UNIVERSIDADE ESTADUAL DO CEARA
PRO-REITORIA DE POS-GRADUACAO E PESQUISA
FACULDADE DE VETERINARIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS VETERINARIAS

MICHELLINE DO VALE MACIEL

CONTRIBUICAO PARA O CONTROLE DA LEISHMANIOSE VISCERAL:
ATIVIDADE INSETICIDA DE PLANTAS SOBRE Lutzomyia longipalpis
(LUTZ E NEIVA, 1912).

FORTALEZA-CE
2009



MICHELLINE DO VALE MACIEL

CONTRIBUICAO PARA O CONTROLE DA LEISHMANIOSE VISCERAL:
ATIVIDADE INSETICIDA DE PLANTAS SOBRE Lutzomyia longipalpis
(LUTZ E NEIVA, 1912).

Tese apresentada ao Programa de Pés-Graduagdo em
Ciéncias Veterindrias da Faculdade de Veterindria da
Universidade Estadual do Ceard, como requisito
parcial para a obtencdo do grau de Doutor em Ciéncias
Veterindrias.

Area de Concentracdo: Reproducdo e Sanidade
Animal.

Linha de Pesquisa: Reproducdo e Sanidade de
Carnivoros, onivoros e aves.

Orientadora: Prof.(a). Dr.(a). Selene Maia de Morais

FORTALEZA-CE
2009



CONTRIBUICAO PARA O CONTROLE DA LEISHMANIOSE VISCERAL:
ATIVIDADE INSETICIDA DE PLANTAS SOBRE Lutzomyia longipalpis
(LUTZ E NEIVA, 1912).

Michelline do Vale Maciel

Tese Aprovada em: / /

Conceito:

Nota obtida:

Banca Examinadora

Prof. (a). Dr. (a). Selene Maia de Morais
Orientadora

Prof. Dr. Francisco Marlon Carneiro Feij6 Prof. (a) Dr. (a). Claudia Maria Leal Bevilaqua
Universidade Federal Rural do Semi-Arido Universidade Estadual do Ceara

Dr.(a) Elizabeth Ferreira Rangel Prof. Dr. Edy Sousa de Brito
Fiocruz EMBRAPA — Agroindistria Tropical

Prof. (a) Dr. (a) Nilza Dutra Alves

Universidade Federal Rural do Semi-Arido



“Does anybody want to know what's on my mind?”

Marie Fredriksson & Per Gessle



Aos meus pais

Aos meus irmaos

A minha filha

Ao Sr. Raimundo Nonato Sousa

Dedico



AGRADECIMENTOS

Agradeco a meu DIVINO PAI ETERNO, que sempre me carregou nos bragos

todos estes anos, deixando apenas as suas pegadas na areia.

A professora Dra. Selene Maia de Morais, por sua consideragdo, orientacao e

dedicacgdo a este trabalho.

A professora Dra. Claudia Maria Leal Bevilaqua, que considero uma mae, por
tanta dedicacdo, compreensdo e amizade oferecida todos estes anos, e pela co-

orientagdo deste trabalho.

Aos professores do PPGCV, em especial a Dra Fatima por sempre me considerar

um de seus alunos.

A todos os integrantes do Laboratério de Quimica em Produtos Naturais, que
contribuiram com trabalho e conhecimentos, em especial ao Davi, por toda amizade e

paciéncia.

Dizem que a amizade € o bem mais valioso do ser humano. Assim, gostaria de
agradecer a TODOS os colegas e estagidrios do Laboratério de Doencgas Parasitérias,
que juntos fazemos a familia LABODOPAR, o laboratério mais animado do PPGCV.
Obrigada pela ajuda na realizacdo desse trabalho e pela for¢a durante este periodo,
principalmente, Lorena Mayana, lara Tersia, Fernanda Rondon, Marina Parisi, Vitor
Luz e Sthenia Santos por todo auxilio, dedicacao, carinho. Em especial, a Cicero Costa
por toda a amizade, paciéncia e dedicacdo e Ana Lourdes Vasconcelos por todo auxilio

fornecido em minha vida profissional e pessoal, a voc€s, 0o meu MUITO OBRIGADA.

As minhas amigas Renata Barros, Rafaella Albuquerque e Roberta Rocha, pelos

sorrisos, conselhos, por me escutarem e todo auxilio nestes quatro anos.



A Secretaria de Saiide do Estado do Ceard, ¢ a TODOS os funciondrios do
Nicleo de Controle de Vetores (NUVET), que me receberam sempre de bracos

abertos. A Lindemberg Caranha e Ricristhi Gongalves, por todo apoio nesta batalha.

Em especial, ao Sr. Raimundo Nonato Sousa, por todos os conselhos, pelo
carinho, as viagens, os ensinamentos e pela paciéncia. Sem ele, a realizacao deste meu

sonho, ndo teria sido possivel.

Aos professores que considero meus amigos Francisco Marlon Carneiro Feij6 e
Nilza Dutra Alves, pelo grande apoio e incentivo em minha vida profissional, desde a

minha graduagdo.

A Adriana Albuquerque, Cristina e Fred da Secretaria do PPGCV, que em muito
me ajudaram durante todo o tempo de mestrado e doutorado, e aos funcionarios, César,

André e Celmar.

Agradeco também a toda minha familia, em especial aos meus pais, Antdnio
Pereira Maciel e Maria Suely do Vale Maciel, por serem toda a for¢ca do meu viver, o
meu alicerce. Gostaria de deixar registrado aqui, que Deus me deu o maior presente de
todos. A minha familia. Mae, Pai, obrigada pelo apoio, pelo amor, por serem tao

especiais.

A minha filha Larissa Emanuelle Pereira do Vale Maciel, por ser o meu amor

maior.

Aos meus irmdos, Myllena do Vale Maciel e Michel do Vale Maciel por todo

incentivo, e estarmos sempre unidos em todos os momentos das nossas vidas.

Aos meus avds paternos e maternos (in memorian). Em especial, as minhas avos

Maria Julieta de Oliveira Vale e Maria Ferreira Maciel, que eu “perdi” no inicio € no



final desta caminhada, respectivamente. E que ndo puderam estar presentes no meu
hoje, mas que tenho certeza, que olham por mim 14 de cima. E que me ensinaram que
Deus € o nosso pai verdadeiro.

Aos meus tios, em especial Paulo Moisés Ferreira Maciel, por todo apoio.

A meus padrinhos, Aldo (in memorian) e Célia, pela forga.

Ao Pe. Alfredo por acreditar em mim, pelo carinho e ajuda em tantos momentos

da minha vida.

A minha “irma de coracdo”, Dayanne Farias de Paula, que muito me ajudou em

todos os aspectos da minha vida, e a Faguino pela amizade e convivéncia.
A minha grande amiga Ana Kelen Felipe Lima, cujos poderes de “fada
madrinha” estdo sempre me auxiliando quando eu mais preciso. E ao “Cldudio” que eu

jéa considero como um amigo.

Aos meus amigos do peito, Leonardo Praxedes e Irapuan Brandao, por tudo que

fizeram por mim, e pela grande amizade que nasceu entre nos.
Aos meus amigos Consuelo e Josenilson pelos momentos de descontracao.
As minhas queridas amigas da coldnia mossoroense, Suzana e Tania por TUDO.
Aos meus amados “internautas”, Alexandre Silveira, Juca Alves e Edvénio
Pontes, por todos os momentos, de alegria, descontracdo, auxilio e pela amizade

conquistada apesar da distancia.

Ao meu amigo-irmdo, Raul Nogueira Santos, por ser minha fortaleza quando

mais necessito, ndo importa a hora, 0 momento, nem o tempo.



A aquele que me mostrou o que € 0 AMOR. E que mesmo que ndo tenhamos vencido

as guerras e batalhas, nem as pedras do caminho, estard sempre em meu coracdo.

A Dra Ana Maria Barros Leal, pelo apoio psicoldgico.

A CAPES, pelo financiamento da bolsa durante o periodo de quatro anos.



RESUMO

A Leishmaniose visceral é atualmente um problema urbano e de saide publica. Lutzomyia
longipalpis € o vetor mais importante no Américas, e é certamente a principal espécie de
flebotomineo que possui todos os critérios estabelecidos para competéncia vetorial, realcando
aqueles que sdo considerados essenciais como: antropofilia, distribui¢do espacial coincidindo
com casos humanos da doenga, e infeccdo natural por Leishmania (L.) infantum chagasi.
Modelos matematicos referentes a trés métodos de controle sugerem que o uso de inseticidas
e a vacinagdo dos cdes sdo as melhores solucdes para o problema quando comparado a
eutandsia dos animais soropositivos. Neste trabalho, os efeitos dos Oleos essenciais de
Eucalyptus staigeriana, Eucalyptus citriodora, Eucalyptus globulus, Coriandrum sativum,
Azadirachta indica e Lippia sidoides foram avaliados sobre as fases de ovo, larva e adulto de
Lu. longipalpis. Os insetos foram coletados no municipio de Sobral no Estado do Cear4,
Brasil. Cinco tratamentos com diferentes concentragdes foram realizados, utilizando trés
controles negativos, com agua destilada e dimetilsulféxido (3%)/ Tween 80 (3%), e controle
positivo com cipermetrina (0,196mg/ml). Os testes foram realizados em potes de plésticos
revestidos com gesso e utilizando uma racao de fezes de coelho e folha de mandioca. Os ovos
larvas e adultos foram aspergidos com os 6leos. As larvas eclodidas foram observadas por 10
dias consecutivos e as larvas tratadas até a pupacdo. A mortalidade dos insetos foi observada
apos 24, 48 e 72 horas. O 6leo essencial de E. staigeriana foi o mais efetivo sobre ovos do
inseto (CEso: 3,6 (2,28 - 5,23) mg/ml). O dleo de L. sidoides foi o mais efetivo sobre as larvas
de Lu. longipalpis (CEsp: 0,25 (0,20 — 0,31) mg/ml). Os 6leos de E. staigeriana e L. sidoides
foram os mais eficazes sobre os insetos adultos do vetor, apresentando CEsp nos valores de
0,59 (0,37 - 0,82) mg/ml e 0,54 (0,42 — 0,68) mg/ml, respectivamente. Os constituintes
majoritarios dos 6leos foram (+) limoneno, Z-citral e E-citral (E. staigeriana); B-citronelal (E.
citriodora); 1,8-cineol (E. globulus), 6-Dimethylocta-2,7-dien-6-ol (B-linalol) (C. sativum),
triterpenos (A. indica) e Timol (L. sidoides) respectivamente. Estes resultados demonstram as
boas possibilidades do uso de plantas como uma alternativa ao controle de Lu. longipalpis.

PALAVRAS-CHAVE: Flebotomineo, plantas inseticidas, leishmaniose



ABSTRACT

Visceral leishmaniasis is currently a public health and urban health problem. Lu. longipalpis
is the most important visceral leishmaniasis vector in the Americas, and is certainly the only
sand fly species that meets all the established criteria for vectorial competence, highlighting
those that are considered essential, like anthropophilia, spatial distribution coinciding with
human cases of the disease, and natural infection by Leishmania (L.) infantum chagasi.
Mathematical models of the three methods of control suggest that insecticide spraying and
dog vaccination are better solutions to the problem than the destruction of serologically
positive dogs. In this work, the effects of Eucalyptus staigeriana, Eucalyptus citriodora,
Eucalyptus globules, Coriandrum sativum, Azadirachta indica and Lippia sidoides oils were
evaluated on egg, larva and adult phases of Lu. longipalpis. The insects were collected in the
municipality of Sobral in the State of Ceard, Brazil. Five treatments with different
concentrations were performed along with three negative controls, distilled water and
dimethylsulfoxide (3%)/Tween 80 (3%), and a positive control, cypermethrin (0.196 mg/ml).
The tests were carried out in plastic pots internally coated with sterile plaster and filled with a
substrate made of rabbit feces and crushed cassava leaves. The eggs, larvae and adults were
sprayed with the oils. The hatched larvae were counted for 10 consecutive days and observed
until pupation. Insect mortality was observed after 24, 48 and 72 hours. The essential oil of E.
staigeriana was the most effective on the eggs of the insect (CEsg: 3.6 (2.28 — 5.23) mg/ml).
The essential oil of L. sidoides was the most effective on the larvae of Lu. longipalpis (CEsy:
3.6 (2.28 — 5.23) mg/ml). The oils of E. staigeriana and L. sidoides were the most effective on
the adult insects of the vector, presenting CEsp in the values of 0.59 (0.37 — 0.82) mg/ml and
0,54 (0,42 - 0,68) mg/ml, respectively. The major constituents of the oils were, (+) limonene,
Z-~citral and E-citral (E. staigeriana); B-citronellal (E. citriodora); 1,8-cineole (E. globulus),
6-Dimethylocta-2,7-dien-6-ol (B-linalool) (C. sativum), triterpenes (A. indica) and Thymol (L.
sidoides), respectively. These results demonstrate good potential for the use of plants as an
alternative control strategy for Lu. longipalpis.

KEYWORDS: Sandfly, insecticidal plants, leishmaniasis
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1 INTRODUCAO

A Leishmaniose visceral (LV) ou ‘“calazar” estd entre as principais endemias no
mundo, apresenta ampla distribuicio geografica, ocorrendo na Asia, Europa, Oriente Médio,
Africa e nas Américas. Na América Latina a doenca j4 foi descrita em 12 paises, sendo que
90% dos casos ocorrem no Brasil, especialmente na regido Nordeste. No Estado do Cearé os
primeiros casos foram registrados em 1934, provenientes do municipio de Sobral. Atualmente
a doenga encontra-se em processo de expansao, tanto em magnitude, como geograficamente.
E endémica no Ceard com registro de surtos freqiientes. Inicialmente sua ocorréncia era
limitada as dreas rurais. No periodo de 1986 a 2006, a maior incidéncia da doenca foi em
2006 com 789 casos confirmados, e taxa de incidéncia de 9,6 casos por 100.000 habitantes
(MINISTERIO DA SAUDE, 2004).

O agente etioldgico da LV € um protozodrio tripanosomatideo do género Leishmania,
parasito intracelular obrigatério do sistema fagocitico mononuclear, com forma flagelada ou
promastigota, encontrada no tubo digestivo do inseto vetor e forma aflagelada ou amastigota
nos tecidos dos vertebrados. No Brasil, a doenga € causada pela Leishmania (infantum)
chagasi, e ocorre através da picada de fémeas de insetos dipteros pertencentes a familia
Psychodidae, tendo como principal vetor a Lutzomyia longipalpis (MONTEIRO et al., 2005)
e mais recentemente, Lu. cruzi, Mangabeira 1938, foi incriminado como vetor no Brasil
(GALLATI et al., 1998). Lu. longipalpis tem habitos alimentares ecléticos e se adapta
facilmente as condicdes do peridomicilio (XIMENES et al., 2007).

O objetivo do programa de controle da LV € reduzir os casos fatais, o grau de
morbidade e diminuir os niveis de transmissao da doenca. No entanto, as estratégias utilizadas
nao conseguiram atingir a eficicia esperada. Modelos matematicos, referentes a trés métodos
de controle, sugerem que o sacrificio dos cdes sorologicamente positivos, € muito menos
provavel de resolver o problema da L'V do que a borrifagdo com inseticida ou a vacinac¢io dos
cdes (DYE, 1996). Além disso, a borrifacgdo como medida de controle vetorial é mais bem
aceita pelos proprietarios de caes do que a eutandsia de seus animais. Entretanto, a resisténcia
adquirida e a poluicio ambiental, devido a aplicacdo repetida de inseticidas sintéticos
persistentes, t€ém levado a um aumento no interesse por novos produtos quimicos.

Neste contexto, a triagem de produtos naturais tem recebido a atencdo de
pesquisadores em todo o mundo, mas parece ser particularmente importante, no ambito da
saude publica, para os paises em desenvolvimento. Como muitas doencas sao transmitidas por

insetos (i.e. maldria, dengue, febre amarela, leishmaniose, doenca de Chagas, etc) sdo
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endémicas em paises do Terceiro Mundo, a busca de inseticidas e repelentes de origem
botanica tem sido impulsionada pela necessidade de descobrir novos produtos que sejam
eficazes, seguros e menos dispendiosos do que aqueles utilizados atualmente (DE PAULA,
2004). Ademais, estes produtos t€ém boa aceitabilidade e biodisponibilidade (YAGHOOBI-
ERSHADI et al., 2006).

Metabolitos secunddrios de plantas sdo conhecidos por suas propriedades inseticidas,
em muitos casos as plantas t€m uma histéria de uso para remédios caseiros e ainda para matar
ou repelir insetos (BROUSSALIS et al., 1999). O incentivo as investigacdes sobre intera¢des
plantas/insetos nas ultimas décadas desvenda o uso potencial dos metabdlitos de plantas ou
aleloquimicos como agentes com esta finalidade (PAVELA, 2004). Sabe-se que uma
propriedade que decorre da interagdo dos constituintes quimicos dos 6leos essenciais, com 0
meio ambiente € a sua utilizacdo como inseticida natural (SILVA, 2007). Compostos
especificos isolados de extratos/6leos essenciais de plantas sdo testados para fumigacgdo
(RAJENDRAM; SRIRANIJINI, 2008). Dentre as diversas familias descritas na literatura
como possuidoras de atividade inseticida e/ou repelente, encontram-se as plantas das familias
Meliaceae (VIEGAS - JUNIOR, 2003), Rutaceaec (EZEONU et al., 2001), Graminae
(ANSARI e RAZDAN, 1995), Labiatac (PATHAK et al., 2000) e Verbenaceae
(CARVALHO et al. 2003). Estes dados s@ao um incentivo a pesquisa cientifica de plantas

destas familias no controle do vetor da LV, Lu. longipalpis.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Leishmaniose visceral

2.1.2 Generalidades

A LV € uma zoonose de grande importincia para a satide publica e para a medicina
veterindria. Apresenta ampla distribui¢do mundial, atingindo 88 paises (SILVA et al., 2007),
sendo considerada a forma mais grave das leishmanioses, por ser fatal quando ndo tratada.
Estima-se que aproximadamente 500.000 casos e 59.000 mortes ocorrem todos os anos
devido a esta forma de leishmaniose (WHO, 2002). A doenca é causada por protozodarios do
género Leishmania, parasito que infecta um grande nimero de espécies de mamiferos,
incluindo seres humanos (GRAMICCIA ; GRADONI, 2005). No Brasil, o agente etioldgico é
L. chagasi (GONTIJO; MELO, 2004).

A LV € doenca reemergente, e encontra-se em expansido geogrifica e sofrendo
processo de urbanizacdo em vérias regides do Brasil (DANTAS-TORRES; BRANDAO-
FILHO, 2006). Sua transmissdo j4 foi reportada em 19 dos 27 estados brasileiros e até o
momento, em todas as regides do pais (RANGEL; VILELA, 2008). Na década de 90,
aproximadamente 90% dos casos notificados de LV ocorreram na regio Nordeste. A medida
que a doenca se expandiu para as outras regides e atingiram 4reas urbanas e periurbanas, esta
situacdo veio se modificando e, no periodo de 2000 a 2002, a regido Nordeste apresentou
redugio para 77% e em 2003 para 65% dos casos do pais (MINISTERIO DA SAUDE, 2006).
Assim, com a expansdo da drea de abrangéncia da doenca e o aumento significativo do
nimero de casos, a LV passou a ser considerada pela OMS uma das prioridades dentre as

doencas tropicais (GONTIJO; MELO, 2004).

Flebotomineos

No Novo Mundo, a principal forma de transmissao do parasito para o homem e outros
hospedeiros mamiferos € através da picada de fémeas de dipteros da familia Psychodidae,
sub-familia Phlebotominae, denominados genericamente por flebotomineos, e conhecidos
popularmente por “cangalha”, “cangalhinha”, “birigui”, “tatuira”, “mosquito palha” ou “asa
dura” (BRASIL, 2003). O género Lutzomyia € responsdvel pela transmissdo das
leishmanioses nas Américas, existindo 350 espécies catalogadas, distribuidas desde o sul do

Canada até o norte da Argentina. Destas, pelo menos 200 ocorrem na bacia amazonica (GILL
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et al., 2003). Lu. longipalpis (LUTZ & NEIVA, 1912) (Diptera: Psychodidae: Phlebotominae)
€ o vetor primdrio da LV canina e humana no Novo Mundo, e mais recentemente, Lu. cruzi,
MANGABEIRA 1938, foi incriminado como vetor no Brasil (GALLATI et al., 1998). Os
flebotomineos estdo adaptados ao meio urbano onde encontram condi¢des para proliferagao,
reproducdo e transmissdo da doenca. Estes insetos perpetuam-se em diferentes bidtipos e
nenhuma outra espécie de flebotomineo entre nds € tdo sinantrépica quanto Lu. longipalpis
(GONTUO; MELO, 2004).

As fémeas adultas vivem em torno de 20 dias e somente estas sdo hematéfagas. O
sangue ingerido auxilia na maturagdo dos ovarios (REY, 1991). Quando se alimentam de
sangue de um hospedeiro infectado, os vetores ingerem as formas amastigotas que no tubo
digestivo do inseto, passam por diversas modificacdes e evoluem para a forma promastigota
infectante. Quando o vetor se alimenta de um novo hospedeiro, as formas promastigotas sao
regurgitadas com a saliva no tecido cutaneo, completando o ciclo da doenca (MORENO;
ALVAR, 2002). Estes insetos sdo pequenos, medindo de 1 a 3 mm de comprimento. Possuem
o corpo revestido por pélos e sdo de coloragado clara, sendo facilmente reconhecidos pelo seu
comportamento, a0 voar em pequenos saltos e pousar com as asas entreabertas.

