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RESUMO

SOUSA, A. C. B. Acao do Liquido da Castanha de Caju (Anacardium occidentale
L.) sobre diferentes fases de desenvolvimento de Lutzomyia longipalpis. 2016.
53f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncia Animal) - Programa de Pdés Graduagdo em
Ciéncia Animal, Universidade Federal do Piaui, Teresina, 2016.

Objetivou-se avaliar a agao do Liquido da Castanha do Caju (LCC) frente as diferentes
fases de desenvolvimento do Lutzomyia longipalpis. Inicialmente, as castanhas de caju
foram coletadas no setor de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do Piaui, em
seguida, encaminhadas ao Laboratério de Geoquimica para que a extragdo do LCC em
hexano fosse realizada. As concentracdes testadas foram preparadas a partir de uma
solugéo estoque (LCC + DMSO / Proporgado 1:1) e consistiram em: 50 mg/mL (25%
DMSO), 75 mg/mL (18, 75% DMSO) e 100 mg/mL (12, 5% DMSO) e o controle (agua
destilada + DMSO/ Propor¢ao 1:1). Assim, 1,5 mL de cada concentragdo foi
individualmente espalhada, com o auxilio de um swab estéril, na regido ventral de
hamsters, previamente anestesiados a partir da associagdo Ketamina (80 mg/mL) e
Xilazina (5 mg/mL). Em seguida, o mesmo, era disposto em gaiolas com formato de
cubo e dimensdes de 20 cm contendo 20 fémeas de Lutzomyia longipalpis, de acordo
com o tratamento estabelecido, para a realizagdo do repasto sanguineo, perfazendo 60
min. Decorrido esse tempo, as fémeas foram acondicionadas em potes para a
realizagao da ovipostura e para o acompanhamento das fases de desenvolvimento. Os
potes foram observados até 50 dias apds a realizagdo do repasto sanguineo. Os
parametros avaliados foram: indice de repasto alimentar, indice de postura, indice de
eclosdo das larvas, indice de larvas no instar IV e indice de insetos adultos. Para o
processamento das amostras foi utilizado o Bioestat, versdo 5.3 (Ayres et al. 2007) e o teste de
Kruskal — Wallis admitindo-se p < 0, 05%.

ABSTRACT

SOUSA, A. C. B. Net Action cashew (Anacardium occidentale L.) on different
Lutzomyia development phases longipalpis. 2016. 53f. Dissertacao (Mestrado em
Ciéncia Animal) - Programa de P6s Graduag&o em Ciéncia Animal, Universidade Federal
do Piaui, Teresina, 2016.

The objective of this study was to evaluate the action of Cashew Nut Liquid (LCC)
against the different stages of development of Lutzomyia longipalpis. Initially, the
cashew nuts were collected in the Agricultural Sciences sector of the Federal University
of Piaui, then sent to the Geochemistry Laboratory for the extraction of LCC in hexane.
The concentrations tested were prepared from a stock solution (LCC + DMSO / 1: 1
ratio) and consisted of: 50 mg / mL (25% DMSO), 75 mg / mL (18, 75% DMSO), and
100 mg / ML (12.5% DMSO) and the control (distilled water + DMSO / 1: 1 ratio). Thus,
1.5 mL of each concentration was individually scattered with the aid of a sterile swab in
the ventral region of hamsters, previously anesthetized from Ketamine (80 mg / mL) and
Xylazine (5 mg / mL). Then, it was placed in 20 cm cube-shaped cages containing 20



xii

females of Lutzomyia longipalpis, according to established treatment, to perform the
blood repellent, for 60 min. After this time, the females were conditioned in pots to
perform the oviposture and to follow the stages of development. The pots were
observed up to 50 days after the blood repast. The parameters evaluated were: feeding
index, posture index, larval hatching index, instar IV larvae index and adult insect index.
For the processing of the samples, the Bioestat, version 5.3 (Ayres et al., 2007) and the
Kruskal - Wallis test were used, assuming p <0.05%.
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1 INTRODUGAO

As leishmanioses sao um grupo de doengas reemergente, grave e, apesar dos
esforcos realizados pelos sistemas de saude ainda nao foi possivel obter um controle
efetivo da mesma (QUEIROZ et al., 2012). Podem apresentar-se de duas formas: a
Leishmaniose Tegumentar Americana (LTA) e a Leishmaniose Visceral Americana
(LVA) (QUINELL e COURTENAY, 2012).

A LVA, acomete as visceras, podendo ser fatal quando nao tratada, ocorre com
maior frequéncia em seis paises: Bangladesh, Etiopia, india, Nepal, Sudéo e Brasil,
sendo este, responsavel por 90% dos casos notificados, estimando-se 500 mil novos
casos anualmente (WHO, 2016). De acordo com o SINAN (2016), na regidao Nordeste
nos ultimos 10 anos, 17.627 casos foram notificados. Na cidade de Teresina foram
notificados 124 casos em humanos entre os anos de 2013 e 2015, e 237 casos caninos
até junho de 2016 (GEZOON, 2016).

A capital Piauiense, Teresina, é o local onde ocorreu a primeira grande epidemia
urbana de LV registrada no pais durante o periodo de 1980 a 1986 com registros
posteriores nas cidades de Natal e Sdo Luis sendo, desta forma, disseminada para
outras regides do Brasil (WERNECK, 2010).

O agente etiolégico da LV é um protozoario tripanossomatideo da Ordem
Kinetoplastida, Familia Trypanosomatidae, Género Leishmania e ainda pertencentes
aos Subgéneros Leishmania e Viannia. E um parasito intracelular obrigatério do
Sistema Fagocitico Mononuclear (SFM), apresenta forma flagelada ou promastigota
encontrada no tubo digestivo do inseto vetor e a forma com flagelo interno ou
amastigota encontrada nos tecidos dos vertebrados (REY, 2011).

No Brasil, a LVA é causada pela Leishmania infantum chagasi, que infecta o
hospedeiro vertebrado através da picada das fémeas de insetos dipteros pertencentes
a familia Psychodidae, a qual tem como principal vetor o Lutzomyia longipalpis
(MONTEIRO et al., 2005), e o Lutzomyia cruzi, incriminado recentemente como vetor
no Estado do Mato Grosso do Sul (MISSAWA et al., 2011).

Os principais reservatorios da LVA consistem em: raposas (Dusicyon vetulus e
Cerdocyon thous) e marsupiais (Didelphis albiventris) encontrados no ambiente
silvestre, o cado (Canis familiares) e o homem (Homo sapiens) no ambiente urbano
(MINISTERIO DA SAUDE, 2014).
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A eutanasia do reservatorio canino é recomendada quando o mesmo é
confirmado parasitologicamente e sorologicamente positivo com a infecgéo, pois de
acordo com a Portaria Interministerial n°® 1426/2008 é proibida qualquer forma de
tratamento para este animal. No entanto, evidéncias cientificas vém demonstrando que
a eutanasia canina ndo diminui a prevaléncia local de leishmaniose (MACHADO;
SILVA; VILANI, 2016). Conforme ¢é preconizado pelo Ministério da Saude, as
estratégias de controle voltadas para as Leishmanioses consistem em: diagndstico e
tratamento precoce dos casos humanos, eliminacado do reservatorio canino através da
eutanasia, e reducado da populacdo de flebotomineos a partir do uso de inseticidas
como a cipermetrina e a deltametrina (MINISTERIO DA SAUDE, 2014).

O controle vetorial, cujo objetivo é reduzir ou evitar o contato entre o inseto vetor
e a populacdo humana, também nao vem apresentando resultados satisfatérios, uma
vez que, esses vetores tém adquirido resisténcia aos piretroides sintéticos utilizados,
como: “Deltametrina” e “Cipermetrina”, recomendados para o controle dos
flebotomineos pelo Ministério da Saude (DINESH et al., 2010).

