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INTRODUCAO

A dengue ¢ considerada atualmente a arbovirose mais importante no mundo, com
uma estimativa de 50 milhdes de infec¢des por ano. Varios fatores sdo responsaveis pelo
ressurgimento dessa doenga nos diversos paises: crescimento sem precedentes da populacao
humana, urbaniza¢do nao controlada, abastecimento de 4gua e tratamento de residuos
inadequados, aumento da densidade e distribuicdo dos mosquitos vetores e também da
disseminagcdo dos virus da dengue, auséncia de um controle efetivo do mosquito,
deterioracdo da infra-estrutura de saude publica (Torres, 2005). Por outro lado, existem
cerca de 16-18 milhdes de pessoas infectadas com o Trypanosoma cruzi na América Latina,
além de 120 milhdes de pessoas em risco de contaminagdo, principalmente nas areas rurais
pobres (WHO, 2002).

Como nado existem vacinas validadas para o uso contra essas enfermidades, nem
medicamentos para a fase cronica, no caso da doenca de Chagas, o principal método de
controle ainda ¢ a prevencao. Esta ¢ feita principalmente por meio do controle vetorial, com
aplicacoes de inseticidas e eliminagdo de ambientes propicios para o desenvolvimento dos
insetos, seja eliminando criadouros de mosquitos ou melhorando as condigdes habitacionais
das populagdes rurais, diminuindo, assim, os abrigos para triatomineos (WHO, 2002; Deen,
2004; Ligon, 2005).

Todavia, o desenvolvimento de resisténcia aos pesticidas comumente utilizados tem
dificultado esse trabalho. Verificou-se a existéncia de diversas populagdes de triatomineos

ou de Aedes aegypti resistentes a piretroides, organoclorados ou organofosfatos (Zerba,



1999; Vassena et al., 2000; Picollo, 2001; Lima et al., 2003; Macoris et al., 2003; Vassena
& Picollo, 2003; Braga, et al., 2004; Luna et al., 2004), existindo, por isso, a necessidade
do desenvolvimento de novos compostos com essa atividade.

As plantas sdo grandes fontes de moléculas com agdo fagoinibidora, repelente,
inseticida, além de substancias capazes de alterar a regulacdo do crescimento, tendo como
exemplos os piretroides, a rotenona, a nicotina, a quassina e a azadiractina, extraidos das
flores do crisantemo (Chrysanthemum cinerariafolium), das raizes do timbo (Derris spp.),
das folhas do fumo (Nicotiana spp.), do caule da quina (Quassia amara) ¢ do fruto do nim
(Azadiracta indica), respectivamente (Viera & Fernandes, 1999).

Logo, com o objetivo de verificar a ag¢do inseticida de plantas nativas do Cerrado
contra os vetores Rhodnius milesi, Dipetalogaster maxima e Aedes aegypti, foram testados
diversos extratos brutos de folha, caule, raiz, fruto e flor em ninfas de quarto estadio de R.
milesi (ver Schmeda-Hirschmann & Rojas de Arias, 1992), primeiro estadio de D. maxima
(ver Leite et al., 1987) e em larvas do 3° estagio de 4. aegypti (ver Rodrigues, 2004). Como
a principal forma de controle dessas duas doencas ¢ o controle vetorial, busca-se, neste
estudo, uma investigacdo da acgdo inseticida sobre imaturos desses vetores, visto que
impedindo o desenvolvimento dos adultos, impede-se conseqiientemente a reproducao dos
mesmos, diminuindo, assim, a densidade populacional e, portanto, reduzindo a prevaléncia
da doenga.

Observou-se, no primeiro capitulo, que 14 extratos provenientes de quatro espécies
diferentes (Guarea guidonia, G. kunthiana, Simarouba versicolor e Talauma ovata)
aumentaram a taxa de mortalidade (20%-95%) de ninfas do quarto instar de R. milesi de

forma significativa, apds 28 dias de teste. Entretanto, nenhum extrato matou as ninfas do



primeiro instar de D. maxima significativamente, apesar do extrato hexanico do fruto e
etandlico da casca do caule terem inibido significativamente a taxa de ecdise nesta espécie.
Ja no capitulo II, verificou-se a atividade de 68 extratos. Destes, nove extratos
provenientes de seis espécies diferentes (Duguetia furfuracea, Kielmeyera coriacea,
Matayba guianensis, Schinus terebinthifolius, Talauma ovata e Xylopia emarginata)
apresentaram acao inseticida interessante em larvas do terceiro instar de 4. aegypti. Os dois
mais ativos, o extrato hexanico da madeira da raiz de D. furfuracea e o diclorometanico da
folha de K. coriacea mataram mais de 90% das larvas utilizadas, apds 24h da aplicagdo em
uma concentracdo de 500 pg/mL. Adicionalmente, esses mesmos extratos foram testados
em concentracdes menores (250; 125; 62,5; 31,25 e 15,62 pg/mL) para a determinagdo da
CLso, obtendo-se para D. furfuracea uma CLsg igual a 65,24 pg/mL e para K. coriacea uma

CLsg correspondente a 112,79 ug/mL.
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OBJETIVOS

O grupo do laboratorio de Farmacognosia trabalha avaliando a atividade de extratos
e substancias provenientes de plantas do Cerrado sobre imaturos de Aedes aegypti,
Rhodnius milesi e Dipetalogaster maxima, além de parasitos como Trypanosoma cruzi,
Leishmania (Leishmania) amazonensis e Plasmodium falciparum. Também estuda os
efeitos sobre células cancerosas, bem como em bactérias e fungos. A analise das atividades
desses extratos brutos, suas fracdes e substancias isoladas tém por finalidade a busca por
novas moléculas medicamentosas. O "Banco de Extratos de Plantas do Bioma Cerrado"
pode ser disponibilizado, apds acordos de cooperagdo, aos diferentes grupos de pesquisa
para testes em modelos biologicos variados.

Seguindo a linha de pesquisa relacionada a atividade inseticida, objetivou-se no
capitulo I verificar a atividade de diversos extratos do "Banco de Extratos de Plantas do
Bioma Cerrado" sobre ninfas do quarto instar de Rhodnius milesi ou do primeiro instar de
Dipetalogaster maxima, avaliando sua mortalidade durante 28 dias.

No capitulo II avaliou-se também a acdo inseticida de extratos provenientes do
“Banco de Extratos”, porém agora sobre larvas do terceiro instar de Aedes aegypti

(Linnaeus, 1762), determinando a CLso dos extratos mais ativos.
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Capitulo I

Avaliacao da atividade inseticida de extratos de plantas do Cerrado
em ninfas de Rhodnius milesi Carcavallo et al., 2001 e Dipetalogaster

maxima (Uhler, 1894) (Hemiptera: Reduviidae) em laboratorio

12



RESUMO

A transmissao da doenca de Chagas para o homem ocorre, principalmente, por meio
de fezes de hemipteros hematofagos (Triatominae), os quais ingerem o Trypanosoma cruzi
ao se alimentarem do sangue de pessoas ou animais infectados. Para o controle dos
triatomineos, os piretroéides sdo os principais inseticidas utilizados. Entretanto, algumas
populacdes de insetos demonstraram resisténcia a determinados piretroides, indicando a
necessidade do desenvolvimento de novos inseticidas eficazes no controle desses vetores.
Assim, foi avaliada a atividade inseticida de extratos vegetais em ninfas do quarto estadio
de Rhodnius milesi Carcavallo, Rocha, Galvao & Jurberg, 2001 (Hemiptera: Reduviidae)
ou em ninfas do primeiro estadio de Dipetalogaster maxima (Uhler, 1894), em condicdes
de laboratorio. Para o teste topico, foram aplicados 50 pg de cada extrato nos tergitos
abdominais de dez ninfas, em duplicata. Como controles, foram utilizados insetos tratados
com etanol, acetona ou sem nenhum tipo de tratamento. Os triatomineos foram observados
durante 28 dias. Extratos hexanicos e etandlicos de Simarouba versicolor, Guarea
kunthiana, Guarea guidonia e Talauma ovata causaram uma taxa de mortalidade entre 20%
e 95% em R. milesi em comparagdo com os controles, onde ndo houve mortalidade dos
insetos. Nenhum extrato foi ativo em D. maxima. Sugere-se que o extrato etanolico da
casca da raiz de S. versicolor e o extrato hexanico da raiz de G. guidonia, os quais foram
responsaveis pela mortalidade de 95% e 75%, respectivamente, devem ser quimicamente
investigados e monitorados pelos ensaios biologicos a fim de determinar seus componentes
inseticidas a serem utilizados como modelos moleculares ou como compostos biorracionais
nos programas de controle de insetos.

Palavras-chave: Triatominae, extrato vegetal, controle de insetos, Simarouba versicolor,

Guarea guidonia.
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INTRODUCAO

A doenga de Chagas, também conhecida como tripanossomiase americana, ¢
causada pelo protozoario flagelado Trypanosoma cruzi Chagas, 1909, pertencente ao filo
Kinetoplastidae (Zacks et al., 2005).

A doenga normalmente evolui em duas fases distintas: uma aguda, inicial e de
pequena duragdo, e outra crdnica, tardia e de longa duracdo. A fase aguda ¢ geralmente
acompanhada de febre, com duracdo média de quatro a oito semanas. Mesmo podendo
apresentar alteragdes importantes no coragdo, figado, baco e sistema nervoso, essa fase
pode passar praticamente despercebida, sendo mais grave em criancas de baixa idade e em
pessoas imunodeprimidas (Ministério da Satde, 1994). A mortalidade de pessoas na fase
aguda ¢ de aproximadamente 10% devido, principalmente, a miocardites ou
meningoencefalites (Coura, 2003; Aufderheide et al., 2004).

Ja na infec¢do cronica, quando o parasito esta presente, mas em condi¢gdes minimas
de agravo, a pessoa se encontra em um periodo assintomatico, podendo permanecer assim
durante muitos anos. Entretanto, 20 a 30% dos chagésicos irdo desenvolver alteracdes
cardiacas e 10 a 15%, alteracdes do esdfago e/ou do intestino grosso, podendo haver,
inclusive, individuos que desenvolvam a forma mista, cardio-digestiva (Ministério da
Saude, 1994). Embora Nifurtimox® e Benzonidazol® produzam uma resposta variavel no
estagio agudo, nenhuma terapia efetiva para o controle da fase cronica esta disponivel.
(Aufderheide et al., 2004).

A transmissdo para o hospedeiro humano ocorre por meio das fezes de insetos

hematofagos infectados, da subfamilia Triatominae, os quais ingerem o 7. cruzi ao se
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alimentarem de pessoas ou animais infectados. Sdo conhecidos popularmente de varias
formas, incluindo “barbeiros”, “vinchucas”, “pitos”, “chinches”, variando de uma regiao
para outra (Rozendaal, 1997). Além da transmissdo por insetos vetores existem também
outros tipos de transmissdo: transplacentaria (congénita), oral, por transfusdo sangiiinea ou
transplante de 6rgaos (Miles et al., 2003) e, raramente, por leite materno ou por ato sexual
(Rey, 1991).

Apesar dos triatomineos serem os principais transmissores da doenca de Chagas,
outros artropodes podem atuar em certas circunstancias como vetores atipicos dessa
doenga. Os percevejos de cama Cimex lectularius Linnaeus, 1758 e Cimex hemipterus
(Fabricius,1803) (Hemiptera, Cimicidae) possivelmente ndo suportam o ciclo completo do
parasito. Porém, depois de alimentagiao experimental em animais infectados, as fezes desses
insetos contaminadas com tripomastigotas metaciclicos transmitiram o 7. cruzi para ratos
em laboratorio. Além disso, ja foi registrado caso de transmissao de 7. cruzi para cachorros
por meio de carrapatos Rhipicephalus sanguineus Latreille, 1806 (Acari, Ixodidae)
naturalmente infectados (Brener, 1973).

Ainda, segundo Jorg (1992) todos os exemplares (n=125) do percevejo de cama C.
lectularius expostos ao rato silvestre Akodon azarae azarae (Fischer, 1829) (Rodentia,
Muridae) contaminado com 7. cruzi se tornaram infectados apds alimentagao.
Posteriormente, foi verificada a infeccdo experimental de 96,6% de camundongos brancos
mediante a picada de C. lectularius infectado.

T. cruzi ¢ amplamente difundido nas Américas, ocorrendo desde o sul dos Estados
Unidos até a Argentina, aproximadamente entre 42°N e 46°S (Schofield, 2000). Existem

aproximadamente 16-18 milhdes de pessoas infectadas, desde do México até a Argentina
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(Figura 1), sendo que aproximadamente 120 milhdes de pessoas estdo em risco de
contaminacao (WHO, 2002). As migragdes populacionais de paises endémicos para paises
desenvolvidos tém expandido as tradicionais fronteiras geograficas da doenga, sendo
especialmente relevantes para a transmissao por meio de transfusdo sangiiinea (WHO,

2002).

i Areas de ocorréncia da doenca de Chagas

Figura 1. Mapa da distribuicao geografica da doenga de Chagas.

De acordo com o Banco Mundial, o peso relativo da tripanossomiase americana,
quando comparada a outras doencas endémicas transmissiveis da América Latina e Caribe,
e medido pelos “Anos de Vida Ajustados a Incapacidade” (AVAI), corresponde a mais que

o dobro da soma de malaria, esquistossomose, leishmaniose e hanseniase (Silveira, 1999).
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Trypanosoma cruzi
De acordo com Aufderheide et al. (2004) o 7. cruzi parasita o homem ha pelo

menos 9000 anos. Os autores analisaram tecidos de mumias humanas do Chile e do Peru
datados de 9 mil a 450 anos atrds. Durante esse periodo, onze grupos culturais foram
identificados até, aproximadamente, a data da invasdo espanhola. A pesquisa revelou uma
taxa de prevaléncia para a doenca de Chagas em toda a populacao da regido de 40,6%, sem
diferencas significativas entre as diversas culturas. O grupo mais antigo foi o Chinchorro
(7050 aC — 3000 aC) com uma prevaléncia de 39%. De acordo com os autores, esses
resultados sugerem a presenga de uma doenga infecciosa muito comum, com um grande e
acessivel reservatorio de hospedeiros, e com poucas alteracdes nos mecanismos de
transmissao, resultando em um padrdo estatico da doenca durante um periodo de 9 mil
anos.

O ciclo de vida do parasito (Figura 2) ¢ complexo, envolvendo varios estagios
distintos de desenvolvimento nos hospedeiros vertebrados e invertebrados. No sangue
periférico dos hospedeiros mamiferos, a forma tripomastigota do 7. cruzi ocorre em duas
formas bésicas, uma fina e outra mais larga. Assim, o parasito ¢ transferido até o intestino
médio do inseto, onde as formas tripomastigotas se diferenciam em formas amastigotas. Os
amastigotas ainda no intestino médio do triatomineo transformam-se em epimastigotas, os

quais sao replicativos (Rey, 1991).
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Figura 2. Ciclo de vida do Trypanosoma cruzi. (Fonte WHO/TDR

http://www.who.int/tdr/diseases/chagas/lifecycle.htm).

