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RESUMO

Introducgdo: As doencas tropicais tém sido um fendmeno de preocupacdo mundial, e
entre elas a dengue, uma vez que 0 mosquito transmissor dos virus, Aedes aegypti
(Diptera: Culicidae), tornou-se fora de controle, e novos focos tém sido descobertos a
cada dia. Vérios meios ja foram utilizados na tentativa de controlar o ciclo de vida
inseto. Entretanto, o uso indiscriminado de muitos agentes levou o inseto a desenvolver
certa resisténcia aos mesmos. Novas perspectivas estdo surgindo ja que podemos
encontrar na propria natureza meios de controlar esses Culicideos. E o caso do dleo
essencial de Tagetes minuta L. (Asteraceae) que, de acordo com estudos recentes,
desempenha importante papel no controle de insetos, inclusive do Aedes aegypti.
Objetivos: Desenvolver um procedimento de alimentacdo de fémeas de Aedes aegypti
que ndo cause estresse em camundongo Swiss Balb/C; avaliar a toxicidade e o efeito
residual do 6leo essencial de Tagetes minuta L (Asteraceae) em populacfes de Aedes
aegypti. Material e metodos: Camundongos Swiss Balb/C anestesiados e sedados
foram dispostos em gaiola para alimentacdo de fémeas do mosquito por um periodo de
uma hora trés vezes por semana. O o6leo essencial, foi utilizado nas concentragdes de
0,2mL L™ 0,225mL L™ 0,25mL L™; 0,275mL L™ e 0,3mL L™ partindo-se de uma
diluicdo inicial de 200mL L™ em Acetona, em cem larvas de terceiro estagio
procedentes de Bauru-SP e S0 José do Rio Preto-SP, respectivamente, sensiveis e
resistentes ao temephos, e, cem larvas de Rockefeller-EUA. Os testes foram realizados
em quadriplicata, com trés repeticdes, por trés dias consecutivos. Resultados: N&o foi
observado dor ou estresse dos camundongos durante hematofagia pelas fémeas de Ae
aegypti. Nao houve diferenca entre as populagdes quanto a susceptibilidade a Tagetes

minuta e os ensaios demonstraram CLsg de 0,24, 0,25 e 0,21mL L™ e CLggg em 0,35,
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0,39 e 0,42mL L™, respectivamente, para Rockfeller, Bauru e S&o José do Rio Preto.
N&o foi observado efeito residual do 6leo. ConclusGes: A anestesia do camundongo
Swiss Balb/C propiciou que este servisse como fonte alimentar para fémeas de Aedes
aegypti sem sofrer dor ou estresse, podendo este ensaio ser utilizado por como modelo,
uma vez que foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentagdo Animal (CEEA).
As CLsp de Tagetes minuta L. foram iguais, respectivamente, para larvas da cepa
Rockefeller, Bauru e Sao José do Rio Preto, assim como as ClLggg que foram iguais,
respectivamente, para larvas de da cepa Rockefeller, Bauru e Sdo José do Rio Preto. A
resisténcia das larvas do Culicideo ao temephos, ndo interferiu na acdo letal exercida
pelo 6leo essencial de Tagetes minuta L. Os testes para avaliagdo do periodo residual do
6leo apds uma semana de contato, apresentaram mortalidade zero. O 6leo essencial de
Tagetes minuta L pode ser utilizado como larvicida alternativo contra Aedes aegytpi,
entretanto novos estudos devem ser desenvolvidos com o objetivo de isolar a fragéo
larvicida do 6leo e incorporar outros componentes visando aumentar sua estabilidade,
de maneira que o produto tenha efeito residual.

Palavras-chaves: 1- Protocolo de alimentacgdo, 2- Aedes aegypti, 3- Tagetes minuta L,

4- Oleo essencial, 5- Camundongos Swiss Balb/C.
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ABSTRACT

Introduction: Tropical diseases have been a phenomenon of global concern, and
among them the Dengue, because the mosquito that transmits the virus, Aedes aegypti
(Diptera: Culicidae), became out of control, and new outbreaks have been discovered
each day. Several means have been used in an attempt to control the insect life cycle.
However, the indiscriminate use of many agents took the insect to develop some
resistance to them. New perspectives are emerging as we find in nature means to control
these mosquitoes. Is the case of essential oil of Tagetes minuta L. (Asteraceae) which,
according to recent studies, plays an important role in the control of insects, including
the Aedes aegypti. Objectives: develop a procedure for feeding female Aedes aegypti
that does not cause stress in Swiss Balb/C mice, evaluate the toxicity and residual
effect of essential oil of Tagetes minuta L (Asteraceae) on populations of Aedes aegypti.
Methods: Swiss Balb/C mice were anesthetized arranged in the cage for feeding female
mosquitoes for a period of one hour, three times a week. The essential oil was used in
concentrations of 0,2 mL L™; 0,225 mL L™, 0,25 mL L™ 0,275 mL L™ and 0,3 mL L™
starting from an initial dilution of 200mL L™ in acetone, in one hundred third-stage
larvae coming from Bauru-SP, Sdo José do Rio Preto-SP, respectively, sensitive and
resistant to temephos, and one hundred larvae of Rockefeller-USA. The tests were
performed in four times, with three replicates for three consecutive days. Results: There
was no pain or stress observed in mice during blood feeding by Ae aegypti. There was
no difference between populations for susceptibility to Tagetes minuta L. and tests
showed LCsp of 0,24; 0,25 and 0,21 mL L™ and CLagg ¢ at 0,35; 0,39 and 0,42 mL L™ *,
respectively, for Rockefeller, Bauru and S&o José do Rio Preto. There was no residual

effect of the oil. Conclusions: Sedation of Swiss Balb/C mice has provided it serve as a
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food source for female Aedes aegypti without pain or stress, and can be used by other
researchers, since it was approved by the Ethics Committee of Animal Experiments
(CEEA) of this institution. The LCso of Tagetes minuta L. were equal, respectively, for
larvae of the Rockefeller strain, Bauru, Sdo José do Rio Preto, and the CLgg ¢ Were
equal, respectively, for larvae of the Rockefeller strain, Bauru, Sdo José do Rio Preto.
The resistance of larvae to temephos had no effect on lethal action exerted by the
essential oil of Tagetes minuta L. Tests for evaluation of a residual oil after a week of
contact, had zero mortality. The essential oil of Tagetes minuta L can be used as an
alternative larvicide against Aedes aegytpi, however new studies are needed in order to
isolate the fraction of larvicidal oil and incorporate other ingredients to increase their
stability =~ so that the product can have the residual effect.
Keywords: 1- Protocol in food, 2- Aedes aegypti, 3- Tagetes minuta L., 4- Essential oil,

5- swiss mice
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1. INTRODUCAO

O Aedes aegypti € um diptero da familia Culicidae, subfamilia
Culicinae. Com habitos diurnos e hematofagicos, as fémeas (antropofilicas) deste vetor
s30 responsaveis pela transmissdo do virus do dengue e da febre amarela urbana. %
As fémeas ferteis de Aedes aegypti necessitam sugar o sangue para que haja a
maturacdo dos ovos. Em condi¢bes normais, as fémeas deste culicideo vivem
aproximadamente dois meses e, em temperatura acima dos 23°C, podem fazer até doze
repastos sangiiineos em um més. Este habito é de grande importancia para a transmissédo
do virus do dengue. As fémeas colocam seus ovos principalmente proximos a superficie
de pequenas colec¢des de agua em recipientes artificiais como vasos e pneus ou naturais
como bromélias. Quando a gua se evapora, 0s ovos aderem as paredes do recipiente em
que estdo e podem resistir por varios meses. Com nova reposicao de agua, ha a ecloséo
dos ovos. O embrionamento ocorre em 72 horas, em temperatura entre 25 e 30°C. O
desenvolvimento larvério e pupal, em condicGes favoraveis, tarda pelo menos uma
semana e a 28°C, o ciclo de ovo a ovo varia de 11 a 18 dias. “ ® Estes fatos explicam a
facil e rapida disseminacéo da espécie e a grande ocorréncia de casos de dengue.

