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Larvicidal Activity of Essential Oilsagainst Aedes aegypti L. (Diptera: Culicidae)

ABSTRACT - Inthe search for aternative chemical control against Aedes aegypti L., many researches
are developed and encouraged in order to find new insecticidal plant substances. In this work, the
larvicidal effect of ten essentia oils was tested on A. aegypti. The oils were extracted by steam
distillation and their chemical composition determined by GL-chromatography coupled with mass
spectroscopy. The essential oils were diluted in aqueous solutions of dimethyl sulfoxide with
concentrations of: 100, 50, 10, and 1 mg/ml. The larvicidal activity, based on the percentage of
larval mortality, was evaluated after 24h exposureto thetreatments. The essential oil of Vanillosmopsis
arborea Baker presented the highest larvicidal activity, with CL_ of 15.9 mg/ml and CL, of 28.5
mg/ml. On the other hand the essential oil of O. gratissimum L. showed the lower activity with CL
de 95,80 mg/ml and CL, de 102,86 mg/ml. The results indicate that the tested essential oils, and
particularly the V. arborea, are composed by substances with larvicidal properties for A. aegypti.
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RESUMO - Nabusca por controle quimico alternativo contra Aedes aegypti L., muitas pesquisas sdo
desenvolvidas e estimuladas no intuito de se descobrirem novas substancias inseticidas de origem
vegetal. Neste trabalho, o efeito larvicida de dez 6leos essenciais foi avaliado contra A. aegypti. Os
0Oleos foram obtidos por arraste avapor e suacomposi¢éo quimicafoi determinada por cromatografia
gasosa acoplada a espectrometria de massa. Os 6leos essenciais foram diluidos em solugéo aquosade
dimetil suféxido nas concentragdes: 100, 50, 10 e 1 mg/ml. A atividade larvicida, baseada na
percentagem de larvas mortas, foi avaliada 24h ap6s o tratamento. O 6leo essencial de Vanillosmopsis
arborea Baker induziu amaior atividade larvicida, com CL; de 15,9 mg/ml e CL, de 28,5 mg/ml.,
enquanto o de O. gratissimum L. apresentou a menor atividade com CL _, de 95,80 mg/ml e CL, de
102,86 mg/ml. Os resultados indicam que os 6leos essenciais avaliados, principalmente o de V.
arborea, sdo compostos por substancias com efeito larvicida contra A. aegypti.

PALAVRAS-CHAVE: Dengue extrato de planta, controle, mosquito

A dengue, infeccdo viral transmitida por mosquitos do
género Aedes, € considerada uma das maiores preocupactes
mundiais de Salide PUblica. A enfermidade apresentaampla
incidéncia nos paises tropicais e subtropicais, e estima-se
que aproximadamente 1,3 bilhdo de pessoas estejam em
risco de serem infectadas com o virus da dengue (WHO
2004).

O mosquito Aedes aegypti L. é o principal inseto-
transmissor da dengue nos paises tropicais. Nas Américas,
é responsavel por freqlientes epidemias e a circulagdo dos

guatro sorotipos do virus no continente (WHO 1997).

Na tentativa de manter aincidéncia da enfermidade sob
controle, so destinadas, continuamente, quantias
significativas de recursos para programas contra o vetor,
porém surtos de epidemias sdo frequientes. Esse fato decorre
de fatores relacionados a biologia e ao comportamento do
vetor, somados a problemas tipicos dos centros urbanos
(Gadelha & Toda 1985, Ishak 1987, Marzochi 1994, Monath
1994).

O controle do culicideo utilizando inseticidas, como
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temephos, malathion e fenitrothion, constituem a principal
medida adotada pelos Programas de Salde Publica.
Entretanto, em diferentes partes do mundo (Rawlins & Wan
1995, Wirth & Georghiou 1999) e no Brasil (Macoris et al.
2003), tem sido registrada resisténcia desse diptero aos
inseticidas convencionais.

Tendo em vista a grande diversidade de vegetais existente
no Brasil, de um total estimado entre 350 e 550 mil espécies
(Sandes & Blas 2000), estudos a partir de extratos vegetais
surgem com a expectativa de se encontrarem substancias com
propriedadesinseticidase s multaneamente sel etivas paraserem
usadas em futuras formulagdes de um produto comercial.

Diversos estudos comprovam a atividade de extratos
vegetai s contra diferentes espécies de mosquitos (Daharam
Shaktu & Menon 1983, Consoli et al. 1989, Guimaraes et
al. 2001) incluindo A. aegypti (Angerilli 1980, Silva et al.
2004). O presente trabalho tem como objetivo determinar o
potencial larvicida de espécies de plantas naforma de 6leo
essencial contralarvas de A. aegypti.