Diante desse quadro de resisténcia, pesquisadores focaram seus estudos em
acdes que os metabdlitos secundarios das plantas medicinais produzem como uma
alternativa ao controle vetorial. Os extratos botanicos sdo misturas complexas, em que
seu fracionamento pode tanto reduzir como aumentar seu efeito, e a agao inseticida
ocasionada pelo mesmo, pode ser observada pela avaliagao da repeléncia, inibicao da
ovipostura, inibicdo do crescimento, inibicdo da alimentacdo, alteracbes do sistema
hormonal, no comportamento sexual e mortalidade na fase adulta ou imatura (GALLO
et al., 2002; BARRETO JUNIOR et al., 2005)

Dentre as espécies ja estudadas que possam ter acado sobre os flebotomineos,
encontra-se o cajueiro (Anacardium occidentale L.), do qual ja foram relatados diversos
tipos de agdes, como: antimicrobiana (PEREIRA et al., 2010; CHABI et al., 2014),
antioxidante (DOSS e THANGAVEL, 2011), inseticida (PORTO et al.,, 2013)
antidiabética (UKWENYA et al.,, 2012), e larvicida (LOMONACO et al., 2009;
GUISSONI et al., 2013).

Desta forma, o presente trabalho objetivou avaliar a agdo do Liquido da
Castanha do Caju (LCC) sobre as diferentes fases de desenvolvimento de Lutzomyia
longipalpis.

Esta dissertacdo apresenta a seguinte estrutura formal: Uma Introdugéo,
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Revisao de Literatura e um Capitulo | contendo o artigo intitulado “A¢&o do Liquido da
Castanha de Caju (Anacardium occidentale L.) sobre as diferentes fases de
desenvolvimento de Lutzomyia longipalpis”, a ser encaminhado para publicagdo na
Revista Ciéncia Animal Brasileira. O artigo foi estruturado de acordo com as normas

técnicas da mesma.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Leishmanioses

Doengas negligenciadas sdo um grupo de infecgbes causadas em sua maioria,
por protozoarios e veiculadas por vetores, cujo o tratamento €& precario ou
desatualizado (OLIVEIRA; MORAES; MACHADO, 2009).

As leishmanioses estdo classificadas no grupo das doencas negligenciadas,
sendo disseminadas em 88 paises com mais de 350 milhdes de pessoas em situagao
de risco potencial no mundo. S&do de dificil tratamento e controle, incluindo-as desta
forma, entre as seis endemias prioritarias da Organizacdo Mundial de Saude
(DESJEUX, 2004; ARAUJO, 2011; QUEIROZ et al., 2012).

Conforme a manifestagao clinica, podem ser classificadas em: Leishmaniose
Tegumentar Americana (LTA), caracterizada por um padrao clinico diferenciado em:
cutanea, mucosa e nodular, e em Leishmaniose Visceral Americana (LVA), na qual, o
parasito afeta os 6rgdos do Sistema Fagocitico Mononuclear, ocasionando em um
quadro de hiperplasia e hipertrofia dos mesmos, podendo ser fatal quando nao tratada
assim que diagnosticada (REY, 2011).

Essas protozoonoses tém como agentes etioldgicos protozoarios flagelados
heteroxenos pertencentes a ordem Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae e género
Leishmania. Sua morfologia é diferenciada em forma flagelada encontrada no tubo
digestivo do inseto vetor e forma com flagelo interno encontrada nos tecidos do
hospedeiro vertebrado (NEVES, 2004).

As espécies de protozoarios causadoras da LVA, Leishmania infantum e
Leishmania chagasi eram tratadas como distintas, porém, a partir de estudos
moleculares e bioquimicos realizados, foi concluido que se trata de espécies
semelhantes (GONTIJO e MELO, 2004), afirmando que, a L. infantum chegou a

Ameérica do Sul, através de caes infectados vindos do Continente Europeu, durante os
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eventos de colonizagdo ocorridos no século XVI (MAURICIO; STOTHARD; MILES,
2000).

A capital Teresina consistiu no local em que ocorreu a primeira grande epidemia
urbana registrada no pais, no periodo de 1980 a 1986 (COSTA; PEREIRA; ARAUJO,
1990). Depois desse evento, foi possivel observar a expansao da LV, pois os casos
concentrados principalmente na regido Nordeste do Brasil passaram a ser notificados
com frequéncia em outras regides (WERNECK, 2010).

Diante disso, Queiroz et al. (2012) apresentam a informacéo de que no Brasil
esta enfermidade, ja se encontrava distribuida nas cinco regides do Pais, e ainda ndo
existem estratégias de controle eficiente voltadas para o vetor da doencga.

2.2 Vetor

Os flebotomineos pertencem taxonomicamente a ordem Diptera, subordem
Nematocera, familia Psychodidae, subfamilia Phlebotominae, e tem os géneros,
Phlebotomus responsavel pela transmissédo da Leishmaniose Visceral no Velho Mundo
e O género Lutzomyia com a espécie Lutzomyia longipalpis, responsavel pela
transmissdo da mesma no Novo Mundo (SHIMABUKURO e GALATI, 2011). Estes
dipteros, tém grande importancia médica, visto que, sdo vetores de outras doengas
além da LVA, como a Leishmaniose Tegumentar Americana e Bartonelose, além de
transmitirem outros tripanossomatideos e arboviroses (RASSI-JUNIOR; RASSI;
REZENDE, 2012).

Caracterizam-se morfologicamente por apresentarem: dimorfismo sexual (Figura
1), de dois a trés milimetros de comprimento, apresentarem cor palha ou castanho
claro, corpo piloso e delgado. Sao conhecidos no Brasil, por diversos nomes populares
como: “mosquito - palha” (devido a sua coloragdo amarelada ser semelhante a palha
vegetal); “asa - dura” (por suas asas grandes em formato lanceolado que permanecem
eretas durante o pouso); “tatuquira” (atribuido ao frequente encontro destes insetos em
buracos de tatu) e “pula-pula” (devido ao voo do tipo saltitante), entre outros (DIAS et
al., 2007).

As espécies de flebotomineos foram descritas pela primeira vez nas Américas,
em 1907 (BARRETTO, 1943; FORATTINI et al., 1973). Atualmente, a fonte de consulta

para a identificacdo do inseto é baseada em 88 caracteres morfologicos, tendo como
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foco as cerdas ao longo do corpo, pois as mesmas consistem em uma caracteristica
peculiar da espécie (GALATI, 1997).

Figura 1 - Dimorfismo sexual da espécie Lutzomyia longipalpis

A B

N

Lutzomyia longipalpis. A — Macho B — Fémea. Setas indicam a diferenga sexual dos insetos.

Fonte: Sousa, 2016

Sabe-se que a espécie L. longipalpis € incriminada como vetor da LV nas
Américas (Galati, 1997), no entanto, Lutzomyia cruzi vem sendo apontada como
principal espécie responsavel pela transmissado da LV no Estado de Mato Grosso do
Sul, ja que evidéncias ecoldgicas e epidemioldgicas registradas nessa area, como:
infeccado natural do L. cruzi, auséncia da fémea de L. longipalpis e, confirmacgdes de
casos humanos e caninos foram comprovadas (MISSAWA; LOROSA; DIAS, 2008;
MISSAWA et al., 2011). O ciclo de desenvolvimento desses insetos é completo, sendo
portanto, holometabolo, ou seja, passam pelo estagio de ovo, quatro estagios larvais,
pupa e adultos. No momento da ovopostura, as fémeas podem pér de dois a 80 ovos,
os quais, durante essa fase apresentam uma coloracdo esbranqui¢cada, adquirindo a
coloragédo acastanhada ja no final desta fase, a qual compreende de seis a nove dias
(MORALES; BELLO; CARDENAS, 2005) (Figura 2).

