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RESUMO

A leishmaniose visceral é uma doenca infecto-parasitaria transmitida principalmente por
flebotomineos do género Lutzomyia (Diptera: Psychodidade). No Brasil, as estratégias de
controle do vetor sdo voltadas para a aplicacdo de inseticidas de acéo residual, como 0s
piretroides sintéticos. O uso indiscriminado desses inseticidas tem contribuido para a
resisténcia de Lu. longipalpis. Nesse sentido, a utilizacdo de extratos vegetais pode ser eficaz
no controle do vetor. A Momordica charantia L (Cucurbitales: Cucurbitaceae), ¢ uma
trepadeira de importancia econémica, alimenticia e farmacéutica, devido sua bioatividade
comprovada por estudos com extratos de diversas partes da planta. Este estudo avaliou a
atividade inseticida de extratos de M. charantia sobre adultos selvagens de Lu. longipalpis. A
partir do espécime vegetal coletado foram preparados os extratos hidroalcoolico, etanolico e
ciclo-hexanico de frutos e partes aéreas e retirado aliquotas de cada extrato para realizacdo da
triagem fitoquimica. Para coleta dos insetos, foram utilizadas armadilhas HP expostas em
campo (18°88’S, 43°38°W). Foram utilizados 1620 insetos, transferidos para recipientes
plasticos, sendo 20 por recipiente, onde foram aplicadas as concentracfes dos extratos, além
da agua destilada e Tween 80 para controles negativos e da alfa-cipermetrina a 196 pg/mL,
para controle positivo. Os testes foram realizados em triplicata. A mortalidade foi avaliada
apos 1, 2, 4, 8, 12, 24, 48 e 72 horas de tratamento. A populacdo testada nesse estudo foi
sensivel foi a alfa-cipermetrina, bem como, todos os extratos de M. charantia avaliados
mostraram potencial inseticida sobre Lu. longipalpis, dentre estes, o extrato mais eficiente foi
o hidroalcodlico de partes aéreas. A triagem fitoquimica indicou a presenca de alcaldides,
cumarinas, saponinas e esterdides e ou/ triterpenos nos extratos, que podem estar envolvidos
na atividade inseticida de M. charantia sobre Lu. longipalpis devido as propriedades
especificas que estes metabolitos possuem. Esses resultados impulsionam a continuidade de

estudos da acdo inseticida de M. charantia sobre flebotomineos.

Palavras-chave: Controle de vetores, Flebhotomineos, Leishmaniose, Plantas inseticidas.



ABSTRACT
Visceral leishmaniasis is an infectious-parasitic disease transmitted mainly by sandflies of the
genus Lutzomyia (Diptera: Psychodidade). In Brazil, vector control strategies are focused on
the application of residual action insecticides, such as synthetic pyrethroids. The
indiscriminate use of these insecticides has contributed to the resistance of Lu. longipalpis. In
this sense, the use of plant extracts can be effective in controlling the vector. Momordica
charantia L (Cucurbitales: Cucurbitaceae), is a clambering plant of economic importance,
food and pharmaceutical, due to its bioactivity proven by studies with extracts from various
parts of the plant. This study evaluated the insecticidal activity of extracts of M. charantia on
wild adults of Lu. longipalpis. The hydroalcoholic, ethanolic and cyclohexane extracts of
fruits and aerial parts were prepared from the collected plant specimen and aliquots of each
extract were removed for phytochemical screening. In order to collect the insects, HP traps
were exposed in the field (18 ° 88'S, 43 ° 38'W). 1620 insects were transferred to plastic
containers, 20 of them per recipient,, where the extracts concentrations were applied, as well
as distilled water and Tween 80 for negative controls and
alpha-cypermethrin at 196 pg/mL for positive control. The tests were performed in triplicate.
Mortality was assessed after 1, 2, 4, 8, 12, 24, 48 and 72 hours of treatment. The population
tested in this study was sensitive to a-cypermethrin, as well, all the extracts of M. charantia
evaluated showed potential insecticide on Lu. longipalpis, among them, the most efficient
extract was the hydroalcoholic of aerial parts. Phytochemical screening indicated the presence
of alkaloids, coumarins, saponins and steroids and / or triterpenes in the extracts, which may
be involved in the insecticidal activity of M. charantia on Lu. longipalpis due to the specific
properties of these metabolites. These results support the continuity of studies of the

insecticidal action of M. charantia on sand flies.

