UNIVERSIDADE FEDERAL DOS VALES DO JEQUITINHONHA E MUCURI
Programa de Pds-Graduacao em Biologia Animal

Amanda de Oliveira Baracho

AVALIACAO DO POTENCIAL INSETICIDA DE EXTRATOS DE Caryocar
brasiliense (CARYOCARACEAE) SOBRE Lutzomyia longipalpis (DIPTERA:
PSYCHODIDAE)

Diamantina

2018



Amanda de Oliveira Baracho

AVALIACAO DO POTENCIAL INSETICIDA DE EXTRATOS DE Caryocar
brasiliense (CARYOCARACEAE) SOBRE Lutzomyia longipalpis (DIPTERA:
PSYCHODIDAE)

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pos-
Graduacdo em Biologia Animal da Universidade
Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri, como

requisito para obteng¢do do titulo de Mestre.

Orientador: Prof. Dr. Ricardo Andrade Barata

Diamantina

2018



Ficha Catalogréfica — Servico de Bibliotecas/UFVIM
Bibliotecario Anderson César de Oliveira Silva, CRB6 —2618.

B223a Baracho, Amanda de Oliveira
Avaliagdo do potencial inseticida de extratos de Caryocar brasiliense
(Caryocaraceae) sobre Lutzomyia longipalpis (Diptera: Psychodidae)
/ Amanda de Oliveira Baracho. — Diamantina, 2018.
57 p.:il.

Orientador: Ricardo Andrade Barata

Disserta¢do (Mestrado — Programa de Pés-Graduacdo em Biologia
Animal) - Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri.

1. Leishmaniose visceral. 2. Flebotomineos. 3. Bioinseticida.
4. Pequi. |. Barata, Ricardo Andrade. II. Titulo. III. Universidade
Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri.

CDD 595.7

Elaborado com os dados fornecidos pelo(a) autor(a).




AMANDA DE OLIVEIRA BARACHO

AVALIACAO DO POTENCIAL INSETICIDA DE EXTRATOS DE Caryocar
brasiliense (CARYOCARACEAE) SOBRE Lutzomyia longipalpis
(DIPTERA: PSYCHODIDAE)

Dissertagao apresentada ao
MESTRADO EM BIOLOGIA ANIMAL,
nivel de MESTRADO como parte dos
requisitos para obtencado do titule de
MAGISTER SCIENTIAE EM
BIOLOGIA ANIMAL

Orientador : Prof, Dr. Ricardo Andrade
Barata

Data da aprovagao = 26/04/2018

2 b8k

Prof Dr. RICARDO ANDRADE BARATA - UFVIM

_————/‘—F
/ e //""//_i/”"”"——

Dr GUSTAVO FONTES PAZ - FIOCRUM/

6% % ‘)’H M
Prof. ERNANDO ARMINI RUELA - UFVJIM

DIAMANTINA



Dedico este trabalho aos meus pais e a todos que, de
alguma forma, contribuiram para sua conclusao.



AGRADECIMENTOS

Agradeco:

Aos meus pais e a todos os familiares que tornaram possivel a realizacao deste trabalho.
Mae e pai, vocés permitem que eu compreenda o significado de “amor incondicional”. Aprendi
que isto ndo se explica, apenas se sente.

Aos meus avos paternos (in memorian) e a avo materna por todo o apoio e carinho
durante este periodo, e por terem me enchido de bons exemplos.

Ao Dudu, uma pessoa incrivel que entrou na minha vida para me mostrar a simplicidade
das coisas. Obrigada por ter sido a minha valvula de escape nos momentos em que eu mais
precisei.

Ao meu orientador, professor Ricardo Barata, por ter aberto as portas do laboratdrio de
forma tdo receptiva. Obrigada pelos ensinamentos, pelos conselhos a respeito da vida
profissional e por me mostrar que eu posso encarar as coisas de forma mais leve. E obrigada
pelo apoio e compreensdao nos momentos de dificuldade, isto foi imprescindivel para a
concluséo deste trabalho.

Ao Yrllan Sincura, companheiro de laboratério com quem pude contar sempre.
Obrigada pela ajuda, pelas boas conversas e pela troca de conhecimentos.

Ao Daniel Viana, técnico do LAPAR, pela ajuda na execucao de procedimentos.
A professora Cristiane Grael, por se dispor a auxiliar na producdo dos extratos.
A Cecilia Souza, pela ajuda com as analises fitoquimicas.

A Dona Maria, por nos receber em sua casa sempre de forma agradavel e permitir a
exposicao das armadilhas.

Ao Programa de Pés-Graduacdo em Biologia Animal pela oportunidade de desenvolver
este trabalho.

A Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri pela concessdo da bolsa
de estudos.

A todos 0s meus amigos pelo apoio de sempre, que, mesmo que de forma indireta e a
distancia, fortaleceram meu psicolégico para que eu chegasse até aqui.

Aos especiais companheiros de percurso Steffani, Carol e Koe, amigos que aguentaram
tantos desabafos durante esse periodo.



“Ndo importa quanto a vida possa ser ruim, sempre
existe algo que vocé pode fazer, e triunfar. Enquanto
ha vida, ha esperanca” (Stephen Hawking).



RESUMO

A leishmaniose visceral é uma doenca parasitaria de transmissdo vetorial causada por
protozoarios do género Leishmania, com elevado grau de letalidade e que atinge milhdes de
pessoas no mundo. A busca por produtos alternativos para a eliminacdo do vetor tem como
objetivo minimizar os impactos causados pelos inseticidas quimicos sintéticos utilizados pelos
programas de controle, sendo cada vez mais frequente a pesquisa em produtos de origem
botanica com atividade inseticida. Organismos vegetais séo capazes de produzir compostos
organicos de comprovada toxicidade frente aos insetos e, diante disto, avaliou-se neste trabalho
a atividade inseticida de extratos de Caryocar brasiliense, planta nativa do Cerrado
popularmente conhecida como “pequi”, sobre flebotomineos da espécie Lutzomyia longipalpis,
principal transmissora da leishmaniose visceral. Extratos hidroetanolicos, etandlicos e
ciclohexanicos de folhas e cascas de C. brasiliense foram preparados e diluidos em solucéo de
Tween 80 a 3% para a obtencdo de concentragBes a 50, 100, 200 e 400 mg.mL™, para a
realizacdo dos ensaios bioldgicos. Os flebotomineos foram coletados em uma localidade rural
do municipio de Diamantina/MG. Um ndmero amostral de 30 flebotomineos foi posto em
contato com os extratos e a mortalidade foi avaliada ap6s 1, 2, 4, 16, 24 48 e 72 horas de
exposicdo, bem como grupos controle negativos (adgua destilada e Tween) e positivo
(cipermetrina). A identificacdo dos constituintes quimicos dos extratos também foi avaliada.
Apo6s 72h de experimento, foram registradas mortalidades de 93,3% pelo extrato hidroetanélico
da casca a 400 mg.mL?, 66,3% pelo etandlico da casca a 50 mg.mL?* e 81,1% pelo
ciclohexanico de folhas a 200 mg.mL. Os extratos hidroetandlicos da casca mostraram-se
estatisticamente semelhantes a acdo da cipermetrina em 72h de experimento, indicando que este
extrato foi o mais eficiente quanto a atividade inseticida. Foram identificados triterpenos,
esteroides, taninos, flavonoides, alcaloides e saponinas nos extratos. Os resultados obtidos
sugerem que 0s extratos hidroetandlicos de C. brasiliense, sobretudo das cascas, sdo

promissores na busca por compostos naturais com atividade inseticida sobre Lu. longipalpis.

Palavras-chave: Leishmaniose visceral; Flebotomineos; Bioinseticida; Pequi.



ABSTRACT

Visceral leishmaniasis is a vector-borne disease caused by a protozoan of the genus Leishmania
with high lethality rate that reaches millions of people worldwide. The impacts caused by
synthetic insecticides used in control programs are well known. In this context, research on
alternative products for vector control, especially products of botanical origin, has been frequent
in order to minimize the impacts of synthetic ones. Plants are capable to produce organic
compounds with insect toxicity. Here, the insecticidal activity of Caryocar brasiliense extracts,
a native plant of Brazilian savannah, popularly known as "pequi*, on Lutzomyia longipalpis,
the main vector of visceral leishmaniasis, was tested. Hydroethanolic, ethanolic and
cyclohexanic extracts of leaves and barks of C. brasiliense were prepared and diluted in Tween
80 (3%) to obtain concentrations of 50, 100, 200 and 400 mg.mL™? for the biological tests.
Phlebotomine sandflies were collected in a rural locality of Diamantina (Minas Gerais state,
Brazil). Thirty sand flies were exposed to the extracts and mortality was evaluated after 1, 2, 4,
16, 24 48 and 72 hours of exposure, as well as negative control groups (distilled water and
Tween) and positive (cypermethrin). Chemical compounds of the extracts were also evaluated.
Mortalities rates of 93.3% were observed for the hydroethanolic extract of the bark at 400
mg.mL*, 66.3% for the ethanolic bark at 50 mg.mL™* and 81.1% for the cyclohexane of leaves
at 200 mg.mL™. The hydroethanolic extracts of the bark showed to be statistically similar to the
action of cypermethrin in 72h of the experiment, indicating that this extract was the most
efficient as an insecticide. Triterpenes, steroids, tannins, flavonoids, alkaloids and saponins
were identified in the extracts. The results obtained suggest that the hydroethanolic extracts of
C. brasiliense, especially of the bark, are promising for the use of natural compounds to control
Lu. longipalpis.

Keywords: Visceral leishmaniasis; Phlebotomine sandflies; Bioinsecticide; Pequi.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Armadilha HP adaptada para captura de flebotomineos exposta no interior de um

(0T LT L =TT (OSSPSR 26

Figura 2: Galinheiro utilizado como local para exposi¢cdo de armadilhas para captura de

flebotomineos Na 10CaAlIdAdE DB ATOBITA .......veeeeee e, 26

Figura 3: Potes para a realizacdo dos ensaios para avaliacdo inseticida dos extratos de C.

brasiliense sobre Lu. oNGIPAIPIS ......cc.oiviiiiiiiiiiiiiee e 27

Figura 4: Porcentagem da mortalidade de Lu. longipalpis pelo extrato hidroetandlico de folhas

de C. brasiliense em relacdo ao tempo de eXPOSICAD .......cceerveeieieeriecieseerie e 32

Figura 5: Porcentagem da mortalidade de Lu. longipalpis pelo extrato hidroetanolico da casca

de C. brasiliense em relacao ao tempo de eXPOSICAD .......cceerveeierieereeieseese e, 32

Figura 6: Porcentagem da mortalidade de Lu. longipalpis pelo extrato etanélico de folhas de C.

brasiliense em relagdo ao tempo de eXPOSICAD .......ccveviiieiieeiieiie e 34

Figura 7: Porcentagem da mortalidade de Lu. longipalpis pelo extrato etanolico da casca de C.

brasiliense em relagio ao tempo de EXPOSIGAD .......ecververirieiirieie e 34

Figura 8: Porcentagem da mortalidade de Lu. longipalpis pelo extrato ciclohexanico de folhas

de C. brasiliense em relagio ao tempo de EXPOSIGAD ......coverververiiriiriiiieiee e, 36

