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RESUMO

A dengue, doenga infecciosa aguda, causada por um virus da familia Flaviviridae e
transmitida aos humanos pela picada dos mosquitos do género Aedes, é
considerada um dos principais problemas de saude publica no mundo. O Aedes
aegypti € o unico vetor conhecido nas Américas e no Brasil esta presente nos 26
estados e no distrito federal. A indisponibilidade de uma vacina que imunize a
populagao contra os quatro sorotipos da dengue restringe a prevencéao da doenga ao
controle do vetor. Isto é feito por aplicacdes de inseticidas quimicos, porém o uso
frequente em altas doses tem selecionado populagdes resistentes do mosquito.
Diante dessa situagdo ha necessidade de se buscar produtos alternativos que
tenham efeito nestas populacdes. Diversos estudos demonstraram que os Oleos
essenciais de Syzygium aromaticum e Citrus sinensis apresentam pronunciada
atividade larvicida, assim, este trabalho teve por objetivo avaliar o potencial destes
produtos como alternativa de controle larvicida para populagdes de A. aegypti
resistentes ao organofosforado temephos e verificar o efeito da associagcéo deste
inseticida aos o6leos essenciais sobre a atividade larvicida. Avaliou-se também, a
influéncia dos 6leos essenciais na oviposi¢cao do vetor quando presentes nos sitios
de postura. A comparagdo da atividade larvicida nas populagdes resistentes e
suscetiveis foi realizada por meio das concentra¢des letais obtidas em ensaios de
dose-resposta, seguindo metodologia proposta pela Organizagcao Mundial da Saude.
Para avaliar o efeito da associacao dos 6leos essenciais ao temephos comparou-se
a atividade larvicida das associagbes com a do temephos e o efeito no
comportamento de oviposigcdo foi avaliado pela comparacdo do numero de ovos
colocados nos sitios de postura, contendo solugdes dos 6leos essenciais em relagao
aos contendo somente agua. Os resultados revelaram que os Oleos essenciais
exerceram atividade larvicida semelhante nas populagdes resistentes ao temephos e
na suscetivel sendo, portanto uma alternativa de manejo frente a resisténcia; quando
associados ao temephos n&o potencializaram o efeito larvicida do mesmo, agindo
como antagonistas e sua presenca nos sitios de postura levou a uma diminui¢cao
significativa no numero de ovos em relagao aos sitios contendo agua. Sendo assim,
concluiu-se que os 6leos essenciais de C. sinensis e S. aromaticum apresentam um
amplo potencial de uso como larvicidas, ja que s&o eficientes em populagdes
resistentes ao temephos, porém os aspectos de sua volatiidade devem ser
considerados para o desenvolvimento de formula¢des visando a diminuigdo de sua
acao repelente sobre a oviposi¢ao do vetor.

Palavras-chave: Temephos, resisténcia, oviposicao, controle de vetores, larvicida.
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ABSTRACT

Dengue fever an acute infectious disease caused by Flaviviridae family virus,
transmitted to humans by the mosquitoes bite of Aedes genus. It is considered one of
the most public health problems in the world. The Aedes aegypti is the only known
vector in the Americas and in Brazil is present in 26 states and the federal district.
The unavailability of a vaccine to immunize people against the four dengue serotypes
restricted the disease prevention to the vector control. The control is done by
chemical insecticides application, but the frequent use in high doses, have selected
resistant mosquito populations. In front of this situation, it is necessary to seek for
alternative products that have effect on these populations. Several studies
demonstrated that Syzygium aromaticum and Citrus sinensis essential oils have
larvicidal activity, so the aim of this study was to evaluate the potential of the
essencial oils as an alternative to control A. aegypti larvae resistant to the
organophosphate temephos and analyze the effect of this insecticide and essencial
oils association on the larvicidal activity. It was evaluated too the influence of
essencial oils on vector oviposition, when present on the posture sites. The larvicidal
activity was assessed by dose-response tests, according to the methodology
proposed by the World Health Organization. To evaluate the effect of essential oils
associatiate with temephos, the larvicidal associations activity was compared with the
temephos. The effect on oviposition behavior was evaluated comparing the number
of eggs in laying sites containing essential oils in relation to the number of eggs in
laying sites containing only water. The results demonstrated that essential oils had
larvicidal activity in resistant and susceptible to temephos populations, being an
alternative to resistance management. The association of temephos and essential
oils had an antagonist effect on larvicidal activity.The number of eggs in oviposition
sites containing the essential oils were significantly lower than at sites containing only
water, so they had repellency effect on mosquitoes oviposition. Considering the
results, it was conclude that the essential oils of C. sinensis and S. aromaticum have
potential for use as larvicides, because they was efficient for temephos resistant
populations, but the aspects of volatility should be considered for product
development , aiming to decreased repellent action on the vector oviposition.

Keywords: Temephos, resistence, oviposition, vector control, larvicide.



1. INTRODUGAO

1.1 DENGUE

A dengue é considerada um problema de saude publica nos paises tropicais
subdesenvolvidos e em desenvolvimento, afetando de 50-100 milhées de pessoas
anualmente em todo o mundo, sendo a doenca viral transmitida por mosquitos que
apresenta a propagacdo mais rapida no mundo (GUZMAN e KOURI, 2003, WORLD
HEALTH ORGANIZATION - WHO, 2006, WHO, 2009, FERREIRA, 2012). O
aumento da incidéncia nas ultimas décadas esta relacionado ao intenso crescimento
populacional humano e a urbanizagdo desordenada, especialmente nos paises em
desenvolvimento, aliados a ineficiéncia da gestao de recursos e praticas de controle
de vetores (GLUBER, 1998; LAMBRECHTS et al.,, 2009). Nos ultimos dez anos
foram notificados 82.039 casos graves e 2.931 ébitos no Brasil, o0 que representa um
aumento de 705% e 974%, respectivamente, se comparado com a década anterior
(BRASIL, 2013).

A partir do estabelecimento da transmissdo de dengue no Estado de S&o
Paulo, em 1990, o padrao epidemiologico da doenga tem apresentado periodos de
baixa transmissdo intercalados com a ocorréncia de epidemias, estas geralmente
associadas a introducdo de novos sorotipos ou a alteracdo do sorotipo
predominante. A distribuicdo da infestagdo pelo vetor em 602 municipios coloca sob
risco de transmissdo quase a totalidade da populacdo do Estado. No periodo
compreendido entre as semanas epidemiolédgicas 27 de 2012 e 26 de 2013, houve
transmissédo da doenca em 84% dos municipios, sendo que a letalidade neste

periodo foi de 13,7% (SAO PAULO, 2013).
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1.2 VETOR

O mosquito Aedes aegypti (Diptera-Culicidae), procedente da Africa, trazido
para a América durante o processo de colonizacdo € o vetor responsavel pela
transmissao do virus da familia Flaviviridae, género Flavivirus (FURTADO et al.,
2005; WHO, 2004), que inclui quatro tipos imunologicos: DEN-1, DEN-2, DEN-3 e
DEN-4 (FUNDACAO NACIONAL DE SAUDE - FUNASA, 2001; INSTITUTO
OSVALDO CRUZ - 10C, 2014). E um inseto holometabolo, apresentando duas
fases no seu ciclo de vida: a aquatica, que inclui trés estadios de desenvolvimento:
ovo, larva e pupa e a terrestre que corresponde ao mosquito adulto.

A oviposicao ocorre predominantemente durante o dia, dado que a iluminagéo
diurna promove papel importante no seu mecanismo regulador. Os ovos sé&o
depositados pelas fémeas, individualmente, nas paredes internas dos depdsitos que
servem como criadouros, proximos a superficie da agua. Dentre os mais variados
tipos de criadouros encontram-se latas, embalagens plasticas, pratos de vasos de
planta, caixa d’agua, pneus, oco de arvores e na regiao do litoral, as bromélias,
(FORATTINI, 2002).

A larva eclode ap6s alguns minutos de submersao dos ovos em meio liquido
e apresenta quatro estadios larvais (L1, L2, L3 e L4), elas sédo providas de grande
mobilidade, podendo ser reconhecidas pelos seus movimentos sinUOSOS
caracteristicos. Sua abundancia depende da temperatura, precipitacdo pluviométrica
e presencga de criadouros. O desenvolvimento larval se completa em 5 a 10 dias,
desde que ocorram condi¢des favoraveis de temperatura (25 a 29°C). Ap6s este
periodo inicia-se a fase de pupa, que corresponde a um periodo de transicdo em

que ocorrem profundas transformacdes que levam a formagéo do adulto e mudanca
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do habito aquatico pelo terrestre. Este estadio n&o requer alimentacao e seu periodo
de desenvolvimento em temperatura de 27° a 38°C é de um a trés dias (FUNASA,
2001; FORATTINI, 2002).

O adulto é representante da fase reprodutiva do inseto, seu térax possui
tegumento recoberto de escamas escuras além de outras branco-prateadas as quais
se dispdem formando o desenho classicamente comparado a uma “lira”. Os machos
emergem um dia antes das fémeas e permanecem nas imediagbes dos criadouros
esperando que estas saiam aptas para a cédpula. Uma unica inseminagdo €
suficiente para fecundar todos os ovos que a fémea venha a produzir durante sua
vida (FUNASA, 2001; FORATTINI, 2002).

