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RESUMO 

Na busca de alternativas ao controle do Aedes aegypti, em vista da resistência aos 

inseticidas sintéticos, a investigação de compostos vegetais vem se destacando, pela 

degradação mais rápida e menor toxicidade aos vertebrados. Assim, avaliou-se o 

efeito inseticida do extrato bruto etanólico (ebe) da casca de Persea americana Mill 

sobre larvas e pupas de Ae. aegypti. Após a obtenção do ebe este foi solubilizado em 

dimetilsulfóxido (DMSO), obtendo assim a solução-teste. Para cada bioensaio e 

repetição, tanto em laboratório quanto em campo foram utilizadas 100 larvas de cada 

estádio e 100 pupas. A mesma quantidade foi usada para os controles positivos e 

negativos realizados com o temefós (1ppm) e DMSO a 1,6%. Todos os bioensaios 

foram realizados com os principais criadouros artificiais urbanos, pneu, vidro e 

plástico. Os resultados obtidos demonstraram a atividade inseticida do ebe de P. 

americana em larvas e pupas de Ae. aegypti. Houve mortalidade de 100% das larvas 

de 1° e 2° estádios em laboratório na dose de 5ppm e em campo na dose de 10ppm. 

No laboratório as CL50 e CL90 foram, respectivamente, de 7,2 e 19,3 ppm para o 3° 

estádio, de 6,6 e 15,4 ppm para 4° estádio e de 93,6 e 158,7ppm para pupas. 

Seguindo a mesma ordem, no campo, as CL50 e CL90 foram de 27,8 e 51,3ppm ara o 

3°estádio, de  23,8 e 46,9 ppm para o 4° estádio e de 145,3 e 261,9 ppm para as 

pupas. O fator mais importante deste trabalho foi o efeito pupicida de P. americana, 

pois é muito raro encontrar esse efeito em outros produtos, tanto naturais quanto 

sintéticos. Esses resultados são sugestivos de aprimorarem estudos químicos para 

identificação de compostos ativos. Testes de toxicidade oral aguda com ratos foram 

realizados com o ebe dessa planta que mostraram-se atóxico de acordo com as 

normas do (Acute Toxic Class Method - OECD 423) para produtos de origem 

vegetal. 
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ABSTRACT 

In the search for new alternatives for control of Aedes aegypti, in view of its 

resistance to chemical insecticides in use, research on plant substances has been 

increasing, due to be degradable and less toxic to vertebrates. The aim of this study 

was to evaluate the insecticidal effect of crude ethanol extract (cee) of bark of Persea 

americana Mill, on larvae and pupae of Ae. aegypti in the laboratory and field. After 

obtaining this cee was dissolved in dimethyl sulfoxide (DMSO), thus obtaining the 

test solution. For each test, and repetition, in both laboratory and field were used 100 

larvae of the 1st, 2nd, 3rd and 4th instars and 100 pupae too. The same amount of larvae 

and pupae was used for the groups positive and negative controls, performed 

respectively with temephos at 1 ppm and 1.6% of the DMSO. Both the laboratory 

bioassays and field were conducted with key artificial urban tire, glass and plastic. 

The results showed the insecticidal activity of the cee P. americana larvae and pupae 

of Ae. aegypti, both in laboratory and field. There was 100% mortality of the larvae 

of the 1st and 2nd instars in the laboratory at a dose of 5 ppm and field at a dose of 10 

ppm. In the laboratory the LC50 and LC90 were respectively 7.2 and 19.3 ppm for 3rd 

instar, 6.6 and 15.4 ppm for 4th instar and 93.6 and 158.7 ppm for pupae. Following 

the same order, in the field, the LC50 and LC90 were 27.8 and 51.3 ppm plows the 3rd 

instar, 23.8 and 46.9 ppm for the 4th instar and 145.3 and 261.9 ppm for the pupae. 

The most important factor of this study was the effect pupicida of P. americana, 

because it is very rare to find this effect on other products, both natural and 

synthetic.Tests acute oral toxicity in rats were conducted to cee this plant that proved 

to be nontoxic according to norms (Acute Toxic Class Method - OECD 423) for 

products of plant origin. 
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1. INTRODUÇÃO  

1.1. A dengue 

A dengue é uma doença infecciosa causada por um vírus da família Flaviviridae, 

são conhecidos quatro sorotipos, DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4, e constitui 

numa das mais importantes patologias re-emergentes no mundo. A infecção confere 

imunidade permanente para cada sorotipo (Tauil 2001, Denis et al. 2003, Braga & Valle 

2007). 

Classificada como uma doença de notificação compulsória a dengue caracteriza-

se por apresentar dentre seus principais sintomas, quadro febril inespecífico, classificado 

clinicamente como febre da dengue (FD) ou dengue clássica (DC). Quando podendo 

evoluir para manifestações mais graves com hemorragia, que é denominada a febre 

hemorrágica da dengue (FHD), ou síndrome do choque do dengue (SCD), que pode levar 

a óbito. A Secretaria de Vigilância em Saúde usa também a denominação de caso de 

dengue com complicações (DCC). A dengue é uma patologia com grande impacto na 

sociedade por repercutir na força de trabalho, afetando assim a economia e/ou na 

organização do atendimento à saúde (Braga & Valle 2007, Ministério da Saúde 2009). 

1.2. A dengue no Brasil 

A primeira epidemia de dengue documentada clínica e laboratorialmente no 

Brasil ocorreu em 1981-1982, em Boa Vista/Roraima, causada pelos sorotipos DENV-1 e 

DENV-4. A partir de 1986, foram registradas epidemias em diversos estados e novos 

surtos começaram a ocorrer por quase todo o país (Ministério da Saúde 1998).  

Na região sudeste do Brasil a primeira epidemia ocorreu no Rio de Janeiro em 

março de 1986, quando o DENV-1 foi isolado (Schatzmayr et al. 1986). Em 1990, o 
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sorotipo, DENV-2 foi introduzido pela primeira vez no Brasil através do Rio de Janeiro 

produzindo nesta cidade uma epidemia que se espalhou também pelo nordeste e região 

Amazônica. Nesta época, ocorreram os primeiros casos de FHD e SCD com óbitos, 

provavelmente devido a infecções seqüenciais pelo DENV-1, seguido de infecções pelo 

DENV-2 (Figueiredo 1998).  