Epimastigotas alongados, antes de se diferenciarem na forma tripomastigota
metaciclica, se ligam via interacdo hidrofobica, por meio de uma area especializada do
flagelo, a camada superficial da cuticula (constituida principalmente de lipideos) do
intestino posterior, principalmente no reto, dos triatomineos (Kollien et al., 1998; Schmidt
et al., 1998).

A diferenciagdo em tripomastigota metaciclico ¢ denominada metaciclogénese e
pode ser disparada pela intera¢do entre o flagelo e a camada superficial da cuticula, sendo
um processo mediado por cAMP. Apds sua formagdo, as formas metaciclicas se
desprendem da cuticula e sdo excretadas. Estas formas infectivas podem alcancar a corrente
sangiliinea por meio de membranas mucosas ou de descontinuidades na pele do hospedeiro

mamifero (Rey, 1991; Kollien ef al., 1998; Schmidt et al., 1998).
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Apo6s entrarem no hospedeiro vertebrado, os tripomastigotas metaciclicos podem
invadir uma variedade de células e, assim, iniciar seu ciclo intracelular, que dura em torno
de quatro a cinco dias. Ao alcancar o citoplasma da célula hospedeira, o parasito se
diferencia na forma amastigota, o estagio intracelular replicativo. Neste estagio, ocorre
replicacdo por divisdo binaria, formando um pseudocisto. Em alta densidade, os
amastigotas se diferenciam em tripomastigotas. Uma vez formados, os tripomastigotas
rompem as c¢lulas dentro do sangue ou linfa, podendo invadir novas células. Os
tripomastigotas que ndo penetram em uma nova célula passam por uma mudanga
morfoldgica, transformando-se na forma amastigota. Os amastigotas também podem
propagar a infecgdo, visto que sdo capazes de infectar outras células, particularmente
fagocitarias. Por ultimo, as formas tripomastigotas e amastigotas presentes na corrente
sangiiinea completam o ciclo de vida do 7. cruzi, quando sdo ingeridas por um triatomineo
(Burleigh & Andrews, 1995; Rey, 1991).

A probabilidade média de produg¢do de uma nova infec¢ao por 7. cruzi por meio do
contato com um triatomineo infectado ¢ estimada de 1 em 1000 (Diotaiuti ez al., 2000a).
Aspectos biologicos dos triatomineos

A ordem Hemiptera, amplamente distribuida nas regides temperadas e tropicais, ¢
rica em espécies, com mais de 82 mil descritas. Nao existe ainda um consenso sobre a
classificagdo da familia Reduviidae, porém ja foram propostas 32 subfamilias, com 912
géneros e pelo menos 6.230 espécies. Exceto pela subfamilia Triatominae, constituida por

hemat6fagos obrigatorios, a maioria dos reduviideos sdo predadores de insetos e outros
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invertebrados, embora alguns sejam hematdfagos facultativos ou oportunistas (Schofield,
1996).

Recentemente, a subfamilia Triatominae foi dividida em seis tribos: Alberproseniini
Martinez & Carcavallo, 1977; Bolboderini Usinger, 1944; Cavernicolini Usinger, 1944;
Rhodniini Pinto, 1926; Triatomini Jeannel, 1919, e Linshcosteusini Carcavallo, Jurberg,
Lent, Noireau & Galvao, 2000. Existem mais de 130 espécies distribuidas em 17 géneros,
sendo que apenas o género indiano Linshcosteus Distant, 1904 ndo ¢ encontrado nas
Américas (Carcavallo et al., 2000). Apenas Triatoma rubrofasciata ¢ cosmopolita, vivendo
em cidades tropicais litoraneas de diversos paises das Américas, da Africa, da Asia e da
Oceania (Diotaiuti et al., 2000a; Schofield, 2000).

As caracteristicas gerais dos triatomineos sdo: cabega alongada e mais ou menos
fusiforme; pescogo nitido unindo a cabega ao torax e proboscida reta e trissegmentada, com
a extremidade distal repousando no sulco estridulatorio (exceto nos géneros Linshcosteus e
Cavernicola Barber, 1937). Sao insetos de habitos noturnos, escondendo-se durante o dia
em abrigos e atacando durante a noite, quando o hospedeiro dorme (Diotaiuti et al., 2000a).
Entretanto, quando famintos ou em locais sombrios, também picam durante o dia. A picada
pode demorar 20 minutos ou mais, provocando, em algumas pessoas, uma intensa reagao
alérgica (Rey, 1991).

Sao insetos que possuem metamorfose incompleta, ou seja, o imaturo eclode em
uma forma que se assemelha ao adulto exceto, principalmente, pelo pequeno tamanho e
pela auséncia das asas e de maturidade sexual. Da eclosdo do ovo a fase adulta, passam por
cinco estadios ninfais, com auséncia total das asas posteriores ¢ dos ocelos nos imaturos

(Girdn et al., 1998).
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Tanto as fémeas quanto os machos sdo hematofagos obrigatorios em todas as fases
do desenvolvimento, caracteristica relacionada a incapacidade de sintetizar moléculas de
ferroporfirinas, além da dependéncia de hematina como fator de crescimento (Rey, 1991).
Alimentam-se de sangue de aves, mamiferos, répteis, anfibios e até mesmo de hemolinfa de
alguns invertebrados, como larvas de insetos e aranhas migalomorfas (Carcavallo et al.,
1998). A quantidade de sangue ingerida em cada repasto depende de varios fatores como o
proprio estadio, espécie e condi¢des ambientais. Por exemplo, Triatoma infestans (Klug,
1834) pode ingerir, em média, 5,6 mg de sangue no primeiro estadio e 394,1 mg no quinto
estadio (Carcavallo ef al., 1998).

Em Rhodnius Stal, 1859, um unico repasto, em cada um dos cinco estadios, pode ser
suficiente para a inducao da muda, a qual ocorre de dez a vinte dias apds cada alimentagao.
O estimulo necessario para a inducdo ¢, provavelmente, a dilatacio do abdomen devido a
ingestao de sangue (Wigglesworth, 1984).

Os triatomineos possuem uma grande resisténcia ao jejum, podendo permanecer,
dependendo da espécie e do instar ninfal, mais de 200 dias sem alimentagdo. Essa
caracteristica pode ser de grande importancia epidemiologica, dado que a resisténcia a
grandes periodos de privacao alimentar permite que o inseto se refugie em abrigos
profundos, por tempo suficiente para escapar da acao residual dos inseticidas (Galvao et al.,
1996; Cabello, 2001; Moreira & Spata, 2002; Almeida et al., 2003).

Existem trés tipos de dejecdes nos triatomineos: fezes escuras, emitidas logo apds
ou algumas horas depois do repasto; urina cristalina, emitida logo ap6s o repasto e urina
amarelada, eliminada cerca de 24 a 48h apos a alimentagdo. Qualquer um dos tipos de

dejecdo, em um triatomineo infectado, pode conter a forma infectante (tripomastigota
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metaciclico) de 7. cruzi, porém, a urina ¢ a que contém o maior numero delas, pois, parece
ter um papel importante na diferenciagdo da forma epimastigota em tripomastigota
metaciclico (Diotaiuti et al., 2000a).

Ao contrario dos machos, que copulam varias vezes durante sua vida adulta, as
fémeas, em geral, copulam apenas uma unica vez. Iniciam a oviposi¢ao 10 a 20 dias apos a
copula, em parcelas de 1 a 30 ovos por dia, até um total superior a 500 ovos por fémea,
variando com a alimentacdo, a temperatura, a umidade e a espécie (Rey, 1991). Nao
transmitem para os seus ovos o 7. cruzi, eclodindo todas as ninfas livres do parasito. Além
disso, o parasito ndo é patogénico para o barbeiro (Diotaiuti et al., 2000a).

Os triatomineos podem estar adaptados a ambientes silvestres, peridomésticos e
domésticos. Inicialmente, porém, o 7. cruzi parasitava principalmente animais silvestres,
circulando entre pequenos mamiferos e vetores (Dias & Gontijo, 1998). Todavia, algumas
espécies de triatomineos adaptaram-se aos ambientes domésticos apos terem sido
deslocadas de seus ecdtopos primitivos, devido aos processos de colonizagdo humana
(Ministério da Saude, 1994), situacdo ocorrida com 7. infestans € Rhodnius prolixus Stal,
1859, os principais vetores domésticos da doenca de Chagas (Cruz-Lopez et al., 2001).
Nestes processos e atualmente, as casas rurais de péssima qualidade fornecem, para alguns
triatomineos, uma condi¢do ideal de abrigo e oferta alimentar abundante, facilitando, assim,
a transmissao do 7. cruzi para os seres humanos (Vinhaes & Dias, 2000).

Apesar de todas as espécies de triatomineos serem potenciais vetores do 7. cruzi,
alguns pré-requisitos sdo necessarios para que uma espécie torne-se um real e efetivo

transmissor da doenga de Chagas. Estes sdo: alto grau de antropofilia, curto espago de
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tempo entre hematofagia e defecacdo e ampla distribuicdo geografica (Diotaiuti et al.,
2000a).

Além do T. cruzi, os triatomineos podem ser vetores do Trypanosoma rangeli
Tejera, 1920, protozoario nao patogénico para hospedeiros vertebrados, do Trypanosoma
neotomae € do Trypanosoma conorrhini (Donovan, 1909), parasitos de roedores silvestres e
domésticos e, possivelmente, de primatas ndo humanos (Sousa, 1999; Diotaiuti et al.,
2000a; Guhl & Vallejo, 2003).

Estratégias de controle

Na auséncia de vacinas ou de drogas disponiveis para intervengdes em grande
escala, a principal estratégia de controle ¢ a prevencao (Ministério da Saude, 1994). Assim,
duas estratégias preventivas foram expressas pela Assembléia Mundial da Saude
(Resolugdo WHA 51.14): interrupgdo da transmissdo vetorial € uma sistematica avaliacao
do sangue doado em todos os paises endémicos (WHO, 2002). No Brasil, prioriza-se a
borrifagdo das casas infestadas como principal metodologia de controle desses hemipteros
(Diotaiuti et al., 2000b), apesar de existirem métodos alternativos, como a utilizagdo de
materiais impregnados com piretrdides, que possuem efeitos repelentes e inseticidas, sendo
utilizados principalmente para o controle de vetores silvestres (Kroeger et al., 1997,

Kroeger et al., 1999; Wood et al., 1999; Herber & Kroeger, 2003; Kroeger et al., 2003).

Controle de triatomineos
Os inseticidas podem alcancar o alvo de quatro formas bésicas: contato - o produto

¢ absorvido pela cuticula; ingestdo — absor¢do ao ser ingerido; fumiga¢ao - o produto ¢

captado pelas vias respiratorias; sistémico - o inseticida ¢ absorvido pela planta ou animal,
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atingindo o inseto por maio da seiva ou do sangue (Neves, 2000). Os principais inseticidas
utilizados no controle de triatomineos sdo absorvidos através do contato.

Os inseticidas sintéticos foram os primeiros a controlar, de forma eficaz, os vetores
da doenca de Chagas. Descobriu-se que o dicloro-difenil-tricloroetano (DDT) (Figura 3) era
ineficaz em Panstrongylus megistus (Burmeister, 1835) e T. infestans, porém observou-se
que outras duas organoclorinas, dieldrina e gama-hexaclorociclohexano (gama-BHC), eram
eficazes quando aplicadas nas paredes das casas infestadas (Dias & Pellegrino, 1948; Dias

etal.,2002).
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Figura 3. Estrutura quimica dos inseticidas DDT e dieldrina.

Anos depois, testes comparativos demonstraram que os inseticidas sintéticos
piretroides (Figura 4) eram mais eficazes em eliminar triatomineos de casas infestadas que
o gama-BHC, mesmo em doses baixas e se aplicados somente uma vez (Dias et al., 2002).
Exemplos de casos que utilizam os piretroides como principal inseticida no controle de
barbeiros sdao Uruguai e Chile, que foram declarados livres de transmissao vetorial em 1997

e 1999, respectivamente (Miles et al., 2003), e dos estados brasileiros (Goias, Mato Grosso,
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Mato Grosso do Sul, Paraiba, Rio de Janeiro, Sdo Paulo e Minas Gerais) que ficaram livres
de transmissao vetorial em 2000-2001 (Dias et al., 2002).

Apesar dos programas de controle baseados na aplicagdo de inseticidas terem obtido
grande sucesso, sa0 necessarios programas de observagdo das areas endémicas, visto que

existe a possibilidade de uma reinfestacdo das casas, devido a existéncia de triatomineos

silvestres (WHO, 2002).
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Figura 4. Estrutura quimica dos piretroides cipermetrina e deltametrina.

Embora os triatomineos apresentem baixa resisténcia a pesticidas quando
comparados aos mosquitos (Flores ef al., 2001), o desenvolvimento de resisténcia aos
piretréides demonstra a necessidade de pesquisas em busca de novos compostos com
atividades inseticidas, pois determinadas populagdes de R. prolixus da Venezuela e de T.
infestans do Brasil (Zerba, 1999; Vassena et al., 2000; Picollo, 2001; Vassena & Picollo,

2003) e Argentina (Zerba, 1999; Picollo, 2001; Vassena & Picollo, 2003; Audino et al.,
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2004) ja demonstraram resisténcia a deltametrina e outros piretrdides usados no controle de
vetores da doenca de Chagas.

Além disso, a utilizagdo indiscriminada de inseticidas sintéticos tem contaminado o
ambiente e os organismos vivos (Raizada et al., 2001; Abdollahi, ef al., 2004; Nakata et al.,
2005), fazendo-se necessario, portanto, o desenvolvimento de inseticidas com um menor
impacto ambiental. Ademais, mamiferos expostos a piretroides, de forma aguda e
subcronica, apresentaram varios sinais de neurotoxicidade (Soderlund et al, 2002;
Kolaczinski & Curtis, 2004; Shafer et al., 2005).

Diversas plantas apresentam compostos inseticidas capazes de afetar processos
peculiares as pestes-alvo, perturbando o comportamento de alimentagdo, os reguladores de
crescimento e o balanco endocrino (Balandrin et al., 1985), além de serem comumente
conhecidos por causar menores danos ao ambiente. Para os compostos quassinodides (Figura
5), encontrados em plantas da familia Simaroubaceae, alteragdes no comportamento
alimentar e na regulacdo do crescimento foram verificadas em Spodoptera litura (Fabricius,
1775) (Lepidoptera, Noctuidae) (Govindachari et al., 2001), além de atividade inseticida
em Tetranychus urticae (Koch, 1836) (Acari, Tetranychidae), em Myzus persicae (Sulzer,
1776) (Hemiptera, Aphididae) e em Meloidogyne incognita (Kofoid & White, 1919)

(Nematoda, Heteroderidae) (Latif ez al., 2000).
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Figura 5. Estrutura quimica de um quassinoide (Glaucarubinona Z=0 e R=0OH).

