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Resumo

Lutzomyia longipalpis é o principal vetor da Leishmaniose visceral no Brasil. O objetivo deste trabalho foi avaliar
o efeito do 6leo de sementes de nim (Azadirachta indica) sobre ovos, larvas e adultos do vetor. Os insetos foram
capturados no campo e mantidos no laboratério a+ 27 °C e 80% de umidade relativa. Cinco tratamentos com diferentes
concentragdes foram realizados, usando-se dois controles negativos, um com dgua destilada e outro com Tween 80 (3%)
e um controle positivo com cipermetrina. Os ovos foram borrifados com o leo em diferentes concentragoes e avaliou-se
o numero de larvas eclodidas por 10 dias consecutivos. A mortalidade das larvas foi observada até a pupagio, e a
mortalidade dos adultos foi observada apds 24, 48, e 72 horas. A anilise estatistica foi feita pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade. No teste com ovos, a maior concentragio obteve 65,16 * 3,24% de eficdcia. O teste com larvas
apresentou 67,75 + 2,21% de eficicia na concentragio de 100 mg.mL™". Com adultos, a eficicia na concentracio
de 100 mg.mL™" foi de 96,64 + 4,11%, apds 24 horas. A andlise fitoquimica revelou a presenca de triterpenos. Esses
resultados demonstram o potencial uso desse 6leo no controle deste vetor.

Palavras-chave: nim, flebotomineos, éleo, leishmaniose, inseticidas botinicos.

Abstract

Lutzomyia longipalpis is the main vector of visceral leishmaniasis in Brazil. The objective was to evaluate the effect of
oil from (Azadirachta indica) neem seeds on eggs, larvae and adults of the vector. The insects were captured in the field
and kept in the laboratory at + 27 °C and 80% relative humidity. Five treatments with different concentrations were
performed using two negative controls (distilled water and Tween 80) and a positive control. The eggs were sprayed
with the oil at different concentrations and the number of hatched larvae evaluated for 10 days. Mortality of larvae was
observed to pupation and adult mortality was observed after 24, 48, and 72 hours. Statistical analysis was performed by
Tukey test at 5% probability. The highest oil concentration of eggs obtained 65.16 + 3.24% eflicacy for reducing egg
hatching. The test with larvae showed 67.75 +2.21% efficacy at a concentration of 100 mg.mL™". In adults, the efficacy
of the 100 mg.mL" concentration 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 this vector.

Keywords: neem, sandflies, oil, leishmaniasis, botanical insecticides.

Introdugao

As leishmanioses estdo entre as principais doengas causadas por
agentes patogénicos transmitidos por vetores, sendo a Leishmaniose
Visceral (LV) considerada a forma mais severa (SINGH, 2006).
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Com a expansio da drea de abrangéncia da doen¢a ¢ 0 aumento
significativo do ntimero de casos, a LV passou a ser considerada
pela Organizacio Mundial de Sadde uma das prioridades dentre
as doengas tropicais (GONTIJO; MELO, 2004). A transmissio
¢ feita por vetores pertencentes a familia Psychodidae, género
Lutzomyia, sendo o principal vetor, no Brasil, Lutzomyia longipalpis
(DESJEUX, 2004). O padrio de transmissao da doenga pode-se
modificar em virtude das alteracbes ambientais e, consequentemente,
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a adaptacio do vetor, associado as migra¢ées da populagio
(BEJARANO et al., 2002).

As estratégias de controle das doengas transmissiveis por
vetores biolégicos sdo complexas, principalmente quando
associadas 2 existéncia de reservatdrios 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). A resisténcia adquirida e a polui¢do ambiental,
causadas pela aplica¢io repetida de inseticidas sintéticos persistentes,
tém levado a um aumento no interesse por novos produtos
quimicos (VIEGAS-JUNIOR, 2003). Além disso, o custo para o
desenvolvimento de inseticidas quimicos é alto e tem aumentado
a0 longo dos anos, por causa da necessidade de novas moléculas
e formulagées mais adequadas, o que tem feito crescer o interesse
pela pesquisa de inseticidas alternativos (ALMEIDA, 2001).