Durante as duas últimas décadas, os casos de dengue e FHD ocorreram 

principalmente na população adulta nas formas leve e moderada. Houve aumento do 

número de hospitalizações na última década indicando aumento da gravidade das formas 

clínicas. Ainda o número de casos graves entre crianças menores de 15 anos no Estado do 

Amazonas sugere a possibilidade de mudança no padrão epidemiológico, com 

acometimento de crianças com FHD/SCD. Em 2005, ocorriam infecções por meio dos 

sorotipos DENV-1, DENV-2 e DENV-3 que circulavam em 24 unidades federadas o que 

caracterizava uma situação de hiperendemicidade (Siqueira et al. 2005). 

 O DENV-3 foi isolado pela primeira vez no Brasil em dezembro de 2000, 

igualmente ao DENV-2, no estado do Rio de Janeiro. Em 2002, o DENV-3 foi detectado 

em quase todo o território nacional e houve um aumento expressivo de casos da doença, 

cerca de 780 mil casos notificados, 2.607 casos de FHD/SCD e 145 óbitos registrados. É 

importante ressalvar que em 2002, o número absoluto de mortes devido ao FHD excedeu 

o número de mortes por malaria pela primeira vez no Brasil (Barbosa et al. 2002, 

FUNASA  2002, Siqueira et al. 2005). 

O nível endêmico de dengue no Brasil, já alterou os indicadores de morbidade, a 

magnitude destas incidências nos últimos anos superou a de todas as outras doenças de 

notificação compulsória. Em 2006 o país foi responsável por 85% dos casos de dengue 

notificados nas Américas do Sul e Central (Teixeira et al. 2005, PAHO 2006) 
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Devido a essa grande incidência a dengue é considerada uma arbovirose humana 

com grande impacto na saúde pública, por acometer  cerca de 50  milhões de pessoas por 

ano no mundo, e a exposição de 40% da população a seu principal vetor o Aedes aegypti 

(WHO 1999).  

No Brasil, atualmente, há transmissão de dengue nos 27 estados, prevalecendo à 

circulação dos sorotipos, DENV-1, DENV-2 e DENV-3.  Entretanto, em agosto de 2010 

o Ministério da Saúde (MS) e as Secretarias de Saúde do estado de Roraima publicaram 

uma nota, revelando a ocorrência dos primeiros casos de DENV-4 no Brasil após 28 

anos. Três desses casos de dengue tipo DENV-4 foram confirmados pelo Instituto 

Evandro Chagas em 11/08/2010 (Ministério da Saúde 2010). Assim, o DENV-4, 

continuou, paulatinamente, a se dispersar em outras capitais da região Norte do Brasil, 

Manaus-AM e Belém-PA, depois do último registro de circulação autóctone (Ministério 

da Saúde 2011). O sorotipo DENV-4 não era detectado no país desde 1982, porém já 

circula há vários anos em dez países das Américas (Osanai et al. 1983, Gluber 1998, 

Guzman et al. 1999, Mcbride & Bie 2000, Murthy et al. 2000). 

Em uma avaliação realizada anualmente pelo Ministério da Saúde mostrou que a 

prevalência de dengue no país em 2007 foi de 258.795 casos notificados. Houve uma 

redução de 10,8%, em 2008 e de 35% no ano seguinte. A ocorrência de óbitos de dengue, 

em 2008, foi de 154 para FHD e de 144 de DCC, reduzindo 39% em 2009. A 

distribuição de 80% dos casos confirmados de FHD concentrara-se em Mato Grosso 

(28%), Bahia (26%), Espírito Santo (17%), Goiás (5%) e Minas Gerais (5%). As curvas 

epidêmicas dos anos (2008 e 2009) foram representadas na (Figura 1), por semana 

epidemiológica (Ministério da Saúde 2009). O Ministério da Saúde lançou dados 

preliminares referente a 2010 com números que partem da primeira até a nona semana 
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epidemiológica com um total até agora de 227.109 casos notificados (Ministério da 

Saúde 2010). 

 

 

Figura 1. Casos notificados de dengue, semana epidemiológica de 1 a 52 - Brasil 2008 e 
2009. 

 

1.3. Primeiras ocorrências de dengue no Estado de Goiás 

Os primeiros relatos da circulação do vírus da dengue no Estado de Goiás datam 

de 1994, quando foi isolado o sorotipo viral DENV-1. A introdução do DENV-2 ocorreu 

em 1998, quando foram evidenciados os primeiros casos de FHD (Maciel 1999, 

Nascimento 2004). O ano de 2002 foi marcado pela introdução do DENV-3 quando 

houve um aumento expressivo do número de formas mais graves da doença (FHD/SCD). 

Este ano caracterizou-se pela ocorrência da maior epidemia de dengue no estado. Neste 

mesmo ano, a região Centro-Oeste foi responsável por 15.433 casos, com 20 casos de 

FHD, sendo que o Estado de Goiás notificou o maior número de casos (8.552), 18 destes 

sendo FHD (Secretaria de Vigilância em Saúde 2005). 
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1.4. Mecanismos de transmissão da dengue 

A fêmea de Ae. aegypti (Diptera, Culicidae) se infecta com qualquer um dos 

sorotipos do vírus da dengue e, após 8 a 12 dias de incubação, é capaz de transmiti-lo a 

outra pessoa. Há também a possibilidade de transmissão mecânica quando o repasto é 

interrompido e o mosquito imediatamente se alimenta em outra pessoa.  A transmissão 

vertical pode ocorrer quando a fêmea passa o vírus a sua prole (Monath 1994, Silva et al. 

2008, Zeidler et al. 2008).  

A forma assintomática é considerada de grande importância epidemiológica, pois 

constitui fonte silenciosa de transmissão do vírus dengue, podendo dispersá-lo para áreas 

indenes infestadas com o Ae. aegypti. Estima-se que em uma epidemia de dengue ocorra 

um caso assintomático para cada cinco casos sintomáticos (Serufo et al. 2000). Em 

alguns casos, podem ocorrer manifestações com quadros clínicos que variam desde 

doença aguda leve (FD), com recuperação da maioria dos pacientes, até uma doença 

grave e às vezes fatal (FHD/SCD). As formas graves podem apresentar taxa de letalidade 

de 1% ou mais, particularmente em crianças (McBride & Bielefeldt-Ohmann 2000). A 

transmissão é maior nas áreas intertropicais do mundo, com maior pluviosidade 

(Vasconcelos et al. 1998, Souza et al. 2010).  