Figura 9: Porcentagem da mortalidade de Lu. longipalpis pelo extrato ciclohexanico da casca

de C. brasiliense em relagio ao tempo de EXPOSIGAD ......coverververiirieririeiee e, 36



LISTA DE TABELAS

Tabela 1: Porcentagem da mortalidade de Lu. longipalpis em contato com diferentes
concentracdes de extratos hidroetanolicos de folhas e cascas de C. brasiliense em relacéo ao

tEMPO A EXPOSICAD ....vevveieeieeiie e sie ettt et e et e e e e s e s te et e e e e steeteaneesseebeeneesreesseeneeaneeseans 31

Tabela 2: Porcentagem da mortalidade de Lu. longipalpis em contato com diferentes
concentracdes de extratos etandlicos de folhas e cascas de C. brasiliense em relacdo ao tempo

[0 LCR e 010 ] [0 Lo OSSR 33

Tabela 3: Porcentagem da mortalidade de Lu. longipalpis em contato com diferentes
concentracdes de extratos ciclohexanicos de folhas e cascas de C. brasiliense em relagdo ao

LE= T oo T (et 001 [ Lo OSSP 35

Tabela 4: Composicdo fitoquimica de extratos de C. brasiliense quanto as classes de

MELADOIITOS SECUNTAITOS ...ttt ettt e e e e e e e et e e e e e e e e e e aeeeeens 38



LISTA DE ABREVIATURAS E SIMBOLOS

a: Alfa

Kg: Micrograma

DNA: Acido Desoxirribonucleico

HIV: Virus da Imunodeficiéncia Humana

Le: Leishmania

Lu: Lutzomyia

LV: Leishmaniose Visceral

LVC: Leishmaniose Visceral Canina

MS: Ministério da Saude

nm: nandmetros

OMS: Organizac¢do Mundial da Saide

OPAS: Organizacdo Pan-Americana de Saude

PCLV: Programa de Controle da Leishmaniose Visceral
SINAN: Sistema de Informacéo de Agravos de Notificacdo
SVS: Secretaria de Vigilancia em Salude

UV: Ultravioleta



SUMARIO

1. INTRODUGAD ...ttt ne s n s 11
1.1 LEISNMEANIOSES. .. cveeuiieiie ettt sttt ettt e st e st e e teene e st e et e aneesbeeteeneesbeenneas 11
1.2 FIEDOTOMINEOS. ....cveitiieseieieeiee e bbbttt b et st nneeneas 14
1.3 Controle da 1eishmaniose VISCEIal ...........ccuiiiiiiiiiiiie e 17
1.4 INSetiCidas DOTANICOS ........cviieiiieieie e bbb 20
1.5 CaryoCar DIraSIlIBNSE. ........ccuiiieiieie ettt ta et e e sraeee e e nreeee s 21

2. JUSTIFICATIV A ettt et e e st e e st e e e st e e e snbeeenneeas 23

O] N | I AV 1 T RSP 24
3. L ODJELIVO GEIAI ... 24
3.2 ObjJetiVos €SPECITICOS ....eviiiiieiiiieieee et 24

4. MATERIAL E METODOS........coooiiiieteeieeeieeeese s sests s s ses s teses s s s ssnansens 25
4.1 Material VEQETAl ..........ooieieiece e e 25

4.1.1 Coleta e preparo do material Vegetal...........c.ccceevvieiieie i 25
4.1.2 EIab0ragao d0S EXITALOS. .......cveiveeieieieieeite e st e et sre e sbeeae e sreesne e 25
T o0 (o] 13 T=T 0TSSR 26
O o Tox=| I (=3 o ] =] - OSSR 26
4.2.2 ManutenGao em 1aDOratOriO. ........cuierieiriieiei e e 27
4.3 Avaliacdo da atividade INSELICIAA ........ccceververiiiiiiieee e 27
4.4 ldentificacdo fitoquimica dOS EXIratoS..........ccevveiieiiiiieie e 28
4.5 ANALISE UOS HAAOS ......eoveiiiiieit bbb 29

5. RESULTADOS ...ttt sttt e et st n s be st neebenne e 30

5.1 Avaliacdo da mortalidade de flebotOmMINEOS. ........ccecvveiiiiiciecc e 30
5.1.1 EXtratos hidroetanOliCOS. ........cvveiueiiieiiie st 30
5.1.2 EXrat0s €tanOlICOS ........ccveieieieiie ettt 33
5.1.3. EXtratos CICIONEXANICOS.........veueirieiiieie e siee e se et nne e 35

5.2 Identificacdo das classes de metabdlitos secundarios dos extratos...........cccecevvrvrvernane. 37

B. DISCUSSAD ...ttt 39

7. CONCLUSOES ..ottt 44

8. CONSIDERAGCOES FINAIS ......ooviieeieeeseeeeeteeeseteees s s s s st se s nasnen e, 44

9. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ........ooiiiicieieeeeeeee e es et 45






11

1. INTRODUCAO

1.1 Leishmanioses

As leishmanioses sdo um complexo de doengas parasitarias de grande impacto na satde
publica devido a sua alta incidéncia e letalidade. Juntamente com a maléria, dengue, doenga de
chagas e as filarioses, as leishmanioses sdo consideradas doencas vetoriais prioritarias sujeitas
a controle (BRASIL, 2014). A transmissdo endémica das leishmanioses foi contabilizada em
um total de 98 paises, com aproximadamente 300.000 casos registrados por ano (ALVAR et
al., 2012). O Brasil esta entre os paises que reportam a maioria dos casos de leishmanioses no
mundo e registra as mais altas taxas de mortalidade entre os territorios do continente americano
(ALVAR et al., 2012; PAHO, 2017).

Em 2015, de acordo com os dados disponibilizados pelo SINAN/SVS/MS, foram
confirmados 3.289 casos de LV e 272 6bitos decorrentes da doenga no Brasil. Apesar da ampla
distribuicdo pelo territério nacional, a maioria dos casos e 6bitos continua sendo registrada na
regido Nordeste (PASTORINO et al., 2002; BRASIL, 2014). Embora existam programas
voltados para o controle, a transmissdo da LV no pais ainda esta em expansdo (WHO, 2017,
REIS et al., 2017).

Classificadas como zoonoses de transmissdo vetorial, as leishmanioses sdo causadas por
protozoarios parasitas do género Leishmania (Ross, 1903), membros da ordem
Trypanosomatida (Kent, 1880) e familia Trypanosomatidae (Doflein, 1901) (LAINSON, 2010;
AKHOUNDI et al., 2016). Até os dias de hoje ja foram descritas cerca de 50 espécies do género
encontradas em diversos animais em todos 0s continentes, com excecdo da Antartida, e mais de
20 espécies sdo responsaveis por causar patologias ao homem, agrupadas em dois subgéneros:
Leishmania e Viannia (BATES, 2007; AKHOUNDI et al., 2016; PAHO, 2017). A classificacdo
destes dois grupos esta relacionada com o local de desenvolvimento no trato digestério do
hospedeiro invertebrado, divisdo confirmada por analises filogenéticas através de
sequenciamento de DNA (LAINSON; SHAW, 1987; BATES, 2007).

A patogenia das leishmanioses abrange um amplo espectro de sintomas com diferentes
niveis de severidade, e a Organizagdo Mundial da Saude (OMS) as classifica em quatro
principais formas: cutdnea (tegumentar), mucocutanea, visceral (calazar) e leishmaniose

dérmica pos-calazar. As manifestacdes clinicas das leishmanioses dependem da espécie de
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Leishmania envolvida no processo (LAINSON et al., 1987; PELISSARI et al., 2011; WHO,
2017). A transmissdo acontece principalmente pela picada de fémeas de flebotomineos,
pequenos insetos dipteros da familia Psychodidae, mas existem relatos de transmissao
congénita, por compartilhamento de seringas contaminadas e por transfusdo de sangue
(LAINSON; SHAW, 1978; COHEN et al., 1991; MEINECKE et al., 1999; CRUZ et al., 2002).

A leishmaniose visceral (LV), também conhecida como calazar, é a forma mais grave
das leishmanioses por causar prejuizos tdo severos que podem levar a morte caso néo tratada a
tempo. No Brasil, observada a gravidade e endemicidade da LV, o Ministério da Saude a define
como doenca de notificagdo compulséria. Desta forma, toda e qualquer suspeita ou confirmagéo
de caso devem ser informadas a Secretaria de Saude do Municipio onde o paciente foi
examinado (Portaria n°® 204, de 17 de fevereiro de 2016). A notificacdo compulséria é uma
medida que contribui para a vigilancia epidemiolégica da LV, pois permite um levantamento
de dados com informagGes importantes para o conhecimento da epidemiologia da doenga
(BRASIL, 2014).

No Brasil, a LV é uma zoonose que tem como agente etiolégico o protozoario
Leishmania (Le.) chagasi (syn. Le. (Le.) infantum) e o flebotomineo Lutzomyia longipalpis
como principal vetor. No homem, é caracterizada por causar, de forma geral, febre irregular de
longa duragdo com intensidade moderada, perda de peso significativa, anemia e aumento
anormal do figado e do bago. Se ndo houver tratamento, os sintomas podem evoluir para um
quadro de intensa desnutricdo, hemorragias, ictericia, edemas e ascite. Alterac6es laboratoriais
como a pancitopenia e a hipergamaglobulinemia sdo comuns quando o tratamento ndo é
realizado, e complicacdes como caquexia, hemorragias e infeccdes bacterianas podem levar o
individuo a 6bito (HERWALDT, 1999; REY et al., 2005; BRASIL, 2014; TORRES-
GUERRERO et al., 2017).

Ao picar um vertebrado, o flebotomineo infectado secreta, no local da picada, uma saliva
rica em moléculas com atividade anticoagulante e vasodilatadora, com o objetivo de facilitar a
ingestdo do sangue. O parasito, que se encontra na secrecdo do inseto na forma de promastigota,
penetra na pele do hospedeiro e é internalizado por macréfagos, transformando-se em
amastigotas ao perderem seu flagelo. Uma vez no interior dos macréfagos, eles se multiplicam
e se disseminam no organismo através do sistema linfatico, sendo capazes de infectar novos
macrofagos e completar seu ciclo parasitario (CHAPPUIS et al., 2007, BRASIL, 2014).

Leishmania é um género de parasitos zoonéticos multi-hospedeiros que podem ser
mantidos por varias espéecies na natureza. Testes soroldgicos e detecgdo de DNA de Le. chagasi

em vertebrados mostram que esta especie € capaz de infectar varios animais domésticos e
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sinantropicos, como felideos (OLIVEIRA et al., 2015; BALDINI-PERUCA et al., 2017),
canideos (CURI et al., 2006; OLIVEIRA et al., 2016), roedores (ROQUE et al., 2010; LARA-
SILVA et al., 2014), marsupiais (SHERLOCK, 1996; CARREIRA et al., 2012) e quiropteros
(NUNES et al., 2016). Porém, com relacdo a importancia epidemioldgica, apenas algumas
espécies mostraram ter um papel fundamental na manutencéo do ciclo epidemioldgico da LV,
sendo classificadas como reservatdrios de parasitos. Por definicéo, o hospedeiro vertebrado que
¢ capaz de manter uma populacdo do parasito por um longo periodo de tempo é chamado de
hospedeiro reservatorio (ASHFORD, 1996; ROQUE; JANSEN, 2014; CARREIRA et al.,
2017). A vista desta definicéo, as raposas (Cerdocyon thous e Dusicyon vetulus) e 0s marsupiais
didelfideos (Didelphis albiventris) desempenham o papel de reservatorios silvestres de Le.
chagasi e, no ambiente urbano, o cdo (Canis familiaris) € a principal fonte de infeccdo do
parasito para os flebotomineos (DESJEUX, 2004; GRAMICCIA; GRANDONI, 2005;
DANTAS-TORRES, 2007; BRASIL, 2014).