Machos e fémeas alimentam-se de néctar e fluidos agucarados de qualquer
fonte, mas somente as fémeas sado hematéfagas, picando durante todo o dia. O
sangue € a fonte de proteinas que se fazem necessarias em sua alimentagao para a
maturacdo dos ovos. Esta ocorre durante a postura e se completa em dois ou trés
dias, apds um repasto sanguineo completo. Em geral a fémea faz uma postura ap6s
cada repasto sanguineo. O intervalo entre a alimentacdo sanguinea e a postura é,
em regra, de trés dias, em condi¢des de temperatura satisfatorias. Com freqiiéncia,
a fémea se alimenta mais de uma vez, entre duas sucessivas posturas, em especial
quando perturbada antes de totalmente ingurgitada. Este fato resulta na variagdo de
hospedeiros, com disseminagcdo do virus a varios deles. Em média uma fémea
produz cerca de 120 ovos (BARATA, 2001; FORATTINI, 2002; MARQUES et al.,

2014).
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1.3 CONTROLE DO VETOR E RESISTENCIA AOS INSETICIDAS

Os laboratérios académicos e as empresas farmacéuticas tém desenvolvido
diversas vacinas candidatas contra a dengue, utilizando diferentes tecnologias,
como, por exemplo, vacinas contendo virus vivos atenuados; vetores virais
recombinantes que expressam os antigenos do envelope (E) do virus da dengue;
proteinas recombinantes e vacinas de DNA. Entretanto, até o presente, nenhuma
vacina contra a dengue foi registrada (GUY et al., 2011), o que restringe a
prevencéo da doenca ao controle do vetor (BISSET et al., 2011; COELHO, 2012). As
estratégias de controle estdo centradas na utilizacdo de produtos quimicos e
biologicos, integrados com programas de manejo ambiental.

O controle biolégico utiliza outros organismos para o controle populacional da
espécie, como por exemplo, as larvas predadoras Toxorhynchites sp.; a bactéria
Bacillus thuringiensis (Bti) e outros que possam se alimentar ou impedir o
desenvolvimento do vetor (OLIVEIRA et al.,2011). O Bti possui trés diferentes
toxinas Cry (cristal tdéxico) e uma Cyt (com atividade citolitica e hemolitica). Um
ponto importante é que estas bactérias ndo s&o téxicas para os humanos e podem
ser utilizadas juntamente com inseticidas quimicos para aumentar o potencial de
mortalidade das larvas (POLANCZYK, et al.,2003).

Outra metodologia de controle biol6gico bastante promissora é a fabricacao
de mosquitos transgénicos, uma evolugdo da técnica do inseto estéril; o RIDL
(Release of Insect carrying Dominant Lethal gene) &€ um sistema transgénico
espécie-especifico que induz a mortalidade nos insetos portadores do transgene. A
técnica consiste na criacao e liberagdo de um grande numero de insetos submetidos

a radiagéo, que ocasiona a quebra do material genético tornando o mosquito estéril,
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0s machos sao liberados no ambiente para copular com as fémeas selvagens, toda
a prole resultante deste acasalamento sera portadora do transgene e morrera por
toxicidade (OLIVEIRA, et al., 2011).

No Brasil, os programas de controle de vetores utilizam principalmente
inseticidas quimicos, onde se destacam os organofosforados (OP): malathion,
fenitrothion e temephos e os piretroides (P): cipermetrina e deltametrina (MACORIS,
2002, LUNA et al., 2004). O uso de destes produtos por um longo periodo levou ao
surgimento de resisténcia, que € definida pela Organizacdo Mundial da Saude
(OMS) como a habilidade de uma populagdo de insetos tolerar uma dose de
inseticida que, em condi¢cdes normais, causaria sua morte (BRAGA e VALLE, 2007).

Os primeiros registros de alteragcdo da suscetibilidade do A. aegypti a
inseticidas derivam de testes realizados pela Superintendéncia de Controle de
Endemias (SUCEN), do governo do estado de Sdo Paulo (MACORIS et al.,1995).
Em 1999 foi instituida a Rede Nacional de Monitoramento da Resisténcia de Aedes
aegypti a Inseticidas (MoReNAa) com a proposta de agregar 12 laboratérios para
realizacdo das provas bioldgicas. A partir de entdo populagdes de A. aegypti de 67
municipios do pais foram avaliadas, tendo sido detectada resisténcia ao temephos
principalmente em municipios das regides sudeste e nordeste (LIMA et al., 2003;
MACORIS et.al., 2003; BRAGA et al., 2004). Os dados do programa demonstraram
ao longo do tempo um aumento do numero de populagdes resistentes ao temephos,
principal larvicida utilizado e que a resisténcia a adulticidas da classe dos piretroides
é disseminada em todo o estado de Sao Paulo desde 2000, havendo
comprometimento do controle em campo nestas popula¢des (MACORIS, 2011).

A resisténcia a inseticidas comumente esta relacionada a atividade de

enzimas envolvidas no metabolismo dos produtos utilizados para o controle, a
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identificacdo de seus mecanismos é realizada por meio da quantificacdo da
atividade das enzimas carboxilesterase (alfa e beta); oxidase multi-fungdo (MFO) e
glutathion-S-transferase (GST). Esta analise é realizada segundo metodologia
proposta pelo Ministério da Saude (2006), onde se calcula o percentil 99 da
atividade enzimatica da cepa susceptivel de referéncia e a analise da populacéo de
campo baseia-se no percentual de individuos que possuem atividade enzimatica
superior a este valor. Percentuais entre zero e quinze indicam atividade “ndo
alterada’, ou seja, equivalente a da cepa referéncia; entre quinze e cinquenta
indicam “alteragdo de atividade” e acima de cinquenta representam atividade “muito
alterada” (BRASIL, 2006). A atividade enzimatica da cepa Rockefeller, mantida em
laboratério e ndo exposta a inseticidas é considerada como padrao normal de
atividade (KUNO, 2010)

Varios relatos na literatura apontam a atividade de enzimas da classe das
esterases como responsaveis pelo mecanismo de resisténcia a organofosforados
(GEORGHIOU e PASTEUR, 1978; DARY etal.,, 1990; WIRTH et al.,, 1990
GOKHALE et al., 2000; HEMINGWAY et al., 1989; MACORIS et al., 2003;
RODRIGUEZ et al., 2001, 2002, 2004; BISSET et at., 2004; SAELIM et al., 2005). As
enzimas das classes das oxidases, MFO e GST, também ja apresentaram
evidéncias de envolvimento na resisténcia a organofosforados (RODRIGUEZ et al.,
1999; BRAGA et al., 2004).

Os dados do historico de resisténcia do Estado de Sao Paulo (MACORIS,
2011) demonstram que a detoxificacdo do temephos por enzimas esterases € o
principal mecanismo de resisténcia a este xenobidtico. Ensaios bioquimicos
realizados em 2009, pelo Nucleo de Apoio a Pesquisa da SUCEN de Marilia, SP

demonstraram que as populacdes de Aracatuba, Marilia e Santos, apresentam
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niveis distintos de atividade das enzimas alfa esterase, beta esterase e GST. Para a
enzima MFO as populacbes de Aragatuba e Santos possuem atividade alterada
enquanto Marilia apresenta atividade normal, o que demonstra que as trés
populacdes apresentam diferentes potenciais de metabolizagdo dos inseticidas
(SUCEN, 2009: dados nao publicados).

No Brasil, o temephos vem sendo utilizado como larvicida ao longo dos
ultimos 30 anos. No periodo de 1999 a 2011 populagdes de A. aegypti de 147
municipios do pais foram avaliadas pela Rede MoReNAa para verificacdo do status
de resisténcia, constatando-se mortalidade menor que 80% e/ou Razdo de
Resisténcia para a concentracdo letal 95% acima de 3,0 para 92,5% destes
municipios, 0 que caracteriza resisténcia ao uso do produto (WHO, 1998). Somente
em nove municipios foram encontradas populacdes suscetiveis, sendo que estas
foram avaliadas até 2001, o que pode significar que atualmente possam ser
resistentes ao temephos. Com excecédo de Florianopolis e Porto Alegre, todas as
capitais e o Distrito Federal possuem populacbes de A. aegypti resistentes a este
larvicida. Tendo em vista as evidéncias apresentadas pela Rede MoReNAa e numa
tentativa de reverter a situacdo para emprego futuro do larvicida temephos,
recomendou-se a sua substituicdo em todos os municipios do pais (SECRETARIA
DE VIGILANCIA EM SAUDE - SVS, 2012).

Atualmente os produtos candidatos para aquisicédo pelo Programa Nacional
de Controle da Dengue (PNCD) e recomendados pela area de pesticidas da
Organizacdo Mundial de Saude (WHOPES) séao: Bti, diflubenzuron, novaluron,
pyriproxyfen e spinosad (SVS, 2012).

O spinosad é um metabdlito da fermentacdo do fungo Saccharopolyspora

spinosa e pertence ao grupo das espinosinas. O produto esta registrado na Agéncia
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Nacional de Vigilancia Sanitaria, obteve avaliacdo positiva da OMS e aprovagao
para uso em agua de consumo humano pelo Programa Internacional de Seguranca
Quimica (IPCS) (SVS, 2012).