Nos últimos anos, grandes epidemias de dengue têm acontecido no mundo, 

devido principalmente, a grande infestação vetorial em todas as regiões. Ondas 

epidêmicas ocorrem simultaneamente às ondas de densidades vetoriais. As razões para o 

ressurgimento global de epidemias de dengue não estão completamente compreendidas, 

mas estão relacionadas a mudanças demográficas, climáticas e sociais (Vanwambeke et 

al. 2006, WHO 2008, Souza et al. 2010). 
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1.5. Aedes aegypti 

O Ae. aegypti (Linnaeus, 1762) é um mosquito de origem africana trazido para as 

Américas logo depois do descobrimento. É um mosquito de hábitos sinantrópico, 

peridomiciliar, antropofílico, com atividade hematofágica diurna, acompanhando o 

homem em seus deslocamentos, com a possibilidade de dispersão passiva, através dos 

meios de transporte como veículos automotores e/ou com o auxilio do vento ainda que 

seja raro um raio de dispersão de Ae. aegypti acima de cem metros. 

Por esse fator o Ae. aegypti tem conseguido ser reintroduzido em áreas de onde já 

havia sido erradicado. É considerado o vetor mais eficiente de várias espécies de 

arbovírus, principalmente o vírus da dengue (WHO 1997, Forattini & Brito 2003). 

 

1.6. O Aedes aegypti no Brasil 

Segundo o levantamento histórico realizado pela FUNASA, o Ae. aegypti é 

conhecido no Brasil desde o século XVII. No ano de 1985 esse mosquito foi responsável 

por grande surto de febre amarela nos estados do Nordeste brasileiro, e posteriormente 

em outras áreas brasileiras (FUNASA 2001). 

O Ae. aegypti, já foi considerado erradicado no Brasil por duas vezes a primeira 

com o relato de um suposto último foco que foi eliminado na zona rural do município de 

Santa Terezinha, Bahia, em 1955. Contudo, o vetor é declarado erradicado no país em 

1958. No entanto, esse mosquito surge em 1967, em Belém e em outros municípios do 

Estado do Pará. Dois anos depois foi encontrado em São Luís e São José do Ribamar, no 

Maranhão. Em 1973, com a eliminação dos focos o Ae. aegypti foi considerado 

erradicado no Brasil pela segunda vez. A reintrodução foi registrada em 1976 na cidade 

de Salvador/ BA (Ministério da Saúde, 2001). 
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1.7. Biologia do Aedes aegypti 

O desenvolvimento do Ae. aegypti  é holometábolo que compreende as fases de 

ovo, larva, pupa e adulto. Os ovos medem cerca de 1 mm de comprimento e contorno 

alongado e fusiforme. No momento da postura os ovos são brancos, depois escurecem até 

a cor negra brilhante (Forattini, 1996). A oviposição depende da alimentação sanguínea, 

entre 3,0 a 3,5 mg, para o desenvolvimento ovariano e produzir cerca de até 120 ovos por 

fêmea. Geralmente, a postura é feita após cada repasto sangüíneo, em intervalos de três 

dias. Freqüentemente, a fêmea se alimenta mais de uma vez, entre duas posturas 

sucessivas. Este fato resulta na variação de hospedeiros, com a possibilidade de 

disseminação do vírus da dengue a outros hospedeiros. O macho alimenta-se de 

carboidratos extraídos dos vegetais (Silva & Silva 1999, Silva & Silva 2000, Barata et al. 

2001, Forattini 2002, Natal 2002, Gomes et al. 2006).   

A fêmea de Ae. aegypti ovipõe, principalmente, nas paredes dos recipientes 

artificiais, cerca de 1,5 cm acima da superfície da água. A incubação dos ovos pode 

variar de algumas horas até 492 dias (quiescência), e isso é determinante na duração do 

ciclo evolutivo. As larvas apresentam quatro estádios e a duração depende da 

temperatura, disponibilidade de alimento e densidade. A 28°C, os períodos de larva e de 

pupa são, respectivamente, cerca de seis e dois dias.  Após 24 horas da emergência o 

adulto acasala, geralmente, durante o vôo, quando a fêmea libera feromônios para atrair o 

macho. O adulto é morfologicamente caracterizado com anéis prateados nas bases dos 

artículos tarsais e um desenho da mesma cor no mesonoto, em forma de lira (Monath 

1994, Gubler 1998, Silva et al. 1998, Silva et al. 1999, Silva & Silva 2000, Madeira et al. 

2002, Silva et al. 2002, Forattini & Brito 2003, Silva et al. 2010).  
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1.8. Ações integradas de controle a mosquitos vetores de doenças 

As ações de controle de mosquitos transmissores de doenças incluem o 

saneamento do meio ambiente, informação e educação, controle químico e biológico 

(Gubler & Clark 1994, OPAS 1995). As duas primeiras visam reduzir os potenciais 

criadouros enquanto que a terceira a eliminação do vetor. Isoladamente essas medidas 

não surtem os efeitos desejados. É importante considerar que a maioria dos países em 

desenvolvimento tem tido uma deterioração da infra-estrutura de saúde pública, com 

redução dos recursos humanos e financeiros. Esse controle na maioria desses países 

concentra-se na aplicação espacial de inseticidas em UBV, na vigência de uma epidemia, 

porém pouco efetiva na obtenção e manutenção de baixos índices de infestação predial 

(Teixeira et al. 1999, Tauil 2001). 

Até o momento não há uma vacina pronta para uso contra os quatro sorotipos do 

vírus da dengue, embora pesquisas estejam em andamento. A opção de controle de 

dengue continua sendo o controle do Ae. aegypti. O que dificulta muito esse processo é a 

resistência desenvolvida aos inseticidas por esse vetor, aliada a grande disponibilidade de 

criadouros artificiais e sangue nas áreas urbanas (Whitehead et al. 2003, Rothman 2004, 

Braga & Valle 2007).  