Estudos epidemioldgicos revelam que a LV é mais frequente em criangas menores de
10 anos e 0 sexo masculino geralmente é o mais afetado (COSTA et al., 1990; REY et al., 2005;
REIS et al., 2017). Individuos que estejam em um quadro de desnutricdo ou imunossupressao
sd80 mais susceptiveis a infeccdo e também a severidade dos sintomas. Além disso, a LV é
considerada uma doenga oportunista em pacientes com HIV, e a co-infec¢do da leishmaniose
com o HIV é uma associacdo cada vez mais comum devido a sobreposicdo dos locais de
ocorréncia das duas infec¢oes, e revela-se como um fator que eleva a letalidade dos pacientes
(DESJEUX, 1996; REY et al., 2005; MAIA-ELKHOURY et al., 2008; SOUZA-GOMES et
al., 2011; COUTINHO et al., 2017).

Inicialmente, a LV era uma doenca tipica de ambiente rural, atingindo pessoas que
estivessem préximas ao habitat natural do vetor e de reservatorios silvestres do parasito. Porém,
habitacbes humanas foram se aproximando dos locais de ocorréncia do ciclo zoonético da LV,
e 0 processo de urbanizacdo das cidades com a consequente alteracdo do ambiente rural
favoreceu a adaptacdo dos flebotomineos as modificagdes provocadas pelo homem. Desta
forma, as espécies vetoras, que eram originalmente silvestres, comegaram a ser encontradas
proximas as periferias das grandes cidades (DESJEUX, 1996; ROSARIO et al., 2016). Durante
surtos da LV, observou-se que movimentos migratorios podem contribuir para a expansdo
territorial da doenca, tendo em vista que a migracéo de pessoas ou animais domeésticos de areas

endémicas para regides indenes, aliada & presenca do vetor, € suficiente para que a doenga se
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instale em regides que anteriormente era inexistente (DESJEUX, 1996; COSTA et al., 1990;
ALVES, 2009).

O crescimento ndo planejado das cidades trouxe como consequéncia a formacéo de
moradias e comunidades humanas em locais sem a devida infraestrutura dos servicos de saude
e recursos sanitarios que fossem capazes de garantir a seguranga contra doencas
infectocontagiosas e parasitarias. Em muitos locais dos centros urbanos, principalmente nas
periferias, ainda € possivel encontrar disponibilidade de matéria organica ao ar livre. Isto
contribui para o desenvolvimento de populacbes de flebotomineos em meio as cidades,
favorecendo a persisténcia da LV nos centros urbanos e associando a doenga com as regides
mais pobres e com escassez de recursos (COSTA, 2008; REIS et al., 2013; FERNANDES et
al., 2017). Como consequéncia, a enfermidade atinge principalmente pessoas com menores
condigbes socioecondmicas e baixo grau de escolaridade (ARAUJO et al., 2013; REIS et al.,
2017). Este panorama faz com que, muitas vezes, a LV seja uma doenca negligenciada pelas
politicas publicas, o que a torna carente de recursos para pesquisa, tratamento e controle.

A criacdo de animais domésticos no peridomicilio das residéncias e a presenca de
espécies sinantropicas no ambiente urbano séo fatores que contribuem para a sobrevivéncia e
reproducdo dos flebotomineos e também para a existéncia de reservatérios de Leishmania. A
coexisténcia do vetor com reservatérios do parasito e pessoas suscetiveis a infec¢do sdo fatores
que preenchem todos 0s requisitos necessarios para a manutencdo do ciclo da doenca
(RANGEL; VILELA, 2008; VIANNA et al., 2016; REIS et al., 2017).

1.2 Flebotomineos

Os flebotomineos sdo insetos dipteros da familia Psychodidae e subfamilia
Phlebotominae. S&o animais que ndo ultrapassam 3 mm de comprimento e sdo caracterizados
por apresentarem o corpo completamente coberto de cerdas, o que lhes confere uma coloracéao
palha. No Brasil, sdo popularmente conhecidos como mosquito-palha, tatuquira, birigui, entre
outros, a depender da regido (BRASIL, 2014; GALATI et al., 2017; SOUZA et al., 2017).
Podem ser reconhecidos pelo caracteristico comportamento de pousarem-se sobre a superficie
com as asas em posicdo angular acima do abddémen. Sua abrangéncia compreende
principalmente os lugares mais quentes do planeta, ocorrendo, sobretudo, entre os tropicos
(KILLICK-KENDRICK, 1999; SHERLOCK, 2003; AKHOUNDI et al., 2016). Os

flebotomineos estdo distribuidos em praticamente todo o territorio brasileiro, registrando
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presenca em todas as regides do pais (BRASIL, 2014). Dos géneros compreendidos na
subfamilia Phlebotominae, dois j& possuem um status consolidado de transmissores de
leishmanias ao homem: Phlebotomus, no Velho Mundo, com 12 subgéneros; e Lutzomyia, no
Novo Mundo, com 15 subgéneros (GALATI et al., 2017; SOUZA et al., 2017).

Séo insetos com ciclo de vida do tipo holometabolo, apresentando as fases de ovo, larva,
pupa e adulto. Os ovos tém formato elipsoide, medem em média de 300 a 500 mm de
comprimento e apresentam coloracdo amarelada, escurecendo algumas horas apds a postura.
As larvas sdo pequenas, brancas e vermiformes. As pupas sdo resistentes as variagcdes de
umidade, sdo esbranquigadas e duram, em média, de uma a duas semanas até a emergéncia dos
adultos, fase reprodutiva com nitido dimorfismo sexual (BRAZIL; BRAZIL, 2003).

Os flebotomineos adultos obtém energia de fontes naturais de aglcar, como seiva de
plantas, frutos e secrecdes de afideos. Porém, além da dieta de carboidratos, as fémeas adultas
necessitam do sangue de animais vertebrados para completar a maturagdo dos seus ovarios, e
esta alimentacdo pode ocorrer em diversas espécies, inclusive em humanos (QUINNEL et al.,
1992; SHERLOCK, 2003). A postura dos ovos ocorre geralmente de 3 a 8 dias apos a
hematofagia e as fémeas sdo estimuladas a depositar seus ovos em um substrato imido e rico
em matéria organica, que servird como fonte de nutrientes para as larvas. Apds a oviposicao, a
eclosdo das larvas ocorre em um periodo de 7 a 10 dias e, ao eclodirem, elas alimentam-se da
matéria organica disponivel no substrato, além de cascas dos ovos e adultos mortos (BRAZIL,;
BRAZIL, 2003). Em seguida, passam por trés mudas, desenvolvendo quatro estadios larvais
até se empuparem, periodo que pode durar até 3 semanas. Larvas de 4° estadio podem entrar
em diapausa para resistir a condi¢cdes adversas até que o ambiente esteja favoravel ao seu
desenvolvimento (BRASIL, 2014; KILLICK-KENDRICK, 1999). A fase de pupa atribui aos
flebotomineos uma certa resisténcia as variacdes do tempo e da umidade para que o inseto sofra
as transformacdes necessarias para se tornar adulto, e esta fase imatura final dura em torno de
uma a duas semanas. Foi observado que em condicdes de laboratdrio que os flebotomineos
adultos sobrevivem por aproximadamente 30 dias. Na natureza, a atividade dos adultos
acontece predominantemente no periodo crepuscular e noturno, sendo que, durante o dia,
procuram abrigar-se em locais frescos, Umidos e escuros. Normalmente sdo encontrados em
cascas de arvores, cavernas, fissuras nas paredes das casas, rochas e sob folhas no solo
(SHERLOCK, 1996; KILLICK-KENDRICK, 1999; BRAZIL; BRAZIL, 2003). Na
hematofagia, as fémeas sdo atraidas pela temperatura e odor dos corpos e o0 repasto geralmente

ocorre no periodo crepuscular, noturno e no inicio da manha (SHERLOCK, 1996). A digestdo
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do sangue ocorre em um periodo de 2 a 5 dias e 0 nimero de ovos produzidos € proporcional a
quantidade de sangue ingerido. N&o existe um consenso quanto a identificacdo dos criadouros
naturais de flebotomineos. Sendo assim, os sitios de oviposicdo e desenvolvimento das formas
imaturas ainda ndo sao claramente definidos (BRAZIL; BRAZIL, 2003).

Muitos estudos sao conduzidos no sentido de compreender melhor a biologia e ecologia
da subfamilia Phlebotominae desde a constatacdo de espécies deste grupo como hospedeiras de
parasitos causadores de doengas ao homem. Foi comprovada sua capacidade de transmissao de
agentes patogénicos como protozoarios do género Leishmania, bactérias do género Bartonella
e alguns arbovirus (SHERLOCK, 2003; GALATI et al., 2017).

O hébito alimentar hematdfago das fémeas permite a transferéncia de patégenos entre
os animais alimentados por elas durante os repastos sanguineos. Algumas fémeas realizam o
repasto apenas uma vez antes da postura dos ovos, mas outras podem se alimentar varias vezes
de sangue antes de uma oviposi¢do, aumentando, desta forma, o contato entre o vetor e um
hospedeiro suscetivel (BRAZIL; BRAZIL, 2003).

Ficou evidenciado que os flebotomineos séo facilmente adaptaveis as alteracbes do
ambiente silvestre, sendo encontrados com grande frequéncia no ambiente antropizado
(LAINSON; RANGEL, 2005; BARATA et al., 2005; ROSARIO et al., 2016). Os
flebotomineos foram gradativamente colonizando areas rurais, e a partir de 1980 invadiram o
ambiente urbano, especialmente as periferias das grandes cidades, sendo encontrados com
frequéncia no peridomicilio e no interior das residéncias (LAINSON; RANGEL, 2005;
RANGEL,; VILELA, 2008). Visando encontrar um ambiente propicio a manutencdo do seu
ciclo de vida, € comum que as populacGes se estabelecam nos peridomicilios, principalmente
naqueles que contam com a presenca de abrigos de animais, como galinheiros e chiqueiros
(DIAS et al., 2003; COSTA et al., 2013; OLIVEIRA et al., 2016).

No Brasil, at¢é o momento, duas espécies sdo apontadas como responsaveis por
transmitir ao homem o parasito responsavel pela forma mais severa das leishmanioses, sendo
Lutzomyia longipalpis (Lutz e Neiva, 1912) o principal vetor de Leishmania (Le.) chagasi no
pais e alguns estudos tem mostrado a transmissdo de Le. (Le.) chagasi por Lu. cruzi
(Mangabeira, 1938) no estado do Mato Grosso (MISSAWA et al., 2011; OLIVEIRA et al.,
2017).

