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RESUMO

O mosquito Aedes aegypti € altamente antropofilico presente no ambiente
domiciliar, sendo um dos principais vetores de arboviroses graves como dengue,
chikungunya e zika. O controle desse vetor € baseado no uso de inseticidas
formulados com substancias de origem natural ou sintética que séo utilizadas
para diminuir a incidéncia de insetos em diferentes fases do seu ciclo de vida.
Na literatura, os 6leos essenciais e fungos entomopatogénicos sado descritos
como alternativas naturais para o controle do Ae. aegypti. Nesta Dissertacao
investigamos a susceptibilidade das larvas do Ae. aegypti a formulacdes
contendo o OE da Eugenia brejoensis e conidios do Metarhizium anisopliae. E.
brejoensis € uma planta da Caatinga e seu OE foi caracterizado por CG/EM,
apresentando o &-cadinene (17,6%), E-caryophyllene (16,3%), Epi-a-muurolol
(9,3%), bicyclogermacrene (8,1%), a-cadinol (7,3%) e Spathulenol (6,6%) como
compostos majoritarios. O OE apresenta CL50 de 200,4+0,4 ug/mL contra as
larvas de Ae. aegypti. Todas as linhagens de M. anisopliae testadas
apresentaram atividade larvicida em Ae. aegypti, com destaque para a linhagem
E6 com TL50 1,5 dias (Concentracdo 1X108). JA nos ensaios de atividade
larvicida com formulacGes contento ambos componentes o OE e o fungo
(Eb+Ma) (100 pg/mL de OE da E. brejoensis e 1X106 de conidios de M.
anisopliae) atingem TL50 1,5 dias. As formula¢cdes Eb+Ma apresentaram
menores curvas de sobrevivéncia e tempo letal em relagdo aos dois
componentes isoladamente. Portanto, propomos formulacbes Eb+Ma para o

desenvolvimento de controle bioldgico integrado de larvas de Ae. aegypti.

Palavras chaves: Bioinseticida, Caatinga; Controle Biolégico Integrado;

Entomopatogénico.



ABSTRACT

The Aedes aegypti mosquito is highly anthropophilic and present in the home
environment, being one of the main vectors of serious arboviroses such as
dengue, chikungunya and zika. The control of this vector is based on the use of
insecticides formulated with substances of natural or synthetic origin that are
used to reduce the incidence of insects in different stages of their life cycle. In the
literature, essential oils and entomopathogenic fungi are described as natural
alternatives for the control of Ae. aegypti. In this dissertation we investigated the
susceptibility of Ae. aegypti larvae against formulations containing the EO of the
Caatinga plant Eugenia brejoensis and conidia of Metarhizium anisopliae. E.
brejoensis is a Caatinga plant and its EO was characterized by GC/MS, showing
0-cadinene (17.6%), E-caryophyllene (16.3%), Epi-a-muurolol (9.3%),
bicyclogermacrene (8.1%), a-cadinol (7.3%) and Spathulenol (6.6%) as majority
compounds. The EO shows LCso of 200.4+0.4 pg/mL against Ae. aegypti larvae.
All tested M. anisopliae strains showed larvicidal activity, especially strain E6 with
LT50 1.5 days (Concentration 1X108). In the larvicidal activity assays with
formulations containing both the EO and the fungus (Eb+Ma) (100 pg/mL of E.
brejoensis EO and 1X106 of M. anisopliae conidia) reached LT50 1.5 days.
Eb+Ma formulations showed lower survival curves and lethal time compared to
the two components alone. Therefore, we propose Eb+Ma formulations for the
development of integrated biological control of Ae. aegypti larvae.

Key words: Bioinsecticide; Caatinga; Integrated Biological Control;
Entomopathogenic.
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1 INTRODUCAO

Os arbovirus sdo os principais causadores de doencas humanas, causando
anualmente mais de 1 bilh&o de infeccbes, 1 milhdo de mortes no mundo (lwamura,
Guzman-Holst, and Murray 2020). O mosquito Ae. aegypti € um grave problema de
saude publica mundialmente, porque é vetor de virus de doengas Humanas graves
como Dengue, Zika, Febre Amarela e Chikungunya (Patterson, Sammon, and Garg
2016). As preocupactes sao potencializadas porque, apesar dos grandes esforcos
em pesquisa e desenvolvimento de vacinas, ndo ha técnicas terapéuticas especificas
ou eficazes na prevencéo das infec¢cdes causadas pelos arbovirus (Tharmarajah et
al., 2017; OMS, 2017; Poldnia et al., 2018).

O controle de vetores com inseticidas sintéticos continua sendo a principal
estratégia para mitigar a disseminacdo de doencas infecciosas (Cabral et al., 2020;
Marques et al., 2017). Contudo, 0 aumento no uso de inseticidas quimicos causa
serios riscos a saude humana, danos ao meio ambiente e aumento da resisténcia aos
inseticidas nas populagbes de pragas (Marques et al., 2017; de Oliveira Barbosa
Bitencourt et al., 2020).

Por esses motivos, atualmente as industrias visam desenvolver métodos
alternativos para o controle do mosquito Ae. Aegypti, desenvolvendo pesticidas
ecologicamente sustentaveis com extratos vegetais, 0leos essenciais ou controle
biolégico utilizando fungos e bactérias (Achee et al., 2019; Benelli et al., 2019; Pavela
et al., 2019).

As larvas dos mosquitos apresentam suscetibilidade a fungos
entomopatogénicos e seus metabolitos. Assim, representam uma alternativa aos
inseticidas quimicos sintéticos. O uso de fungos entomopatogénicos possui uma
abordagem comprovada devido a sua toxicidade seletiva e pronta decomposi¢ao no
ecossistema (Bilal, Hassan, and Khan 2012). Metarhizium e Beauveria sdo 0s géneros

de fungos mais promissores no controle de insetos (Marques et al., 2017).

Os biopesticidas baseados em produtos naturais de plantas oferecem uma
fonte promissora de novos produtos mais seguros ao homem e meio ambiente, devido

aos residuos minimos de sua degradacgéo natural no solo e na 4gua, minimizando as
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perturbacdes nos ecossistemas (Silvério et al., 2020). Dentre os produtos vegetais, 0s
Oleos essenciais (OE) apresentam maior potencial inseticida, sendo constituidos por
compostos volateis, que oferecem uma vantagem importante de ndo persisténcia no
meio ambiente (Manh 2020).

O OE sao produtos do metabolismo secundario vegetal e desempenham uma
variedade de funcdes nas plantas e sua producdo é fortemente regulada pelas
condi¢cdes ambientais que podem alterar sua composi¢do, afetando suas possiveis
atividades biolégicas (Marques et al., 2020). Dessa forma, algumas regides podem
receber certo destaque na busca por compostos bioativos, uma vez que as pressoes
naturais exercidas sobre as espécies induzem a producdo de compostos como forma

de adaptacao ao ambiente (Li et al., 2020).

Nesse cenario encontra-se a Caatinga, uma regidao de clima semiarido que
ocupa quase toda a regido Nordeste do Brasil, sendo considerado um bioma
exclusivamente brasileiro (Moro et al., 2016). Apresenta condicbes ambientais
extremas como baixa disponibilidade hidrica e altas temperaturas na maior parte do
ano. Esta regido possui uma grande variedade de espécies vegetais e um alto grau
de endemismo, sendo considerada uma das regiées semiaridas mais biodiversa da
Terra (Camara et al.,, 2019; Santos et al., 2014). Devido as suas caracteristicas
ambientais, a Caatinga € uma regido promissora na busca por compostos bioativos
(Silva et al., 2014; Ribeiro et al., 2014). Ha varios relatos na literatura das propriedades
dos OE de suas plantas endémicas sobre o Ae. aegypti (Carvalho, et al., 2016; Cruz,
et al., 2017; Doria, et al., 2010; Gois et al., 2011; Lima, et al., 2013; Pinto, et al., 2015;
Ricarte et al., 2020; Silva et al., 2020).

O potencial do fungo entomopatogénico M. anisopliae como método alternativo
para o controle de larvas do Ae. aegypti ja sdo bem descritos (Cabral et al., 2020;
Greenfield et al., 2014). Contudo, ao expor as suspensodes de conidios em recipientes
com agua, a meia-vida dos conidios diminui para cerca de dez dias em condi¢des de
laboratério (Paula et al., 2019). Portanto, é necessario desenvolver métodos para

aumentar a persisténcia do fungo na 4gua, usando adjuvantes adequados.

Estudos relatam que formulacbes contendo Oleos, podem aumentar a
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persisténcia do fungo quando usado contra Ae. aegypti (Gomes et al., 2015). Os
conidios sdo esporos hidrofébicos mais comuns usados em bioprodutos para o
controle de pragas agricolas (Mascarin et al., 2016). Estudos indicam o uso de 6leos
essenciais e fixos para melhorar a acao larvicida dos fungos entomopatogénicos
(Gomes et al., 2015; Paula et al., 2019). Os 6leos nas solu¢cdes com os conidios
podem auxiliar a adesdo do fungo e aumentar a tolerancia do fungo contra a variacao
dos fatores abioticos negativos, como desidratacdo, radiacdo UV e altas temperaturas
(Bukhari, Takken, and Koenraadt 2011). No estudo atual, foi investigado a
susceptibilidade das larvas do Ae. aegypti a formulacdes contendo o OE da Eugenia

brejoensis e conidios do Metarhizium anisopliae.
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

Avaliar o potencial larvicida de formulacbes contendo conidios do fungo
Metarhizium anisopliae combinados com OE de Eugenia brejoensis para o controle

de larvas do vetor Ae. aegypti.

2.2 ESPECIFICOS

e Caracterizar a composicdo de Oleos essenciais de extraidos da planta

Eugenia brejoensis;

e Avaliar o potencial larvicida de preparacdes de OE extraidos de E. brejoensis

no controle de Ae. aegypti;

e Avaliar o efeito inibitério da acetilcolinesterase pelo OE extraidos de E.

brejoensis;
e Avaliar o potencial larvicida de linhagens de M. anisopliae;

e Avaliar o potencial larvicida de formulagdes contendo conidios de M.
anisopliae e OE da E. brejoensis e comparar com 0S componentes

isoladamente.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 O MOSQUITO VETOR DE DOENCAS HUMANAS AEDES AEGYPTI

O mosquito Ae. aegypti pertence a ordem Diptera, subordem Nematocera e
familia Culicidae (Vogel; Brown; Strand, 2015). A origem do nome Ae. aegypti vem
do grego e significa “desagradavel”’ e do latim “do Egito”, regi&o onde se originou este
mosquito. Sua disseminacéo geografica comecou inicialmente em regifes de climas
subtropicais por volta do século XVI, através do transporte de escravos em navios
negreiros pelo mundo (Fiocruz, 2019). No processo de colonizacdo o Ae. aegypti
chegou até as Américas e passou a se proliferar em ambientes urbanos que

continham agua parada (Fonseca; Braz, 2010).