No Brasil as principais estratégias usadas no controle desse vetor foram baseadas 

na utilização de produtos sintéticos como organofosforados (temefós), piretróides 

(cipermetrina, deltametrina) que requerem monitoramento constante no manejo desses 

produtos. No entanto o uso de inseticidas, bem como ações educativas, promovidas pelo 

governo, não tiveram o êxito esperado no controle das populações desse mosquito (Braga 

& Valle 2007). 
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1.9. Resistência do Aedes aegypti a inseticidas químicos sintéticos 

O aparecimento de alteração da suscetibilidade e populações resistentes tem 

ocasionado sérios problemas para o controle de mosquitos. Isso se deve, em muitos 

casos, a freqüente exposição aos produtos químicos utilizados no controle, e podem 

influenciar nos resultados dos programas, pela permanência do vetor, favorecendo a 

transmissão de dengue e contribuindo para o surgimento de novos casos (Brogdon & 

McAllister 1998, Carvalho et al. 2004, Braga & Valle 2007, Marcombe et al. 2009, 

Harris et al. 2010). 

A resistência de populações de Ae. aegypti ao temefós foi registrada em várias 

localidades de diversas unidades federadas do Brasil (Campos & Andrade 2001, Macoris 

et al. 2003, Carvalho et al. 2004, Braga & Valle 2007). Nos estados onde foi comprovada 

essa resistência adotou-se o uso do diflubenzuron que é um regulador de crescimento. 

Na busca de novas alternativas ao controle de vetores, produtos naturais e 

biológicos vêm sendo investigados, a exemplo disso, destaca-se o controle biológico 

através de Bacillus thuringiensis israelensis (Bti) e Bacillus sphericus (Bs) com possível 

ação e uso integrado com os produtos sintéticos e naturais (Andrade & Modolo 1991, 

Polanczyk et al. 2003, Praça et al. 2004, Espindola et al. 2008). 

 
1.10. Inseticidas naturais ou botânicos 
 
Até a descoberta dos inseticidas organossintéticos, na primeira metade do século 

passado, as substâncias extraídas de vegetais eram amplamente utilizadas no controle de 

insetos. As variações na eficiência do controle foi devido às diferenças na concentração 

do ingrediente ativo entre plantas e, principalmente, o baixo efeito residual, que apontava 

à necessidade de várias aplicações em períodos curtos, fez com que os inseticidas 

vegetais fossem gradativamente substituídos pelos sintéticos.        



 10 

O piretro extraído das flores de Chrysanthemum cinerariaefolium mantém um 

efeito residual de até sete dias nos vegetais tratados. A sua instabilidade em presença da 

luz motivou a busca por piretróides sintéticos. Antes da década de 70 do século XX, 

foram desenvolvidos princípios ativos cujas formulações também se mostraram altamente 

instáveis em presença de luz. A partir de 1970, foram obtidos os sintéticos permetrina, 

cipermetrina e fenvalerato, os quais apresentaram menor toxicidade em comparação aos 

outros produtos químicos da época, excelente efeito de contato e fotoestabilidade (Cavero 

1980). 

Vários autores têm ressaltado a busca e o desenvolvimento de substâncias 

derivadas de plantas para controle de mosquitos (Schmutterer 1990, Sukamar et al. 1991, 

Silva et al. 2004, Mendonça et al. 2005, Amer & Mehlhorn 2006ab, Silva et al. 2006, 

Champakaew et al. 2007, Gleiser & Zygadlo 2007, Cheng et al. 2009, Mullai et al. 2008, 

Pavela 2008, Pushpanathan et al. 2008, Rahuman et al. 2008, Silva et al. 2008).  As 

plantas que apresentam aplicação na área farmacêutica tem sido as mais procuradas para 

desenvolver compostos com propriedades inseticidas (Penido et al. 2005). Esses 

compostos originários de plantas têm recebido especial atenção por serem alternativas 

ecologicamente corretas e dentre outros fatores favoráveis apresentam aspectos seletivos, 

biodegradáveis e de baixo impacto ambiental, dando maior segurança à população. 

Vários estudos vêm sendo realizados com plantas na busca de moléculas ativas contra 

mosquitos principalmente o Ae. aegypti (Pizarro et al. 1999, Aguilera et al. 2003, Silva et 

al. 2003, Cavalcanti et al. 2004, Silva et al. 2004, Simas et al. 2004, Silva et al. 2007 e 

Magadula et al. 2009).  

A flora brasileira representa uma das mais ricas fontes de novas substâncias 

bioativas no mundo. A combinação da biodiversidade com o conhecimento tradicional de 

seu uso concede ao Brasil uma posição privilegiada para o desenvolvimento de novos 
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produtos. As propriedades biológicas das plantas na região neotropical já eram 

aproveitadas pelos ameríndios antes mesmo da chegada dos europeus ao continente. 

Registros históricos demonstram o extenso uso do abacate (Persea americana Miller), da 

batata doce (Ipomoea batatas), do mate (Ilex paraguariensis) e do cacau (Theobroma 

cação) como alimentos (Wolters 1992, Beinart & Midleton 2009). 

 

1.11.  Persea americana 

A Persea americana Miller, denominada popularmente como abacateiro, 

apresenta porte arbóreo, pertence à família Lauraceae e distribui-se nas Américas Central 

e do Sul. É cultivado em quase todos os estados do Brasil, com grande prevalência na 

região sudeste, onde as condições ecológicas favorecem seu desenvolvimento. O Brasil é 

um dos maiores produtores de abacate no mundo com uma produção anual  aproximada 

de 3,2 milhões de toneladas e área de 416 mil hectares (Ferreira 2008). 

A P. americana é uma planta amplamente estudada na fitoterapia, tanto por sua 

importante qualidade nutricional quanto por seus efeitos medicinais na saúde humana. As 

partes mais utilizadas como fontes de pesquisas são as folhas, a casca, o fruto e a 

semente, por apresentarem composições químicas variadas bioativas. As principais 

substâncias encontradas são carboidratos, proteínas, gordura, taninos, persito, 

metilegenol, dopamina, esparagina, ácidos málico, acético, gordura monoinsaturada e 

carotenóides. Essas substâncias são utilizadas no tratamento de diversas enfermidades, 

como a anemia, helmintíases, doenças renais, reumatismo, e ajuda na prevenção de 

câncer (Pamplora & Roger, 1999, Lu et al. 2005, Barbosa et al. 2010).  