A utilizacio de plantas ou seus extratos com atividade inseticida
tem aplicagio importante na satide publica e na agropecudria
(MATIAS et al., 2002). O Brasil é o pais com maior riqueza
botinica, com 56 mil espécies de plantas das 256 mil existentes
no mundo. Possui, ainda, um grande potencial como fonte de
compostos biologicamente ativos provenientes de plantas medicinais.
Plantas da familia Meliaceae sio conhecidas por conter uma
variedade de compostos descritos como inseticidas, antialimentares
e reguladores do crescimento (NAKATANTI et al., 2004). Dentro
dessa familia, destaca-se a Azadirachta indica, conhecida por nim,
que ¢ considerada uma das mais importantes, gracas a sua atividade
sistémica, eficiéncia em baixas concentragoes e baixa toxicidade
aos mamiferos (GALLO et al., 2002). O principal composto
extraido dos frutos dessa planta ¢é a azadiractina, um limonoide
que atua interferindo no funcionamento de glandulas enddcrinas
que controlam a metamorfose em insetos e também apresenta
propriedade fagoinibidora (VIEGAS-JUNIOR, 2003). Além disso,
na agricultura, muitas pesquisas tém sido realizadas, especialmente
nas regioes tropicais, utilizando metabdlitos secunddrios de plantas
com a finalidade de proteger a colheita e armazenamento de
grios dos insetos. E uma das plantas mais estudadas ¢ a A. indica
(BOEKE et al., 2004)

Nesse contexto, o objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade
inseticida do 6leo das sementes de A. indica sobre as trés fases de
desenvolvimento de L. longipalpis em laboratério.

Material e Métodos

1. Estabelecimento da colonia de L. longipalpis

O estabelecimento e a manutengio da coldnia de flebotomineos
foram baseados em Smith (1925) apud Sherlock, I. A. e
Sherlock, V. A. (1972) com algumas modificagoes. Os insetos
adultos foram capturados por meio de armadilhas do tipo CDC
e encaminhados para o Laboratério de Entomologia do Nucleo
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 (10 mg.kg™ de ketamina e 2 mg.kg™ de xilazina por
via intramuscular). Apés 4 dias, as fémeas foram inseridas com o
auxilio de um capturador de Castro em potes pldsticos (4 x 4,5 cm)
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revestidos com gesso, previamente umedecidos com dgua destilada
para postura. Uma vez realizada a postura, os ovos foram transferidos
para novos potes pldsticos revestidos com gesso, os quais foram
acondicionandos em uma cuba forrada com areia umedecida, por
4 dias. Apéds o surgimento das larvas, adicionou-se o substrato para
alimentagio, composto por fezes de coelho e folhas trituradas de
mandioca, até o periodo de pupagiao. Os adultos foram liberados
nas gaiolas, dando continuidade ao ciclo. Os hamsters utilizados
nesse trabalho foram provenientes do biotério do Laboratério de
Entomologia da Secretaria de Satide do Estado do Cear4, sendo
fornecida 4gua e ragao a vontade, com acompanhamento Médico
Veterindrio. Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica para
Uso de Animais (CEUA) da Universidade Estadual do Cear4, sob
protocolo n° 07.227.503-0.

2. Obtengdo do dleo da planta

As sementes da planta foram coletadas no sitio Neem, localizado
no municipio de Eusébio, Ceard. Para a obtengio do 6leo, as sementes
foram trituradas em uma prensa e o dleo coletado in natura.

3. Andlise fitoquimica do dleo

Os testes fitoquimicos do dleo para fendis, taninos, esteroides,
triterpenoides e alcaloides foram realizados seguindo a metodologia
descrita por Matos (1997), que investigaram os tipos de metabdlitos
secunddrios presentes nos extratos de plantas. Estes se baseiam na
adigdo de determinados reagentes a solugio hidroalcoélica do éleo da
planta e a observacao das mudancas de cor e formagio de precipitados.
No teste para esteroides e triterpendides (Lieberman-Burchard), foi
adicionado 1 mL de anidrido acético e, em seguida, com agitacio,
trés gotas de dcido sulftrico (H,SO,) concentrado 4 solugao de
diclorometano do 6leo. Coloragio azul evanescente seguida de
verde permanente ¢ indicativa da presenca de esterdides. Coloracio
parda até vermelha indica a presenga de triterpenoides.

