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PARA O CONTROLE DE DIPTEROS MUSCOIDES

RESUMO

TESE DE DOUTORADO EM BIODIVERSIDADE E SAUDE

Carlos Manuel Dutok Sanchez

O uso comum como alimento e na medicina etnobotanica do Zapote ou Mamey, classificado
taxonomicamente como Pouteria mammosa (L.) Cronquist (Sapotaceae), tem demonstrado um
baixo ou ausente nivel de toxicidade como fruta e nos extratos preparados a partir das suas
sementes. Entretanto é essencial que sejam feitos ensaios que demonstrem a sua seguranca para
sustentar cientificamente seu uso na terapia com dorgas e outras aplicagdes. O presente estudo
teve como objetivo: avaliar a seguranca e a eficacia dos extratos, aquoso e hidroalcoodlico a
25%, de sementes de P. mammosa (L.) Cronquist para o controle alternativo de dipteros
muscoides da familia Calliphoridae e da espécie Musca domestica (Diptera: Muscidae). Foi
feita a triagem fitoquimica dos extratos e foram usadas as Diretrizes 402, 404 e 405 que
preconizam os estudos de Toxicidade Dérmica Aguda e Irritacdo Aguda Dérmica e Oftalmica,
assim como foi usada a diretriz 423 Toxicidade Aguda Oral segundo o método das classes de
toxicidade emitidas pela Organizacdo para o Desenvolvimento e a Cooperacdao Econdmica
(OECD). Foi determinado em ambos os extratos (aquoso e hidroalcoolico a 25%) a presenca
em intensidades similares de cumarinas, saponinas, fendis e taninos, sugerindo quantidades
similares destes. Os metabdlitos que marcaram as maiores diferencas entre os dois extratos
foram os lipideos e/ou éleos essenciais, aminoacidos, e acUcares redutores que estavam
unicamente contidos no extrato aquoso. Alcaloides, quinonas, triterpenos e esteroides foram
evidentes somente no extrato hidroalcoolico a 25% of Pouteria mammosa. O extrato aquoso foi
classificado na categoria: “ndo classificado como toxico” (CTA 5), entretanto o extrato
hidroalcodlico a 25% foi classificado como “perigoso” (CTA 4). Ambos 0s extratos podem ser
utilizados sem que reacGes colaterais aparegcam quando colocados em contato com a pele, o que
permitiu classifica-los como “potencialmente néo irritantes”. Os dois extratos de P. mammosa
provocaram uma irritacéo reversivel e leve dos olhos, sendo classificados como “ligeiramente
irritantes”. Os resultados, além disso, demonstraram que o tratamento tépico com P. mammosa
pode alterar o desenvolvimento pos-embrionario de todas as espécies de dipteros testadas,
gerando diminuigdo na massa larval das espécies Chrysomia megacephala, Chrysomya putoria
e M. domestica. Houve um aumento do periodo pos-embrionario em trés das espécies testadas,
por até trés dias em uma delas, sem variar o periodo total de Chrysomya albiceps e Cochliomyia
macellaria e reduzindo o tempo de desenvolvimento de C. putoria. Foram alcancadas
porcentagens de mortalidade acima de 40% sendo as espécies C. macellaria (72%) e M.
domestica (61%) as mais sensiveis. MalformacOes ap0s emergéncia foram observadas em
quatro das seis espécies testadas. Nao houve efeito sobre a razdo sexual dos muscoides tratados
com P. mammosa.

Palavras chaves: Pouteria mammosa, Diptera Muscomorpha, Controle de vetores, Avaliacdo
de extratos naturais, Calliphoridae, Muscidae.
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SAFETY AND EFFICACY OF EXTRACTS OBTAINED FROM Pouteria mammosa (L.) Cronquist FOR
DIPTERA MUSCOIDS CONTROL

ABSTRACT

PHD THESIS IN BIODIVERSIDADE E SAUDE
Carlos Manuel Dutok Sanchez

Common use in food and ethnobotanic medicine of Zapote or Mamey taxonomically classified
as Pouteria mammosa (L.) Cronquist (Sapotaceae), shows its low or absent toxicity as fruit
extracts prepared from seeds. However, it is essential to conduct security trials to scientifically
support their use in drug therapy and other applications. This study aimed to evaluate the safety
and efficacy of the aqueous and hydroalcoholic extract at the concentration of 25% from the
seeds of P. mammosa (L.) Cronquist for alternative control of muscoid flies of the family
Calliphoridae and of the species Musca domestica (Diptera: Muscidae). Phytochemical
screening of the extracts was carried out and the 402, 404 and 405 Acute Dermal Toxicity,
Acute Dermal and Eye Irritation/Corrosion guidelines were used, as well as the 423 Acute Oral
Toxicity guideline, Acute Toxic Class Method of the Organization for Economic Cooperation
and Development (OECD). It was determined that both extracts (aqueous and hydroalcoholic
at 25%) contained, in similar intensities, coumarins, saponins, phenols, and tannins, suggesting
similar amounts. Metabolites which caused most differences between the two extracts were
lipids and/or essential oils, amino acids, and reducing sugars that are only contained in the
aqueous extract. Alkaloids, quinones, and triterpenes, and steroids were evident only in the
hydroalcoholic extract at 25% of P. mammosa. The aqueous extract was located in the category:
“not classified as toxic” (CTA 5), while the hydroalcoholic extract at 25% was classified as
“dangerous” (CTA 4). Both extracts can be used without irritation of the the skin which
permitted its classification as “potentially not irritant”. Both extracts of P. mammosa caused
mild and reversible eye irritation, and were classified as slightly irritating. The results also
demonstrated that topic treatment with P. mammosa can alter the post embryonic development
of all tested species. Decrease in the body weigth of the species Chrysomia megacephala,
Chrysomya putoria e M. domestica was observed. There was an increase in the post-embryonic
development in three of the studied species, for up to three days in one of them. There was no
change in the total development period of Chrysomya albiceps and Cochliomyia macellaria,
but a reduction in the development time of C. putoria. Mortality percentages were over 40%,
beings the species C. macellaria (72%) and M. domestica (61%) were the most sensitive.
Malformations after emergence were observed in four of the six tested species. There was no
effect on the sex ratio of muscoids treated with P. mammosa.

Key words: Pouteria mammosa, Diptera Muscomorpha, Pest control, Natural extracts,
Calliphoridae, Muscidae.
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1 INTRODUCAO

Os insetos da ordem Diptera sdo caracterizados por possuirem duas asas e 0 segundo
par de asas traseiras sdo reduzidos (foram modificados e sdo chamados de halteres ou
balancins), ou seja, que tém apenas duas asas membranosas e ndo quatro como outros insetos.
Esta ordem inclui animais familiares, tais como moscas, mosquitos, simulideos, flebotomineos,
mutucas etc. Cento e vinte mil espécies foram descritas, mas sdo calculadas aproximadamente
240.000 (Brusca e Brusca 2003; Mavarez-Cardozo et al. 2005)

Os dipteros muscoides sdo responsaveis pela transmissdo de enterobactérias
patogénicas, virus, fungos, helmintos e protozodrios, tais como ameba e giardia. Esses
organismos sao responsaveis pela maioria dos casos de diarreia em criancas, e algumas espécies
de moscas podem produzir miiases. Ha4 mais de duas centenas de bactérias e patégenos que as
moscas podem transmitir, alguns dos mais comuns sdo: Salmonella sp., Staphylococcus sp.,
Escherichia colli, Shigella sp. Estes microorganismos podem transmitir a os seres humanos e
animais varios agentes etiologicos de doencas tais como: coélera, hepatite, poliomielite,
tuberculose e estes patdgenos podem também causar diarréia, febre entre outras. Sempre que
uma mosca pousa em algum lugar, pode depositar milhares de bactérias e outros
microorganismos (Greenberg 1971 e 1973).

As moscas sdo responsaveis por causarem ou produzirem miiases, uma infestacdo por
larvas de moscas em tecidos humanos ou animal. As miiases cutaneas incluem doencas da pele
e danos do tecido subcutaneo causado por estas larvas. Podem ser classificadas em varias
formas a partir do ponto de vista clinico e entomoldgico. As miiases cutneas sdo comuns em
paises tropicais das Américas do Sul e Central assim como na Africa do Sul, pois afetam
principalmente o gado e pastores, mas também podem afetar animais de estimacéo, individuos
deficientes, incapacez, pacientes em estado avancado de cancer e as pessoas que Vvisitam areas
rurais onde habitam essas moscas. Os animais fortemente infestados mostram uma reducéo
significativa no peso e na producdo de leite, e suas peles sdo danificadas por perfuracéo, de
modo que eles perdem o seu valor comercial (Zumpt 1965; Guimardes e Papavaro 1999;
Sukontason et al. 2005).

Além disso, os insetos sdo importantes decompositores de carcacas de animais e
cadaveres, assim como fungos e bactérias. Esses animais se alimentam, vivem ou se
reproduzem na carcaga, dependendo de suas preferéncias biologicas e do estagio de

decomposicdo. Desta forma, os dipteros muscoides apresentam grande importancia na



entomologia forense, pois contribuem para uma estimativa da datacéo do intervalo pds-morte
(IPM), que é uma técnica mais acurada utilizada em investigacfes méedico-criminais (Benecke
2004).

Devido a grande importancia destes insetos na sadde publica, houve um crescimento no
interesse sobre o controle destes organismos visando buscar métodos alternativos de controle
gue sejam menos agressivos ao homem e ao ambiente. Os produtos mais comumente utilizados
como meio de controle para os insetos sinantropicos sdo inseticidas quimicos (sintéticos),

especialmente os organofosforados e organoclorados (Liu et al. 2000).

Até agora, o controle dessas moscas foi feito principalmente com inseticidas quimicos,
que sdo considerados muito eficazes. Mas, apresentam custos elevados, podem se tornar
prejudiciais e causar danos para a populacdo humana e & pecuéria, tanto a curto, como em longo
prazo, podem danificar o equilibrio de microrganismos, assim como gerar deficiéncia de
nutrientes. O controle quimico deve ser utilizado como Ultimo recurso, uma vez que existem
outras opgdes eficientes e menos prejudiciais para 0 meio ambiente, e que ndo danificam

espécies que agem como controladores naturais (Mérner et al. 2002).

Em resposta a estes fatores, a Organizacdo Mundial da Saude - OMS - tem promovido
nos Ultimos anos, a procura por novas estratégias para o controle de vetores de agentes
patogénicos (Mdrner et al. 2002). Um dos objetivos é a procura de inseticidas naturais, como,
por exemplo, os produtos de origem vegetal, que sdo estaveis e de facil extracdo. Varias
substancias sintéticas tém sido utilizadas como repelentes, inseticidas e inibidoras da
alimentacdo destes insetos (Van e de Groot 1986; Vieira et al. 2001). Portanto, uma boa
alternativa é o estudo de plantas por serem conhecidas como uma fonte rica de metaboélitos
secundarios bioativos. A diversidade da flora apresenta um enorme potencial para a producao
de compostos secundarios. O uso de plantas para tratar doencas tem como origem as culturas
indigenas e populacfes migrantes. Metabolitos secundéarios sdo atraentes para a industria
devido a grande aplicabilidade destes na agricultura e na saude publica. Assim os extratos
podem atuar como inseticidas, fungicidas, nematicidas, repelentes, dependendo da planta
utilizada (Feinstein 1952; Mathew 2009).

Zapote (Pouteria mammaosa), também conhecido como mamey, abricote, mamey sapote
ou mata serrano € uma arvore comum em todas as regides tropicais da América. Do talo e galhos
é extraido o latex, geralmente utilizado como inseticida e frequentemente utilizado como uma

camada protetora contra mosquitos. Misturado com manteiga, pode evitar infeccdes da pele, e



também ser utilizado no tratamento para doencas do couro cabeludo. Para a fruta foram
atribuidas propriedades antibidticas, porém, é sabido que ndo é tolerada por todas as pessoas
(Cintia et al. 2009). Apresenta um elevado contedo energético sendo sugerida como
complemento nutricional para pessoas enfraquecidas e convalescentes, além de ser utilizada
para tratar transtornos digestivos e da visdo (Stanley 1923). Na literatura ndo ha relatos de
avaliacdo da atividade inseticida, embora seja um dos principais usos etnobotanicos atribuidos
a espécie P. mammosa, portanto € de grande interesse o estudo dessa atividade.

1.1 Caracterizagdo morfoldgica da ordem Diptera

A ordem Diptera possui mais de 151.000 espécies descritas, sendo a segunda maior
ordem da classe Insecta, apenas sendo menos representativa que Coleoptera (Thompson 2008;
Wiegmann et al. 2011), entretanto o nimero atual de espécies pode ser muito maior. Essa ordem
de insetos contém todas as moscas, mosquitos e mutucas de importancia veterinaria, se
caracterizam por possuirem um par de asas funcionais. Algumas sdo importantes por serem
ectoparasitas, enquanto em outras, sdo as larvas que parasitam os tecidos do hospedeiro ou por
serem vetores de doencas. Todas as espécies sdo holometabdlicas (Rafael et al. 2013). De
acordo com Carvalho et al (2012), no mundo, o nimero de espécies desta ordem, poder chegar
a aproximadamente 400 mil, com uma estimativa de 60 mil para o Brasil. E segundo Amorim
2009, atualmente o nimero de espécies descritas no Brasil estd em torno de 8.700, sendo um

total de 31.000 reconhecidas na Regido Neotropical.

Os dipteros sdo caracterizados por possuirem um par de asas membranosas anteriores
bem desenvolvidas e um segundo par reduzido, o qual é transformado em estruturas de
equilibrio chamadas de halteres ou balancins. Os adultos apresentam o corpo dividido em trés
segmentos cabeca, torax e abdome. Cabeca distinta do térax, um par de antenas, um par de
olhos compostos, um a trés ocelos e o aparelho bucal. Mesotérax mais desenvolvido que o pré
e 0 metatérax. E onde estfo situadas as pernas e asas membranosas. As asas membranosas
apresentam as estruturas chamadas veias, as primarias chamadas de costal (C), subcostal (Sc),
rédio (R), media (M), cubital (Cu) e anal (A), cujas ramificacGes se conectam e formam &reas
denominadas células. As vezes apresenta junto a base da asa, na parte posterior, um lobo

acessorio e dobrado sobre si mesmo, a caliptra (Rafael et al. 2013).

Segundo McAlpine et al. (1981), esta ordem é dividida em duas subordens: Nematocera

e Brachycera. Os nematdceros sdo os dipteros que possuem as antenas formadas por mais de



seis articulos livremente articulados e palpos maxilares com trés a cinco segmentos. Os
Brachycera sdo os dipteros genericamente conhecidos por moscas, que se caracterizam por
apresentarem corpo robusto quando comparado aos nematoceros, com antenas formadas por
trés segmentos, sendo o Ultimo anelado e palpos maxilares com no maximo dois segmentos
(Rafael et al 2013).

A subordem Brachycera é dividida em trés infraordens: Asilomorpha e Tabanomorpha
que formavam a antiga subordem Ortorrhapha e a infraordem Muscomorpha que corresponde
a antiga subordem Cyclorrhapha. Esta Gltima (Muscomorpha) é dividiva em duas divisdes:
Aschiza, as quais ndo apresentam ptilineo e a sutura frontal é praticamente ausente; e
Schizophora. Os adultos de Schizophora apresentam uma sutura ptilineal e séo classificados em
duas secdes: Calyptratae e Acalyptratae (Rafael et al 2013). Os adultos da secdo Acalyptratae
possuem cailptros muito reduzidos ou simplesmente ndo apresentam (Serra-Freire e Mello,
2006)

A infraordem Muscomorpha é separada em duas divis6es, em funcdo da presenca e/ou
auséncia de uma sutura localizada no mesonoto. As moscas sdo insetos holometabdlicos, pois
seu ciclo de vida é composto por trés instares larvais, pupa e adulto. A duracao de cada estagio
varia de acordo com a temperatura, umidade e fator de agregacdo larval (Von-Zuben et al.
1998). As fémeas preferem depositar os seus ovos em substratos ja contendo outros ovos,
caracterizando assim uma postura agregada (Esser 1990, 1991).

Von-Zuben (1998) observou que apenas 77% das fémeas fizeram postura total,
enquanto 23% fizeram postura parcial, sendo capazes de depositar seus ovos em mais de um
momento. Este autor sugeriu ainda, que isso pode estar relacionado ao tipo e a quantidade de
substrato oferecido, podendo estas espécies serem capazes de perceber que sua massa de ovos

necessitara de uma maior quantidade de substrato para nutrir suas larvas.

Algumas horas ap0s a ovipostura as larvas de primeiro instar eclodem, estas se
alimentam vorazmente e sofrem duas ecdises até atingir o terceiro instar. Apds completarem sua
alimentacéo, estas larvas de terceiro instar (larvas maduras) abandonam a dieta em busca de um
sitio de pupacdo, e algumas espécies como os muscideos, pupam no resto da dieta alimentar e
alguns dias depois os adultos emergem do pupério, reiniciando seu ciclo de vida (Greenberg e
Szyska, 1984).



1.2 Familia Calliphoridae: Caracterizacdo morfoldgica

As moscas da familia Calliphoridae apresentam distribuicdo mundial. Existem mais de
1000 espécies e cerca de 150 géneros reconhecidos. Dentre essas espécies seis sdo espécies
conhecidas: Chrysomya megacephala (Fabricuis, 1794), Chrysomya albiceps (Wiedemann,
1819), Chrysomya putoria (Wiedemann, 1818), Lucilia eximia (Wiedemann, 1830),
Hemilucilia segmentaria (Fabricius, 1805) e Cochliomyia macellaria (Fabricius, 1775).
Entretanto, as espécies mais conhecidas e estudadas sdo C. megacephala, C. albiceps e
C. putoria. S@o dipteros de médio a pequeno porte, de modo geral azulados, violaceos,
esverdeados ou cupreos, com reflexos metalicos. Arista plumosa (principalmente nos 2/3
basais). Duas cerdas notopleurais. Quarta veia longitudinal (M) fortemente curvada
distalmente; célula apical (R5) estreita, porém raramente fechada distalmente. Caliptra bem
visivel. Escudo podendo apresentar tres faixas pretas longitudinais; pds-escutelo ausente ou

pouco desenvolvido (Carvalho e Mello-Patiu 2008).

Diferem dos Muscidae por apresentarem uma fila de cerdas merais e dos Sarcophagidae
pela coloracdo metélica e por apresentarem 2 cerdas notopleurais, raramente trés. Esta familia
é conhecida pelas moscas varejeiras. Os géneros Cochliomyia, Lucilia e Chrysomya sdo de

importancia veterinaria por serem produtoras de miiases (Ahid 2009).

Os califorideos neotropicais estdo agrupados em quatro subfamilias: Mesembrinellinae,
Chrysomyinae, Calliphorinae e Toxotarsinae, com aproximadamente 27 géneros e 125 espécies
(James 1970). As espécies causadoras de miiases na Regido Neotropical pertencem aos géneros:
Cochliomyia Tonwsend, Compsomyiosps Townsend, Lucilia Robineau-Desvoidy (incluindo
Phaenicia Robineau-Desvoidy), Calliphora Robineau-Desvoidy e Chrysomya Robineau-
Desvoidy. Enfatizando que nas Américas somente Cochliomya hominivorax (Cocquerel 1858)
é 0 agente causador de miiases primarias obrigatorias, todas as outras espécies mencionadas

séo invasoras secundarias de ferimentos ou facultativas (Francesconi e Lupi 2012).

Os califorideos sdo dipteros muscoides pertencentes a subsecdo Calyptratae, pois
possuem uma expansao membranosa em forma de concha na base de suas asas
(Guimardaes e Papavero 1999; Zucchi et al. 1993). A fase imatura destes dipteros é formada por
larvas do tipo vermiforme. As larvas de Calliphoridae possuem espiraculos anteriores com
ranhuras em forma de branquias; tém o corpo dividido em 12 segmentos, a maioria com aneis
de espinhos pigmentados paralelos ou irregulares que podem cobrir todo o0 segmento ou

somente uma parte. Algumas espécies de larvas apresentam placas laterais de espinhos



localizadas entre os segmentos perto da regido posterior chamadas de areas fusiformes. Os
espiraculos posteriores ndo sdo aproximados nem fusionados ou situados em uma cavidade,
eles sdo formados por um anel externo chamado peritrema, que pode ser fechado ou néo, o qual
ocasionalmente pode terminar ou levar a um botéo; ja larvas maduras apresentam trés aberturas
estigmaticas mais ou menos transversais (Florez e Wolff 2009). As equipes de Carvalho e
Linhares (2001) descrevem que esse grupo tem preferéncia por estagios iniciais de
decomposigéo.

1.3 Historico da introducao do género Chrysomya (Calliphoridae) no Brasil

Espécies do género Chrysomya Robineau-Desvoidy 1830 pertencentes a familia
Calliphoridae, sdo vulgarmente conhecidas como moscas-varejeiras. Originalmente, sua
distribuicdo compreendia o Velho Mundo, sendo introduzida no Brasil em meados da década
de 1970 (Guimardes et al. 1978). Os primeiros relatos deste género no pais foram feitos por
Imbiriba et al. (1977) ao identificar C. putoria no Parana - PR e por Guimardes et al. (1978) ao
registrar a ocorréncia de C. albiceps, C. megacephala e C. putoria em Séo Paulo - SP.

Atualmente estas espécies apresentam ampla distribuicdo por todo o territdrio brasileiro
e 0 sucesso da rapida dispersao, em poucos anos, esta relacionado, principalmente, a elevada
capacidade adaptativa verificada nas regides invadidas, bem como, a elevada tolerancia as
variacOes climéticas e também, ao comportamento sexual r-estrategista (Pianka 1970; Mello et
al. 2007).

Até recentemente, as moscas pertencentes ao género Chrysomya estavam restritas ao
Velho Mundo, onde se encontravam entre as mais abundantes e economicamente importantes.
A introducdo involuntaria de quatro espécies desse género, nas ultimas trés décadas, no novo
mundo, tem tido sucesso no estabelecimento e adaptacdo. C. megacephala, C. albiceps e
C. putoria foram introduzidas em duas areas, por volta de 1975, no Sul do Brasil. O periodo de
1975-76 coincidiu com éxodo de refugiados angolanos para o pais, em que muitos fizeram a
travessia em navios, trazendo consigo animais domésticos (Guimardesetal. 1978;
Laurence 1986), desde entdo a dispersao pela América do Sul tem sido rapida (Mariluis 1981,
Baumgartner e Greenberg, 1984; Baumgartner 1988; Wells 1991). A quarta espécie,
Chrysomya rufifacies (Macquart, 1842), foi coletada na Costa Rica em 1978 (Jiron 1979).



Atualmente apresentam-se amplamente distribuidas pelo territorio brasileiro,
principalmente, ao longo da costa, onde populacbes com alta densidade mantém-se
preferencialmente em zonas urbanas (Prado e Guimarées 1982; Carraro e Milward-de-Azevedo
1999). Mello et al. (1997) ressaltam que os fatores climaticos das regides tropicais favoreceram
0 curto periodo de desenvolvimento destas espécies contribuindo assim, com a intensa

dispersdo populacional.

1.4 Flutuacéo populacional da familia Calliphoridae

Considera-se que o0s principais fatores envolvidos na regulacdo dos eventos
comportamentais, fisiolégicos e bioquimicos dos dipteros muscoides estdo associados as
variacOes de temperaturas e fotoperiodos, os quais agem interferindo direto e/ou indiretamente
na resposta biologica do relégio circadiano (Takeda 1997). Sabe-se que a flutuacédo
populacional sazonal nos califorideos (Costa et al. 1992; Ferreira et al. 1995; Vianna et al. 2004;
Mello et al. 2007) é estritamente relacionada as variagdes de temperatura, umidade relativa do
ar, fotoperiodo e intensidade de chuvas (Mello et al. 2007).

Muitos estudos tém sido desenvolvidos, em diferentes condi¢Ges de temperatura, com
intuito de observar as respostas comportamentais das diferentes fases de desenvolvimento pos-
embrionario dos califorideos a esta variavel (Byrd e Butler 1996, 1997; Queiroz 1996;
Grassberger e Reiter 2001; Silva et al. 2004; Berkebile et al. 2006). Tem se observado que a
taxa de desenvolvimento dos califorideos aumenta a medida em que se eleva a temperatura,
apresentando um desenvolvimento pds-embrionario mais acelerado em todas as fases de
desenvolvimento (Queiroz 1996; Silva et al 2004; Berkebile et al. 2006)

1.5 Importancia médica veterinaria dos califorideos (Diptera: Calliphoridae)

Recentes modifica¢Ges climaticas tém ocorrido em todo o planeta com o crescente
aumento de temperatura. Durante o século XX, a temperatura do planeta subiu em torno de
0,6°C, tendo essas modifica¢bes iniciado por volta de 1910. Dois principais periodos de
aquecimento sdo relatados na literatura: entre 1910 e 1945, periodo das grandes guerras
mundiais e desde 1976 até os dias atuais, periodo da grande revolucdo industrial (Turchetto e
Vanin 2004). Ha grande evidéncia de que o aquecimento global influencia uma variedade de

organismos, havendo migracao de espécies entre areas com grande variacdo de latitudes, de



modo a deslocar espécies nativas (Turcheto e Vanin 2004). Assim, como consequéncias deste
fendmeno podem ocorrer perdas de habitat, extincdo de algumas espécies e/ou aumento
populacional de outras, especialmente para aquelas que tém sua taxa de crescimento aumentada
em condicGes de aquecimento, como é 0 caso das moscas varejeiras, 0 que pode trazer

consequéncias desastrosas para a saude publica.

Os califorideos ja foram incrimimados como veiculadores de diversos patégenos. Por
exemplo, C. albiceps ja foi relatada como vetor de Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
Proteus sp., Providencia sp., Citrobacter sp. e Klebsiella sp. (Paraluppi et al. 1996);
C. megacephala como vetor de Aeromononas sobria, Citrobacter freundii, Escherichia coli,
Providencia alcalifaciens, Pseudomonas aeruginosa, Citrobacter sp., Proteus mirabilis,
Salmonella agona, Morganella sp., Klebesiella sp., Pseudomonas sp. e Enterobacter sp.
(Sukontason et al. 2000; Oliveira et al. 2006) e C. putoria como vetor de: polivirus tipos I e 111,
virus Coxsackie, Shigella sp., Salmonella sp., E. coli e Giardia lamblia (Furlanetto et al. 1984).
Além disso, estas espécies podem causar miiases facultativas no homem e animais (Zumpt
1965; Guimarées et al. 1999; Francesconi e Lupi 2012).

A elevada capacidade disseminadora de doencas, somada a alta prevaléncia do género
Chrysomya sp. em ambientes urbano e rural, tornam estes dipteros, grandes pragas
(Guimaraes et al. 2001). Portanto, estes insetos sdo considerados como um problema real em
locais com infra-estrutura inadequada de agua, esgoto e acimulo de material organico em
decomposicdo, pois se tornam criadouros naturais, ocasionando por consequéncia transmissao
de patdgenos e propagacao de doencas a humanos e animais, implicando em elevados prejuizos

sOcio-econdmicos para o pais (Carvalho et al. 2005a).

Estima-se que os prejuizos econdmicos em decorréncia das miiases provocadas em
bovinos, ovinos, equinos, caprinos e cdes foram da ordem de 120 milhdes de dolares nos
Estados Unidos da América na década de 1960 (Baumhover 1966). Atualmente, a principal
especie, Cochliomyia homivorax (Coquerel 1858), responsavel por perdas econémicas neste
pais, foi erradicada (Moya-Borja 2003). Os custos relacionados com medidas preventivas e
controle na América Central e Panama atingem cerca de 43 milhdes por ano (Snow et al. 1985)
No Brasil, as perdas provocadas por estas pragas tém sido calculadas nas sifras de 150 milhdes

de ddlares por ano (Grisi et al. 2002).



1.5.1 Chrysomya albiceps

Mosca de cor verde metalica, com espirdculo mesotoracico branco. Suas larvas
apresentam uma fileira de tubérculos que contém pequenas cerdas apicais e escamas na base
que ndo sdo pigmentadas. Seu espiraculo posterior tem peritrema aberto e pigmentado.
Dependendo da temperatura, as larvas eclodem entre 24-36 horas e as larvas inicialmente se
alimentam de exsudatos da carne fresca decomposta, porém no segundo e terceiro instares,
podem se tornar predadores ou mesmo canibais. E considerado um dtil indicador forense
(Oliveira-Costa 2003).

De acordo com Queiroz et a. 1997, as larvas de C. albiceps sdo descritas da seguinte
forma: primeiro instar (L1): os segmentos de 2 a 8 apresentam anel de espinhos completo; 9 a
12 com espinhos por ¥ do segmento. Espiraculos posteriores com peritrema aberto. Esqueleto
cefalofaringeo inferior a 3 mm de comprimento e levemente pigmentado. Segundo instar (L2):
0s segmentos 2 a 5 com anel de espinhos completo, 6 a 12 com espinhos somente por %2 do
segmento, os segmentos de 5 a 11 com linhas de tubérculos nas regides dorsal e lateral
localizado no centro do segmento; os segmentos de 6 a 11 apresentam alguns tubérculos
pequenos ventralmente. Peritrema aberto. Esqueleto cefalofaringeo com diafragma tentorial
completo; o 10° segmento com espinhos por % do segmento, algumas vezes completo; 11°
segmento com anel por % do segmento e 0 12° segmento incompleto. Parte posterior dos
segmentos 5 a 8 com areas fusiformes e com mandibula em gancho. Terceiro instar (L3): os
segmentos 3 a 12 com linhas de tubérculos conspicuos dorsalmente; 3° e 4° segmentos com
tubérculos menores e o tubérculo ventral de menor tamanho; do 2° ao 4° segmentos com anel
de espinho completo, espiraculos posteriores com peritrema incompleto muito pigmentado e o
botdo imperceptivel. Cornos dorsal e ventral de comprimentos iguais. Segmento caudal com

tubérculos fortemente pronunciados (Flores e Wollf 2009) (Figura 1).
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Figura 1. Vista dorsal dos adultos de Chrysomya albiceps evidenciando a posi¢do dos olhos
utilizada na caracterizacdo sexual. A: Fémea caracterizada por apresentar olhos dicopticos,
(separados da linha média do corpo em vista dorsal). B: Macho caracterizado por apresentar
olhos holdpticos, (proximos da linha média do corpo na vista dorsal).

1.5.2 Chrysomya megacephala

A espécie C. megacephala se distingue das outras espécies do mesmo género, por
apresentar um conjunto de caracteristicas de dificil visualizacdo (Guimaraes et al. 1978). De
acordo com Ribeiro e Carvalho (2000) e Carvalho de Souza (2006), os adultos apresentam uma
coloracdo azul esverdeada podendo ser violacea metalica, de corpo alongado, medindo entre 6
e 11 mm. Apresenta o espirdculo anterior acastanhado, as antenas com arista plumosa e as genas
vermelhas-acastanhadas, aléem destas caracteristicas, os olhos dos machos apresentam uma area

definida de pequenos omatideos inferiores (Figura 2).

Figura 2. Vista dorsal dos adultos de Chrysomya megacephala evidenciando a posi¢do dos
olhos utilizada na caracterizacdo sexual. A: Fémea caracterizada por apresentar olhos
dicopticos, (separados da linha média do corpo em vista dorsal). B: Macho caracterizado por
apresentar olhos holopticos, (proximos da linha média do corpo na vista dorsal).
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As larvas apresentam o corpo vermiforme, de coloracdo branca a amarelada, medindo
entre 12 e 18 mm (em média 14 mm). O térax é composto por trés segmentos, onde, no protdrax,
esta localizado o espiraculo anterior. No abdémen, compostos por oito segmentos, o espiraculo
posterior encontra-se no ultimo segmento. Este espiraculo € grande e as aberturas espiraculares
sdo curtas, além de o peritrema apresentar-se grosso e incompleto (Ribeiro e Carvalho 2000; Pujol-
Luz e Santana 2004; Carvalho de Souza 2006).

1.5.3 Chrysomya putoria

Chrysomya putoria foi introduzida na América Latina (Guimardes et al. 1978), porém é
nativa da Africa, com habitat da Tanzania ao Congo (Zumpt 1965), C. putoria seria idéntica a
Chrysomya chloropyga (Wiedemann 1818). De acordo com Zumpt (1965), as terminalias do
macho de C. chloropyga e C. putoria sdo idénticas, mas Paterson (1977) atribuiu diferencas
morfoldgicas nas formas estruturais do cerco, harpes e nos segmentos pré-genitais. Laurence
(1988) realizou estudos com C. putoria e relatou na discusséo de seus estudos que corrobora as
conclusbes de Paterson (1977) e ainda que C. chloropyga e C. putoria representam duas
espécies distintas, onde cada uma delas ocupa nichos ecologicos também distintos.

Recentemente Wells et al. (2004) confirmaram a parafilia dessas duas espécies confirmando

assim que sdo duas espécies diferentes (Figura 3).

Figura 3. Vista dorsal dos adultos de Chrysomya putoria evidenciando a posi¢cdo dos olhos
utilizada na caracterizacdo sexual. A: Fémea caracterizada por apresentar olhos dicopticos,
(separados da linha média do corpo em vista dorsal). B: Macho caracterizado por apresentar
olhos holdpticos, (proximos da linha média do corpo na vista dorsal).
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Tendo importancia médica e veterinaria por ser vetor mecanico de agentes patogénicos
(Greenberg 1971 e 1973), também é mencionada como produtora de miiases secundérias no
homem e nos animais domésticos. Em nivel de descri¢do taxonémica a C. putoria, pertence a
familia Calliphoridae, subfamilia Chrysomyinae e as estruturas chaves para identificacdo séo
as cerdas pro-pleuras e a cerda estigmatiga que se localizam na lateral do térax do inseto
(Carvalho e Ribeiro 2000).