As larvas medem menos que 12 mm, apresentam cor clara, aspecto vermiforme,
com uma capsula cefalica escura e esclerotinizada. As larvas de primeiro instar

caracterizam-se pela presenga de um unico par de cerdas caudais (Figura 2B), ja as
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larvas de segundo a quarto instar apresentam-se com dois pares de cerdas caudais
(Figura 2C) e, durante este periodo, utilizam-se de matéria organica em decomposicéao
para a sua alimentagao. A fase de segundo a quarto instar compreende um periodo de
15 a 20 dias de duragdo (YOUNG e DUNCAN, 1994; KILLICK-KENDRICK, 1999).

As pupas (Figura 2D) consistem na ultima fase de desenvolvimento, totalizando
de 10 a 20 dias para sua formacgao. Caracterizam-se por serem iméveis e se fixarem a
um substrato presente no ambiente em que se encontram, a sua coloragao varia de
esbranquicada a amarelada e apresentam apenas movimentos de extensao e flexao
(FORATTINI, 1973; YOUNG e DUNCAN, 1994). Desta forma, o ciclo de
desenvolvimento do vetor, ou seja, o tempo de desenvolvimento que compreende

desde o ovo até a fase adulta, pode variar (RANGEL et al., 1986).

Figura 2 — Fases de desenvolvimento do Lutzomyia longipalpis

Fases de desenvolvimento: A — Ovo; B — Larva no instar | com 1 par de cerdas; C — larva no instar IV
com 2 pares de cerdas; D — Pupa. A seta mostra as cerdas que caracteriza as fases de desenvolvimento

do vetor.
Fonte: Sousa, 2016
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O que difere os flebotomineos de outros insetos dipteros € o local de
desenvolvimento das suas formas imaturas. Os fleb6tomos, caracterizam-se por terem
suas fases de desenvolvimento ocorrendo em ambiente terrestre, rico em matéria
organica, enquanto que, os outros dipteros tém suas formas imaturas desenvolvidas na
agua (DIAS; GUEDES; SHERLOCK, 2003).

Tanto as fémeas quanto os machos necessitam de carboidratos para produzirem
energia e manter a homeostasia do corpo (AZEVEDO et al., 2011), no entanto, as
fémeas necessitam realizar uma alimentagdo sanguinea, pois esta, € de fundamental
importancia para a maturagao de seus ovos (MONTEIRO, 2012). Com relagao a fonte
sanguinea, pesquisadores ja identificaram diferentes fontes alimentares, a saber:
roedores, gambas, bois, cavalos e principalmente as aves (MISSAWA; LOROSA; DIAS,
2008; TANURE et al., 2015).

Poucos séo os registros que a literatura reporta quanto aos criadouros naturais
dos flebotomineos, (ALEXANDER e MAROLI, 2003). Os estudos que objetivam focar
nas formas imaturas do vetor, sdo realizados através da formacido de colbnias em
ambiente laboratorial, obtidas a partir de insetos capturados em armadilhas do tipo
“Center Disease Control” (CDC) e utilizando hamsters (Mesocricetus auratus) como
dieta sanguinea para que a fémea possa realizar a maturagdo dos ovos e ocorrer a
ovopostura (BRAZIL et al., 1997).

Para Bastos (2012), o conhecimento acerca destas formas imaturas é de
fundamental importancia para o desenvolvimento de medidas de controle focadas nas

formas imaturas do vetor.

2.3 Controle da Leishmaniose Visceral Americana

O controle da LVA busca interromper a cadeia de transmissao da doenga dentro
de uma populagdo. Desta forma, um maior conhecimento sobre o papel especifico de
cada componente desta cadeia, como: agente etioldgico, vetores e reservatorios, € de
fundamental importancia para que se tenha um controle efetivo da doenga (HERMONT,
2008). Todavia, ha cada vez mais evidéncias da importancia, em especial, do controle
vetorial a fim de reduzir os riscos de transmiss&do da LVA (PESSOA et al., 2015).

Segundo recomendagao da Organizagcdo Mundial de Saude as medidas de

controle da LV sado voltadas para: atividades de educagdo em saude, diagndstico
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precoce dos casos humanos e seu tratamento, a eutanasia dos reservatérios caninos e
o controle de vetores a partir da aplicacdo de inseticidas com acao residual. Como
prevencao, o que se recomenda é o uso de medidas de protecédo pessoal, saneamento
ambiental, uso de telas em canis individuais e coletivos e utilizacdo de coleiras
impregnadas com o inseticida “Deltametrina” a 4% em caes (MINISTERIO DA SAUDE,
2014).

2.3.1 Controle do Reservatério de LVA

Os principais reservatérios da LVA encontrados no ambiente silvestre sao as
raposas (Dusicyon vetulus e Cerdocyon thous) e os marsupiais (Didelphis albiventris)
(Figura 3) e no ambiente domiciliar o cao (Canis familiares) (Figura 4), este, é apontado
como principal reservatorio da doenca, por isso, quando confirmado positivamente para
LVC, deve ocorrer a eutanasia conforme preconize o Ministério da Saude.

A eutanasia de caes soropositivos é preconizada, no Brasil, desde 1963,
conforme o Decreto n° 51.838/1963. No entanto, evidéncias cientificas vém
demonstrando que essa estratégia no controle ndo esta diminuindo a prevaléncia local
dos casos de leishmaniose (MACHADO; SILVA; VILANI, 2016). Sua eficacia tem sido
frequentemente questionada, devido as poucas pesquisas sobre a real efetividade
deste tipo de controle e ao apelo sentimental atribuido ao cdo, uma vez que, 0 mesmo
deixou de exercer o papel de guarda e passou a ser um ente querido da familia
(COSTA, 2011).

Figura 3 — Principais reservatérios silvestres da Leishmaniose Visceral Humana

Reservatorios silvestre. A — Raposa (Dusicyon vetulus); B — Marsupial (Didelphis albiventris).
Fonte: Google imagens.
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Ao analisar uma regido de Belo Horizonte, ARAUJO (2011), confirmou que ha
uma relagado entre cies positivos e o risco de acometimento por LVA, contrapondo
pesquisas de Saraiva et al (2012), que ao estudarem a mesma regido identificaram
baixa correlagdo entre ambas infec¢des (LVC e LVA), concluindo que, a enfermidade
nao pode ser atribuida apenas pela presenca de caes parasitados na area, abrindo
assim, mais questionamentos acerca da real efetividade do papel do cdo na

transmissao e manutencéo da doenca.

Figura 4 — Principal reservatério da Leishmaniose Visceral Humana encontrado no
ambiente urbano
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Reservatoério doméstico. Canis familiares.
Fonte: Google imagens.

Existem medidas de prevencao voltadas para o cdo que objetivam diminuir ou
evitar que o mesmo seja infectado com a Leishmania, como o uso de coleiras a base
de deltametrina 4% que atua como repelente frente aos vetores, ou seja, impede ou
dificulta o contato do vetor com o reservatério. No entanto, ha estudos que discordam
da efetividade destas, uma vez que reportam a curta duracdao do efeito residual do
composto presente na coleira, persistindo por apenas 4 meses sendo, obrigatoria a
reposicao do mesmo em curto periodo de tempo, ocasionando em um custo elevado
pelo proprietario (LIMA, 2015).

E importante ressaltar que, trabalhos recentes vém apontando os gatos (Felis



22

catus) como possiveis potenciais reservatorios para a LVA dentro do ambiente urbano
(SILVA et al., 2008; VIDES et al., 2011; PIRAJA et al., 2013). Diante disso, mais
pesquisas de atuais e possiveis potenciais reservatorios da LVA sao necessarias,

objetivando desenvolver alternativas no controle da Leishmaniose.