Um outro exemplo de inseticida de origem vegetal ¢ o triterpendide azadiractina
(Figura 6), proveniente da Azadirachta indica A. Juss. (Meliaceae), que parece ser seletiva,
nao mutagénica, rapidamente degradavel, com baixa toxicidade para mamiferos, além de
causar uma minima desordem para o ecossistema (Sundaram, 1996; Gupta, 2004). Esta
substancia, em R. prolixus, além de inibir a alimentacdo, também paralisa o
desenvolvimento do inseto, bloqueando a sintese de uma cuticula nova por meio da
interferéncia na sintese e¢/ou liberagdo de ecdisterdides (Gonzalez et al., 1998). Ainda,
Foram encontradas modificagdes ultra-estruturais nas células epiteliais do intestino médio,
capazes de impedir o desenvolvimento de 7. cruzi, em R. prolixus alimentados com

azadiractina A (Nogueira et al., 1997).
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Figura 6. Estrutura quimica da azadiractina.
Atividade inseticida de produtos naturais em triatomineos

Um dos primeiros trabalhos avaliando a atividade inseticida de extratos brutos de
plantas em triatomineos foi realizado por Leite ef al. (1987). Os autores testaram cinco
espécies de vegetais com alguma atividade inseticida conhecida, Ruta graveolens L.
(Rutaceae), Bixa orellana L. (Bixaceae), Nicotiana tabacum L. (Solanaceae), Eucalyptus
argentea Blakely (Myrtaceae) e Eucalyptus citriodora Hook, em ninfas do primeiro estadio
de Dipetalogaster maxima (Uhler, 1894). Apos 15 dias de observacao, R. graveolens ¢ E.
argentum levaram a um aumento significativo na mortalidade de D. maxima.

Rojas de Arias & Schmeda-Hirschmann (1988) analisaram os efeitos dos extratos
hexanicos e etanolicos dos frutos de Melia azedarach L. (Meliaceae) em ninfas do quarto
estadio de 7. infestans e observaram que nenhum extrato possuiu uma boa atividade
inseticida. Constataram, ainda, que os dois extratos eram repelentes, apesar de ndo serem
fortes o suficiente para impedir a alimentagdo dos insetos em pombos. Concluiram, dessa
maneira, que esses frutos ndo sdo uma alternativa promissora para o controle dos vetores da

doenga de Chagas.
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Valladares et al. (1999) realizaram um estudo semelhante ao anterior, obtendo
resultados similares: os extratos dos frutos de M. azederach possuem atividade repelente,
mas ndo apresentam atividade inseticida nem ovicida. No entanto, relataram que as ninfas
de primeiro estadio expostas aos refugios tratados com os extratos eram, apos a ecdise,
menores € mais leves que os controles. Por isso, sugeriram que M. azederach merecia uma
atencao maior, pois esse efeito poderia ser grande se acumulado ao longo do ciclo de vida
do inseto.

Schmeda-Hirschmann & Rojas de Arias (1992) propuseram um método de
screening para produtos naturais em triatomineos, testando topicamente 94 extratos de
plantas em ninfas do quarto estadio de 7. infestans e Rhodnius neglectus Lent, 1954. Para o
screening, R. neglectus provou ser mais adequado, pois seu desenvolvimento ¢ mais rapido
e a mortalidade natural ¢ baixa. Das 49 espécies de plantas testadas, dez levaram a um
aumento significativo na taxa de mortalidade de R. neglectus (16% a 52,3%), sendo o
extrato de éter de petrdleo da parte aérea de Salvia cardiophylla Benth. (Lamiaceae) o mais
ativo.

Rojas de Arias et al. (1995) analisaram 19 extratos de plantas da familia Asteraceae
em ninfas do quarto estadio de 7. infestans e apenas o extrato hexanico das flores de
Achyrocline satureioides (Lam.) DC. (Asteraceae) apresentou um aumento significativo na
taxa de mortalidade (45%).

Fournet et al. (1996) compararam a atividade inseticida dos 6leos essenciais de
Minthostachys andina (Brett.) Epling (Lamiaceae) e Hedeoma mandoniana Wedd.

(Lamiaceae) em ninfas do quarto estadio de T. infestans e R. neglectus. Os resultados
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indicaram que o 6leo de M. andina foi o mais ativo e que R. neglectus apresentou uma
maior taxa de mortalidade no teste de contato quando comparado ao 7. infestans.

Laurent et al. (1997) também realizaram estudos com oOleos essenciais em 7.
infestans. Utilizaram dois testes para verificar a atividade inseticida, o topico e o de
contato, e concluiram que o de contato foi o mais sensivel, apesar de necessitar de um
periodo maior de observagdo. Segundo os autores, isso pode ter ocorrido porque os 6leos
essenciais sdo compostos de substancias volateis que, quando aplicadas diretamente nos
insetos, perderiam rapidamente sua agao devido a evaporagao dos componentes ativos.

Souza et al. (1991) estudaram a influéncia de Chenopodium ambrosioides L.
(Chenopodiaceae), conhecida popularmente como erva-de-santa-maria, na mortalidade de
T. infestans. Os autores adicionaram 250 pL do extrato para cada mL de sangue de rato
utilizado na alimentagdo, observando a mortalidade durante trés meses. Concluiram que C.
ambrosioides ndo se afigura promissora como inseticida devido ao pequeno aumento na
taxa de mortalidade dos triatomineos.

A tabela I resume os principais dados encontrados na literatura a respeito da

atividade inseticida de extratos de plantas sobre triatomineos em relagao ao teste topico.
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Tabela I — Revisdo bibliografica da avaliagdo da atividade inseticida de plantas sobre triatomineos.

Familia Espécies de plantas Parte da Solvente Mortalidade N Espécie de Referéncia
planta teste topico (%) triatomineo
Anacardiaceae Mangifera indica Casca Eter de Nao 20 Rhodnius Schmeda-
petroleo significativo neglectus Hirschmann &
Arias (1992)
Schinus molle Semente Etanol 25 20 Triatoma Laurent et al.
infestans (1997)
Schinus polygamus Folha Etanol 0 20 T. infestans ~ Laurent et al.
(1997)
Schinus pearcei Folha Etanol 10 20 T. infestans  Laurent et al.
(1997)
Annonaceae Annona reticulata Semente Etanol 35 20 R. neglectus Schmeda-
Hirschmann &
Arias (1992)
Apiaceae Coriandrum sativum Semente Etanol 0 20 T. infestans Laurent et al.
(1997)
Eryngium sp. Parte aérea Etanol 0 20 T. infestans ~ Laurent et al.
(1997)
Foeniculum vulgare Semente Etanol 20 20 T. infestans ~ Laurent et al.
(1997)
Pimpinella anisum Semente Etanol 30 20 T. infestans  Laurent et al.
(1997)
Asteraceae Acanthostyles buniifolium Parte aérea Etanol 0 20 T. infestans Laurent et al.
(1997)
Achyrocline satureoides Caule e Hexano 8,3 20 T. infestans ~ Rojas de Arias
folha et al. (1995)
Flor Hexano 45 20 T. infestans ~ Rojas de Arias
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Flor e folha
Baccharis dracunculifolia Parte aérea
Baccharis genistelloides Parte aérea
Baccharis latifolia Parte aérea
Baccharis notosergila Caule
Raiz
Baccharis pentandlii Folha
Baccharis salicifolia Folha
Chenopodium ambrosioides Parte aérea
Chromoleana christieana Raiz
Caule
Folha
Chrysanthemun parthenium Parte aérea

Etanol

Etanol

Etanol

Etanol

Etanol

Etanol

Etanol

Etanol

Etanol

Etanol

Etanol

Etanol

Etanol
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20

20

15

10

10

10

83

83

20

20

20

20

20

20

20

20

20

20

20

20

20

T. infestans

T. infestans

T. infestans

T. infestans

T. infestans

T. infestans

T. infestans

T. infestans

T. infestans

T. infestans

T. infestans

T. infestans

T. infestans

Rojas de Arias
et al. (1995)

Laurent et al.
(1997)

Laurent et al.
(1997)

Laurent et al.
(1997)

Rojas de Arias
et al. (1995)

Rojas de Arias
et al. (1995)

Laurent et al.
(1997)

Laurent et al.
(1997)

Laurent et al.
(1997)

Rojas de Arias
et al. (1995)

Rojas de Arias
et al. (1995)

Rojas de Arias
et al. (1995)

Laurent et al.
(1997)



Coniza rurigena

Coreopsis fasciculata

Gnaphalium gaudichaudianum

Gochnatia barrosii

Gochnatia polymorpha

Gynoxis sp.

Matricaria chamomilla

Mikania cordifolia

Parte aérea

Parte aérea

Parte aérea

Flor e folha

Flor e folha

Caule

Folha

Folha

Caule

Parte aérea

Flor

Caule

Raiz e folha

Etanol

Etanol

Etanol

Hexano

Etanol

Etanol

Hexano

Etanol

Etanol

Etanol

Etanol

Etanol

Etanol
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20

15

15

15

83

20

20

20

20

20

20

20

20

20

20

20

20

20

T. infestans

T. infestans

T. infestans

T. infestans

T. infestans

T. infestans

T. infestans

T. infestans

T. infestans

T. infestans

T. infestans

T. infestans

T. infestans

Laurent et al.
(1997)

Laurent et al.
(1997)

Laurent et al.
(1997)

Rojas de Arias
et al. (1995)

Rojas de Arias
et al. (1995)

Rojas de Arias
et al. (1995)

Rojas de Arias
et al. (1995)

Rojas de Arias
et al. (1995)

Rojas de Arias
et al. (1995)

Laurent et al.
(1997)

Laurent et al.
(1997)

Rojas de Arias
et al. (1995)

Rojas de Arias
et al. (1995)



Neurolaena lobata

Parastrephia lepidophyla

Pluchea fastigiata

Porophyllum ruderale

Senecio adenophylloides

Senecio hebeaus

Spilanthes sp.

Tagetes erecta

Tagetes minuta

Tagetes minuta

Tagetes pusilla

Vernonia brasiliana

Parte aérea

Parte aérea

Parte aérea

Parte aérea

Parte aérea

Parte aérea

Parte aérea

Parte aérea

Parte aérea

Folha

Parte aérea

Caule

Folha

Eter

Etanol

Etanol

Etanol

Etanol

Etanol

Etanol

Etanol

Etanol

Etanol

Etanol

Etanol

Hexano

34

25

Nao
significativo

Nao
significativo

5
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20

20

20

20

20

20

R. neglectus

T. infestans

T. infestans

T. infestans

T. infestans

T. infestans

R. neglectus

R. neglectus

T. infestans

R. neglectus

T. infestans

T. infestans

T. infestans

Schmeda-
Hirschmann &
Arias (1992)
Laurent et al.
(1997)

Laurent et al.
(1997)

Laurent et al.
(1997)

Laurent et al.
(1997)

Laurent et al.
(1997)

Schmeda-
Hirschmann &
Arias (1992)
Schmeda-
Hirschmann &
Arias (1992)
Laurent et al.
(1997)

Schmeda-
Hirschmann &
Arias (1992)
Laurent et al.
(1997)

Rojas de Arias
et al. (1995)

Rojas de Arias
et al. (1995)



Buddlejaceae Buddleja sp.
Buddleja tucumanensis
Capparaceae Cleoma albida
Cleoma espinosa
Erythroxylaceae Erythroxylon tortuosum
Lamiaceae Hedeoma mandoniana

Lepechinia floriunda

Lepechinia graveolens

Lepechinia meyeni

Mentha arvensis

Minthostachys andina

Folha

Parte aérea

Parte aérea

Parte aérea

Parte aérea

Fruto

Parte aérea

Parte aérea

Parte aérea

Parte aérea

Parte aérea

Parte aérea

Parte aérea

Etanol

Etanol

Etanol

Etanol

Etanol

Etanol

Acetona

Etanol

Etanol

Etanol

Etanol

Etanol

Acetona

35

30

10

20

35

33,33

15

50

20

20

20

20

20

20

20

20

20

20

20

12

T. infestans

T. infestans

T. infestans

T. infestans

T. infestans

R. neglectus

R. neglectus

T. infestans

T. infestans

T. infestans

T. infestans

T. infestans

R. neglectus

Rojas de Arias
et al. (1995)

Laurent et al.
(1997)

Laurent et al.
(1997)

Laurent et al.
(1997)

Laurent et al.
(1997)

Schmeda-
Hirschmann &
Arias (1992)
Fournet et al.
(1996)

Laurent et al.
(1997)

Laurent et al.
(1997)

Laurent et al.
(1997)

Laurent et al.
(1997)

Laurent et al.
(1997)

Fournet et al.
(1996)



Minthostachys mollis

Minthostachys sp.

Ocimum basilicum

Rosmarinus officinalis

Salvia cardiophylla

Salvia hankei

Satureja boliviana

Satureja sp.

Leguminosae Cassia sp.

Senna occidentalis

Meliaceae Cabralea canjerana

Parte aérea

Parte aérea

Parte aérea

Parte aérea

Parte aérea

Parte aérea

Parte aérea

Parte aérea

Parte aérea

Caule

Fruto

Fruto

Folha

Etanol
Etanol
Eter de
petroleo
Etanol
Etanol
Eter de
petroleo
Etanol
Etanol
Etanol
Eter de

petroleo

Eter de
petroleo

Etanol

Etanol

36

45

16

52,3

20

40

23,8

25

40

45

20

20

20

20

20

20

20

20

20

20

20

20

20

T. infestans

T. infestans

R. neglectus

T. infestans

T. infestans

R. neglectus

T. infestans

T. infestans

T. infestans

R. neglectus

R. neglectus

R. neglectus

R. neglectus

Laurent et al.
(1997)

Laurent et al.
(1997)

Schmeda-
Hirschmann &
Arias (1992)
Laurent et al.
(1997)

Laurent et al.
(1997)

Schmeda-
Hirschmann &
Arias (1992)
Laurent et al.
(1997)

Laurent et al.
(1997)

Laurent et al.
(1997)

Schmeda-
Hirschmann &
Arias (1992)
Schmeda-
Hirschmann &
Arias (1992)
Schmeda-
Hirschmann &
Arias (1992)
Schmeda-
Hirschmann &
Arias (1992)



Myrtaceae

Pinaceae

Poaceae

Verbenaceae

Zingiberaceae

Eucalyptus citriodora

Eucalyptus globulus

Pinus radiata

Cymbopogon citratus

Vetiveria zizanioides

Aloysia gratissima

Lantana sp.

Limpia boliviana

Custus albiflora

Folha

Folha

Fruto

Folha

Folha

Folha

Parte aérea

Raiz

Folha

Parte aérea

Parte aérea

Raiz

Eter de

petroleo

Etanol

Eter de

petroleo

Etanol

Etanol

Etanol

Etanol

Etanol

Etanol

Etanol

Etanol

Etanol

32,5

20

25

30

35

20

20

20

20

20

20

20

20

20

20

20

20

R. neglectus

R. neglectus

R. neglectus

T. infestans

T. infestans

T. infestans

T. infestans

T. infestans

T. infestans

T. infestans

T. infestans

T. infestans

Schmeda-
Hirschmann &
Arias (1992)
Schmeda-
Hirschmann &
Arias (1992)
Schmeda-
Hirschmann &
Arias (1992)
Laurent et al.
(1997)

Laurent et al.
(1997)

Laurent et al.
(1997)

Laurent et al.
(1997)

Laurent et al.
(1997)

Laurent et al.
(1997)

Laurent et al.
(1997)

Laurent et al.
(1997)

Laurent et al.
(1997)
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MATERIAL E METODOS

Plantas: Foram coletadas no entorno de Brasilia, Distrito Federal, em 2002 e 2003,
juntamente com o botanico Prof. Dr. José Elias de Paula, do Laboratério de Anatomia
Vegetal, Instituto de Biologia, Universidade de Brasilia. As exsicatas estdo depositadas no
Herbario (UB) da Universidade de Brasilia (tabela II).