1.5.4 Cochliomyia macellaria

O género Cochliomyia inclui a “mosca da bicheira”, “vareja” ou “mosca varejeira”.
Califorideos de tamanho médio, cor verde-metalico ou azul esverdeado. Cabeca, com palpos e
antenas amarela ou alaranjada, palpos filiformes. Asas hialinas, nervura basicosta de cor preta
e sem pélos na base (Figura 4). Escudo com trés faixas pretas longitudinais bem visiveis.
Existem 5 espécies, duas das quais sdo causadoras de miiases no homem e animais:
C. macellaria e C. hominivorax, que devem ser diferenciadas por chaves dicotdmicas segundo
Guimaraes e Papavero 1999 e Guimarées et al 2001.

hitp://bugguide.net/node/view/ 174907

Figura 4. Vista dorsal dos adultos de Cochliomyia macellaria evidenciando a posicao dos olhos
utilizada na caracterizacdo sexual. A: Fémea caracterizada por apresentar olhos dicopticos,
(separados da linha média do corpo em vista dorsal). B: Macho caracterizado por apresentar
olhos holdpticos, (proximos da linha média do corpo na vista dorsal).

Cochliomyia macellaria é uma espécie autéctone do Brasil, vulgarmente conhecido
como mosca-varejeira. Sua distribuicdo é restrita as Américas, ocorrendo tanto na regido
neotropical como na neartica, desde a Patagdnia até o sul do Canada incluindo as ilhas
Galapagos e Antilhas (Ferreira 1983; Baumgartner e Greenberg 1985). E uma das principais
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espeécies causadoras de miiases secundarias no Brasil, feridas conhecidas popularmente como
bicheiras, contribuindo assim para agravar um quadro infeccioso j& estabelecido (Gomes et al.
2000) sendo também reconhecida como veiculadora de ovos de Dermatobia hominis (Linnaeus

Jr. 1781) responsavel pela miiase furuncular cutanea (Moya-Borja 2003).

Apds a introducao do género exotico Chrysomya (Robineau-Desvoidy 1830) no Brasil,
a espécie C. macellaria, antes muito comum nas areas urbanas e rurais, vem tornando-se rara
nesses ambientes (Guimarées et al. 1978; Marinho et al. 2003). Diversos estudos sugerem que
esta queda se deve a competicdo durante a fase imatura com espécies desse género exotico
(Aguiar-Coelho e Milward-de-Azevedo 1996). Os adultos de C. macellaria séo atraidos por
varios substratos para alimentacdo ou postura como residuos de origem humana e animal,
carcacas, entre outros. Neste sentido esta espécie tem sido implicada como veiculadora
mecanica de enteropatégenos em humanos (Thyssen et al. 2004; Graczyk et al. 2005; Ribeiro
et al. 2011) e em animais (Greenberg 1971).

1.6 Subfamilia Calliphorinae

De acordo com Mello (2003), a subfamilia Calliphorinae engloba géneros e espécies
gue ndo se comportam tipicamente como moscas varejeiras na América do Sul. No entanto as
larvas de Lucilia eximia (Wiedemann, 1819), L. cuprina e Lucilia sericata (Meigen, 1826) se
alimentam de tecido necrosado (Ahid 2009) Waterhouse e Paramonov 1950 relatam em seus
estudos que a espécie L. cuprina é considerada como potencial produtora de miiases em ovinos
na Australia, sendo responsavel por cerca de 60 a 90% dos casos de miiases e mais de 90% na

Africa do Sul, se tornando um problema de satde.

Carvalho e Ribeiro 2000 referem que Hall e Wall 1995; Stevens e Wall 1996 relataram
em sus publicagdes que todas as espécies que anteriormente eram tratadas como Phaenicia
Robineau-Desvoidy, sdo sindbnimas do género Lucilia Robineau-Desvoidy sendo o ultimo o que

esta valendo.

1.6.1 Lucilia cuprina

Estudos prévios sugerem que a espécie L. cuprina teve sua origem na regido afro-

tropical e oriental. Atualmente, encontra-se difundida em diferentes habitats por todo o mundo
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devido a padrdes de movimentos naturais e dispersdo artificial através de humanos e da pecuaria
(Stevens e Wall 1997; Paes et al. 2005).

Esta espécie é caracterizada por apresentar coloracdo metélica com reflexos acobreados,
genitalia bem desenvolvida, frontalia enegrecida e triangulo ocelar que possui dois pares de
cerdas ocelares (Mello 1961 e 2003). De acordo com Oliveira-Costa e Queiroz (2007), o

tamanho médio da mosca adulta varia de 8,0 a 10,0 mm (Figura 5).

Segundo Linhares 1981; Ferreira e Lacerda 1993 os representantes do género Lucilia,
na fase adulta, sdo encontrados em lixos urbanos, frutos caidos e néctar de flores (Mariconi et
al. 1999). L. cuprina é responsavel pela transmissdo de microorganismos patogénicos, sendo
encontrada também em carcagas e fezes de animais e mantém alto grau de sinantropia
(associacdo com ambientes modificados pelo homem). Dessa forma, assim como 0 género

Chrysomya, esse género também possui grande importancia na satde publica.

http://bugguide.net/nodelview/428627/bgpage
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Figura 5. Vista dorsal dos adultos de Lucilia cuprina evidenciando a posi¢ao dos olhos utilizada
na caracterizagdo sexual. A: Fémea caracterizada por apresentar olhos dicopticos, (separados
da linha média do corpo em vista dorsal). B: Macho caracterizado por apresentar olhos
holdpticos, (proximos da linha média do corpo na vista dorsal).

1.7 Familia Muscidae (CALYPTRATAE: MUSCIDAE)

Inclui moscas de tamanho médio, corpo cinza a amarelo escuro, algumas de cor azul a
verde metalica. Compreendem os géneros de aparelho bucal funcional, quatro faixas negras no
mesonoto. Quarta nervura longitudinal da asa recurvada formando um cotovelo, em angulo reto.
M1 geralmente curvada para a margem anterior da asa. Arista nua ou plumosa. Trés estagios
larvares, sendo que a larva é vermiforme e geralmente é esbranquicada. Possui reflexos

amarelados no abdome. A larva, na extremidade anterior possui ganchos (para captar alimentos)
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e na posterior possui estigmas respiratorios com 1, 2 ou 3 aberturas, de acordo com a fase larvar
(L1, L2, L3).

De acordo com Serra-Freire e Mello 2006, a familia apresenta uma subfamilia Muscinae
com 0s géneros de interesse a M. domestica (mosca doméstica), Stomoxys calcitrans (mosca-

dos-estabulos) e Haematobia irritans (mosca-dos-chifres).

1.7.1 Musca domestica. Caracteristicas

Musca domestica, € uma espécie cosmopolita que teve sua disperséo e distribuicdo pelo
mundo favorecida pela capacidade da espécie em se adaptar as transformacdes do ambiente
natural causadas pelo homem e a habilidade de proliferar tanto no meio urbano quanto no meio
rural. Nas cidades, a mosca doméstica infesta residéncias e locais de trabalho, causando
incémodos e danos para a populacédo, enquanto que no meio rural atua como vetor biolégico e
mecanico de uma série de agentes patogénicos, além de funcionar como forético para 0s ovos

de Dermatobia hominis.

Musca domestica apresenta alta sinantropia e tem sido apontada como responsavel pela
transmissdo de mais de 60 categorias de patdgenos para o homem, animais domésticos e
silvestres e por isso, € uma espécie de grande interesse médico-sanitario. Sua ocorréncia,
distribuicdo e predominancia nas areas urbanas e rurais sao favorecidas pela capacidade de se
desenvolver em quase todos os tipos de matéria organica em fermentacdo. Nao sdo parasitos

obrigatdrios, mas se nutrem de secre¢des e sdo atraidos por feridas (Ahid 2009).

Os adultos de M. domestica apresentam grande capacidade de voo e tém habitos diurnos,
procurando locais bem iluminados e quentes para se estabelecerem. A mosca doméstica é
atraida tanto pelo lixo e esterco, bem como pelo leite, substancias agucaradas, frutas e outros
alimentos humanos, sendo um inseto comensal que frequenta uma série de substratos como
carnigas, secrecdes biologicas e fezes, acaba por contaminar a agua e o alimento, que muitas
vezes sdo consumidos pelo homem. Tem importdncia como: transporte forético de
microorganismos que levam a febre tifoide, desinteria, coOlera e mastite bovina, e de
protozoarios como Entamoeba, Giardia e helmintos como Taenia sp e Dipylidium. E também
veiculadora de ovos de D. hominis. Hospedeiro intermediario de endoparasitos como

Habronema em cavalos e Raillietina em aves (Ahid 2009).
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Aos animais domésticos, sejam aves ou mamiferos, a mosca doméstica é incriminada
na transmissdo de virus e bactérias, além de atuar como vetor intermediério de
Habronema muscae e Habronema megastona (Rudolphi, 1819), helmintos intestinais de

equinos, em cujas fezes sdo eliminados os ovos (Carreira 1991).

De acordo com Serra-Freire e Mello 2006, os adultos de M. domestica apresentam torax
com coloragdo cinza-amarelado a cinza-escuro e quatro faixas longitudinais negras no
mesotono; 4 a veia longitudinal alar (M1+2) curvada, formando cotovelo; abdémen amarelado
com uma faixa mediana longitudinal dorsal negra. A diferenciacdo sexual entre os adultos se
faz de forma simples e rapida através dos olhos, uma vez que os machos apresentam olhos
hol6pticos, isso é se apresentam bem proximos em vista dorsal, enquanto que nas fémeas, o0s

olhos séo dicopticos, se apresentam separados em vista dorsal (Figura 6).

hep://eramientas. educa. madrid org/animalandiafimagenes/m/mosca_domesica jog

Figura 6. Vista dorsal dos adultos de Musca domestica evidenciando a posi¢do dos olhos
utilizada na caracterizacdo sexual. A: Fémea caracterizada por apresentar olhos dicdpticos,
(separados da linha média do corpo em vista dorsal). B: Macho caracterizado por apresentar
olhos holépticos, (proximos da linha média do corpo na vista dorsal).

Com relacéo ao ciclo biologico, cada fémea de M. domestica é capaz de depositar, em
média, 120 ovos a cada postura, sendo que esta se repete cerca de seis vezes durante a sua vida,
cuja duracéo oscila entre 15 e 70 dias. O acasalamento e as posturas ocorrem de trés a 20 dias
apos a emergéncia do adulto e nas regides tropicais se verifica um grande niumero de geracoes

anuais.

De acordo com a temperatura, o desenvolvimento embrionério e a consequente eclosao

das larvas ocorrem entre oito e 24 horas e o0 desenvolvimento larval se da em materia organica
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fermentada. As larvas passam por duas ecdises e se verifica a presenca de trés instares larvais
que se processam entre trés e sete dias. Pouco antes de completar seu estagio larval, as larvas
param de se alimentar e tendem a abandonar o local de criagdo, entretanto a maioria néo
abandona o substrato alimentar, pupando neste e as que abandonaram enterram-se no solo ou
outro substrato para passarem a forma de pupa. Apos um periodo de trés a seis dias, em
temperaturas ambiente elevadas, a mosca adulta emerge do pupério se utilizando da bolsa
ptilinal (Brito et al. 2008). Nos meses de temperaturas mais amenas, o periodo pupal pode se
prolongar por vérias semanas. O ciclo completo de ovo a adulto dura em média de dez a 14

dias.

1.8 Controle de insetos

O uso de inseticidas é uma das principais técnicas utilizadas no controle de pragas e
vetores e seu uso foi 0 que permitiu alguns dos principais avancos na agricultura e no controle
de doencas como a maléria, tifo e a febre amarela (Van Emden e Peakall 1996). Os métodos de

controle de insetos mais empregados se classificam em quimicos e alternativos.

Quando se compara a qualidade de inseticidas sintéticos com os naturais, nota-se que
0s naturais apresentam inimeras vantagens, podendo citar a sua obtencdo, que ¢ feita através
de recursos renovaveis, além de sua rapida degradacdo (Vieira et al. 2001), diminuindo a
probabilidade de gerar resisténcia por parte do inseto (Roel 2001). Mesmo com esses
beneficios, os inseticidas botanicos precisam ser utilizados com a mesma precaucao que oS

compostos quimicos (Brechelt 2004).

1.8.1 Controle quimico

Os inseticidas quimicos de origem sintética surgiram em meados da década de 1940.
Atuam no sistema nervoso dos insetos causando sua morte (Buss e Park-Brown 2006). E o0 meio
de controle mais utilizado para dipteros sinantropicos, constituido principalmente por
organoclorados e organofosforados (Vieira et al. 2001). Estes possuem diversas propriedades
que os tornavam proprios para o uso em grande escala, como baixo custo de producdo, longa
acdo residual e a toxicidade para um amplo espectro de pragas e vetores
(Sethajintanin e Anderson 2006), sendo o Brasil, 0 maior produtor e consumidor de pesticidas
na América Latina (Roel 2001).
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O uso de inseticidas quimicos (sintéticos) para o controle de insetos é perigoso, afetando
especificamente 0 homem e outros animais, podendo poluir o ar, a 4gua e a cadeia alimentar
(Mendonca et al. 2011). S&o tdxicos tanto para animais vertebrados quanto para insetos
polinizadores (Aktar et al. 2009). Devido a alta lipossolubilidade que apresentam, 0os compostos
clorados séo biocumulativos, ficando retidos no tecido vivo (FUNASA 2001; Ritter et al. 1995).
Concentram-se em tecidos e fluidos animais com alta quantidade na gordura como a carne, o
leite e seus derivados (Klaassen e Rozmam 1991), podendo gerar danos toxicologicos a
populacdo humana e a animais domésticos, tanto a curto quanto em longo prazo (Eyer et al.
2004; Faria 2003).

Vaérios estudos realizados na América Latina observaram que a acumulacdo de
organoclorados no sangue, tecido adiposo e leite materno sdo muito superiores aos niveis

observados nos paises desenvolvidos (Carvalho 1991).

Dentre as vantagens dos inseticidas, destacam-se: acdo rapida; inico método de controle
pratico quando a populacdo de insetos causa danos econdémicos a um cultivo comercial;
disponiveis numa variedade de propriedades; efetivos contra varias especies e métodos de

aplicacdo; relativamente baratos (Kuramoto e Shimazu 1997).

O uso excessivo desses tipos de inseticidas também resultou em uma progressiva
resisténcia das pragas a esses quimicos, diminuindo sua efetividade e gerando consequéncias
com potenciais negativos, como o aumento da frequéncia de uso, da dose e de misturas com
compostos mais toxicos (Hemingway e Ranson 2000). Perdem sua efetividade a medida em
que as populacBes-alvo adquirem resisténcia genética contra seus compostos (Gullan e
Cranston 2007). Entre os anos de 1914 a 2007, dos 7740 casos relatados de resisténcia a

inseticidas, a ordem Diptera esteve presente em 2265 (Whalon et al. 2008).

A resisténcia esta estendida por todo o mundo e afeta a maioria das classes quimicas
disponiveis. Ha referéncias de resisténcia de M. domestica a organoclorados, organofosforados,
carbamatos, piretroides, benzoilureas, ciromazina, neonicotinoides (imidacloprid, tiametoxam),
fenilpirazois (fipronil), avermectinas, espinosades, etc. E certo que a resisténcia as classes
guimicas mais modernas (neonicotinoides, fenilpirazoles, spinosad etc.) é relativamente pouco

frequente, pois estes compostos ndo tém sido muito utilizados (Campbell et al. 1997).

As populages multirresistentes aumentam cada vez mais. Estas sdo resistentes
simultaneamente a mais de uma classe quimica (ex. organofosforados, carbamatos e piretroides

ao mesmo tempo) (Brindley e Selim 1984).
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O desenvolvimento de resisténcia em varias espécies de pragas e vetores, com baixa
especificidade, aliado ao impacto ambiental, elevada toxicidade para vertebrados e o alto custo
e eficiéncia questionavel dos inseticidas sintéticos de Gltima geracdo, demonstraram que 0
controle de vetores com o uso exclusivo desse tipo de inseticida ndo garantiria sua eficiéncia.
Como resposta a esses fatores limitantes, a OMS tem incentivado, nos ultimos anos, a busca de
novas estratégias de controle de insetos vetores de agentes etioldgicos causadores de doencas
humanas, dos animais domesticos e silvestres (Morner et al. 2002).

Todo o exposto até agora incrementa o interesse pelos inseticidas alternativos (Almeida
e Batista Filho 2001). Segundo a FUNASA (2001), o controle quimico deve ser utilizado como
ultima alternativa, uma vez que existem outras formas mais eficazes e menos agressivas ao

meio ambiente.

1.8.2 Controle botanico

Algumas sustancias naturais extraidas de plantas apresentam propriedades repelentes
frente a insetos, impedindo sua alimentacdo. Apresentam componentes toxicos que impedem o
desenvolvimento dos insetos (Feinstein 1952; Cabral et al. 2007a; Mendonca et al. 2011), além
de apresentarem hormonios e anti-hormdnios que podem ser Gteis a protecdo de plantas

agricolas de pragas e controle de vetores causadores de doengas (Bowers 1984; Bell et al. 1990).

Apesar deste amplo conhecimento, o conjunto de produtos de controle de pragas obtidos
diretamente das plantas, isto €, os inseticidas botanicos, estio em uso somente em paises
desenvolvidos. As plantas representam uma variedade de produtos naturais potencialmente
Uteis e de fato, muitos laboratérios mundiais tém pesquisado milhares de espécies de plantas
superiores, ndo s6 em busca de produtos farmacéuticos, mas também para o controle de pragas
(Cabral et al. 2008).

Séo produtos de metabolismo secundario destas plantas, segundo Coley e Barone (1996)
e Catehouse (2002), estes metabolitos estdo relacionados ao mecanismo de defesa quando
associados as plantas (Coley e Barone 1996; Cathouse 2002). Rattan (2010) cita diversas classes
de substancias quimicas com atividades inseticidas e diferentes fontes botanicas, como a
nicotina, a azadiractina, o timol, silfinenos, rianodinas, sabadilhas e a piretrina. Destas, varios
compostos ja tiveram sua eficécia testada e comprovada em M. domestica (Pohlit et al. 2011) e

diversos inseticidas comerciais ja foram elaborados e tém tido seu uso aumentado ao passar dos
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anos, como por exemplo, o 6leo de Nim, extraido de Melia azedarach L. que é considerada
uma das plantas com atividade inseticida mais importante (Brunherotto e Vendramim 2001).
Essas substancias apresentam uma variada gama de atividades bioldgicas nesses insetos assim
como atividade sinergica (Bell et al. 1990) como a azadiractina que apresenta efeitos
enddcrinos, toxicos (Mordue e Blackell 1993) e inibidores de alimentacdo (Dethier 1982), os
rianoides, que causam paralisia imediatamente apds a aplicacdo (Fill e Coronado 1988) e as
sabadilhas, que matam por perdas das func¢des nervosas (Cloyd 2004).

Através de estudos sobre os mecanismos de defesa das plantas, vem se desenvolvendo
novos inseticidas que atendam ao requisito de eficacia, seguranca e seletividade (Viegas Junior
2003). O piretro, por exemplo, é um dos inseticidas botanico mais utilizado. O mecanismo de
acao das piretrinas sdo qualitativamente similar ao DDT e muitos inseticidas organoclorados
sintéticos, sdo moderadamente toxicos para mamiferos (DLso aguda oral em ratos vao de 350 a
500 mg/kg) (Isman 2005).

No ano de 1996 foi avaliado o efeito insecticida de uma lectina, obtida a partir de
sementes de Ricinus communis (higuereta), sobre moscas domésticas provenientes de San José
de las Lajas, Cuba. Os ensaios foram realizados com larvas e adultos. Foi observado aumento
da mortalidade em funcdo do aumento do tempo de exposicédo frente ao extrato, a DLso ap0s 72
h de exposicdo foi de 353,4 ppm. Além disso, houve uma diminuicdo altamente significativa
no desenvolvimento pupal na presenca do extrato, 0 que representa sua atividade inseticida
(Alvarez et al. 1996).

Ferreira em 2009 investigou a bioactividade de extratos de Rheedia xanthochymus,
Garcinia longifolia, Plumbago scandens, Hovenia dulcis, Euphorbia tirucalli L.,
Nerium oleander e Malpighia glaba em ovos de Anocentor nitens (Neumann, 1897). Esta
especie € um ectoparasita, o hospedeiro principal sdo 0s equinos. As fémeas gravidas de
A. nitens foram coletadas de cavalos (Equus caballus Linnaeus, 1758). Os resultados de
A. nitens mostraram que M. glaba foi mais efetiva na actividade ovicida. H. dulcis, E. tirucalli
L., R. xanthochymus, G. longifolia, P. scandens geraram ovos inviaveis de A. nitens em 98,9,
98,4, 97,4, 96,0 y 93,2 %, respectivamente. O extrato de Nerium oleander apresentou 0 menor
efeito ovicida 84,9 % (Ferreira 2009).

Dois tipos de inseticidas botanicos podem ser obtidos a partir de sementes da arvore de
Margosa india a Azadirachta indica (Meliaceae). O azeite de nim, obtido por prensagem de

sementes, sdo eficazes contra insetos e acaros de corpo macio, mas também sdo Uteis no
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controle de fitopatogenos. Além dos efeitos fisicos do azeite de nim sobre pragas e fungos,
provavelmente contribuem a bioatividade que se refere a resina oleosa extraida das flores secas
de piretro margarita, Tanacetum cinerariaefolium (Asteraceae) (Schmutterer 2002). Os extratos
de sementes de Melia azedarach e sua actividade contra M. domestica, foram avaliadas em
2008, onde os bioensaios mostraram inhibicdo no desenvolvimento pds-embrionario da mosca
e aumento significativo no periodo larva-adulto. Além disso, 0 peso da pupa foi reduzido e a
proporcédo de sexos alterados (Cabral et al 2008).

Leyva et al. 2008 utilizaram Oleos essenciais das espécies botanicas
Eugenia melanadenia (Myrtales: Myrtacea); Psidium rotundatum Griseg (Myrtales: Myrtacea)
e Piper aduncum (Piperales: Piperacea) na determinacdo de potencial atividade inseticida.
Foram preparadas varias concentracdes de cada 6leo para avaliar a mortalidade, entre 10 e 100
%, aplicando 1 pL no toérax, para E. melanadenia foi obtido valores de DLso=0,21 % e
DLos= 1,33 % e regressao linear y= 4,82 + 2,05x. Os valores das doses letais (DLso € DLgs)
para o Oleo de P. rotundatum corresponderam a 0,18 e 2,4 % respectivamente e o 6leo de
P. aduncum mostrou DLso= 0, 04 % e DLos= 0,33 % respectivamente (Leyva et al. 2008).

Abdel et al. 2009 revelaram que os 6leos volateis botanicos utilizados (pilar de oro,
Cupressus macrocarpa e Alpinia galanga officinarum), tém efeitos morfogénicos contra as
etapas de desenvolvimento de Synthesiomyia nudiseta (Wulp, 1883). Estes incluem estados
deformes intermediarios de pupa-adulto, adultos deformados com asas enrugadas e/ou
deformidade toracica e abdominal. Alguns adultos ndo emergiram e se mantiveram na pupa. Os
efeitos histoldgicos induzidos pelo tratamento com 6leos na parede do corpo foram degeneracgédo
e desprendimento da hipoderme. Os efeitos histopatol6gicos que apareceram no intestino médio
foram contracdo em algumas células e inflamacdo de outras células epiteliais (Abdel et al.
2009).

Fathy (2009) avaliou o efeito inseticida de feno-grego (Trigonella foenum- graecum),
aipo (Apium graveolens), rabanete (Raphanus sativus) e mostarda (Brassica compestris) nos 3
estagios larvais de L. sericata, pela primera vez, atraves de ensaios de ingestdo. Os valores da
DLso foram de 2,81; 4,60; 6,93 e 7,92 % para o feno-grego, o aipo, 0 rabanete e a mostarda,
respectivamente. A taxa de pupas diminuiu fortemente ap6s tratamento com 16 % feno-grego
e aipo. A emergéncia de adultos foi suprimida depois do tratamento das larvas com 8% de
mostarda, 12% de rabanete, e 16% de feno-grego e aipo. Os resultados sugerem que os 6leos

representam novos e seguros potenciais inseticidas para o controle de L. sericata (Fathy 2009).
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Urzla em 2010 analisou por cromatografia gasosa acoplada a espectroscopia de massas
(GC/EM) a composicdo dos 6leos essenciais, procedentes da destilacdo aquosa das folhas
frescas de Haplopappus foliosus e Bahia ambrosoides. A atividade inseticida de cada 6leo foi
avaliada contra M. domestica, sendo o 6leo essencial de H. foliosus inseticida mais potente, 0

qual é promissor como inseticida natural contra as moscas domésticas (Urzta 2010).

Nas investigagdes realizadas por Mendonga em 2011 a atividade do latex liofilizado de
Parahancornia amapa (Huber) Ducke (Apocynaceae) no desenvolvimento pds-embrionério de
C. megacephala (F) relataram que larvas tratadas com 1,0% de latex apresentaram um periodo
mais curto de desenvolvimento pos-embrionario, no entanto, larvas tratadas com 3,0% de latex
induziu um aumento deste periodo. A viabilidade (53%) foi também muito baixa para o periodo
de neolarva a adulto quando tratadas com 3,0% de latex, o que indica que este latex de P. amapa

em altas concentracdes poderia afetar o desenvolvimento de C. megacephala.

Remon et al. 2012 realizaram uma triagem fitoquimica e determinaram a atividade
antibacteriana dos extratos secos da tintura a 20% das folhas e cascas do caule de
Mammea americana L. Foram coletadas folhas e cascas do caule da planta objeto de estudo,
que foram lavadas, desinfectadas, secas e pulverizadas. Apds foi elaborado as tinturas a 20%
pelo método de maceracgdo. Foi comprovada a existéncia de uma alta diversidade de metabélitos
secundarios, com predominio de alcaloides, cumarinas, fenois ou taninos, quinonas e
flavonoides. Os extratos secos mostraram atividade antibacteriana in vitro frente a cepa de
Staphylococcus aureus (ATCC) (Remon et al. 2012).

1.8.3 Controle biol6gico

O controle biol6gico € um processo no qual as populacGes existentes e ecossistemas sao
regulados (mantendo dentro dos limites maximo e minimo), devido a acdo de inimigos naturais
(Debach e Rosen, 1991). A utilizagdo de microrganismos para o controle de insetos ndo é um
método novo, foi utilizado principalmente a partir da década de 1970, por problemas
provocados pela utilizacdo de inseticidas quimicos (Azevedo 1998).

Segundo FUNASA (2001), existem dois tipos de controle bioldgico, o natural, quando
é feito através de inimigos naturais especificos sem a intervencdo do homem e o artificial, que

ocorre quando ha interferéncia humana.
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O processo de selecdo e producdo em grande escala destes inimigos naturais pelo
homem permitiu o controle de pragas em ecossistemas agricolas. Os inimigos naturais mais
utilizados como praguicidas biologicos sdo microrganismos como: bactérias, fungos, virus,
parasitas de insetos como vespas. O controle biologico de pragas melhora a qualidade dos
produtos, reduzem a contaminacdo ambiental e contribuem para a conservacdo dos recursos
naturais. E uma ferramenta importante para sustentabilidade na agricultura (Van e Bellows
1996).

Uma das espécies alternativas de controle, utilizados de forma limitada, constituem
fungos que afetam as larvas e as moscas adultas. Um exemplo deste grupo de fungos a constitui
Entomophthora (Legner 1995). Por outro lado, Geden et al. (1995) sugerem que
Beauveria bassiana pode ser combatida com condi¢des de producdo de sistemas agricolas e
animais, os quais sdo candidatos para o controle biol6gico de moscas domésticas, 0 mesmo para
Metarhizium anisopliae, que € patdgeno para este inseto (Barson et al. 1994). A infecdo do
fungo entomopat6geno sobre os seus hospedeiros se realiza quando o conidio fica em contato
com o tegumento do inseto (Rivera et al. 2003). Os fungos sdo 0s mais frequentemente
encontrados atacando insetos, e acredita-se que eles sejam 0s responsaveis por

aproximadamente 80% das doencas de insetos (Coutinho 1996).

Atualmente, sdo conhecidas em torno de 700 espécies de fungos entomopatogénicos
(Azevedo 1998). Eles contaminam os insetos penetrando principalmente pelo tegumento, mas
podem agir por via oral, anal, dentre outras (Gallos et al. 2002). Um problema para este tipo de
controle é o fato dos inimigos bioldgicos serem espécies vivas e apresentarem oscilacdes em
sua populacgdo, tornando-se necessario, na maior parte do tempo, a participacdo humana nesse
processo (FUNASA 2001).

No mercado atual ja se tem formulagbes comerciais a base de fungos em varios paises.
Dentre elas, seis formulagdes a base do fungo M. anisopliae, tais como: Biomex, Biocontrol,
Combio, Metabiol, Metapol e Metaquino, no Brasil e Alemanha. Estes consideraram o
potencial de utilizar M. anisopliae no programa de controle biolégico (Rhodes 1993).

De acordo Azevedo (1998), tanto as bactérias que esporulam quanto as que ndo, podem
infectar um inseto. Elas contaminam preferencialmente por via oral e uma vez dentro do inseto
alvo, elas se multiplicam liberando toxinas e levando a morte do mesmo. As bactérias

entomopatogenas,  particularmente  as do  género  Bacillus, especificamente
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Bacillus thuringiensis e Bacillus sphaericus constituem alternativa de controle (Hodgman et al.
1993; Ignoffo e Gard 1970).

Apesar de muito escassos, relatos relacionados com bactérias com atividade toxica a
M. domestica sdo encontrados, como por exemplo, cepas de B. thuringiensis apresentam alta
toxicidade atribuida a JB-exotoxina. Mais recentemente foi isolada uma cepa com atividade
larvicida, mostrando acdo toxica causada pela 5-endotoxina (Legner 1995). Em estudos
realizados foi utilizado cepas de B. thuringiensis (Bt) que produzem exotoxina. Entretanto, as
exotoxinas desenvolvidas rapidamente pelas moscas domésticas ja estavam criando resisténcia
aos inseticidas biologicos. Foram identificadas varias cepas com boa atividade frente as moscas
adultas. Posteriormente outras cepas com atividade contra as moscas domésticas e
determinaram a Cry1B, endotoxina que foi encontrada em todas as cepas de M. domestica. A
qual pode ser o elemento chave para a atividade destas cepas contra as moscas (Geden et al.
1995).

Por sua vez, os virus formam parte de outro grupo de agentes de controle bioldgicos
principalmente a familia Baculoviridae, que é onde se encontram 0s mais importantes virus do
controle bioldgico (Azevedo 1998). Eles contaminam o inseto por via oral e sua aplicacdo é
feita através da maceracdo de individuos infectados e pulverizacdo no campo (Gallos et al.
2002). Também ha relatos de um baculovirus dentro deste grupo de organismos. Foi relatada
uma particula viral, envolta de forma oval, com duas cadeias de DNA, associado com sintomas
de "Hiperplasia das glandulas salivares (HGS)". O efeito deste virus é uma reducdo importante
no desenvolvimento do ovalico, aspermia e oligospermia, o qual resulta num efeito negativo

sobre os aspectos reprodutivos do hospedeiro (Cooler et al. 1993).

1.9 Pouteria mammosa

A espécie Pouteria mammosa (L.) Cronquist pertencente a familia das sapotaceas tem
sido denominada comumente com os termos “Zapote ou Mamey” estes nomes comuns possuem
origem na palavra azteca “tzapotl” (Cintia et al. 2009). Mesmo assim existem outras
convinagBes de nomes atribuidos: zapote, zapote mamey, mamey, mamey colorado, mamey de
tierra, mamey sapote, mamey zapote, sapota, sapote, sapote colorado, sapote de montafia. A
arvore pode chegar até 30 metros de altura, com sementes robustas, pubescentes o aveluadas.
Possui folhas cartaceas, compridas e grossas nas extremidades, ovaladas ou elipticas, com

nervuras fortes de 13 a 25 cm de comprimento, pubescentes no lado ventral, e 0 &pice agudo,
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abruptamente acuminado, obtuso ou redondo, a base cuneada; os peciolos de 2 a 4 cm de largo
com frequéncia pubescentes. As flores sdo pequenas, densamente acumuladas nos galhos.
Sépala ao redor de 10, densamente imbricadas em 3 a 4 serie; redondas, sedosas de
aproximadamente 3 mm de comprimento. Corola 5-partida de 10 mm de comprimento. Estames
5, com frequéncia anteriferos, opostos aos I6ébulos da corola, os filamentos pontiagudos, as
anteras cordadas. Ovario 5-locular, disco aveludado; estilo conico. O fruto é uma grande
monosperma, rugosa, como de 5 cm de comprimento (Roig 2012) (Figura 7).

\
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Figura 7. Imagens do Zapote (Pouteria mammosa). A: Folhas e frutos na arvore. B: Medicédo
do fruto e mostra da forma interiror que deixa ver a semente a e polpa.

1.9.1 Classificagédo taxonémica

A espécie Pouteria mammosa (L.) Cronquist possui varias sinonimias taxondmicas
mostradas na “Tervuren Xylarium Wood Database” 2015 e que se listam a continuacéo:
Achradelpha mammosa (L.) O.F. Cook, Achras mammosa L., Achras zapota major Jacq.,
Bassia jussiaei Tussac, Calocarpum huastecanum Gilly, Calocarpum mammosum (L.) Pierre,
Calocarpum mammosum var. bonplandii (Kunth) Pierre, Calocarpum mammosum var.
candollei (Pierre) Pierre, Calocarpum mammosum var. ovoideum (Pierre) Pierre,
Calocarpum sapota (Jacg.) Merr., Calospermum mammosum var. bonplandii (Kunth) Pierre.,
Calospermum mammosum var. candollei Pierre, Calospermum mammosum var. ovoidea
Pierre., Lucuma bonplandii Kunth, Lucuma mammosa (L.) C.F. Gaertn., Sapota mammosa
Mill., Sideroxylon sapota Jacg., Sideroxylum sapota Jacq., Itellaria mammosa (L.) Radlk. y

Calospermum parvum Pierre. A classificacdo cientifica se resume na Tabela |.
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Tabela I. Classificagdo taxondmica do Zapote.