O Bti tem sido usado em programas de controle de mosquitos e simulideos
por mais de vinte anos, sendo recomendado pela OMS para uso em agua potavel
(BRAGA e VALLE, 2007).

O diflubenzuron é um dos inibidores da sintese de quitina mais utilizados no
Brasil, a OMS considera-o um produto seguro a saude humana, tendo cumprido
todos os protocolos do IPCS e em 2007 foi aprovado para uso em agua potavel
(WHO, 2007).

O novaluron é um larvicida do grupo das benzoil-uréias e atua inibindo a
sintese de quitina dos insetos durante o processo de muda. O uso em agua potavel
foi autorizado pelo IPCS (BRASIL, 2014a).

O pyriproxyfen atua sobre o inseto de forma analoga ao hormdnio juvenil,
inibindo o desenvolvimento das caracteristicas adultas do inseto (por exemplo, asas,
maturacdo dos 6rgaos reprodutivos e genitalia externa), mantendo-o com aspecto
"imaturo” (ninfa ou larva). Durante o estagio larvario o hormonio juvenil também esta
presente, sendo sua producado interrompida ao final do quarto estadio larvario
quando a atuagao do pyriproxyfen é mais notada. Portanto, em campo se verifica o
efeito de prolongacéo do tempo que o vetor se mantém como larva que pode chegar
até 20 dias. Esse produto tem pouco efeito sobre mortalidade de larvas, sendo seu
efeito de mortalidade verificado em pupas e na inibicdo de emergéncia do adulto. O
IPCS considerou o produto seguro para uso no controle do vetor A. aegypti, inclusive

em agua de consumo humano (BRASIL, 2014b).
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Os resultados da Rede MoReNAa revelaram também um amplo e
disseminado processo de resisténcia ao uso de piretrdéides no pais. Os ensaios
bioldgicos e estudos de caracterizagédo genética demonstram que 0 mecanismo de
resisténcia encontrado apresenta um potencial de aumento de freqliéncia e
disseminagao, recomendando-se a substituicdo imediata nas acgbes de controle
vetorial do PNCD no pais, considerando-se prioritarios os Estados das Regides
Sudeste, Centro-Oeste e Sul, somado o Estado da Bahia; seguidos pelos Estados
da Regiao Norte e o restante da Regido Nordeste, nesta ordem (SVS, 2012).

Com a restricdo ao uso dos piretréides, o unico inseticida disponivel para
aplicacbes espaciais a Ultra Baixo Volume (UBV) é o organofosforado malathion. A
formulacdo Grau Técnico, contendo de 93 a 96% do principio ativo, é a atualmente
em uso, necessitando ser diluida em 6leo de soja para aplicagdo em campo, essa
caracteristica constitui-se em um obstaculo para sua utilizacdo pelas secretarias
estaduais de saude pelo alto custo e dificuldade de aquisicdo do 6leo de soja. Para
uso em aplicagdes residuais (perifocal) as alternativas disponiveis na lista atual do
WHOPES sado os organofosforados malathion, fenitrothion, pirimifos metil e os
carbamatos bendiocarb e propoxur (SVS, 2012).

Como estratégia de manejo da resisténcia recomenda-se a rotagdo de
larvicidas. Considerando as complexidades logisticas de um processo de rotacéo,
tais como processo de aquisicédo, capacitacdo de pessoal de campo e a distribuigcao
aos municipios, recomenda-se a utilizacdo de um unico grupo de larvicidas, dentre
aqueles recomendados pelo WHOPES, por um periodo maximo de quatro anos e
que a lista de larvicidas seja reavaliada quando a rede MoReNAa detectar
populacdes de A. aegypti resistentes ao grupo do larvicida em uso no pais, 0 que

pode impactar no processo de rotacéo de larvicidas (SVS, 2012).
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1.4 OLEOS ESSENCIAIS

As plantas aromaticas, bem como os respectivos 6leos essenciais (OE), sdo
utilizadas desde o inicio da histéria da humanidade para flavorizar alimentos,
empiricamente usadas para disfarcar odores desagradaveis e controlar problemas
sanitarios, contribuindo também para a comunicacdo entre os individuos e
influenciando o bem-estar dos seres humanos e animais, demonstrando assim uma
antiga tradigdo sociocultural e socioeconémica da utilizagcdo destes produtos
(FRANZ, 2010).

Os OE apresentam diferentes propriedades biolégicas, como atividade
antioxidante (WANNES et al., 2010), agdo analgésica e antiinflamatéria, (MENDES
et al., 2010), fungicida, (CARMO et al., 2008), atividade antitumoral (SILVA et al. ,
2008) e a acao larvicida, (RAJKUMAR e JEBANESAN, 2010). Na grande maioria
das vezes sao extraidos de plantas através da técnica de arraste a vapor e também
pela prensagem do pericarpo de frutos citricos, que no Brasil dominam o mercado
de exportagdo. Sao compostos principalmente de mono e sesquiterpenos e de
fenilpropandides, metabdlitos que conferem suas caracteristicas organolépticas
(BIZZO et al., 2009).

As mais recentes investigacbes em varios paises confirmam que alguns deles
tém nado apenas a capacidade de repelir insetos, mas também acgao inseticida
através do contato direto ou pelas vias respiratérias dos insetos (acdo fumigante),
sendo uteis para o controle de pragas que atacam alimentos em armazéns e silos
(CORREA e SALGADO, 2011). Ha, também, os que atuam como agente anti-
alimentar, impedindo que os insetos iniciem a alimentagcdo, causando morte por

inanicdo. As substancias que atuam por ingestdo, penetram no organismo por via
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oral, que € uma forma especifica de atuacdo, restrita a insetos herbivoros,
apresentando, portanto, pouca toxicidade a humanos. Outro mecanismo de acéo
envolve atividade sobre 6rgao ou molécula alvo, neste caso, atuam dificultando o
crescimento e o desenvolvimento, interferindo no metabolismo celular (MENEZES,
2005).

Entre as familias de plantas promissoras, com 06leos essenciais utilizados
para repelir insetos, Cymbopogon spp., Ocimum spp. e Eucalyptus spp. sdo as mais
citadas. Alguns dos compostos presentes nestas misturas incluem canfora-pineno,

limoneno, citronelol, citronelal e timol (NERIO et al., 2009).

1.4.1 Syzygium aromaticum

Syzygium aromaticum (L.) Merr. e L.M. Perry, Mirtaceae também conhecido
como cravo-da-india é uma especiaria muito apreciada desde a antiguidade, ndo s6
por seu sabor e qualidades culinarias, mas também por suas utilizagbes terapéuticas
(AFFONSO et al., 2012). E uma arvore originaria da Iindia, tendo cultivo no Brasil
principalmente nos estados de Sao Paulo e Bahia. Seus botdes florais sdo bastante
consumidos como aromatizante e para fins culinarios, na forma de cha sao utilizados
para estimular as fungdes digestivas e por apresentarem propriedade carminativa,
ajudando o organismo a eliminar gases presos no tubo digestivo e intestinos.

Os principais produtos derivados do cravo da india disponiveis no mercado
nacional hoje em dia sdo o 6leo essencial puro ou produtos derivados dele, cuja
principal aplicagdo é como anestésico local em odontologia (AGENCIA NACIONAL

DE VIGILANCIA SANITARIA - ANVISA, 2012).
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Diversos autores descreveram os efeitos do OE S. aromaticum ou de seu
constituinte majoritario, o eugenol, sobre o A. aegypti (CHAIEB et al, 2007;
TRONGTOKIT et al, 2005; COSTA et al, 2005; FAYEMIWO et al, 2014; BARBOSA

et al, 2012; SIMAS et al, 2004).

1.4.2 Citrus sinensis

Citrus sinensis (L.) Osbeck, Rutaceae, € uma planta aromatica herbacea,
popularmente conhecida como “laranja doce”.

O OE extraido do pericarpo do fruto € um subproduto da industria do suco e
seus derivados sdo usados em perfumaria, sabonetes e na area farmacéutica em
geral, além de materiais de limpeza, em balas e bebidas. O rendimento maximo de
extracdo de Oleos citricos é de 0,4%, ou seja, para cada tonelada de fruta
processada s&o obtidos 4 kg de 6leo (SANTOS et al., 2006).

Diversos autores descreveram os efeitos do C. sinensis sobre o A. aegypti:
Gonsalves e colaboradores (2009) detectaram em seus estudos que o limoneno,
principal constituinte do OE de C. sinensis, apresentou intensa atividade larvicida e
Warikoo e colaboradores (2012) observaram que o extrato possui efeito irritante

notavel contra adultos da espécie.
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METODOLOGIA

2.1 PRODUTOS UTILIZADOS PARA A REALIZACAO DE BIOENSAIOS DE

DETECGAO DE ATIVIDADE LARVICIDA SOBRE Aedes aegypti

Os 6leos essenciais e suas formulagbes com temephos utilizados no estudo
foram fornecidos pela Universidade Federal de Sergipe (UFS), sob responsabilidade
do Prof. Dr. Sécrates Cabral de Holanda Cavalcanti, visando dar continuidade aos
objetivos do edital MCT/CNPq N° 073/2009, PRONEX, Rede Dengue. A constituicdo
dos produtos foi revelada somente apdés vencimento de patente, quando os
experimentos ja haviam terminado.