Para isso, foram selecionadas plantas encontradas no
Ceara, em fungdo de as mesmas apresentarem pelo menos
uma das seguintes caracteristicas: a) atribuictes de
propriedades repelentes segundo crendice popular, b) acéo
inseticida(Laurent et al. 1998, Rao & Subrahmanyam 1999)
ec) atividadeterapéutica (Matos 1994), neste caso possuindo
a vantagem de serem benéficas ao homem.

Material e M étodos

Espécies Vegetais. Folhas das espécies de: Ageratum
conyzoides L., Cymbopogon citratus Stapf, Lippia sidoides
Chamisso., Ocimum gratissimum L., O. basilicum
purpurascens Benth, O tenuiflorum L., Cymbopogon
winterianus Jowitt e Tagetes minuta L. foram coletadas no
Horto de Plantas Medicinais da Universidade Federal do
Cearg, Fortaleza, Ce durante 0 més de maio de 2002.
Amostras do caule de Vanillosmopsis arborea Baker foram
obtidas na Chapada do Araripe no municipio do Crato
(Ceard) em julho de 2003, e cascas da fruta do Citruslimon
L. foram coletadas em agosto de 2003 em Fortaleza. Todo o
material recolhido foi conduzido ao L aboratério de Produtos
Naturais da Universidade Federal do Cear4 e submetido &

extraco.

Extracdo e Analise dos Oleos Essenciais. Os 6leos
essenciaisforam obtidos por hidrodestilagdo em um aparelho
do tipo Clevenger, a partir de 1 kg do material selecionado
de cada planta. A determinag@o quimica dos éleos foi feita
por cromatografiagasosaacopl adaaespectrometriade massa
(GC/MS)/Hewlett Packard Modelo 5971, sob as seguintes
condigdes: coluna de dimetilpolissiloxano DB-1 (30 m x
0,25 mm, espessura do filme 0,1 um), gés de arraste- hélio
(com vazdo de 1 ml/min), temperatura de injecdo -250°C,
temperatura do detector -200°C; sendo que as taxas de
aquecimento da coluna entre as faixas de 35-180°C e 180-
250°C foi de 4°C/min e 10°C/min respectivamente. A
identificagdo dos compostos foi baseada em espectros de
massa (El, 70 eV) comparados com os dados de espectros
de massa provenientes de bibliotecas existentes no
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equipamento analitico e indices de Kovat. Apds a extracao,
os 6leosforam armazenadosem geladeira, por até seismeses.

Ensaios. Larvas de 3°instar de A. aegypti, oriundas de
criagBes massais mantidas no Laboratorio de Entomologia
do Nucleo de Doengas Endémicas da Secretaria da Salde
do Estado do Cearda (NUEND/SESA) foram separadas para
a realizacdo dos bioensaios. A coldnia de A aegypti foi
renovada periodicamente na 42 geracdo (ocasido em que
ocorriam os testes), com introducdes de ovos do inseto
coletados em Caucaia e Quixeramobim, CE, durante
periodos de grande incidéncia do mosquito.

Os 6leos essenciais foram diluidos em solucéo aquosa
de dimetil sulféxido 2% (DMSO, Synth ACS) nas
concentracBes: 100, 50, 10, e 1,0 mg/ml. As larvas foram
separadas com o auxilio da pipeta de Pasteur e colocadas
em papel de filtro para a remogdo do excesso de agua e
posteriormente, distribuiram-se 25 larvas em copos de
plastico descartaveis (50 ml) contendo 30 ml das diluicdes.
Como controle utilizou-se dgua e DM SO 2%.

O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado, seguindo o esquema fatorial 10 x 4 (6leos
essenciais x concentrages) totalizando 40 tratamentos e
quatro repeticdes por tratamento, de modo que para cada
tratamento utilizaram-se 100 larvas (25 larvas/repeti¢do).

Apbs 24h de exposicdo das larvas aos tratamentos, o
nimero de larvas mortas foi registrado sendo consideradas
mortas aquelas que ndo apresentavam movimento ou ndo
respondiam aos estimulos com a pipeta de Pasteur. A
temperatura ambiente variou entre 27°C e 30°C.

