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RESUMO

Contexto: Um dos vetores mais conhecidos na atualidade é o Aedes aegypti, responsavel por
doencas como a Dengue, a Chikungunya e a Zika. Objetivo: Desenvolver um produto com
acdo larvicida extraido da Eugenia sulcata, conhecida popularmente como Pitanga Preta, com
0 proposito de controlar as larvas do mosquito Aedes aegypti. Métodos: Foi realizada uma
extracao glicolica da Eugenia sulcata. O estudo foi experimental, analitico e transversal. Para
a realizacdo do teste de toxicidade, foram utilizadas larvas de Aedes aegypti no terceiro
estagio em desenvolvimento, as quais foram subdivididas em nove grupos. Seis deles foram
grupos experimentais em que a avaliacdo da atividade larvicida foi aplicada nas doses de 25,
100, 150, 200, 350 ¢ 500 puL do produto desenvolvido. Os outros trés grupos foram controles.
Todo o experimento foi realizado em triplicata para cada um dos grupos, contendo 10 larvas
de Aedes aegypti. As larvas foram monitoradas durante 24 horas. A cada hora foi realizada
uma contagem do namero de larvas vivas e larvas mortas. A concentracdo letal 50% (CL50)
para o extrato foi calculada através da interseccao das curvas de larvas acumuladas mortas e
larvas acumuladas vivas. Resultados: Houve 100% de mortalidade das larvas a Log dose
2,7000 (dose 500 pL). A CL50 foi obtida com a concentracdo aproximada 0,68 pg mL™.
Conclusdo: O produto larvicida biologico desenvolvido demonstrou-se potencialmente

promissor ao controle de larvas de Aedes aegypti.

Palavras-chave: Aedes aegypti; Eugenia; Larva; Controle de Mosquitos; Arboviroses.



ABSTRACT

Context: Nowadays, one of the most well-known vectors is Aedes aegypti that is responsible
for diseases such as Dengue, Chikungunya and Zika. Objective: Development of a product
with larviciadal action extracted from Eugenia sulcata, commonly known as “Pitanga Preta”,
purposing the control of the mosquito Aedes aegypti. Methods: A glycolic extraction of
Eugenia sulcata was accomplished. The study was experimental, analytical and cross-
sectional. To perform the toxicity test was used Aedes aegypti larvae in the third stage in
development, which were subdivided into nine groups. Six of them were experimental groups
that larvicidal activity evaluation was applied in concentrations of 25, 100, 150, 200, 350 and
500 pL of product developed. The other three groups were controls. The whole experiment
was performed in triplicate for each of the groups, containing 10 Aedes aegypti larvae. The
larvae were monitored during 24 hours. An hourly count of live larvae and dead larvae was
performed. The 50% lethal concentration (LC50) for the extract was calculated through the
curves intersection of dead accumulated individuals and living accumulated individuals.
Results: There was 100% mortality of larvae at Log dose 2,7000 (dose 500 pL). The LC50
was obtained through the approximated concentration of 0.68 pg mL'.Conclusion: The
biological larvicidal product developed demonstrated to be potentially promising to reduce

Aedes aegypti larvae.

Keywords: Aedes aegypti; Eugenia; Larva; Mosquito Control; Arbovirus infections



1 CONTEXTO

As arboviroses sdo apontadas como um grupo de doengas virais, que podem ser
transmitidas por vetores, denominadas também de Arthropod-borne virus. S&o reconhecidas
pela Organizacdo Mundial de Satude (OMS) como um problema global e um assunto de salde
publica, considerando sua crescente dispersdo territorial e necessidade de acGes de prevencédo
e controle cada vez mais dificeis (WHO, 2009).

As veiculagdes dos arbovirus ndo estdo somente ligadas aos artropodes, mas
principalmente pelo fato de seu ciclo replicativo ocorrer em insetos, ou seja, ao classificar um
artropode como veiculador de um arbovirus € preciso que o mesmo tenha a capacidade de
infectar vertebrados e invertebrados, além de iniciar uma viremia em um hospedeiro
vertebrado por tempo suficiente permitindo a infeccdo do vetor invertebrado. A partir dai
ocorre ainda uma infeccdo produtiva, presente na glandula salivar do invertebrado,
fornecendo virus para infeccao de outros hospedeiros vertebrados (CASSEB et al., 2013).

Um dos vetores mais conhecidos na atualidade é o Aedes aegypti (Linnaeus, 1762),
responsavel por doencas como a Dengue, a Chikungunya e a Zika. Consideradas doencas de
grande relevancia para a medicina, tornou-se imprescindivel o controle da densidade
populacional desse mosquito, evitando propor¢des de uma epidemia. Vale pontuar ainda que
existe uma vacina contra o virus da Dengue, mas a principal forma de combaté-las ainda é
atacando o vetor, eliminando de forma drastica os locais onde ocorre a oviposi¢do e o
desenvolvimento das larvas do mosquito (BRASIL, 2015b).

A primeira vacina contra dengue no Brasil € denominada Dengvaxia®, produzida pelo
laboratdrio Sanofi Pasteur. No entanto, a vacina foi aprovada apenas no México, Costa Rica,
El Salvador (onde comecou a ser oferecida no sistema privado) e nas Filipinas, onde ja esta
disponivel no sistema publico e privado. No Brasil, passou a ser oferecida apenas pela rede
privada (TABAKMAN, 2016).

A vacina contra a dengue ja possui registro concedido pela Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA). A Dengvaxia® foi registrada como produto biolégico novo,
de acordo com a Resolugdo - RDC n° 55, de 16 de dezembro de 2010. O presente registro
permite que a vacina seja utilizada no combate a dengue, no entanto, é preciso destacar que a

vacina ndo protege contra os virus Chikungunya e Zika (BRASIL, 2016).



A dengue é uma das primeiras doengas descobertas e transmitida pelo mosquito Aedes
aegypti, sendo infecciosa e de natureza viral, além de ser considerada uma doenca
reemergente. Ocorreu primeiramente na Africa, onde o mosquito se mostrou dotado de grande
capacidade de adaptacdo, dispersando-se para outros locais a partir do século XVII, quando
varios casos foram documentados em todos os continentes, com excecdo da Antértida,
chegando a ocorrer varios episodios epidémicos (GARCEZ et al., 2013).