O ciclo biolégico de Lu. longipalpis se processa no ambiente terrestre € compreende
quatro fases de desenvolvimento: ovo, 4 estdgios de larva, pupa e adulto. Apds a copula as
fémeas colocam seus ovos sobre um substrato imido no solo e com alto teor de matéria
organica, para garantir a alimentacdo das larvas. Os ovos eclodem geralmente de 7 a 10 dias
apds a postura. As larvas se alimentam e desenvolvem-se em média entre 20 a 30 dias, de
acordo com as condicdes do meio ambiente e em condi¢des adversas, as larvas de quarto
estdgio podem entrar em dipausa, que é a parada no desenvolvimento até um periodo
favoravel que permita o retorno a sua completa evolucao com sucesso. Apos este periodo as
larvas de quarto estdgio se transformam em pupas, que sdo mais resistentes as variacoes de
umidade do que os ovos e as larvas. O periodo pupal em condi¢des favordveis tem duragdo
média de uma a duas semanas. O desenvolvimento de ovo a inseto adulto decorre num
periodo de aproximadamente 30 a 40 dias dependendo da temperatura. As fémeas de
flebotomineos necessitam de sangue de vertebrados para a maturagdo de seus ovarios, dai a
importincia para a transmissdo de agentes patogenos. Os machos sugam apenas sucos
vegetais ou agucares, o que a fémea também costuma fazer antes ou apds a alimentagdo
sanguinea (RANGEL; LAISON, 2003). Lu. longipalpis tem hébitos crepusculares e noturnos,
podendo picar tanto no domicilio como fora dele (DEANE; DEANE, 1962). Em situacdo de
laboratdrio, o inseto se alimenta a qualquer hora do dia (SHERLOCK; SHERLOCK, 1972).
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Controle da Doenca

A introdu¢dao do agente etioldgico a partir do reservatério doméstico, em dreas
infestadas pelo vetor parece ser o fator facilitador da urbanizag¢ao da LV em cidades de médio
e grande porte (CAMARGO-NEVES et al., 2004). O padrdo de transmissdo da doenga pode
se modificar devido as alteracbes ambientais e, conseqiientemente, a adaptacdo do vetor,
associado as migragdes da populacdo (BEJARANO et al., 2002).

Em relacdo aos reservatorios, os hospedeiros silvestres de L. chagasi até agora
conhecidos sdo as raposas e os marsupiais. No ciclo doméstico, o cdo é considerado um
importante hospedeiro e fonte de infeccdo para os vetores, sendo um dos alvos nas estratégias
de controle. A Organizagdo Mundial de Saide preconiza como medidas de controle: a
eutandsia dos cdes portadores da doenca juntamente com medidas de controle ambiental
visando a eliminacdo dos vetores e atencdo ao homem, através do diagndstico precoce dos
casos e o tratamento com antimoniais pentavalentes (GONTLIO; MELO, 2004). Entretanto a
eliminacdo dos cdes soropositivos tem sido dificil tanto por razdes éticas, como sociais
(MORENO; ALVAR, 2002). O impacto da remog¢ao e elimina¢do dos animais soropositivos
tem sido discutido por se mostrar trabalhosa e duvidosa. Modelos matemdticos tém
demonstrado que a eliminacdo dos cdes positivos tem sido menos eficaz que outras medidas
de controle (DYE, 1996).

O controle da LV também envolve educacdo das comunidades em areas de risco, a fim
de evitar a formacao de areas favordveis ao desenvolvimento de Lu. longipalpis (WERNECK
et al., 2007). Medidas simples como manter as dreas urbanas limpas, eliminagdo correta dos
residuos organicos, eliminacdo das fontes de umidade, evitar a entrada de animais domésticos
dentro das casas, entre outros, contribuem para prevenir ou reduzir a proliferacdo do vetor
(BRASIL, 2003). Como medidas preventivas para o homem e a populagdo canina, o
Ministério da Saidde recomenda o uso de medidas de protecdo pessoal, saneamento ambiental,
controle da populagdo canina errante, uso de telas em canis individuais e coletivos, uso de
coleiras impregnadas com deltametrina (4%) (MINISTERIO DA SAUDE, 2006). No entanto,
em paises em desenvolvimento da América do Sul, o controle da LV é claramente mais
complexo do que nos paises do Mediterraneo. Existe uma série de fatores ecoldgicos,
epidemioldgicos e socioecondmicos que podem reduzir o impacto dos programas de controle
da doenca (MINISTERIO DA SAUDE, 2003). O Programa Nacional de Controle da

Leishmaniose Visceral no Brasil prioriza regides nas quais a incidéncia da doenca vem
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aumentando. Apesar da epidemiologia da doenca ser conhecida no Brasil o controle nio foi
satisfatoriamente alcancado (DANTAS-TORRES; BRANDAO-FILHO, 2006).

As diversidades epidemioldgicas dos varios distritos afetados, a capacidade adaptativa
do vetor e fatores ainda ndo conhecidos, podem contribuir para a expansdo da doenca.
LimitacOes nas medidas de controle incluem dificuldades na eliminacdo dos reservatorios,
medidas insuficientes de controle vetorial, principalmente em relacdo a alteracdes ambientais,
e alto custo, ambos, financeiros e sociais (OLIVEIRA et al., 2008). A situacdo atual da LV no
Brasil pode ser vista como um paradoxo: os aspectos mais importantes da doenga sdo
conhecidos, mas o controle desta doenga ainda ndo foi conseguido. J& que as estratégias atuais
nao tém sido capazes de prevenir a expansao geogréfica, além do aumento da incidéncia e da
letalidade da doenga. Existe, portanto, a necessidade de uma melhor definicio das &reas
prioritarias, mas também da implementa¢ao de um sistema de monitoramento das atividades
dirigidas para o controle e vigilancia epidemioldgica, o que poderia permitir melhor avaliacdo
do programa de controle nas diversas regides do Brasil (DANTAS-TORRES; BRANDAO-
FILHO, 2006).

Teoricamente, as estratégias de controle propostas hoje em dia, parecem adequadas,
mas na pratica a prevengao de doencas transmissiveis por vetores biologicos € bastante dificil.
Um dos fatores de risco mais importantes na aquisi¢cdo da leishmaniose é a exposicdo ao
inseto vetor (DIETZE et al., 1997). O papel do controle de vetores em saudde publica é
prevenir a infeccdo mediante o bloqueio ou reducdo da transmissdo, sendo seus principais
objetivos: manejar os problemas existentes, como surtos, epidemias, alta mortalidade e alta
morbidade; prevenir epidemias ou a re-introducdo de doencas e reduzir os fatores de risco
ambiental da transmissdo (BRAGA et al., 1999). O melhor método para diminuir doengas
causadas por vetores € a redu¢ao do contato homem-vetor. Os principais métodos de controle
para flebotomineos sdo: controle quimico, modificacdes ambientais, controle bioldgico
(SHARMA e SINGH, 2008) e uso de coleiras com inseticidas (KILLICK-KENDRICK et al.,
1997). O controle quimico de flebotomineos € feito através da borrifacdo de inseticidas
residuais, e outras maneiras de protecdo, como o uso de repelentes e mosquiteiros (KISHORE
et al., 2006). Inseticidas residuais também sao borrifados nas paredes do domicilio, além de
galinheiros, chiqueiros e estabulos (CABRERA, 1999).

O controle quimico por meio da utilizacdo de inseticidas de acdo residual é a medida
de controle vetorial recomendada no ambito da protecdo coletiva. Esta medida € dirigida
apenas para o inseto adulto e tem como objetivo evitar e/ou reduzir o contato entre o inseto

transmissor € a populacdo humana, e conseqiientemente, diminuir o risco de transmissao da
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doenca. Em dreas com registro do primeiro caso autoctone de LV humano, imediatamente
apos a investigacdo entomoldgica e em dreas com transmissao moderada e intensa, se a curva
de sazonalidade do vetor for conhecida, a aplicagdo do inseticida de acdo residual devera ser
realizada no periodo do ano em que se verifica o aumento da densidade vetorial. Caso
contrario, o primeiro ciclo de tratamento deverd ser realizado ao final do periodo chuvoso e o
segundo, 3 a 4 meses apos o primeiro ciclo. Os produtos mais empregados atualmente no
controle a esses vetores s@o a cipermetrina, na formulacao pé molhdvel (PM) e a deltametrina,
em suspensio concentrada (SC) usados nas doses, de 125 mg. i.a./m? e de 25 mg. i.a/ m?
respectivamente. Na zona rural, o controle quimico serd realizado em todos os domicilios da
localidade onde ocorreu a transmissdo. Na zona urbana, devera ser considerada a drea
previamente delimitada conforme classificacio epidemiolégica (MINISTERIO DA SAUDE,
2006).

O uso de DDT na India para controlar os vetores da maldria resultou numa diminuigdo
significativa no nimero de casos de LV, indicando que um controle vetorial eficaz, pode ser
alcancado (GUERIN et al., 2002). Entretanto, O uso continuo de inseticidas quimicos €&
problemadtico, pois muitas espécies chave tém-se tornado resistentes a estas substancias,
enquanto espécies secunddrias estdo correndo riscos de dizimacdo dos seus predadores
naturais, em virtude da acdo neurotdxica inespecifica dos produtos utilizados. A resisténcia
adquirida e a poluicio ambiental, devido a aplicacdo repetida de inseticidas sintéticos
persistentes, tém levado a um aumento no interesse por novos produtos quimicos (VIEGAS-
JUNIOR, 2003). O primeiro caso de resisténcia a inseticida foi reportado em Bihar, India,
onde Phlebotomus papatasi sobreviveu a exposi¢ao ao DDT na dose de 4 e 8 % (KAUL et al.,
1978). DHIRMAN e MITTAL (2000) compararam a susceptibilidade de P. papatasi a
inseticidas e observaram alta resisténcia deste inseto ao DDT e ao Dieldrin a 4%.

Diante do exposto, faz-se necessdrio o desenvolvimento de novos inseticidas, com
monitoramento e avaliacdo da eficdcia destes produtos (COSTA, 2008). Neste contexto,
muitos trabalhos tém sido realizados avaliando a atividade biolégica de componentes de
plantas contra um grande nimero de patégenos e artrépodes e diversas exemplos de plantas

tém sido descritas com potencial inseticida na literatura (SHAALAN et al., 2005).
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2.2 Plantas com propriedades inseticidas

Produtos naturais com atividade bioldgica sdao fontes principais de novas substancias
quimicas tuteis no desenvolvimento de moléculas com potencial utilizacdo na farmacologia,
agronomia e outros campos de conhecimento humano (MACIAS et al., 2008).

O Brasil € um pais de grande riqueza botanica, com 56 mil espécies de plantas das 256
mil existentes no mundo, possuindo um grande potencial como fonte de compostos
biologicamente ativos provenientes de plantas (NAKATANI et al., 2004). A necessidade de
métodos mais seguros no controle de insetos tem estimulado a busca de novos principios
ativos de vegetais (VIEGAS—JIjNIOR, 2003). Neste contexto, muitos trabalhos tém sido
realizados avaliando a atividade bioldgica de componentes destes vegetais contra um grande
nimero de patégenos e artropodes e diversas plantas t€ém sido descritas com potencial
inseticida (SHAALAN et al., 2005). Atualmente, os inseticidas naturais t€m sido cada vez
mais requisitados, apresentando indmeras vantagens quando comparados ao emprego de
inseticidas sintéticos, pois s@o obtidos de recursos renovaveis e rapidamente degradados, ndo
deixando residuos em alimentos € no ambiente. No entanto, o desenvolvimento destes
compostos requer tempo e também um estudo sistematizado que preencha requisitos, tais
como seletividade contra inimigos naturais, baixa toxicidade em mamiferos,
biodegradabilidade e auséncia de fitotoxicidade, além dos requisitos econdOmicos para que sua
producdo em alta escala seja vidvel (VIEIRA et al., 2001).

As plantas com atividade inseticida podem causar diversos efeitos sobre os insetos,
como repeléncia, inibicdo de oviposi¢cdo e da alimentagdo, alteragdes no sistema hormonal,
causando distirbios no desenvolvimento, deformacdes, infertilidade e mortalidade nas
diversas fases dos insetos. A extensdo dos efeitos e o tempo de acdo sdo dependentes da
dosagem utilizada, de maneira que a morte ocorre nas dosagens mais elevadas e os efeitos
menos intensos e mais duradouros nas dosagens menores (ROEL, 2001).

Entretanto, a toxicidade de uma planta contra insetos, ndo a qualifica necessariamente
como um inseticida. Vérios aspectos devem ser levados em consideracao tais como: forma de
extracdo e conservagdo dos extratos, eficicia em baixas concentragdes, auséncia de toxicidade
para mamiferos e animais superiores, facil obtencdo, manipulacio e aplicacdo e viabilidade
econdmica (VIEGAS—JIjNIOR, 2003). Entre as limitacdes ao uso de extratos vegetais no
campo, podem ser apontadas a falta de dados, principalmente no Brasil, relacionados a
fitotoxicidade, a persisténcia e aos efeitos sobre organismos benéficos. Além disso, o

isolamento de principios ativos e a concentracdo em diferentes partes vegetais, também
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devem ser mais pesquisados. Ainda devem ser avaliados a disponibilidade de matéria-prima, a
selecdo de solventes, bem como técnicas de conservagao e aplicagdo dos produtos (COSTA et
al., 2004).

Virias sdo as estratégias capazes de determinar a atividade de produtos de origem
natural contra insetos e o seu isolamento. De uma maneira geral, podem ser utilizados extratos
brutos de plantas preparados com diversos solventes (hexano, diclorometano, acetato de etila,
metanol e 4gua). Em seguida, os extratos ativos sao fracionados através dos métodos
cromatograficos e as fragdes obtidas s@o retestadas, repetindo-se o processo até a obtencao
do(s) composto(s) ativo(s) (NOGUEIRA; PALMERIO, 2001). A presenca de mais de um
produto ativo nos inseticidas vegetais € considerada por GALLO et al. (2002) como uma
vantagem, ja que reduz a possibilidade de desenvolvimento de resisténcia pelos insetos. No
entanto, as variacdes na composi¢do dos extratos dificultam o estabelecimento da relacdo
entre o efeito e o ingrediente ativo, bem como entre o efeito e a concentragdo utilizada. A
eficiéncia de extratos de sementes de Nim sdo atribuidas ao composto azadiractina, mas
existem outras substancias nos extratos que tém atividade bioldgica e que atuam
conjuntamente (MORDUE LUNTZ; NISBET, 2000).

Os Oleos essenciais de plantas também t€m sido pesquisados, por possuirem
componentes odoriferos e metabdlitos secundarios que podem ser separados dos tecidos das
plantas através de destilacdo (ISMAN, 2000). Virios 6leos essenciais foram descritos por
produzir efeito agudo téxico contra insetos (HUMMELBRUNNER; ISMAN, 2001).
Compostos especificos isolados de extratos/6leos essenciais de plantas ja foram testados para

fumigacdo (RAJENDRAM; SRIRANJINI, 2008).

2.3 Oleos essenciais

Oleos essenciais sdo combinacdes volateis, naturais, complexas, caracterizadas por um
odor forte, formados por metabdlitos secundarios de plantas aromadticas. SAo misturas naturais
que podem conter aproximadamente 20-60 componentes em concentracdes diferentes.
Caracterizam-se por apresentar 2 ou 3 constituintes majoritarios que compdem 20-70% do
Oleo e o constituinte majoritario, em geral, € o responsavel pela atividade do 6leo (BAKKALI
et al., 2008). Sdo produtos obtidos tradicionalmente de parte de plantas através de destilagcdo
por arraste com vapor d’dgua, também conhecida por hidrodestilagdo. Também sdo chamados
de 6leos essenciais, etéreos ou esséncias. Essas denominag¢des derivam de algumas de suas

caracteristicas fisico-quimicas, como, por exemplo, a de serem geralmente liquidos de
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aparéncia oleosa a temperatura ambiente, advindo dai a designacdo de 6leo. Com relagdo a
localizagdo, podem ser encontrados em estruturas especializadas, como os pé€los glandulares e
células parenquimadticas. Podem estar estocados também nas flores (laranjeira), folhas
(eucalipto) cascas de caule (canela), rizomas (gengibre), frutos (erva-doce), dentre outros
(SPITZER, 2004).

Os oleos essenciais t€ém sido largamente estudados devido as suas propriedades
antibacterianas, antifingicas e inseticidas (SILVA et al., 2003). O 6leo essencial de uma
planta pode conter diversos constituintes em diferentes quantidades (RAJENDRAN;
SRIRANIJINI, 2008). Variacdes na composi¢dao dos 6leos essenciais podem ocorrer devido a
fatores como variacdo sazonal, diferencas na regido de origem, método de extracao adotado e
a parte da planta utilizada (MULLER-RIEBAU et al., 1997). Entre as amplas variedades de
efeitos biol6gicos que estas substancias de origem natural podem ter, um interesse maior tem
sido dado aos metabdlitos secundérios das plantas (MACIAS et al., 2008). A resposta dos
insetos aos metabdlitos secunddrios de plantas pode variar muito, e a sensibilidade de espécies
de insetos pode variar para uma mesma substancia (REGNAULT-ROGER, 1997).

A grande maioria destes Oleos essenciais é constituida de derivados terpendides —
mono- e sesqui-terpenoides. Terpendides sdo substincias derivados de unidades do
isopropeno. Os esqueletos carbonados dos terpendides sdo formados pela condensacdo de um
nimero varidvel de unidades pentacarbonadas (unidades isopropénicas). Assim de acordo
com a quantidade de atomos de carbono os terpendides podem ser: isopropeno (unidade
basica — 5 carbonos), monoterpendides (10 atomos de carbonos), sesquiterpendides (15
atomos de carbono), diterpendides (20 4tomos de carbono), sesterpenos (25 4tomos de
carbono), triterpendides (30 dtomos de carbono), tetraterpendides (40 dtomos de carbonos),
polisoprendides (n dtomos de carbono) (ALVES, 2001).

Terpenos constituem a classe mais variada estruturalmente de produtos naturais de
plantas. S3o comercialmente importantes devido a sua larga aplicacio na industria
farmacéutica, de perfumes, como inseticidas e agentes antimicrobianos (MARTIN et al.,
2003). Embora muitos deles sejam associados ao metabolismo primério, outros sao
tipicamente metabdlitos secunddrios de plantas. Um amplo nimero de terpendides incluindo
mono e sesquiterpenos possuem moléculas bioativas que apresentam importante papel na
interagdo das plantas com outros organismos (AHARONI et al., 2006). Os 6leos essenciais
sdo constituidos principalmente de monoterpenos e 0s sesquiterpenos. Diterpenos sao
encontrados apenas nos 6leos essenciais extraidos com solventes organicos (SPITZER, 2004).

Na maioria dos casos relatados, s6 os principais componentes dos 6leos essenciais como:
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terpineol, eugenol, timol, carvacrol, carvone, geraniol, linalol, citronelal, nerol, safrol,
eucaliptol, limoneno, cinamaldeideo sdo avaliados, pois geralmente, atribui-se a estes

constituintes o efeito bioldgico do 6leo (IPEK et al., 2005).

Monoterpenos

Os monoterpenos representam 90% das moléculas que constituem os 6leos essenciais
(BAKKALI et al., 2008). As propriedades naturais de alguns monoterpenos fazem destes
compostos guias do desenvolvimento de inseticidas seguros, efetivos e biodegradaveis. Testes
prévios com monoterpenos sobre insetos demonstraram suas atividades bioldgicas sobre ovos,
fumigante e toxicicidade por contato (RICE; COATS, 1994). Estas substancias podem ser
téxicas pela penetracdo na cuticula do inseto, pela via respiratéria e por via digestiva
(PRATES et al., 1998).

Diversos trabalhos tém sido realizados com O6leos essenciais sobre insetos, sendo a
maioria compostos por monoterpenos. Trabalhos realizados com larvas do mosquito
Ochlerotatus caspius com os Oleos de C. sativum, Petroselium crispum, Pimpinella anisum, e
Thymus vulgaris, demosntraram que o 6leo de sementes de P. crispum e P. anisum, bem
como, dos frutos de C. sativum e inflorescéncia de 7. vulgaris apresentaram potencial
larvicida e que o constituinte majoritdrio de cada 6leo testado demonstrou ser o responsdvel
por esta atividade (KNIO et al., 2008). Constituintes quimicos isolados presentes nos éleos de
Eucalyptus spp, como o 1,8 cineole (eucaliptol) atuou sobre ovos do piolho Pediculus
humanus capitis obtendo 67 = 1,7% de eficdcia na dose de 1rng/cm2 (YANG et al., 2004). A
acdo do eucaliptol sobre machos e fémeas de Musca domestica e Chrysomya megacephala
obtiveram CLsy de 118; 177 e 197 e 221pg/mosca respectivamente. A aplicagdo tépica sobre
adultos comprovou que os machos de M. domestica foram mais susceptiveis do que as fémeas
(SUKONTASON et al., 2004).

