. Outro estudo demonstrou que os Oleos
essenciais de Arcorus calamo, Mentha arvensis, Saussurea lappa e Cymbopogan citratos
apresentaram LCso de 99,41; 114,33; 128,89 e 136,28 ppm, respectivamente contra A. aegypti.
(MANZOOR et al., 2013). Assim como Santos et al. (2014) identificaram efeito deterrente do
Oleo essencial de Croton rhamnifolioides quanto a oviposicdo, encontrando efeitos nas

concentragdes de 50 e 100 pg/mL.

2. 8 Syagrus coronata (Mart.) Becc.

Syagrus coronata (conhecida popularmente como ouricuri, licuri, aricuri, coqueiro
cabecudo, licurizeiro, nicuri, urucuri ou coqueiro dicori) € uma palma endémica da Caatinga
pertencente a familia Arecaceae (CATALOGUE OF LIFE, 2010). O licuri é uma das
principais palmeiras nativas do Semiarido brasileiro. Esta espécie apresenta notavel
preferéncia por regides secas e aridas da Caatinga, abrangendo o norte de Minas Gerais,
ocupando toda porcdo oriental e central da Bahia, até o sul de Pernambuco, incluindo os
estados de Sergipe e Alagoas (NOBLICK, 1986). Tem capacidade de suportar secas
prolongadas, na regido de origem podendo florescer efrutificar por um longo periodo do ano

(DRUMOND, 2007).
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Apresenta uma altura que varia entre 8 a 11 m, tendo folhas com aproximadamente 3
m de comprimento. Seus cachos tém em média 1357 frutos, os quais tem comprimento de 3
cm e diametro médio de 1,4 cm (CREPALDI et al., 2001). Seu fruto é uma drupa de cor
amarela e pegajosa e adocicada. As sementes, quando secas, sdo de cor escura e de tegumento
duro que reveste a améndoa rica em 6leo.

Esta planta tem grande potencial econémico, sendo cultivada como planta ornamental.
Apresenta grande potencialidade frutifera, destacando-se entre as demais plantas, por ser
totalmente aproveitavel. Na alimentacdo, a semente desta planta pode ser consumida crua,
cozida ou torrada, podendo também ser utilizada para obtencdo do o6leo geralmente
empregado na culinaria local. Das suas folhas pode ser extraida cera, a qual tem varias
aplicacdes industriais (BELVISO et al., 2013; RODRIGUES et al., 2011). Estas também sdo
usadas para artesanato forragem para o0s animais, sendo trituradas e utilizadas como racéo, e
cobertura de construcdes campestres, paredes e portas. (EMBRAPA, 2007). O uso e
exploracdo desordenados dessa espécie tornam-a vulneravel, embora a maioria das palmeiras

brasileiras ndo esteja incluida como ameagada de extingdo (RUFINO, 2008).
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Caracterizar o 0leo essencial extraido de sementes Syagrus coronata e avaliar suas

atividades larvicida e ovicida contra A. aegypti bem como seu efeito sobre a oviposicao.

3. 1 Especificos

Identificar os componentes presentes no Gleo essencial extraido de sementes de S.

coronata.

e Auvaliar o efeito do 6leo essencial e dos &cidos octanoico, decandico e dodecandico
(compostos majoritarios do 6leo) na sobrevivéncia de larvas de A. aegypti no quarto
instar.

e Investigar o efeito do 6leo na atividade natatdria das larvas.

e Avaliar o efeito do dleo essencial na eclosdo de ovos de A. aegypti.

e Determinar o efeito do 6leo essencial e do acido octandico sobre a oviposicdo de

fémeas de A. aegypti.
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Abstract