Preparagao dos extratos: As diferentes espécies foram dessecadas, estabilizadas,
pulverizadas e, entdo, submetidas a um processo de extragdo por maceragdo com hexano
(4 x 2 L) e depois com etanol 95% (4 x 2 L). Os extratos brutos hexanicos e etanolicos
foram obtidos apds evaporacao dos solventes sob pressao reduzida a 40°C.

Insetos: Ninfas no quarto instar de Rhodnius milesi e no primeiro instar de
Dipetalogaster maxima criadas em laboratorio foram alimentadas em galinhas até ficarem
saciadas. Apos 24 horas, os insetos foram topicamente tratados com uma aliquota de cada
extrato testado.

Teste topico: Uma solucdo estoque contendo 50 mg de extrato por mL de solvente
foi preparada para cada amostra e 1 pL da solu¢do foi aplicada diretamente sobre os
tergitos abdominais de ninfas do quarto instar de R. milesi ou primeiro instar de D. maxima.
Os extratos etandlicos foram dissolvidos em etanol 95% e os extratos hexanicos, em
acetona. Trés tipos de controle foram utilizados: insetos tratados com etanol, insetos
tratados com acetona e insetos sem nenhum tipo de tratamento. Para cada extrato avaliado,
foram utilizadas dez ninfas em duplicata. Os insetos foram observados diariamente durante

28 dias.
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Criterio de morte: foram considerados mortos os insetos que nao tiveram atividade
motora propria, seja de forma espontanea ou quando estimulados por um pincel ou pinga
(WHO, 1994).

Analise estatistica: O teste Q de Cochran foi usado para avaliar as diferencas entre
os grupos tratados e os controles (Bisquerra et al., 2004), utilizando-se o programa SPSS —

versdo 11.5 (SPSS, 2003).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste trabalho, 101 extratos pertencentes a 38 espécies diferentes de plantas do
Cerrado foram testados topicamente em ninfas do quarto instar de R. milesi ou primeiro
instar de D. maxima.

Pode-se observar na tabela III que os extratos brutos de Simarouba versicolor (casca
da raiz hexano e etanol; casca do caule etanol; fruto hexano e etanol), Guarea kunthiana
(raiz etanol; caule hexano e etanol), Guarea guidonia (raiz hexano e etanol; caule hexano e
etanol; folha hexano) e Talauma ovata (madeira do caule hexano) levaram a um aumento
significativo (teste Q de Cochran; P < 0,05) na taxa de mortalidade de R. milesi (20% a
95%) quando comparados aos controles aos 28 dias de aplicagao.

Seis extratos ativos foram obtidos do caule, cinco da raiz, um das folhas e dois dos
frutos. Dos 14 extratos ativos, sete eram etanolicos e sete hexanicos. Entretanto, as
substancias de polaridades distintas existentes nos extratos hexanicos e etanolicos
apresentaram taxas diferentes de atividade. Por exemplo, com a casca da raiz de S.
versicolor a taxa de mortalidade foi de 35% para o extrato hexanico e 95% para o etandlico.
J& para a raiz de G. guidonia ocorreu o inverso, a mortalidade maior ocorreu com o extrato
hexanico (75%), enquanto o etandlico apresentou apenas 20%.

Os extratos etanolicos da casca da raiz e do fruto e o extrato hexanico do fruto de S.
versicolor e o extrato hexanico da raiz de G. guidonia foram os mais ativos, mostrando uma
boa eficacia (95%, 80%, 65% e 75%, respectivamente) para o teste topico quando

comparados a dados de literatura (Rojas de Arias & Schmeda-Hirschmann, 1988; Schmeda-

40



Hirschmann & Rojas de Arias, 1992; Rojas de Arias ef al., 1995; Fournet et al., 1996;
Laurent et al., 1997).

Quando se comparam os testes em relacdo aos diferentes tempos de exposicao,
variacdes podem ser observadas. A avaliacdo da mortalidade nos diferentes periodos mostra
extratos com uma rapida ou uma lenta atividade nos insetos. Para a espécie S. versicolor, o
extrato etanolico da casca da raiz matou praticamente todos os triatomineos, com a taxa de
mortalidade gradualmente aumentando ao longo dos dias, matando 15% apds 24h, 35%
depois de 48h, 50% no sétimo dia e 95% apods trés semanas, permanecendo assim até o
ultimo dia do teste.

O extrato hexanico da casca da raiz da mesma planta apresentou uma atividade
menos intensa, matando 5% apds uma semana e alcangando 35% apos 28 dias do
tratamento. O fruto dessa mesma espécie levou a um aumento gradual na taxa de
mortalidade para os extratos de diferentes polaridades. O extrato etandlico apresentou um
aumento de 35% na mortalidade entre o sétimo e o décimo quarto dia, enquanto o hexanico
aumentou esta taxa em apenas 10%. Observou-se atividade, em relacdo a casca do caule de
S. versicolor, somente para o extrato etandlico, com a mortalidade crescendo de 5% a 50%
entre o primeiro e o ultimo dia do experimento.

O extrato hexanico da madeira do caule de 7. ovata apresentou uma atividade baixa,
porém mais rapida, matando 20% apds 48h e permanecendo com esta taxa até o vigésimo
oitavo dia. Todavia, o extrato hexanico do caule de G. kunthiana proporcionou a atividade
mais rapida, visto que matou 25% dos insetos nas primeiras 24h do experimento,

alcangando uma taxa de 40% apds a primeira semana.
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Das cinco espécies testadas em R. milesi, apenas S. versicolor ¢ popularmente
utilizada como inseticida, além de ser utilizada como vermicida, estimulante, febrifuga e
anti-sifilitica (Balbach, 1995). O uso medicinal dessa planta ¢ atribuido a presenca do grupo
quimico quassinoide, que determina um sabor extremamente amargo a todas as partes da
planta (Lorenzi & Abreu Matos, 2002). Foi descrito que os quassinoides podem alterar o
comportamento de alimentacdo e a regulacdo de crescimento em alguns insetos
(Govindachari et al., 2001), além de possuirem atividade inseticida (Latif et al., 2000).
Arriaga et al. (2002) isolaram quassindides, triterpendides, uma mistura de esterdides e o
flavonoide canferol de S. versicolor.

G. guidonia ¢ amplamente empregada na medicina caseira em varias regides do
Brasil, possuindo propriedades adstringente, purgativa, febrifuga, abortiva, emética e
antiinflamatoria (Lorenzi & Abreu Matos, 2002), além de possuir atividade antimalarica
(Weniger et al., 2001). A analise fitoquimica desta planta registrou a presenga de
limondides, triterpenos, esterdides, diterpenos, sesquiterpenos ¢ cumarinas (Lago et al.,
2002). Existem estudos demonstrando que as cumarinas € os terpenos possuem uma ampla
atividade inseticida, sendo os limonoides os maiores representantes dentre os terpenos com
esta caracteristica (Viera & Fernandes, 1999; Viegas Junior, 2003).

E interessante observar que G. guidonia e G. kunthiana sio pertencentes a familia
Meliaceae, a mesma familia do nim (4zadirachta indica) e cinamomo (Melia azedarach),
plantas de onde foram isoladas os compostos inseticidas azadiractina, salanina e meliantriol
(Viegas Junior, 2003). Como citado anteriormente, j& foi observado que a azadiractina inibe
a alimentacao e paralisa o desenvolvimento, bloqueando a sintese de uma cuticula nova em

R. prolixus (Gonzalez et al., 1998). E possivel que G. guidonia e G. kunthiana tenham
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compostos com estruturas similares aos ja isolados em outras espécies da familia
Meliaceae.

Os modos de agao dos extratos mais ativos podem estar diretamente relacionados
aos compostos terpenoides, visto que sao substancias muitas vezes produzidas pelas plantas
com a finalidade de protegé-las contra a herbivoria, sendo que a inibicdo da
acetilcolinesterase ¢ um dos mecanismos encontrados (Viegas Junior, 2003). A acetilcolina
deve ser removida da fenda sinaptica por meio de uma hidrolise catalisada pela
acetilcolinesterase, caso isso ndo aconteca, ocorre o acimulo do neurotransmissor na fenda,
impedindo uma transmissao correta do potencial de a¢do, podendo levar o animal a morte
por faléncia respiratoria (Chambers & Carr, 1995).

Apesar dos extratos brutos de Annona crassiflora (casca da raiz e madeira da raiz
etanol), Casearia sylvestris var. lingua (casca do caule hexano), Duguetia furfuracea
(madeira da raiz hexano), Piptocarpha rotundifolia (madeira da raiz hexano), Serjania
lethalis (casca da raiz etanol), Xylopia aromatica (folha etanol) (Rodrigues, 2004) e
Magonia pubescens (casca do caule etanol) (Arruda et al., 2003) apresentarem atividade
inseticida significativa em larvas de Aedes aegypti (Linnaeus, 1762) (Diptera: Culicidae),
no presente estudo, nenhum desses extratos levou a um aumento significativo na taxa de
mortalidade de D. maxima (tabela 1V). Além da possibilidade dos extratos ndo serem
toxicos para D. maxima, a diferenca pode estar relacionada, também, com a forma de
administra¢do dos compostos, dado que em A. aegypti o produto foi absorvido via ingestao,
enquanto nos triatomineos a absor¢ao ocorreu por meio topico.

E importante ressaltar que apesar de S. versicolor ser popularmente utilizada como

inseticida e ter elevado significativamente a taxa de mortalidade em R. milesi, nenhum
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efeito na mortalidade foi observado em D. maxima, indicando uma diferenga na
sensibilidade entre as duas espécies de hemipteros testadas em relagdo aos compostos dos
extratos. Situacdo semelhante foi verificada por Fournet et al. (1996) quando testaram o
oleo essencial de Minthostachys andina (Lamiaceae) em R. neglectus e T. infestans,
observando que R. neglectus era mais sensivel aos compostos inseticidas que 7. infestans.

Essas diferencas podem estar relacionadas aos varios mecanismos de desintoxicacao
existentes nos insetos. E possivel que D. maxima e T. infestans tenham mecanismos mais
proximos quando comparados aos mecanismos do género Rhodnius, visto que tanto D.
maxima quanto 7. infestas pertencem a tribo Triatomini, enquanto o género Rhodnius
pertence a tribo Rhodniini. Como verificado em 7. infestans por Audino et al. (2004), a
resisténcia a determinados inseticidas pode estar relacionada a uma maior atividade de
enzimas responsaveis pela desintoxicacdo, como esterases € monooxigenases do citocromo
P-450.

As oxigenases, por exemplo, catalisam rea¢des oxidativas, podendo incorporar ao
substrato um 4tomo de oxigénio ou dois, caso sejam mono ou dioxigenases. A hidroxilacdo
de diferentes drogas, como as realizadas pelo citocromo P-450, transforma compostos
hidrofébicos estranhos ao organismo em substincias mais soluveis em agua, permitindo
uma melhor eliminacao na urina, diminuindo, assim, sua toxicidade ao animal (Freitas et al,
2005). Existe a possibilidade de D. maxima e T. infestans possuirem uma maior atividade
dessas enzimas em relacdo ao Rhodnius, o que explicaria, pelo menos em parte, a menor
toxicidade dos compostos nesses triatomineos.

Todavia, os extratos hexanico do fruto e etanolico da casca do caule de S. versicolor

foram os unicos que alteraram significativamente (P < 0,05; teste Q de Cochran) a taxa de
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ecdise em D. maxima, com um percentual de inibicdo de 40% e 25%, respectivamente. Os
triterpendides sdo conhecidos por alterar a regulacdo do crescimento em uma diversidade
de pestes agricolas (Govindachari et al., 2000). Como observado anteriormente, ja foram
isolados de S. versicolor triterpenodides, além de quassinodides, que sdo triterpenodides
modificados. Dessa forma, pode-se esperar que a inibi¢do de ecdise esteja relacionada com
estas substancias. Assim, esses compostos poderiam ser utilizados, juntamente com
moléculas inseticidas, em programas de controle de triatomineos para aumentar a eficacia
do procedimento.

Por outro lado, os resultados confirmam a importancia do estudo da etnobotanica
para a pesquisa em busca de novas substancias ativas, pois das 38 espécies testadas, S.
versicolor, tradicionalmente utilizada como pesticida em diversas regides do Brasil, foi a
que apresentou melhor atividade inseticida nos triatomineos testados.

Enfim, sugere-se que o extrato etanolico da casca da raiz de S. versicolor e o extrato
hexanico da raiz de G. guidonia, os quais foram responsaveis por uma taxa de mortalidade
sobre R. milesi de 95% e 75%, respectivamente, devam ser quimicamente investigados e
monitorados por ensaios biologicos a fim de determinar seus componentes inseticidas.
Desse modo, estas substancias poderiam ser utilizadas como modelos moleculares para um
potencial pesticida ou recomendados como compostos biorracionais nos programas de

controle de triatomineos.
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Tabela II — Informagdes etnobotanicas e registro no herbario da Universidade de Brasilia das plantas avaliadas.

Familia Nome cientifico Nome popular Uso Numero do
Herbario
Annonaceae Annona crassiflora Mart. Araticum-do- Diarréia cronica (UB) 3700
campo
Cardiopetalum calophyllum Imbirinha Febre (UB) 3703
Schitdl.
Duguetia furfuracea (A. St. Hil.) Araticum-seco Reumatismo, dores de estomago (UB) 3679
Benth & Hook

Xylopia aromatica (Lam.) Mart. Pimenta-do- Problemas digestivos, inflamagao, (UB) 3699

campo tonico, afrodisiaco
Xylopia emarginata Mart. Pindaiba d’agua bactericida (UB) 3690
Apocynaceae Aspidosperma macrocarpon Peroba-gigante- Antimaldarica, antiinflamatoria (UB) 3692

Mart.

do-cerrado
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Condylocarpon isthmicum (Vell.)
A.DC.

Hancornia pubescens (Nees &
Mart.) M. Arg.
Himatanthus obovatus (M. Arg.)
Woodson
Peschiera affinis var. campestris
Rizzini

Asteraceae Eremanthus glomerulatus Less.

Eremanthus sphaerocephalus
(Baker) DC.
Piptocarpha macropoda (DC.)
Baker
Piptocarpha rotundifolia (Less.)

Baker

Mangaba

Tiborna

Jasmim-do-

campo

Vassoura

Candeia

Paratudo
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Digestiva, hepatica, fruto

comestivel

Cancer, herpes, verminoses

(UB) 3663

(UB) 3677

(UB) 3678

(UB) 3717

(UB) 3721

(UB) 3708

(UB) 3680

(UB) 3676



Bignoniaceae Anemopaegma arvense Stellf. ex
Souza
Anemopaegma chaimberlaynii
Bureau & K.Schum.

Arrabidaea florida DC.

Cybistax antisyphilitica (Mart.)
Mart.

