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APRESENTACAO

O estudo ¢ resultado da disserta¢io de mestrado de Miriam dos
Santos Magalhies, desenvolvido no curso de Ciéncias Farmacéuticas da
Universidade Federal do Amap4 (UNIFAP), sob orientagio do professor
Dr. Raimundo Nonato Picango Souto e Coorientado pelo Professor Dr.
Jesus Rafael Rodrigues Amado. A pesquisa avalia o potencial do extrato
hidroalcodlico de Anacardium occidentale Linn (juqueira) como larvicida
natural contra insetos vetores de doengas, como Aedes acgpti e Culex quin-
quefasciatus, transmissores da dengue. A pesquisa destaca a importincia de
encontrar alternativas sustentdveis aos inseticididas quimicos, que podem
levar a resisténcia dos insetos e causar danos ambientais. O uso de plantas
medicinais, como a juqueira, surge como uma opgio promissora devido
as suas propriedades anti-inflamatérias e antibacterianas, provenientes de
polifendis, taninos e flavonoides.

O trabalho envolveu a elaboragio e caracterizagio do extrato hidroal-
codlico a 70% da casca de castanhal de caju (Anacardium occidentalde
Linn), seguido da avaliag¢io de sua atividade larvicida. A coleta dos frutos
de caju foi ralizada em um sitio em Macap4, estado do Amapd, e a cascada
castanha foi separada manualmente. O extrato foi preparado utililizando
uma proporg¢io de 3 mL de dlcool 70% para cada grama de casca, agitado
diariamente por trés dias e, posteriormente, decantado e filtrado.

A caracterizagio fisico-quimica do extrato hidroalcodlico incluiu
a determinagdo do pH, cinzas totais, residuo de evaporagio e polifendis
totais. As andlises foram conduzidas no Laboratério de Pesquisa em
Firmacos da UNIFAP, seguindo as normas do Instituto Adolfo Lutz. A
avaliagdo dos polifendis totais foi realizada por meio de espectrofotometria
de absor¢io atdmica, com a construgio de uma curva de calibragio para
determinar a concentragio na amostra. Ressalta-se que através da pesquisa
publicou-se artigo em revista internacional (Revista Cubana de Quimica)
denominado “Composicién quimica y actividad larvidida de um extracto
de marafion frente a larvas de mosquistos”.

Os bioensaios para avaliar a atividade larvicida foram realizados

com larvas de Aedes aegypti e Culex quinquefasciatus, utilizando diferentes
concentra¢des do extrato hidroalcodlico. As leituras de mortalidade foram



verificadas em intervalos de trés, seis, 24 ¢ 48 horas apds a exposi¢do das
larvas as soluges. A andlise dos dados foi realizada por meio de anilise
Probit para determinar os valores de CL, e verificar a dependéncia do
tempo de contato das larvas com extratro.

Os resultados demonstraram que o extrato apresenta potencial para
ser utilizado no controle de larvas de mosquitos, especialmente em 4reas
de pequenos cultivos. Nesse contexto exarado acima, esta obra contribui
significativamente para 4rea, formentando reflexdes e novas pesquisas.
Desejo a todos uma leitura proveitosa e enriquecedora.

Miriam dos Santos Magalhies
Mestra em Ciéncias Farmacéuticas (UNIFAP)
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INTRODUCAO

Muitos estudos apontam o interesse pela utiliza¢io de plantas
medicinais para fins terapéuticos. O conhecimento de beneficios das
espécies vegetais para o tratamento de diversas patologias ¢ conhecido
desde o periodo de colonizag¢ao no Brasil. Dessa forma, efeitos sobre os
insetos, tais como a repeléncia e a mortalidade (inseticida) podem ser
ocasionados por diversos derivados botdnicos. Os pesticidas de origem
natural, dependendo da espécie vegetal e do tipo de utilizagao, podem ser
usados, dentre outros, sob forma de substincias isoladas, pds ou extratos.

Dequech ez al. (2008) lembram que extratos vegetais possuidores
de atividade inseticida representam uma alternativa importante de con-
trole de insetos-praga em pequenas dreas de cultivo, tais como as hortas,
situagdo na qual a produgio de extratos torna-se vidvel. O Brasil, em se
tratando de biodiversidade, detém em seu territério grande parte da Floresta
Amazodnica. A Amazodnia brasileira mantém uma grande diversidade de
ecossistemas e a maior reserva de biodiversidade do mundo. Das 100 mil
espécies de plantas existentes em toda a América Latina, 30 mil estao na
regiio com 2,5 mil espécies de drvores (Eletronorte, 2001)

Assim, as plantas tornam-se uma fonte préspera de potenciais agentes
eficientes para o controle de mosquitos transmissores de patologias. Esta
enorme diversidade de espécies vegetais existentes no pafs deve ser vista
como vantagem no sentido de té-las territorialmente e, se obter resultados
promissores e relevantes que vém sendo obtidos nas pesquisas que visam
a busca de substincias com atividade larvicida contra estes insetos.

No Brasil, os organofosforados (OP) e os piretréides (P) destacam-se
nos programas que visam a controlar insetos transmissores de doengas. Tais
inseticidas quimicos requerem monitoramento constante (Luna, 2004),
uma vez que hd o desenvolvimento de resisténcia. Portanto, a dengue é
uma doenga viral transmitida pelo mosquito Aedes aegypti causadora de
epidemias em todo o mundo. Apesar de pesquisas avangadas no intuito
do desenvolvimento de vacinas contra o virus, o método ainda se encontra
em fase de experimento.

9
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A patologia emerge rapidamente em muitas partes do mundo.
Atualmente os continentes Americano, Sudeste da Asia e regioes Oci-
dentais do pacifico sdo as mais afetadas. Sua incidéncia tem aumentado
signiﬁcativamente nos ultimos 50 anos. A estimativa prevista € que entre
50 a 100 milhoes de infec¢des acontegam, anualmente, em mais de 100
paises endémicos colocando em risco quase metade da populagio do
planeta (Who, 2013).

No Brasil, com relagdo a0 nimero de casos, retrospectivamente, no
ano de 2011 foram notificados 344.715 casos. Em 2012 estes diminuiram
para 190.294 registros, ambos no periodo de Janeiro a Margo. J4 em 2013,
no mesmo periodo, somente os Estados de Rondénia, do Acre, do Ama-
zonas, Tocantins, espirito Santo, Rio de Janeiro, Parand, mato Grosso
do Sul, Mato Grosso, de Minas Gerais e Goids contabilizaram um indice
que abrange de 304, 9 a 3.105 casos da doenga por 100 mil habitantes
(Fundagio Osvaldo Cruz, 2013).

A filariose bancroftiana, também conhecida por elefantiase, ¢ cau-
sada pela Wuchereria bancrofti, sendo prevalente em 83 paises de climas
tropical e subtropical (Mattos ez 4., 2008). No Brasil a bancroftose é
transmitida pelo vetor conhecido no Nordeste por murigoca, mosquito da
espécie Culex quinguefasciatus (Mattos et al., 2008). Mais de 120 milhoes
sofrem da doenga, sendo que mais de 40 milhdes se encontram gravemente
1ncapac1tadas ou apresentam deformagoes. Dos infectados, um tergo vive
na India, um ter¢o na Africa e o restante na Asia, Pacifico Ocidental e
nas Américas. No Brasil, Recife ¢ a cidade com maior nimero de casos
do pais (Fundagio Osvaldo Cruz, 2015).

A ampla utilizagdo de inseticidas quimicos sintéticos no controle
de vetores e em larga escala, também, na drea da satide ocasiona proble-
mas. Tal fato torna-se preocupante, pois o uso continuo tem provocado
prejuizos ambientais como a contaminagio do solo e da 4gua, bem como
maleficios a0 homem, a exemplo as epidemias por nio controle do vetor
¢ os danos causados aos alimentos, além do surgimento de populagdes
resistentes ocasionando dificuldades no combate a0 mosquito.

Dessa forma, o uso de substincias menos agressivas a saide humana
e a0 meio ambiente, tem se mostrado uma alternativa vidvel e promissora
no controle de Aedes aegypti. Assim, tais compostos apresentam baixo teor



téxico, maior biodegradabilidade e risco reduzido de impactos ecotoxi-
colégicos, configurando-se como estratégia relevante frente as limitagoes
associadas aos inseticidas sintéticos.

O uso de plantas para o controle de vetores transmissores de diver-
sas doengas tem sido muito estudado. Intiimeras espécies vegetais tém
demonstrado potencial atividade larvicida aliado aos beneficios ambien-
tais e humanos. A espécie Anacardium occidentale Linn (Cajueiro) tem
evidenciado um potencial extraordindrio na solugio e/ou amenizagio de
problemas frente a mosquitos veiculadores de doengas.

Neste cendirio, o Anacardium occidentale Linn vem se destacando
como planta medicinal gragas 4 potente a¢io anti-inflamatdria e antibac-
teriana de seus metabdlicos secunddrios, notadamente aos polifendis,
taninos e flavondides. Atualmente o cajueiro faz parte do elenco de plantas
que estdo validadas como medicinais. Isto se deve as suas propriedades
farmacolégicas serem tio bem conhecidas (Filho ez al., 2010; Melo ez
al.,1998; Olajide et al. 2004; Vieira et al., 2011).

A atividade larvicida desta espécie vegetal tem sido relatada na
literatura, podendo-se destacar o potencial larvicida do LCC (liquido
da castanha de caju), principal produto do cajueiro depois da castanha
de caju, sobre insetos transmissores de doengas com auséncia de sinais de
toxicidade evidenciado em pesquisas. Neste contexto, o extrato hidroal-
céolico 70% da casca da castanha de caju apresenta excelente alternativa
frente aslarvas de 4. aegypti e Culex quinguefasciatus. No entanto, até este
momento, nio foram encontrados dados que indicam a avalia¢io desta
atividade por este extrato.

Portanto, considerando o contexto supracitado, optou-se por ela-
borar, caracterizar e avaliar a atividade larvicida do extrato hidroalcéolico
a70% da casca da castanha de caju (Anacardium occidentale Linn.).



A ESPECIE ANACARDIUM OCCIDENTALE LINN

Pouco se conhece sobre a ampla diversidade de espécies vegetais
presentes na flora brasileira, e ainda mais limitado é o conhecimento
acerca de suas aplicagdes potenciais. Nesse sentido, a valorizagao do saber
tradicional, especialmente por meio da medicina popular, representa um
ponto de partida relevante para a investigagio cientifica e para o reconhe-
cimento das propriedades bioativas de plantas nativas, como Anacardium
occidentale L.

A espécie Anacardium occidentale L. ¢ popularmente conhecida
como cajueiro (Figura 1). Pertencente a familia Anacardiaceae, é a tinica
espécie cultivada e a de maior dispersio no territdrio brasileiro Lima ez
al., 2006). No Brasil, ocorrem 15 géneros e aproximadamente 70 espé-
cies (Souza; Lorenzi, 2005; Montanari, 2010). Acredita-se que o cajueiro
seja origindrio do Brasil, especialmente das regides Norte e Nordeste,
espalhando-se posterioemente para outros paises como India, Angola,
Mogambique e Quénia (Alcintara ez 4/., 2009).

O cajueiro, quando presente em solos secos e arenosos do sertio,
caracteriza-se por ser uma drvore de pequeno porte, com ramos tortuo-
s0s €, por vezes, quase rasteiora. Em contrapartida, em solos mais férteis,
pode atingir até 20 metros de altura. Sua casca apresenta propriedades
adstringentes e agdo antidiabética, sendo tradicionalmente empregada por
comunidades locais na preparagao de log(’)es € gargarejos para o tratamento
de aftas e infecgdes na garganta. Por incisio, exsuda uma goma-resina
amarelada e endurecida, ‘qual sio atribuidas propriedades expectorantes
e depurativas (Corréa, 1926; Agra et al., 2007; Chaves ez al., 2010).

O cajueiro (Figura 1) ¢ amplamente utilizado na medicina tradicio-
nal, sobretudo na regiio Nordeste do Brasil. Diversos efeitos terapéuticos
tém sido relatados, incluindo alivio de dores dentdrias, tratamento de
inflamac¢des na gengiva e na garganta, além de aplicagbes em casos de
artrite, bronquite, hemorroidas, ictericia, célicas intestinais, diabetes,



asma e como estimulante sexual (Silva; Almeida (2013); Agra ez al., 2007
Filho et al., 2010).

