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RESUMO

Na busca de alternativas ao controle do Aedes aegypti, em vista da resisténcia aos
inseticidas sintéticos, a investigacdo de compostos vegetais vem se destacando, pela
degradacdo mais rdpida e menor toxicidade aos vertebrados. Assim, avaliou-se o
efeito inseticida do extrato bruto etandlico (ebe) da casca de Persea americana Mill
sobre larvas e pupas de Ae. aegypti. Apos a obtencdo do ebe este foi solubilizado em
dimetilsulfé6xido (DMSO), obtendo assim a solugdo-teste. Para cada bioensaio e
repeticao, tanto em laboratério quanto em campo foram utilizadas 100 larvas de cada
estddio e 100 pupas. A mesma quantidade foi usada para os controles positivos e
negativos realizados com o temefés (1ppm) e DMSO a 1,6%. Todos os bioensaios
foram realizados com os principais criadouros artificiais urbanos, pneu, vidro e
plastico. 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° estadios em laboratério na dose de Sppm e em campo na dose de 10ppm.
No laboratério as CLsy e CLgy foram, respectivamente, de 7,2 e 19,3 ppm para o 3°
estddio, de 6,6 e 15,4 ppm para 4° estddio e de 93,6 e 158,7ppm para pupas.
Seguindo a mesma ordem, no campo, as CLsy e CLgy foram de 27,8 e 51,3ppm ara o
3°estadio, de 23,8 e 46,9 ppm para o 4° estddio 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 € muito raro encontrar esse efeito em outros produtos, tanto naturais quanto
sintéticos. Esses resultados sdo sugestivos de aprimorarem estudos quimicos para
identificacdo de compostos ativos. Testes de toxicidade oral aguda com ratos foram
realizados com o ebe dessa planta que mostraram-se atéxico 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 1%, 2™, 3" and 4™ 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 1*" and 2" instars in the laboratory at a dose of 5 ppm and field at a dose of 10
ppm. In the laboratory the LCso and LCqy were respectively 7.2 and 19.3 ppm for 3™
instar, 6.6 and 15.4 ppm for 4™ instar and 93.6 and 158.7 ppm for pupae. Following
the same order, in the field, the LCsy and LCqy were 27.8 and 51.3 ppm plows the 3
instar, 23.8 and 46.9 ppm for the 4™ 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. INTRODUGCAO

1.1. A dengue

A dengue é uma doenca infecciosa causada por um virus da familia Flaviviridae,
sao conhecidos quatro sorotipos, DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4, e constitui
numa das mais importantes patologias re-emergentes no mundo. A infeccdo confere
imunidade permanente para cada sorotipo (Tauil 2001, Denis et al. 2003, Braga & Valle
2007).

Classificada como uma doenca de notificagdo compulséria a dengue caracteriza-
se por apresentar dentre seus principais sintomas, quadro febril inespecifico, classificado
clinicamente como febre da dengue (FD) ou dengue clédssica (DC). Quando podendo
evoluir para manifestacdes mais graves com hemorragia, que € denominada a febre
hemorragica da dengue (FHD), ou sindrome do choque do dengue (SCD), que pode levar
a obito. A Secretaria de Vigilancia em Saide usa também a denominacdo de caso de
dengue com complica¢des (DCC). A dengue € uma patologia com grande impacto na
sociedade por repercutir na forca de trabalho, afetando assim a economia e/ou na
organizacdo do atendimento a satde (Braga & Valle 2007, Ministério da Satide 2009).

1.2. A dengue no Brasil

A primeira epidemia de dengue documentada clinica 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 comecgaram a ocorrer por quase todo o pais (Ministério da Satde 1998).

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

marco de 1986, quando o DENV-1 foi isolado (Schatzmayr et al. 1986). Em 1990, o



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 regiao
Amazonica. Nesta época, ocorreram os primeiros casos de FHD e SCD com o6bitos,
provavelmente devido a infecgdes seqiienciais pelo DENV-1, seguido de infeccdes pelo
DENV-2 (Figueiredo 1998).

Durante as duas ultimas décadas, os casos de dengue e FHD ocorreram
principalmente na populacdo adulta nas formas leve e moderada. Houve aumento do
nimero de hospitalizacdes na ultima década indicando aumento da gravidade das formas
clinicas. Ainda o nimero de casos graves entre criangas menores de 15 anos no Estado do
Amazonas sugere a possibilidade de mudanga no padrdo epidemiolégico, com
acometimento de criancas com FHD/SCD. Em 2005, ocorriam infeccdes por meio dos
sorotipos DENV-1, DENV-2 e DENV-3 que circulavam em 24 unidades federadas o que
caracterizava uma situacao 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 territério nacional e houve um aumento expressivo de casos da doenga,
cerca de 780 mil casos notificados, 2.607 casos de FHD/SCD e 145 6bitos registrados. E
importante ressalvar que em 2002, o nimero absoluto de mortes devido ao FHD excedeu
o nimero de mortes por malaria pela primeira vez no Brasil (Barbosa et al. 2002,
FUNASA 2002, Siqueira et al. 2005).

O nivel endémico de dengue no Brasil, j4 alterou os indicadores de morbidade, a
magnitude destas incidéncias nos ultimos anos superou a de todas as outras doencas de
notificacdo compulséria. Em 2006 o pais foi responsdvel por 85% dos casos de dengue

notificados nas Américas do Sul e Central (Teixeira et al. 2005, PAHO 2006)



Devido a essa grande incidéncia a dengue € considerada uma arbovirose humana
com grande impacto na saude publica, por acometer cerca de 50 milhdes de pessoas por
ano no mundo, e a exposicdo de 40% da populagdo a seu principal vetor o Aedes aegypti
(WHO 1999).

