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CARDOSO, André de Almeida. Potencial acdo inseticida da Tagetes erecta L. no controle de
larvas e a atividade metabodlica do Aedes aegypti L. Orientador: Prof. Dr. Odair Alberton.
2026. 48 f. Dissertagdao (Mestrado em Plantas Medicinais e Fitoterapicos na Atencao Basica)
— Universidade Paranaense, Umuarama, 2026.

RESUMO

A crescente resisténcia de populagdes de Aedes aegypti L. aos inseticidas sintéticos tém
impulsionado a busca por alternativas sustentaveis e ecologicamente seguras para o controle
vetorial. Nesse contexto, os 0leos essenciais extraidos de plantas medicinais t€ém se destacado
devido a presengca de compostos bioativos com propriedades larvicidas e repelentes. O
trabalho encontra-se dividido em dois capitulos. O primeiro reune revisdo bibliografica sobre
o uso de plantas aromaticas, especialmente Tagetes erecta L. (cravo-de-defunto), no controle
de mosquitos vetores, com abordagem dos aspectos epidemiolédgicos da dengue, do controle
bioldgico, do uso de Bacillus thuringiensis israelensis (Bti) e do potencial dos fitoderivados
no manejo integrado de vetores. O segundo capitulo apresenta bioensaios larvicidas realizados
com Oleo essencial comercial de 7. erecta sobre larvas de A. aegypti de 3° e 4° estagtio,
obtidas a partir de ovos coletados em ovitrampas da Vigilancia Ambiental de Umuarama. Os
ensaios foram conduzidos nos Laboratorios de Biotecnologia e Entomologia Aplicada da
UNIPAR, com unidades experimentais contendo 25 larvas, sob condi¢des controladas. A
mortalidade apds 24 horas foi avaliada nas concentragdes de 250 a 500 uL L', mantendo-se a
analise voltada a concentracdo letal capaz de atingir 50% e 90% da populagao-alvo, (CL50)
estimada em 186,7 uL L' e na (CL90). Os resultados demonstraram elevada mortalidade nas
maiores concentragdes, com CL90 estimada em 271,4 uL L™'. Também foram incorporados
dados de monitoramento entomologico por ovitrampas em 2025, considerando 200
armadilhas no municipio de Umuarama. Conclui-se que o Oleo essencial de 7. erecta
apresenta potencial larvicida relevante e pode contribuir, mediante estudos complementares
de padronizagdo, seguranca e validagdo em campo, para estratégias sustentdveis de controle

de A. aegypti.

Palavras-chave: Aedes aegypti; Tagetes erecta; 6leo essencial; biolarvicida; CL90; CL50;

ovitrampa; controle vetorial.



CARDOSO, André¢ de Almeida. Potential insecticidal action of Tagetes erecta L. in the
control and metabolic activity of larvae of Aedes aegypti L. Advisor: Prof. Dr. Odair
Alberton. 2026. 48 p. Dissertation (Master's degree in Medicinal Plants and Phytotherapeutics
in Basic Attention) — University Paranaense, Umuarama, 2026.

ABSTRACT

The increasing resistance of Aedes aegypti L. populations to synthetic insecticides has
encouraged the search for sustainable and environmentally safer alternatives for vector
control. In this context, essential oils from medicinal plants have been highlighted due to
bioactive compounds with larvicidal and repellent properties. This dissertation is organized
into two chapters. The first chapter presents a bibliographic review on the use of aromatic
plants, especially Tagetes erecta L. (marigold), in the control of mosquito vectors, addressing
dengue epidemiology, biological control, the use of Bacillus thuringiensis israelensis (Bti),
and the potential of plant-derived products in integrated vector management. The second
chapter presents larvicidal bioassays performed with commercial 7. erecta essential oil
against A. aegypti larvae obtained from eggs collected in ovitraps monitored by the
Environmental Surveillance service of Umuarama. The assays were carried out at the
Medicinal Garden and at the Biotechnology and Applied Entomology Laboratories of
Universidade Paranaense (UNIPAR), using experimental units with 25 larvae under
controlled conditions. Mortality after 24 hours was assessed at concentrations ranging from
250 to 500 uL L', focusing on the lethal concentration capable of reaching 90% of the target
population (LC90). Results showed high larval mortality at the highest concentrations, with
an estimated LC90 of 271.4 pL L™'. Entomological monitoring data from ovitraps in 2025,
considering 200 traps in Umuarama, were also incorporated. It is concluded that 7. erecta
essential oil has relevant larvicidal potential and may contribute, after complementary studies

on standardization, safety, and field validation, to sustainable strategies for A. aegypti control.

Keywords: Aedes aegypti; Tagetes erecta; essential oil; biolarvicide; CL90; CL50; ovitrap;
vector control.
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REVISAO BIBLIOGRAFICA



POTENCIAL ACAO INSETICIDA DA Tagetes erecta L. NO CONTROLE DE
LARVAS E A ATIVIDADE METABOLICA DO Aedes aegypti L.

O capitulo 1 foi editado de acordo com as normas da Associacdo Brasileira de Normas

Técnicas — ABNT.
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POTENCIAL ACAO INSETICIDA DA Tagetes erecta L. NO CONTROLE DE
LARVAS E A ATIVIDADE METABOLICA DO Aedes aegypti L.

1.1. Introducio

A dengue ¢ considerada uma das arboviroses de maior relevancia mundial,
especialmente em regides tropicais e subtropicais. A Organizacdo Mundial da Satde estima
que cerca de metade da populacdo mundial esteja exposta ao risco de infeccdo e que ocorram
aproximadamente 100 a 400 milhdes de infeccdes por ano (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2025). Nas Américas, o ano de 2024 foi marcado por cenario epidémico
expressivo, com quase 13 milhdes de casos suspeitos notificados e milhares de Obitos
associados a doenga (PAN AMERICAN HEALTH ORGANIZATION, 2025).

No Brasil, a dengue apresenta comportamento endémico-epidémico desde a década de
1980, com ondas de transmissdo que variam conforme circulagdo de sorotipos, condigdes
climéticas, urbanizacao, disponibilidade de criadouros e efetividade das acdes de vigilancia.
Estudos de série temporal demonstram tendéncia de aumento da incidéncia e da letalidade ao
longo das ultimas décadas, refor¢cando a necessidade de estratégias integradas de prevengdo e
controle (SILVA et al., 2025).

O Aedes aegypti L., principal vetor da dengue, zika e chikungunya, apresenta elevada
adaptagdao ao ambiente urbano, com oviposicdo em recipientes artificiais e rapida reposi¢ao
populacional apds intervengdes pontuais. A dependéncia de d4gua acumulada e a proximidade
com domicilios humanos favorecem a persisténcia do vetor mesmo em areas com campanhas
regulares de controle (DONALISIO; GLASSER, 2002; ZARA et al., 2016).

Historicamente, o controle do A. aegypti foi apoiado no uso de inseticidas quimicos,
principalmente organofosforados e piretroides. Embora tais compostos tenham relevancia
operacional, o uso continuo e indiscriminado favorece a selecdo de populacdes resistentes,
reduzindo a efetividade das agdes de vigilancia e exigindo alternativas de menor impacto
ambiental (LUNA et al., 2004; VALLE et al., 2019). Tal resisténcia compromete a efetividade
dos programas de controle vetorial, tornando urgente a busca por alternativas sustentaveis
(VALLE et al., 2019).

Entre as alternativas de controle, destacam-se o manejo ambiental de criadouros, as

armadilhas de monitoramento, biolarvicida a base de Bacillus thuringiensis israelensis (Bti), a
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educacdo em saude e os compostos de origem vegetal. Essas estratégias sdo compativeis com
o manejo integrado de vetores, que recomenda a associagdo de diferentes métodos de
controle, monitoramento entomologico e participagdo comunitaria (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2017; ZARA et al., 2016).

Diante desse cendrio, 0leos essenciais de plantas aromaticas tém sido investigados
como fontes de compostos bioativos com atividade larvicida. Entre as espécies de interesse
esta a Tagetes erecta L (Asteraceae), popularmente conhecida como cravo-de-defunto, cujo
6leo essencial apresenta constituintes terpénicos associados a toxicidade sobre larvas de
mosquitos (MARQUES et al., 2011; PAVELA, 2015).

Pesquisas com o 6leo essencial de 7. erecta demonstram atividade larvicida sobre A.
aegypti e indicam a presenga de compostos terpénicos de interesse entomoldgico. A
composicao e a atividade desses 6leos podem variar conforme a origem do material vegetal, a
parte da planta utilizada e as condi¢des de obtencdo do 6leo (MARQUES et al., 2011;
PAVELA, 2015).

Além da acdo biologica, os 6leos essenciais t€ém sido investigados como alternativas
de origem vegetal para o manejo de insetos. Entretanto, sua utilizacdo deve considerar
aspectos como composicdo quimica, estabilidade, padronizacdo, eficacia e seguranca
ambiental, especialmente quando se pretende avangar para aplicagdes em campo (PAVELA;
BENELLI 2016).

No municipio de Umuarama, a infestacdo por A. aegypti tem aumentado
significativamente, com registros de surtos recentes e crescimento no numero de casos
confirmados atingindo sua maior epidemia no ciclo epidemiologico de 2023/2024, somando
8.676 diagnosticos positivos. Nesse contexto, a pesquisa proposta pela Universidade
Paranaense visa contribuir com dados cientificos que fundamentem o uso do 6leo essencial de
T. erecta como alternativa biotecnologica no combate a dengue.