YANG et al., (2005) testaram 5 6leos essenciais sobre adultos do inseto Culex pipiens
quiquefasciatus, observando que o Oleo essencial da laranja (Citrus sinensis), foi o mais
efetivo. A andlise quimica deste 6leo mostrou que o citral e o a-citral foram os constituintes
majoritarios do dleo de C. sisensis (69,27%). O citral isoladamente e o 6leo de C. sinensis
apresentaram CLsy de 0,0133 e 0,0012% respectivamente. O composto 1,8-cineol utilizado
sobre os adultos, machos e fémeas com 10 dias de idade do coledptero Tribolium confusum,
apresentaram CLsy de 7,0uL/L para ambos os sexos. O mesmo experimento realizado com

machos e fémeas com 40 dias de idade mostrou diminui¢do da CLsy para 4,8 e 5,1ul/L
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respectivamente (STAMOPOULOS et al., 2007). Testes utilizados com o Timol revelaram
que a CEsj deste composto sobre Musca domestica foi de 0,22 pmolL/mosca (0,20 — 0,24)
(GRODNITZKY; COATS, 2002). O estudo da atividade fumigante de varios compostos
quimicos sobre o besouro Rhyzopertha dominica concluiu que o linalol foi um dos mais
eficazes, com 100% de mortalidade na dose de 0,1uL/720mL (ROZMAN et al., 2007)

E importante ressaltar que a avaliagio da toxicidade de contato em insetos com
monoterpenos puros revelou diferencas entre eles. A mortalidade para cada monoterpeno
diferiu entre concentracdes e tempo de exposi¢cao (SOSA; TONN, 2007). Embora alguns
monoterpendides sejam usados comercialmente, o mecanismo de acdo destas substincias
ainda ndo estd bem elucidado (GRODNITZKY; COATS, 2002). Uma das hipéteses cogitadas
seria a inalagdo dos 6leos pelos espirdculos dos insetos (YANG et al., 2005). Outra hip6tese
seria a de que os monoterpenos podem atuar sobre outros sitios vulnerdveis, como o
citocromo P450 (LEE et al., 2001). Certos monoterpenos provenientes de 6leos essenciais in
vitro sao inibidores competitivos da acetilcolinesterase (MIYAZAWA et al., 1997), mas esta
acdo pode nao estar correlacionada com a toxicidade in vivo para insetos (ISMAN, 2000).
Atualmente, sabe-se que insetos adultos sdo mais susceptiveis do que os ovos e as larvas a
fumigag¢do com monoterpenos, isso deve-se as diferencas entre as taxas respiratorias destes

estdgios (WINKS; HYNE, 1997 citado por RAJENDRAM; SRIRANJINI, 2008).

Triterpenos

Com relag@o aos triterpendides, um grande nimero de novos triterpenos com atividade
bioldgica vem sendo isolado a partir de extratos de sementes e folhas do Nim (LUO et al.,
1999).

Os limondides sdo tetranotriterpendides e talvez os maiores representantes dessa classe
com substancias inseticidas, também conhecidas como meliacinas. A denominag¢do
limondides origina-se no seu sabor amargo. Tais substancias foram isoladas de plantas
pertencentes as familias Meliaceae, Rutaceae e Cneoraceae. Sua rota biossintética em plantas
prevé como precursor um triterpeno que no final, d4 origem aos tetranotriterpendides pela
perda de 4 dtomos de carbono do precursor original. Os limondides sdo conhecidos pelo fato
de apresentarem atividade contra insetos, seja interferindo no seu crescimento, seja pela
inibicdo de sua alimentacdo (SIMOES et al., 2000).

Os limondides representam o nivel maximo na seqiiéncia de produgdo de terpendides

em plantas que normalmente ndo sdo atacadas por insetos. No nivel inferior, os monoterpenos
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de estrutura relativamente simples como o limoneno, o mirceno, exercem func¢des de protecdo
as plantas que os produzem. A grande maioria de trabalhos que trata de terpendides
superiores, indica como atividade destes compostos a inibi¢do ou retardamento do
crescimento, danos na maturagdo, reducdo da capacidade reprodutiva, supressao de apetite,
podendo levar os insetos predadores a morte por inanicdo ou toxicidade direta (VIEGAS-
JUNIOR, 2003).

Existe uma grande diversidade de limondides isolados da familia Meliaceae, entre eles
azedarachtinas, sendaninas e trichilinas, além dos que apresentam o anel C-seco, como a
azadiractina que € o principal representante. Estes podem ser encontrados em todos os tecidos
das plantas, no entanto, os 6rgdos podem individualmente produzir diferentes tipos de
limondides (NAKATANI et al., 1995). Azadiractina e outros compostos bioativos do Nim
podem exercer multiplas acdes afetando a alimentacdo, crescimento e desenvolvimento de
patégenos e seus vetores (MULLA; TIANYUN, 1999). Também tém sido identificados
produtos derivados e produtos andlogos do composto azadirachtina (RAMII et al., 1998). Dos
nove isomeros de azadirachtina descritos, azadirachtina A e B representam a maior
concentracdo de metabdlitos presentes nas sementes e sao consideradas importantes para a
comercializa¢do da planta como biopesticida (SIDHU et al., 2003). A azadiractina A, isolada
pela primeira vez por Butterworth e Morgan, € um grupo de outros limondides estdo
intimamente associados a acdo supressora de apetite ou inibidora de crescimento em insetos
de A. indica e tém sido extensamente estudados, com o objetivo de conhecer a quimica,
biossintese, toxicologia e o potencial inseticida deste grupo de compostos naturais (VIEGAS-
JUNIOR, 2003).

Uma das inovagdes no controle de insetos sdo as substincias que afetam o seu
crescimento e desenvolvimento. Estas substancias tem sido denominadas ‘“Reguladoras de
Crescimento”, do inglés “Insect Growth Regulators (IGRs)” e a azadirachtina é uma delas. De
acordo com o modo de a¢do, podem ser: inibidoras da sintese de quitina ou substincias que
interferem na acdo dos hormodnios dos insetos (TUNAZ; UYGUN, 2004).

A azadirachtina se concentra nos frutos, aumentando ao longo do desenvolvimento,
sendo maxima no amadurecimento e durante o armazenamento, podendo sofrer variacdes de
acordo com o modo de colheita, armazenamento, teores de umidade, presenca de luz e
temperatura (SCHMUTTERER, 1990). Ndo necessariamente age matando diretamente o
inseto como a maioria dos inseticidas, mas atua sobre sua reproducao e crescimento ou como
toxina direta (ROY; SARAF, 2006). Ao que se sabe, um dos mecanismos de acdo mais

comuns da azadirachtina € através da inibicdo da sintese de quitina necessdria para o
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desenvolvimento dos mosquitos (CASSIER; PAPILLON, 1991). Esta substancia também
pode causar interferéncia no sistema neuroenddcrino dos insetos, manifestando desordem
hormonal em diferentes etapas do processo de crescimento do inseto, afetando os hormdnios
da ecdise e o0 hormdnio juvenil. Assim, os insetos nao sdo capazes de se desenvolver, o que
resulta em deformagdes do tegumento, asas, pernas e outras partes do corpo (MARTINEZ,
2000).

Diante do exposto, verifica-se que muitas pesquisas t€m sido realizadas com 6leos de
plantas, e algumas substdncias tem se mostrado promissoras. No entanto, apesar da
comprovagdo de varios efeitos bioldgicos dos 6leos essenciais, poucos estudos tém sido
realizados sobre a estabilidade destes Oleos e seus constituintes (RAJENDRAM;

SRIRANIJINI, 2008).

2.4. Eucalyptus spp

O eucalipto é uma arvore de grande porte, origindria da Tasmania. O cultivo desta
planta se da pela importancia de sua madeira como combustivel, na fabricacdo de papel e para
extracdo do Oleo essencial. As folhas sdo coridceas, opostas e apresentam dois tipos
morfoldgicos. Nos ramos jovens sdo largas e peltadas, porém, as dos ramos maduros sdao
mais largas, lanceoladas ou em forma de foice. Os botdes florais sdo solitarios formados pelo
crescimento conjunto de pétalas e sépalas gerando frutos operculados (MATOS et al., 2004).
Esta arvore é uma das mais plantadas no mundo inclui mais de 700 espécies e pertence a
familia Myrtaceae (MENUT et al., 1995). Diversas propriedades terapéuticas ja foram
atribuidas ao género FEucalyptus, dentre estas, a atividade larvicida sobre culicideos
(NATHAN, 2006; CHENG et al., 2008), inseticida sobre coledpteros (BRITO et al., 2006),
além da acdo repelente sobre Phlebotomus papatasi (YAGHOOBI-ERSHADI et al., 2006).
No Brasil, as principais espécies de eucaliptos que tem seus 6leos essenciais comercializados

sdo: Eucalyptus staigeriana, E. citriodora e E. globulus. (VITTI; BRITO, 2003).

Eucalyptus staigeriana

E. staigeriana (Figura 1) é uma arvore de tamanho médio, podendo chegar a 22 m
de altura, com copa reduzida e espalhada. No Brasil o seu plantio é feito basicamente para
producgdo do 6leo essencial. As folhas apresentam cheiro caracteristico citrico, proveniente do

seu principal componente, o citral. Estd adaptada a zonas climéticas quentes e subumidas, a
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solos pobres e bem drenados, matas ou florestas abertas. Sua cultura é destinada basicamente
a obtencgdo de dleos essenciais para perfumaria sendo a madeira vendida como lenha (VITTI;
BRITO, 2003). Seus principais constituintes obtidos por cromatografia gasosa sdo dI-
limonemo (Figura 2) (24,78%), E-citral (14,99%), Z-citral (11,36%), alfa-terpinoleno
(10,78%), acetato de geranila (7,61%), 1-felandreno (3,32%), alfa-pineno (3,37%), gama-
terpinemo (2,36%), beta-pineno (2,30%), beta-mirceno (0,97%), entre outros em menor
percentual (CHAGAS et al., 2002). A atividade anti-helmintica in vitro sobre ovos e larvas de
Haemonchus contortus do 6leo essencial desta planta foi descrita por MACEDO (2008) e
carrapaticida por CHAGAS (2002). A atividade inseticida do citral foi comprovada sobre
Culex pipiens (YANG et al., 2005).

Figura 1: Eucalyptus staigeriana.

Fonte: http://www.augustus-oils.ltd.uk/pics/euclptus.jpg

O

Figura 2: Estrutura quimica do limoneno

Fonte: http://z.about.com/d/chemistry/1/0/8/p/Limonene-2D-skeletal.jpg
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Eucalyptus citriodora

E. citriodora (Figura 3) é uma arvore de porte médio, que ocorre em véarios tipos de
solo, em florestas abertas juntamente com outras espécies, sendo facilmente diferenciada em
fungdo do forte cheiro de citronelal (Figura 4) de suas folhas. E conhecida popularmente
como eucalipto limdo é uma arvore de porte médio, com casca dspera e pulverulenta de
coloragao branca, as vezes rosa ou vermelha e folhas juvenis lanceoladas. No Brasil, tem sido
cultivada prioritariamente para a producido de madeira (VITTI; BRITO, 2003). Esta planta é
rica em citronelal, também presente no capim citronela (MACEDOQO, 2008). Extratos de dgua
quente das folhas secas de E. citriodora sdo tradicionalmente usadas como analgésico, anti-
inflamatério e antipirético, como também, para os sintomas de infec¢des respiratorias, como

gripe, e congestdo de sinus (SILVA et al., 2003)

Figura 3: Eucalyptus citriodora

Fonte: www.evphotographics.com.au/.../images/euc014.jpg



33

)\/\/kAO

Figura 4: Estrutura quimica do citronelal

Fonte: http://pt.wikipedia.org/wiki/Citronelal
Eucalyptus globulus

E. globulus (Figura 5) € uma arvore de grande porte, até 70m de altura ou mais, ramos
cilindricos, pouco foliosos, casca lisa, acinzentada ou castanha, folhas alternas e pecioladas
(BRAGA, 1976), flores grandes, brancas, vistosas e frutos quandrangular e verrucoso
(CORREA, 1931 citado por ROCHA; SANTOS, 2007).

As folhas de E. globulus, sao usadas para producdo de 6leo essencial e principalmente
obtencdo do eucaliptol. Embora ocorram varios constituintes biologicamente ativos presentes
em suas folhas, cascas e madeira, o uso do eucalipto como fitoterdpico ainda é baseado nas
propriedades inerentes ao eucaliptol (Figura 6) (MATOS et al., 2004). O eucaliptol tem sido
descrito como possuidor de atividade fungicida sobre os fungos Fusarium graminearum, F.
culmorum e Pyrenophora graminea (TERZI et al., 2007) e inseticida sobre o coledptero
Tribolium castanaeum (STAMAPOULOS et al., 2007), as moscas Musca domestica e
Chrysomya megacephala (SUKONTASON et al., 2004).
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Figura 5: Eucalyptus globulus
Fonte: http://www.anbg.gov.au/images/photo_cd/632030813540/023_2.jpg

CH,

H,C CH,
Figura 6: Estrutura quimica do Eucaliptol

Fonte: http://www.emeraldinsight.com/fig/1290350205009.png

2.5. Coriandrum sativum

Coriandrum sativum (Figura 7) pertence a familia Apiaceae (BURDOCK; CARABIN,
2009). E uma erva anual provavelmente origindria do Mediterraneo, cultivada extensivamente
na India, Russia, Europa central, Turquia, Marrocos, Argentina e EUA. Possui frutos
aromadticos, amargos, com propriedades anti-inflamatérias e diuréticas (VARIER, 1994 citado

por ALI et al., 2008). As raizes sdo finas, talos eretos, com flores pequenas e branco-rosadas

(SMALL, 1997 citado por BURDOCK; CARABIN, 2009). O 6leo essencial desta planta é
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obtido por arraste a vapor dos frutos secos, o rendimento varia entre 0,3 a 1,1% (SALZER,
1977). O componente principal deste 6leo € o linalol (Figura 8) que compde
aproximadamente 2/3 do 6leo (GIL et al., 2002). O odor, doce e aromdtico do 6leo, é
caracteristico de linalol. Na industria de alimentos este 6leo é usado principalmente como
condimento (BURDOCK; CARABIN, 2009). Coentro também ¢ usado em aromaterapia
(COOKSLEY, 2003). Dentre as atividades biolégicas desta planta podemos citar:
antidiabética (GRAY e FLATT, 1999) e antioxidante (ALI et al., 2008).

Figura 7: Coriandrum sativum (frutos e folhas)

Fonte: www.soniyaskitchen.com/images/coriander.jpg

H,C
OH

H.C CcH

3 3

Figura 8: Estrutura quimica do linalol

Fonte: http://img].tradeget.com/mentholandallied/VCEP2HEA 1linalool.jpg
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2.6. Azadirachta indica

Azadirachta indica (Figura 9) é uma 4arvore pertencente a familia Meliaceae que tem
sido pesquisada como fonte de substincias naturais com acdo inseticida (SCHMUTTERER,
1991). E origindria da fndia, entretanto, o cultivo desta planta tem sido disseminado por
outros continentes. No Brasil, j4 existem plantacdes dessa arvore em algumas regides, como
nordeste, centro-oeste e sul do pais (MARTINEZ, 2002). O principal produto desta espécie €
o 6leo retirado das sementes, o qual contém intimeros compostos ativos, sendo a azadirachtina
(Figura 10) o mais importante (NEVES, 2004).

E uma planta perene ou decidua, bastante resistente e de crescimento rapido, podendo,
atingir até 25 metros de altura. As folhas sdo compostas e imparipinadas aglomeradas nos
extremos dos ramos, simples e sem estipulas (SCHMUTTERER, 1990). As flores sao de
coloragdo branca e reunidas em inflorescéncias densas, com estames crescentes formando um
tubo, actinomorficas, pentameras e hermafroditas (LOPES, 1993). Os frutos sdo produzidos
normalmente uma vez ao ano, as vezes duas. Possuem forma oval medindo de 1,4 a 2,4 cm de
comprimento e quando maduro apresentam uma polpa doce amarelada e tegumento branco

contendo um 6leo marrom no interior de uma semente (SCHUMUTTERER, 1990).

Figura 9: Azadirachta indica (frutos e folhas)

Fonte: www. neemintheworld.com/immagini/neem.jpg
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Anel C-seco

Figura 10: Estrutura quimica da Azadirachtina.

Fonte: Prado (2007).

2.7. Lippia sidoides

Lippia sidoides (Figura 11) é conhecida popularmente como alecrim-pimenta, € um
arbusto de folhas caducas, bastante aromadticas, pertencente a familia Verbenaceae proprio da
vegetacdo do semi-drido nordestino, comum na caatinga entre Mossord, Rio Grande do Norte
e Tabuleiro do Norte, Ceard (MATOS, 2000). Suas folhas sdo opostas, simples, com margens
finamente crenadas. As flores sdo pequenas e se acham reunidas em inflorescéncias
tetragonais. Os frutos sdo cédpsulas agrupadas em infrutescéncias e produzem sementes
pequenas. Tanto as folhas frescas como as secas t€ém odor forte, e sabor aromatico picante. O
6leo essencial € constituido principalmente de timol (Figura 12), a - felandreno, B —
cariofileno, p — miceno, mirceno, e carvacrol (CRAVEIRO et al., 1981).

Lippia sidoides contém até 6% de 6leo essencial muito rico em timol. Apds sua
introducdo nos programas de fitoterapia em atengao primaria de saide, passou a ser cultivada
em vdrios estados do Brasil (MATOS et al., 2004). Dentre as atividades bioldgicas desta
planta podemos citar: leishmanicida (FACANHA et al., 1995), fungicida (FONTENELLE,
2005), anti-helmintica (CAMURCA-VASCONCELOS, 2006) e larvicida sobre A. aegypti
(CAVALCANTTI et al., 2004).



Figura 11: Lippia sidoides (folhas)

Fonte: www.lyndha.com/zenflora/alecrimpimenta.jpg

OH

Figura 12: Estrutura quimica do Timol.

Fonte: Carvalho et al., (2003)
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3 JUSTIFICATIVA

A Leishmaniose visceral € uma zoonose importante, devido a sua alta prevaléncia e
incidéncia no Brasil, sendo endémica no Estado do Ceara. Entretanto, as medidas atuais de
controle direcionadas ao vetor, através do uso de inseticidas sintéticos, ndo t€ém apresentado a
eficacia desejada. Diante disso, hd a necessidade de formas de controle alternativas. Diversas
plantas com propriedades inseticidas t€m se mostrado promissoras no controle de ampla
variedade de insetos. Desta forma, ao se avaliar a a¢do de produtos naturais de plantas no
controle de flebotomineos, pretende-se promover a redug¢do da incidéncia da doenca,
descobrindo novos produtos que sejam eficazes, seguros, menos dispendiosos do que os atuais e

tendo boa aceitabilidade e disponibilidade.



40

4 HIPOTESE CIENTIFICA

Os 6leos essenciais de folhas de E. staigeriana, E. citriodora, E. globulus, C. sativum
e L. sidoides e o 6leo da semente prensada de A. indica tém agao sobre ovo, larva e adulto do

vetor da leishmaniose visceral, Lu. longipalpis.
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S OBJETIVOS

5.1. Objetivo geral:

Aprimorar o controle da Leishmaniose visceral avaliando o efeito in vitro de 6leos

de plantas sobre ovos, larvas e adultos de Lu. longipalpis

5.2. Objetivos especificos:

= Avaliar a acdo dos 6leos essenciais nas diferentes fases de desenvolvimento de

Lu. longipalpis em laboratorio;

= Avaliar a eficdcia entre os Oleos essenciais de folhas de E. staigeriana, E.
citriodora, E. globulus, C. sativum, L. sidoides e o 6leo da semente prensada de A. indica

sobre os estagios de ovo, larva e adulto de Lu. longipalpis em laboratério

* Analisar quimicamente o(s) 6leos(s) de maior eficidcia a fim de relatar seus

componentes



6 CAPITULO 1

Atividade inseticida de plantas sobre dipteros vetores de zoonoses

Plant insecticidal activity on dipterans zoonosis vectors

Periédico: Revista Brasileira de Plantas Medicinais (Submetido em Setembro de 2008)
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ATIVIDADE INSETICIDA DE PLANTAS SOBRE DIPTEROS VETORES DE
ZOONOSES

MACIEL, M.V.."; MORAIS, S.M'; BEVILAQUA, C.M.L'.; AMORA, S.S.A".

'Universidade Estadual do Cearé/ Programa de Pés-graduacio em Ciéncias Veterindrias
Av. Paranjana, 1700, CEP 60740-000 Fortaleza, Ceard, Tel/fax: 8531019840.