No Brasil, atualmente, hd transmissao de dengue nos 27 estados, prevalecendo a
circulagao dos sorotipos, DENV-1, DENV-2 ¢ DENV-3. Entretanto, em agosto de 2010
o Ministério da Saide (MS) e as Secretarias de Saide do estado de Roraima publicaram
uma nota, revelando a ocorréncia dos primeiros casos de DENV-4 no Brasil apds 28
anos. Trés desses casos de dengue tipo DENV-4 foram confirmados pelo Instituto
Evandro Chagas em 11/08/2010 (Ministério da Sadde 2010). Assim, o DENV-4,
continuou, paulatinamente, a se dispersar em outras capitais da regido Norte do Brasil,
Manaus-AM e Belém-PA, depois do dltimo registro de circulagdo autdctone (Ministério
da Sadde 2011). O sorotipo DENV-4 ndo era detectado no pais desde 1982, porém ja
circula hd vérios anos em dez paises das Américas (Osanai et al. 1983, Gluber 1998,
Guzman et al. 1999, Mcbride & Bie 2000, Murthy et al. 2000).

Em uma avaliacado realizada anualmente pelo Ministério da Satide mostrou que a
prevaléncia de dengue no pais em 2007 foi de 258.795 casos notificados. Houve uma
reducdo de 10,8%, em 2008 e de 35% no ano seguinte. A ocorréncia de 6bitos de dengue,
em 2008, foi de 154 para FHD e de 144 de DCC, reduzindo 39% em 2009. A
distribuicdo de 80% dos casos confirmados de FHD concentrara-se em Mato Grosso
(28%), Bahia (26%), Espirito Santo (17%), Goids (5%) e Minas Gerais (5%). As curvas
epidémicas dos anos (2008 e 2009) foram representadas na (Figura 1), por semana
epidemioldgica (Ministério da Satde 2009). O Ministério da Satide lancou dados

preliminares referente a 2010 com nimeros que partem da primeira até a nona semana



epidemioldgica com um total até agora de 227.109 casos notificados (Ministério da

Saude 2010).

N° de Casos
350.000
300.000
250.000
200.000
150.000
100.000

50.000

/

0

Jan Fev Mar Abr Mai Jun Jul Ago Set Out Nov Dez

— 2008 | 58.424(72.764|171.93/ 293.65| 111.88(38.190 |16.674| 8.047 | 5.539 | 7.259 | 9.949 | 11.241

— 2009 | 35.785(|67.152| 113.99| 111.32 | 61.708(27.705 |19.380|11.172| 10.046 | 10.275| 23.541| 37.151

Fonte: SWVS/SES

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

1.3. Primeiras ocorréncias de dengue no Estado de Goias

Os primeiros relatos da circulagio do virus da dengue no Estado de Goids datam
de 1994, quando foi isolado o sorotipo viral DENV-1. A introdu¢do 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 introducdo do DENV-3 quando
houve um aumento expressivo do nimero de formas mais graves da doenca (FHD/SCD).
Este ano caracterizou-se pela ocorréncia da maior epidemia de dengue no estado. Neste
mesmo ano, a regido Centro-Oeste foi responsavel por 15.433 casos, com 20 casos de
FHD, sendo que o Estado de Goids notificou o maior ndmero de casos (8.552), 18 destes

sendo FHD (Secretaria de Vigilancia em Sadde 2005).



1.4. Mecanismos de transmissao da dengue

A fémea de Ae. aegypti (Diptera, Culicidae) se infecta com qualquer um dos
sorotipos do virus da dengue e, apds 8 a 12 dias de incubagao, é capaz de transmiti-lo a
outra pessoa. H4 também a possibilidade de transmiss@ao mecanica quando o repasto €
interrompido e o mosquito imediatamente se alimenta em outra pessoa. A transmissao
vertical pode ocorrer quando a fémea passa o virus a sua prole (Monath 1994, Silva et al.
2008, Zeidler et al. 2008).

A forma assintomaética € considerada de grande importancia epidemiolégica, pois
constitui fonte silenciosa de transmissao do virus dengue, podendo dispersa-lo para areas
indenes infestadas com o Ae. aegypti. Estima-se que em uma epidemia de dengue ocorra
um caso assintomdtico para cada cinco casos sintomaticos (Serufo et al. 2000). Em
alguns casos, podem ocorrer manifestacdes com quadros clinicos que variam desde
doenca aguda leve (FD), com recuperacdo da maioria dos pacientes, at¢é uma doenca
grave e as vezes fatal (FHD/SCD). As formas graves podem apresentar taxa de letalidade
de 1% ou mais, particularmente em criancas (McBride & Bielefeldt-Ohmann 2000). A
transmissdo € maior nas dareas intertropicais do mundo, com maior pluviosidade
(Vasconcelos et al. 1998, Souza et al. 2010).

Nos ultimos anos, grandes epidemias de dengue tém acontecido no mundo,
devido principalmente, a grande infestacdo vetorial em todas as regides. Ondas
epidémicas ocorrem simultaneamente as ondas de densidades vetoriais. As razdes para o
ressurgimento global de epidemias de dengue ndo estdo completamente compreendidas,
mas estdo relacionadas a mudancgas demograficas, climédticas e sociais (Vanwambeke et

al. 2006, WHO 2008, Souza et al. 2010).



