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RESUMO: A busca por substitutos para os inseticidas sintéticos tem estimulado muitos trabalhos
cientificos contemplando inclusive a utilizacdo de 6leos, extratos, ou constituintes ativos
provenientes de plantas. Esta procura pode ser justificada pelo potencial inseticida associado
a facil degradacao de seus constituintes, menor toxicidade ao homem e uma alternativa mais
segura para o meio ambiente. Apds a coleta e aquecimento dos frutos de Anacardium occidentale
(Anacardiaceae) a 40°C, obteve-se um liquido da castanha de caju (LCC) que, depois de
testado quanto a sua atividade larvicida, foi fracionado em coluna de silica gel dando origem
a oito fragdes, as quais foram codificadas como AO, a AQ, e submetidas a ensaios larvicidas.
Avaliou-se também sua toxicidade oral aguda em Rattus norvegicus. O LCC e as fragbes AO, e
AOQ, apresentaram atividade larvicida para Aedes aegypti. As concentragdes letais, CL,, e CL,,
do LCC foram, respectivamente, de 6,55 e 10,98 ppm. Para AO, e AO, as CL,, e CL, foram
de 3,18 e 7,80 ppm, e de 3,57 e 10,47 ppm, respectivamente. Nao foi observada nenhuma
toxicidade do LCC e das fragdes para R. norvegicus. O LCC e as fragbes foram administrados
por via oral na dose de 2000 mg/kg. Esses produtos apresentaram potencial larvicida sobre
Ae. aegypti e nenhum sinal de toxicidade foi evidenciado nos parametros analisados.
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ABSTRACT: Larvicidal activity of Anacardium occidentale as an alternative to control
Aedes aegypti and its toxicity in Rattus norvegicus. The search for substitutes for synthetic
pesticides has been the subject of many scientific publications, including considering the
use of oils, extracts and active constituents from plants. This demand can be justified by the
insecticide potential associated with an easy degradation of its constituents, lower toxicity to
humans and, consequently, a safer alternative for the environment. After collecting and heating
the Anacardium occidentale (Anacardiaceae) fruits at 40°C, they were tested to confirm their
larvicidal activity. Then, it was fractionated in a silica gel column. The fractionation resulted
in eight fractions, which were coded as AO, to AO,. In this paper, the cashew nut shell liquid
(CNSL) and its fractions were evaluated as to their biological activity in the third instar larvae of
Aedes aegypti. The acute oral toxicity in Rattus norvegicus also was evaluated. CNSL and the
AO, and AQ, fractions presented larvicidal activity. The lethal concentrations, LC,, and LC,, of
CNSL were, respectively, 6.55 and 10.98 ppm. The active fractions, AO, and AO,, presented
LC,,and LC,, of 3.18 and of 7.80 ppm, and 3.57 and 10.47 ppm, respectively. The LCC and the
fractions were orally administered at a dose of 2000 mg/kg. These products showed larvicidal
potential against Ae. aegypti and no sign of toxicity was evident in the parameters analyzed.

Keywords: Anacardium occidentale, Aedes aegypti, larvicidal, acute toxicity.

INTRODUGAO

A dengue é uma doencga causada por um importante em toda faixa intertropical do globo
arbovirus da familia Flaviviridae e género Flavivirus, terrestre € o Aedes aegypti (Tauil, 2001; Braga &
que apresenta quatro sorotipos infectantes Valle, 2007; WHO, 2009). Como ainda nao estao
(Figueiredo, 2000; WHO, 2009). O vetor mais disponiveis medicamentos antivirais para tratamento,
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nem uma vacina eficaz para uso humano, o controle
da dengue se baseia, principalmente, em aplicagbes
de inseticidas (WHO, 2009). O uso continuado de
inseticida fez surgir populagdes resistentes de Ae.
aegypti (Macoris et al., 2003), dificultando o éxito
dos programas de controle.

Compostos derivados de plantas tém sido
apresentados como alternativas ao controle de
vetores, nao s6 como novos agentes inseticidas,
mas também por serem ambientalmente mais
seguros (Mendonga et al. 2005; Omena et al.
2007; Garcez et al., 2009; Mukhopadhyay et
al. 2010; Santos et al. 2010). No entanto, para
serem registrados como inseticidas, os compostos
devem ser avaliados em relagdo aos seus
efeitos toxicolégicos, conforme padronizagao
internacional (Zucker, 1985; OECD, 2004).