As plantas utilizadas para extragcdo dos Oleos essenciais foram: Citrus
sinensis e Syzygium aromaticum. Os frutos de C. sinensis foram adquiridos no
comércio, em feira livre do municipio de Aracaju e a extragdo do 6leo essencial foi
realizada a partir de sua casca. O cravo da india (S. aromaticum) da marca Marata®
foi adquirido comercialmente. Durante todos os testes utilizou-se somente um lote
dos 6leos essenciais, a fim de evitar variagdes na constituicdo dos mesmos.

Os resultados da analise cromatografica dos 6leos essenciais encontram-se

na tabela 1.
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Tabela 1. Identificagdo e quantificagcao dos constituintes quimicos dos
dleos essenciais por Cromatografia Gasosa.

C. sinensis S. aromaticum
Composto CG-EM % CG-FID % Composto CG-EM % CG-FID %
(E) Cinamaldeido 3,30 3,86 Mirceno 1,08 1,27
Eugenol 74,62 80,5 n-Octanol 1,23 1,09
B-Cariofileno 1,02 1,13 Limoneno 95,23 91,88
Acetato de Eugenol 19,74 13,56 Linalol 2,46 4,76
Ar-Tumerona 1,32 094 = cm e e

CG-EM: Cromatografia Gasosa acoplada a espectrometria de massa.
CG-FID: Cromatografia Gasosa com detector de ionizagdo de chama.
Fonte: Universidade Federal de Sergipe, 2012.

Para avaliagcdo do efeito sinergistico ou antagonistico dos 6éleos em
associagcdo ao temephos (padrédo sigma 97,5%), utilizou-se uma solugéo de C.
sinensis contendo 0,018 mg de temephos por mg de solugdo e uma solug¢do de S.
aromaticum contendo 0,010 mg de temephos por mg de solugao.

O temephos utilizado nos bioensaios de dose resposta para monitoramento

da suscetibilidade de A. aegypti aos inseticidas utilizados para seu controle foi o

padrao sigma.

2.2 LINHAGENS DE Aedes aegypti UTILIZADAS PARA AVALIAGAO DA

SUSCETIBILIDADE

Os ensaios foram realizados com populacdes de A. aegypti provenientes de
trés municipios do estado de Sdo Paulo, integrantes do Programa Estadual de
Monitoramento da Suscetibilidade, da SUCEN: Aracatuba, Marilia e Santos. Estes
municipios foram selecionados por apresentar niveis distintos de atividade das

enzimas alfa, beta esterases e glutation-s-transferase.
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A cepa Rockefeller, sabidamente suscetivel, foi utilizada como padréao de
referéncia, esta linhagem tem sido mantida em insetarios ha anos, sendo
periodicamente testada quanto a sua suscetibilidade.

Para avaliagdo da suscetibilidade foram utilizados ovos de geragdo F1,
primeiros ovos postos no laboratorio, provenientes das linhagens de campo. Optou-
se pelo uso das primeiras geragbes para obter resultados proximos a situagcéo
presente em condi¢cdes naturais e impedir, assim, que a resposta biolégica pudesse
ser influenciada pela adaptacédo dos insetos as condi¢gbes de laboratério, com

auséncia da pressao do uso de inseticidas (MACORIS, 2002).

2.3 PREPARO DAS SOLUCOES PADROES

Preparou-se uma solugcéo de 20.0000 ppm tanto para os 6leos essenciais
como para sua associagao ao temephos. Para diluicdo destes em agua, utilizou-se o
tween 80 como tensoativo, na proporgéo de: 20mg do OE / 5uL de tween / 1 mL de

agua deionizada.

24 METODOLOGIA DOS BIOENSAIOS PARA ESTIMATIVA  DAS

CONCENTRAGOES LETAIS (CL)

Os bioensaios de dose resposta foram realizados seguindo metodologia
proposta pela Organizacdo Mundial da Saude (WHO, 2005). Os testes foram
realizados no Laboratério de Entomologia Aplicada da SUCEN, Marilia, SP, em sala
climatizada, com controle de temperatura (25°C) e umidade (70 U.R). Inicialmente as

larvas de terceiro estagio foram expostas a uma ampla faixa de concentragdes para
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encontrar em que faixa se obtinha de 10 a 95% de mortalidade apds 24 horas de
exposicao e a partir destas concentracdes realizaram-se os bioensaios.

Cada bioensaio foi realizado utilizando-se um grupo controle, contendo agua
e tween e oito gradientes de concentragbes com o larvicida em estudo, com quatro

réplicas para cada um destes (Figura 1).

Esquema de bioensalo para estimativa de concentragbes letals:

Controle Gradientes crescentes de concentragao

i

L (O
& &
& & &
& & &

Exposicao de 20 larvas de terceiro estadio tardio por copo.

Figura 1. Esquema de bioensaio para estimativa de concentracdes letais
(MACORIS, 2002).

Vinte larvas de terceiro estadio tardio foram expostas em um volume final de
150 ml, utilizando-se como recipientes copos plasticos descartaveis de 200 mL.
Desta maneira oitenta larvas foram expostas por concentragéo de larvicida e 80 para
o controle. Os testes foram realizados em ftriplicatas obtendo-se uma amostra de
pelo menos 240 larvas por concentracdo de inseticida. A resposta foi observada
apo6s 24 horas da exposi¢cdo, com a contagem do numero de larvas mortas e vivas
por concentracdo. A porcentagem de mortalidade foi calculada totalizando-se o

numero de larvas expostas e mortas por concentragdo em cada teste realizado,
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considerando-se que mortalidades superiores a vinte por cento no grupo controle
invalidam o teste e que a mortalidade de cada concentragcéo deve ser corrigida pela
férmula de Abbott (Equacgao 1), quando o controle obtiver mortalidades entre cinco e

vinte por cento (WHO, 2008).

% mortalidade (teste) - % mortalidade (controle) x 100 ..................... Equacao 1

100 - % mortalidade (controle)

O pacote computacional Polo-PC (LEORA SOFTWARE, 1987) foi utilizado
para converter o percentual de mortalidade para escala de probabilidades (FINNEY
e STEVENS, 1948) e estimar as CL50, CL95 e CL99, a partir das quais, calculou-se

as Razdes de Resisténcia (RR) pela equagéao 2:

RR = CL50 ou 95 da linhagem teste ......ccccccceeies oo Equacéao 2

CL50 ou 95 da linhagem suscetivel

Para construgcédo dos graficos de dose-resposta utilizou-se o programa Graph

Pad prism versao 5.0.

2.5 AVALIAGAO DO EFEITO DE REPELENCIA DE LARVICIDAS NA OVIPOSIGAO

DE Aedes aegypti

Para avaliar se a presenca dos O6leos essenciais de C. sinensis e S.
aromaticum nos sitios de postura influenciam o comportamento de oviposigdo de

fémeas de A. aegypti foram preparadas duas gaiolas, uma para cada larvicida,
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contendo cem fémeas e cinquenta machos recém-emergidos cada uma, utilizando-
se linhagem proveniente de Marilia. A alimentacdo dos mosquitos foi realizada por
meio de algoddes entumecidos com solugdo de mel a dez por cento. Apds trés dias
do preparo das gaiolas, periodo reservado para cépula, retirou-se a alimentacéo de
mel e no quarto dia ofereceu-se sangue por meio de alimentadores artificiais (Figura
2). O sangue utilizado foi proveniente de matadouro bovino, sendo armazenado em
tubos heparinizados e mantido em refrigerador. A partir de entdo as alimentacoes,

sanguinea e mel, foram oferecidas em dias alternados, até o final do experimento.

Figura 2. Alimentador artificial utilizado para alimentacdo de Aedes aegypti,

2013.

A: Banho Maria.

B: Alimentador revestido com membrana de silicone porosa1 que permite a alimentagdo de A. aegypti.
C: Vista interna da gaiola, mostrando A. aegypti se alimentando de sangue bovino.

Apoés trés dias da primeira alimentagéo sanguinea foram colocados dois sitios
de postura em cada gaiola, um copo com agua de torneira e um copo com solugéo
do larvicida, a fim de se observar possiveis preferéncias. Os copos foram revestidos
com uma tira de papel de filtro que serve como substrato para a oviposicdo. As

concentragdes das solugdes foram de 81,44 ppm para C. sinensis, 860 ppm para S.

' A menbrana de silicone foi desenvolvida e disponibilizada pelo Prof. Dr. Adivaldo Henrique da Fonseca,

Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro.
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aromaticum, concentragdes aproximadamente quatro vezes maiores que as
necessarias para matar 99% da cepa Rockefeller, critério arbitrario para uso de
inseticidas em campo. As segundas, quartas e sextas feiras, ofereceu-se
alimentagdo sanguinea, retirou-se as tiras de papel de filtro, colocando-as para
secar e trocou-se a solugdo. Para evitar que a claridade do local interferisse na
escolha do sitio de oviposicdo, a posicado dos copos contendo agua e solugao de
larvicida foi invertida no momento da troca das solugdes. No dia seguinte a retirada
das fitas foi realizada a contagem dos ovos. O experimento teve duracéo de 33 dias,
registrando-se o numero de mosquitos mortos em cada gaiola diariamente.