Keywords: Vector Control, Sand Flies, Leishmaniasis, Insecticidal Plants



LISTA DE FIGURAS E ESQUEMAS

Figura 1- Endemicidade da leishmaniose visceral no mundo em 2015............cccccoerunnee. 16
Figura 2-Ciclo bioldgico de flebotomineos...........ccevieierinincinie e e 18
Figura 3- Insetos adultos de LUIZOMYIA SP. ...eovereririeiirieireeiie e e e 19
Figura 4- Momordica Charantia............cocceuiieiriiiesce s 24
Figura 5- Folha, flor e fruto de Momordica charantia............ccccccevviveiiieiesenns e, 26
Figura 6- Estrutura quimica do alcaloide Charing...........c.ccccovvenniinicnccee e, 31
Figura 7-Estrutura quimica da antraqUinONa.............cceerureeeeieieneeriee e e 32

Figura 8- Estrutura quimica da cumarina e reacdo com base forte, ocorrendo abertura

(o[ J= 1= I 1ot (0] o o F SRS 32
Figura 9- Estrutura quimica de flavonOide............ccocvieiiiiin i 33
Figura 10-Estrutura quimica de antoCIaniNgaS. ...........ccereiererieiirie e 34
Figura 11- Estrutura quimica da diosgenina e da momordicina Il............ccccoovvvniinnnnnn 34
Figura 12- Estrutura quimica de tanin0S.........ccceueieerierieeeeiesee e se e saesreeseessaeseaesee e 35
Figura 13- Estrutura quimica da momordicina I e do B-Sitosterol.............cccoccevviivivennnn. 36
Figura 14- Imagem da exsicata de Momordica charantia utilizada nos experimentos..... 38
Figura 15- Local da coleta de flebotominNeOos..........ccevveviiivciecie e 44
Figura 16- Sitio de captura e flebotomineos e armadilha luminosa HP utilizada............. 45
Figura 17- Recipientes utilizados no bioensaio com flebotomineos............ccccccecvevvrrnrnnen. 46

Figura 18- Mortalidade de Lu. longipalpis submetidos a extratos de Momordica
charantia em diferentes concentragdes ao longo dos tempos de observacéo......... 55
Esquema 1- ldentificacdo de alcaldides, cumarinas, antracenosideos, flavonoides,
taninos, triterpenos e/ ou esterdides e saponinas nos extratos hidroalcodlicos de
partes aéreas e frutos de Momordica charantia.............c.ccccoeeviveiece i, 41
Esquema 2- ldentificacdo de alcaldides, cumarinas, antracenosideos, flavonoides,
taninos e triterpenos e/ ou esterdides nos extratos etanolicos de partes aéreas e
frutos de Momordica Charantia............occoeveiieiiiene i 42
Esquema 3- Identificacdo de alcaldides, antracenosideos, flavondides, taninos e
triterpenos e/ ou esterdides nos extratos ciclo-hexanicos de partes aéreas e frutos

de MOMOFAICA CNATANTIA. .. ..ottt e e e e 43



LISTA DE QUADROS E TABELAS

Quadro 1- Classificacdo taxondmica dos flebotomineos..........cccceveveviiie v i 15
Quadro 2- Classificagdo taxondmica do género MomordiCa..........cccceeevvereerieieenieceneneennnns 25
Quadro 3- Dados referentes a coleta, identificacdo, depdsito das exsicatas, nome
popular da Momordica Charantia............cceoeeueiieie s 37
Tabela 1- Identificacdo de metab6litos secundarios nos extratos de partes aéreas e
frutos de Momordica Charantia..........ccccceoveieee e s 48
Tabela 2- Percentual de mortalidade de Lutzomyia longipalpis submetidos a
concentragdes de extratos de partes aéreas de Momordica charantia..................... 53
Tabela 3- Percentual de mortalidade de Lutzomyia longipalpis submetidos a
concentragdes de extratos de frutos de Momordica charantia.............cccccccvevvennenn. 54