Nome Cientifico Pouteria mammosa (L.)

Cronquist
Reino Plantae
Subreino Tracheobionta
Divisdo Magnoliophyta
Classe Magnoliopsida
Subclasse Dilleniidae
Ordem Ericales
Familia Sapotaceae
Subfamilia Chrysophylloideae
Género Pouteria
Espécie Pouteria mammosa

1.9.2 Caracteristicas do fruto

Este fruto americano e muito difundido desde a época pré-hispanica. A polpa (carne) do
zapote € suculenta e tem uma cor rosa exaltado com o doce sabor que satisfaze a maioria dos
gostos. As andlises quimicas mostram que por 100 g da polpa de zapote se obtém 65,6% de
agua, 1,7 g de proteinas, 0,4 g de lipideos, 31,1 g de carboidratos, 2 g de fibras, 1,2 g de cinzas,
40 mg de calcio, 28 mg de fdsforo, 1 mg de ferro, 115 mg de vitamina A, 0,01 mg de tiamina,

0,02 mg de riboflavina, 2 mg de niacina e 22 mg de acido ascorbico (Urzta 2010).

O frescor natural se adapta aos climas quentes e contém vitaminas A e C, as quais sao
Uteis para combater doencas respiratdrias e manter numa boa condicdo o sentido da visao e a
pele (Ferreira 1897). Os frutos desta planta tém sido usados tradicionalmente com fins
medicinais contra erupcdo cutanea, a febre, a inflamacao, Ulcera, nduseas, vomitos e diabetes
(Cintia et al. 2009). O latex tem sido utilizado para destruir verrugas, entretanto o extrato obtido
de sementes se usou como cataplasma emoliente para doencas dolorosas da pele (Grosourdy
1864). Além disso, a infusdo da semente foi usada em Cuba e Costa Rica para tratar as doencas

do peito como tose e bronquites (Stanley 1923).

1.9.3 Outras sapotéaceas e a atividade inseticida

Muitas espécies da familia das Sapotaceas tém sido usadas por diferentes populacGes
como medicina tradicional para o controle de patdgenos, € o caso do efeito do Dubard frente a

gonorreia e sifilis (Chhabra et al. 1993). Também foram descritas diferentes atividades
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bioldgicas da Pouteria venosa (Mart.), incluida a atividade inseticida. Os quatros triterpenos
isolados de Baehni, (taraxerol, acido ursolico, &cido 3f,19a,23-trihidroxiurs-12-en-28-oico e
acido 2a,30,190,23-tetrahidroxiurs-12-en-28-oico) e o fitosteroide (espinasterol), mostraram
atividade larvicida no 4% instar do Aedes aegypti (Linnaeus, 1762), atividade antimalarica
contra a cepa NK-65 de Plasmodium berghei; antiradical (DPPH) e anticolinesterasica
(Montenegro et al. 2006). Os extratos da madeira e o cortex de Pouteria guianensis Aubl.
possuem compostos quimicos com propriedades repelentes frente a Nasutitermes sp.
(Barbosa et al. 2007). A Pouterina, uma proteina isolada de sementes de Pouteria torta (Mart.)
Radlk. resultou ser tdxica para as larvas do inseto Callosobruchus maculatus Fabricius 1775
(Coleoptera) quando se incorporou de maneira artificial na sua dieta (concentragéo final 0.12%,
w/w), causando 50% de mortalidade (Boleti et al. 2007). Segundo Boleti et al. 2009, esta
proteina também mostrou efeito inseticida frente as larvas de Anagasta kuehniella (Zeller,
1879) (Lepidoptera: Pyralidae) (Boleti et al. 2009).

Recentemente Carrico et al. (2014) mostraram o efeito inseticida do extrato aquoso de
folhas de Pouteria sapota (sinonimia dada a P. mammosa) na espécie Chrysomya putoria, a
partir das evidéncias de que a aplicacdo topica deste extrato bruto possui a capacidade de reduzir

as percenntagen de viabilidade no estagio larval e do periodo de neolarva a adulto.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar a seguranca e a eficacia dos extratos, aquoso e hidroalcodlico a 25%, de
sementes de Pouteria mammosa (L.) Cronquist para o controle alternativo de dipteros
muscoides da familia Calliphoridae (Chrysomya albiceps, Chrysomya megacephala,
Chrysomya putoria, Lucilia cuprina e Cochliomyia macellaria) e Musca domestica (Diptera:
Muscidae).

2.2 Objetivos Especificos

1. Determinar os parametros de controle de qualidade e a composi¢do quimica dos extratos,
aquoso e hidroalcodlico a 25% de sementes de P. mammosa, através das técnicas de

caracterizagdo fitoquimica.

2. Determinar os efeitos indesejaveis do contato e ingestdo dos extratos, aquoso e
hidroalcodlico a 25% de sementes de P. mammosa através da realizacdo dos testes de:
Toxicidade in vitro em células cardiacas, Toxicidade Aguda Oral pelo Método das
Classes (CTA), Irritabilidade Dérmica, Toxicidade Dérmica Aguda e Irritabilidade
Oftalmica.

3. Caracterizar o efeito do extrato de sementes de P. mammosa sobre o desenvolvimento
pos-embrionario de cinco espécies de Calliphoridae (C. albiceps, C. megacephala,
C. putoria, L. cuprina e C. macellaria) e uma espécie de Muscidae (M. domestica)
mediante 0 estudo do comportamento das variaveis de cada estadgio e alteracGes

morfoldgicas macroscépicas evidenciadas.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material Vegetal

Os frutos de P. mammosa foram coletados no més de fevereiro do ano 2012 no povoado
“El Caney” de Santiago de Cuba, Cuba. As folhas e sementes foram identificadas por
taxonomistas especializados do “Centro Oriental de Ecosistemas y Biodiversidad (BIOECO)”
do Museu de Historia Natural “Tomas Romay” da Cidade de Santiago de Cuba. Este material
seco também foi depositado no herbario desta instituicdo sob o nimero de registro Hac 468
(Anexo I).

3.2 Obtencao e caracterizagdo dos extratos de Zapote

O endocarpo de sementes de P. mammosa foi removido e o endosperma pulverizado.
Os extratos, aquoso e hidroalcodlico (25%) foram preparados por macera¢do numa proporcao
de 40 g em 100 mL de &gua destilada ou etanol 25% com agitacdo em “shaker” durante 0ito

horas, posteriormente foram filtrados e concentrados até 50 mL em rotoevaporador (Figura 8).

Extragéo do
endospermadas Rotoevaporagio
sementes

l

Processamento em
moinho de facas

l

Material vegetal
moido (40 g)

y

Extrato aquoso bruto

Extrato hidroalcoodlico a 25%

' -

-
Em 100 mL do solvente Agitac&o shaker
+ Agua destilada 8 horas
+  Solugéo hidroalcodlica 25%

Figura 8. Diagrama de fluxo para obtencdo dos extratos aquoso bruto e hidroalcodlico a 25%
de Pouteria mammosa.
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Foram realizados os controles de qualidades fisico e fisico-quimica dos extratos
segundo a “Norma Ramal de Salud Publica 312 - (NRSP: 312) (1991). Extractos fluidos y
tinturas. Métodos de ensayos ”.! (Determinagéo do pH, a densidade e o valor dos sélidos totais)
e finalmente foram estocados a 4°C em frascos de cor &mbar.

O controle da qualidade quimico qualitativa foi feito para determinar a presenca de
alcaloides, triterpenos e/ou esteroides, quinonas, cumarinas, lipideos e/ou 0Oleos essenciais,
muco, saponinas, fenoGis e/ou taninos, aminodcidos, acUcares redutores glicosideos

cardiotonicos, glicosideos cianogénios e resinas (Dominguez 1979) (Anexo II).

3.3 Manuseio de animais de laboratério e consideragdes éticas

Todos os animais incluidos no estudo receberam &gua e comida ad libitum durante todo
0 periodo de vida. Foram mantidos em condi¢des ambientais favoraveis com temperatura de
25°C, umidade relativa variando entre 40 e 70% e fotoperiodo de 12 horas claro/escuro. Os
experimentos foram conduzidos seguindo as diretrizes internacionais estabelecidas para o
manuseio de animais de laboratério baseadas nos principios de reducdo do nimero de animais
e refinamento no trato do mesmo. A execucdo dos estudos foi aprovada pelo Comité de Etica
da “Facultad de Ciencias Naturales de la Universidad de Oriente — Cuba” 2 (Anexo Ill) para
serem realizados no “Centro de Toxicologia y Biomedicina (TOXIMED) - Cuba” 2 centro de
pesquisa credenciado para tais fins (Anexo V).

Para o teste de Toxicidade Aguda Oral foram utilizados seis ratos fémeas Sprague
Dawley (que nunca tiveram contato sexual) com idade entre cinco e seis semanas de vida e com
massa corporal entre 170 e 206 gramas. No caso do teste de Toxicidade Dérmica Aguda foram
utilizados dez ratos (cinco fémeas e cinco machos) com mesma idade, também Sprague Dawley
com massa corporal entre 200 e 300 g, fornecidos em todos os casos pelo “Centro Nacional
para la Produccién de Animales de Laboratorio (CENPALAB) — Cuba” com Certificado de
Saude N°. 08001414.

Para os testes de Irritabilidade Dérmica e Irritabilidade Oftalmica usaram-se trés coelhos

fémeas da linha Nova Zelandia em cada caso, com idade de 11 a 12 semanas e massa corporal

! Norma Ramal de Satide Pdblica 312 - (NRSP: 312) (1991). Extratos fluidos e tinturas. Métodos de ensaios.
2 Faculdade de Ciéncias Naturais da Universidade de Oriente — Cuba.
3 Centro de Toxicologia e Biomedicina (TOXIMED) — Cuba.
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de 2 a 3 Kg. Estas foram fornecidas sob o Certificado de Saude N°. 0314 pelo “Centro para la

Reproduccion de Conejos de EI Modelo en Santiago de Cuba — Cuba ™ *

3.4 Provas para determinacdo da seguranca dos extratos

3.4.1 Avaliacdo in vitro dos extratos aquoso bruto e hidroalcodlico a 25% de sementes

de Pouteria mammosa sobre culturas de cardiomiocitos

A obtencéo de culturas primarias de masculo cardiaco foi realizada a partir de embrides
de camundongos retirados de fémeas gravidas com 18 a 20 dias de gestacdo. Apds eutanasia
das fémeas gravidas, os coracdes dos embrides foram removidos e dissecados em solucéao
salina. Os ventriculos foram submetidos a sucessivas etapas de dissociagdo mecanica e
enzimatica (0,05% de tripsina e 0,01% de colagenase por cinco min a 37°C). As suspensfes
celulares foram centrifugadas e o sedimento (pellet) resuspenso em meio suplementado com
soro (5% de fetal bovino (SFB) e 15% de cavalo), 2% de extrato embrionario de pinto, 1mM
de L-glutamina e 5mM de cloreto de célcio. A progressdo da dissociacdo foi monitorada por
microscopia optica de contraste de fase, para anélise de morfologia, densidade e viabilidade
celular. Em seguida foi feito o plaqueamento das células em diferentes substratos previamente
revestidos por 0,01% de gelatina. Inicialmente as culturas foram mantidas por 30 minutos em
garrafas a 37°C para a adesdo de fibroblastos, sendo entdo o sobrenadante (rico em
cardiomidcitos) transferido para novos substratos também revestidos por gelatina (Da Silva et
al. 2008).

Culturas primarias de células de mamifero foram analisadas em microscopio éptico
(observacdo da morfologia, densidade e contratilidade das células); as células foram cultivadas
a 37°C por 24 horas e entdo incubadas por 24 a 48 horas a 37°C com diferentes concentracdes
dos extratos (0 -1200 ug/mL.) diluidas em meio de cultura. Os controles foram realizados com
omissdo das drogas e adicdo DMSO (na concentragéo final relativa a dose de 1200pug/mL uM)
(Figura 9).

O teste de viabilidade foi realizado pelo método de Presto Blue: as culturas expostas aos
compostos foram incubadas com o substrato por seis horas e em seguida, realizada a leitura no
espectrofotémetro (&s amplitudes de onda 570 e 600nm), segundo recomendacdo dos

fabricantes e como descrito anteriormente (Timm et al. 2014).

4 Centro para a Reprodugéo de Coelhos de “El Modelo” em Santiago de Cuba — Cuba.

31



Analisadas em Microscopio optico
Culturas primarias de Observagéo da: ]
musculo cardiaco * Morfologia
» Densidade
l = Contratilidade
Células cultivadas a
37°C por 24 horas
l Resultados:
Incubadas Expressos na diferenga na porcentagem de
Por 24 a 48h a 37°C redugdo em células tratadas (CT) e células néo
nos extratos: tratadas (CNT).

(0-1200 pg/mL.)
Controle: DMSO

Método de Presto Blue:

Culturas expostas por 6 horas ao efeito dos extratos.
Leitura no espectrofotémetro (570 e 600nm).

Baseado remogéo do O, e substituigdo pelo hidrogénio CTE

Figura 9. Diagrama de fluxo para avaliacdo in vitro dos extratos aquoso bruto e hidroalcodlico
a 25% de sementes de Pouteria mammosa sobre culturas de cardiomiécitos.

O teste identifica o potencial citotdéxico dos extratos pela medida da metabolizacédo
celular, o principio do ensaio é a reacdo de oxi-reducdo (REDOX) através sistema de transporte
de elétrons (remocdo do oxigénio e substituicdo pelo hidrogénio) e citocromos (Xu et al. 2015).
Os resultados foram expressos na diferenca na porcentagem de reducdo em células tratadas

(CT) e células ndo tratadas (CNT), através da seguinte equacao:

(117,216)(Abs 570 CT) — (80,586)(Abs 600 CT)

1
(117,216)(Abs 570 CNT — (80,586) (Abs 600 CNT) * 100

Diferenca na porcentagem =

3.4.2 Toxicidade aguda oral pelo Método das Classes (CTA)

Para determinar os possiveis efeitos toxicos de P. mammosa utilizou-se a Diretriz para
a avaliacdo de substancias quimicas emitida pela Organizacdo para a Cooperacdo e 0
Desenvolvimento Econémico, seguindo o Método das Classes de Toxicidade Aguda (CTA)
(OECD/OCDE 423, 2012) (Figura 10). Resultados publicados (Anexo V).
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Sge '%f:;ﬂi?f cr:die Observacdes clinicas de 2 a 4 vezes por dia.
grupo experimental = Comportamento e estado fisico geral
1 = Mucosas nasais, pele e pelagem

Administragéo da dose = Alteragdes nos sistemas: respiratdrio, circulatorio,
300 mg/Kg. nervoso central e autonomo, e somatomotor.
Administracéo da dose = Tremores, convulsGes, diarreia, letargia, salivagio,
5?3;) Oﬁ%ﬁ%;g:};gg o pouco reflexo aos estimulos, sono, fotofobia e coma.
néo houve decessos = Realizou-se ainda a palpagéo do abdémen.

| |

\ \ \
Dia0 Dia7 Dia 14

Figura 10. Diagrama de fluxo para determinacéo da Toxicidade Aguda oral dos extratos aquoso
bruto e hidralcodlico a 25% de Pouteria mammaosa pelo Método das Classes (CTA).

Este permite a estimagdo da DLso com um intervalo de confianga e a classificagdo da
substancia de ensaio de acordo ao Sistema Globalmente Harmonizado donde se estabelecem as
faixas das substancias em classes toxicas desde: Nao Classificada, Perigosa, Toxica, Muito

Toxica e Altamente Toxica (Tabela II).

Tabela Il. Classificacdo toxicologica das substancias segundo a Diretriz 423 da Organizacdo
para a Cooperacédo e o Desenvolvimento (OECD/OCDE 423, 2012).

Faixa da DLso (Mmg/Kg) CTA Classificacdo
DLso > 2000 mg/Kg de peso CTAS Né&o Classificada
300 < DLso <2000 mg/Kg de peso CTA4 Perigosa
50 < DLso < 300 mg/Kg de peso CTA3 Toxica
5 < DLsp < 50 mg/Kg de peso CTA?2 Muito Tdxica
DLso < 5 mg/Kg de peso CTA1l Altamente Tdxica

Os animais foram selecionados aleatoriamente e colocados em dois grupos de trés ratos
por caixa (Figura 11), um grupo controle e um grupo experimental tratado com o extrato
correspondente a cada caso. Foi retirado o alimento a todos os animais 12 horas antes de iniciar
0 estudo e se determinou a massa corporal momentos antes numa balanga Sartorius de origem

alema.
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Figura 11. Ratos Sprague Dawley.

Ao grupo experimental foi administrada uma dose de 300 mg/Kg com ajuda de uma
Sonda gastrica N° 10 Vygén de origem francesa. As observacbes clinicas dos animais
realizaram-se de 2 a 4 vezes por dia, prestando atencdo ao: comportamento, estado fisico geral,
as mucosas nasais, mudangas na pele e na pelagem, sinais que mostrassem alteragdes nos
sistemas respiratorio, circulatorio, nervoso central e autbnomo e a atividade somatomotora.
Além de possiveis aparecimentos de sinais como tremores, convuls@es, diarreia, letargia,
salivacdo, pouco reflexo aos estimulos, sono, fotofobia e coma. Realizou-se ainda a palpacdo

do abddémen.

Apo6s 48 horas de observagdo clinica sem nenhum sinal evidente de toxicidade se
procedeu a administracdo 2000 mg/Kg a um segundo grupo experimental. No sétimo e décimo
quarto dia se determinou novamente a massa corporal dos animais. Ao chegar ao ponto final do
estudo, os animais foram sacrificados de forma humanizada por administracdo de uma
superdose do anestésico ketamina por via intraperitoneal. Posteriormente foram estudados

macroscopicamente 0s 0rgaos internos.

3.4.3 Teste de irritabilidade dérmica

Os animais, coelhos (fémeas) da linha Nova Zelandia (Figura 12) foram raspados ou
tricotomizados 24 horas antes da aplicacdo dos extratos no lombo (dorso) e a ambos os flancos
(10% da superficie corporal) tendo cuidado de ndo ferir a pele. Utilizaram-se animais com pele

intacta e saudavel. Lavou-se essa area do animal com agua estéril e se deixou repousar por um
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periodo o de 24 horas. Posteriormente foi aplicado 0,5 mL do extrato de estudo em um dos

flancos, numa érea de seis cm? aproximadamente.

T »

Fonte: Conejos Mascota Hogar'On-I—ine.

Figura 12. Coelhos da linha Nova Zelandia.

Os animais foram mantidos expostos a acdo dos extratos durante quatro horas, fixados
em suporte de PVVC, passado este tempo os emplastros foram retirados e a zona de aplicacéo foi
lavada com &gua esteéril. As leituras foram realizadas a 1, 24, 48 e 72 horas ap0s a retirada dos
emplastros. Avaliou-se 0 comportamento, a conduta, o estado geral, a postura e reflexos, atitude
relacionada com a vontade de se alimentar, ingerir agua e os habitos de higiene. Registrou-se e
comparou-se a massa corporal ao inicio e fim do estudo (Figura 13).

Grupos experimentais de
3 coelhas tricotomizadas .
no lombo. Observactes:
1 = Conduta
Lavagemerepousoda | ® Estado geral
pele por 24 horas = Postura e reflexos
] » Vontade de se alimentar
Pesagem inicial. = Vontade de ingerir 4&gua

= Habitos de higiene.

Aplicagéode 0,5 mL do s
= Comparou-se a massa corporal ao inicio e fim do

extrato de estudo em um

dos flancos. Exposigéo estudo.
por 4 horas fixados num
suporte. Pesagem final

0!1 4h Heitura 1h L?Hura 24h Leitura 48h Leitura 72h
I \ f

Figura 13. Diagrama de fluxo do Teste de Irritabilidade Dérmica realizado aos extratos aquoso
bruto e hidralcodlico a 25% de Pouteria mammosa.
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Realizou-se a avaliacdo de edema e eritema seguindo os aspectos relacionados na

(Tabela I11) para calcular o indice de Irritagdo Primaria (11P) mediante a seguinte formula:

Valor (eritema + edema)

[IP = — — - P
Ndmero de animais x Nimero de observagdes

Tabela Il1. Grau de formacéo das lesGes na pele.

Eritema e formacao de escaras Desenvolvimento do edema Grau

Auséncia de eritema Auséncia de edema 0

Edema muito ligeiro

Eritema muito ligeiro . 1
(Escassamente perceptivel)

Eritema bem definido Edema |Ig(ill’0 (E_Bo_rdes da area bem definido por 5
una elevacao definida)

Eritema de moderado a severo Edemg,moderado (Elevacéo de aproximadamente 3
um milimetro)

Eritema severo hasta formagéo de escaras Edema severo (Elevacdo de més de um milimetro 4

que se estende além do local da exposi¢éo)

A interpretacdo dos resultados se realizou seguindo a escala proposta por Draize et al.
em 1944 (Tabela 1V) e a Diretriz para a Avaliacdo de Substancias Quimicas emitida pela
Organizacdo para a Cooperacéo e o Desenvolvimento Econdmico, através da Metodologia para
Determinacdo do Grau de Irritacdo/corrosdo Dérmica Aguda (OECD/OCDE 404, 2000).
Resultados publicados (Anexo V).

Tabela 1V. Faixas do indice de Irritacdo Primaria estabelecidos por Draize et al. em 1944 para
a classificacdo do efeito irritante das substancias na pele.

Faixa do indice de Irritacao Classificacdo da Irritabilidade

Primaria
0<IlIP<04 N&o Irritante
0,4<IIP<2,0 Ligeiramente Irritante
2,0<IIP<5,0 Moderadamente Irritante
5,0<IIP<8,0 Severamente Irritante
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3.4.4 Teste de toxicidade dérmica aguda

Os ratos Sprague Dawley foram raspados ou tricotomizados 24 horas antes da aplicagéo
dos extratos no lombo (dorso) e a ambos os flancos (10% da superficie corporal) tendo cuidado
de ndo ferir a pele. Utilizaram-se animais com pele intacta e saudavel. Lavou-se essa area do
animal com agua estéril e se deixou repousar por um periodo o de 24 horas. Posteriormente se

aplicou uma dose de 2000 mg/Kg de peso do extrato de estudo em um dos flancos.

Os animais foram mantidos expostos a acdo dos extratos durante 24 horas, com
emplastros fixos contendo o extrato sem ser imobilizados. Passado este tempo se retiraram 0s
emplastros e foi lavada a zona de aplicacdo com agua estéril. As observacgdes clinicas foram
realizadas até por volta de 14 dias depois de retirados os emplastros. Avaliou-se ainda o
comportamento, a conduta, o estado geral, a postura e reflexos, atitude relacionada com a
vontade de se alimentar, ingerir &gua e os habitos de higiene. Registrou-se a massa corporal no
inicio do estudo e se comparou com a dos sete dias e a do fim do estudo como principal

indicador de injuria nos estudos com animais.

Este estudo complementar ao de Irritabilidade Dérmica refere-se aos efeitos adversos
produzidos em um curto periodo de tempo apos a aplicacdo a dose Unica de uma determinada
substancia segundo a Diretriz N°. 402 da Organizacao para a Cooperacgéo e o Desenvolvimento
Econdmico (Figura 13).

Grupos experimentais de
3 ratos tricotomizados no
lombo. Observacoes:
1 = Conduta
Lavagem e repouso da = Estado geral
pele por 24 horas = Postura e reflexos
1 = Vontade de se alimentar
Pesageminicial. = Vontade de ingerir 4gua

= Hébitos de higiene.
Aplicagéo de 2000 mg/Kg do s
extrato de estudo em um dos | © COMparou-se a massa corporal ao inicio e fim do

flancos. estudo

Exposigéo por 24 horas
fixados num suporte.

H

Oh 24h  Dia0 Dig? Dia‘14
1 !

Pesagem final

Figura 14. Diagrama de fluxo do Teste de Toxicidade Dérmica Aguda realizado aos extratos
aquoso bruto e hidralcodlico a 25% de Pouteria mammosa.
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3.45 Teste de irritabilidade oftalmica

Utilizou-se a Diretriz para a Avaliagdo Substancias Quimica emitida pela Organizacdo
para a Cooperacdo e o0 Desenvolvimento Econdmico, seguindo a Metodologia para a
Determinacdo do grau de Irritacdo/corrosdao Oftalmica Aguda (OECD/OCDE 405, 2002)
(Figura 15). Resultados publicados (Anexo V).

Coelhos (3 fémeas) da
linhaNova Zelandia.

|

Estudo das estruturas
oculares(cornea, iris e
conjuntiva)

l Caleulo de indice de Irritagdo Oftalmica

Observacdes individuais

Instilaram-se 0,1 —=| uo=
mililitros dos extratos,
mantendo palpebras L
juntas por 20 minutos '

I

Ambos os olhos foram
examinados as 24, 48 e
72h num quarto escuro ——
e sempre pelo mesmo
especialista.

Niimero de animales x Nimero de observacdes realizadas

Classificagdo da substancia ou extrato

Figura 15. Diagrama de fluxo do Teste de Irritabilidade Oftalmica realizado aos extratos aquoso
bruto e hidralcoolico a 25% de Pouteria mammosa.

Um total de trés coelhos (fémeas) da linha Nova Zelandia para cada lote de ensaio foram
submetidos a um rigoroso estudo das suas estruturas oculares (cOrnea, iris e conjuntiva),

rejeitando qualquer um que tivesse a minima irritacdo, defeito ocular ou lesdo na cérnea.

Instilaram-se 0,1 mililitros dos extratos em cada caso no fundo do saco conjuntival
direito, depois de projetada ligeiramente a palpebra inferior para fora do olho do animal.
Mantiveram-se as palpebras juntas durante 20 minutos apos a instilacdo. Foram examinados
ambos os olhos de cada animal as 24, 48 e 72 horas, sempre pelo mesmo especialista. O dano
da cornea determinou-se em um quarto escuro com o uso de uma solucéo de fluoresceina sddica
a 2% para aumentar o contraste, irrigou-se logo com solucdo salina para eliminar restos de
extrato e fluoresceina e foi utilizada uma lampada de luz ultravioleta para auxiliar na
observacdo. Realizaram-se e registraram observagdes (Anexos VI e VII) até 5 dias apos

aplicacdo para avaliar reversibilidade dos efeitos e se determinou mais uma vez a massa
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corporal no final do estudo para comparar variacfes neste parametro. Realizou-se o somatério
de todas as &reas orbitais afetadas (cOrnea, iris e conjuntiva) e se dividiu pelo multiplo do
nimero dos animais e as observacdes realizadas (Draize et al. 1944) para determinar o indice
de Irritacdo Ocular (110).

Observacoes individuais

o= . , —
Numero de animales x Numero de observagdes realizadas

O valor obtido se comparou com as faixas estabelecidas na Tabela V para dar os
resultados de aprovacao ou rejeicao, sob o critério do Anteprojeto do Método Cubano (Garcia-
Simon et al. 1988) para a avaliagdo. Os indices instituidos como limites de aprovacédo do 110
vao de 0 até 19 e de rejeicao valores do 110 desde 20 até 110.

Tabela V. Faixas do Indice de Irritagdo Ocular estabelecidos pelos critérios do Anteprojeto do
Método Cubano para classificagdo da irritabilidade oftalmica.

Faixas do Indice de Irritagdo Classificacdo da Irritabilidade

Ocular
0<110<10 N&o Irritante
10 <10 <20 Ligeiramente Irritante
20 <10 <30 Moderadamente Irritante
30<IO0<110 Severamente Irritante

3.5 Criacdo e manutencado no laboratorio das col6nias de dipteros muscoides

A criacdo dos dipteros muscoides incluidos no estudo foi estabelecida a partir de adultos
coletados em diferentes pontos do Brasil: Campus da Universidade Federal do Amapa —
UNIFAP (C. albiceps e C. megacephala), no Campus da Fundacdo Oswaldo Cruz, FIOCRUZ,
no Rio de Janeiro — FIOCRUZ (C. putoria e C. macellaria) e numa cagamba de lixo encontrada
no Bairro do Amorim, proximo ao campus da FIOCRUZ/RJ (L. cuprina e M. domestica). A
metodologia utilizada para o estabelecimento e manutencéo das coldnias foi a estabelecida por
Queiroz e Milward-de-Azevedo (1991), que consiste em manter os adultos em gaiolas de
madeira, com telas de nailon nas laterais e uma abertura frontal contendo uma manga de tecido
preto para 0 manuseio dos insetos, o volume da gaiola é de aproximadamente 2,7 m* (30x30x30
cm) (Figura 16 A). Esta mesma metodologia preconiza uma alimentagdo a base de sacarose
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oferecida na forma de acucar refinado que atualmente se dispde numa solucdo em forma de
xarope simples a uma concentracdo de 83% +2% e agua provida em garrafas com um pavio
feito de gaze para difuséo por coesdo (Figura 16 B).

Os dipteros utilizados foram provenientes de novas colonias, feitas a partir da primeira
geracdo dos adultos coletados. Para substrato de postura e maturacdo das fémeas da familia
Calliphoridae foi oferecida carne moida putrefata e no caso especial da espécie M. domestica,
uma mistura de carne bovina moida putrefata e farelo de trigo na proporcéo 5g de carne/1g de

farelo, dieta preconizada no Laboratério de Entomologia Médica e Forense do Instituto
Oswaldo Cruz — LEMEF/FIOCRUZ.

Figura 16. Condicdes para criacdo e manutencgdo das coldnias de Dipteros muscoides. A: Gaiola
para contencdo; B: Dieta para basica para alimentacdo e inducdo da copula e postura.

3.6 Bioensaio de atividade inseticida em dipteros muscoides

Ap0s aproximadamente 12 horas de induzida a postura com carne bovina putrefata em
cada colonia se obtiveram quantidades suficientes de larvas em instar L1 para testar seis doses
(quatro repeti¢des com 50 larvas cada) do extrato aquoso bruto de P. mammosa e uma dose
controle (na qual nada foi aplicado), totalizando 1400 larvas em cada experimento. As doses
foram estabelecidas a partir da solugdo matriz do extrato a uma concentracdo inicial de
134,0 mg/mL (100%) de sdlidos totais. A partir desta por diluicdo se obtiveram as
concentragdes 6,7; 13,4; 33,5; 67,0; 100,5 mg/mL equivalentes ao 5; 10; 25; 50 e 75% da
solucdo matriz respectivamente, sendo a aplicacao feita imediatamente ap6s a diluicéo.
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Foram aplicados 50uL de cada concentracdo de extrato topicamente sobre 50 larvas
recém-eclodidas a uma relacdo de 1ul/larva aproximadamente. ApOs a aplicacdo as larvas
foram transferidas para um recipiente contendo 509 de dieta e este recipiente foi acondicionado
dentro de um segundo recipiente de maior volume, contendo vermiculita como substrato de
pupacdo. Estes foram cobertos por tecido de nailon (escaline) preso por elastico.

Em todos os tratamentos, as pupas foram coletadas, pesadas em balanca de preciséo e
acondicionadas trés por cada tubo de ensaio, contendo até ¥ de seu volume de vermiculita e
tampados com escaline, para pupacdo e posterior emergéncia dos adultos (Figura 17). As
observacdes foram registradas numa planilha adecuada ao desenvolvimento dos dipteros

(Figura 18). Foi calculada a viabilidade larval através da seguinte formula:

o Numero de larvas que avandonou a dieta
Viabilidade larval = — — x100%
Numero de larvas definido para cada tratamento

No momento da emergéncia dos adultos foi calculada a viabilidade pupal e em conjunto,

a viabilidade de neolarva a adulto utilizando as seguintes férmulas respectivamente:

o Numero de pupas das quais emergiram adultos
Viabilidade pupal = - x100%
Numero total de pupas formadas

Numero de adultos que emergiram

Viabilidad 1 dulto = 1009
fabiiidade heolatva a adutto Numero de larvas definido para cada tratamento X %

Os insetos foram observados quanto a viabilidade do desenvolvimento das fases de
larva, pupa e neolarva a adulto, duracdo de cada fase e razdo sexual calculada segundo a

seguinte férmula:

Numero de fémeas emergidas

Razio sexual = - - : - -
(Numero de fémeas emergidas + Numero de machos emergidos)

O fluxo de trabalho do ensaio é mostrado na Figura 17 e o registro diario dos dados foi

feito na planilha mostrada na Figura 18.
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Indugéo dacdpula Agrupamento em trios para
elou postura. observacdo

A Quase instantinea
Copula Pesagemdas larvas

Capturae contagem
das larvas ou pupasL3

~ 24 horas apds Espalhamento para

Contagem das indugio observacédo e captura

larvas

sopinBas sejp sjop sode sasop se sepo} wa Jedwaxe wnyuau JBiswa oeu opuenb euwie} anb oyleqes ap ojelp oj1)

~ 24 e 120 horas
Uma vez capturadas dependendo da
Transferénciaa Desenvolvimento espécie e 0 efeio
Aplicacdo came~1g/Lara dos imaturos

Figura 17. Fluxo de trabalho no bioensaio de atividade inseticida em dipteros muscoides.
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AVALIACAO DIPTERA DOSE: [ ] REPETICAQ: D

ESPECIE: | ! TRATAMENTO:
DATA ESTIMULO POSTURA: / / DATA DE ECLOSAO DAS LARVAS (L1): /

Peso larva em Data abandono da Data da Data emerge

Instar L3 dieta (L3) pupagio adutio OBSERVAGOES

LARVA
Sexo
Estagio
L1-L3
(Dias)
Estagio L3
(Dias)

a Adultos
Tempo
Neo-Adu
(Dias)

(mg) Dia / Més Dia/ Més Dia / Més

o

50

Legenda para a coluna observagdes e sexo: LMV Larva Morta na Vermiculita; LMT = Larva Morta no Tubo de ensaio; LMC - Larva Morta na Carne; PV = Pupa na Vermiculita; PC = Pupa na
carne; NE 2 Nio Emergiu; ME - Morreu Emergindo; EMF - Emergiu com Malformac3o. F - Femea; M = Macho; ? o * - Sexo duvidose. (Colocar sempre a data ao lado das siglas).