O caju, popularmente conhecido pela parte suculenta e aromdtica do
cajueiro, ¢, na realidade, um pseudofruto, resultante do desenvolvimento
hipertrofiado do pedicelo floral. De coloragio geralmente avermelhada ou
amarelada, essa estrutura carnosa nio correspode ao verdadeiro fruto, mas
desempenha importante papel na disseminagao da espécie e alimentagdo
humana. E largamente utilizado 7 natura, sendo processado na forma
de sucos e doces (Montanari, 2010).

O principal produto do Anacardium occidentale L. é a castanha,
fruto propriamente dito da espécie, classificado botanicamente como
aquénio, da qual se extrai um dleo rico em dcido anacirdico (90%) e dois
tendis (10%), bastante empregado nas mais diversas industrias, como a de
pldsticos (Moura, 2001; Alcintara et al., 2009). Esse 6leo, denominado
de Liquido da Castanha de Caju (LCC), ou Cashew Nut Shell Liquid
(CNSL), estd presente no verdadeiro fruto da planta, de comprimento
e largura varidveis, com casca coridcea e lisa. O mesocarpo ¢ alveolado
e encontra-se impregnado pelo LCC, substincia de coloragio escura,
cdustica e inflamdvel (Mazzetto ez al., 2009).

A castanha ¢ composta por trés partes principais: casca, pelicula e
améndoa (Paiva et. 4l., 2000; Morais, 2009):

* Casca: formada por um epicarpo coridceo, atravessado por um
mesocarpo esponjoso, cujos alvéolos sio preenchidos pelo LCC.

* Pelicula: também denominada tegumento da améndoa.

¢ Améndoa: parte comestivel da castanha, composta por dois
cotilédones de coloragio marfim.



Figura 1_ Cajueiro (dnacardium occidentale Linn)

Fonte: Acervo da autora (2014).

Diversos estudos tém explorado o aproveitamento das diferentes
partes do Anacardium occidentale L., com o intuito de identificar suas
potencialidades nas mais diversas aplica¢des. Os resultados evidenciam o
valor agregado da espécie, sobretudo pela presenga de compostos bioativos
e pela versatilidade de seus subprodutos.

E relevante salientar que menos de 7% das espécies conhecidas da fami-
lia Anacardiaceae foram investigadas quanto a2 composi¢io fitoquimica e
atividade biol6gica. Ainda assim, duas classes de substincias sio recorrentes
ness familia: os flavonoides, especialmente os biflavonoides, lipidios fendlicos.
A variedade de metabdlicos e as propriedades biolégicas observadas justifi-
cam o crescente interesse cientifico por essas espécies (Correia et al., 2006).

Dessa forma, com o objetivo de identificar alternativas eficazes
no tratamento de diversas patologias, o uso de 4. occidentale L. tem sido
relatado por suas propriedades farmacoldgicas. Entre suas atividades desta-
cam-se as a¢oes antifungica (Rajesh Kannan ez 4/., 2009), antimicrobiana
(Chabi, et al., 2014), antioxidante (Doss; Thangavel, 2011), inseticida
(Porto et al., 2013) e antidiabética (Ukwenya et al., 2012).

Além de seu valor medicinal e industrial, o cajueiro possui expres-
siva importincia cultural e socioeconémica no Brasil, espacialmente nas
regidoes Norte e Nordeste, onde ¢ bastante cultivado e utilizado. No



entanto, seu cultivo também se estende a outras partes do mundo, com
esforgos crescentes para a melhoria de sua produgio em escala global
(Gomathi; Sivamanis, 2014).

De acordo com Mazzetto ez al. (2009), praticamente todas as partes
da planta sio aproveitadas. As folhas jovens, por exemplo, quando cozidas e
aplicadas sobre feridas, atuam de maneira eficaz no processo de cicatrizagio.
A madeira ¢ empregada na fabricagio de pequenos barcos, ferramentas,
cabos e na construgio civil. A casca do tronco, por sua vez, contém uma
substincia de coloragio vermelho-escuro empregada tradicionalmente
no tingimento de tecidos. J4 a améndoa, apds o devido processamento, ¢
incorporada a alimenta¢io humana e exportada para diversos paises. O
mesocarpo, no que lhe concerne, é a principal fonte do Liquido da Castanha
de Caju (LCC), utilizado amplamente nas inddstrias e na drea medicinal.

O LCC destaca-se como uma das mais ricas fontes naturais de lipi-
dios fendlicos, sendo composto majoritariamente por cardanol, cardol,
2-metilcardoldcido e 4cido anacirdico. Este tiltimo, ao ser submetido a
temperaturas em torno de 180° C, converte-se em cardanol e originando
o denominado LCC técnico (Guissoni et a/., 2013).

Em razio dessa ampla variedade de aplicagdes e propriedades com-
provadas, o A. occidentale L. tem sido objeto de numerosos estudos cien-
tificos a0 longo dos tltimos anos. Cunha (2011), a saber, desenvolveu um
hidrogel produzido a partir do extrato alcodlico da casca do caule da planta
¢ investigou sua aplicagdo em modelos pré-clinicos dérmicos e oculares
em coelhos, além de realizar tetes de toxicidade clinica de fase I por via
dérmica em seres humanos. Os resultados indicaram que a formulagio, nas
condicoes testadas, pode ser considerada segura para uso tépico, uma vez
que nio foram observadas alteragdes relevantes nos parimetros avaliados.

Complementando essa prespectiva terapéutica, Monteiro (2006)
avaliou o potencial de um filme polimérico elaborado com o polissacari-
deo extraido da goma do cajueiro no processo de reparagio tecidual. Seus
resultados evidenciaram a eficicia do material como curativo oclusivo,
favorecendo a restauragio do tecido. Na mesma linha, Mendes (2013) refor-
¢ou o poder de cicatriza¢io da goma, ao confirmar sua a¢io terapéutica na
regeneracio de feridas, apontando para a viabilidade do desenvolvimento
de formula¢des naturais com fins cicatriciais.
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Assim, observa-se que diferetes partes do 4. occidentale L. Vém
sendo exploradas sob distintas abordagens- do aproveitamento tradicional
as aplicagoes biomddicas contemporineas-, consolidando-se como um
recurso vegetal de elevado valor multifuncional.

1.1 ATIVIDADE LARVICIDA DE ESPECIES VEGETAIS

A utilizagdo de substincias de origem vegetal para o controle de
pragas remonta a antiguidade. Por volta de 400 A.C., jd se registrava o
uso do chamado o “pé da pérsia”, conhecido como piretro, substincia
derivada do crisintemo (Chrysanthemum cineraria folium) que exerceu
papel relevante no manejo de vetores e insetos nocivos.

Ao longo da histéria, outras substincias botinicas foram incorpora-
das a esse arsenal natural, como a nicotina (Nzcotzana tabacum), a rianodina
(Ryania speciosa), a sabadina e outros alcal6ides extraidos de Schoenocanlon
officinale, além das piretrinas extraidas do C. cinerariae folium e da rote-
nona (Derris spp e Lonchocarpus spp) (Rodriguez; Lagunes, 1992; Roel,
2001). Essas moléculas vegetais inauguraram uma trajetdria de exploragio
sistemdtica das propriedades inseticidas dos netabdlitos secunddrios.

A partir da segunda metade do século XVIII, vale ressaltar a ela-
boragio, sob responsabilidade da Universidade de Coimbra, da primeira
farmacopéia do reino portugués no ano de 1794. Intitulada Pharmacopeia
geral para o Reino ¢ Dominios de Portugal, a obra era composta por dois
volumes assim designados: Elementos de natureza e Medicamentos sim-
ples, preparados e compostos (Brandio ez al., 2006; Santos; Pinto, 2012). A
exploragio da colénia enriquecia Portugal com a imensidio de vegetais
que o Brasil poderia proporcionar ao desenvolvimento da farmacologia
que tinha de ser revelada (Santos; Pinto, 2012).

J4 na segunda metade do século XX, consolidou-se um renovado
interesse cientifico na prospec¢ao de produtos naturais, com énfase na iden-
tificagdo de compostos bioativos com potencial terapéutico, especialmente
no combate ao cincer e as inflamagdes (Pinto ez a/., 2003; Feliu, 2011).
Esse movimento de redescoberta dos ativos vegetais ampliou também as
investigagdes sobre sua eficdcia como agentes larvicidas, inseticidas e regu-
ladores bioldgicos, refor¢ando o valor estratégico das plantas medicinais
e aromdticas na saude publica e no controle ambiental.



A maior parte dos ativos sintéticos atualmente comercializados por
grandes industrias farmacoldgicas tem por base substincias de origem
vegetal. Exemplos desses compostos sio o dcido acetil- salicilico, principio
ativo da Aspirina (isolado inicialmente de uma Salicaceae) e a escopola-
mina (isolado de Solanaceae), modificada posteriormente para constituir
o principio ativo do Buscopan, medicamento analgésico (Feliu, 2011).

Dessa forma, os inseticidas botdnicos podem atuar de vdrias manei-
ras, especialmente quando um complexo de substincias ¢ responsével por
sua agio sobre o inseto. Em geral, pode-se distinguir trés tipos de mecanis-
mos de a¢do de uma substincia de origem vegetal sobre os insetos, a saber:

* Agio tdxica, repelente e/ou alimentar.

Exemplificando, os extratos com a¢io inseticida atuam causando a
morte do inseto por intoxicagio. Tal a¢io téxica interfere na transmissio
sindptica ou axonica dos impulsos nervosos nos insetos. Com sua agio repe-
lente, os extratos fazem com que os insetos se afastem da planta, prevenindo
a alimentagio ou oviposi¢do; ou agem como antialimentares, inibindo o
inseto de iniciar a alimentag¢io (Kathrina; Anténio, 2004; Menezes, 2005).

* Agio sobre 6rgios ou moléculas-alvo

Certos inseticidas botinicos podem agir sobre o sistema neuroendé-
crino, interferindo nos processos normais de troca de tegumento (ecdise) e/
ou metamorfose, ou ainda interferir no metabolismo respiratério das células,
afetando a sintese de energia (Kathrina; Antonio, 2004; Menezes, 2005).

o Agio por contato ou ingestao

As substincias que atuam por contato afetam o sistema nervoso
central, o qual é acessivel as substincias com agio inseticida, atingindo toda
a superficie do corpo do inseto ou suas vias respiratdrias, causando assim,
sua morte. J4 as substincias que atuam por ingestio (caracteriza o modo de
acio de um inseticida que age e penetra no organismo por via oral), afetam o
sistema digestério, o de biossintese dos horménios da ecdise ou a formagio da
camada de quitina da cuticula do inseto. Como exemplo, a salanina (presente
nos extratos de nim) provoca uma diminui¢io do peristaltismo (movimentos
intestinais) resultando em acentuada perda de apetite, o que pode levar a
morte do inseto por inani¢do (Kathrina; Antonio, 2004; Menezes, 2005).



Os problemas ocasionados pelo uso dos inseticidas quimicos no
combate a insetos vetores necessitam ser amenizados e/ou solucionados.
Nessa perspectiva, buscam-se alternativas de controle contra o arbovirus,
com destaque para os estudos que investigam com potencial para fornecer
substincias no combatea esses insetos.

De acordo com Porto ez al. (2008), o potencial de determinadas
plantas proporciona o uso de biomoléculas com atividade especifica no
combate a vetores de enfermidades, diminuindo, assim, os riscos de desen-
volvimento de resisténcia pelos insetos e os danos ao meio ambiente. Esse
enfoque também, favorece a incorporagio de estratégias sustentdveis ao
manejo integrado de prgas, alinhando-se as demandas contemporineas
por tecnologias menos agressivas ao ecossistema.

As plantas, seres suscetiveis as variagdes e influéncias do ambiente,
produzem metabdlitos secundirios, compostos resultantes do metabo-
lismo secunddrio, que atuam como mecanismos naturais de protegio e
defesa contra fatores adversos do meio externo. (Dewick, 2009; Garcez et
al.,2013). Os autores destacam que esses compostos desempenham papel
crucial em sua sobrevivéncia ecoldgica, conferindo resisténcia a patégenos,
insetos e condi¢oes ambientais adversas.

O estudo da fitoquimica analisa os produtos provenientes do meta-
bolismo secunddrio das plantas e envolve as etapas de isolamento, purifica-
¢do e adeterminagio da estrutura desses metabdlitos (Croteau; Kutchan;
Lewis, 2000; Garcez ez al., 2013). Esse estudo, aliado a ensaios especificos,
permite identificar extratos e fracdes bioativas, bem como caracterizar as
substincias presentes em uma determinada espécie, responsdveis por esta
bioatividade (Garcez, 2013).