O mosquito Ae. aegypti € um modelo primordial para pesquisas sobre a
evolucdo da associacdo humana com consequéncias a saude publica. Ha relatos que
0 Ae. aegypti se originou na Africa Subsaariana de uma espécie ancestral selvagem
e zoofilica chamada Ae. aegypti formosus (Brown et al., 2014). A espécie antropofilica
€ vetor de diversas arboriroses humanas, incluindo febre amarela, dengue,
chikungunya e Zika com ocorréncia em grande parte do mundo nos ultimos séculos
(Brown et al., 2011; Kraemer et al., 2015; Matthews 2019).

As doencas arbovirais mencionadas acima sdo uma preocupacdo de saude
publica global, pois podem levar a complicacdes incapacitantes ou até fatais e sédo
transmitidas a milhdes de pessoas todos os anos (Schulte et al., 2021). Nos ultimos
30 anos, a disseminacao e os impacto na saude publica desses arbovirus aumentaram
significamente (Carlson, Dougherty, and Getz 2016; Hafiz et al., 2016; Leta et al.,
2018).

O mosquito Ae. aegypti jA esta associado a habitacdo humana e onde é
onipresente em areas povoadas de regiées subtropicais e tropicas (Figura 1) com
clima quente e umido, onde pode ser encontrado no meio rural e urbano (Eisen and
Moore 2013). A urbanizagdo descontrolada com servigos sanitarios deficientes é
considerado um fator importante para o crescimento da proliferacdo do Ae. aegypti,
principalmente em paises em desenvolvimento (IOC, 2020). Uma ampla variedade de

recipientes de retencéo de agua naturais e artificiais dentro e ao redor de habitagbes
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humanas sao explorados como locais para oviposi¢ao e desenvolvimento de imaturos
(Eisen et al., 2014).

Figura 1 - Distribuicdo atual do Ae. aegypti com base nas condi¢des climaticas atuais

Aedes aeqypti o

Fonte: Kamal et al., (2018).

As areas sombreadas em azul marinho foram modeladas como adequadas para presenca do Ae.
aegypti, enquanto as areas cinzentas foram modeladas como inadequadas.

Os impactos antropogénicos sdo frequentemente associados a efeitos
prejudiciais as espécies, no entanto, as modificacbes humanas na paisagem podem
contribuir para o surgimento de novos nichos aos quais outras espécies podem se
adaptar (Brown et al., 2011). A distribuicdo global do Ae. aegypti é influenciada
principalmente pelas condi¢des climaticas e fatores demograficos (Ducheyne et al.,
2018). Segundo Kamal et al., (2018), nas previsdes das condi¢des climaticas atuais
e futuras (Figura 2), a distribuicdo Ae. aegypti do ficaria concentrado nas regides

tropicais e subtropicais.

Figura 2 — Modelagem da distribuicdo global modelada de Ae. aegypti sob as condi¢des climéticas

atuais e futuras em 2050
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Fonte: Kamal et al., (2018).
PrevisGes no presente e no futuro da distribuicdo do Ae. aegypti sob as condi¢des climaticas, e para
ilustrar as diferencas entre as vias de concentracéo representativas (RCP). O azul marinho representa
a estabilidade do modelo nas condi¢des atuais e futuras, o laranja escuro representa o acordo entre
todos os modelos climéaticos na previsao das areas de distribuicdo potenciais no futuro e o laranja claro
indica a baixa concordéancia entre os diversos modelos no que diz respeito ao potencial distributivo no
futuro.

3.1.1 Ciclo de vida do Mosquito Ae. aegypti

Mosquitos Ae. aegypti sdo insetos holometabolos, ou seja, que passam por
metamorfoses até chegar na sua fase adulta (LIMA, 2015). O ciclo de vida do Ae.
aegypti dura em meédia de 30-35 dias podendo sofrer variagdes influenciadas pelos
fatores ambientais, tais como, temperatura, umidade e pluviosidade. Basicamente,

seu ciclo é composto por quatro fases bem definidas: ovos, quatro estagios larvais
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(L1, L2, L3 e L4), pupas e formas adultas (Figura 3).

Figura 3 — Ciclo de desenvolvimento do mosquito Ae. aegypti

MILIMETROS

MOSQUITO ADULTO

PRIMEIROESTADIO
DA LARVA

SEGUNDO ESTADIO
DA LARVA

D
S

TERCEIRO ESTADIO
DALARVA

QUARTC ESTADIO
DA LARVA

Fonte: https://deleonscarlett.wordpress.com/2012/11/25/ciclo-de-vida-del-aedes-aegypti-2/ Acessado
06/07/2021.

A fase de ovo tem a duracdo em média de 2 a 3 dias (Santos, 2016). Ovos
apresentam forma oval de cor esbranqui¢cada, que com o tempo vao se escurecendo
devido a oxidacdo da sua membrana externa e podem medir cerca de 0,4 mm.
(Feitosa et al,.2018). Curiosamente, 0os ovos de Ae. aegypti podem ser ovipositados
em “saltos” com o espalhamento dos ovos em diferentes pontos estratégicos,
aumentando as taxas de sobrevivéncia e dispersdo (Reiter, 2007) ou ovos
“superresistentes” que podem permanecer viaveis em estado de laténcia por até 450
dias em caso de condi¢cdes ambientais adversas (Brasil, 2009). Esses mecanismos
auxiliam na expanséo geografica da espécie. Contudo, podem dificultar as acbes de
controle do Ae. aegypti (Braga et al., 2000).

A fase larval ocorre apés a eclosdo do ovo dando origem a larvas aquaticas que
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se alimentam de detritos organicos e microrganismos depositados nos criadouros. As
larvas de Ae. aegypti possuem 4 estagios larvais para poderem pupar, apresentando
uma cor esbranquicada no estagio L1 que ira se intensificar com as mudancas de
estagios larval e sempre em formato vermiforme. A duragéo do desenvolvimento larval
pode variar de 4 a 7 dias para ocorrer a transformacao das larvas em pupas (Santos,
2016). As larvas possuem dois tipos de comportamento alimentar: coletor-filtrador
consiste num mecanismo de filtragem bem desenvolvido, de modo que a obtencao de
alimento é mediada através de correntes aquéticas promovidas pelas escovas bucais
ricas em cerdas que carregam as particulas alimentares até a abertura bucal. Ja o
meétodo coleta-reunidora € gerado pela ressuspensdo de particulas aderidas nas
superficies através dos movimentos das escovas bucais (Merritt, Dadd, and Walker
1992).

A fase de pupa também é aquética e marca a transicdo entre 0 meio hidrico e o
terrestre. E nesta fase irdo ocorrer as profundas metamorfoses, eliminando os 6rgéos
larvais para a preparacdo da emergéncia do mosquito adulto. Nessa etapa ha
auséncia de alimentacéo e natacdo, com duracdo de média de 3 dias.

A fase adulta do mosquito apresenta coloracéo escura com manchas brancas,
com aparelho bucal picador sugador e com habitos diurnos (Queiroz et al, 2016). Apds
emergirem, 0S mosquitos procuram uma superficie para repousar enquanto ocorre 0
endurecimento das asas e do exoesqueleto. Os machos precisam repousar por até 24
h para que aconteca a rotacdo da genitalia em 180° ao redor do eixo longitudinal do
corpo. Apos endurecer o tegumento corporal, as duas formas maduras estdo prontas
para a copula, que acontece comumente durante o voo. As fémeas costumam se
alimentar de sangue apos a coépula, com esse habito alimentar as fémeas podem
adquirir virus de animais infectados e se transformarem em vetores de arbovirus
(Monteiro, 2016).

3.1.2 Arboviroses transmitidas pelo mosquito Aedes aegypti

Zoonoses sao doencas ou infecgbes-transmitidas naturalmente de animais
vertebrados para humanos por contato direto ou indireto (Figura 4). A transmissao
de um agente infeccioso de um animal vertebrado para um humano por um vetor

artropode € caracterizado por transmissao indireta da doenca zoonotica (Go,



Balasuriya, and Lee 2014). Os arbovirus, virus transmitidos por artrépodes, sédo
um grupo de virus taxonomicamente diverso transmitidos entre vetores artropodes

e hospedeiros vertebrados (Harapan et al., 2020).

Figura 4 — Ciclo de transmisséo de zoonoses

Fonte: Benelli and Duggan (2018).

Togaviridae, Flaviviridae, Bunyaviridae, Rhabdoviridae, Orthomyxoviridae e
Reoviridae sao as familias que apresentam espécies de arbovirus (Go, Balasuriya,
and Lee 2014). Os arbovirus mais significativos clinicamente estdo presente nos
géneros Flavivirus e Alphavirus, pertencente a familia Flaviviridae e Togaviridae
(Wilder-Smith et al., 2017). Nas ultimas décadas, cinco arbovirus epidémicos
humanos surgiram ou reemergiram no mundo: virus da dengue (DENV), virus Zika
(ZIKV), virus do Nilo Ocidental (WNV), virus da febre amarela (YFV) e virus
chikungunya (CHIKV) (Gould et al., 2017; Wilder-Smith et al., 2017)
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Os virus da DENV, CHIKV e ZIKV sdo os mais importantes do ponto de
vista epidemioldgico (Gould et al., 2017; Paix&o, Teixeira, and Rodrigues 2018). Os
dados atuais estimam que aproximadamente 3,9 bilhdes de pessoas, vivendo em
mais de 120 paises, correm o risco de ser infectado pelos virus da DENV, CHIKV
e ZIKV (Harapan et al.,, 2020). Assim, ocasionando diversos surtos epidemiais
urbanas envolvendo arbovirus silvestres, principalmente em regides tropicais e

subtropicais (Figura 5)(de Mendonca et al., 2021).

Figura 5 - Ocorréncias globais em nivel de pais das doencas arbovirais
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Fonte: Leta et al., (2018).
O mapa mostra as ocorréncias de doencas arbovirais selecionadas desde nenhuma ocorréncia,
mostradas em branco, até a ocorréncia de todas as doencas arbovirais selecionadas, mostradas

em vermelho.