Anacardium occidentale (Anacardiaceae)
é uma planta conhecida popularmente por
cajueiro; pertence a familia Anacardiaceae e
apresenta grande importéncia econdémica no
Brasil. Seu pedunculo é confundido com o fruto,
sendo muito apreciado pela suculéncia. No
entanto, o fruto é a castanha e dela se retira um
liguido escuro, quase preto, denominado por
Mazzetto et al. (2009) de liquido da castanha
do caju (LCC) ou cashew nut shell liquid
(CNSL). Para a obteng¢ao do LCC, empregam-
se diferentes processos como a extragao a
frio, extragdo por solventes (Correia et al.,
2006) ou processo térmico-mecanico, onde o
proprio LCC quente é utilizado para aquecer as
castanhas a 190°C. Quando submetido a altas
temperaturas o acido anacardico sofre reacéao
de descarboxilagao convertendo-se a cardanol,
produzindo o denominado LCC técnico (Lopes,
2005; Rios, 2008).

Apresentam-se, neste trabalho, o estudo
da atividade larvicida do LCC e de fragbes de
A. occidentale sobre o Ae. aegypti, e também
a toxicidade oral aguda em Rattus norvegicus,
visando encontrar alternativas naturais, de
baixa toxicidade para vertebrados, sem impacto
ambiental, que possam ser utilizadas no controle
desse mosquito.

METODOS E METODOS

Material botanico

Frutos de A. occidentale L. foram colhidos
no setor Pedro Ludovico, em Goiania, GO, Brasil,
no més de outubro de 2008. Uma exsicata foi
autenticada pelo Professor José Angelo Rizzo e
depositada no Herbario da Unidade de Conservagao,
sob n° 43.180, no Departamento de Botanica da
Universidade Federal de Goias (UFG).

Obtencao e Fracionamento do Liquido da
Castanha de A. occidentale
No Laboratério de Bioatividade de Plantas
do Instituto de Patologia Tropical e Saude Publica
(IPTSP) da UFG, dois kg de frutos foram colocados
em estufa de ventilagao forgada, a 40°C, por 7 dias.
Com esse procedimento foram obtidos 600g de
um liquido de coloragdo marrom e de odor forte,
denominado liquido da castanha do caju (LCC).
Inicialmente, 50g do liquido obtido de A. occidentale
foram submetidos a uma filtragdo a vacuo, em um
funil de placa sinterizada, com didmetro interno de
9cm e uma altura de gel de silica (70-230 mesh)
de 15cm. As fragbdes foram eluidas, seguindo a
técnica de gradiente com n-hexano, acetato de etila
e metanol, totalizando oito fragbes. Estas foram
denominadas, em ordem crescente, AO, a AQ, e
submetidas aos ensaios larvicidas.

Bioensaios em Laboratério

Os bioensaios foram realizados com
larvas de 3° estadio de Ae. aegypti, por serem as
mais tolerantes em relagdo aos demais estadios
(Silva et al., 2003). O liquido e/ou as fragbes foram
primeiramente pesados e pré-solubilizados em
dimetilsulféxido (DMSO). A quantidade de solvente
utilizada para o preparo da solugao foi previamente
determinada por ensaios de tolerancia sem
mortalidade das larvas, e foi de 0,4%. Para cada
uma das amostras a serem testadas preparou-se
uma solugdo-mae, acrescentando-se agua, num
volume suficiente para obter a concentragdo de
100ppm para o liquido e as fragdes. A partir destas
solugdes uma série de diluicdes foi preparada a fim
de se obterem concentragdes menores de 80, 60,
40, 20,10,5e 2,5ppm (C,.V,=C,.V,). Os bioensaios
foram realizados em copos com capacidade para 30
mL. Nestes, foram colocados 25 mL de cada uma
das solugdes e em seguida 20 larvas de 3° estadio.
Todos os bioensaios foram realizados em ftriplicata
com duas repeticoes.

As leituras da mortalidade foram feitas apos
24h de exposic¢ao das larvas as solugdes. Todos os
experimentos foram acompanhados de uma série
controle, contendo o0 mesmo numero de larvas e o
mesmo volume de DMSO e agua destilada.