No Brasil existem relatos de surtos de dengue desde meados do seculo XIX, porém, a
primeira epidemia registrada ocorreu na década de 1980, na cidade de Boa Vista, em
Roraima, avangando ainda para as Americas. Na regido sudeste, a doenga ocorreu de maneira
significativa no Estado do Rio de Janeiro, em 1986, e a partir dai, comecou a se disseminar de
forma descontrolada para o resto do pais (GARCEZ et al., 2013).

A dengue € na atualidade a doenca viral mais importante transmitida por artropodes
em seres humanos, sendo uma doenca que se manifesta de diversas formas, o que pode variar
de uma sindrome viral ndo-diferenciada até febre hemorrégica e choque grave. Pode ser
considerada uma enfermidade autolimitada, ndo especifica, apresentando como principais
sintomas: febre, cefaleia, mialgia. Em suas formas mais graves, pode apresentar febre
hemorragica e sindrome do choque, podendo levar a um comprometimento multissistémico e
ao Obito. Por isso, é preciso buscar um diagnostico precoce e um acompanhamento continuo
do agravamento, para um acompanhamento da resposta ao tratamento, que podem se
diferenciar em cada caso especifico (SINGHI et al., 2007).

A Dengue ¢ transmitida pela picada do mosquito Aedes aegypti contaminado; ocorre
através da fémea do mosquito por sugar o sangue de um individuo contaminado com o virus
da dengue. Depois de um periodo de oito a dez dias de incubacdo, 0 mosquito contaminado
transmite a infeccdo através da picada e injetando saliva contaminada na ferida de outra
pessoa. A fémea infectada do mosquito é capaz de transmitir o virus da dengue verticalmente
a geracao seguinte, o que se mostra um fato importante para a conservacao do virus (SINGHI
et al., 2007).

A picada do Aedes aegypti pode provocar erupcdes cutaneas, podendo ocorrer em
cerca de 50 a 80% dos pacientes com dengue classica, frequéncia essa que pode variar de
acordo com o sorotipo do virus e do surto (LUPI et al., 2007).

E necessario um exame fisico cuidadoso onde se detecta lesdes cutaneas que podem
ser evanescentes e de dificil localizagdo em pacientes com alto fototipo de pele. Podem

ocorrer através de eritema ou erupgdo eritematosa mosqueada, mais comum em face, pescoco



e térax que podem ser observados logo antes ou coincidente com o inicio da febre. Logo ap6s
um ou dois dias o eritema pode desaparecer ou mesclar-se a erupcdo maculopapulosa que se
desenvolve em algum momento do segundo ao sexto dia da doenca, sendo que, o inicio da
erupcdo maculopapulosa aparece no tronco, podendo espalhar-se para as extremidades ou
para a face (LUPI et al., 2007).

Segundo Castro et al., 2016 é preciso destacar que o Aedes aegypti pode ainda
transmitir outras doencas, como a Chikungunya, que trata-se de uma doenca febril aguda
associada a dor intensa e frequente poliartralgia debilitante. O Chikungunya é um alfavirus
que pertence a familia Togaviridae, transmitido por meio da picada da fémea infectada do
mosquito Aedes aegypti e Aedes albopictus. Sabe-se que o virus da Chikungunya € capaz de
acometer células endoteliais humanas, fibroblastos, dendritos, macrofagos e células B, assim
como células musculares, apresentando diferentes apresentacées clinicas.

Os mesmos autores citam ainda que os principais sinais e sintomas clinicos sdo muito
parecidos com os da dengue, como a febre de inicio agudo, dores articulares e musculares,
cefaleia, nausea, fadiga e exantema. A principal manifestacdo clinica que a difere da Dengue
sdo as fortes dores nas articulacdes. Apos a fase inicial, a doenca pode evoluir em duas etapas
subsequentes: fase subaguda e cronica. Embora a Chikungunya nédo seja uma doenca de alta
letalidade, pode apresentar uma elevada taxa de morbidade associada a artralgia persistente,
tendo como consequéncia a reducao da produtividade e da qualidade de vida (CASTRO et al.,
2016)

Outra doenca importante na atualidade e causada pela picada do Aedes aegypti é a
Zika, causada pelo virus de mesmo nome. O Zika virus é um arbovirus emergente, constituido
de fita simples de RNA, que compartilna a mesma familia (Flaviviridae) e género (Flavivirus)
da Dengue, sendo de grande relevancia em salde publica no pais. Os sintomas da doenca
causada pelo Zika virus aparecem entre trés e doze dias ap6s a picada do Aedes aegypti
infectado, correspondendo ao seu periodo de incubacdo. Sdo em geral sintomas leves, que
duram de dois e sete dias, sendo que, cerca de 80% das pessoas podem ndo apresentar
sintomas (BRASIL, 2015a).

O Zika ainda é uma doenca pouco descrita na literatura, sendo que, sua caracterizagdo
clinica e historia natural fundamentam-se em um nudmero limitado de relatos de casos e
investigacOes de surto. Estima-se que somente 18% das infecgdes humanas resultam em
manifestacdes clinicas, sendo, portanto, mais frequente a infec¢do assintomatica. O virus Zika

pode causar febre aguda, autolimitada, que, em sua maioria, ndo se associa a complicagdes



graves, sem registro de mortes, resultando em uma baixa taxa de hospitalizacdo (BRASIL,
2014a).

Em relacdo aos principais sintomas, o virus Zika pode causar febre baixa, exantema
maculopapular, artralgia, mialgia, cefaleia, hiperemia conjuntival e, menos frequentemente,
edema, odinofagia, tosse seca e alteragbes gastrointestinais, principalmente vomitos. Em
geral, o desaparecimento dos sintomas pode ocorrer entre trés e sete dias ap06s seu inicio. No
entanto, em alguns pacientes a artralgia pode persistir por cerca de um més (BRASIL, 2015b).