Tabebuia caraiba Bureau

Burseraceae Protium heptaphyllum (Aublet.)
March.

Protium ovatum Engl.

Flacourtiaceae Casearia sylvestris Sw. var.

lingua (Camb.) Eichl.

Catuaba

Cip6 neve

Caroba-brava

Ipé-amarelo

Almecegueira-

vermelha

Breu-do-cerrado

Erva-de-lagarto

56

Toénico, afrodisiaco

Doengas venéreas

Expectorante, febre

Hemostatico, balsamico

Ulcera gangrenosa

Febre, sifilis, antimicrobiana,
picada de cobra

(UB) 3691

(UB) 3715

(UB) 3714

(UB) 3696

(UB) 3701

(UB) 3689

(UB) 3694

(UB) 3693



Magnoliaceae

Meliaceae

Monimiaceae

Rubiaceae

Sapindaceae

Talauma ovata A. St. Hil.

Guarea guidonia (L.) Sleumer

Guarea kunthiana A. Juss.

Siparuna cujabana A.DC.

Siparuna guianensis Aubl.

Sabicea brasiliensis Wernham

Cupania vernalis Camb.

Magonia pubescens St. Hill.

Baguacu

Acafroa

Jatuauba

Pau-limao

Capitu

Sangue-de-Cristo

Olho-de-cotia

Tingui
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Anti-diabetes, febrifuga

Adstringente, purgativa, febrifuga,

abortiva, emética, antimalarica

Antimalarica, dor de estdmago

Frutos comestiveis

Febre, tonico, antiinflamatorio

Piscicida

(UB) 3738

(UB) 3712

(UB) 3710

(UB) 3737

(UB) 3720

(UB) 3709

(UB) 3695

(UB) 3702



Matayba guianensis Aublet.

Serjania lethalis A. St. Hil.

Sapotaceae Chrysophyllum soboliferum
Rizzini

Pouteria gardneri (Mart. & Miq.)
Baehni

Pouteria ramiflora Radlk.

Pouteria torta Radlk

Simarouba versicolor A. St. Hil.

Simaroubaceae

Zingiberaceae Renealmia alpinia (Rottb.) Maas

Camboata

Timbo

Fruta-de-tatu

Sapotinha

Figo-do-Cerrado

Guapeva

Mata-barata

Fruto comestivel

Analgésico, piscicida

Adstringente

Fruto comestivel

Fruto comestivel

Fruto comestivel

Inseticida, vermifuga, febrifuga,

anti-sifilitica

Nauseas e vOmitos

(UB) 3697

(UB) 3716

(UB) 3733

(UB) 3672

(UB) 3671

(UB) 3674

(UB) 3724

(UB) 3719
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Tabela III — Mortalidade de R. milesi topicamente tratados com os diferentes extratos.

Nome cientifico / Controle Parte da planta  Solvente Mortalidade (%)
utilizada 24h  48h 72h 7dias 14 dias 21 dias 28 dias
Aspidosperma macrocarpon ~ Madeira daraiz ~ Hexano 0 5 5 5 5 5 5
Etanol 0 0 0 0 0 0 0
Casca da raiz Hexano 0 0 0 0 0 5 5
Guarea guidonia Raiz Hexano 20 35 35 45 45 55 75%
Etanol 0 5 5 5 10 15 20*
Caule Hexano 15 15 20 25 25 30 30*
Etanol 10 10 10 15 15 20 20%
Folhas Hexano 0 5 5 10 15 25 30*
Guarea kunthiana Raiz Hexano 0 5 5 5 5 5 5
Etanol 0 0 5 10 15 20 25%
Caule Hexano 25 30 35 40 40 40 40%*
Etanol 10 15 15 20 20 20 20%*
Folhas Etanol 5 5 5 5 5 5 5
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Simarouba versicolor Casca da raiz

Fruto

Casca do caule

Folhas
Talauma ovata Casca do caule

Folhas

Madeira do caule

Controle acetona

Controle etanol

Controle sem tratamento

Hexano

Etanol

Hexano

Etanol

Hexano

Etanol

Hexano

Hexano

Hexano

Hexano

Etanol

15

35

20

20

10

35

20

20

15

50

35

30

20

10

90

45

65

25

15

95

50

75

35

35%

95%*

65*

80*

50%*

25%

10

*Estatisticamente significativo (P < 0,05; teste Q de Cochran) quando comparados aos controles.
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Tabela IV — Mortalidade de D. maxima topicamente tratados com os diferentes extratos.

Nome cientifico / Controle Parte da planta  Solvente Mortalidade (%)

utilizada 24h  48h 72h 7dias 14 dias 21 dias 28 dias

Anemopaegma arvense Caule Etanol 0 0 0 0 0 0 0

Anemopaegma chaimberlaynii Caule Etanol 0 0 0 0 0 0 0

Annona crassiflora Casca da raiz Etanol 0 0 5 5 5 5 5

Madeira da raiz Etanol 0 0 0 0 5 10 10

Arrabidaea florida Folha Hexano 0 0 0 0 0 0 0

Aspidosperma macrocarpon Cascadocaule  Hexano 0 0 0 0 0 0 0

Casca do caule Etanol 0 5 5 5 5 5 5

Folha Hexano 0 0 0 0 0 0 0

Folha Etanol 0 0 0 0 0 0 0

Madeira do caule  Hexano 0 0 0 0 0 0 0

Madeira do caule  Etano 0 0 0 0 0 0 0

Cardiopetalum calophyllum Raiz Hexano 0 0 0 0 0 0 0

Casearia sylvestris var. lingua  Casca do caule =~ Hexano 0 0 0 0 5 5 10
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Chrysophyllum soboliferum

Condylocarpon isthmicum

Cupania vernalis
Cybistax antisyphilitica

Duguetia furfuracea

Eremanthus glomerulatus

Folha

Casca do caule

Folha

Madeira do caule

Raiz

Folha

Madeira da raiz

Casca do caule

Casca da raiz

Etanol

Hexano

Etanol

Hexano

Etanol

Hexano

Etanol

Etanol

Etanol

Hexano

Etanol

Hexano

Etanol

Hexano

Etanol
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Madeira do caule

Madeira da raiz

Eremanthus sphaerocephalus Capitulo floral
Capitulo floral

Hancornia pubescens Folha
Madeira da raiz
Himatanthus obovatus Casca da raiz
Casca da raiz
Folha
Folha

Madeira da raiz

Madeira da raiz

Hexano

Hexano

Etanol

Hexano

Etanol

Hexano

Etanol

Hexano

Etanol

Hexano

Etanol

Hexano

Etanol

Hexano

Etanol
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Magonia pubescens
Matayba guianensis

Peschiera affinis

Piptocarpha macropoda

Piptocarpha rotundifolia

Casca do caule

Madeira do caule

Madeira do caule

Raiz

Casca do caule

Folha

Casca do caule

Casca da raiz

Folha

Etanol

Etanol

Hexano

Etanol

Hexano

Etanol

Hexano

Etanol

Hexano

Etanol

Hexano

Hexano

Etanol

Hexano

Etanol
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Madeira daraiz ~ Hexano
Pouteria gardneri Casca da raiz Etanol
Folha Hexano

Madeira da raiz Etanol

Raiz Hexano

Raiz Etanol

Pouteria ramiflora Madeira da raiz Etanol
Pouteria torta Madeira do caule  Etanol
Casca da raiz Hexano

Protium heptaphyllum Folha Hexano
Protium ovatum Raiz Etanol
Renealmia alpinia Folha Hexano
Sabicea brasiliensis Raiz Etanol
Serjania lethalis Casca da raiz Etanol
Simarouba versicolor Casca do caule Etanol

Casca da raiz Etanol



Siparuna cujabana
Siparuna guianensis
Tabebuia caraiba
Xylopia aromatica
Xylopia emarginata
Controle acetona
Controle etanol

Controle sem tratamento

Folha

Folha

Fruto

Fruto

Caule

Casca do caule

Casca da raiz

Folha

Folha

Hexano

Etanol

Hexano

Etanol

Hexano

Etanol

Etanol

Etanol

Hexano
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Capitulo II

Avaliacao da atividade larvicida de extratos vegetais sobre Aedes

aegypti (Linnaeus, 1762) (Diptera: Culicidae) em laboratorio
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RESUMO

A dengue ¢ uma doenga viral transmitida, principalmente, pelo mosquito Aedes
aegypti (Linnaeus, 1762) (Diptera: Culicidae). Nenhuma vacina ainda foi validada,
portanto, o controle vetorial ainda ¢ a melhor prevencao. No Brasil, os principais inseticidas
utilizados sdo piretroides e organofosfatos, porém o seu constante uso leva freqiientemente
ao desenvolvimento de resisténcia. Por esse motivo, ha necessidade de desenvolvimento de
novos produtos com essa atividade. O presente estudo avaliou a agdo larvicida de 68
extratos vegetais de plantas do Cerrado sobre 4. aegypti. Cada extrato foi testado a uma
concentracdo de 500 pg/mL: 10 mg de cada extrato foram dissolvidos em 0,2 mL de
dimetilsulféxido (DMSO) e 19,8 mL de agua destilada, em placas de Petri. Para os extratos
que levaram a uma mortalidade superior a 90%, novos testes em concentragdes menores
(250; 125; 62,5; 31,25 e 15,62 pg/mL) foram realizados para a determinacao da CLs. Para
cada amostra, dez larvas de 3° estddio foram testadas em triplicata. As larvas tratadas e o
controle foram mantidos a temperatura de 28 + 5°C, umidade relativa de 70 + 5% e
fotoperiodo de 12 horas. Os resultados foram registrados ap6s 24h. Os extratos
diclorometanico da folha de Kielmeyera coriacea e hexanico da madeira da raiz de
Duguetia furfuracea foram os que apresentaram uma melhor atividade na concentragao
inicial testada. A CLs desses dois extratos foi determinada, sendo igual a 112,79 pg/mL
para K. coriacea e 65,24 ng/mL para D. furfuracea. Estes dois extratos podem ser uteis na
busca por novos compostos naturais inseticidas contra o0 mosquito 4. aegypti.

Palavras-chave: mosquito da dengue, extratos vegetais, controle de insetos, Duguetia

Sfurfuracea, Kielmeyera coriacea

68



INTRODUCAO

A dengue ¢ uma doenca infecciosa, de origem viral, transmitida para o homem por
meio da picada de fémeas de mosquitos contaminadas pertencentes ao género Aedes. O
principal vetor ¢ o inseto Aedes aegypti (Linnaeus, 1762) (Diptera: Culicidae), também
vetor da febre amarela urbana, embora outras espécies como Aedes albopictus (Skuse,
1894) e Aedes polynesiensis Marks, 1951 possam estar envolvidas na transmissao (Guzman
& Kouri, 2001). Quatro sorotipos diferentes foram descritos, DEN-1, DEN-2, DEN-3 e
DEN-4, todos membros do género Flavivirus, pertencente a familia Flaviviridae (Pugachev
et al.,2003).

A dengue e a dengue hemorragica ocorrem em mais de 100 paises diferentes (Figura
1), com uma estimativa anual de 50 milhdes de infecgdes, além de mais de 2,5 bilhdes de
pessoas em risco de contaminagdo e 20 mil 6bitos (WHO, 2002). J& foram reportados casos
nas Américas, sul da Europa, Africa, Mediterraneo oriental, Asia, Australia, além de ilhas

no Oceano Indico, no sul e centro do Oceano Pacifico e no Caribe (Ligon, 2005).

Figura 1. Distribuicao potencial de A. aegypti (Guzman & Kouri, 2001).



A grande distribuicdo mundial desta doenga comegou nos tropicos, durante os
séculos XVIII e XIX, quando ocorreu uma expansao maritima da industria e do comércio.
Tanto o vetor quanto o arbovirus foram dispersos via navegag¢do devido aos mosquitos
utilizarem a dgua armazenada nos navios como local para reprodugdo, mantendo o ciclo de
transmissdo mesmo em longas viagens. Quando a embarcagdo aportava, geralmente os
insetos e os virus eram introduzidos na regido. Por causa do modo lento de transporte,
epidemias nao eram freqiientes, ocorrendo com um intervalo de 10 a 40 anos (Gubler,
2002).

Contudo, entre a metade e o final do século vinte, a incidéncia da dengue no mundo
moderno aumentou drasticamente devido a varios fatores, como o aumento de viagens
aéreas em areas endémicas, mudangas climaticas, crescimento populacional descontrolado,
falha no controle vetorial € o aumento de urbanizaciao nao planejada, resultando em cidades
com alta densidade populacional e com sistemas inadequados de abastecimento de agua e
de limpeza urbana, além de intensa utilizacdo de materiais ndo biodegradaveis, como
recipientes descartaveis de plastico e vidro, gerando um excelente local para a reproducao
dos mosquitos vetores (FUNASA, 2002a; Ligon, 2005).

O periodo de incubagdo da dengue ¢ de trés a 15 dias depois da picada. A infec¢ao
pelo virus pode ser assintomatica ou levar a uma febre classica ou hemorragica, afetando
recém-nascidos, criancgas, adolescentes e adultos. As caracteristicas clinicas variam de
acordo com a idade. Recém-nascidos e criancas jovens normalmente desenvolvem apenas
uma enfermidade febril ndo especifica, com manchas vermelhas dificeis de distinguir de
outras viroses. Os casos mais severos geralmente ocorrem em criangas mais velhas e
adultos. Esses casos sdo caracterizados por um rapido aumento na temperatura corpdrea (>

39°C) que dura por volta de cinco a seis dias, podendo ser bifasica. Durante o periodo
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febril, o paciente pode apresentar dores no corpo, sensagao de cansaco, falta de apetite,
nauseas, vomitos, manchas vermelhas na pele, coceiras no corpo, dor de cabega, mialgia e
artralgia. As vezes pode ocorrer petéquias, epistaxe e sangramento gengival, metrorragia,
além de outras manifestacdes hemorragicas. Embora a dengue possa ser incapacitante, o
prognostico € favoravel e o paciente comumente se recupera ap6s sete a dez dias do inicio
da doenca (Ministério da Saude, 2002a; Guzman & Kouri, 2004; Ligon, 2005).

Ja a febre hemorrdgica da dengue (FHD) costuma ser mais severa. Os sintomas
iniciais s3o semelhantes ao da dengue classica, porém as manifestacdes hemorragicas e/ou
choque evoluem mais rapidamente. Tipicamente, a FHD ¢ caracterizada por febre alta,
fendmenos hemorragicos, hepatomegalia e insuficiéncia circulatoria. Entre o terceiro e
sétimo dia da doenca pode ocorrer, nos casos graves, o choque, sendo decorrente do
aumento da permeabilidade vascular seguido de hemoconcentragdo e faléncia circulatoria.
Por ser de curta duragdo, pode levar a uma recuperacao rapida apds terapia anti-choque ou
ao Obito em 12 a 24 horas (FUNASA, 2002b; Ministério da Saude, 2002b).

No Brasil, as condi¢des socioambientais favoraveis possibilitaram uma grande
dispersdao de A. aegypti desde sua reintroducao em 1976 (Figura 2), que ainda hoje nao
pode ser totalmente controlada com os métodos tradicionalmente utilizados (FUNASA,

2002a).
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Figura 2. Reintrodu¢do, no Brasil, de 4. aegypti na década de 1970 (Gubler, 2002).