4. Bioensaio sobre ovos

Os ensaios realizados com ovos, larvas e adultos foram
constituidos por cinco tratamentos com diferentes concentragoes
do bleo de A. indica, realizados & temperatura de 27 °C ¢ 80% de
umidade relativa e acompanhados por controles negativos com dgua
destilada e com o diluente Tween 80 a 3%, ¢ controle positivo com
196 pug.mL™ de cipermetrina. Para cada concentragio testada foram
utilizadas trés repeticoes e trés réplicas. Em cada repetigao foram
utilizados 30 ovos borrifados com 1 mL do 6leo. Os potes contendo
ovos foram cobertos com tecido scarlini até o aparecimento das
larvas de L. longipalpis. As concentragées utilizadas foram: 6,12;
12,55 25; 50 mg e 100 mg.mL". Trés dias apds o tratamento com
os 6leos, iniciou-se a avaliacdo do niimero de larvas presentes em
cada pote/concentragio, por 10 dias consecutivos.

5. Bioensaio com larvas

O teste com larvas foi realizado nas mesmas condigées descritas
para os ovos. Potes contendo 40 ovos de L. longipalpis foram
acondicionados adequadamente até o surgimento das larvas
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contadas 6 dias pés-eclosio dos ovos. Em seguida, foi feita a
borrifagao dos potes com as solugdes dos 6leos. Cada repeticao
constituiu-se de 30 larvas. As concentragoes utilizadas neste teste
foram as mesmas descritas no bioensaio anterior. As larvas foram
observadas até a pupacio.

6. Ensaio com adultos

O ensaio foi realizado com 30 insetos adultos por pote, sendo
15 machos e 15 fémeas; quatro dias apds o repasto; os potes foram
previamente borrifados com a solucio do 6leo de A. indica nas
concentragdes utilizadas anteriormente. Neste experimento, os
pardmetros observados foram: mortalidade dos insetos as 24, 48
e 72 horas de exposicio ao dleo, o niimero de ovos obtidos ¢ o
namero de larvas eclodidas.

7. Andlise dos dados

Os dados foram transformados pela férmula: log (x + 1),
submetidos 2 andlise de variincia one-way e comparados pelo
teste de Tukey, com 5% de probabilidade, usando-se o programa
Prism 3.0. A concentragio efetiva para eliminar 50% dos insetos
(CE,) foi calculada pelo método de Probito usando o programa

SPSS 8.0 para Windows.

Resultados

Os testes fitoquimicos revelaram no dleo de sementes a presenga
de triterpenos. Os resultados do teste com ovos e larvas do inseto
estdo dispostos na Tabela 1. No teste com ovos, o dleo apresentou
eficicia de 65,16 + 3,24% na maior concentracio. Na concentracio
de 12,5 mg.mL" ou inferior nao se observou efeito ovicida. A CE,|
desse Sleo foi de 35,44 (26,29 — 50,33) mg.mL". No teste com larvas
o bleo apresentou eficicia de 67,75 +2,21% na maior concentragio.
A CE, desse 6leo foi 60,98 (45,93 — 91,62) mg.mL™".

Os resultados do teste com insetos adultos estao descritos na
Tabela 2. O referido éleo apresentou eficdcia de 96,64 + 4,11%
na concentragio mais elevada apds 24 horas de exposicao. Nao
foram observadas variagbes na eficicia adulticida em relagio ao
tempo. A CE do 6leo foi de 33,73 (18,87 - 73,18) mg.mL"". Nao
houve diferenca estatistica em relagio a mortalidade de machos
e fémeas do inseto (p > 0,05). Com relagao ao niimero e taxa de
eclosao de ovos obtidos a partir de fémeas expostas 2 a¢ao do dleo
de A. indica, entre o grupo tratado e controle, a diferenca nio
foi significativa (p > 0,05). Em todos os ensaios, os resultados
apresentaram efeito dose-dependente.