Uma das principais complicacdes do Zika virus é a Sindrome de Guillain-Barré, que se
trata de uma reacdo a agentes infecciosos, como virus e bactérias, e tem como sintoma a
fraqueza muscular e a paralisia dos musculos. Os sintomas comegam pelas pernas, podendo,
em seguida, irradiar para o tronco, bragos e face. Além disso, a sindrome pode apresentar
diferentes graus de agressividade, provocando leve fragueza muscular em alguns pacientes ou
casos de paralisia total dos quatro membros. O principal risco provocado por esta sindrome é
quando ocorre 0 acometimento dos musculos respiratdrios, resultando na dificuldade para
respirar, o que pode levar a morte, caso ndo sejam adotadas as medidas de suporte respiratorio
(VIANA, 2016).

A microcefalia também pode ser considerada uma possivel complicacdo causada pelo
Zika virus, e trata-se de uma malformacdo congénita, onde o cérebro ndo se desenvolve de
maneira adequada. Neste caso especifico, os bebés nascem com perimetro cefalico menor que
o normal, ou seja, igual ou inferior a 32 cm. E um tipo de malformacdo congénita que pode
ser resultado de uma série de fatores de diferentes origens, como substancias quimicas e
agentes bioldgicos (infecciosos), como bactérias, virus e radiacdo. Alguns casos relatados até
0 momento, apontam que as gestantes cujos bebés desenvolveram a microcefalia tiveram
sintomas do virus Zika no primeiro trimestre da gravidez. Vale pontuar, que o cuidado para
ndo entrar em contato com o mosquito Aedes aegypti é para todo o periodo da gestacao.
Assim como todas as possiveis consequéncias do virus Zika, a ocorréncia da Guillain-Barré e
Microcefalia relacionada ao Zika virus continua sendo investigada (VIANA, 2016).

Existe uma incidéncia significativa das arboviroses, o que é cada vez maior em todo
territério brasileiro, onde os dados epidemioldgicos apontam casos graves €, 0 numero de
obitos tém sido alarmantes. Existem ainda as associagbes do Zika com a sindrome de
Guillain-Barré e, ainda, com a transmissdo vertical, o que pode resultar em casos de
microcefalia, que apontou dados alarmantes nos ultimos anos em todo o territério nacional e
também internacional (BRASIL 2015a).



Em relacdo a picada do Aedes aegypti, as fémeas precisam de sangue para garantir o
desenvolvimento dos ovos, e ainda, se alimentam através dos vasos sanguineos de seus
hospedeiros vertebrados. Nesse processo, o primeiro desafio do mosquito é a ruptura fisica da
pele, que é chamada de hemostasia, que nada mais é que um processo fisiologico onde ocorre
a coagulacdo sanguinea e vasoconstricdo, que acabam por estancar a hemorragia depois de
uma picada, o que ndo deixa de provocar um ferimento (BARROS, 2012).

Diante disso € preciso seguir as recomendacdes preconizadas pelo Ministério da
Saude, que se resumem em especial, a acdes de combate aos vetores intradomiciliares, o que
ajuda a eliminar os possiveis criadouros. E preciso ressaltar o uso de roupas adequadas que
podem minimizar a exposi¢do da pele durante o dia, periodo onde 0s mosquitos sdo mais
ativos, proporcionando protecdo as picadas. E ainda, durante o periodo onde o0s surtos sdo
mais intensos, é preciso 0 uso de repelentes, seguindo as instru¢bes do fabricante, e ainda,
fazer uso dos mosquiteiros, que proporcionam protecdo, especialmente para os bebés que
dormem durante o dia, e também redobrar a aten¢do para as pessoas acamadas e trabalhadores
noturnos (BRASIL, 2015b).

Os casos de Dengue, Chikungunya e Zika sofreram queda nos trés primeiros meses de
2017, comparado ao mesmo periodo do ano anterior. De acordo com o boletim do Ministério
da Saude, as notificacGes de Dengue tiveram reducdo de 89,8%, enquanto o Chikungunya,
76,3%, e 0 Zika, 97,6%. Os dados fazem parte da pesquisa realizada desde o inicio do ano de
2016, e segundo o Ministério da Saude, também houve queda expressiva no nimero de 6bitos
com dengue, passando de 221, no primeiro trimestre em 2016, para 5 no mesmo periodo em
2017 (BRASIL, 2017).

A OMS vem estabelecendo vérias estratégias para o controle de populaces de Aedes
Aegypti, e uma das principais estratégias € a utilizacdo de produtos quimicos e bioldgicos
integrados a programas de manejo ambiental capazes de eliminar formas larvais e insetos
adultos, assim como a conscientizacdo de toda a populacdo, através de intervengdes em suas
casas, terrenos, e etc (TORRES et al., 2014).

Na atualidade o Ministério da Salde recomenda varios larvicidas para controle de
Aedes aegypti em substituicdo ao Temephos que ndo sera mais utilizado, considerando a
resisténcia do vetor a este inseticida na maioria dos municipios do pais. Um dos larvicidas
recomendados é o Piriproxifen, com indicacéo feita pela World Health Organization (WHO)
e o0 Pesticide Evaluation Schemme (WHOPES) para uso como larvicida, através da avaliacdo

do Guia para avaliagdo da &gua potadvel (GDWQ/OMS), grupo de estudo no &mbito do



Programa Internacional de Seguranca Quimica — IPCS que, dentre outras atividades,
autorizando o produto para uso em agua potavel (BRASIL, 2014b).

O Piriproxifen atua sobre o inseto de forma anédloga ao hormdnio juvenil, inibe o
desenvolvimento das caracteristicas adultas do inseto, como por exemplo, asas, maturacdo dos
6rgdos reprodutivos e genitalia externa, mantendo-o com aspecto "imaturo”, ou seja, ninfa ou
larva. O Piriproxifen possui eficacia e efetividade avaliada durante os estudos coordenados
pela Secretaria de Vigilancia em Saude nos periodo de 2005 a 2007, e mais atualmente em
estudos realizados em 2013/2014, onde os estudos, apontam que o0 produto teve uma
persisténcia média em criadouros de oito semanas (BRASIL, 2014b).

E valido pontuar que as doencas causadas pela picada do Aedes aegypti podem estar
associadas principalmente a populacdo de baixo poder aquisitivo, assolando grande parte da
populacdo de todo o planeta, alertando para o fato de algumas epidemias poder se tornar
descontroladas, se medidas efetivas ndo forem tomadas para evité-las. Diante disto, as
medidas socioeducativas sdo imprescindiveis para o controle e erradicacdo da doenca, porém,
outros produtos precisam ser utilizados para auxiliar no controle da populacdo do principal
mosquito transmissor como os inseticidas, que sdo usados ha algum tempo para o combate ao
mosquito (GARCEZ et al., 2013).