Logo, a ocorréncia de dengue epidémica no Brasil ndo ¢ uma raridade e, desde
1986, varios estados brasileiros conviveram com grandes epidemias. Os casos reportados
no Brasil no final da década de 1990 chegaram a apresentar 80% das notificagdes
registradas nas Américas, sendo descritos em 24 estados mais o Distrito Federal
(Schatzmayr, 2000). E em apenas trés meses de 2002, somente no Estado do Rio de
Janeiro, 166.393 casos foram notificados, sendo 1.408 de dengue hemorragica, além de 53
obitos (Lenzi & Coura, 2004). Segundo a Secretaria de Vigilancia em Saude (2005), nos
anos de 2004/2005, trés sorotipos foram registrados no Brasil: DEN-1, DEN-2 ¢ DEN-3

(Figura 3).
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Figura 3. Sorotipos circulantes no Brasil 2004/2005 (Secretaria de Vigilancia em

Saude, 2005).

Ainda segundo a Secretaria de Vigilancia em Saude (2005), 38.989 novos casos de
dengue foram registrados nos primeiros meses de 2005, com sete casos confirmados de
febre hemorragica da dengue (FHD). Para o mesmo periodo, a regido Sudeste notificou
5.148 casos, o Nordeste 10.480, o Centro-Oeste 5.987, o Norte 17.152 € o Sul 296 casos da
doenga, o menor indice brasileiro por regido. J4 no ano anterior, 112.918 casos foram
relatados, sendo 81 de FHD com trés obitos, por conseguinte, uma taxa de letalidade de
3,7%.

Prevencao e tratamento
A prevencdo da dengue consiste em trés fatores bdsicos: controle vetorial,

implementacdo de bons sistemas de vigilancia e desenvolvimento de vacinas eficazes. O
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controle vetorial ¢ realizado pela eliminagdo de criadouros naturais e artificiais dos
mosquitos, além da aplicagdo de inseticidas, tanto para as larvas quanto para os adultos.
Pode-se, também, utilizar peixes e copépodos (crustaceos) como método de controle
biolégico (Ligon, 2005).

Atualmente, as vacinas para dengue estdo em varios estagios de desenvolvimento,
todavia, nenhuma delas foi validada para a utilizagdo. Embora ndo exista uma terapia
especifica para essa doenca, o tratamento sintomatico apropriado pode reduzir a
mortalidade a 1%, mas em paises pobres e durante epidemias este indice sobe para 10% -
30% (Deen, 2004). Apesar da dengue ser caracterizada por uma recuperacao espontanea, a
dengue hemorragica pode progredir para quatro graus de severidade diferentes quando nao
tratada apropriadamente com reposi¢do de liquido intravascular, podendo resultar em um
profundo choque (John, 2003; Chaturvedi, 2005).

Biologia do Aedes aegypti

Existem mais de 3000 espécies de mosquitos (Culicidae), sendo que pelo menos 100
delas transmitem doencas. Diferentes espécies que podem se alimentar tanto durante o dia
quanto ao entardecer ou de noite (Rozendaal,1997).

Sdo conhecidas varias espécies dentro do género Aedes e Ochlerotatus, sendo
vetores importantes para dengue, dengue hemorragica, febre amarela, além de outras
viroses (Rozendaal,1997; Rueda, 2004).

Tanto o macho quanto a fémea alimentam-se de néctar ou seiva vegetal, porém a
fémea, ap6s o acasalamento, necessita de sangue para a maturagdo dos ovos. Elas sdo
atraidas por odores corporais, dioxido de carbono e temperatura emitidos pelos animais. O
intervalo entre o repasto e a oviposi¢ao ¢ de dois a trés dias, com igual periodo para a

eclosdo. Os ovos sdo depositados em recipientes naturais ou artificiais, preferencialmente
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contendo agua limpa, como vasos, latas, pneus, bambus e buracos em arvores. As larvas,
em todos os quatro instares, possuem grande mobilidade e alimentam-se de detritos
organicos, fungos, bactérias e protozoarios existentes na agua (Rozendaal,1997).

Em intervalos de temperaturas de 25°C e 29°C e boa oferta alimentar, a duracao da
fase larvar, que compreende quatro instares, ¢ de cinco a dez dias. A pupa também ¢é dotada
de mobilidade, com uma duragdo média de dois dias (Ussui & Barata, 2001). Ainda, as
fémeas podem transmitir para seus ovos o virus da dengue, ocorrendo a eclosdo de larvas

infectadas (Ministério da Satde, 2002a).

Controle quimico e resisténcia
Os principais métodos de controle de 4. aegypti sdo baseados na utilizagdo de

produtos quimicos e bioldgicos, além da melhoria das condigdes de saneamento. No Brasil,
os programas de combate aos mosquitos da dengue utilizam principalmente inseticidas
quimicos, como temefés (organofosfatos) e piretrdides, em detrimento da melhoria das
condic¢des de saneamento (Lefevre et al., 2003; Luna et al., 2004).

O mecanismo de ag¢do dos praguicidas varia dependendo da classe do mesmo. Os
organoclorados podem aumentar a concentragdo de célcio intracelular e a liberacdo de
acetilcolina nos terminais pré-sinapticos, inibir a fun¢do do GABA (acido gama
aminobutirico), além de alterar, como os piretroides, a permeabilidade ao sodio na
membrana do axdénio impedindo a repolarizagdo normal apdés um impulso nervoso. Os
organofosfatos sdo inibidores irreversiveis da acetilcolinesterase, enquanto os carbamatos
sao inibidores reversiveis dessa enzima (Chambers & Carr, 1995).

Por causa do constante uso de inseticidas, o desenvolvimento de resisténcia ¢ um
processo que ocorre com muita freqiiéncia, pois morrem os individuos suscetiveis,

sobrevivendo os resistentes e, conseqiientemente, aumentando a populagdo dos ultimos.
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Além dos mecanismos de resisténcia que permitem aos dipteros sobreviverem apds o
contato direto com a substancia toxica, existe uma outra forma, na qual ocorre a selecao de
individuos com aptidao parcial ou total para evitar o contato com doses letais, chamada
resisténcia comportamental. Exatamente por esses motivos, existe a necessidade da
mudanga periddica dos pesticidas utilizados ou a substituicdo por métodos fisicos e
bioldgicos pelo maior tempo possivel (Donalisio & Glasser, 2002).

Dois mecanismos principais estdo envolvidos na resisténcia a pesticidas. O primeiro
seria a alteragdo de determinados aminoacidos responsaveis pela ligagdo do inseticida ao
seu sitio de acdo, que no caso dos piretrdides sdo os canais de sodio das células nervosas,
principalmente. Isto dificulta a ligagdo e, conseqiientemente, diminui a eficacia do produto.
O outro mecanismo seria o aumento na atividade de enzimas responsaveis pela
desintoxicagdo do organismo do inseto, como esterases, monooxigenases € glutationa S-
transferases (Flores et al., 2001; Audino et al., 2004).

Um fator importante para a desintoxicagdao de determinados inseticidas ¢ a atividade
de a-esterases dependentes de calcio. A-esterases provavelmente sdo altamente
significantes na baixa toxicidade de compostos como clorpirifos, dos quais os metabdlitos
ativos podem ser hidrolisados antes que concentragdes toxicas se acumulem no organismo
(Chambers & Carr, 1995). Foi observado que esterases e glutationa s-transferases estdo
envolvidas na desintoxicagdo de piretroides, como bifetrina e cialotrina, em Oligonychus
pratensis ¢ Tetranychus urticae. Além disso, uma diminui¢do na sensibilidade da
acetilcolinesterase também pode estar relacionada a resisténcia, principalmente em relacao
a organofosfatos e carbamatos (Yang et al., 2001).

Os citocromos P-450 s3o uma superfamilia de enzimas que catalisam desde reagdes

enddgenas envolvendo esterdides, acidos graxos e colesterol até compostos exodgenos,
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como drogas e inseticidas. Essas enzimas sdo importantes na hidroxilagdo de varios
pesticidas, como piretroides e organosfosforados, transformando-os em substancias mais
soliiveis em agua, permitindo uma melhor eliminagdo na urina, diminuindo, assim, sua
toxicidade ao animal. Ainda, foi observado um aumento na transcricdo de genes
pertencentes as familias CYP4, CYP6 e CYP9 em populagdes de diversos insetos
resistentes (Hemingway & Ranson, 2000; Freitas et al, 2005).

As glutationa s-transferases participam de diversos processos, entre eles
detoxificagdo de substancias toxicas e prote¢do contra estresse oxidativo. Elas ligam-se a
grupamentos eletrofilicos conjugando uma molécula de glutationa reduzida que passara
para o estado oxidado apds a ligagdo, formando compostos mais soluveis e,
conseqiientemente, mais faceis de serem excretados. A resisténcia a inseticidas também
pode ocorrer quando hé uma alteracdao na seqiiéncia ou na conformagdo de proteinas que
normalmente se ligariam a estas substincias, por exemplo, muta¢des no receptor do
neurotransmissor GABA pode conferir resisténcia a ciclodienos, assim como mutagdes nos
genes dos canais de sodio sdo responsaveis pela resisténcia a piretroides ¢ DDT
(Hemingway & Ranson, 2000; Freitas et al, 2005).

Ja foi verificada a resisténcia em populagdes de 4. aegypti de diversos estados
brasileiros, como Sdo Paulo, Rio de Janeiro, Espirito Santo, Parand, Sergipe e Alagoas
(Lima et al., 2003; Macoris et al., 2003; Braga, et al., 2004; Luna et al., 2004), assim como
em outros paises, por exemplo, Panama e Cuba (Bisset et al., 2003; Rodriguez et al., 2004).
Ainda, mais especificamente em relagdo ao temefos, o larvicida de mais ampla utilizagao,
determinadas populagdes de A. aegypti de 20 municipios de varias regides do Brasil

apresentaram ampla resisténcia, excluindo-se apenas a regido Sul (Donalisio & Glasser,

77



2002). Assim, existe a necessidade do desenvolvimento de compostos inseticidas seguros,
que causem um minimo impacto ambiental e com novos modos de agao (WHO, 2003).
Inseticidas de origem vegetal

Tradicionalmente, os inseticidas mais utilizados s@o os piretrdides e os fosforados,
seguidos dos organoclorados, entretanto, esses produtos eliminam, além das pestes, os
insetos que sdo benéficos ao homem. Por isso, a busca de novos inseticidas de origem
vegetal tem sido bastante estimulada, pois as plantas t€ém sido uma fonte enorme de
compostos quimicos com diversas atividades contra insetos, como repelente, fagoinibidora
e inseticida (Vieira & Fernandes, 1999).

Trabalhos recentes t€ém demonstrado a eficacia de extratos brutos vegetais e seus
compostos isolados em A. aegypti. Arruda et al. (2003) avaliaram a toxicidade do extrato
bruto etanolico da casca do caule de Magonia pubescens (Sapindaceae) em larvas de A.
aegypti e verificaram que esse extrato induzia alteracdes, principalmente, no intestino
médio. Tais alteracdes incluiam destrui¢do total ou parcial das células, alta vacuolizacao
citoplasmatica, aumento do espago subperitrofico e hipertrofia das células.

Seguindo o estudo com M. pubescens, Silva et al. (2004) fracionaram o mesmo
extrato bruto obtendo nove fragdes. Dessas, as fragoes MP-7, MP-8 e MP-9 apresentaram
atividade significativa. A MP-9 foi a mais ativa, com uma CLs de 3,1 ppm e CLyy de 36,6
ppm. Os autores também isolaram a substancia ativa da MP-9, caracterizando-a como um
tanino catéquico.

Prajapati et al. (2005) avaliaram o efeito inibidor da oviposi¢do, a atividade
inseticida e repelente de Oleos essenciais extraidos de dez plantas medicinais contra A.
aegypti, concluindo que Juniperus macropoda e Pimpinella anisum foram altamente

efetivas tanto como larvicidas quanto ovicidas. Ainda, foi verificado que o 6leo essencial
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de Zingiber officinale possui atividade ovicida, enquanto Rosmarinus officinalis e
Cinnamomum zeylanicum possuem efeito repelente, sendo o ultimo o que apresentou o
mais alto valor repelente.

Sivagnaname & Kalyanasundaram (2004) analisaram o efeito do extrato metandlico
de Atlantia monophylla (Rutaceae) em trés espécies de mosquitos, Culex quinquefasciatus
Say, 1823 (Diptera: Culicidae), Anopheles stephensi Liston, 1901 (Diptera: Culicidae), e 4.
aegypti. Observaram um efeito larvicida mais pronunciado em A. aegypti, com CLsy 0,09
mg/L e uma maior atividade pupicida em 4. stephesi, com CLsy 0,05 mg/L. Além disso, o
extrato foi considerado seguro para trés espécies de animais predadores testados, Gambusia
affinis (Baird & Girard, 1853) (Cyprinodontiformes: Poeciliidae), Poecilia reticulata
Peters, 1859 (Cyprinodontiformes: Poeciliidae) e Diplonychus indicus Venkatesan & Rao,
1980 (Hemiptera: Belostomatidae).

Wandscheer et al. (2004) compararam a atividade inseticida de extratos etandlicos
do fruto de Melia azedarach e Azadirachta indica em duas temperaturas diferentes, 25°C e
30°C, contra larvas do mosquito da dengue. Ambos extratos apresentaram atividade
larvicida significativa, apesar do extrato de A. indica ter sido, de forma geral, mais efetivo
que o extrato de M. azedarach, nas condigdes testadas. A menor concentragao letal (LCs
0,017 g%) foi verificada com A. indica a uma temperatura de 30°C.

Rodrigues et al. (2005) avaliaram, em A. aegypti, a atividade larvicida do extrato
hexanico da madeira do caule de Cybistax antisyphilitica (Bignoniaceae), fracionando o
extrato bruto até o isolamento da substidncia de maior eficacia, uma quinona identificada
como 2-hidroxi-3-(3-metil-2-butenil)-1.4-naftoquinona (lapachol), com CLsy 26,3 pg/mL.

Siddiqui ef al. (2004) isolaram duas amidas, denominadas pipnoohine e pipyahyine,

do extrato de éter de petroleo do fruto de Piper nigrum L. (Piperaceae) com atividade
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inseticida em larvas do quarto instar do mosquito da dengue. A CLs, das duas substancias
foi, respectivamente, 35,0 ¢ 30,0 ppm.
Cerrado

O Brasil possui a flora mais rica do mundo, quase 19% da flora mundial, com mais
de 60 mil espécies de plantas. Dessas, 55 a 60 mil sdo angiospermas, 5-10 gimnospermas,
1,2 a 1,3 mil pteridofitos, cerca de 3,1 mil bridfitas e 525 espécies de algas marinhas
(Giulietti et al., 2005). O Cerrado possui mais de 7 mil espécies de plantas, com 44% da
flora endémica. E o segundo maior bioma brasileiro, ocupando 21% do territério nacional,
com uma extensdo original de aproximadamente 2 milhdes de km® (Klink & Machado,
2005).