O DENV segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), esta
disseminado por todos os trépicos, com fatores de risco influenciados por
variacbes locais de precipitacdo, temperatura, umidade relativa, grau de
urbanizacdo e qualidade dos servigos de controle de vetores em areas urbanas.
Os DENV possuem quatro sorotipos, sendo transmitidos aos humanos
por mosquitos fémeas Ae. aegypti e Ae. albopictus e causam a febre da dengue
(FD) (Cabral et al., 2021). A FD é uma infeccao sistémica e dindmica com amplo

espectro clinico, que inclui manifestacfes clinicas graves e ndo graves. Essa



infeccdo na sua forma mais critica é caracterizada por sintomas de febre
hemorragica, conhecida como febre hemorragica da dengue (FHD), e sindrome do
choque da dengue (SCD) (Salles et al., 2018).

O CHIKV é um dos patdégenos prioritarios segundo a lista do Projeto da
OMS (https://www.who.int/blueprint/en/) e os casos de infeccdo pelo virus vém
aumentando sem precedentes. Sua disseminagdo € relatada em mais de 100
paises afetando milhdes de pessoas, ocasionando impactos econdmicos e sociais
nos paises em desenvolvimento em geral (Paul and Sadanand 2018; Vairo et al.,
2019). A febre chikungunya afeta homens e mulheres de todas as faixas etérias,
sendo caracterizada pelo inicio abrupto de febre alta, poliartrite incapacitante e
erupcdo maculopapular associada a outros sintomas, incluindo cefaleia, mialgia,

nauseas e vomitos (Amaral, Bilsborrow, and Schoen 2020).

O ZIKV esta distribuido globalmente, sendo registrado em 87 paises e esta
presente em quatro das seis regides da OMS (Pielnaa et al., 2020). Em 2015 a
epidemia de ZIKV foi o inicio de uma crise de saude publica internacional, tendo
chegado ao continente americano e com 33 paises relatando transmisséo
autoctone da infeccdo pelo ZIKV com aumento na incidéncia de casos de
microcefalia e sindrome de Guillain-Barré (Ferraris, Yssel, and Missé 2019). A
infecgcdo pelo ZIKV apresenta sintomas de febre leve, erupcdo cutanea e/ou
artralgia. Contudo, o aumento coincidente de casos de microcefalia no Brasil
durante o surto epidemiolégico gerou preocupacdes sobre o potencial de
letalidade do ZIKV e seu impacto no desenvolvimento do sistema nervoso central
(SNC) (Christian, Song, and Ming 2019).

3.1.3 Métodos tradicionais de controle de vetores de doencgas

Os métodos de controle do Ae. aegypti incluem medidas para prevenir a
picar dos mosquitos adultos em seres humanos, assim como, eliminar as larvas,
pupas e mosquitos adultos (Benelli and Duggan 2018). Atualmente, os
investimentos no controle de vetores tém se concentrado principalmente em
larvicidas e pulverizacdo espacial de organoclorados, organofosforados,
diflubenzuron e piretrdides (cipermetrina e deltametrina). Estes métodos tem

varios impactos negativos, incluindo o alto custo, a resposta operacional lenta, a

25


http://www.who.int/blueprint/en/)
http://www.who.int/blueprint/en/)

26

baixa adesédo da comunidade e tempo ineficaz de aplicacdo (de Carvalho et al.,
2019; Moyes et al., 2021).

O grande problema na utilizagdo de produtos quimicos é a rapida
disseminacdo da resisténcia, reduzindo a eficacia das estratégias atuais de
controle a base de inseticidas quimicos (Corbel et al., 2016). Os mecanismos de
resisténcia a inseticidas em mosquitos podem incluir a reducao da penetrabilidade
dos inseticidas aos insetos, mutagfes ndo sindnimas que afetam as proteinas
direcionadas por inseticidas (mutacdes no local alvo) ou biodegradacgéo enzimética
aumentada ou sequestro (resisténcia metabdlica) (Moyes et al., 2021). Assim, para
evitar problemas de resisténcia, € necessario buscar novas alternativas de

inseticidas.
3.2 METODOS ALTERNATIVOS DE CONTROLE DE AEDES AEGYPTI
3.2.1 Controle Biolégico

Por conta dos efeitos danosos dos inseticidas quimicos normalmente utilizados
no combate ao Ae. aegypti, novas abordagens mais sustentaveis foram desenvolvidas
como alternativas no controle desse mosquito. Sendo assim, esse controle vem sendo
realizado com diferentes abordagens, visando reduzir as populacées do mosquito seja
por controle biolégico, por produtos de origem vegetal, bem como por técnicas
genéticas (Zara et al., 2016). Por possuirem modos de acao distintos, estas novas
tecnologias reduzem em muito o surgimento de resisténcia por parte do vetor bem
como a contaminacdo do ambiente (Braga and Valle 2007). Como forma de controle
biolégico de Ae. aegypti, tem sido bastante relatada a utilizacdo de peixes e
microrganismos entomopatdégenicos, como fungos, bactérias e nematoides, em
condi¢gbes experimentais (Cavalcanti et al., 2007; Evans, Elliot, and Barreto 2018;
Walker et al., 2011).

A utilizacdo de microrganismos patogénicos no controle biol6gico de mosquitos
vetores de doencas tém sido estudada ao longo de décadas, e mais recentemente,
diversos estudos tem sido realizados em relagdo ao combate ao Ae. aegypti (Evans,
Elliot, and Barreto 2018; Silva et al., 2018). Em seu estudo com isolados do fungo
Tolypocladium cylindrosporum, Rocha et al., (2015) reportaram que a suspensao

aguosa dos conidios dessa espécie foi eficiente no combate a diferentes fases de
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desenvolvimento de Ae. aegypti. Daniel et al., (2017) destacaram a atividade larvicida
a partir de extratos metandlico e de acetato de etila de Beauveria bassiana. Estes
autores também identificaram depsipeptidios ciclicos como beauvericina,
beauvericina A ou F, beauvericina E e bassianolide, associando a atividade larvicida

a presenca destes compostos.

A atuacdo dos fungos na mortalidade dos mosquitos adultos também é
amplamente investigada (Falvo et al., 2020; Silva et al., 2018). Nesse intuito, Leles et
al., (2010), testou a atividade de diferentes espécies de diferentes géneros quanto a
sua capacidade adulticida. Estes autores mostraram que todas as espécies utilizadas
foram eficazes na reducéo do tempo de vida dos adultos de Ae. aegypti, destacando
espécies dos géneros Metarhizium, Isaria, Paecilomyces e Lecanicillium como as mais

expressivas.

O exemplo mais conhecido no uso de bactérias no controle de Ae. aegypti é o
do Bacillus thuringiensis israelenses (Bti), uma bactéria gram-positiva, isolada das
mais variadas fontes e que possui comprovada atividade larvicida (Palma et al., 2014).
Essa atividade é decorrente da producao de toxinas protéicas em forma de cristais por
parte das cepas de Bti. Ao serem ingeridos pelas larvas, estes cristais sdo
solubilizados e as toxinas ativadas no intestino de organismos susceptiveis,
ocasionando rompimento de membranas e a consequente morte da larva (Boyce et
al., 2013; Palma et al., 2014). O uso de larvicida bioldgico a base dessa bactéria ja é
amplamente realizada no combate as larvas do Ae. aegypti, e tem se mostrado eficaz
no controle desse vetor (Araujo et al., 2013; Jacups et al., 2013; Ritchie, Rapley, and
Benjamin 2010; Setha et al., 2016; Tan et al., 2012). Além do Bti, estudos buscando
novos agentes bacterianos de controle ao Ae. aegypti tem sido desenvolvidos
utilizando isolados de bactérias simbiontes. Entre estas, os géneros Xenorhabdus,
Photorhabdus, bactérias gram-negativas associadas a nematoides
entomopatogenicos, apresentaram consideravel atividade larvicida (Suwannaroj et al.,
2020; Yooyangket et al., 2018).

Estudos com cepas do género Wolbachia, também uma bactéria gram-
negativa e simbionte com a maioria dos insetos (Hoffmann 2020), mostraram que
estas bactérias podem atuar tanto no controle de popula¢des do mosquito, bem como
reduzir sua capacidade de transmissao de patdégenos, bloqueando a infec¢éo do vetor,



28

tendo impacto direto na reducédo da disseminacéo de doencas por parte do Ae. aegypti
(Nazni et al., 2019; Ryan et al., 2020; Terradas and McGraw 2017).

Além de fungos e bactérias, a utilizacdo de nematoides entomopatdgenicos
também surge como alternativa de controle ao Ae. aegypti (Maria, Cagnolo, and
Walter 2014). Em estudo utilizando estes organismos, Cardoso et al., (2015)
observaram uma alta taxa de mortalidade larval por consequéncia da infeccdo por
nematoides nos 3° e 4° instares utilizando espécies do género Heterorhabditis,
destacando a espécie Heterorhabditis indica, em laboratorio. Estes autores citam que
a maior mortalidade de larvas nos 3° e 4° instares esta relacionada ao tamanho do
seu aparelho bucal, sendo assim, capazes de ingerir os nematoides, diferentes dos 1°

e 2° instares.

3.2.1.1 FUNGOS ENTOMOPATOGENICOS COM ATIVIDADE DE CONTROLE DE
AE. AEGYPTI

Os fungos entomopatogénicos sdo os agentes causadores de doencas mais
prevalentes em insetos, além de desempenhar um papel crucial na manutencéo dos
servigcos ecossistémicos, os fungos patogénicos de insetos estdo sendo usados como
método alternativo aos inseticidas quimicos (Lovett and St. Leger 2017). Os fungos
sdo patdégenos naturais dos artropodes, exibindo cerca de 700 espécies de fungos e
pouco mais de 90 géneros patogénicos a insetos (Khan et al., 2012). Dente as ordens
de artropodes afetadas pelos os fungos entomopatogénicos temos os Acari,
Coleoptera, Diplopoda, Diptera, Hemiptera, Hymenoptera, Blattodea, Lepidoptera,
Orthoptera, Siphonoptera, Thysanoptera (Khan et al., 2012; Lacey et al., 2015).

Entre os benéficos da utilizacdo dos fungos entomopatogénicos no controle
biologico destaca-se seu largo espectro de acdo, a plasticidade de infectar o
hospedeiro em todos os estadios de desenvolvimento e por diversas vias, com boa
capacidade de multiplicacdo e dispersdo no ambiente, e ndo serem patoldgicos aos
mamiferos (Alves et al., 2008, Lacey et al., 2015, Khan et al., 2015).