A analise estatistica foi realizada por meio do teste t de student, comparando-
se 0 numero de ovos postos em cada par de sitios de postura. Os graficos
demonstrando o numero de ovos para cada sitio de postura e o numero de ovos ao
longo do experimento foram construidos utilizando-se o programa Graph Pad prism
versao 5.0.

O indice de atividade de oviposi¢cao (IAO) foi adotado para avaliar a resposta
de oviposicdo das fémeas aos diferentes sitios de oviposicdo (CLEMENTS, 2000;
MARQUES et.al, 2013). O IAO varia entre -1 e +1, substancias que atraem ou
estimulam a deposicdo de ovos produzem indices positivos, enquanto compostos

que repelem ou inibem produzem indices negativos. O mesmo é calculado pela

equacao 3.
[AO = NE = NC oot e Equacao 3
Nt + Nc

Em que IAO ¢ o indice de atividade de oviposi¢ao, Nt € a média do numero

de ovos a serem testados e Nc é a média do numero de ovos do controle.
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2. RESULTADOS

Atividade larvicida dos Oleos essenciais de Syzygium aromaticum e Citrus

sinensis em populagoes de Aedes aegypti

Adriana F. O. Araujo’
1.Programa de mestrado Pdés-graduacédo em biociéncias, Universidade Estadual
Paulista, Assis, SP, Brasil. CEP:19806-900.

RESUMO

A indisponibilidade de uma vacina que imunize a populagao contra os quatro
sorotipos da dengue restringe a prevencdo da doencga ao controle do vetor. As
estratégias de controle estdo centradas na utilizacdo de produtos quimicos e
bioldgicos, porém o uso frequente em altas doses tem selecionado populagdes
resistentes do mosquito. Diante dessa situacdo ha necessidade de se buscar por
produtos alternativos que tenham efeito nestas populagdes. Considerando que os
Oleos essenciais de Syzygium aromaticum e Citrus sinensis apresentam
pronunciada atividade larvicida, pretendeu-se com este trabalho avaliar o potencial
destes produtos como alternativa de controle larvicida, para populagdes de Aedes
aegypti resistentes ao organofosforado temephos e qual o efeito da associacao dos
Oleos a este inseticida sobre a atividade larvicida. Avaliou-se também se a presenca
dos 6leos essenciais nos sitios de postura influencia na oviposicdo do vetor. A
comparacao da atividade larvicida nas populagbes resistentes e suscetiveis foi
realizada por meio das concentracdes letais obtidas em ensaios de dose-resposta.
Para verificar a influencia na oviposicdo comparou-se o numero de ovos dos sitios
de postura contendo solugdes dos 6leos em relagdo ao numero de ovos dos sitios

de postura contendo agua. Os resultados revelaram que os Oleos essenciais
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exerceram atividade larvicida semelhante nas populagdes resistentes e suscetiveis
ao temephos, sendo uma alternativa de manejo a resisténcia; quando associados ao
temephos n&o potencializaram o efeito larvicida, agindo como antagonistas. A
presenca dos oleos nos sitios de postura levou a uma diminuigdo significativa no
numero de ovos em relagao aos sitios contendo somente agua. Assim, os resultados
obtidos permitiram concluir que os 6leos essenciais de C. sinensis e S. aromaticum
apresentam um amplo potencial de uso como larvicidas, pois foram eficientes para
populacdes resistentes ao temephos, porém os aspectos de sua volatilidade devem
ser considerados para o desenvolvimento de formulagdes, visando a diminui¢ao de

sua acao repelente sobre a oviposigcao do vetor.

INTRODUCAO

Atualmente a dengue €& considerada a mais importante arbovirose que
acomete populagdes humanas, constituindo-se em um dos mais sérios problemas
de saude publica do planeta, especialmente nos paises tropicais, onde as condi¢des
do meio ambiente favorecem o desenvolvimento e a proliferacdo do Aedes aegypti,
principal mosquito vetor do virus da dengue (1). No estado de Sdo Paulo o numero
de casos no ano de 2013 foi de 209.042, superando os anos de 2010, 2011 e 2012
que tiveram em torno de 180.000, 90.000 e 22.000 casos respectivamente, sendo
que a presencga do vetor atingiu quase a totalidade do estado (2).

Até o momento, a indisponibilidade de uma vacina que imunize a populagéo
contra os quatro sorotipos da dengue restringe a prevencéo da doenga ao controle
do vetor (3, 4). As estratégias de controle estdo centradas na utilizagdo de produtos
quimicos e bioldgicos, integrados com programas de manejo ambiental. No Brasil,

os programas utilizam principalmente inseticidas quimicos, onde se destacam os
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organofosforados e piretréides (5), porém o uso frequente em doses cada vez
maiores desses produtos tem selecionado populagdes resistentes do mosquito (6,
7).

A resisténcia a inseticidas comumente esta relacionada a atividade de
enzimas envolvidas no metabolismo dos produtos utilizados para o controle; dados
do histérico de resisténcia do Estado de Sao Paulo (8) demonstram que a
detoxificagdo do temephos, amplamente utilizado no pais nos ultimos trinta anos
como larvicida, por enzimas esterases € o principal mecanismo de resisténcia a este
xenobidtico. Diante da caracterizagdo da resisténcia de populagdes de A. aegypti ao
temephos torna-se necessario buscar produtos alternativos que tenham a
capacidade de agir por um mecanismo de acgéo diverso ao que conferiu a resisténcia
ao organofosforado.

Numerosas investigacbes tém sido realizadas em busca de compostos com
atividades biologicas a partir de fontes naturais, destacando-se os 6leos essenciais
de plantas medicinais e aromaticas, conhecidos pelas suas propriedades larvicidas,
antimicrobianas, antifungicas, dentre outras (9, 10, 11, 12, 13). A imensa
biodiversidade da flora brasileira e o potencial inseticida de diversas espécies ainda
inexploradas surgem como uma alternativa de novos agentes quimicos para o
controle de culicideos, principalmente o A. aegypti (14, 15). O uso de plantas como
uma alternativa para o controle de vetores é motivado pela baixa toxicidade destes
produtos para animais e plantas e pelo fato de serem biodegradaveis, o que evita a
contaminacao do meio ambiente; em contraste, os inseticidas sintéticos aos quais os
insetos se tornam cada vez mais resistentes, sdo toxicos e poluentes (16, 17, 18).

Diversos estudos demonstraram que os O6leos essenciais de Syzygium

aromaticum e Citrus sinensis, bem como seus constituintes majoritarios apresentam



37

pronunciada atividade larvicida sobre o A. aegypti (19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27,
28).

Em funcdo destes aspectos, buscou-se com este estudo avaliar a atividade
larvicida dos 6leos essenciais em populacdes de A. aegypti resistentes ao temephos
e verificar se quando associados a este produto possuem efeito sinergistico ou
antagonistico sobre a atividade larvicida. Avaliou-se também a influencia dos 6leos
essenciais no comportamento de oviposicdo de fémeas de A. aegypti quando
presentes nos sitios de postura, visto que o efeito de repeléncia é prejudicial para a
acao larvicida.

Os ensaios para avaliagdo da atividade larvicida foram realizados com
populacbes de A. aegypti provenientes de trés municipios do estado de Sdo Paulo:
Aracatuba, Marilia e Santos e a cepa Rockefeller, sabidamente suscetivel, foi
utilizada como padrao de referéncia. Em ensaios bioquimicos realizados em 2009,
pelo Nucleo de apoio de pesquisa da Superintendéncia de Controle de Endemias
(SUCEN) de Marilia, SP detectou-se que estas populagdes apresentam niveis
distintos de atividade das enzimas alfa, beta esterases e glutation-s-transferase;
para a enzima oxidase multi funcédo as populacdes de Aracatuba e Santos possuem
atividade alterada enquanto a de Marilia possui atividade normal (SUCEN, 2009:
dados né&o publicados).

Contudo, o trabalho pretendeu verificar se os 6leos essenciais de C. sinensis
e S. aromaticum podem ser utilizados como alternativas de manejo da resisténcia ao
temephos. Os resultados obtidos permitiram concluir que estes produtos apresentam

um amplo potencial de uso como larvicidas.
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MATERIAIS E METODOS

Preparo das solugdes. Os Oéleos essenciais e suas associagbes ao
temephos (padrdao sigma 97,5%) foram fornecidos pela Universidade Federal de
Sergipe, sob responsabilidade do Prof. Dr. Sécrates Cabral de Holanda Cavalcanti.
Os frutos de C. sinensis foram adquiridos no comércio, em feira livre do municipio de
Aracaju e a extragcdo do 6leo essencial foi realizada a partir de sua casca por
hidrodestilacdo por arraste de vapor. O cravo da india (S. aromaticum) da marca
Marata® foi adquirido comercialmente; a partir dos 6leos essenciais preparou-se
solugdes de 20.0000 ppm, utilizando-se tween 80 como tensoativo, na proporgao de:
20mg do OE / 5uL de tween / 1 mL de agua deionizada. Nas associacdes a
proporcao dos constituintes foi: 0,018 mg de temephos por mg de solugéo para o C.
sinensis e 0,010 mg de temephos por mg de solugdo para o S. aromaticum. O
temephos utilizado nos bioensaios de dose resposta para monitoramento da
suscetibilidade de A. aegypti aos inseticidas utilizados para seu controle foi o padrao
sigma.