Figura 18. Tabela de registro de dados primérios utilizada na avaliagdo de substancias e extratos
para controle alternativo de dipteros.
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3.7 Obtengéo, registro e andlise estatistica dos dados

Os dados para cada ensaio foram coletados em planilhas especificas (Anexos V e VI) e
posteriormente digitalizados no programa Microsoft Excel onde se construiram gréaficos e

tabelas.

Para o0 processamento da variavel massa corporal (0 dias, 7 dias e 14 dias) se utilizou o
pacote estatistico Stadgraphy versdo 5.1. Foi realizada uma prova estatistica através do
Contraste Multiplo de Faixas com o Teste de Comparacdo Multipla de Médias de Tukey das

Minimas Diferencas Significativas (LSD) a 95% de nivel de confianca.

Os resultados da atividade inseticida foram analisados através da analise de variancia
(ANOVA: P < 0,05), foi utilizado o Teste de Comparacdo Multipla de Médias de Tukey para
analise da significancia estatistica, e o desvio padrdo foi calculado através da média dos
experimentos. O pacote estatistico Graphpad® Prism foi utilizado na realizacao destes calculos

estatisticos.

A mortalidade (aqueles individuos que ndo emergiram) foi calculada através da
inversdo da viabilidade. Também foi calculada a mortalidade acumulada que se estabelece
como resultado da soma da mortalidade resultante de cada tratamento mais 0 nimero de
individuos com malformacdes (mortalidade seletiva resultado da selecdo natural daqueles
individuos que emergiram com malformacdes que os tornam inviaveis), com morte iminente,
incapacidade para conseguir alimento, incapacidade para se reproduzir ou impossibilidade de

fugir dos predadores, por exemplo, adultos que apresentaram asas atrofiadas.

Se:

% Mortalidade especifica de cada estagio por tratamento ou controle = 100 — % Viabilidade

Entao:

% Mortalidade acumulada = Mortalidade por ndo emergéncia + Mortalidade seletiva
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Controle de qualidade fisica, fisico-quimica e quimico-qualitativa dos extratos
aquoso e hidroalcoolico 25% de sementes de Pouteria mammosa

Muito raramente uma planta inteira possui valor medicinal ou alguma outra
aplicabilidade; normalmente os compostos Uteis se concentram em alguma das suas partes:
folhas, sementes, flores, cortex, frutos e raizes. O uso das plantas e dos produtos derivados
destas deve estar acompanhado do méximo cuidado, para garantir o sucesso do tratamento ou
aplicacdo. Contrariamente a crenca geral, os melhores resultados nem sempre séo obtidos com
0 uso das plantas frescas ou com preparacgdes caseiras. Fazer extratos de plantas permite obter

maior quantidade de principios ativos.

Os produtos fitoterapéuticos possuem uma composicdo quimica varidvel e, por
conseguinte sdo definidos pelo processo de extracdo. Sendo assim, dois fatores sdo de
importancia fundamental: a qualidade da matéria prima utilizada e a opcéo para selecionar o
solvente para a extracdo. As plantas medicinais apresentam, normalmente, mais de uma

substancia ativa e diversas substancias inativas que influem na agdo dos componentes ativos.

Para satisfazer as exigéncias em manter constante a atividade da substéncia, a proporgéo
entre 0s componentes deve também ser mantida, e é por isso que resulta de grande importancia
avaliar a qualidade dos extratos. Os casos especificos dos extratos aquoso e hidroalcoodlico a

25% obtidos a partir de sementes de P. mammosa podem ser observados na Tabela V1.

Tabela VI. Parametros do controle de qualidade fisica e fisico-quimica do extrato aquoso bruto
e do extrato hidroalcodlico a 25% de sementes de Pouteria mammosa (L.) Cronquist. (Zapote).

R - -, . Extrato aquoso bruto de Extrato hidroalcodlico a
Parametros fisicos e fisico-quimicos
P. mammosa 25% de P. mammosa
Aroma Améndoas amargas Améndoas amargas
Caracteristicas Coloracéo Branco Bege
organolépticas Transparéncia Turvo Turvo
Homogeneidade Sim Sim
Potencial hidrogenidnico — pH ~6,0 ~6,0
Densidade relativa (g/cmd) 1,013 1,024
Sélidos totais (mg/mL) 134,00 106,40

Ao realizar o estudo fitoquimico (quimico-qualitativo) dos dois extratos determinou-se

gue ambos, aquoso e hidroalcodlico 25% evidenciam em intensidades similares: cumarinas,
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saponinas, fenois e taninos o que sugere que possuem quantidades similares destes metabolitos.

Maiores quantidades de flavonoides e glicosideos cianogénicos estiveram presentes no extrato

aquoso que no extrato hidroalcodlico 25% a partir das evidéncias visuais. Nenhum extrato

mostrou evidéncias da presenca de resinas, glicosideos cardiotdnicos nem mucilagens (Tabela

V).

Tabela VII. Triagem fitoquimica (quimico-qualitativa) dos extratos, aquoso e hidroalcodlico a
25% de sementes de Pouteria mammosa (L.) Cronquist. (Zapote).

RESULTADOS

METABOLITOS TESTES
Aguoso Hidroalcoolico 25%
Dragendorff - L
Alcaloides Mayer - +++
Wagner - -
. . Lieberman-Burchard - -
Triterpenos e/ou esteroides Solkowski i +
Quinonas Borntrager - =+
Variante acido sulfurico - -
Cumarinas Baljet i ++
Legal + -
Sudéo +4++ -
. . Ensaio para 6leos essenciais
;s[)e;r?sgsis elou  Azeites com papel branco sem +++ +
reagente o +
Ensaio para 6leos fixos
Mucilagens Prova para mucilagens - -
Saponinas Prova de espuma + +
Fendis e/ou Taninos Prova de Cloreto Férrico ++ +
Aminoacidos Ninhidrina +++ =
, Fehling +++ -
Aclcares redutores Benedict it N
Glicosideos cardiotonicos Kedde = =
; + +
Acido sulfarico concentrado
Flavonoides Shinoda A N N
Prova Alcalina (Alcali) + +
Rosemheim
+++ +
Glicosideos cianogénicos Guignard i

Resinas

Prova de Resinas

Os metabdlitos que marcaram as maiores diferencas entre os dois extratos foram os

lipideos e/ou Oleos essenciais, aminoacidos e agucares redutores que sé estavam presentes no

extrato aquoso. Alcaloides, quinonas, triterpenos e esteroides foram encontrados unicamente

no extrato hidroalcodlico a 25% de P. mammosa.
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4.2 Seguranca da aplicabilidade dos extratos aquoso bruto e hidroalcodlico a 25% de
sementes de Pouteria mammosa

O habito e a pratica acumulados na utilizacdo do “Zapote” ou “Mamey colorado” desde
séculos anteriores como alimento e como remedio etnoboténico, séo indicios de uma baixa ou
nula toxicidade do fruto e dos extratos preparados a partir de sementes desta planta da familia
Sapotaceae (Roig 2012). No entanto, para amparar cientificamente a aplicacao e aplicabilidade
de qualquer produto, metabolito ou principio ativo torna-se indispensavel realizar testes que
demostrem sua seguranca (OECD/OCDE 423 2012). E por isso que a seguir se apresentam os
resultados dos efeitos provocados pelos extratos obtidos a partir de sementes de P. mammosa
ao interagir in vitro com células cardiacas, ao serem administrados por via oral, bem como ao

serem colocados em contato com a pele e os olhos.

4.2.1 Efeito dos extratos aquoso bruto e hidroalcodlico a 25% de sementes de
Pouteria mammosa sobre células cardiacas

Os resultados apresentados (Figura 19 e Figura 20) refletem as médias e desvios padrao
de trés ensaios individuais (realizados em triplicatas). A analise da toxidade dos extratos de
sementes de P. mammosa sobre o cultivo priméario de cardiomidcitos foi realizada com a
finalidade de verificar o perfil de viabilidade celular, através de ensaio que identifica danos em

nivel mitocondrial.

Os resultados mostram que os extratos ndo apresentaram toxicidade sendo observadas
algumas alteracGes na cultura na maior concentracdo de 1200ug/mL (Figura 20). ApGs 0s
tempos de incubacdo, durante a observacdo ao microscopio dptico, os cardiomiécitos tratados
com o extrato hidroalcoolico a 25% monstraram perda parcial de contratilidade na maior
concentracdo testada com 24 horas de tratamento. Esta toxicidade foi revertida com o tempo de
48 horas de tratamento com a fracdo. Esta diferenca de resultado entre um extrato e o outro €
coerente com as diferencas quanto ao contetdo de metabolitos secundéarios contidos em cada
tipo extrato. Na caracterizacdo quimico-qualitativa preliminar do extrato aquoso ndo se
evidenciou presenca de alcaloides e que sim estiveram presentes no extrato hidroalcoolico a
25% (Tabela VII). A estimulacéo vagal do coracdo ¢ mediada por receptores muscarinicos do
tipo My, que ao serem ativados por alguns alcaloides naturais podem induzir uma reagéo
inibitoria e reduzir a acdo parassimpatica (Farias et al. 2010). Mesmo quando alcaloides como
a atropina aceleram o ritmo cardiaco e aumentam a velocidade de conducdo pelo nédulo

auriculoventricular se utilizam em casos de bradicardia e bloqueio auriculoventricular de tipo |
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(Caen et al. 2008), no entanto doses baixas apresentaram um efeito de bradicardia
“bradicardizante” paradoxal devido ao blogueio de receptores muscarinicos inibidores
(Montano et al. 1998).

O conjunto de dados nédo revelaram toxicidade em relacdo a alteragdes morfologicas,
fisioldgicas e de densidade celular, bem como de viabilidade mitocondrial das fracGes testadas

e nos tempos de 24 e 48 horas de incubacéo.

100

m24h m48h

R T

Opg/mL 150pg/mL 300pg/mL 600pg/mL  1200pg/mL
Concentragdes

Inibigao da viabilidade (%)

Figura 19. Comportamento da viabilidade de células cardiacas apos tratamento com o extrato
aquoso bruto de sementes de Pouteria mammosa.
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Figura 20. Comportamento da viabilidade de células cardiacas ap6s tratamento com o extrato
hidroalcodlico a 25% de sementes de Pouteria mammosa.
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4.2.2 Toxicidade aguda oral em ratos tratados com os extratos aquoso e hidroalcodlico

a 25% de sementes de Pouteria mammosa pelo Método das Classes de Toxicidade

(CTA)

Entre os indicadores importantes para a determinacdo da toxicidade de qualquer
substancia estdo a determinacdo das variacbes da massa corporal e a avaliagdo das
manifestacdes clinicas, pois permitem conhecer danos associados a lesGes em 6rgaos e sistemas
de 6rgdos, que trazem como resultado alteracdes nas func@es vitais. Além disso, se descreve
que toda substancia toxica produz alteracdes anatémicas e fisioldgicas, que se manifestam em
modificagcdes no quadro clinico geral, que dependem diretamente da severidade e extensdo da
les@o, assim como dos sistemas de 6rgdos envolvidos, duracdo da exposi¢do, concentracdo da
substancia no sangue, idade e saude prévia geral do animal (Hayes 1994).

Ao realizar o ensaio foi observado que a dose administrada de P. mammosa
(2000 mg/Kg) nao provocou mudancas nos sinais clinicos dos ratos desde 24 até 72 horas ap0s
administracdo. Depois deste periodo, um dos animais apresentou pouca resposta aos estimulos
e subsequentemente foi ao Obito. Os outros dois ratos foram submetidos a uma estrita
observacao e rigorosa supervisdo clinica durante os 14 dias do estudo. N&o apresentaram
nenhuma alteracdo, nem irregularidade nos sinais clinicos.

No caso do extrato hidroalcodlico a 25%, o primeiro nivel de dose (300 mg/Kg) nédo
resultou em mudancas significativas referente aos sinais clinicos nos ratos. Dois dias mais tarde
(48 horas ap6s a primeira administracdo) foi administrada a dose superior (2000 mg/Kg) a
outros trés animais que morreram. Um rato morreu depois das seis horas tendo apresentado
cianose, pouca resposta a estimulos e fezes soltas (diarreia) antes da morte. Os outros dois ratos
foram ao Obito sete e 12 horas respectivamente depois da administragdo, mostrando sinais
clinicos de hemorragia.

Na necropsia 0s animais ndo mostraram alteracdes macroscépicas dos 6rgaos, com
excecdo do rato tratado com dose de 2000 mg/Kg do extrato aquoso de P. mammosa, que
apresentava 0 estbmago aumentado de tamanho devido a gases. Observou-se além disso
exsudado fibrinoso e o ceco distendido, 0 que pode ser atribuido a existéncia de glicosideos
cianogénicos contidos neste extrato.

Segundo Aleman et al. 1998 e 2000 assim como Gad et al. 2007, a massa corporal é o
indicador mais sensivel em um modelo animal como resposta a um efeito adverso. Outros
autores como Mosberg e Hayes (1989), tém argumentado que variagdes referentes a massa

corporal sdo resultado da alta sensibilidade deste parametro a substancias quimicas com baixa
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toxicidade. Considera-se que entre os indicadores que fornecem mais informacgéo nos estudos
toxicologicos se encontra a rapida perda de massa corporal (aproximadamente de 15 a 29%
num periodo de cinco a sete dias) (CCAC 1993; HMA 1999).

Observou-se que a massa corporal ndo foi afetada apds a administracdo dos extratos
(Figura 21 e Figura 22), pois mostrou um aumento normal em correspondéncia com os valores
de referéncia padrdes para 0 uso e tratamento de animais de laboratorio, em relacdo a espécie
utilizada (CCAC 1993; Wallace-Hayes 1994; HMA 1999). Quando se analisou esta variavel no
extrato aquoso (Figura 21), no caso do grupo tratado com P. mammosa, 0 ganho de massa
corporal foi de 47,40 g (21,61%) e um aumento na massa de 23,97 g (representando 11,31%)
foi observado no grupo controle. Estes resultados foram corroborados por analise estatistica
sendo encontradas diferencas significativas (p<0,05%) no teste ndo pareado de “t” com a
correcdo de Welch. O grupo tratado com P. mammosa a 2000 mg/Kg assimilou a dose maxima
de 2000 mg/Kg.

O extrato hidroalcodlico de P. mammosa a 25% provou ter um nivel superior de
toxicidade porque a dose méaxima assimilada pelos ratos foi de 300 mg/Kg (Figura 22). O grupo
controle apresentou um aumento de 27,40 g até o final do estudo que representa um ganho de
peso de 12,44% e os animais do grupo tratado tiveram um aumento médio de 34,53 ¢
representando um ganho de peso 14,01%. N&o foram encontradas diferencas significativas entre
os tratamentos e o grupo de controle quando realizada a analise estatistica. Quando se
administrou a dose de 2000 mg/Kg do extrato hidroalcodlico a 25% de P. mammosa todos 0s
animais morreram. O ganho de peso foi evidente em todos os animais incluidos no estudo e foi
maior no grupo tratado com extratos de P. mammosa em ambas as formas, aquoso e

hidroalcodlico a 25%.
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Pouteria mammosa (Extrato aquoso)

Figura 21. Comportamento da massa corporal dos ratos no ensaio de Toxicidade Aguda Oral
pelo Método das Classes (CTA) do extrato aquoso bruto de sementes de Pouteria mammosa
(L.) Cronquist (Mammey ou Zapote). Os nameros sobre as linhas horizontais representam as
médias do ganho de massa corporal em miligramas.

Massa corporal (mg)

34,53

25,43
237 37 2647
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191,03
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Grupo controle
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* * »—
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Pouteria mammosa (Extrato hidroalcodlico 25%)

Figura 22. Comportamento da massa corporal dos ratos no ensaio de Toxicidade Aguda Oral
pelo Método das Classes (CTA) do extrato hidroalcodlico a 25% bruto de sementes de
Pouteria mammosa (L.) Cronquist (Mammey ou Zapote). Os numeros sobre as linhas
horizontais representam as médias do ganho de massa corporal em miligramas.
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Este efeito observado para as variacbes da massa corporal é consistente com 0s
resultados obtidos por Petit et al. 1995; Sharma et al. 1996; Rao et al. 1996; EImnan et al. 2012,
0s quais estudaram os efeitos de sementes de feno-grego (Trigonella foenum-graecum L.) sobre
0 metabolismo de ratos. Eles relataram que as saponinas aumentaram o consumo de alimentos,
resultando assim em aumento de ganho de massa nos ratos. No estudo fitoquimico (quimico-
qualitativo) de P. mammosa (Tabela VII) determinou-se que ambos 0s extratos, aquoso e
hidroalcodlico a 25% continham saponinas em intensidades semelhantes, o que poderia
justificar o mesmo efeito no presente estudo. Coincidentemente, um resultado analogo foi
obtido em organismos invertebrados estudados por Carrico et al. 2014 quando ao estudarem o
efeito de P. mammosa (publicado com a sindnimia Pouteria sapota (Jacq.) H.E. Moore e
Stearn) nos imaturos de C. putoria, 0s autores perceberam que os grupos tratados com o extrato
aquoso de folhas resultaram em um aumento no peso corporal das larvas deste diptero.

O grupo tratado com extrato hidroalcodlico a 25% de P. mammosa mostrou a mesma
evidéncia para os trés ratos mortos na dose utilizada de 2000 mg/Kg: estdmago dilatado com
paredes sangrentas e ciandticas, intestino edematoso e hemorragico. Esses resultados poderiam
ser esperados considerando a abundéancia de alcaloides observada na composicao quimica deste
extrato hidroalcodlico mostrado no controle quimico qualitativo (Tabela VII). Algumas
substancias alcaloides de plantas podem atuar sobre os receptores colinérgicos em algumas
juncdes neuroefetoras (atuando como agente colinomimético) e estimular significativamente os
plexos mesentérico e entérico interno do trato gastrointestinal digestorio. Eles também podem
induzir secrecdes tragueobrdnquicas e estimular a musculatura lisa brénquica, resultando em
intensa broncoconstricdo e reducdo da capacidade vital (Brunton et al. 2011).

Considerando todas as evidéncias obtidas neste ensaio 0 extrato aquoso bruto de
P. mammosa foi categorizado como Né&o Classificado (CTA 5), segundo estabelecido pela
Diretriz 423 da Organizacéo para a Cooperacdo e o Desenvolvimento Econdmico (OCDE). No
entanto, devido a ocorréncia da morte de um animal e a manifestacéo de varios sinais clinicos,
sugere-se a avaliacdo da toxicidade subcronica por dose repetida durante 28 dias. O extrato
hidroalcodlico a 25% na dose de 2000 mg/Kg apresentou sinais clinicos de toxicidade e morte
de todos os animais e lesGes graves nos orgaos e sistemas de 6rgdos. O extrato foi classificado

como: Perigoso (CTA 4), com uma DLso na faixa de entre 300 e 2000 mg/Kg.
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4.2.3 Potencial irritante do contato com a pele de ratos tratados com os extratos, aquoso

e hidroalcodlico a 25% de sementes de Pouteria mammosa

Ao avaliar o efeito dos extratos aquoso e hidroalcoolico a 25% sobre a pele mediante o
teste de Irritabilidade Dérmica, evidenciou-se que os coelhos ndo apresentaram sinais de
irritacdo ou edema. A pele estava intacta quando os emplastros foram removidos e se manteve
assim durante as 72 horas posteriores do estudo. O indice de Irritagdo Cutanea de ambos os
extratos aquoso e hidroalcodlico 25% de sementes de P. mammosa foi igual a "0". O peso
corporal dos coelhos, principal parametro medido para avaliacdo de uma injuria ao animal, ndo
foi afetado em nenhum caso depois da aplicagéo dos extratos (Tabela VI1II). Observou-se um
aumento normal de peso corporal, correspondente com os valores de massa corporal
estabelecidos para animais de laboratério em relacdo a esta espécie segundo o CCAC 1993 e
HMA 1999.

Tabela VI1II. Avaliacdo do comportamento da massa corporal e do aparecimento de eritema e
edema em coelhos (fémesas) da linha Nova Zelandia durante o ensaio de Irritabilidade Dérmica
dos extratos, aquoso e hidroalcodlico a 25% de sementes de Zapote (Pouteria mammosa (L.)
Cronquist).

Massa Massa Eritema Edema

Extrato Animais Inicial final
(kg) (kg) lh 24h 48h 72h 1h 24h 48h 72h

] 1 1010 2043 0 O O O O 0 0 0
S 2 1000 2080 O O0 O O O 0 0 0
< 3 2120 2300 0 0 O O 0 0 0 0
o 1 2013 2146 0 ©0 ©0 ©0 O 0 0 0

o 9 5

1%: 22 2 2121 235 0 0 0 0 0O 0O 0 0
©
= 3 2341 245 0 0 O O O 0O 0 0

Nenhum dos extratos induziu sinais clinicos adversos aparentes nos animais quando
aplicados na pele, demonstrando que estes extratos de sementes de P. mammosa podem ser
utilizados sem reagdes secundarias em 6rgdos internos. Ambos os extratos foram classificados
como potencialmente N&o Irritantes, de acordo com a Diretriz 404 da Organizagdo para a
Cooperacao e 0 Desenvolvimento Econémico (OCDE), que avalia a irritacdo/corrosdo dérmica
aguda das substancias. Assim em caso de um futuro uso como inseticida ndo havera riscos de

danos na pele dos funcionarios que estejam aplicando o produto ou alguma outra pessoa que
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tenha contato. Desta forma as irritacbes que possam aparecer ndo serdo atribuidas

exclusivamente ao produto e sim a uma hipersensibilidade propria dos individuos.

4.2.4 Potencial toxico agudo do contato com a pele de ratos tratados com os extratos,
aquoso e hidroalcodlico a 25% de sementes de Pouteria mammosa

A dose de cada extrato administrada (2000 mg/Kg de massa corporal) a cada grupo
experimental especifico, ndo ocasionou mudancas significativas nos sinais clinicos dos ratos
durante as primeiras 24 horas. Uma vez transcorrido este tempo, se procedeu a retirar 0s
emplastros com cuidado de néo ferir a pele e se lavou bem a &rea de aplicacdo ndo se observando
nenhuma mudanga aparente, e esta se manteve intacta. Os animais foram submetidos a uma
estrita observacdo e valoragdo clinica durante todo o periodo do ensaio. Uma vez transcorridos
0s 14 dias, os animais foram enviados ao Laboratorio de Anatomia Patoldgica de TOXIMED,
onde se realizou a eutanasia. Posteriormente se procedeu ao estudo macroscopico de todos os

6rgdos, nos quais ndo foi encontrada nenhuma alteracao.

Nos exames realizados pelo Laboratdrio de Anatomia Patoldgica ndo foi encontrada
nenhuma alteracdo anatomopatoldgica nos 6rgaos e sistemas de 6rgaos nos dois animais quando
analisados macroscopicamente 0s seguintes 6rgdos: coracdo, pulmdes, rins, figado, estdmago,
baco e pele. Também ndo foi observado nenhum sinal clinico atribuido a administracdo dos
extratos aquoso e hidroalcodlico a 25% de sementes de P. mammosa.

O comportamento da massa corporal nos ratos incluidos no estudo nao foi afetado
depois da administracdo de ambos os extratos (Tabela IX). Observou-se um incremento
estatisticamente significativo entre as variancias (p>0,05%) entre os dias 0, 7 e 14 para todos
0s animais. Este resultado se corresponde com as Normas de Referéncia para o uso e cuidado

de animais de laboratério em relacdo a espécie utilizada (CCAC 1993; Aleméan 1998 e 2000).

Como resultado do ensaio de Toxicidade Dérmica Aguda, dos animais tratados com os
extratos aquoso bruto e hidroalcodlico a 25%, obtidos a partir de sementes de P. mammosa que
foi realizado segundo a Diretriz N° 402 da Organizacdo para a Cooperacdo Econémica e 0
Desenvolvimento (OECD), estes extratos sao classificados como N&o Téxicos para a pele, apds
aplicacdo topica em dose Unica nos ratos da linha Sprague-Dawley. Este resultado obtido
corrobora e reafirma o resultado obtido no teste de Irritabilidade Dérmica, anteriormente
apresentado, pelo qual estes extratos podem ser considerados indcuos topicamente por nao

serem nem toXxicos, nem irritantes ao contato com a pele.
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Tabela IX. Variagdo da massa corporal individual dos ratos tratados com os extratos, aquoso
bruto e hidroalcodlico de sementes de Pouteria mammosa (L.) Cronquist no ensaio de
Toxicidade Dérmica Aguda.

Variacdo da
massa corporal
Odias 7dias 14dias D7-D0 D14-D0

Extrato Grupo Animal Sexo Dose Massa corporal (g)

1 188,51 211,35 21872 2284 3021
2 202,72 21600 23029 1328 27,57

1 3 F n‘fgﬁ?g 19717 21241 22875 1524 3158

g 4 184,83 210,50 22185 2567 37,02
5 5 19340 21658 22752 2318 3412
2 1 20245 26429 28795 2184 4550
g 2 250,30 28347 201,74 2417 32,44
2 3 M nﬁgﬁ?g 259,35 20586 31508 36,51 5573

4 264,69 28844 31068 2375 54,99

5 256,68 27850 311,83 21,82 55,15

1 200,65 21078 22868 2013 38,03

2 180,78 197,78 21025 17,00 2947

§ 1 3 F nﬁg?l?g 17476 19322 20853 1846 33,77
» 4 10446 21034 22168 1588 27,22
8 5 171,50 179,70 19165 1820 3015
8 1 24804 28848 30840 3044 50,36
g 2 20054 330,79 34952 30,25 5898
2 2 3 M 2000 55135 26233 27500 2098 44,55

mg/kg
4 301,74 32508 35856 3534 68,82
5 27412 30481 33162 30,69 57,50

4.2.5 Efeitos do tratamento por contato com os olhos de ratos dos extratos aquoso e
hidroalcoolico a 25% de sementes de Pouteria mammosa

Como resultado da aplicagdo dos extratos aquoso e hidroalcodlico a 25% de
P. mammosa no Teste de Irritabilidade Oftalmica, determinou-se que o indice de Irritacdo
Ocular (110) foi de 10,5 no caso do extrato aquoso e ligeiramente superior no extrato
hidroalcodlico a 25% (110 = 15,3). Esta diferenca de 110 entre um extrato e outro se justifica
pela presenca de etanol (substancia desidratante) como parte da natureza do extrato
hidroalcodlico a 25%. O indice para ambos 0s casos esta dentro dos limites aceitaveis, conforme

definido por Garcia-Simon et al. 1988. Evidenciou-se assim, que os efeitos sobre 0s olhos eram
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reversiveis dentro de 96 horas para aqueles que ocorreram na conjuntiva, 72 horas para aqueles

que ocorreram na iris, e 48 horas para aqueles na cérnea (Tabela X).

Tabela X. NUmero de danos oftalmicos em coelhos (fémeas) da linha Nova Zelandia causados
pelos extratos, aquoso e hidroalcodlico a 25% de sementes de Pouteria mammosa (L.)
Cronquist (Zapote) no Teste de Irritabilidade Oftalmica para determinacdo do indice de
Irritacdo Ocular.

LesBes observadas no grupo tratado como  LesGes observadas no grupo tratado com

Horas Extrato Aquoso de sementes de Pouteria o0 Extrato Hidroalcoolico a 25% de
mammosa. sementes de Pouteria mammosa.
Conjuntiva Iris Cornea Conjuntiva Iris Cornea
1 34 20 40 26 20 110
24 18 10 10 24 10 20
48 12 5 0 12 0 0
72 8 0 0 8 0 0
96 0 0 0 0 0 0
Total 72 35 50 70 30 130
Total General de Observacdes 157 230
indice de Irritabilidade Ocular 10,5 15,3

O comportamento na variacdo da massa corporal nos coelhos ndo foi afetado ap6s a
administracdo dos extratos para as faixas estabelecidas para os animais de laboratério em
relacdo a esta espécie segundo o CCAC 1993 e HMA 1999, o que quer dizer que a aplicacdo
dos extratos ndo gerou distarbios nos animais que os impedissem de se alimentarem (Tabela
X1). De forma geral ndo houve sinais clinicos evidentes ou mudancas no comportamento dos

animais associados com a administracdo dos extratos.

Tabela XI. Comportamento da massa corporal dos coelhos (fémeas) da linha Nova Zelandia
entre o inicio e final do estudo de Irritabilidade Oftalmica dos extratos aquoso bruto e
hidroalcodlico a 25% de sementes de Pouteria mammosa (L.) Cronquist.

Extrato aquoso bruto de sementes de Extrato hidroalcodlico a 25% de

Animais Pouteria mammosa Pouteria mammosa
Peso Inicial (kg) Peso final (kg) Peso Inicial (kg)  Peso final (kg)
1.925 2.345 1.910 2.051
1.988 2.480 1.900 2.090
2.320 2.610 2.120 2.306

Ambos 0s extratos obtidos a partir de sementes de P. mammosa causaram danos leves e
reversiveis nas estruturas oftalmicas. Como € comum na maioria das substancias, com excecéo

da &gua, que ao entrarem em contato com os olhos provocaram algum tipo de perturbagdo
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considerando, entretanto a reversibilidade dos danos e o valor calculado do indice de Irritagdo
Oftalmica, que ambos os extratos foram classificados como Ligeiramente Irritantes, de
acordo com a Diretriz 405 da Organizacdo para a Cooperacédo e o Desenvolvimento Econdmico
(OCDE), que avalia a irritacdo/corrosdo ocular aguda. Esta classificacdo permite o uso,

manufatura e manipulacédo do produto.

Considerando o fato de que o extrato hidroalcodlico a 25% de sementes de
Pouteria mammosa foi classificado como Perigoso no Teste de Toxicidade Aguda pelo Método
das Classes estrategicamente os estudos de aplicabilidade (atividade inseticida) da planta serdo

feitos exclusivamente com o extrato aquoso bruto.

4.3 Avaliacdo da atividade inseticida de Pouteria mammosa em cinco espécies de
Calliphoridae (Chrysomya albiceps, Chrysomya megacephala, Chrysomya putoria,
Cochliomyia macellaria e Luciliacuprina) e Musca domestica (Muscidae):
parametros determinantes e significacéo.

De acordo com d’Almeida e Ferrero Fraga (2001), quando se trata da eficacia de
substancias ou compostos sobre individuos testados, os melhores parametros a serem
considerados, sdo a duracao e a viabilidade (inverso da mortalidade) do periodo de neolarva
a adulto, pois os periodos larval e pupal sdo mais influenciados por fatores abiéticos como
temperatura, fotoperiodo e umidade relativa. Igualmente deve-se considerar que
frequentemente acontece uma baixa mortalidade no periodo pupal, que pode ser explicado pelo
fato desse periodo ser caracterizado por grandes mudancas internas e pouca influéncia de
fatores externos ao metabolismo (Needham 1929).

A eficécia das substancias que retardam o periodo de desenvolvimento dos insetos
resulta no aumento da quantidade de dias em que o imaturo se encontra inofensivo ante ao
ataque de algum inimigo natural. O parasitismo tem sido uma das grandes interac6es biologicas
gue mais comumente tem sido estudada em ecologia de populagdes de insetos e para facilitacdo
do controle natural (Cappuccino 1995; Carvalho et al. 2005a,b; Barbosa et al. 2008a,b, 2010).

Ao se avaliar o parametro massa corporal ap6s aplicacdo de uma substancia sobre
larvas de dipteros muscoides ou na dieta, dependendo da espécie a estudar, trés formas
diferentes podem influenciar: 1: ndo interferir no processo de ingestdo (nem induzir, nem
inibir), de tal forma a ndo gerar variagdes nesta variavel (Silva 2009; Lopes 2010); 2: provocar

diminuicdo da massa corporal das larvas por inibicdo da alimentacéo (Cabral et al. 2007a,b) ou
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3: aumentar a massa das larvas que abandonam a dieta (Mendongca et al. 2011; Carrico et al.
2014) por estimulacdo da ingestdo (sobre alimentar) pela presenca na dieta de substancias
indutoras como saponinas (Petit et al. 1995; Sharma et al. 1996; Rao et al. 1996; Elmnan et al.
2012).

As larvas de dipteros muscoides somente irdo abandonar a dieta a procura do substrato
de pupacdo se o alimento estiver disponivel para todos ou se na competicdo pela obtencéo deste
permitir a ingestdo de quantidades suficientes, bem como pela escassez na qualidade dos
nutrientes essenciais para o desenvolvimento das mesmas. Larvas que permanecem mais tempo
na dieta se alimentando, buscam compensar a falta de tais nutrientes (Santos e Moya-Borja
1997), assim estendem o estégio larval, pois as larvas procuram alcangar um peso ideal para
pupar. Ainda quando Hanski (1987) ressaltou que alguns dipteros necr6fagos apresentam a
estratégia de pupar, mesmo com baixo peso, para que dessa forma consigam minimizar os
efeitos deletérios da competicdo. Outros autores expdem que apenas o0s individuos que
atingirem o peso larval minimo para a pupacdo, caracteristico para cada espécie, terdo
condigdes de prosseguir o seu desenvolvimento e originar adultos vidveis (Levot et al. 1979;
Reis et al. 1994).

O parametro razao sexual, que determina as propor¢des fémeas versus machos, foi
determinado para estabelecer conclusdes baseadas no preceito estabelecido por Fisher (1930) e
Gabre et al. (2005) como indicador da estabilidade dentro da populagdo. Considerando-se que
um numero maior de fémeas facilitaria um crescimento populacional, enguanto uma
masculinizacdo das coldnias, geracao apds geracdo, provocaria uma reducao significativa nas

populagdes subsequentes.