This work evaluated the potential of a volatile oil extracted from Syagrus coronata seeds for
the control of Aedes aegypti. The oil was extracted by hydrodistillation, characterized by gas
chromatography-mass spectrometry (GC-MS), and evaluated for larvicidal and ovicidal
activities, as well as for influence on the choice of oviposition site by females. It was also
investigated the effect of the oil on the swimming activity of larvae. The oil extraction
showed a yield of 0.41% and GC-MS revealed that 98.42% of the composition corresponded
to the following fatty acids: octanoic acid (40.55%), decanoic acid (17.39 %) and dodecanoic
acid (40.48%). The oil promoted the death of A. aegypti larvae, with LCso of 21.07 ppm, but
had no ovicidal action. The octanoic, decanoid and dodecanoic acids showed larvicidal
activity with LCso of 51.78, 24.01 and 19.72 ppm, respectively. The swimming activity of
larvae incubated with the oil during 1 and 3 h was significantly (p < 0.05) lower than that of
control (0.2% Tween 80, v/v) larvae. The S. coronata oil and the octanoic acid (both at 50
ppm) showed a deterrent effect on oviposition. In conclusion, the essential oil of S. coronata
seed was able to promote death of A. aegypti larvae and exerted a deterrent effect on pregnant
females. The results indicated that the larvicidal activity is due to the action of decanoic and
dodecanoic acids while the oviposition deterrent effect is probably linked to the presence of

octanoic and decanoic acids.

Keywords: larvicide; ovicidal assay; oviposition; fatty acids; essential oil.
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1. Introduction

Aedes aegypti is a mosquito belonging to the Culicidae family and known to be the
vector of the viruses that cause dengue, chikungunya and Zika virus disease. Dengue is an
illness characterized by high fever, severe headache, pain behind the eyes, muscle and joint
pains, nausea, vomiting, swollen glands or rash (World Health Organization, 2016a). It is
among the most important viral illnesses disseminated by arthropods throughout the world
and is a major public health concern since the incidence of the more severe forms has
increased in the last decades (Bhatt et al., 2013; Santana et al., 2015). Recent estimates
indicate that 3.9 billion of people in 128 countries are at risk of acquiring dengue and 390
million dengue infections occur every year, of which 294 million manifest clinically the
symptoms (Brady, 2012; Bhatt et al., 2013; World Health Organization, 2016a).

Outbreaks of chikungunya (a rheumatic disease that can influence life quality of
infected people for weeks, months, or years) have recently emerged in Africa, Americas and
Asia, as well as in some European countries (Delisle et al., 2015; World Health Organization,
2016b). Currently, about 60 countries and territories are experiencing outbreaks of zika
(characterized by mild headaches, maculopapular rash, fever, malaise, conjunctivitis, and joint
pains). In addition, it has been reported associations between Zika virus infection and
Guillain-Barré syndrome as well as fetal microcephaly (Cao-Lormeau et al., 2016; Mlakar et
al., 2016; Morrison et al., 2016; Yusuf et al., 2016; World Health Organization, 2016c¢,d).

The use of chemical insecticides (such as organophosphates), insect growth regulators,
and microbial agents for controlling mosquitoes has been the main strategy adopted by public
health programs to control the incidence of the diseases mentioned above (Benelli, 2015).
However, the emergence of mosquito populations resistant to the conventional insecticides

has been recorded in several parts of the world (Dusfour et al., 2011, Marcombe, 2014;
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Macoris et al., 2014). In addition, these compounds are able to promote serious damages to
environment and human health (Benelli, 2015). In this context, several studies have been
conducted evaluating compounds with potential to be used in control of mosquito-borne
diseases, mainly natural products, which are biodegradable and usually less toxic or non-toxic
to the environment (Tyagi, 2016).