Desse modo, este trabalho teve como objetivo avaliar a potencial agdo larvicida do
Oleo essencial de T erecta. sobre larvas de A. aegypti, com énfase na determinagao das
concentracgoes letais CL50 e CL90, relacionando os resultados obtidos aos dados de vigilancia
entomoldgica provenientes de ovitrampas no municipio de Umuarama, Parana.

Para fundamentar o estudo, foi realizada uma revisdo bibliografica de carater
descritivo, por meio de buscas nas bases de dados SciELO, Google Académico, PubMed e
Portal de Periodicos da CAPES. Foram utilizados, isoladamente ou em combinagdo, os
seguintes descritores: “Aedes aegypti”’, “ovitrampas”, “resisténcia a inseticidas”, “Tagetes

99 ¢ L

erecta”, “Oleo essencial” e “atividade larvicida”.
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67 A revisdo teve como finalidade reunir informagdes relacionadas ao monitoramento de
68  A. aegypti, a resisténcia aos inseticidas convencionais ¢ ao potencial de produtos de origem

69  vegetal, especialmente 6leos essenciais, como alternativas para o controle larval.
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1.2. Revisao da Literatura

O Aedes aegypti L. é uma espécie originaria da Africa, adaptada ao ambiente urbano e
dependente da 4gua parada para completar seu ciclo reprodutivo. As fémeas necessitam de
sangue humano para a maturagdo dos ovos, o que aumenta a exposi¢do de populacdes
humanas a infecc¢ao pelos virus da dengue, zika e chikungunya (MASSAD et al., 2003).

O A. aegypti ¢ uma espécie de grande importancia sanitaria por atuar como vetor de
arboviroses capazes de produzir surtos extensos em areas urbanas. Seu ciclo de vida envolve
ovos, larvas, pupas e adultos, sendo os estagios imaturos dependentes de ambientes aquaticos.
Por essa razdo, agdes voltadas ao monitoramento de ovos por meio das ovitrampas e ao
controle larval sdo componentes estratégicos da vigilancia entomologica.

As ovitrampas sdo ferramentas utilizadas para detectar e acompanhar a presenca de
fémeas ovipositantes de 4. aegypti. De modo geral, consistem em recipientes escuros com
agua ¢ palhetas de material poroso, nas quais as fémeas depositam ovos acima da linha
d’agua. A substituicdo semanal e leitura peridodica das palhetas possibilitam estimar a
atividade reprodutiva do vetor e orientar medidas de controle antes da emergéncia de adultos.

Os métodos tradicionais de controle do vetor, baseados no uso de inseticidas quimicos,
ttm se mostrado insuficientes diante do avango da resisténcia. A resisténcia a
organofosforados, como o temefo6s, ja foi documentada em populagdes brasileiras de A.
aegypti, reforcando a necessidade de estratégias complementares e de manejo integrado do
vetor (CAMPOS et al., 2001; VALLE et al., 2019).

No controle biologico, o Bti representa uma das ferramentas mais consolidadas para
manejo larval de mosquitos, por produzir toxinas com acgdo especifica sobre larvas de
culicideos. Seu uso ¢ considerado relevante em programas de controle por reduzir populagdes
larvais com menor impacto sobre organismos ndo-alvo quando comparado ao uso intensivo de
inseticidas convencionais (ZARA et al., 2016; NASCIMENTO et al., 2024).

Os oleos essenciais, por sua vez, constituem misturas complexas de metabolitos
secundarios, especialmente monoterpenos e sesquiterpenos, associados a efeitos repelentes,
larvicidas e inseticidas. A composi¢do quimica varia conforme espécie, parte vegetal,
condi¢cdes ambientais, método de extracdo e armazenamento, 0 que torna necessdria a
padronizagdo do insumo utilizado em bioensaios (PAVELA; BENELLI, 2016).

A familia Asteraceae tem sido frequentemente investigada quanto ao potencial
larvicida contra 4. aegypti. Estudos com espécies do género Tagetes indicam que compostos

como piperitona, limoneno e derivados terpénicos podem estar associados ao efeito toxico
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sobre larvas, interferindo em processos fisiologicos e provocando alteragdes
comportamentais, letargia e mortalidade (MARQUES et al., 2011).

No caso do cravo-de-defunto, estudos identificaram compostos terpénicos, como
piperitona, limoneno e outros constituintes volateis, associados ao interesse bioldgico da
espécie. A atividade larvicida, entretanto, deve ser interpretada considerando a composi¢ao do
oleo e as condi¢des experimentais empregadas (MARQUES et al., 2011; PAVELA, 2015).

Além da eficacia biologica, o desenvolvimento de produtos de origem vegetal deve
considerar seus possiveis impactos ambientais e a seguranca para organismos nao-alvo. Por
essa razao, 6leos essenciais e outros fitoderivados sdo mais adequadamente compreendidos
como ferramentas complementares dentro de estratégias de manejo integrado de vetores
(PAVELA; BENELLI, 2016; ZARA et al., 2016).

A avaliagcdo de concentracdes letais ¢ recurso central na interpretacdo de bioensaios
larvicidas. Neste trabalho, conforme orientacdo metodologica adotada, a andlise foi
direcionada a CL50 por representar a concentracdo estimada para provocar mortalidade de
50% da populacdo-alvo e CL90, por representar a concentragdo estimada para provocar
mortalidade de 90% da populacdo-alvo, pardmetro mais exigente e operacionalmente
relevante para avaliagdo de potencial biolarvicida.

Nesse contexto, estratégias inovadoras de controle vetorial tém ganhado destaque,
como o método Wolbachia, que consiste na introducao da bactéria endossimbionte Wolbachia
em populagdes de A. aegypti, reduzindo sua capacidade de transmissdo de arboviroses como
dengue, zika e chikungunya. Essa abordagem tem apresentado resultados promissores em
campo, contribuindo para a diminui¢ao da circulacao viral em areas urbanas (HOFFMANN et
al., 2011; UTARINI et al., 2021). De forma complementar, também se destacam as técnicas
baseadas na liberagao de mosquitos geneticamente modificados, desenvolvidos para reduzir a
populacdo do vetor por meio da producdo de descendentes inviaveis (ALPHEY, 2014;
CARVALHO et al., 2015).

A substituicdo gradual de inseticidas convencionais por compostos naturais, associada
a educagdo ambiental e ao monitoramento de criadouros, tem se mostrado uma estratégia
eficaz na redu¢do da incidéncia de A. aegypti (VALLE et al., 2019).

A prospeccao de espécies vegetais com acdo inseticida representa, portanto, uma linha
promissora de pesquisa aplicada a saude publica. A identificacio e padronizacao de
substancias bioativas podem conduzir a produgdo de biolarvicidas estaveis, seguros e
economicamente viaveis (AZEVEDO et al., 2023).

Nesse contexto, a 7. erecta destaca-se como espécie de facil cultivo, ampla
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disponibilidade e comprovado potencial inseticida, configurando-se como alternativa

sustentavel para o combate ao A. aegypti (MACEDO et al., 1997).

1.2.1. O controle biologico de vetores e a busca por alternativas sustentaveis

O controle de vetores de importancia médica requer agdes integradas, continuas e
baseadas em evidéncias. A elimina¢do mecanica de criadouros permanece essencial, mas a
complexidade dos ambientes urbanos exige ferramentas complementares, como vigilancia por
ovitrampas, educagdo em saude, controle larval e uso criterioso de agentes bioldgicos.

O manejo integrado de vetores propde a combinacdo de diferentes estratégias,
considerando dados epidemioldgicos, entomologicos e ambientais. Esse modelo reduz a
dependéncia exclusiva de inseticidas quimicos e permite selecionar intervengdes mais
adequadas ao contexto local (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2017).

Nesse contexto, a necessidade de estratégias alternativas tem estimulado o avango de
pesquisas voltadas ao desenvolvimento e a aplicacdo de métodos biologicos e ecologicos de
controle. Entre as estratégias bioldgicas estudadas, destaca-se a utilizagdo da bactéria
endossimbionte Wolbachia, naturalmente associada a diversos artropodes. Em populagdes de
A. aegypti, a presenca dessa bactéria pode interferir na capacidade do mosquito de transmitir
determinados arbovirus, além de produzir alteragdes reprodutivas que favorecem sua
disseminagdo nas populagdes do vetor. Essa abordagem representa uma estratégia promissora
de controle, uma vez que atua na redu¢ao da competéncia vetorial e pode contribuir para a
diminuic¢ao da transmissao de doengas.

Uma alternativa amplamente estudada ¢ o uso de Bti, uma bactéria entomopatogénica
empregada no controle de larvas de mosquitos. Durante a esporulacdo, o Bti produz proteinas
cristalinas com atividade toxica, que, apos a ingestdo pelas larvas, sdo ativadas no trato
digestivo e provocam danos as células do epitélio intestinal, levando a morte do inseto. Por
apresentar agao relativamente especifica sobre larvas de culicideos, o Bti ¢ considerado uma
alternativa de menor impacto ambiental quando comparado a diversos inseticidas quimicos de
amplo espectro.

Além dos agentes microbianos, os predadores naturais também desempenham
importante papel na regulacao das populagdes de mosquitos. As ninfas de libélulas, por serem
predadoras aquaticas, podem consumir larvas de A. aegypti durante o desenvolvimento em

criadouros, contribuindo para a reducdo das formas imaturas do vetor. Na fase adulta, as
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libélulas também podem atuar como predadoras de insetos voadores, incluindo mosquitos
adultos, participando da regulagdo natural das populacdes desses insetos no ambiente,
podendo ser atraida por meio do plantio e manejo de crotalaria como, por exemplo, a espécie
Crotalaria juncea que ¢ de ciclo rapido (cerca de 100 dias).