Lutzomyia longipalpis é a espécie mais importante no ciclo epidemiologico da LV no
Brasil, pois € a principal responsavel por sua transmissdo. Sua abrangéncia no pais é ampla e
compreende as regides Norte, Nordeste, Centro-Oeste e Sudeste, com excecdo, até 0 momento,

da regido Sul (BRASIL, 2014). Uma das caracteristicas da espécie € o fato dela apresentar
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grande plasticidade adaptativa, mostrando-se capaz de sobreviver e manter seu ciclo biolégico
em diferentes hébitats e condic¢Bes climéaticas (COSTA et al., 2013, OLIVEIRA et al., 2016).
Sua persistente presenca nos centros urbanos evidencia a sua habilidade de valer-se dos recursos
disponiveis nestes locais para manter a alimentacdo, desenvolvimento e reproducdo. Por
consequéncia, exemplares de Lu. longipalpis sdo frequentemente coletados no peridomicilio,
bem como no intradomicilio e nos abrigos de animais domeésticos, o que comprova a
proximidade entre esta espécie e 0 homem (DIAS et al., 2011; COSTA et al., 2013; VIANNA
etal., 2016).

Além de viverem em uma grande variedade de habitats, estes flebotomineos também se
mostraram bastante ecléticos com relacdo a alimentacdo sanguinea, sendo capazes de picar
humanos, cées, aves, equinos, roedores e outros animais (QUINNEL et al., 1992; DIAS et al.,
2003; LAINSON; RANGEL, 2005). Esta caracteristica permite que eles se alimentem de
diversos reservatorios de Leishmania, domésticos e silvestres, fazendo uma conexdo entre
animais infectados e suscetiveis de diferentes espécies. Desta forma, o comportamento e a
ecologia do flebotomineo se tornam fatores determinantes para a urbanizacédo do ciclo da LV,
tendo em vista a proximidade das populacdes humanas com os reservatorios silvestres e
domeésticos do parasito (RANGEL; VILELA, 2008).

Formas infectantes de Le. chagasi foram identificadas em Lu. longipalpis, tanto de
forma experimental quanto de forma natural (LAINSON et al., 1987; MICHALSKY et al.,
2011; LIDANI et al., 2017). A capacidade de se infectar naturalmente de um parasito € um dos
fatores que conferem a capacidade vetorial do diptero. De acordo com a proposta de Killick-
Kendrick (1999), alguns critérios sdo utilizados para definir uma espécie como vetora de um
parasito, dentre eles: alimentacdo em humanos e no animal reservatorio; capacidade de suportar
0 parasito apds a digestdo; distribuicdo espacial coincidente com a de casos clinicos da doenca

e capacidade de transmisséo do parasito para 0 homem.

1.3 Controle da leishmaniose visceral

A leishmaniose visceral ¢ uma doenca de ocorréncia global e a Organiza¢do Mundial da
Saude define alguns pardmetros para seu controle. Em 2016, a OMS e a Organizagdo Pan-
americana de Saude (OPAS) publicaram um informe contendo um plano de agédo que pretende
eliminar doengas negligenciadas nas Ameéricas, incluindo as leishmanioses, até o ano de 2022.

O plano de agéo busca adotar medidas que sejam capazes de diminuir as taxas de letalidade e
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de transmisséo da doenca, com o objetivo de interromper a transmisséo, eliminar as doengas e
reduzir o risco de reintroducdo das mesmas. A proposta inclui fortalecer a vigilancia
epidemioldgica, o diagnostico, o tratamento e o manejo de vetores, além de desenvolver,
implementar e monitorar os programas para que eles atuem de forma integrada e continua
(PAHO, 2016).

O primeiro programa de controle da LV no Brasil foi implementado h& mais de 50 anos
e era composto por trés medidas: distribuicdo gratuita do tratamento, controle dos vetores e
controle dos reservatérios domésticos (COSTA, 2001). Porém, apesar da execucdo das
propostas iniciais, a LV continuou em expansdo pelo pais, registrando surtos em alguns estados
(COSTA et al., 1990; COSTA et al., 1995; RANGEL; VILELA, 2008), o que levou o
Ministério da Saude (MS) a reavaliar as estratégias de controle (COSTA, 2001). Isto aconteceu
em razdo da mudanca do perfil epidemioldgico da doenca, justificado pela interferéncia da acdo
humana na ecologia de espécies de flebotomineos e de espécies de leishmanias, e incluiu a
educacao em salde como medida de prevencao da doenca (RANGEL; VILELA, 2008).

As atuais medidas utilizadas para reduzir as taxas de mortalidade e o grau de morbidade
da doenca estdo de acordo com o Programa de Vigilancia e Controle da Leishmaniose Visceral
(PCLV), organizado pelo MS. A Vigilancia Epidemioldgica tem como objetivo realizar um
estudo sistémico do status da LV em um determinado local, buscando compreender e monitorar
todos os fatores envolvidos na persisténcia da doenca, o que inclui a vigilancia entomoldgica,
de casos humanos e casos caninos. Sendo assim, 0s principais objetivos da vigilancia sdo:
levantar informacdes quantitativas e qualitativas dos flebotomineos em determinada regido;
estudar casos caninos com o0s sintomas clinicos da doenca; e investigar os casos humanos
confirmados ou com suspeita de LV. O diagndstico e tratamento precoces dos casos humanos
reduzem as taxas de letalidade da doenca, e 0s controles do vetor e dos reservatorios contribuem
para a reducdo da transmissdo entre animais infectados e humanos sadios (ARAUJO et al.,
2013; BRASIL, 2014).

Porém, alguns autores identificaram dificuldades na execugdo das diretrizes
direcionadas ao controle da LV, o que pode levar a interrupcdo das medidas. Os principais
problemas foram relacionados com a logistica e alto custo para o controle quimico do vetor, a
execucdo inadequada do tratamento humano e a dificuldade de controle da leishmaniose
visceral canina (LVC) (PELISSARI et al., 2011; VON ZUBEN; DONALISIO, 2016).

Com relagdo a LVC, os levantamentos de casos da LV humana propdem que a infecgdo
canina preceda os casos humanos. Sendo assim, devido as altas taxas de infec¢do canina, ao

grande intervalo entre o diagnostico e eliminacdo dos cées infectados, e a resisténcia da
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populacdo humana com a eutanasia de cdes infectados, o cdo continua agindo como reservatorio
doméstico e permitindo a permanéncia da infecgdo por Leishmania nas cidades (ARAUJO et
al., 2013; BRASIL, 2014; VON ZUBEN; DONALISIO, 2016).

Em uma doenca de ciclo vetorial, o vetor é peca chave para a manutencdo da
enfermidade em uma populagdo. Sendo assim, ao eliminar o vetor, interrompe-se o ciclo de
transmissao da doenca. A vigilancia entomoldgica, que faz parte do PCLV, tem como objetivo
principal identificar a presenca e os locais de distribuicdo e dispersdo do vetor, a fim de
investigar os possiveis focos de transmissao da leishmaniose visceral. O monitoramento das
investigacBes entomoldgicas possibilita conhecer o perfil da transmissao vetorial da LV e, desta
forma, direcionar as agdes de prevencéo e controle (BRASIL, 2014).

Atualmente, a aplicacdo domiciliar e peridomiciliar de inseticidas quimicos de acao
residual é a medida utilizada para reduzir a populacdo do vetor e diminuir o contato entre ele e
0 homem, e o principal produto empregado é a alfacipermetrina, da classe dos piretroides
(ALEXANDER; MAROLI, 2003; BRASIL, 2014). Lutzomyia longipalpis mostrou
suscetibilidade a estes compostos em testes de laboratério e, no campo, coletas periodicas
mostraram reducdo da densidade destes insetos ap0s a borrifagdo nos domicilios por até dois
meses (FALCAO et al., 1991; PASSERAT-DE-SILANS et al., 1998). Porém, apesar da
eficiéncia, a borrifacdo de piretroides no intra e peridomicilio € um desafio para os programas,
por se tratar de um procedimento complexo e de custo elevado, demandando recursos materiais
e de pessoal treinado para a realizacdo. Muitas vezes a medida é interrompida por falta de
recursos materiais e/ou humanos e pela recusa da populagdo em permitir a aplicacdo domiciliar
(VON ZUBEN; DONALISIO, 2016).

Ainda de acordo com 0 PCLV, a borrifacdo dos inseticidas quimicos ndo é recomendada
nas areas de transmissdo esporadica ou apenas com transmissdo canina. Aconselha-se que sejam
realizadas ac6es de manejo ambiental como medidas de controle vetorial nestas areas com 0
objetivo de reduzir as condicBes que possam favorecer o estabelecimento de criadouros do vetor
(VON ZUBEN; DONALISIO, 2016). Contudo, ndo existem evidéncias da efetividade do
manejo ambiental sobre as fases imaturas do inseto, tendo em vista o0 escasso conhecimento a
respeito dos seus criadouros. Assim, o controle do vetor restringe-se a0 combate aos insetos
adultos (AMORA et al., 2009).

Devido as dificuldades encontradas para a implementacdo adequada das medidas de
controle vetorial, a descontinuidade das agOes e a aplicacdo de doses e quantidades incorretas

dos inseticidas sdo fatores que potencializam seus efeitos negativos sobre a salde humana e o
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meio ambiente. A negligéncia com relacdo os critérios a serem respeitados para que a borrifagdo
dos inseticidas quimicos seja segura contribuem para o aparecimento das consequéncias
negativas do seu uso, como a intoxicacdo de profissionais e moradores expostos ao produto, a
contaminacdo da agua e do solo, o aparecimento de organismos-alvo resistentes a substancia e
uma possivel acumulagdo de residuos toxicos em alimentos. Além disto, a baixa seletividade
das substancias sintéticas faz com que ela atinja e prejudique animais ndo-alvo (VIEGAS-
JUNIOR, 2003; MENEZES, 2005; CORREA; SALGADO, 2011).

A utilizacdo de inseticidas por programas de controle de outras doencas de transmissao
vetorial, como maléria e dengue, afeta as populagdes de flebotomineos, devido a sobreposi¢do
espacial da ocorréncia destas doengas. A exposicao continua do vetor aos inseticidas comerciais
pode gerar resisténcia, uma habilidade genética que permite a tolerancia do inseto frente a uma
substancia que antes era toxica a ele, até que o produto perca a atividade contra o organismo.
Uma significativa reducéo da suscetibilidade de Lu. longipalpis a inseticidas foi observada por
Alexander et al. (2009), que identificaram pelo menos trés mecanismos de desintoxicacdo
enzimatica desta espécie contra alguns inseticidas comumente utilizados pelos programas,
como a permetrina, 0 malathion e a deltametrina. Isto pode ter acontecido em resposta as
pressdes seletivas causadas por borrifagdes inadequadas pelos programas de controle da LV e
de outras doencas de transmissdo vetorial, visto que os flebotomineos sdo suscetiveis aos
mesmos inseticidas (CHAPPUIS et al., 2007; ALEXANDER et al. 2009).