Assim sendo, materiais vegetais sio extraidos das plantas e suas
partes- caule, folhas, entre outras-, fracionados e testados com o intuito
de se descobrir novos compostos com potencial bioativo. Esse processo
d4 continuidade 4 caracterizagio fitoquimica, permitindo a identificagio
de substincias com propriedades especificas que podem ser exploradas
no desenvolvimento de agentes inseticidas.

Dessa forma, as solandceas sio citadas como controladoras de inse-
tos por apresentarem metabdlitos secunddrios com expressiva toxicidade.
Como exemplo, tem-se a Nicotiana tabacum L., que pode ser empregada



no controle de diversas espécies de insetos (Dequech ez 4/., 2008). Assim,
o autor defende que a eficicia dessa espécie vegetal estd associada 4 pre-
senca de alcaléides com agdo neurotdxica, o que reforga sua viabilidade
no desenvolvimento de bioinseticidas naturais.

Estudos realizados por Rafael ez a/. (2008) comprovam que o dila-
piol, extraido das folhas de Piper aduncum, pode reduzir a sobrevivéncia
e reprodugio de Aedes, ratificando seus efeitos citotéxicos, assim como
o surgimento de alteragdes nucleares que podem inibir a divisio celular,
comprometer o sucesso reprodutivo ou provocar anomalias.

Cavalca ez al. (2010) constataram que o Sleo essencial Eucalyptus
cinerea é altamente promissor por apresentar expressivo poder larvicida,
podendo ser utilizado como alternativa no controle do virus transmissor
da dengue em programas de satide pablica. Neste estudo os autores rela-
tam ainda o efeito homeopdtico do E. cznerea (dinamizag¢io em 30CH),
sugerindo a diminui¢ao no nimero médio de fémeas adultas do mosquito.

Plantas contendo 6leos essenciais que apresentem elevada concentra-
¢do de sesquiterpenos- como nerolidol e farnesol-, monoterpenos- como a
e B-pineno, carvona e geraniol-, e fenilpropandides- como safrol, eugenol
e aldeido cindmico- configuram-se como alternativas promissoras para o
controle de larvas do mosquito Aedes (Simas ez al., 2004). Aqui se destaca
que a combinagio dessas substincias pode intensificar os efeitos larvicidas,
ampliando o espectro de a¢io e oferecendo possibilidades vidveis para
formula¢des naturais de combate ao vetor.

Furtado et al. (2005) compararam o efeito larvicida de dez Sleos
essenciais de espécies vegetais. O dleo essencial de Vanillosmopsis arborea
Baker destacou- se por apresentar a mais elevada atividade larvicida contra
0 Aedes e ¢ utilizado na cultura popular contra mosquitos por lhe ser con-
ferida propriedade repelente. Tal caracteristica também ¢é atribuida a Cym-
bopogon winterianus Jowitt. Ja a espécie Ocimum gratissimum demonstrou
o menor efeito larvicida entre os extratos analisados. Os autores atribuem
essas diferencas 2 composi¢io quimica de cada 6leo.

Por serem uma mistura complexa de substincias, os éleos essenciais
nio apresentam um mecanismo larvicida precisamente definido (Cavalca
et al., 2010). Sugere-se que, dentre os mecanismos envolvidos, estejam a
inibi¢do das enzimas, a desestabilitacio de membranas e a desnaturagio de
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proteinas, com possivel interagio entre os componentes do éleo, o que pode
resultar em sinergismo e/ou antagonismo (Janssen, 1989, apud Cavalca
et al., 2010). Essa multiplicidade de a¢des pode justificar a variabilidade
observada nos efeitos larvicidas relatados em diferentes espécies.

Estudos realizados por Garcez ez al. (2013) versaram sobre substin-
cias com atividade larvicida provenientes de diversas espécies vegetais. Esses
compostos foram obtidos a partir de 18 de espécies da familia Fabaceae,
13 da Rutaceae, 11 da Piperaceae e oito da Boraginaceae. Ao concluir, os
autores mencionam ainda outras substincias bioativas distribuidas em 16
familias adicionais, entre as quais se destacam a Meliaceae e Annonaceae,
refor¢cando a ampla variedade bot4nica com potencial larvicida.

Diversos estudos tém abordado a atividade inseticida frente aos
intimeros insetos existentes no planeta, com o objetivo de sanar ou ame-
nizar o desenvolvimento de resisténcia, além de reduzir os impactos sobre
o ser humano e o meio ambiente. Nesse contexto, intensifica-se a busca
por alternativas mais seguras e sustentéveis, com destaque para o uso de
espécies vegetais com propriedades inseticidas promissoras, conforme evi-
denciado pela diversidade boténica jd investigada em pesquisas anteriores.

E neste contexto que a espécie Anacardium occidentale L., per-
tencente 4 familia Anacardiaceae, tem sido amplamente estudada com
o objetivo de investigar suas multiplas atividades bioldgicas. Entre elas,
sobressai a agdo larvicida, frequentemente mencionada tanto na literatura
cientifica brasileira quanto na internacional, o que reforga sua eficdcia
como alternativa no controle de vetores.

Assim, no Brasil, Guissoni ez a/. (2012) em seu estudo intitulado
Atividade larvicida de Anacardinm ocidentale como alternativa ao controle
de Aedes aegypti e sua toxicidade em Rattus norvegicus, relataram o poten-
cial larvicida do LCC (liquido da castanha de caju) sobre larvas de Aedes
aegypti. Concluiram, ainda, auséncia de toxicidade do LCC e suas fragoes
para Rattus norvegicus, dentro dos parimetros analisados. Tal constatagio
é relevante, considerando-se a necessidade de produtos que nio provoquem
danos ao ser humano, ou que estes sejam minimizados a0 mdximo.

Da mesma forma, Farias e 4/. (2009) avaliaram a atividade inseticida
do Anacardium occidentale, isolado do LCC, sobre ovos, larvas (terceiro
estdgio) e pupas de Aedes aegypti, bem como sua toxicidade em ratos. Os



resultados foram promissores, uma vez que, mesmo sob uma dose consi-
derada elevada (0,3g/Kg de peso corporal) do liquido da castanha de caju,
o composto nio apresentou qualquer reagdo adversa nos roedores, além de
demonstrar toxicidade significativa sobre os diferentes estigios do vetor.

Porto et al. (2013) investigaram a atividade larvicida do liquido da
castanha de caju (LCC) frente ao 4. Aegypti, com o objetivo de verificar
a manuteng¢io de sua eficdcia tanto na forma recém- produzida quanto
ap6s armazanamento sob refrigeragio a 4° C por um periodo de 6 meses.
Os resultados obtidos em ambos os testes se revelaram interessantes,
indincando mortalidade larval em torno de 70% mesmo em concentragoes
de até 0,1 mg, o que demonstra a preservagio do perfil téxico do LCC,
independentemente das condi¢des de conservagio.

Na fndia, Mukhopadhyay ez 4/. (2010) observaram atividade larvi-
cida do liquido da castanha de caju em larvas e pupas de Aedes aegypti e
Anopheles subpictus. As as espécies apresentaram suscetibilidade ao LCC,
com concentragdes efetivas de 12 ppm para larvas e pupas de 4. aegypts
e de 38 ppm para os estdgios correspondentes de 4. albipictus, indicando
uma variagio na sensibilidade entre os insetos analisados.

Também, Nnamani ez /. (2011) evidenciaram atividade larvicida
do extrato aquoso das folhas, das améndoas e da casca do caule de 4.
occidentale sobre larvas da espécie 4. gambiae. Observa-se que os auto-
res testaram diferentes partes do cajueiro, buscando explorar de forma
abrangente as propriedades inseticidas da planta frente a0 mosquito
transmissor da maldria.

Assim, Lomonaco et 4/. (2009) confirmaram que o LCC técnico e
seus principais constituintes, extraidos de 4. occidentale, possuem excelente
acdo frente a0 mosquito Aedes aegypti. Os autores reforgam, portanto, o
valor cientifico da espécie como fonte promissora de substincias bioati-
vas, apontando o LCC como alternativa vidvel no desenvolvimento de
produtos menos nocivos ao ambiente e a satide humana.

Shaalam ez al. (2005), em seu estudo intitulado Uma revisio de
fitoquimicos botdnicos com potencial mosquiticidal, revelam que larvas de
diferentes mosquitos apresentam suscetibilidades distintas aols mesmos
fitoquimicos. Os autores acrescentam que, de modo geral, as larvas de
Aedes tendem a ser menos suscetiveis a inseticidas derivados de extratos
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botinicos do que as larvas de Culex, o que reforga a necessidade de se
identificar compostos com eficdcia especifica frente a cada espécie.

Fauziah et al. (2014) relataram que o LCC apresenta atividade
larvicida eficaz contra larvas de Culex guinguefasciatus. Tal constatagio
amplia o espectro de agio do LCC, sugerindo que seus compostos bioa-
tivos ndo se restyringem a um dnico género de mosquito, o que dialoga
com as observagoes de Shaalam ez /. (2005) sobre a variabilidade de
suscetibilidade entre as espécies vetoras.

Por fim, Tripathy ez a/. (2011) realizaram um estudo com larvas
de trés espécies de mosquitos (Aedes aegypti, Anopheles stphensi e Culex
quinguefasciatus), utilizando extratos de duas espécies vegetais, entre elas
Anacardium occidentale. Os resultados comprovaram que o extrato dessa
planta apresenta atividade larvicida eficaz sobre todas as espécies testadas,
reafirmando sua notdvel aplicabilidade no controle de organismos disse-
minadores de doengas.

1.2 A RESISTENCIA AOS INSETICIDAS QUIMICOS

Um desafio importante para o investimento em novos ingredientes
ativos e formulagdes ¢ no ter um caminho claro para os padrdes industriais
a serem seguidos, portanto, o mercado de inseticidas para o controle do
vetor da dengue ¢ complexo e fragmentado (Who, 2012). Essa dinimica ¢
agravada pela crescente resisténcia dos mosquitos aos inseticidas sintéticos
comumente utilizados.

Os inseticidas sintéticos podem causar uma série de impactos nega-
tivos ao ser humano e ao meio ambiente. Entre os efeitos maléficos estio
o ressurgimento de pragas-alvo, o surgimento de pragas secunddrias em
decorréncia dos efeitos téxicos sobre os inimigos naturais, o desenvolvi-
mento de resisténcia por parte das pragas, intoxica¢oes dos produtores
rurais, contaminagio da dgua e do solo, prejuizos a organismos nao-alvo
e presenca de residuos t6xicos nos alimentos (Flint; Van den bosch, 1981;
Menezes, 2005; Van den bosch, 1978). Portanto, hd um caminho extenso,
porém promissor, a ser trilhado na busca por solu¢des eficazes para os
desafios relacionados ao controle da dengue.

A dengue ¢ uma enfermidade que acomete populagoes em regioes
tropicais e subtropicais ao redor do mundo, com uma taxa de letalidade esti-



mada em cerca de 2,5% dos individuos infectados (Who, 2013). O controle
eficaz das epidemias exige o comprometimento conjunto do setor publico,
da iniciativa privada e da popula¢io, coordenadas de combate 4 doenga.

De acordo com Furtado ez /. (2005), o controle do mosquito, por
meio do uso de inseticidas como o temephos, malathion e fenitrothion
(organofosforados), constitui a principal medida adotada pelos progra-
mas de satide pablica. Além desses compostos, também sdo empregados
os piretrdéides, como a deltametrina e a cipermetrina, frente aos quais
o mosquito ji demonstrou resisténcia (Brasil, 2006; Luna ez a/.,2004;
Rafael ez al., 2008).

Em virtude disso, inimeros casos de resisténcia tém sido relatados
em diversas partes do mundo por espécies de mosquitos, em particular
0 Aedes aegypti no Brasil (Lima ez al., 2006). O surgimento dessa resis-
téncia aos inseticidas quimicos sintéticos, aliado as falhas operacionais
de controle da enfermidade, evidencia a necessidade urgente de revisio
nas estrtdgias de combate e no uso continuo desses produtos (Porto ez
al., 2008). Importante observar que, diante da adaptagio cescente dos
vetores, medidas tradicionais tornam-se cada vez menos eficazes, exigindo
abordagens inovadoras e sustentdveis.

Braga e Valle (2007) mencionam que resisténcia ¢ definida pela Orga-
nizagio Mundial da Satide (OMS) como a capacidade de uma populagio
de insetos tolerar uma dose de inseticida que, em condi¢des normais, seria
letal. Trata-se de uma condi¢do de origem genética. Assim sendo, popu-
lagdes de insetos, dcaros e outros artrépodes podem, de forma natural,
apresentar uma proporgio de individuos portadores de alelos que lhes
conferem resisténcia a determinado produto quimico.