The essential (volatile) oils are mixtures of lipophilic compounds, usually with strong
odor (Bakkali, 2008). They can be stored in special secreting structures, such as secretory
ducts and glands trichomes, and are found in all organs and tissues of plants (Navarro et al.,
2013). The physiological importance of essential oils has been linked to pollination, plant-
plant interactions, and protection against microorganisms, herbivores and predators (Maffei et
al., 2011). These oils are broadly studied as alternative insecticides against mosquitoes (Conti
et al., 2014; Tabanca et al., 2015; Silva et al., 2015, 2016) and strategies for their
biotechnological application have been evaluated. A study on the larvicidal activity of a
formulation containing Citrus sinensis essential oil showed that a gelling nanostructured
system improved the oil solubility in water and then can be used as delivery vehicle (Ferreira
et al., 2015). A nanoemulsion containing the Pterodon emarginatus oil, considered non-toxic
for mammals, also showed larvicidal activity and it was suggested that the mechanism of
action might involve reversible inhibition of acetylcholinesterase (Oliveira et al., 2016).

The oviposition-deterrent and repellent activities of essential oils against A. aegypti are
also well documented. The presence of an oviposition deterrent is useful to avoid the laying of
eggs in potential breeding sites and thus to minimize the spread of the disease in a given area
(Bentley and Day, 1989; Singh and Mittal, 2015). Some essential oils have shown repellent
activity equivalent to that of N,N-Diethyl-3-methylbenzamide (DEET), which is the most
common active ingredient in insect repellents (Bernier et al., 2005; Tisgratog et al., 2016). A

repellent cream formulation containing essential oils from camphor, cinnamon, citronella,
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lemongrass, lime, orange, neem, basil, Vitex, Lantana, eucalyptus, and clove was repellent
against A. aegypti, promoting 100% protection until 3 h at field conditions, revealing the
synergistic effects between its components (Reegan et al., 2014).

Syagrus coronata (Arecaceae), popularly known as “ouricuri’ or “licuri” is a palm
typically found in the Caatinga (semiarid region of Brazilian northeast), enduring prolonged
drought and flowering and fruiting during a long period of the year (Drumond, 2007). Its uses
in culinary (mainly the fruit oil), construction, folk art, fuel, and medicine have been reported
but the predominant value is linked to the almond's usage (Rufino et al., 2008). The
economical and social importance of S. coronata fruits stimulated us to evaluate the presence
of volatile oil in the seeds of this plant and its possible biotechnological potential. In this
sense, this work reports the characterization and evaluation of a volatile oil from S. coronata

seeds for larvicidal and ovicidal activities as well as to effects on oviposition of A. aegypti.

2. Materials and methods

2.1. Plant collection

Seeds of S. coronata were collected in March 2014 at the Vale do Catimbau National
Park (PARNA do Catimbau; 08°30'02.3" S 37°20'31" W) in Pernambuco, Brazil, with
authorization (number 16806) of the Instituto Chico Mendes de Conservacdo da
Biodiversidade (ICMBio) from Brazilian Ministry of Environment. Voucher specimen
(number 90,470) is deposited at the herbarium “Dardano de Andrade Lima” from the Instituto

Agrondémico de Pernambuco, Recife, Brazil.
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2.2. Volatile oil

The powder of S. coronata seeds was submitted to hydrodistillation in a Clevenger-
type apparatus for 4 h. The volatile oil obtained was then dried over anhydrous sodium
sulphate and stored in sealed vials protected from the light at -20°C. The extraction of the
volatile oil from S. coronata seeds showed a yield of 0.41%. For use in the assays, a stock
solution was prepared by dissolving 0.01 g of the oil in 100 mL of 0.2% (v/v) Tween 80 in

distilled water.

2.3. Chromatography analysis

2.3.1. Quantification of oil components

Gas Chromatography (GC) analyses were performed in order to determine the relative
proportions of the components of the oil. These analyses were carried on a Thermo Trace GC
Ultra (Thermo Scientific, Milan, Italy) equipped with a flame ionization detector (FID) and a
VB-5 fused silica capillary column (ValcoBond 30 m x 0.25 mm i.d.; film thickness 0.25
mm). Nitrogen at a flow rate of 1 L/min and 30 psi inlet pressure was employed as a carrier
gas. The oven temperature program was: initially 40 °C, held for 2 min, increased to 230°C at
4°C/min, and then held for 5 min. Injector and detector temperatures were set to 250°C and
280°C, respectively. The sample (1 pL) was injected splitless. The relative amount of each
component was estimated according to the corresponding peak area expressed as a percentage
of the total peak areas of the chromatogram. Analyses were carried out in triplicate to provide

a standard deviation.
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2.3.2. ldentification of the compounds