1.4 Inseticidas botanicos

As interacOes inseto-planta sdo um exemplo de coevolucéo e, devido a isto, ao longo do
processo evolutivo, as plantas desenvolveram mecanismos fisicos e quimicos para interagir
com o meio. O metabolismo secundario de espécies vegetais se refere a produgdo de compostos
qguimicos que ndo estdo envolvidos nos processos vitais da planta, como crescimento e
reproducdo. Sendo assim, estes produtos estdo envolvidos em fungbes ecoldgicas, em que a
planta produz substancias para interagir com outras especies, garantindo sua sobrevivéncia e
perpetuacdo (SIMOES et al., 2007). Essas interacdes podem estar envolvidas na atracio de
polinizadores e/ou dispersores e também na defesa contra animais herbivoros. As substancias
toxicas para outros organismos sdo conhecidas como fitotoxinas (CORREA; SALGADO, 2011;
MACIEL et al., 2010a).
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Os compostos organicos biossintetizados por organismos vegetais podem ter atividade
toxica, repelente, deterrente alimentar e de oviposicdo, além de prejudicarem estagios de
desenvolvimento de insetos ou outros organismos que causam prejuizos ao homem
(CAVALCANTE et al., 2006; ZOUBIRI; BAALIOUAMER, 2014).

Produtos de origem vegetal ou derivados foram muito utilizados no controle de pragas
agricolas até a década de 40, como o piretro, a rotenona e a nicotina, pela sua eficiéncia e
seguranca com relacdo aos impactos ambientais. Porém, a criacdo dos inseticidas
organoclorados, organofosforados, carbamatos e piretroides levou a substitui¢do dos inseticidas
boténicos pelos sintéticos, devido & sua maior eficiéncia no combate as pragas (MENEZES,
2005). Mas apesar de eficaz, a utilizacdo destes produtos trouxe consequéncias negativas a
salide humana e ao meio ambiente, e isto fez com que a bioprospeccao voltasse a ser alvo de
inimeras pesquisas na area. Os estudos visam encontrar produtos naturais que possam substitui-
los, com a intengdo de investigar e desenvolver novas formulagbes que minimizem os
problemas causados pelos inseticidas sintetizados industrialmente.

Em comparacado com os produtos sintéticos, as substancias de origem natural oferecem
menores riscos ao homem e ao meio ambiente, pois sdo de rapida degradacdo, ndo deixam
residuos em alimentos, manifestam baixa ou nenhuma toxicidade a mamiferos e sdo obtidos de
recursos renovaveis. Além disso, o desenvolvimento de resisténcia aos principios ativos das
plantas ocorre mais lentamente, por se tratar de um composto formado pela associacdo de varias
moléculas (CORREA; SALGADO, 2011; MACIEL et al., 2010a). Sendo assim, uma vez
conhecidos os impactos causados pelos produtos sintéticos, 0s compostos naturais podem ser

vistos como uma alternativa a sua utilizagéo.

1.5 Caryocar brasiliense

Caryocar brasiliense (Camb.) é uma espécie arbdrea nativa do cerrado brasileiro e faz
parte da familia Caryocaraceae, grupo distribuido nas Américas Central e do Sul. No Brasil, a
espécie € popularmente conhecida por “pequi” e ocorre principalmente nos estados das regides
Sudeste e Centro-Oeste (ARAUJO, 1995: COLLEVATTI et al., 2003). O fruto e aaméndoa do
pequi sdo comestiveis e constituem uma importante fonte de alimento para as populagdes locais,
sendo utilizados para a fabricacéo de doces, licores, sorvetes e em pratos tipicos. As sementes
e 0 mesocarpo produzem grande quantidade de 6leo rico em lipideos que pode substituir outros

6leos ou manteigas na cozinha. Seu valor social envolve grande importancia econdmica e
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cultural, sendo muito apreciado na culinéria regional e utilizado pelas indUstrias farmacéuticas
e de cosméticos. Oleos essenciais e extratos de diferentes partes da planta sio investigados
desde a década de 1980 quanto a composicao fitoquimica, e a espécie revelou ser capaz de
produzir diferentes classes de compostos bioativos (ARAUJO, 1995).

O interesse pela espécie advém principalmente das diversas propriedades nutricionais e
minerais presentes na polpa e no 6leo do fruto, por ser caracterizado como um alimento rico em
lipideos, fibras, proteinas, carboidratos, acidos graxos, compostos fenolicos, carotenoides e
vitaminas, além de minerais como fosforo, potassio, manganés, calcio, cobre, ferro e zinco
(LIMA et al.,, 2007; MARIANO-DA-SILVA et al.,, 2009; MIMURA et al., 2016). A
composicdo quimica do pequizeiro indica ainda uma alta capacidade antioxidante, e o alto teor
de lipideos sugere um potencial para a fabricacdo de biodiesel a partir da extracdo do 6leo da
polpa (ROESLER et al., 2008; MACHADO et al., 2013; LOPES; NETO, 2017).

Oleos essenciais e extratos de varias partes da planta mostraram atividade toxica a
moluscos vetores de doencas e a protozoarios, bactérias e fungos patogénicos (BEZERRA et
al., 2002; PASSOS et al., 2002, PAULA-JUNIOR et al., 2006; LOPES et al., 2011; RIBEIRO
et al., 2018). Estes estudos abrem margem para a investigacdo de outras atividades bioldgicas,
pois permite inferir que os extratos de pequi apresentam efeitos sobre varios grupos de
organismos Vvivos. Isto contribui com a escolha desta espécie para a avaliacdo do seu potencial

téxico sobre insetos.
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2. JUSTIFICATIVA

O programa de vigilancia da LV no Brasil foi instaurado pela primeira vez ha mais de
cinco décadas, e, desde entdo, apesar de existirem as ferramentas para o controle, a leishmaniose
visceral continua com os indices elevados entre a populagdo. Para que um programa tenha
sucesso no controle de uma doenca, é necessario que todas as medidas sejam empregadas de
forma integrada e continua, permitindo que o ciclo do parasito seja interrompido e, a doenca,
eliminada.

Particularidades como a complexidade do ciclo da doenca, a resisténcia da populagéo
frente ao controle quimico do vetor e ao controle de reservatorios, juntamente com a negligéncia
por parte das politicas publicas, sdo aspectos que impedem a reducéo das taxas de infeccéo e a
possibilidade de eliminacdo da doenca. Desta forma, fatores como a administracao incorreta do
medicamento e da respectiva dose, a deficiéncia na educacdo em salde, a ineficiéncia do
controle de reservatorios de leishmanias e a dificuldade de se manter o controle quimico do
vetor sdo os principais obstaculos para a eliminacdo da LV.

O controle dos reservatorios apresenta-se de forma quase que inviavel, tendo em vista a
resisténcia da populacdo quanto a eutanasia de animais domeésticos infectados e a dificuldade
de se controlar os reservatorios silvestres. O diagnostico tardio e a administracdo incorreta da
quimioterapia para LV contribuem para a permanéncia dos casos humanos e de 6bitos em
decorréncia da doenga. O controle vetorial, realizado na forma de aplicacdo de inseticidas
quimicos de acdo residual, € uma medida de dificil aceitacdo pela populacéo e tem sido de
pouca eficiéncia devido as dificuldades de implementacdo e manutencdo. Por fim, os efeitos
negativos causados pela utilizacdo inadequada dos produtos sintéticos disponiveis para 0s
programas de controle vetorial impulsionam as pesquisas direcionadas ao desenvolvimento de
novas formulagdes.

A busca por solucbes para o controle da LV deve ser constante, pois, apesar dos
esforcos, a endemia ainda é uma realidade brasileira. Diante dos fatos citados, a proposta deste
trabalho foi realizar um teste preliminar que indique o potencial inseticida dos extratos de C.
brasiliense sobre flebotomineos da espécie Lu. longipalpis, visando atenuar os problemas
relacionados ao controle quimico de flebotomineos. A intencdo é propor uma nova alternativa
ao controle da LV que seja capaz de unir o controle da zoonose as propostas de preservacdo
ambiental. Isto pode ser feito através da prospeccao de substancias de origem natural que sejam
mais especificas no combate aos vetores, ao mesmo tempo em que contribuem para a

diminuicdo dos impactos causados pelos produtos sintéticos.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar o potencial inseticida de extratos de C. brasiliense sobre a mortalidade de

flebotomineos adultos selvagens da espécie Lu. longipalpis em condicdes de laboratorio.

3.2 Objetivos especificos

e Elaborar extratos hidroetandlico, etandlico e ciclohexanico de folhas e cascas de C.

brasiliense;

e Avaliar o efeito adulticida dos extratos de C. brasiliense sobre flebotomineos selvagens

da espécie Lu. longipalpis;

e Identificar as classes de metabdlitos secundarios presentes nos extratos de C.
brasiliense.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Material vegetal

4.1.1 Coleta e preparo do material vegetal

Folhas e cascas de C. brasiliense foram coletadas em Diamantina/MG, no distrito de
Mendanha (18°5'43"S; 43°31'41"0) em outubro de 2016. A identificacdo taxonémica foi obtida
através de especialistas do Herbario Dendrologico Jeanini Felfili da Universidade Federal dos
Vales do Jequitinhonha e Mucuri (Campus JK), onde as amostras foram depositadas sob
registro HDJF — 4637.

O material vegetal fresco foi submetido ao processo de secagem em estufa de circulagdo
forcada até a completa desidratacdo. O material seco foi triturado em moinho de facas (Willey
SL31 Solab®) para a obtencdo de um po fino, destinado a extracdo. A pulverizacdo permite que
exista uma maior superficie de contato entre a planta e o solvente extrator, possibilitando maior

eficiéncia na extracdo dos componentes quimicos.

4.1.2 Elaboracéo dos extratos

Das folhas e cascas secas, foram obtidos trés extratos botanicos por maceracéao de acordo
com o solvente: etandlico (Etanol PA), hidroetanolico (Etanol PA mais dgua destilada, 3:1, v/v)
e ciclohexanico (Ciclohexano PA). Aproximadamente 200g de p6 vegetal foi adicionado a
aproximadamente 500 mL de solvente para extracdo. A mistura ficou por 48 h sob abrigo da
luz e filtrada em seguida, e o processo de maceracdo foi repetido até que o sobrenadante
adquirisse cor clara. A repeticdo do processo foi feita com o objetivo de extrair a maior
quantidade possivel de compostos da planta. Os trés solventes foram escolhidos com o intuito
de obter produtos com diferentes niveis de polaridade.

Ap0s a maceracao, os extratos foram processados em equipamento rotavapor (Fisatom®
802) a 40-42°C sob pressdo reduzida para a eliminacéo dos solventes organicos da amostra. O
extrato hidroetandlico passou ainda pelo processo de liofilizacdo (Terroni® LS 3000) para a
remogdo completa da agua. Os extratos foram mantidos em dessecador de vidro com silica para

evitar a contaminacdo biologica.
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4.2 Flebotomineos

4.2.1 Local de coleta

Os flebotomineos utilizados nos bioensaios foram coletados em Aroeira (18°8'8"S,
43°38'5"0), comunidade rural do municipio de Diamantina/MG. Armadilhas luminosas do tipo
HP (PUGEDO et al., 2005) adaptadas foram expostas no peridomicilio ao final da tarde e
retiradas pela manhé (Figura 1). As coletas dos animais selvagens para ensaio foram realizadas
dois dias antes de cada experimento. O local de exposicdo foi escolhido pelas caracteristicas do
microambiente, formado pela presenca de animais e matéria organica. As armadilhas foram

colocadas no interior de um galinheiro que se situava proximo ao domicilio (Figura 2).
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Figura 2. Galinheiro utilizado como local para exposicdo de armadilhas para captura de flebotomineos na
localidade de Aroeira.
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4.2.2 Manutenc¢do em laboratorio

Os flebotomineos capturados foram levados ao Laboratdrio de Parasitologia da UFVJIM,
onde permaneceram em repouso dentro de gaiolas por 24 horas até o inicio do experimento.
Algoddes embebidos com &gua e solucdo agucarada foram colocados sobre a gaiola,
proporcionando umidade e fonte de agUcar para 0s animais.