Os testes foram realizados no Laboratorio de Entomologia Aplicada da
SUCEN, Marilia, SP, em sala climatizada, com controle de temperatura (25°C) e

umidade (70 U.R).

Bionsaios. Os bionsaios de dose resposta foram realizados seguindo
metodologia proposta pela Organizagcdo Mundial da Saude (29).

Cada bioensaio foi realizado com um controle, contendo agua e tween e oito
gradientes de concentragdes com o larvicida em estudo, utilizando-se quatro réplicas

para cada um destes. Vinte larvas de terceiro estadio tardio foram expostas em um
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volume final de 150 ml, utilizando-se como recipientes copos plasticos descartaveis
de 200 mL. Desta maneira oitenta larvas foram expostas por concentragdo de
larvicida e 80 para o controle. Os testes foram realizados em triplicatas obtendo-se
uma amostra de pelo menos 240 larvas por concentragao de inseticida. A resposta
foi observada apds 24 horas da exposigdo, com a contagem do numero de larvas
mortas e vivas por concentragdo. A porcentagem de mortalidade foi calculada
totalizando-se o numero de larvas expostas e mortas por concentracdo em cada
teste realizado, considerando-se que mortalidades superiores a vinte por cento no
grupo controle invalidam o teste e que a mortalidade de cada concentragcéo deve ser
corrigida pela formula de Abbott, quando o controle obtiver mortalidades entre cinco
e vinte por cento (30).

Para avaliar se a presengca dos Oleos essenciais de C. sinensis e S.
aromaticum nos sitios de postura influenciam o comportamento de oviposigdo de
fémeas de A. aegypti formou-se duas gaiolas, uma para cada larvicida, contendo
cem fémeas e cinquenta machos recém-emergidos cada uma, a linhagem utilizada
foi proveniente da cidade de Marilia, SP. Apés trés dias de formadas, periodo para
cbdpula, retirou-se a alimentagao, solugado de mel a dez por cento, oferecida por meio
de algodbes entumecidos e no quarto dia ofereceu-se sangue por alimentador
artificial. A partir de entdo as alimentacdes, sanguinea e mel, foram oferecidas em
dias alternados, até o final do experimento, que teve duragao de 33 dias.

Apos trés dias da primeira alimentagcéo sanguinea foram colocados dois sitios
de postura em cada gaiola, um copo com agua de torneira e um copo com solugao
do larvicida, a fim de se observar possiveis preferéncias (Figura 1). Os copos foram
revestidos com uma tira de papel de filtro que serve como substrato para a

oviposicéo e recobertos por um recipiente preto para controle da luminosidade. As
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concentragdes das solugdes foram de 81,44 ppm para C. sinensis, 860 ppm para S.
aromaticum, concentragdes aproximadamente quatro vezes maiores que as
necessarias para matar 99% da cepa Rockefeller, critério arbitrario para uso de

inseticidas em campo.

]

Figura 1. A) Copo admbar revestido por papel de filtro, utilizado como sitio de postura para A. aegypti.

B) Recipiente utilizado sobre o sitio de oviposicdo para garantir condi¢des adequadas de

luminosidade, SUCEN, 2013.

As segundas, quartas e sextas feiras, ofereceu-se alimentagdo sanguinea,
retirou-se as tiras de papel de filtro, colocando-as para secar e trocou-se a solugao.
Para evitar que a claridade do local interferisse na escolha do sitio de oviposi¢éo, a
posi¢do dos copos contendo agua e solugéo de larvicida foi invertida no momento da
troca das solugdes. No dia seguinte a retirada das fitas foi realizada a contagem dos
OVOs.

Analise estatistica. O pacote computacional Polo-PC (31) foi utilizado para
converter o percentual de mortalidade para escala de probabilidades (32) e estimar
as CL50, CL95 e CL99, a partir das quais, calculou-se as razdes de resisténcia pela

equacao 1.
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RR = CL50 ou 95 da linhagem teste ......cccccccciies oo Equacao 1

CL50 ou 95 da linhagem suscetivel

Para construgdo dos graficos de dose-resposta utilizou se o programa Graph
Pad prism versao 5.0.

O indice de atividade de oviposi¢cao (IAO) foi adotado para avaliar a resposta
de oviposigao das fémeas aos diferentes sitios de oviposi¢ao (33, 34). O IAO varia
entre -1 e +1, substancias que atraem ou estimulam a deposi¢cao de ovos produzem
indices positivos, enquanto compostos que repelem ou inibem produzem indices

negativos. O mesmo é calculado pela equacéo 2.

O T AN | el PSP Equacao 2
Nt + Nc

Em que IAO é o indice de atividade de oviposi¢cado, Nt é a média do numero
de ovos a serem testados e Nc é a média do numero de ovos do controle.

O teste t de student foi utilizado para comparar 0 numero de ovos postos em
cada par de sitios de postura. Os graficos demonstrando o numero de ovos para
cada sitio de postura e o numero de ovos ao longo do experimento foram

construidos utilizando-se o programa Graph Pad prism verséo 5.0.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os testes de suscetibilidade das larvas de A. aegypti demonstraram que 0s

Oleos essenciais de S. aromaticum e C. sinensis, apresentaram efeito larvicida em

todas as populacdes testadas. O tween 80, utilizado como tensoativo, nao interferiu
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na mortalidade das larvas, conforme observado no grupo controle. Todos os testes
obtiveram mortalidade inferior a vinte por cento no controle, portanto nenhum deles
foi invalidado. As concentracdes letais e seus respectivos intervalos de confianca

podem ser verificados na tabela 1.

Tabela 1. Testes de Concentragées Letais (CL 50, 95 e 99) e respectivos intervalos de confianga, em
populacoes de A. aegypti provenientes de Aragatuba, Marilia, Santos e cepa Rockfeller, para os diversos

produtos testados.

Larvicida Linhagem CL 50 (IC 95%) ppm CL 95 (IC 95%) ppm CL 99 (IC 95%) ppm
Rockefeller 11,92 (11,7 - 12,2) 17,40 (16,4 - 18,9) 20,36 (18,8 - 22,7)
. _ Aragatuba 15,06 (14,7-15,5) 27,59 (26,3-29,1) 35,45(33,3-38,1)
C. sinensis o
Marilia 13,70 (13,4-14,0) 21,08 (20,4-21,9) 25,20 (24,1-26,6)
Santos 16,30 (15,5-17,1) 34,18 (31,5-37,7) 46,40 (41,7-53)
Rockefeller 93,56 (90,1-97,0) 167,85 (157,2-182,1) 213,83 (195,6-239,0)
] Aragatuba 92,97 (90,0-95,8) 163,40 (156,2-172,0) 206,40 (194,4-221,4)
S. aromaticum )
Marilia 106,90 (103,9-109,8) 174,20 (167,7-181,9) 213,20 (202,6-226,3)
Santos 95,00 (92,2-97,8) 155,50 (148,3-164,4) 190,70 (179,1-205,6)
Rockefeller 0,33 (0,29-0,35) 0,57 (0,53-0,65) 0,73 (0,64-0,88)
C. sinensis + Aragatuba 1,65 (1,48-1,81) 5,13 (4,61-5,83) 8,21 (7,08-9,86)
Temephos Marilia 1,78 (1,61-1,95) 5,48 (4,39-7,80) 8,75 (6,43-14,33)
Santos 1,88 (1,65-2,09) 5,35 (4,62-6,56) 8,25 (6,70-11,14)
Rockefeller 0,72 (0,69-0,75) 1,00 (0,94-1,08) 1,14 (1,06-1,26)
S. aromaticum Aragatuba 1,66 (1,5-1,8) 4,39 (3,8-5,4) 6,60 (5,36-8,81)
+ Temephos Marilia 1,87 (1,41-2,21) 5,20 (4,21-7,74) 7,94 (10,98-24,13)
Santos 1,96 (1,75-2,14) 3,96 (3,53-4,65) 5,3 (4,54-6,66)
Rockefeller  0,0035 (0,0034-0,0036) 0,0052 (0,0050-0,0054)  0,0061 (0,0058-0,0065)
Temephos? Aragatuba 0,0130 (0,012-0,013) 0,0240 (0,023-0,026) 0,0310 (0,028-0,034)
Marilia 0,0088 (0,0083-0,0092) 0,0180 (0,017-0,019) 0,02400 (0,022-0,027)
Santos 0,0120 (0,011-0,012) 0,0200 (0,0191-0,022) 0,0260 (0,024-0,028)

IC 95% - Intervalo de confianga a 95% de probabilidade.