* michellinevet@gmail.com

RESUMO: Os insetos sdo importantes transmissores de doengas. Algumas destas doencas
passaram a ser transmitidas em 4reas periurbanas ou urbanas, devido ao aparecimento ou
reaparecimento de seus respectivos vetores. As estratégias de controle das doencas
transmissiveis por vetores bioldgicos sdo de dificil execucdo, principalmente quando
associadas a existéncia de reservatorios domésticos e silvestres e aos aspectos ambientais. O
uso de inseticidas direcionado ao combate de formas adultas do inseto tem sido praticado.
Entretanto, o amplo uso dos inseticidas sintéticos desde a descoberta do DDT para o controle
de pragas domésticas e da agricultura, como também de vetores que transmitem doencas ao
homem, levou a uma maior preocupacio em relacio a toxicidade e impacto ambiental destes
agentes. Além disso, a resisténcia a inseticidas tornou-se uma preocupagdo crescente na
agricultura, economia e na sadde publica. Um grande nimero de diferentes espécies de
plantas representando diferentes dreas geograficas ao redor do mundo tem se mostrado capaz
de causar efeitos téxicos e agudos sobre insetos. Esta revisdo fez uma abordagem sobre o
possivel controle de dipteros, vetores de zoonoses, através da utilizacdo de plantas com
propriedades inseticidas.

Palavras-chave: dipteros, fitoquimicos, terpenos, alcaldides, fagorrepelentes

ABSTRACT: Plant insecticidal activity on dipteran zoonosis vectors. Insects are
important disease transmitters. Some of these diseases passed to be transmitted naturally in
peri-urban or urban areas due to the emergence or resurgence of their vectors in those areas.
The control strategies of transmissible diseases by biological vectors are quit difficult
specially when associated to the existence of domestic and wild reservoirs, and to the
environmental aspects as well. The use of insecticides to the control of the adult forms of the
insect has been practiced. However the wide use of the synthetic insecticides since the
discovering of DDT for the control of domestic and agricultural plagues, as well as vectors
that transmit diseases to man has brought a larger concern in relation to the toxicity and
environmental impact of those agents. Besides the resistance to insecticides became a growing
concern in agriculture, economy and in the public health. A great number of different species
of plants representing different geographical areas around the world has been able to cause
poisonous and sharp effects on insects. This review is an approach on the possible diptera
control, zoonosis vectors through the use of plants with insecticide properties.

Keywords: diptera, phytochemicals, terpenes, alkaloids
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INTRODUCAO

Os mosquitos transmitem doencas para aproximadamente 700 milhdes de pessoas
anualmente (Fradin & Day, 2002). Existem mais de 3.000 espécies de mosquitos descritas,
embora ainda se desconheca a biologia da grande maioria delas e os meios para combater os
meios para combaterem muitas daquelas sabidamente prejudiciais ao homem (Consoli e
Lourenco de Oliveira, 1994). Algumas doencas passaram a ser transmitidas em dreas
periurbanas ou urbanas, gracas a emergéncia ou re-emergéncia de seus vetores nessas areas.
Atualmente no Brasil, as principais doencas vetoriais sujeitas a controle sdo: dengue, maldria,
leishmanioses, doenga de Chagas e as filarioses. Em razdo da importancia epidemioldgica e
do grau de participacdo do vetor no processo de transmissdo, torna-se necessdria a distin¢do
nitida dos diferentes tipos de vetores envolvidos na disseminacdo de doencas de vertebrados
(Cortes, 1993).

As estratégias de controle das doencgas transmissiveis por vetores bioldgicos sao
complexas principalmente quando associadas a existéncia de reservatorios domésticos e
silvestres e aos aspectos ambientais. Entretanto, o amplo uso dos inseticidas sintéticos desde a
descoberta do DDT para o controle de pragas domésticas e da agricultura, como também de
vetores que transmitem doencas ao homem, levou a uma maior preocupacdo em relagdo a
toxicidade e impacto ambiental (Mulla & Tianyun, 1999). O surgimento de insetos resistentes
a estes compostos estimula o aumento na aplicacdo de inseticidas, causando danos ao
ambiente (Nogueira e Palmério, 2001). Desta forma, a resisténcia a inseticidas tornou-se um
problema constante na agricultura, economia e na saide publica (Parimi et al., 2003). Além
disso, o custo para o desenvolvimento de inseticidas quimicos € alto e tem aumentado ao
longo dos anos devido a necessidade de novas moléculas e formulagdes mais adequadas, o
que tem feito crescer o interesse pela pesquisa de inseticidas alternativos (Almeida, 2001).

Metabolitos secunddrios de plantas sdo conhecidos por suas propriedades inseticidas
em muitos casos as plantas t€m uma histéria de uso para remédios caseiros e ainda para matar
ou repelir insetos (Broussalis et al., 1999). O incentivo as investigacdes sobre interacdes
plantas/insetos nas ultimas décadas desvenda o uso potencial dos metabdlitos de plantas ou
aleloquimicos como agentes para esta finalidade (Pavela, 2004). Fitoquimicos obtidos de
plantas com potencial no controle de insetos podem ser usados como uma alternativa as
substancias sintéticas ou adicionados a outros inseticidas nos programas de controle de
vetores. Dependendo do tipo de atividade estas substancias podem ser usadas como

inseticidas, levando a morte larvas e adultos, ou como repelentes para protecdo pessoal
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(ICMR Bulletin, 2003). O Brasil apresenta enorme riqueza botanica, com 56 mil espécies de
plantas das 256 mil existentes no mundo, possuindo um grande potencial como fonte de
compostos biologicamente ativos provenientes de plantas medicinais. A utiliza¢do de plantas
ou seus extratos com atividade inseticida tem aplicacdo importante na saude publica e na

agropecudria (Matias et al. 2002).

PLANTAS COM PROPRIEDADES INSETICIDAS

Durante os primeiros 50 anos do século XX, predominaram os produtos inseticidas
naturais de origem organica e inorganica (Viegas-Junior, 2003). Na década de 1950,
Maranhdo (1954) relacionou cerca de 2.000 plantas com propriedades inseticidas, distribuidas
em 170 familias, com atividade t6xica para diversos insetos. Os inseticidas comerciais de
origem vegetal foram obtidos, principalmente a partir de cinco familias botanicas:
Solonaceae, Compositae, Leguminosae, Chenopodiaceae e Liliaceae, das quais foram
extraidos, respectivamente, a nicotina, piretro, timbd, heléboro e anabasina (Maranhao, 1954).
Schumutterer (1990) citou as familias Meliaceae, Asteraceae, Labiaceae, Aristolochiaceae e
Annonaceae, como principais fontes de principios ativos inseticidas. Sabe-se que as plantas,
como organismos que co-evoluem com insetos € outros microrganismos, sao fontes naturais
de substancias inseticidas e estas por sua vez, sdo produzidas pelo vegetal em resposta a um
ataque patogénico (Simas et al. 2004). Estas defesas sdo de natureza quimica, e normalmente,
envolvem substancias do metabolismo secundério, as quais sdo chamadas de fitotoxinas ou
aleloquimicos (Pinto et al., 2002). A Tabela I apresenta as fontes vegetais, classes quimicas

ativas e principios ativos de plantas inseticidas, segundo Matias et al. (2002).
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TABELA I: Fontes vegetais, classes quimicas ativas e principios ativos de plantas inseticidas.

Fontes vegetais Classe quimica ativa Principios ativos
o . . . Nicotina
Nicotiana tabacum Alcaléides nicotinicos o
Normonicotina
. o ) ) Piretrina I
Chrysanthemum cinerariefolium Piretréides o
Piretrina II
Derris spp. Rotendides Rotenona
Quassia amara Quassindides Quassina
Stemona japonica Alcaléides Estemofolina
Azadirachta indica Limondides Azadiractina
Cymbopogon nardus Terpenoides Citronelal

O emprego de substincias extraidas de plantas, na qualidade de inseticidas, tem
inimeras vantagens quando comparado aos sintéticos: os inseticidas naturais sdao obtidos de
recursos renovaveis e sido rapidamente degradédveis; o desenvolvimento da resisténcia dos
insetos a essas substancias, compostas da associa¢do de vérios principios ativos € um processo
lento; estes pesticidas sdao de facil acesso e obtencdo e ndo deixam residuos em alimentos,
além de apresentarem baixo custo de produgdo (Roel, 2001). Dentre as desvantagens de se
usar inseticidas botanicos, temos: Toxicidade; necessidade de sinergistas (Alguns inseticidas
botanicos rapidamente se degradam ou sdo metabolizados por enzimas desintoxicantes de
alguns insetos-alvo, desta forma, o inseticida pode somente atordoar o inseto € ndo causar sua
morte); baixa persisténcia; caréncia de pesquisas e dificuldades de registro (Menezes, 2005).

Na busca pelo desenvolvimento de novos agentes ativos baseados em produtos
naturais, esforcos sdo feitos para selecionar, isolar, e desenvolver fitoquimicos com atividade
pesticida (Mulla & Tianyun, 1999). Virias s@o as estratégias capazes de determinar a
atividade de produtos de origem natural contra insetos. De uma maneira geral, a pesquisa
inicia-se com extratos brutos de plantas preparados com diversos solventes, tais como hexano,
diclorometano, acetato de etila, metanol e 4dgua. Em seguida, os extratos ativos sao
fracionados através de métodos cromatograficos e as fragdes obtidas sdo testadas novamente,
repetindo-se o processo até a obtencdo do(s) composto(s) ativo(s) (Nogueira e Palmério,
2001).

Os extratos obtidos com solventes organicos contém uma complexa mistura de

compostos ativos. Se uma concentracdo letal excepcionalmente baixa € detectada, o extrato
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pode ser fracionado para extrair o componente quimico responsdvel pelo efeito. Fracoes
isoladas de um mesmo extrato podem ter diferentes atividades larvicidas, pois contém
diferentes fitoquimicos. No entanto, alguns compostos, quando testados de forma isolada,
apresentam baixa eficdcia, sugerindo efeito sinérgico entre as substancias presentes no
extrato, indicando que a associacao destas substancias € a responsdvel pela mortalidade obtida
nos testes realizados (Shaalan er al. 2005). E importante ressaltar que, para o uso de
inseticidas botanicos, diversos aspectos devem ser levados em consideracdo: extragdo,
conservacao dos extratos, dosagem eficiente, estabilidade, toxicidade e custo. Todos estes
aspectos sdo avaliados quando se identifica as principais substancias contidas no inseticida
(Nogueira e Palmério, 2001).

A escolha do bioensaio mais apropriado para determinar a atividade inseticida
depende dos habitos dos insetos a serem combatidos (Simdes et al. 2000). Em termos gerais,
larvas de trés espécies de mosquitos de importancia em saude publica, pertencentes aos
géneros Aedes, Anopheles e Culex sao utilizadas para triagem de fitoquimicos, devido a sua
susceptibilidade em maior ou menor grau a estes compostos. A bioatividade de um
fitoquimico contra larvas de mosquitos pode variar significativamente dependendo da espécie,
parte utilizada e idade da planta, bem como o solvente usado na extragdo (Shaalan et al.
2005). O uso de grupos homogéneos de larvas dos mosquitos para estudos de laboratério € de
fundamental importancia para determinara atividade de compostos sintéticos, IGRs,
inseticidas de origem bacteriana e produtos naturais (WHO, 2005). A selecdo da espécie de
mosquito também € de fundamental importancia ja que ocorrem variacdes dentro do préprio
género e espécie (Shaalan et al. 2005).

Em geral, larvas de Aedes sdo mais robustas e menos susceptiveis a inseticidas e
extratos botanicos do que as larvas de Culex, por exemplo. J4 a susceptibilidade das larvas de
Anopheles pode variar desde que elas podem ser mais ou menos susceptiveis que as larvas de
Culex e Aedes aos derivados botanicos e inseticidas. Aedes aegypti € o inseto mais
comumente usado para a triagem de substancias com ac¢@o inseticida por ser menos
susceptivel e de facil coloniza¢do em laboratério (Shaalan et al. 2005). A Tabela II apresenta
algumas plantas e suas respectivas atividades inseticidas sobre mosquitos vetores de

Z00noscs.
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TABELA II: Efeito de atividade inseticida de algumas plantas sobre mosquitos potencialmente vetores de zoonoses.

Plantas Oleo/extrato /concentraco Inseto Acdo Referéncia
A. indica Oleo de sementes (50mg/L) A. aegypti Inibigdo ‘ﬁ:;?(fsrge“‘“a de Sinniah ef al. 1994
Ocimn grarsinm 010200 CLaoch
Ocimum americanum < . 5007 PP A. aegypti Mortalidade de larvas Cavalcanti et al. 2004

e Oleo essencial (CLsp 63 ppm)
Lippia sidoides Oleo essencial (CLsy 69 ppm)
Cymbopogon citratus 5007 PP

A. aegypti

Mentha piperita

Pinus longifolia

Apium graveolens

Ageratum conyzoides

Croton zenhtneri
Croton nepetaefolius

Croton
argyrophylloides

Croton sonderianus

Oleo essencial (3mL/m?)

Oleo essencial (200 ppm)

Oleo essencial (120mg/L)

Oleo essencial (500 pg/L)

C:)leo essencial (CLsp 28 ppm)
Oleo essencial (CL5o 84 ppm)

(:)leo essencial (CLso 102 ppm)
Oleo essencial (CLsp 104 ppm)

A. stephensi
Cx. quinquefasciatus

A. aegypti
A. stephensi
Cx. quinquefasciatus

A. aegypti

A. aegypti

A. aegypti

100% Mortalidade larval

100% Mortalidade larval

96,2% de mortalidade larval

100% de mortalidade larval

Mortalidade de larvas

Ansari et al. 2000

Ansari et al. 2005

Choochote et al. 2004

Mendonga et al. 2005

Morais et al. 2006




49

Plantas Oleo/extrato /concentracdo Inseto Acao Referéncia
Copaifera langsdorff ) )

Oleo essencial (500ug/L) A. aegypti 100% de mortalidade larval Mendonga et al. 2005
Aegiphila ihotskiana
Lippia sidoides Oleo essencial puro A. aegypti 100% de mortalidade Carvalho et al. 2003

Rhinacanthus nasutus
Fracgao éter de petréleo de

folhas

Extrato metandlico de sementes

(2%)

Melia azedarach

Fracgdo acetato de etila de
Calophyllum inophyllum
sementes (0.33mg/L)

An. stephensi

Cx. quinquefasciatus

A. stephensi

An. stephensi

Diminuicao de 45% na eclosao

de ovos

Diminuicao de 50% na eclosao

de ovos
92 e 90% de mortalidade pupas e
adultos

aumento de 50% no do periodo

de desenvolvimento

Muthukrishman &

Pushpalatha, 2001

Nathan er al. 2005

Muthukrishman et al.
1999
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Dentre os testes realizados com fitoquimicos, os 6leos essenciais de vegetais sao 0s
mais utilizados como atraentes ou repelentes de insetos (Bowman, 2006). Em muitas plantas
sao encontradas substancias geralmente volateis que podem ser detectadas pelas antenas ou
tarsos de insetos. Entre essas, estio os monoterpenos (citronelal, linalol, mentol, pinenos,
mentona, carvona € limoneno), os sesquiterpenos (farnesol, nerolidol), os fenilpropandides
(safrol, eugenol) e muitos outros compostos (Simoes & Sptizer, 2004). Muitas espécies de
plantas da Familia Lamiaceae sdo téxicas para insetos, como as do género Ocimum spp
(Palsson & Jaenson, 1999). Extratos de plantas incluindo Ocimum basilicum, O. gratissimum,
0. americanum, Cymbopogom nardus, Alpinia galanga, Syzyaium aromaticum e Thymus
vulgaris, Mentha, Eucalyptus maculata citriodon, Tagetus e Lantana camara (Ansari et al.
2005) tém sido estudadas como possiveis repelentes de mosquitos. Os monoterpenos
limoneno, terpinoleno, citronelol e citronelal e canfora (Figura 1) s@o os mais comuns
constituintes de alguns 6leos que tém sido relatados com propriedades repelentes sobre varios

insetos (Jantan & Zaki, 1998).

2 QG g

Limoneno Terpinoleno  Citronelol Citronelal Cénfora

FIGURA 1: Estruturas quimicas dos principais constituintes presentes em 6leos essenciais

repelentes de insetos.

Alguns fitoquimicos apresentam atividade deterrente. Uma substincia deterrente €
aquela que impede a alimentacdo do inseto, levando-o a morte. Esta acao ja foi descrita para a
rotenona (Simdes, 2000).

Os reguladores de crescimento de insetos formam um grupo de inseticidas de nova
geracdo que causam modificagdes fisioldgicas e morfoldgicas durante o desenvolvimento do

inseto. Este grupo € mais conhecido pela sigla IGR (Insect Growth Regulator). Os IGRs

surgiram na década de 1970 como um novo grupo de inseticidas de acdo mais especifica e
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menor toxicidade para os mamiferos do que os outros inseticidas pois atuam seletivamente ao
interromper o desenvolvimento e crescimento ao invés de promover a intoxicacdo direta
(Silva & Mendes, 2002). Estes produtos sao mais seguros e eficientes dentre os inseticidas
disponiveis. Sua seguranca reside no fato de que os hospedeiros mamiferos ndo possuem
hormoénios juvenis ou receptores destes hormdnios. Extratos botanicos possuem substancias
reguladoras do crescimento que podem atuar sobre o periodo de desenvolvimento,
crescimento, emergéncia de adultos, fecundidade, fertilidade e eclosdo de ovos dos insetos
(Shaalan et al. 2005). Os IGR mais utilizados no controle de mosquitos pertencem ao grupo
das benzoil-fenil-uréias (BPU, inibidores de sintese de quitina) ou s3o compostos
quimicamente relacionados ao hormodnio juvenil natural de insetos, designados como
andlogos de hormoénio juvenil (AHJ) (Slama et al., 1974 citado por Braga & Valle, 2007). No
Brasil, Coelho et al., (2006) adicionaram azadirachtina a dieta de larvas de Lu. longipalpis em
laboratdrio, e verificaram que nas concentragdes de 0,1ug de azadirachtina/mg de dieta,
houve aumento significante da mortalidade larvar quando comparado ao grupo controle. A
concentracdo de 10g de azadirachtina/mg foi a que promoveu um maior percentual de
mortalidade das larvas (74,4 + 8,3%). As concentragdes de 0,1 e 1,0ug de azadirachtina/mg
de dieta bloquearam a muda das larvas do inseto, que permaneceram no terceiro estagio até o
final do experimento. Além disso, a adi¢do simultinea de ecdisona (1pg/mg/dieta) a dieta
reverteu os efeitos inibidores desta substancia. Concluiu-se que a azadirachtina é um potente
inibidor do crescimento de larvas Lu. longipalpis. J4 os fagorrepelentes, do inglés
“antifeedants”, sdo substancias naturais que t€m a propriedade de interromper o repasto
sangiiineo, podendo este efeito ser tempordrio ou permanente. Os fagorrepelentes geralmente
agem sobre o sistema nervoso central dos insetos e sio especificos para determinadas espécies
(Pinto et al., 2002). Plantas da familia Meliaceae sao conhecidas por conter uma variedade de
compostos com atividade inseticida, fagoinibidora, e reguladora do crescimento (Nakatani et
al. 2004), estas ultimas devido a presenca dos limondides (Nathan er al. 2005). Estes
compostos podem ser encontrados em todos os tecidos das plantas desta familia, no entanto,
diversas partes das plantas podem individualmente produzir diferentes tipos de limondides
(Matias et al., 2002). Existe uma grande diversidade de limondides isolados da familia
Meliaceae, entre eles, as azedarachinas, sendaninas e trichilinas, além dos que apresentam o
anel C-seco. Os limondides com anel C-seco restringem-se aos géneros Azadirachta e Melia
sp. (Champagne et al. 1992). Estes compostos possuem o anel C do nicleo dos
tetranotriterpendides aberto como pode ser observado na azadiractina, que € o maior

representante desta classe (Mulla & Tianyun, 1999). A azadirachtina (Figura 2), um triterpeno
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isolado de A. indica e M. azedarach € um exemplo de fagorrepelente (Pinto er al. 2002).
Mulla & Tianyun (1999) relataram diversos trabalhos mostrando a atividade fagoinibidora de
varias formulacdes do “neem” (nome popular de A. indica), sobre mosquitos dos géneros

Anopheles e Culex.

FIGURA 2: Estrutura quimica da azadirachtina (Isman, 2006).

Outras familias de plantas apresentam substancias fagorrepelentes. As familias
Papilionaceae, Loganiaceae e Fabaceae sdo ricas em rotenonas e rotendides. A rotenona
(Figura 3) é um produto inseticida obtido de raizes de diversas plantas (Simdes, 2000). A
rotenona foi inicialmente usada pelos nativos da América do Sul com a finalidade de paralisar
peixes e trazé-los a superficie. Esta substancia é um componente inseticida das raizes de
Derris sp, planta pertencente ao género Lonchocarpus e de vdrios arbustos leguminosos
(Bowman, 2006). Luitgards-Moura et al. (2002) utilizaram extratos aquosos do caule de
Derris amazonica e folhas de Antonia ovata em experimentos com adultos de Lu. longipalis e
verificaram que apdés 72 horas de exposicdo a D. amazonica houve um percentual de
mortalidade de 100% das fémeas destes insetos na concentracdo de 250mg/mL. Os machos
foram mais susceptiveis (80% de mortalidade) ao extrato das folhas de A. ovata na mesma
concentracdo. Estes resultados demonstram as possibilidades da utilizagdo de plantas no

controle de insetos.
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Rotenone

HZC//
FIGURA 3: Estrutura quimica da Rotenona (Isman, 2006)

Um outro tipo de agdo inseticida € através do bloqueio da neurotransmissdo. Algumas
substancias inseticidas agem rapidamente paralisando e matando os artrépodes por
interromperem o transporte de ions sodio e potdssio nas membranas de células nervosas,
bloqueando a neurotransmissdo ao longo do axénio e da sinapse (Bowman, 2006). E o caso
dos piretréides e piretrinas (Figura 4). Estas substancias formam um grupo de inseticidas
derivados de plantas da familia Asteraceae ja utilizados ha algum tempo. Sua acdo sobre os
insetos € caracterizada pela rapida morte, particularmente em insetos voadores, hiperatividade
e convulsdes. Desta forma, o mecanismo de acdo destes inseticidas € qualitativamente similar
ao DDT e outros organoclorados. Pyretrum refere-se ao 6leo extraido das folhas secas de

Tanacetum cinerariaefolium (Asteraceae) (Isman, 2006).