Na busca de alternativas para o controle de insetos vetores, especialmente 

mosquitos, substâncias extraídas de plantas têm recebido especial atenção. Vários estudos 

vêm sendo realizados com plantas na busca de substâncias candidatas ao controle do Ae. 
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aegypti (Silva et al. 2006 , Barreto et al. 2006). Apresenta-se neste trabalho o extrato 

bruto etanólico extraído da casca do caule de P. americana, como possível candidata e/ou 

alternativa ao controle do Ae. aegypti. 
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2. JUSTIFICATIVA 

O uso de inseticidas químicos sintéticos no controle ao Ae. aegypti, por vários anos, 

como é o caso do larvicida temefós, usado no controle ao Ae.aegypti, há mais de 30 anos, 

alem de ser carcinogênico e teratogênico para vertebrados, tem induzido ao 

desenvolvimento de populações do mosquito resistentes aos produtos utilizados.  Assim, 

torna-se necessário o avanço de pesquisas de outros larvicidas contra o Ae. aegypti, que 

sejam menos tóxicos aos vertebrados e mais seguros ao meio ambiente, como é esta 

proposta de trabalhar com inseticidas botânico. 

3. OBJETIVOS 

3.1. Geral 

A proposta desse estudo foi realizar a prospecção para a obtenção do extrato bruto 

etanólico de P. americana e avaliar o seu potencial inseticida contra o Ae. aegypti. 

3.2. Específico 

Verificar a atividade larvicida e pupicida do extrato bruto etanólico de P. 

americana, em laboratório e campo em diferentes tipos de criadouros contra o Ae. 

aegypti, disponibilizando informações que sejam úteis ao planejamento e controle desse 

vetor. 

Avaliar a toxicidade aguda, do extrato bruto etanólico de P. americana, seguindo 

diretrizes da OECD (2001), para teste de dose aguda tóxica (Guideline 423), em ratos 

Rattus novergicus linhagem Wistar, machos e fêmeas, para verificar alterações 

fisiológicas através do screening hipocrático e óbitos. 
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4. MÉTODOS 

4.1. Coleta e identificação - Folhas e flores de P. americana foram coletadas no 

município de Aparecida de Goiânia, Goiás, e encaminhadas ao herbário Departamento de 

Botânica da Universidade Federal de Goiás (UFG) sendo a exsicata registrada pelo Prof. 

Dr. Ângelo Rizzo com o nº 43.394.  

4.2. Extração - Dois quilogramas de Casca do caule dessa planta foram 

encaminhados ao laboratório de Bioatividade de Plantas do Instituto de Patologia 

Tropical e Saúde Pública (IPTSP) da (UFG) para a extração em evaporador rotativo. 

4.3. Secagem e Moagem - A secagem foi realizada em estufa a 40°C, com 

ventilação forçada, para evitar a saturação com a umidade desprendida do material. As 

cascas secas foram moídas, em moinho de facas até obter fina granulometria.  

4.4. Percolação e Evaporação – O pó foi percolado em etanol após completa 

homogeneização com agitador mecânico. O recipiente foi coberto com papel alumínio, 

para evitar a evaporação do álcool e uma possível interferência da luz, permanecendo em 

repouso por 72h.  

Em seguida, o sobrenadante foi filtrado em funil de vidro com papel filtro e 

concentrado em evaporador rotativo a vácuo. O extrato bruto etanólico (ebe) obtido foi 

transferido para placas de Petri, para secagem numa capela de exaustão, a temperatura 

ambiente e logo após secagem armazenado em freezer vertical a -4 ºC. 

4.5. Bioensaios – Larvas e pupas foram obtidas de ovos de uma criação cíclica de 

Ae. aegypti, mantida no Laboratório de Biologia e Fisiologia de Insetos, IPTSP/UFG, em 

câmara climatizada a 28±1°C, 80±5% de umidade relativa (UR) e fotofase de 12h (Silva 

et al. 1998, Silva & Silva (2000). Os experimentos de campo foram realizados no mês de 

julho, a temperatura média foi de 30±1,4ºC, umidade relativa de 40,4±2,6%. 
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Para realização dos bioensaios em laboratório cartelas de ovos foram retiradas da 

ovoteca e colocadas para eclosão em bacias, contendo água da rede pública de 

abastecimento. Após a eclosão, as larvas foram alimentadas com ração para gatos, 

colocada diretamente nas bacias. Utilizaram-se larvas de todos os estádios e pupas tanto 

para os bioensaios realizados em laboratório como no campo. 

O ebe de P. americana  foi pesado em balança analítica com a precisão de 0,0001g, 

e solubilizado em dimetilsulfóxido (DMSO). A quantidade de solvente que pode ser 

utilizada para o preparo da solução foi previamente determinada por ensaios de 

tolerância das larvas ao solvente. Observou-se tolerância até a proporção de 0,8 mL de 

DMSO para 25 mL de água.  

4.6. Laboratório - Os bioensaios foram realizados em 3 recipientes que 

representam os criadouros mais comuns encontrados nos centros urbanos, vidro, plástico 

e pneu tanto para as larvas quanto para as pupas. Nesses recipientes foram colocados 100 

mL de cada uma das soluções, nas quais se adicionaram 100 larvas de 1º, 2º, 3° e 4º 

estádio e 100 pupas separadamente.  

Os primeiros bioensaios foram iniciados com concentrações partindo de 100ppm 

diluindo-se até 10ppm, para as larvas de todos os estádios e tipos de criadouros. O 

experimento foi realizado em triplicata e foi avaliada a mortalidade em 24 horas de 

exposição das larvas ao ebe de P. americana.  

Todos os bioensaios foram realizados em sala climatizada similarmente à câmara 

de criação. As CL 50 e CL90 foram determinadas com experimentos em triplicata após 

24h de exposição das pupas ao ebe de P. americana. Todos os experimentos foram 

acompanhados de controle positivo (temefós a 1ppm) e negativo (DMSO), ambos com 

volume ajustado com água destilada. Os recipientes onde foram colocadas as pupas 
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tiveram a superfície coberta com organza, para evitar fuga, caso houvesse emergência do 

mosquito. 

4.7. Campo – Utilizaram-se 100 larvas de cada um dos estádios e 100 pupas, 

colocadas em 100 mL de cada concentração. Normalmente das concentrações letais 

obtidas em laboratório se ajusta as concentrações que serão utilizadas no campo. 

