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RESUMO

Objetivou-se desenvolver um procedimento de alimentacio de fémeas de Aedes aegypti que ndo cause estresse em camundongo swiss e avaliar a
toxicidade e o efeito residual do 6leo essencial de Tagetes minuta L (Asteraceae) em populacdes de Aedes aegypti. Camundongos anestesiados:
um observado tempo de sedacdo e outro colocado em gaiola para alimentagio de fémeas. Oleo essencial, diluido em acetona, foi utilizado em
bioensaios para avaliagdo das concentragdes letais em larvas de Bauru, SP e Sdo 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. Nao houve diferenga
entre as populages quanto 2 susceptibilidade a Tagetes minuta e os ensaios demonstraram CL de 0,24,025e0,2ImLL"' e CL[)” em 0,35, 0,39 e
0,42mL L, respectivamente, para Rockfeller, Bauru e Sio José do Rio Preto. Nio foi observado efeito residual da solucio.

Palavras-chaves: Metodologia em alimentacio. Aedes aegypti. Tagetes minuta. Oleo essencial. Camundongos swiss.

ABSTRACT

The objectives here were to develop a procedure for feeding females of Aedes aegypti that does not cause stress in Swiss mice and to evaluate the
toxicity and residual effect of essential oil from Tagetes minuta L. (Asteraceae) in Aedes aegypti populations. Two mice were anesthetized: one was
used to observe the duration of sedation and the other was placed in a cage to feed the female mosquitoes. Essential oil was diluted in acetone and
used in bioassays to assess the lethal concentrations in larvae from the Cities of Bauru (SP) and So José do Rio Preto (SP) that were sensitive and
resistant to temephos, respectively. The 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 7agees minuta, and the assays showed LG, of 0.24, 0.25 and 0.21 ml/l
and LG, , 0f 0.35, 0.39 and 0.42 mV/1, for Rockefeller, Bauru and S3o José do Rio Preto, respectively. The solution did not show any residual effect.
Key-words: Food methodology. Aedes aegypti. Tagetes minuta. Essential oil. Swiss mice.

A dengue, doenca considerada problema de saide piiblica
nos paises tropicais subdesenvolvidos e em desenvolvimento,
ameaga milhares de pessoas principalmente no Brasil. O mosquito
Aedes aegypti (Diptera-Culicidae), procedente da Africa, trazido
para a América durante o processo de colonizac¢io é o vetor
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responsavel pela transmissdo do virus da familia Flaviviridae,
género Flavivirus, causador da doenca® 8.

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

Os piretréides, substancias extraidas de vegetais, os quais
surgiram na década de 70, possuem baixa toxicidade a mamiferos,
sendo o inseticida de escolha pelos 6rgos de satide ptiblica para
combate aos vetores de doencas. Porém, com o uso indiscriminado
destes agentes, muitos culicideos passaram a desenvolver resisténcia
frente a estes compostos, dentre eles o Aedes aegypti** .

A imensa biodiversidade da flora brasileira e o potencial
inseticida de diversas espécies ainda inexploradas surgem
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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 dedes 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 condi¢des semelhantes de
nutricio e desenvolvimento fisioldgico. Para tal padronizacio é
necessaria a criagio desta espécie em laboratdrio. Geralmente os
testes sdo realizados com a primeira geracio obtida em laboratério
(F1) por ser a mais proxima da populagio natural. Entretanto, ndo
se encontram artigos cientificos com procedimentos aprovados
por Comités de Ftica em Experimentacio Animal referentes 2
utilizagdo de camundongos como fonte de repasto sanguineo
para fémeas deste Culicideo, o que é necessdrio para postura
de ovos e criacio em laboratdrio. Assim, o primeiro objetivo
deste estudo é desenvolver um procedimento de alimentagdo 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 Experimentagio Animal.
0 segundo objetivo é avaliar a toxicidade e o efeito residual do
oleo essencial de Tagetes minuta L (Asteraceae) em populagdes
de Aedes aegypti com diferentes perfis de susceptibilidade ao
organophosphorado temephos, larvicida intensamente utilizado
no Programa de Controle de Dengue, desde a década de 80.