Outrossim, resisténcia pode ser definida como um processo de evo-
lu¢do acelerada de uma comunidade que responde a uma intensa pressio
seletiva, permitindo a sobrevivéncia dos individuos que possuem alelos
que lhes conferem resisténcia (Braga; Valle, 2007). Os autores chamam a
atenc¢do para o fato de uq essa adaptagdo nio ocorre de forma aleatdria,
mas como consequéncia direta do uso continuado de inseticidas, que
atuam como forga seletiva sobre as populagoes expostas.

Desta forma, o grau de resisténcia de insetos vetores depende da
quantidade e da frequéncia de inseticidas empregados, pois o rdpido
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desenvolvimento dessa capacidade de mecanismo de defesa, sobressain-
do-se aos individuos suscetiveis, como o Aedes, é favorecido por caracte-
risticas inerentes ao seu ciclo de vida, como sua curta duragio e alta taxa
de proliferacio (Laranja ef a/., 2006). O mesmo autor observa que os
organofosforados sio quimicamente instdveis, exigindo reaplicagdes em
curtos intervalos. Tal fato, gera grande preocupagio e tem impulsionado o
interesse na descoberta de meios mais eficazes para o combate a0 mosquito.

Simas et al., (2004) relatam ser a resisténcia um obsticulo signi-
ficativo ao controle de insetos-praga de importincia médica e agricola.
Essa resistincia resulta, ainda, no aumento da frequéncia de aplicagio
de inseticidas, assim como no uso de doses mais elevadas, o que acarreta
baixos rendimentos, prejuizos ambientais e o aparecimento de pato-
logias, especialmente quando os vetores deixam de ser controlados de
forma adequada.

Diante desse panorama, os autores alertam qua a perda da eficdcia
dos produtos quimicos nio apenas compromete o sucesso das agoes de
controle, mas também impde sérias consequéncias a satide publica e a
sustentabilidade das atividades agricolas, especialmente quando esses
insetos deixam de ser controlados.

Além disso, pode ocorrer um fendmeno denominado de “resisténcia
cruzada”, que consiste na prote¢io contra mais de um inseticida por meio
de um tnico mecanismo de agio, sendo algo comum entre os piretroides.
Tal fenémeno, dependendo do mecanismo de agdo, pode ainda favorecer
o desenvolvimento de resisténcia a substincias pertencentes a outras clas-
ses quimicas, o que dificulta a substitui¢io do produto (Barreto, 2005;
Cruz, 2002).

Diante do exposto, os autores alertam para o risco de sele¢io multi-
pla, em que a resisténcia se estende a diferentes classes quimicas, tornando
o controle quimico cada vez mais restrito e exigindo novas abordagens
de manejo integrado. A sele¢io cruzada, nesse contexto, reduz significa-
tivamente as alternativas vidveis de controle, ampliando os desafios no
combate a populagc‘)es resistentes.



DENGUE E ELEFANTIASE:
PROBLEMATICAS MUNDIAIS

2.1 CONHECENDO A DENGUE

A dengue, possivelmente, teve origem no termo swahli “Ka din-
gapepo”. Inicialmente, essa expressio foi utilizada durante uma epidemia
que assolava as Indias Ocidentais Espanholas como forma de descrever
enfermidades que acometiam os ingleses por volta da década de 1920.
Posteriormente, passou a ser empregada para designar perturbagoes atri-
buidas a a¢do de maus espiritos (Aciole, 2009).

As espécies Aedes aegypti (Linnaeus, 1762) e Aedes albopictus (Skuse,
1894) pertencem ao Filo Arthrophoda, caracterizado por pés articula-
dos; a classe Hexapoda, que inclui organismos com trés pares de patas; a
ordem Diptera, que apresenta um par de asas anteriores funcionais e um
par posterior transformado em halteres; 4 familia Culicidae e a0 género
Aedes (Brasil, 2001).

Estudos indicam que o Aedes aegypti ¢ origindrio do continente
africano, tendo se diferenciado e se adaptado ao ambiente urbano. Nas
Américas, tem sido registrada apenas a variedade doméstica, que se acredita
ter sido transportada em barris de d4gua nos navios de exploradores e colo-
nizadores. Por sua vez, o Aedes Albopictus teria origem na floresta tropical
asidtica e, posteriormente, passou a adaptar-se a0 meio urbanizado, com
preferéncia por dreas abertas cercadas por vegetagdo, mais precisamente
nas proximidades das habita¢oes (Santa Catarina, 2008). O documento
evidencia como fatores histéricos e ecolégicos influenciaram a dispersao
e 0 comportamento dessas espécies.

Assim, os primeiros microrganismos a serem denominados virus

foram o agente etioldgico da febre amarela, em 1902, e o da dengue, em
1907, ambos descritos como filtréveis e submicroscépicos. No periodo
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da Segunda Guerra Mundial, ocorreu o isolamento do primeiro virus
da dengue por Kimura e Hotta, e também por Sabin e Schlesinger. Esses
ultimos isolaram a cepa durante uma epidemia ocorrida no Havai e, mais
tarde, conseguiram também isolar o segundo sorotipo. Em 1956, durante
um surto epidémico hemorrigico na Asia, foram descobertos os tipos 3
¢ 4. A partir de entdo, os quatro sorotipos passaram a ser identificados e
classificados como DENV- 1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4 (Barreto;
Teixeira, 2008; Martinez-Torres, 1990).

A caracterizagio soroldgica desses virus foi um marco importante
para o entendimento da dinimica epidemioldgica da dengue, sobretudo
no context das manifestagdes hemorrdgicas. A defini¢do das variants
também contribuiu par o vango das estratégias de vigilincia e prevengio,
possibilitando maior precisio no monitoramento das epidemias.

No que concerne a transmissio, a dengue é disseminada por meio
da picada da fémea do Aedes aegypti contaminada pelo virus. A realiza-
¢do desses repastos sanguineos tem por finalidade viabilizar a maturagio
dos ovos. O periodo de transmissibilidade da doenga ocorre tanto no
mosquito quanto no ser humano, por meio de dois ciclos distintos: o
periodo de incubagio extrinseco e o periodo de incubagio intrinseco,
respectivamente (Brasil, 2008).

Desta forma, destaca-se a complexidade do ciclo de transmissio,
refor¢ando a importincia de compreender suas etapas para a formulagio
de estratégias eficazes de vigilincia e controle. O ciclo de vida do A. zegypts
compreende quatro fases, a conhecer: ovo, larva, pupa e adulto.

Ovo

A fémea do mosquito deposita os ovos na parede interna de reci-
pientes préximos a superficie aqudtica. Inicialmente, esbranquigados,
esses ovos adquirem rapidamente uma coloragio enegrecida e brilhante
(Brasil, 2001). Quando nio hd recipientes adequados, disponiveis, a fémea
pode, em situagdes excepcionais, voar longas distincias em busca de locais
apropriados para realizar a ovoposi¢io (Brasil, 2008).

O tamanho dos ovos varia entre 0,6 a 0,7 mm, podendo perma-
necer latentes na natureza por até¢ um ano e meio, mesmo sob condi¢es



ambientais desfavordveis (Santa Catarina, 2008). Esse dado releva a
resiliéncia bioldgica da espécie, cuja capacidade de sobrevivéncia pro-
londada dos ovos dificulta a agdes de eliminag¢io do ciclo reprodutivo
do mosquito.

Assim sendo, uma fémea é capaz de produzir cerca de 120 ovos por
postura. Em condi¢oes adequadas de umidade e temperature, o embriio
torna-se apto a eclodir em um interval de aproximadamente 4 a 7 dias
(Aciole, 2009; Consoli; Lourengo deOliveira, 1994).

O ovo representa a forma mais resistente do ciclo bioldgico, o que
confere ampla sobrevida a0 mosquito em virtude de sua elavada tolerincia
as adversidades climdticas (Silva; Silva, 1999).

Larva

Por se tratar de um inseto holometdbolo, ¢ neste estigio que se
concentra o periodo de alimentagio e crescimento, o qual se subdivide em
quatro fases evolutivas. Essas etapas sdo influenciadas por condigées ideais
como temperatura, densidade das larvas no criadouro e disponibilidade
de alimento. Desta forma, a duragao dos instares pode nio ultrapassar
cinco dias; caso contrdrio, o quarto estdgio pode estender-se por semanas
(Brasil, 2001).

A larva sobe 2 superficie para respirar, posicionando—se quase ver-
ticalmente. Para se deslocar, movimenta-se de forma serpenteante. Sob a
a¢io daluminosidade ou Diante de movimentos bruscos na dgua-ambiente
onde se desenvolve tessa fase-, a larva retorna rapidamente ao fundo do
depdsito (Santa Catarina, 2008).

Pupa

Nesta fase, 0 mosquito passa por sua tltima metamorfose antes
de atingir a fase adulta. A pupa completa seu desenvolvimento em
aproximadamente dois dias. Sua cabeca funde-se ao térax, formando o
cefalotérax, o que lhe confere um aspecto semelhante a0 de uma virgula
(Aciole, 2009). Além de representar o estigio de transi¢do para a fase
adulta, a pupa do 4. aegypti é notdvel por sua capacidade de movimen-
tagdo ativa, mesmo sem se alimentar. Esse comportamento defensivo
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permite que o insento reaja a estémulos externos, como sombras ou
vibra¢bes na dgua, mergulhando rapidamnete para evitar predadores
ou pertubagdes (Brasil, 2001).

Essa mobilidade, aliada ao curto tempo de desenvolvimento, tornaa
fase pupal um elo critico na dinimica populacional do vetor, dificultando
acoes de controle que se baseiam na eliminagio de formas imaturas.

Adulto

O adulto representa a fase reprodutiva do inseto. Apés emergir da
fase pupal, o mosquito pousa sobre as paredes do recipiente, permanecendo
ali por alumas horas para possibilitar o endurecimento do exoesqueleto
das asas. O acasalamento se d4 geralmente durante o voo e uma tinica
inseminagio ¢ suficiente para fecundar todos os ovos que a fémea venha
a produzir durante toda a sua vida (Brasil, 2001).

As fémeas alimentam-se tanto de sangue quanto de seiva vegetal.
A ingestio sanguineatem por finalidade viabilizar a maturagio dos ovos
e, caso o repasto nio seja complete, 0 mosquito pode realizd-lo mais de
uma vez entre duas ovopisi¢oes. Em condigdes ideais, o intervalo entre a
alimentagio e a deposi¢ao dos ovos ¢ de aproximadamente trés dias (Santa
Catarina, 2008).

Dessa forma, quanto as manifestagdes clinicas, tém-se: a manifes-
tagdo da dengue pode ser assim elucidada: Dengue Cldssica (DC) Febre
Hemorrdgica da Dengue (FDH) e Sindrome do Choque da Dengue (SCD).
Na forma cldssica (duragio de 5 a 7 dias), a primeira manifestago ¢ a febre
(392402 C), com inicio abrupto, associada a dores de cabega, articulares,
musculares e ao redor dos olhos, além de exantema (vermelhidao genera-
lizada), acompanhado, ou nio, de coceira.

A FHD apresenta seus sintomas iniciais semelhantes aos da DC,
porém com posterior agravamento do quadro, diminuigio da febre, apa-
recimento de manifestagdes hemorrdgicas, trombocitopenia (diminui¢io
de plaquetas) e perda de plasma. A SCD ¢ um agravamento da FHD,
frequentemente precedido por dor abdominal. Com curta duragio, a
SCD pode levar a ébito ou a recuperagio répida, caso ocorra tratamento
adequado (Brasil, 2008).



No Brasil, a partir da década de 1980, teve inicio um processo de
epidemias explosivas que atingiu todas as regies do pais. A reintrodugio
do A. aegypti e a circulagio dos diferentes sorotipos do virus da dengue
contribufram significativamente par o aumento progressive do niimero de
casos. Inicialmente, concentradops em dreas urbanas com alta densidade
populacional, os surtos rapidamente se espalharam para municipios,
comprovando a fragilidade dos sistemas de vigilincia entomoldgica e
controle vetorial.

Nesse sentido, Catio (2012) detalha, em seu estudo, as ocorréncias
de dengue no pais apés sua reemergéncia desde o ano de 1982 até 2008,
evidenciando as duas maiores epidemias ocorridas em escala nacional.
A primeira foi no ano de 1998, com mais de 520 mil notificagdes, repre-
sentando uma taxa de 326,5 casos de dengue por 100 mil habitants.
Destaca-se, neste cendrio, o estado de Minas Gerais, o qual concentrou o
maior nimero de casos registrados, totalizando 147 mil somente na regiao
metropolitana de Belo Horizonte.