Dessa forma, o uso de microrganismos, como Wolbachia e Bti, associado a agdo de
predadores naturais, como ninfas e libélulas adultas, demonstra a diversidade de estratégias
que podem ser empregadas no manejo de populagdes de A. aegypti. A integracdo desses
métodos com outras medidas de controle pode favorecer abordagens mais sustentdveis e
reduzir a dependéncia exclusiva de inseticidas sintéticos. Nesse contexto, a busca por novos
agentes de origem vegetal, como 7. erecta, também se apresenta como uma importante
alternativa para o desenvolvimento de estratégias complementares de controle do vetor.

Os biolarvicidas de origem microbiana, especialmente aqueles baseados em Bti,
apresentam importancia operacional por agir em estagios imaturos do mosquito. Em paralelo,
fitoderivados como o6leos essenciais podem ampliar o conjunto de alternativas disponiveis,
desde que sua eficacia, estabilidade, seguranca e viabilidade de aplicagdo sejam demonstradas

em estudos laboratoriais e de campo.

1.2.2. Composicao quimica e propriedades bioldgicas dos dleos essenciais

Oleos essenciais sdo produtos volateis obtidos de diferentes partes das plantas,
formados por misturas de substancias lipofilicas, entre as quais se destacam monoterpenos,
sesquiterpenos e compostos oxigenados. Essa composicao confere aroma caracteristico e
diversas propriedades biologicas, incluindo atividade antimicrobiana, repelente e larvicida. A
eficiéncia larvicida dos oleos essenciais pode decorrer da acao isolada de um constituinte
majoritario ou da sinergia entre multiplos compostos. Por isso, estudos de caracterizagdo
quimica por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas sdo importantes para
relacionar composi¢ao e resposta biologica, além de favorecer a reprodutibilidade dos
resultados (AZEVEDO et al., 2023).

Em mosquitos, compostos terpénicos podem afetar a integridade da cuticula, a
respiracdo celular e a transmissdo de impulsos nervosos, resultando em letargia, paralisia e
morte larval. A rapida degradacao ambiental desses compostos constitui vantagem potencial,
embora também represente desafio para formulagdes estaveis e persistentes (PAVELA, 2015;

PAVELA; BENELLI, 2016).
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1.2.3. O género Tagetes e seu potencial no controle de Aedes aegypti

O género Tagetes (Asteraceae) retine espécies cultivadas com finalidade ornamental,
medicinal e agricola. Entre elas, 7. erecta, T. patula e T. minuta tem sido relacionadas a
producdo de compostos bioativos com agao sobre insetos.

A espécie T. erecta, conhecida como cravo-de-defunto, apresenta flores e partes aéreas
ricas em metabolitos secundarios. Marques et al. (2011) avaliaram o o6leo essencial de T.
erecta sobre larvas de terceiro e quarto estagio do A. aegypti, demonstrando atividade
larvicida e identificando compostos quimicos de interesse entomologico.

O uso de T. erecta em estratégias de manejo também pode contribuir para o
fortalecimento da agricultura sustentavel, uma vez que seu cultivo ¢ de facil manejo e pode
ser integrado a sistemas agroecoldgicos (MAROTTI et al., 2004).

A presenga de compostos como piperitona, limoneno e outros terpenos no o6leo
essencial de T. erecta reforca o interesse da espécie para estudos de atividade inseticida e
larvicida. Contudo, a relagdao entre constituintes quimicos especificos e os efeitos bioldgicos
depende da caracterizagdo do 6leo avaliado (MARQUES et al., 2011).

Além de A. aegypti, diferentes Oleos essenciais e espécies vegetais tém sido
investigados contra outros mosquitos vetores, evidenciando o interesse crescente por produtos
naturais no desenvolvimento de larvicidas de menor persisténcia ambiental (PAVELA, 2015;
AZEVEDO et al., 2023).

Em sintese, o género Tagetes apresenta interesse para pesquisas voltadas ao controle
de A. aegypti, especialmente pela presenca de compostos bioativos e pela atividade larvicida
ja descrita para 7. erecta. O avango dessa aplicagdo depende de padronizagdo quimica,
avaliacdo de eficacia, seguranga e viabilidade de produ¢do (MARQUES et al., 2011;
PAVELA; BENELLI, 2016).

O potencial de 7. erecta como fonte de biolarvicidas deve ser analisado em conjunto
com fatores como origem do Oleo, lote, forma de armazenamento, concentragdo testada,
numero de larvas por unidade experimental e condi¢gdes ambientais do ensaio. Esses
elementos interferem diretamente na interpretagdo de resultados e na comparacdo com a
literatura.

No presente trabalho, o enfoque metodologico foi direcionado aos ensaios com 25

larvas e a estimativa das concentragoes letais CL50 ¢ CL90.
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1.3. Consideracoes finais

A revisao da literatura evidenciou que o controle de 4. aegypti permanece como um
importante desafio para a satide publica, especialmente diante da ampla distribui¢do do vetor
e do desenvolvimento de resisténcia aos inseticidas utilizados convencionalmente. Nesse
contexto, estratégias alternativas e complementares de controle vém sendo estudadas com o
objetivo de ampliar as possibilidades de manejo do vetor e reduzir a dependéncia de produtos
quimicos sintéticos.

Entre essas estratégias, destacam-se métodos de controle bioldgico, como o uso de Bti,
a utilizacao de mosquitos infectados com Wolbachia e a atuagao de predadores naturais, além
da investigacdo de compostos de origem vegetal. Os 6leos essenciais apresentam interesse
nesse cendrio devido a presenga de compostos bioativos capazes de exercer diferentes efeitos
sobre os insetos, incluindo atividade larvicida.

A literatura consultada demonstra que espécies do género Tagetes, incluindo 7. erecta
L., apresentam compostos associados a atividade inseticida e larvicida, indicando potencial
para estudos direcionados ao controle de A. aegypti. Entretanto, fatores como composi¢ao
quimica do 6leo, concentracdo utilizada, método de obtencdo, condigdes experimentais e
caracteristicas das populacdes de mosquitos podem influenciar os resultados, reforcando a
necessidade de avaliagdes experimentais especificas.

Dessa forma, as evidéncias reunidas neste capitulo fornecem fundamentag¢do para a
avaliagdo experimental do oOleo essencial de 7. erecta sobre larvas de A. aegypti,
especialmente por meio da determinagdo das concentragdes letais CL50 e CL90. Esses
parametros permitem avaliar seu potencial larvicida e contribuir para a discussdo sobre a
utilizacdo de produtos de origem vegetal como possiveis ferramentas complementares as

estratégias atualmente empregadas no controle do vetor.
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Objetivo

Avaliar a potencial agdo larvicida do 6leo essencial de Tagetes erecta L. (cravo-de-defunto)
sobre larvas de Aedes aegypti L., com determinagdo da CL50 e da CL90 e integracao de
dados de monitoramento entomologico por ovitrampas no municipio de Umuarama, a fim de
contribuir para o desenvolvimento de alternativas sustentaveis de controle vetorial e redugdo

dos impactos ambientais.
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AVALIACAO LARVICIDA DO OLEO ESSENCIAL DE Tagetes erecta L. (CRAVO-
DE-DEFUNTO) SOBRE Aedes aegypti L. EM CONDICOES LABORATORIAIS

O presente artigo foi editado de acordo com as normas da Associacdo Brasileira de Normas

Técnicas — ABNT.

RESUMO

O presente estudo avaliou a acdo larvicida do 6leo essencial (OE) de Tagetes erecta L. (cravo-
de-defunto) sobre larvas de Aedes aegypti L., visando investigar seu potencial como
biolarvicida natural. Os ovos utilizados para obtencdo das larvas foram provenientes de
palhetas de Eucatex coletadas em armadilhas ovitrampa da Vigilancia Ambiental de
Umuarama. Os bioensaios foram conduzidos em unidades experimentais com 25 larvas de 3°
e 4° estagios, sob delineamento inteiramente casualizado, utilizando as concentragdes de 250,
300, 350, 400, 450 e 500 uL L', como controle negativo utilizou-se DMSO a 2%. A
mortalidade foi avaliada ap6s 24 h de exposicdo, e a andlise estatistica foi direcionada a
estimativa da CL90. Observou-se mortalidade nas concentragdes testadas, com valores iguais
ou superiores a 94% a partir de 250 pL L' e 100% nas concentracdes de 400 a 500 uL L™'. A
CL90 estimada foi de 271,4 uL L'. Os dados indicam que o OE de 7. erecta apresenta
potencial larvicida relevante, reforcando sua possivel aplicacdo em estudos de manejo
ecoldgico de vetores, desde que associada a padronizagdo do o6leo, avaliagdo de seguranca e

validacdo em condigdes de campo.