MATERIAL E METODOS

0 procedimento de contencdo de camundongos por
um periodo determinado para alimentacdo de mosquitos,
anteriormente utilizado em insetdrios, provoca um efeito
estressante no comportamento dos individuos, reduzindo
sua movimenta¢do®. Como alternativa a este procedimento,
buscou-se o desenvolvimento de metodologia de alimentagdo
sanguinea das fémeas de Aedes aegypti que nio causasse
estresse 2 camundongos swiss e que estivesse de acordo com
os principios éticos na experimentacdo animal. Para isso, dois
experimentos foram realizados, sob supervisio de um dos autores
que é Médico Veterinario (DAPCZ). Em ambos os experimentos,
foram administrados por via intramuscular, através de uma
seringa hipodérmica 0,05mL de ketamina e 0,05mL de xilasina,
respectivamente, em volume total de 0,1mL de anestésicos em
camundongo swiss. A utiliza¢io de anestésicos para diminuir o
desconforto e a ansiedade na total impossibilidade dos animais
em responder a0 estimulo, tem apoio nos principios éticos na
experimentacio animal, pois a sensibilidade do animal é similar
2 humana no que se refere a dor, memdria, angfistia, instinto de
sobrevivéncia. Desta maneira, deve ser garantida, aos animais
utilizados em experimentos, sedacio, analgesia ou anestesia,
quando se configurar a possivel ocorréncia de dor ou angistia,

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 proprio, forrado de serragem e observado o tempo
de sedacdo. No segundo procedimento, um animal sedado foi
exposto a 40 fémeas do mosquito Aedes aegypti em gaiola
apropriada e observado. Uma vez estabelecidos os parimetros de
criagdo dos mosquitos, isto é, nimero de mosquitos fémea por
gaiola e duracdo e frequéncia de alimentacdo no camundongo,
esta metodologia foi utilizada para obtenco de ovos de Aedes
aegypti de So 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 Sao José do Rio Preto, as quais foram encaminhadas
a0 laboratdrio e alimentadas com ragdo para peixe até atingir a
fase adulta. Fémeas e machos foram colocados em uma gaiola
de criacdo de mosquitos. Para estes, foram oferecidas solugio
acucarada a 10% alternada com a exposi¢ao 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 (origindria
dos Estados Unidos e cedida pelo Centers of Disease Control de
Porto Rico), também necessarios para realizacio 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 dgua e fermento e as larvas foram alimentadas com
ragio para peixe, até atingir o terceiro estigio de desenvolvimento.
Para estabelecimento de curva de dose-resposta, foi utilizada
metodologia da Organizacio Mundial da Satide para bioensaios
com larvas, isto €, ensaio com dose diagndstica, que é a exposicio
de larvas ao dobro da CL 99 da cepa susceptivel de referéncia e
ensaio de estimativa de razdo de resisténcia para ambos os ensaios
e a cepa referéncia foi Rockefeller. O 6leo essencial de Tagetes
minuta . foi adquirido junto 2 empresa SAT Group (india) que o
extrai através da metodologia de arraste a vapor conforme descrito
por Alencar cols', utilizando-se um aparelho de Clevenger; o
hidrolato é recolhido e as fases aquosa e organica sio separadas
por centrifugacdo, em centrifuga de cruzeta horizontal 2 965 g a
25°C por 5 minutos, sendo o material coletado apds a floragdo.
Este 6leo foi diluido e testado nas concentractes de 0,2mL L*;
0,225mL L%; 0,25mL L'; 0,275mL L' e 0,3mL L partindo-se de
uma diluigdo inicial de 200mL L' em Acetona.

A partir da solucio inicial, foram preparadas para cada
diluicdo, 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 repeticdes,
por trés dias consecutivos, sendo que cada bateria de testes foi
realizada no mesmo dia para cada populacio do inseto.