Entretanto, nos ultimos 35 anos, cerca de metade da area original do Cerrado foi
transformada em pastagens plantadas e culturas anuais. Somente as pastagens plantadas
com gramineas africanas ocupam uma 4area equivalente a drea da Espanha,
aproximadamente 500 mil km®, enquanto a 4rea total destinada a conservacio ¢ de apenas
33 mil km?, claramente insuficiente para a preservagio desse bioma. Além disso, estima-se
que 20% das espécies endémicas e ameacadas ndo ocorram nas areas legalmente

protegidas. (Klink & Machado, 2005).
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MATERIAL E METODOS

Plantas: Foram coletadas no entorno de Brasilia, Distrito Federal, em 2002, 2003 e
2005, juntamente com o botanico Prof. Dr. José Elias de Paula do Laboratorio de Anatomia
Vegetal, Instituto de Biologia, Universidade de Brasilia. As exsicatas estdo depositadas no
Herbario (UB) da Universidade de Brasilia.

Preparagdo dos extratos: As diferentes espécies foram dessecadas, estabilizadas,
pulverizadas e submetidas a um processo de extracdo por maceragdo com hexano (4 x 2 L)
seguido de etanol 95% (4 x 2 L) ou com hexano (4 x 2 L), diclorometano (4 x 2 L) ou
solugdo hidroalcodlica 80% (4 x 2 L). Os diferentes extratos brutos foram obtidos apds
evaporacao dos solventes sob pressao reduzida a 40°C.

Insetos: Os ovos de Aedes aegypti foram eclodidos em uma bandeja com 3 L de
agua destilada acrescida de 40 mL de solugdo aquosa de alfafa. A eclosdo ocorre em cerca
de 24 horas, dando origem as larvas do mosquito. Estas foram criadas em agua limpa, a
temperatura de 28 + 5°C, umidade relativa de 70 £ 5% e fotofase de 12 horas. Foram
alimentadas com ra¢do autoclavada, até atingirem o 3° estadio de desenvolvimento.

Bioensaio larvicida: Cada extrato foi testado com uma concentra¢do de 500 pug/mL:
10 mg de cada extrato foram dissolvidos em 0,2 mL de dimetilsulfoxido (DMSO) e 19,8
mL de 4dgua destilada, em placas de Petri. Para os extratos que levaram a uma mortalidade
superior a 90%, novos testes em concentragdes menores (250; 125; 62,5; 31,25 e 15,62
pg/mL) foram realizados para a determinacdo da CLsyo. No controle foram utilizados
DMSO e agua. Para cada amostra, dez larvas de 3° estadio foram testadas em triplicata. As
larvas tratadas e o controle foram mantidos sob as mesmas condi¢des da criacdo. Os

resultados foram registrados ap6s 24h.
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Critério de morte: Foram identificadas como mortas as larvas que ndo reagiram a
estimulos mecanicos (estimulagdo por um pincel ou pinga).
Anadlise estatistica: A analise Probit foi utilizada para a determinagdo da CLs,

utilizando-se o programa SPSS — versdo 11.5 (SPSS, 2003).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram avaliados, em larvas do terceiro instar de 4. aegypti, 68 extratos provenientes
de 30 espécies vegetais diferentes.

Dos extratos analisados na concentragdo de 500 pg/mL (tabela I), dois, o hexanico
da madeira da raiz de Duguetia furfuracea e o diclorometanico da folha de Kielmeyera
coriacea, levaram a uma mortalidade média superior a 90% das larvas testadas. Verificou-
se para K. coriacea uma CLs igual a 112,79 pg/mL e para D. furfuracea uma CLs, de
65,24 pg/mL. Outros sete extratos apresentaram atividade inseticida interessante, com
mortalidade média igual ou superior a 50%: hexanicos da casca do caule de Talauma ovata,
madeira da raiz e folha de Schinus terebinthifolius e da casca da raiz de Matayba
guianensis, etandlicos da casca e da madeira do caule de Xylopia emarginata, e
diclorometanico da folha de S. ferebinthifolius. O fato de cinco (56%) dos nove extratos
ativos serem hexanicos nao implica na existéncia de maiores probabilidades de se encontrar
substancias inseticidas neste tipo de preparagdo, visto que 32 (47%) dos 68 extratos
testados foram macerados com este solvente.

O nivel de atividade larvicida (>50% de mortalidade a 500 pg/mL) apresentado
pelos nove extratos justifica o interesse nas espécies em questdo. O valor potencial de
subprodutos destas espécies ¢ ainda maior por ser possivel realizar testes sistematicos das
combinacdes de diferentes métodos de extracdo e partes das plantas. Comparagdes com
outros trabalhos que reportam CLsy mais baixas que as dos dois extratos mais ativos (e.g.
Ciccia et al., 2000) devem considerar discrepancias relativas a fase do desenvolvimento
larval (Ciccia et al., 2000), suscetibilidades das populagdes de mosquito (Macoris, 2002),

tempo de exposicao (Pelah et al., 2002) e outros fatores.
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Novos paradigmas de uso e produgdo de inseticidas, como no Manejo Integrado de
Pragas (MIP), também podem alterar substancialmente o valor relativo de extratos vegetais
com atividades moderadas associadas a caracteristicas como degradabilidade, efeitos
toxicos indesejados, caracteristicas do cultivo da espécie e mecanismos de agao.

Existem poucos bioensaios avaliando os extratos de D. furfuracea. Um dos mais
recentes verificou que a CLs5y do extrato hexanico da casca da raiz foi de 6,6 ng/mL para
formas amastigotas de Trypanosoma cruzi (Mesquita et al., 2005). Além disso, existem
dois estudos fitoquimicos, onde foram isolados flavonoides e sesquiterpenodides das folhas
(Santos & Salatino, 2000; Carollo et al.; 2005).

K. coriacea ¢ usada popularmente para o tratamento de esquistossomose, malaria e
infeccdo fungica e bacteriana. Audi et al. (2002) verificaram que o extrato etandlico da
folha dessa planta possui efeito ansiolitico significativo em ratos, apesar de ndo apresentar
efeito antidepressivo. Os autores também sugerem, por prospecc¢ao fitoquimica, a presenca
de flavonoides, esterdides, triterpenodides e taninos.

Cortez et al. (1998) fracionaram o extrato diclorometanico das folhas e do caule de
K. coriacea, isolando e identificando dez xantonas, dois triterpenos e um bifenil. Ainda no
mesmo trabalho, os autores verificaram que quatro xantonas e o bifenil exibiram atividade
antifungica em Cladosporium cucumerinum, e outras duas xantonas inibiram o crescimento
de Candida albicans.

Novamente, deve-se lembrar que os terpenos possuem uma ampla atividade
inseticida conhecida (Viera & Fernandes, 1999; Viegas Junior, 2003), podendo ser estas
substancias, pelo menos em parte, as responsaveis pela atividade larvicida observada.

Muitas meliacinas, triterpendides com sabor amargo, também possuem atividade

pesticida e uma das principais fontes dessas substancias sao plantas da familia Meliaceae
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(Viegas Junior, 2003). Entre elas, as dos géneros Azadirachta, Melia e Trichilia tém sido
muito estudadas (Roel, 2001), inclusive, sendo verificada acao larvicida de extratos brutos
ou moléculas isoladas das plantas Azadirachta indica e Melia azedarach em A. aegypti
(Siddiqui et al., 2000; Wandscheer et al., 2004). Entretanto, as duas espécies dessa familia
utilizadas no presente estudo, Guarea guidonia ¢ Guarea kunthiana, ndo demonstraram
nenhuma atividade larvicida em A. aegypti, apesar de terem aumentado significativamente
a taxa de mortalidade em Rhodnius milesi, discutido no capitulo anterior.

Por fim, como observado por Kao et al. (2001), extratos vegetais devem ser
analisados também em conjunto, visto que existe a possibilidade de uma agado sinérgica ou
aditiva interessante entre eles. Assim, estudos futuros poderiam verificar se tais efeitos
existem entre os nove extratos ativos testados, pois o desenvolvimento de resisténcia ¢
dificultado quando mais de um tipo de pesticida ¢ utilizado ou quando ha uma rotatividade
dos mesmos (Flores et al., 2001). Ainda, sugere-se que os extratos hexanico da madeira da
raiz de D. furfuracea e diclorometanico da folha de K. coriacea sejam quimicamente
fracionados e biomonitorados, isolando as substancias ativas, pois podem ser uteis na busca
por novos compostos naturais inseticidas, mais seletivos e biodegradaveis, sobre larvas do

mosquito A. aegypti.
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Tabela I — Mortalidade de 4. aegypti tratados com os diferentes extratos em uma concentragdo de 500 pg/mL.

Nome cientifico / Controle Parte da planta Solvente Mortalidade (%) apds 24h
utilizada Réplical  Réplica2 Réplica3 Média
Anemopaegma chamberlaynii Caule Hexano 50 50 20 40
Arrabidae florida Folha Hexano 0 0 0 0
Etanol 0 0 0 0
Aspidosperma tomentosa Folha Diclorometano 0 10 10 6,7
Hexano 0 0 0 0
Hidroalcoolico 0 0 0 0
Byrsonima crassa Folha Diclorometano 0 0 0 0
Hexano 10 10 0 6,7
Calophyllum brasiliense Folha Diclorometano 0 0 0 0
Hexano 0 10 0 33
Raiz Hexano 0 0 0 0
Cardiopetalum calophylloides Folha Etanol 0 0 0 0
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Condylocarpon isthmicum Casca do caule

Madeira do caule

Cupania vernalis Madeira da raiz

Duguetia furfuracea Madeira da raiz
Echinodorus macrophyllus Folha
Enterolobium ellipticum Folha
Guarea guidonia Caule
Folha
Raiz
Guarea kunthiana Caule

Etanol
Etanol
Etanol
Hexano
Diclorometano
Hidroalcoolica
Diclorometano
Hexano
Hidroalcoolica
Hexano
Etanol
Etanol
Hexano
Etanol

Hexano

92

100

40

10

10

10

10

20

10

10

100

10

10

70

10

20

100

20

10

10

10

100
23
10
30

3,3

33

6,7
13,3
3.3

6,7



Kielmeyera coriacea

Magonia pubescens

Matayba guianensis

Palicourea rigida

Pouteria gardneri

Pouteria ramiflora

Folha

Fruto

Raiz

Folha

Casca da raiz

Madeira da raiz

Casca da raiz

Folha

Madeira da raiz

Raiz

Madeira da raiz

Etanol

Hexano

Hexano

Etanol

Etanol

Diclorometano

Hexano

Hexano

Hexano

Hexano

Diclorometano

Hexano

Etanol

Hexano

Hexano
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50

10

100

20

60

30

10

40

20

10

60

10

20

40

33

93,3

13,3
53,3

33

23,3



Pouteria torta

Qualea grandiflora

Renealnia alpinea

Sabicea brasiliensis

Schinus terebinthifolius

Siparuna cujabana

Madeira da raiz

Folha

Madeira do caule

Raiz

Folha

Raiz

Folha

Caule

Madeira da raiz

Fruto

Raiz

Hexano

Etanol

Diclorometano

Hexano

Hexano

Hexano

Hexano

Etanol

Hexano

Etanol

Diclorometano

Hexano

Diclorometano

Hexano

Etanol

Etanol
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50

60

10

60

10

20

40

50

10

50

60

50

10

50

6,7

13,3

50
53,3
10

53,3



Solanum licocarpum

Stryphnodendron adstringens

Tabebuia caraiba

Talauma ovata

Xylopia emarginata

Controle DMSO 1%

Folha

Folha

Madeira do caule

Casca do caule

Madeira do caule

Casca do caule

Madeira do caule

Hexano

Diclorometano

Hexano

Diclorometano

Hexano

Etanol

Hexano

Etanol

Etanol

Etanol

10

20

60

30

60

50

10

30

50

40

40

40

20

50

50

60

50

70

13,3

33,3

53,3

43,3

50

53,3
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CONCLUSAO

Atualmente existem aproximadamente 120 milhdes de pessoas nos paises
subdesenvolvidos das Américas em risco de contrair a tripanossomiase americana,
principalmente na zona rural e pobre. Além disso, considera-se que cerca de 2,5 bilhdes de
pessoas vivem em paises expostos a Dengue. Como a principal forma de controle dessas
duas doencas ¢ o controle vetorial, foi verificada neste estudo a agdo inseticida sobre
imaturos de R. milesi, D. maxima e A. aegypti.

A partir dos resultados obtidos foi verificado que as plantas Simarouba versicolor e
Guarea guidonia sdo promissoras como fontes de substancias inseticidas em R. milesi, pois
as taxas de mortalidade obtidas foram superiores a 70%. Da mesma forma, as plantas
Duguetia furfuracea e Kielmeyera coriacea também sdo promissoras, pois, observaram-se
taxas de mortalidade superiores a 90% para dois extratos dessas espécies testados em A.
aegypti. Assim, caso as substancias isoladas apresentem baixa toxicidade para organismos
nao alvos e tenham sucesso em estudos de campo, poderdo ser de grande valia para o
controle dos vetores da Doenga de Chagas e da Dengue.

Além disso, ¢ importante ressaltar que a partir dos resultados obtidos pode-se
verificar a importancia do estudo da etnobotanica e da preservacdo do conhecimento
popular acerca das plantas medicinais para a busca por novas substincias de origem
vegetal, pois das 38 espécies testadas, S. versicolor, a Unica planta no estudo
tradicionalmente utilizada como pesticida, foi também a que apresentou melhor atividade

inseticida em R. milesi, além de inibir a ecdise em D. maxima. Assim, os resultados
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corroboram as pesquisas que indicam a abordagem etnofarmacoldgica como a mais eficaz
na investigacdo por novos compostos ativos em relagdo a abordagem randomica ou, até

mesmo, quimiotaxonomica.
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Atividade Inseticida de Extratos de Plantas do Cerrado em Rhodnius milesi Carcavallo, Rocha, Galvao &
Jurberg (Hemiptera: Reduviidae), em Condigdes de Laboratdrio

RESUMO - A transmissdo da doenca de Chagas ocorre, principalmente, por meio de fezes de hemipteros
hematdfagos (Triatominae), os quais ingerem 7Tiypanosoma cruzi ao se alimentarem do sangue de
pessoas ou animais infectados. Para o controle dos triatomineos, os piretroides sdo os principais
inseticidas utilizados. Entretanto, algumas populagdes de insetos demonstraram resisténcia a
determinados piretréides, indicando a necessidade do desenvolvimento de novos inseticidas eficazes
no controle desses vetores. Assim, foi avaliada a atividade inseticida de 24 extratos vegetais em
ninfas do quarto estadio de Rhodnius milesi Carcavallo, Rocha, Galvao & Jurberg, em condigdes de
laboratorio. Para o teste topico, foram aplicados 50 g de cada extrato nos tergitos abdominais de dez
ninfas, em duplicata. Como controles, foram utilizados insetos tratados com etanol, acetona ou sem
nenhum tipo de tratamento. Os triatomineos foram observados durante 28 dias. Extratos hexanicos e
etandlicos de Simarouba versicolor, Guarea kunthiana, Guarea guidonia ¢ Talauma ovata causaram
mortalidade entre 20% e 95% de R. milesi em comparagdo com os controles, onde ndo houve
mortalidade dos insetos. Estes dados preliminares sugerem que o extrato etanolico da casca da raiz de
S. versicolor ¢ o extrato hexanico da raiz de G. guidonia, os quais foram responsaveis pela mortalidade
de 95% e 75%, respectivamente, devem ser quimicamente investigados e monitorados por ensaios
bioldgicos a fim de determinar seus componentes inseticidas, a serem utilisados como modelos
moleculares ou como compostos biorracionais nos programas de controle de insetos.