Palavras-chave: Aedes aegypti; Tagetes erecta; larvicida natural; CL50; CL90; ovitrampas;

Controle sustentavel.
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ABSTRACT

This study evaluated the larvicidal action of Tagetes erecta L. (marigold) essential oil (EO)
against Aedes aegypti L. larvae, aiming to investigate its potential as a natural biolarvicide.
The eggs used to obtain larvae came from Eucatex paddles collected in ovitraps monitored by
the Environmental Surveillance service of Umuarama. Bioassays were conducted in
experimental units with 25 third- and fourth-instar larvae, under a completely randomized
design, using concentrations of 250, 300, 350, 400, 450, and 500 uL L™, in addition to the
negative control with 2% DMSO. Mortality was assessed after 24 h of exposure, and the
statistical analysis focused on estimating LC90. High mortality was observed at the tested
concentrations, with values equal to or greater than 94% from 250 pL L' and 100% at
concentrations from 400 to 500 pL. L™'. The estimated LC90 was 271.4 uLL L'. The data
indicate that 7. erecta EO has relevant larvicidal potential, reinforcing its possible application
in studies on ecological vector management, provided that oil standardization, safety

assessment, and field validation are performed.

Keywords: Aedes aegypti; Tagetes erecta; natural larvicide; LC50; LC90; ovitrap;

sustainable control.
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1. INTRODUCAO

A dengue permanece como uma das principais arboviroses de importancia em saude
publica, apresentando elevada carga epidemiologica, especialmente em paises tropicais e
subtropicais. A expansdo urbana desordenada, a presenga de criadouros artificiais, as
condigdes climaticas favordveis e a circulagdo de diferentes sorotipos contribuem para a
manutengdo e expansdao da transmissao (DONALiSIO; GLASSER, 2002; SILVA et al.,
2025).

No continente americano, o ano de 2024 apresentou cenario epidémico expressivo,
com elevado numero de casos suspeitos e Obitos, demonstrando a necessidade de
fortalecimento da vigilancia integrada, da resposta local e do controle vetorial baseado em
evidéncias (PAN AMERICAN HEALTH ORGANIZATION, 2025). No Brasil, a analise da
série historica da ultima década demonstra importantes oscilagdes na ocorréncia da doenga,
com periodos de reducao seguidos por novos ciclos epidémicos. Destacam-se os aumentos
observados em 2019, 2022 e 2023 e, principalmente, o expressivo crescimento registrado em
2024, quando o pais alcangou aproximadamente 6,5 milhdes de casos provaveis de dengue
(Figura 1).

Evolugdo dos casos provaveis de dengue no Brasil (2016-2025)

6.536.521
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5000000 -
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3000000 -
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1.545.462
1.483.623 1.420.259

1000000 A

2016 2017 2018 2019 2020 2021 2022 2023 2024 2025
Ano

Fonte: Elaborado pelo autor com base em dados do Ministério da Satde.

Figura 1 — Evolucdo do nimero de casos provaveis de dengue no Brasil, 2016-2025.

Fonte: Elaborado pelo autor com base em dados do Ministério da Saude.

Em 2025, foram registrados 1.665.793 casos provaveis de dengue no Brasil,
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representando reducdo de 74,5% em relag@o aos 6.536.521 casos registrados em 2024. Apesar
dessa reducdo, a manutenc¢do de elevado ntimero de casos demonstra que a dengue permanece
como importante desafio para a satde publica brasileira, reforcando a necessidade de acdes
continuas de vigilancia epidemiologica e entomologica e do desenvolvimento de estratégias
complementares para o controle do vetor.

O Aedes aegypti ¢ altamente adaptado aos ambientes domiciliar e peridomiciliar. Sua
capacidade de oviposicao em recipientes artificiais e a resisténcia dos ovos a dessecagdo
dificultam a elimina¢do completa do vetor. Nesse contexto, as ovitrampas constituem
importantes ferramentas de vigilancia entomologica, pois permitem monitorar a atividade de
oviposicao e contribuir para a identificagdo de areas com maior presenca do vetor, auxiliando
no direcionamento das acdes de controle.

As agdes de controle vetorial t€ém sido historicamente baseadas no emprego de
inseticidas sintéticos. Entretanto, a resisténcia a compostos como temefos e deltametrina ja foi
documentada em populacdes brasileiras de A. aegypti, podendo comprometer a efetividade
das acdes de controle e reforcando a necessidade de investigacao de alternativas
ambientalmente mais seguras (LUNA et al., 2004; VALLE et al., 2019).

Entre as estratégias disponiveis e em investigacdo incluem-se biolarvicidas, como
Bacillus thuringiensis israelensis (Bti), manejo ambiental de criadouros, educa¢do em saude,
monitoramento por ovitrampas e compostos naturais obtidos de espécies vegetais. Os 0leos
essenciais destacam-se por apresentarem metabolitos secundéarios com potencial atividade
larvicida, cujos efeitos podem envolver alteragdes fisioldgicas e comportamentais, incluindo
letargia, paralisia e morte dos estdgios imaturos do mosquito (PAVELA, 2015; PAVELA;
BENELLI, 2016).

A espécie Tagetes erecta L. (Asteraceae), popularmente conhecida como cravo-de-
defunto, apresenta interesse devido a presenca de compostos terpénicos associados a atividade
inseticida. Estudos anteriores demonstraram atividade larvicida de produtos derivados de 7.
erecta contra larvas de A. aegypti, reforcando sua relevancia como fonte de compostos
bioativos para investigacao no controle vetorial (MARQUES et al., 2011).

No contexto local, a utilizacdo de ovitrampas pela Vigilancia Ambiental permite
acompanhar a atividade de oviposi¢do de A. aegypti. A interpretacdo desses registros deve
considerar que o numero de ovos coletados representa um indicador da atividade reprodutiva
do vetor e nao substitui, isoladamente, a avaliagao de focos, criadouros ¢ demais indicadores
entomologicos. Entretanto, quando associado as a¢des de campo e a educagdo em saude, o

monitoramento por ovitrampas pode contribuir para a identificagdo de areas prioritdrias, o
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direcionamento de intervengdes e o fortalecimento das estratégias de manejo integrado de
vetores (ZARA et al., 2016; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2017).

Diante desse cenario, o presente estudo avaliou a potencial ac¢ao larvicida do oleo
essencial de 7. erecta sobre larvas de A. aegypti, com énfase na determinacdo das
concentragdes letais CL50 e CL90, relacionando os resultados experimentais ao contexto da
vigilancia entomoldgica realizada por meio de ovitrampas em Umuarama, Parana.

No contexto local, a utilizacdo de ovitrampas pela Vigilancia Ambiental permite
acompanhar a atividade de oviposicao de 4. aegypti antes que a populacao adulta aumente de
forma perceptivel. A interpretacdo desses registros deve considerar que o nimero de ovos
coletados expressa tendéncia de atividade reprodutiva e ndo substitui, isoladamente, a
avaliacdo de focos, criadouros e demais indicadores entomoldgicos. Ainda assim, quando
associado as acdes de campo e a educagdao em satde, o monitoramento por ovitrampas
contribui para priorizar areas, orientar intervencdes e justificar a pesquisa de alternativas
larvicidas compativeis com o manejo integrado de vetores (ZARA et al., 2016; WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2017).

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Local e periodo de execucio

O estudo foi realizado no Laboratorio de pesquisas Pré-clinicas de Produtos Naturais e
Bioativos, da Universidade Paranaense (UNIPAR), localizado no municipio de Umuarama,
estado do Parand, entre os meses de margo e agosto de 2025. As etapas laboratoriais foram
conduzidas nos Laboratdrios de Biotecnologia e Entomologia Aplicada da UNIPAR.

O local de execu¢do foi adequado a conducdo dos bioensaios larvicidas, permitindo
controle das condi¢des experimentais, manipulagdao segura dos organismos e organizagao das
unidades experimentais. As condigdes ambientais foram mantidas em 25+2 °C, umidade
relativa aproximada de 75+5% e fotoperiodo de 12 h, buscando garantir reprodutibilidade dos
ensaios. Além dos bioensaios, foram utilizados dados de monitoramento entomologico
obtidos pela Vigilancia Ambiental de Umuarama em 2025, referentes a ovos em ovitrampas

instaladas no municipio, considerando uma rede de 200 armadilhas.

2.2. Espécie vegetal

A espécie utilizada neste estudo foi 7. erecta, popularmente conhecida como cravo-de-
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defunto. A selecdo da espécie baseou-se em seu potencial bioinseticida descrito na literatura e
na presenca de compostos volateis relacionados a atividade larvicida sobre os mosquitos

vetores (MARQUES et al., 2011; PAVELA, 2015).

2.3. Obtencao do d6leo essencial

O oleo essencial de T. erecta utilizado nos bioensaios foi adquirido comercialmente,
da empresa Perfumoteca Rasdao G & E Industria e Comércio de Cosméticos e Esséncias Ltda.
sob ID do produto MTP/0315, lote RSR940ILO098FGN, com especificacdo para uso
experimental.

A opg¢ao pelo 6leo comercial ocorreu em razdo da impossibilidade de cultivo da
espécie no periodo experimental, diante da auséncia de sementes e do tempo necessario para o
desenvolvimento fenologico da planta. Apos a aquisi¢cdo, o 6leo foi armazenado em frasco
ambar, hermeticamente fechado, protegido da luz e da umidade, sob refrigeracdo, a fim de

reduzir processos de oxidacao e degradacao dos compostos volateis.

2.4. Obtencao dos ovos e criacao das larvas

As larvas de A. aegypti utilizadas nos bioensaios foram obtidas a partir de ovos

presentes em palhetas de FEucatex coletadas em armadilhas ovitrampa instaladas e

monitoradas pela Vigilancia Ambiental de Umuarama (Figura 2).