4.3.1 Efeitos do tratamento com o0 extrato aquoso bruto de sementes de
Pouteria mammosa  sobre o  desenvolvimento  pds-embrionario  de
Chrysomya albiceps

Uma vez aplicado o extrato aquoso bruto de P. mammosa sobre larvas de primeiro instar
de C. albiceps foi avaliada a variavel massa corporal. Como se pode conferir na Tabela XIl,
todos os grupos submetidos ao tratamento (exceto 75%) resultaram com uma massa corporal
maior quando comparados com o grupo controle, sendo as concentragdes de 10, 5, 100 e 50%

nesta ordem, as de uma maior significacdo estatistica ao aplicar o teste de Tukey (p<0,01%).
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Ainda quando no caso particular da espécie C. albiceps, muitas vezes se expressa 0
fendbmeno de monogenia que originam sé descendentes de sexo feminino (telitoca ou
teligénicas) ou em outras ocasifes s6 nascem individuos machos (arrenétoca ou arrenogénicas)
e de acordo com Ullerich (1963), os machos ndo podem influenciar o sexo de suas proles.
Queiroz (1991) observou que, além dessa espécie ser bissexual e se reproduzir por monogenia
pode originar, numa mesma geracao tanto os machos quanto as fémeas. Na Figura 23, pode-se
observar que existe estabilidade na coldnia, tanto para os grupos tratados, como para 0 grupo
controle. Por conta deste fendmeno, prefere-se ndo atribuir nenhum comportamento
relacionado a razdo sexual das coldnias e a exposicao frente a alguma substancia, porém utiliza-

se unicamente para monitorar qualitativamente a estabilidade.

Tabela XII. Efeito sobre a massa corporal das larvas de Chrysomya albiceps ap0s o tratamento
com o extrato aquoso bruto de sementes de Pouteria mammosa.

Massa larval Intervalo de variacéo
Tratamentos Média +DP da massa larval
(mg) (mg)
Controle 80,40 +15,88® 49,40 - 145,00
Pouteria mammosa 5% 88,78 +09,45°° 59,50 - 104,20
Pouteria mammosa 10% 90,32 +07,65 ¢ 72,75 -102,60
Pouteria mammosa 25% 81,47 £12,33 P 51,00 - 095,20
Pouteria mammosa 50% 87,06 +14,01 bc 21,80 -101,00
Pouteria mammosa 75% 83,01 +£10,96 &P 62,00 - 105,60
Pouteria mammosa 100% 85,98 +07,93 bc 66,20 - 096,80

DP: Desvio padrdo; mg: miligramas.
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Figura 23. Comportamento da razdo sexual de Chrysomya albiceps ap6s o tratamento com o
extrato aquoso bruto de sementes de Pouteria mammosa.

A duracdo dos estagios larval e pupal, assim como do periodo de neolarva a adulto da
espécie C. albiceps uma vez tratada com o extrato aquoso de P. mammosa podem ser
observados na Figura 24. No caso do periodo larval (Figura 24 A), todos os grupos tratados
abandonaram a dieta antes do que o grupo controle verificado estatisticamente pelo Teste de
Tukey (p<0,01%) resultado que corresponde ao fato de terem atingido uma massa corporal
maior. As concentracdes de 5 e 10% foram aquelas onde as larvas foram as primeiras a
abandonarem a dieta. Houve quase um comportamento linear salvo no caso da concentracédo de
25% (4,92 dias), sendo as menores doses aquelas onde a duracdo foi menor e mais distante do

comportamento do grupo controle.

Quando se avaliou 0 comportamento da duracdo do estagio pupal, se observou que todos
0S grupos tratados apresentaram uma duracdo superior (de 5,69 até 5,98 dias) quando
comparados com o grupo controle (5,39 dias). Esta diferenca foi estatisticamente confirmada
através do Teste de Tukey (p<0,01%), sendo a concentracdo de 50% a que mais retardou o
tempo de desenvolvimento pupal (Figura 24 B).

O periodo de neolarva-adulto resultou numa compensacgéo do tempo entre a duragdo dos
estagios larval e pupal, de forma que o tempo que foi reduzido durante o estagio larval resultou
em um acréscimo no estagio pupal, dando como resultado final que as doses de 25, 50 e 100%
conseguiram manter uma duragdo similar sem mostrar diferencas estatisticamente significativas
quando comparadas com o grupo controle. No caso das concentragdes 5, 10 e 75% tiveram uma

duracdo total do periodo de desenvolvimento inferior ao grupo controle (Figura 24 C).
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Coerentemente ao presente estudo foi observado por Baptista-da-Silva et al. (2010), que
utilizando o extrato aquoso de Mentha crispa nas concentragcdes de 25, 50 75 e 100% em C.
albiceps, acharam evidéncias de que os grupos tratados apresentaram um encurtamento na
duracdo média do periodo larval. Unicamente encontrou que o tratamento de 25%, nédo teve o
mesmo comportamento que o0s outros, ndo apresentando diferencas estatisticamente
significativas quando comparado ao grupo controle. Entretanto ndo evidenciaram diferencas
significativas do extrato de M. crispa sobre o estagio pupal de C. albiceps. Ademais, Baptista-
da-Silva et al. (2010) também observaram o encurtamento do periodo neolarva-adulto de C.
albiceps nos trés grupos tratados com M. crispa evidenciando assim, que ha um comportamento

similar de resposta desta espécie nos dois estudos.

Outros autores como Abdel-Shafy et al. (2009), ndo desenham o estudo de forma que
possam ser determinadas as duracfes dos estagios iniciais de desenvolvimento. Seus estudos

sdo mais dirigidos ao estudo da mortalidade.
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Figura 24. Efeito do extrato aquoso bruto de sementes de Pouteria mammosa sobre o tempo de
desenvolvimento de Chrysomya albiceps. A: Estagio larval; B: Estagio pupal; C: Periodo
neolarva-adulto. Letras diferentes nas barras indicam diferencias estatisticamente significativas
no Teste de Comparagéo Multipla de Médias de Tukey (p<0,01) ap6s ANOVA simples.
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A Figura 25 apresenta a mortalidade larval, pupal e do periodo de neolarva-adulto
resultante em C. albiceps apds o tratamento com o extrato aquoso bruto de sementes de
P. mammosa. Pode-se observar que os efeitos mais marcantes do extrato sobre esta espécie
estdo relacionados ao periodo larval, dando como resultado que os indices de mortalidades no
periodo neolarva-adulto sejam similares. Além disso é evidente que P. mammosa possui um
efeito agudo sobre as larvas de C. albiceps, pois em quase todas as doses, todas as larvas que
ndo morreram apos serem tratadas com o extrato, conseguiram sobreviver atingindo o estagio
de pupa e consequentemente emergiram, por este motivo os valores de mortalidade pupal sdo

igual ou préximo de zero em quase todas a doses.

100,0 -
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Estagios de desenvolvimento - C. albiceps

Figura 25. Mortalidade larval, pupal e do periodo neolarva-adulto de Chrysomya albiceps ap0s
0 tratamento com o extrato aquoso bruto de sementes de Pouteria mammosa. Valores em
porcentagem sdo exibidos acima de cada barra.

Este comportamento também € similar aos obtidos nos estudos realizados por
Abdel - Shafy et al. (2009), quando testaram a eficicia de extratos de quatro plantas
(Euphorbia aegyptiaca, Artemisia herba-alba, Artemisia monospera e Francoeuria crespa),
em extratos obtidos com solventes diferentes (hexano, etanoato de etila, acetato de etila e

etanol) na sobrevida e desenvolvimento de larvas do terceiro instar (L3) de C. albiceps
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utilizando as técnicas de Imersdo (“Dipping technique”) e em Pelicula Fina (“Thin film

technique”).

Ainda quando todas as concentracdes de P. mammosa apresentaram uma diferenca
significativa da mortalidade quando comparadas com o grupo controle, houve algumas mais
efetivas do que outras, como 100% (ML: 54,5%; MNL-A: 57% ), 75% (ML.: 51,5%; MNL-A:
52,5%) e 10% (ML: 48%; MNL-A:48%)°. N&o é possivel estabelecer uma relacio dose/efeito.
Ainda assim, este resultado é similar ao obtido por Baptista-da-Silva et al. (2010), que observou
que o aumento da concentracdo do extrato de M. crispa ocasionou maior mortalidade em
C. albiceps, sendo a concentracdo de 100% a que atingiu maior mortalidade, corroborando aos
encontrados neste estudo, onde a concentracdo mais efetiva também foi 100%. No estudo de
Abdel-Shafy et al. (2009), dependendo do extrato e a espécie de planta testada foram
encontrados resultados similares ao do presente trabalho, pois esse estudo gerou uma
combinacdo de 32 grupos de resultados variados, 0 que demonstra uma resposta variada da
espécie frente a diferentes metabdlitos. A maioria dos extratos testados por Abdel-Shafy et al.
(2009), resultaram em uma maior mortalidade na maior concentragéo estudada, com excegéo
dos extratos em etanoato de etila de A. herba-alba e A. monospera; o extrato em acetato de etila
de A. herba-alba e nos extratos em etanol de E. aegyptiaca e F. crespa. Entretanto, a
mortalidade de 100% dos individuos foi atingida nas espécies das plantas: E. aegyptiaca e A.
herba-alba em solvente hexano, para ambas as técnicas e nos solventes etanoato de etila, acetato
de etila e etanol quando usada a técnica de pelicula fina. A. monospera e F. crespa atingiram
100% da mortalidade quando preparadas com os solventes hexano, acetato de etila e etanol,
sempre na técnica de pelicula fina. No presente estudo com o extrato aquoso bruto de P.
mammosa ndo atingiu o valor de 100% de mortalidade em nenhuma das concentragdes

aplicadas.

4.3.2 Efeitos do tratamento com o0 extrato aquoso bruto de sementes de
Pouteria mammosa  sobre o  desenvolvimento  pds-embrionario  de
Chrysomya megacephala

Na Tabela XIII, estdo apresentados os resultados obtidos para a massa corporal de
C. megacephala tratadas com o extrato aquoso bruto de P. mammosa. Pode-se observar que os

grupos tratados em todas as concentragdes resultaram em larvas mais leves ao abandonarem a

5 ML: Mortalidade larval; MNL-A: Mortalidade do periodo de neolarva-adulto.
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dieta quando comparados com o grupo controle, que apresentou uma massa larval média de
74,47 £11,26 mg, gerando uma diferenca estatisticamente significativa quando se comparou a
concentracédo de 5% com o grupo controle e altamente significativa quando se comparou com
os demais tratamentos. As concentracdes com maior efeito sobre a massa corporal foram 50,
25 e 100%, respectivamente. Quando analisados os intervalos de variacdo observou-se que a
larva mais leve resultou da concentracdo 10% (28,86 mg) e a mais pesada do grupo controle
com 99,0 mg. As outras concentracdes geraram larvas entre 30,40 e 90,0 mg.

Tabela XIII. Efeito sobre a massa corporal das larvas de Chrysomya megacephala apds o
tratamento com o extrato aquoso bruto de sementes de Pouteria mammosa.

Massa larval Intervalo de variacéo
Tratamentos Média £DP da massa larval
(mg) (mg)
Controle 74,47 £11,26 2 38,00 — 99,00
Pouteria mammosa 5% 57,10 +08,55 " 38,33 -74,42
Pouteria mammosa 10% 49,19 +09,54 ¢ 28,86 — 90,50
Pouteria mammosa 25% 45,84 +05,22 ¢ 33,50 - 58,90
Pouteria mammosa 50% 43,77 05,83 ¢ 32,80 — 53,32
Pouteria mammosa 75% 47,69 +10,42 ¢d 32,30 - 71,44
Pouteria mammosa 100% 44,58 +05,68 ¢ 30,40 — 54,40

DP: Desvio padréo; mg: miligramas.

Corroborando o presente estudo, Cabral et al. (2007a,b) também observaram diferencas
significativas na massa corporal das larvas de C. megacephala entre o grupo controle e os
tratamentos ao aplicar trés metabolitos conhecidos como neolignanas: yangambina extraido de
Ocotea duckei (Lauraceae), burchellina de Aniba burchelli (Lauraceae) e grandisina retirado de

Piper solmsianum (Pipearaceae).

Mendonca et al. (2011) quando testaram topicamente os efeitos do latex liofilizado de
Parahancornia amapa (Apocynaceae) em C. megacephala encontraram flutuag6es no valor
médio da massa corporal das larvas, com valores inferiores e superiores ao grupo controle
(Controle: 61 mg, concentracdo 1%: 60,2 mg e a concentracdo 3%: 76 mg). Contrariamente, no
presente estudo foram geradas, em todos os tratamentos, larvas mais leves (médias entre 43,77
e 57,10 mg) que as geradas apés a aplicagdo de latex de Amapazeiro no estudo daqueles autores

e em todos 0s casos as maiores massas larvais foram do grupo controle.
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A colbnia de C. megacephala no presente ensaio mostrou um elevado grau de
estabilidade apos a aplicacdo do extrato aquoso de P. mammosa (Figura 26), resultando numa
razdo sexual muito proxima de 0,50 para todos os tratamentos, inclusive para o grupo controle
como preconizado por Fisher (1930). No entanto, para esta mesma espécie, Cabral et al.
(2007a,b) observaram diferencas com relacdo a razdo sexual, tanto para o grupo controle,
quanto para os grupos tratados com as quatro neolignanas testadas, indice que variou desde 0,37
até 0,75.
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Figura 26. Comportamento da razao sexual de Chrysomya megacephala apos o tratamento com
0 extrato aquoso bruto de sementes de Pouteria mammosa.

A duracdo dos estagios larval e pupal, assim como do periodo de neolarva-adulto de
C. megacephala ap0s o tratamento com o extrato aquoso bruto de sementes de P. mammosa, se
encontram representados na Figura 27. A duracdo do estagio larval foi bem maior em todos os
grupos tratados, quando comparados com o grupo controle (Figura 27A), estatisticamente
altamente significativo, sendo em todos os casos de dois a trés dias mais demorados. Este
comportamento pode estar relacionado com o fato das larvas tentarem atingir uma massa
corporal 6tima para o desenvolvimento seguinte (Santos e Moya-Borja 1997).

O estagio pupal teve um comportamento compensatdrio, pois quando os tratamentos
foram comparados com o grupo controle (6,41 dias) tiveram a priori, uma duracdo de um dia a
menos (entre 4,77 e 5,03 dias). Este resultado apresentou diferengas estatisticamente
significativas quando comparados os tratamentos com o grupo controle, sendo as concentragoes
de 25 e 50% aquelas que mais aceleraram o estagio pupal, diminuindo, dessa forma, a duragéo
de 4,77 e 4,81 dias, respetivamente (Figura 27B).
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Quando realizada a analise final da duracdo do periodo total (de neolarva até adulto)
(Figura 27C) que inclui os dois estagios antes analisados, observou-se que todos 0s grupos
tratados com o extrato aquoso bruto de sementes de P. mammosa demoraram um dia a mais
para emergir contrario ao grupo controle que demorou em media 11,16 dias. Este resultado
possui uma importancia para o controle desta espécie, pois o fato das moscas demorarem mais
para emergir e estarem em estado imdvel, permite aos parasitoides estabelecer o
multiparasitismo e aos predadores ter mais tempo para reduzir o nimero final de individuos na
populacdo (Monteiro e do Prado 2000; Milward-de-Azevedo et al. 2004, Carvalho et al.
2005a,b; Santos et al. 2007).

No presente estudo com extrato aquoso de sementes de P. mammosa ao analisar a
duracdo do estagio larval foi observado que este diferia dos resultados obtidos por Cabral et al.
(2007a) quando avaliaram a atividade bioldgica de neolignanas; assim como os de Lopes (2010)
ao testar compostos obtidos de Plumbago scandens (Plumbaginaceae) e com os de Mendonca
et al. (2011) ao avaliarem o latex de P. amapa que ndo tiveram evidéncias de alteracdo, nem
aumento, nem reducdo do tempo de desenvolvimento deste estagio em C. megacephala, ndo

observando diferencas significativas entre os grupos tratados e o grupo controle.

Ja para o estagio pupal, nos mesmos estudos de Mendonca et al. (2011) com o latex de
amapaceiro e Cabral et al. (2007b), no teste com yangambina ndo observaram diferencas entre
0 grupo controle e os diferentes tratamentos. Contrario ao presente ensaio, onde todos 0s grupos
tratados com o extrato de P. mammosa, a duracdo do periodo pupal em todas as concentracdes
apresentaram valores inferiores ao do grupo controle, ou seja, a espécie reagiu de forma

diferente para os diferentes metabdlitos de plantas.
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Figura 27. Efeito do extrato aquoso bruto de sementes de Pouteria mammosa sobre o tempo de
desenvolvimento de Chrysomya megacephala. A: Estagio larval; B: Estagio pupal; C: Periodo
neolarva-adulto. Letras diferentes nas barras indicam diferencas estatisticamente significativas
no Teste de Comparacdo Multipla de Médias de Tukey (p<0,01%) ap6s ANOVA simples.

68



Ainda tendo apresentado comportamentos diferentes na duracdo do periodo pupal,
quando analisado o efeito sobre a duragdo do periodo total (de neolarva até adulto), os grupos
tratados apresentaram valores superiores aos do grupo controle, 0 mesmo foi exposto por
Mendonca et al. (2011) para as duas maiores concentragdes (2 e 3%) no estudo com Amapazeiro
e no experimento de Cabral et al. (2007b) com o metabolito yangambina. Estes resultados
demonstraram que toda vez que um metabolito ou extrato altera a duragdo do estagio larval,
ocorre um mecanismo compensatério no estagio pupal para tentar que a duragdo do tempo total
de desenvolvimento pds-embrionario (periodo neolarva-adulto) seja pelo menos similar ao
normal (controle), mesmo quando nem sempre € possivel essa correcdo temporal sem
aparecimento de consequéncias adicionais, como um incremento na mortalidade ou a presenca

de individuos com malformacdes dentro da populacéo.

Na Figura 28, pode-se obervar os valores de mortalidade em porcentagem dos estagios
larval, pupal e do periodo de neolarva-adulto de C. megacephala apds o tratamento com
diferentes concentracBes do extrato aquoso bruto de sementes de P. mammosa. No estagio
larval, todos os grupos tratados apresentaram valores de mortalidade superiores ao grupo
controle, sendo as concentracfes 5, 25 e 100% as mais efetivas, com 41,0; 37,0 e 31,5% como
médias de mortalidade, respectivamente. Foi no estagio larval onde ocorreu a maior influéncia
do extrato, pois no estagio pupal os valores de mortalidade ndo diferiram e sé superou
ligeiramente o percentual de mortalidade do grupo controle (10,4%), na concentracdo de 50%

que atingiu o valor de 13,5%.

Sendo assim, a porcentagem de mortalidade acumulada durante o periodo total
(de neolarva até adulto) em todos os grupos tratados continuou superior ao grupo controle
(22,5%) e foram as mesmas concentracOes que tiveram a maior atividade, com uma ligeira
inversdo do valor da concentracdo 25 (43,0) sobre 5 (42,0) e 0 100% (37%). Além disso, as
concentragfes 10, 50 e 75% aumentaram os indices de mortalidade acima de 30%, reduzindo
assim as diferencas finais de efetividade entre todos os tratamentos e anulando desta forma a
relagdo proporcional entre o acréscimo da concentracdo e a mortalidade como uma variavel

dependente desta.
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Figura 28. Mortalidade larval, pupal e do periodo de neolarva-adulto de Chrysomya
megacephala ap0s o tratamento com o extrato aquoso bruto de sementes de Pouteria mammosa.
Valores em porcentagem séo exibidos acima de cada barra.

Corroborando o presente estudo, a mortalidade do periodo pupal esteve préxima a 10%
no estudo de Cabral et al. (2007a) e os de Mendonga et al. (2011) apresentaram valores que se

mantiverem entre 0 e 20%.

Neste estudo, assim como no de Cabral et al. (2007a) com testes com quatro
neolignanas, a porcentagem de mortalidade dos grupos tratados foi maior no estagio larval e no
periodo de neolarva a adulto de C. megacephala, quando comparados ao grupo controle.

Um acréscimo proporcional na mortalidade com o aumento da concentracdo foi
visualizado por Mendonca et al. (2011) ao testarem o latex de P. amapa nesta mesma espécie
(aproximadamente 20% na concentracdo de 0,5% e aproximadamente 50% no tratamento com
a concentracao de 3%). Este trabalho apresentou resultados que diferem dos alcan¢ados com o
extrato aquoso bruto de sementes de P. mammosa sobre C. megacephala, pois ndo mostrou uma

dependéncia direta entre a concentragdo e as porcentagens de mortalidade expressadas.

Na Figura 29 pode ser observado o numero de individuos de C. megacephala que pés-
emergéncia apresentaram alteragdes morfologicas apos a aplicagcdo topica do extrato aquoso

bruto de sementes de P. mammosa. Uma mosca ap6s emergir, além de mudar a coloracdo do
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exoesqueleto por reacdo com o oxigénio dor ar, deve esticar (“estender”) as asas em um tempo
maximo de aproximadamente 24 horas. Neste estudo, os adultos que resultaram com

malformacdes porque nunca conseguiram esticar as asas.

A concentragcdo com maior nimero de individuos com atrofia de asas foi a de 10%, com
46% individuos, o que representa 23% dos tratados sob essa concentracdo e 3,84% de todos 0s
1200 individuos tratados, independentemente da concentragdo (Figura 29A). Os demais
tratamentos apresentaram também quantidades significativas e crescentes nesta ordem 25%
(14/200 individuos: 7%), 5% (12/200 individuos: 12%), 50% (25/200 individuos: 12,5%) e as
concentragdes 75% e 100% (28/200 individuos cada: 14% dos tratados).

Essa frequéncia de individuos com malformacdes e em especial asas atrofiadas, faz com
que estes sejam inofensivos e sem possiblidade de escape frente a ataques de depredadores,
como anfibios, lagartixas, besouros e aranhas (Blanco-Metzle e Laprade 1998), gerando um
indice de mortalidade superior por conta da seletividade natural. Na Figura 29 B aparecem
representadas de forma comparativa as porcentagens de mortalidade e as porcentagens de
mortalidade acumulada frente ao grupo controle de C. megacephala apds tratamento com P.
mammosa. Pode-se observar que houve um aumento da mortalidade até em 23% na
concentracdo de 10%, e nas outras concentracdes houve acréscimos entre 7% (na concentragao:
25%) até 14% (nas concentragdes 75 e 100%). Os valores finais de mortalidade ocorreram entre
46 e 56,5%.
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Figura 29. Efeitos pds-emergéncia de Chrysomya megacephala ap6s a aplicacdo topica do
extrato aquoso bruto de sementes de Pouteria mammosa. A: NUmero de individuos com
malformacdes nas asas por cada 200 larvas contadas inicialmente em cada tratamento.
B: Representacdo comparativa entre a porcentagem de mortalidade e a porcentagem de
mortalidade acumulada frente ao grupo controle.
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Outros autores como Cabral et al. (2007b), que testaram um lignoide chamado
yangambina em insetos adultos de C. megacephala, assim como no trabalho de
Salles e Rech (1999) quando avaliaram os efeitos dos extratos de nim (Azadiractha indica) e
cinamomo (Melia azedarach) sobre Anastrepha fraterculus (Wiedemann, 1830) (mosca-das-
frutas, bicho-das-frutas ou mosca-das-frutas-sul-americana), houve aparecimento de individuos
nos quais as asas ndo expandiram em todos os tratamentos. Resultados similares foram relatados
por Cabral et al. (1996) e Huang et al. (1996), quando testaram nim em outros insetos alvo.
Também Jeong et al. (2001) em seus estudos, utilizando seiva de Espirradeira (Nerium indicum)
diluida na dieta de larvas de Helicoverpa assulta (Guenee, 1852) (Lepidoptera: Noctuidae)
relataram uma baixa taxa de fecundidade, este fato ocorreu devido a atrofia das glandulas
sexuais dos machos adultos. Entretanto, no presente estudo ndo foi avaliado este Gltimo

parametro, porém ndo pode ser descartado o aparecimento de qualquer anomalia.

4.3.3 Efeitos do tratamento com o0 extrato aquoso bruto de sementes de
Pouteriamammosa  sobre o  desenvolvimento  pds-embriondrio  de
Chrysomya putoria

A Tabela XIV mostra o efeito do extrato aquoso bruto de sementes de P. mammosa
sobre a massa corporal das larvas de C. putoria ap6s o tratamento por aplicacdo topica. Pode-
se observar que o grupo controle apresentou a maior média das massas (50,26 mg) e que as
concentracdes 5, 10 e 25% apresentam diferencas estatisticamente significativas quando
comparadas com o grupo controle quando aplicado o teste de Tukey (p<0,01%). No caso das
concentracgdes 50, 75 e 100% obtiveram uma média menor do que o grupo controle, entretanto,
apresentaram diferencas estatisticamente significativas. O tratamento onde as larvas foram mais
leves, foi o de 5%, com uma massa corporal média de 44,72 mg. Ainda quando a concentracdo
de 100% né&o apresentou diferencas quando comparada com o grupo controle, foi nesta onde se
encontrou a larva mais leve, com 15,90 mg de massa corporal e a mais pesada foi no controle

com 57,90 mg.

O comportamento da razao sexual nos grupos tratados quando comparados com 0 grupo
controle foi estavel (Figura 30), mas foi evidenciada uma ligeira tendéncia a masculinizacao
dos grupos tratados, sendo mais evidente nas concentracbes 25 e 75% onde os indices
resultaram em 0,38 e 0,37, respectivamente. A diferenca numérica entre estas concentragdes e

o controle esteve em torno de 0,15 e 0,16.
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Tabela XIV. Efeito sobre a massa corporal das larvas de Chrysomya putoria ap0s o tratamento
com o extrato aquoso bruto de sementes de Pouteria mammosa.

Massa larval Intervalo de variagéo
Tratamentos Média +DP da massa larval
(mg) (mg)
Controle 50,26 +4,53 2 28,80 — 57,90
Pouteria mammosa 5% 44,72 £7,43 ¢ 21,05 -52,62
Pouteria mammosa 10% 47,35+6,45° 27,20 — 55,62
Pouteria mammosa 25% 47,92 +6,47° 29,20 - 55,78
Pouteria mammosa 50% 48,12 +4,90 2P 33,60 — 53,82
Pouteria mammosa 75% 48,40 +£7,70 2P 24,95 - 55,12
Pouteria mammosa 100% 48,35 +6,19 2P 15,90 - 55,30

DP: Desvio padrdo; mg: miligramas.

1,00 Chrysomya putoria

0,50 053

Razio sexual
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T T
Controle P.mammosa P.mammosa P.moammosa P.mammosa P, mammosa P, mammosa

5% 10% 25% 50% 75% 100%
Tratamentos

Figura 30. Comportamento da razdo sexual de Chrysomya putoria ap6s o tratamento com o
extrato aquoso bruto de sementes de Pouteria mammosa.

Em coincidéncia com o presente estudo, Lopes (2010) quando testou o extrato de
Plumbago scandes sobre o desenvolvimento p6s-embrionario de C. putoria, verificou que o
grupo controle atingiu maior peso com diferenca significativa em relacdo a dois dos grupos
tratados com o extrato, sendo as concentragdes de 50 e 75%. Enquanto, Silva (2009) testando
o latex de Parahancornia amapa em C. putoria, ndo observou diferenga significativa com

relagdo ao peso entre o grupo controle e os grupos tratados.

74



O efeito do extrato aquoso bruto de sementes de P. mammosa ndo teve um
comportamento da massa corporal dependente do aumento da concentracao, resultado contrério
ao obtido por Oliveira et al. (2006) ao testarem o potencial inseticida de linhagens de Bacillus
thurigiensis var. israelensis em C. megacephala (linhagem LFB-FIOCRUZ 907). Estes autores
observaram a redu¢do da massa corporal das larvas de acordo com 0 aumento das concentracdes
(Concentracgdes em biomassa bacteriana (mg)/massa de alimento(g) - Controle: 50,5mg, 55/25:
50,6mg, 134/25: 50,8mg, 209/25: 49,7mg 326/25 : 46,9mgQ).

De acordo com Carrico et al. (2014) em estudo equivalente a este, onde avaliaram a
atividade bioldgica do extrato aquoso de folhas de P. sapota também no desenvolvimento pos-
embrionario de C. putoria, ndo encontraram diferencas estatisticamente significativas na massa
das larvas quando comparado com o grupo controle. A concentragdo que evidenciou menor
massa corporal no estudo com o extrato de folhas foi 25% (45,8 mg) contrario ao presente

utilizando extrato de sementes que teve a menor massa (44,72) na concentracao 5%.

A razéo sexual encontrada neste estudo corrobora os do estudo de Carrico et al. (2014),
que também encontraram uma estabilidade para todos os insetos utilizados nos experimentos,

seguindo os parametros estabelecidos por Fisher (1930).

A Figura 31 reflete o efeito do extrato aquoso bruto de sementes de P. mammosa sobre
a duracdo dos estagios larval e pupal e do periodo de neolarva a adulto. A priori € evidente que
todos os grupos tratados, independente da concentracdo administrada, encurtaram a duragéo
tanto do estagio larval, como do pupal, gerando como resultado um encurtamento total do
periodo de neolarva-adulto e que em todos os casos a diferenca quando comparada com o
controle foi estatisticamente significativa quando aplicado o teste de Tukey (p< 0,01%). Para o
estagio larval, a concentracdo 50% acelerou o metabolismo das larvas, apresentando uma

duracdo de 3,92 dias e o grupo controle 5,10 dias (Figura 31A), cerca de 27 horas de diferenca.
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Figura 31. Efeito do extrato aquoso bruto de sementes de Pouteria mammosa sobre o tempo de
desenvolvimento de Chrysomya putoria. A: Estagio larval;, B: Estagio pupal; C: Periodo
neolarva-adulto. Letras diferentes nas barras indicam diferencias estatisticamente significativas
no Teste de Comparacdo Multipla de Médias de Tukey (p<0,01%) ap6s ANOVA simples.
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Ja no estagio pupal, a concentracdo de 50% apresentou um encurtamento na duracéo,
com 3,83 dias, muito menor do que o grupo controle (5,74 dias), mantendo a diferencga de
quease dois dias (Figura 31B). Ao andlisar o periodo total (desde neolarva até adulto), o
comportamento continua sendo 0 mesmo com um encurtamento estatisticamente marcante de
todos os tratamentos (de entre sete até em torno de oito dias), quando comparado com o0 grupo
controle, ao aplicar o teste de Tukey (p<0,01), pois alcangou a duragdo maxima de 10,83 dias.
Estes resultados podem sugerir que o extrato aquoso bruto de sementes de P. mammosa possui
um efeito estimulador do metabolismo e, por conseguinte, acelerador do ciclo holometabdlico

(processo de metamorfose) da espécie C. putoria (Figura 31C).

Corroborando este estudo, Silva (2009) observou que o tempo de permanéncia no
periodo larval foi reduzido, e também Lopes (2010) relatou que os valores encontrados para a
duracdo do periodo pupal nos tratamentos foram inferiores aos encontrados para 0 grupo
controle. Do mesmo jeito refiriu que os valores encontrados para a duracdo do periodo de

neolarva-adulto foram inferiores aos valores do grupo controle.

Diferente aos presentes resultados Oliveira et al. (2006) descreveram que a fase pupal
foi mais duradoura nos tratamentos que o grupo controle, no teste com B. thurigiensis var.
israelensis (linhagem LFB-FIOCRUZ 907) em C. megacephala. E também ndo encontraram
diferenca no periodo de neolarva-adulto nesta espécie quando colocada em contato com esta
bactéria.

Neste estudo foi observado um comportamento similar ao obtido por Carrigo et al.
(2014) ao testarem o extrato aquoso bruto de folhas de P. sapota em C. putoria, que também
ressaltaram que o extrato acelerou o desenvolvimento larval em todas as concentracGes testadas
(concentracdo 5%: 4,0 0,2 dias; concentragdes 10% e 25%: 4,01 +0,4 dias cada) quando

comparadas com o grupo controle que teve uma duracéo de 4,8 +0,5 dias.

Provavelmente, 0s mecanismos compensatorios permitiram reduzir as diferencas de
tempo, quando analisado o periodo neolarva a adulto fazendo que, mesmo quando houve
diferencas significativas entre a duracdo do grupo controle e as concentra¢des 10 e 25%, essa
diferenga (menos de um dia) ndo fosse tdo marcada como no presente estudo (de dois a trés
dias). Visto assim poderia se dizer que 0 extrato obtido a partir de sementes possui um efeito
maior sobre a duracdo do periodo de desenvolvimento pds-embrionario quando comparado ao

efeito exercido pelo extrato obtido a partir das folhas de P. mammosa sobre C. putoria.
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Os resultados da mortalidade para os diferentes estagios (larval e pupal) e do periodo
neolarva-adulto podem ser observados na Figura 32. Em todos os estagios e no periodo total de
desenvolvimento as porcentagens de mortalidade do grupo controle para todos os estagios
foram inferiores aos dos tratamentos. Para o estagio larval, as concentracdes mais efetivas
foram 50, 5 e 75% respectivamente nessa ordem, gerando mortalidades de 44,0; 32 e 30,5%

quando comparadas com o grupo controle (7,5%).
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Figura 32. Mortalidade larval, pupal e do periodo neolarva-adulto de Chrysomya putoria ap6s
0 tratamento com o extrato aquoso bruto de sementes de Pouteria mammosa. Valores em
porcentagem sdo exibidos acima de cada barra.

Quando se analisou a mortalidade do estagio pupal, verificou-se que todos o0s
tratamentos se encontravam na faixa entre 17,4 e 19,9%, diferentemente da baixa mortalidade
observada para o grupo controle (1,7%), evidenciando assim, um efeito acumulativo de algum

metabolito presente no extrato.