2.3.2 Controle Vetorial

O controle de flebotomineos iniciou no Brasil de forma inconsciente, quando se
utilizou o inseticida Dicloro-Difenil-Tricloro-Etano (DDT) no combate ao vetor da
malaria, e apenas em 1954, foi introduzido para o controle dos flebotomineos. O
tratamento foi realizado, primeiramente no Estado do Rio de Janeiro, seguido do Ceara
e Minas Gerais (DANTAS e BRANDAO-FILHO, 2006).

O DDT € um composto quimico que faz parte do grupo dos organoclorados. Foi
sintetizado pela primeira vez em 1874, no entanto, suas propriedades inseticidas foram
descobertas apenas em 1939 pelo suico Paul Muller, o qual, constatou que a
formulacdo em pd do produto ndo € absorvida pela pele, entretanto, quando diluido se
torna toxico, podendo acumular-se nas glandulas adrenais, nos testiculos e na tiredide
(CARSON, 1995). No inicio de sua utilizagdo observou-se auséncia de L. longipalpis
em lugares por até cinco anos, em outros, por apenas oito meses. Todavia, devido a
razbes de impacto ambiental, uso descontrolado e aparecimento da resisténcia e
tolerancia em algumas espécies de flebotomineos, o0 mesmo, teve sua utilizagédo
proibida na maioria dos paises pela Organizagdo Mundial da Saude (WHO, 2016).

Desta forma, os piretroides, outro grupo de inseticidas passaram a ser utilizados,
caracterizados por causarem um menor impacto ambiental apresentando assim, uma
baixa toxicidade a mamiferos e alta atividade inseticida, podendo ser eficazes, mesmo
em baixas concentragdes (ALEXANDER e MAROLI, 2003; BRASIL, 2006; KISHORE et
al., 2006).

Entende-se que o método mais eficiente para o controle das doengas causadas
por vetores consiste na reducdo do contato homem-vetor, atividade esta que, depende
das caracteristicas de cada localidade (SHARMA e SINGH, 2008; SALOMON et al.,
2015), ocasionando desta forma, em um grande desafio para os gestores do Brasil,
uma vez que, € um pais caracterizado por uma diversidade climatica e de biomas
(IBGE, 2016).
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As acgdes implementadas que objetivam a erradicag&o de vetores, ocorre através
do controle quimico juntamente com estudos epidemiolégicos e entomoldgicos em
cada localidade, e os inseticidas recomendados pelo Ministério da Saude sdo a
‘cipermetrina” em sua formulagdo pd molhavel e a “deltametrina”, em suspensao
concentrada. Desta forma, assim que ocorre o primeiro registro de um caso autdctone
de LV humano, faz-se a investigagao entomoldgica nas areas afim de conhecer a curva
de sazonalidade do vetor, e entdo ocorre a aplicacdo do inseticida (MINISTERIO DA
SAUDE, 2014).

No entanto, pesquisadores vém observando que vetores de doengas tém
apresentado caracteristicas de resisténcia frente aos produtos quimicos aplicados,
ocasionando um efeito residual menor dos mesmos e selecionando geneticamente
linhagens cada vez mais resistentes, fazendo com que os produtos aplicados sejam
ineficazes (DINESH et al., 2010).

2.3.3 Resisténcias a Inseticidas Quimicos

O processo de resisténcia € um fendmeno que vem sendo observado como
resposta de alguns vetores de importdncia médica, frente aos inseticidas quimicos
usualmente aplicados, segundo Paiva (2013), esse fenbmeno surge devido a uma
modificagdo genética que pode alterar caracteristicas fisioldégicas, morfolégicas ou
comportamentais de uma dada populagao.

Conforme Araujo (2011), os principais tipos de resisténcia apresentado por estes
vetores, sao: resisténcia por penetracdo reduzida do inseticida; resisténcia por
alteracdo comportamental; resisténcia por alteracdo do sitio-alvo e resisténcia
metabolica. A resisténcia por penetracao reduzida do inseticida caracteriza-se por
modificagdes na cuticula ou no epitélio digestivo do inseto, prevenindo ou retardando a
absorcao e penetracado dos inseticidas pelos mesmos.

A resisténcia do tipo comportamental consiste em modificagdo no
comportamento do inseto, o qual, passa a evitar o contato com os inseticidas,
causando assim, impacto na eficacia do produto (RANSON et al., 2011). Na resisténcia
por alteracao do sitio-alvo, existem genes especificos que codificam os sitios-alvo dos
inseticidas, tendo como alvo principal o sistema nervoso central dos insetos através da

enzima acetilcolinesterase (WU et al., 2011).
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Quando se reporta a resisténcia do tipo metabdlica, trés grupos de enzimas sao
responsaveis por tal processo: a glutationa-S-transferases, esterases e oxidaxes de
funcao mista, todas, conjugam compostos que tornardao o produto quimico mais soluvel
em agua e mais facil de ser excretado das células (RUSSELL et al., 2011). Atualmente,
nao existem marcadores que venham ter um diagnostico dos mecanismos deste tipo de
resisténcia, no entanto, ha relatos de mutagdes pontuais que aumentam a capacidade
de uma enzima especifica na desintoxicagdo de um inseticida (LUMJUAN et al., 2011).

E importante ressaltar que o L. longipalpis é considerada um complexo de
especies, o que pode dificultar o seu controle (VIGODER, 2007). Denlinger et al.
(2016), constataram que as espécies L. longipalpis € Phebotomus papatasi foram
susceptiveis aos carbamatos testados a uma concentragéo de 7,0 ug/ml. E no Brasil,
mais especificamente na gruta da Lapinha em Minas Gerais, foi comprovada a
susceptibilidade de L. longipalpis ao inseticida alfa-cipermetrina (PESSOA et al, 2015).

A ampla utilizagdo dos produtos quimicos tem provocado prejuizos ambientais, e
tem intensificado o processo de magnificacdo tréfica, além do surgimento de
populagdes de vetores resistentes aos produtos quimicos utilizados (MAGALHAES,
2015). Desta forma, faz-se necessario a descoberta de novas substancias que
oferecam maior seguranga, seletividade, biodegradabilidade, viabilidade econdmica,
aplicabilidade em programas de controle vetorial e baixo impacto ambiental
(MARANGONI; MOURA; GARCIA, 2012).

2.4 Utilizacao de Extratos Vegetais

Diante do quadro de resisténcia quimica adquirida pelos vetores aos inseticidas
quimicos preconizados pelo Ministério da Saude, busca-se métodos mais eficazes e
seguros para o controle vetorial. Os pesquisadores passaram a focar seus estudos no
uso de plantas medicinais, como uma alternativa ao controle quimico, uma vez que, as
mesmas consistem em fontes naturais de substancias com acgao inseticida, que, sao
produzidas em resposta a um ataque patogénico (GUISONI et al.,, 2013). Essa
utilizagdo de plantas com propriedades inseticidas, consiste em uma pratica antiga,
quando as mesmas, foram substituidas por inseticidas sintéticos durante a Il Guerra
Mundial, os quais mostraram-se mais potentes que os inseticidas naturais
(MARANGONI; MOURA; GARCIA, 2012).
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Os compostos produzidos a partir do metabolismo das plantas sdo separados
em produtos do metabolismo primario como os glicidios e lipidios que, geralmente, séo
macromoléculas amplamente produzidas pelos seres vivos, e em produtos do
metabolismo secundario, que consistem em micromoléculas como os terpendides,
alcaldides, fendis, glicosideos etc. (CHAVES et al., 2010). Os derivados botanicos
podem ocasionar diversos efeitos contra os insetos, dentre eles: repeléncia, inibicao da
ovopostura e da alimentacao e alteragdes no sistema hormonal podendo interferir nos
processos de ecdise e/ou metamorfose. As alteragdes de repeléncia e inseticida sobre
os vetores ocorrem através de diferentes tipos de mecanismos de reagado, a saber:
acgao toxica, repelente e/ou alimentar; agdo sobre 6rgdos ou moléculas-alvo e agao por
contato ou ingestdo (MAGALHAES, 2015).