In order to identify the compounds present in the oil, which contained fatty acids, the
sample was submitted to an esterification according to the Standard Method 1SO 5509:2000
and purification process (International Organization for Standardization, 2009; Lima et al.,
2013a,b). Samples (before and after esterification) were submitted to GC analyses to mass
spectrometry (GC-MS). These analyses were carried out using an Agilent 5975C Series
GC/MSD (Agilent Technologies, Palo Alto, USA) quadrupole instrument equipped with an
Agilent J&W non-polar DB-5 fused silica capillary column (30 m x 0.25 mm i.d.; film
thickness 0.25 um). For each sample (n=3), 1 uL was injected in split mode (50:1) with the
injector temperature set to 250°C. GC oven temperature was set to 40°C, held for 2 min,
increased to 230°C at 4°C/min, and then held for 5 min. Helium (He) carrier gas flow (1
mL/min) was maintained at a constant pressure of 7.0 psi. MS Source and quadrupole
temperatures were set to 230°C and 150°C, respectively. Mass spectra were taken at 70 eV (in
EI mode) with a scanning speed of 1.0 scans from m/z 35-350.

The identification of the individual esters was carried out by comparison with
previously reported values of retention indices, obtained by co-injection of oil samples and
Co—Cso linear hydrocarbons, and calculated according to the equation of Van den Dool and
Kratz. Subsequently, the MS data acquired for each component were matched with those
stored in the mass spectral library of the GC-MS system (MassFinder 4, NIST08 and Wiley
Registry™ 9th Edition) and with other published mass spectral data (Adams, 2007). All

chemicals and solvents used were of Analytical Grade purity or greater.
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2.4. Bioassays with A. aegypti

2.4.1. Insects

The insect colony used in the experiments belongs to Rockefeller strain. The rearing
room was kept at 25-27°C and 75-80% humidity, with a 12:12 light-dark photoperiod. A.
aegypti eggs were hatched in distilled water at a temperature range of 25-27°C and cat food

(Whiskas®) was offered to larvae.

2.4.2. Larvicidal activity

When reaching the early fourth stage (L4), the larvae were collected and used in the
bioassays. The larvicidal activity was evaluated by an adaptation of the World Health
Organization (1981) method described by Navarro et al. (2003). Stock solution of the S.
coronata oil was diluted in distilled water to provide test solutions in the concentration range
of 15-30 ppm. The final volume of each larvicidal assay was 20 mL of test solution or
negative control (0.2%, v/v, Tween 80 in distilled water) and contained 25 larvae. Mortality
rate (%) was determined after 48 h of incubation at 25-27°C and 12:12 light—dark
photoperiod. Larvae that were unable to reach the surface solution or did not respond to
mechanical stimulus were considered dead (World Health Organization, 1981). Three
independent experiments were performed in duplicate. Larvicidal assays were also performed
at these same conditions using the octanoic, decanoid, and dodecanoid acids (Sigma-Aldrich,

USA) at concentration ranges 45-60 ppm, 15-30 ppm, and 10-30 ppm, respectively.
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2.4.3. Swimming bioassay

In each assay, twenty A. aegypti larvae (L4) were exposed during 1, 3,5, 7 and 24 h to
the S. coronata volatile oil at the LCso/g h (test), to the 0.2% Tween 80 solution (control) or to
only distilled water. After each period, the larvae were transferred to a Petri dish (90 x 100
mm) filled with 20 mL of test solution. The swimming activity of the larvae was recorded for
15 min with a charge-coupled device camera and digitally transferred to a computer equipped
with video-tracking software (VideoTrack System, Viewpoint LifeSciences, Montreal,
Canada). The camera was positioned 30 cm from the arena. The swimming activity level (in
pixels) was determined and the bioassays were carried out under incandescent light at a

temperature of 25 &+ 2°C.