Parte dos insetos foi retirada para identificacdo especifica segundo a classificacdo

proposta por Young e Duncan (1994).

4.3 Avaliacéo da atividade inseticida

Foi realizado um total de trés ensaios, cada um destinado para a avaliacdo da atividade
bioldgica de um tipo de extrato. Os extratos de C. brasiliense foram diluidos em solucéo de
polisorbato 80 (Tween®) a 3% para a obtencdo das concentracdes de teste: 50, 100, 200 e 400
mg.mL™.

Os flebotomineos foram transferidos das gaiolas, com auxilio de um capturador manual,
para potes de plastico translicido com papel filtro ao fundo. Cada pote conteve um numero
amostral de 30 espécimes de Lu. longipalpis, sendo 15 machos e 15 fémeas. A parte superior
dos potes foi coberta com tecido de malha fina para permitir a entrada de oxigénio e também

foram adicionados algoddes embebidos com &gua e solucdo agucarada (Figura 3).

Figura 3. Potes para a realizacdo dos ensaios para avaliacdo inseticida dos extratos de C. brasiliense sobre Lu.
longipalpis.
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Os tratamentos utilizados foram os extratos e suas respectivas concentragdes, além de
trés grupos controle: positivo (o-cipermetrina 196 pg.mL™Y), negativo (dgua destilada) e
Tween® 80 a 3%. O controle positivo representa o inseticida utilizado comercialmente para o
controle quimico de flebotomineos; a agua permite a avaliacdo de possiveis mortes naturais e 0
controle feito com Tween teve como objetivo estimar se houve interferéncia da substancia na
mortalidade registrada pelos extratos.

Os testes foram realizados em triplicatas e 300 pL de cada tratamento foi adicionado no
papel filtro ao fundo dos potes, e a mortalidade dos insetos foi registrada apés 1, 2, 4, 16, 24,
48 e 72 horas do inicio da aplicacdo. Os flebotomineos foram identificados como mortos
quando se apresentavam deitados sobre a superficie e ndo se movimentavam quando

estimulados por toques no pote.

4.4 ldentificacdo fitoquimica dos extratos

A investigacdo das classes de metabolitos secundarios presentes nos extratos foi
realizada de acordo com a metodologia de prospeccéo preliminar proposta por Matos (1997),
que consiste na realizacdo de reacfes cromogénicas e de precipitacdes para a identificacdo de
determinados grupos funcionais. Os extratos passaram por uma triagem para a identificacédo das
seguintes classes de compostos organicos: triterpenos, esteroides, taninos, flavonoides,
alcaloides, saponinas e cumarinas. Todos os testes foram validados através da comparacao da

solucdo reativa com um teste em branco. A descricdo da metodologia esta disposta a seguir:

e A presenca de triterpenos e/ou esteroides foi identificada pelo aparecimento de cores
rosa, azul ou verde ap6s uma reacdo entre uma aliquota do extrato diluida em
cloroférmio com o reagente de Liebermann-Burchard (2,0 mL de anidrido acético e
duas gotas de &cido sulfurico concentrado).

e Para a detec¢do de taninos, 2 mg do extrato foram diluidos em agua destilada e solucéo
de cloreto férrico (FeCls) a 10%. A coloragdo azulada como resultado da oxidag&o da
substancia indica a presenca de taninos hidrolisaveis, enquanto a cor verde acusa a
presenca de taninos condensados.

e A reacdo para identificacdo de flavonoides nas amostras foi realizada pela adic¢do de
hidroxido de aménia em 2 mL de solugdo aquosa do extrato (1 mg.mL™?) até a obtencdo
de pH 11. O aparecimento de cor amarela aponta a presenca de flavonas, flavonois e
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xantonas, enquanto a coloracdo vermelho-pdrpura revela que o extrato contém
chalconas e auronas. E possivel ainda identificar flavanonas na amostra quando a reagéo
resultar em coloragdo vermelho-laranja.

e Paraaveriguar a presenca de alcaloides, 2 mL de solugio aquosa do extrato (Img.mL™)
foram misturados ao reagente Dragendorff (iodo-bismutato de potéssio) e a substancia
mostra-se presente quando ha a formacdo de precipitado floculoso na solucéo.

e A formacdo de espuma persistente em uma solucdo aquosa do extrato, quando
submetida a agitacdo vigorosa por 2 minutos, revela a presenca de saponinas na amostra.

e Para a verificagdo de cumarinas, uma pequena quantidade do extrato foi exposta em
placa com silica e borrifada com uma mistura de hidroxido de sodio e 4gua a 10% (p/v).
A revelagdo da placa sob luz UV (360 nm) indica a presenca de cumarinas com 0

aparecimento de fluorescéncia azulada.

4.5 Analise dos dados

Os dados foram analisados através das porcentagens das médias entre as triplicatas. O teste
estatistico utilizado para comparar as proporcées entre 0s grupos em cada tempo de exposicdo
foi a analise de variancia (ANOVA) seguida do teste Scott-Knott considerando o nivel de
significancia de 0,05 %, obtido pelo software SISVAR 5.6 (FERREIRA, 2010).
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5. RESULTADOS

5.1 Avaliacao da mortalidade de flebotomineos

Os extratos preparados a partir de folhas e cascas de C. brasiliense mostraram-se toxicos
aos flebotomineos da espécie Lu. longipalpis e a toxicidade variou de acordo com as
concentragdes, com a parte da planta utilizada e com o tempo de exposi¢do. A mortalidade dos
animais foi tabulada na forma de porcentagem das médias dos dados brutos obtidos das
triplicatas (Tabelas 1, 2 e 3). Com relacdo as concentracfes, os resultados apontam que o
aumento da mortalidade dos insetos ndo foi diretamente proporcional ao aumento da
concentracdo dos extratos.

De forma geral, durante as primeiras quatro horas de experimento ndo houve
mortalidade significativa dos insetos submetidos aos extratos e aos controles negativo e Tween.
Porém, a partir de 16 horas de exposi¢do, a taxa de mortalidade dos flebotomineos comecgou a
apresentar uma variacdo positiva nestes grupos. Em contrapartida, observa-se que a
cipermetrina inicia sua acao sobre os flebotomineos a partir da primeira hora de experimento,
atingindo uma taxa de aproximadamente 50% de mortalidade dos insetos.

O controle negativo esclareceu que os extratos foram toxicos aos flebotomineos, pois a
mortalidade registrada por esse grupo foi estatisticamente inferior. Isto mostra que 0s animais
gue nao foram expostos a nenhum tipo de substancia tiveram uma maior sobrevivéncia durante
o periodo do ensaio. O controle elaborado com o Tween possibilitou a conclusdo de que esta
substancia ndo interferiu na acdo dos extratos sobre os insetos, pois exibiu resultados

estatisticamente inferiores aqueles obtidos pelos extratos.

5.1.1 Extratos hidroetanolicos

Dos extratos hidroetandlicos de pequizeiro, o da casca foi o mais toxico aos
flebotomineos, alcangcando 93,3% de mortalidade em 72 h na concentragdo de 400 mg.mL™*
(Tabela 1). Das folhas, a concentragdo de 100 mg.mL™ foi a que apresentou maior taxa de
mortalidade, sendo esta com uma porcentagem de 81,1 % de insetos mortos apds 72 h de
experimento (Figuras 4 e 5). Os resultados apontam que n&o houve diferenga significativa entre
os valores obtidos dos extratos hidroetandlicos da casca do pequi e o controle positivo em 72 h
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de exposicdo. Ao final do experimento, os dados obtidos pelos controles negativo e Tween

foram estatisticamente inferiores aos dos extratos.

Tabela 1. Porcentagem da mortalidade de Lu. longipalpis em contato com diferentes
concentracdes de extratos hidroetanolicos de folhas e cascas de C. brasiliense em relacéo ao

tempo de exposicao.

Mortalidade %

Tratamento 1h 2h 4h 16h 24h 48h 72h

50 mg.mL? 220 443"  443*A 18,86°® 30,008 62,20 75,53°°

Folhas 100 mg.mL™*  3,33%A  4,43*A §,66™° 22,20°® 34,43 64,43 81,10°°
200 mg.mL?  2,20%  220*A 3,33*A 20,00°® 31,10® 61,109 78,86°°

400 mg.mLt  3,33% 443" 6,66* 13,33*" 1553°A 34,438 6553

50 mg.mLt  1,10%* 1,10 1,10 13,33® 2553°®® 54,43°C 87,76

Cascas 100 mg.mL* 0,00 0,004 2,20 10,00® 16,66"® 52,20 87,76°°
200 mg.mL? 11,004 2,204 220 8,86 22,20°® 50,00° 87,76

400 mg.mL? 5534 6,66* 6,66* 30,00°® 43,33/ 74439 9333

Agua 0,00 0,00 0,0024 1,11%A 2,22A 6,67 33,33

Controles Tween 0,004 0,002A 0,00 2222A  667*A 32,22°B 4333
Cipermetrina  48,89° 70,00°® 83,33°C 100®®  100°®  100®®  100°P

CV (%) 26.01

Letras minUsculas comparam os valores nas colunas. Letras maiusculas comparam os valores nas linhas. Letras
diferentes indicam diferenga estatisticamente significativa. As letras em ordem alfabética classificam os valores
em ordem crescente. Foi considerado p<0,05 pelo teste de analise de variancia seguido por Scott-Knott. Valores
destacados em negrito representam resultados estatisticamente semelhantes entre si.
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Figura 4. Porcentagem da mortalidade de Lu. longipalpis pelo extrato hidroetanélico de folhas de C. brasiliense
em relacdo ao tempo de exposicao.
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Figura 5. Porcentagem da mortalidade de Lu. longipalpis pelo extrato hidroetandlico da casca de C. brasiliense
em relacdo ao tempo de exposicéo.
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5.1.2 Extratos etanélicos

Os extratos etanolicos de pequi, tanto de folhas quanto de cascas, atingiram um valor
maximo de 63,3% de mortalidade de flebotomineos no tltimo tempo de observacao pelo extrato
da casca a 50 mg.mL* (Tabela 2). A toxicidade destes extratos sobre Lu. longipalpis ndo foi
satisfatoria, pois, se comparados a mortalidade registrada pelos controles negativo e Tween,
ndo obtiveram valores estatisticamente distintos. As figuras 6 e 7 ilustram a relagéo entre estes

grupos.

Tabela 2: Porcentagem da mortalidade de Lu. longipalpis em contato com diferentes
concentracOes de extratos etandlicos de folhas e cascas de C. brasiliense em relagéo ao tempo
de exposicao.