SUMARIO

L INTRODUGAO. ......cooieeieeeeeeeeeee e eeee e seee v es st en e 11
2 O0BJIETIVOS.....cco oottt sttt r ettt en e e 14
2.0 GBIAL.c. ettt entesra e e e e ns 14
2.2 ESPECITICOS. .vete ettt ettt et e e s 14
3 REVISAO BIBLIOGRAFICA . ..., 15
3.1 AS [BISNMANIOSES. .....eveeeiiieie ettt st e e entesreesee e e e e enas 15
3.2 Estratégias de controle de flebotomingos.........ccoccvvviiiveie s 20
3.3 AS CUCUDITACRAS. ... ecvveiveeieiiee ettt sttt sttt et e teenaesra e e e e e sneennas 23
KRR\ o) o] o I ToF- ol g =T - 1 | - VOO 24
3.5 Constituintes qUIMICOS 08 VEJETAIS. .......ccuviiieiiieieieeiie e 29
A METODOLOGIA. ...t ettt ettt 37
4.1 Material VEgETaL.........cccvoviiiice e e 37
4.1.1 Coleta e identificagdo taXONOMICA.........ccevvereerieeiierr e 37
4.1.2 Preparo d0S EXEFALOS. .....ccuueireirieeesieeeieetiesee e esieestestaesa e e etessaesreesae e enssae e e e ennas 38
4.1.2.1 Preparo do extrato €tanOliCO.........cccceeveiieiiiiiee e 39
4.1.2.2 Preparo do extrato CiClo-heXaniCo.........cccoveeieviiieiie e 39
4.1.2.3 Preparo do extrato hidroalCoOlCO. .........ccccueiviiieiiiic e 39

4.2 Pesquisa fitoquimica das principais classes de metabolitos secundarios

presentes nas folhas e frutos de Momordica charantia...............cccccceoveviiennn, 40
4.3 ENnsaio biol0giCo COM INSELOS. .......c.ecieiieieiie et e 44
4.3.1 Area de captura de fleDOtOMINEOS. ........c..veivieeeieeesieeeee e, 44
4.3.2 Captura e identificacdo dos flebotomineos..........cccevvcveievi i, 45
4.3.3 Solubilizacao dos extratos para 0s ensaios bioldgicos.............ccceveeievieiviiienns 45
4.3.4 Bioensaio com flebDotomingos. ..........ccovieiiiiiinicecce e 46

4.3.5 ANALISES EStALISTICAS. ..ottt ettt 47



5 RESULTADOS E DISCUSSAOQ .......cooveveieeieiieeeeseecsseeesveeses e es e e 48

5.1 ANAliSe FItOQUIMICA. .....c.couiiiitiiiieetiie et e e 48
5.2 Ensaios bioldgicos com flebotomMINEOs..........ccovieiieiiiieii e 52
B CONCLUSOES. ..ottt 57

T REFERENCIAS. ..o oo et e e e e e et e e et e e es e e e er e eean s 58



11

1. INTRODUCAO

A leishmaniose visceral (LV) estd entre as principais doencas infecciosas e
parasitarias de ampla distribuicdo geogréafica, podendo ser endemicamente encontrada na
Asia, Europa, Africa e nas Américas. E causada por protozoarios do género Leishmania,
transmitidos por fémeas de insetos infectados, pertencentes a familia Psychodidae,
principalmente do género Lutzomyia, denominados flebotomineos (HASHIGUCHI et al.,
2017; World Health Organization-WHO, 2015).

Nas Américas, o Brasil aparece como o pais com maior nimero de casos entre 0s
paises acometidos pela LV. Em principio, a doenca era considerada uma endemia parasitaria
exclusivamente rural, entretanto devido aos processos migratérios e de urbanizagéo,
juntamente com a domicializagdo do vetor, a importancia do cdo como reservatério da
Leishmania e a possivel participacdo de individuos infectados, ndo sintomaticos, como fonte
de infeccdo, houve o surgimento de novos focos, facilitando a ocorréncia de epidemias e o
aparecimento de novas areas de transmissdo em areas urbanas (ALVAR et al.,, 2012;
SANTOS, 2014; WHO, 2015).

No sentido epidemiologico, o flebotomineo é o elo essencial na cadeia de
transmissdo da doenca devido a sua alta capacidade de plasticidade e antropofilia,
favorecendo sua adaptacdo em ambientes modificados pelo homem, permitindo a manutencgéo
do ciclo de transmissdo da LV (ALVAR et al., 2012; ALVES, 2009; COSTA et al., 2014;
HASHIGUCHI et al., 2017; RANGEL & VILELA, 2008; REBELO et al., 2010; SANTOS et
al., 2012; SANTOQOS, 2014).

