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Resumo

A dengue é uma arbovirose potencialmente fatal transmitida por mosquitos, com 50 milhdes de casos anuais e 2,5 mil
milhGes de pessoas em risco nas regides tropicais e subtropicais. Em 2009 foi declarada a primeira epidemia de dengue
em Cabo Verde, com 21313 casos.

Ndo existindo tratamento especifico ou vacina para esta arbovirose, o controlo do vetor Aedes aegypti é uma das
principais medidas para prevenir ou reduzir a transmissdo do virus.

Como medida a ser aplicada numa luta integrada, ressurge a utilizagdo de substancias de origem vegetal, que tém como
vantagens o facto de se decomporem facilmente, possuirem baixa ou nenhuma toxicidade para humanos e animais e
terem reduzido impacte ambiental.

Assim, no presente trabalho pretende-se avaliar os efeitos inseticidas de plantas de regides geoclimaticas diferentes,
com vista ao seu uso no controlo do mosquito vetor do virus da dengue.

Para esse fim procedeu-se a colheita de Mentha pulegium e Foeniculum vulgare nas ilhas de Santiago e Santo Antdo, a
partir das quais se procedeu a obtencdo dos dleos essenciais, inseticidas, por hidrodestilacdo, em aparelho Clevenger
modificado. Procedeu-se a ensaios bioldgicos utilizando protocolos de sensibilidade a tendo os 6leos essenciais de
funcho e poejo apresentado efeitos larvicidas bastante promissores em Ae. aegypti.

Palavras-chave - Aedes aegypti, dengue, controlo vetorial, plantas aromaticas.

INTRODUGAO

Os mosquitos sdo vetores de doencas tais como maldria, filariose linfatica, dengue e febre-amarela, entre
outras arboviroses (James, 1992; Gubler, 1998; Almeida, 2011). Estas doencas causam elevados niveis de
mortalidade e/ou morbilidade, particularmente em paises de regides tropicais e subtropicais, onde sdo mais

prevalentes, com consequentes impactos socio- econdmicos (Fradin & Day, 2002).

A dengue, conhecida como a “febre de quebra ossos” é uma doenca infeciosa febril aguda, que pode ser de
evolugao benigna ou grave, dependendo da forma como se apresente: infe¢do inaparente, dengue classica
(DC), febre hemorragica da dengue (FHD) ou sindrome de choque da dengue (SCD). O agente causal é um
arbovirus do género Flavivirus, pertencente a familia Flaviviridae, sendo conhecidos quatro serotipos: DEN1,

DEN2, DEN3 e DEN4.
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A DC, em geral, inicia-se abruptamente com febre alta (39°C a 40°C), seguida de cefaleia, mialgia, prostracao,
artralgia, anorexia, astenia, dor retro-orbitdria, nduseas, vémitos, exantema, prurido cutaneo,
hepatomegalia (ocasional) e dor abdominal generalizada (principalmente em criancas). Pequenas
manifestacGes hemorragicas (petéquias, epistaxe, gengivorragia, sangramento gastrointestinal, hematuria e
metrorragia) podem ocorrer. A sua duracdo é de cerca de 5 a 7 dias, ocorrendo regressdo dos sinais e

sintomas mas podendo persistir a fadiga, [Ministério da Saude (Brasil), 2006].

A transmissdo é feita através da picada de mosquitos fémea, principalmente da espécie Aedes aegypti, no
ciclo humano-Aedes aegypti-humano. Apds uma refeicdo de sangue infetado, o mosquito estda apto a
transmitir o virus apds 8 a 12 dias de incubagdo extrinseca. A transmissdao mecanica também é possivel,
quando uma refeicdo infetante é interrompida e o mosquito se alimenta imediatamente num outro
hospedeiro suscetivel proximo. Ndo ocorre transmissdo por contato com um doente, sendo esta, no

entanto, possivel através de transfusGes sanguineas ou transplante de érgaos.

Aedes aegypti (Fig. 1) € um mosquito de elevada capacidade invasora e importancia médica, sendo o mais

competente vetor da febre-amarela, do dengue.

Figura 1 - Aedes aegypti macho, fémea e larva do 32 estadio [Diara Rochal].