___,_,.-»-"'

FIGURA 4: Estrutura quimica da piretrina I (Isman, 2006).

O flebotomineo Phlebotomus papatasi transmite Leishmania major, que causa
leishmaniose cutanea em vastas regidoes do Velho Mundo. Além de sangue este mosquito
também se alimenta de plantas. Num estudo sobre dieta foi observado que uma noite de

alimentacdo com Solanum jasminoides, Ricinus communis, ou Bougainvillea glabra diminuiu
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drasticamente o periodo de vida dos fleb6tomos. No entanto em regides endémicas para L.
major em lugares de grande incidéncia do inseto, o nimero de P. papatasi em armadilhas
proximas de B. glabra foi oito vezes menor (62 contra 502 mosquitos capturados) que nos
lugares do controle. Estes resultados implicam que B. glabra garante prote¢do contra o
mosquito da areia, reduzindo o risco de leishmaniose. Os autores sugerem que esta e outras
plantas ornamentais sdo danosas para o mosquito da areia e podem ser uteis para combaté-los
(Schlein et al. 2001).

Um grande nimero de diferentes espécies de plantas representando diversas areas
geograficas ao redor do mundo tem apresentado compostos capazes de causar efeitos toxicos
e agudos sobre insetos (Shaalan et al., 2005). Entretanto, Isman (1997), relatou algumas
barreiras para a comercializagao destes fitoquimicos. Dentre estas temos: (1) a escassez de
recursos botanicos, sendo necessaria a produgdo de inseticidas botanicos em larga escala para
a comercializacdo, a menos que a planta em questio seja extremamente abundante na natureza
ou j4 tenha sido produzida para outras finalidades; (2) padronizaciao dos extratos e controle de
qualidade, baseado nos ingredientes ativos; e (3) dificuldades de registro destes fitoquimicos.
Esta situacdo pode impedir muitos pesticidas botanicos de alcancar a esfera comercial em
paises onde existe grande demanda destes produtos. Apesar disso, a busca de novos
inseticidas constitui-se um campo de investigagdo aberto, amplo e continuo. A grande
variedade de substancias presentes na flora continua sendo um enorme atrativo na area de
controle de insetos, principalmente levando-se em consideracdo que apenas uma pequena

parcela destas plantas foi investigada com tal finalidade (Simdes, 2000).
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Resumo

A Leishmaniose Visceral € uma doenga cronica causada por protozodrios do género Leishmania
pertencentes ao complexo Leishmania (Leishmania) donovani. No Brasil, o agente etioldgico é
Leishmania chagasi e Lutzomyia longipalpis € o principal vetor da doenca na América latina, e
somente no Brasil € responsdvel por 90% dos casos da doenca. Modelos matematicos referentes a
trés métodos de controle sugerem que o uso de inseticidas e a vacinacdo dos cdes sdo as melhores
solucdes para o problema comparado a eutandsia dos animais soropositivos. Neste trabalho, os
efeitos dos Oleos essenciais de Lippia sidoides e Coriandrum sativum foram avaliados sobre as fases
de ovo, larva e adulto de Lu. longipalpis, e a andlise quimica dos 6leos testados. Os insetos foram
coletados no municipio de Sobral no Estado do Ceard, Brasil. Cinco tratamentos com diferentes
concentracdes foram realizados, utilizando 3 controles negativos, (dgua destilada, dimetilsulféxido
(3%) e Tween 80 (3%)), e controle positivo com cipermetrina (0,196mg/ml). Os testes foram
realizados em potes de plésticos revestidos com gesso e utilizando uma racdo de fezes de coelho e
folha de mandioca. Os ovos, larvas e adultos foram aspergidos com os 6leos. As larvas eclodidas
foram observadas por 10 dias consecutivos e as larvas tratadas até a pupac¢do. A mortalidade dos
insetos foi observada apds 24, 48 e 72 horas. Os constituintes majoritarios dos 6leos foram 2,6-
Dimetilocta-2,7-dien-6-ol (beta-linalol) (73,21%) (Coriandrum sativum), € Timol (59,65%) (Lippia
sidoides). Estes resultados demonstram as boas possibilidades do uso de plantas como uma
alternativa ao controle de Lu. longipalpis.

PALAVRAS-CHAVE: Flebotomineo, Plantas inseticidas, Leishmaniose

Abstract

Visceral leishmaniasis is a chronic disease caused by protozoa of the Leishmania genus belonging to
the Leishmania (Leishmania) donovani complex. In Brazil, the causative agent is L. chagasi and
Lutzomyia longipalpis is the main vector of this disease in Latin America, and, in Brazil alone it is

responsible for 90% of disease cases. Mathematical models of the three methods of control suggest
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that insecticide spraying and dog vaccination are better solutions to the problem than the euthanasia
of serologically positive dogs. In this work, the effects of Lippia sidoides and Coriandrum sativum
essential oils were evaluated on egg, larva and adult phases of Lutzomyia longipalpis. The insects
were collected in the municipality of Sobral in the State of Ceard, Brazil. Five treatments with
different concentrations were performed along with three negative controls, distilled water and
dimetilsulféxido (3%)/Tween 80 (3%), and a positive control, cypermethrin (0.196 mg/ml). The tests
were carried out in plastic pots internally coated with plaster and filled with a substrate made of
rabbit feces and crushed cassava leaves. The eggs, larvae and adults were sprayed with the oils. The
hatched larvae were counted for 10 consecutive days and observed until pupation. Insect mortality
was observed after 24, 48 and 72 hours. The major constituents of the oils were, 2,6-Dimethylocta-
2,7-dien-6-0l (B-linalool) (73,21%) (C. sativum), and Thymol (59,65%) (L. sidoides). These results
demonstrate good potential for the use of plants as an alternative control strategy for Lu. longipalpis.

KEYWORDS: Sandfly, Insecticidal plants, Leishmaniasis

Introducao

A Leishmaniose Visceral (LV) é uma zoonose caracterizada por evolucdo crdnica e sistémica
e quando ndo tratada pode levar a morte em 90% dos casos. Nas Américas o agente etiolégico desta
doenca é Leishmania chagasi. A transmissao € feita por vetores pertencentes a familia Psychodidae,
género Lutzomyia, sendo que no Brasil, o principal vetor é Lutzomyia longipalpis (Desjeux, 2004).

As estratégias de controle da doenga incluem diagndstico precoce e o tratamento dos casos
humanos, identificacdo e eliminacdo dos reservatdrios, controle vetorial e educagdo ambiental
(Ministério da Saude, 2006). Modelos mateméticos, referentes a trés métodos de controle, sugerem
que o sacrificio dos cdes sorologicamente positivos, € muito menos provavel de resolver o problema
da LV do que a borrifagdo com inseticida ou a vacinagao dos cades (Lainson & Rangel, 2005). Além
disso, a borrifacdo como medida de controle vetorial é mais bem aceita pelos proprietarios de caes
do que a eutandsia de seus animais (Oliveira, 2008). Entretanto, a resisténcia adquirida e a poluicdo

ambiental, devido a aplicacdo repetida de inseticidas sintéticos persistentes, tém aumentado o

interesse por novos produtos quimicos (Viegas-Juinior, 2003).
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Muitos trabalhos tém sido realizados avaliando a atividade biolégica de componentes de
vegetais contra um grande nimero de patdgenos e artrépodes e diversas plantas tém sido descritas
com potencial inseticida (Shaalan et al., 2005).

Oleos essenciais obtidos de plantas tém sido considerados fontes potenciais de substincias
biologicamente ativas. Estas substancias sdo geralmente voldteis e podem ser detectadas pelas
antenas ou tarsos de insetos. Os 6leos essenciais sao misturas complexas de numerosas moléculas, e
seus efeitos bioldgicos sao o resultado de um sinergismo entre todas as moléculas ou de seus
constituintes majoritarios de acordo com andlise por cromatografia a gas. Na maioria dos casos, s
os componentes principais dos 6leos essenciais como terpineol, eugenol, timol, carvacrol, carvone,
geraniol, linalol, citronellol, nerol, safrole, eucaliptol, limonene, cinnamaldehyde sdo avaliados, pois
geralmente, atribui-se a estes constituintes o efeito biologico do 6leo (Ipek et al., 2005).

Os monoterpenos fazem parte da classe mais simples dos terpendides, sendo constituidos por
10 4dtomos de carbono, ou seja, duas unidades de isopreno. Sdo componentes da maioria dos 6leos
essenciais. O maior interesse nestes compostos € o seu uso como perfumes e flavorizantes em
alimentos, porém apresentam efeitos inseticidas e farmacolégicos (Prado, 2007). As propriedades
naturais inseticidas de alguns monoterpenos fazem deles uma alternativa no desenvolvimento de
inseticidas biodegradaveis, seguros e efetivos (Grodnitzky & Costs, 2002).

Coriandrum sativum L. pertence a familia Apiaceae. Esta familia é conhecida por apresentar
monoterpenos em seus 6leos essenciais (Martins et al., 2008). O monoterpeno linalol é o constituinte
quimico majoritario de C. sativum (Burdok & Carabin, 2009). Lippia sidoides pertence a familia
Verbaneaceae, é conhecida popularmente como alecrim-pimenta ou alecrim-bravo (Matos, 2002) e
tem sido descrita na literatura como possuidora de vdrias propriedades, tais como, leishmanicida
(Facanha et al., 1995) e larvicida sobre Aedes aegypti (Cavalcanti et al., 2004). Esta planta tem como
constituinte majoritario o monoterpeno timol (Costa et al., 2005).

O objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade inseticida dos 6leos essenciais de C. sativum

e L. sidoides sobre as trés fases de desenvolvimento de Lu. longiplapis em laboratdrio.

Material e métodos

Estabelecimento da colonia de Lu. longipalpis
O estabelecimento e a manutenc@o da colonia de flebotomineos foram baseados em métodos
desenvolvidos por Smith (1925) citado por Sherlock & Sherlock (1972) com algumas modificacdes.

Os insetos adultos foram capturados através de armadilhas luminosas do tipo CDC e encaminhados
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para o Laboratério de Entomologia do Nucleo de Endemias do Estado do Ceard, onde foram
mantidos em gaiolas teladas, em BOD a temperatura de 27°C e 80% de umidade relativa. Os adultos
foram alimentados utilizando-se hamsters anestesiados (10 mg/kg de ketamina e 2 mg/kg de xilazina
por via intramuscular). Apods 4 dias, as fémeas foram inseridas com o auxilio de um capturador de
Castro em potes plasticos (4 x 4,5 cm) revestidos com gesso previamente umedecidos com 4gua
destilada para postura. Os ovos foram transferidos para novos potes plésticos revestidos com gesso,
acondicionando-os em uma cuba forrada com areia umedecida por 4 dias. Apds a eclosdo das larvas,
adicionou-se o substrato para alimentacdo, composto por fezes de coelho e folhas trituradas de
mandioca até o periodo de pupacdo. Os adultos foram soltos dentro das gaiolas, dando continuidade

ao ciclo.

Obtengdo do oleo da planta

O ¢leo dos frutos secos de C. sativum foi obtido através de arraste a vapor de acordo com o
método descrito por Craveiro et al. (1976). A planta foi pesada antes do processamento para
determinar o rendimento do 6leo. O cdlculo do rendimento foi feito pela seguinte férmula:
Rendimento = Quantidade de 6leo obtida na extragdo/ Quantidade de planta pesada antes da extracdo
X 100.

O 6leo essencial de Lippia sidoides foi adquirido da empresa de produtos naturais, PRONAT,
que cultiva a planta e obtém o 6leo essencial por arraste a vapor conforme procedimento descrito

acima.

Andlise dos oleos por cromatografia de gds acoplada/espectrometria de massas (GC/MS)

A composi¢do quimica dos 6leos essenciais usados neste estudo foi determinada através de
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massa no PADETEC da Universidade Federal do
Ceara. Os Oleos essenciais foram analisados usando um instrumento da Hewlett-Packard modelo
5971 GC/MS sob as seguintes condicdes: coluna capilar de silica fundida Dimethylpolysiloxane DB-
1 (30 m x 0,25 mm); gds de arraste: He (1 mL/min); temperatura do injetor: 250 °C; temperatura do
detector: 200 °C; temperatura da coluna: 35-180 °C a 4 °C/min e depois 180-25 °C at 10 °C/min;
espectro de massa: por impacto eletronico a 70 eV. A identificacdo dos constituintes foi feita por
procura em biblioteca de espectros de massa do computador, tempos de reten¢do e comparagao

visual dos espectros de massa obtidos com os publicados na literatura (Adams, 2001).
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Ensaio sobre ovos

Os ensaios com ovos, larvas e adultos foram constituidos por 5 tratamentos com diferentes
concentracdes dos 6leos de C. sativum e L. sidoides e realizados a temperatura de 27°C e 80 % de
umidade relativa, acompanhados por controle com dgua destilada, controle negativo com o diluente
Tween 80 a 3% ou DMSO (3%), a depender do 6leo da planta a ser testada, visando uma melhor
dilui¢do do 6leo empregado e positivo com 196ug/ml de cipermetrina. Para cada concentracio
testada foram utilizadas 3 repeticoes e 3 réplicas. Cada repeti¢do constituiu-se de 30 ovos. Os ovos
foram pipetados com 1 ml do 6leo. Os potes contendo ovos foram vedados até a eclosdo das larvas
de Lu. longipalpis. As concentracdes utilizadas foram: 5; 10; 20; 40 e 80 mg/ml para o 6leo de C
sativum e 2,5; 5; 10; 20 e 40 mg/ml para o 6leo de L. sidoides. Trés dias apds o tratamento com 0s
6leos iniciou-se a avaliagdo do nimero de larvas eclodidas em cada pote/concentra¢do por 10 dias

consecutivos.

Ensaio com larvas

O teste foi realizado nas mesmas condi¢des descritas para os ovos. Potes contendo 40 ovos de
Lu. longipalpis foram acondicionados adequadamente até a eclosdo das larvas que foram contadas 6
dias pds-eclosdo. Se o numero de larvas fosse inferior a 30, novas larvas provenientes dos potes
iniciais eram adicionadas, até chegar a 30 individuos. Em seguida, pipetaram-se os potes com o0s
Oleos. Cada repeticdo constituiu-se de 30 larvas. As concentragdes utilizadas neste teste foram de 35;
10; 20; 40; 80mg/ml para o 6leo de C sativum e 0,075; 0,15; 0,3; 0,6 e 1,2 mg/ml para o dleo de L.

sidoides. As larvas foram observadas até a pupacao.

Ensaio com adultos

O ensaio foi realizado com 30 insetos adultos por pote, sendo 15 machos e 15 fémeas, quatro
dias apds o repasto das fémeas do inseto, quando os potes foram previamente borrifados com os
6leos de C. sativum e L. sidoides. As concentracdes utilizadas neste teste foram de 0,3; 0,6; 1,2; 2,5 e
5 mg/ml para o 6leo de C sativum e 0,15; 0,3; 0,6; 1,2 e 2,5 mg/ml para o 6leo de L. sidoides. Neste
experimento, os parametros observados foram: mortalidade dos insetos as 24; 48 e 72 horas apds

contato com 6leo, nimero de ovos obtidos e de larvas eclodidas.

Andlise dos dados
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Os dados obtidos foram transformados pela férmula: log (x + 1) e submetidos a andlise de
variancia one-way e comparados pelo teste de Tukey, com 5% de probabilidade, usando o programa
Prism 3.0. A CEsy e CEgyy foram calculadas pelo método de Probito usando o programa SPSS 8.0

para Windows.

Resultados

A extracdo do 6leo dos frutos secos de C. sativum apresentou um rendimento de 0, 24%.

Os principais constituintes dos 6leos essenciais estdo apresentados nas Tabelas 1 e 2. Os
constituintes majoritarios de L. sidoides foram: timol (59,65%), cariofileno (10,60%), Cimeno
(9,08%) e Mirceno (5,43%). Em relacdo ao dleo de C. sativum obteve-se: alfa-pineno (4,20%),
Canfora (4,25%), vy - Terpineno (3,10%) e 2,6-Dimetilocta-2,7-dien-6-ol (beta-linalol) (73,21%).

Os resultados do teste com ovos do inseto estdo dispostos na tabela 3. O 6leo de C. sativum
apresentou eficdcia de 96,88 + 1,45% na concentracao de 80 mg/ml. Entretanto, o 6leo de L. sidoides
foi mais eficaz (94,59 + 1,59%) com metade da dose. A CEsq dos dleos foi de 16,15 (12,64- 20,31) e
6,35 (4,36 — 8,60) e a CEqy foi de 54,13 (39,44 — 89,39) e 36,41 (23,11 — 83,58) para C. sativum e L.
sidoides respectivamente.

Os resultados do teste com larvas estdo descritos na Tabela 4. O 6leo de C. sativum obteve
eficacia de 79,77 + 2,2% na maior concentragdo utilizada (80 mg/ml). Entretanto, o d6leo de L.
sidoides foi 100 £ 0,0 % eficaz na concentragdo de 1,2 mg/ml. A CEs dos 6leos foi de 28,80 (21,85
—39,69) e 0,25 (0,20 — 0,31) e a CEgp de 54,13 (39,44 — 89,39) e 0,79 (0,58 — 1,28) para C. sativum e
L. sidoides respectivamente.

Os resultados do teste com insetos adultos estdo descritos nas tabelas 5, 6 e 7. Ap6s 24 horas
de observacao o 6leo de C. sativum apresentou eficicia de 99,23 + 1,32% na concentracdao de
Smg/ml. O 6leo essencial de L. sidoides foi mais eficiente e eliminou 100 + 0,0% dos insetos adultos
na concentracdo de 2,5mg/ml. Nao foram observadas variacdes na eficacia adulticida em relagdo ao
tempo de observacdo (P>0,05). As 24 horas de observacao, a CEsy dos 6leos foi de 1,10 (0,85 —
1,42) e 0,54 (0,42 — 0,68) e a CEy foi de 4,23 (2,93 — 7,67) e 1,86 (1,33 — 3,18) para C. sativum e L.
sidoides respectivamente. Nao houve diferenca estatistica em relagdo a mortalidade de machos e
fémeas do inseto (P>0,05). Com relagdo ao niimero de ovos obtidos a partir de fémeas submetidas a
acdo do 6leo de C. sativum, nao foram observadas diferencas estatisticas entre o grupo tratado e
controle. Da mesma forma, ndo houve diferencga estatistica no nimero de larvas eclodidas a partir da

oviposi¢do das fémeas submetidas a acdo deste 6leo. O dleo essencial de L. sidoides foi mais efetivo
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que o C. sativum em todas as fases de desenvolvimento do inseto (P<0,001). Em todos os ensaios, 0s

resultados apresentaram efeito dose-dependente.

Discussao

Atualmente, os inseticidas naturais tém sido cada vez mais requisitados, apresentando

inimeras vantagens quando comparados aos sintéticos, pois sdo obtidos a partir de recursos
renovaveis e sao rapidamente degradados, ndo deixando residuos em alimentos e no ambiente. O
desenvolvimento destes compostos requer tempo e também um estudo sistematizado que preencha
requisitos, tais como seletividade contra inimigos naturais, baixa toxicidade em mamiferos,
biodegradabilidade e auséncia de fitotoxicidade, além dos requisitos econdmicos para que sua
producdo em alta escala seja vidvel (Vieira et al. 2001). Compostos organicos bioativos produzidos
por vegetais incluem repelentes, deterrentes alimentares e de oviposi¢do, inibidores de crescimento,
esterilizantes e toxinas, que formam uma vasta defesa quimica contra insetos € microrganismos
invasores (Cavalcante et al., 20006).
Oleos essenciais tem sido objeto de diversos estudos sobre insetos por serem combinagdes voliteis,
naturais, complexas caracterizadas por um odor forte, formados por metabdlitos secundarios de
plantas (Bakkali et al., 2008). Neste trabalho, os Oleos essenciais de C. sativum e L. sidoides
apresentaram efeito inseticida sobre as trés fases de Lu. longipalpis em laboratério. Os
monoterpenos linalol e timol foram os constituintes majoritarios destes 6leos. Em geral, 6leos
essenciais de origem botanica tém como constituintes majoritdrios 0s monoterpenos. Estas
substancias tém chamado aten¢do devido a suas propriedades inseticidas, repelentes e fagoinibidoras
(Ketoh et al., 2005). Na maioria dos casos, atribui-se aos principais componentes dos o6leos
essenciais o efeito biolégico do 6leo (Ipek et al., 2005). Entretanto vale salientar que, um problema
muito comum na pesquisa de atividade medicinal € que mesmo simples extratos ou outros produtos
derivados de plantas podem conter uma mistura de varios compostos que estao sujeitos a variagdo de
concentracdo de acordo com mudancas ambientais (Taylor et al., 2001).