A partir de 2006, observa-se uma tendéncia de aumento nos casos de
dengue no Brasil, com o registro de 910 casos de FHD. A segunda maior
ocorreu no ano de 2008, com mais de 550 mil notificagdes no territdrio
nacional, o que confirma a relevincia da andlise longitudinal feita pelo
autor ao evidenciar a crescent gravidade da doenga no territério brasileiro.
O ano de 2008 também registrou o maior nimero de casos mais graves,
além do maior indice de 6bitos e de internag¢des em todo o territério
brasileiro (Brasil, 2009a).

2.2 CONHECENDO A FILARIOSE LINFATICA (FL)

Outra patologia de grande importincia para satide publica em todo
o mundo ¢ a denominada elefantiase. De hdbitos antropofilicos e endo-
tilicos, o Culex quinguefasciatus, apresenta ampla distribuigo geogréfica
(Alves et al., 2011).

O Culex quinguefasciatus, descrito por Say (1983), ¢ um mosquito
tropical urbano, anteriormente conhecido por Culex fatigans ou Culex
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pipiens fatigans, pertencente a ordem Diptera e 4 familia Culicidae (Bra-
sil, 2011).

A filariose linfdtica ¢ uma doenga parasitria cronica causada pelo
verme nematoide Wuchereria bancrofti, sendo também conhecida como
bancroftose. Esse helminto apresenta diferentes formas evolutivas nos
hospedeiros vertebrados e invertebrados. Nos humanos, manifesta-se

como fildrias e microfildrias, enquanto nos mosquitos vetores, assume
forma larval (Brasil, 2009b).

O habitat dos vermes adultos (fildrias), no homem, localiza-se nos
vasos e ginglios linfdticos. As regides do corpo humano que abrigam a
forma adulta sio a pelve- atingindo principalmente as pernas e a bolsa
scrotal-, bem como as mamas e os bragos, embora com menor frequén-
cia (Brasil, 2009b). A elefantiase ¢ transmitida pela picada da fémea do
mosquito Culex quinquefasciatus infectada com larvas do parasito. Os
vermes adultos causam lesdes nos vasos linfiticos onde se desenvolvem,

sendo essas lesdes responsaveis pelo quadro clinico caracteristico da doenga
(Brasil, 2009b).

A transmissio da doenga ocorre quando um inseto transmissor pica
um homem infectado com microfilaremia e a transmite a outro individuo,
apds maturagio das microfildrias no vetor, processo que ocorre entre 12 a 14
dias ap6s o repasto sanguineo. A microfildria pode persistir no organismo
humano por um periodo de aproximadamente 5 a 10 anos (Brasil, 2010).

O ciclo de vida da espécie Culex quinguefasciatus, compreende
quatro fases: ovo, larva, pupa e adulto (Brasil, 2011), assim como ocorre
com a espécie Aedes aegypti.

As manifestagdes clinicas da filariose linfdtica (W, bancrofti) apresen-
tam-se de forma variada. Estas surgem em decorréncia da presenga no ser
humano tanto de vermes adultos quanto das microfildrias. Os primeiros
lesionam inicialmente os vasos linfiticos, enquanto que as tltimas possuem
agoes extralinfiticas. As manifestagdes podem ser agudas ou crénicas.
Desta forma, dentre as manifestagoes agudas destacam-se:



* Linfangiectasia subclinica: dilatagao dos vasos linfiticos. Quando
progride, pode ser palpdvel ou mesmo percebida a sua inspe¢io
(Brasil 2009b).

* Linfangite filarial aguda (LFA): a morte dos vermes adultos pode
resultar apenas na formagio subclinica de nédulos granuloma-
tosos. Em outros casos, essa morte provoca uma linfadenite
(em ganglios) ou linfangite descendente (em vasos linféticos).
A LFA produz um cordio subcutineo visivel, podendo ou nio
ser acompanhado de febre, cefaléia, fraqueza e dor muscular.
A reagio localizada ¢ caracterizada pelo aumento do linfonodo
ou pelo aparecimento de nédulo ao longo do trajeto do vaso
linfdtico (Brasil 2009b).

* Linfadenopatia: causada pelo enfartamento dos ganglios linfa-
ticos jd comprometidos, os quais formam uma massa palpével,
compacta e de superficie irregular. Em geral, essa massa é indolor
e localiza-se, preferencialmente, nas regides inguinal, epitroclear
e axilar (Brasil 2009b).

* Sindromes de disfungio linfitica: hidrocele e linfedema agudos.
Estes ocorrem ap6s um episédio de LFA, provavelmente resultam
de uma obstrugio parcial e tempordria do vaso linfitico, causada
pela reagdo inflamagio desencadeada pela desintegra¢io dos
vermes adultos (Brasil 2009b).

Apenas pequena proporg¢io de casos de filariose linfitica apresenta
manifestag(’)es cronicas. Algumas sjo:

¢ Linfedema crénico: o edema linfdtico ¢ uma manifestagao clinica
decorrente de indmeras doengas, a filariose ¢ uma delas. O diag-
néstico clinico de um edema de origem linfitica, filarial ou nio,
pode ser feito com base em sinais e sintomas. Frequentemente
¢ unilateral. O continuo agravamento do edema leva ao quadro
de elefantiase (Brasil 2009b).

* Manifestagdes urogenitais cronicas: hidrocele, edema linfitico,
elefantiase de bolsa escrotal e sindromes de fistulizagio linfitica
(Brasil 2009b).
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No Brasil, a filariose permanecia endémica em apenas trés capitais:
Belém, Manaus e Recife. Nas duas primeiras cidades, houve uma signi-
ficativa redugdo da transmissio; entretanto, Recife é a cidade com maior
namero de casos (Fundagio Oswaldo Cruz, 2015).



MATERIAL E METODOS

3.1 MATERIAL VEGETAL

Os frutos de caju foram coletados no periodo da manhi, em uma
drea distante das estradas, situada em um sitio com coordenadas geogré-
ficas GPS: latitude 03°03’°80” (N) e longitude 49°88°20” (L), localizado
na BR- 070, Rodovia do Curiati, Ramal do Alegre da Pedreira, Macap4,
Amapé, Brasil, no més de Outubro de 2014. Uma exsicata da amostra foi

autenticada pelo curador Patrick Cantudria e depositada no Herbdrio
Amapaense - HAMAB, sob o n° 018781.

A castanha foi retirada manualmente do pseudofruto. Em seguida,
foi cortada ao meio com o auxilio de uma faca, e a améndoa foi removida.
As cascas da castanha foram entdo lavadas com dgua destilada, pesadas e
acondicionadas em frasco 4mbar, utilizando-se a propor¢io de 3 mL de
dlcool 70% por cada grama da casca. A mistura foi agitada manualmente
uma vez ao dia, durante trés dias consecutivos. Ao final desse periodo, o
extrato obtido (Figura 2) foi decantado, filtrado e armazenado em frasco
Ambar para sua conservagio.

Figura 2_ Extrato da casca da castanha de caju

Fonte: LPFar/UNIFAP (2014).
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3.2 CARACTERIZACAO DO EXTRATO DO FRUTO DO CAJU

Foi realizada a caracterizagao fisico-quimica do extrato hidroalcod-
lico a 70% obtido da casca da castanha de caju. As andlises das determi-
nagdes foram conduzidas no Laboratério de Pesquisa em Firmacos da
Universidade Federal do Amapd (UNIFAP), seguindo os procedimentos
metodoldgicos estabelecidos pelo Instituto Adolfo Lutz (2008).

3.2.1 Determinagao dos parimetros organolépticos

Odor

A avaliagio do odor foi realizada por maio da técnica da fita absor-
vente. Para isso, utilizou-se uma tira de papel filtro com aproximadamente
1 cm de largura por 10 centimetros de comprimento. Segurando-se uma
das extremidades, a tira foi imersa na amostra de extrato hidroalcodlico,
permitindo que os compostos voliteis se difundissem no ambiente. A
percepgio olfativa foi entdo registrada, constatando-se que o odor era
compativel com as caracteristicas tipicas do produto vegetal testado.

Cor

A andlise da coloragio foi efetuada utilizando-se um tubo de ensaio
limpo e seco, o qual foi preenchido com o extrato até cerca de trés quartos
de seu volume. Em seguida, observou-se a tonalidade da amostra, bem
como sua transparéncia, a presenca de particulas em suspensio e possiveis
indicios de separagio de fases. Todos os dados observados foram devida-
mente registrados para fins comparativos e descritivos.

3.2.2 Determinagio da densidade relativa do extrato

A densidade relativa do extrato hidroalcodlico a 70 % foi determinada
por meio do método do picndmetro, utilizando-se uma balanga analitica
de precisio, modelo ACCULAB, marca Sartorius (d= £0,0001g). Inicial-
mente, o picnémetro foi lavado com dgua destilada, seco com papel toalha
sem fiapos e pesado vazio. Em seguida, foi preenchido com o extrato, man-
tendo-se a temperatura constante em 20°C (£1°C) durante 15 minutos.
Ajustou-se o liquido até o nivel de capacidade do picnémetro, e a pesagem
foi realizada apds a secagem externa do frasco com papel absorvente. O
mesmo procedimento foi repetido utilizando-se d4gua destilada como padrio.



A densidade relativa do extrato foi calculada pela férmula:
D20 = (M1- M) / (M2 - M)
Onde:
M1: Massa do picnémetro contend a solug¢io extrativa (g)

M2: Massa do picnémetro contendo dgua destilada (g)

M: Massa do picnoémetro vazio (g)

3.2.3 Determinagio do pH

A medi¢io do pH do extrato foi realizada com o uso de um pH-me-
tro digital, modelo mPA210, marca MS TECNOPON, previamente
calibrado com soluges tampio de pH 7,0 e pH 4,0. As determinagdes
foram efetuadas em triplicata, e os valores obtidos foram expressos como
media aritmética acompanhada do respectivo desvio padrio, garantindo
maior precisio e reprodutibilidade aos dados obtidos.

3.2.4 Determinagio do Teor de Cinzas Totais

A determinagio do teor de cinzas totais foi realizada utilizando um
cadinho (cdpsula de porcelana), cuja massa vazia (MCV) foi previamente
aferida em balancga analitica de precisio, modelo ACCULAB, marca
Sartorius. Em seguida, foram adicionados 2mL do extrato hidroalcodlico
da casca da castanha de caju, e o conjunto foi novamente pesado para
obten¢io da massa do cadinho cotendo o extrato (MCEC).

O cadinho foi entdo submetido a incinera¢io em forno mufla, man-
tido a temperatura constante de 550°C por um periodo de 5 horas. Ao
final do processo, o cadinho contendo as cinzas resultantes foi retirado do
forno e deixado em dessecador até atingir a temperatura ambiente. Apds
o resfriamento completo, procedeu-se 4 pesagem final para determinagio
da massa do cadinho com as cinzas (MCC).

O ensaio foi relizado em triplicata, e o teor de cinzas totais (%CT)
foi calculado com base na seguinte férmula:

% CT = (MCC- MCV/MCEC) x 100"

! A férmula expressa a porcentagem de cinzas totais obtidas ap6s incineragio da amostra, calculada com
base na razio entre a massa do residuo mineral remanescente e a massa liquida da amostra utilizada no ensaio.
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3.2.5 Determinagio do Residuo de Evaporagio

Para a determinagio do residuo de evaporagio, utilizou-se um
cadinho (cdpsula de porcelana), cuja massa vazia (MCV) foi aferida pre-
viamente em balanga analitica de precisio, modelo ACCULAB, marca
Sartorius (Alemanha). Em seguida, foram adicionados S mL do extrato
hidroalcodlico da casca da castanha de caju, e o conjunto foi novamente
pesado para obten¢io da massa do cadinho com o extrato (MCEC).

O cadinho foi inicialmente submetido a um banho-maria até a eva-
poragio da maior parte do liquido presente. Posteriormente, foi transferido
para uma estufa aquecida a 1052C, onde permaneceu por 1 hora. Apbds
esse perfodo, o cadinho contend o residuo foi retirado e deixado em desse-
cador até atingir a temperature ambiente. Realizou-se, entdo, a pesagem.