Desde o século IX, varias substancias foram utilizadas como inseticida
na tentativa de se eliminar as populacGes de insetos considerados “pragas”. Os
primeiros inseticidas usados eram inorganicos (arsénico, mercurio, enxofre), porém,
esta medida logo caiu em desuso devido sua alta toxicidade. Em seguida, observamos
um grande avanco nos trabalhos entomoldgicos que, através de estudos bioldgicos e
ecoldgicos dos insetos, propiciou novas técnicas de controle e contribuiu, em 1943, para

a descoberta do DDT. Posteriormente, com o desenvolvimento de outros inseticidas de



efeito residual prolongado, houve uma verdadeira revolugéo nos conceitos de luta contra
os insetos. ¢

A partir da década dos 40, passou-se a utilizar produtos quimicos
sintéticos organoclorados no combate ao Aedes aegypti (DDT, BHC, Aldrin,
Heptacloro, Lindane, Dodecacloro, etc.) que desenvolvem acdo letal muito rapida e tém
periodo residual muito longo. Contudo, sua alta toxicidade e sua capacidade de se
acumular na cadeia alimentar fizeram com que passassem a ser proibidos. /1%

Outra razdo que levou ao desuso do DDT foi a alta resisténcia
desenvolvida pelos insetos. @41

Assim, os organoclorados foram substituidos pelos organofosforados
que também possuem alta toxicidade, porém sdo biodegradaveis e ndo se acumulam na
cadeia alimentar.®***9 Mais recentemente os carbamatos, que agem como 0s
organofosforados inibindo a acdo da enzima acetilcolinesterase e tém periodo residual

mais curto que aqueles, passaram a ser usados. ®° 2%

Desde 1970, tém sido usados os npiretr6ides 329

que foram
desenvolvidos a partir de piretrinas naturais que sdo extraidas de plantas como, por
exemplo, Chrysantemum cinerariaefolium (Asteraceae). Possuem boas propriedades
inseticidas e baixa toxicidade aos mamiferos e, por estas raz6es, podem ser usados com
regularidade e frequéncia. @ 2

Vinte anos depois da introdugdo destes inseticidas sintéticos, das 204
espécies de pragas entdo conhecidas, 137 ja apresentavam algum tipo de resisténcia,

ineficiéncia desta modalidade de controle, ja vislumbrada por alguns poucos

entomdlogos no final dos anos 40. Além do aspecto da resisténcia, foi verificado que, a



partir do momento em que se utilizava um inseticida, ficava-se dependente de seu uso
continuo. #"-2%-%0:31)

A interacdo quimica inseto-planta é de grande importancia para o
equilibrio ecoldgico de um determinado habitat. Apesar das plantas serem a principal
fonte de alimentos para o0s insetos, por seus metabolitos primérios, é através dos
metabélitos secundarios que ocorre esta interagdo. ¢2=°

Assim, apos analisar quimicamente as folhas verdes de grande nimero
de plantas, concluiu-se que todas apresentavam 0s nutrientes necessarios para 0
desenvolvimento dos insetos, desde que eles as ingerissem em quantidades
suficientes.®* %3 Desta forma, comprovou-se a idéia de que outros fatores, que n&o os
nutrientes, governariam a selecdo do hospedeiro, caso contrario todos o0s insetos seriam
polifagos ou oligdfagos. Comprovou-se, entdo, que a maioria, se ndo todas as espécies
botanicas, parece ter um sistema imunolégico rudimentar © e desenvolveu meios de
defesa quimica contra o ataque de bactérias, fungos, protozoéarios, insetos, passaros e
outros animais. “* *Y Esta teoria das substancias secundérias segundo a qual a selegdo
de plantas hospedeiras pelos insetos era regulada por substancias secundéarias foi
defendida por intimeros autores. (2 35 36.42-47)

Posteriormente, trabalhos com afideos, demonstraram a teoria da
discriminacdo dualistica, sugerindo que a selecdo do hospedeiro é governada por dois
tipos de estimulos: um "estimulo ex6tico” fornecido pelas substancias secundarias, e um
"estimulo nutritivo" fornecido por nutrientes essenciais ou ndo. %348
Mais tarde, demonstrou-se definitivamente a influéncia das

substancias nutritivas, observando seus efeitos sobre a alimentagdo dos pulgdes. De

acordo com o efeito sobre os insetos, as substancias, quer sejam secundarias ou



nutritivas, enquadram-se na classificagdo de estimulos de natureza quimica proposta. “°-
*) Essas substancias conferem resisténcia a uma planta, quais sejam: presenca de
repelente olfativo ou gustativo; auséncia de atraente ou arrestante; presenca de
supressor; auséncia de incitante; presenca de deterrente; auséncia de estimulante e
balanco relativo de substancias repelentes e atraentes. 245253

Ainda, a respeito de substancias atraente-repelentes, foi testado o
efeito atrativo e repulsivo de inimeros 6leos essenciais, constando-se que eles podem
ser classificados em diversos grupos de acordo com a resposta obtida > 54°): atraente
em baixa concentracdo e repelente em alta; sem resposta significativa; sem resposta
significativa em baixa concentracdo, mas repelente em alta; e repelente.

Em todo o mundo, pesquisadores analisam vegetais da flora medicinal
regional, tentando obter produtos naturais com acdo inseticida ou analogos de
feromonios sexuais que possam atrair 0s insetos para armadilhas contendo inseticidas,
ou perturbar o encontro dos sexos pela desorientacdo dos machos na localizacdo das
fémeas ou, ainda, analogos dos hormdnios juvenis e seus antagonistas para bloquear o
desenvolvimento larvario ou pupal de insetos pragas. " °® S&o exemplos de plantas e
0s produtos inseticidas mais importantes, desenvolvidos até o momento:
Chrysanthemum cinerariefolium Bocc. (Asteraceae), Derris urucu (Killip et Smith)
MacBride (Leguminosae/Papilionaceae), Nicotiana tabacum L. (Solanaceae), Ryania

acuminata Eichl. (Flacourtiaceae), Azadirachta indica (A. Juss.) (Meliaceae). © 26 % 42