Discussao

A leishmaniose visceral (LV) é uma doenca reemergente,
que apresenta expansio geografica e processo de urbanizacio
em vdrias regides do Brasil (DANTAS-TORRES et al., 2006).
Medidas de controle da LV, em vdrios paises, tém sido associadas
ao controle do vetor. O uso de dicloro-difenil-tricloroetano
(DDT) residual na India para controlar maldria resultou em uma
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Tabela 1. Percentual de eficdcia do dleo da semente de Azadirachta
indica sobre ovos de Lutzomyia longipalpis, apés 10 dias de observacio,
e sobre larvas observadas até a pupacio

Concentragao % Eficdcia
Ovos Larvas
100 65,16 £ 3,24 67,75 £2,21*
50 30,36 £ 3,29° 36,38 +2,71¢
25 2,38 +2,31¢ 24,73 £1,91¢
12,5 0,0 +0,0¢ 9,74 £3,07°
6,12 0,0 £0,0¢ 0,0 £ 0,0
Agua 0,14 + 0,44 0,0 +0,0"
Tween 80 (3%) 0,0 +0,0¢ 0,0+ 0,0
Cipermetrina (196 ug.mL™)  100,0 £ 0,0° 100,0 £ 0,0

Letras minusculas como expoente, quando diferentes na mesma coluna,
indicam diferenga significativa.

Tabela 2. Percentual de eficdcia do 6leo da semente de Azadirachta
indica sobre adultos de Lutzomyia longipalpis apds 24, 48 ¢ 72 horas
de observacio.

% Eficacia

Concentragio

24 horas 48 horas 72 horas

100 96,64 £ 4,11 96,64 3,51 96,47 + 3,70
50 51,334 6,94 52,53 £4,79% 47,64 + 4,68
25 3370+ 2,21% 34,01 4,074 25,80 + 5,454
12,5 19,48+ 2,14 15,51 £ 4,004 9,44 + 4,18
6,12 410+2,95% 2224205  296+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%
S‘ggrg;;f) 100,0 £ 0,0 100,0+ 0,0  100,0 % 0,0

Letras minusculas como expoente, quando diferentes na mesma coluna,
indicam diferenca significativa.

Letras maitsculas como expoente, quando diferentes em diferentes colunas,
indicam diferenca significativa

diminuigao significante no niimero de casos da LV indicando
que um controle efetivo pode ser alcangado. No entanto, faz-se
necessdrio o desenvolvimento de novos inseticidas para o controle
do vetor como também de um monitoramento das dreas borrifadas
para avaliagao de eficdcia desses produtos, (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 (VIEGAS-JUNIOR, 2003). Estudos recentes tém
estimulado a investigagao sobre propriedades de compostos
quimicos derivados de plantas e concluiram que eles s3o seguros,
degraddveis e alvo-especificos (TARE et al., 2004).

Nicotina (Nicotiana tabacum), piretrinas (Tanacetum
cinerariifolium) e rotenona (Derris spp e Lonchocarpus spp) sio
bons exemplos de substincias usadas para controlar pragas agricolas.
Nesse contexto, as azadiractinas pertencentes a planta A. indica,
uma drvore conhecida popularmente como nim, tem merecido
destaque (PASCUAL-VILLALOBOS; ROBLEDO, 1998).

A eficdcia do 6leo de sementes de A. indica sobre trés fases
de desenvolvimento de L. longipalpis foi avaliada, demonstrando
atividade inseticida sobre todas as fases testadas. No que se refere
3 atividade ovicida, resultados superiores aos do presente estudo
foram encontrados por Nathan et al. (2006), ao observarem
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um declinio préximo a 90% na taxa de eclosao de ovos do
diptero, Anopheles stephensi tratados com o extrato de sementes
de Melia azedarach. Abdel-Shafy e Zayed (2002) observaram, ao
tratar ovos do carrapato Hyalomma anatolicum excavatum, um
efeito deletério significante sobre o embrionamento dos ovos com
o composto Neem-Azal F com taxas de eclosdo variando de 34 a
60%, 15 dias apds o tratamento.