Contudo, em situação de campo foi necessário realizar os bioensaios com a solução teste 

principiada a 100ppm e feita diluições até 10ppm para as larvas, e de 500ppm com 

diluições de até 100ppm para as pupas. 

 Nos bioensaios de campo utilizaram-se os mesmos tipos de criadouros do 

laboratório. Estes foram colocados em ambientes sombreados, em quintais e jardins de 

residências, no setor Jardim América, Goiânia, Goiás (Figura 3), após prévia autorização 

dos moradores, que assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). 

 As leituras de mortalidade foram feitas 24h após o início do experimento. Todos os 

experimentos eram acompanhados por controle positivo (temefós a 1ppm) e negativo 

(DMSO), diluídos em água. As larvas foram consideradas mortas quando inertes e com 

corpo e cápsula cefálica escurecidos (Silva et al. 2003). Para as pupas a morte foi 

constatada pela inércia ao serem tocadas com agulhas (WHO 1981). Os dados 

climatológicos de campo foram obtidos através de termômetro vertical e higrômetro. 

4.8. Toxicidade aguda - Foram utilizados 06 ratos machos e 06 fêmeas da espécie 

Rattus novergicus linhagem Wistar, pesando entre 200 e 300g, provenientes do Biotério 

Central da UFG, acondicionados no biotério setorial do Núcleo de Estudos e Pesquisas 

Toxicológicas (NEPET-UFG).  

4.8.1. Condições laboratoriais de manutenção e seleção dos animais - Os ratos 

(machos e fêmeas) foram mantidos sob temperatura ambiente controlada para 23 ± 2 ºC, 

fotofase aproximada de 12 h, até o início dos experimentos. 
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4.8.2. Dieta - Os animais foram tratados com água filtrada e ração. Os ratos 

permaneceram em jejum por 4 horas antes da administração das amostras, sendo 

restituídas água e ração 1 hora após a administração do extrato bruto etanólico de P. 

americana, o mesmo protocolo foi utilizado no grupo controle (DMSO e água).  

4.8.3. Via e método de administração – o extrato bruto etanólico de P. americana 

foi administrado por via oral (gavage). 

 4.9. Avaliação de toxicidade aguda - A avaliação da toxicidade aguda seguiu as 

diretrizes da Organisation for Economic Co-operation and Development (OECD, 2001), 

para o teste de classe de dose aguda tóxica (Acute Toxic Class Method - OECD 423), 

aprovado pelo comitê de ética da UFG nº 057/2010. 

4.9.1. Preparo das amostras - O extrato bruto etanólico da casca de P. americana 

foi solubilizado em água e DMSO. 

4.9.2. Administração das amostras - As doses administradas foram calculadas e 

selecionadas entre a dose fixa de 2.000 mg.Kg-1 (OECD 423). Por se tratar de extrato de 

origem vegetal com finalidade inseticida e devido à inexistência de informações sobre 

casos de intoxicação pela casca dessa planta, a triagem foi iniciada com a dose de 2.000 

mg.Kg-1 a qual é considerada dose-limite superior. 

Inicialmente o extrato etanólico de P. americana foi administrado na dose de 2.000 

mg.Kg-1 de peso corporal para machos, em seguida para as fêmeas. Os controles foram 

feitos com água e DMSO.  

 

4.9.3. Observações comportamentais - foram realizadas inicialmente em 

intervalos de 10 e 30 minutos, e depois de 1, 2, 4, 6, 12 e 24h, a partir de então, 

diariamente, até o 14o dia do experimento. As intensidades dos eventos foram tabuladas 

de zero a quatro, correspondendo, respectivamente, a ausente (0), raro (1), pouco (2), 
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moderado (3), intenso (4). As observações seguiram o screening hipocrático (frênito 

vocal, irritabilidade, resposta ao toque, resposta aperto cauda, contorção, posição trem 

posterior, reflexo endireitamento, tônus do corpo, força para agarrar, ataxia, reflexo 

auricular, tremores, convulsões, hipnose, anestesia, lacrimação, ptose, micção, defecação, 

piloereção, hipotermia, respiração, cianose, hiperemia e morte). As alterações 

encontradas foram registradas em protocolo impresso com a lista dos sinais investigados. 

Esta lista e a pesquisa de sinais foram baseadas no modelo proposto por Malone (1977). 

A quantidade de excretas e o consumo de água e ração foram avaliados a cada 48 

horas, durante os 15 dias de experimento. No 15º dia, os ratos foram pesados, 

anestesiados, pela via intraperitoneal, com cetamina  a 5%  e xilazina  a 10%, depois, 

eutanasiados. Em seguida, coração, pulmão, fígado, rim, baço, estomago, ílio e pâncreas, 

foram retirados para estudos histopatológicos. 

 

4.10. Ética 

Este projeto foi encaminhado e aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da 

UFG e identificado pelo número 297/2010. Os bioensaios de campo foram realizados 

jardins e quintais de residências cujos proprietários assinaram o TCLE, conforme exigido 

pelo Comitê. 

 

4.11. Análise estatística - Os valores das concentrações letais CL50 e CL90 foram 

determinados pela análise Probit (Thomas & Alexandra Sparks 1987). A diferença de 

mortalidade entre os grupos tratados e criadouros, utilizaram-se a Análise de variância, o 

teste de Tukey, pelo programa GraphPad Prism5, ao nível de 5%.   
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5. RESULTADOS 

5.1. Bioensaios em laboratório  

A mortalidade das larvas de 1º e 2º estádios foi de 100% a 5ppm, em todas as 

repetições e criadouros. As concentrações letais CL50 e CL90 encontradas para larvas de 

3° estádio de Ae. aegypti (Tabela 1) foram, respectivamente, de 9,3 e 20,2ppm no pneu, 

de 7,2 e 19,3ppm no plástico e de 8,2 e 21,8ppm no vidro. Não houve diferença 

significativa das concentrações letais entre pneu, plástico e vidro, ao nível de 5 %. 

Para larvas de 4° estádios as CL50 e CL90 foram, respectivamente, de 7,6 e 19,2ppm 

no pneu, de 6,6 e 15,4ppm no plástico, e de 6,9 e 16,2ppm em vidro.  Não houve 

diferença significativa entre os criadouros testados. A maior parte das larvas de 4º estádio 

morreu na tentativa de sair do contato do produto, empupando. Esse processo ocorreu em 

todas as concentrações. 