59, 60)
Entre estas plantas e produtos ativos destacamos a Tagetes minuta
Linnaeus (Asteraceae) planta utilizada na medicina popular e conhecida por coari-

bravo, cravinho-de-defunto, erva-fedorenta, vara-de-rojio. E planta anual, ereta,



sublenhosa, pouco ramificada, glabra, medindo 1 a 2 m de altura, com reproducao
exclusivamente por semente.? ®9 As folhas, opostas ou alternas, sdo verdes, as vezes
verde amareladas, com as margens levemente serrilhadas e com duas fileiras marginais
de glandulas oleiferas na face superior. A superficie inferior das folhas sustenta um
grande numero de glandulas multicelulares, de coloracdo alaranjada, as quais liberam
um aroma agradavel quando rompidos. As glandulas também podem ser encontradas
no caule e nos quatro ou cinco invélucros das flores. ®* % Planta daninha infestante,
de cultivos anuais e perenes, bem como de beira de estradas e terrenos baldios € nativa
de regibes temperadas e montanhosas do sudeste da América do Sul, incluindo paises
como Argentina, Brasil, Bolivia, Peru, e 0 Chaco no Paraguai. ©®

A Tagetes minuta L., popularmente, tem reputacdo de planta toxica e
medicinal © ® com propriedades anti-helmintica, enemagoga, laxativa, sudorifera,
calmante da tosse, contra reumatismo articular, célicas intestinais, dispepsia, resfriado,
bronquite e afeccdes uterinas. © 7% As folhas deste vegetal sdo impregnadas de
glandulas translucidas, que contém dleo essencial, de cheiro ativo e com acgdo
inseticida, bem pronunciada. ® A porcentagem deste 6leo, em volume e peso, revela-
se, no entanto, relativamente pequena, em “comparacdo com o cheiro que a propria
planta, ao mais leve contato, desprende”. %7

Héthelyi et al.®® demonstraram que a técnica de arraste a vapor era
adequada para a extragdo do 6leo essencial de Tagetes minuta e, através de métodos
cromatograficos, separaram e dosaram alguns componentes que foram identificados
por espectrometria de massa. Winoto-Suatmadji® estudaram os efeitos de vérias

espécies de Tagetes contra nematodeos considerados uma séria praga nas plantacoes.



Alguns autores estudaram e identificaram acdo inseticida da Tagetes
minuta L. sobre o Aedes aegypti. > ™ Uma vez que este vetor ja apresenta resisténcia a
alguns dos inseticidas normalmente utilizados nos programas de controle do dengue @,
é importante a realizacdo de estudos e testes com produtos alternativos como, por
exemplo, com a Tagetes minuta L.

Para a realizacdo de testes com inseticidas ou larvicidas utiliza-se um
numero elevado de exemplares de Aedes aegypti (em torno de 800 por teste) os quais
devem ter sido criados em condigdes semelhantes de nutricdo e desenvolvimento
fisiologico. Para tal padronizacdo é necessaria a criacdo desta espécie em laboratério.
Geralmente os testes sdo realizados com a primeira geracdo obtida em laboratério (F1)
por ser a mais proxima da populacdo natural. Entretanto, ndo se encontram artigos
cientificos com procedimentos aprovados por Comités de Etica em Experimentagio
Animal referentes a utilizacdo de camundongos como fonte de repasto sanguineo para
fémeas deste Culicideo, 0 que é necessario para postura de ovos e criacdo em

laboratorio.

1.1. Objetivos

Desenvolver um procedimento de alimentacdo de fémeas de Aedes aegypti que ndo
cause estresse ou sofrimento ao camundongo Swiss Balb/C; avaliar a toxicidade do éleo
esséncial de Tagetes minuta L. (Asteraceae) em diferentes populagdes de Aedes aegypti
e avaliar efeito residual do Oleo essencial de Tagetes minuta L. (Asteraceae) em

diferentes populagdes de Aedes aegypti.
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2 . MATERIAL E METODOS

2.1. Procedimento para alimentacao das fémeas de Aedes aegypti

Foram administrados por via intramuscular, através de uma seringa
hipodérmica 0,05 mL de Ketamina e 0,05 mL de Xilazina, respectivamente, em volume
total de 0,1 mL da solugcdo em camundongo Swiss Balb/C. O animal foi deixado em
repouso em recipiente préprio, forrado de serragem e observado o tempo de sedacéo.
Outro camundongo sedado foi exposto a 40 fémeas do mosquito Aedes aegypti em
gaiola apropriada. As reacOes dos animais durante estes procedimentos foram
observadas e anotadas.

Foi realizado rodizio entre os individuos de um grupo composto de 4 a

5 animais, e o retorno ndo ocorria antes de trés semanas, e nao ultrapassava dois meses.

2.2. Criacéo e obtencéo das larvas de Aedes aegypti

Larvas de Aedes aegypti foram coletadas durante visitas as residéncias
pelos agentes municipais do Programa de Controle da Dengue, em diferentes bairros de
S&o José do Rio Preto, as quais foram encaminhadas ao laboratério e alimentadas com
racdo para peixe até atingir a fase adulta. Mosquitos fémeas e machos foram colocados
em uma gaiola de criacdo. Para estes, foi oferecida solugdo acucarada a 10% alternada
com a exposi¢cdo a camundongos Swiss Balb/C durante uma hora em trés dias da

semana, visando a hematofagia pelas fémeas e oviposigao.
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Os ovos obtidos foram colocados para secar a temperatura ambiente,
em seguida contados e armazenados. Os ovos de Aedes aegypti de Bauru e cepa
Rockfeller (originaria dos Estados Unidos e cedida pelo Centers of Disease Control de
Porto Rico), também necessarios para realizacdo dos testes, foram fornecidos pelo
Laboratorio da Superintendéncia de Controle de Endemias (SUCEN) de Marilia.

Os ovos obtidos de cada populagdo foram colocados em vasilhas
contendo agua e fermento e as larvas foram alimentadas com racdo para peixe, até

atingir o terceiro estagio de desenvolvimento.

2.3. O produto natural vegetal e a avaliacdo de sua atividade inseticida

O dleo essencial de Tagetes minuta L. foi adquirido junto a empresa
SAT Group (india). Este dleo essencial foi diluido e testado nas concentragdes de
0,2mL L™ 0,225mL L™?; 0,25mL L™ 0,275mL L™ e 0,3mL L™ partindo-se de uma
diluicdo inicial de 200mL L™ em Acetona, conforme procedimento recomendado pela
Organizacdo Mundial da Saude.

A partir da solucdo inicial, foram preparadas para cada dilui¢do, quatro
recipientes com volume final de 150mL cada um, uma vez que todos os testes foram
realizados em quadriplicata. Os recipientes testemunha foram preparados também em
quadriplitaca contendo 0,3mL de Acetona, em volume final de 150mL L™. Todos os
testes foram realizados em trés repeti¢Oes, por trés dias consecutivos, sendo que cada
bateria de testes foi realizada no mesmo dia para cada populacao do inseto.

Em cada um dos recipientes teste e testemunha, foram distribuidas 25
larvas do mosquito das diferentes procedéncias onde foi observada a porcentagem de

mortalidade apos periodo de contato de 24 horas. A porcentagem de mortalidade foi
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calculada totalizando-se o nimero de larvas expostas e mortas por dose em cada teste
realizado. Esta foi corrigida pela formula de Abbott, caso a mortalidade no controle

fosse entre 05 e 20%.:

% mortalidade (teste) - % mortalidade (controle) 4 100

100 - % mortalidade (controle)

A partir dos dados de mortalidade das larvas de Aedes aegypti por
dose, foram estimadas por analise de Probit as concentragdes letais CLsp, CLgs, CLgg, €

Cng,g.