Além disso, outra caracteristica dos fungos entomopatogénicos, ao contrario de
outros patdgenos de insetos, como bactérias ou virus, € a capacidade de infectar seus
hospedeiros através da penetracdo da cuticula sem a necessidade de serem

ingeridos. Assim, podendo controlar insetos sugadores, que sdo pragas agricolas
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como os pulgdes, cigarrinhas, percevejos, tripes. Como também, vetores de doencas
tais como mosquitos, percevejos beijadores, moscas tsé-tsé (Mannino et al., 2019).

O potencial biocontrolador dos fungos entomopatogénicos em populacdes de
mosquitos tem impulsionado amplamente a pesquisa sobre as interagdes fungo-
mosquito ao longo de mais de um século (Lovett and St. Leger 2017; Luis et al., 2019;
Muturi et al., 2016). Diversos fungos entomopatogénicos possuem atividade contra o
Ae. aegypti (Tabela 1) em varias fase de seu desenvolvimento (Daniel et al., 2017; C.
Luz et al., 2010; Noskov et al., 2019; Vivekanandhan et al., 2020).

Tabelal- Fungos com atividade de controle de Ae. aegypti

Familia e género Espécie Atividade Referéncia
Ancylistaceae M I |
Conidiobolus Conidiobolus macrosporus Adulticida (Montalva et al.,
2016)
Cordycipitaceae
Lecanicillium muscarium Adulticida (Luz et al., 2010)
Akanthomyces (Vivekanandhan,
Verticillium. lecanii Larvicida Be_d|n|, and
Shivakumar
2020)
(Vivekanandhan,
Beauveria Beauveria bassiana Larvicida Be.d'n" and
Shivakumar
2020)
: . Ovicida e (Karthi et al.,
Cordyceps Isaria tenuipes larvicida 2020)
Clavicipitaceae
Ovicida, .
Culicinomyces bisporalis larvicida e (Rodnzggleg)et al,
- adulticida
Culicinomyces .
Ovicida, (Rodrigues et al
Culicinomyces clavisporus larvicida e 29018) v
adulticida
(Vivekanandhan,
Metarhizium anisopliae Larvicida Be.d'n" and
Shivakumar
Alkh 2‘820') t al
Metarhizium Metarhizium brunneum Larvicida ( albarretat.,
2016)
Metarhizium humberi Adulticida ~ (Rodriguesetal,
Metarhizium robertsii Larvicida (Noskov etal.,
2019)

Saprolegniaceae
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. - (Lépez Lastra et
Leptolegnia Leptolegnia chapmanii Larvicida al., 2004)

Ophiocordycipitaceae

Ovicida,
Tolypocladium Tolypocladium cylindrosporum larvicida e (Ro;k(l)aig)t al.,
adulticida

Fonte: O autor (2021).

Os fungos entomopatogénicos infectam o0s mosquitos por diferentes
mecanismos, incluindo a penetracéo ativa na parede do corpo, por meio de lesdes na
cuticulas ou por ingestédo, dependendo do patégeno, bem como o estagio de vida do
mosquito (Greenfield et al., 2014). Fungos no ambiente aquatico podem entrar no
corpo do mosquito passivamente por meio de diversos comportamentos alimentares
das larvas, incluindo coleta-filtragem, bem como pastagem e trituracdo de matéria

organica viva e em decomposicao (Yee, Kesavaraju, and Juliano 2004).

A absorcado oral de fungos pode ser benéfica para os mosquitos, os fungos
atuam como alimento e fornecem nutrientes para o desenvolvimento das larvas do
mosquito, como € o caso das leveduras que possuem valor nutricional e auxiliam no
desenvolvimento larval (Tawidian, Rhodes, and Michel 2019). Todavia, a ingestédo ou
0 contato superficial com entomopatégenos fungicos leva a colonizacdo do mosquito,

ocasionando efeitos letais para o hospedeiro (Tawidian, Rhodes, and Michel 2019).

No Ae. aegypti, os principais locais de infecgdo foram a cabeca e a regido anal
quando alimentados com conidios de B. bassiana e para seu desenvolvimentos o
intestino larval foi o mais propicio (Miranpuri and Khachatourians 1991). Nos
mecanismos envolvidos na ingestdo de conidios por larvas de mosquitos
demonstraram que ndo ocorrem germinacdo dos conidios e sejam expelidos em
pelotas fecais, a mortalidade dos insetos parece estar ligada a autdlise desencadeada
por caspases (Butt et al., 2013). Entretando, as Culicinomyces spp., fungo
entomopatogénico aquatico, possuem a capacidade de infectar larvas aquaticas de
dipteros culicideos, podendo se aderir e colonizar o inseto por adesao a papila anal e

nao a cuticula (Rodrigues et al., 2018).

Os conidios de M. anisopliae possuem uma superficie hidrofébica que |he

permite flutuam na agua (Mannino et al., 2019). Assim, quando ocorre a abertura das
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valvulas perispiraculares para a entrada de ar nas larvas, os conidios podem fixar na
ponta do sifdo, permitindo que as hifas crescem na tragueia e podendo matar o inseto
por asfixia (Tawidian, Rhodes, and Michel 2019). Além disso, os conidios podem se
depositar no fundo do recipiente e servir de alimento para as larvas. Os conidios
podem ser encontrados no intestino larval e matar o inseto pela secrecéo de toxinas,

mas néo provocam infec¢ao generalizada no hospedeiro (Mannino et al., 2019).
3.21.2 O FUNGO ENTOMOPATOGENICO METARHIZIUM ANISOPLIAE

As espécies do grupo M. anisopliae tém distribuicAo cosmopolita,
predominantemente patogénicos a insetos e possuem grande versatilidade metabdlica
e ecoldgica (Brancini et al., 2018). O género Metarhizium abriga espécies especialistas
gue infectam uma menor gama de inseto, como o0 Metarhizium acridum e Metarhizium
album. Como também, apresenta espécies generalista que infectam uma ampla gama
de insetos, entre eles temos o M. anisopliae, Metarhizium brunneum e Metarhizium
robertsii (Hu et al., 2014; Rehner and Kepler 2017). Portanto, as espécies
de Metarhizium, exibem um grande numero de modelos de adaptacdo a diversos

ambientes e insetos hospedeiros (Leger and Wang 2020).

Conidios de Metarhizium spp. sédo aplicados mundialmente para controlar
insetos praga agricolas e vetores de doencas (Lacey et al., 2015). Os produtos
comercializados legalmente contem conidios e/ou micélios do fungo, sendo aplicado
no campo para o controle de pragas agricolas e carrapatos e uso interno contra insetos
domésticos, como baratas, moscas, pulgas e cupins (Brancini et al., 2018; Lacey et al.,
2015).

M. anisopliae (Ascomycota: Hypocreales: Clavicipitaceae) € conhecido por
causar a “doenga da muscardina verde”, sendo descrito pela primeira vez por
Metchnikoff (1879) infectando um besouro do trigo Anisoplia austriaca (escaravelho,
Coleoptera) na Russia (Zimmermann et al., 1995). Os paises como Brasil, Ird, Japao,
Tailandia e EUA usam o M. anisopliae no controle de insetos pragas, sendo uma
alternativa ambientalmente segura para o uso de pesticidas quimicos (Beys-da-Silva
et al.,, 2020; Kim et al., 2020; Mongkolsamrit et al., 2020; Of et al.,, 2013;
Thongkaewyuan and Chairin 2018).

3.2.2 Produtos naturais vegetais para o controle de mosquitos



Diante da problemética existente pelo uso de compostos sintéticos, a
utilizacdo de plantas medicinais no combate ao Ae. aegypti torna-se uma
alternativa promissora de controle vetorial, devido algumas substancias
encontradas em 6leos essenciais e extratos, que apresentam atividades inseticida,
larvicida e ovicida, interagindo no desenvolvimento e na reprodugdo do mosquito
(Silva et al., 2017). Com base em estudos etnobotanicos, o conhecimento popular
contribui de forma significativa para a identificacdo de muitas espécies das quais

apresentam importantes substancias bioativas.

Sabe-se que as plantas produzem uma grande variedade de substancias
incluindo metabolismos primarios (acucares, aminoacidos, acidos graxos, lipideos
e nucleotideos) e secundarios (terpenos, compostos fendlicos e nitrogenados)
(Pacheco Borges and Amorim 2020). Dentre as substancias do metabolismo
secundarios temos os OE, que sdo uma mistura complexa de metabdlitos
secundarios produzidos por plantas arométicas (Bezerra Filho et al., 2020). Os OE
sdo misturas complexas de compostos volateis que possuem varias funcdes nas
plantas, auxiliando na polinizacdo, na protecao contra radiagcdo solar, defesa

contra pragas e microrganismos (Pavela, 2015).

Pesquisas visando a utilizacdo de derivados vegetais no combate ao Ae.
aegypti tem sido realizadas em diversas regides, investigando o potencial de
diferentes familias botanicas no controle deste vetor e nestes esforcos séo
utilizadas todas as partes da planta, na busca por compostos bioativos com
atividades contra Ae. aegypti (Al-Massarani et al., 2019; Oliveira et al., 2010).
Desse modo, a eficiéncia de produtos derivados de plantas no combate ao
mosquito tem sido constatada a partir das mais variadas fontes. Barbosa et al.,
(2014) demonstrou a eficiéncia do extrato de sementes de espécies ocorrentes na
caatinga no combate a diferentes fases de desenvolvimento do mosquito. Ja da
Silva et al., (2020) evidenciou o potencial larvicida de espécies do género Croton
a partir dos extratos foliares. Santos et al., (2017) encontraram uma boa atividade

larvicida a partir do OE das sementes de Syagrus coronata.

3.2.2.1 OLEOS ESSENCIAIS DE PLANTAS DA CAATINGA COM ATIVIDADE
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DE CONTROLE DE AE. AEGYPTI

O Brasil € um pais rico em diversidade floral e com maior indice de
endemismo, o que é essencial para a industria de biotecnologia pelo seu grande
potencial econémico (Paulo Farias et al., 2020). Nesse cendrio encontra-se a
Caatinga, uma regido que ocorre numa das maiores areas de clima semiarido do
planeta, ocupando quase toda a regido Nordeste do Brasil, sendo considerado um
bioma exclusivamente brasileiro (Moro et al.,, 2016). Apesar de apresentar
condicbes ambientais adversas com baixa disponibilidade hidrica e altas
temperaturas na maior parte do ano, nesta regido possui uma grande variedade
de espécies e um alto grau de endemismo, sendo considerada uma das regides
semiaridas mais biodiversa no mundo (Camara et al., 2019; Santos et al., 2014).