Mortalidade %

Tratamento 1h 2h 4h 16h 24h 48h 72h

50 mg.mL? 4,44 6,67 8,89 13,334 17,784 27,788 44,44
Folhas 100 mg.mL? 2223 2224 333A 7784 12224 233308 45 56C
200 mg.mL? 3,334 444" 444 889" 1111%° 26,67°B 43,33

400 mg.mLt  1,11%4 1,118A 2228A 333A 55EA g ggaA 7 788

50 mg.mL? 3,33 4,444 55624 5564 12,224 32228 §3,33dC
Cascas 100 mg.mL?l 4,44~ 444 4444 6,67 889" 13,334 322208
200 mg.mL? 11184 11184 171184 11184 3334 1333 30,00°®

400 mg.mL? 55634 556 556¢ 556 5564 11,1184 21,11%

Agua 2,228~ 3,33*A 3334 667" 6,67 7,784 1333
Controles Tween 0,004 1,11 111% 111 556* 16,6728 33,33

Cipermetrina  63,33"* 84,44 9333 9889 100"  100°®®  100°®

CV (%) 37,89

Letras minUsculas comparam os valores nas colunas. Letras maiGsculas comparam os valores nas linhas. Letras
diferentes indicam diferenga estatisticamente significativa. As letras em ordem alfabética classificam os valores
em ordem crescente. Foi considerado p<0,05 pelo teste de analise de varidncia seguido por Scott-Knott.
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Figura 6. Porcentagem da mortalidade de Lu. longipalpis pelo extrato etandlico de folhas de C. brasiliense em
relacdo ao tempo de exposi¢éo.
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Figura 7. Porcentagem da mortalidade de Lu. longipalpis pelo extrato etanolico da casca de C. brasiliense em
relacdo ao tempo de exposicéo.
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Apesar de ndo atingirem taxas semelhantes ao controle positivo, 0s extratos

ciclohexanicos de folha nas concentrages de 100 e 200 mg.mL™ e o da casca a 50 mg.mL*

foram expressivos, obtendo uma mortalidade de aproximadamente 80% dos animais em 72 h

de experimento (Tabela 3). Durante as observacdes de 24 a 72 h, nota-se que 0s extratos das

folhas a 100 e 200 mg.mL? se destacaram dos demais e apresentaram mortalidades

semelhantes. Das cascas, 0 extrato na concentracio de 50 mg.mL™ foi o mais toxico aos

flebotomineos (Figuras 8 e 9).

Tabela 3: Porcentagem da mortalidade de Lu. longipalpis em contato com diferentes
concentragOes de extratos ciclohexanicos de folhas e cascas de C. brasiliense em relagéo ao

tempo de exposicao.

Mortalidade %

Tratamento 1h 2h 4h 16h 24h 48h 72h
50mgmL*  4,44% 556" 556 6,67 7,78 30,00 63,33

Folhas 100 mgmL* 4444  444°A  444%A 1444% 1889"8 47,78°C 80,00%°
200mg.mL™ 55624 667 6,67 7,78 20,00" 48,89 81,11

400 mgmL™ 556 556A 556 12,20 17,78 47,78°® 70,00
50mgmL™ 22284 2224 3334 14,44% 2444%® 4111 74,44

Cascas 100 mgmL* 111%4 111% 111% 4,44 667 1556 50,00
200mgmL™  444A 4444 444 778" 12224 33,338 60,00

400 mg.mL™ 3,33 3334 444 10,00# 11,11%A 33,33 57,78°C

Agua 2227 2220 2228 222 222" 333 333

Controles ~ Tween  111* 1,11% 1,11% 333" 333 889" 26,67
Cipermetrina 65,56"* 65,56™ 87,78"® 98,89"° 100®® 100"  100°®

CV (%) 3503

Letras minUsculas comparam os valores nas colunas. Letras mailsculas comparam os valores nas linhas. Letras
diferentes indicam diferenga estatisticamente significativa. As letras em ordem alfabética classificam os valores
em ordem crescente. Foi considerado p<0,05 pelo teste de analise de variancia seguido por Scott-Knott.
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Figura 8. Porcentagem da mortalidade de Lu. longipalpis pelo extrato ciclohexanico de folhas de C. brasiliense
em relacdo ao tempo de exposicéo.
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Figura 9. Porcentagem da mortalidade de Lu. longipalpis pelo extrato ciclohexanico da casca de C. brasiliense em
relacdo ao tempo de exposicéo.
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5.2 ldentificacéo das classes de metabolitos secundérios dos extratos

Os testes para a investigacdo da composicao dos metabolitos secundérios dos extratos
de folhas e cascas de C. brasiliense foram baseados em colorimetria, precipitacdo e formacéo
de espuma. Com base nos resultados das reagdes, foi possivel detectar, em folhas e cascas, a
presenca de todos os grupos avaliados, com excecdo de cumarinas (Tabela 4).

No teste com o reagente de Liebermann-Burchard, a visualizacdo de coloracdo verde
indicou a presenca de triterpenos e de esteroides livres nos trés extratos de folhas e no extrato
hidroetanolico da casca.

A presenca de taninos hidrolisaveis foi identificada nos extratos pela manifestacdo de
cor azul ap6s a reacdo com solucéo de cloreto férrico, visualizada nos extratos hidroetandlicos
das folhas, no etandlico de folhas e casca e no ciclohexanico da casca. Os taninos condensados
foram identificados pelo aparecimento de cor verde na amostra, sendo detectados no extrato
hidroetandlico da casca. O extrato ciclohexanico das folhas ndo indicou a presenca de taninos.

Flavonoides nos extratos foram verificados a partir da alcalinizacdo de solucédo aquosa
das amostras com hidréxido de aménia. A cor amarela indicou a presenca de flavonas, flavonois
e xantonas no extrato hidroetanolico e etandlico das folhas. O aumento do pH na solugéo aquosa
do extrato hidroetandlico da casca indicou a presenca de chalconas e auronas pelo aparecimento
de coloracao vermelho-pdrpura, e no extrato ciclohexanico da casca foi detectada a presenca de
flavanonas pela cor vermelho-laranja resultante da reacéo.

Ao adicionar o reagente Dragendorff em solucdes aquosas dos extratos, houve formacao
de precipitado floculoso em todos eles, com excecdo do extrato hidroetandlico da casca. A
precipitacdo indicou a presenca de alcaloides nos extratos.

A agitacdo de solucdes aquosas dos extratos mostrou que folhas e cascas de pequi
contém saponinas, pois resultou em formacédo de espuma persistente. O (nico extrato que nao

manifestou presenca deste composto foi o ciclohexanico das folhas.
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Tabela 4. Composicdo fitoquimica de extratos de C. brasiliense quanto as classes de
metabolitos secundarios.

Hidroetandlico Etandlico Ciclohexanico
Folhas Cascas Folhas Cascas Cascas
Triterpenos + + + - -
Esteroides +2 +2 +2 - -
Taninos +b + +b +b +b
Flavonoides +d +* +9 - +f
Alcaloides -
Saponinas +
Cumarinas - - - - -

(+) presente; (-) ausente; (a) esteroides livres (b) taninos hidroliséveis; (c) taninos condensados; (d) flavonas,
flavondis e xantonas; (e) chalconas e auronas; (f) flavanonas.



39

6. DISCUSSAO

A OMS recomenda pesquisas em produtos alternativos para o controle de doengas
vetoriais tropicais, como 0s produtos obtidos de fontes naturais. Preparag0es caseiras de plantas
podem representar uma alternativa culturalmente aceitavel pela populagéo local, sendo um
recurso de baixo custo e menor impacto sobre os ecossistemas (ARIAS et al., 1992).

Os resultados obtidos neste trabalho indicam atividade toxica de folhas e cascas de C.
brasiliense sobre Lu. longipalpis. Apesar dos extratos terem causado mortalidade significativa
dos flebotomineos quando comparados ao controle negativo, apenas os extratos hidroetandlicos
da casca do pequi obtiveram resultados estatisticamente significativos quando comparados a
mortalidade causada pelo inseticida comercial. A metodologia escolhida para os bioensaios
pode ter influenciado na mortalidade dos insetos, visto que 0s potes utilizados ndo permitiram
um contato tdo direto entre os flebotomineos e os extratos. E provéavel que, se realizassemos
estes ensaios com os testes de parede preconizados pela OMS (WHO, 2006), os resultados
pudessem ser ainda mais satisfatorios.

Foi observado um declinio na mortalidade de flebotomineos em relacdo as maiores
concentragOes dos extratos etandlicos. Isto pode ter sido causado por uma possivel agregacao
de substancias nas frac6es dos extratos, que pode levar a diminui¢do da biodisponibilidade dos
principios ativos responsaveis pela morte dos insetos (BRUICE, 2006).

Com relagdo ao tempo de observacéo, foi possivel perceber que durante as primeiras
quatro horas de experimento a mortalidade dos insetos néo teve variagdo significativa, com
excecdo dos grupos tratados com a cipermetrina. Somente a partir de 16 h de contato com os
extratos foi possivel observar o aumento significativo da mortalidade dos insetos, o que justifica
a utilizacdo de uma metodologia que estabelece a observacéo a partir de 24 h de experimento
por outros autores (LUITGARDS-MOURA et al., 2002; MACIEL et al., 2009, 2010b, 2010c).

Em todos os ensaios, foi possivel perceber que a cipermetrina tem um rapido e
acentuado pico de acdo sobre a mortalidade dos flebotomineos, e foi possivel notar que em 24h
0 inseticida comercialmente utilizado foi capaz de matar todos os insetos expostos a ele.
Embora exista registro da diminuicdo da suscetibilidade de Lu. longipalpis aos inseticidas
comercialmente utilizados (ALEXANDER et al., 2009), nossos ensaios mostraram que 0S
flebotomineos coletados em Aroeira sdo suscetiveis a a-cipermetrina. Em experimentos sobre
a avaliacdo da vulnerabilidade da espécie aos inseticidas utilizados por programas de controle
vetorial, ficou evidenciado que a sensibilidade pode variar dependendo da populacdo de
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flebotomineos utilizada no teste (ALEXANDER et al., 2009). No presente estudo, também foi
observado que o Tween néo interferiu na mortalidade gerada pelos extratos, corroborando com
os resultados encontrados por Maciel et al. (2009, 2010b, 2010c).

A utilizacdo de insetos selvagens para o experimento contribui para uma taxa variavel
de mortalidade natural, que pode ser atribuida a idade do flebotomineos ou a outras condi¢Bes
bioldgicas dos mesmos, como alimentacdo e fatores genéticos. Porém, a vantagem de adotar
esta metodologia € justificada pelo fato de utilizar populagdes que serdo expostas aos inseticidas
na aplicacéo do controle quimico do vetor, aproximando o ensaio de laboratério as respostas de
campo (SANTOS et al., 2007). A utilizacdo de animais mantidos em col6nia ndo considera a
possibilidade de observar os resultados em animais expostos as diferentes condigdes
ambientais, bioldgicas e climaticas as quais se encontram 0s que serdo expostos ao controle
quimico, que €é o caso das populagdes selvagens.