Durante a acao toxica, ha uma interferéncia no processo de transmissao
sinaptica dos impulsos nervosos dos insetos levando-o a morte por intoxicagdo. Quanto
a acgao repelente ou alimentar, os extratos botanicos alteram o comportamento do
inseto, fazendo com que este se afaste da planta prevenindo a alimentacdo e sua
ovopostura. J& o mecanismo de acgado sobre 6rgdaos ou moléculas-alvo afetam
principalmente o sistema neuroenddcrino, interferindo nos processos de ecdise
(mudas) dos insetos. O mecanismo de agédo por contato e/ou a ingestdo afeta o
sistema nervoso central atingindo a superficie corpérea do inseto levando-o a morte, ou
afetam o sistema digestério dos mesmos, quando ingeridas, afetando a formagao da
camada de quitina do inseto e o processo de ecdise (MAGALHAES, 2015).

Em ensaios laboratoriais, a acéo inseticida pode ser observada pela avaliacdo
da repeléncia, inibicdo da ovipostura, inibicdo do crescimento, inibicdo da alimentacgao,
alteracdes do sistema hormonal, no comportamento sexual, mortalidade na fase adulta
ou imatura (GALLO et al., 2002).

O Brasil, é de fundamental importancia para o descobrimento de novos
compostos vegetais, pois é caracterizado por ser um pais detentor de grande
biodiversidade, com 56 mil espécies de plantas, as quais, constituem fontes de
compostos biolégicos ativos, e em que muitas sociedades tradicionais o uso destas
plantas no tratamento efetivo de enfermidades consiste na unica alternativa terapéutica
(MINISTERIO DO MEIO AMBIENTE, 2016).

Grande parte dos ativos sintéticos comercializados pela industrias tem por base

substéncias de origem vegetal, como o acido acetilsalicilico, principio ativo da Aspirina
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e a escopolamina, isolado de Solanaceae, constituindo o principio ativo do Buscopan,
um medicamento analgésico (FELIU, 2011).

Diante disso, observa-se uma variedade de estudos que abordam a atividade
inseticida frente a diversos vetores com o objetivo de sanar ou amenizar o processo de
resisténcia que vem sendo verificado (MAGALHAES, 2015).

Maciel et al. (2009) avaliaram efeitos dos Oleos essenciais de Coriandrum
sativum e Lippia sidoides, nas concentragdées de 1,2 mg/ml, 5 mg/ml e 80 mg/ml, as
quais, mostraram-se eficazes sobre as trés fases de desenvolvimento de L. longipalpis
em laboratoério, podendo contribuir desta forma para a redugcédo no uso de inseticidas
sintéticos na estratégia de controle do vetor da LVA.

Guissoni et al. (2013) ao avaliarem o Liquido da Castanha do Caju na
concentragdo de 200 ppm, puderam comprovar mortalidade de 100% das larvas de
Aedes aegypti quando expostas ao mesmo.

Segundo De Andrade et al. (2014) a utilizacdo do nim (Azadiractha indica)
acrescentado na dieta das larvas de L. longipalpis afeta o desenvolvimento deste
levando-o0 a morte e ao ndo desenvolvimento dos ovos até a fase adulta, indicando que
a Azadiractina indica € um potente inibidor de crescimento deste vetor.

Esses estudos servem como impulso para a descoberta de mais e novas
atividades oriundas do metabolismo secundario de plantas, principalmente daquelas de
que ja se tem reportado conhecimento medicinal, dentre elas o cajueiro (Anacardium

occidentale L.).

2.4.1 Anacardium occidentale L.

A espécie Anacardium occidentale L., popularmente conhecida como caju,
pertence a familia Anacardiaceae, é caracterizada como nativa e de grande dispersao
no territério brasileiro (MONTANARI, 2010). Consiste em uma arvore de aparéncia
exotica, com troncos tortuosos flores masculinas e hermafroditas e fruto reniforme, seu
pedunculo (caju), é rico em vitamina C, de valor nutricional, e € superdesenvolvido, o
que o leva a ser confundido com o fruto quando na verdade, se trata do pseudofruto,
cientificamente denominado de pedunculo floral (MAZZETTO; LOMONOCO; MELO,
2009) (Figura 5).
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Figura 5 — Partes constituintes do Anarcardium occidentale L.

S e Y o R
Anacardium occidentale. A - Caule tortuoso B - fruto e pseudo-fruto caju
Fonte: Google imagens

O fruto do cajueiro, também conhecido como castanha de caju, € um aquénio de
comprimento e largura variavel, casca coriacea lisa, mesocarpo alveolado, preenchido
por um liquido escuro quase preto e inflamavel, chamado de Liquido da Castanha do
Caju (LCC) ou Cashew Nut Shell Liquid (CNSL) como é conhecido internacionalmente
(MAZZETTO; LOMONOCO; MELO, 2009) (Figura 6). O LCC consiste em uma mistura
de meta—alquilfendis de cadeia longa e insaturada, obtido como subproduto durante o
processo de tratamento da castanha de caju. Seus principais constituintes com suas
respectivas composicdes percentuais diferindo do modo de extracdo submetida estao
descritos na Tabela 1 (COSSA, 2015).

Figura 6 — Liquido da Castanha do Caju - Anacardium occidentale L.

MESOCARPO ESPONJOSO
(local onde se encontra o LCC)

Constituintes do caju. A - castanha evidenciando o local de origem do LCC B - Liquido da Castanha do
Caju.
Fonte: Google imagens
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O LCC pode ser caracterizado como natural quando é obtido a partir da extragao
a base de solventes, sendo o hexano principal solvente utilizado,ou, como técnico,
obtido quando as castanhas sao submetidas a altas temperaturas (acima de 180°C),
normalmente ocorre durante o processamento industrial (XAVIER; ARAUJO;
MACHADO, 2008).

TABELA 1 — Composigao do Liquido da Castanha de Caju (LCC) natural e técnico

LCC Acidos anacardicos Cardol Cardanol
Natural 71,7 —82,0% 13,8 -20,1% 1,6 —9,2%
Técnico 1,1-1,7% 3,8—-18,8% 67,8 —94,6%

Fonte: Cossa, 2015

O uso dos componentes citados na tabela ja é reportado na literatura, o
cardanol, vem sendo foco de diversas pesquisas, pois sdo atribuidos a ele algumas
vantagens, como: ndo possuir cheiro agressivo, apresentar baixa volatilidade e
apresentar ponto de ebulicio mais alto que os demais compostos fendlicos
(MAZZETTO; LOMONOCO; MELO, 2009). O &acido anacardico é detentor de
propriedades bioldgicas que fazem do pseudofruto do caju uma fonte promissora de
compostos bioativos, e 0 seu aproveitamento podera ser estimulado para diversas
pesquisas (ALVES, M.; ALVES, A.; NAVES, 2013). Outro fator preponderante para
estudos com o LCC deve-se a sua baixa toxicidade. Em um estudo realizado por
Carvalho et al. (2011) puderam constatar auséncia de efeitos mutagénicos deste, e
uma dose maior que 2.000 mg/kg para ocorrer a toxicidade.

Chaves et al. (2010) isolaram do O6leo da améndoa: acidos palméticos,
palmitoléico, heptadecandico, estearico, oléico, linoléico, araquidico e linolénico; como
triacilglicerdis, lipideos fendlicos, tocoferdis, esterdides e triterpenos. Algumas dessas
substancias, como por exemplo o triterpenos, tem agao inseticida comprovada desde
2003 por Viegas-Junior, evidenciando mais uma vez que os compostos provenientes
do metabolismo secundario das plantas sdo fontes promissoras no combate aos
vetores de doencas.