Os inseticidas quimicos convencionais ainda sdo utilizados no controle de Aedes
aegypti, 0 que muitas vezes requer a aplicacdo de dosagens cada vez mais crescentes,
ocasionando efeitos toxicos com acumulo nos tecidos de animais e humanos, além de uma
importante contaminacdo ambiental (TORRES et al., 2014).

Os inseticidas mais usados sdo os organofosforados e piretroides, no entanto, a
aplicacdo frequente e em doses cada vez maiores desses produtos tem evidenciado o
aparecimento de populacdes resistentes de mosquitos a estes produtos, agravando os danos
ambientais por seu uso intensivo (GOMES et al, 2016).

Diante desse impasse, percebe-se a necessidade de mudangas nas ac¢Ges de controle e
manejo destes produtos e, nesse contexto, apontam-se diversas espécies de plantas com
potencial inseticida, que podem contribuir de maneira significativa para o controle do Aedes
aegypti. No entanto, ndo basta apresentar toxicidade sobre o Aedes aegypti, esses inseticidas
precisam apresentar baixa toxidade para os mamiferos, aléem de serem biodegradaveis,
reduzindo, principalmente o impacto sobre a biodiversidade (GARCEZ et al., 2013).

Os inseticidas convencionais ndo podem deixar de ser considerados, pois foram usados

muitas vezes e mostraram favoraveis no combate a estes vetores, mas também provocaram



outros efeitos indesejaveis, tais como poluigdo ambiental e toxicidade para seres humanos e
outros organismos que sdo alvos (GARCEZ et al., 2013).

Dessa maneira, a busca por novas alternativas que se mostrem ambientalmente
seguras, potencialmente adequadas e mais eficazes para uso em programas de combate a larva
Aedes aegypti precisa ser considerada, como o uso de produtos naturais de origem vegetal
com propriedades larvicidas (GARCEZ et al., 2013).

Na busca por controle quimico alternativo contra Aedes aegypti, varios estudos estéo
sendo desenvolvidos e incentivados a fim de encontrar novas substancias inseticidas de
origem vegetal e, neste contexto 0s Gleos essenciais tém se mostrado muito promissor, com
resultados positivos. Os compostos oriundos de plantas sdo apontados como as principais
fontes de novas moléculas com potencial para interacdes com sistemas bioldgicos. Com isso,
os inseticidas naturais podem suprir as necessidades de alternativas ao controle de populacdes
resistentes de Aedes aegypti, que se apresenta como vetor de varias viroses (TORRES et al.,
2014).

Algumas pessoas picadas pelo mosquito podem apresentar manifestacdes como
faléncia hepética, miocardiopatia, manifestacdes e sindromes neuroldgicas, como delirio,
depressédo, sonoléncia, irritabilidade, coma, psicose, encefalite, convulsdes, mononeuropatias,
polineuropatias, que podem surgir no decorrer do periodo febril ou mais tardiamente, na
convalescenga (DIAS et al., 2010).

O mesmo autor cita ainda que o periodo entre a aquisi¢do do virus por meio da picada
do Aedes aegypti e o aparecimento de alguns sintomas podem variar entre trés a doze dias,
onde apenas uma em quatro pessoas irdo desenvolver sintomas da doenga, que podem ser
febre baixa, dores musculares, dor de cabeca, inflamagcdo nos olhos e manchas na pele,
chamadas de exantema, quadros muito comuns em casos de Dengue, o Chikungunya e o Zika,
e ainda confundir com outras muitas doencas existentes e que podem acometer o ser humano
(DIAS et al., 2010).

Pesquisas nessa area sao de grande valia, considerando que as doencas transmitidas
pelo Aedes aegypti vém causando a morte de muitas pessoas todos 0s anos ou até mesmo
causando a incapacidade de trabalho por um periodo de aproximadamente dez dias devido aos
sintomas geralmente severos (GOMES et al., 2016).

Considerando-se a enorme diversidade da flora brasileira, estudos com substéncias de
origem vegetal podem ser desenvolvidos para o controle deste vetor, promovendo uma baixa

toxicidade ao homem e a outros organismos vivos (GARCEZ et al., 2013).



Diante dessa grande diversidade, esta presente a Eugenia sulcata, popularmente
conhecida como Pitanga Preta. Essa espécie correspondente a aproximadamente um terco das
espéecies de Myrtaceae. Apresenta ampla distribuicdo, com maior ocorréncia no México e
Argentina e em diferentes regides do Brasil, sendo composta por éleos essenciais e taninos,
que na medicina popular sdo utilizados como antireumatico, adstringente, diurético,
hipoglicemiante, cicatrizante, antipirético, entre outros (RODRIGUES & NAVE, 2000).

A espécie Eugenia sulcata possui a sinonimia botanica Stenocalyx sulcatus, que é
popularmente conhecida como “murtinha” ou “pitanguinha”, sendo uma espécie que
desenvolve-se bem nas planicies arenosas do litoral, ocorrendo naturalmente desde o Estado
do Rio de Janeiro até o Estado de Santa Catarina. Seu arbusto possui um porte de
aproximadamente trés metros de altura, apresentando ramos pubérulos, esfoliantes,
pardacentos, sendo que os mais jovens crescem lateralmente (ROMAGNOLLO & SOUZA,
2006).

As folhas da Eugenia sulcata possuem laminas de 15-45x10-15 mm, com razéo foliar
1,2-2,0, oblongas, cartaceas, concolores a discolores, glabras, pontos translicidos mais
evidentes adaxialmente, limbinérveas, base obtusa a aguda, &pice retuso, que as vezes se
mostra agudo, com margem pouco revoluta. Possui ainda uma nervura central adaxialmente
sulcada, abaxialmente proeminente, pilosa, com nervuras secundarias de 6 a 8 pares, assim
como um angulo de divergéncia de 45° -55°. Apresenta ainda nervuras intersecundarias ténues
e nervuras marginais até 2 mm da borda, pouco visiveis, além de peciolos 5-7 mm de
comprimento. Possui também flores de setembro a novembro e frutos subglobosos, 15-30 mm
de didmetro, multicostados, pilosos, arroxeados quando maduros (ROMAGNOLLO &
SOUZA, 2006).