1.5. Aedes aegypti

O Ae. aegypti (Linnaeus, 1762) ¢ um mosquito de origem africana trazido para as
Américas logo depois do descobrimento. E um mosquito de hébitos sinantrépico,
peridomiciliar, antropofilico, com atividade hematofdgica diurna, acompanhando o
homem em seus deslocamentos, com a possibilidade de dispersao passiva, através dos
meios de transporte como veiculos automotores e/ou com o auxilio do vento ainda que
seja raro um raio de dispersdo de Ae. aegypti acima de cem metros.

Por esse fator o Ae. aegypti tem conseguido ser reintroduzido em areas de onde ja
havia sido erradicado. E considerado o vetor mais eficiente de virias espécies de

arbovirus, principalmente o virus da dengue (WHO 1997, Forattini & Brito 2003).

1.6. O Aedes aegypti no Brasil

Segundo o levantamento histérico realizado pela FUNASA, o Ae. aegypti é
conhecido no Brasil desde o século XVII. No ano de 1985 esse mosquito foi responsavel
por grande surto de febre amarela nos estados do Nordeste brasileiro, e posteriormente
em outras areas brasileiras (FUNASA 2001).

O Ae. aegypti, ja foi considerado erradicado no Brasil por duas vezes a primeira
com o relato de um suposto tltimo foco que foi eliminado na zona rural do municipio de
Santa Terezinha, Bahia, em 1955. Contudo, o vetor € declarado erradicado no pais em
1958. No entanto, esse mosquito surge em 1967, em Belém e em outros municipios do
Estado do Para. Dois anos depois foi encontrado em Sdo Luis e Sdo José do Ribamar, no
Maranhdao. Em 1973, com a eliminacdo dos focos o Ae. aegypti foi considerado
erradicado no Brasil pela segunda vez. A reintroducao foi registrada em 1976 na cidade

de Salvador/ BA (Ministério da Satdde, 2001).



1.7. Biologia do Aedes aegypti

O desenvolvimento do Ae. aegypti € holometdbolo 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 sao brancos, depois escurecem até
a cor negra brilhante (Forattini, 1996). A oviposi¢ao depende da alimentacdo sanguinea,
entre 3,0 a 3,5 mg, para o desenvolvimento ovariano e produzir cerca de até 120 ovos por
fémea. Geralmente, a postura € feita apds cada repasto sangiiineo, em intervalos de trés
dias. Freqiientemente, a fémea se alimenta mais de uma vez, entre duas posturas
sucessivas. Este fato resulta na variacdo de hospedeiros, com a possibilidade de
disseminagdo do virus da dengue a outros hospedeiros. O macho alimenta-se de
carboidratos extraidos dos vegetais (Silva & Silva 1999, Silva & Silva 2000, Barata et al.
2001, Forattini 2002, Natal 2002, Gomes et al. 2006).

A fémea de Ae. aegypti ovipde, principalmente, nas paredes dos recipientes
artificiais, cerca de 1,5 cm acima da superficie da dgua. A incubac¢do dos ovos pode
variar de algumas horas até 492 dias (quiescéncia), e isso € determinante na durac¢do do
ciclo evolutivo. As larvas apresentam quatro estddios e a duracdo depende da
temperatura, disponibilidade de alimento e densidade. A 28°C, os periodos de larva e de
pupa sdo, respectivamente, cerca de seis e dois dias. Ap6s 24 horas da emergéncia o
adulto acasala, geralmente, durante o vdo, quando a fémea libera feromdnios para atrair o
macho. O adulto é morfologicamente caracterizado com anéis prateados nas bases dos
articulos 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).



1.8. Acoes integradas de controle a mosquitos vetores de doencas

As acdes de controle de mosquitos transmissores de doengas incluem o
saneamento do meio ambiente, informagao e educacdo, controle quimico e bioldgico
(Gubler & Clark 1994, OPAS 1995). As duas primeiras visam reduzir os potenciais
criadouros enquanto que a terceira a eliminagdo do vetor. Isoladamente essas medidas
ndo surtem os efeitos desejados. E importante considerar que a maioria dos pafses em
desenvolvimento tem tido uma deterioracdo da infra-estrutura de satide publica, com
reducdo dos recursos humanos e financeiros. Esse controle na maioria desses paises
concentra-se na aplicacao espacial de inseticidas em UBV, na vigéncia de uma epidemia,
porém pouco efetiva na obten¢do e manutengdo de baixos indices de infestagao predial

(Teixeira et al. 1999, Tauil 2001).

Até o momento ndo hd uma vacina pronta para uso contra os quatro sorotipos do
virus da dengue, embora pesquisas estejam em andamento. A op¢do de controle de
dengue continua sendo o controle do Ae. aegypti. O que dificulta muito esse processo € a
resisténcia desenvolvida aos inseticidas por esse vetor, aliada a grande disponibilidade de
criadouros artificiais e sangue nas dreas urbanas (Whitehead et al. 2003, Rothman 2004,

Braga & Valle 2007).

No Brasil as principais estratégias usadas no controle desse vetor foram baseadas
na utilizacdo de produtos sintéticos como organofosforados (temefds), piretréides
(cipermetrina, deltametrina) que requerem monitoramento constante no manejo desses
produtos. No entanto o uso de inseticidas, bem como a¢des educativas, promovidas pelo
governo, ndo tiveram o €xito esperado no controle das populacdes desse mosquito (Braga

& Valle 2007).