PALAVRAS-CHAVE: Triatominae, extrato vegetal, controle de insetos, Simarouba versicolor, Guarea
guidonia

ABSTRACT - Chagas’ disease is chiefly transmitted by feces of haematophagous bugs (Triatominae)
that ingested Trypanosoma cruzi from blood of infected people or animals. Pyrethroids have been the
main insecticides used against these insects. However, some populations of insects have shown significant
levels of resistance to several pyrethroids, indicating the need of new insecticides for the control of
triatomines. Insecticidal activity of 24 Cerrado plant extracts belonging to five species of four families
were assayed on fourth instar nymphs of Rhodnius milesi Carcavallo, Rocha, Galvio & Jurberg
(Hemiptera: Reduviidae), under laboratory conditions. For the extract application on triatomines, 50 g

of the extract were topically applied in duplicate on dorsal tergites of ten insects. Insects topically
treated with acetone, ethanol, as well as insects with no treatment were used as controls. Triatomines
were observed over a 28-day period. Hexanic and ethanolic extracts of Simarouba versicolor, Guarea
kunthiana, Guarea guidonia and Talauma ovata caused mortality between 20% and 95% of R. milesi
in comparison with the controls, which showed no insect mortality. These preliminary data suggest that
the ethanolic extract of the root bark of S. versicolor and the hexanic extract of the root of G guidonia,
responsible for a 95% and 75% insect mortality, respectively, should be chemically investigated and
monitored through biological assays in order to determine their insecticidal components, that could be
used as a molecular model or as biorational compounds for use in insect control programmes.

KEY WORDS: Triatomine bug, crude extract, insect control, Simarouba versicolor, Guarea guidonia
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Chagas’ disecase, also known as American
Trypanosomiasis, is caused by the flagellated protozoan
Trypanosoma cruzi Chagas and its transmission to vertebrate
hosts is carried out by haematophagous insects, from the
Triatominae subfamily, through feces contamination via
mucosa or skin wounds. It is a chronic debilitating illness
that is highly prevalent in Latin America and ranges from
Mexico to southern Argentina (WHO 2002). Transmission
through blood transfusions, orally, congenitally or by organ
transplants is also possible (Miles et al. 2003).

In the absence of vaccines and drugs suitable for the
treatment of Chagas’ disease, the most important control
strategy is prevention. Control of the disease is based on
two main strategies: interrupting transmission by the vector,
and systematic screening of blood donors in all endemic
countries, as established by a World Health Assembly
resolution (WHO 2002).

Despite the low resistance exhibited by triatomine bugs
to insecticides when compared with mosquitoes (Flores et
al. 2001), some populations of Rhodnius prolixus Stal from
Venezuela, and Triatoma infestans (Klug) (Hemiptera:
Reduviidae) from Brazil (Zerba 1999, Vassena et al. 2000,
Picollo 2001, Vassena & Picollo 2003), and Argentina (Zerba
1999, Picollo 2001, Vassena & Picollo 2003, Audino et al.
2004) have shown significant levels of resistance to
deltamethrin and other pyrethroids used in the control of
Chagas’ disease vectors. Thus, the development of new
insecticides from plant extracts sources can be an alternative
for the control of triatomine bugs.

Moreover, the indiscriminate use of synthetic insecticides
has caused environmental contamination and toxicity to
living organisms (Raizada et al. 2001, Abdollahi et al. 2004,
Nakata et al. 2005), indicating the need for the development
of products that are not hazardous to the environment.
Furthermore, the principal effects of acute or subchronic
exposure to pyrethroids observed in mammals are also
indicative of neurotoxicity (Soderlund et al. 2002,
Kolaczinski & Curtis 2004, Shafer et al. 2005).

Plants produce secondary metabolites acting as defense
mechanisms that can be used in pest control. These
insecticidal substances can affect the feeding behavior and
growth regulators, disrupting the endocrinological balance
of the insects (Balandrin et al. 1985). An example is

azadirachtin, a biopesticide obtained from the neem tree
(Azadirachta indica), which could be readily biodegradable,
selective, non-mutagenic, with low toxicity to mammalian,
causing minimal effects on the environment (Sundaram
1996, Gupta 2004).

Several studies have shown insecticidal activity of plants
extracts against triatomine bugs: Salvia cardiophylla,
Annona reticulada, Neurolaena lobata, Tagetes minuta,
Erythroxylon tortuosum, Cassia sp., Senna occidentalis,
Cabralea canjerana elicited an increase in the mortality
rate (16% to 52%) of Rhodnius neglectus Lent (Schmeda-
Hirschmann & Rojas de Arias 1992); Achyrocline
satureioides killed 45% of T. infestans which were topically
treated (Rojas de Arias ef al. 1995); Coriandrum sativum,
Chenopodium ambrosioides, Pimpinella anisum, Tagetes
pusilla, Mentha arvensis, Satureja sp., Foeniculum vulgare,
Chrysanthemum parthenium, Hedeoma mandoniana,
Eucalyptus globulus showed insecticidal activity on 7.
infestans (Laurent et al. 1997); and Minthostachys andina
showed insecticidal properties on T. infestans and R.
neglectus (Fournet et al. 1996). These studies are important
for the development of new plant substances against Chagas’
disease vectors. The diversity flora of Brazilian Cerrado,
the country’s second most important biome, has been poorly
studied to evaluate the efficacy and therapeutic effects of
crude extracts or isolated compounds (Espindola et al. 2004,
Napolitano et al. 2005, Mesquita ef al. 2005). In this sense,
the aim of our study was to investigate the insecticidal
activity of 24 plant crude extracts on fourth instar Rhodnius
milesi Carcavallo, Rocha, Galvao & Jurberg nymphs.

Materials and Methods

Plant material. Plants were collected in Brasilia, the Federal
District of Brazil, in 2002/2003. Botanical identification
was performed by Professor José Elias de Paula of the Plant
Anatomy Laboratory, Institute of Biology, University of
Brasilia. The botanic specimens vouchers are deposited at
the Herbarium (UB) of the same institution (Table 1).

Preparation of extracts. The air-dried and powdered parts
of the plants were submitted first to exhaustive extractions
with hexane (4 x 2 L), and successively with 95% ethanol

Table 1. Botanic voucher specimens and ethnobotanical information of the plants used in our experiments.

Plant family Scientific name Common name Uses Voucher number
Apocynaceae Aspidosperma Peroba-gigante-  Antimalaric, anti-inflammatory (UB) 3692
macrocarpon Mart. do-cerrado
Magnoliaceae  Talauma ovata A. St. Hil. Baguagu Antidiabetic, febrifuge (UB) 3738
Meliaceae Guarea guidonia (L.) Acgafroa Astringent, purgative, febrifuge, (UB) 3712
Sleumer abortive, emetic, anti-
inflammatory

Guarea kunthiana A. Juss. Jatuaiba Antimalaric, stomachache (UB) 3710

Simaroubaceac  Simarouba versicolor A. Mata-barata Insecticide, vermifuge, (UB) 3724

St. Hil.

febrifuge, antisyphilitic
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(4 x 2 L) through a maceration process. The crude extracts
were obtained after the evaporation of the solvents under
reduced pressure at 40°C.

Insects. Fourth instar nymphs of R. milesi from an
asynchronous laboratory colony were fed to repletion on
chickens. After 24h, individual insects were treated topically
with a Gilson® 0.5-10 pl pipette, containing an aliquot of
each one of the test extracts. The insects were maintained at
28°C under 60-70% relative humidity.

Topical test. A stock solution containing 50 mg of extract
per ml of solvent was prepared for each sample, and 1 pl of
the solution was applied directly on the abdominal tergites
of ten fourth instar nymphs of R. milesi. The experiment
was carried out in duplicate. The hexane extracts were
dissolved in acetone, while the ethanolic extracts were
dissolved in 95% ethanol. Three types of controls were used:
insects topically treated with acetone, insects topically treated
with ethanol, and insects with no treatment. The test and
control insects were observed daily for 28 days, under the
same conditions of temperature and humidity described
above, without feeding.

Statistical analysis. The Cochran test was used to test the
statistically significant differences between the treatments
and the controls (Bisquerra et al. 2004).

Results and Discussion

Twenty four hexanic and ethanolic extracts of Cerrado
plants belonging to five species of four families were assayed
on fourth instar R. milesi nymphs. The topical application
test on fourth instar nymphs is recommended by WHO
(1994).

Table 2 shows that the crude extracts of Simarouba
versicolor (root bark hexane and ethanol; stem bark
ethanol; fruit hexane and ethanol), Guarea kunthiana (root
ethanol; stem hexane and ethanol), Guarea guidonia (root
hexane and ethanol; stem hexane and ethanol; leaves
hexane) and Talauma ovata (stem wood hexane) caused a
mortality rate between 20% and 95% (P < 0.05; Cochran
test) of R. milesi in comparison with the controls, which
showed no insect mortality. Significant differences were
found among different plant parts of the same species.
Among the 14 active extracts, seven were ethanolic and
seven were hexane. However, the polarity of the substances
contained in the hexanic and ethanolic extracts presented
different activity rates, for exemple, with the root bark of
S. versicolor the mortality rate was 35% for hexane and
95% for ethanol, and with the root of G guidonia the
mortality rate was 75% for hexane and 20% for ethanol.
The different extracts of S. versicolor, and of G. guidonia
were the most active, showing a good insecticidal activity
when topically tested, producing better results than those
reported in the literature (Rojas de Arias & Schmeda-
Hirschmann 1988, Fournet et al. 1996, Laurent et al.
1997).

When the extracts were compared at different exposure
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times, significant differences were observed. The evaluation
of the mortality rates (Table 2) shows extracts with rapid
and slow activity on the insects. For the species S. versicolor,
the ethanolic root bark extract killed practically all the insects
of the sample with activity gradually increasing over time,
killing 15% of the insects after 24h, 35% after 48h/72h,
50% in seven days, 90% in 14 days, and 95% of the insects
in 21 days, remaining at this level until the 28th day of
contact. This gradual increase in the mortality rate may
represent a desired feature, since reinfestation of sprayed
houses can be a major problem caused by lack of sufficient
residual effect of insecticides (Schofield & Dias 1991,
Moncayo 2003). The hexanic extract of the same plant part
presented lower and lesser intense activity, causing mortality
in 5% only after seven days of contact, reaching 35% after
28 days of treatment. The fruit of the same species presented
a gradual increase in the mortality rate for the extracts of
different polarities. The ethanolic extract presented a 35%
increase in mortality between the 7th and 14th day of contact,
while the hexanic extract increased this rate by only 10%.
The stem bark presented activity only for the ethanolic
extract, gradually increasing mortality from 5% to 50%
between the first and the last day of treatment.

The hexanic stem wood extract of 7. ovata presented
less intense but more rapid activity, with 20% mortality after
48h, maintaining this rate until the 28th day. However, the
hexanic stem extract of G kunthiana presented the most
rapid activity since it killed 25% of the bugs 24h after the
application, and 40% after seven days; but this percentage
did not increase for the remainder of the experiment. If we
were to compare the hexanic root extract of the two species
of Guarea, G. kunthiana and G. guidonia, only the latter
was active, with a mortality rate of 75% after 28 days of
application, thus demonstrating different sensitivities to
these compounds. The evaluation of the three extracts of
Aspidosperma macrocarpon did not show any insecticidal
activity.

S. versicolor is traditionally regarded as having some
insecticidal effect. S. versicolor is also used as a vermifuge,
stimulant, febrifuge and antisyphilitic (Balbach 1995).
Arriaga et al. (2002) isolated quassinoids, triterpenoids, a
mixture of steroids, the flavonoid kaempferol, and a squalene
derivative from S. versicolor. The medicinal use of this plant
is attributed to the presence of quassinoids, which give an
extremely bitter taste to all plant parts (Lorenzi & Abreu
Matos 2002). Triterpenoids are known to possess insect
antifeedant growth regulating activity against a variety of
agricultural pests. Quassinoids, as modified triterpenoids,
can be expected to show similar activity. Furthermore,
quassinoids isolated from the seeds and bark of Samadera
indica (Simaroubaceae), have been described as altering the
insect tobacco cutworm feeding behavior and growth
regulation (Govindachari ef al. 2001), as well as the
methanol extract of the aerial parts of Quassia sp. aff.
bidwillii (Simaroubaceae) with lethal activity against the
two-spotted spider mite, peach/potato aphid and the root
knot nematode (Latif ez al. 2000).

The presence of sesquiterpenes, limonoid and coumarin
from the stem bark of G guidonia has been demonstrated
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Table 2. Mortality rate of R. milesi when topically applied with extracts (n = 20).

Mortality rate (%)

Species / control Plant part used Solvent

24h  48h 72h 7 days 14 days 21 days 28 days
A. macrocarpon Root wood Hexane 5 5 5 5 5
Ethanol 0 0 0 0 0
Root bark Hexane 0 0 0 0 5 5
G. guidonia Root Hexane 20 35 35 45 45 55 75!
Ethanol 0 5 5 5 10 15 20'
Stem Hexane 15 15 20 25 25 30 30!
Ethanol 10 10 10 15 15 20 20'
Leaves Hexane 5 10 15 25 30
G. kunthiana Root Hexane 5 5 5 5
Ethanol 0 0 5 10 15 20 25!
Stem Hexane 25 30 35 40 40 40 40"
Ethanol 10 15 15 20 20 20 20’
Leaves Ethanol 5 5 5 5
S. versicolor Root bark Hexane 0 0 0 5 10 15 35!
Ethanol 15 35 35 50 90 95 95'
Fruits Hexane 0 20 20 35 45 50 65'
Ethanol 5 20 20 30 65 75 80
Stem bark Hexane 0 0 0 0 0 5 5
Ethanol 5 10 15 20 25 35 50'
Leaves Hexane 0
T. ovata Stem bark Hexane 0
Leaves Hexane 0
Stem wood Hexane 5 20 20 25 25 25 25'
Ethanol 0 5 10
Acetone control 0 0 0
Ethanolic control 0 0 0 0 0 0 0

IStatistically significant (P < 0.05; Cochran test) when compared with controls.

(Garcez et al. 1998). The methanolic extracts and the oil of
leaves of G guidonia showed the presence of terpenoids
(Lago et al. 2002). However, our study revealed significant
activity for the hexanic root extract of this species.

These preliminary data suggest that the ethanolic
extract of the root bark of S. versicolor and the hexanic
extract of the root of G. guidonia should be further
investigated in order to establish their standard chemical
composition and to identify the insecticidal components
by monitoring bioassays, so that they may be used as a
molecular model for a potential insecticide, or
recommended as biorational compounds for use in insect
control programmes.
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