Andlise Estatistica. Os dados foram submetidos a andlise
pelosModel os Lineares Generalizados, paraajustar arelagdo
de larvas mortas em fungéo das concentragdes dos 6leos
essenciais. Adotou-se um modelo de dose-resposta
(Kalbfleisch 1985) segundo o modelo logistico logit(p) e
um preditor linear na forma:

n =In(p/1-p) = B, + B, In (C) )

sendo: p arelacdo de larvas nas concentracles (1, 10, 50 e
100 mg/ml), B3, e B, os coeficientes do modelo de regresséo
linear nos niveis da concentragao e C a concentragéo de
6leos essenciais. Os parametros do modelo (3, e 8,) foram
estimados usando 0 método interativo proposto por Fisher
(Demétrio 2001). A significancia do modelo é baseada na
estatistica deviance, sp, (Mccullagh & Nelder 1989) e é
testada utilizando-se o teste do Qui-quadrado. Os dados
foram analisados utilizando o software R (Kuhnert &
Venables 2005). A comparacdo da CL,, e CL, dos Oleos
essenciaisfoi feitaatravés do interval o de confiangaao nivel
de 95% de significancia

Resultados e Discussao

Todos 0s 6leos essenciai stestados apresentaram atividade
larvicida contra A. aegypti (Tabela 1). Na referida tabela,
encontram-se também o preditor linear e a deviance para
cada 6leo essencial, obtidos com base nos célculos citados
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Tabela 1. Andlise do Preditor linear, logaritmo natural da concentracéo letal para 50% e 90% das larvas e deviance

(Sp) dos 6leos essenciais sobre as larvas de A. aegypti.

Oleos essenciais Preditor linear'” Ln [CLso]® (mg/ml)  In(CLyy ® (mg/ml) S, @
V. arborea N =-10.36 + 3,74 In(C) (2,626,;727,89) (3’12’;3;,59) 15,34
L. sidoides N =-140,37 + 36,77 In(C) (3’734;?30’8 5 - 931’;837’ ) 17,20
C. winterianus n =-18,36 + 4,59 In(C) (3,91’;04(1),06) (4,3‘;,;44?,61) 20,19
A. conyzoides M =-20,76 + 5,04 In(C) (4’01’;1‘1’20) (4,41’;55’72) 2,20
C. citratus N =-16,22 + 3,90 In(C) (4’04;’;15322) (4,61’;75,86) 24,28
O. basilicum purpurascens n=-33,31+7,92 In(C) @, 1‘;’;22’ 26) @, 441’;45’5 6) 28,84
O. tenuiflorum N =-20,90 + 4,90 In(C) (4,2‘;’;2232) (4,64;;74:,81) 32,85
T. minuta n =-26,35+ 6,151 n(C) (4,2‘;’;23’34) (4,548’;6:73) 19,12
C limon n = -140,87 + 30,88 In(C) (4,5‘;’;54?,58) (4,6‘(‘),;65,61) 6,39
O. gratissimum n=-16,38 + 3,52 In(C) (4’51’;61’80) (5,152’;751’92) 1,00

Mortalidade em logit [logit(p)=In(p/(1-p)]; C é a concentragdo dos 6leos essenciais.
2l ogaritimo natural daconcentragdo letal para50% e 90% daslarvas. Os nimeros entre parénteses sao referentes ao intervalo de

confiangado In[CL_] eIn [CL ] a95% de significancia.
3- Deviance - estatistica do teste

na metodol ogia. Pela sobreposi¢éo dos valores do intervalo
de confianga, determinado para cada 6leo naln (CL,) eln
(CL,,) demonstrados na Tabela 1, € possivel comparar o
efeito larvicida entre os 6leos. Desta forma, os valores
estipulados do intervalo de confianca para In (CL, ) e In
(CL,,) do dleo essencial de V. arborea ndo estéo dentro de
nenhum interval o de confianga dos outros 6leos, destacando
0 seu potencial larvicidaem relagdo aosdemais. Essaespécie
€ popularmente conhecida como candeeiro e na cultura
popular Ihe sdo atribuidas propriedades repelentes contra
mosquitos. Na literatura, ndo foram encontrados estudos
sobre a sua agdo contra A. aegypti.

O segundo éleo com maior potencial larvicida foi o de
L. sidoides, que apresentou CL _, de 45,5 mg/ml e CL, de
48,3 mg/ml contraaslarvas (Tabela2). A espécie L. sidoides
€ usada na medicina alternativa contra infecgdes em geral,
ferimentos da pele e do couro cabeludo (Matos 1994). Os
resultados apresentados estdo de acordo com estudos de
Carvalho et al. (2003), que demonstraram a propriedade
larvicida desse 6leo essencial. Os autores consideraram o
timol, componente principal (Tabela 3), como o principio
ativo téxico contra larvas de A. aegypti e capaz de induzir
100% de mortalidade em 90 min., na concentracdo 0,017%

(3gual volume).

A espécie C. winterianus é conhecidapor suapropriedade
repelente contra mosquitos e apresentou In (CL ) de 4 mg/
ml eln (CL,) de 4,5 mg/ml correspondentesa CL , de 54,7
mg/ml e CL . de 88,3 mg/ml das larvas (Tabelas 1 e 2). Por
sua vez, a planta C. citratus € usada na medicina popular
parao aivio de cdlicas intestinais e como calmante (Matos
2000), e seu 6leo embora ndo tenha sobressaido neste
trabalho com CL, de 63,9 mg/ml e CL, de 112, 2 mg/ml
em outros demonstrou resultados relevantes contra insetos
(Rajapakse & van Endem 1997).