O controle da LV esta diretamente relacionado ao combate de seu vetor em
ambientes urbanos através da aplicacdo de inseticidas de acdo residual, como alfa-
cipermetrina, um piretroide sintético. Entretanto, o uso indiscriminado desses inseticidas tem
contribuido para a resisténcia de fleb6tomos a produtos convencionais, indicando a
necessidade de um controle racional, que considere os diferentes componentes do controle
integrado. Além disso, ha poucos estudos acerca da do mecanismo de acdo desses compostos
(BASTOS, 2014; FOGANHOLI & ZAPPA, 2011).

A grande variedade de substancias quimicas presentes na flora brasileira permite a
busca de novos compostos inseticidas. Nesse sentido, produtos fitoquimicos podem ser
utilizados como alternativa as substancias sintéticas ou adicionados a outros inseticidas

utilizados nos programas de controle de flebotomineos, considerando que ha poucos estudos
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para avaliacéo do efeito de plantas sobre este grupo de insetos (BARREIRO & BOLZANI,
2009; VIEIRA et al., 2007).

Os metabolitos originarios de plantas podem causar diversos efeitos sobre 0s
insetos, tais como repeléncia, inibicdo de oviposicdo e da alimentacéo, alteragfes no sistema
hormonal, disturbios no desenvolvimento, deformages, infertilidade e mortalidade nas
diversas fases, podendo penetrar no organismo por ingestdo ou por contato (GALLO et al.,
2002; ROEL, 2001).

A planta Momordica charantia L., pertencente a familia Cucurbitaceae, é
amplamente distribuida no Brasil, especialmente nos ambientes florestais, com grande
importancia econbmica e social (SANTANA et al., 2013; WIN et al., 2014). A espécie €
utilizada na medicina popular no tratamento de coceiras, sarnas, impinge como purgativo,
emético-catartico, febrifugo, antileucorreico, anticatarral, antirreumatico, vermifugo,
febrifugo, emético, supurativo, anticarbuculoso, anti-inflamatério, problemas menstruais,
gueimaduras, cravos, para enxaguecas e como abortivo e; para fins etnoveterinarios em
infeccdes cutaneas, enfermidades do trato respiratorio, antiparasitarias e como repelente (DI
STASI & HIRUMA-LIMA, 2002; LORENZI & MATOS, 2002; MEDEIROS et al., 2013).

Avaliagdes fitoquimicas de extratos de M. charantia revelaram a presenca de
alcaloides, fendis, catequinas, esteroides, terpenos e saponinas (CEBALLOS et al., 2017;
CHEN et al., 2009; DALEFFI ZOCOLER et al., 2006; JUDD, 2009; RODRIGUES et al.,
2010; UPADHYAY et al., 2013). Esses compostos podem ser caraterizados através de
diversos métodos de extracao de preparados e pelo fracionamento com solventes de diferentes
polaridades, possibilitando inferir as possiveis classes de substancias extraidas nas diferentes
fracdes, de acordo com suas polaridades e solubilidades, que contribuem para as diversas
atividades bioldgicas e farmacoldgicas da espécie vegetal (MEDEIROS & KANIS, 2010;
OLIVEIRA, 2016; SHARAPIN, 2000; SIMOES, 2000).

Estudos in vivo e in vitro demostraram que M. charantia possui atividade
antibacteriana, antifungica, repelente, larvicida, inseticida, moluscicida, anti-helmintica e
antiparasitaria (AMORIM et al., 2011; BRASILEIRO et al., 2006; BRITO-JUNIOR et al.,
2011; CELOTO et al., 2008; CORDEIRO et al., 2010; FARIA et al., 2009; JESUS et al.,
2013; LIMA et al, 2017; MEDEIROS et al, 2013; MONTEIRO et al., 2011;
NASCIMENTO et al., 2013; NETO et al., 2017; RODRIGUES et al., 2010; SANTIAGO et
al., 2008; UPADHYAY et al., 2013; VENTUROSO et al., 2011).