Desde muito tempo as flores, folhas, cascas, rizomas e frutos sdo matérias-primas para
a producdo de Gleos essenciais, com grande aplicacdo na perfumaria, cosmética, alimentos e
como coadjuvantes em medicamentos. Sdo utilizados principalmente como aromas,
fragrancias, fixadores de fragrancias, em composic¢des farmacéutica e comercializados na sua
forma bruta ou beneficiada, fornecendo substancias purificadas como, por exemplo, 0
limoneno, citral, citronelal, eugenol, mentol e safrol (BIZZO et al.,2009).

A pitanga possui O6leos essenciais, entre eles, os fenilpropanoides, substancia
aromatica com uma cadeia lateral de 3 4tomos de carbono ligada ao anel aromatico, que na

maioria das vezes compreendem os acidos e seus derivados. Os acidos cinamicos servem



como precursores da maioria das substancias classificados como fenilpropanoides (SIMOES
et al., 2004).

Outro componente séo os terpendides com origem biossintética, derivados de unidades
de isopreno. A unidade isoprénica por sua vez origina-se a partir do acido mevalénico. Os
terpendides sdo formados pela condensacdo de um numero varidvel de unidades isoprénica, e
nos 6leos essenciais predominam através dos monoterpenos e sesquiterpenos (SIMOES et al.,
2004).

Em estudos realizados por Fernandes et al. 2011, é indicado que o 6leo essencial de
Eugenia sulcata é capaz de aumentar significativamente a mortalidade de ninfas e adultos de
Oncopeltus fasciatus e Dysdercus peruvianus por cerca de quatorze e dez dias,
respectivamente, ap0s o tratamento.

No entanto, muitos detalhes do modo de acdo do 6leo ainda sdo desconhecidos, sendo
que, em outros estudos, indicou-se que o 6leo essencial das folhas de Eugenia sulcata inibe a
acetilcolinesterase, a inibicdo desta enzima € reconhecida como um modo de acdo de varios
inseticidas, incluindo os de origem natural, como cita também Lépez et al. (2010). Vale
pontuar que conhecer os modos de acdo dos inseticidas ja disponiveis pode ajudar a
determinar as propriedades quimicas de novos compostos que podem ser eficazes para a
modificagdo do desenvolvimento e comportamento dos insetos, usados em doses que podem
ser utilizadas com seguranca e economia, sem ser prejudicial para o ser humano.

O uso do 6leo essencial de Eugenia sulcata indica que seus componentes quimicos sao
candidatos promissores para estudos de atividade inseticida, assim como para uso de controle
bioldgico de populagdes de insetos de peste na agricultura. Sua utilizacdo ainda necessita de
muitos estudos, considerando que seja provavel que existam muitos compostos presente no
0leo (FERNANDES et al, 2011).

Assim, diante do crescimento da doenca e 0s prejuizos causados por esse grupo de
doencas virais no pais, é de suma importancia a descoberta de novos materiais e
desenvolvimento de métodos de combate ao seu vetor, através de pesquisas voltadas para 0s
0leos essenciais e extratos de origem vegetal, que podem representar uma saida eficiente para
esse problema (GOMES et al., 2016).


http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0102-695X2014000400413#B18
http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0102-695X2014000400413#B09

2 OBJETIVO

Desenvolver um produto com acdo larvicida, a partir da espécie Eugenia sulcata,

conhecida popularmente como Pitanga Preta, para o controle das larvas do Aedes aegypti.
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3 METODOS

3.1 Coleta do material vegetal

As folhas da Eugenia sulcata foram coletadas em uma fazenda particular no municipio
Trés CoragOes durante 0 més de novembro de 2016, em seu periodo reprodutivo. Os materiais
obtidos foram acondicionados em sacos plasticos e transportados para o Laboratério de
Fitoterapia e Laboratério de Botanica da Universidade Vale do Sapucai — UNIVAS em Pouso
Alegre. As folhas foram submetidas a secagem em estufa com temperatura de 65°C, por 48
horas, trituradas e acondicionadas em frascos hermeticamente fechados.

3.2 Preparacao do extrato etanolico

A preparacdo foi realizada com 20 g da folha triturada acondicionadas em cartucho de
celulose e submetidos a extragdo com etanol 96°GL em aparelho de “soxhlet” durante 3
horas. Em seguida o extrato foi armazenado em frasco ambar, sob uma temperatura de 10 °C
(GALVANI & MARTINS, 2015). (Figura 1).

Figura 1 — Extracéo etandlica utilizando-se “Soxlet”

Ap0s o preparo do extrato, fez-se determinacdo de teor de sélidos depositando 10 g de
extrato etandlico a ser analisado pesado (triplicata) em placa de Petri, levando a estufa 105°C
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até o peso constante e procedendo aos célculos aonde o rendimento é apresentado em
quantidade de s6lidos em 10 g e porcentagem em peso do teor de sélidos em relagdo ao

material vegetal.

3.3 Desenvolvimento do produto

Apds pesagem de 156 g do extrato etanolico, foram adicionados 20 g de glicerina. Esta
mistura foi submetida em evaporador rotatorio com pressao reduzida a temperatura de 85°C e
90 rpm por 2 horas com a finalidade de substituir o solvente etanol pela glicerina. O método
da extracdo glicélica foi adaptado (ARGENTA et al., 2012). (Figura 2).

Figura 2 — Extracdo glicolica no evaporador rotatdrio

Fonte: http://www.quimis.com.br/produtos/detalhes/evaporador-rotativo-microprocessado

3.4 Delineamento do estudo

O estudo foi experimental, analitico e transversal. As larvas foram obtidas e

identificadas por um entomologista G.A.G., da Secretaria Estadual de Satde de Pouso Alegre.

3.5 Teste de toxicidade

12



O ciclo de vida do Aedes aegypti compreende quatro fases: ovo, larva (quatro estagios
larvarios), pupa e adulto. Para a realizagdo do teste de toxicidade, foram utilizadas larvas de
Aedes aegypti no terceiro estagio de desenvolvimento.