Uma vez analisado o periodo de neolarva a adulto, os tratamentos continuaram
apresentando porcentagens de mortalidade acima de 30% (33,5 - 54,5%), superiores em todos
0s casos quando comparados ao grupo controle, que apresentou 14,0% de mortalidade. Este

comportamento da mortalidade demonstra que o0 extrato aquoso bruto de sementes de
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P. mammosa possui efeito agudo sobre a fase larval, como de agdo transcendente até a fase

pupal incidindo muito provavelmente nos valores de mortalidade alcangados.

A Figura 33A, mostra o numero de individuos com malformacdes (asas atrofiadas)
resultantes de cada tratamento, em todos 0s casos 0s valores estiveram acima de 22 (o valor
mais baixo na concentracdo de 75%), equivalente a 11% dos 200 individuos tratados nesta
concentracdo. Logo depois as concentragbes de 10 e 50% com 24 adultos malformados,
equivalente a 12% em cada caso e as concentragdes 5 e 100% apresentaram 25 adultos com
asas encolhidas cada, equivalente a 12,5%. Em todos os tratamentos a frequéncia de individuos
com malformacéo é muito similar, com excecdo da concentracdo 25%, onde o nimero de
adultos malformados (33) foi marcantemente superior ao resto dos tratamentos e ao grupo
controle, representando um 16,5% dos tratados nessa concentracdo. O numero total de adultos
incapacitados para voar e sobreviver ao ataque de predadores foi de 153, 0 que representa um

12,75% do total dos 1200 individuos incluidos neste estudo.

O surgimento deste numero de individuos malformados poderia ser justificado pela
hipGtese de que o efeito acelerador do metabolismo e da metamorfose observado nos estagios
larval e o pupal, mostraram-se marcadamente mais curtos nos grupos tratados do que no grupo
controle. Uma aceleracdo nos processos celulares de replicacdo, transcricdo e traducdo
implicam necessariamente erros, por nao reparacdo do DNA ou a leitura deficiente do RNAm,
que podem se expressar no fendtipo, originando, na progénie, individuos com malformagdes,

gue os tornam inviaveis.

Contrario ao presente estudo, a mortalidade do estagio pupal no estudo de Lopes (2010)
esteve abaixo de 10%. No entanto, os resultados no estudo Silva (2009) poderiam ser
considerados mais préximos do teste com P. mammosa, em funcdo dos grupos tratados

apresentarem mortalidades superiores ao grupo controle e todos estarem acima de 25%.

No estudo equivalente de Carrigo et al. (2014) observaram que o efeito do extrato
aquoso bruto de folhas de P. sapota apresentaram diferencas do presente estudo, pois mostrou
um efeito agudo maximo no estagio larval, com muita pouca transcendéncia sobre o estagio
pupal. A maior mortalidade larval nesse estudo foi alcangada na concentragdo 5% (52,5%) que
foi superior a maior mortalidade observada para 0 mesmo estagio no presente trabalho na
concentracdo 50% (44,0%). Ja estas mesmas concentracdes (5% no estudo com folhas e 50%

no estudo com sementes) com valores maximos nos dois estudos, resultaram num mesmo valor
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de porcentagem de mortalidade igual a 54,5% no periodo de neolarva-adulto. Os grupos

controle em ambos os estudos tiveram uma mortalidade inferior aos tratamentos.
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Figura 33. Efeitos pds-emergéncia em Chrysomya putoria ap6s a aplicacdo tépica do extrato
aquoso bruto de sementes de Pouteria mammosa. A: Numero de individuos com malformacGes
nas asas por cada 200 larvas contadas inicialmente em cada tratamento. B: Representacao
comparativa entre a porcentagem de mortalidade e a porcentagem de mortalidade acumulada
frente ao grupo controle.
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Cabral et al. (2007b), ao testar o lignoide yangambina em adultos de C. megacephala,
assim como no trabalho de Salles e Rech (1999), quando avaliaram os efeitos dos extratos de
nim (A. indica) e cinamomo (M. azedarach) sobre A. fraterculus, observaram o aparecimento

de individuos nos quais as asas nao expandiram em todos os tratamentos.

Este estudo também coincide com os resultados de Cabral et al. (1996) e Huang et al.
(1996) ao estudarem nim em outros insetos alvo. Também Jeong et al. (2001) em seus estudos,
utilizando seiva de Espirradeira (N. indicum) diluido na dieta de larvas de H. assulta relataram
uma baixa taxa de fecundidade. Este fato ocorreu devido a atrofia das glandulas sexuais dos
machos adultos. No presente estudo este ultimo parametro nao foi avaliado, porém nao pode
ser descartada a presenca de qualquer anomalia.

Esta frequéncia de aparecimento de adultos com malformagdes gerou porcentagens de
mortalidade acumulada que atingiram valores de até 66,5% na concentracdo 50% e de 57,5%
no tratamento 5%. Em todos os casos a mortalidade acumulada foi superior a 40,0% (Figura
33 B).

Estes resultados indicam que o extrato aquoso bruto de sementes de P. mammosa,
poderia provocar a reducdo de uma populacdo de C. putoria com um marcado efeito pds-
emergéncia, que ecologicamente afetaria muito menos a outros grupos de animais predadores,

nos quais a alimentacéo, perpetuacdo da espécie e existéncia dependessem destes insetos.

4.3.4 Efeitos do tratamento com o0 extrato aquoso bruto de sementes de
Pouteria mammosa  sobre o  desenvolvimento  pds-embrionario  de
Cochliomyia macellaria

Os valores determinados de massa corporal das larvas maduras de C. macellaria ao
abandonarem a dieta para pupar estdo representadas na Tabela XV. Observou-se que somente
os tratamentos 25 e 75% com o0s maiores valores, apresentaram diferencas estatisticamente
significativas quando comparadas com o grupo controle, uma vez aplicado o teste de
comparacdo mdaltipla de médias de Tukey (p<0,01). De forma geral, todos os tratamentos
mostraram valores de massa larval numa faixa que pode se considerar estreita e proxima.

Os valores de desvio padrdo sdo bastante razoaveis considerando que se esta estudando
0 comportamento de amostras bioldgicas vivas submetidas ao efeito de um conjunto de
compostos contidos num extrato bruto, s6 no caso da concentracdo 5% (DP: 6,44) que o desvio

padrdo foi maior que os demais, apresentando um valor minimo mais distante da média. Nesta
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concentracdo pelo menos uma das larvas, que resultou ser a mais leve, teve uma massa de 17,54

mg e também nesta mesma dose encontrava-se a larva mais pesada.

Tabela XV. Efeito sobre a massa corporal das larvas de Cochliomyia macellaria ap6s o
tratamento com o extrato aquoso bruto de sementes de Pouteria mammosa.

Massa larval Intervalo de variacéo
Tratamentos Média £DP da massa larval
(mg) (mg)
Controle 31,32+4,032 20,35 - 37,46
Pouteria mammosa 5% 30,36 +6,44 2 17,54 — 43,45
Pouteria mammosa 10% 31,53 +3,28* 21,40 - 37,08
Pouteria mammosa 25% 33,99 £3,75° 20,70 — 40,96
Pouteria mammosa 50% 31,10 +4,53 * 20,60 — 38,04
Pouteria mammosa 75% 33,65 +2,74" 24,20 — 37,97
Pouteria mammosa 100% 29,50 £3,67 2 21,03 - 36,46

DP: Desvio padrdo; mg: miligramas.

Pode se considerar entdo que o extrato aquoso bruto de P. mammosa influenciou pouco
sobre a massa corporal das larvas de C. macellaria. Do mesmo jeito pode se observar na Figura
34, que todos os grupos tratados tiveram um comportamento bastante estavel, com valores de
razdo sexual proximos a 0,5 e na mesma faixa que o grupo controle como estabelecido por
Fisher (1930).
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Figura 34. Comportamento da razdo sexual na espécie Cochliomyia macellaria apds o
tratamento com o extrato aquoso bruto de sementes de Pouteria mammosa.
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Os resultados do presente estudo corroboram o estudo realizado por Silva et al. (2010)
no qual ndo encontraram diferencas significativas na massa corporal das larvas maduras entre
o0s tratamentos e o0 grupo controle, quando aplicaram o extrato etanélico de Croton linearifolius

Mull. Arg. (Euphorbiaceae) em larvas de C. macellaria.

Além disso, ao testarem o extrato etandlico do caule de C. linearifolius em
C. macellaria, Silvaet al. (2010) também ndo observaram varia¢@es nos indices de razdo sexual
(Controle: 1,52/1, 20mg/mL: 1,2/1, 40mg/mL:1,03/1 e 60mg/mL: 1/1,15) em nenhuma das

concentracdes quando comparadas com o grupo controle.

A andlise da duracdo dos estagios larval e pupal, assim como do periodo de
neolarva - adulto evidenciou primeiro que no estagio larval ndo houve um comportamento que
pudesse estabelecer uma diferenga entre os grupos tratados e o grupo controle (Figura 35 A).
Foi possivel observar que existem diferencas estatisticamente significativas quando aplicado o
teste de Tukey (p <0,01). Sendo inferiores e estatisticamente diferentes asconcentracdes de
10% (94,44 dias), 5% (4,61 dias) e 50% (4,75 dias), foram contrarias a de 75% que apresentou
uma duracdo de 5,33 dias. As doses 25% (4,89 dias) e 100% (5,21) sdo as Unicas que nao

diferem do grupo controle.

Ja no estagio pupal o comportamento apresentou uma melhor coeréncia (Figura 35 B),
sendo que todos os grupos de C. macellaria tratados com o extrato aquoso bruto de P. mammosa
foram mais demorados durante este estagio de desenvolvimento. Quando aplicado o teste de
comparacdo mdltipla de médias de Tukey (p<0,01) as Unicas concentracdes que nao
apresentaram diferencas estatisticamente significativas na duracdo quando comparadas com o
grupo controle foram 25% (5,88 dias) e 100% (5,98 dias), e a0 mesmo tempo ndo apresentaram
diferencas com as outras concentracfes que tiveram diferencas quando comparadas com o
controle. O tratamento com 5% que demorou 6,20 dias foi o de maior significacdo quando
comparada com o grupo controle seguida do tratamento com 50% e 75% com 6,16 e 6,13 dias
respectivamente. Pode ser dizer que o efeito de P. mammosa sobre o estagio pupal foi resultou

em uma demora nos processos intrapupais aumentando o tempo em até quase 24 horas.
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Figura 35. Efeito do extrato aquoso bruto de sementes de Pouteria mammosa sobre o tempo de
desenvolvimento de Cochliomyia macellaria. A: Estagio larval; B: Estagio pupal; C: Periodo
neolarva-adulto. Letras diferentes nas barras indicam diferencias estatisticamente significativas
no Teste de Comparacdo Multipla de Médias de Tukey (p < 0,01) apés ANOVA simples.



Quando se analisou o periodo completo de neolarva a adulto (Figura 35 C), foi
observado que todos os grupos tratados com as concentragdes superiores a 25%, diferiram
estatisticamente de forma significativa quando comparados com o grupo controle ao realizar o
teste de Tukey (p < 0,01). As concentracdes de 5 e 10%, mesmo que tenham apresentado uma
duracdo menor que o grupo controle, ndo evidenciaram diferencas estatisticamente
significativas. O extrato aquoso bruto de P.mammosa retardou o desenvolvimento de

C. macellaria.

Quando se comparou este resultado com aqueles da literatura, foi possivel constatar que
0 comportamento irregular evidenciado na duracdo do estagio larval ja foi evidenciado por
outros autores, como por exemplo, Khater e Khater (2009) ao avaliarem a atividade inseticida
de quatro plantas medicinais contra Lucilia sericata (Diptera: Calliphoridae), concluiram que
alguns extratos de plantas podem causar anomalias em larvas e pupas, associando este
comportamento a possiveis disturbios ocasionados no sistema enddcrino que poderia interferir
nos processos fisioldgicos ligados a metamorfose.

A demora do estagio pupal favorece o controle natural desta espécie através da agdo de
parasitoides como Nasonia vitripennis (Walker) (Hymenoptera, Pteromalidae), extensamente
estudado por Barbosa et al. (2008a,b e 2010) utilizando como hospedeiro C. macellaria sob
diferentes tempos de exposicao e outras varidveis como densidades do parasitoide e aumento
do nimero de pupas hospedeiras de C. macellaria.

A Figura 36 mostra as porcentagens de mortalidade nos estagios larval e pupal, assim
como do periodo neolarva a adulto. Pode-se observar que existe um efeito agudo que causa a
mortalidade no estéagio larval, com uma transcendéncia menos influente no estagio pupal. No
estagio larval, a concentracdo de 100% foi a mais efetiva, com 64,5% de mortalidade, sendo
que todos os tratamentos possuem mortalidades superiores a 45%. Ja no estagio pupal, as
concentracdes acima de 25% apresentaram mortalidades superiores ao do grupo controle, com
um efeito muito marcante na concentragdo de 50%, onde 42,2% das pupas foram inviaveis.
Como resultado final, ao observar as mortalidades para o periodo neolarva a adulto, todos os
grupos tratados apresentaram mortalidades acima de 60%. Certamente a mortalidade do grupo
controle também foi alta, entretanto, todos os tratamentos o superaram em mais de 20%, sendo

a concentracdo de 100% a mais efetiva, atingindo 72%.
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Figura 36. Mortalidade larval, pupal e do periodo neolarva-adulto de Cochliomyia macellaria
apos o tratamento com o extrato aquoso bruto de sementes de Pouteria mammosa. Valores em
porcentagem s&o exibidos acima de cada barra.

A Figura 37 apresenta o efeito pds-emergéncia dos adultos de C. macellaria tratados
topicamente com extrato aquoso bruto de sementes de P. mammosa. Houve uma baixa
frequéncia de individuos com malformacbes (3 e 5 individuos) (Figura 37A), quando
comparado com as espécies C. megacephala e C. putoria. De um total de 1200 larvas
inicialmente, 25 individuos apresentaram malformacGes representando 2,08%, que pode ser
considerado um percentual baixo ou normal (quando normalmente podem aparecer estas
malformacdes). Entretanto, neste estudo ndo foram observadas tais malformacdes no grupo
controle.

Com a frequéncia de aparecimento de adultos com malformagdes, o aporte deste
parametro a mortalidade acumulada ndo foi muito significativo e a concentracdo de 100%

continuou sendo a mais efetiva com 74,5% (Figura 37 B).
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Figura 37. Efeitos pds-emergéncia de Cochliomyia macellaria tratadas topicamente com extrato
aquoso bruto de sementes de Pouteria mammosa. A: Numero de individuos com malformacGes
nas asas por cada 200 larvas inicialmente em cada tratamento. B: Representacdo comparativa
entre a porcentagem de mortalidade e a porcentagem de mortalidade acumulada frente ao grupo
controle.
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Silva et al. (2010) ao estudarem a bioatividade do extrato etandlico do caule da
Euphorbiaceae C. linearifolius sobre C. macellaria, ndo encontraram diferengas marcantes
entre a mortalidade pupal dos tratamentos e do controle, ainda sendo este Gltimo a apresentar
maior mortalidade (Controle: 20%; C. linearifolius 20 mg/mL.: 12,5% e C. linearifolius 40 e 60
mg/mL.: 16,25% cada), valores estes muito proximos e que corroboram os do presente estudo.
Ja quando avaliaram a mortalidade dos adultos (periodo neolarva a adulto), observaram valores
de mortalidade sempre superiores ao do grupo controle (Controle: 26,25%; C. linearifolius 20
mg/mL: 42,50%; C. linearifolius 40 mg/mL: 53,75% e C. linearifolius 60 mg/mL: 63,75),
aspecto similar ao presente estudo com extrato aquoso bruto de sementes de P. mammosa, com
a Unica diferenca que obtiveram um aumento da porcentagem de mortalidade coerente com o

elevacdo da concentracdo, que ndo foi observada com a aplicacao tépica do Zapote.

4.3.5 Efeitos do tratamento com o0 extrato aquoso bruto de sementes de
Pouteria mammosa sobre o desenvolvimento p6s-embrionério de Lucilia cuprina

Como resultado da aplicacdo tdpica do extrato aquoso bruto de sementes de
P. mammosa sobre L. cuprina um dos parametros a avaliar foi a massa corporal das larvas. Na
Tabela XVI, pode-se observar que as médias calculadas para o grupo controle e os tratamentos
resultaram muito proximas e em uma faixa variando de 30,64 mg (concentracdo de 25%) até
32,40 mg (grupo controle e a concentragdo de 5%) que tiveram o mesmo valor, unicamente
diferenciado por uma pequena variacdo no desvio padréo de cada grupo. O tratamento de 25%
foi aquele que apresentou diferencas significativas quando comparadas ao grupo controle, além

de apresentar uma média de massa larval menor.

Para verificar a estabilidade da colonia, foi determinada a razdo sexual de L. cuprina
apos aplicacéo topica de P. mammosa. Na Figura 38, se evidencia que todos 0s grupos tratados
e 0 grupo controle apresentaram valores muito proximos de 0,5, o que quer dizer que houve
uma relagdo bem perto de 1:1 entre o numero de fémeas com relagcdo ao numero de machos
emergidos. Estes resultados conferem com o preconizado por Fisher (1930), confirmando a

estabilidade dentro da populagdo.
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Tabela XVI. Efeito sobre a massa corporal das larvas de Lucilia cuprina apds o tratamento com
0 extrato aquoso bruto de sementes de Pouteria mammosa.

Massa larval Intervalo de variagéo
Tratamentos Média +DP da massa larval
(mg) (mg)
Controle 32,40 £3,80 2 20,65 — 39,37
Pouteria mammosa 5% 32,40 £3,83 2 21,20 — 43,25
Pouteria mammosa 10% 31,46 +2,80 2P 23,45 - 36,96
Pouteria mammosa 25% 30,64 +4,60° 16,80 — 38,52
Pouteria mammosa 50% 32,01 +4,37 2b 18,20 — 38,36
Pouteria mammosa 75% 31,85 3,30 2P 14,90 - 39,34
Pouteria mammosa 100% 32,17 +3,50 P 21,60 - 37,42

DP: Desvio padrdo; mg: miligramas.
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Figura 38. Comportamento da razéo sexual de Lucilia cuprina apés o tratamento com o extrato
aquoso bruto de sementes de Pouteria mammosa.

Ao comparar a média da massa corporal do grupo controle do presente estudo
(30,64 +3,80 mg), observou-se que esta era ligeiramente menor do que aquelas alcangadas por
Pessanha et al. (2015) que obteve um valor de 31,3 5,5 mg ao avaliar os efeitos de
Brevibacillus laterosporus sobre L. cuprina. Pinto et al. (2015) também observaram larvas mais
pesadas (33,19 £3,41 mg) ao avaliar o efeito do 6leo de especies de Cymbopogon citratus
(Poaceae) do Brasil e de Cuba, tambeém sobre de L. cuprina. Entretanto, esta diferenca néo é
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significativa uma vez que o0s desvios padrdo de cada uma destas medias permitem a

sobreposicao das faixas de peso que as abrangem.

No presente estudo, 0 grupo controle mostrou a maior méedia de massa corporal mesmo
sem diferenca significativa dos tratamentos. Pessanha et al. (2015) fizeram esta anélise e 0 peso
do grupo controle resultou em uma posicao intermedia entre as doze cepas de B. laterosporus

avaliadas, que variaram entre 26,4 +15,3 mg e 37,8 2,2 mg.

Ja Pinto et al. (2015) obtiveram resultados semelhantes aos obtidos com P. mammosa.
As médias do peso das larvas tratadas com o 06leo de C. citratus obtido no Brasil estiveram na
faixa entre 26,85 £9,94 mg até 35,31 +3,74mg e, no tratamento com o éleo obtido em Cuba, o

peso das larvas variou entre 26,72 £2,67 mg e 34,79 £3,87 mg.

Durante o estudo do efeito do extrato aquoso bruto de sementes de P. mammosa ao ser
aplicado topicamente sobre as larvas de L. cuprina de primeiro instar, foi possivel constatar que
existe uma disparidade na duracédo dos estagios de cada individuo. Foi possivel encontrar larvas,
pupas e adultos co-existindo em momentos bem avancados (em tempo) do estudo, ou seja,
elevada heterogeneidade na duracdo do periodo de desenvolvimento individual desta espécie.

Na Figura 39 encontra-se ilustrado o efeito deste extrato sobre a duracdo dos estagios
larval, pupal e do periodo de neolarva até adulto de L. cuprina. O grupo controle, no estagio
larval, teve uma duracdo média de 2,56 +0,57 dias, esta duracdo foi intermediaria, entre as trés
concentracdes menores de 5% (2,38 £0,60 dias), 10% (2,15 £0,55 dias) e 25% (2,11 +0,36 dias)
e as concentracOes superiores de 50% (2,74 £0,77 dias), 75% (2,80 +0,80 dias) e 100% (2,65
+0,76) (Figura 39A). O teste de Tukey indicou que existem diferencas significativas entre as
menores concentragdes que abandonaram a dieta antes do grupo controle, sendo 5% aquela que
causou mais efeito sobre a duracdo do estagio larval de L. cuprina.

90



_Media +DP Intervalo de variagéo A

P. mammosa 100% [AGELNGE

P.mammosa 75% [YRIEIRIE

P. mammosa 50% WWACEINIE

P.mammosa 25% ([PRIEEURIE

P.mammosa 10% [PRLELKLEL

Tratamentos

P. mammosa 5% [EYRIEAIRS

Controle ARG 2-4

[

0,00 1,00 2,00 3,00

Duragéo do estagio larval L. cuprina (Dias)

~ Media £DP Intervalo de variagdo

P.mammosa 100% [REERIEARYE
P.mammosa 75% [RERYIEZAEE
P.mammosa 50% [R{EESREE

P. mammosa 25% [RENCIESRIES

Tratamentos

P. mammosa 10%
P. mammosa 5% [REAIAESRIER 10-19

G 841 0812 7-10

000 100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 11,00 12,00

' 1 ' ) '

Duragéo do estagio pupal L. cuprina (Dias)

_ Media+DP Intervalo de variacdo C

P. mammosa 100% [REREIEVAIRE

P. mammosa 75% [RN{EARGES

P. mammosa 50% [RREIESIELE

P. mammosa 25% [REREIESEIE

P. mammosa 10% [ RERXIEIEE b

Tratamentos

P.mammosa 5% [REXTESRNEL

Confrole  IRIRTEENNE 10-13

000 100 200 300 400 500 600 7,00 800 900 10,00 11,00 12,00 13,00 14,00

Duragéo do periodo neolarva a adulto L. cuprina (Dias)

Figura 39. Efeito do extrato aquoso bruto de sementes de Pouteria mammosa sobre o tempo de
desenvolvimento de Lucilia cuprina. A: Estagio larval; B: Estagio pupal; C: Periodo neolarva-
adulto. Letras diferentes nas barras indicam diferencias estatisticamente significativas no Teste
de Comparacao Multipla de Médias de Tukey (p<0,01) apds ANOVA simples.
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O efeito sobre a duragéo do estagio pupal de L. cuprina, exercido pelo extrato aquoso
de sementes de P. mammosa esta representado na Figura 39B, onde se evidencia que todos 0s
tratamentos provocaram um atraso no periodo pupal quando comparados com o grupo controle.
Todos os tratamentos apresentaram diferencas significativas quando aplicado o teste de Tukey,

resultando em um marcado aumento na duracdo do estagio de entre dois a trés dias.

Como consequéncia da permanéncia no estdgio pupal, pode-se observar um
prolongamento variando de dois a trés dias na duracdo do periodo de neolarva-adulto (Figura
39C). Através da andlise estatistica, observou-se que todos os tratamentos apresentaram
diferencas significativas quando comparados com o grupo controle, mostrando que
provavelmente o efeito do extrato aquoso de sementes de P. mammosa sobre L. cuprina ndo
tenha incidido diretamente sobre a massa corporal das larvas, mas sim sobre a duracdo dos

periodos desenvolvimento, principalmente no estagio pupal.

O comportamento irregular do estagio larval pode ser resultante do efeito do extrato de
P. mammosa sobre este estagio. Khater e Khater (2009) avaliaram a atividade inseticida de
quatro plantas medicinais contra moscas da especie L. sericata e observaram que alguns
extratos destas plantas causaram anomalias em larvas e pupas, associando este comportamento
a possiveis distarbios relacionados com o nivel de horménios que poderiam interferir nos

processos fisioldgicos ligados a metamorfose.

O extrato de P. mammaosa prolongou a dura¢do do desenvolvimento p6s-embrionério de
L. cuprina. Este efeito poderia ser utilizado para potencializar o controle bioldgico desta espécie
associando sua acdo a de parasitoides, por exemplo. Partindo do principio de gue se o inseto se
encontra em estagios imdveis ou menos madveis, como o estagio pupal, por exemplo, este seria
mais susceptivel durante um tempo maior, tornando mais provavel a acdo de parasitoides, como
estudado extensamente sobre pupas de C. macellaria por Barbosa et al. (2008a,b e 2010), além
do multiparasitismo provocado por estes insetos (Carvalho et al. 2005a,b) e a predacdo dos
imaturos de dipteros por outros insetos, como formigas e besouros (Roberts 1935; Blanco-
Metzler e Laprade 1998).

Os resultados deste estudo diferiram daqueles publicados por Pinto et al. (2015) e
Pessanha et al. (2015) quando consideradas a medias da duracao do estagio larval. No presente
trabalho, a duracédo media do estagio larval do grupo controle foi de 2,56 +0,57 dias e 0s grupos
tratados variaram entre 2,11 +0,36 até 2,80 +0,80 dias, diferindo do que foi observado por Pinto

et al. (2015) que relataram a duracédo de 3,24 +0,43 dias para o grupo controle e 4,05 £0,21 e
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4,22 +0,41 dias para os grupos tratados com o 6leo essencial de C. citratus. Estes mesmos
autores também avaliaram o monoterpeno citral sobre a espécie L. cuprina, onde 0 grupo
controle apresentou uma média de 3,11 +0,32 dias e na concentracdo Unica testada apresentou
duracdo de 3,07 £0,27 dias.

Pessanha et al. (2015) ao avaliarem o efeito de 12 cepas de B. laterospourus contra
L. cuprina destacaram uma maior diferenga, pois 0 grupo controle apresentou uma duracéo
média de 5,6 £1,7 dias e as médias dos tratamentos oscilaram entre 4,2 +0,8 e 6,0 £1,1 dias,

consideravelmente maiores aos resultados observados neste estudo.

Entretanto, ao analisar a duracdo do estadgio pupal, esta observacdo se inverte,
reforcando a evidéncia de que o efeito do extrato aquoso bruto de sementes de P. mammosa
sobre a especie L. cuprina possui 0 maior efeito sobre a duragdo do estagio larval, fazendo com
que este se prolongue. A duracdo do periodo pupal no grupo controle foi de 8,41 £0,81 dias

com faixas de médias de duragdo para os tratamentos entre 10,86 +1,44 e 11,53 +1,92 dias.

No estudo realizado por Pinto et al. (2015) utilizando C. citratus, observaram que a
duracdo do estagio pupal é inferior ao relatado em nosso estudo, com duragdo de 4,72 +0,58
dias para o grupo controle e variando de 8,42 +0,88 e 10,05 0,86 para os tratamentos com o
o0leo essencial desta planta. Estes resultados corroboram o nosso estudo, uma vez que ambas as
substancias exercem uma acdo que prolonga o estagio pupal. Entretanto, 0 monoterpeno citral,
também publicado por Pinto et al. (2015) no mesmo artigo, apresentou efeito oposto, reduzindo
a duracdo do periodo pupal (controle: 4,73 +0,45 dias; citral: 4,45 +0,52 dias), porém sem

diferencas estatisticas significativas.

Ao comparar nosso estudo aos resultados de Pessanha et al. (2015), também se constatou
que varias cepas possuem o mesmo efeito prolongador do estagio pupal, ainda que os valores
das médias de duracdo do grupo controle e dos tratamentos difiram do observado no presente
estudo (controle 6,9 +0,9 dias; tratamentos: 6,3 0,8 e 8,7 +0,6).

A duracéo do periodo de neolarva-adulto da espécie L. cuprina submetida ao tratamento
topico (dose unica) com P. mammosa foi de 10,87 +0,76 dias no grupo controle, entretanto,
Pintoet al. (2015) observaram a duracdo do grupo controle neste periodo de 7,96 £0,67 dias e
7,80 £0,40, enquanto Pessanha et al. (2015) observaram 12,0 £1,5 dias para B. laterosporus.
Assim, ressalta-se que a duracdo do periodo de neolarva-adulto no estudo com P. mammosa
estd compreendido entre os valores relatados acima por estes autores. No entanto, ndo houve

nenhuma correspondéncia com o efeito do monoterpeno citral, avaliado por Pinto et al. (2015)
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sobre este periodo de desenvolvimento, que foi muito menor aos ensaios antes citados e ao
observado neste estudo (7,62 0,51 dias).

A Figura 40 representa os valores de mortalidade ap6s a aplicacdo topica do extrato
aquoso bruto de sementes de P. mammosa sobre larvas de primeiro instar de L. cuprina.
Evidencia-se um efeito agudo no estagio larval que atinge valores de até 45% de mortalidade,
sendo a concentragdo de 100% a mais efetiva. Além destas, as concentragdes 5% e 75%
alcancaram valores acima de 40% de mortalidade. Esta acdo teve um efeito que atingiu até o
estadgio pupal, demonstrando também um efeito crénico do extrato principalmente nos
tratamentos 10% e 25%. O efeito sobre estas duas doses no estagio pupal fez com que todas as
concentragdes resultassem em uma faixa de porcentagem de mortalidade muito préximo ao
analisar-se o periodo desde neolarva até adulto de forma integral. Pode se constatar que todos
o0s tratamentos provocaram mortalidade média acima de 45%, sendo o0 maior (55%) observado

na concentracao de 5%.

Os resultados deste estudo demonstram que a mortalidade € menor do que aquela
relatada por Deleito e Moya-Borja (2008) quando estudaram o efeito do 6leo essencial de Nim
(Azadirachta indica) sobre L. cuprina, onde observaram mortalidade com relacdo dose/efeito
entre 35,7% (0,2 % V/V) e 98,2% (0,6% V/V).

No estudo de Pinto et al. (2015), a m&xima concentra¢do provocou cerca de 80% da
mortalidade e a concentragdo mais baixa (5%), atingiu 60% de mortalidade, corroborando os
resultados do presente estudo resssaltanto a inexisténcia de uma relacdo direta entre a dose e a

porcentagem de mortalidade.
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Figura 40. Mortalidade larval, pupal e do periodo neolarva-adulto de Lucilia cuprina apos o
tratamento com o extrato aquoso bruto de sementes de Pouteria mammosa. Valores em
porcentagem s&o exibidos acima de cada barra.

Pessanha et al (2015) avaliaram a mortalidade de L. cuprina quando tratadas com
B. laterosperus e observaram um comportamento similar ao presente estudo, um efeito agudo
no estagio larval, atingindo também o estagio pupal que resultou em valores de mortalidade
acima do 40% e até 62% com a cepa NRS 111, quando calculada a mortalidade para o periodo
neolarva a adulto. Entretanto, houve foi observada uma diferenca entre os estudos, onde a
mortalidade de neolarva a adulto do grupo controle de estudo com B. laterosporus foi
significativamente superior ao controle deste estudo, além disso, muito préximo do valor obtido
para os tratamentos que ndo foi 0 caso neste ensaio, demonstrando-se uma maior efetividade

no presente estudo.

4.3.6 Efeitos do tratamento com o0 extrato aquoso bruto de sementes de
Pouteria mammosa sobre o desenvolvimento pds-embrionario de Musca domestica

A espécie Musca domestica possui esse nome por ser uma ou a mais adaptada aos
ambientes antrépicos. A estimativa do peso corporal para a avaliacdo de uma substancia ou

extrato como candidato para o controle de qualquer espécie constitui um parametro importante
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a ser considerado. A Tabela XVI1I tem como objetivo mostrar os valores obtidos para as pupas
desta espécie, apos a aplicacdo topica do extrato aquoso bruto de sementes de P. mammosa nas
larvas do primeiro instar (L1), considerando que as larvas do terceiro instar (L3) néo
abandonam a dieta foi necessario retirar as pupas assim que estas eram observadas dentro da

dieta.

Tabela XVII. Efeito sobre o peso das pupas de Musca domestica ap6s o tratamento com o
extrato aquoso bruto de sementes de Pouteria mammosa.

Massa pupal Intervalo de variacéo
Tratamentos Média +DP da Massa pupal
(mg) (mg)
Controle 16,80 £0,95 @ 14,52 - 19,44
Pouteria mammosa 5% 16,22 +£1,18 ° 12,84 — 18,92
Pouteria mammosa 10% 16,13 +1,20° 13,04 - 17,72
Pouteria mammosa 25% 16,62 +1,73 2P 11,90 - 19,16
Pouteria mammosa 50% 16,15 42,29 ° 6,78 — 18,64
Pouteria mammosa 75% 17,14 +0,952 15,62 - 18,72
Pouteria mammosa 100% 16,94 +1,44 2 13,96 — 19,16

DP: Desvio padrdo; mg: miligramas.

Pode-se observar que o grupo controle alcancou uma média de peso igual a 16,80 £0,95
mg. Apenas as concentracdes mais altas (75%: 17,14 £0,95 e 100%: 16,94 +1,44 mq)
apresentaram peso maior do que o grupo controle e, por conta dos valores de desvio padrdo ndo
resultam em diferencas estatisticas. Apenas trés das concentra¢des estudadas (5%, 10% e 50%)
mostraram diferencas estatisticamente significativas ao aplicar o teste de Tukey, pois as larvas

gue abandonaram as dietas nestes tratamentos eram mais leves.

Como segundo parametro para a determinacdo da estabilidade da colonia e dos
individuos incluidos no estudo apos tratamento, se mostra o comportamento da razéo sexual na
Figura 41, onde se pode verificar que no grupo controle e todos os grupos tratados resultaram
em valores muito proximos de 0,50 sugerindo uma relacdo macho/fémea de 1:1 como

preconizado por Fisher em 1930.