Na india, Mukhopadhyay et al. (2010) ao analisarem atividade larvicida em

larvas e pupas de A. aegypti e Anopheles subpictus, concluiram que ambas espécies
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de mosquitos apresentaram susceptibilidade ao LCC quando utilizado a uma
concentracdo de 12 ppm e 38 ppm, respectivamente.

Guissoni et al (2013) estudaram o A.occidentale como uma alternativa no
controle de A. aegypti e a sua toxicidade em Rattus norvegicus, revelando o grande
potencial larvicida do LCC em larvas de A. aegypti, concluindo também a auséncia de
toxicidade do LCC para R.norvegicus dentro dos parametros analisados.

Porto et al. (2013) ao avaliaram a atividade larvicida do LCC frente ao A. aegypti,
buscando demonstrar sua eficacia, observaram mortalidade em torno de 70% em uma
concentragdo de apenas 0,1 mg/ml. J& Fauziah; Sudarsono e Mulyaningsih (2014)
relataram atividade larvicida do LCC contra larvas de Culex quinquefasciatus quando
utilizado uma concentragao de 10,49 ppm do LCC.

No entanto, poucos s&o os estudos presentes na literatura que reportam a
utilizagcdo do LCC em L. longipalpis, tanto quanto ao inseto adulto bem como em suas
fases de desenvolvimento. Diante do exposto este trabalho visa verificar a acdo do
LCC nas fases de desenvolvimento do L. longipalpispodendo assim, contribuir para o

controle da Leishmaniose Visceral focado no vetor.
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AGCAO DO LiQUIDO DA CASTANHA DE CAJU (ANACARDIUM
OCCIDENTALE L.) SOBRE DIFERENTES FASES DE DESENVOLVIMENTO
DO LUTZOMYIA LONGIPALPIS.

Resumo

O objetivo deste estudo foi avaliar a agdo do Liquido da Castanha do Caju frente as diferentes
fases do Lutzomyia longipalpis. As castanhas de caju, coletadas no setor de Ciéncias Agrarias da
Universidade Federal do Piaui, foram encaminhadas ao Laboratorio de Geoquimica para que a
extragdo do LCC fosse realizada. As concentracdes testadas foram preparadas a partir de uma
solucdo estoque e consistiram em: 50 mg/mL, 75 mg/mL e 100 mg/mL e o controle (agua
destilada + DMSO/ Proporgdo 1:1). Assim, 1,5 mL de cada concentragdo foi individualmente
espalhada, na regido ventral de hamsters, previamente anestesiados. Em seguida, o mesmo, era
disposto em gaiolas contendo 20 fémeas de Lutzomyia longipalpis, com o tratamento
estabelecido, para a realizagdo do repasto sanguineo, perfazendo 60 min. Decorrido esse tempo,
as fémeas foram acondicionadas em potes para a realizacdo da ovipostura ¢ para o
acompanhamento das fases de desenvolvimento. Os potes foram observados até 50 dias apos a
realizagdo do repasto. Os parametros avaliados foram: indice de repasto, indice de postura,
indice de eclosdo, indice de larvas L-IV e indice de insetos adultos. Para o processamento das
amostras foi utilizado o Bioestat, versao 5.3 (Ayres et al. 2007) ¢ o teste de Kruskal — Wallis admitindo-se p <
0, 05%.

Palavras-chaves: Leishmaniose visceral, extratos vegetais e controle vetorial.

ACTION OF CAJU CASTANHA FLUID (ANACARDIUM OCCIDENTALE L.)
ON DIFFERENT DEVELOPMENT PHASES OF LUTZOMYIA LONGIPALPIS.

Abstract

This study was to evaluate the action of Cashew Nut Liquid against the different stages of
Lutzomyia longipalpis. Initially, the cashew nuts were collected in the Agricultural Sciences
sector of the Federal University of Piaui, then sent to the Geochemistry Laboratory for the
extraction of LCC in hexane. The concentrations tested were prepared from a stock solution and
consisted of: 50 mg / mL, 75 mg / mL, and 100 mg / ML and the control (distilled water +
DMSO/ 1: 1 ratio). Thus, 1.5 mL of each concentration was individually scattered in the ventral
region of hamsters, previously anesthetized. Then, it was placed in cages containing 20 females
of Lutzomyia longipalpis, according to established treatment, to perform the blood repellent, for
60 min. After this time, the females were conditioned in pots to perform the oviposture and to
follow the stages of development. The pots were observed up to 50 days after the blood repast.
The parameters evaluated were: feeding index, posture index, larval hatching index, L-IV larvae
index and adult insect index. For the processing of the samples, the Bioestat, version 5.3 (Ayres
et al., 2007) and the Kruskal - Wallis test were used, assuming p <0.05%.

Key worlds: Visceral leishmaniasis, plant extracts and vector control.



Introducao

A Leishmaniose Visceral (LV) caracterizada por acometer as visceras, como figado e
baco, podendo ser fatal, quando ndo tratada assim que diagnosticada, esta classificada
no grupo das “Doengas Negligenciadas”, as quais, a Organiza¢ao Mundial de Saude tem
como prioridade o seu controle (5;28). A mesma, tem como agente etioldgico o
protozoario tripanossomatideo da espécie Leihmania infantum chagasi, como principal
reservatorio no ambiente urbano o cdo doméstico - Canis familiaris € o homem — Homo
sapiens, seu principal vetor encontrado em ampla distribui¢do no Brasil da espécie
Lutzomyia longipalpis e, a espécie Lutzomyia cruzi, incriminada recentemente no

Estado do Mato Grosso do Sul (22; 18).

A primeira epidemia urbana de LV registrada no Brasil ocorreu em Teresina entre 1980
a 1986, com registros de casos posteriores nas cidades de Natal e Sao Luis sendo, desta
forma, disseminada para outras regides do Brasil (30). Dentro do atual cenario, a
Leishmaniose Visceral encontra-se distribuida com maior frequéncia em seis paises:
Bangladesh, Etiopia, India, Suddo do Sul, Sudio e Brasil esse, responsavel por 90% dos
casos notificados, ¢ mesmo diante dos esfor¢os realizados pelo sistema de satide que
nao buscam sua conten¢do, a mesma, vém se sobressaindo com crescente distribuicao

(27;31).

Conforme preconiza o Ministério da Saude, as medidas de controle voltadas para a LV
consistem em: tratamento dos casos humanos com a utilizacdo de antimoniais
pentavalentes, atividades de educagdo e satde, controle do reservatdrio através da
eutanasia e o controle vetorial a partir da aplicagao dos inseticidas “cipermetrina” e
“deltametrina” (30). No entanto, observa-se que o controle preconizado pelo Ministério
da Saitde n3o vem apresentando resultados satisfatorios, uma vez que, o Lutzomyia
longipalpis vem adquirido resisténcia frente aos produtos quimicos aplicados € como
consequéncia, ocasiona um efeito residual menor desses que, acaba por selecionar
linhagens geneticamente mais resistentes, além disso, o Lutzomyia longipalpis se

caracteriza por ser um complexo de espécies, o que pode dificultar o seu controle (29;6).

A resisténcia quimica consiste em uma resposta de alguns vetores de importancia
médica frente aos inseticidas quimicos usualmente aplicados, podendo surgir devido a
uma modificacdo genética que altera caracteristicas fisiologicas, morfolégicas ou

comportamentais de uma dada populagao (23).