Figura 2 — Modelo de coleta semanal e total acumulado de ovos em ovitrampas no municipio
de Umuarama. Fonte: Vigilancia Ambiental de Umuarama, 2025.

Apobs o recebimento das palhetas, os ovos foram submetidos a eclosdo em agua
purificada por osmose reversa, e as larvas foram mantidas em recipientes apropriados até

atingirem o 3° e 4° estdgios. Durante a criagdo, as larvas foram mantidas em condi¢des
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controladas e alimentadas com ragdo para caes, evitando superpopulagdo nos recipientes e
garantindo padronizacdo do estagio larval antes da transferéncia para os ensaios de

mortalidade.

2.5. Bioensaios larvicidas

Os bioensaios larvicidas foram realizados exclusivamente com unidades experimentais
contendo 25 larvas. Foram avaliadas seis concentragdes do oleo essencial de 7. erecta: 250,
300, 350, 400, 450 e 500 puL L', preparadas em agua purificada por osmose reversa com
dimetilsulfoxido (DMSO) a 2%. O grupo controle negativo recebeu apenas solugao de DMSO
a 2%, sem adi¢ao do 6leo essencial.

Cada tratamento foi conduzido com 25 larvas por unidade experimental, sob
delineamento inteiramente casualizado, em recipientes contendo solugdo suficiente para
exposicao homogénea dos individuos. A mortalidade foi avaliada ap6s 24 horas de contato
com o Oleo essencial, considerando mortas as larvas sem movimento espontaneo € sem

resposta ao estimulo mecanico leve.

2.6. Analise estatistica

Os dados de mortalidade foram organizados em planilhas eletronicas e submetidos a
analise estatistica. A comparagdo entre tratamentos foi realizada por analise de variancia,
seguida de teste de Tukey quando aplicavel, adotando-se nivel de significancia de 5% (p <
0,05).

As concentragdes letais CL50 e CL90 foram estimadas por regressao Probit, com
intervalo de confianga de 95%, a fim de indicar as concentragdes associadas a mortalidade de

50% e 90% da populagdo larval exposta.

2.7. Aspectos éticos e biosseguranca

Por se tratar de estudo com insetos vetores de interesse em satide publica, o presente
trabalho ndo exigiu submissdo ao Comité de Etica em Pesquisa com Animais ou Seres
Humanos, conforme Resolu¢ao n° 466/2012 do Conselho Nacional de Saude (BRASIL,
2012).

A manutencdo dos ensaios apenas com 25 larvas por unidade experimental torna o

delineamento mais coerente com a leitura final dos dados, pois reduz a influéncia de variagdes
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individuais e evita comparacgao entre unidades com tamanhos amostrais distintos.

Dessa forma, os resultados passam a representar exclusivamente a resposta larval
obtida em condi¢cdes padronizadas de exposicdo, com controle negativo definido e
concentracdoes do Oleo essencial distribuidas em faixa compativel com a mortalidade
observada. Essa padronizagdo também melhora a rastreabilidade metodologica e facilita a
comparacdo com estudos larvicidas que utilizam unidades experimentais semelhantes

(CAVALCANTI et al., 2004; FURTADO et al., 2005).
3. RESULTADOS

Os bioensaios com 6leo essencial de T. erecta demonstraram elevada mortalidade

larval de 4. aegypti apds 24 h de exposicao (Figura 3).

Y

esevew
‘=i==.

Figura 3 — Montagem dos bioensaios larvicidas com 25 larvas. Fonte: o autor, 2025.

Considerando apenas as unidades experimentais com 25 larvas, as concentracdes de
250, 300 e 350 uLL L apresentaram mortalidade entre 94% e 95%, enquanto as concentragdes
de 400, 450 e 500 pL L' resultaram em mortalidade de 100% (Tabela 1).

A andlise da relacdao concentragdao-resposta demonstrou aumento da mortalidade larval
com a elevagdo da concentragdo do oleo essencial. Nas menores concentra¢des avaliadas, a
mortalidade foi nula ou reduzida, enquanto concentragdes mais elevadas produziram aumento
expressivo da mortalidade.Os dados obtidos no teste preliminar foram utilizados para orientar
a definicdo da faixa de concentragdes posteriormente empregada no bioensaio. Embora os
resultados detalhados dessa etapa preliminar tenham sido retirados do texto apds as

considera¢des da banca, a relagdo concentragdo-mortalidade foi mantida para demonstrar o
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comportamento da resposta larvicida.

Tabela 1 — Mortalidade (%) em diferentes concentragdes (uL L') do 6leo essencial de
Tagetes erecta apds 24 h na unidade experimental com 25 larvas.

Concentragao Mortalidade
CNL (DMSO 2%) 0,0£0,0a
CTL 250 94,0+£4,0b
CTL 300 94,0£2,0b
CTL 350 950+£5,0b
CTL 400 100,0+0,0 ¢
CTL 450 100,0+0,0 ¢
CTL 500 100,0+0,0 ¢

Legenda: (CNL) - Controle Negativo de Larvas (solugdo DMSO 2%); (CTL) - Controle Tratamento de Larvas
(6leo essencial de 7. erecta nas concentragdes de 250, 300, 350, 400, 450 e 500 pL L'). Os valores
correspondem as médias + desvio padrio (n=25). Médias seguidas por letras diferentes na linha, indicam
diferencas significativas pelo teste de Tukey (p < 0,05).

A andlise de Probit indicou CL90 estimada em 271,4 puLL L', evidenciando que a
concentragdo necessaria para atingir 90% de mortalidade encontra-se proxima da faixa inicial
dos tratamentos com maior efetividade (Figura 4). Esse resultado é coerente com a elevada
mortalidade observada a partir de 250 uL L™ e com a mortalidade total nas concentragdes
iguais ou superiores a 400 pL L.

Para a estimativa das concentragdes letais, foi empregada a analise de regressao Probit,
adequada a avaliagcdo de respostas, como mortalidade e sobrevivéncia. O modelo permitiu
estimar a concentragao letal mediana (CL50) em 186,70 uL L™ e a concentragdo letal para
90% da populacao (CL90) em 271,40 uL L.

O coeficiente de determinacdo (R* = 0,9909) indicou elevado ajuste do modelo aos
dados observados, evidenciando forte associacdo entre o aumento da concentragdo e a

mortalidade das larvas nas condi¢des experimentais avaliadas.
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Concentracao (ML L) x Mortalidade (%)
CL50 = 186,70 CL90 = 271,40
Rz = 0,9909

100 -
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Mortalidade (%)
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0 100 200 300 400 500
Concentragao (pL L)

Figura 4 — Relagdo entre a concentragdo do dleo essencial e a mortalidade larval, com
estimativas de CL50 e CL90 por regressao Probit.

Além dos bioensaios, foram incorporados dados do monitoramento entomologico por
ovitrampas no municipio de Umuarama em 2025. A rede de 200 armadilhas registrou
variacdo semanal expressiva na coleta de ovos, com maior intensidade no inicio da série e
novo aumento nas semanas finais. O total acumulado apresentado no painel de vigilancia

alcangou 271.441 ovos até a semana epidemioldgica 50 (Figuras 5 e 6).

14 mil 300 mil

250 mil

10 mil

200 mil = N°ovos: 271.441

8 mil

N°*ovos
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Figura 5 — Coleta semanal e total acumulado de ovos em ovitrampas no ano de 2025,
considerando 200 armadilhas no municipio de Umuarama. Fonte: Vigilancia Ambiental de
Umuarama, 2025.
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Figura 6 — Grafico dos focos de Aedes aegypti no municipio de Umuarama em 2025. Fonte:
Vigilancia Ambiental de Umuarama, 2025.

A inclusdo desses dados reforca a relevancia do monitoramento por ovitrampas para
identificacdo de periodos de maior atividade reprodutiva do vetor e para planejamento de
intervengoes de controle larval. Em contextos de alta positividade ou grande acimulo de ovos,
estratégias complementares, como remog¢do de criadouros e avaliagdo de biolarvicidas,
tornam-se especialmente relevantes.

A leitura integrada dos resultados demonstra que a resposta larvicida aumentou
conforme a elevagdo das concentracdes avaliadas. Nesse contexto, a analise conjunta da CL50
e da CL90 permite uma interpretacdo mais abrangente da atividade larvicida do 6leo essencial
de T. erecta. A CL50 corresponde a concentragdo estimada capaz de provocar a mortalidade
de 50% da populagdo larval, constituindo um parametro importante para a avaliagdo da
toxicidade do 6leo essencial.

Por sua vez, a CL90 representa a concentracdo estimada necessaria para atingir 90%
de mortalidade, sendo particularmente relevante para a discussdo do potencial de controle de
uma parcela mais elevada da populacdo larval. Dessa forma, a utilizacdo conjunta desses
parametros contribui para uma interpretacdo mais consistente da relacdo concentragdo—
resposta € mantém a coeréncia entre os objetivos, a metodologia, os resultados e as
conclusodes do estudo.

A incorporacdo dos dados de ovitrampas de 2025 amplia a contextualizagdo
epidemiologica do estudo, pois relaciona o ensaio laboratorial a uma realidade municipal de
vigilancia. A rede de 200 armadilhas demonstra que a presenca do vetor deve ser
acompanhada de maneira continua, especialmente em periodos de maior coleta de ovos.