1.9. Resisténcia do Aedes aegypti a inseticidas quimicos sintéticos

O aparecimento de alteracdo da suscetibilidade e populacdes resistentes tem
ocasionado sérios problemas para o controle de mosquitos. Isso se deve, em muitos
casos, a freqiiente exposi¢do aos produtos quimicos utilizados no controle, e podem
influenciar nos resultados dos programas, pela permanéncia do vetor, favorecendo a
transmissdo 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 resisténcia de populacdes de Ae. aegypti ao temefds foi registrada em vérias
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 resisténcia adotou-se o uso do diflubenzuron que € um regulador de crescimento.

Na busca de novas alternativas ao controle de vetores, produtos naturais e
bioldgicos vém sendo investigados, a exemplo disso, destaca-se o controle biolégico
através de Bacillus thuringiensis israelensis (Bti) e Bacillus sphericus (Bs) com possivel
acdo e uso integrado com os produtos sintéticos e naturais (Andrade & Modolo 1991,

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

1.10. Inseticidas naturais ou botanicos

Até a descoberta dos inseticidas organossintéticos, na primeira metade do século
passado, as substancias extraidas de vegetais eram amplamente utilizadas no controle de
insetos. As variagdes na eficiéncia do controle foi devido as diferengas na concentracao
do ingrediente ativo entre plantas e, principalmente, o baixo efeito residual, que apontava
a necessidade de vdrias aplicacdes em periodos curtos, fez com que os inseticidas

vegetais fossem gradativamente substituidos pelos sintéticos.



O piretro extraido das flores de Chrysanthemum cinerariaefolium mantém um
efeito residual de até sete dias nos vegetais tratados. A sua instabilidade em presenca da
luz motivou a busca por piretréides sintéticos. Antes da década de 70 do século XX,
foram desenvolvidos principios ativos cujas formulagdes também se mostraram altamente
instaveis em presenca de luz. A partir de 1970, foram obtidos os sintéticos permetrina,
cipermetrina e fenvalerato, os quais apresentaram menor toxicidade em comparacao aos
outros produtos quimicos da época, excelente efeito de contato e fotoestabilidade (Cavero
1980).

Virios autores tém ressaltado a busca e o desenvolvimento de substincias
derivadas de plantas para controle de mosquitos (Schmutterer 1990, Sukamar et al. 1991,
Silva et al. 2004, Mendonca 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 aplicac@o na drea farmac€utica tem sido as mais procuradas para
desenvolver compostos com propriedades inseticidas (Penido et al. 2005). Esses
compostos origindrios de plantas t€ém recebido especial aten¢do por serem alternativas
ecologicamente corretas e dentre outros fatores favordveis apresentam aspectos seletivos,
biodegraddveis e de baixo impacto ambiental, dando maior seguranca a populacio.
Virios estudos vém 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 substincias
bioativas no mundo. A combinag¢do da biodiversidade com o conhecimento tradicional de

seu uso concede ao Brasil uma posicao privilegiada para o desenvolvimento de novos
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produtos. As propriedades bioldgicas das plantas na regido neotropical ja eram
aproveitadas pelos amerindios antes mesmo da chegada dos europeus ao continente.
Registros histéricos demonstram o extenso uso do abacate (Persea americana Miller), da
batata doce (Ipomoea batatas), do mate (llex paraguariensis) e do cacau (Theobroma

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

1.11. Persea americana

A Persea americana Miller, denominada popularmente como abacateiro,
apresenta porte arbdreo, pertence a familia Lauraceae e distribui-se nas Américas Central
e do Sul. E cultivado em quase todos os estados do Brasil, com grande prevaléncia na
regido sudeste, onde as condi¢des ecoldgicas favorecem seu desenvolvimento. O Brasil €
um dos maiores produtores de abacate no mundo com uma producdo anual aproximada
de 3,2 milhdes de toneladas e area de 416 mil hectares (Ferreira 2008).

A P. americana € uma planta amplamente estudada na fitoterapia, tanto por sua
importante qualidade nutricional quanto por seus efeitos medicinais na saide humana. As
partes mais utilizadas como fontes de pesquisas sdo as folhas, a casca, o fruto e a
semente, por apresentarem composi¢des quimicas variadas bioativas. As principais
substancias encontradas sdo carboidratos, proteinas, gordura, taninos, persito,
metilegenol, dopamina, esparagina, dcidos madlico, acético, gordura monoinsaturada e
carotendides. Essas substincias sdo utilizadas no tratamento de diversas enfermidades,
como a anemia, helmintiases, doencas renais, reumatismo, e ajuda na prevencdo de
cancer (Pamplora & Roger, 1999, Lu et al. 2005, Barbosa et al. 2010).

Na busca de alternativas para o controle de insetos vetores, especialmente
mosquitos, substancias extraidas de plantas tém recebido especial atencdo. Vérios estudos

vém sendo realizados com plantas na busca de substancias 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 etandlico extraido da casca do caule de P. americana, como possivel candidata e/ou

alternativa ao controle do Ae. aegypti.
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2. JUSTIFICATIVA

O uso de inseticidas quimicos sintéticos no controle ao Ae. aegypti, por varios anos,
como € o caso do larvicida temefds, usado no controle ao Ae.aegypti, ha mais de 30 anos,
alem de ser carcinogénico e teratog€nico para vertebrados, tem induzido ao
desenvolvimento de populacdes do mosquito resistentes aos produtos utilizados. Assim,
torna-se necessario o avanco de pesquisas de outros larvicidas contra o Ae. aegypti, que
sejam menos toxicos aos vertebrados e mais seguros ao meio ambiente, como € esta

proposta de trabalhar com inseticidas botanico.