96



Musca domestica
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Razao sexual

Controle P. mammaosa P.mammosa P.mammosa P.omammosa P mammosa P, mammosa
5% 10% 25% 50% 5% 100%
Tratamentos

Figura 41. Comportamento da razdo sexual de Musca domestica ap6s o tratamento com o
extrato aquoso bruto de sementes de Pouteria mammosa.

Freitas (2008) ndo observou diferencas significativas nas médias da massa das pupas de
M. domestica quando comprarou com o grupo controle, ao utilizar extratos de Eucalyptus sp.
Entratanto, este autor notou que existiam variacoes significativas ao testar o extrato aquoso de
M. azedarach nesta mesma espécie com a formacao de pupas que resultaram significativamente
mais leves que o grupo controle (20mg), sendo na concentracdo de 5% (17mg) e na
concentracdo 10% (I6mg). De igual forma, Cabral et al. (2008) testaram diferentes extratos de
M. azedarach sobre M. domestica, onde também se formaram pupas mais leves nos tratamentos
(A: 20,17mg; B:20,88mg; C: 21,52mg; D: 20,41mg), quando comparados com 0 grupo
controle que resultou atingir a massa de 22,10 mg.

Quanto a estabilidade da razdo sexual, o presente estudo corrobora os resultados obtidos
por Freitas (2008) com extratos aquosos de Eucalyptus sp. e M. azedarach nos quais nao
encontrou alteracdo da razdo sexual de M. domestica. Contradizendo o comportamento de M.
domestica frente a P. mammosa do presente estudo, as experiéncias de Cabral et al. (2008)
mostraram variacdo na razdo sexual desta espécie com a fracdo metandlica do extrato bruto de

M. azedarach onde o indice para o grupo controle foi 0,44 e para o extrato D foi de 0,38.

A duracdo do periodo de desenvolvimento pds-embrionario de neolarva-adultos dos
diferentes grupos tratados e do grupo controle de M. domestica ap0ds a aplicacdo tdépica do
estrato aquoso bruto de sementes de P. mammosa esta representada na Figura 42. Como as
larvas desta espécie ao chegar ao terceiro instar (L3) ndo possuem o habito de abandonar a

dieta, como procedimento padronizado apo0s estudos da biologia de M. domestica no
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Laboratorio de Entomologia Médica e Forense se estabeleceu a retirada das pupas no 6° dia

apds tratamento qualquer tratamento.

Como era de se esperar, no 6° dia todas as larvas ja tinham pupado, ndo ocorrendo esse
0 comportamento para os tratamentos que tiveram que ser postergados para o dia seguinte. No
7° dia ainda algumas poucas larvas se encontranvan sem pupar, mostrando que houve um
retardo do estdgio larval. Nestes casos, optou-se por ndo mexer na carne, pois uma interferéncia
no meio onde estdo se alimentando poderia induzir as larvas & uma pupagdo precoce, sendo
também esta a razdo pela qual a duracdo e a mortalidade resultantes deste periodo larval ndo

ser representadas em graficos.

Analisando a duracdo do estdgio pupal de M. domestica na Figura 42A, pode-se
observar que ndo existem diferencas estatisticamente significativas entre a dura¢do do grupo
controle e os grupos tratados com o extrato aquoso de sementes de P. mammosa quando
aplicado o teste de comparacdo maultipla de média de Tukey (p<0,01). Evidencia-se que a
duracdo deste estagio para o grupo controle que foi de 5,63 £0,59 dias, valor este que se
encontra dentro da faixa entre a concentracdo que teve a menor duragdo (10% com
5,47 £0,50 dias) e a concentracdo de 100% que atingiu 5,88 +0,67 dias.

Este resultado aponta que o0 extrato aquoso bruto de sementes de P. mammosa ndo
possui uma incidéncia sobre a duragdo do estagio pupal de M. domestica e sim sobre a duracéo
do estagio larval. Esta afirmacdo é demonstrada na Figura 42B, onde se representa o periodo
completo desde larva até adulto, todos os grupos tratados apresentam diferencas
estatisticamente significativas ao se aplicar o teste de comparacdo multipla de médias de Tukey

(p<0,01), quando comparados com o grupo controle.

Coincidindo com estes resultados obtidos com P. mammosa em experimentos realizados
por Freitas (2008), para avaliar a atividade de extratos aquosos de Eucalyptus sp. e M.
azedarach em M. domestica foi encontrada diferenca na duracdo do periodo larval na maior
concentracdo do extrato de Eucalyptus (10%) e nas duas concentracOes testadas de extrato de
M. azedarach (5 e 10%), tendo em todos os casos, aumento na sua duragéo.
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Media +DP Intervalo de variacdo A

P.mammosa 100% REELEERULIE 4-7

P._mammosa 75% [EEIEEAUEEY

P. mammosa 5%

Controle JEREERUREES

Duragao do estagio pupal M. domestica (Dias)

Tratamentos

P. mammosa 10%

6,00

~Media +DP Intervalo de variacdo B

P. mammosa 100% [RPEIESATE
P.mammosa 75% [RPAGEERINT R
P.mammosa 50% [RPAFIESEIE

P. mammosa 25% [RVNAIEIINPER

Tratamentos
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(o1 11,63 +0,59 2 10-13
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Duragdo do periodo neolarva a adulto M. domestica (Dias)

Figura 42. Efeito do extrato aquoso bruto de sementes de Pouteria mammosa sobre o tempo de
desenvolvimento de Musca domestica. A: Estagio pupal; B: Periodo neolarva-adulto. Letras
diferentes nas barras indicam diferencias estatisticamente significativas no Teste de
Comparacao Multipla de Médias de Tukey (p<0,01) ap6s ANOVA simples.

Cabral et al. (2008) quando testaram diferentes extratos de M. azedarach em
M. domestica encontraram apenas diferencas estatisticamente significativas nas larvas tratadas
com a mistura resultante da extragdo com n-hexano na concentragdo 100 pg/ul com 6,72 + 0,81
dias. No entanto, as observacdes realizadas para o estagio pupal ndo coincidem com 0 nosso

estudo, pois se observou uma reducdo da duracdo do estagio pupal em M. domestica.

O periodo de neolarva a adulto estdo em acordo com os resultados observados por

Cabral et al. (2008), onde os diferentes extratos de M. azedarach aumentaram o tempo de
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duracdo do periodo neolarva a adulto (Controle: 12,08 dias; Extrato A: 12,25 dias; Extrato B
12,35 dias; Extrato C: 12,36 dias; Extrato D: 12,59 dias). O mesmo aumento foi encontrado por
Freitas (2008) utilizando os extratos de Eucalyptus sp. e M. azedarach nas menores
concentracdes testadas (5%), mas nas maiores concentracdes (10%), os dois extratos

apresentaram o mesmo comportamento sobre o desenvolvimento (Figura 42 C).

A Figura 43 mostra a mortalidade da espécie M. domestica ap0s o tratamento topico
com o extrato aquoso bruto de sementes de P. mammosa. Pode-se observar que no periodo de
neolarva a adulto, em todos os tratamentos, os valores obtidos sdo marcadamente superiores
aos do grupo controle que atingiu 0 22% de mortalidade. Adicionalmente, todos os tratamentos
alcancaram valores de mortalidade superiores a 45% e desde a concentragdo mais baixa testada
5% e até 75% se observou um aumento na resposta que se corresponde com o incremento da
dose 5% (mortalidade de 44,5%), 10% (51,5%), 25% (57%) e 50% (61,5%). No caso das duas
ultimas doses 75% (57,5%) e 100% (56%) € muito provavel que tenha se evidenciado o
fendmeno de saturacdo, pois a diferenca entre os valores observados de mortalidade entre as

concentracOes de 75% até 100% ndo é significativa.

100,0

m Controle
900 - @ P. mammosa 5%
O .
800 FP. mammosa 10%
F @ P. mammosa 25%
E 70.0 1 B P. mammosa 50%
5 , 615
% 600 - m P. mammosa 75% 57,0 575 gg0
t m P. mammosa 100% 515
E 5[},[} 1 44.5
400 +
300
220
200 1 149
102 125 96 129
1[}J[} - SIT 3I5 . .
00 | . ,
PUPAL NEOLARVA-ADULTO

Estagios de desenvolvimento - M. domestica
Figura 43. Mortalidade, pupal e do periodo neolarva-adulto de Musca domestica ap6s o
tratamento com o extrato aquoso bruto de sementes de Pouteria mammosa. Valores em
porcentagem séo exibidos acima de cada barra.

Ao observar o aporte do estagio pupal & mortalidade total alcangada, pode se inferir

claramente que a acdo do extrato de P. mammosa possui um efeito acumulativo que gera valores
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de mortalidade neste estagio. O maior efeito foi de tipo agudo sobre estagio larval. Pode se
conferir que o maior valor de mortalidade pupal alcangado foi na concentragdo de 25% com um
14,9% de pupas inviaveis.

Uma vez que as moscas emergiram, estas foram detalhadamente observadas ao
estereoscopio para determinar a presenca de mal-formacdes. Para esta espécie (M. domestica)
0 numero de malformagdes observadas ndo foi muito significativo ainda quando ndo houve
aparecimento destas no grupo controle (Figura 44 A). Apenas nas concentragdes 10%, 25% e
75% emergiram individuos com malformacdes, sendo 2 em cada caso. Esta quantidade
representa apenas 1% em cada tratamento e representa um 0,5% do total de larvas tratadas

inicialmente no estudo (1200 larvas) independentemente da concentragéo utilizada.

Considerando estes poucos individuos que emergiram com malformacdes pode se dizer
que o aporte a mortalidade acumulada ndo foi significativo (Figura 44 B) e que o efeito do
extrato aquoso bruto de sementes de P. mammosa sobre a espécie M. domestica é

principalmente de tipo agudo e sem tendéncia a cronicidade.

O presente estudo coincide com os resultados obtidos com Cabral et al. (2008) quando
testou diferentes extratos de M. azedarach sobre M. domestica onde determinaram valores de
mortalidade para os extratos A 15%; B: 21%; C: 23%; D: 27% que demonstraram ter uma
relacdo dose resposta. A diferenca principal deste estudo publicado com os resultados aqui
recentemente obtidos estd em que os valores de mortalidade alcancados sdo mais baixos, pois

para P. mammosa as porcentagens de mortalidade estiveram acima de 40%.

O estudo realizado por Deleito e Moya-Borja (2008), assim como o presente estudo,
também mostrou uma relacdo dose resposta quando avaliado o efeito do 6leo essencial de Nim
(Azadirachta indica) sobre M. domestica sendo que as concentracdes testadas por estes autores
atingiram valores de até 90,9% nas duas maiores doses que testaram (0,5 e 0,6 % V/V) onde
provavelmente também se evidenciou o fendmeno de saturacdo. A superioridade nos indices de
mortalidade dos 0leos essénciais confirma-se no efeito de asfixia por obstrugcdo das vias

respiratorias e o verdadeiro efeito inseticida por acdo sob outro mecanismo.
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Figura 44. Efeitos p6s-emergéncia na espécie Musca domestica ap6s a aplicacdo topica do
extrato aquoso bruto de sementes de Pouteria mammosa. A: NUmero de individuos com
malformacdes nas asas por cada 200 larvas contadas inicialmente em cada tratamento.
B: Representacdo comparativa entre a porcentagem de mortalidade e a porcentagem de
mortalidade acumulada frente ao grupo controle.
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4.4 Analise comparativa do efeito de Pouteria mammosa sobre o desenvolvimento pés-
embrionario das seis especiés de dipteros muscoides estudadas: Chrysomya albiceps,
Chrysomya megacephala, Chrysomya putoria, Cochliomyia macellaria,
Lucilia cuprina e Musca domestica.

Na Tabela XVI1I (em forma extensa) e na Tabela XIX (em forma simplificada) se ilustra
de forma comparativa o efeito da aplicacdo topica (dose unica) do extrato aquoso bruto de
sementes de P. mammosa, sobre os diferentes pardmetros determinados: massa corporal, razéo

sexual, duracdo do periodo neolarva-adulto (que inclui o estagio larval e o estagio pupal).

Quando analisado o parametro massa corporal, foi possivel verificar que as espécies
mais sensiveis a apos o tratamento foram C. megacephala na concentracéo de 50% e C. putoria
na concentracao de 5%. As espécies L. cuprina e M. domestica também apresentaram reducdo
leve da massa corporal nas concentragdes entre 5% e 50%. As variacGes na massa corporal da
espécie C. macellaria foram pouco significativas e a espécie C. albiceps teve como resposta

aumentar a massa corporal.

Os valores calculados da razdo sexual para cada espécie indicaram que todas as colonias
(amostras incluidas no estudo) se mantiveram estaveis apos a aplicacdo do extrato, s6 no caso
da espécie C. putoria se evidenciou uma ligeira masculinizacdo, mais evidente nas nos
tratamentos de 25% e 75%, fato este que favorece o controle e manutencéo de um namero de
individuos nao exacerbado dentro de uma populacéo.

A duracdo do periodo pés-embrionario de um diptero muscoide em condi¢des normais
resulta da somatdria do tempo que duram os estagios larval e pupal, uma vez que estes insetos
sdo submetidos a tratamentos com substancias e/ou extratos que podem acelerar (diminuir o
tempo) ou retardar (aumentar o tempo) o desenvolvimento. Quando analisada a duragdo do
estagio larval de todas as espécies estudadas se observou que C. megacephala e M. domestica
tiveram este estadio mais demorado, diferindo das espécies C. albiceps, C. putoria e L. cuprina.
No caso da espécie C. macellaria, esta apresentou um comportamento irregular, alguns
tratamentos prolongaram o estagio e outros o aceleraram. Esta mesma analise feita para o
estagio pupal, mostrou que quatro das espécies estudadas (C. albiceps, C. macellaria, L.
cuprina e M. domestica), tiveram os tempos de desenvolvimento intrapupario estendidos. Esta
adicdo temporal no estagio pupal provoca um aumento nas possibilidades de depredacao por
parte de besouros e formigas assim como o parasitismo e multiparasitismo por himendpteros e

forideos.
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Contrariamente, as espécies C. megacephala e C. putoria aceleraram o desenvolvimento
intrapupério, podendo ser esta a principal causa das maiores porcentagens de aparecimento de
individuos com malformacbes (asas deformadas) com valores de 135% e 12,5%
respectivamente. Em outras duas espécies (C. macellaria e M. domestica) também emergiram
individuos com malformacdes representando um 2,08% e 0,5% da amostra estudada em cada

Caso.

Como aspecto integrador do periodo de desenvolvimento se analisou a capacidade de
cada espécie para compensar o tempo total que demorou até a emergéncia dos adultos. No caso
das especies C. megacephala, L. cuprina e M. domestica, ndo houve compensacéo de forma
que demoraram desde Vvarias horas até 3 dias a mais do que o grupo controle. Os individuos da
espécie C. macellaria mostraram uma compensacdo parcial do periodo em algumas das
concentracgdes, principalmente nas concentracbes maiores 75% e 100%. A espécie C. putoria
também ndo conseguiu compensar a duracdo do periodo, mas diferentemente das espécies
anteriores teve uma aceleracdo com diminuicdo consideravel do tempo de desenvolvimento,
causa de elevados valores de mortalidade e aparecimento de individuos malformados nos seus

tratamentos.

Ao se analisar o parametro mortalidade, a espécie mais sensivel foi C. macellaria (72%)
seqguida pela seguinte ordem: M. domestica (61,5%) > C. albiceps (57%) > C. putoria
(54,5%) > L. cuprina (54,5%) > C. megacephala (43,0%).

Finalmente, os valores de mortalidade acumulada, resultado da consideracdo dos
individuos com malformacgfes como inviaveis por conta da sele¢do natural, resultou numa
ordem com certas diferencas mais continuou sendo C. macellaria a espécie mais sensivel com
74%, seguindo a seguinte ordem: C. putoria (66,5%) > M. domestica (61,5%) > C. albiceps
(57,0%) > C. megacephala (56,5%) > L. cuprina (54,5%). Podendo-se concluir que apos
aplicacdo topica dose Unica do extrato aquoso bruto de sementes de P. mammosa foram
alcangados valores maximos de mortalidade acima de 40%, com maior efeito sobre a espécie

C. macellaria e resultaram ser as menos sensiveis L. cuprina e C. megacephala.
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Tabela XVIII. Resumo extenso do comportamento, em forma comparativa, do efeito da aplicacdo tdpica dose Unica do extrato aquoso bruto de sementes
de Pouteria mammosa sobre o desenvolvimento poés-embrionario de cinco espécies da familia Calliphoridae (Chrysomya albiceps,
Chrysomya megacephala, Chrysomya putoria, Cochliomyia macellaria e Lucilia cuprina) e a espécie Musca domestica (Muscidae). Individuos por
concentracdo: 200. Amostra tratada independente da dose: 1200 individuos.

Estabilidade da Duracéo do periodo de desenvolvimento
o colonia pds-embrionario ] ] ; o
Espécie N . . . . Mortalidade Efeitos pds-emergéncia
Massa Razdo Estagio Estagio Periodo
corporal Sexual Larval Pupal Neolarva - adulto
Efeito agudo da mortalidade sobre o
S o ° ° estagio larval. Ndo foram evidentes malformagdes
o — — e} e} Lo -
g 8 5 3 g o Mortalidade pupal ndo significativa. macroscopicas na anatomia externa.
5 .2 = T @ g Compensado
o2 > i 3 S . . ) N&o foram descartadas malformagdes
§° < < o) Maior mortalidade do perfodo -
neolarva-adulto alcancada 57% na '
dose de 100%.
© S - .
© 3 Elevado indice de aparecimento de
< . indiv x
& g No compensado, gerando uma Efeito agudo da mortalidade sobre o |n(_j|v!duos com malf~ormagoes,
o = L . principalmente na concentra¢do 10%.
] 2 ° ° demora nos grupos tratados de estagio larval com efeito
(@) S — = = . . , . . .
GE) % 2 % g g az:?;;gwadamente um (1) dia no transcendente ao estagio pupal. Favorece depredagéio e multiparasitose.
s QE A S I3 P ) . . . Porcentagem de individuos tratados com
S X o w o Q Maior mortalidade do periodo If Ses 13 5%
= S - < Favorece a depredaca larva-adulto al da 43% maflormagoes. 25,5%.
S S : _ predagdo e a neolarva-adulto alcancada 6 ha
2 % multiparasitose. concentragdo de 25%. Maior mortalidade acumulada: 56.5%
o - !
< S na concentracéo 10%.
© S
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Estabilidade da

Duracéo do periodo de desenvolvimento

colénia pds-embrionario M lidad Efei )
Espécie , . , . . ortalidade eitos pés-emergéncia
P Massa Razdo Estagio Estagio Periodo P g
corporal Sexual Larval Pupal Neolarva - adulto

(%)

(<5
© = % No compensado, gerando uma Elevado indice de aparecimento de
0O E b A - . . - - s ~
= = < E emergencia premefltura de entre Efeito agudo da mortalidade sobre o mqllv!duos com maltormatljgoes,
= o3 © O dois (2) e trés (3) dias nos grupos o . principalmente na concentra¢do 25%.
5 g Z 5 ° ° tratados estagio larval com marcado efeito
e ED 2° 2 = ' transcendente ao estagio pupal. . ) .
od S © = 8 S S Favorece depredacao e multiparasitose.
£ € .2 732G g @ @ Facilita o aparecimento de . . . Porcentagem de individuos tratados com
2 S& Heg < < individuos com malformagoes e Maior mortalidade do_ periodo malformacdes: 12,5%
L 9 @ g S aumento da morta%idade neolarva-adulto alcangada 54,5% na GOES: 12,970
S lo‘\ - ~ 0
6 2 = % acumulada por seletividade concentragdo de 50% Maior mortalidade acumulada: 66,5%

g § natural. na concentracéo 50%.

S
© S Ligeiro indice de aparecimento de
S ) S Compensacdo parcial. individuos com malformacdes. Com
3 g g S Efeito agudo da mortalidade sobre 0 pouca variagdo na frequéncia de
g § g < ™~ o Concentrages que ndo estagio larval com efeito  aparecimento entre as concentragdes.
S b= & 23 g ?é conseguiram compensar: 75% e transcendente ao estagio pupal.
© S e T o = 100%. Porcentagem de individuos tratados com
— k= P = o O . . . ~
g 2 i 82T § Maior mortalidade do periodo malformagdes: 2,08%.
2 S f - g Comportamento irregular que neolarva-adulto alcangada 72,0% na
e £ ‘—; s gera altas porcentagens de concentragdo de 100%. Pouca influéncia na mortalidade
8 §’ mortalidade. acumulada: 74,0% na concentracdo
@) =

100%.
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Estabilidade da

Duracéo do periodo de desenvolvimento

colénia pds-embrionario M lidad Efei )
Espécie , . , . . ortalidade eitos pés-emergéncia
P Massa Razdo Estagio Estagio Periodo P g
corporal Sexual Larval Pupal Neolarva - adulto
s S

g S 5 S L:Q No compensado, gerando uma Efeito agudo da mortalidade sobre o
g_ § sS® g ° demora nos grupos tratados de estagio larval com marcado efeito N&o foram evidentes malformacGes
S E E g T 2 \‘;‘ g até aproximadamente trés (3) transcendente ao estagio pupal. macroscopicas na anatomia externa.
o S5E ¢ & 3 b 2 dias no periodo.
8 2 g IS L 2 @ © Maior mortalidade do periodo N&o foram descartadas malformagdes
= 858 a a x o .
Q st s Favorece depredacéo e neolarva-adulto alcancada 54,5% na internas.
- £ 583 5 multiparasitose. concentragdo de 50%.

| O
S oy N&o compensado, gerando uma Efeito agudo da mortalidade sobre o . P .
= o P P . Baixo indice de aparecimento de
175] Lo ° — demora nos grupos tratados de estagio larval com marcado efeito . .. ~
I<b) > o _ 38 ) ! . - individuos com malformagdes.
= =3 ] 8 = até aproximadamente entre uma transcendente ao estagio pupal.
8 G ® Q = (1) e seis (6) horas. 5 ignificati

S s 7 = g . . . Valor pouco ou ndo significativo,
o] S = Iy z Maior mortalidade do periodo x
&) o b a) = x representando um 0,5% da populagdo
1%2] o Favorece depredacéo e neolarva-adulto alcancada 61,5% na
S ) . . x o tratada.
S 3 multiparasitose. concentragdo de 50%
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Tabela XIX. Resumo simplificado do comportamento, em forma comparativa, do efeito da aplicacdo topica dose Unica do extrato aquoso bruto de
sementes de Pouteria mammosa sobre o desenvolvimento pés-embrionédrio de cinco espécies da familia Calliphoridae (Chrysomya albiceps,
Chrysomya megacephala, Chrysomya putoria, Cochliomyia macellaria e Lucilia cuprina) e a espécie Musca domestica (Muscidae). Individuos por
concentracdo: 200. Amostra tratada independente da dose: 1200 individuos.

Estabilidade da Duracdo do periodo de desenvolvimento ] )
i coldnia pés-embrionario Mortalidade Efeitos pos-
SPeCie Massa Razdo Estagio Estagio Periodo (%) eme(r(%: )nC|a
corporal Sexual Larval Pupal Neolarva - adulto
Chrysomya s Aguda
albiceps T l T Compensado M: 57 na Cio0% o
Chrysomya _ ) Aguda — crénica FA: 13,75
megacephala J« T l T 1dia M: 43 na Cas% MA: 56,5
Chrysomya ) Aguda — cronica FA: 12,75
putoria l 3 | l | 3dias M: 54,5 na Csos MA: 66,5
Cochliomyia ) Aguda — crénica FA: 2,8
macellaria T ) T T instavel. M: 72 na C1o0% MA: 74,0
Lucilia ) Aguda — crbnica
cuprina === »L T T 3 dias M: 54,5 na Cso T
Musca ) Aguda — crénica .
domestica | 7 B T v dia M: 61.5 na Caoo FA:0,5

M: Mortalidade; C: Concentracdo; FA: Frequéncia de aparecimento; ~: Estavel; 1: Aumentou, |: Diminuiu, ---: N&o significativo.
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5 CONCLUSOES

1. Ambos os extratos indicaram classes quimicas semelhantes, e como esperado, estes
apresentaram diferencas no aparecimento de alguns metabolitos coerentes com os tipos
de solventes usados para cada extragcdo. Além disso, se identificaram classes quimicas
reconhecidas pela atividade inseticida e outras que justificaram vérios dos

comportamentos toxicoldgicos observados.

2. O extrato hidroalcoolico a 25% de sementes de P. mammosa resultou ser o mais adverso,
sugerindo que, caso venha a ser desenvolvido algum produto a partir deste, devera ser
indicado na etiqueta que caso seja ingerido, poderm vir a apresentar episodios de arritmia
cardiaca, transtornos e sangramentos gastrointestinais com possibilidade de &bito
dependendo se a dose ingerida supera 0s 300 mg/Kg de massa corporal. O extrato aquoso
bruto possui um limite maior de toleréncia para aparecerem alguns destes sintomas,

sendo menos provavel a morte.

3. O contato de qualquer um dos dois extratos com a pele saudavel ndo gera dano nem risco
para outro 0rgdo, entretanto podera causar uma irritabilidade oftalmica leve reversivel
entre as 72 a 96 horas para ambos 0s extratos se estes fossem colocados em contato com
os olhos.

4. Nos estudos de atividade inseticida, com o extrato aquoso bruto de sementes de
P. mammosa, sobre o desenvolvimento pds-embriondrio das cinco espécies de
Calliphoridae (C. albiceps, C. megacephala, C. putoria, L. cuprina e C. macellaria) e
em M. domestica (Muscidae), foi observado que o extrato afetou em alguns casos o
ganho na massa corporal durante a alimentacdo (L1-L3); estendendo ou encurtando a
duracdo dos estagios larval e pupal com incidéncia direta sobre todo o periodo desde
neolarva até adulto, demostrando que pode ser considerado um candidato para o controle

alternativo destas espécies.

5. O extrato aquoso bruto de sementes de P. mammosa induziu o aparecimento de
individuos com asas ndo infladas como principal alteracdo morfolégica macroscopica,
evidenciada em quatro das espécies estudadas (C. megacephala, C. putoria,

C. macellaria e M. domestica).
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7 ANEXOS

ANEXO I. Certidéao de classificacao e depoésito do material vegetal.
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ANEXO II. Evidencias qualitativas da aparicéo das classes quimicas.

EVIDENCIAS QUALITATIVAS DA PRESENCA DAS

METABOLITOS TESTES CLASSES QUIMICAS
Dragendorff Formacdo de um precipitado laranja avermelhado.
. Formacdo de um precipitado branco ou amarelo claro, amorfo
Alcaloides Mayer s i
Wagner Formacdo de um precipitado marrom.

Triterpenos  e/ou
esteroides

Quinonas

Cumarinas

Lipideos e/ou Oleos
essenciais

Mucilagens

Saponinas

Fenois elou
Taninos

Aminoacidos
Acucares redutores

Glicosideos
cardiotonicos

Flavonoides

Glicosideos
cianogénicos

Resinas

Lieberman-Burchard

Solkowski

Borntrager

Variante écido sulfirico
Baljet

Legal

Sudao

Ensaio para 6leos essenciais com

papel branco sem reagente

Ensaio para 6leos fixos

Prova para mucilagens
Prova de espuma

Prova de Cloreto Férrico
Ninhidrina

Fehling

Benedict

Kedde

Acido sulfirico concentrado
Shinoda

Prova Alcalina (Alcali)
Rosemheim

Guignard

Prova de Resinas

VariagOes de cor que comegam a progredir desde uma cor
rosa-lilas passando por verde claro até uma cor verde muito
escura.

Cor vermelha na fase superior e uma cor amarela avermelhada
com fluorescéncia verde na fase inferior.

Aparecimento de uma cor rosa na fase aquosa alcalina.

Aparecimento de uma cor amarela na fase benzeno e cor rosa
na fase alcalina.

Formacéo de um precipitado vermelho de claro a escuro.

Aparecimento de uma cor vermelha intensa que desaparece
depois de varios minutos.

Aparecimento de uma cor vermelha-laranja.

Quando se coloca uma gota e se deixa secar ao ar, no caso
positivo a mancha se apresenta transparente quando olhada a
contraluz. Se se esquentar o papel a 110 °C: caso exista 6leos
essenciais vai desaparecer a transparéncia do papel. Quando
se esquenta, se a mancha ficar mais transparente, é sinal
positivo para de 6leos e gorduras.

Quando 5 mL do extrato é colocado sobre um vidro de reldgio
ou placa de Petri a temperatura ambiente. O aparecimento de
um liquido oleoso depois da evaporacéo, se ficar uma mancha
de gordura sobre o papel de filtro, indica presenga de 6leos
fixos. Se ao evaporar o solvente aparecer uma pelicula fina
resinosa, indica a presenca de 6leo secante. Se ao se evaporar
o0 solvente aparecer um liquido oleoso aromatico que nédo
deixa mancha de gordura sobre o papel de filtro, indica a
presenca de 6leos essenciais.

Formacéo de um gel delicado ou consisténcia borrachosa ao
tato.

Formagdo de uma coluna de espuma de 2 cm que seja estavel
por 24 horas.

Aparecimento de uma cor verde escura e azul na fase aquosa.

Aparecimento de uma cor azul até tons de lilas.

Formacédo de um precipitado intenso de vermelho a marrom.
Formacéo de um precipitado intenso de vermelho a marrom.
Formacdo do complexo de Meisenheimer que possui como
evidéncia o aparecimento de uma cor vermelha-lilas.
Aparecimento de uma cor laranja gelo.

Aparecimento de uma cor amarela a laranja.

Aparecimento de uma cor amarela a laranja.

Aparecimento de uma cor vermelha.

Em 15 minutos, uma tira de papel de filtro tratado com uma
solugdo de picrato de s6dio, muda de amarelo para tons de
vermelhos.

Aparecimento de um precipitado quando a 2 mL do extrato
suspendido em etanol sdo adicionados 10 mL de agua
destilada.




ANEXO I11. Aprovacio do Comité de Etica “Facultad de Ciencias Naturales Universidad
de Oriente” Cuba.

FACULTAD DE CIENCIAS NATURALES DE LA UNIVERSIDAD DE
ORIENTE

COMITE DE ETICA

Universidad de Oriente - Alturas de Quintero - Patricio Lumumba - Santiago de Cuba, CP: 90500 - CUBA
Teléfono: +(53) (22) 63-2263 - Fax: +(53) (22) 63-2689 - E-mail: decanocnt@cnt.uo.edu.cu

AVAL PARA INVESTIGACION

Santiago de Cuba, 21 de diciembre de 2001.

El Comité de Etica de la Facultad de Ciencias Naturales mediante la presente emite, su critério final
acerca de la investigacion situada dentro del marco del proyecto aprobado CAPES/MES-Cuba, nimero
130/11 titulado: “Dipteros muscoides de importancia sanitaria y forense: Bionomia y control
alternativo a través de la evaluacion de extractos de especies vegetales cubanas”. Coordinado por la
Dra. Margareth Maria de Carvalho Queiroz, Investigadora Titular en Salud Publica del Instituto
Oswaldo Cruz/Fundagio Oswaldo Cruz de Rio de Janeiro-Brasil, y por el Dr. Bernardo Reyes Tur,
Profesor Titular de la Universidad de Oriente-Cuba.

El estudio que se somete a consideracion constituye una investigacion novedosa y necesaria que
contribuird al conocimiento de los aspectos bioecoldgicos y bionémicos de las diversas espécies de
dipteros muscoides de las familias Calliphoridae, Muscidae y Sacophagidae, de modo que permite el uso
estos insectos como modelos biologicos en diversos experimentos en instituciones de investigacion.
Asimismo, dar subsidios al conocimiento de la biologia de las diferentes especies de muscoides de
importancia sanitaria que es insipiente en la literatura y reducir los casos de enfermedades parasitarias ¢
infecciosas transmitidas y causadas por dipteros muscoides (moscas).

Dentro de este proyecto, como parte de la tesis de Doctorado del M.Sc. Carlos Manuel Dutok Sanchez
se prevé: Evaluar la seguridad y la eficacia de los extractos acuoso e hidroalcohdlico a 25%, de las
semillas de Pouteria mammosa (L.) Cronquist para el control alternativo de dipteros muscoides de la
familia Calliphoridae y de la especie Musca domestica (Diptera: Muscidae).

En nuestro pais al arbol de “Zapote o Mamey” se le encuentra frecuentemente en jardines caseros, a lo
largo de las calles y como sombra de café, porque pierde mucho de sus hojas justamente en el periodo
cuando las plantas de café necesitan sol. Precisamente, su caracteristica de desfoliarse en una época del



afio, permite aprovechar esta parte del arbol sin que surja el riesgo de causar dafio de extincion a esta
especie, ni al medio ambiente. De igual forma las semillas una vez que el fruto ha sido consumido son
desechadas cuando podrian ser utilizadas como materia prima en la obtencién de aceites de interés y
otros derivados.

Considerando ademas los efectos colaterales que causa la exposicion a los pesticidas tradicionales, asi
como su acumulacion en los diferentes biomas se hace necesario la realizacion de estudios
toxicoldgicos en modelos in vivo que de fe de un uso seguro de un futuro producto, tanto para el
hombre, animales o ecosistema en general.

Por lo que los miembros de este Comité Cientifico reunidos en la Facultad de Ciencias Naturales de la
Universidad de Oriente el dia 21 de diciembre de 2011, aprueban la colecta del material vegetal (hojas
exfoliadas y semillas de Pouteria mammosa) para la presente investigacion, asi como la realizacion de
ensayos con animales de laboratorio siempre que sean llevados a cabo en un centro acreditado para los
debidos fines y por personal calificado.

T
f‘l
Dr.C./Adrian Trapero Quintana. Dr.C. Julio César Escalona Arranz.
Jefe del Departamento de Biologia. e Jefe del Departamento de Farmacia.