Nesse sentido, produtos de origem vegetal, como o 6leo essencial de 7. erecta, nao devem ser
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interpretados como substitutos isolados das medidas ja utilizadas, mas como possibilidades
complementares que exigem validagdo quimica, toxicologica e operacional antes de eventual

aplicagdo em campo.
4. DISCUSSAO

Nas concentragdes testadas nessa unidade (250, 300, 350, 400 e 450 e 500 pL L), os
indices de mortalidade foram elevados, diferindo significativamente do controle negativo.
Porém, ndo foram reportadas diferengas estatisticas robustas entre as concentragdes de 250,
300 e 350 pL L' (p > 0,05), o que nos permite inferir que o efeito de mortalidade ja se
encontrava em seu potencial maximo entre essas concentragdes. As comparagdes entre as
concentragdes maiores; 400, 450 e 500 uL L' também n3o demonstraram diferencas
significativas entre si, o que também indica uma estabilizagdo do efeito nesses tratamentos.

Ademais, foram observadas diferencas significativas discretas entre parte das
concentragdes avaliadas (p = 0,0464). Nessa unidade experimental, a curva de dose-resposta
ajustada apresentou coeficiente de determinagdo (R?) de 0,9957, indicando elevado ajuste do
modelo aos dados observados no experimento.

Com base nessa significancia entre a concentragdo ¢ a mortalidade das, demonstrada
pelos testes acima descritos nas unidades experimentais; 25 larvas, foi realizada a modelagem
da relacdo dose—resposta por meio de regressdo Probit, sendo feitos tratamentos para a
concentracdo letal média (CLso) e a concentracdo letal para 90% da populagdo alvo (CLgo),
objetivando verificar os efeitos e a dinamica do 6leo nos individuos (VALLE et al., 2019).

A concentracdo associada a 50% do efeito maximo (CLso) foi estimada em 186,7 pL
L (IC95%), ja para 90% (CLoo) foi 271,4 uL L' (IC95%). Ao comparar o valor de CLso
obtido no presente estudo (186,7 uL. L™") com dados disponiveis na literatura, observa-se que
a atividade larvicida do 6leo essencial de 7. erecta pode ser considerada moderada a elevada,
dependendo do referencial adotado. Os resultados estdo em consonancia com estudos que
demonstram atividade larvicida de oOleos essenciais contra A. aegypti € outros mosquitos
vetores. No caso de 7. erecta, Marques et al. (2011) j& haviam demonstrado efeito larvicida
do ¢6leo essencial sobre larvas de terceiro estagio de 4. aegypti, relacionando a atividade a

presenca de compostos volateis de interesse entomologico.

A atividade larvicida dos 6leos essenciais tem sido associada a presenca de diferentes
compostos bioativos, especialmente monoterpenos e sesquiterpenos. No caso de 7. erecta, a

literatura demonstra variagdes qualitativas e quantitativas na composi¢cdo do 6leo essencial.
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Marques et al. (2011), ao avaliarem o 6leo essencial de 7. erecta contra larvas de terceiro
estadio de 4. aegypti, identificaram 14 compostos por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas (CG-EM), sendo os constituintes majoritarios piperitona (45,72%),
D-limoneno (9,67%) e piperitenona (5,89%). No mesmo estudo, foram estimadas CL50 de

79,78 ng/mL e CL90 de 100,84 png/mL, demonstrando atividade larvicida da espécie.

Outros estudos reforcam a variabilidade quimica do 6leo essencial de 7. erecta.
Krishna et al. (2004) observaram, no 6leo das folhas, piperitona (52,4%), terpinoleno (11,2%),
limoneno (7,6%) e piperitenona (5,0%); nas flores, foram encontrados piperitona (28,5%),
piperitenona (10,9%), limoneno (6,9%) e B-cariofileno (7,0%), entre outros constituintes. Essa
variagdo demonstra que a composicdo quimica pode ser influenciada pela parte vegetal
utilizada e pelas condi¢des de obtengdo do 6leo, além de fatores geograficos e ambientais

descritos na literatura.

Ao comparar esses achados com os resultados do presente estudo, no qual foram
estimadas CL50 de 186,70 ¢ CL90 de 271,40, observa-se diferenga em relacdo aos valores
relatados por Marques et al. (2011). Entretanto, essa comparagdo deve ser realizada com
cautela e somente apds a confirmacdo de que as concentragdes estdo expressas na mesma
unidade. Além disso, diferencas na composi¢ao quimica do 6leo, na procedéncia do material
vegetal, no método de extragdo, no estddio e na origem das larvas e nas condigdes
experimentais podem influenciar a resposta larvicida. Dessa forma, valores distintos de CL50
e CL90 entre estudos ndo devem ser interpretados isoladamente como maior ou menor
eficacia sem considerar essas diferengas metodoldgicas e quimicas.

A utilizacdo de 6leo essencial comercial no presente estudo possibilitou trabalhar com
um produto de procedéncia identificada e rastredvel, registrado por meio das informagdes de
lote e nota fiscal. Considerando que a composi¢cdo quimica dos dleos essenciais de T.erecta
pode variar de acordo com fatores como origem do material vegetal, parte da planta utilizada,
condi¢gdes de cultivo e método de extragcdo, a caracterizagdo quimica do lote empregado
constitui uma etapa importante para a continuidade da investigagao.

Estudo com 7. erecta demonstram a presenga de constituintes como piperitona,
limoneno, piperitenona, terpinoleno e B-cariofileno, com variagdes quantitativas entre folhas e
flores (KRISHNA et al.,, 2004). Dessa forma, a caracterizacdo por cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas (CG-EM) podera contribuir para relacionar os
compostos presentes no 6leo as concentragdes letais e a atividade larvicida observada.

Do ponto de vista produtivo, estudos demonstram que 7. erecta apresenta
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caracteristicas de interesse para a obtencdo de Oleo essencial, embora o rendimento possa
variar conforme a parte vegetal, as condi¢des de cultivo e o método de extragdo. Marotti et al.
(2004), ao avaliarem diferentes espécies do género Tagetes cultivadas no norte da Itélia,
observaram que 7. erecta apresentou producao de flores de aproximadamente 7,3 t ha™,
destacando-se entre as espécies estudadas. Os autores também verificaram que, de modo
geral, a producdo de material fresco das folhas foi superior a das flores e realizaram a
obtengdo dos 6leos por destilacdao a vapor, seguida de andlise por cromatogratia gasosa e CG-
EM.

Esses resultados indicam disponibilidade relevante de biomassa vegetal para estudos
de produgdo de 6leo essencial em maior escala. Entretanto, a determinagao de sua viabilidade
comercial como produto larvicida requer avaliagdes especificas de rendimento de 6leo por
unidade de biomassa, custos de cultivo e extragdo, padronizagdo quimica, estabilidade da
formulagdo, seguranca e eficacia em condi¢des de campo.

Outro ponto relevante ¢ a incorporacdo dos dados de ovitrampas. O monitoramento de
ovos permite visualizar a dindmica reprodutiva do vetor ao longo das semanas
epidemiolodgicas, fornecendo subsidios para agdes preventivas. O acumulado de 271.441 ovos
em 2025, considerando 200 armadilhas, evidencia a importancia da vigilancia entomoldgica
local como base para decisdes de controle.

As ovitrampas ndo substituem as acdes de eliminagdo de criadouros, mas funcionam
como ferramenta complementar de vigilancia. Sua associagao a estratégias de controle larval,
educagdao em satde e monitoramento de focos pode contribuir para respostas mais rapidas e
territorializadas, especialmente em periodos de maior atividade do vetor.

Os biolarvicidas, como aqueles a base de Bti, constituem uma alternativa biologica
empregada no controle das formas imaturas de mosquitos, incluindo Aedes aegypti. O Bti ¢
uma bactéria entomopatogénica que, durante a esporulacdo, produz inclusdes cristalinas
contendo proteinas inseticidas, principalmente das familias Cry e Cyt. Apo6s serem ingeridos
pelas larvas, os cristais sdo solubilizados no ambiente alcalino do intestino, e as protoxinas
sdo ativadas por enzimas digestivas. As toxinas ativas interagem com as c¢lulas do epitélio
intestinal, promovendo a formag¢ao de poros e danos a membrana celular, comprometendo a
integridade do intestino e levando a morte larval.

A acdo conjunta das proteinas Cry e Cyt contribui para a elevada atividade larvicida
do Bti e para sua seletividade em relacdo a determinados grupos de dipteros. Por essas
caracteristicas, produtos a base de Bti sdo utilizados em estratégias de manejo integrado de

vetores e sdo recomendados pelo Ministério da Saiude para o controle de 4. aegypti,
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especialmente como medida complementar em criadouros que ndo podem ser eliminados ou
manejados de outra forma (ZARA et al., 2016; NASCIMENTO, 2024). Os fitoderivados,
como Oleos essenciais, devem ser compreendidos como ferramentas complementares dentro
do manejo integrado de vetores. A ado¢do de compostos naturais nao elimina a necessidade
de avaliacdo toxicologica, padronizagdo da formulagdo, analise de estabilidade e validagdo em
campo.

Dessa forma, o presente estudo contribui ao demonstrar a resposta larvicida do o6leo
essencial de 7. erecta em ensaios com 25 larvas e ao relacionar os resultados laboratoriais
com dados locais de vigilancia por ovitrampas. Pesquisas futuras devem incluir caracterizagao
quimica do dleo por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas, avaliagdo de
organismos nao-alvo e testes em condigdes ambientais controladas e de campo.