Devido as suas caracteristicas, a Caatinga € uma regido promissora na
busca por compostos bioativos. Mesmo possuindo uma rica biodiversidade
vegetal, ainda tem sido pouco estudada em relacdo as potencialidades que suas
espécies vegetais possuem (Cunha e Silva et al., 2014; Ribeiro et al., 2014). As
plantas encontradas nessas regides vém chamando atencdo pela grande
diversidade de espécies aromaticas que apresentam uma alta variedade de
compostos ativos, devido aos fatores fisicos e quimicos do ambiente como: a alta
incidéncias solar, baixa distribuicdo de chuvas, salinidade do solo entre outros
(Morais, 2009). Essas espécies, ao longo do processo evolutivo foram capazes de
desenvolver diversas respostas adaptativas devido as condicbes adversas do
ambiente tornando essas espécies exclusivas da regido (Figueiredo et al., 2008).

Sendo os OE produtos do metabolismo secundario vegetal e uma interface de
comunicacgdo entre planta e ambiente, estes séo fortemente influenciados pelas
condicbes ambientais que podem alterar sua composicao, afetando suas possiveis
atividades biolégicas (Marques et al., 2020). Dessa forma, algumas regides podem
receber certo destaque na busca por compostos bioativos, uma vez que as
pressdes naturais exercidas sobre as espécies induzem a producdo de compostos

como forma de adaptacédo ao ambiente (Li et al., 2020).
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Muitos estudos tem demonstrado a capacidade dos OE de algumas espécies,

nao apenas s6 em repelir insetos, mas também sua acgéo inseticida, onde o contato
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direto ou através de vias aéreas podem interferir nos processos bioldgicos (Prajapati
et al., 2005). OE, por sua vez, é um dos derivados vegetais mais investigados na
bioprospeccéao, sendo utilizados para os mais variados fins e com acdo comprovada
no controle de Ae. aegypti, principalmente por sua atividade larvicida (Luz et al., 2020;
Santana et al.,, 2015; Sarma et al.,, 2019; Silva et al., 2019). Diversas espécies
endémicas da caatinga sdo descritas com agdo sobre as vérias fases de vida do Ae.
aegypti (Tabela 2).

Tabela 2 — OE de plantas de ocorréncia no dominio Caatinga com atividade de controle de

mosquito Ae. Aegypti

Familia e espécie Atividade Referéncia
Burseraceae
Commiphora leptophloeos I Silva et al.,(2015)

Euphorbiaceae

Croton argyrophyllus Larvicida e adulticida Cruz, et al.,(2017)
Croton heliotropifolius Larvicida Doria, et al.,(2010)
Croton jacobinenesis Larvicida Pinto, et al.,(2015)
Croton nepetaefoluis Larvicida Santos, et al.,(2017)
Croton piauhiensis Larvicida Silva, et al.,(2019)
Croton pulegiodorus Larvicida Doria, et al.,(2010)
Croton sonderianus Larvicida; pupicida e ovicida Lima, et al., (2013)
Croton tetradenius Larvicida e adulticida Carvalho, et al.,(2016)
Larvicida; pupicida;
Croton zehntneri ovicida e oviposic&o Lima, et al., (2013)
Fabaceae
Bauhinia acuruana Larvicida Gois et al,, (2011)
Bauhinia cheilantha Larvicida Silva et al., 2020
Lamiaceae
Ocimum carnosum Larvicida Ricarte et al., (2020)

Ocimum campechianum Larvicida Ricarte et al., (2020)
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Vitex agnus-castus Larvicida Ricarte et al., (2020)
Vitex gardneriana Larvicida Pereira et al., (2019)
Myrtaceae
Eugenia brejoensis Larvicida Silva, et al.,(2015)
Verbenaceae
Lippia gracillis Larvicida Galvao, et al.,(2018)
Nascimento, et al.,
Lippia pedunculosa Larvicida (2017)
Lippia sinoides Larvicida; pl_inci_dai; ovicida e Lima, et al.,(2013)
oviposicao

Fonte: O autor (2021).

3.2.2.2 A PLANTA DA CAATINGA EUGENIA BREJOENSIS

A familia Myrtaceae possui aproximadamente 145 géneros e 6.000
espécies de arbustos e arvores aromaticas nas regides tropicais e subtropicais
(The Plant List, 2021), sendo uma das principais familias de arvores frutiferas
comerciais do mundo. Os géneros Syzygium, Eugenia e Campomanesia Sao
constituidos por uma grande variedade de espécies frutiferas com grande
potencial econémico, valor nutricional e por apresentarem fitoquimicos como
compostos fendlicos, carotenoides e compostos volateis (Farag et al., 2018; de
Paulo Farias et al., 2020).

Eugenia é o género com mais de 1000 espécies distribuidas em todo o
mundo (The Plant List, 2021). O género esta presente na América do Norte e do
Sul (800 espécies), Africa (60 espécies), Malasia (60 espécies), Nova Caledénia
(50 espécies) e foi recentemente introduzido no Egito pela Tailandia (Farag et al.,
2018). OE das Eugenia apresentaram diversas atividades bioldgicas,
principalmente antimicrobiana (antifingica e antibacteriana), anticolinesterasica,
anticancer (mama, gastrica, melanoma, préstata), antiprotozoaria (Leishmania

spp.), antioxidante, acaricida, antinociceptiva e antiinflamatéria (Costa et al., 2020).

E. brejoensis (Figura 6), conhecida popularmente como “cutia”, € uma

planta da familia Mytaceae que foi descrita como uma espécie endémica no Brasil
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presente nos estados de Pernambuco, Sergipe, Alagoas, Paraiba, Espirito Santo
(Mazine and De Faria 2013; Mendes et al., 2018).

Figura 6 — Exsicata botanica da E. brejoensis

rasee RGN
ASU0035120

Herbarium Network disponivel em:
<https://intermountainbiota.org/portal/taxa/index.php?taxon=167944> acessado
em: 27/05/2021

O OE de E. brejoensis € composto principalmente por sesquiterpenos
(como &-cadineno, B-cariofileno e a-muurolol) mostrou agfes larvicida contra o Ae.
aegypti (Silva et al., 2015) e efeito anti-Trypanosoma cruzi (Oliveira de Souza et
al., 2017). Em relacéo a atividade antibacteriana, (Bezerra Filho et al., 2020) relata
atividade antimicrobiana e antiviruléncia contra S. aureus utilizando modelos de
invertebrados in vitro e in vivo (Caenorhabditis elegans e Galleria mellonella) e

(Mendes et al., 2018) nanoemulsdes com OE da E. brejoensis foram capazes de



inibir o desenvolvimento de Pseudomonas fluorescens.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Apresentarei meus resultados na forma de artigo, formatado nas normas do

periodico “Journal of Applied Microbiology”.

4.1 ARTIGO 1

FORMULACAO DE CONIDIOS DO FUNGO

ENTOMOPATOGENICO METARHIZIUM ANISOPLIAE COM OLEO

ESSENCIAL DE EUGENIA BREJOENSIS PARA O CONTROLE

INTEGRADO DO VETOR DE ARBOVIROSES AEDES AEGYPTI
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Resumo

Objetivo

investigamos a susceptibilidade das larvas do Ae. aegypti a formula¢gdes contendo o
OE da Eugenia brejoensis e conidios do Metarhizium anisopliae.

Métodos e Resultados

E. brejoensis € uma planta da Caatinga e seu OE foi caracterizado por CG/EM,
apresentando o &-cadinene (17,6%), E-caryophyllene (16,3%), Epi-a-muurolol (9,3%),
bicyclogermacrene (8,1%), a-cadinol (7,3%) e Spathulenol (6,6%) como compostos
majoritarios. O OE apresenta CLso de 200,4+0,4 pg/mL contra as larvas (3 instar) de
Ae. aegypti. Todas as linhagens de M. anisopliae testadas apresentaram atividade
larvicida em Ae. aegypti, com destaque para a linhagem E6 com TLso 1,5 dias
(Concentracdo 1X10%). J4 nos ensaios de atividade larvicida com formulacGes
contento ambos componentes o OE e o fungo (Eb+Ma) (100 pg/mL de OE da E.

brejoensis e 1X108 de conidios de M.anisopliae) atingem TLso 1,5 dias.
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Conclusdes As formulagbes Eb+Ma apresentaram menores curvas de sobrevivéncia
e tempo letal em relacéo aos dois componentes isoladamente.

Significancia e impacto: FormulagBes contendo OE de E. brejoensis e conidios do
M.anisopliae pode ser um método alternativo e promissor no controle biologico

integrado de larvas de Ae. aegypti.

Palavras chaves: Bioinseticida. Caatinga. Controle Biologico Integrado.
Entomopatogénico.

INTRODUCAO

Os arbovirus sdo os principais causadores de doencas humanas, causando
anualmente mais de 1 bilh&o de infeccbes, 1 milhdo de mortes no mundo (lwamura,
Guzman-Holst, and Murray 2020). O mosquito Aedes aegypti é o principal vetor de
arboviroses (Cabral et al., 2020). O mosquito Ae. aegypti € um grave problema de
saude publica mundialmente, porque € vetor de virus de doencas Humanas graves
como Dengue, Zika, Febre Amarela e Chikungunya (Patterson, Sammon, and Garg
2016). As preocupacdes sao potencializadas porque, apesar dos grandes esforgos
em pesquisa e desenvolvimento de vacinas, ndo ha técnicas terapéuticas especificas
ou eficazes de prevencdo das infeccbes dos arbovirus (Tharmarajah et al.,
2017; OMS, 2017; Polbdnia et al., 2018).

O controle de vetores com inseticidas sintéticos continua sendo a principal
estratégia para mitigar a disseminacédo de doencas infecciosas (Cabral et al., 2020;
Marques et al., 2017). Contudo, 0 aumento no uso de inseticidas quimicos causa
sérios riscos a saude humana, danos ao meio ambiente e aumento da resisténcia aos
inseticidas nas populacbes de pragas (Marques et al., 2017; de Oliveira Barbosa
Bitencourt et al., 2020).

Por esses motivos, atualmente as industrias visam desenvolver métodos
alternativos para o controle do mosquito Ae. Aegypti, desenvolvendo pesticidas
ecologicamente sustentaveis com extratos vegetais, 0leos essenciais ou controle
bioldgico utilizando fungos e bactérias (Achee et al., 2019; Benelli et al., 2019; Pavela
et al., 2019).



40

As larvas dos mosquitos apresentam suscetibilidade a fungos
entomopatogénicos e seus metabolitos. Assim, representam alternativa aos
inseticidas quimicos sintéticos. O uso de fungos entomopatogénicos possui uma
abordagem comprovada devido a sua toxicidade seletiva e pronta decomposi¢cdo no
ecossistema (Bilal, Hassan, and Khan 2012). Metarhizium e Beauveria sdo 0s géneros

de fungos mais promissores no controle de insetos (Marques et al., 2017).