Ndo existindo tratamento especifico (drogas antivirais) ou vacina para esta arbovirose, as medidas de
controlo concentram-se no vetor Aedes aegypti, quer através de protecdo individual contra as picadas quer
através de combate a populacdo vetora. Este deve consistir em ag¢des continuas de vigilancia de potenciais
locais de criagdo, com particular incidéncia nos domésticos e peridomésticos, com eliminacdo e tratamento
de criadouros, sendo prioritarias atividades de educacdo para a saude e mobilizagdo social. O objetivo das
acOes de rotina é manter a densidade da populagdo do vetor em niveis reduzidos, incompativeis com a

transmissdo da doencga. Em caso de epidemia, a utilizacdo de adulticidas podera ainda ser fundamental.

A resisténcia aos inseticidas tem-se vindo a desenvolver na maioria dos insetos, nomeadamente nos vetores
de agentes patogénicos. Em 1992, a lista de espécies vetores resistentes a inseticidas incluia 56 mosquitos

anofelineos e 39 mosquitos culicineos, piolhos, percevejos, triatomineos, oito espécies de pulgas e nove
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espécies de carracas (WHO, 1992). A resisténcia surgiu para todas as classes de inseticidas, incluindo agentes
microbianos e reguladores de crescimento de insetos (Brogdon et al., 1998). O desenvolvimento de
resisténcia conduz a diminuicdo de rendimentos, dado que implica o0 aumento da frequéncia de aplicacdo de
inseticida e/ou a aplicacdo de dosagens crescentes, com repercussdes ambientais e em Saude Publica,
podendo ainda implicar a mudancga de tipo de inseticida. Segundo a Organiza¢cdo Mundial de Saude (OMS), o
custo da resisténcia aos inseticidas pode alcancar anualmente USS 1,4 bilides nos Estados Unidos
(Hemingway et al., 2000). O aparecimento de resisténcia aos piretroides por parte dos vetores anofelineos
tem vindo a colocar limitagGes a sustentabilidade dos programas de controlo de doengas transmitidas por

mosquitos, como no caso da malaria, da malaria (WHO/UNICEF/RBM, 2005).

No ambito das substancias com atividade sobre mosquitos, poucos foram os inseticidas eficazes e
economicamente vidveis desenvolvidos, desde a introducdo dos piretrdides. Os produtos naturais de origem
vegetal ressurgem, assim, como uma promissora fonte de compostos biologicamente ativos Uteis no
controlo de vetores de agentes patogénicos. Os Oleos essenciais (OE) obtidos de plantas sdo fontes de
substancias biologicamente ativas com potencial inseticida (Kelsey, 1984; Ayvaz et al. 2010). Sdo misturas
volateis, geralmente aromadticas, relativamente complexas, tendo na sua composi¢do principalmente
monoterpenos e sesquiterpenos, nomeadamente, terpenos, alcoois, ésteres, cetonas e aldeidos (Simas. et
al, 2004; Svoboda, & Hampson, 1999). Muitos destes compostos apresentam propriedades biocidas,

nomeadamente inseticidas, que poderao ser aplicadas em luta integrada contra vetores.

Assim, os Oleos essenciais das espécies Mentha pulegium (poejo) e Foeniculum vulgare (funcho),
provenientes de diferentes regiGes geoclimaticas, foram avaliados quanto ao seu potencial de controlo de

mosquitos vetores do virus da dengue.

Mentha pulegium (Fig. 2a) é autdctone do sudoeste da Peninsula Ibérica, ocorrendo em locais hiumidos ou
inundados de inverno, valas, linhas de agua, represas, acudes. Em Portugal, é abundante e frequente,
iniciando o seu desenvolvimento na Primavera. Em Cabo Verde encontra-se apenas na ilha de Santo Antdo,

junto a ribeiras.

Figura 2 - Mentha pulegium (a) e Foeniculum vulgare (b), [Diara Rochal.
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Foeniculum vulgare (Fig. 2b) é nativa da bacia do Mediterraneo, com variedades da Macaronésia e do Médio
Oriente, onde ocorre no estado silvestre. Atualmente é cultivado, sob diversas formas varietais, em todas as
regides temperadas e subtropicais. Encontra-se vulgarmente nas margens dos campos e caminhos, sebes,

lugares secos e rochosos.

METODOS

As folhas foram recolhidas nos diferentes locais, em diferentes épocas do ano, e foram transportadas para

Lisboa devidamente acondicionadas.