O oleo essencial de A. conyzoides mostrou In (CL, ) de
4,1 mg/ml eln (CL,) de 4,5 mg/ml equivalentesa CL,, de
61 mg/ml e CL ,, de 95 mg/ml (Tabela3). Estudosde Macédo
et al. (1997), usando o extrato etandlico desta planta,
apresentaram mortalidade de 50% das larvas de Aedes
fluviatilis Lutz, na concentragdo de 100 ppm. No entanto,
esses resultados podem indicar maior atividade da planta
contra A. aegypti ou que algum componente quimico do
0leo sejamais eficiente que os contidos no extrato etandlico
de A. conyzoides.

O 6leo essencial de O. basilicum purpurascens
apresentou CL _ ,de 67 mg/ml, atividade maior que o relatado
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Tabela2. ConcentracOesletais para50% e 90% daslarvas
de 3 instar de A. aegypti.

Oleos essenciais CLsp (mg/ml) CLgy(mg/ml)

V. arborea 15,91 28,59
L. sidoides 45,49 48,29
C. winterianus 54,69 88,29
A. conyzoides 61,55 95,19
C. citratus 63,89 112,21
O. basilicum purpurascens 66,95 88,36
O. tenuiflorum 71,27 111,61
T. minuta 72,85 104,17
C. limon 95,80 102,86
O. gratissimum 104,58 195,14

paralinalool, composto em maior porcentagem do dleo (CL
de 100 ppm) (Simas et al. 2004), indicando a possibilidade
de outros compostos serem responsaveis pela atividade
larvicida do 6leo essencia ou ainda a existéncia de um
sinergismo entre o linalool e outro(s) componente(s) do 6leo.

Apesar de Simas et al. (2004) encontrarem para o
eugenol a CL de 44.5 ppm contra A. aegypti, os 6leos
essenciais de O. gratissimum e O. tenuiflorum, ricos em
eugenol (54,0% e 59,4%, respectivamente) mostraram CL
de 104,6 mg/ml e 71,3 mg/ml respectivamente. O 6leo
essencial de O. gratissimum apresentou a menor atividade
larvicida entre todos o0s 6leos testados.

Para T. minuta obteve-se CL, e CL, de 72,85 e 104,17
mg/ml respectivamente contra as larvas, valores inferiores

Tabela 3. Componentes principais dos 6leos essenciais
das plantas.

Espécies Componente principal

A. conyzoides Precocene (62,6%)

C. limon Limoneno
C. citratus Neral (63,6%)
C. winterianus Citronelal

L. sidoides

O. basilicum purpurascens

Thymol (73,1%)
Linalool (81,5%)
Eugenol (54,0%)
Eugenol (59,4%)
Dihydrotagetone (91,5%)
Alfa-bisabolol

O. gratissimum
O. tenuiflorum
T. minuta

V. arborea

Os valores entre parénteses séo referentes a porcentagem dos
principais componentes dos 6leos essenciais.
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aosrelatados em trabal hos realizados anteriormente. Macédo
et al. (1997) constataram CL de 1,5 ppm e CL, de 1 ppm
utilizando extrato etandlico das partes aéreas dessa planta
contralarvas de 4° instar de A. fluviatilis. Fracfes do extrato
flora da planta mostraram CL _ de 3,9 ppm contra larvas de
3 instar de A. aegypti (Perich et al. 1995). Esses resultados
demonstram que substancias com potenciaisinseticidaspodem
se concentrar em diferentes partes da planta.

O dleo essencia de C. limon, conhecido popularmente
como lim&o, cujo constituinte principal € o limoneno,
apresentou CL e CL, de 95,8 mg/ml e 102,7 mg/ml,
respectivamente. Esses resultados concordam com os de
Lamiri et al. (2001) que demonstraram a atividade ovicida
de Gleos essenciais do género Citrus contra o diptero
Mayetiola destructor Say. No entanto diferem dos altos
valores encontrados por Cavalcanti et al. (2004), utilizando
0 Oleo essencia de Citrus limonia Osbeck (lim&o-cravo)
(CL, de 519 ppm) contra larvas de 3° de A. aegypti.

Assim, todos os 6leos essenciais apresentaram atividade
larvicida contra A. aegypti. No entanto, o 6leo essencial de
V. arborea apresentou o maior efeito contra as larvas,
enquanto o de O. gratissimum demonstrou a menor
atividade.
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