2.4. Avaliacdo do periodo residual

A partir da CLgg foram realizados testes para verificacdo do periodo
residual do 6leo, utilizando-se trés concentracbes (CLgg, 0 dobro e o triplo), dois
controles (ambos em quadriplicata) e trés repeticdes, as quais foram expostas pelo
periodo de uma semana, em laboratério, e posteriormente adicionadas 25 larvas de

terceiro estagio em cada recipiente e observada a mortalidade apds 24 horas.
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3. RESULTADOS

O primeiro camundongo swiss anestesiado permaneceu totalmente
imdvel por duas horas, apds o procedimento anestésico. Ndo houve qualquer indicio de
que o animal tenha passado por dor ou estresse.

Administrou-se a mesma quantidade de anestésico em outro animal e em
cerca de cinco minutos o0 camundongo ja se encontrava anestesiado. Este foi exposto as
fémeas de Aedes aegypti, para realizarem a hematofagia, sendo que o animal
permaneceu imdvel por uma hora. Apos este periodo, o camundongo foi retirado da
gaiola e encaminhado ao Biotério da Faculdade de Medicina de Sao José do Rio Preto.
Cerca de trés horas ap6s a administracdo do anestésico, o animal voltou a apresentar
movimentos. Estas informacbes foram apresentadas ao Comité de Etica em
Experimentacdo Animal da Faculdade de Medicina de Sdo José do Rio Preto, que
aprovou o procedimento adotado através do Processo n°5741/07 (anexo 1).

Os resultados da avaliacdo da acdo do dleo essencial de Tagetes minuta L
contra larvas em 3° estagio de Rockfeller (EUA), Bauru (SP) e S&o José do Rio Preto
(SP) sdo apresentados na Tabela 1. As Concentracdes letais do 6leo essencial de Tagetes
minuta L para larvas de Aedes aegypti estdo demonstrados na Tabela 2. Os testes para
avaliacdo do periodo residual do dleo essencial de Tagetes minuta L realizados com o
dobro e o triplo da CLgg demonstraram mortalidade zero, ap6s uma semana de contato,
bem como em todos os controles.

Os resultados da avaliacdo da acdo do 6leo essencial de T. minuta L
contra larvas em 3° estagio de Rockfeller (EUA), Bauru (SP) e S&o José do Rio Preto

(SP) estdo representados na Tabela 1.
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Tabela 1 — Percentual médio de mortalidade e Desvio Padrdo (DP) para

diferentes concentrac@es do 6leo essencial de T. minuta L e controle, contra

100 larvas (3° estagio) de A. aegypti procedentes de Rockfeller (EUA),

Bauru (SP) e S&o José do Rio Preto (SP), apds 24 horas de contato®.

Produto mlL* Rockefeller Bauru S. J. Rio Preto
% + DP % + DP % + DP

T. minuta 0,200 11,0+1,7 4531255 32,6+17,0
0,225 27,0+1,0 43,0+ 25,2 57,3+4,00
0,250 393+1,1 62,0+ 26,0 67,0 £ 5,20
0,275 853+1,1 73,6+5,7 69,0 £ 8,70
0,300 99,0+1,0 936+15 93,0+4,30

Acetona 0,300 0 0 0

(controle)

¥ Nao houve necessidade de correcdo da mortalidade

As Concentracdes Letais do 0leo essencial de T. minuta L para larvas

de A. aegypti estdo apresentadas na Tabela 2, notando-se semelhancas dos valores

obtidos para as trés populagdes estudadas.

Tabela 2 — Concentrac0es letais e intervalos de confianca (95%), do 6leo essencial

de T. minuta L, contra 100 larvas (3° estagio) de A. aegypti, procedentes de
Rockfeller (EUA), Bauru (SP) e Sao José do Rio Preto (SP), ap6s 24 horas de

contato.

Procedéncia Cls Clgs Clgg Cngyg

das larvas ml L ml L ml L ml L*

Rockefeller 0,2400 0,2900 0,3200 0,3500
(0,22-0,26) (0,27-0,36) (0,29-0,43)  (0,34-0,38)

Bauru 0,2500 0,3200 0,3500 0,3900
(0,23-0,26) (0,29-0,39) (0,32-0,47)  (0,37-0,43)

Sao0 J. do Rio 0,2100 0,3100 0,3600 0,4200
Preto (0,21-0,22) (0,3-0,33) (0,34-0,38)  (0,39-0,46)
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Os testes para avaliacdo do periodo residual do 6leo essencial de T.
minuta L realizado com o dobro e o triplo da CLgg demonstraram mortalidade zero, ap6s

uma semana de contato, hem como em todos os controles.
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4. DISCUSSAO

Durante a elaboragdo do projeto de pesquisa observou-se que nédo
havia descricdo de procedimento de alimentagdo de fémeas de Aedes aegypti em
camundongos, na bibliografia nacional, que tivessem sido aprovados por Comités de
Etica em Experimentacdo Animal, embora estes sejam exigidos para submissdo de
projetos. A aplicacdo de anestésicos em um camundongo Swiss Balb/C, com
subsequente avaliagdo de sua situacdo, e a posterior oferta de outro camundongo
anestesiado para alimentacdo de fémeas de Aedes aegypti visou testar e normatizar
procedimentos de utilizacdo destes animais de laboratério, para que eles ndo sejam
submetidos a situacOes de estresse e dor. O procedimento desenvolvido no presente
trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal da Faculdade
de Medicina de S&o José do Rio Preto, e estd de acordo com as normas destes Comités
podendo ser adotado por outros pesquisadores que necessitem de alimentagdo dos
insetos no laboratdrio.

Neste trabalho, a utilizacdo de anestésicos em camundongos mostrou
diminuir seu desconforto e ansiedade, na total impossibilidade dos animais em
responderem a estimulos, pois a sensibilidade do animal é similar a humana no que se
refere a dor, memoria, angustia, instinto de sobrevivéncia. Desta maneira, foi garantida,
aos animais utilizados no experimento, sedagdo, analgesia ou anestesia, néo
configurando a possivel ocorréncia de dor ou angustia em concordancia com ensaios
realizados por Lopes ® onde figuram os principios éticos na experimentacao animal.

O uso do larvicida temephos, um organofosforado, no Brasil teve

inicio na década de 80 e atualmente ha registro de desenvolvimento de resisténcia do
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vetor Aedes aegypti a este produto em varias regides do pais. No Estado de S&o Paulo
ha diferentes perfis de susceptibilidade a este produto havendo populacGes deste
culicideo ainda sensiveis (Bauru) e outras ja resistentes (S&o José do Rio Preto). Ha,
portanto, necessidade de manejo da resisténcia do Aedes aegypti a este larvicida. Além
da recomendac&o de restricdo do uso de produto quimico, ha necessidade de realizar o
controle do inseto com um produto substituto, visando prevenir a ocorréncia de
resisténcia do vetor ao larvicida. %

Embora haja no mercado disponibilidade de vérios grupos de
larvicidas, € importante buscar alternativas como o uso de produtos naturais para o
controle do Aedes aegypti. Assim, estudos futuros devem ser desenvolvidos sobre
outros produtos que possam atuar como forma alternativa no combate ao vetor.