Em cada um dos recipientes teste e testemunha, foram
distribuidas 25 larvas do mosquito das diferentes procedéncias
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onde foi observada a porcentagem de mortalidade ap6s periodo de
contato de 24 horas. A porcentagem de mortalidade foi calculada
totalizando-se o niimero de larvas expostas e mortas por dose em
cada teste realizado. Esta foi corrigida pela férmula de Abbott,
caso a mortalidade no controle fosse entre 05 e 20%"":

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

Apartir dos dados de mortalidade por dose foram estimadas,
por andlise de Probit, as CL, CLy, CL,, e CLy . A partir da CLy,
foram realizados testes para verificacio do periodo residual do
dleo, utilizando-se trés concentracoes (CL99, 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 estigio em cada

recipiente e observada a mortalidade apés 24 horas.
RESULTADOS

No primeiro experimento, para avaliagio do procedimento de
alimentacdo das fémeas de Aedes aegypti, o 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 nio
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 administra¢io da mesma quantidade de
anestésicos, o animal j4 se encontrava sedado e foi exposto as
fémeas de Aedes aegypti, para realizarem a hematofagia, sendo
que o animal permaneceu imdvel por uma hora. Apds este
periodo, o camundongo foi retirado da gaiola e encaminhado
a0 Biotério da Faculdade de Medicina de S3o 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 exposicdo foi suficiente para alimentagio
das fémeas de Aedes aegypti, que nio ultrapassa uma hora.
Estas informagdes foram apresentadas ao Comité de Etica em
Experimentagio Animal da Faculdade de Medicina de Sao José
do Rio Preto, o qual aprovou o procedimento adotado através
do Processo n¢ 5741/07.

Os resultados da avaliacdo da agdo do dleo essencial de
Tagetes minuta L contra larvas em 3° estdgio de Rockfeller (EUA),
Bauru (SP) e Sdo José do Rio Preto (SP) sdo apresentados na
Tabela 1. As Concentragdes letais do 6leo essencial de Tagetes
minuta L para larvas de Aedes aegypti estdo demonstrados na
Tabela 2. Os testes para avaliacio do periodo residual do 6leo
essencial de Tagetes minuta L realizados com o dobro e o triplo
da CL,, demonstraram mortalidade zero, apés uma semana de
contato, bem como em todos os controles.
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TABEIA 1
Percentual médio de mortalidade e Desvio Padrao (DP) para diferentes concentragoes
do 6leo essencial de Tugetes minuta L e controle, contra 100 larvas (3° estagio) de
Aedes aegypti procedentes de Rockfeller (EUA), Bauru (SP) e Sdo José do Rio Preto
(SP), apés 24 horas de contato®.

Rockefeller Bauru  Sdo José Rio Preto
Produto mL L* % + DP % + DP % + DP
Tagetes minuta 0,200 11,0 £ 1,7 453+255 326+17,0
0,225 27,0+ 1,0 430252 57,3 +4,00
0,250 39,3+ 1,1 62,0 26,0 67,0 =520
0,275 853+ 1,1 73,6 57 09,0 £8,70
0,300 99,0 + 1,0 93,6 £1,5 93,0 + 4,30

Acetona(controle) 0,300 0 0 0

“Ndo houve necessidade de correcdo da mortalidade.

TABELA 2
Concentracdes letais do 6leo essencial de Tagetes minuta L, contra 100
larvas (3° estigio) de Aedes aegypti, procedentes de Rockfeller (EUA), Bauru (SP)
e S0 José do Rio Preto (SP), apds 24 horas de contato.

cL, CL, cL, CL,

Procedéncia 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)

S0 José 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)

DISCUSSAO

Durante a elaboragdo do projeto de pesquisa observou-se
que procedimentos com camundongos que sejam aprovados por
Comités de Etica em Experimentacdio Animal ndo sdo encontrados
em bibliografia nacional, muito embora sejam exigidos para
submissdo de projetos. Estes procedimentos visam elaborar e
normatizar protocolos de utilizacio destes animais de laboratério,
para que eles ndo sejam submetidos a situagdes de estresse e dor.
0 procedimento desenvolvido no presente trabalho é um protocolo
aprovado pelo Comité de Ftica em experimentacdo Animal da
Faculdade de Medicina de Sdo José do Rio Preto, estd de acordo
com as normas destes Comités e pode ser utilizado por outros
pesquisadores que necessitem utilizar camundongos swiss.