Os biopesticidas baseados em produtos naturais de plantas oferecem uma
fonte promissora de novos produtos mais seguros ao homem e meio ambiente, devido
aos residuos minimos de sua degradacéo natural no solo e na agua, minimizando as
perturbacdes nos ecossistemas (Silvério et al., 2020). Dentre os produtos vegetais, 0s
Oleos essenciais (OE) apresentam maior potencial inseticida, sendo constituidos por
compostos volateis, que oferecem uma vantagem importante de ndo persisténcia no
meio ambiente (Manh 2020).

Os OE sao produtos do metabolismo secundario vegetal e desempenham uma
variedade de funcdes nas plantas e sua producdo é fortemente regulada pelas
condi¢cdes ambientais que podem alterar sua composicao, afetando suas possiveis
atividades biol6gicas (Marques et al., 2020). Dessa forma, algumas regidées podem
receber certo destaque na busca por compostos bioativos, uma vez que as pressdes
naturais exercidas sobre as espécies induzem a producao de compostos como forma

de adaptacao ao ambiente (Li et al., 2020).

Nesse cenario encontra-se a Caatinga, uma regido de clima semiarido que
ocupa quase toda a regido Nordeste do Brasil, sendo considerado um bioma
exclusivamente brasileiro (Moro et al., 2016). Apresenta condicbes ambientais
extremas como baixa disponibilidade hidrica e altas temperaturas na maior parte do
ano. Esta regido possui uma grande variedade de espécies vegetais e um alto grau
de endemismo, sendo considerada uma das regifes semiaridas mais biodiversa da
Terra (Camara et al.,, 2019; Santos et al., 2014). Devido as suas caracteristicas
ambientais, a Caatinga € uma regido promissora na busca por compostos bioativos
(Silva et al., 2014; Ribeiro et al., 2014). Ha varios relatos na literatura das propriedades
dos OE de suas plantas endémicas sobre o Ae. aegypti (Carvalho, et al., 2016; Cruz,
et al., 2017; Doria, et al., 2010; Gois et al., 2011; Lima, et al., 2013; Pinto, et al., 2015;
Ricarte et al., 2020; Silva et al., 2020).
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O potencial do fungo entomopatogénico M. anisopliae como método alternativo
para o controle de larvas do Ae. aegypti ja sdo bem descritos (Cabral et al., 2020;
Greenfield et al., 2014). Contudo, ao expor as suspensdes de conidios em recipientes
com agua, a meia-vida dos conidios diminui para cerca de dez dias em condi¢fes de
laboratorio (Paula et al., 2019). Portanto, é necessario desenvolver métodos para

aumentar a persisténcia do fungo na agua, usando adjuvantes adequados.

Estudos relatam que formulacdes contendo Oleos, podem aumentar a
persisténcia do fungo quando usado contra Ae. aegypti (Gomes et al., 2015). Os
conidios sdo esporos hidrofébicos mais comuns usados em bioprodutos para o
controle de pragas agricolas (Mascarin et al., 2016). Estudos indicam o uso de 6leos
essenciais e fixos para melhorar a acao larvicida dos fungos entomopatogénicos
(Gomes et al., 2015; Paula et al.,, 2019). Os 6leos nas solugbes com os conidios
podem auxiliar a adeséo do fungo e aumentar a tolerancia do fungo contra a variacao
dos fatores abibticos negativos, como desidratacao, radiacdo UV e altas temperaturas
(Bukhari, Takken, and Koenraadt 2011). No estudo atual, foi investigado a
susceptibilidade das larvas do Ae. aegypti a formulacbes contendo o OE da E.
brejoensis e conidios do M. anisopliae. Assim como, avaliar seus efeitos isolados sob
as larvados Ae. aegypti e o potencial do EO da E. brejoensis em inibir a

acetilcolinesterase.
MATERIAIS E METODOS
Coleta do material vegetal

Folhas de E. brejoensis (84 033 IPA) foram coletadas de diferentes espécimes
no Parque Nacional do Catimbau (Pernambuco, Brasil), uma unidade de conservagao
situada nos municipios de Buique, Ibimirm e Tupanatinga, no Estado de Pernambuco.
O material vegetal foi acondicionado em sacos de papel, devidamente etiquetados e
levados ao Laboratério de Produtos Naturais, do Departamento de Bioquimica, do
Centro de Biociéncias, da Universidade Federal de Pernambuco. Paralelamente foram
coletados ramos férteis para incorporacdo ao Herbério IPA, do Instituto Agrondmico
de Pernambuco (IPA).

Extracéo e caracterizagcdo quimica do 6leo essencial
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As folhas de E. brejoensis foram separadas, pesadas e trituradas com agua
destilada. A solucéo foi colocada em baldo de 6 L, com auxilio de funil, para a extracao
do OE. O OE foi extraido através da técnica de hidrodestilagdo por 3 h (Azmir et al.,
2013), no Laboratério de Produtos Naturais, do Departamento de Bioquimica, da
UFPE. ApOs a extracdo os Oleos extraidos foram secos com NaSOas anidro,
acondicionados em frascos ambar e armazenados a -20°C. A identificacdo quimica
dos compostos presentes no OE foi realizada por meio da técnica de cromatografia
gasosa acoplada ao espectrometro de massas (CG/EM). As substancias foram
identificadas por comparagcdo dos seus espectros de massas com 0s espectros da
base de dados NIST 98 (NIST Mass Spectral Library, 1998) e os registrados na
literatura (Adams 2007) e por comparacao de seus indices de retencdo, obtidos a
partir do algoritmo de Kovats modificado, utilizando como padrdes uma série
homologa de hidrocarbonetos lineares de CoH20 (nonano) a CzeHss4 (hexacosano),

com os indices de retencao registrados na literatura (Adams 2007).
Ensaios com Ae. aegypti
Insetos

A colbnia de insetos usada nos experimentos pertence a cepa Rockefeller. A
sala de criacéo foi mantida a 25-27°C e 75-80% de umidade, com fotoperiodo claro-
escuro 12:12. Ovos de Ae. aegypti foram incubados em agua destilada em tigelas de
plastico a uma temperatura variando de 25-27°C e comida de gato (Whiskas ®) foi
oferecida as larvas. Os adultos foram mantidos em gaiolas (30 x 30 x 30 cm) e foram
alimentados com solucdo de glicose a 10%. As fémeas consumiam sangue com
sangue de galinha adquirido em fazendas locais e oferecido usando um comedouro
artificial.

Ensaio larvicida utilizando 6leo essencial de Eb

Ao atingir o terceiro estagio inicial (L3), as larvas foram coletadas e utilizadas
nos bioensaios. A atividade larvicida foi avaliada por uma adaptacdo do método da
Organizag¢do Mundial da Saude (2005). A solucado estoque do OE de E. brejoensis foi
diluida em &gua destilada para fornecer solugcbes de teste na faixa de concentragéo
de 50-300 pg/mL. O volume final de cada ensaio larvicida foi de 20 mL de solugao

teste ou controle negativo (0,2%, v/v, Tween 80 em agua destilada) e continha 25
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larvas com trés repeticdes. A taxa de mortalidade (%) foi determinada apds 24 e 48h
de incubacdo a 25-27°C e fotoperiodo claro-escuro 12:12. As larvas que nao
conseguiram alcancar a solucdo de superficie ou ndo responderam ao estimulo
mecanico foram consideradas mortas. Os valores das concentragdes letais para CLso
e CLoo foram calculados pela analise de Probit usando o StatusPlus 2006 software
(Autran et al., 2009).

Inibicdo da acetilcolinesterase — AChE

O protocolo Ellman et al. (1961) foi aplicado para deteccdo da inibicdo da
acetilcolinesterase pelo Eb, no ensaio foi utilizado acetilcolinesterase da Sigma-
Aldrich (tipo VI-S). Mistura-se 200 pL do reagente cromogénico DTNB (0,25 mM) em
Tris-HCI 0,5 M pH 7.4, a 20 yL de OE. A reacdo ¢€ iniciada pela adicdo do substrato
(20 L de iodeto de acetilcolina 62 mM). O branco é preparado com tampao Tris-HCI
0,5 M pH 7.4 em substituicdo ao OE. A degradacao da acetiltiocolina € mensurada ao
final de 3 min a 405 nm. A inibic&do (%) foi calculada para ambas as atividades usando

a seguinte equacao:
| (%) = 100 - (amostraDO / controleDO) x 100
| = inibicAo em porcentagem, DO = densidade Optica.

Ensaio Larvicida de conidios de M. anisopliae
Isolado fangico e preparacéo de suspensdes

As linhagens de M. anisopliae (Tabela 1) foram cultivados em Agar Sabouraud
Dextrose (Dextrose 10g; Peptona 2,5g; Extrato de Levedura 2,5g; Agar 20g em1L
H20) a 27°C por 15 dias antes de serem usados em experimentos. As suspensdes
fungicas foram inicialmente preparadas em Tween 80 (0,05% em &agua destilada
estéril) e as concentracdes (1x108 1x107 e 1x10% conidios/ml) de conidios

determinada em hemocitdmetro de Neubauer.

Tabela 1 - Linhagens de M. anisopliae utilizadas neste trabalho

Linhagem Hospedeiro e origem geografica
M. anisopliae CARO14 Aeneolamia sp., Mexico
M. anisopliae E6 Deois flavopicta. Espirito Santo/BR

M. anisopliae M5 Deois sp., Pernambuco/BR
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M. anisopliae MT Deois sp., Mato Grosso/BR

Ensaios larvicidas das linhagens do M. anisopliae

A atividade larvicida foi avaliada por uma adaptacdo do método da Organizacao
Mundial da Saude (2005). O volume final de cada ensaio larvicida foi de 20 mL de
solucao teste ou controle negativo (0,2%, v/v, Tween 80 em 4gua destilada) e continha
25 larvas com trés repeticoes. A taxa de mortalidade (%) foi determinada a cada 24h

por sete dias.
Efeito do EO de E. brejoensis no desenvolvimento do fungo M. anisopliae E6
Crescimento radial

Nesse ensaio o fungo foi inoculado na concentracédo de 1x10° conidios/ml em
meio de cultura SDA que foi formulado com trés concentra¢des (100; 50 e 10 pg/mL)
do OE. O tratamento controle foi feito com o fungo e tween 80. As suspensdes foram
preparadas, em seguida foram retiradas aliquotas de 5ul de cada suspenséo e
inoculada no centro das placas de Petri. As placas foram incubadas em camara
climatizada a 27°C e 70£10% UR (umidade relativa) por até 7 dias. Diariamente,
utilizando um paquimetro, foi avaliado o crescimento radial (mm) do fungo durante o

periodo de sete dias.
Unidades formadoras de colénias — UFC

Suspensdes de conidios da linhagem E6 (1X10° conidios/ml) e OE de E.
brejoensis (100 pg/mL) foram plaqueadas em SDA e incubadas a 27°C. Apés 48h foi
realizada a contagem de col6nias crescidas e compradas com 0 inoculo sem a

presenca do OE.