Assim, o procedimento de aquecimento e resfriamento foi repetido
até que se obtivessem duas pesagens consecutivas com valores constantes,
sendo registrada, assim, a massa final do cadinho com o residuo seco
(MCC). O ensaio foi conduzido em triplicata. O percentual de residuo
de evaporagio (%RE) foi calculado utilizando a seguinte férmula:

% RE = (MCC- MCV/MCEC) X 100

3.2.6 Determinagio da composi¢io mineral

Foi determinada a composi¢ao mineral do extrato por meio do
método de Espectrometria de Absor¢io Atoémica (QUIMIS, AA6300,
Shimadsu). Empregou-se um mostrador automdtico ASC6100 com otimi-
zagdo por chama (FAAS)’. O teste foi realizado em triplicata. A amostra
a ser analisada foi preparada da seguinte forma: 2 mL do extrato foram
incinerados* em um forno a 450 ¢ C, por um periodo de 4 horas, até se
obter um residuo de peso constante. O residuo final foi pesado e diluido
em 2 mL de dcido nitrico, completando-se o volume com até 100 mL de
dgua destilada. Assim, determinou-se a concentragio de Cddmio, Cromo,

A férmula expressa a porcentagem do residuo sélido obtido apds a evaporagio do extrato, calculada com
base na massa liquida da amostra inicialmente colocada no cadinho.

* Aespectrometria de Absor¢do atdmica com chama (FAAS- Flame Atomic Absorption Spectrometry) é uma
ténica instrumental utilizada na andlise quantitativa de elementos metilicos, baseada na absorgio de radiagio
por dtomos no estado fundamental em fase gasosa, proporcionando elevada precisio e sensibiliade.

* Alincineragio do extrato tem por objetivo remover completamente os compostos orgnicos, restando apenas
o residuo mineral necessdrio para andlise.



Ferro, Zinco, Manganés, Magnésio, Cobre e chumbo. As concentragoes
foram expressas em partes por milhio (pmm).

3.3 DETERMINA(;AO DE POLIFENOIS TOTAIS PELO
METODO FOLIN-CIOCALTEU

3.3.1 Preparagio da solugio padrio de icido pirogilico 0,025
mg/mL

Pesaram-se 50 mg de dcido pirogdlico (padrio primdrio) em balanga
analitica modelo ACCULAB (Sartorius, Alemanha). O material foi
dissolvido e o volume ajustado com 4dgua destilada. Em seguida, uma
aliquota de S mL foi transferida para um baldo volumétrico de 100 mL,
cujo volume foi completado com dgua destilada. Apés homogeneizagio,
obtendo-se a solugio padrio com concentragio de 0,025 mg/mL.

3.3.2 Preparagio da curva de calibragio

Foram utilizados nove baloes volumétricos de 50 mL. O primeiro
foi rotulado como Branco, cinco como solugdes padrio e trés contendo
as amostras. As quantidades de reagentes e amostras utilizadas estdo
descritas na Tabela 1, sendo os volumes completados com dgua destilada.

Tabela 1- Preparagio das solugdes para a curva de calibragio.

M COmg/mL)  Agua(ml) SP{mL) SM (miL) RFC{mL) SCs{mL)
1 Branco 10 0 0

2 0,025 10 1 1 2 2

3 0,050 10 2 2 2 2

4 0,075 10 3 3 2 2

5 0,100 10 4 4 2 2

[ 0,125 10 5 5 2 2

7 Amostra 1 10 0 3 2 2

g Atnastrs 2 10 1] 3 2 2

E Armostra 3 10 0 3 2 2

Legenda: C- concentragio; SP- solugio padrio de 4cido pirogdlico 0,025 mg/mL; SM-
solugio de amostra; RFC- reagente de Folin Ciocalteu; SCS- solugio de carbonato de
sédio a 20%.

Fonte: LPFar/UNIFAP (2014).
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3.3.3 Preparagio da amostra

Foi transferido 1 g do extrato para um balio de 100 mL, dissol-
vendo-se completando o contetido e completando o volume com dgua
destilada. Em seguida, retirou-se uma aliquota de 5 mL, a qual foi diluida
para 100 mL em outro balio volumétrico. Essa solugio foi utilizada na
preparagio das amostras descrita na Tabela 1.

A escolha do método de Folin-Ciocalteu nesta etapa se deve a sua
reconhecida eficicia na quantificagio de compostos fendlicos em matrizes
vegetais, sendo largamente utilizada em estudos que visam a caracterizagio
quimica e 2 avaliagio do potencial antioxidante de extratos naturais. Sua
aplicagdo permite estimar, com precisio e sensibilidade, o contetido total
de substincias fendlicas presents na amostra analisada.

3.3.4 Determinagio dos Polifenéis totais em porcentagem

Foram realizadas as leituras de absorbincia do branco, das solucoes
padrio e da amostra, a 760 nm, com o uso de um espectrofotémetro de
Absor¢io Atdmica (Quimis, AA6300, Shimadsu). A curva de calibragio
foi construida com base nas concentragdes padrio, e sua aquagio foi deter-
minada por ajuste linear utilizando o método dos minimos quadrados.’

Com base na equagio obtida, foi possivel interpolar o valor da
absorbincia da amostra, estimando-se a respectiva concentragio de poli-
fendis totais. A andlise foi conduzida em triplicate, visando reduzir erros
aleatdrios e assegurar a consisténcia dos dados. A porcentagem dos fendis
totais (FT) foi calculada empregando-se a seguinte expressio:

% FT = C(x) X 100

* O método dos minimos quadrados é uma técnica estatistica aplicada para ajustar uma reta aos dados
experimentais, minimizando os desvios entre os valores medidos e os estimados. Utilizado nesta pesquisa
para estabelecer a equagio da curva de calibragio a partir das leituras de absorbéincia.



AVALIA(;AO DA ATIVIDADE LARVICIDA

4.1 OBTENCAO DAS LARVAS

Aslarvas de dedes aegypti (cepas Macapd e Rockeffeler) e de Culex
quinguefasciatus foram mantidas no Laboratério de Arthropoda da Uni-
versidade Federal do Amapd (ARTHROLAB) a partir de ovos da geragio
Fs, selecionadando-se exclusivamente larvas no 4¢ estddio jovem para evitar
que atingissem o estdgio de pupa durante os experimentos. As colonias
foram mantidas em condi¢des padronizadas (aproximadamente 25
2°C, 75 5 % de humidade relativa e fotoperiodo de 12 horas) em uma
sala de 3 m x 4 m, em conformidade com protocolos recomendados pela
Organizagdo Mundial da Satde (WHO, 1970, 1980, 1984) ¢ literatura
de entomologia tropical.

4.2 DESENHO EXPERIMENTAL PARA O ENSAIO BIOLOGICO

Para a realizagdo do ensaio bioldgico, testaram-se inicialmente con-
centragdes do extrato equivalentes a 10, 20, 30, 40 e S0 ppm. O extrato
demonstrou elevada atividade larvicida, atingindo 100 % de mortalidade
em poucas horas. Diante desse resultado, optou-se pela adogdo de concen-
tragdes significativamente mais baixas, visando mpermitir uma melhor
avalia¢io da sensibilidade larval e a posterior estimativa dos parimetros
letais (CLs, € CLyj). As concentragdes foram definidas de acordo com a
resposta de cada espécie, sendo qua as larvas de Culex quinquefasciatus
apresentaram maior sensibilidade ao extrato, exigindo dilui¢ées ainda
mais menores. As concentragdes finais utilizadas para cada cepa foram
as seguintes:

* Aedes aegypti Rockefteler: 1,055 1,57; 2,10 € 2,62 ppm

* Aedes aegypti Macapi:1,57; 2,62 ¢ 3,67 ppm
*  Culex quinquefasciatus Macapi: 0,26; 0,52; 0,79 ¢ 1,05 ppm
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Os bioensaios foram realizados em béqueres de vidro (Figura 3) com
capacidade para 100 ml. Em cada um deles, foram adicionados 80 ml de
dgua destilada, seguidos das concentragdes previamente determinadas do
extrato. A solugio foi agitada para homogeneizagio e, em seguida, as larvas
foram introduzidas nos respectivos grupos experimentais. Apds a inser¢io
das larvas, o volume foi completado para 100 ml com dgua destilada.

As leituras de mortalidade foram realizadas nos periodos de 3, 6,
24 e 48h, ap6s a exposigdo das larvas as solugdes. A contagem dos indi-
viduos mortos foi realizada com base na auséncia total de movimentos,
mesmo apds estimulagdo externa exaustiva do recipiente com o auxilio
de pipetas Pasteur.

Figura 3_ Bioensaios realizados com as larvas de mosquitos

Fonte: LPFar/UNIFAP (2014).

Para cada ensaio, empregou-se um grupo controle contendo apenas
dgua destilada e uma quantidade de etanol a 70%, correspondente a0 volume
em microlitros (wL) da maior concentragio de extrato empregada. Os grupos
experimentais corresponderam a cada uma das concentragdes testadas para
as diferentes espécies, conforme anteriormente mencionado, somando-se
ao grupo controle. Em todos os grupos, foram utilizadas 20 larvas.



RESULTADOS E DISCUSSOES

Para determinar os valores de CL50 da atividade larvicida do extrato
hidroalcéolico de caju foi realizada uma anélise Probit®. Além do efeito
da substincia testada, avaliou-se se a mortalidade observada era depen-
dente do tempo de exposi¢do das larvas ao extrato. Para isso, foi realizada
uma comparagio entre as andlises de regressio das varidveis mortalidade
versus concentra¢ao nos tempos de 24 e 48 horas. Considerou-se um
efeito estatisticamente significativo quando p <0,05. O processamento
dos dados foi realizado utilizando-se o software Statgraphic Centurium

XXV.1 (StatEase Co. MA. USA).

5.1 CARACTERIZACAO PRELIMINAR DO EXTRATO
HIDROALCOOLICO 70% DA CASCA DA
CASTANHA DE CAJU

Considerando-se a revisio bibliogréfica realizada, nio foram encon-
tradas referéncias na literatura cientifica que descrevam a obtengio de
extrato hidroalcodlico a 70% utilizando especificamente a casca da casta-
nha de caju (Anacardium occidentale L.). A Figura 4 ilustra a castanha de
caju seccionada transversalmente, evidenciando a porgio empregada na
preparagio do referido extrato. Observa-se a presenga do liquido oleoso
procedente da casca, o LCC, atualmente o constituinte mais investigado
dessa espécie vegetal em virtude de seu potencial bioativo.

¢Optou-se pela andlise Probit por ser um modelo estatistico muito utilizado na determinagio da concentragio
letal capaz de provocar a morte de 50% das larvas expostas (CLs,), especialmente por ajustar adequadamente
os dados de vida ou morte em fungio da dose ou concentragio aplicada.
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Figura 4 - Fruto e pseudofruto (A). Constituintes da castanha de caju (B e C)

Pericarpo Mesocarpo

LN\

castanha de caju Endocarpo

Améndoa

Fonte: LPFar/UNIFAP (2014).

5.1.1 Caracteristicas organolépticas

A Figura 5 apresenta a aparéncia do extrato hidroalc6olico 70% obtido a partir da
casca de castanha de caju. O extrato apresentou odor caracteristico, distinto daquele
normalmente associado ao liquido da Castanha de caju (LCC). Em termos visuais,
exibiu aspecto translicido, homogéneo e coloragio marrom-escura, sem a presenga de
particulas em suspensio.

Figura 5 - Amostra do extrato hidroalcéolico 70% da casca da castanha de caju
demonstrando a cor marrom-escura.

Fonte: LPFar/UNIFAP (2014).



5.1.2 Propriedades fisico-quimicas

A andlise fisico-quimica preliminar realizada com o extrato hidroal-
céolico 70% da casca da castanha de caju estd apresentada na Tabela 2. Na
presente andlise, o valor de densidade foi de 0,910+ 0,001 g/mL. Aremu
e Akinwumi (2014) reportam valores de 0,909 g/mL para LCC ¢ 0,913
g/mL para o éleo extraido da améndoa de caju. Outros estudos indicam
densidades de aproximadamente 0,500 g/mL para o éleo da améndoa.

Akinhanmie Akintokun (2008) evidenciaram densidade de 0,962
g/mL para o 6leo da castanha, e, em estudo comparative entre castanhas
de espécies brasileiras e africanas, observaram valores de 0,941 g/mL e
0,924g/mL, respectivamente. E importante ressaltar que esses produtos
sdo, em sua maioria, de natureza oleosa, obtidos a partir do aquecimento
da parte da castanha com maior concentragio Ipidica.

A variabilidade nas propriedades dos extratos, além da possibilidade
de influéncia de fatores externos, pode indicar das diferengas no produto
em fun¢io dos métodos utilizados.

Tabela 2 - Caracteristicas fisico-quimicas preliminares do extrato hidroalcéolico da
casca da castanha de caju.