Miembro del Consejo Cientifico. ~ ~\»~

Miembro del Consejo Cientifico.

WA LLEED
Dra.C. Rosa'Maria Pérez Silva.

Jefa de la Linea de Investigacion. Vicedecana de Investigacion y Postgrado
Medicina Comp. y Serv. Farmacéuticos. Secretaria del Comité Cientifico.




ANEXO V. Declaracio de credenciamento do “Centro de Toxicologia e Biomedicina -

TOXIMED” para o Manuseio de Animais de Laboratério.

e, (6]

(: (,,;‘ ‘5 UNIVERSIDAD DE CIENCIAS MEDICAS TOXIMED

S CENTRO DE TOXICOLOGIA Y BIOMEDICINA TR BE TOXICOLOGIA
“as we® Santiago de Cuba ' o

El Centro de Toxicologia y Biomedicina (TOXIMED) creado desde 1997 en la Universidad de
Ciencias Médicas de Santiago de Cuba es una Unidad de Desarrollo Cientifico Tecnoldgico
acorde al Registro Nacional de Entidades de Ciencia e Innovacion Tecnologica del CITMA,
Certificado No. 006 3 04, con fecha 3 de diciembre del 2004. Tiene como misién contribuir a
la disminucion de la morbilidad y la mortalidad por intoxicaciones asi como proteger el medio
ambiente del riesgo quimico, con un alcance nacional, mediante prestacion de servicios
cientifico-técnicos, capacitacion de recursos humanos y ejecucién de investigaciones
biomeédicas aplicadas. Dentro de sus encargos sociales se encuentra efectuar acuerdos de
colaboracién con instituciones nacionales y extranjeras; ofrecer servicios de consultorias y
trabajos investigativos especializados a entidades extranjeras y Organismos Internacionales
en moneda libremente convertible de acuerdo a las estrategias de colaboracion aprobadas;
prestar servicios a la poblacién y a empresas estatales de consultoria sobre toxicologia en
pesos cubanos. Todas estas actividades ademas de ser avaladas por el prestigio adquirido
por el centro y sus investigadores a nivel nacional e internacional desde su creacion, estan
amparadas por cuerpos legales que complementan la definicion de las actividades que se
desarrollan en TOXIMED, ellos son:

* Resolucion Ministerial MINSAP No. 139, con fecha 6/09/1996. Define los centros que
forman la Red Nacional de Centros de Toxicologia y la Red Funcional de Implantologia en el
pais y establece las tareas técnicas a cumplir.

* Resolucion Ministerial MINSAP No. 86/04. Crea la Red Nacional de Laboratorios para el
Diagnostico de Certeza del Consumo de Drogas de Abuso.

* Resolucion Ministerial MINSAP No. 29/2011. Establece los centros facultados para la
ejecucion de pruebas de deteccion de drogas toxicas, sustancias alucindgenas, hipnéticas,
estupefacientes u otras de efectos similares.

e Indicacion No. 4/2010 del Ministro de Salud Publica para la implementacién de la
metodologia del plan de reduccion de desastres quimicos y radiologicos en las instituciones

de salud.
or. Erne‘sto Alvarez Fontanet
: ‘;6 50597
Cz//f, |
Dr. Ernesto/AlvarezFontanet MSc. Mirley’E. Rbmero Gainza
Director Unidad de Garantia de la Calidad
TOXIMED TOXIMED

ig} Ministerio de Salud Publica
A

Direccién
Centro de Toxicologia y Biomedicina

Universidad de Ciencias Médicas
Santiago de Cuba
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The common use of Pouteria mammosa (L.) Cronquist, “Mamey or Zapote,” in food and ethnobotanic medicine shows its low or
absent toxicity as fruit extracts prepared from seeds. However, it is essential to conduct security trials to scientifically support their
use in drug therapy. This study evaluated the aqueous and hydroalcoholic extract (25%) Acute Oral Toxicity, obtained from the
seeds of P mammaosa, in Sprague Dawley rals and dermal and eye irrilability in New Zealand rabbils, The 404 and 405 acute dermal
and eye irritalion/corresion guidelines were used, as well as the 423 Acule Oral Toxicily guideline, Acule Toxic Class Method of the
Organization for Economic Cooperation and Development {OECD). The aquecus extract was located in the following catepory:
not classified as toxic (CTA 5), while hydroalcoholic extract at 25% was classified as dangerous (CTA 4). Both extracts can be used
without side reaction that irritates the skin which permitted classification as potentially not irritant. P mammosa in the two extracts
caunsed mild and reversible eve irritation, and it was classified as slightly irritating.

fever, inflammation, skin rashes, ulcers, nausea, vomiting,
and diabetes, besides being a rich source of nutrients [1]. In
Cuba, the milky bark juice has been used since at least 1864

1. Introduction

It is believed that the word "Zapote” has as origin the Aztec

word "tzapotl,” which was generally applied to all sweet and
soft fruits. For a long time this has been the common name
for Pouteria mammosa (L.) Cronquist. This plant fruit has
been traditionally used for its medicinal properties against

to destroy warls, while the extract of the seeds is used as
emollient in painful skin diseases [2]. Also, infusions of the
seed are used to treat cough and bronchitis, not only in Cuba
but also in Costa Rica [3].



Species from the Sapotaceae family have been well studied
for their insecticidal and larvicidal actions such as the case of
Pouteria venosa (Mart.) Bachni. In this species, four isolated
triterpenes (taraxerol, ursolic acid, 3.190,23-trihyd roxyurs-
12-en-28-0ic acid, and 2e,3a,190,23-tetrahydroxyurs-12-en-
28-0ic acid) and a phytosteroid (spinasterol) were active
against 4th instar larvae of Aedes aegypti [4]. In wood
and bark extracts of Pouteria guianensis Aubl. chemical
compounds with repellent properties against Nasutitermes
sp. were identified [5]. Pouterin, a lectin-like protein iso-
lated from Pouteria torta (Mart.) Radlk. seeds, cansed 50%
mortality in larvae of the insect Callosobruchus maculatus
E (Coleoptera) when incorporated in the diet [6]. It is
also known that this protein presents an insecticidal effect
against Anagasta kuehniella (Lepidoptera: Pyralidae) larvae
[7]. These insects are recognized as a major cause of loss
in stored grains throughout the world. Recently the activity
of Pouteria mammosa (L.) Cronguist aqueous extract in the
postembryonic development of the blowfly Chrysomya puto-
ria (Calliphoridae) was evaluated [8]. The results revealed a
475% decrease in the viability of the flies. The production
of myiasis by flies and its affinity with humans and domestic
animals has been known since antiquity |%, 10]. These results
place P mammosa as a candidate foralternative insect control,
which is currently performed almost exclusively with the use
of organophosphate insecticides, which are toxic to living
beings, can cause serious environmental damage, and may
induce or develop resistant insects [11, 12].

The ancient and common use of “Zapote™ as food and/or
therapeutic alternative signs it as not dangerous for human
health. However, to scientifically support its use in drug ther-
apy, it is essential to accomplish trials attesting its security.
This study therefore evaluated the Acute Oral Toxicity and
the Dermal and Eye Irritability tests of the aqueous and
hydroalcoholic extracts (25%), obtained from the seeds of P

RIGMMesd.

2. Materials and Methods

2.1. Plant Material. Pouferia mammiosa fruits were collected
in February of 2012 in the town of "El Caney” Santiago de
Cuba, Leaves and sceds were taxonomically identified by
specialists of "Centro Oriental de Ecosistemas y Biodiversi-
dad (BIOECO)” from the Natural History Museum Tomas
Romay—Santiago de Cuba City. Desiccated specimens were
deposited into the herbarium of the same institution under
the registration number Hac 468.

22 Zapote Seeds Extracts. The endocarp from seeds of P
miammiosa was removed and the endosperm pulverized in
a knife mill. Aqueous and hydroaleoholic (25%) extracts in
the proportion of 40 grams in 100 milliliters were prepared
by maceration with agitation in a sieve for 8 hours. The
extracts were filtered, bottled in amber flasks, and stored at
8'C. A qualitative phytochemical screening was carried out
to determine the presence of alkaloids, triterpenes and/or
steroids, quinones, coumarins, lipid andfor essential oils,
mucilage, saponins, phenols and/or tannins, amino acids,

The Scientific World Journal

TarLE 1: Classification of substances according to the guideline 423
of the Organization for Economic Cooperation and Development
[14].

DL, ranges (mg/kg) ATC Classification
DLy = 2000 mg/kg ATCS Mot classified
300 < DLy, = 2000 mgy/kg ATC 4 Dangerous
50 < DLy, = 300 mg'kg ATC3 Toxic

5 < Dy = 50 mglkg ATC2 Very toxic
DLy < 5 mgiky ATC1 Highly toxic

reducing sugars, cardiac glycosides, flavonoids, cyanogenic
ghycosides, and resins [13].

2.3. Animals and Ethical Considerations. All the animals
included in the study reccived during their lifetime water
and food ad libitum. They were maintained under favorable
environmental conditions with a temperature of 25°C, rela-
tive humidity between 40 and 70%, and cycles of light and
darkness 0f12/12 hours. Experiments were carried out follow-
ing ethical guidelines towards animals and on the established
principles of Reduction and Refinement. For Acute Oral
Toxicity tests, six nulliparous female Sprague Dawley rats
were useil, aged between 5 and 6 weeks and weighing belween
70 and 206 grams, provided by the National Center for Lab-
oratory Animal Production (CENPALAB/Health Certificate
number 08001414). Tests for Dermal and Eye Irritability were
based, in each case, on three New Fealand line rabbits with
ages of 11 + 1 weeks and weight from 2 to 3kg. Rabbits
were provided by the Center for Reproduction of Rabbits “El
Modelo” of Santiago de Cuba (Health Certificated number
0314).

24, Acute Toxicily Test. 'The Guidelines for Testing of Chemi-
cals, Acute Oral Toxicity-Acute Toxic Class Method 423 of the
Organization for Economic Cooperation and Development
(OFCD), was used [17]. Substances ranges are set in toxic
classes of not classified, dangerous, toxic, very toxic, and
highly toxic as shown in Table 1.

Food was suspended 12 hours before starting the study
and the body mass was determined moments before the
administration of the extract. Animals were randomly
assigned to two groups of three rats each: a control group
treated with physiological saline and another group treated
with the extracts. To the first experimental group a dose
of 300 mg/kg was given using an orogastric tube. Clinical
observations of animals were performed four times per day,
paying attention to behavior, general physical condition,
nasal mucosa, changes in skin and fur, respiratory frequency,
somatomotor activity, and possible occurrence of signs such
as lremors, convulsions, diarrhea, lethargy, drooling, low
response to stimuli, sleep, photophobia, and coma. Palpa-
tion of the abdomen was carried out as well. After 48
hours of clinical observation without any signs of toxicity,
a second experimental group was carried out administering
2000 mg/kg of extract. Animals were weighed on the seventh
and fourteenth days. The animals were humanely euthanized
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TarLe 2: Dermal Trritation Scores ranges established by Draize et al,
1944 [15] for classification of substances irritating effect on the skin.

Ranges of Dermal Irritation Classificalion of dermal
Score irritability

0= DIS< 0.4 Mot irritant

04 =S <20 Slightly irritating
20 =DIS <50 Moderately irritating
5.0 = DIS < 80 Severely irritating

TapLe 3 Ocular Irritation Scores ranges established under the
Cuban methed for dassification of eye irritation/corrosion [16],

Ranges of Ocular Irritation Classification of eye

Score irritability

0= OIS < 10 Mot irritank

10 = OIS < 20 Slightly irritating
20 = 018 < 30 Moderately irritating
30 < OIS <110 Severely irritating

at the end of the study by administering an overdose of the
anesthetic ketamine intraperitoneally. Internal organs were
subsequently studied macroscopically.

2.5, Dermal Irritation Test. Animals were shaved 24 hours
before the application of the extracts on the back and both
flanks (10% body surface). Skin was washed with sterile
water and allowed to stand for 24 hours. Patches with
0.5mL of extract were applied on an area of about &cm®
of one flank, and the other flank was used as a reference.
Animals were exposed to the extract for four hours after
which the patches were removed and the application area
was washed with sterile water. Observations were recorded
at 1, 24, 48, and 72 hours after the removal of the patches.
Behavior, general condition, posture and reflexes, attitude
towards food, water, and hygiene were evaluated. Weights
were recorded and compared at the beginning and the end of
the study. Evaluation of edema and erythema was performed
and the Dermal Irritation Score (DIS) was caleulated by the
[ollowing lormula:

Value (erythema + edema) 1)

DIs = - - - .
Nr. of animals = Nr. of observations

The extracts were classified as proposed by Draize et al,
1944, scale [15] (Table 2) and under the guidance for the
evaluation of chemicals issued by the Organization for Eco-
nomic Cooperation and Development, methodology used for
determining the degree of acute dermal irritation/corrosion,

404 [17].

2.6. Eye Irritation Test. The guide for the evaluation of
chemical substances issued by the Organization for Eco-
nomic Cooperation and Development was used, following
the methodology for determining the degree of acute eve
irritation/corrosion, 405 [18]. A total of three rabbits per
test group were subjected to a rigorous study of the ocular

structures: cornea, iris, and conjunctiva. A volume of 0.1 ml.
of extract was instilled to the bottom of the right conjunctival
sac, keeping eyelids together over the next 20 minutes.
Both eyes of each animal were examined at the time and
24, 48, and 72 hours after, always by the same specialist.
Corneal damage was determined in a dark room with the
use of a solution of 2% sodium fluorescein, and physiological
saline was used to remove exeess solution from the instilled
developer substance. Finally an ultraviolet light was used for
observation. Observations were made up to five days to assess
reversibility of the effects, and animals were weighed at the
end of the study to compare variations in this parameter.
The Qcular Irritation Scove (O18) was determined using the
formula below [18]:

i' : o it
OIS = Iml ividual ohscr'mtmn% ] )
Nr. animals ¥ Nr. observations

‘The value oblained was compared with the ranges defined
in Table 3 to give the resulls of approval or rejection, al the
discretion of the Cuban method proposed by Garcia-Simén
et al., 1988, defined as OIS approval limits from 0 to 19 and
rejection from 20 to 110 [16].

2.7 Statistical Analyses. Results were presented as means of
at least three replications. Unpaired “t" test with Welch's
correction for body weight comparisons was performed
using GraphPad Prism version 5.00 for Windows, GraphPad
Software, San Diego, California, USA.

3. Results and Discussion

3.1. Phytochemical Screening. It was determined that both
extracts (aqueous and hydroalcoholic at 25%) contained,
in similar intensities, coumarins, saponins, phenols, and
tannins, suggesting similar amounts. More flavonoids and
cyanogenic glycosides were present in the aqueous extract
than in the hydroalcoholic one. None of the extracts showei
the presence of resins, cardiotonic glycosides, and mucilages.
Metabolites which caused most differences between the two
extracts were lipids and/or essential oils, amino acids, and
reducing sugars that are only contained in the aqueous
extract. Alkaloids, quinones and triterpenes, and steroids
were evident only in the hydroalcoholic extract at 25% of B
mammosd.

3.2, Acute Toxicity, 'The employed doses of the agueous
extract of P mammosa (2000 mg/kg) did not cause significant
changes in the clinical signs in rats within 24 to 72 hours.
After this period one of the animals showed little response
to stimuli and subsequently died. The other two rats were
subyjected to a strict observation and clinical assessment
within 14 days of the study, not presenting any alteration or
irregularity in clinical signs. In the case of the hydroalcoholic
extract at 25%, the first dose level (300 mg/kg) did not result
in significant changes in clinical signs in rats. At 48 hours, the
highest dose (2000 mg/kg) was administered. Three animals
died. One rat died at & hours having presented cyanosis,
little response to stimuli, and loose stools before death. Twao
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Fiaurg 1: Behavior of body weight of rats in the Acute Oral Toxicity test of aqueous extract of the seeds of Pouteria mammosa (1) Cronquist
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Fraure : Behavior of the body weight of rats in Acute Oral Toxicity test of hydroalcoholic extract at 25% of seeds of Pouteria mammosa (L.)
Cronquist {Zapote). Numbers on the horizontal lines represent weight gain in milligrams {mg) from day 0 until the seventh and final day of

the trial.

other rats died at 7 and 12 hours, showing similar clinical
signs of rectal bleeding. At necropsy, the animals showed no
macroscopic alterations of the organs except in the case of
the dead rat at the dose level of 2000 mg/kg of the agueous
extract of B mammaosa, whose stomach showed an increase in
size caused by gases. Intestinal edema with fibrinous exudate
and distended cecum was also observed, which can be found
related to the presence of cyanogenic glycosides contained in
the extract.

According to Alemdn and Gad et al, body weight is
often the most sensible indicator of an adverse effect [19-
21]. Other authors, such as Mosberg and Hayes, have argued
that the data referring to body weight have a high sensitivity
to alterations due to chemicals with low toxicity [22]. It
is considered that among the indicators that provide more
information in toxicological studies is the rapid loss of body
weight (approximately 15 to 29% loss of body weight in a
period of five to seven days) [23, 24,

It was observed that the body weight was not affected after
administration of the extracts (Figures 1 and 2), showing a
normal increase, which corresponds to standard references
to the use and care of laboratory animals, in relation to the

species used [23, 25]. When the aqueous extract was analyzed
(Figure 1), in the case of the group treated with P mammosa,
weight gain was 4740 g (21.61%) and an increase in weight
of 23.97 g (representing 11.31%) was observed in the control
group. These results were corroborated by statistical analysis
and significant differences, p < 0L05, in the unpaired “t"
test were found with Welchs correction. The treated group
assimilated the maximum dose of 2000 mg/kg.

The hydroalcoholic extract of P mamimosa at 25% proved
to have a superior level of toxicity because the maximum dose
that was assimilated by the rats was 300 mg/kg (Figure 2). The
control group had a 2740 g increase until the end of study
representing a 12.44% weight gain and treated group had an
average increase of 34.53 g representing a 14.01% weight gain.
No significant differences were found between the treated
and the control groups when performing statistical analysis.
When the 2000 mg'kg dose of hydroalcoholic extract of P
mammosa at 25% was administered all animals died. Weight
gain was evident in all animals included in the study and
was greater in those treated with extracts of P mammosa
in both forms, aqueous and hydroalcoholic 25%. This effect
found for body weight is consistent with results obtained by
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TarLe 4: Evaluation of ophthalmic damage caused by the aquecus and hydroalcoholic 25% extracts of seeds of Pouferia mammaosa (L.)

Crongquist (Zapote),

Damage observed in the group treated with

Damage observed in the group treated with
hydroalcoholic 25% extract of seeds of

Hours aqueous extract of seeds of Pouteria mammosa Pouteria mammosa
Conjunctiva Iris Cornea Conjunctiva Iris Cornea

1 34 20 40 26 20 110

24 18 10 10 24 10 20

18 12 0 12 0 0

72 8 0 i}

96 L] o 0

Total 72 35 50 i) 30 130

Mumber of observations 157 230

Ocular Irritation Score 105 15.3

Petit et al; Sharma et al; Rao et al; and Elmnan et al. that
studied the effect of fenugreek seeds over metabolism of rats
(Trigonella foenum-graccum L.). They reported that saponins
increased food consumption, thus resulting in increased
weight gain in rats [26-29]. In phytochemical screening of
B mammosa it was determined that both extracts (aqueous
and hydroaleoholic at 25%) contained saponins, in similar
intensities, which could justify the same effect in this study.
Coincidentally a similar result was obtained in invertebrate
organisms by Carrico et al. that studied the effect of P
mamimosa on immature stages of Chrysomya putoria, wherein
the groups treated with the aqueous extract of leaves resulted
in an increase in body weight of maggots [8].

The group treated with 25% hydroalcoholic extract of B
mammuosa showed the same evidence lor the three dead rats
at the dose level used: distended stomach with bloody walls,
edematous and hemorrhagic bowel, and cyanotic walls of
the stomach and intestinal mucosa. These results could be
expected considering the abundance of alkaloids observed
in the chemical composition of the hydroalcoholic extract,
shown by the phytochemical screening. Some alkaloids of
plant substances can act on cholinergic receptors at some
neuroeffector junctions (acting as cholinomimetic agent)
and the myenteric plexus in the gastrointestinal tract {GI)
significantly stimulating the digestive tract. They can also
induce tracheobronchial secretions and stimulate bronchial
smooth muscle, resulting in intense bronchoconsiriction and

reduced vital capacity [30].

3.3. Dermal Irritation. Rabbits showed no signs of irritation
or skin edema. The skin was intact when patches were
removed and within 72 hours of the study. The Dermal Trri-
tation Score for aqueous and hydroalcoholic 25% extracts of
seedsol B mammosa was equal to “0." Body weight in rabbits
was nol affected in any case after the application of extracts, A
normal increase of body weight was observed corresponding
to the established rules for handling laboratory animals, in
relation to the species [23].

3.4, Bye Irritation. Ocular Irritation Score was 105 in the
aqueous and slightly higher in the hydroalcohaolic 25% extract

of P mammosa (015 = 15.3). The index for both cases is
within acceplable limits as set by Garcia-Simdn et al. [16]. It
was evident that the effects on the eye were reversible within
96 hours for those that occurred in the conjunctiva, 72 hours
for those that accurred in the iris, and 48& hours for those on
the cornea (Table 4). The behavior of body weight in rabhits
was not affected after administration of the extracts. No
clinical signs or changes in the behavior of animals associated
with the administration of the extracts were evident.

4. Conclusions

Aqueous extract of Ponteria mammosa (L) Cronquist was
located in the following category: not classified as toxic (CTA
5), established by the guideline 423 of the Organization lor
Economic Cooperation and Development (OECD). How-
ever, due to the occurrence of death of an animal and the
manifestation of several clinical signs, the assessment of the
subchronic toxicity is suggested by a toxicity test repeated
dose for 28 days. The hydroalcoholic extract 25% at the dose
of 2000 mg/kg showed clinical signs of toxicity and death of
all animals, gross lesions in organs and organ systems. 'The
extract was classified as dangerous (CTA 4), with a LD,
morlalily range between 300 and 2000 mg/kg. Neither extract
induced any apparent adverse clinical signs in animals when
applied on the skin, showing that P manmmosa can be used
without side reaction on organs. Both extracts were classified
as potentially not irritant, according to guideline 404 of the
Organization for Bconomic Cooperation and Development
{OFRCD) which evaluates acute dermal irritation/corrosion.
Both extracts obtained from seeds of P mammosa caused
mild and reversible damage. They were classified as slightly
irritant, according to the guideline 405 of the Organization
for Economic Cooperation and Development (OECD) which
evaluates acute eye irritation/corrosion.

Conflict of Interests

The authors declare that they have no financial and commer-
cial inlerests. No conflict of interests has been declared.



Acknowledgments

‘The authors would like to thank Coordenagio de Aper-
feigoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES); Ministe-
rio de Educacién Superior de Cuba (MES); Fundagio Carlos
Chagas Filho de Amparo 4 Pesquisa do Estado de Rio de
Janeiro (FAPER]); Conselho Nacional de Desenvolvimento
Tecnoldgico e Cientifico (CNPq), and Instituto Oswaldo
Cruz, IOC/FIOCRUY, For the English language correction
of this paper the anthors would like to thank Marina Vianna
Braga, Tricia Augustin, and Josselin Rouillard.

References

[1] A. M. Cintia, L. A. Silva, and D. 5. Simeoni, "Genus Pouferia:
chemistry and biological activity,” Brazilian Journal of Pharma-
cognosy, vol. 19, no. 2, 2009

[2] R. Grosourdy, El Médico Botdnice Criollo, TIII, no. 6, Libreria
de Francisco Brachet, Paris, France, 1864,

[3] B C. $tanley, "Contributions from the United States National
Herbarium,” in Trees and Shrubs of Mexico, vol. 23, p. 1120,
Governmenl Printing Office, Washington, DC, LISA, 1923,

L. H. M. Montenegro, B E 5 Oliveira, L. M. Conserva el
al, “Terpenoides ¢ avaliagio do petencial antimaldrico, lar-
vicida, anli-radicalar e anticolinesterdsico de Pouleria venosa
{Sapotaceae),” Brazilian Journal of Pharmacognosy, vol. 16, pp.
al1-al7, 2006,

A, B Barbosa, C. S, MNascimento, and J. W. Morais, “Estudos
de propriedades antitermiticas de extratos brutos de madeira
e casca de espécies orestais da Amazdnia Central, Brasil!' Acta
Amazonica, vol. 37, no. 2, pp. 213-218, 2007

[6] A. B D. A Boleti, M. 1. G. M. Freire, M. B. Coelho et al,
“Imsecticidal and antifungal activity of a protein from Pouteria
torfa seeds with lectin-like propertics.” Journal of Agricultural
and Food Chemistry, vol. 55, no. 7, pp. 2653-2658, 2007

A P D. A Boleti, C. E. G. Kubo, and M. L. R. MacEdo,
“Effect of pouterin, a protein from Powferia forfa (Sapotaceae)
seeds, on the development of Anagasta kuehniella (Lepidoptera:
Pyralidae).” Inlernational Journal of Tropical Insect Science, vol.
29, no, 1, pp. 24-30, 2004,

C. Carrigo, Z. T Pinta, C, M. 5, Dutok el al,, "Biological activity
of Pouleria sapola leal extract on postembryonic development
of blowlly Chrysomya putoria {Wiedemann, 1818) {Calliphori-
dae)” Brazilian Journal of Pharmacognosy, vol. 24, no. 3, pp.
304308, 2014.

F. Zumpt, Myiasis in Man and Animals in the Old World,
Butterworths, London, UK, 1965,

[10] K. L. Sukontason, B Narongchai, D. Sripakdee ot al, “First
report of human myiasis caused by Chrysomypa megacephala
and Cheysonya rufifacies (Diptera: Calliphoridae) in Thailand,
and its implication in forensic entomology” Journal of Medical
Entomology, vol. 42, no. 4, pp. 702-704, 2005.

[11] S ¢ Liw, J. I. Shi, H. Cao, E B. Jia, X Q. Ly, and G. L. Shi,
“Survey of pesticidal component in plant,” in Enfomology in
China in 2ist Cenfury, L. Benjing, Ed., Science & Technique
Press, Beijing, China, 2000.

[12] P M. Mendonga, M. G, Lima, L. R. M. Albuguerque, M. G, Car-
vilho, and M. M. C. Queiroz, "Effects of latex from " Amapazeire’
Parahancornia amapa {Apocynaceae) on blowfly Chrysomya

4

[5

[7

(&

(9

The Scientific World Journal

megacephala (Diptera: Calliphoridag) post-embryonic develop-
ment,” Veferinary Parasifology, vol. 178, no. 3-4, pp. 379-382,
2001

[13] | A. Dominguer, Mélodos de Investigacidn Fitoquimica, Edilo-
rial Limusa, México Cily, Mexico, 1979

[14] OECTWOCDE, “Test guideline 423 acute oral toxicity—acute
toxic class method," in OECIVOCDE—Organization for Fro-
nomic Cooperation and Development Guideline for Tesfing of
Chemicals, ORCD, 2012

[15] I H. Draize, G, Woodward, and O, Calvary, "Methods for the
study of irritation and texicity of substances applied tropically
Lo the skin and mucous membranes,” fournal of Pharmacology
and Experimental Therapewlics, vol. 82, no. 3, pp. 377390, 1944,

[16] G. Garcia-Simén, M. Palacios, L. Pérer, R. Garcla, G. Diaz,
and R. Gazapo, “Flaboracidén de una metodologia para evaluar
la irritabilidad oftdlmica. Validacién con distintos métodos,
Revista Cubana de Farmacia, vol. 22, no. 2, p. 54, 1988,

[17] Organization for Economic Cooperation and Development
(OECD) and OCDE, Guideline for Testing of Chemicals, Test
Guideline 404. Acute Dermal Frritation/Corrosion, Organization
for Economic Cooperation and Development {OECD), OCDE,
2000.

[18] OECDVOCDE, Guideline for Testing of Chemicals. Test Guideline
405. Acufe Eye Irritation/Corrosion, Organization for Economic
Cooperation and Development, 2002.

[19] C. L. Alemdn, R. M. Mis, I Rodeiro et al., “Reference database
of the main physiological parameters in Sprague-Dawley rats
from & to 32 months,” Laboratory Antrals, vol, 32, no. 4, pp.
A57-466, 1998,

[20] C. Alemin, "Reference database for the principal physiological
indicators in three species of laboratory animal,” Laboratory
Animals, vol. 34, no. 1, pp. 358-378, 2000

[21] S €. Gad, Ch. H. Frith, and T%. G. Goodman, “The mouse)” in
Anirmal Models in Toxicology, 5. C. Gad, Ed., vol. 46, pp. 25-72,
Taylor & Francis, New York, NY, USA, 2nd edition, 2007

[22] A. T Mosberg and W. A. Hayes, “Subchronic toxicity testing.’
in Principles and Methods of Toxicology, A. Wallace-Hayes, Ed.,
Raven Press, New York, NY, USA, 2nd edition, 1989.

[23] Capadian Council on Animal Care (CCAC), Guideline
for Selecting Appropriate End Points in Specific Areas of
Biomedical Research and Testing. Guide fo the Care and Use
of Experimental Animeal, vol. 1, chapter 6, Canadian Council
on Animal Care (CCAC), Ottawa, Canada, 2nd edition, 1993,
http:/fwww.ccac.ca/Documents/Standards/Guidelines/ Appro-
priate_endpointpdf.

[24] HMA—Harvard Medical Asea Guideline, Guidelines for Animal
Shueclies Involving Death as an End Point, HMA, 1999

[25] A, Wallace-Hayes, Principles and Methods of Toxicology, Raven
Press, New York, NY, USA, 2nd edition, 1994,

[26] P R. Petit, Y. D. Sauvaire, D. M. Hillaire-Buys et al., "Steroid
saponins from fenugreek seeds: extraction, purification, and
pharmacological investigalion on feeding behavior and plasma
cholesterol,” Steroids, vol. &0, no. 10, pp. 674680, 1995,

[27] R. D. Sharma, A. Sarkar, [0. K. Hazra, B. Misra, J. B. Singh,
and B. B. Maheshwari, “Toxicological evaluation of fenugreck
seeds: a long term feeding experiment in diabetic patients,’
Phytotherapy Research, vol. 10, no. 6, pp. 519-520, 19946,

|28] P U Rao, B. Sesikeran, PP 5. Rao, A, N. Naidu, V. V. Rao, and E.
P. Ramachandran, "Short term nutritional and safety evaluation
of fenugreek,” Nulrifion Research, vol, 16, no. 9, pp. 14951505,
1996



The Scientific World Journal

[29] A. Elmnan, A. Balgees, and J. L. Mangara, “Effect of fenugreek
(Trigonella foenm greacum) seed dietary levels on lipid profile
and body weight gain of rats” Pakistan Journal of Nufrition, vol.
11, no. 11, pp. 10041008, 2012,

[30] L. L. Brunton, B. A. Chabner, and B. C. Knollmann, Eds,

Goodman 8 Gilmani Pharmacological Basis of Therapeutics,
McGraw-Hill, New York, NY, USA, 12th edition, 2011



ANEXO VI. Tabela de coleta de dados primarios Test de Irritabilidade Oftalmica do Extrato Aquoso Bruto de sementes de Pouteria mammosa.
Dia de Inicio 23/04/2014

Comea iris Conjuntiva
A*B™5 . C*5 . (DHE#F)*2 =
Hora Animais = = =
o EHEEHEES B | el || X
0 1 2131410 1 2 3 4 0 1 2 0 1 21310 1 2 3|4 0 1 213
1 X b 15 X 5 X X X 10 30
1h 2 X X 15 ¥ [ 10 X X X 14 39
3 X X 10 X 5 X X ® 10 25
1 X X 5 X 5 X X X ] 16
24h 2 X X b X b X X X 8 18
3 X X 0| x 0 X X X 4 4
1 X X 0| x 0 X X X 2 2
48h 2 X X 0 X 5 X X X B 11
3 X X 0| x 0 X X X 4 4
1 X X 0| x 0 X X 0 0
72h 2 X X 0] x 0 X X 4 4
3 X X 0| x 0 X X X 4 4
1 X X 0] x 0] x X X 0 0
96h 2 X X 0| x 0 X 0 0
3 X X 0 x 0 X 0 0

Substancia Avaliada: Extrato Aquoso dQ Sementes de Pouteria mammosa (L.) Cronquist. (Zapote)
Téc. Que realizou a prova: Dr. Ernesto Alvarez Fontanet.




ANEXO VII. Tabela de coleta de dados primarios Test de Irritabilidade Oftalmica do Extrato Hidroalcodlico 25% de sementes de
Pouteria mammosa.
Dia de Inicio 23/04/2014

Comea iris Conjuntiva
A*B*S » C*5 . (D+E+F)*2 a
Hora | Aniemais ) ®) = o |E] @ © m_ | 5|2
Area Opacidade [ - Eritema Edema Secrecio =
0 1 2 3| 4 0 1 2 3 4 0 1 2 0 1 213 0 1 2131410 1 2 3
1 X X 20 X 5 X X X 4 24
1h 2 X X 45 X 5 X X X 8 58
3 X X 45 x |10 X X X 14 69
1 X X 50 x 0 X X X 4 g
24h 2 X X 5 X 5 X X X 10 20
3 X X 10 X 5 X X X 10 25
1 X X 0| x 0 X X X 4 4
48h 2 X X 0| x 0 X X X 4 4
3 X X 0| x 0 X X X 4 4
1 X X 0 x 0 X X X z 2
72h 2 X X 0| x 0] x X X 2 2
3 X X 0| x 0 X X X 4 Z
1 X X 0| x 0 X X X 0 0
96h 2 X X 01 x 0 X X X 0 0
3 X X 0| x 0 X X X 0 0

Substancia Avaliada: Extrato Hidroalcoc’;lico 25% de Sementes de Pouteria mammosa (L.) Cronquist. (Zapote)
Téc. Que realizou a prova: Dr. Ernesto Alvarez Fontanet.