Aavaliagao de toxicidade aguda foi realizada
em R. norvegicus (linhagem Wistar) de ambos os
sexos, oriundos do biotério central da UFG. Os
animais eram adultos jovens, com 8 a 12 meses
de idade e o peso de cada um ndo excedeu a 20%
da média do grupo, que foi de 300g para machos e
280g para fémeas.

Os animais foram mantidos no biotério
do Nucleo de Estudos e Pesquisas Toxico-
Farmacolégicas (NEPET) da Faculdade de Farmacia
da UFG. Foram alimentados com ragao balanceada
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e agua filtrada. O protocolo experimental foi
aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal
da Universidade Federal de Goias (Protocolo n°
292/10), seguindo as diretrizes da OECD (2004).
Para realizagéo do experimento, dois grupos foram
formados, com trés machos e trés fémeas cada um.
Por se tratar de um extrato de origem vegetal com
finalidade inseticida e pela inexisténcia de casos
de intoxicag&o, os experimentos foram realizados
na dose Unica de 2000mg/kg de LCC, considerada
limite superior para vegetais. Administrou-se 1mL
da solugédo para cada 100g de peso corporal,
por via oral, a cada animal. Simultaneamente,
o0 grupo controle foi realizado com o mesmo
numero de animais, e solugdo de agua e DMSO
(0,4%). As observagdes foram feitas, seguindo o
screening hipocratico (atividade geral, frénito vocal,
irritabilidade, reposta ao toque, resposta ao aperto
da cauda, contorgédo, forga para agarrar, tremores,
convulsdes, salivagédo, lacrimejamento, micgéo,
defecacgao, piloeregdao, morte) por um periodo
de 14 dias. No 15° dia, os ratos foram pesados,
anestesiados, pela via intraperitoneal, com cetamina
a 5% e xilazina a 10%, depois, eutanasiados e os
6rgaos foram analisados macroscopicamente.

As observagbes do screening hipocratico
foram registradas em protocolo impresso com a lista
dos sinais investigados. As intensidades dos eventos
foram tabuladas de zero a quatro, correspondendo,
respectivamente a ausente (0), raro (1), pouco (2),
moderado (3) e intenso (4), até o décimo quarto dia
(Malone & Robichaud, 1962).

Os dados obtidos da mortalidade
x concentragdo (ppm) foram analisados pelo
programa SAEG (Sistema de Analises Estatisticas),
Versao 9.1, em grafico de Probit, para determinar
as concentragdes letais (CL,,,4,) € 0s respectivos
intervalos de confianga (IC). A toxicidade aguda foi
analisada pelo teste de Student (t), ao nivel de 5%,
através do programa Signa Plot.

RESULTADOS

Utilizando-se como método de obtencao
0 aquecimento das castanhas a 40°C, obteve-se,
neste trabalho, um rendimento de 30% de LCC.
As concentragdes letais do LCC sobre larvas de
3° estadio de Ae. aegypti foram de 6,55 e 10,98
ppm, respectivamente, para CL,, e CL . Apos
a separagao cromatografica foi possivel obter
concentragdes letais mais baixas com as fragdes
AQO, e AQ, (Tabela 1).

Do fracionamento do LCC obtiveram-se
8 fragbes, mas somente AO, e AO, apresentaram
atividade larvicida e o rendimento foi de 43% e
15,7%, respectivamente.

A toxicidade oral aguda LCC avaliada em
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TABELA 1: Atividade larvicida, em laboratério, do
liquido e das fragdes de Anacardium occidentale
sobre larvas de 3° estadio de Aedes aegypti.

Fragées CL,,(IC 95%) ppm CL,, (IC 95%) ppm

LCC 6,55 (6,09 —6,98) 10,98 (10,04 -12,44)
AO, 3,18 (2,70-3,64) 7,80 (6,77 —9,31)
AO, 3,57(2,99 — 4,13) 10,47(8,71-13,49)

LCC - liquido da castanha do caju; CL - Concentragéo Letal;
IC — Intervalo de Confianga a 95%
ppm — partes por milhdo; AO - Anacardium occidentale

R. norvegicus pelo screening hipocratico, na dose
administrada de 2000mg/kg, ndo causou nenhum
sinal significativo de intoxicagdo aos animais,
quando comparado ao grupo controle, pelo teste ¢,
ao nivel de 5%.