Do ponto de vista do manejo integrado de vetores, os resultados obtidos devem ser
interpretados com cautela, uma vez que a elevada mortalidade observada em condic¢des
laboratoriais demonstra o potencial larvicida do 6leo essencial de 7. erecta, mas nio garante,
por si sO, sua eficacia em condi¢des de campo. Em ambientes naturais, fatores como
temperatura, exposi¢cdo solar, presenga de matéria organica e caracteristicas dos criadouros
podem interferir na estabilidade e na atividade do produto.

Dessa forma, antes de considerar sua aplicacdo pratica, sdo necessarios estudos
complementares que incluam a caracterizacdo quimica do 6leo, a padronizagdo e a avaliagdo
da estabilidade da formulagdo, a investigacao de possiveis efeitos sobre organismos nao-alvo
e a realizagdo de ensaios em condi¢des que representem mais adequadamente os criadouros
naturais de 4. aegypti. Essas etapas sdo fundamentais para determinar a eficécia, a seguranca
e a viabilidade de utilizagdo do 6leo essencial como uma possivel ferramenta complementar
as estratégias ja empregadas no manejo integrado do vetor.

A origem dos ovos por meio de ovitrampas da Vigilancia Ambiental de Umuarama ¢
outro elemento essencial de rastreabilidade. As palhetas coletadas em campo representam
uma conexado direta entre a pesquisa laboratorial e a vigilancia entomologica municipal. A
eclosdo e criagdo das larvas em condi¢des controladas permitiram padronizar o estagio de
desenvolvimento antes da exposicdo ao oleo essencial, reduzindo variagdes que poderiam
interferir na resposta biologica observada.

Os dados de ovitrampas de 2025, com 200 armadilhas distribuidas no municipio,
também ajudam a justificar a relevancia local da investigagdo. A variacdo semanal da coleta
de ovos evidencia que a dindmica de reproducao do vetor ndo ¢ constante ao longo do ano e

pode apresentar periodos de maior intensidade. Por isso, a interpretacdo dos bioensaios deve
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ser associada a0 monitoramento continuo, a eliminac¢do de criadouros e as agdes educativas,
compondo uma abordagem integrada e tecnicamente mais segura.

A analise conjunta da CL50 e da CL90 permite caracterizar diferentes niveis da
resposta larvicida. A CL50 representa a concentragdo estimada para provocar mortalidade de
50% da populacdo exposta, enquanto a CL90 corresponde a concentracdo estimada para
atingir 90% dos individuos. No presente estudo, a consideragdo de ambos os parametros
contribui para descrever a relagdo dose-resposta, sendo a CL90 especialmente relevante para
discutir concentragdes associadas a elevada mortalidade larval.

Dessa forma, embora o valor de CLso encontrado ndo represente o mais baixo entre os
6leos essenciais descritos na literatura, ele se mostra suficientemente eficaz do ponto de vista
biologico, sobretudo quando considerado em conjunto com fatores como disponibilidade da
espécie, rendimento de 6leo essencial e baixa toxicidade ambiental. Esses aspectos refor¢am o
potencial de 7. erecta como alternativa viavel e sustentavel no controle de larvas de A.
aegypti.

Os resultados dos bioensaios serviram como base para correlagdo entre a atividade
biologica e os constituintes quimicos do dleo essencial, permitindo inferir sobre o potencial
biotecnolédgico da T. erecta (ZARA et al., 2016).

A atividade larvicida observada a partir da concentragdao de 250 puLL L' evidencia o
potencial do 6leo essencial de 7. erecta como fonte de compostos bioativos para o controle de
A. aegypti. Esse resultado assume relevancia diante da ocorréncia de populagdes do vetor
resistentes a larvicidas quimicos convencionalmente utilizados, como o temefds, cuja
utilizagdo prolongada pode exercer pressdo seletiva e favorecer a selecdo de individuos
resistentes. Nesse contexto, a investigacao de produtos de origem vegetal pode contribuir para
o desenvolvimento de estratégias alternativas ou complementares ao manejo integrado do
vetor (LUNA et al., 2004; VALLE et al., 2019).

A literatura descreve que 6leos essenciais podem atuar por diferentes vias sobre larvas
de mosquitos, incluindo alteracdes fisioldgicas e comportamentais. Entretanto, como
mecanismos especificos ndo foram avaliados diretamente no presente estudo, a mortalidade
observada deve ser interpretada como resposta a exposi¢ao ao 6leo, sem atribuicao conclusiva
a uma unica via de acdo (PAVELA, 2015; PAVELA; BENELLI, 2016).

Dessa forma, possiveis altera¢des na integridade cuticular, na respiragdo ou no sistema
nervoso devem ser consideradas hipdteses mecanisticas descritas para compostos de origem
vegetal, cuja confirmagdo para o 6leo utilizado neste estudo requer analises especificas e

caracteriza¢ao quimica do produto (PAVELA, 2015).
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Em estudo realizado por Furtado et al. (2005), foi avaliada a atividade larvicida de
diferentes Oleos essenciais sobre larvas de 4. aegypti, sendo demonstrado que os produtos
testados apresentaram diferentes niveis de toxicidade apos 24 h de exposicao e identificaram
diferentes constituintes quimicos nos 6leos avaliados, evidenciando que a atividade larvicida
pode estar relacionada a composicdo quimica e a possivel interagdo entre seus componentes.
Esses resultados reforgam o potencial dos 6leos essenciais como fonte de substancias
bioativas para o controle larval, embora os mecanismos responsaveis pela mortalidade possam
variar conforme a composi¢ao do 6leo e as condigdes experimentais.

Durante os bioensaios do presente estudo, foram observadas alteragdes
comportamentais nas larvas expostas as maiores concentragdes, principalmente reducdo da
mobilidade e letargia. Achados dessa natureza sdo compativeis com respostas descritas para
larvas expostas a 6leos essenciais, embora o mecanismo responsavel ndo possa ser definido
apenas pela observagdo comportamental (FURTADO et al., 2005; PAVELA, 2015).

Essas alteragdes comportamentais, associadas a mortalidade observada, reforgam a
atividade biologica do o6leo essencial de 7. erecta. Contudo, a identificacdo dos processos
fisiologicos envolvidos requer estudos especificos, uma vez que 6leos essenciais constituem
misturas complexas e podem atuar por multiplos mecanismos (PAVELA, 2015; PAVELA;
BENELLI, 2016).

Em estudo realizado por Furtado et al. (2005), diferentes Oleos essenciais
apresentaram atividade larvicida sobre A. aegypti, com variacao da toxicidade de acordo com
o 6leo avaliado. Esses resultados reforcam que a resposta bioldgica aos 6leos essenciais
depende de sua composicdo quimica e das condigdes experimentais, ndo sendo adequado
atribuir o efeito observado no presente estudo a um tnico mecanismo de agao.

E importante considerar que os 6leos essenciais sio misturas complexas de compostos
bioativos e podem apresentar diferentes mecanismos de acdo sobre insetos. Assim, possiveis
efeitos sobre processos fisioldgicos e comportamentais devem ser tratados como hipdteses a
serem investigadas especificamente para o 6leo de 7. erecta utilizado neste estudo (PAVELA,
2015; PAVELA; BENELLI, 2016).

Durante o periodo de exposicdo de 24 h adotado neste estudo, as observacdes
comportamentais foram utilizadas como apoio a avaliagdo da mortalidade larval. A
interpretagdo desses sinais deve permanecer associada ao desfecho experimental e nao
permite, isoladamente, concluir sobre alteracdes metabolicas especificas ou sobre a
persisténcia ambiental do 6leo.

A avaliacao da estabilidade fisico-quimica do 6leo e de sua persisténcia no meio
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aquatico constitui uma etapa importante para estudos futuros, especialmente para o
desenvolvimento de formulagdes destinadas a condi¢des de campo (PAVELA; BENELLI,
2016).

A composi¢do quimica descrita na literatura para 7. erecta apresenta variagdes
importantes entre diferentes materiais vegetais. Marques et al. (2011) identificaram
piperitona, D-limoneno e piperitenona entre os principais constituintes do 6leo avaliado,
enquanto Krishna et al. (2004) relataram diferencas quantitativas entre folhas e flores. Esses
dados reforcam a importancia da caracterizagdo quimica especifica do lote utilizado em
estudos futuros.

A piperitona aparece entre os constituintes majoritarios descritos para o 6leo essencial
de T. erecta em estudos de composi¢cao quimica. Entretanto, como o lote comercial utilizado
no presente trabalho ndo foi caracterizado por CG-EM, ndo ¢ possivel determinar a proporgao
desse composto nem atribuir a ele, isoladamente, a atividade larvicida observada (MARQUES
etal., 2011; KRISHNA et al., 2004).

A atividade dos oOleos essenciais pode resultar da agdo conjunta de diferentes
constituintes, € nao necessariamente de um composto isolado. Essa caracteristica reforca a
importancia da caracterizagdo quimica do 6leo e da investigacdo das possiveis interagdes
entre seus componentes em estudos posteriores (PAVELA, 2015; PAVELA; BENELLI,
2016).

A utilizagdo ambiental de o6leos essenciais deve ser analisada considerando sua
volatilidade, estabilidade, persisténcia e possiveis efeitos sobre organismos nao-alvo. Embora
sejam frequentemente investigados como alternativas de origem vegetal, sua seguranca nao
deve ser presumida e requer avaliagdo especifica antes de aplicagdes em campo (PAVELA;
BENELLI, 2016).