2.4.4. Ovicidal activity

The assay was performed according to Santos et al. (2012). A. aegypti eggs on filter
papers, stored for a maximum of 1 month at 25-27°C, were selected by considering their
integrity using a stereomicroscope (Leica M80). The stock solution of the oil was diluted in
filtered tap water to provide a test concentration range of 70-100 ppm. Controls contained
0.2% (v/v) Tween 80 solution (volume equivalent to that of sample used to achieve each
concentration) and filtered tap water (volume enough to complete 20 mL). Each assay had a
final volume of 20 mL and contained 50-60 eggs. The number of hatched larvae was
determined after 72 h of incubation at 25-27°C. Three independent experiments were

performed in duplicate.
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2.4.5. Oviposition assay

Oviposition assay was performed according to Navarro et al. (2003). A total of 25 A.
aegypti gravid females (3 days after blood feeding) were transferred to a cage containing two
plastic vessels (diameter 10 cm): one containing 20 mL of 0.2% (v/v) Tween 80 solution in
distilled water (control) and the other containing 20 mL of a S. coronata volatile oil solution
at 50 ppm (test). The vessels were placed diagonally at opposite corners of the cage. A piece
of filter paper was placed in each vessel to provide a support for oviposition. The females
were maintained at 27 £ 0.5°C with 73 * 0.4% relative humidity for 14 h in the dark. After
this period, eggs deposited in each vessel were manually counted with the aid of a
stereomicroscope. Two independent experiments were performed, each with eight replicates.
The oviposition response (OR) and the oviposition active index (OAIl) were calculated as

follows:
OR (%) =100 x A(=2) (1)

_ 48
0AI = — (2)

where A corresponds to the number of eggs laid in test vessel and B corresponds to the
number of eggs laid in test vessel. OAI value higher than +0.3 indicates attractant effect while
OAIl lower than —-0.3 indicates repellent/deterrent effect (Kramer and Mulla, 1979).

Oviposition assay was also performed at these same conditions using the octanoic acid at 50

ppm.
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2.5. Statistical analysis

Standard deviations (SD) were calculated using GraphPad Prism version 4.0 for
Windows (GraphPad Software, San Diego, CA, USA) and data were expressed as mean of
replicates £ SD. One-way fixed-effects ANOVA (significance at p < 0.05) was conducted
using the IBM® SPSS® Statistics version 24 (IBM Corp.). The linear regressions and the
concentrations required to kill 50%, 90% and 99% of larvae (LCso, LCoo, LCg9) in 48 h were
established by probit analysis with a reliability interval of 95% also using the IBM® SPSS®

Statistics software.

3. Results and discussion

GC-MS analyses revealed that the volatile oil from S. coronata seeds was mainly
composed by fatty acids. It was identified three compounds, corresponding to 98.42% of the
oil (Table 1) being the octanoic acid (40.55%) and the dodecanoid acid (40.48%) the
majoritarian components.

Plant-derived insecticides have been evaluated against several species of disease
vectors and are considered cost-effective methods for use in integrated pest management, with
lower hazard to people and the environment in comparison with synthetic insecticides
(Procopio et al., 2015). In this scenario, we evaluated the hypothesis that the S. coronata
volatile oil could be a potential insecticidal agent for use in control of A. aegypti.