Ensaios larvicidas de formula¢des contendo conidios de M. anisopliae e OE de E.

brejoensis

As formulacdes foram elaboradas com 100 pg/mL do OE de E. brejoensis,
conidios de M. anisopliae em concentracdes de 1x108, 1x107 e 1x108 conidios diluidos
e solucao de Tween 80 (0,2%, v/v) em agua destilada. O volume final de cada ensaio
larvicida foi de 20 mL de solucéo teste ou controle negativo (0,2%, v/v, Tween 80 em

agua destilada) e continha 25 larvas em triplicatas. A taxa de mortalidade (%) foi
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determinada a cada 24h por sete dias.
RESULTADOS
Extracdo e caracterizacado quimica do OE

A hidrodestilacdo de folhas de E. brejoensis produziu 0,25% de OE. Os 35
compostos (Tabela 2) identificados no OE das folhas de E. brejoensis representaram
96,92% dos componentes detectados nas analises CG. O OE é constituido
principalmente sesquiterpenos (62,6%) e sesquiterpenos oxigenados (26,6%) e os
principais constituintes foram &-cadinene (17,6%), E-caryophyllene (16,2%), Epi-a-
muurolol (9,3%), bicyclogermacrene (8,1%), a-cadinol (7,3%) e Spathulenol (6,6%).

Tabela 2 - Composi¢édo quimica do OE de folhas da planta da Caatinga E. brejoensis

Composto R.I. Lit. RI. Cal. A% DP
O-elemene 1335 1335 0.29 0.01
a-cubebene 1348 1348 3.57 0.01
a-copaene 1374 1374 0.59 0.01
B-bourbonene 1387 1387 0.87 0.01
B-elemene 1390 1390 1.56 0.01
a-Gurjunene 1409 1409 1.72 0.30
E-caryophyllene 1417 1417 16.27 0.29
B-gurjunene 1431 1431 0.15 0.00
Aromadendrene 1439 1439 1.32 0.01
Cis-muurola-3,5-diene 1448 1448 0.01 0.00
Trans-muurola-3,5-diene 1451 1451 0.01 0.00
a-humulene 1452 1452 2.66 0.01
Allo-aromadendrene 1458 1458 2.32 0.00
Trans-cadina-1(6),4-diene 1475 1475 2.57 0.01
y-Muurolene 1478 1478 0.79 0.03
Germacrene-D 1480 1480 0.01 0.00
B-selinene 1489 1489 0.59 0.02
Trans-muurola-4(14),5diene 1493 1493 0.01 0.00
bicyclogermacrene 1500 1500 8.17 0.05
a-muurolene 1500 1500 0.20 0.01
Aromadendra-1(10),4(15)-diene 1512 1512 0.01 0.00
y-cadinene 1514 1514 2.18 0.14
o-cadinene 1522 1522 17.61 0.18
Trans-cadina-1,4-diene 1533 1533 0.75 0.00

a-cadinene 1537 1537 0.84 0.00




a-calacorene 1544 1544 0.44 0.01
Palustrol 1567 1567 0.82 0.01
Spathulenol 1577 1577 6.67 0.10
caryophyllene oxide 1582 1582 2.64 0.12
Viridiflorol 1592 1592 0.93 0.01
ledol 1602 1602 1.72 0.01
1-epi-cubenol 1627 1627 1.29 0.00
Epi-a-muurolol 1640 1640 9.33 0.04
a-muurolol 1644 1644 0.67 0.01
a-cadinol 1652 1652 7.31 0.04
Total 96.92
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indice de Retenc&o (RI) literatura e calculado; Porcentagem relativa da area do pico no cromatograma

(A%); Desvio padréo (DP).

Ensaio larvicida do OE

O OE de E. brejoensis apresentou CLso de 200,4+0,4 pg/mL. A atividade

larvicida méaxima se deu na concentragcdo de 300 ppm, com taxa de 45% de

sobrevivéncia das larvas (Tabela 3), na menor concentracdo testada (50 pg/mL)

obtivemos 95% de sobrevivéncia.

Tabela 3 — Ensaio larvicida do OE de E. brejoensis

Concentragfes Eb
50 pg/mL 95,0 £ 0,03
100 pg/mL 70,0 £ 0,05
150 pg/mL 60,0 £ 0,06
200 pg/mL 55,0 £ 0,02
250 pg/mL 40,0 £ 0,04
300 pg/mL 45,0 £ 0,03
Controle 100 £ 0,0
Média £ DP

Inibicdo da acetilcolinesterase — ACHE

O OE de E. brejoensis apresentou efeito inibitorio sobre acetilcolinesterase
(Figura 1). Os resultados foram expressos por porcentagem de inibicdo e comparado
com o organofosforado temefds (1000 pg/mL), que € o mais utilizado no combate das

larvas do Aedes aegypti devido ao seu efeito neurotdéxico (OMS 2016).
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Figura 1 — Efeito inibitério da AChE causado pelo OE de E. brejoensis

Todas as concentracdes das solucbes com o OE de E. brejoensis
apresentaram capacidade de inibir a AChE. A solucéo na concentracédo de 300 pg/mL
obtivemos a inibicdo de 52,35 + 0,77% de AChE. Enquanto, o temefés (100 pg/mL)
inibiu 100,0 + 0,03 (Tabela 4).

Tabela 4 — Efeito inibitério da AChE pelo Eb

Amostra Concentragdes Inibicdo da AChE (%)

50 pg/mL 5,9 + 0,14

100 pg/mL 13,65 + 0,49

Eb 150 pg/mL 20,3 +0,56

200 pg/mL 29,05 +£0,21

250 pg/mL 41,85 + 0,35

300 pg/mL 52,35 +0,77

Temefés 1000 pg/mL 100,0 + 0,03
Média + DP

Ensaio larvicida com linhagens de M. anisopliae

As linhagens de M. anisopliae (tabela 1) foram ativas contra as larvas do Ae.
aegytpi. Todavia, a linhagem E6 demonstrou a menor curva de sobrevivéncia e menor
tempo de letalidade (6 a 1,5 dias), tento uma taxa de sobrevivéncia variando ente 50

a 10% entre as concentracgdes (Figura 2).
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Figura 2 - Curvas de sobrevivéncia das larvas de Ae.

M. anisopliae

aegypti expostas as suspencdes de conidios de

Curvas de sobrevivéncia didria das larvas de Ae. aegypti expostas as suspencgdes de conidios das

linhagens M. anisopliae. Os resultados sédo as médias (x SE) de trés experimentos para cada tratamento

com 25 insetos usados por tratamento para cada experimento. Controle: Tween 80.

Enquanto, as demais linhagens apresentaram uma taxa de letalidade entre

10% a 20%. As linhagens CARO14, M5 e MT nao apresentacao taxas de letalidade

suficientes para determinar tempo médio de sobrevivéncia (TLso) (tabela 5).

Tabela 5 — Taxa de sobrevivéncia e tempo médio de letalidade das larvas de Ae. aegypti em
formulagBes contendo conidios de M. anisopliae

Tratamento % Sobrevivéncia TLso
1X10n6 100452 nd
CARO14 1X10M 90+102 nd
1X1078 90+5a nd
6 1X1076 50+2,5° 6
1X10n 20+7,5° 2




1X1078 10+5P 15

1X1076 804102 nd

M5 1X10n 70+10P nd
1X1078 60+2,5° nd

1X1076 100452 nd

MT 1X10n 60+2,5° nd
1X1078 60+5P nd

Controle 95+102 nd
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Sobrevivéncia (%) + Desvio Padrdo e Sobrevivéncia Mediana para larvas de Ae. aegypti expostas aos
conidios de M. anisopliae. Os resultados seguidos pela mesma letra (comparando linhas dentro do
mesmo tratamento) ndo indicam diferencas significativas ao usar o teste post-hoc de Duncan (5% de
probabilidade). Os valores para TLso foram calculados usando andlise de sobrevivéncia Log-rank. ND

= Nao determinado.

Efeito do EO da E. brejoensis sob do M. anisopliae

O OE de E. brejoensis causou a reducao das colbnias (Figura 3) em todas as
concentracdes (100;50 e 10 pg/mL). As reducdes foram de 49,9% 36,7% e 24,5%
respectivamente. Ja, os valores de UFC foram de 23+22 para suspensdo com OE e

25132 para o controle.

45
40
35
30
25
20

15

MEAN RADIAL GROWTH (mm)

10

Figura 3 — Curva de crescimento M. anisopliae E6 em meio de cultura com OE da E. brejoensis

100 ppm
50 ppm
10 ppm
Control

Ensaio da interagdo M. anisopliae e OE da E. brejoensis

As curvas de sobrevivéncia das larvas do Ae. aegypti as formulacdes foram

realizadas usando /> da CLso do OE de E. brejoensis e conidios do M. anisopliae
(1x108, 1x107 e 1x108 conidios /ml) (Figura 4).
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Figura 4 - Curva de sobrevivéncia das larvas de Ae. aegypti em formulacdes contendo conidios M.
Anisopliae E6 e EO da E. brejoensis

Curva de sobrevivéncia diaria das larvas de Ae. aegypti expostas a formulagdes uma combinacgéo de
Eb+Ma. Os resultados sdo as médias (+ SE) de trés experimentos para cada tratamento com 25 insetos
usados por tratamento para cada experimento. Controle: Tween 80.

Todas as combinacdes obtiveram 100% de letalidade em trés dias, diferindo
apenas no tempo médio de sobrevivéncia, variando de 1 a 1,5 dias (tabela 6).

Tabela 6 — Taxa de sobrevivéncia da interacdo M. Anisopliae E6 e EO da E. brejoensis

Tratamento % Sobrevivéncia TLso
1X1076 50+2,5P 6
E6 1X107 20+7,5P 2
1X1078 1045P 1,5
1X1076 0+5P 1,5
E6+Eb 1X10% 0+2,5P 1
1X1078 0+2,5Pb 1
Controle 95+102 nd

Sobrevivéncia (%) + Desvio Padrdo e Sobrevivéncia Mediana para larvas de Ae. aegypti expostas a
uma combinacéo de E6 + Eb. Os resultados seguidos pela mesma letra (comparando linhas dentro do
mesmo tratamento) ndo indicam diferencas significativas ao usar o teste post-hoc de Duncan (5% de
probabilidade). Os valores para TLso foram calculados usando andlise de sobrevivéncia Log-rank. ND
= N&o determinado.