0 uso de temephos no Brasil teve inicio na década de 80 e
atualmente h4 registro de desenvolvimento de resisténcia a este
produto em virias regides do pais. No Estado de S3o Paulo, hd
diferentes perfis de susceptibilidade a este produto havendo
populagdes ainda sensiveis (Bauru) e outras jd resistentes
(Sdo José do Rio Preto). H4, portanto, necessidade de manejo da
resisténcia ao larvicida organofosforado. Além da recomendagio
de restricio do uso de produto quimico, hd necessidade de
manejo com substitui¢io de produtos.

Embora haja no mercado disponibilidade de outros grupos
de larvicidas, como os inibidores de crescimento, por exemplo,
¢ 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 a0
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vetor. Extratos de plantas tém sido avaliados como uma alternativa
a0 controle quimico por apresentarem efeito larvicida tendo como
vantagem nfo serem toxicos a0 ambiente, como o 6leo essencial
de Tagetes minuta 1.

Maradufu cols', utilizando concentragio 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° estigio de Aedes aegypti provenientes de
Rockfeller (EUA), Bauru (SP) e Sdo José do Rio Preto (SP). Entretanto,
quando o tempo de contato foi aumentado para 48 horas, Maradufu
cols"! obtiveram mortalidade de larvas préximas a 100%.

Neste trabalho, as CL, e CL, paralarvas de 3° estdgio de Aedes
aegypti provenientes de Rockfeller (EUA), Bauru (SP) e Sao José
do Rio Preto (SP) foram inferiores aos valores obtidos por Furtado
cols® utilizando 6leo essencial de Tagetes minuta L contra as
larvas de 3° estdgio das regides de Caucaia e Quixeramobim-CE,
onde ocorreram respectivamente CL, e CL de 72,85 e 104,17mg/L.
A explicagdo das diferencas encontradas nos resultados obtidos
no presente trabalho em relacdo aqueles obtidos por Maradufu
cols" e Furtado cols’, que utilizaram extrato da mesma espécie
de planta, podem ser observadas em trabalhos realizados por
Vitti cols' e Tavares cols®, pois segundo estes autores sio virios
os fatores que exercerem influéncia na composi¢io quimica dos
6leos 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 o vegetal se desenvolve. A temperatura, a umidade relativa,
a duracio da exposicio a0 sol e o regime de ventos exercem
uma influéncia direta, sobretudo nas estruturas histologicas das
espécies de estocagem de 6leo na superficie da folha.

0 encontro de mortalidade nula das larvas de Aedes aegypti,
ap6s uma semana de contato com o 6leo essencial de Tagetes
minuta L, ndo foi concordante com outros estudos. Green
cols’” demonstraram que a propriedade larvicida do 6leo na
concentraco de 10ppm disperso em dgua persistiu no minimo
por 9 dias. Porém, Maradufu cols" obtiveram estabilidade do
6leo por um periodo mais curto, ou seja, 72 horas.

Em todos os testes realizados, a avaliacio da agdo do 6leo
essencial foi por contato, podendo-se supor que o 6leo é capaz de
transpor estruturas da larva, desempenhando acfo inseticida letal
mesmo em pequenas concentracoes, mecanismo sugerido por
Perich cols'?, 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 fracao
hidrogenada, obtida do extrato das flores, promoveram de 20-30 vezes
mais toxicidade que outras partes do vegetal contra formas adultas de
Aedes aegypti. Contudo, Maradufu cols" demonstraram que a agio
larvicida ocorre por acio do componente 5-(E)-ocimenona.

Os resultados indicam que o 6leo essencial de Tagetes minuta
L é potencialmente titil no controle de Aedes aegypti. Os valores de
concentragdes letais das larvas Rockefeller comparado com as de
campo sao muito semelhantes, o0 que sugere que a resisténcia a0
temephos ndo interfere na acio da Tagetes minuta L e demonstra
que o referido 6leo pode ser um larvicida alternativo contra larvas
resistentes a0 temephos. Entretanto, outros estudos devem ser

realizados na tentativa de isolar a fracio larvicida do 6leo para
incorporar componentes visando manter maior estabilidade,
aumentando assim o efeito residual do produto.
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