3. OBJETIVOS

3.1. Geral
A proposta desse estudo foi realizar a prospeccao para a obtencao do extrato bruto

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

3.2. Especifico

Verificar a atividade larvicida e pupicida do extrato bruto etandlico de P.
americana, em laboratério e campo em diferentes tipos de criadouros contra o Ae.
aegypti, disponibilizando informac¢des que sejam uteis ao planejamento e controle desse

vetor.

Avaliar a toxicidade aguda, do extrato bruto etandlico de P. americana, seguindo
diretrizes da OECD (2001), para teste de dose aguda téxica (Guideline 423), em ratos
Rattus novergicus linhagem Wistar, machos e fémeas, para verificar alteracdes

fisiolégicas através do screening hipocratico e 6bitos.
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4. METODOS

4.1. Coleta e identificacdo - Folhas e flores de P. americana foram coletadas no
municipio de Aparecida de Goiania, Goids, e encaminhadas ao herbario Departamento de
Botanica da Universidade Federal de Goids (UFG) sendo a exsicata registrada pelo Prof.
Dr. Angelo Rizzo com o n° 43.394.

4.2. Extracdo - Dois quilogramas de Casca do caule dessa planta foram
encaminhados ao laboratério de Bioatividade de Plantas do Instituto de Patologia
Tropical e Saidde Publica (IPTSP) da (UFG) para a extracdo em evaporador rotativo.

4.3. Secagem e Moagem - A secagem foi realizada em estufa a 40°C, com
ventilacdo forcada, para evitar a saturagdo com a umidade desprendida do material. As
cascas secas foram moidas, em moinho de facas até obter fina granulometria.

4.4. Percolacio e Evaporaciao — O p6 foi percolado em etanol apés completa
homogeneiza¢do com agitador mecanico. O recipiente foi coberto com papel aluminio,
para evitar a evaporagao do dlcool e uma possivel interferéncia 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 vacuo. O extrato bruto etandlico (ebe) obtido foi
transferido para placas de Petri, para secagem numa capela de exaustdo, a temperatura
ambiente e logo apds secagem armazenado em freezer vertical a -4 °C.

4.5. Bioensaios — Larvas e pupas foram obtidas de ovos de uma criagdo ciclica de
Ae. aegypti, mantida no Laboratério de Biologia e Fisiologia de Insetos, IPTSP/UFG, em
camara 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 més de

julho, a temperatura média foi de 30+1,4°C, umidade relativa de 40,4+2,6%.
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Para realiza¢do dos bioensaios em laboratério cartelas de ovos foram retiradas da
ovoteca e colocadas para eclosdo em bacias, contendo dgua da rede publica de
abastecimento. Apds a eclosdo, as larvas foram alimentadas com ragdo para gatos,
colocada diretamente nas bacias. Utilizaram-se larvas de todos os estddios e pupas tanto

para os bioensaios realizados em laboratério como no campo.

O ebe de P. americana foi pesado em balanga analitica com a precisao de 0,0001g,
e solubilizado em dimetilsulféxido (DMSO). A quantidade de solvente que pode ser
utilizada para o preparo da solucdo foi previamente determinada por ensaios de
tolerancia das larvas ao solvente. Observou-se tolerancia até a propor¢ao de 0,8 mL de
DMSO para 25 mL de dgua.

4.6. Laboratério - Os bioensaios foram realizados em 3 recipientes que
representam os criadouros mais comuns encontrados nos centros urbanos, vidro, plastico
e pneu tanto para as larvas quanto para as pupas. Nesses recipientes foram colocados 100
mL de cada uma das solucdes, nas quais se adicionaram 100 larvas de 1°, 2° 3° e 4°

estadio e 100 pupas separadamente.

Os primeiros bioensaios foram iniciados com concentragdes partindo de 100ppm
diluindo-se até 10ppm, para as larvas de todos os estddios e tipos de criadouros. O
experimento foi realizado em triplicata e foi avaliada a mortalidade em 24 horas de

exposicdo das larvas ao ebe de P. americana.

Todos os bioensaios foram realizados em sala climatizada similarmente a camara
de criagdo. As CL 590 e CLyy foram determinadas com experimentos em triplicata apds
24h de exposicdo das pupas ao ebe de P. americana. Todos os experimentos foram
acompanhados de controle positivo (temefds a 1ppm) e negativo (DMSO), ambos com

volume ajustado com 4gua destilada. Os recipientes onde foram colocadas as pupas
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tiveram a superficie coberta com organza, para evitar fuga, caso houvesse emergéncia do

mosquito.

4.7. Campo - Utilizaram-se 100 larvas de cada um dos estiddios e 100 pupas,
colocadas em 100 mL de cada concentracdo. Normalmente das concentragdes letais
obtidas em laboratério se ajusta as concentracdes que serdo utilizadas no campo.
Contudo, em situagdao de campo foi necessario realizar os bioensaios com a solugao teste
principiada a 100ppm e feita dilui¢cdes até 10ppm para as larvas, e de 500ppm com

diluicdes de até 100ppm para as pupas.