Quanto a atividade inseticida, a eficacia de extratos de M. charantia tem sido

pesquisada contra insetos-praga pelas ciéncias agricolas. Em estudo sobre o efeito do extrato
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de folhas e ramos de M. charantia sob a lagarta-do-cartucho (Spodoptera frugiperda), houve
reducdo da viabilidade larval e do peso de pupa, além de exercer forte efeito sobre a fase
adulta do inseto, inibindo totalmente a postura e aumentando a longevidade (SANTIAGO et
al., 2008). O extrato bruto do caule de M. charantia foi ativo para o controle das ninfas da
mosca branca (Bemisia tabaci), em experimentos por via de contato, a partir da concentragao
de 1.000 pg/mL, causando mortalidade superior a 50% da populacdo testada (JESUS et al.,
2013). A aplicacdo tdpica direta do extrato etandlico de folhas e ramos de M. charantia
demonstrou eficiéncia de 90% na mortalidade do pulgdo da couve (Brevicoryne brassicae),
apos 24 horas da aplicacdo (LIMA et al., 2017). Uma pesquisa desenvolvida nas comunidades
do Nordeste brasileiro acerca do conhecimento popular sobre uso de plantas repelentes e
inseticidas exalta que a utilizacdo de M. charantia na forma de banhos pode eliminar piolhos
(insetos da ordem Phthiraptera) parasitas de humanos e cabras. Também é relatado o habito de
dispor a planta no chdo para repelir insetos (como o barbeiro - transmissor do parasito da
Doenca de Chagas), acaros de galinhas e piolhos em animais e humanos (ALMEIDA NETO
etal., 2017).

Na literatura ndo foram encontrados registros de investigacdo da atividade
inseticida da M. charantia sobre Psychodideos. Deste modo, o presente estudo foi proposto
apropriando-se de resultados da acdo fitoinseticida do vegetal sobre outras espécies de insetos
e da presenca de metabolitos secundarios de natureza inseticida encontrados nas
curcubitaceas, em especial, 0s triterpenos curcubitanos, como a curcubitina. Em consonancia
as propriedades desses compostos, existe a necessidade de investigacdo de novas plantas com
efeito inseticida sobre insetos do género Lutzomyia, podendo trazer resultados promissores,
aliado a necessidade da busca de compostos que causem um minimo impacto ambiental

possivel, com novos mecanismos de acéo.
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2. OBJETIVOS

2.1 Geral

Avaliar a atividade inseticida de extratos de Momordica charantia sobre
individuos adultos selvagens da espécie Lutzomyia longipalpis.

2.2 Especificos

e Obter extratos brutos - etandlico, hidroalcodlico e ciclo-hexanico a partir de
partes aéreas e frutos de M. charantia.

e Avaliar o potencial inseticida dos extratos etandlico, hidroalcoolico e ciclo-
hexanico de M. charantia sobre individuos adultos da espécie Lu. longipalpis.

e Realizar triagem fitoquimica dos extratos preparados, com intuito de identificar

as principais classes de metabdlitos secundarios presentes nos extratos de M. charantia.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 As leishmanioses

As leishmanioses sdo enfermidades zoondticas causadas por protozoarios do
género Leishmania (ROSS, 1903), pertencentes a ordem Kinetoplastida e a familia
Trypanosomatidae, onde aproximadamente 20 espécies sdo responsaveis por uma gama de
apresentacdes clinicas em humanos e demais vertebrados (ALVAR, 2012; GRAMICCIA,
2011; WHO, 2015).

A transmissdo do agente etioldgico ocorre através do repasto sanguineo de fémeas
de dipteros pertencentes a familia Psychodidae, subfamilia Phlebotominae, popularmente
conhecidos por flebotomineos, asa-branca, birigui, cangalhinha, fleb6tomo, mosquito-palha e
tatuquira (ALVES, 2009; ALVAR, 2012; GRAMICCIA, 2011; REBELO et al., 2010;
SANTOS, 2014).

Quadro 1- Classificacao taxondmica dos flebotomineos

Classificacdo taxondmica dos flebotomineos

Reino: Animalia

Filo: Arthropoda
Classe: Insecta
Subclasse: Pterygota
Infraclasse: Neoptera
Superordem: Endopterygota
Ordem: Diptera
Familia: Psychodidae
Subfamilia: Phlebotominae

Principais Géneros: Brumptomyia; Lutzomyia; Phlebotomus; Sergentomyia; Warileya

Fonte: Galati (2003). Adaptado

Prevalentes em 98 paises e regides do mundo, as leishmanioses estao entre as seis
doencas consideradas prioritarias pela Organizacdo Mundial Saude (OMS), apresentando-se
principalmente em trés formas clinicas: a forma cutdnea, a forma visceral e a forma
mucocutanea. Entretanto, as caracteristicas clinicas das leishmanias humanas abrangem a
leishmaniose cutanea e leishmaniose visceral (WHO, 2015).