DISCUSSAO

Ha no mundo uma crescente preocupagao
relacionada a preservagao do meio ambiente.
Liderado pelas nagdes mais desenvolvidas,
um movimento de nova consciéncia ambiental
se espalha, gerando organizagoes, reunides e
discussdes entre paises para promover mudangas
de condutas para um novo modelo de vida. Com
isso, tem aumentado progressivamente estudos
com plantas com diferentes finalidades. Dentre
essas, a atividade inseticida das plantas e a sua
baixa toxicidade para mamiferos tem sido motivos
de varias investigacbdes. Existem outros fatores
que, associados aos motivos anteriores, criam
expectativas maiores, com os subprodutos da
industria alimenticia, como é o caso do liquido da
castanha do caju (LCC), cujo potencial inseticida foi
avaliado nesse trabalho.

Segundo Rios (2008), o LCC é uma das
maiores fontes de lipidios fendlicos de origem
natural, tendo como componentes majoritarios o
acido anacardico, cardanol, cardol e 2-metilcardol.
Quando submetido a temperaturas em torno de
180°C, o acido anacardico converte-se a cardanol,
produzindo o chamado LCC técnico.

A atividade larvicida do LCC técnico, obtido
com o aquecimento das castanhas a 190°C, foi
avaliada por Lomonaco et al. (2009) sobre Ae.
aegypti, e a CL,, encontrada foi de 51ppm, sendo
cerca de 8 vezes maior do que a encontrada neste
trabalho. Se o aquecimento converte o acido
anarcardico a cardanol e diminui a atividade,
podemos supor que este acido seja o responsavel
por uma maior atividade larvicida. O LCC obtido
no presente estudo, com aquecimento a 40°C,
provavelmente tenha maior concentragédo de acido
anacardico, responsavel pela maior atividade.
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O fracionamento de extratos vegetais,
guiado por bioensaios, foi utilizado na tentativa de se
potencializar a atividade bioldgica e, posteriormente,
conseguir o isolamento do principio ativo (Silva et al.,
2007; Geris et al., 2008). Porém, isso nem sempre
acontece, pois alguns trabalhos mostraram que as
substancias puras isoladas eram menos ativas que
suas fragbes de origem (Simas et al., 2004; Silva
et al., 2007). Isto sugere um efeito sinérgico de
compostos presentes na fragdo. Neste trabalho, o
fracionamento originou uma fragdo mais ativa que
o LCC inicial.

Os resultados da atividade larvicida do
LCC e das fragdes, obtidos neste trabalho, foram
significativos para o controle de Ae. aegypti,
quando comparados a outros trabalhos pertinentes
da literatura, para a mesma espécie de mosquito
(Mendonga et al., 2005; Omena et al., 2007; Farias
et al., 2009; Mukhopadhyay et al., 2010; Tripatiiy et
al., 2011)

As concentragdes letais obtidas com o
LCC foram menores do que as encontradas por
Silva et al.(2007), com o ¢leo resina de Copaifera
reticulata, de 8,6 e 59,4ppm, para as CL,, e CL
respectivamente.

Esses resultados favoraveis estimulam
a continuidade do estudo, visando o isolamento
do principio ativo e, principalmente, formas que
viabilizem o seu uso pratico para o controle de Ae.
aegypti.

A estimativa da dose letal mediana oral
para causar a morte de 50% dos animais (L)
foi maior que 2000 mg/kg. Segundo as diretrizes
da OECD (2004), este valor permite classificar o
LCC, na classe 5, ou seja, substancia de muito
baixa toxicidade. O LCC e as fragées AO, e AO,
apresentaram atividade larvicida para Ae. aegypti
com potencial a ser candidato nas agbes de controle
desse vetor. O uso do LCC é interessante pela
possibilidade de aproveitamento de subprodutos da
industria da castanha, ou, ainda, pela conveniéncia
de ser um recurso renovavel e nado apresentar
nenhum sinal de toxicidade dentro dos paradmetros
analisados neste trabalho.
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