Os valores das CL50 e CL90 encontrados para as pupas foram de 110,1 e 175,1ppm, 

de 93,6 e 158,7ppm e de 98,8 e 163,7ppm, respectivamente, para pneu,  plástico  e vidro 

(Tabela 1). Não houve diferença significativa da mortalidade de pupas entre os 

criadouros, e nem morte nas larvas e pupas controle negativo. Houve mortalidade total 

das larvas no controle positivo (temefós 1 ppm) e nesse controle, houve a sobrevivência 

total de pupas. 
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Tabela 1. Suscetibilidade de larvas 3°, 4º estádios e pupas de Aedes aegypti ao extrato 

bruto etanólico de Persea americana em laboratório, após 24h de exposição em 

diferentes criadouros.  

Criadouros Estádio CL50/ppm (IC 95%) CL90/ppm(IC 95%) 
 

Pneu 
L3 
L4 

pupa 

9,3 (4,8-13,5) 20,9 (15,4-26,6) 
7,6 (4,0-11,5) 19,2 (16,0-25,2) 

110,1 (85,8-137,0) 175,1 (148,7-210,2) 
 

Plástico 
L3 
L4 

pupa 

7,2 (3,4-10,8) 19,3 (13,7-28,2) 
6,6 (3,2-10,0) 15,4 (10,8-20,3) 

93,6 (51,1-121,1) 158,7 (123,3-213,8) 
 

Vidro 
L3 
L4 

pupa 

8,2 (3,8-10,8) 21,8 (14,4-32,6) 
6,9 (2,6-11,3) 16,2 (10,7-23,0) 

98,8 (48,2-110,5) 163,70 (147,8-187,2) 

CL50 – concentração letal necessária para matar 50% das larvas e pupas, ppm - partícula 
por milhão, IC - Intervalo de confiança com 95% de probabilidade, CL90 – concentração 
letal necessária para matar de 90% para larvas e pupas, L3 – larva de terceiro estádio e L4 
– larva de quarto estádio. 
 

5.2. Bioensaios no campo 

As concentrações letais CL50 e CL90 encontradas para larvas de 3° estádio de Ae. 

aegypti foram, respectivamente, de 45,0 e 65,4ppm, de 27,8 e 51,3ppm e de 29,4 e 

52,9ppm, para experimentos realizados em pneu, plástico e vidro.  Não houve diferença 

significativa da mortalidade entre os recipientes, ao nível de 5%. 

Para larvas de 4° estádios as CL50 e CL90 foram, respectivamente, de 30, 3ppm para 

pneu, de 23, 8 e 46, 9ppm para plástico, e de 26, 0 e 49, 4ppm para vidro.  Não houve 

diferenças significativas da mortalidade entre os criadouros. 

As CL50 e CL90 encontradas para as pupas foram de 253,5 e 350,5ppm; 145,3 e 

261,9ppm, e de 167,9 e 286,1ppm, respectivamente, para pneu, plástico e vidro (Tabela 

2). A mortalidade das pupas em pneu, plástico e vidro não apresentou diferença 

significativa, ao nível de 5%.  

A dose de 10ppm causou 100% de mortalidade em larvas de 1º e 2º estádios, em 

todas as repetições e criadouros em campo.  
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Tabela 2. Suscetibilidade de larvas e pupas de Aedes aegypti ao extrato bruto etanólico 

de Persea americana, após 24h de exposição, em condições de campo, em diferentes 

criadouros. 

Criadouros Estádio CL50/ppm (IC 95%) CL90/ppm(IC 95%) 
 

Pneu 
L3 
L4 

pupa 

45,0 (33,3–53,7) 65,4 (54,9–80,5) 
30,3 (22,8–37,1) 53,6 (44,3–67,2) 

253,5 (172,2–304,8) 350,5 (288,2–429,8) 
 

Plástico 
L3 
L4 

pupa 

27,8 (19,9–34,8) 51,3 (36,6–57,6) 
23,8 (13,7–32,9) 46,9 (34,1–68,8) 

145,3 (102,9–181,6) 261,9 (212,4–334,1) 
 

Vidro 
L3 
L4 

pupa 

29,4 (20,7–37,1) 52,9 (42,3–69,0) 
26,0 (18,5–33,8) 49,4 (39,7–64,0 ) 

167,9 (104,2-218,6) 286,1 (220,0–380,9) 

CL50 – concentração letal necessária para matar 50% das larvas e pupas, ppm - partícula 
por milhão, IC - Intervalo de confiança com 95% de probabilidade, CL90 – concentração 
letal necessária para matar de 90% para larvas e pupas, L3 – larva de terceiro estádio e L4 
– larva de quarto estádio. 

 

5.3. Avaliação da toxicidade aguda em ratos Wistar expostos ao extrato 

etanólico da casca de Persea americana 

A avaliação da toxicidade aguda do extrato etanólico bruto de P. americana não 

apresentou diferença significativa entre os grupos tratados e controles, ao nível de 5%. A 

produção de excretas foi constante durante o tratamento.  

  Quanto ao screening hipocrático, nenhuma alteração sensorial e motora foi 

observada no decorrer do experimento. Os animais apresentaram-se responsivos a todos 

os estímulos, demonstraram atividade motora adequada, pelos brilhantes, sem secreções 

nasais, auriculares ou oculares, não apresentaram ptose em nenhum momento do 

tratamento. Apresentaram-se dóceis à manipulação para as pesagens e troca de caixas. 

Não foram observados óbitos dos animais experimentais nem do grupo controle. 
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6. DISCUSSÃO 

Neste trabalho foi demonstrada atividade larvicida e pupicida do extrato bruto 

etanólico da planta P. americana sobre o Ae. aegypti, tanto em laboratório como em 

campo e ressalta as  inúmeras vantagens  das substâncias de origem botânica quando 

comparadas ao emprego de inseticidas sintéticos por serem obtidas de recursos 

renováveis e rapidamente degradáveis. Outro benefício dos produtos de origem botânica 

em detrimento aos sintéticos é que, o desenvolvimento de resistência dos insetos a essas 

substâncias, compostas da associação de vários princípios ativos é lento, além de não 

deixarem resíduos. De acordo com Roel (2001) uma alternativa para evitar o 

desenvolvimento rápido de resistência a produtos químicos sintéticos é a utilização de 

produto envolvendo plantas inseticidas. 