O teste ocorreu com a subdivisdo em nove grupos, sendo seis deles, grupos teste. A
avaliacdo da atividade larvicida consistiu na utilizacdo de 25, 100, 150, 200, 350 e 500 uL do
produto desenvolvido diluidos em 10 ml de &gua destilada. Os outros trés grupos eram
controles: o primeiro com o larvicida Piriproxifen (Controle 1), na concentracdo de 0,1 g,
utilizada pela OMS; o segundo com 10 mL de &gua destilada (Controle 2) e o terceiro com
uma mistura de glicerina e etanol (Controle 3) nas proporgdes de 90,91% e 3,64% (Vv/v),
respectivamente.

Todo experimento foi realizado em triplicata para cada um dos grupos, contendo 10
larvas de Aedes aegypti, em temperatura de 22 a 28°C.

As larvas foram submetidas ao teste por 24 horas. A cada hora foi realizada uma
contagem do nimero de larvas vivas e larvas mortas, sendo consideradas mortas aquelas que
ndo apresentavam movimento ou ndo respondiam aos estimulos com a pipeta de Pasteur,

ficando incapazes de alcancar a superficie. (Fig. 3)

Figura 3 — Larvas de Aedes aegypti em 3° estagio de desenvolvimento
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Figura 4 — Experimento do teste de toxicidade em triplicata
3.6 Analises Quimicas

O extrato etandlico de Eugenia sulcata foi enviado para Instituto de Quimica da
Universidade de So Paulo (USP). Para realizacdo da analise quimica foi utilizada a técnica
de cromatografia em fase gasosa acoplada ao espectrometro de massas (CG-MS).

3.7 Analise estatistica

ApoGs 0s experimentos, montou-se uma tabela com os valores das seis concentragdes
utilizadas no teste de toxicidade, logaritmo (log) das mesmas, o nimero de larvas mortas apos
24 horas, nimero de larvas vivas ap0s 24 horas, o acumulado de mortos (soma das células de
mortos abaixo) e o acumulado de vivos (soma das células de vivos acima). A analise
estatistica dos dados foi realizada de acordo com o método de Reed & Muench (1938), o qual
parte do principio de que um animal que sobreviva a certa dose, também ird sobreviver em
qualquer outra dose inferior que aquela, consequentemente, o animal que morrer com certa
dose, também irda morrer em doses superiores que aquela. A partir de uma tabela contendo os
dados de mortalidade para cada concentracdo testada foi construido um gréfico onde se
observa uma curva para 0 acumulo de animais mortos em cada concentragdo e outra curva
para 0 acimulo de sobreviventes. O ponto de intercessdao entre as curvas é a Concentragdo
Letal 50% (CL50), calculado nesse ponto a partir do acumulado de larvas mortas e vivas em
funcdo do logaritmo decimal da dose aplicada.

O intervalo de confianca foi calculado segundo o método de Pizzi (1950) no qual se

construiu um gréfico do percentual de mortos versus logaritmo (log) da dose. A seguir
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determinou-se o valor de “R”, que é o intervalo interquartil dos valores logaritmicos
correspondentes as percentagens acumuladas, ou seja, o quartil inferior subtraido do quartil
superior. Calculou-se a variavel “h” que consistiu no intervalo entre as dosagens, que nao
foram iguais, porém o autor diz que se os intervalos ndo forem iguais, sdo calculadas as
médias das diferencas dos intervalos. E “n” representado pelo nimero de animais por dose.
Com esses dados determinou-se o log do erro padréo, através da seguinte formula: (SEctso)? =
0,79 x R x h/n.
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4 RESULTADOS / PRODUTO

4.1 Teor e rendimento do extrato

O teor e rendimento de sélidos das folhas obtidos foram 0,06 g (0,77%).

A extracdo etandlica e o desenvolvimento do produto foram realizados em 5 horas.

4.2 Avaliagéo do teste de toxicidade

Conforme mostra a Tabela 1, a dose de 25 pL do extrato ndo apresentou atividade
larvicida. A dose de 100 pL apresentou uma mortalidade de 29,41%. A partir da dose de 150
uL do extrato a atividade larvicida comecou a aumentar o nimero de mortes, até provocar a
morte de 100% das larvas testadas na dose de 500 pL.

O controle 1 realizado com o produto utilizado pela Vigilancia Epidemioldgica, o
Piriproxifen apresentou 100% das larvas vivas, comprovando que o produto inibe o
desenvolvimento das caracteristicas adultas do inseto, mantendo-as como larvas (BRASIL,
2014b). O controle 2, realizado com agua destilada apresentou 100% das larvas vivas. O
controle 3 com alcool e glicerina também apresentou 100% das larvas vivas, mostrando que
ndo possuem nenhuma atividade bioldgica. Para o célculo da CL50 n&o utiliza os valores dos
controles mas todo o experimento foi realizado com os controles e todas as larvas

permaneceram vivas durante as 24 horas.
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Tabela 1 - Mortalidade das larvas do mosquito Aedes aegypti apds 24 horas de exposicao a
varias concentracdes do extrato glicdlico de Eugenia sulcata.

DOSE (nL) LOG MORTOS VIVOS ACUMULADOS ACUMULADOS MORTALIDADE

DOSE MORTOS VIVOS (%)
Controle 1 - 0 10 - - -
Controle 2 - 0 10 - - -
Controle 3 - 0 10 - - -
500 2,70 10 0 38 0 100
350 2,54 9 1 28 1 96,55
200 2,30 7 3 19 4 82,61
150 2,18 7 3 12 7 63,16
100 2,00 5 5 5 12 29,41
25 1,40 0 10 0 22 0

Numero de larvas (n=10); Controle 1 — larvicida Piriproxifen; Controle 2 — 10 mL de agua

destilada; Controle 3 - glicerina e etanol,;

O indice de percentagem da mortalidade das larvas diante do extrato € apresentado na
Figura 5, mostrando-se 0 aumento de mortes a partir do Log dose 2,0000 (concentracdo 100
uL).