Nos bioensaios de campo utilizaram-se os mesmos tipos de criadouros do
laboratério. Estes foram colocados em ambientes sombreados, em quintais e jardins de
residéncias, no setor Jardim América, Goiania, Goids (Figura 3), apds prévia autorizacao
dos moradores, que assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE).

As leituras de mortalidade foram feitas 24h apds o inicio do experimento. Todos os
experimentos eram acompanhados por controle positivo (temefés a 1ppm) e negativo
(DMSO), diluidos em 4gua. As larvas foram consideradas mortas quando inertes e com
corpo e capsula cefélica escurecidos (Silva et al. 2003). Para as pupas a morte foi
constatada pela inércia ao serem tocadas com agulhas (WHO 1981). Os dados

climatol6gicos de campo foram obtidos através de termOometro vertical e higrometro.

4.8. Toxicidade aguda - Foram utilizados 06 ratos machos e 06 fémeas da espécie
Rattus novergicus linhagem Wistar, pesando entre 200 e 300g, provenientes do Biotério
Central da UFG, acondicionados no biotério setorial do Nucleo de Estudos e Pesquisas
Toxicolégicas (NEPET-UFG).

4.8.1. Condicoes laboratoriais de manutencao e selecio dos animais - Os ratos
(machos e fémeas) foram mantidos sob temperatura ambiente controlada para 23 + 2 °C,

fotofase aproximada de 12 h, até o inicio dos experimentos.
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4.8.2. Dieta - Os animais foram tratados com dgua filtrada e ragcdo. Os ratos
permaneceram em jejum por 4 horas antes da administracdo das amostras, sendo
restituidas dgua e racdo 1 hora apds a administracdo do extrato bruto etandlico de P.
americana, 0 mesmo protocolo foi utilizado no grupo controle (DMSO e dgua).

4.8.3. Via e método de administracao — o extrato bruto etandlico de P. americana
foi administrado por via oral (gavage).

4.9. Avaliacao de toxicidade aguda - A avaliacdo da toxicidade aguda seguiu as
diretrizes da Organisation for Economic Co-operation and Development (OECD, 2001),
para o teste de classe de dose aguda toxica (Acute Toxic Class Method - OECD 423),

aprovado pelo comité de ética da UFG n° 057/2010.

4.9.1. Preparo das amostras - O extrato bruto etandlico da casca de P. americana
foi solubilizado em dgua e DMSO.

4.9.2. Administraciao das amostras - As doses administradas foram calculadas e
selecionadas entre a dose fixa de 2.000 mg.Kg"' (OECD 423). Por se tratar de extrato de
origem vegetal com finalidade inseticida e devido a inexisténcia de informagdes sobre
casos de intoxicacdo pela casca dessa planta, a triagem foi iniciada com a dose de 2.000
mg.Kg' a qual é considerada dose-limite superior.

Inicialmente o extrato etandlico de P. americana foi administrado na dose de 2.000
mg.Kg "' de peso corporal para machos, em seguida para as fémeas. Os controles foram

feitos com dgua e DMSO.

4.9.3. Observacoes comportamentais - foram realizadas inicialmente em
intervalos de 10 e 30 minutos, e depois de 1, 2, 4, 6, 12 e 24h, a partir de entdo,
diariamente, até o 14° 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 observagdes seguiram o screening hipocratico (frénito
vocal, irritabilidade, resposta ao toque, resposta aperto cauda, contor¢do, posi¢ao trem
posterior, reflexo endireitamento, tonus do corpo, for¢a para agarrar, ataxia, reflexo
auricular, tremores, convulsdes, hipnose, anestesia, lacrimagao, ptose, mic¢ao, defecacao,
piloerecdo, hipotermia, respiragdo, cianose, hiperemia e morte). As alteragcdes
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 dgua e racao foram avaliados a cada 48
horas, durante os 15 dias de experimento. No 15° dia, os ratos foram pesados,
anestesiados, pela via intraperitoneal, com cetamina a 5% e xilazina a 10%, depois,
eutanasiados. Em seguida, coracdo, pulmao, figado, rim, bago, estomago, ilio e pancreas,

foram retirados para estudos histopatolégicos.

4.10. Etica

Este projeto foi encaminhado e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
UFG e identificado pelo nimero 297/2010. Os bioensaios de campo foram realizados
jardins e quintais de residéncias cujos proprietdrios assinaram o TCLE, conforme exigido

pelo Comité.

4.11. Analise estatistica - Os valores das concentracdes letais CLsp e CLgy foram
determinados pela andlise Probit (Thomas & Alexandra Sparks 1987). A diferenca de
mortalidade entre os grupos tratados e criadouros, utilizaram-se a Anélise de variancia, o

teste de Tukey, pelo programa GraphPad Prism35, ao nivel de 5%.
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5. RESULTADOS

5.1. Bioensaios em laboratorio

A mortalidade das larvas de 1° e 2° estddios foi de 100% a Sppm, em todas as
repeticoes e criadouros. As concentracdes letais CLsy e CLgy encontradas para larvas de
3¢ estadio de Ae. aegypti (Tabela 1) foram, respectivamente, de 9,3 e 20,2ppm no pneu,
de 7,2 e 19,3ppm no plastico e de 8,2 e 21,8ppm no vidro. Nao houve diferenga
significativa das concentragdes letais entre pneu, plastico e vidro, ao nivel de 5 %.