Colheram-se exemplares das espécies vegetais em estudo os quais foram identificados, herborizados e
depositados no Herbario do Instituto Cientifico Tropical (ICT) em Lisboa. Referenciou-se o coletor, nimero,
local e data de colheita, de forma assegurar a conservagao das plantas, validar os espécimes e a sua origem
geografica. Os éleos essenciais de M. pulegium (poejo) e F. vulgare (funcho) foram obtidos no laboratério do

INRB/INIAV em Oeiras (URGENP), por hidrodestilacdo, utilizando um aparelho de Clevenger modificado.

Para obtencdo do OE de M. pulegium adicionou-se 700 ml de dgua destilada a uma amostra de 40 mg de
folhas secas e trituradas. A suspensao obtida foi colocada num baldo de fundo redondo, com capacidade de
1 litro, acoplado ao Clevenger modificado. Como fonte de calor, foi utilizada uma manta de aquecimento
(Isopad-Labsafe). A hidrodestilacdo foi mantida durante 3 horas, a temperatura de cerca de 100°C, com
circuito de arrefecimento a dgua. Em seguida o sistema foi desligado, mantendo-se a circulagdo da agua de
refrigeracdo durante mais 45 minutos. O dleo essencial obtido foi retirado com o auxilio de uma pipeta
volumétrica e seco em sulfato de magnésio anidro. Repetiu-se este procedimento o nimero de vezes
necessario para se obter a quantidade de 6leo essencial de poejo suficiente para os bioensaios programados.

O OE de poejo foi conservado a temperatura ambiente num frasco selado com parafilme.

O dleo essencial de F. vulgare (funcho) foi obtido mediante o mesmo protocolo, variando a quantidade de
folhas previamente trituradas e o volume de dgua. Constatou-se que o rendimento da hidrodestilacdo de OE
de funcho é muito baixo, pelo que a obtenc¢do do volume necessdrio para os ensaios seria incompativel com
0s prazos a cumprir. Assim, optou-se por utilizar nos ensaios OE de funcho comercial (Terra Pura®), tendo

sido feito apenas a identificacdo dos compostos ativos (resultados ndo apresentados).

A coldnia de Ae. aegypti (Cabo Verde) é mantida em laboratério em condi¢Ges de 26+22C de temperatura,
80+10% de humidade relativa e fotoperiodo de 12h:12h, estando os adultos acondicionados em camara de
seguranca. As larvas e pupas sdo mantidas em tinas com agua, renovada pelo menos duas vezes por semana.
As larvas sdo alimentadas diariamente com comida de peixe triturada “Tetra Menu”®. As pupas sdo retiradas

das tinas diariamente, contadas e colocadas numa gaiola de eclosdo com uma solugao de sacarose 10 %
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embebida em papel de filtro. As fémeas é dada oportunidade de efetuar refeicdo sanguinea, uma a duas
vezes por semana, em ratbes (Rattus rattus) previamente anestesiados por via intramuscular com Rompun
2% (Bayer®) e Imalgéne 1000 (Rhone Mérieux®), na proporgao de 1:2. Na gaiola dos adultos, para além de se
disponibilizar solugdo de sacarose a 10% para sua alimentagdo, sdo colocadas 1 a 2 placas de Petri com dgua

para oviposigao.

De acordo com as normas estabelecidas pela Organizacdo Mundial de Saide em 1963, o teste de
sensibilidade de mosquitos imaturos aos inseticidas consiste em coloca-los, durante um determinado
periodo, em contacto com agua a qual se misturou previamente o inseticida a testar, em recipientes com
diferentes concentra¢gdes do mesmo. Cada ensaio tem uma testemunha (branco ou controlo), que consiste
em agrupar igual nimero de larvas no mesmo volume de agua e/ou solvente. Uma vez determinada a gama
de concentragdes a usar, foram testados 4 lotes de insetos, com o respetivo controlo, correspondendo cada
lote a uma concentracgdo diferente. O nimero de insetos por lote foi de 15 a 25 larvas, tendo sido feitas pelo

menos 4 réplicas (WHO, 1968).

Relativamente aos dleos essenciais, a emulsdo foi preparada com Tween® 20 em 4&gua, tendo sido
previamente avaliada a toxicidade deste tensioativo. As condi¢des de temperatura na sala de ensaios foram
monitorizadas, tendo variado entre 25+22C. Os valores de mortalidade para cada tratamento foram
somados e, quando necessario, corrigidos relativamente ao valor percentual de mortalidade registada no

controlo (solucdo de Tween®20) aplicando-se para o efeito a formula de Abbot (WHO, 1968).