—&8— MORTALIDADE(%)

120 -

100 ~

80

60 ~

Mortalidade (%)

40 +

O T T T T T T T T T T T T T T 1
1,20 1,40 1,60 1,80 2,00 2,20 2,40 2,60 2,80
Log Dose

Figura 5 - Taxa de mortalidade (%) das larvas do mosquito Aedes aegypti expostas por 24
horas a seis log doses diferentes do extrato glicolico da Eugenia sulcata
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A CL50 para o extrato foi calculada através da interseccdo das curvas de larvas
acumuladas mortas e larvas acumuladas vivas da Figura 6, tendo como resultado estimado a
log 2,1, com uma concentracdo aproximada de 105 pL (0,68 ug mL* extrato bruto) com um

intervalo de confianga de 2,013 pg mL*.

Acumulados Mortos e Acumulados Vivos

40 -
35 A
30 -
25 A
20 A
15 A

Acumulados

10 4

1,40 2,00 2,18 2,30 2,54 2,70
Log Dose

Figura 6 - Estimativa da CL50 do extrato glicélico da Eugenia sulcata pelo método Reed-
Muench a partir do acumulado de larvas mortas e vivas em funcéo do logaritmo decimal da

dose aplicada. A CL50 € o ponto de intersec¢do das duas curvas.

4.3 Avaliacéo das caracteristicas quimicas do extrato obtidas por Cromatografia Gasosa

acoplada ao espectrometro de massas (CG-MS)

Conforme a Tabela 2 e Fig. 7, os resultados da Cromatografia Gasosa acoplada ao
espectrometro de massas (CG-MS) apresentaram em maior area %, 0S Seus principais
constituintes, sendo eles: 1,3,6- heptatrieno (1,42%), Benzofurano (14,36%), 9,11-
Octadecadiynoic acid (0,37%), Nitrito de isoamilo (1,39%), Triciclo (1,3%), Ciclohexanona
(30,56%), 3,8a- Dimetil-5-metileno (1,78%), 1,7,7-Trimetilbiciclo (1,72%), Acido
hexanethioic (0,76%), 3,7- Cyclodecadien (14,6%), 3,5,8a-Trimethy (2,42%), Acido borinico
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(0,89%), Neofitadieno (12,19%), Anidrido crotonico (2,29%), Neofitadieno (2,64%),
Neofitadieno (4,44%), beta-Elemene (2,03%), 1,3,6-Heptatrieno (1,5%), Phytol (1,65%),
Supraene (1,67%). As caracteristicas dos componentes dos terpénicos nos constituintes 1,3,6-
heptatrieno, Neoftadieno, beta-Elemene, Triciclo, Dimetil-5-metileno e 1,7,7-Trimetilbiciclo

apresentaram atividade bioldgica para o estudo contra o Aedes aegypti.

Tabela 2 — Constituintes do extrato etanolico da Eugenia sulcata

1,3,6- heptatrieno 1,42
Benzofurano 14,36
9,11- Octadecadiynoic acid 0,37
Nitrito de isoamilo 1,39
Triciclo 1,30
Ciclohexanona 30,56
3,8a- Dimetil-5-metileno 1,78
1,7, 7-Trimetilbiciclo 1,72
Acido hexanethioic 0,76
3,7- Cyclodecadien 14,60
3,5,8a-Trimethy 2,42
Acido borinico 0,89
Neofitadieno 12,19
Anidrido crotbnico 2,29
Neofitadieno 2,64
Neofitadieno 4,44
beta-Elemene 2,03
1,3,6-Heptatrieno 1,50
Phytol 1,65
Supraene 1,67

Area (%): baseada na integrac&o do pico

4.4 Produto

Através do resultado significativo da atividade larvicida de Eugenia sulcata frente ao
Aedes aegypti foi desenvolvido o larvicida bioldgico “Protect Larv” como alternativa para uso
domeéstico, aplicado em pratos de vasos, bromelias e ralos. Para cada 100 ml de agua utiliza-
se 5% do produto, o que equivale a 15 gotas em 10 ml de agua. (Figura 7).
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O produto mata a larva do Aedes aegypti em até 24 horas apds sua aplicacdo, evitando
que ela se torne um mosquito adulto transmissor dos virus causadores de doengas como a

Dengue, Chikungunya e a Zika.
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Figura 7 — Larvicida biol6gico de Eugenia sulcata frente ao Aedes aegypti
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5 DISCUSSAO

O potencial larvicida da Eugenia sulcata foi avaliado sobre larvas do mosquito Aedes
aegypti com o objetivo de encontrar um produto natural, eficaz e seguro e que no futuro possa
substituir os compostos organofosforados ou outros agentes sintéticos.

De acordo com Cheng et al. (2003), os valores de CL50<100 pg mL™* sdo considerados
ativos. A dose em que houve uma mortalidade de 50% das larvas foi de aproximadamente 105
uL, que convertendo em pg e retirando o &lcool e a glicerina, os quais ndo possuem nenhuma
atividade bioldgica, obteve-se a CL50 de aproximadamente 0,68 pug mL* do extrato bruto,
com um intervalo de confianca de 2,013 pg mL™.

Estudo realizado por Cunha e Silva et al. (2014), aponta que a analise da CL50 do
extrato etandlico do caule de Croton linearifolius (CL50= 17,42 mg/mL) e das fracGes
hexanica (CL50= 9,58 mg/mL) e diclorometanica (CL50= 1,13 mg/mL) foi capaz de revelar
um aumento na efetividade inseticida a medida em que o extrato etanolico foi fracionado,
revelando, ainda, a fracdo diclorometanica como a mais ativa. Vale pontuar ainda que o
mesmo estudo mostra que a CL50 do extrato etanélico do caule de Croton linearifolius e das
fracbes hexanica e diclorometanica, sobre larvas de terceiro estagio do Aedes aegypti se
mostrou eficiente apos 24 horas de observacao.

Segundo Simom (2016), a concentracdo de 30ug/mL do 6leo essencial de Eucalyptus
staigeriana apresentou a menor atividade larvicida, 22,5% de mortalidade. A concentracao de
100pg/mL do dleo essencial testado apresentou a maior atividade larvicida, provocando a
morte de 100% dos individuos testados, ou seja, 40 larvas no total em 24 horas. As
concentracdes intermediarias 74 e 49ug/mL mataram 17,5 e 10 larvas respectivamente, sendo
uma mortalidade que corresponde 87,5 e 50 % respectivamente.