Extratos de plantas tém sido avaliados como uma alternativa ao
controle quimico por apresentarem efeito larvicida e, tendo como vantagem nédo serem
toxicos ao ambiente e ndo se acumularem na cadeia alimentar, como o 6leo essencial de
Tagetes minuta L.

Maradufu et al ®®, utilizando concentracéo inferior do 6leo essencial
de Tagetes minuta L (10ppm) em 24 horas de contato, obtiveram menor mortalidade
(69%+26) do que as obtidas neste trabalho em larvas de 3° estdgio de Aedes aegypti
provenientes de Rockfeller (EUA), Bauru (SP) e Séo José do Rio Preto (SP). Entretanto,
quando o tempo de contato foi aumentado para 48 horas, Maradufu et al."® obtiveram
mortalidade de larvas proximas a 100%.

Neste trabalho, as concentracOes letais CLsg e CLg para larvas de 3°
estagio de Aedes aegypti provenientes de Rockfeller (EUA), Bauru (SP) e Sdo José do

Rio Preto (SP) foram inferiores aos valores obtidos por Furtado et al."” utilizando 6leo
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essencial de Tagetes minuta L contra as larvas de 3° estagio das regides de Caucaia e
Quixeramobim-CE, onde foram obtidas, respectivamente, CLsy € CLgy de 72,85 e
104,17mg/L. Os diferentes resultados do presente trabalho em relacdo aqueles obtidos
por Maradufu et al." e Furtado et al.””, que utilizaram extrato da mesma espécie de
planta, devem-se a diferencas na composicdo do extrato. Segundo Vitti et al.™® e
Tavares et al.", vérios fatores atuam na composicdo quimica dos 6leos essenciais por
exercerem uma influéncia direta sobre as estruturas histolégicas de estocagem do 6leo
na planta: a variabilidade genética; a idade das folhas; as condigdes ambientais; o tipo
de manejo florestal; os processos de extracdo do 6leo; o ambiente no qual o vegetal se
desenvolve; a temperatura, a umidade relativa, a duracdo da exposi¢do ao sol e a
intensidade dos ventos.

A semelhanca dos valores das concentracdes letais para larvas
Rockefeller, ndo resistentes ao temephos, quando comparados com os resultados das
larvas de Séo José do Rio Preto e Bauru, sugere que a resisténcia ao temephos destas
duas espécies ndo interfere na acdo da Tagetes minuta L. e demonstra que este 6leo
pode ser um larvicida alternativo contra larvas de Aedes aegypti resistente aos
temephos.

Os ensaios para obtencdo do periodo residual do éleo essencial de
Tagetes minuta L apresentaram porcentagem zero de mortalidade das larvas de Aedes
aegypti, ap6s uma semana de contato com este 6leo, no presente estudo. Porém
Maradufu et al."® obtiveram estabilidade do 6leo por um periodo de 72 horas. Green et
al.™ demonstraram que a propriedade larvicida do 6leo na concentragdo de 10ppm
disperso em &gua persistiu no minimo por 9 dias. Em todos os testes realizados, a

avaliacdo da toxicidade do 6leo essencial para larvas de Aedes aegypti foi por contato,
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uma vez que o 0Oleo é capaz de transpor estruturas da larva promovendo destruicao total
ou parcial de células com elevada vacuolizagdo citoplasmatica, aumento do espaco
intercelular, levando a liberacdo de secrecGes celulares, alteracdes nos nervos
periféricos, nas microvilosidades, no nucleo, nucléolo e no epitélio que sofre
pavimentagdo e estratificacdo, desempenhando assim acdo inseticida mesmo em
pequenas concentracdes.’®

Grainge & Ahmed®” determinaram a presenca de tiofenois nas raizes
da Tagetes minuta L. Okoth"®” estudou as propriedades inseticidas de folhas e flores da
planta para exemplares adultos de Aedes aegypti e demonstrou que as flores
desenvolveram maior atividade inseticida para esta espécie. Perich et al.™
demonstraram a atividade biocida dos componentes de Tagetes minuta L. contra larvas
e adultos de Aedes aegypti. Segundo Perich et al.”™ os tiofenos obtidos de extratos das
flores, denominados de 5-(but-3-ene-1-inil)-2,2'-bitiofeno, 5-(but-3-ene-1-inil)-5'-metil-
2,2'-bitiofeno, 2,2 5 ' 2-tertiofeno e 5-metil-2,2',5',2-tertiofeno, isolados da fragdo
hidrogenada, obtido extrato das flores, promoveram de 20 a 30 vezes mais toxicidade
que outras partes do vegetal contra formas adultas de Aedes aegypti.

Porém, Maradufu et al."? avaliaram a agdo de Tagetes minuta L sobre
Aedes aegypti e determinaram que o componente 5-(E)-ocimenona era uns dos
responséveis pela atividade larvicida do vegetal.  Green et al."” demostraram que,
além da Ocimenona, outros componentes, ndo identificados quimicamente, eram 0s
responsaveis pela toxicidade as larvas de Aedes aegypti.

Outros estudos deverdo ser realizados, visando a ampliacdo do

conhecimento sobre os componentes existentes na Tagetes minuta L., possibilitando o



21

isolamento dos componentes principais, visando maior estabilidade dos componentes e
aumento do efeito residual do produto para larvas de Aedes aegypti.

Finalmente é importante salientar a busca por técnicas alternativas que
venham a substituir a utilizacdo de animais em experimentos cientificos, tanto na busca

de novos farmacos e vacinas como nos procedimentos de cura de doencas.
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5. CONCLUSOES

e A sedacdo do camundongo swiss propiciou que este servisse como fonte alimentar
para fémeas de Aedes aegypti sem sofrer dor ou estresse.

e A utilizacdo de camundongos swiss sedados como fonte alimentar para fémeas de
mosquitos é um procedimento aprovado pelo Comité de Etica em Experimentagio
Animal e pode ser utilizado por outros profissionais.

e As concentracgdes letais CLsy de Tagetes minuta L. foram iguais a 0,24; 0,25 e 0,21
ml L, respectivamente, para larvas de Aedes aegypti da cepas Rockefeller, Bauru e
Séo Jose do Rio Preto.

e As concentracOes letais CLggg de Tagetes minuta L. foram iguais a 0,35; 0,39 e 0,42
ml L, respectivamente, para larvas de Aedes aegypti da cepas Rockefeller, Bauru e
S&o José do Rio Preto.

e A resisténcia das larvas de Aedes aegypti ao temephos, ndo interferiu na acdo letal
exercida pelo 6leo essencial de Tagetes minuta L.

e Os testes para avaliacdo do periodo residual do 6leo essencial de Tagetes minuta L
realizados apresentaram, apds uma semana de contato, mortalidade zero.

e O oleo essencial de Tagetes minuta L pode ser utilizado como larvicida alternativo
para Aedes aegypti, entretanto novos estudos devem ser desenvolvidos com o
objetivo de isolar a fracdo larvicida do 6leo e incorporar outros componentes visando

aumentar sua estabilidade, de maneira que o produto tenha efeito residual.
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RESUMO