Os dados foram posteriormente sujeitos a analise Probit recorrendo ao Software SPSS (SPSS 20.0 for

Windows®).

Foram efetuados os testes de dleos essenciais de M. pulegium e F. vulgare (origem portuguesa e cabo-

verdiana), tendo sido feitas as réplicas necessdrias para as larvas de Aedes aegypti.

RESULTADOS

Na tabela 1 estdo indicadas as concentra¢des letais Clsg, CLog € Clos (mortalidade de 50%, 90% e 99%,
respetivamente) correspondentes aos OE’s de funcho de Cabo Verde e de Portugal e de poejo de Portugal.
Qualquer dos OE’s ensaiados apresentou atividade larvicida sobre Ae. aegypti, com uma relagao direta de
dose-mortalidade crescente. Esta relagdo é mais evidente quando se procede a representacdo comparativa

dos valores de concentracGes letais obtidas para cada um dos OE’s (Fig. 3).

Os 6leos de funcho apresentaram atividade larvicida, sendo a planta proveniente de Cabo Verde mais ativa
que a de origem portuguesa. Efetivamente, o OE de funcho conduziu a mortalidade larvar em concentracdes

de 23,7 e 29,0 BIl/L (CLso), 28,8 e 42,4RRI/L (CLso) € 33,6 e 57,9 BlI/L (CLsg), respetivamente para os OE’s
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provenientes de Cabo Verde e de Portugal. O OE de poejo foi menos eficiente que o funcho tendo
apresentado niveis de mortalidade larvar para 88,4 pl/L (CLso),BRRRRRRRI/L (CLy) e 169,8 Bl/L (Cls),

respetivamente.

Em estudos com o dleo essencial de F. vulgare verificou-se que uma concentragdo de 40 mg/L causou 50%
de mortalidade em larvas do segundo estadio de Culex pipiens, 2 horas apds o contacto, enquanto que uma
concentragdo de 60 mg/L, e apds 4 h de exposicdo, verificou-se 90% de mortalidade nas larvas de 4 2 estadio

de C. pipiens (Zoubiri et al, 2011).

Existem, ainda, referéncias a atividade biocida de extratos de F. vulgare contra acaros e diferentes espécies

de insetos (Mimica-Dukic¢ et al, 2003).

Os efeitos inseticidas dos OE de poejo contra mosquitos foram também referidos por Michaelakis et al
(2011), sendo também conhecida a aplicagcdo do dleo desta planta no controlo de outro tipo de insetos

(Conceicao et al, 2010).

Agéo larvicida dos oleos essenciais

Concentragao, pl/l (Intervalo de Confianga 95%)

F. vulgare F. vulgare M. pulegium
Concentragoes letais
Cabo Verde (A) Portugal (B) Portugal (C)
LCs 23,7 (23,2-24,4) 29,0 (24,6-32,3) 88,4 (72,9-101,4)
LCy 28,8(27,7-30,3) 42,4 (36,8-61,9) 126,7 (108,3-206,1)
LCyq 33,6 (31,7-36,6) 57,9 (45,9-117,2) 169,8 (132,8-413,9)
Equacédo da reta 15,43*x +(-21,24) 5,0%x+ (-7,25) 8,00*x +(-15,55)
Coeficiente de correlagao 0,999 0,979 0,941

Tabela 1 - Atividades larvicida dos OE’s das plantas testadas em larvas do 32 estadio, 24 horas apds a exposigao.
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Figura 3 - Comparacgdo de concentragdes letais determinadas para OE’s de F. vulgare (CaboVerde / Portugal) e M.
pulegium (Portugal) contra Aedes aegypti.

CONCLUSOES

Os resultados dos ensaios larvicidas das plantas em estudo confirmam as propriedades larvicidas descritas
por outros autores, mas a relevancia deste estudo reside no facto de, pela primeira vez, ter sido avaliada a
atividade inseticida de espécies vegetais de regides geograficas distintas. Ensaios preliminares revelaram que
o funcho de origem cabo-verdiana apresenta um elevado potencial larvicida, superior ao do funcho

portugués.

Relativamente ao 6leo essencial de poejo constatamos que, embora apresente boa atividade larvicida, a sua
atividade adulticida parece ser mais acentuada (resultados ndo apresentados). Estes resultados sdo, no
entanto, preliminares, ndo se tendo ainda procedido a avaliagdo do efeito do OE de poejo proveniente de

Cabo Verde.
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