No teste ovicida, resultados superiores foram obtidos quando se testou 1,8 cineol sobre ovos
do piolho Pediculus humanus capitis obtendo-se 67 + 1,7% de eficdcia na dose de 1 mg/cm” (Yang
et al., 2004). Stamopoulos et al., (2007) ao testar a atividade fumigante de cinco monoterpendides
sobre o coledptero Tribolium confusum obtiveram CEs de 183,5; 109,4; 1108; 466 e 278 ul/l para o
linalol, terpinen-4-ol, geraniol, 1,8-cineol e limoneno respectivamente. Poucas pesquisas tém sido
feitas com fitoquimicos sobre a eclosao de ovos de insetos devido esta fase ser mais impermeavel

aos produtos testados (Shaalan et al. 2005). Dentre as hipéteses feitas para explicar uma maior
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“tolerancia” dos ovos aos inseticidas ou fitoquimicos, estd na a¢do neurotdxica destes compostos.
Na fase de ovo esta atividade sé seria aparente quando o sistema nervoso do embrido comecga a se
desenvolver. Outra explicacdo seria a menor permeabilidade da superficie externa do ovo, no inicio
da embriogénese (Stamopoulos et al., 2007).

Em relagdo ao teste de larvas do inseto, resultados superiores foram obtidos por Silva et al.,
(2008) ao testar o 6leo essencial de Lippia gracilis sobre larvas de A. aegypti. A CEsy encontrada foi
de 98 + 1,99 ppm. Costa et al. (2005) avaliaram a a¢do do 6leo de L. sidoides sobre as larvas de A.
aegypti obtendo mortalidade de 100% na concentra¢do de 250 ppm. O 6leo essencial da semente de
C. sativum testado sobre larvas do mosquito Ochlerotatus caspius mostrou CEsy de 156pg/ml (109.1
— 436.5), enquanto a CEsp do linalool puro sobre as larvas foi de 155.73ug/ml (141.85 — 172.74)
(Knio et al., 2008). Poucos sdo os estudos realizados com flebotomineos. No entanto, Coelho et al.
(2006) adicionaram azadirachtina a dieta de larvas de Lu. longipalpis verificando que nas
concentracoes de 0,1; 1,0; e 10.0 pg de azadirachtina/mg, houve aumento significante da
mortalidade larval quando comparados ao grupo controle. Concentracdes de 0,1 e 1,0 pg de
azadirachtina/mg na dieta bloquearam a muda das larvas do inseto, que permaneceram no terceiro
estagio até o final do experimento. A bioatividade de fitoquimicos contra larvas de mosquitos pode
variar significativamente dependendo da espécie, parte utilizada e idade da planta, bem como do
solvente usado na extracao e da espécie de mosquito envolvida (Shaalan et al., 2005).

Quando os insetos adultos foram submetidos a diferentes concentracdes dos 6leos essenciais
de C. sativum e L. sidoides observou-se que as concentracdes de 5 mg/ml e 2,5 mg/ml apresentaram
eficacia de 99,23 + 1,32% e 100 = 0,0% respectivamente. Resultados inferiores, CEsy de 233 e 212
mg/mL, foram obtidos ao testar os extratos aquosos de Anfonia ovata e Derris amazonica
respectivamente, sobre adultos de Lu. longipalpis, ap6s 48 horas de observagao (Luitgards-Moura et
al., 2002). Resultados superiores, CEsy de 90.5 ppm foram descritos para o 6leo essencial de L.
turbinata sobre adultos de Culex quinquefasciatus (Gleiser & Zygadlo, 2007). Rozman et al. (2007)
testaram a atividade fumigante de varios compostos quimicos sobre o besouro Rhyzopertha dominica
e dentre estes, observaram que o linalool foi um dos mais eficazes sobre este inseto, com 100% de
mortalidade na dose de 0,1ul/720ml. Grodnitzky & Coats, (2002) testaram o timol sobre Musca
domestica e obtiveram CEsyde 0.22 umol/mosca (0.20 — 0.24).

Monoterpenos podem apresentar atividade inseticida fumigante, de contato e ingestdo sobre
insetos e outros patégenos. Estas substancias podem ser toxicas pela penetracdo na cuticula do
inseto, pela via respiratéria e por via digestiva (Prates et al., 1998). Entretanto, existem poucas
informacdes sobre o mecanismo da agdo inseticida dos Oleos essenciais. Uma das hipéteses

cogitadas seria a inalacdo das substancias quimicas dos Oleos através dos espirdculos dos insetos
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(Yang et al., 2005). Outra hipétese seria a de que monoterpenos podem atuar sobre outros sitios
vulneraveis, como citocromo P450 (Lee et al., 2001). Além disso, sabe-se que alguns terpendides
agem como inibidores da acetil-colinesterase e outros como substancias neurotdxicas aos insetos,
entretanto, o real mecanismo de agdo destes 6leos ainda necessita ser elucidado (Tsukamoto et al.,
2005).

Neste estudo, os 6leos essenciais de C. sativum e L. sidoides foram avaliados mostrando-se
eficazes sobre as trés fases de desenvolvimento de Lu. longipalpis em laboratério. Os resultados
deste estudo podem contribuir para a redu¢ao no uso de inseticidas sintéticos, pois demonstram boas
possibilidades da utilizacdo destes 6leos como alternativas na estratégia de controle do vetor da

Leishmaniose visceral.
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Tabela 1: Composi¢do percentual relativa do 6leo essencial de folhas de Lippia sidoides

Constituintes Lippia sidoides (%)
Alfa — tujeno 1,48
Alfa — pineno 0,51
Mirceno 5,43
Alfa — Terpineno 1,43
Cymeno 9,08
Limonene 1,01
B — ocimeno 0,27
vy — Terpineno 3,83
Tymol, metil éter 1,79
Timol 59,65
Alfa — copaeno 0,66
Cariofilleno 10,60
Aromadendreno 0,53
Alfa — humuleno 0,56
Dihydroaromadendreno 0,91
Alfa-Murolene 0,45
0 — cadinene 0,35
Caryofillene oxide 0,72
n.i.* 0,46

*Nao 1dentificado
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Tabela 2: Composicao percentual relativa do 6leo essencial dos frutos secos de Coriandrum sativum

Constituintes Coriandrum sativum (%)
A- pinene 4,20
Camphene 0,56
Beta-pinene 0,42
Beta-mycene 0,65
1-Methyl-2-iso-propylbenzene (0-Cymene) 0,94
(+) Limonene 1,86
I —Terpinene 3,10
o - Terpinolen 0,50
2,6-Dimethylocta-2,7-dien-6-ol (beta-linalol) 73,21
Camphor 4,25
Borneol 0,98
Trans-geraniol 0,38
Geraniol acetate 2,19
Methyl oleate 0,38

Tabela 3: Eficdcia (média + desvio padrio) do 6leo essencial de folhas de Lippia sidoides e do 6leo es

esencial dos frutos secos de Coriandrum sativum sobre ovos de Lutzomyia longipalpis

Lippia sidoides Coriandrum sativum

Concentracdo (mg/ml) % eficéacia Concentragdo (mg/ml) % eficéacia
40 94,59 + 1,59** 80 96,88 + 1,45%"
20 65,51 +0,56"* 40 66,40 + 3,43
10 47,77 0,774 20 43,55 2,56
5 24,63 + 1,31 10 17,18 + 4,28

2,5 2,9 + 1,554 5 0,0 + 0,0

Cipermetrina 196 (ug/ml) 100 + 0,0** 196 (ug/ml) 100 + 0,0**
Tween 80 - - 3% 0,85 + 1,47°*

DMSO 3% 0,0 +0,0* - -

Agua 0,32 + 0,55 0,50 +0,87°*

Letras mintsculas comparam a eficdcia entre linhas. Letras maitsculas comparam a eficdcia entre

colunas. (P>0,01). Letras diferentes indicam diferenca significante (P<0,01).
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Tabela 4: Eficdcia (média + desvio padrdao) do 6leo essencial de folhas de Lippia sidoides e do dleo

essencial dos frutos secos de Coriandrum sativum sobre larvas de Lutzomyia longipalpis

Lippia sidoides

Coriandrum sativum

Concentrag¢ao (mg/ml)

% eficacia

Concentragao (mg/ml)

% eficacia

Cipermetrina
Tween 80
DMSO

Agua

196 (ug/ml)

100 + 0,0
73,37 £0,83™
56,27 + 2,10
32,30 + 1,59
4,54 +1,11°*

100 + 0,0

1,75 +1,70%*
1,25 +1,08°4

80
40
20
10
5
196 (ug/ml)
3%

79,77 2,2
58,24 + 0,93
37,20 + 1,58%°
24,17 +2,11°®
3,40 + 1,38™
100 +0,0"*
1,75 +0,87%

1,37 1,20

Letras mindsculas comparam a eficicia entre linhas. Letras maitisculas comparam a eficdcia entre

colunas. (P>0,01). Letras diferentes indicam diferenca significante (P<0,01).

Tabela 5: Eficdcia (média + desvio padrdao) do 6leo essencial de folhas de Lippia sidoides e do dleo

essencial dos frutos secos de Coriandrum sativum sobre adultos de Lutzomyia longipalpis apds 24horas

de observacao.

Lippia sidoides

Coriandrum sativum

Concentracdo (mg/ml)

% eficacia

Concentragdo (mg/ml)

% eficacia

Cipermetrina
Tween 80
DMSO

Agua

196 (ug/ml)

100 + 0,0**
69,17 + 5,69°*
46,68 + 1,36
31,61 +1,31%
4,61 + 1,33

100 + 0,0**
0,49 +0,59°*
0,59 +0,59°*

5
2,5
1,2
0,6
0,3
196 (ug/ml)
3%

99,23 + 1,32**
66,55 + 3,5
46,57 + 4,5
30,33 + 5,7
7,34 + 1,8
100 £ 0,0
0,89 +0,78°*

0,49 + 0,43

Letras mindsculas comparam a eficicia entre linhas. Letras maitisculas comparam

colunas. (P>0,01). Letras diferentes indicam diferenca significante (P<0,01).

eficacia entre
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Tabela 6: Eficidcia (média + desvio padrdao) do 6leo essencial de folhas de Lippia sidoides e do dleo

essencial dos frutos secos de Coriandrum sativum sobre adultos de Lutzomyia longipalpis apds 48horas

de observacao.

Lippia sidoides Coriandrum sativum
Concentracio (mg/ml) % eficacia Concentragdo (mg/ml) % eficacia
2,5 100 + 0,0 5 100 + 0,0
1,2 68,42 + 4,66™* 2,5 70,46 + 2,59
0,6 49,98 + 3,40 1,2 51,20 + 2,46
0,3 30,30 + 1,66 0,6 29,88 +2,77%
0,15 4,12 2,264 0,3 7,81 £3,2°8
Cipermetrina 196 (ug/ml) 100 +0,0** 196 (ug/ml) 100 + 0,0**
Tween 80 - - 3% 0,40 +0,40°*
DMSO 3% 1,20 + 1,48
Agua 1,20 + 1,48 0,48 +0,30°*

Letras mindsculas comparam a eficicia entre linhas. Letras maidsculas comparam a eficicia entre

colunas. (P>0.01). Letras diferentes indicam diferenca significante (P<0,01).

Tabela 7: Eficicia (média + desvio padrdao) do 6leo essencial de folhas de Lippia sidoides e do 6leo

essencial dos frutos de Coriandrum sativum sobre adultos de Lutzomyia longipalpis apds 72horas de

observacao.
Lippia sidoides Coriandrum sativum
Concentracdo (mg/ml) % eficacia Concentragdo (mg/ml) % eficacia
2,5 100 + 0,0 5 100 + 0,0
1,2 72,66 + 3,53 2,5 70,07 + 2,58
0,6 48,58 + 0,474 1,2 45,25 +3,53%
0,3 16,83 + 1,56 0,6 23,76 +0,61%
0,15 3,32 £0,21%4 0,3 6,00 + 1,54°*
Cipermetrina 196 (ug/ml) 100 +0,0** 196 (ug/ml) 100 + 0,0**
Tween 80 - - 3% 0,76 + 1,32°*
DMSO 3% 0,76 + 1,32°*
Agua 0,86 +0,73%* 0,86 +0,73°*

Letras mindsculas comparam a eficdcia entre linhas. Letras maitdsculas comparam

colunas. (P>0,01). Letras diferentes indicam diferenca significante (P<0,01).

a eficacia entre
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Abstract

The chemical composition of essential oils from three species of plants belonging to the genus
Eucalyptus were determined and, their insecticidal effects on egg, larva and adult phases of
Lutzomyia longipalpis were assessed. The insects were collected in the municipality of Sobral in the
State of Ceard, Brazil. Five treatments with different concentrations were performed along with two
negative controls, distilled water and Tween 80 (3%), and a positive control, cypermethrin (0.196
mg/ml). The tests were carried out in plastic pots internally coated with sterile plaster and filled with
a substrate made of rabbit feces and crushed cassava leaves. The eggs, larvae and adults were
sprayed with the oils. The hatched larvae were counted for 10 consecutive days and observed until
pupation. Insect mortality was observed after 24, 48 and 72 hours. The major constituents of the oils
were Z-citral and alpha-citral (E. staigeriana), citronellal (E. citriodora) and 1,8-cineole (E.
globulus). The Eucalyptus essential oils constitute alternative natural products for the control of L.
longipalpis since the median effective concentration (ECsp) values revealed relevant action as
compared with other natural products, some chemical constituents are already known for their
insecticidal activity and these oils are produced in commercial scale in Brazil.

Keywords: Eucalyptus; Lutzomyia longipalpis; Essential oils; Insecticides; Insect control

1. Introduction

Visceral leishmaniasis (VL) is a serious chronic disease caused by protozoa of the Leishmania
genus belonging to the Leishmania (Leishmania) donovani complex. In Brazil, the causative agent is
L. chagasi (Gontijo and Melo, 2004). Sandflies, which are vectors for several species of Leishmania,
comprise more than 40 species of Phlebotomus in the Old World and 30 Lutzomyia species in the

Americas (Alexander and Maroli, 2003). Lutzomyia longipalpis (Lutz and Neiva, 1912) is the main
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vector of this disease in Latin America, and, in Brazil alone it is responsible for 90% of disease cases
(Lainson and Rangel, 2005).

Vector control using insecticides has been recommended by the World Health Organization
(Gontijo and Melo, 2004). Mathematical models of the three methods of control (Dye, 1996) suggest
that insecticide spraying and dog vaccination are better solutions to the problem than the euthanasia
of serologically positive dogs (Tesh, 1995). In addition, acquired resistance and environmental
pollution due to the repeated application of persistent synthetic insecticides have led to increased
interest in new natural chemicals (Viegas-Junior, 2003).

In this context, screening of natural products has received the attention of researchers around
the world, but seems to be particularly important for public health in developing countries. Since
many diseases transmitted by insects (e.g., malaria, dengue, yellow fever, leishmaniasis, Chagas
disease, etc.) are endemic in developing countries, the search for insecticides and repellents of
botanical origin has been driven by the need to find new products that are effective, but also safer
and cheaper than current products (De Paula et al., 2004). Additionally, people in our country like
and sometimes prefer natural products than synthetics (Yaghoobi-Ershadi et al., 2006).

Many secondary plant metabolites are known for their insecticidal properties, and in many
cases plants have a history of use as home remedies to kill or repel insects (Broussalis et al., 1999).
In recent decades, research on the interactions between plants and insects has revealed the potential
use of plant metabolites or allelochemicals for this purpose (Pavela, 2004). It is known that some
chemical constituents of essential oils have insecticidal properties (Sptizer, 2004). In some studies,
essential oils obtained from commercial sources were used. Specific compounds isolated from plant
extracts or essential oils were tested for fumigation purposes (Rajendran and Sriranjini, 2008).

The Myrtaceae family comprises about 100 genera with approximately 3,000 species of
plants (Denardi and Marchiori, 2005). Eucalyptus is one of the most cultivated genera in the world,

including more than 700 species belonging to this family. Various biological properties have already
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been attributed to the genus Eucalyptus, among them larvicidal activity on culicids (Cheng et al.,
2008), insecticidal activity against beetles (Brito et al., 2006), and repellent action against
Phlebotomus papatasi (Yaghoobi-Ershadi et al., 2006). In Brazil, the main species of Eucalyptus
used to produce commercial essential oils are E. staigeriana, E. citriodora and E. globulus (Vitti and
Brito, 2003). Since there have not been any reports about the use of these Eucalyptus oils against L.
longipalpis, the aim of this study was to evaluate the insecticidal activity of commercial essential
oils of E. staigeriana, E. citriodora and E. globulus on the developmental stages of L. longipalpis in

the laboratory.

2. Materials and Methods

2.1. Laboratory rearing of sandflies

The establishment and maintenance of the sandfly colony was based on the methods of Smith
(1925), as cited by Sherlock & Sherlock (1972), with some modifications. The vectors were captured
in the municipality of Sobral, an endemic visceral leishmaniasis area in the State of Cear4, Brazil,
using CDC traps and then brought to the entomology laboratory of the Vector Control Center
(Health Secretariat of Ceard State). The insects were kept in nylon tulle cages inside a BOD
incubator at a temperature of 27°C and 80% relative humidity (RH). The adult females were fed with
anesthetized hamsters (10 mg/kg of Ketamine and 2 mg/kg of Xylazine by intramuscular injection).
After 4 days, 25 females were placed for egg-laying in plastic pots that were internally coated with
sterile plaster to maintain moisture and filled with a substrate prepared from rabbit feces and crushed

cassava leaves. Afterwards, several eggs were transferred to similar pots for hatching, and the
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formed larvae were maintained in this substrate until pupation. When the adults emerged, they were
transferred to cages to continue the cycle.

Five treatments with three replicates were performed using different plant oil concentrations
in all tests, as well as two negative controls, distilled water and Tween 80 (3%) and a positive

control, cypermethrin (0.196 mg/ml).

In vitro tests on L. longipalpis eggs

Aqueous solutions of plant oils were used at concentrations of 20, 10, 5, 2.5 and 1.2 mg/ml
for E. staigeriana and 40, 20, 10, 5 and 2.5 mg/ml for both E. citriodora and E. globulus. Tests were
performed at £ 27°C and 80% RH using 30 eggs sprayed with 1 ml of each oil solution. The hatched

larvae were counted for 10 days.

In vitro tests on L. longipalpis larvae

Thirty eggs were transferred to plastic pots internally coated with sterile plaster containing a
thin layer of food substrate for hatching. Six days after hatching, the larvae were sprayed with oil
solutions in the following concentrations: 5, 4, 3, 2 and 1 mg/ml for E. staigeriana; 6.5, 3.5, 1.6, 0.8
and 0.4 mg/ml for E. citriodora and 40, 35, 30, 25 and 20 mg/ml for E. globulus. The larvae were

observed until pupation.

In vitro tests against L. longipalpis adults

Each oil concentration (1ml), cypermethrin or Tween 80 was applied to the inner surface and

bottom of each pot using a pipette. Thirty adult L. longipalpis specimens (15 males and 15 females)
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were placed inside of the pots after the application of the oils, and the concentrations used were 5,
2.5, 1.2, 0.6 and 0.3 mg/ml for E. staigeriana oil and 10, 8, 6, 4 and 2 mg/ml for E. citriodora and E.
globulus oils. In this experiment, the parameters observed were insect mortality after 24, 48 and 72
hours, mortality rate differences between female and male insects and the number of eggs obtained

from females subjected to the oils.

GC and GC/MS analysis of essential oils

The Eucalyptus oils were purchased from Dierberger Oleos Essenciais Quimica Ltda. The
oils were analyzed by gas chromatography (GC) using a Varian CP-3800 gas chromatograph
coupled to a computer equipped with a STAR WORKSTATION. The instrument was equipped with
a 30-m fused silica capillary column (CP-Sil 8CB, Varian) with an internal diameter of 0.25 mm and
a film thickness of 0.25 um. The hydrogen carrier gas had a delivery rate of 1.5 ml/min (controlled
constant flow). The capillary injector operated at 250°C in the split mode (1:100) and the flame
ionization detector (FID) ran at 250°C. The oven temperature program was 35°C during injection,
then increased from 35 to 180°C at the rate of 4°C/min, increased again to a final temperature of
280°C at a rate of 17°C/min and remained at 280°C for 10 min.

Gas chromatography/mass spectrometry (GC/MS) was performed on a Hewlett-Packard 5971
instrument with a dimethylpolysiloxane DB-1 coated fused silica capillary column (30 m x 0.25
mm) and He as the carrier gas (I ml/min). The injector temperature was 250°C and the detector
temperature was 200°C. The column temperature program was 35-180°C at 4°C/min, then 180-
250°C at 10°C/min. For MS, the electron impact was 70 eV. Compounds were identified by their GC
retention time, expressed by Kovat’s index, which was calculated by the Van den Dool and Kratz

equation using a hydrocarbon homologous series and by comparison of test compound mass spectra
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with those present in the National Institute for Standard Technology computer data bank (NIST;

62,235 compounds) and published spectra (Adams, 2001).