Objetivou-se desenvolver um procedimento de alimentacdo de fémeas de Aedes aegypti
que ndo cause estresse em camundongo swiss e avaliar a toxicidade e o efeito residual
do dleo essencial de Tagetes minuta L (Asteraceae) em populacBGes de Aedes aegypti.
Camundongos anestesiados: um observado tempo de sedacdo e outro colocado em
gaiola para alimentacéo de fémeas. Oleo essencial, diluido em acetona, foi utilizado em
bioensaios para avaliacdo das concentracdes letais em larvas de Bauru, SP e Sao José do
Rio Preto, SP, respectivamente, sensiveis e resistentes ao temephos. Os dados obtidos
foram comparados com a cepa Rockefeller-EUA. O procedimento com camundongos
foi aprovado. Ndo houve diferenca entre as populacdes quanto a susceptibilidade a
Tagetes minuta e os ensaios demonstraram CLsp de 0,24, 0,25 e 0,21mL L™ e CLgggem
0,35, 0,39 e 0,42mL L™, respectivamente, para Rockfeller, Bauru e S&o José do Rio
Preto. N&o foi observado efeito residual da solugéo.

Palavras-chaves: Metodologia em alimentacdo. Aedes aegypti. Tagetes minuta. Oleo

essencial. Camundongos swiss.

ABSTRACT

Obijectives: to develop a procedure for feeding Aedes aegypti females that does not
cause stress in Swiss mice; and to evaluate the toxicity and residual effect of the
essential oil from Tagetes minuta (Asteraceae) on Aedes aegypti populations. A total of
two Swiss mice were anesthetized: one was used to observe sedation time; the other was
placed in a cage to feed the female mosquitoes. Essential oil was dissolved in acetone
and used in bioassays to assess the lethal concentrations in larvae from the cities of

Bauru (SP) and S&o José do Rio Preto (SP) that were sensitive and resistant to
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temephos, respectively. Data obtained were compared with the American Rockefeller
strain. The procedure with mice was approved. There was no difference between the
populations regarding susceptibility to Tagetes minuta, and assays showed LCsy of 0.24,
0.25, and 0.21mL L™ and LCggg of 0.35, 0.39, and 0.42mL L™, for Rockefeller, Bauru,
and S&o José do Rio Preto, respectively. The solution showed no residual effect.

Key-words: methodology in food, Aedes aegypti, Tagetes minuta, essential oil, Swiss

mice.

A dengue, doenca considerada problema de satde publica nos paises
tropicais subdesenvolvidos e em desenvolvimento, ameaca milhares de pessoas
principalmente no Brasil. O mosquito Aedes aegypti (Diptera-Culicidae), procedente da
Africa, trazido para a América durante o processo de colonizagdo é o vetor responsavel
pela transmissdo do virus da familia Flaviviridae, género Flavivirus, causador da
doenca®*®

Desde o século IX, varias substancias foram utilizadas como inseticida
na tentativa de se eliminar este vetor: arsénico, mercdrio, enxofre, organoclorados,
organofosforados. O principal problema que estes agentes apresentam é a alta
toxicidade e alguns deles se acumulam na cadeia alimentar ’.

Os piretroides, substancias extraidas de vegetais, 0s quais surgiram na
década de 70, possuem baixa toxicidade a mamiferos, sendo o inseticida de escolha
pelos 6rgdos de saude publica para combate aos vetores de doencas. Porém com 0 uso
indiscriminado destes agentes, muitos culicideos passaram a desenvolver resisténcia

frente a estes compostos, dentre eles o Aedes aegypti >®*°.
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A imensa biodiversidade da flora brasileira e o potencial inseticida de
diversas espécies ainda inexploradas surgem como uma fonte de novos agentes
quimicos para o controle de culicideos, principalmente o Aedes aegypti *°

Diversas plantas brasileiras tém sido avaliadas quanto a atividade
larvicida contra o Aedes aegypti. Dentre elas destacam-se: Cybistax antisyphilitica,
Andiroba, Cynbopogon citratus, Lippia sidoides, Ocimum americanum, Ocimum
gratissimum, Melia azedarach, Azadirachta indica, Eupatorium betonicaeforme,
Tegetes minuta, Senecio brasiliensis, Tagetes patula, Tagetes erecta, Vernonia
ammophila **°

Para a realizacdo de testes com larvicidas utiliza-se um nimero
elevado de exemplares (em torno de 800 por teste) os quais devem ter sido criados em
condicBes semelhantes de nutricdo e desenvolvimento fisiolégico. Para tal padronizacéo
é necesséria a criacdo desta espécie em laboratorio. Geralmente os testes sdo realizados
com a primeira geracdo obtida em laboratdrio (F1) por ser a mais proxima da populagao
natural. Entretanto, ndo se encontram artigos cientificos com procedimentos aprovados
por Comités de Etica em Experimentagdo Animal referentes a utilizacdo de
camundongos como fonte de repasto sanguineo para fémeas deste Culicideo, o que é
necessario para postura de ovos e criacdo em laboratério. Assim, o primeiro objetivo
deste estudo é desenvolver um procedimento de alimentacdo de fémeas de Aedes
aegypti que ndo cause estresse ou sofrimento para o camundongo e que esteja em
acordo com as normas estabelecidas pelos Comités de Etica em Experimentaco
Animal. O segundo objetivo € avaliar a toxicidade e o efeito residual do 6leo essencial

de Tagetes minuta L (Asteraceae) em populacdes de Aedes aegypti com diferentes perfis
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de susceptibilidade ao organophosphorado temephos, larvicida intensamente utilizado

no Programa de Controle de Dengue, desde a década de 80.

MATERIAL E METODOS

O procedimento de contencdo de camundongos por um periodo
determinado para alimentacdo de mosquitos, anteriormente utilizado em insetarios,
provoca um efeito estressante no comportamento dos individuos, reduzindo sua
movimentagdo (Lopes 2008). Como alternativa a este procedimento, buscou-se o
desenvolvimento de metodologia de alimentacdo sangiinea das fémeas de Aedes
aegypti que ndo causasse estresse a camundongos swiss e que estivesse de acordo com
0s principios éticos na experimentacdo animal. Para isso, dois experimentos foram
realizados, sob supervisdo de um dos autores que é Médico Veterinario (DAPCZ). Em
ambos os experimentos foram administrados por via intramuscular, através de uma
seringa hipodérmica 0,05 mL de Ketamina e 0,05 mL de Xilasina, respectivamente, em
volume total de 0,1 mL de anestésicos em camundongo swiss. A utilizacdo de
anesteésicos para diminuir o desconforto e a ansiedade na total impossibilidade dos
animais em responder ao estimulo, tem apoio nos principios éticos na experimentacao
animal, pois a sensibilidade do animal é similar & humana no que se refere a dor,
memdria, angustia, instinto de sobrevivéncia. Desta maneira, deve ser garantida, aos
animais utilizados em experimentos, sedacdo, analgesia ou anestesia, quando se
configurar a possivel ocorréncia de dor ou angustia, rejeitando, sob qualquer argumento
ou justificativa, o uso de agentes quimicos e/ou fisicos paralisantes e ndo anestésicos.