Sobrepondo-se os intervalos de confianga na concentragdo letal 95%,
observa-se que todas as populacdes diferiram entre si para o 6leo essencial de C.

sinensis. Para o S. aromaticum as populacbes de campo n&o apresentaram

2 Dados n&o publicados, Relatério de Bioensaios realizados em 2013 para monitoramento da suscetibilidade de
Aedes aegypti aos inseticidas utilizados para seu controle. Laboratério de Entomologia Aplicada da SUCEN de
Marilia, SP, 2013.
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diferencas significativas em relagédo cepa Rockfeller e entre elas as unicas que se
apresentaram significativamente diferentes foram Santos e Marilia. A média da
diferenca dos intervalos de confianga para C. sinensis foi de 3,25 e para o S.
aromaticum de 17,75, o que demonstra maior instabilidade deste, visto que agiu em
uma ampla faixa de concentragbes. Para as associagbes ao temephos todas as
populagcdes de campo apresentaram-se significativamente diferentes da cepa
Rockefeller e semelhantes entre si, com um perfil proximo da resposta ao temephos.

A CL 95 foi escolhida para a sobreposicéo dos intervalos de confianga, pois
na CL 50 as popula¢des ndo haviam se diferenciado e na CL99 os intervalos de
confianga foram muito grandes, isto geralmente ocorre porque os valores de CL99
sdo estimados pelo programa, ja que nos testes € dificil chegar a este valor.

Chaieb et al. (2007) e Simas et al. (2004) estudando o eugenol, constituinte
majoritario do 6leo essencial S. aromaticum, encontraram CL50 de 44,5 ppm (23,
19). Ja para o 6leo essencial o valor de CL50 encontrado por Costa et al. (2005) foi
de 21,4 ppm (21), por Fayemiwo et al. (2014) de 92,56 mg (28) e por Barbosa et al.
(2012) de 62,3 ppm para populacdo de campo e 77,0 ppm para cepa Rockefeller
(25).

Warikoo e colaboradores (2012) encontraram CL50 de 446.84ppm para
extrato alcodlico de C. sinensis enquanto Murungan e colaboradores (2012)
encontraram CL50 de 342,45 (27, 26).

Os valores de CL50 encontrados neste estudo para os Oleos essenciais de C.
sinensis e S. aromaticum foram diferentes dos encontrados nos estudos citados
acima, porém estas diferencas ja eram esperadas, pois tanto as populagdes

testadas como a constituicao dos produtos sao diferentes.
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O pH da agua destilada nao foi alterado pelo acréscimo das solugdes de
Oleos essencias, mesmo na maior concentracéo utilizada durante o estudo, o que
descarta a possibilidade da mortalidade das larvas ser ocasionada por acidez.

De acordo com Mazzari e Georghiou (1995), os niveis de resisténcia sao
definidos como: razdo de resisténcia menor que cinco; baixo, entre cinco e dez;
médio e superior a dez; elevado (35), seguindo-se este conceito, o nivel de
resisténcia para os 6leos essenciais isolados é considerado baixo, enquanto para o
temephos e suas associagdes aos 6leos essenciais é considerado médio (Tabela 2).
Nas associacdes de C. sinensis ao temephos os valores de razbes de resisténcia
foram proximos a dez, portanto dentre os produtos testados &€ o menos
recomendado para o controle do vetor.

A Rede Nacional de Monitoramento da Resisténcia de A. aegypti a Inseticidas
indica a substituicdo de larvicida quando for identificada em laboratério razdo de
resisténcia igual ou maior que trés (Secretaria de Vigilancia em Saude, Reunido
Técnica Para Discutir Status de Resisténcia de Aedes aegypti, 2006: dados nao
publicados), portanto os 6éleos essenciais de C. sinensis e S. aromaticum tornam-se
potenciais candidatos ao manejo da resisténcia de populagdes de A. aegypti aos
organofosforados, enquanto suas associagbes ao temephos nédo seriam indicadas

para uso como larvicidas.
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Tabela 2. Razées de resisténcia para CL 50, CL 95 e CL 99 conforme larvicida e populagao.

Larvicida Linhagem RR CL 50 RR CL 95 RR CL 99

Aragatuba 1,3 1,6 1,7
C. sinensis Marilia 1,1 1,2 1,2
Santos 1,4 2,0 2,3
Aragatuba 1,0 1,0 1,0
S. aromaticum Marilia 1,1 1,0 1,0
Santos 1,0 0,9 0,9
Aracatuba 3,7 4,6 5,1
Temephos Marilia 2,5 3,5 3,9
Santos 3,4 3,8 43
Aragatuba 5,0 9,0 11,2

C. sinensis + Marilia
Temephos 54 9,6 12,0
Santos 5,7 9,4 11,3
Aracatuba 2,3 4.4 5,8

S. aromaticum + Marilia
Temephos 2,6 5.2 7.0
Santos 2.7 4,0 4,6

Para a construgédo dos graficos de dose-resposta foi utilizado o método probit
proposto por Bliss e Fisher (1935) (36, 37). Esta metodologia permite a comparagéo
entre as diferentes populag¢des e produtos testados, pois transforma curvas dose—
resposta sigmoides em retas, por meio da conversao das doses para log das doses
e da porcentagem de mortalidade para a escala de probit, que varia de dois a oito
(Figura 2).

Verificou-se pela comparagao dos graficos que a dose necessaria para que o
S. aromaticum tenha acao larvicida é aproximadamente dez vezes maior que a
necessaria para o C. sinensis, porém as quatro populagbes testadas agiram de
forma mais homogénea a este produto. Comparando-se os graficos das associagdes
com o do temephos conclui-se que a dose necessaria para que o temephos tenha

atividade larvicida sozinho é inferior a necessaria nas associacoes.
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Syzygium aromaticum
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Figura 2. Curvas de dose resposta dos bioensaios realizados para avaliagdo da atividade larvicida

dos o6leos de C. sinensis e S. aromaticum e suas associagdes ao temephos, 2013.
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Levando-se em consideragao o conceito de Brindley e Selim (1984) de que
sinergistas s&o substancias que quando utilizadas em quantidades subletais
aumentam a letalidade dos inseticidas (38), conclui-se que os 6leos esséncias
exerceram efeito antagonistico quando associados ao temephos, ja que na CL50
das associagdes dos 6leos essenciais ao temephos a concentragcéo de temephos foi
superior a do temephos utilizado sozinho, para todas as populacbes testadas

(Tabela 3).

Tabela 3. Valores de CL50 (ppm) para o temephos sozinho e para o temephos nas associagoes
com Oleos essenciais de C. sinensis e S. aromaticum.

Temephos na Temephos na
Linhagem Temephos (sozinho) Associagdo com Associagdo com
C. sinensis S. aromaticum
Rockefeller 0,004 0,006 0,007
Aragatuba 0,013 1,620 0,016
Marilia 0,009 1,748 0,019
Santos 0,012 1,846 0,019

O estudo de repeléncia na oviposicdo demonstrou que as fémeas gravidas
realizaram postura em todos os sitios de postura, com diferenca significativa
(p<0,05) no numero de ovos entre as solugbes dos Oleos essenciais e da agua. O
numero de ovos nos sitios de oviposi¢gdo contendo C. sinenis e S. aromaticum foi
inferior estatisticamente em relagdo ao respectivo par de sitios de postura contendo

agua (Tabela 4) (Figura 3).

Tabela 4. Comparacao da resposta oviposicional de fémeas de A. aegypti em sitios de postura
contendo dleos essenciais de C. sinensis e S. aromaticum com sitios de postura contendo agua.

S. aromaticum  Agua C. sinensis  Agua
Total de ovos por sitio de postura 515 14536 5050 7592
Média de numero de ovos a cada 48 hs 34 969 337 506
Desvio Padrao 40,98 521,49 220,61 295,35
Teste t (p) 0,000002 0,0006

indice de Atividade de Oviposigio -0,93 -0,2




48

Citrus sinensis Syzygium aromaticum

600+ 1200
1100
1000
900
800
700
600
500
400
300
200
100
I 0 I
Produto Agua Produto Agua

500+
400+
300+

N° Ovos
N° Ovos

200+
1004

Figura 3. Numero de ovos de Aedes aegypti segundo sitios de oviposig¢éo, 2013.

A primeira postura realizada pelas fémeas foi a mais produtiva nas duas
gaiolas, havendo uma reduc¢do no numero de ovos nos dias subsequentes, o que
permitiu verificar curva exponencial decrescente, com um aumento proximo ao

trigésimo dia (Figura 4).
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Figura 4. Numero de ovos de Aedes aegypti segundo o tempo, 2013.

Conforme descrito por Marques et.al. (2013), o indice de atividade de
oviposi¢éo varia entre -1 e +1, substancias que atraem ou estimulam a deposi¢ao de
ovos produzem indices positivos, enquanto as que repelem ou inibem produzem
indices negativos (33), os Oleos essenciais de C. sinensis e S. aromaticum obtiveram
indice negativo, portanto exercem efeito de repeléncia sobre a oviposicdo do A.

aegypti, o que € um fator complicador para utilizagcdo dos 6leos essenciais como
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larvicidas, pois o vetor ira ovipor em locais que ndo contenham os produtos. Sendo
assim, aspectos de sua volatilidade deverao ser considerados para o

desenvolvimento de formulagdes, visando a diminui¢do da agao repelente.