A investigacdo fitoquimica dos extratos permite identificar uma possivel explicacao
para sua atividade tdxica contra os organismos testados, por indicar os principios ativos
presentes no metabolismo secundario da espécie. O conhecimento a respeito da constitui¢éo
guimica de uma planta possibilita a utilizacdo de componentes de origem natural na formulagédo
de farmacos, cosméticos ou com finalidade de ag&o toxica sobre um agente (SIMOES et al.,
2007). A composicao fitoquimica do pequi foi investigada por outros autores e apresentaram
resultados semelhantes aos encontrados neste trabalho. Com relacdo as classes de compostos
avaliados, foi comum a presenca de taninos condensados e hidrolisaveis, flavonoides e
terpenoides (BEZERRA et al., 2002; LOPES et al., 2011).

Algumas diferencas qualitativas ou quantitativas do perfil fitoquimico de uma espécie
pode ser explicada pela distribuicdo geogréafica ou pela variacdo sazonal dos compostos. Sabe-
se que a producdo de um composto pela planta depende dos fatores quimicos, fisicos e
biolégicos do meio, podendo variar de acordo com a composi¢do quimica do solo, clima,
altitude e com os organismos com 0s quais ela interage em um determinado ecossistema
(GOBBO-NETO; LOPES, 2007).

As epidemias de dengue no Brasil fazem com que o vetor da doenca seja alvo de varias
pesquisas que buscam solugdes para controlar a transmisséo do virus. Em reviséo levantada por
Garcez et al. (2013), foram reunidas varias substancias com atividade larvicida em Aedes
aegypti, e foi possivel notar varios compostos comuns ao encontrados nos extratos do pequi.
Destes, cita-se algumas estruturas das classes dos terpenos, saponinas, flavonoides, alcaloides.

Extratos de partes aéreas de C. brasiliense preparados com éter de petréleo foram

testados quanto a atividade inseticida sobre Lu. longipalpis e ndo se mostraram toxicos (ARIAS
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et al., 1992). A metodologia utilizada pelos autores determinou a observacdo da mortalidade
com 6 h de exposicao ao extrato, e os resultados obtidos no presente trabalho também indicam
que os principios ativos do pequi, dependendo do tipo de extrato e da concentracdo, ndo sao
capazes de causar mortalidade significativa antes de 24, 48 ou 72 h de exposicao.

Atividades antioxidante, leishmanicida e bactericida de extratos hidroetanolicos de
folhas de pequizeiro foram identificadas por Paula-Junior et al. (2006). O extrato foi capaz de
inibir fortemente a proliferacdo de promastigotas da espécie Le. amazonensis, protozoario
responsavel por causar leishmaniose tegumentar, e também de bactérias patogénicas como
Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus. A
atividade anti-parasitaria de C. brasiliense tambem foi observada no extrato etandlico de cascas,
em que camundongos infectados por Trypanosoma cruzi foram tratados com os extratos e
obtiveram diminuicdo significativa da parasitemia (HERZOG-SOARES et al., 2002).

Em teste para avaliacdo da atividade moluscicida de extrato hidroalcodlico de C.
brasiliense sobre Biomphalaria glabrata, a planta se mostrou toxica ao molusco. Utilizando
metodologia semelhante para a identificacdo dos constituintes quimicos do extrato, foram
encontrados metabdlitos como taninos, flavonoides, esteroides e saponinas, assim como foi
verificado neste trabalho. Os autores atribuiram a atividade moluscicida do pequi as saponinas
presentes no extrato (LOPES et al., 2011). Essa atividade biol6gica também foi confirmada por
Bezerra et al. (2002), que utilizaram o extrato etanélico de folhas e cascas da mesma espécie.

Na busca por inseticidas botanicos eficientes contra o vetor da LV, Luitgards-Moura et
al. (2002) concluiram que extratos de duas espécies vegetais, Antonia ovata e Derris
amazonica, possuem atividade inseticida sobre Lu. longipalpis. Os autores observaram que a
mortalidade dos flebotomineos ndo aumentou com o aumento da concentracdo dos extratos,
assim como foi encontrado neste estudo.

De forma semelhante, Maciel et al. (2009, 2010b, 2010c) observaram o efeito letal de
6leos essenciais extraidos de diversas plantas sobre flebotomineos da espécie Lu. longipalpis.
Oleos Lippia sidoides e de Coriandrum sativum mostraram-se toxicos a ovos, larvas e adultos
do inseto. Testes utilizando 6leos essenciais de Eucalyptus também mostraram que trés espécies
do género tém efeitos toxicos sobre o desenvolvimento dos flebotomineos, sobretudo
Eucalyptus staigeriana, que indicou ser altamente eficiente contra todas as fases de Lu.
longipalpis. Outra planta avaliada pelos mesmos autores foi a Azadirachta indica,

popularmente conhecida como “nim” e comprovadamente definida por apresentar principios
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ativos toxicos a insetos. Os resultados indicaram que o 6leo das sementes prejudica o
desenvolvimento dos ovos e larvas e tem efeito letal também sobre os adultos.

O dleo essencial de L. sidoides é rico em terpenos e também se mostrou toxico a outros
insetos, sugerindo que a presenca de terpenoides nos extratos de C. brasiliense possa ter
contribuido para a letalidade de flebotomineos no presente estudo. A atividade bioldgica de
terpenos provenientes de organismos vegetais é extensa e bastante estudada. As piretrinas,
compostos que originam os inseticidas da classe dos piretroides, tem comprovada atividade
neurotoxica sobre diversos insetos e fazem parte do grupo dos terpenoides (THOLL, 2006;
GERSHENZON; DUDAREVA, 2007). A acéo inseticida de terpenos foi comprovada em
insetos-praga, como 0s besouros Eptinotarsa decemlineata (SZCZEPANIK et al, 2005),
Tribolium castaneum, Sitophilus oryzae e Oryzaephilus surinamensis, € em insetos com
importancia na satde publica, como Musca domestica e Blatella germanica (LEE et al., 2003).
Compostos da classe dos terpenos também mostraram deterréncia de alimentac&o nos insetos
das espécies Spodoptera littoralis, Leptinotarsa decemlineata, Myzus persicae, e Ropalosiphon
padi (JUSTICIA et al., 2005). Também foi observada sua interferéncia no desenvolvimento e
na mortalidade de Rhodinus prolixus, vetor da doenca de Chagas (FIGUEIREDO et al., 2017)
e de Aedes aegypti, vetor do virus da dengue (LIMA et al., 2013). Viegas-Junior (2003) listou
varios compostos da classe dos terpenos que apresentam comprovada atividade inseticida.
Sendo assim, parte da agéo letal de folhas pequi pode ser explicada pela presenca de terpenos,
uma vez que os extratos indicaram resultado positivo para este grupo.

Existem duas principais classes de taninos produzidos pelas plantas, os condensados e
os hidrolisaveis, conhecidos por apresentar diferentes atividades bioldgicas, como antioxidante,
antisséptica, antimicrobiana e antifingica (SCALBERT, 1991; MONTEIRO et al., 2005;
BARBEHEN; CONSTABEL, 2011). Alguns taninos provenientes de plantas apresentam
atividade toxica contra insetos herbivoros, porém a toxicidade pode depender da espécie da qual
eles se originam (AYRES et al., 1997). A acdo toxica desta classe de compostos foi registrada
em varios insetos, dentre eles o vetor Aedes aegypti (SILVA et al., 2004) e algumas espécies
de coleopteros e lepidopteros (AYRES et al., 1997).

Saponinas extraidas de plantas revelaram diversas atividades bioldgicas, como
antifingica, antiviral, antibidtica, antiparasitaria e moluscicida, além de também apresentarem
efeitos toxicos sobre insetos (SPARG et al., 2004; GEYTER et al., 2007; SINGH e KAUR,
2018). Observou-se que as saponinas podem causar deterréncia alimentar e de oviposicao,
repeléncia e mortalidade de insetos vetores de doencas, como larvas dos mosquitos Aedes
aegypti e Culex pipiens (PELAH et al., 2002; SANTIAGO et al., 2005) e de pragas de graos
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armazenados como 0s coledpteros Acanthoscelides obtectus e Tribolium castaneum
(PEMONGE et al., 1997).

Similarmente, estudos mostraram que alguns compostos das classes dos alcaloides e dos
flavonoides extraidos de plantas sdo promissores na busca por uma substancia natural com
atividade inseticida. Flavonoides mostraram atividade ovicida e deterrente de oviposi¢ao sobre
0 besouro Callosobruchus chinensis, coledptero que afeta grdos estocados em paises tropicais
(UPASANI et al., 2003), bem como efeito letal sobre larvas da lagarta do cartucho, Spodoptera
frugiperda (ROMANELLI et al., 2010). Além disso, compostos derivados de flavonoides
também foram eficientes contra o agente etiolégico da doenca de Chagas, 0 protozoario
Trypanosoma cruzi, demonstrando ter atividade sobre diferentes organismos bioldgicos
(RIBEIRO et al.,, 1997). Ma et al., 2014 constataram atividade toxica de alcaloides
sesquiterpénicos sobre os lepiddpteros de importancia agricola Mythimna separata e Plutella
xylostella, e sobre os dipteros Culex pipiens e Musca domestica.

Estas observagdes permitem a conclusdo de que a mortalidade dos flebotomineos
expostos aos extratos de C. brasiliense ocorreu pela acdo dos compostos organicos extraidos de
suas folhas e cascas. De forma genérica, foram identificados metabdlitos secundarios que ja
possuem comprovados efeitos toxicos sobre outros grupos de insetos, mas isto abre margem
para uma analise mais detalhada da composicéo fitoquimica do pequi, como uma caracterizacdo
por técnicas cromatograficas, que indiquem o principio ativo responsavel pela atividade

inseticida com mais exatidao.
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7. CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos, foi possivel concluir que:

e Osextratos de folhas e cascas de Caryocar brasiliense apresentaram atividade inseticida
sobre populacdes selvagens de flebotomineos da espécie Lutzomyia longipalpis;

e O extrato hidroetandlico de cascas de C. brasiliense foi o mais eficiente e alcangou
93,3% de mortalidade com 72h de experimento;

e A populagdo selvagem de Lu. longipalpis de Aroeira/MG foi sensivel a cipermetrina;

e Foi identificada a presenca de triterpenos, esteroides, taninos, flavonoides, alcaloides e

saponinas nos extratos de folhas e cascas de C. brasiliense.

8. CONSIDERACOES FINAIS

O teste preliminar da avaliacdo do potencial inseticida de C. brasiliense sobre Lu.
longipalpis indicou que a planta possui compostos que podem ser letais aos flebotomineos.
Estes resultados contribuem com a busca de substancias de origem natural com fins de
formulacdo de um inseticida botanico, pois indicam que folhas e cascas de pequizeiro contém
principios ativos com atividade inseticida.

A maior taxa de mortalidade causada pelos extratos do pequi foi atribuida aos extratos
hidroetandlicos, indicando que os metabdlitos produzidos pelas folhas e cascas de C.
brasiliense extraidos de uma solugdo de alcool e dgua podem ser estudados de forma mais
minuciosa quanto ao seu potencial inseticida. A extracdo hidroetandlica oferece grande
vantagem por ser de facil obtencdo e elaboracgéo, tornando possivel a preparacao caseira de um
inseticida natural que pode ser usado para contribuir de forma alternativa com os programas de
controle vetorial da leishmaniose visceral.

Sendo assim, resultados encontrados neste trabalho revelam que o pequi é uma planta
promissora como fonte de principios ativos e pode ser investigada de forma mais profunda e

sistematica na busca por compostos naturais com atividade inseticida.
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