No primeiro experimento, um animal foi deixado em repouso em

recipiente préprio, forrado de serragem e observado o tempo de sedacdo. No segundo
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procedimento, um animal sedado foi exposto a 40 fémeas do mosquito Aedes aegypti
em gaiola apropriada e observado. Uma vez estabelecidos os pardmetros de criagdo dos
mosquitos, isto €, nimero de mosquitos fémea por gaiola e duracdo e frequéncia de
alimentacdo no camundongo, esta metodologia foi utilizada para obtencéo de ovos de
Aedes aegypti de Sdo José do Rio Preto, a serem utilizados nos testes com Tagetes
minuta L. Por este experimento, larvas de Aedes aegypti foram coletadas durante visitas
as residéncias pelos agentes municipais do Programa de Controle da Dengue, em
diferentes bairros de Séo José do Rio Preto, as quais foram encaminhadas ao laboratorio
e alimentadas com racdo para peixe até atingir a fase adulta. Fémeas e machos foram
colocados em uma gaiola de criacdo de mosquitos. Para estes, foram oferecidas solugéo
acucarada a 10% alternada com a exposicdo de camundongos swiss durante trés dias da
semana, visando a hematofagia pelas fémeas e oviposi¢do. Os ovos obtidos foram
colocados para secar a temperatura ambiente, em seguida contados e armazenados. Os
ovos de Aedes aegypti de Bauru e cepa Rockfeller (originaria dos Estados Unidos e
cedida pelo Centers of Disease Control de Porto Rico), também necessarios para
realizacdo dos testes, foram fornecidos pelo Laboratério da Superintendéncia de
Controle de Endemias (SUCEN) de Marilia.

Os ovos de cada populacdo foram colocados em vasilhas contendo agua e
fermento e as larvas foram alimentadas com racdo para peixe, até atingir o terceiro
estagio de desenvolvimento. Para estabelecimento de curva de dose-resposta, foi
utilizada metodologia da Organizagdo Mundial da Salde para bioensaios com larvas,
isto &, ensaio com dose diagndstica, que € a exposicdo de larvas ao dobro da CL 99 da
cepa susceptivel de referéncia e ensaio de estimativa de razdo de resisténcia para ambos

0s ensaios e a cepa referéncia foi Rockefeller. O 6leo essencial de Tagetes minuta L foi
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adquirido junto & empresa SAT Group (India) que o extrai através da metodologia de
arraste a vapor conforme descrito por Alencar et al’, utilizando-se um aparelho de
Clevenger; o hidrolato é recolhido e as fases aquosa e organica sdo separadas por
centrifugacdo, em centrifuga de cruzeta horizontal a 965 g a 25°C por 5 minutos, sendo
o material coletado apds a floragdo. Este 6leo foi diluido e testado nas concentracfes de
0,2mL L™ 0,225mL L™ 0,25mL L™; 0,275mL L™ e 0,3mL L™ partindo-se de uma
diluicdo inicial de 200mL L™ em Acetona.

A partir da solucéo inicial, foram preparadas para cada dilui¢do, quatro
recipientes com volume final de 150mL cada um, uma vez que todos os testes foram
realizados em quadriplicata. Os recipientes testemunha foram preparados também em
quadriplitaca contendo 0,3mL de Acetona, em volume final de 150mL L™. Todos os
testes foram realizados em trés repeti¢Oes, por trés dias consecutivos, sendo que cada
bateria de testes foi realizada no mesmo dia para cada populagao do inseto.

Em cada um dos recipientes teste e testemunha, foram distribuidas 25
larvas do mosquito das diferentes procedéncias onde foi observada a porcentagem de
mortalidade ap6s periodo de contato de 24 horas. A porcentagem de mortalidade foi
calculada totalizando-se o numero de larvas expostas € mortas por dose em cada teste
realizado. Esta foi corrigida pela formula de Abbott, caso a mortalidade no controle

fosse entre 05 e 20%*":

% mortalidade (teste) - % mortalidade (controle) 4 100

100 - % mortalidade (controle)

A partir dos dados de mortalidade por dose foram estimadas, por

andlise de Probit, as CLsg, CLgs, CLgg € CLggg. A partir da CLgg foram realizados testes
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para verificacdo do periodo residual do oleo, utilizando-se trés concentracdes (CLgg 0
dobro e o triplo) , dois controles (ambos em quadriplicata) e trés repeticdes, as quais
foram expostas pelo periodo de uma semana, em laboratério, e posteriormente
adicionadas as larvas de terceiro estagio em cada recipiente e observada a mortalidade

apos 24 horas.

RESULTADOS

No primeiro experimento, para avaliagdo do procedimento de
alimentacdo das fémeas de Aedes aegypti, 0 camundongo swiss permaneceu totalmente
imével por uma hora e sedado por igual periodo, ou seja, duas horas apds o
procedimento anestésico, tempo suficiente para a alimentacdo dos mosquitos, que ndo
ultrapassa uma hora. Nao houve qualquer indicio de que o animal passou por dor ou
estresse.

No segundo experimento com camundongo, cerca de cinco minutos apds
a administracdo da mesma quantidade de anestésicos, o0 animal ja se encontrava sedado
e foi exposto as fémeas de Aedes aegypti, para realizarem a hematofagia, sendo que o
animal permaneceu imével por uma hora. Apos este periodo, 0 camundongo foi retirado
da gaiola e encaminhado ao Biotério da Faculdade de Medicina de S&o José do Rio
Preto. Cerca de trés horas apds a administracdo do anestésico, o animal passou a
apresentar movimentos, quando o periodo de sedacdo do anestésico comegou a cessar.
Pode-se notar que o tempo de exposicao foi suficiente para alimentacdo das fémeas de
Aedes aegypti, que ndo ultrapassa uma hora. Estas informagdes foram apresentadas ao
Comité de Etica em Experimentacdo Animal da Faculdade de Medicina de S&o José do

Rio Preto, o qual aprovou o procedimento adotado através do Processo n°5741/07.
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Os resultados da avaliacdo da acdo do 6leo essencial de Tagetes minuta L
contra larvas em 3° estagio de Rockfeller (EUA), Bauru (SP) e S&o José do Rio Preto
(SP) séo apresentados na Tabela 1. As Concentracdes letais do 6leo essencial de
Tagetes minuta L para larvas de Aedes aegypti estdo demonstrados na Tabela 2. Os
testes para avaliacdo do periodo residual do Oleo essencial de Tagetes minuta L
realizados com o dobro e o triplo da CLgg demonstraram mortalidade zero, ap6s uma

semana de contato, bem como em todos os controles.

DISCUSSAO

Durante a elaboracdo do projeto de pesquisa observou-se que
procedimentos com camundongos que sejam aprovados por Comités de Etica em
Experimentagdo Animal ndo s&o encontrados em bibliografia nacional, muito embora
sejam exigidos para submissdo de projetos. Estes procedimentos visam elaborar e
normatizar protocolos de utilizacdo destes animais de laboratério, para que eles ndo
sejam submetidos a situagOes de estresse e dor. O procedimento desenvolvido no
presente trabalho é um protocolo aprovado pelo Comité de Etica em experimentac&o
Animal da Faculdade de Medicina de S&o José do Rio Preto, esta de acordo com as
normas destes Comités e pode ser utilizado por outros pesquisadores que necessitem
utilizar camundongos swiss.