Diante disso, estudos voltados para elucidar agdes dos metabolitos secundarios das
plantas que possam ter agdo sobre vetores de importdncia médica, passaram a ser foco
de diversas pesquisas. Sabe-se que a utilizagdo de compostos resultantes do
metabolismo secundario das espécies botanicas para controle de insetos € uma pratica
antiga, essa atividade inseticida pode ser observada durante ensaios laboratoriais a partir
da avaliacdo de alguns aspectos, como: repeléncia, inibicdo da oviposicdo, inibi¢do da
alimentacdo, alteracdes morfogenéticas, alteracdes do sistema hormonal, alteragdes no

comportamento sexual, mortalidade na fase adulta ou imatura, entre outros (10).

Desta forma, os compostos secundarios das plantas apresentam-se como uma alternativa
promissora no controle vetorial frente aos inseticidas usuais (16). Dentre as inimeras
espécies vegetais ja estudadas, o Anarcadium occidentale L., popularmente conhecido
como caju, tem ampla utilizacdo na medicina popular. Na regido Nordeste sao
reportados alguns efeitos medicinais, como: alivio da dor de dente, combate as
inflamacdes de gengiva e garganta, artrites, bronquites ¢ hemorroidas (9). Pesquisas
realizados por (11) ja abordam seu uso no controle de vetores, demonstrando o uso do
Liquido da Castanha do Caju (LCC) como uma potente alternativa ao controle de Aedes
aegypti. (8), também relatam a eficacia do LCC na atividade larvicida contra larvas de

Culex quinquefasciatus.

Sendo assim, o presente estudo objetivou extrair o Liquido da Castanha de Caju e

avaliar a sua agdo frente as fases de desenvolvimento do Lutzomyia longipalpis.

Material e Métodos

Os frutos do Anarcardium occidentale L. foram coletados no setor de Pos- Graduagdo
em Ciéncia Animal, localizado no Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal
do Piaui, Campus Ministro Petrénio Portela, em outubro de 2014. Uma exsicata do
espécime coletada (TEPB 674) encontra-se depositada no Herbario Graziela Barroso,
UFPI. A obten¢ao do Liquido da Castanha do Caju (LCC) foi realizada no Laboratorio
de Geoquimica da Universidade Federal do Piaui seguindo o método descrito por (13) e
ocorreu em duas etapas: a primeira consistiu na extracdo do LCC utilizando-se o
solvente hexano e a segunda, na retirada do excesso de hexano. Inicialmente as

castanhas foram acondicionadas em nitrogénio liquido, durante 5 minutos e apds este



periodo as mesmas foram trituradas através de batidas com martelo. Em seguida foram
levadas para o aparelho Soxlhet (Nova Instruments, modelo N11345, Brasil), no qual
o solvente n-hexano foi acrescido e, entdao, esperou-se durante 3h até a obtengdo do
LCC com o solvente concentrado, finalizando a primeira etapa. A segunda etapa
consistiu na retirada do excesso do solvente hexano, utilizando-se o rota-evaporador

(IKA, modelo RV10, EUA), para que se obtivesse apenas o LCC puro.

Para o preparo das amostras a serem utilizadas nos experimentos, o Liquido da
Castanha de Caju foi previamente diluido em “Liquido Dimetilsufoxido” (DMSO) na
propor¢ao de 1:1 (v/v) e, em seguida, preparadas trés dilui¢des utilizando-se agua
bidestilada para se obter as concentragdes de: 50 mg/mL, 75 mg/mL e 100 mg/mL. Os
hamsters (Mesocricetus auratus) utilizados no presente estudo foram provenientes do
Biotério Central da Universidade Federal do Piaui, e as fémeas de Lutzomyia
longipalpis provenientes do setor de entomologia do Laboratério de Sanidade Animal

na Universidade Federal do Piaui.

O presente trabalho foi submetido ao Comité de Etica em Experimentagdo Animal da

UFPI e aprovado sob parecer n® 074/14.

Os testes consistiram em 4 tratamentos: controle (dgua destilada/DMSO), 50 mg/ml,
75mg/ml e 100mg/ml, perfazendo 4 repeticdes para cada. Assim sendo, a metodologia
utilizada no presente trabalho se caracteriza como nova. Para cada repeticdo foram
utilizadas 20 fémeas de Lutzomyia longipalpis da geragdo F1, com cinco dias de
nascidas. As mesmas foram colocadas em gaiolas em formato de um cubo com
dimensdes de 20 cm, em seguida, os hamsters foram anestesiados com a associagdo de
Ketamina (150 mg/mL) e Xilazina (10 mg/mL) administrados por via intramuscular
(CONCEA, 2016). Ao observar a auséncia de reflexos do animal, iniciavam-se os
tratamentos: 1,5 mL de dgua para o grupo controle ¢ 1,5 mL de cada concentracao do
LCC foram distribuidos com o auxilio de um swab estéril, na regido ventral de cada
hamster. Em seguida, cada animal foi disposto nas gaiolas contendo as 20 fémeas de L.
longipalpis, para a realizagdo do repasto sanguineo durante 60 minutos. Decorrido o
tempo, o hamster foi retirado da gaiola e entdo se iniciou as observagdes com relagdo as
fémeas de L. longipalpis. Primeiramente, foram contabilizadas quantas fémeas
referentes ao controle e a cada tratamento estabelecido se ingurgitaram, ou seja, quantas

estavam com o abddémen distendido, indicando que realizaram repasto sanguineo, essas



observacdes foram realizadas a olho nu, com as fémeas ainda presentes na gaiola, e
utilizando-se o capturador de Castro, em que, ao observar a fémea com o abdomen

distendido era aspirada e contabilizada.
O indice de repasto sanguineo foi calculado utilizando a seguinte formula:

Indice de repasto sanguineo = (n° de fémeas ingurgitadas / n° de fémeas

utilizadas) X 100

No momento em que foram aspiradas, com o auxilio do capturador de Castro, as
mesmas eram transferidas para potes de plastico com capacidade de 250 ml e abertura
no fundo, preenchida com camada de gesso umidificado para realiza¢do da ovipostura.
Os potes eram observados todos os dias para a verificagdo da umidade. A contagem do
numero de ovos ocorreu no 4° dia ap6s a realizacdo do repasto sanguineo. O indice de

ovipostura foi calculado utilizando a seguinte formula:
Indice de postura = (n° de ovos / n° de fémeas ingurgitadas) X 100

ApoOs a contagem do nimero de ovos, os potes foram observados diariamente
para contabilizar o numero de larvas eclodidas. A contagem das larvas ocorreu
manualmente, com auxilio de um estilete (material adaptado), assim que as larvas eram
capturadas com o estilete ocorria a transferéncia das mesmas para outro pote, sob as
mesmas condi¢des do anterior. A contagem da eclosdo das larvas deu-se inicio no 10°
dia apos o repasto sanguineo. O indice de eclosdo das larvas foi calculado utilizando a

seguinte formula:
Indice de eclosdo das larvas = (n° de larvas no instar I / n° de ovos) X 100

ApoOs a contagem das larvas no instar I, deu-se continuidade a observagao dos
potes até as larvas atingirem o instar IV de desenvolvimento. Durante esse periodo, as
mesmas eram alimentadas com uma ragdo (constituida de fezes de coelho e areia
vegetal, na proporcao de 1:1 (g/g), misturadas, acondicionadas em recipientes de vidro
fechados hermeticamente e autoclavados). A contagem das larvas no instar IV ocorreu
no 26° dia apds o repasto sanguineo. O indice de larvas no instar IV foi calculado

utilizando a seguinte férmula:

Indice de larvas no instar IV = (n° de larvas IV / n° de eclosdo) X 100



Dando prosseguimento ao acompanhamento do ciclo de desenvolvimento das
fémeas de L. longipalpis, esperou-se por um periodo de 10 dias para a finalizacdo da
fase de pupa e emergéncia dos adultos. A contagem do numero de adultos ocorreu

usando a seguinte formula:
indice de adultos = (n° de adultos / n° de larvas IV) X 100

A contagem de insetos adultos consistiu na ultima fase de desenvolvimento
avaliada. Os potes em que as fases de desenvolvimento ocorreram foram acompanhados
até 50 dias apos a realizacdo do repasto sanguineo. Para a quantificagdo dos ovos e
larvas oriundos das fémeas submetidas aos tratamentos foi utilizado um Microscopio
Estereoscopio Binocular (Marca: OPTON Modelo: TIM-2BR). Para o processamento
das amostras foi utilizado o programa Bioestat, versdo 5.3 (Ayres et al. 2007) e o teste

de Kruskal — Wallis admitindo-se p < 0, 05%.