DISCUSSAO

A implementacédo de fungos entomopatogénicos para o controle de pragas e
vetores de doencgas humanas é dificultada pela reducdo da meia-vida das suspenc¢des
fungicas em condi¢cdes de campo. Com o objetivo de aumentar a persisténcia desses
fungos e melhorar sua eficacia diversos estudos tém sido realizados em diferentes

tecnologias de formulacéo. Dentre eles, diversas formulacdes a base de 6leo tém sido
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utilizadas como adjuvantes de fungos (Camargo et al., 2012; Gomes et al., 2015;
Paula et al., 2019).

Nossos experimentos demonstraram o potencial de isolados da espécie M.
anisopliae no controle de larvas de Ae. aegypti e pela primeira vez foi observado o
efeito larvicida combinatorio entre os conidios do M. anisopliae associado ao OE de

E. brejoensis, possibilitando o controle integrado de larvas do mosquito.

A composicdo quimica do OE de E. brejoensis foi primeiramente relatada por
Silva et al., (2015), onde OE era constituido por 31 compostos dentre eles o A-
cadineno, [-caryophyllene, a-muurolol, a-cadinol e bicyclogermacrene como
compostas majoritarios. As caracteristicas quimicas e rendimentos dos OE podem
variar pela diversidade genéticas, ambientais e fisiopatoldgicas que influenciam o
metabolismo vegetal (Dias et al.,, 2015). As espécies como M. sylvatica, M.
erythroxylon, E. piauhiensis, P. myrsinites e P. guajava pertencentes a familia
Myrtaceae ja foram relatadas apresentando Bicyclogermacrene, E-Cariofileno & -
Cadineno como compostos majoritarios (Dias et al., 2015; Mendes et al., 2017; Rosa
et al., 2016).

Os OE das espécies da familia Myrtaceae em especial pertencentes aos
géneros Eugenia L. e Psidium L sdo considerados ativos contra larvas de Ae. Aegypti
(Park et al., 2011). As espécies do género Eugenia como a E. candolleana com CLso
de 300 ppm (Neves et al., 2017) e E. piauhiensis com CLso 230 mg/L j& possui seu
efeito larvicida descrito (Dias et al., 2015). Segundo Silva et al., (2015) o OE de E.
brejoensis teve uma LC50 de 214,4 ppm apresentando compostos como
Bicyclogermacrene, E-Cariofileno, & -Cadineno na composic¢ao do OE. (E)-cariofileno
e seus derivados sao frequentemente encontrados nos OE, sendo relatado com
propriedades acaricidas, inseticidas, repelentes, atrativas e antifiungicas (Silva et al.,
2015).

Os OE possuem uma grande diversidade de classe de metabdlitos
secundarios, sendo constituido principalmente por sesquiterpenos, sesquiterpenos
oxigenados e triterpenos (Pavela et al., 2019). O efeito inseticida dos OE pode ocorre
por meio de acdo neurotoxica envolvendo diversos mecanismos, como por exemplo,

GABA, sinapses de octopamina e a inibicdo da acetilcolinesterase (Oliveira et al.,
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2019; Regnault-Roger, Vincent, and Arnason 2012). Em insetos, a inibicdo da AChE
€ estudada porque diversos inseticidas a base compostos organofosforados e
carbamatos possuem o mecanismo de inibicdo de sua atividade, o que prolonga a
acao sinaptica da acetilcolina, seu substrato natural (Castillo-Morales et al., 2019). Os
inibidores deste tipo de mecanismo afetam a transmissao de impulsos nervosos,
acumulando acetilcolina na sinapse causando superestimulacdo dos neurdnios,
paralisia do tecido neuromuscular, convulsbes e morte de insetos (Demirci et al.,
2017; Voris et al., 2018).

Dentre os compostos de OE que causam inibicdo da AChE em insetos estao
agueles com fracdo monoterpénica. Uma das principais caracteristicas dos terpenos
€ a estrutura do hidrocarboneto, que conferem certas propriedades hidrofébicas
(Castillo-Morales et al., 2019). Ryan and Byrne (1988) inferem que compostos
hidrofébicos estdo associados a desativacdo de proteinas e inibicdo de enzimas; a
acetilcolinesterase em particularmente é suscetivel a esses compostos. Nossos
achados com OE de E. brejoensis sao corroborados com diversas literaturas. Por
exemplo, O OE de E. sucata possui um alto teor de (E) -cariofileno (24,6%),
apresentou atividade antiacetilcolinesterase (ICso 4,66 pg/mL) (Lima et al., 2012).
Segundo Siebert et al. (2015) o OE de E. brasiliensis apresentaram baixa atividade
antiacetilcolinesterase (ICso > 1000 uyg/mL), quando comparados a galantamina de
controle (ICso0 6,93 pug/mL). O OE rico em sesquiterpenos de E. riedeliana foi capaz de
inibir a atividade enzimatica até 88,9% na concentragdo de 600,0 pg.mL-1 (Souza et
al., 2010).

A espécie M. anisopliae € alvo de diversos trabalhos que mostram a
susceptibilidade do Ae. aegypti a esse fungo (Falvo et al., 2020; Jemberie et al., 2018;
Vivekanandhan et al., 2020). Devido a isto, esta espécie é considerada um bom
agente de controle biolégico e uma excelente candidata ao desenvolvimento de

bioinseticidas para o manejo deste vetor (Falvo et al., 2020; Jemberie et al., 2018).

Os estudos de Gomes et al., (2015) com a linhagem ESALQ818 exibiram uma
TLso 3 dias em concentracdes 1x10° e 1x108 conidios, assim corroborando com
nossos achados. Ja os relatos de Vivekanandhan, Bedini, and Shivakumar (2020) a
maior eficacia foi observada nas larvas tratadas com o M. anisopliae -VKKH3 obteve

uma TLso de 2,67, 0 que se assemelhar conosco na linhagem E6 com LTso de 3 dias.
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No mesmo trabalho (Vivekanandhan, Bedini, and Shivakumar 2020) relata resultados
outas espécies de fungos entomopatogenicos com acdo contra as larvas do Ae.
aegypti, bassiana -VKBb03 (TLso 5,91) e V. lecanii- VKPH1 (7,17). O fungo T.
cylindrosporum descrito por Rocha et al., (2015) , apresentou TL so (<4 - 6 dias) e
TLoo (<7 - 5 dias) contra as larvas do Ae. aegypti na concentracdo 3.3x10 © conidios/ml
com a linhagem ARSEF 2912.

Os fungos entomopatogénicos do género Metarhizium sdo adaptados para
infectar hospedeiros terrestres, sendo que nas larvas de mosquitos ndo ocorre adesao
dos conidios a superficie da cuticula e ndo germinem através de tegumentos na
hemocele e nem penetram a parede intestinal (Noskov et al.,, 2019). Assim, a
interagdo patdégeno-hospedeiro ndo ocorre de forma “classica”, a liberacdo de
proteases ligadas nas superficies dos conidios ingeridos, induzem um estresse
oxidativo levando a uma apoptose induzida causando as mortes das larvas do Ae.
aegypti (Butt et al., 2013; Wasinpiyamongkol and Kanchanaphum 2019).

A eficiéncia da interacdo dos conidios do M. anisopliae com produtos naturais
e sintéticos ja foi relatada por outros autores, como Gomes et al., 2015. Onde, as
larvas do Ae. aegypti foram expostas ha formulacdes de conidios e 6leo fixo da
semente de nim (Azadirachta indica). O valor de Ssopara larvas expostas apenas ao
fungo foram de 3 dias, enquanto uma combinacéo de fungo (102 conidios ml 1) e 6leo
fixo nim exibiu o valor TLsode 2 dias (Gomes et al., 2015). Assim como nas larvas de
Ae. aegypti, as formulagbes com 6leo do nim e conidios M.anisopliae contra as larvas
de An. Gambiae apresentaram resultados melhores do que separados (Seye et al.,
2013).

Em outro estudo, o M. anisopliae sl ou B. bassiana sl resultaram em TLsode 6
a 7 dias. Enquanto, a formulagcdo com a combinacédo de 6leo mineral e M. anisopliae sl
ou B. bassiana sl resultou numa taxa de sobrevivéncia média 2 dias contra as larvas
do Ae. aegypti para ambas combinagcdes (Bitencourt et al., 2018). O fungo M.
robertsii e o antiparasitario avermectina resultaram em 55 e 57% de mortalidade,
respectivamente sobre as larvas do Ae. aegypti, enquanto o tratamento combinado
levou a 99% de mortalidade (Noskov et al., 2019). Bukhari, Takken, and Koenraadt
(2011) também relata o aumento da eficacia do M. anisopliae formulado com oleos

sintéticos Shellsol T e Ondina para controle de larvas de An. stephensi e A. gambiae,
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inferindo que ocorre uma melhor distribuicdo dos conidios na superficie da agua,
promovida pelos 6leos. Os 6leos minerais e vegetais sdo usados em formulacdes
como adjuvantes para proteger conidios e maximizar o desempenho fungos
entomopatogénicos (Camargo et al., 2012). Os oOleos auxiliam disseminacdo dos
conidios nas solu¢des aquosas, maximizando o contato entre o sifdo das larvas e os

fungos (Bitencourt et al., 2021).

A abordagem atual usando uma combinacdo OE e o fungo (Eb+Ma) possui
varios beneficios. Além de aumentar a mortalidade larval total, também foi capaz de
reduzir o tempo médio de mortalidade. Assim, exibindo ser um método alternativo e

promissor no controle bioldgico integrado de larvas de Ae. aegypti.
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5 CONCLUSOES

O OE de E. brejoensis apresentou baixas concentracdes letais contra as larvas

do mosquito Ae. aegypti;

O efeito larvicida do OE de E. brejoensis estd associado a inibicdo da

acetilcolinesterase;

Todas as linhagens do M. anisopliae no presente estudo exibiram efeito
larvicida com destaque para a linhagem EG6, que exibiu os menores tempo de
letalidade e taxa de sobrevivéncia,

As formulacdes Eb+Ma foram mais efetivas em relacdo aos dois componentes

isoladamente;

Formulacdes contendo OE de E. brejoensis e conidios do M.anisopliae podem
ser um método alternativo e promissor no controle biologico integrado de larvas

de Ae. aegypti.
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