The oil was effective in promote the death of A. aegypti larvae, with a LCso value of
21.07 ppm for 48 h; other information on the larvicidal activity of the oil are available in
Table 2. The essential oils from Dendropanax morbifera, Clausena anisata, Croton

rhamnifolioides, and Eugenia brejoensis were less active against A. aegypti larvae than the S.
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coronata oil since they showed LCso of 62.32, 130.19, 89.03, and 214.7 ppm, respectively
(Chung et al., 2009; Govindarajan, 2010; Santos et al., 2014; Silva et al., 2015). The essential
oil from Piper corcovadensis leaf was slightly less toxic to the larvae (LCso: 30.52 ppm)
while the oils from leaf, stem, and inflorescence of Piper marginatum showed larvicidal
activity (LCso of 23.8, 19.9 and 19.9 ppm, respectively) similar to that determined by us for
the S. coronata oil (Autran et al., 2009; Silva et al., 2016).

The effects of the octanoic, decanoic and dodecanoic acids on larvae survival were
then determined. The results can be seen in Table 2 and reveal that the octanoic acid showed a
LCso value about 2.45 times higher than that determined for the oil while decanoic and
dodecanoic acids showed a larvicidal effect similar to the oil, which indicates that these two
last are responsible for the larvicidal activity. Perumalsamy et al. (2015) reported that fatty
acids were able to kill A. aegypti larvae. These authors also reported that the degree of
saturation, the side chain length, and the geometric isomerism of fatty acids may influence the
toxicity to larvae; in addition, they showed that the acetylcholinesterase was the main target of
oleic and palmitic acids while the octopaminergic system was affected by the elaidic,
arachidic, and behenic acids.

Since inhibition of acetylcholinesterase activity has been reported as an action
mechanism of fatty acids and this may lead to impairment of the motility of larvae, we
evaluated whether the S. coronata oil at LCsossh Wwould be able to affect swimming of the A.
aegypti larvae exposed for periods (1 to 24 h) corresponding to sublethal conditions (Figure
1). It was observed that the swimming activity of larvae exposed to the oil was not
significantly (p > 0.05) different among the incubation periods. On the other hand, the
swimming activity of larvae incubated with the solvent (Tween) for 1 h and 3 h was higher (p
< 0.05) than in other periods; the motility decreased to levels similar to those of larvae treated

with the oil since from 5-h incubation time. The high motility of larvae in the first hours in
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presence of Tween may be a reaction to the presence of a foreign substance. Taking this
possibility, the results indicate that the S. coronata oil interfered with this ability of larvae in
reacting to Tween presence. Compounds with this property may be important, for example, in
use as an additive together with another insecticide. Alterations in the swimming activity of
mosquito juveniles (larvae, pupae) may affect several activities, such as breathing, foraging,
refuge seeking and predator evasion (Tomé et al., 2015).

Eggs of A. aegypti have also been considered promising targets for mosquito control
since, similarly to the larvae, they are also confined in the aquatic environments (Pontual et
al., 2014). Thus, we evaluated the ovicidal activity of the S. coronata essential oil. However,
the oil did not reduce the hatching rate at any of the concentrations tested, in comparison with
the control (Table 3).

The results from oviposition assay demonstrated that the A. aegypti gravid females
laid their eggs preferentially in the control vessel (Figure 2A). The OAI index was -0.35
indicating deterrent effect of the S. coronata oil at 50 ppm. Other essential oils, extracted
from different plant parts, have shown oviposition-deterrent effects such as those extracted
from C. rhamnifolioides leaves, Etlingera elatior flowers, Cananga odorata flowers,
Cymbopogon citratus stem, Cymbopogon nardus stem, Eucalyptus citriodora leaves, Ocimum
basilicum leaves and Syzygium aromaticum flowers (Phasomkusolsil and Soonwera, 2012;
Santos et al., 2014; Bezerra-Silva et al., 2016).

In the oviposition assay with the octanoic acid, the females also laid their eggs
preferentially in the control vessel (Figure 2B) and the OAI was -0.31, also revealing an
oviposition-deterrent effect. It was previously reported that the decanoic acid also possess a
deterrent effect (Hwang et al., 1982) while the dodecanoic acid exerted an attractive action,
with OAI indexes of +0.37 and +0.54 in assays at 10 and 100 ppm (Ganesan et al., 2006).