Para larvas de 4° estadios as CLsy e CLgy foram, respectivamente, de 7,6 e 19,2ppm
no pneu, de 6,6 e 15,4ppm no plastico, e de 6,9 e 16,2ppm em vidro. Nao houve
diferenca significativa entre os criadouros testados. A maior parte das larvas de 4° estadio
morreu na tentativa de sair do contato do produto, empupando. Esse processo ocorreu em
todas as concentracoes.

Os valores das CLsy e CLgg 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, plastico e vidro
(Tabela 1). Nao houve diferenca 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 (temefés 1 ppm) e nesse controle, houve a sobrevivéncia

total de pupas.
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Tabela 1. Suscetibilidade de larvas 3°, 4° estadios e pupas de Aedes aegypti ao extrato
bruto etandlico de Persea americana em laboratério, apds 24h de exposicdo em

diferentes criadouros.

Criadouros Estadio CLsy/ppm (IC 95%) CLoy/ppm(IC 95%)

L; 9,3 (4,8-13,5) 20,9 (15,4-26,6)

Pneu L, 7,6 (4,0-11,5) 19,2 (16,0-25,2)
pupa 110,1 (85,8-137,0) 175,1 (148,7-210,2)

L; 7,2 (3,4-10,8) 19,3 (13,7-28,2)

Plastico L, 6,6 (3,2-10,0) 15,4 (10,8-20,3)
pupa 93,6 (51,1-121,1) 158,7 (123,3-213,8)

Ls 8,2 (3,8-10,8) 21,8 (14,4-32,6)

Vidro L, 6,9 (2,6-11,3) 16,2 (10,7-23,0)
pupa 98,8 (48,2-110,5) 163,70 (147,8-187,2)

CLso — concentragdo letal necessaria para matar 50% das larvas e pupas, ppm - particula
por milhdo, IC - Intervalo de confianca com 95% de probabilidade, CLyy — concentragdo
letal necessdria para matar de 90% para larvas e pupas, L3 — larva de terceiro estddio e L4
— larva de quarto estadio.

5.2. Bioensaios no campo

As concentragdes letais CLso e CLgy encontradas para larvas de 3° estddio 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, pldstico e vidro. Nao houve diferenga
significativa da mortalidade entre os recipientes, ao nivel de 5%.

Para larvas de 4° estadios as CLsy e CLgy foram, respectivamente, de 30, 3ppm para
pneu, de 23, 8 e 46, 9ppm para pléstico, e de 26, 0 e 49, 4ppm para vidro. Nao houve
diferencas significativas da mortalidade entre os criadouros.

As CLsp e CLgy 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, pldstico e vidro (Tabela
2). A mortalidade das pupas em pneu, plastico e vidro ndo apresentou diferenca
significativa, ao nivel de 5%.

A dose de 10ppm causou 100% de mortalidade em larvas de 1° e 2° estadios, em

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

de Persea americana, apds 24h de exposicdo, em condicdes de campo, em diferentes

criadouros.

Criadouros Estadio CLs/ppm (IC 95%) CLoo/ppm(1C 95%)

L; 45,0 (33,3-53,7) 65,4 (54,9-80,5)

Pneu L, 30,3 (22,8-37,1) 53,6 (44,3-67,2)
pupa 253,5 (172,2-304,8) 350,5 (288,2-429,8)

L; 27,8 (19,9-34,8) 51,3 (36,6-57,6)

Plastico L, 23,8 (13,7-32,9) 46,9 (34,1-68,8)
pupa 145,3 (102,9-181,6) 261,9 (212,4-334,1)

L; 29,4 (20,7-37,1) 52,9 (42,3-69,0)

Vidro L, 26,0 (18,5-33,8) 49,4 (39,7-64,0)
pupa 167,9 (104,2-218,6) 286,1 (220,0-380,9)

CLso — concentragdo letal necessaria para matar 50% das larvas e pupas, ppm - particula
por milhdo, IC - Intervalo de confianca com 95% de probabilidade, CLyy — concentragio
letal necessdria para matar de 90% para larvas e pupas, L3 — larva de terceiro estddio e L4
— larva de quarto estadio.

5.3. Avaliacdo da toxicidade aguda em ratos Wistar expostos ao extrato
etandlico da casca de Persea americana

A avaliacdo da toxicidade aguda do extrato etandlico bruto de P. americana nao
apresentou diferenca significativa entre os grupos tratados e controles, ao nivel de 5%. A
producdo de excretas foi constante durante o tratamento.

Quanto ao screening hipocritico, nenhuma alteragdo sensorial e motora foi
observada no decorrer do experimento. Os animais apresentaram-se responsivos a todos
os estimulos, demonstraram atividade motora adequada, pelos brilhantes, sem secrecdes
nasais, auriculares ou oculares, ndo apresentaram ptose em nenhum momento do

tratamento. Apresentaram-se ddceis a manipulacdo para as pesagens e troca de caixas.

Nao foram observados 6bitos dos animais experimentais nem do grupo controle.
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6. DISCUSSAO

Neste trabalho foi demonstrada atividade larvicida e pupicida do extrato bruto
etandlico da planta P. americana sobre o Ae. aegypti, tanto em laboratério como em
campo e ressalta as inumeras vantagens das substancias de origem botanica quando
comparadas ao emprego de inseticidas sintéticos por serem obtidas de recursos
renovaveis e rapidamente degraddveis. Outro beneficio dos produtos de origem botanica
em detrimento aos sintéticos € que, o desenvolvimento de resisténcia dos insetos a essas
substancias, compostas da associagdo de varios principios ativos € lento, além de nao
deixarem residuos. De acordo com Roel (2001) uma alternativa para evitar o
desenvolvimento riapido de resisténcia a produtos quimicos sintéticos € a utilizagdo de
produto envolvendo plantas inseticidas.