A avaliagdo de organismos nao-alvo constitui, portanto, uma etapa necessaria para o
desenvolvimento de formulagdes larvicidas a base de Oleos essenciais. Essa abordagem
permite verificar se a atividade sobre o vetor pode ser obtida sem efeitos ambientais
indesejaveis e contribui para uma andalise mais completa da seguranga do produto (PAVELA;
BENELLI, 2016).

A variabilidade na composi¢do quimica observada entre diferentes amostras de 7.
erecta pode ser explorada em programas de melhoramento genético, visando a selegdo de
quimiotipos mais ricos em compostos ativos. Essa abordagem ¢ recomendada por ZARA et
al. (2016) como estratégia para aumentar a eficacia de produtos fitossanitarios naturais.

Os resultados obtidos reforcam o potencial de 7. erecta como fonte de compostos
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bioativos de interesse para pesquisas em controle larval. A elevada mortalidade observada em
laboratorio justifica a continuidade dos estudos, especialmente quanto a caracterizacio
quimica, seguranga para organismos nado-alvo, estabilidade e validacdo em condigdes de
campo.

De modo geral, os achados deste estudo corroboram pesquisas que destacam os 6leos
essenciais como fontes de compostos bioativos com potencial para o manejo de mosquitos. Os
resultados também reforcam a importancia da integracdo entre estudos quimicos e
entomologicos para compreender a composi¢do, a estabilidade e a atividade dos produtos
avaliados (CAVALCANTI et al., 2004; PAVELA, 2015).

A investigagdo de produtos naturais pode contribuir para ampliar as ferramentas
disponiveis no manejo integrado de vetores, desde que sua adocdo seja fundamentada em
evidéncias de eficacia, seguranga e viabilidade operacional. Nesse contexto, a Organizagao
Mundial da Satde recomenda abordagens integradas, combinando vigilancia, diferentes
métodos de controle e avaliagdo continua das intervengdes (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2017).

Em sintese, a discussao evidencia que os resultados alcancados confirmam a atividade
larvicida de 7. erecta nas condi¢des laboratoriais avaliadas e justificam a continuidade das
pesquisas. A possivel aplicagdo em saude publica depende de estudos adicionais de
padronizacgdo, seguranca ¢ validacdo em condicdes de campo (PAVELA; BENELLI, 2016;
ZARA etal., 2016).

Portanto, o presente estudo contribui para o conhecimento sobre o potencial
biotecnolégico de T. erecta ao demonstrar atividade larvicida nas condi¢des laboratoriais
avaliadas. Os resultados sustentam a continuidade da investigagao do 6leo essencial como
possivel ferramenta complementar ao manejo integrado de 4. aegypti, condicionada a
realizacdo de estudos adicionais de caracterizacdo, seguranga, formulacdo e eficicia em
campo.

A utilizacdo de 6leo essencial comercial possibilitou trabalhar com um produto de
procedéncia identificada e rastreavel por lote e nota fiscal. Como continuidade da pesquisa, a
caracterizacdo quimica especifica do lote por CG-EM, juntamente com estudos de
estabilidade, seguranga para organismos ndo-alvo e validagdo em condi¢des de campo,
permitira relacionar com maior precisao a composi¢ao do 6leo a atividade larvicida observada

e avaliar sua viabilidade para futuras formulagdes.
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5. CONCLUSAO

O oleo essencial de 7. erecta apresentou elevada atividade larvicida contra Aedes
aegypti L. nas condi¢des laboratoriais avaliadas, com mortalidade igual ou superior a 94% nas
concentragdes testadas a partir de 250 uL L' e mortalidade total nas concentragdes de 400,
450 e 500 uL L.

As concentragoes letais estimadas, CL50 de 186,7 uL L™ e CL90 de 271,4 uL L,
caracterizam a relagdo dose-resposta observada e reforcam o potencial bioldgico do 6leo
essencial como objeto de investigagdo para o desenvolvimento de alternativas
complementares de controle larval.

Os resultados obtidos neste estudo confirmam que o 6leo essencial de 7. erecta
apresenta elevado potencial larvicida e efeito inibitorio sobre a atividade metabolica de A.
aegypti. As altas taxas de mortalidade observadas nas maiores concentragdes demonstram sua
eficiéncia e sugerem aplicabilidade pratica como bioinseticida natural.

O presente estudo reforga, deste modo, a viabilidade técnica da 7. erecta como
matéria-prima para o desenvolvimento de formulagdes fitoinseticidas, podendo ser empregada
em estratégias de controle integrado de vetores e na atengdo basica a satde.

Conclui-se que 7. erecta apresenta potencial como fonte de compostos larvicidas de
origem vegetal. Contudo, recomenda-se a continuidade dos estudos com padronizagdo
quimica do 6leo, avaliagdo de seguranca ambiental e validagdo em condi¢des de campo, para
que sua aplicacdo em programas de manejo integrado de vetores seja tecnicamente

fundamentada.

REFERENCIAS

AZEVEDO, F. R.; FERREIRA, R. C. A. B.; LEANDRO, C. S.; ARAUJO, I. M.; TINTINO,
S. R. Use of essential oils from plants of Araripe National Forest against Aedes aegypti

(Diptera: Culicidae). Brazilian Journal of Biology, v. 83, €275062, 2023.

BRASIL. Conselho Nacional de Saude. Resolucdo n° 466, de 12 de dezembro de 2012.
Dispde sobre diretrizes e normas regulamentadoras de pesquisas envolvendo seres

humanos. Brasilia, DF: Ministério da Saude, 2012.

BRASIL. Ministério da Saude. Boletim Epidemiologico, v. 55, n. 11. Brasilia, DF: Ministério
da Saude, 2024.



607
608
609

610
611

612
613
614

615
616
617

618
619
620

621
622
623

624
625
626

627
628

629
630
631

632
633

634
635

636

47

CAVALCANTLE. S. B.;; MORALIS, S. M.; LIMA, M. A. A.; SANTANA, E. W. P.
Larvicidal activity of essential oils from Brazilian plants against Aedes aegypti L.

Memorias do Instituto Oswaldo Cruz, v. 99, n. 5, p. 541-544, 2004.

DONALISIO, M. R.; GLASSER, C. M. Vigilancia entomologica e controle de vetores do
dengue. Revista Brasileira de Epidemiologia, v. 5, n. 3, p. 259-279, 2002.

FURTADO, R. F.; LIMA, M. G. A.; ANDRADE NETO, M.; BEZERRA, J. N. S.; SILVA,
M. G. V. Atividade larvicida de 6leos essenciais contra Aedes aegypti L. (Diptera:

Culicidae). Neotropical Entomology, v. 34, n. 5, p. 843-847, 2005.

KRISHNA, A.; KUMAR, S.; MALLAVARAPU, G. R.; RAMESH, S. Composition of the
essential oils of the leaves and flowers of Tagetes erecta L. Journal of Essential Oil

Research, v. 16, n. 6, p. 520-522, 2004. DOI: 10.1080/10412905.2004.9698786.

LUNA, J. E. D.; MARTINS, M. F.; ANJOS, A. F.; KUWABARA, E. F.; NAVARRO-SILVA,
M. A. Susceptibility of Aedes aegypti to temephos and cypermethrin insecticides, Brazil.
Revista de Saude Publica, v. 38, n. 6, p. 842-843, 2004.

MAROTTI, M.; PICCAGLIA, R.; BIAVATI, B.; MAROTTI, 1. Characterization and yield
evaluation of essential oils from different Tagetes species. Journal of Essential Oil

Research, v. 16, n. 5, p. 440-444, 2004. DOI: 10.1080/10412905.2004.9698767.

MARQUES, M. M. M.; MORALIS, S. M.; VIEIRA, I. G. P.; et al. Larvicidal activity of
Tagetes erecta against Aedes aegypti. Journal of the American Mosquito Control

Association, v. 27,n. 2, p. 156-158, 2011.

NASCIMENTO, T. A. Bacillaceae strains effective against Aedes aegypti larvae. Revista
Brasileira de Entomologia, v. 68, 2024.

PAN AMERICAN HEALTH ORGANIZATION. Report on the epidemiological situation of
dengue in the Americas. epidemiological week 52, 2024. Washington, D.C.: PAHO,
2025.

PAVELA, R. Essential oils for the development of eco-friendly mosquito larvicides: a review.

Industrial Crops and Products, v. 76, p. 174-187, 2015.

PAVELA, R.; BENELLI, G. Essential oils as ecofriendly biopesticides? Challenges and
constraints. Trends in Plant Science, v.21,n. 12, p. 1000-1007, 2016.

SILVA, T. F. P. L. A.; PEIXOTO, H. M.; FREITAS, L. R. S. Trends in dengue incidence and



637
638

639
640
641

642
643

644
645
646

48

lethality: interrupted time series analysis, Brazil, 2001-2022. Epidemiologia e Servigos de
Saude, v. 34, €20240424, 2025.

VALLE, D.; BELLINATO, D. F.; MARTINS, A. J.; LIMA, J. B. P. Resistance to temephos
and deltamethrin in Aedes aegypti from Brazil between 1985 and 2017. Memorias do
Instituto Oswaldo Cruz, v. 114, 180544, 2019.

WORLD HEALTH ORGANIZATION. Global vector control response 2017-2030. Geneva:
WHO, 2017.

ZARA, A. L.S. A,; SANTOS, S. M.; FERNANDES-OLIVEIRA, E. S.; CARVALHO, R. G.;
COELHO, G. E. Estratégias de controle do Aedes aegypti: uma revisdo. Epidemiologia e
Servigos de Saude, v. 25, n. 2, p. 391-404, 2016.