Ensaios realizados por Gomes et al. (2016) mostraram que a concentragdo de 20 pg
mL™* do 6leo essencial dos rizomas do Zingiber officinale Roscoe apresentou a menor atividade
larvicida, 10% de mortalidade. Na concentra¢do de 70 ug mL™* houve mortalidade de 50 %. A
partir da concentragdo de 100 pg mL™* do Oleo essencial a atividade larvicida comegou a
crescer exponencialmente, provocando a morte de 100% dos individuos testados com a
concentracdo de 160 ug mL™.

Amer; Mehlhorn (2006) citam que a espécie Cymbopogon winterianus € conhecida por

sua propriedade repelente contra mosquitos e apresentou CL50 de 54,7 mg/mL e CL90 de
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88,3 mg/mL das larvas, o que se mostra de efeito positivo como potencial larvicida, que
causou 60% de mortalidade nas larvas apds 24 horas de exposicao.

El-Akhal et al. (2015) fizeram um estudo comparando varios 6leos e foi ressaltado que
0 Oleo essencial de Citrus aurantium L. foi o que apresentou a maior eficiéncia, com 0s
respectivos valores de CL50 de 22,64 mg/L e CL90 de 83,77 mg/L, enquanto que o 6leo
essencial de Citrus sinensis Macfad foi o menos eficaz, com CL50 de 77,55 mg/mL e CL90
de 351,36 mg/mL.

Vale ressaltar que alguns estudos mostram que os componentes terpénicos, alcoois e
aldeidos dos Oleos essenciais sdo 0s principais responsaveis pela atividade inseticida ou
larvicida contra o Aedes aegypti (Lucia et al., 2007).

Nos estudos realizados por Gomes et al. (2016), foram realizadas analises quimicas do
Zingiber officinale Roscoe, através da cromatografia em fase gasosa acoplada ao
espectrOmetro de massas por impacto de elétrons e analisador ion trap. Foram identificados
alguns compostos terpénicos como o-zingibereno, nerolido, neral, sabineno, canfeno, 1,8-
cineol, ar-curcumeno, a-pineno, B-mirceno, nerol.

A partir dos resultados obtidos, frente a comparacdo com a literatura, o produto
desenvolvido, “Protect larv”’, mostrou-se um larvicida biolégico em potencial com eficécia e
seguranca, acao rapida, quando comparado a outro larvicidas ja desenvolvidos, além de custos
razodveis para implantacdo, possibilidade de uso continuo e risco minimo para 0 meio

ambiente e para a populacao.

5.1 Aplicabilidade

A descoberta de larvicidas de compostos bioldgicos pode ocorrer através de diferentes
estratégias, resultando em controle vetoriais compativeis e eficazes, considerando as
tecnologias disponiveis e as caracteristicas regionais especificas, 0 que vem se mostrando
viavel para a reducdo da infestacdo dos mosquitos e a incidéncia das arboviroses transmitidas
por eles, considerando que no Brasil, ainda ndo existe uma solugdo Unica para o controle do
Aedes aegypti.

A pesquisa apresenta uma espécie da familia Myrtaceae, a Eugenia sulcata, sendo
uma planta presente em diversos biomas brasileiros. A maioria das plantas deste género se

apresenta rica em 6leos essenciais e taninos, que sdo comuns na medicina popular, usados
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como antireumatico, adstringente, diurético, hipoglicemiante, cicatrizante, antipirético, entre
outros (RODRIGUES; NAVE, 2000).

A Eugenia sulcata mostrou ser uma alternativa a prevencdo de baixo custo, podendo
ser usada de forma continua, podendo nao oferecer risco a0 meio ambiente e para a
populacéo, e ser utilizado em locais como pratos de vasos, bromélias, ralos, garrafas e pneus.
Além disto, é preciso pontuar sua rapida acdo, o que impede que as larvas prossigam seu
desenvolvimento.

Vale ressaltar ainda, que atualmente existe uma evolucao das pesquisas que tratam das
alternativas de controle sobre o mosquito Aedes aegypti, abrindo espaco para a busca de
maiores informagOes referente aos larvicidas e inseticidas botanicos, garantindo maior
conhecimento sobre os compostos vegetais e sua melhor forma de utilizacdo, sendo que, a

partir dos resultados positivos apresentados, outros estudos podem ser desenvolvidos.

5.2 Impacto para a sociedade

A utilizacdo de compostos vegetais no controle de vetores € um campo promissor na
atualidade, apresentando inimeras vantagens e impactos. Aponta-se como impacto ambiental
sua rapida degradacdo, diminuindo as chances de permanéncia no ambiente e intoxicacdo aos
outros organismos que ndo sdo alvos, assim como o menor indice de desenvolvimento de
resisténcia pelos vetores.

Novos produtos de origem vegetal, tal como este, podem auxiliar os Programas de
Vigilancia Epidemioldgica a direcionar medidas no combate aos vetores, principalmente
diante do cenério de epidemias de Dengue, Zika e Chikungunya no qual o Brasil se encontra.

Outro impacto de suma importancia diz respeito a economia, pois a utilizacdo de
compostos vegetais apresenta alta disponibilidade de material vegetal, o que envolve ainda,
em sua grande maioria, um baixo custo de fabricacdo. Em contrapartida, o larvicida mais
utilizado hoje no Brasil, o Pyriproxyfen, é um produto importado, que gera altos custos para o
governo.

Diante disso, o larvicida a base de Eugenia sulcata pode ser Gtil no controle vetorial,
com custos reduzidos e oferecendo ainda um risco minimo para 0 meio ambiente e para a
populagéo.

Todas as pesquisas envolvidas na descoberta e padronizagcdo de novos meios para o
combate de doencas como a Dengue, Chikungunya e a Zika sdo de suma importancia na
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atualidade, considerando o impacto negativo para a populacdo, que j& mostrou nimeros

alarmantes com mortes e sequelas.
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6 CONCLUSAO

O produto larvicida biolégico desenvolvido demonstrou-se potencialmente promissor ao

controle de larvas de Aedes aegypti a partir da dose de 500 pL.
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