Propriedades Unidade Média + DP
Densidade 20°C a/mlL 0,910 + 0,001
pH (1l erm 15 mL &A0) - 5,08 + 0,03
Cinzas % 1,17+ 0,01
Residuo de Evaporagio % 10,43 £0,17

Faolifendis totais % 5,52 £ 0,001

Nota: AD . dgua destilada; DP _ desvio padrio.
Fonte: LPFar/UNIFAP (2014).

O pH obtido para o extrato foi de 5,08+ 0,03, indicando acidez
da solucdo. Esse valor ¢ mais dcido que os relatados por Idah ez 4/. (2014)
que obtiveram pHs de 6,28 ¢ 6,68 para LCC da casca da castanha e para
0 6leo da améndoa de caju, respectivamente.

O LCC ¢ obtido basicamente pelo aquecimento da castanha e

retirada do produto, enquanto o extrato hidroalcéolico a 70% da casca
da castanha de caju possibilita maior interagio com a casca, preenchendo
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seus poros da mesma e facilitando a extragdo de outros components, como
polifendis, flavonoides e dcidos fendlicos, que contribuem para a acidez
do extrato.

Aremu e Akinwumi (2014) obtiveram valores de 5,7 (método
Soxhlet) e 5,2 (método mecinico) para o éleo da améndoa de caju. O
vapor d’dgua pode arrastrar outros compostos da casca que, da mesma
forma, aumentam o contetido 4cido desse extrato.

Quanto ao teor de cinzas, foi encontrado valor de 1,17£0,01 %.
Melo et al. (1998) verificaram 2,40% para castanhas cruas e 2,43% para
as tostadas. Akinhanmi e Akintokun (2008) registraram valor de 2,8%
paraa castanha. Os autores acrescentaram também cinzas de LCC de duas
variedades de castanhas, brasileira (1,2%) e africana (1,3%). Dessa forma,
Aquino et al. (2011) demonstrou valores de 2,30% para castanhas com
manchas e 2,81% para castanhas sem manchas. Aremu e Akintokun (2008)
evidenciaram 3,73 £ 0,1%. No que tange aos residuos de evaporagio, o
valor obtido foi de 10,49 £ 0,17%.

5.1.3 Avaliag¢io da composi¢io mineral

A Tabela 3 sumariza o teor mineral presente no extrato hidroal-
céolico a 70% da casca da castanha de caju. O chumbo apresentou a
concentra¢io mais elevada (0,1737 £ 0,1169 ppm), seguido, em ordem
decrescente, por Magnésio (0,7668 £ 0,0618 ppm), Ferro (0,1022 + 0,0063
ppm), Zinco (0,0779 + 0,0169 ppm), Cobre (0,0275 + 0,0106 ppm), Man-
ganés (0,0274 + 0,0063 ppm), Cromo (0,0121 £ 0,0079 ppm) e Céddmio
(0,0040 + 0,0013 ppm).

O teor mineral da castanha de caju também foi demonstrado por
Akinhanmi e Akintokun (2008). Alguns minerais encontrados por estes
autores, como cilcio, sédio, f6sforo e potdssio, nao foram detectados na
presente pesquisa. A composi¢io mineral das espécies, em geral, depende
do solo onde as plantas crescem, das chuvas, da intensidade da luz solar,
além das caracteristicas intrinsecas do vegetal. Contudo, conhecer esaa
composi¢do ¢ fundamental, pois pode ser utilizada para comparar e
identificar extratos preparados a partir de castanhas provenientes de
diferentes regides.



Tabela 3 - Composi¢io mineral da casca da castanha de caju

Elementos

Cd Cr Fe Zn In Mg Cu Ph

00027 00150 01005 00%66 00326 07215 00366 00947

00053 00031 01082 00802 00204 08124 00300 0,1184

Iy
1
2 00040  0,0181 00870 00628 0,0293 06865 0,015% 03079
3
X

00040 00121 01022 0,078%  0,0274 07668 0,0275 01737
DP 00013 00078 00062 00168 00063 00618 00106 01168

Fonte: LPFar/UNIFAP (2014).

5.1.4 Avaliagio dos polifenéis

A determinagio dos polifendis totais foi realizada com o objetivo de
caracterizar fisico- quimicamente o extrato hidroalcéolico a 70% da casca
da castanha de caju. A curva de calibragio obtida durante essa andlise ¢
apresentada no Grifico 1.

Grifico 1 - Curva de calibragio ajustada para a determinagio de polifendis pelo
método de Folin Ciocalteu

025 —
R=10,9913 -
R*=0,9827
0.20 Ahs=-0,0078+1.824*C

Absorbdncia

w L L L L T T
0,02 004 0.06 o.08 .10 o.12 0.14

Concentracio (mg/50mL)
Fonte: LPFar/UNIFAP (2014).

O teor de polifendis totais encontrado foi de 5,52 + 0,001%. Os
valores encontrados para essa determinagio estio representados na Figura
6. Os polifendis tém demonstrado diversas atividades bioldgicas, desta-

cando-se as propriedades antioxidants e anti-inflamatérias, entre outras
(Escalona ez al., 2013).



5.2 AVALIACAO DA ATIVIDADE LARVICIDA DO
EXTRATO HIDROALCOOLICO 70% DA CASCA DA
CASTANHA DE CAJU

5.2.1 Avaliagio da influéncia do tempo de exposicio na
mortalidade da espécie Culex quinquefasciatus.

Os resultados obtidos para o extrato hidroalcéolico a 70% da casca da
castanha de caju foram comparados, prioritariamente, com estudos realizados
com o liquido da castanha de caju (LCC), produto mais investigado dessa
espécie. Até onde alcangou a revisio bibliogréfica consultada, nio foram
encontrados relatos referentes ao extrato hidroalcdolico a 70% da casca da
castanha de caju; trata-se, portanto, de referéncia inaugural a esse produto.

Verificou-se que o extrato apresenta elevada atividade larvicida. Nas
primeiras 3 a 6 horas de exposi¢io das larvas as solugdes com concentragdes
entre 10-50 ppm, observou-se mortalidade signifivativa, chegando a 100
% em alguns ensaios. Isto demonstra alta poténcia biocida. Por essa razio,
nos experimentos posteriors, as concentragoes foram reduzidas aos niveis
avaliados nesta investiga¢ao.

Evidenciou-se um grande nimero de mortes larvais, com alta letali-
dade jd nas primeiras 24 horas de exposicio, restando poucas larvas vivas
até o marco de 48 horas. Com o objetivo de avaliar se o tempo de exposi¢io
influenciaria a atividade larvicida observada, procedeu-se 4 comparagio
das andlises de regressio entre mortalidade e concentragio para os dois
periodos avaliados (24 e 48 h). A Tabela 4 apresenta a andlise estatistica
realizada para a espécie Culex quinquefasciatus.

Tabela 4 - Anilise de regressio multipla para comparagio das linhas de regressio nos
tempos de 24 ¢ 48 horas para Culex quinquefasciatus.

Parametro Estimado Erro Padrio Teste T

Estatistica p-valor
Constante 0.17804% 0.187482 0.949£91 03739
Concentragio () 0633493 028176 217128 0.0729
Tempo as 48h 0152641 0.26513% 0.575702 0.5857
Tempo*C as 48h 0.15144% 0412611 0.36704% 07262
{*) Por

Fonte: LPFar/UNIFAP (2014).



De acordo com os dados apresentados na tabela 4, a magnitude dos
p-valorores superiores a 0,05 para todos os parimetros avaliados indica
auséncia de diferenga estatisticamente significativa na mortalidade entre
os tempos de 24 e 48 horas. Dessa forma, conclui-se que o tempo de expo-
si¢do das larvas ao extrato hidroalcdolico da casca da castanha de caju nio
exerce influéncia relevante sobre a mortalidade observada. Assim, o efeito
larvicida ¢ atribuido exclusivamente 4 concentragio do extrato utilizado.

O Grifico 2 apresenta a ilustragio ajustada para cada um dos tempos
de exposicio avaliados para a espécie Culex guinguefasciatus, incluindo as
respectivas expressoes de regressdo. Ao analisar as curvas, observa-se que
as expressoes sdo equivalentes, uma vez que a diferenga entre as interse¢des
¢ proporcional a diferenca entre as inclinagdes. Esse resultado permite o
célculo da CLs, utilizando-se qualquer uma das expressoes obtidas.

Grifico 2_ Linha de regressio mortalidade vs concentragio nos tempos 24 e 48 horas
para espécie Culex quinquefasciatus
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Fonte: LPFar/UNIFAP (2014).
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5.2.2 Avaliagio da atividade larvicida da espécie Culex
quinquefasciatus

5.2.2.1 Determinagio da CL50 para a espécie Culex
quinquefasciatus

Os resultados da avaliagao da atividade larvicida do extrato hidroal-
céolico 70 % da casca da castanha de caju para a espécie Culex quingue-
fasciatus sio apresentados na Tabela S.

Tabela 5 - Representacio dos valores da concentragio e mortalidade nas 24 e 48
horas para a determinagio da CLS50 para a espécie Culex quinqguefasciatus.

24 h 48 h
Grupo C{ppm) X DP X DP
I Controle 0.00 0.00 0.00 0.00
I 0.26 0.50 0.18 0.87 0.10
m 0.52 0.63 0.24 0.8 0.10
v 0.79 0.67 0.14 0.98 0.03
v 1.05 0.75 0.09 0.98 0.03

Nota: C, concentragio; X, mortalidade em %; DP, desvio padrio
Fonte: LPFar/UNIFAP (2014).

A anilise dos dados apresentados na Tabela S permitiu constatar
que o extrato hidroalcdolico a 70% da casca da castanha de caju apresentou
efetiva atividade larvicida. Observa-se que, em 24 horas, a menor taxa de
mortalidade foi de 50%, enquanto a maior, registrada apds 48 horas de
exposicio, foi de 98%.

Neste estudo, o extrato da casca da castanha de caju apresentou
uma CL50 frente a espécie Culex quinguefasciatus igual a 0,52 ppm. O
grifico 3 demonstra a figura analitica gerada a partir da andlise Probit,
método estatistico utilizado para a determinagio dessa concentragio letal.



Grifico 3_ Determinagio da CL50 para a espécie Culex quinquefasciatus
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Fonte: LPFar/UNIFAP (2014).

O extrato hidroalcdolico a 70% da casca da castanha de caju causou
mortalidade larval em uma concentragio considerada baixa, de 0,52 ppm,
quando comparada aos dados encontrados na literatura. Esse resultado
indica que o extrato da espécie vegetal empregada apresenta elevada efi-
ciéncia, uma vez que, mesmo em concentra¢des reduzidas, é capaz de
provocar alto indice de mortalidade.

Os resultados das CL50 confirmam que o extrato da casca apresentou
comportamento semelhante ao relatado por Shaalan ez 4/. (2005), os quais
afirmam que, em geral, as larvas do género Culex sio mais suscetiveis a
extratos botinicos com agio inseticida do que as larvas do género Aedes.
O referido autor acrescenta qua a menor CLS0 descrita para um compo-
nente botinico foi de 0,004mg/L, correspondente a um constituinte da
espécie vegetal Pzper nigrum.

Boa atividade larvicida sobre Culex quinquefasciatus também foi
observada por Fauziah ez 4/. (2014), os quais demonstraram que essa espé-
cie é suscetivel a concentragdes de 8 a 10,49 ppm de LCC, apresentando
uma CLs, 20,52 ppm.

Intmeros estudos tém sido realizados acerca da atividade inseticida
de compostos de origem botinica frente a espécie Culex guinguefasciatus;
entretanto sio escassas as pesquisas que abordam especificamente a ati-
vidade larvicida de Anacardium occidentale Linn. contra esse mosquito.
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5.2.3 Avaliagio da influéncia do tempo de exposicio na
mortalidade da espécie Aedes aegypti (linhagem Macapd)

A mesma andlise foi realizada para a espécie Aedes aegypti Macapd. A
Tabela 6 apresenta os resultados da andlise estatistica realizada. Da mesma
forma, os valores de p para todos os pardmetros avaliados foram superiores
2 0,05. Isso indica que no hd diferenca estatisticamente significativa na
mortalidade entre os tempos de 24 e 48 horas para essa espécie.

Tabela 6 - Anilise de regressio multipla para comparagio das linhas de regressio nos
tempos de 24 e 48 horas para Aedes aegypti (linhagem Macapd).

Parimetro Estimado Erro Padrio Teste T

Estatistica P-Valor
COMNZTANTE 0186773 0264334 0706576 05188
Concentracio (C) 0150497 0110722 1.35523 0.2457
Tempo=48 0.0267054 0373827 0.0714486 0.9465
Tempo ¥C=48 0.117451 0156585 0750075 0.454%
{*3 Por

Fonte: LPFar/UNIFAP (2014).