A ampla distribuicdo geografica e alta incidéncia fazem com que as leishmanioses
assumam um papel de destaque na salude puablica, pois aproximadamente 350 milhdes de
pessoas ao redor do mundo estdo expostas ao risco de contrair estas enfermidades e cerca de

12 milhdes de pessoas estejam parasitadas com alguma forma da doencga. A estimativa € de
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que a incidéncia anual dessas doencas sejam de 2 milhdes de casos. Destes, aproximadamente
500 mil casos séo relacionados a forma visceral (ALVAR, 2012; WHO, 2015).

A leishmaniose visceral (LV) é uma doenca com amplo espectro clinico,
considerada grave, especialmente nos casos humanos nédo tratados, podendo apresentar altos
indices de letalidade (ALVAR, 2012). Presente em 88 paises, as epidemias recorrentes de LV
na Africa Oriental (Etiopia, Quénia, Suddo do Sul e Sud&o) causam alta morbidade e
mortalidade nas comunidades afetadas, onde mais de 90% dos novos casos notificados a OMS
no ano de 2015 ocorreram no Brasil, Etiopia, India, Somalia, Suddo do Sul e Sud&o. O Brasil
aparece como 0 pais com maior nimero de casos entre 0s 22 paises acometidos pela LV nas
Américas (WHO, 2015) (Figura 1).

Figura 1- Endemicidade da leishmaniose visceral no mundo em 2015.

Endemicidadeda LV, 2015.
S '5—' <=

Fonte: World Health Organization, 2018. Adaptado.

Até o ano de 2007, a transmisséo da leishmaniose visceral era relatada em mais de
1.600 municipios em 19 dos 27 estados brasileiros e estava presente em todas as regides do
pais, exceto na regido sul (RANGEL & VILELA, 2008). Ja em 2015 foram notificados 3.289
novos casos, com uma incidéncia de 1,6 casos/100mil habitantes, distribuidos em 22
Unidades Federativas, incluindo a regido sul (BRASIL, 2016).

Inicialmente caracterizada como doenga eminentemente rural, nos Gltimos anos, a

doenca vem se expandindo para areas urbanas de municipios de médio e grande porte
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(HASHIGUCHI et al., 2017). Essa expansdo estd diretamente relacionada ao intenso
processo migratdrio, as pressdes econdmicas ou sociais, a pauperizagdo, ao processo de
urbanizagdo crescente, ao esvaziamento rural, as secas periddicas e a expansao das areas
endémicas de LV (ALVES, 2009).

No ciclo urbano de transmisséo, os canideos (Canis familiaris) assumem um papel
importante como reservatorios da LV, por apresentarem intenso parasitismo cutaneo,
permitindo uma facil infeccdo do vetor. Portanto, o reconhecimento das manifestacdes
clinicas nesses animais é uma das importantes acdes para ado¢do de medidas de controle da
doenca (WERNECK, 2016). E importante destacar que cées infectados podem ou nio
desenvolver o quadro clinico da doenga, cujos sinais viscerais mais comuns S0
linfadenopatia, emaciacdo, sinais possiveis de insuficiéncia renal (polidria, polidipsia,
vOmito), neuralgia, poliartrite, poliomiosite, e outros sinais clinicos. Dentre 0s sinais cutaneos
estdo a hiperqueratose, pelagem seca e quebradica, perda de pelos, e unhas anormalmente
longas ou quebradicas (SCHIMMING & SILVA, 2012).

A infeccdo do vetor ocorre pela ingestdo, durante o repasto sanguineo, de formas
amastigotas da Leishmania existentes no citoplasma de macrofagos presentes na derme do
hospedeiro infectado. No intestino médio do inseto, as formas amastigotas séo liberadas e
apos divisao, se diferenciam em formas promastigotas (formas infectantes). A transmisséo
ocorre quando as fémeas infectadas alimentam-se do sangue de hospedeiros susceptiveis. A
forma infectante é inoculada, multiplicando-se e disseminando-se por via hematogénica,
migrando para os 6rgaos do sistema reticulo endotelial, como figado, baco, medula 0ssea e
linfonodos, sendo fagocitadas por macrofagos, fechando o ciclo de transmisséo.

Os flebotomineos apresentam ampla distribuicdo geografica, sendo vistos em
ambientes silvestres, rurais e urbanos. Desenvolvem-se em solo Umido e rico em matéria
organica. Sdo insetos holometabolos, isto €, sua evolucdo é completa, passando pelas fases de
ovo, larva (quatro estadios), pupa e adulto alado (Figura 2). A média do ciclo de vida total
dura aproximadamente 36 dias (observacdes em laboratério) (SANTOS, 2014).