2.5. Statistical analyses

The data were processed with the formula log (x + 1), subjected to one-way variance analysis and
compared by the Tukey test with 5% probability, using the Prism 3.0 program. The median effective

concentration (ECsp) values were calculated by using Probit SPSS 8.0 for Windows.

3. Results

The constituents of the commercial Eucalyptus oils are shown in Table 1. The major
constituents of E. staigeriana oil were (+) limonene (28.82%), Z-citral (10.77%) and E-citral
(14.6%); E. citriodora contained B-citronellal (57.53%) and E. globulus contained 1,8-cineole
(83.89%). All the Eucalyptus oils studied were effective against the egg, larval and adult phases of L.
longipalpis. However, E. staigeriana oil was the most effective on all three phases of the insect,
followed by E. citriodora and E. globulus oils, respectively.

All tested oils inhibited egg hatching (Table 2). E. staigeriana oil was the most effective,
since E. citriodora and E. globulus oils at a concentration of 40 mg/ml presented effectiveness of
94.68% and 92.73%, respectively, but E. staigeriana oil was 90.29% effective with 20 mg/ml
(P>0.05). The ECs values of E. staigeriana, E. citriodora and E. globulus oils were 3.6 mg/ml (2.28
-5.23), 9.44 mg/ml (2.47 - 35.25) and 9.23 mg/ml (6.73 - 12.59), respectively.

The results of the assays with insect larvae are shown in Table 3. E. globulus oil showed

100% effectiveness at 40 mg/ml, while E. citridora and E. staigeriana oils showed this result at
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lower concentrations, 6.5 and 5 mg/ml, respectively (P>0.05). E. citriodora oil was superior to E.
globulus oil at all tested concentrations (P<0.001). The ECs, values of E. staigeriana, E. citriodora
and E. globulus oils were 2.63 mg/ml (1.69 - 3.67), 1.78 mg/ml (1.41 - 2.26) and 25.29 mg/ml (17.12
- 30.14), respectively.

Insecticide effects on adult sandflies after 24, 48 and 72 hours of observation are shown in
Tables 4, 5 and 6. Of all the compounds tested, E staigeriana was the best. After 24 hours, the E.
citriodora and E. globulus oils at a concentration of 10 mg/ml were 88.13% and 95.50% eftective,
respectively, while E. staigeriana oil was 99.62% effective at a concentration of 5 mg/ml (P>0.05).
After 48 hours, E. citriodora oil was more effective than E. globulus oil at a concentration of 8
mg/ml (P<0.01). This difference persisted at 72 hours of observation.

There were no statistical differences in the mortality rates of male and female insects
(P>0.05). The ECs( values of the E. staigeriana, E. citriodora and E. globulus oils were 0.59 mg/ml
(0.37-0.82), 5.04 mg/ml (2.26 - 8.78) and 7.78 mg/ml (6.54 - 13.28), respectively. The effectiveness
of the oils persisted through the whole observation period, but had a tendency to diminish. However,
this difference was only statistically significant at the 2.5 mg/ml (P<0.01) and 1.2 mg/ml (P<0.001)
concentrations for E. staigeriana. There were no statistically significant differences in the number of
eggs obtained from females or in larvae hatched from the eggs of the females subjected to the

Eucalyptus spp. oils (P>0.05).

4. Discussion

Visceral leishmaniasis is a zoonosis of great importance for public health and veterinary

medicine. L. longipalpis is the main vector of this disease in Brazil. With the expansion of endemic
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areas and the significant increase in the number of cases, VL is considered by the World Health
Organization to be a priority among tropical diseases (Gontijo and Melo, 2004).

In highly endemic areas, such as the states of Northeastern Brazil, attempts have been made
to control VL on three fronts: patient treatment, sacrifice of infected dogs and spraying of
insecticides (Lainson and Rangel, 2005). Currently, residual insecticides are sprayed on house walls
as well as inside chicken coops, pigsties and stables (Cabrera, 1999). In Brazil, these actions have
always been sporadic and have failed to eradicate this disease, with reinfestation and resurgence of
human and canine cases of VL (Gontijo and Melo, 2004). The first case of insecticide resistance was
reported in Bihar, India, where Phlebotomus papatasi survived exposure to DDT at doses of 4% and
8% (Khaul et al., 1994).

Acquired resistance and environmental pollution due to repeated applications of persistent
synthetic insecticides have created interest in discovering new natural insecticide products (Viegas-
Janior, 2003). The use of plants with insecticidal activity has several advantages over the use of
synthetic products: natural insecticides are obtained from renewable resources and quickly degrade,
the development of insect resistance to these substances is slow, the substances do not leave residues
in the environment, they are easily obtained by farmers and they cost less to produce (Roel, 2001).
The effects of essential oils on insects have been the subject of several studies. These oils are formed
by a complex mixture of volatile constituents originating from the secondary metabolism of plants
and are characterized by a strong scent (Bakkali et al., 2008).

The components in essential oils vary not only with plant species but also in relation to
climate, soil composition, part of the plant and age of the plant. Many essential oils are composed of
a variety of terpenoid compounds (De Paula et al., 2004). These substances are usually volatile and
can be detected by the antennae or tarses of insects. The major terpenoids contained in essential oils
are monoterpenoids (citronellal, linalol, menthol, pinene, mentona, carvona and limonene),

sesquiterpenoids (farnesol, nerolidol) and phenylpropanoids (safrol, eugenol), among other
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compounds (Sptizer, 2004). The great majority of the literature on the effects of terpenoids on
insects has reported growth inhibition, impaired maturation, reduced reproductive capacity, appetite
suppression and death of predator insects by starvation or direct toxicity (Viegas-Junior, 2003). The
monoterpene limonene demonstrated insecticidal activity by penetrating the cuticle of the insect
(contact effect), by respiration (fumigant effect) and through the digestive system (ingestion effect)
(Prates et al., 1998).

The essential oils of Cymbopogon citratus, Lippia sidoides, Ocimum americanum and
Ocimum gratissimum showed good larvicidal activity against Aedes aegypti. The main constituents
of these oils are the monoterpenoids geranial and citral for C. citratus, thymol for L. sidoides, E-
methyl-cinnamate for O. americanum and eugenol and 1,8-cineole for O. gratissimum (Cavalcante et
al, 2006). The essential oil of Myroxylum balsamum presented good larvicidal activity against A.
aegypti larvae, and the monoterpenes beta- and alpha-pinene were the main constituents (Simas et
al., 2004).

The egg phase of L. longipalpis was the most resistant to the Eucalyptus oils, needing higher
doses to obtain a better effect. Similar results were obtained with the compound 1,8-cineole on eggs,
larvae and adults of Tribolium confusum. One hypothesis to explain the greater tolerance of the eggs
is that the neurotoxic action of this compound acts only after nervous system of the embryo begins to
grow. Another possible explanation is the lesser permeability of the egg surface at the beginning of
embryogenesis (Stamopoulos et al., 2007). The constituents of Eucalyptus spp. oils were also tested
on lice. 1,8-cineole acted on eggs of the louse Pediculus humanus capitis, obtaining 67%
effectiveness at a concentration of 1 mg/cm2 (Yang et al., 2004).

The essential oil of E. staigeriana was the most effective on L. longipalpis larvae, followed
by E. citriodora and E. globulus. These essential oils and the emulsified concentrate were tested
against larvae and engorged females of the tick Boophilus microplus, in search of an acaricide less

damaging to the environment. Citronellal, the main component of E. citriodora oil, and 1,8-cineole
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in E. globulus were considered responsible for their acaricidal action. E. staigeriana essential oil
showed the best acaricidal action, and several substances acted in synergy against B. microplus
(Chagas et al., 2002).

Studies performed with sandflies and plant insecticides are few. The compound azadirachtin
added to the L. longipalpis larvae diet at 0.1, 1.0 and 10.0 pg concentrations increased larval
mortality compared to a control group (Coelho et al., 2006). Concentrations of 0.1 and 1.0 ug/g
azadirachtin in the diet prevented the larvae from hatching. The bioactivity of phytochemicals
against mosquito larvae can vary significantly in relation to plant species, part and age, as well as the
solvent used in the extraction and the mosquito species involved (Shaalan et al., 2005).

E. staigeriana oil was the most effective on adult insects, promoting mortality of 99.62 +
0.66% at a concentration of 5 mg/ml. E. citriodora and E. globulus oils were similarly effective at all
tested concentrations, except for 8 mg/ml after 48 and 72 hours. Lower efficacy was shown by
aqueous extracts of Antonia ovata and Derris amazonica on L. longipalpis adults after 48 hours of
observation (Luitgards-Moura et al., 2002). The ECsy values were 233 and 212 mg/ml, respectively.
However, when testing 1,8-cineole on males and females of Musca domestica and Chrysomya
megacephala, ECsy values obtained of 118 ug/fly (males, Musca) 177 ng/fly (females, Musca), 197
ug/fly (males, Chrysomya) and 221 ug/fly (females, Chrysomya). With a topical application of 1,8-
cineole on M. domestica adults, males were more susceptible than females (Sukontason et al., 2004).

Essential oils from Citrus sinensis was the most effective of five oils tested on adult Culex
pipiens quiquefasciatus (Yang et al., 2005). Chemical analysis of this oil showed that E-citral and Z-
citral were the major constituents (69.27%); however, citral tested separately was more effective
against the insect in a short period of time. The ECsy values for C. sinensis oil and citral were,
respectively, 0.0133% and 0.0012% (Yang et al., 2005). 1,8-cineole on 10-day-old adult males and
females of the coleopteron Tribolium confusum obtained a ECsy of 7.0 ul/I for both sexes. The same

experiment performed with 40-day-old males and females showed a lower ECsy (Stamopoulos et al.,
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2007). These data can explain the effectiveness of Eucalyptus oils on the three phases of L.
longipalpis development. However, little information exists about the mechanism of action of the
essential oils. One of the hypotheses suggested is that oil inhalation can kill the insect (Yang et al.,
2005). Besides this, it is known that some terpenoids inhibit acetylcholinesterase activity. Another
hypothesis is that the monoterpenes act on other vulnerable sites, such as cytochrome P450 (Lee et
al., 2001), but understanding the real mechanism of action of these oils will require further
investigation (Tsukamoto et al., 2005).

In this study, three essential oils of Eucalyptus were tested and shown to be effective on the
developmental phases of L. longipalpis in the laboratory. The chemical compositions were different
for each oil, in accordance with literature data, and the main constituents were tested in other insects
and showed good activities. E. staigeriana oil was the most effective on all insect phases, and this oil

constitutes a viable alternative for control of the vector of visceral leishmaniasis.
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Table 1. Relative percentage composition of leaf essential oils of Eucalyptus species

Constituents RI E. staigeriana  E. citriodora E. globulus
a-Pinene 928 3.27 0.8 4.15
Beta-pinene 973 2.15 - -
Beta-myrcene 986 0.89 - -
a-Phellandrene 1002 1.89 - -
0-Cymene 1021 1.76 - 2.93
(+) Limonene 1025 28.82 - 8.16
1,8-cineole 1029 5.39 0.66 83.89
y-Terpinene 1054 1.74 - 0.87
a- Terpinolene 1081 94 - -
B-Linalool 1097 1.67 - -
(-) Isopulegol 1145 - 6.46 -
Beta-citronellal 1149 0.8 57.53 -

? isopulegol 1155 - 3.45 -
4-Terpineol 1177 1.16 - -
Alfa-terpineol 1192 1.07 - -
Cis-geraniol 1221 1.95 - -
B-citronellol 1223 - 2.39 -
Z-Citral 1235 10.77 - -
Trans-geraniol 1247 4.2 - -

E-Citral 1265 14.16 - -




Tablel (continued)

Constituents RI E. staigeriana  E. citriodora E. globulus
Methyl geranate 1317 3.66 - -
Citronellyl acetate 1345 - 0.59 -
Nerol acetate 1354 1.4 - -
Geraniol acetate 1374 3.86 - -
B-Caryophyllene 1414 - 1.04 -
Linoleic acid methyl ester 2085 - 1.16 -
Oleic acid methyl ester 2091 - 0.35 -
Citronellyl acetate 1345 - 0.59 -

(-) means not detected
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Table 2: Efficacy (mean percentage + SD) of three species of Eucalyptus on the eggs of Lutzomyia longipalpis

Eucalyptus staigeriana

Eucalyptus citriodora

Eucalyptus globulus

Concentration (mg/ml) % Efficacy Concentration (mg/ml) % Efficacy Concentration (mg/ml) % Efficacy

20 90.29 +2.95 40 94.68 + 0.64** 40 92.73 + 1.56**

10 4731 £0.38" 20 46.47 £2.97° 20 57.17 + 1.70°

5 26.19 + 1,78 10 20.46 +2.36°° 10 22.55 +2.36°8

2.5 15.03 £ 0.50%* 5 11.95 +0.34% 5 13.00 + 1.71%*

12 2.85 +1.38%¢A 2.5 0.64 +1.12°" 2.5 0.32 +0.56%"

Cypermethrin 0.196 100.00 + 0.00" 0.196 100.00 + 0.00* 0.196 100.00 + 0.00"
Tween 80 3% 2.10 +1.85% 3% 2.90 +0.43' 3% 1.80+ 0.752
Water 229 +0.37¢ 1.14 +0.26' 0.80 + 0.732

Small letters compare means in the lines and capital letters in the columns.
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Table 3: Efficacy (mean percentage + SD) of three species of Eucalyptus on the larvae of Lutzomyia longipalpis

Eucalyptus staigeriana Eucalyptus citriodora Eucalyptus globulus
Concentration (mg/ml) % Efficacy Concentration (mg/ml) % Efficacy Concentration (mg/ml) % Efficacy
5 100 + 0.00°* 6.5 100 + 0.00** 40 100 + 0.00**
4 73.44 + 1.64"* 3.2 63.21 + 1.35"° 35 78.47 +3.20"
3 51.43 +4.34* 1.6 37.54 +3.04° 30 59.22 +2.36°
2 26.07 + 3.47% 0.8 17.21 + 1.66" 25 47.02 +2.23%
1 532 +1.45% 0.4 5.72 +1.05° 20 30.39 +5.41°°
Cypermethrin 0.196 100 + 0.00 0.196 100 + 0.00 0.196 100 + 0.00
Tween 80 3% 271 +1.14" 3% 2.29 +0.92' 3% 1.60 +0.78"
water 2.84 +0.92' 1.13 +0.64' 1.47 +£0.65"

Small letters compare means in the lines and capital letters in the columms.
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Table 4: Efficacy (mean percentage + SD) of three species of Eucalyptus after 24 hours on adults of Lutzomyia longipalpis

Eucalyptus staigeriana

Eucalyptus citriodora

Eucalyptus globulus

Concentration (mg/ml) % Efficacy

Concentration (mg/ml)

% Efficacy

Concentration (mg/ml)

% Efficacy

5 99.62 + 0.66"* 10

2.5 72.34 + 1.85" 8

12 40.50 +2.87°4 6

0.6 12.48 +0.98%* 4

0.3 4.90 + 0.66°* 2
Cypermethrin 0.196 100 + 0.00 0.196
Tween 80 3% 0.61 £0.76 3%
Water 0.49 + 0.42"

88.13 +20.56"
68.14 + 2.60°*
48.41 +4.044
31.01 +2.98%
10.60 + 0.87°
100 + 0.00
111+ 111

0.50 +0.43"

10

0.196

3%

95.50 + 1.10°*
51.39 +5.73*%4
33.70 £ 0.37°4
18.70 + 2.43%P
4.10 £0.61°"
100 + 0.00
1.38 +£0.23"

0.48 +0.45"

Small letters compare means in the lines and capital letters in the columns.
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Table 5: Efficacy (mean percentage + SD) of three species of Eucalyptus after 48 hours on adults of Lutzomyia longipalpis

Eucalyptus staigeriana Eucalyptus citriodora Eucalyptus globulus
Concentration (mg/ml) % Efficacy Concentration (mg/ml) % Efficacy Concentration (mg/ml) % Efficacy
5 100.0 + 0.0°* 10 100 + 0.0 10 96.63 + 0.72°*
2.5 72.24 +2.54"* 8 70.14 +£2.27° 8 52.53 +4.41°®
12 39.39 +4.32°4 6 48.70 + 3.35% 6 34.01 +2.30
0.6 12.76 + 1.61%* 4 29.79 + 3.52% 4 15.51 +3.76"*
0.3 426 +1.26* 2 6.84 +1.70°* 2 2.22 +0.86°*
Cypermethrin 0.196 100 + 0.00 0.196 100 + 0.00 0.196 100 + 0.00
Tween 80 3% 1.22 +1.08" 3% 0.0 +0.0" 3% 222 +1.28
Water 0.81 +0.02" 1.39 +0.63' 1.38 +0.48"

Small letters compare means in the lines and capital letters in the columns.
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Table 6: Efficacy (mean percentage + SD) of three species of Eucalyptus after 72 hours on adults of Lutzomyia longipalpis

Eucalyptus staigeriana Eucalyptus citriodora Eucalyptus globulus
Concentration (mg/ml) % Efficacy Concentration (mg/ml) % Efficacy Concentration (mg/ml) % Efficacy
5 100.00 + 0.0** 10 100.00 + 0.0** 10 96.47 + 0.09**
2.5 65.81 +0.38" 8 70.07 + 2.58"* 8 47.64 + 133"
1.2 32.34 +3.64 6 4525 +3.53° 6 25.80 + 3.77°*
0.6 11.75 £ 0.62%* 4 23.76 + 0.61°8 4 10.56 + 1.61%*
0.3 1.66 +2.36°" 2 7.13 +£2.90°" 2 3.13 +£0.33°
Cypermethrin 0.196 100 + 0.00 0.196 100 + 0.00 0.196 100 + 0.00
Tween 80 3% 0.21 +0.36' 3% 0.37 +£0.32' 3% 2.16+1.9"
Water 1.65+0.77" 3.00+1.7" 1.65+0.77"

Small letters compare means in the lines and capital letters in the columns.
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6 CAPITULO 4

Atividade inseticida in vitro do 6leo de sementes de Azadirachta indica sobre Lutzomyia

longipalpis

In vitro insecticidal activity of Azadirachta indica seeds on the Lutzomyia longipalpis

Periddico: Revista Brasileira de Parasitologia Veterindria (Submetido em Abril de 2009)
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ATIVIDADE INSETICIDA IN VITRO DO OLEO DE SEMENTES DE
AZADIRACHTA INDICA SOBRE LUTZOMYIA LONGIPALPIS

IN VITRO INSECTICIDAL ACTIVITY OF SEED AZADIRACHTA INDICA OIL ON
LUTZOMYIA LONGIPALPIS

MICHELLINE V. MACIEL.'; SELENE M. MORAIS?; CLAUDIA MARIA LEAL
BEVILAQUA'"!, RAFAELA A. SILVA.'; RENATA S. BARROS'; RAIMUNDO N.
SOUSA’; LINDEMBERG C.SOUSA*; LYEGHYNA K.A. MACHADO?; EDY S.BRITO",
MANOEL A. SOUZA-NETO*

ABSTRACT

Lutzomyia longipalpis is the main vector of visceral leishmaniasis in Brazil. The objective
was to evaluate the effect of oil seeds of Azadirachta indica on eggs, larvae and adults of the
vector. The insects were captured in the field and kept in the laboratory to £ 27 ° C and 80%
relative humidity. Five treatments with different concentrations were performed using two
negative controls, one with distilled water and another with tween 80 (3%) and a positive
control with cypermethrin. The eggs were sprayed with the oil at different concentrations,
evaluated the number of larvae hatching for 10 days. The mortality of larvae was observed to
pupation and the adult mortality was observed after 24, 48, and 72 hours. Statistical analysis
was performed by Tukey test at 5% probability. In the test the highest concentration of eggs
obtained 65.16 * 3.24% effectiveness. The test with larvae showed 67.75 * 2.21%

effectiveness at a concentration of 100mg/ml. In adults, the effectiveness of the concentration
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100mg/mL was 96.64 + 4.11% after 24 hours. The phytochemical analysis revealed the
presence of triterpenes. These results demonstrate the potential use of this oil in the control of
the vector of the disease.

KEY-WORDS: neem - sandflies - oil - larva — adult

RESUMO

Lutzomyia longipalpis € o principal vetor da Leishmaniose visceral no Brasil. O objetivo do
trabalho foi avaliar o efeito do 6leo de sementes de Azadirachta indica sobre ovos, larvas e
adultos do vetor. Os insetos foram capturados no campo e mantidos no laboratério a + 27°C
and 80% de umidade relativa. Cinco tratamentos com diferentes concentracdes foram
realizadas, usando dois controles negativos, um com 4gua destilada e outro com tween 80
(3%) e um controle positivo com cipermetrina. Os ovos foram borrifados com o oleo em
diferentes concentracdes, avaliou-se o nimero de larvas eclodidas por 10 dias consecutivos. A
mortalidade das larvas foi observada até a pupagdo e a mortalidade dos adultos foi observada
apés 24, 48, e 72horas. A andlise estatistica foi feita pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade. No teste de ovos a maior concentracdo obteve 65,16 + 3,24% de eficacia. O
teste com larvas apresentou 67,75 + 2,21% de eficicia na concentracdo de 100mg/ml. Com
adultos, a eficdcia na concentragdo de 100mg/mL foi 96,64 + 4,11%, apds 24 horas. A andlise
fitoquimica revelou a presenca de triterpenos. Estes resultados demonstram as boas
possibilidades do uso deste 6leo no controle do vetor da doenca.