Resultados e Discussao

Os resultados do presente estudo revelaram que nao houve diferenga significativa entre
o controle e os tratamentos nos parametros analisados: Indice de Repasto Alimentar,

Ovopostura, Eclosdo de Larvas, Indice de larvas L-IV e Numero de Adultos.

Sabe-se que as fémeas de Lutzomyia longipalpis necessitam realizar o repasto
sanguineo, pois o sangue ¢ de fundamental importancia, uma vez que, possibilita a
maturagdo de seus ovos (19). Neste parametro, observou-se que a concentragdao de 100
mg/mL comportou-se de forma antagénica ao que se esperava, devido a um maior
numero de fémeas de L. longipalpis realizarem repasto sanguineo nesta, quando
comparado ao numero de fémeas tratadas a concentragdo de 75 mg/mL, sugerindo-se
desta forma que, a concentracdo de 100 mg/mL tenha atraido as fémeas de L.
longipalpis. Extratos que se caracterizam por exercer atratividade frente a vetores ja
foram elucidados em estudos realizados (14) o qual comprovou a atratividade das
substancias: Nonanol (presente no extrato de Eucalipto), e Heptanol sobre fémeas de L.
longipalpis em laboratério, e por (17) os quais também puderam comprovar a

atratividade do Nonanol sobre as fémeas de Aedes aegypti.



Com relagdo ao numero de ovos obtidos a partir de fémeas submetidas a a¢ao do extrato
de LCC ndo foram observadas diferencas estatisticas entre o grupo tratado e controle,
como também, nao foram observadas diferencas estatisticas na eclosao de larvas e no
indice de larvas L-IV. Tais resultados corroboram com os estudos de (15) em que, ao
avaliaram o efeito de extratos obtidos de Azadirachta indica nas concentragoes de 6
mg/ml, 12 mg/ml; 12,5 mg/ml; 25 mg/ml; 50 mg/ml e 100mg/ml, também nao obtiveram
significancia em seus resultados quanto a ovopostura e ao numero de larvas eclodidas
de L. longipalpis, no entanto, discordam daqueles realizados por (4) em que ao
adicionarem Azadirachta indica a ragdo fornecida as larvas de L. longipalpis nas
concentragdes de 0,1 pg/mg, 1,0 pg/mg, e 10 pug/mg, observaram uma pausa durante a

fase larval, ndo sendo possivel concluir a fase de desenvolvimento até adulto.

(11) ao testarem o LCC nas concentragdes de 6,55 ppm e 10,98 ppm contra larvas de A.
aegypti constataram uma mortalidade de 100% das mesmas. (25) evidenciaram a
atividade inseticida do LCC sobre larvas de 4. aegypti a uma concentragao de 14,5
mg/mL. Da mesma forma, (20) observaram que o LCC apresentou mortalidade larval de
A. aegypti em concentragdes mais baixas (0,0187 mg/mL, 0,095 mg/mL e 0,162

mg/mL) que as concentragdes testadas neste estudo.

Quanto ao numero de adultos, ndo foram observadas variagdes significativas,
discordando da literatura em que, trabalhos realizados por (12) confirmaram
mortalidade de Phlebotomus duboscqui pelos extratos de Tagetes minuta, Polyscias
fruticosa e Thymus camphoratus utilizando a concentragdo de 10 mg/mL. (3)
constataram atividade adulticida contra L. migonei a uma concentragdo de 0,01 mg/mL
de extratos metanolicos. (7) evidenciaram uma mortalidade de 100% dos adultos de P.

argentipes quando expostos ao extrato aquoso de Nicotiana tabacum.

Vale lembrar que, embora alguns dos autores citados tenham trabalhado com
flebotomineos, ¢ relevante salientar que, os mesmos, realizaram avaliagdes do efeito
direto dos extratos sobre os adultos, enquanto que no presente estudo, a avaliagdo da
acdo do LCC sobre adultos ¢ recorrente do processo de repasto sanguineo realizados

pelas fémeas de L. longipalpis.

E importante ressaltar ainda que, poucos sdo os estudos reportados na literatura a
respeito dos produtos botanicos que revelam o seu efeito contra L. longipalpis em

comparagdo a outros Dipteros, vetores de doencas, bem como o modo de agdo do



extrato do LCC durante suas fases imaturas (21; 24; 26), no entanto, (11) atribuiu ao
acido anarcardico, um dos constituintes do mesmo, a atividade larvicida observada em

seu trabalho.

Conclusao

Extraiu-se o Liquido da Castanha do Caju (LCC) e avaliou-se o seu efeito no Indice de
Repasto Alimentar, na Ovopostura, na Eclosdo de Larvas, Indice de larvas L-IV e no
Numero de Adultos. Os resultados impulsionam a continuidade do estudo, sendo
necessario novos experimentos que venham elucidar o potencial dos metabolitos
secundarios e o respectivo isolamento do principio ativo e sua agdo nas fases de
desenvolvimento de vetores, principalmente o Lutzomyia longipalpis, e assim poder

contribuir como uma alternativa ao controle da Leishmaniose Visceral.
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ANEXO A - Parecer da comissao de ética e experimentagao animal

UNIVERSIDADE FEDERAL DO PIAUi
_ PRO-REITORIA DE PESQUISA
COMITE DE ETICA EM EXPERIMENTAGAO ANIMAL e

Campus Universitario Ministro Petrénio Portela, Bairro Ininga, Teresina, Piaui, Brasil; CEP: 64049-550
Telefone (86) 3215-5734 _e-mail: ceeapi@ufpi.edu.br

MINISTERIO DA EDUCAGAO é

Teresina, 24 de Outubro de 2014.

lima.

Profa. Dra. IVETE LOPES DE MENDONGA.
Departamento: Clinica e Cirurgia Veterinaria/CCA/UFPI.

Senhor Pesquisador,

Em reuniao na presente data (24 de Outubro de 2014), a Comissao de Etica e
Experimentagao no uso de Animais em Pesquisa, da Universidade Federal do
Piaui, analisou e Aprovou no que diz respeito aos aspectos de natureza da
ética em experimentagéo animal, sob o nimero 074/14, o projeto de pesquisa
intitulado “Avaliagdo do liquido da castanha de caju (LCC) como inseticida
frente ao Lutzomyia longipalpis adulto e durante as suas fases de
desenvolvimento: ovo, larva e pupa’, sob a sua responsabilidade.
Informamos que este projeto tem Periodo de Vigéncia de Dezembro/ 2014 a
Fevereiro/ 2016, e serao usados 12 Hamsters (06 machos e 06 fémeas).

Cabe ao Pesquisador elaborar e apresentar ao CEEA/UFPI, o relatério final
sobre a pesquisa, (Lei Procedimentos para o Uso Cientifico de Animais — Lei
N° 11.794, 08 de Outubro de 2008).

Atenciosamente,

—a el oA a
Prof?. Ivefe L. de Mendonca
Comité de Eticaem Experimentagao Animal-Ur

Coordenadora