Em rela¢io ao efeito larvicida, 67,75 + 2,21% das larvas nio
chegaram a fase de pupa. A CE, | verificada nestes estudos para as
larvas foi de 60,98 (45,93 — 91,62) mg.mL". Eficdcias superiores
a este trabalho foram descritas, quando OKUMU et al. (2007)
testaram o 6leo da semente do nim sobre larvas de Anapheles gambiae
e obtiveram uma CE, de 10,7 ppm. De forma semelhante,
menor eficicia foi observada por RAHUMAN et al. (2008) com
o acetato de gluanol, um triterpeno tetraciclico, sobre as larvas dos
mosquitos Aedes aegypti, Culex quinquefasciatus e A. stephensi. Esses
autores obtiveram CE,| de 14,55; 41,42 e 28,50 ppm para as trés
espécies, respectivamente. Poucos sio os estudos realizados com
flebotomineos; no entanto, COELHO et al. (2006) adicionaram
azadiractina 2 dieta de larvas de L. longipalpis, em laboratério,
verificando que, nas concentracoes de 0,1; 1,0 e 10,0 ug de
azadiractina.mg™ de dieta, houve um aumento significante da
mortalidade larvar. Concentragoes de 0,1 e 1,0 pug de azadiractina.
mg' na dieta bloquearam a muda das larvas do inseto, que
permaneceram no terceiro estdgio até o final do experimento.

No ensaio com adultos, na concentragio de 100 mg.mL™,
observou-se uma mortalidade de 96,64 + 4,11% dos insetos
ap6s 24 horas de exposi¢ao ao 6leo de nim. Resultados inferiores
a este trabalho foram obtidos por Luitgards-Moura et al. (2002),
a0 testar os extratos aquosos de Antonia ovata e Derris amazonica
sobre adultos de L. longipalpis, verificando, apés 48 horas de
observagao, CL, de 233 e 212 mg.mL"", respectivamente. Também
Nathan et al. (2006) obervaram menor percentual de mortalidade
(74,6 £ 6,2% € 90,9 £ 7,0% respectivamente), de adultos do inseto
sobre A. stephensi tratados com os extratos metandlicos de folhas
e sementes de Melia azedarach.

Neste trabalho, a andlise fitoquimica do éleo de sementes
de A. indica revelou a presenca de triterpenos. Os terpenos
abrangem uma grande variedade de substancias de origem vegetal,
e sua importincia ecoldgica como defensivos de plantas estd
bem estabelecida, podendo ser classificados, basicamente, em
monoterpenos, sesquiterpenos, diterpenos e triterpenos; dentre esses
tltimos, estio os limonoides (VIEGAS-JUNIOR, 2003). Existe
uma grande diversidade de limonoides isolados da familia Meliaceae,
entre eles azedarachinas, sendaninas e trichilinas, além dos que
apresentam o anel C-seco, como a azadiractina que é o principal
composto. Estes podem ser encontrados em todos os tecidos das
plantas;, no entanto, os 6rgaos podem, individualmente, produzir
diferentes tipos de limonoides (NAKATANI et al., 1995).

O nim ¢ capaz de se proteger contra grande niimero de pragas
em razio da variedade de uma grande quantidade de compostos
bioativos. Seus principais elementos quimicos incluem 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 limonoides. De fato, pelo
menos 9 limonoides de nim tém demonstrado habilidade em
bloquear o desenvolvimento de pragas agricolas (MOSSINI;
KEMMELMEIER, 2005).
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Um grande ntimero de novos triterpenoides 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 azadiractina
(RAM]I et al., 1998). Dos nove isomeros de azadiractina descritos na
literatura, azadiractina A e B representam a maior concentragio de
metabdlitos presentes nas sementes e sio consideradas importantes
para a comercializagio da planta, como biopesticida (SIDHU etal.,
2003). O composto azadiractina A de A. indica, e um grupo de
outros limonoides estao intimamente associados 4 a¢io supressora
de apetite ou inibidora de crescimento em insetos e tém sido
extensamente estudados, com o objetivo de conhecer a quimica,
biossintese, toxicologia e o potencial inseticida desse grupo de
compostos naturais (VIEGAS-JUNIOR, 2003). A azadiractina
concentra-se principalmente nos frutos, aumentando ao longo do
desenvolvimento, sendo méxima no amadurecimento e durante
o armazenamento, podendo sofrer variacoes de acordo com o
modo de colheita, armazenamento, teores de umidade, presenca
de luz e temperatura (SCHMUTTERER, 1990). Essa substincia,
nio necessariamente, age matando diretamente o inseto, como a
maioria dos inseticidas; atua sobre a reprodugio e crescimento ou
como toxina direta (ROY; SARAE 2006). Ao que se sabe, um dos
mecanismos de agio mais comum da azadiractina ¢ por meio da
inibi¢ao da sintese de quitina necessdria para o desenvolvimento

dos insetos (CASSIER; PAPILLON, 1991).

Conclusao

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