PALAVRAS-CHAVE: Nim — flebotomineos — oleo — larva — adultos

INTRODUCAO

As Leishmanioses estdo entre as principais doencas transmitidas por vetores, sendo a
Leishmaniose Visceral (LV) considerada a forma mais severa (SINGH, 2006). Com a
expansdo da drea de abrangéncia da doenca e o aumento significativo do nimero de casos, a
LV passou a ser considerada pela OMS uma das prioridades dentre as doengas tropicais
(GONTIO & MELO, 2004). A transmissdo ¢é feita por vetores pertencentes a familia
Psychodidae, género Lutzomyia, sendo que no Brasil, o principal vetor é Lutzomyia
longipalpis (DESJEUX, 2004). O padrdo de transmissdo da doenca pode se modificar devido
as alteragdes ambientais e, conseqiientemente, a adaptagdao do vetor, associado as migragdes

da populacao (BEJARANO et al., 2002).
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As estratégias de controle das doencas transmissiveis por vetores bioldgicos sio
complexas principalmente quando associadas a existéncia de reservatorios domésticos e
silvestres e aos aspectos ambientais. O uso de inseticidas tem sido direcionado principalmente
contra as formas adultas do inseto vetor (GONTIJO & MELO, 2004). No entanto, o
surgimento de insetos resistentes a estes compostos, aumenta a aplicacdo de inseticidas,
causando danos ao ambiente (NOGUEIRA & PALMERIO, 2001). Desta forma, a resisténcia
a inseticidas tornou-se um problema (VIEGAS—JIjNIOR, 2003). Além disso, o custo para o
desenvolvimento de inseticidas quimicos € alto e tem aumentado ao longo dos anos devido a
necessidade de novas moléculas e formulacdes mais adequadas, o que tem feito crescer o
interesse pela pesquisa de inseticidas alternativos (ALMEIDA, 2001).

A utilizacdo de plantas ou seus extratos com atividade inseticida tem aplicacdo
importante na sadde publica e na agropecudria (MATIAS et al., 2002). O Brasil é o pais com
maior riqueza botanica, com 56 mil espécies de plantas das 256 mil existentes no mundo,
possuindo um grande potencial como fonte de compostos biologicamente ativos provenientes
de plantas medicinais. Plantas da familia Meliaceae sdo conhecidas por conter uma variedade
de compostos descritos como inseticida, anti-alimentar, e regulador do crescimento
(NAKATANI et al., 2004). Dentro desta familia, destaca-se a Azadirachta indica, conhecida
por “Nim”, que é considerada uma das mais importantes, devido a sua atividade sistémica,
eficiéncia em baixas concentracdes e baixa toxicidade aos mamiferos (GALLO et al., 2002).
O principal composto extraido dos frutos desta planta € a azadiractina, um limondide que atua
interferindo no funcionamento de glandulas enddcrinas que controlam a metamorfose em
insetos e também apresenta propriedade fagoinibidora (VIEIRA et al., 2001). Além disso, na
agricultura tém sido realizadas muitas pesquisas, especialmente nas regides tropicais, usando
plantas para proteger a colheita e armazenamento de graos dos insetos. E uma das plantas
mais estudadas € a Azadirachta indica (BOEKE et al., 2004)

Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade inseticida do 6leo das
sementes de A. indica sobre as trés fases de desenvolvimento de Lu. longiplapis em

laboratorio.

MATERIAL E METODOS

Estabelecimento da colonia de L. longipalpis
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O estabelecimento e a manutencdo da colonia de flebotomineos foram baseados em
SMITH (1925) citado por SHERLOCK & SHERLOCK (1972) com algumas modificacdes.
Os insetos adultos foram capturados através de armadilhas do tipo CDC e encaminhados para
o Laboratério de Entomologia do Nicleo de Endemias do Estado do Ceara (NUVET). Foram
mantidos em gaiolas teladas, em BOD a temperatura de 27°C e 80% de umidade relativa. Os
adultos foram alimentados utilizando-se hamsters anestesiados (10mg/kg de ketamina e
2mg/kg de xilazina por via intramuscular). Apds 4 dias, as fémeas foram inseridas com o
auxilio de um capturador de Castro em potes plasticos (4 x 4,5cm) revestidos com gesso
previamente umedecidos com 4gua destilada para postura. Os ovos foram transferidos para
novos potes plasticos revestidos com gesso, acondicionando-os em uma cuba forrada com
areia umedecida por 4 dias. Apds a eclosdo das larvas, adicionou-se o substrato para
alimentacdo, composto por fezes de coelho e folhas trituradas de mandioca até o periodo de

pupacdo. Os adultos foram soltos dentro das gaiolas, dando continuidade ao ciclo.

Obtengdo do oleo da planta

As sementes da planta foram coletadas no sitio Neem, localizado no municipio de
Eusébio, Ceard. Para a obtencdo do 6leo as sementes foram trituradas em uma prensa, € o 6leo

coletado in natura.

Andlise fitoquimica do oleo

Os testes fitoquimicos do Odleo para fendis, taninos, esterdides, triterpendides e
alcaldides foram realizados seguindo a metodologia descrita por MATOS, (1997), que
investigam os tipo de metabdlitos secunddrios presentes nos extratos de plantas. Estes se
baseiam na adi¢ao de determinados reagentes a solu¢do hidro-alcodlica do 6leo da planta e a
observacdo das mudancas de cor e formacdo de precipitados. No teste para esterdides e
triterpendides (Lieberman - Burchard), foi adicionado 1 mL de anidrido acético e em seguida
com agitacdo trés gotas de 4cido sulfirico (H,SO,) concentrado a solugdo de diclorometano
do dleo. Coloragdo azul evanescente seguida de verde permanente seria indicativa da presenca

de esterdides. Coloragdo parda até vermelha indica triterpendides.

Ensaio sobre ovos
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Os ensaios com ovos, larvas e adultos foram constituidos por 5 tratamentos com
diferentes concentracdes do 6leo de A. indica realizados a temperatura de 27°C e 80 % de
umidade relativa e acompanhados por controle negativo com dgua destilada, controle negativo
com o diluente Tween 80 a 3% e controle positivo com 196ug/ml de cipermetrina. Para cada
concentracdo testada foram utilizadas 3 repeticdes e 3 réplicas. Cada repeti¢do constituiu-se
de 30 ovos. Os ovos foram borrifados com 1 ml do 6leo. Os potes contendo ovos foram
vedados até a eclosdo das larvas de Lu. longipalpis. As concentragdes utilizadas foram: 6,12;
12,5; 25; 50 e 100mg/ml. Trés dias apds o tratamento com os 6leos iniciou-se a avaliagdo do

nimero de larvas eclodidas em cada pote/concentracdo por 10 dias consecutivos.

Ensaio com larvas

O teste foi realizado nas mesmas condicdes descritas para os ovos. Potes contendo 40
ovos de Lu. longipalpis foram acondicionados adequadamente até a eclosdo das larvas que
foram contadas 6 dias pds-eclosdao.Em seguida, foi feita a borrifacdo dos potes com as
solucdes dos Oleos. Cada repeticdo constituiu-se de 30 larvas. As concentragdes utilizadas

neste teste foram de 6,12; 12,5; 25; 50 e 100mg/ml. As larvas foram observadas até a

pupacgio.

Ensaio com adultos

O ensaio foi realizado com 30 insetos adultos por pote, sendo 15 machos e 15 fémeas
quatro dias apds o repasto das fémeas do inseto. Quando os potes foram previamente
borrifados com as solugdes dos 6leos de A indica. As concentragdes utilizadas neste teste
foram de 6,12; 12,5; 25; 50 e 100mg/ml. Neste experimento, os parametros observados foram:
mortalidade dos insetos as 24; 48 e 72 horas apds contato com 6leo, e os nimeros de ovos

obtidos e o numero de larvas eclodidas.

Andlise dos dados

Os dados foram transformados pela férmula: log (x + 1) e submetidos a andlise de
variancia one-way e comparados pelo teste de Tukey, com 5% de probabilidade, usando o
programa Prism 3.0. A CEs foi calculada pelo método de Probito usando o programa SPSS

8.0 para Windows.
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RESULTADOS

Os testes fitoquimicos revelaram no 6leo de sementes a presenca de triterpenos. Os
resultados do teste com ovos do inseto estdo dispostos na Tabela 1. O 6leo apresentou eficacia
de 65,16 + 3,24% na maior concentracdo. A partir da concentracdo de 12,5mg/ml ndo se
observou efeito ovicida. A CLsq deste 6leo foi de 35,44 (26,29 — 50,33).

Os resultados do teste com larvas estdo descritos na Tabela 2. O 6leo apresentou
eficacia de 67,75 £ 2,21% na maior concentragdo. A CLs, deste 6leo foi 60,98 (45,93 —
91,62).

Os resultados do teste com insetos adultos estdo descritos na Tabela 3. O dleo
apresentou eficicia de 96,64 + 4,11 na concentragdo mais elevada apds 24 horas de
observacao. Nao foram observadas variagdes na eficdcia adulticida em relacdo ao tempo. A
CLs deste 6leo foi de 33,73 (18,87 — 73,18). Nao houve diferenca estatistica em relacdo a
mortalidade de machos e fémeas do inseto (P>0.05). Com relacdo ao nimero de ovos obtidos
a partir de fémeas submetidas a a¢do do dleo de A.indica, nao foram observadas diferencas
estatisticas entre o grupo tratado e controle (P>0.05). Da mesma forma, ndo se verificaram
diferencas estatisticas no nimero de larvas eclodidas a partir da oviposicdo das fémeas
submetidas a acdo deste 6leo (P>0.05). Em todos os ensaios, os resultados apresentaram efeito

dose-dependente.

DISCUSSAO

A Leishmaniose visceral é uma doenca reemergente, que apresenta expansio
geografica e processo de urbanizac@o em varias regides do Brasil (DANTAS-TORRES et al.,
2006). Medidas de controle da LV em varios paises t€ém sido associadas ao controle do vetor.
O uso de DDT residual na india para controlar maldria resultou em uma diminui¢do
significante no nimero de casos da LV indicando que um controle efetivo pode ser alcangado.
No entanto, faz-se necessario o desenvolvimento de novos inseticidas para o controle do vetor
como também de um monitoramento das areas borrifadas (COSTA, 2008). A necessidade de
métodos mais eficazes e cada vez mais seguros no controle de insetos tem estimulado a busca
de novos inseticidas em plantas (NOGUEIRA & PALMERIO, 2001). Estudos recentes tém
estimulado a investigacdo sobre propriedades de compostos quimicos derivados de plantas e

concluiram que eles sdo seguros, degradaveis e alvo-especificos (TARE et al., 2004).
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Nicotina (de Nicotiana tabacum), piretrinas ( Tanacetum cinerariifolium) e a rotenona
(das plantas do género Derris e Lonchocarpus) sdo bons exemplos de substancias usadas para
controlar pragas agricolas. E neste campo as azadirachtinas pertencentes a planta A. indica
uma darvore conhecida popularmente como Nim, tem merecido destaque (PASCUAL-
VILLALOBOS & ROBLEDO, 1998).

A eficacia do 6leo de sementes de A. indica sobre as trés fases de desenvolvimento de
Lu. longipalpis foi avaliada, demonstrando atividade inseticida sobre todas as fases testadas.
No que se refere a atividade ovicida, resultados superiores a este trabalho foram encontrados
por NATHAN et al., (2005) testaram extratos metandlicos de folhas e sementes de Melia
azedarach e observaram que houve um declino de quase 90% na taxa de eclosdo de ovos do
diptero A. stephensi tratados com o extrato de sementes desta planta. ABDEL- SHAFY &
ZAYED, (2002) observaram ao tratar ovos do carrapato Hyalomma anatolicum excavatum
que houve um efeito deletério significante sobre embrionamento dos ovos tratados com o
composto Neem - Azal F. As taxas de eclosdo variaram de 35, 34, 52 e 60% 15 dias apds o
tratamento, enquanto que o controle alcangcou 72%.

Em relacdo ao ensaio larvicida, 67,75 + 2,21% das larvas do inseto ndo chegaram a
fase de pupa. Resultados superiores a este trabalho foram descritos quando OKUMU et al.,
(2007) testaram o Oleo da semente do nim sobre larvas de Anopheles gambiae e obtiveram
uma CE50 de 10,7ppm. Da mesma forma, resultados superiores foram publicados por
RAHUMAN et al., (2008) a se testar o acetato de gluanol, um triterpeno tetraciclico sobre as
larvas dos mosquitos Aedes aegypti, Culex quinquefasciatus e Anopheles stephensi. Estes
autores obtiveram uma CEsy de 14,55; 41,42 e 28,50 ppm para as trés espécies de insetos
respectivamente. Poucos sdo os estudos realizados com flebotomineos, no entanto, COELHO
et al., (2006) adicionaram azadirachtina a dieta de larvas de Lu. longipalpis em laboratério
verificando que nas concentragdes de 0.1, 1.0, e 10.0 ug de azadirachtina/mg, houve um
aumento significante da mortalidade larval quando comparados ao grupo controle nao tratado.
Concentragdes de 0.1 e 1.0 pug de azadirachtina/mg na dieta bloquearam a muda das larvas do
inseto, que permaneceram no terceiro estagio até o final do experimento.

No ensaio sobre adultos, na concentragdo de 100mg/ml houve uma mortalidade 96,64
+ 4,11% dos insetos apos 24horas de observacdo. Resultados inferiores a este trabalho foram
obtidos por LUITGARDS-MOURA et al., (2002) ao t estar os extratos aquosos de Antonia
ovata e Derris amazonica sobre adultos de Lu. longipalpis, apés 48 horas de observagao,
verificaram uma CLsy de 233 e 212 mg/mL respectivamente. Resultados inferiores a este

trabalho foram descritos por NATHAN et al., (2005), ao testar os extratos metandlicos de
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folhas e sementes de Melia azedarach sobre A. stephensi. Estes autores obtiveram um
percentual de mortalidade de adultos do inseto de 74,6 £ 6,2 € 90,9 + 7,0% respectivamente.

Neste trabalho, a andlise fitoquimica do 6leo de sementes de A. indica revelou a
presenca de triterpenos. Os terpenos abrangem uma grande variedade de substincias de
origem vegetal e sua importancia ecoldgica como defensivos de plantas estd bem estabelecida,
podendo ser classificados basicamente em monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos e
triterpenos e dentre os triterpenos estdo os limonéides (VIEGAS-JUNIOR, 2003). Existe uma
grande diversidade de limondides isolados da familia Meliaceae, entre eles azedarachinas,
sendaninas e trichilinas, além dos que apresentam o anel C-seco, como a azadiractina que € o
principal composto. Estes podem ser encontrados em todos os tecidos das plantas, no entanto,
os 6rgados podem individualmente produzir diferentes tipos de limondides (NAKATANI et al.,
1996).

Nim € capaz de se proteger contra grande nimero de pragas por meio de uma grande
quantidade de compostos bioativos. Seus principais elementos quimicos sao uma mistura de 3
ou 4 compostos correlatos, que podem ser modificados em mais de 20 outros menores, porém
nao menos ativos. No geral, esses compostos pertencem a classe dos produtos naturais
conhecidos por triterpenos, mais especificamente limondides. De fato, pelo menos 9
limondides de Nim tém demonstrado habilidade em bloquear o desenvolvimento de pragas
agricolas (MOSSINI & KEMMELMEIER, 2005).

Um grande nimero de novos triterpendides com atividade bioldgica vem sendo
isolados de extratos de sementes e folhas do Nim (LUO et al., 1999). Também tém sido
identificados produtos derivados e produtos andlogos do composto azadirachtina (RAMJI et
al., 1998). Dos nove isomeros de azadirachtina descritos na literatura, azadirachtina A ¢ B
representam a maior concentracdo de metabdlitos presentes nas sementes e sao consideradas
importantes para a comercializacdo da planta como biopesticida (SIDHU et al., 2003). A
azadiractina A, isolada pela primeira vez por Butterworth e Morgan, € um grupo de outros
limondides estdo intimamente associados a acdo supressora de apetite ou inibidora de
crescimento em insetos de Azadirachta indica e tém sido extensamente estudados, com o
objetivo de se conhecer a quimica, biossintese, toxicologia e o potencial inseticida deste grupo
de compostos naturais (VIEGAS—JIjNIOR, 2003). A azadirachtina se concentra
principalmente nos frutos, aumentando ao longo do desenvolvimento, sendo médxima no
amadurecimento e durante o armazenamento, podendo sofrer variacdes de acordo com o
modo de colheita, armazenamento, teores de umidade, presenca de luz e temperatura

(SCHMUTTERER, 1990). Esta substancia nao necessariamente age matando diretamente o
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inseto como a maioria dos inseticidas. Ela atua sobre as sua reprodugdo e crescimento ou
como toxina direta (ROY & SARAF, 2006). Ao que se sabe, um dos mecanismos de acdo
mais comuns da azadirachtina € através da inibi¢do da sintese de quitina necessdria para o
desenvolvimento dos mosquitos (CASSIER & PAPILLON, 1991).

Diante dos resultados obtidos, conclui-se que o 6leo das sementes de A. indica possui
atividade inseticida sobre as trés fases de Lu. longipalpis em laboratério. Estes resultados
podem indicar que compostos origindrios de plantas, como os limondides presentes no Nin
podem ser uma alternativa aos inseticidas quimicos no controle do vetor da LV. Outros
estudos devem ser realizados para comprovar a atividade das substincias isoladas sobre o

inseto.
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Tabela 1: Percentual de eficacia do

Lutzomyia longipalpis
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6leo da semente de Azadirachta indica sobre ovos de

Concentragdo % Eficacia
100 65,16 + 3,24°
50 30,36 + 3,29°
25 2,38 +2,31¢
12,5 0,0 +0,0°
6,12 0,0 +0,0°
Agua 0,14 + 0,444
Tween 80 (3%) 0,0 +0,0°
Cipermetrina (196pg/ml) 100,0 +0,0°

Letras mindsculas comparam a eficécia entre linhas (P>0.01)

Tabela 2: Percentual de eficicia do d6leo da semente de Azadirachta indica sobre larvas de

Lutzomyia longipalpis

Concentragao % Eficacia
100 67,75 +2,21°
50 36,38 +2,71°
25 24,73 +1,91°
12,5 9,74 +3,07°
6,12 0,0 +0,0"
Agua 0,0 £0,0
Tween 80 (3%) 0,0 +0,0"
Cipermetrina (196pg/ml) 100,0 +0,0°

Letras mindsculas comparam a eficécia entre linhas (P>0.01)
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Tabela 3: Percentual de eficacia do 6leo da semente de Azadirachta indica sobre adultos de

Lutzomyia longipalpis ap6s 24, 48 e 72 horas.

% Eficacia

Concentragao
24hs 48hs 72hs

100 96,64 4,11 96,64 +3,51** 96,47 + 3,70**
50 51,33 £6,94% 52,53 +4,79A 47,64 + 4,68"
25 33,70 £2.21% 34,01 +4,07% 25,80 + 5,459
12,5 19,48 £2,14%* 15,51 + 4,00°* 9,44 + 4,18
6,12 4,10 2,95 2,22 +2.05% 2,96 +3,21%
Agua 0,49 +0,80™ 2,22 +0,30" 1,36 + 1,70
Tween 80 (3%) 0,37 +0,56™ 2,22 +0,86™ 0,95 +2,20%
Cipermetrina (196pg/ml) 100, 0+0,0°* 100, 0 + 0,0°* 100, 0 + 0,0"*

Letras mintdsculas comparam a eficdcia entre linhas. Letras maitdsculas comparam
a eficécia entre colunas. (P>0.01)
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7 CONCLUSOES GERAIS

Todos os Oleos testados neste trabalho foram eficazes sobre as trés fases de

desenvolvimento de Lu. longipalpis.

O dleo essencial de E. staigeriana foi o mais efetivo na fase de ovo de Lu. longipalpis

em laboratorio.

O dleo essencial de L. sidoides foi o mais efetivo nas fases de larva de Lu. longipalpis

em laboratorio.

Os 6leos essenciais de L. sidoides, E. staigeriana e C. sativum foram os mais eficazes

sobre os adultos de L. longipalpis em laboratdrio.

Os provaveis principios ativos dos 6leos foram: (+) limoneno, Z-citral e o E-citral (E.
staigeriana); B-citronelal (E. citriodora); 1,8-cineol (E. globulus), 6-Dimethylocta-2,7-dien-6-

ol (B-linalool) (C. sativum), triterpenos (A. indica) e Timol (L. sidoides) respectivamente.

As diferentes composi¢des quimicas dos Oleos devem ser a provavel causa das

diferencas nas atividades sobre Lu. longipalpis.
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8 PERSPECTIVAS

O estudo quimico com isolamento dos principais constituintes de E. staigeriana, E.
citriodora, E. globulus e L. sidoides em combinacdo com a determinacdo das atividades
destas substancias sobre as trés fases de Lu. longipalpis revelara os principios ativos dos
6leos. Ademais, novos testes de avaliacdo de seguranca destas substancias em animais de
laboratdrio, assim como sua utilizagdo no campo s@o necessarios para demonstrar finalmente

o uso eficaz e seguro dos 6leos no controle do vetor da Leishmaniose visceral.
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