CONCLUSOES

Os oleos essenciais de C. sinensis e S. aromaticum possuem atividade
larvicida semelhante em populagbes de A. aegypti com diferentes perfis de
susceptibilidade ao organofosforado temephos, portanto possuem o potencial para
serem utilizados nos programas de controle de vetores como alternativa de manejo a
resisténcia.

O dleo essencial de S. aromaticum possivelmente possui mecanismo de agéo
diferente ao do temephos, pois ndo houve diferenca significativa entre a atividade
larvicida para as populagbes resistentes a este inseticida e a cepa suscetivel
Rockefeller, ja o 6leo essencial de C. sinensis obteve diferencas significativas nas
concentracgdes letais para todas as populagbes testadas, o que pode ser um indicio
de resisténcia cruzada a algum inseticida utilizado anteriormente.

A associacao dos 0Oleos essenciais ao temephos n&o levou ao aumento da
toxicidade do mesmo, portanto ndo ocorreu efeito sinergistico.

Os 6leos essenciais de C. sinensis e S. aromaticum exercem efeito de
repeléncia no comportamento de oviposicao de fémeas de A. aegypti, isto prejudica
sua utilizagdo como larvicida na rotina de controle de vetores, pois levara o vetor a
ovipor em locais que ndo contenham os produtos. Sendo assim, aspectos de sua
volatilidade deverdo ser considerados para o desenvolvimento de formulagdes,

visando a diminui¢cao da acgao repelente.
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3. CONSIDERAGOES FINAIS

Os Oleos essenciais de C. sinensis e S. aromaticum possuem atividade
larvicida semelhante em populacbes de A. aegypti com diferentes perfis de
susceptibilidade ao organofosforado temephos, portanto possuem o potencial para
serem utilizados nos programas de controle de vetores como alternativa de manejo a
resisténcia, porém os aspectos de sua volatilidade deverao ser considerados para o
desenvolvimento de formulagbes, visando a diminuicdo da acao repelente sobre o

comportamento de oviposi¢ao das fémeas do vetor.
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standards may be rejected.

Cover Letter

You should supply an approximately one page cover letter that:

- Concisely summarizes why your paper is a valuable addition to the scientific
literature

- Briefly relates your study to previously published work

- Specifies the type of article you are submitting (for example, research article,
systematic review, meta-analysis, clinical trial)

- Describes any prior interactions with PLOS regarding the submitted manuscript

- Suggests appropriate PLOS ONE Academic Editors to handle your manuscript Lists
any recommended or opposed reviewers

Your cover letter should not include requests to reduce or waive publication fees.
Should your manuscript be accepted, you will have the opportunity to include your
requests at that time.

Manuscript Organization
PLOS ONE considers manuscripts of any length. There are no explicit restrictions for

the number of words, figures, or the length of the supporting information, although we
encourage a concise and accessible writing style. We will not consider monographs.
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All manuscripts should be double-spaced and include line numbers and page
numbers.

Manuscripts should begin with the ordered sections:

Title
Authors
Affiliations
Abstract
Introduction

and end with the sections of:

Acknowledgments
References

Figure Legends
Tables

Figures should not be included in the main manuscript file. Each figure must be
prepared and submitted as an individual file. Find more information about preparing
figures here.

The title, authors, and affiliations should all be included on a title page as the first
page of the manuscript file.

There are no explicit requirements for section organization between these beginning
and ending sections. Articles may be organized in different ways and with different
section titles, according to the authors' preference. In most cases, internal sections
include:

Materials and Methods
Results

Discussion
Conclusions (optional)

PLOS ONE has no specific requirements for the order of these sections, and in some
cases it may be appropriate to combine sections. Guidelines for individual sections
can be found below.

Abbreviations should be kept to a minimum and defined upon first use in the text.
Non-standard abbreviations should not be used unless they appear at least three
times in the text.

Standardized nomenclature should be used as appropriate, including appropriate
usage of species names and Sl units.
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2. Guidelines for Standard Sections

Title

Manuscripts must be submitted with both a full titte and a short title, which will appear
at the top of the PDF upon publication if accepted. Only the full title should be
included in the manuscript file; the short title will be entered during the online
submission process.

The full title must be 250 characters or fewer. It should be specific, descriptive,
concise, and comprehensible to readers outside the subject field. Avoid abbreviations
if possible. Where appropriate, authors should include the species or model system
used (for biological papers) or type of study design (for clinical papers).

Examples:

Impact of Cigarette Smoke Exposure on Innate Immunity: A Caenorhabditis
elegans Model
Solar Drinking Water Disinfection (SODIS) to Reduce Childhood Diarrhoea in

Rural Bolivia: A Cluster-Randomized, Controlled Trial
The short title must be 50 characters or fewer and should state the topic of the paper.

Authors and Affiliations

All author names should be listed in the following order:

First names (or initials, if used),
Middle names (or initials, if used), and

Last names (surname, family name)
Each author should list an associated department, university, or organizational
affiliation and its location, including city, state/province (if applicable), and country. If
the article has been submitted on behalf of a consortium, all author names and
affiliations should be listed at the end of the article.

This information cannot be changed after initial submission, so please ensure that it
is correct.

To qualify for authorship, a researcher should contribute to all of the following:

Conception and design of the work, acquisition of data, or analysis and
interpretation of data
Drafting the article or revising it critically for important intellectual content

Final approval of the version to be published
All persons designated as authors should qualify for authorship, and all those who
qualify should be listed. Each author must have participated sufficiently in the work to
take public responsibility for appropriate portions of the content. Those who
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contributed to the work but do not qualify for authorship should be listed in the
acknowledgments.

When a large group or center has conducted the work, the author list should include
the individuals whose contributions meet the criteria defined above, as well as the
group name.

One author should be designated as the corresponding author, and his or her email
address or other contact information should be included on the manuscript cover
page. This information will be published with the article if accepted.

Abstract

The abstract should:

Describe the main objective(s) of the study

Explain how the study was done, including any model organisms used, without
methodological detail

Summarize the most important results and their significance

Not exceed 300 words
Abstracts should not include:

Citations
Abbreviations, if possible

Introduction

The introduction should:

Provide background that puts the manuscript into context and allows readers
outside the field to understand the purpose and significance of the study

Define the problem addressed and why it is important

Include a brief review of the key literature

Note any relevant controversies or disagreements in the field

Conclude with a brief statement of the overall aim of the work and a comment
about whether that aim was achieved
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Materials and Methods

This section should provide enough detail to allow suitably skilled investigators to
fully replicate your study. Specific information and/or protocols for new methods
should be included in detail. If materials, methods, and protocols are well
established, authors may cite articles where those protocols are described in detail,
but the submission should include sufficient information to be understood
independent of these references.

We encourage authors to submit detailed protocols for newer or less well-established
methods as Supporting Information. Methods sections of papers on research
using human or animal subjects and/or tissue or field sampling must include required
ethics statements. See theReporting Guidelines for human research, clinical
trials, animal research, and observational and field studies for more information.

Methods sections of papers with data that should be deposited in a publicly available
database should specify where the data have been deposited and provide the
relevant accession numbers and version numbers, if appropriate. Accession numbers
should be provided in parentheses after the entity on first use. If the accession
numbers have not yet been obtained at the time of submission, please state that they
will be provided during review. They must be provided prior to publication.

Methods sections of papers using cell lines must state the origin of the cell lines
used.

Methods sections of papers adding new taxon names to the literature must follow the
Reporting Guidelines below for a new zoological taxon, botanical taxon, or fungal
taxon.

Results, Discussion, and Conclusions

These sections may all be separate, or may be combined to create a mixed
Results/Discussion section (commonly labeled "Results and Discussion") or a mixed
Discussion/Conclusions section (commonly labeled "Discussion"). These sections
may be further divided into subsections, each with a concise subheading, as
appropriate. These sections have no word limit, but the language should be clear and
concise.

Together, these sections should describe the results of the experiments, the
interpretation of these results, and the conclusions that can be drawn. Authors should
explain how the results relate to the hypothesis presented as the basis of the study
and provide a succinct explanation of the implications of the findings, particularly in
relation to previous related studies and potential future directions for research.

PLOS ONE editorial decisions do not rely on perceived significance or impact, so
authors should avoid overstating their conclusions.
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If an article is submitted to a journal and also publicly available as a pre-print,
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available database.
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Multimedia. Examples: videos, movies, and TV shows. Hitchcock A,
producer and director (1954) Rear Window [Film]. Los Angeles: MGM.

Tables

Tables should be included at the end of the manuscript. All tables should have a
concise title. Footnotes can be used to explain abbreviations. Citations should be
indicated using the same style as outlined above. Tables occupying more than one
printed page should be avoided, if possible. Larger tables can be published
as Supporting Information.

Figure Legends

Figures should not be included in the manuscript file, but figure legends should be.
Figure legends should describe the key messages of a figure. Legends should have
a short title of 15 words or less. The full legend should have a description of the
figure and allow readers to understand the figure without referring to the text. The
legend itself should be succinct, avoid lengthy descriptions of methods, and define all
non-standard symbols and abbreviations.