As CL50 e CL90 do ebe de P. americana para o Ae. aegypti foram bem menores 

em laboratório do que as encontradas no campo. Isso se deve  provavelmente às  

interferências das variáveis climáticas, como a temperatura, umidade e fotoperiodo. 

Conforme já evidenciado por Prophiro et al. (2008) com relação à temperatura que 

causou diferença significativa da mortalidade de larvas de Ae. aegypti. 

A CL50 do ebe da casca do caule de P. americana para as larvas de 3° estádio, em 

recipiente plástico em laboratório foi de 7,2ppm, semelhante a obtida por Leite et al. 

(2009) que obtiveram CL50 de 8,87mg/L (ou ppm), utilizando o extrato da semente dessa 

planta.  

Diversos estudos com plantas têm demonstrado que elas podem ser candidatas ao 

uso no controle de Ae. aegypti. Como demonstrou Costa et al. (2005) que observaram 

efeitos tóxicos de alguns constituintes voláteis presentes nos óleos de Syzigium 

aromaticum , Lippia sidoides, e Hyptis martiusii, sobre larvas de terceiro estádio de Ae. 
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aegypti em laboratório. Essas plantas apresentaram as CL50 de 21,4; 19,5 e 18,5 ppm. 

Essas concentrações letais foram maiores do que as de P. americana deste trabalho. 

O ebe de P. americana apresentou maior atividade larvicida para o Ae. aegypti, 

em condições de campo, com CL90 de 65,4, 51,3 e 52,9ppm, respectivamente, para os 

criadouros pneu, vidro e plástico. Essas concentrações foram inferiores às obtidas por 

Oliveira et al. (2008) utilizando frações hexânicas e metanólicas do óleo-resina de 

Copaifera langsdorffii.  

Maheswaran et al. (2008) constataram efeito larvicida do extrato bruto hexânico  

de folhos de Leucas aspera contra larvas de 1°, 2°, 3° e 4° estádios de Ae. aegypti, em 

laboratório e encontraram as CL50 de 77,4, 144,0, 199,7 e 257,1ppm, respectivamente. 

Comparando essas concentrações letais com as de P. americana que apresentou CL100 de 

5ppm, para 1° e 2° estádios e CL50 de 7,2ppm e 6,6ppm, respectivamente, para 3° e 4° 

estádios, verifica-se um potencial larvicida cerca de dez vezes maior dessa planta em 

relação a  L. aspera.  

O ebe de P. americana apresentou as CL50 e CL90 de 6,6 e 15,4ppm, para 3° e 4° 

estádios de Ae. aegypti, respectivamente. Essas concentrações foram inferiores às 

encontradas por Kim et al. (2002), Choochote et al. (2004), Morais et al. (2006), Kanis et 

al. (2009), Kaushik & Saini (2009) para as plantas Apium graveolens, Croton 

nepetaefolius, Croton argyrophyloides, Croton sonderianus, Croton zenhtneri, 

Vanillosmopsis arbórea, Millingtonia hortensis, Annona squamosa, Bauhinia varigata, 

Plumeria alba, Psidium guajava, Syzygium cumini, Alstonia scholaris, Michelea 

champaca, Holoptelia integrifolia, Quisqualis indica e Nerium indicum.  

Outra importante caracteristica, do ebe de P. americana, apresentada nos 

resultados desse estudo, foi a avaliação dos efeitos pupicida sobre  pupas de Ae. Aegypti 

este em contraste com o controle positivo com temefós (a 1ppm), que é o produto 
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químico-sintético de maior eficácia contra as larvas desse mosquito foi inócuo para pupas 

que apresentaram 100% de sobrevivência. 

 A atividade pupicida P. americana sobre Ae. aegypti foi o resultado mais 

relevante  em função da escassês de produtos de origem químico-sintética ou botânicas 

que apresentassem efeitos similares. As concentrações letais observadas nos bioensaios 

com as larvas foram bem menores do que as das pupas. Isso se deve, provavelmente, as 

vias de intoxicação do produto que é ingerido pelas larvas junto ao plancton e outras 

partículas e, por contato, no caso das pupas. No caso do ebe de P. americana atravessou 

o exoesqueleto intoxicando as pupas levando-as a morte. As CL90 foram de 175,1 e 

350,5ppm, em experimentos realizados no pneu em laboratório e campo, 

respectivamente. Esse resultado é comparável ao de Macchioni et et al (2004) para planta 

Callitris glaucophylla e com saponinas extraídas de frutos de Balanites aegyptiaca  

interferindo na emergência de adultos, com concentração letal de 500ppm para alcance de 

100% de mortalidade. Na literatura pertinente ao assunto, estudo com extratos de Albizzia 

amara e Ocimum basilicum mostraram ação pupicida em concentrações cerca de cem 

vezes maiores do que deste trabalho (Murugan et al. 2007).  

As probabilidades de diminuir as concentrações letais se ampliam quando 

substâncias ativas são isoladas e purificadas, como fizeram Silva et al. (2007) com as 

frações do óleo-resina de Copaifera reticulata CRM1-4 (sesquiterpenos) e CRM5-7 

(diterpeno labdano) com a CL50 de 0,2 e 0,8ppm, respectivamente. Com o isolamento e 

purificação do e.b.e P. americana espera-se que o mesmo venha acontecer, pois e.b.e 

dessa planta apresentou a CL50 de 7,30ppm.  

Os resultados relativos ao exame de toxicidade oral aguda demostraram que não 

houve sinais de intoxicação e nem complicações de ordem fisiológicas, motoras e 

comportamentais nos grupos experimental e controle.  
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7. CONCLUSÕES 

O extrato bruto etanólico de P. americana apresentou atividade inseticida para 

larvas e pupas de Ae. aegypti.  

Há perspectivas de diminuir as concentrações letais através do isolamento e 

purificação dos compostos ativos através de estudos químicos monitorados por 

cromatografia de camada delgada e ressonância magnética nuclear de hidrogênio e 

espectometria de massas.  

O extrato bruto etanólico de P. americana mostrou-se atóxico a vertebrados, de 

acordo com ensaio de toxicidade oral aguda, ampliando as possibilidades de ser 

candidato ao controle de Ae. aegypti.  
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