As CLsy e CLgy do ebe de P. americana para o Ae. aegypti foram bem menores
em laboratério do que as encontradas no campo. Isso se deve provavelmente as
interferéncias das varidveis climdticas, como a temperatura, umidade e fotoperiodo.
Conforme ja evidenciado por Prophiro et al. (2008) com relagdo a temperatura que
causou diferenca significativa da mortalidade de larvas de Ae. aegypti.

A CLsp do ebe da casca do caule de P. americana para as larvas de 3° estadio, em
recipiente plastico em laboratério foi de 7,2ppm, semelhante a obtida por Leite et al.
(2009) que obtiveram CLsy de 8,87mg/L (ou ppm), utilizando o extrato da semente dessa
planta.

Diversos estudos com plantas t€ém demonstrado que elas podem ser candidatas ao
uso no controle de Ae. aegypti. Como demonstrou Costa et al. (2005) que observaram
efeitos toxicos de alguns constituintes voldteis presentes nos Oleos de Syzigium

aromaticum , Lippia sidoides, e Hyptis martiusii, sobre larvas de terceiro estddio de Ae.
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aegypti em laboratério. Essas plantas apresentaram as CLsy de 21,4; 19,5 e 18,5 ppm.
Essas concentracgdes 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 condi¢des de campo, com Clogy de 65,4, 51,3 e 52,9ppm, respectivamente, para os
criadouros pneu, vidro e pldstico. Essas concentragdes foram inferiores as obtidas por
Oliveira et al. (2008) utilizando fracdes hexanicas e metandlicas do Odleo-resina de
Copaifera langsdorffii.

Maheswaran et al. (2008) constataram efeito larvicida do extrato bruto hexanico
de folhos de Leucas aspera contra larvas de 1°, 2°, 3° e 4° estddios de Ae. aegypti, em
laboratério e encontraram as CLsy de 77,4, 144,0, 199,7 e 257,1ppm, respectivamente.
Comparando essas concentracdes letais com as de P. americana que apresentou CL;oy de
Sppm, para 1° e 2° estddios e CLsy de 7,2ppm e 6,6ppm, respectivamente, para 3° e 4°
estadios, verifica-se um potencial larvicida cerca de dez vezes maior dessa planta em
relacdo a L. aspera.

O ebe de P. americana apresentou as CLsy e CLgy de 6,6 e 15,4ppm, para 3° e 4°
estddios de Ae. aegypti, respectivamente. Essas concentracdes foram inferiores as
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 arbérea, 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 avaliacdo dos efeitos pupicida sobre pupas de Ae. Aegypti

z

este em contraste com o controle positivo com temefés (a 1ppm), que € o produto
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quimico-sintético de maior eficdcia contra as larvas desse mosquito foi inécuo para pupas
que apresentaram 100% de sobrevivéncia.

A atividade pupicida P. americana sobre Ae. aegypti foi o resultado mais
relevante em func¢do da escass€s de produtos de origem quimico-sintética ou botanicas
que apresentassem efeitos similares. As concentracoes letais observadas nos bioensaios
com as larvas foram bem menores do que as das pupas. Isso se deve, provavelmente, as
vias de intoxica¢do do produto que € ingerido pelas larvas junto ao plancton e outras
particulas 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 CLgy foram de 175,1 e
350,5ppm, em experimentos realizados no pneu em laboratério e campo,
respectivamente. Esse resultado € compardvel ao de Macchioni et et al (2004) para planta
Callitris glaucophylla e com saponinas extraidas de frutos de Balanites aegyptiaca
interferindo na emergéncia de adultos, com concentracdo letal de S00ppm para alcance de
100% de mortalidade. Na literatura pertinente ao assunto, estudo com extratos de Albizzia
amara e Ocimum basilicum mostraram acdo pupicida em concentracdes cerca de cem
vezes maiores do que deste trabalho (Murugan et al. 2007).

As probabilidades de diminuir as concentragdes letais se ampliam quando
substancias ativas s@o isoladas e purificadas, como fizeram Silva et al. (2007) com as
fracdes do Oleo-resina de Copaifera reticulata CRM;4 (sesquiterpenos) e CRMs;
(diterpeno labdano) com a CLsy de 0,2 e 0,8ppm, respectivamente. Com o isolamento e
purificacdo do e.b.e P. americana espera-se que o mesmo venha acontecer, pois e.b.e
dessa planta apresentou a CLsy de 7,30ppm.

Os resultados relativos ao exame de toxicidade oral aguda demostraram que ndo
houve sinais de intoxicacdo e nem complicacdes de ordem fisiologicas, motoras e

comportamentais nos grupos experimental e controle.
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7. CONCLUSOES

O extrato bruto etandlico de P. americana apresentou atividade inseticida para
larvas e pupas de Ae. aegypti.

Ha perspectivas de diminuir as concentragdes letais através do isolamento e
purificagdo dos compostos ativos através de estudos quimicos monitorados por
cromatografia de camada delgada e ressondncia magnética nuclear de hidrogénio e
espectometria de massas.

O extrato bruto etandlico de P. americana mostrou-se atoxico 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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