A tabela 6 apresenta os valores ajustados para cada um dos tempos
de exposi¢io avaliados na espécie Aedes aegyptilinhagem Macapd. Nela sao
exibidas, também, as respectivas expressdes de regressao. Assim como ocorreu
para Culex, nio foram encontradas diferengas estatisticamente significativas
entre as linhas de regressio para os dois tempos avaliados, o que permite o
célculo da CLs, utilizando-se qualquer uma das expressoes obtidas.

O Grifico 4 mostra a figura ajustada para os dois tempos de exposigio
avaliados na espécie Aedes aegypti linhagem Macapd. Nele, observam-se
expressoes de regressio correspondentes, que se apresentam idénticas.
Tal fato reforga a possibilidade de cdlculo da CL5, com base em qualquer
uma das equagdes ajustadas.



Grifico 4 _ Linha de regressio mortalidade vs concentragio e os tempos 24 e 48 horas
para a espécie Aedes aegypti Macapi.
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Fonte: LPFar/UNIFAP (2014).

5.2.4 Avaliagio da atividade larvicida para a espécie Adedes
aegypti (linhagem Macapa)

5.2.4.1 Determinagio da CL50 para a espécie Aedes aegypti
(linhagem Macap4)

Os resultados da avaliagao da atividade larvicida do extrato hidroal-
céolico a 70% da casca da castanha de caju para a espécie Aedes aegypts
(linhagem Macap4) sdo apresentados na Tabela 7.

Tabela 7 - Valores de concentragio e mortalidade as 24 e 48 horas para determinagio
da CL50 na espécie Aedes aegypti (linhagem Macapd).

24 h 48 h
Grupo C{ppm) X Dp X DP
1 Controle  0.00 0.00 0.00 0.00
I 1.57 0.74 0.08 0.97 0.08
m 2.62 0.60 0.38 0.99 0.02
% 3.67 0.59 0,42 1.00 ]

Fonte: LPFar/UNIFAP (2014).



A anélise dos dados da tabela anterior permitiu verificar que o extrato
hidroalcdolico a 70% da casca da castanha de caju proporcionou efetiva
atividade larvicida. A tabela 7 mostra que a menor porcentagem de mor-
talidade de 59 % em 24h, enquanto a maior foi de 100% em 48 horas,
evidenciando alto indice de mortalidade, independentemente do tempo de
exposi¢io. Além disso, observa-se que a concentragio de 3,67 ppm foi capaz
de provocar 100% de mortalidade em larvas de Aedes (linhagem Macapd).

Esses resultados sio corroborados por estudos anteriores, como
os de Mukhapahyay ez 4l. (2010), Farias ez al. (2009) e Lomonaco et 4l.
(2009), que também demonstram excelente atividade larvicida associada
aespécie A. occidentale.

Para tanto, Mukhapahyay ez /. (2010) demonstraram que as con-
centragdes de 12 ppm e 19 ppm de LCC provocaram alta e idéntica taxa
de mortalidade (98,5%) em larvas de Aedes acgypti, quando expostas a
essas concentragoes.

A CL50 determinada para o extrato da casca da castanha de caju
frente a espécie Aedes aegypti (linhagem Macapd) foi de 0,94 ppm. O dese-
nho analitico gerado por meio da andlise Probit para defini¢io desse valor
érepresentado no Grifico 5, mostrando a concentragio estimada capaz de
causar 50% de mortalidade nas larvas da referida limhagem do mosquito.

Grifico 5_ Determinagio da CL50 para a espécie dedes aegypti (linhagem Macapd)
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Fonte: LPFar/UNIFAP (2014).



Estudo realizado por Porto et al. (2013) demonstrou que tanto o
LCC recém-produzido quanto aquele submetido ao resfriamento a 4° C
por seis meses causaram mortalidade em torno de 70% em larvas de 4.
aegypti, mesmo em diluicoes de até 0,1 mg. mL™ A CL50 do produto
recém-produzido e do armazenado sob congelamento variou de 0,07 mg.
mL™ 2 0,009 mg. mL™, demonstrando a toxicidade do LCC extraido
do cajueiro.

O estudo conduzido por Tripathy ez 4/. (2011) revelou atividade
larvicida da planta Anacardinm occidentale Linn sobre trés espécies de
mosquitos, dentre elas Aedes aegypti e Culex quinquefasciatus, relatando
valores de CL50 de 27,82 ppm e 11,68 ppm, respectivamente.

Também Guissoni ez a/. (2013) relatou o resultado promissor das
concentragoes letais do liquido da castanha de caju sobre larvas de 4.
aegypti que foram de 6,55-ppm para o CL50 e 10,98 ppm para o CL9O0.

5.2.5 Avaliagio da influéncia do tempo de exposi¢io
na mortalidade para a espécie Aedes aegypti (linhagem
Rockefteler)

Diferentemente do que acontece com as larvas do género Culex
e Aedes (linhagem Macapd), para esta espécie o tempo de exposi¢do das
larvas ao extrato apresentou diferencas estatisticas significativas (p valor
<0,05; Tabela 8). Isto significa dizer que a mortalidade das larvas para esta
espécie, além da influéncia da concentragio, foi influenciada pelo tempo
que estas permaneceram expostas a0 extrato.

Tabela 8 - Anilise de regressio multipla para a comparagio das linhas de regressio
para os tempos 24 ¢ 48 horas para Aedes aegypti Linhagem Rockefeller

Pardmetro Estimado Erropadrio _ Teste T

E statistica p-valor
CONSTANTE 799811 2.96705 26.9564 0.0000
Concentragio 7.95761 1.54032 51662 0.0000
Tempo as 48h 11.6824 4.19604 278416 00115
C*Tempo as 48h 477605 217834 -2.19295 0.0403

Z, concentragio; (*) Por

Fonte: LPFar/UNIFAP (2014).
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Grifico 6_ Linha de regressio mortalidade vs concentragio s 24 e 48 horas paraa
espécie dedes aegypti (linhagem Rockefteler).

Fonte: LPFar/UNIFAP (2014).
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O Grifico 6 representa as linhas de regressio ajustadas para os tempos
avaliados. Além disto, a figura evidencia as expressoes matemdticas de cada
uma delas. Como pode se observar, as linhas de regressio cortam-se num

ponto do gréfico. Isto é indicativo de que acontece uma brusca mudanga
da inclinagio de uma das curvas, como consequéncia, provavelmente de
outro fator externo, neste caso o tempo de exposicio das larvas de Aedes
aegypti (linhagem Rockefteler) a substincia téxica e a concentragio tém

interferéncia sobre a mortalidade.

5.2.6 Avaliagio da atividade larvicida para a espécie Aedes

aegypti (linhagem Rockeffeler)

5.2.6.1 Determinagio da CL50 para a espécie Aedes aegypti

(linhagem Rockeffeler)

Na tabela 9 estdo apresentados os resultados obtidos no ensaio de
atividade larvicida do extrato hidroalcéolico da casca de castanha de caju.



Tabela 9 - Representagio dos valores da concentragdo e mortalidade nas 24 ¢ 48 horas
para a determinagio da CL50 para a espécie Aedes aegypti (linhagem Rockefteler).

24h 48 h
Grupo C{ ppm) X Dp X Dp
I Controle 0.aa 0.00 Q.00 Q.00
1l 1,05 0,88 0,03 0,95 0,05
1] 1,37 0,92 0,03 0,97 0,08
IV 2,10 0,98 0,03 0,98 0,03
v 2,62 0,95 0,09 1,00 0,00

Fonte: LPFar/UNIFAP (2014).

Evidenciou-se que a concentragio que causou a menor mortalidade
foi em torno de 88% dentro das 24h, bem como a de maior mortalidade
foi de 100% no periodo das 48 de exposi¢do ao extrato. Esses dados con-
firmam que o extrato apresentou efetividade frente as larvas de Aedes
aegypti (linhagem Rockeffeler) provocando indices superiores a 50% de
letalidade. Também, a concentragio que provocou 100% de mortalidade
foi de 2,62 ppm.

Nota-se a suscetibilidade desta linhagem diante da baixa concen-
tragdo do extrato da castanha de caju, demonstrando este apresentar
propriedades larvicidas considerdveis.

Como foi mencionado anteriormente, foram encontradas diferencas
estatisticas significativas (p valor <0,05; Tabela 9), da mortalidade das larvas
para esta espécie, para os dos tempos de exposi¢do avaliados. Portanto,
foram calculados valores da CL50 para 24 e 48 horas, pois para efeitos
préticos, esse valor pode ser importante. Em seguida, apresentam-se os
gréficos obtidos da andlise Probit para a determinagio da CL50 nas 24
horas (grifico 7) e nas 48 horas (grifico 8). Neste estudo a CL50 foi de
0,74 ppm para as 24 horas e 0,68 ppm para as 48 horas.

wn

N



Grifico 7_ Determinagio da CLS50 para a espécie dedes aegypti (linhagem
Rockefteler) no perfodo de 24 horas.
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Fonte: LPFar/UNIFAP (2014).

Grifico 8 - Determinagio da CL50 para a espécie dedes aegypts (linhagem
Rockefteler) no perfodo de 48 horas.
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Fonte: LPFar/UNIFAP (2014).

De um modo geral, todas as concentragdes letais das espécies aqui
estudadas sio bem menores que as encontradas por Guissoni ez /. (2011),
Lomonaco et al. (2009) e Porto et al. (2013).



CONSIDERACOES FINAIS

Este estudo, desenvolvido no curso de Ciéncias Farmacéuticas da
Universidade Federal do Amapd (UNIFAP), que se dedicou a avaliagio do
potencial larvicida do extrato hidroalcodlico de Anacardinm occidentale
Linn (popularmente conhecida como juqueira) contra insetos vetores de
doengas endémicas, como Aedes aegypti e Culex quingueascratus, trans-
missores da dengue.

A pesquisa destaca o empenho da autora em colaborar com a busca
por alternativas sustentdveis aos inseticidas quimicos, que podem favore-
cer a resisténcia dos insetos e causar danos ambientais. O uso de plantas
medicinais, como a Junqueira, surge como uma opgio promissora devido
as suas propriedades anti-inflamatérias e antibacterianas, provenientes de
compostos como polifendis, taninos e flavonoides.

O trabalho compreendeu a elaboragio e caracterizagio do extrato
hidroalcodlico a 70% de casca da castanha de Anacardium occidentale,
conhecida com caju, seguida da avaliagdo de sua atividade larvicida. A
coleta dos frutos foi realizada em um sitio no municipio de Macap4, estado
do Amapd. A separagio da casca da castanha foi feita manualmente, e o
extrato foi preparado utilizando uma propor¢io de 3 Ml de 4lcool 70%
para cada grama de casca, agitado diariamente por trés dias e, posterior-
mente, decantado e filtrado.

A caracterizagio fisico-quimica do extrato hidroalcodlico incliu a
determinagdo do Ph, cinzas totais, residuo de evaporagio e polifendis totais.
As andlises foram conduzidas no Laboratério de Pesquisa em Firmacos
da UNIFAP, seguindo as normas do Instituto Adolfo Lutz. A avaliagio
dos polifendis totais foi realizada por espectrofotometria de absor¢io
atémica, com a construgio de uma curva de calibra¢io para determinar
a concentragio na amostra.

Os bioensaios para avaliar a atividade larvicida foram realizados
com larvas de dedes acgypti e Culex quinquefasciatus, utilizando diferentes
concentragdes do extrato hidroalcodlico. As leituras de mortalidade foram
verificadas em intervalos de trés, seis, 24 e 48 horas apds a exposi¢do das
larvas as solugdes. A andlise dos dados foi realizada por meio de andlise



Probit para determinar os valores de CL, e verificar a dependéncia do
tempo de contato das larvas com o extrato.

Os resultados demonstraram que o extrato hidroalcodlico a 70% da
casca da castanha de Anacardium occidentale possui atividade larvicida
promissora contra as espécies avaliadas. A CL,  para Culex quinquefasciatus
foi de 0,52 ppm, para Aedes acgpti (linhagem Macapd) foi de 0,94 ppm e
para Aedes aegypti (linhagem Rockefteler) foi de 0,74 ppp (24 horas) e 0,68
ppm (48 horas). Portanto, Anacardium occidentale apresenta potencial
para ser utilizado no controle de larvas de mosquitos, especialmente em
dreas de cultivo pequeno, como hortas.

Espera-se que os resultados obtidos possam contribuir para o desen-
volvimento de novas estratégias de controle de vetores mais sustentdveis
¢ ambientalmente seguras.
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