Indeed, Bezerra-Silva et al. (2016) reported that compounds constituted by oxygenated
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hydrocarbon chains are able to elicit responses in the antennae of A. aegypti females. Thus,
the oviposition-deterrent effect of the S. coronata oil may be linked to the responses elicited
in the sensilla of the antennae by the octanoic acid and the decanoic acid, whose
concentrations account for 58% of the oil composition, enough to overlay the attractive action

of dodecanoic acid.

Conclusion

The essential oil extracted from S. coronata seeds is able to promote death of A.
aegypti larvae and to exert oviposition-deterrent effect on gravid females. The oil also
interfered with the motility response of larvae in the first hours of incubation. The results
indicated that the larvicidal activity is due to the action of decanoic and dodecanoic acids
while the oviposition deterrent effect is probably linked to the presence of octanoic and

decanoic acids.
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Table 1. Identification of constituents of the volatile oil of Syagrus coronata.

N° Compound? Retention indexes Content (as % of total oil)

Determined® Literature®

1  Octanoic acid 1195 1167 40.55+2.41

2  Decanoic acid 1378 1364 17.39 £ 0.62

3 Dodecanoic acid 1573 1565 40.48 £1.82
Total: 98.42

54

3 Constituents listed in order of elution on a non-polar DB-5 column; ® Retention indices
calculated from retention times in relation to those of a series of Cg-Cspn-alkanes on a 30 m

DB-5 capillary column.® Values taken from Adams (2007).

Fonte: A autora (2016)
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Table 2. Larvicidal activity of volatile oil from S. coronata seeds and octanoic acid against A.

aegypti.
Sample Oil concentration (ppm)
LCso [confidence interval] LCg0 LCoo
Essential oil 21.07 [19.95-22.18] 32.56 3451
Octanoic acid 51.78 [48.76-54.81] 64.10 66.20
Decanoic acid 24.01 [23.31-24.71] 28.98 29.83
Dodecanoic acid 19.72 [18.47-20.97] 31.09 33.03

Lethal concentrations required to 50% (LCso), 90% (LCg0) and 99% (LCgo) of larvae in 48 h
were calculated by probit analysis with a reliability interval of 95%.

Fonte: A autora (2016)



Table 3. Effect of Syagrus coronata volatile oil on hatching of Aedes aegypti eggs.

Treatment Hatching rate (%)

Essential oil (ppm)

70 5233%+7.1
80 63.2+11.9
90 45.33 +7.9
100 504+7.8

Fonte: A autora (2016)
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Figure 1. Swimming activity of Aedes aegypti larvae incubated during 1, 3,5, 7 and 24 h

with 0.2% (v/v) Tween 80 in distilled water (control) or with the Syagrus coronata volatile oil
at the LCsossn (21.07 ppm). The bars represent the mean of the pixels detected by the software
during 15 min. Different letters indicate significant differences (p < 0.05).

Fonte: A autora (2016)
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Figure 2.Effect of Syagrus coronata volatile oil (A) and octanoic acid (B), both at 50 ppm,
oviposition by Aedes aegypti. The bars represent the percentage correspondent to the mean of
eggs laid by females in control (0.2%, v/v, Tween 80 in distilled water) and test solution. The
oviposition response was evaluated by double-choice bioassays (‘‘control vs. oil”’, ‘‘control
vs. octanoic acid’’) performed separately. (*) indicates significant difference (p < 0.05) in
comparison with control.

Fonte: A autora (2016)
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5 CONCLUSAO

O dleo essencial de sementes de S. coronata foi capaz de promover morte de larvas de
A. aegypti e exercer efeito deterrente sobre as fémeas gravidas. A atividade larvicida esta
relacionada a um efeito sinérgico entre os componentes do 6leo e o efeito deterrente de
oviposicdo estad provavelmente ligado a presenca dos acidos octandico e decandico, que

correspondem a 57,94% da composi¢do do 6leo extraido.
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