O uso de temephos no Brasil teve inicio na década de 80 e atualmente
ha registro de desenvolvimento de resisténcia a este produto em vérias regides do pais.
No Estado de Sao Paulo ha diferentes perfis de susceptibilidade a este produto havendo
populacdes ainda sensiveis (Bauru) e outras ja resistentes (Sao José do Rio Preto). Ha,

portanto, necessidade de manejo da resisténcia ao larvicida organofosforado. Além da



42

recomendacéo de restricdo do uso de produto quimico, ha necessidade de manejo com
substituicdo de produtos.

Embora haja no mercado disponibilidade de outros grupos de
larvicidas, como os inibidores de crescimento, por exemplo, é importante buscar
alternativas mais naturais para o controle. Assim, estudos futuros devem ser
desenvolvidos sobre outros produtos que possam atuar como forma alternativa no
combate ao vetor. Extratos de plantas tém sido avaliados como uma alternativa ao
controle quimico por apresentarem efeito larvicida tendo como vantagem ndo serem
toxicos ao ambiente, como o éleo essencial de Tagetes minuta L.

Maradufu et al

, utilizando concentracao inferior do 6leo essencial
de Tagetes minuta L (10ppm) em 24 horas de contato, obtiveram menor mortalidade
(69%+26) do que as obtidas neste trabalho em larvas de 3° estdgio de Aedes aegypti
provenientes de Rockfeller (EUA), Bauru (SP) e Séo José do Rio Preto (SP). Entretanto,
quando o tempo de contato foi aumentado para 48 horas, Maradufu et al** obtiveram
mortalidade de larvas proximas a 100%.

Neste trabalho, as CLsy e CLgo para larvas de 3° estagio de Aedes
aegypti provenientes de Rockfeller (EUA), Bauru (SP) e Sdo José do Rio Preto (SP)
foram inferiores aos valores obtidos por Furtado et al® utilizando 6leo essencial de
Tagetes minuta L contra as larvas de 3° estagio das regides de Caucaia e
Quixeramobim-CE, onde ocorreram  respectivamente CLsp e ClLgy de 72,85 e
104,17mg/L. A explicagcdo das diferencas encontradas nos resultados obtidos no

I** e Furtado et al°, que

presente trabalho em relagdo aqueles obtidos por Maradufu et a
utilizaram extrato da mesma espécie de planta, podem ser observadas em trabalhos

realizados por Vitti et al*® e Tavares et al*®, pois segundo estes autores sdo Varios 0s
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fatores que exercerem influéncia na composicdo quimica dos Oleos essenciais: a
variabilidade genética, a idade das folhas, as condi¢des ambientais, o tipo de manejo
florestal, os processos de extracdo e de andlise do 6leo, assim como o ambiente no qual
0 vegetal se desenvolve. A temperatura, a umidade relativa, a duragdo da exposi¢ao ao
sol e o regime de ventos exercem uma influéncia direta, sobretudo nas estruturas
histoldgicas das espécies de estocagem de 6leo na superficie da folha.

O encontro de mortalidade nula das larvas de Aedes aegypti, apds uma
semana de contato com o Gleo essencial de Tagetes minuta L, ndo foi concordante com
outros estudos. Green et al’ demonstraram que a propriedade larvicida do 6leo na
concentracdo de 10ppm disperso em agua persistiu no minimo por 9 dias; porém,

Maradufu et al**

obtiveram estabilidade do 6leo por um periodo mais curto, ou seja, 72
horas.

Em todos os testes realizados, a avaliacdo da acdo do Gleo essencial
foi por contato, podendo-se supor que o 6leo é capaz de transpor estruturas da larva,
desempenhando acédo inseticida letal mesmo em pequenas concentragdes, mecanismo

sugerido por Perich et al*?

no qual os tiofenos denominados de 5-(but-3-ene-1-inil)-2,2'-
bitiofeno, 5-(but-3-ene-1-inil)-5'-metil-2,2'-bitiofeno, 2,2 '5 '2-tertiofeno e 5-metil-
2,2' 5" 2-tertiofeno, isolados da fracdo hidrogenada, obtidado extrato das flores,
promoveram de 20-30 vezes mais toxicidade que outras partes do vegetal contra formas
adultas de Aedes aegypti, porém Maradufu et al** demonstraram que a acéo larvicida
ocorre por acao do componente 5-(E)-ocimenona.

Os resultados indicam que o Oleo essencial de Tagetes minuta L é

potencialmente util no controle de Aedes aegypti. Os valores de concentraces letais das

larvas Rockefeller comparado com as de campo sdo muito semelhantes, o que sugere
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que a resisténcia ao temephos nédo interfere na acdo da Tagetes minuta L e demonstra
que o referido 6leo pode ser um larvicida alternativo contra larvas resistentes ao
temephos. Entretanto, outros estudos devem ser realizados na tentativa de isolar a fragdo
larvicida do 6leo para incorporar componentes visando manter maior estabilidade,

aumentando assim o efeito residual do produto.
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Tabela 1 — Percentual médio de mortalidade e Desvio Padrdo (DP) para
diferentes concentracdes do 6leo essencial de T. minuta L e controle, contra
100 larvas (3° estagio) de A. aegypti procedentes de Rockfeller (EUA),

Bauru (SP) e Sdo José do Rio Preto (SP), ap6s 24 horas de contato®.

Produto mL L"  Rockefeller Bauru S. J. Rio Preto
% + DP % + DP % + DP

T. minuta 0,200 11,0+£1,7 453+ 25,5 32,6+17,0
0,225 27,0+£1,0 43,0+ 25,2 57,3+ 4,00
0,250 39,3+£11 62,0 £ 26,0 67,0£5,20
0,275 85,3x11 73,6 £5,7 69,0 £8,70
0,300 99,0+£1,0 936+15 93,0+4,30

Acetona 0,300 0 0 0

(controle)

#Nao houve necessidade de correcdo da mortalidade
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Tabela 2 — Concentragdes letais do 6leo essencial de T. minuta L, contra 100 larvas

(3° estagio) de A. aegypti, procedentes de Rockfeller (EUA), Bauru (SP) e Séo José

do Rio Preto (SP), apds 24 horas de contato.

Procedéncia das Cls Clgs Clgg CL9919

larvas mL L* mL L* mL L* mL L*

Rockefeller 0,2400(0,2 0,2900 0,3200 0,3500
2-0,26) (0,27-0,36) (0,29-0,43) (0,34-0,38)

Bauru 0,2500 0,3200 0,3500 0,3900
(0,23-0,26) (0,29-0,39) (0,32-0,47) (0,37-0,43)

Séo J. do Rio Preto 0,2100 0,3100 0,3600 0,4200
(0,21-0,22) (0,3-0,33) (0,34-0,38) (0,39-0,46)
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8. ANEXOS



8.1. ANEXO 1

Comisséo de Etica em Experimentacdo Animal. Protocolo FAMERP n° 574107.
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8.2. ANEXO 2

Carta de Revista da Sociedade Brasileira de Medicina Tropical informando a aceitacio

do artigo apresentado no Apéndice para publicacéo.