Os flebotomineos adultos medem cerca de 2 a 4 mm de comprimento, em geral,
apresenta voo silencioso e curto, 0 que torna sua presenca, muitas vezes, imperceptivel. As
estimativas sobre a faixa de voo no género Lutzomyia ndo excedem 100 metros em periodo de
24 horas. Esse isolamento pode levar a deriva genética e a pressdo da selecdo natural
dependendo dos habitats locais, permitindo que cada populacdo tenha caracteristicas
especificas (BRASIL, 2016).
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Figura 2- Ciclo biolégico de flebotomineos.

Legenda: a = Ovos, b e ¢ = Larvas de 2° e 4° estadio, d = Pupa, e = Flebotomineo emergindo da pupa, f =
Flebotomineos macho e fémea
Fonte: SANTOS, 2014.

Na fase adulta apresentam dimorfismo sexual (Figura 3), expresso ndo apenas nas
diferencas da forma do corpo, mas também no comportamento alimentar que se evidenciam
na hematofagia, crepuscular e noturna, exclusiva das fémeas. Nos machos, a proboscida
(aparelho bucal) é mais curta e atrofiada, ao contrario das fémeas que tem a proboscida mais
longa e adaptada para picar a pele de vertebrados e sugar o sangue. Esse dimorfismo se
expressa ainda na fémea, cuja cabeca apresenta internamente, na regido mais ventral, um
conjunto de estruturas quitinizadas chamadas cibario. A distincdo dos sexos dos
flebotomineos se faz através da observacdo dos Ultimos segmentos abdominais, 0s quais sao
modificados para construir a genitdlia do inseto. Nos machos, encontra-se presente um
conjunto de apéndices bem desenvolvidos e ornamentados (estruturas com valor taxonémico),
enquanto que nas fémeas os segmentos menores e discretos dispdem-se como estruturas
telescopadas, as quais conferem aspecto arredondado a genitalia do inseto. As fémeas
possuem o corpo mais robusto com relacdo ao dos machos e ainda, internamente, possui entre
0 8° e 9° segmento abdominal um par de espermatecas (estrutura em forma de saco utilizada
para armazenamento de espermatozoides) caracteristico para cada espécie, a qual também tem
valor taxonémico (BRASIL, 2016; SANTOS, 2014).



19

Figura 3: Insetos adultos de Lutzomyia sp.
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Legenda: Lutzomyia sp.: Insetos adultos. Caracteristicas: Pequenos (2-4 mm) Corpo piloso Asas estreitas (As)
Antenas longas (At) Palpos curtos (Pa) Pernas longas e finas (Pe) Genitalia masculina (T).
Fonte: SANTOS, 2014.

A maioria das espécies de flebotomineos vive em ambiente silvestre abrigando-se
na copa ou na base das arvores, no chao das florestas entre as folhas secas caidas, em frestas
de rochas, dentro de cavernas, entre outros locais (BARATA & APOLINARIO, 2012;
RANGEL & VILELA, 2008; SANTOS, 2014). Ambientes alagados ndo favorecem a
sobrevivéncia de flebotomineos, um estudo realizado no Estado do Rio Grande do Norte,
durante 24 meses, mostrou que niveis moderados de chuva podem favorecer o
desenvolvimento dos insetos, mas os locais de reproducdo provavelmente sdo destruidos com
inundacdes no solo, matando as pupas no solo (AMORA et al., 2010).

As espécies que se adaptaram ao ambiente domiciliar tem sido encontradas nas
paredes externas e internas dos domicilios humanos, em abrigos de animais domésticos como,
galinheiro, chiqueiro, estabulo, curral e sob material acumulado nos quintais das habitagdes.
Os criadouros de flebotomineos sdo proximos das moradias e a presenca de animais
domésticos, principalmente cées e aves, no peridomicilio (OLIVEIRA et al., 2010).

Na fase larval, os flebotomineos alimentam-se de materiais ricos em amidos e
glicogénio e microorganismos em decomposicao, provenientes do solo (MORAES, 2012;
VALE et al., 2012). Na fase adulta, ambos 0s sexos necessitam de carboidratos como fonte de
energia, entretanto, apenas as fémeas se alimentam de sangue, o qual é a fonte de proteinas e
de aminodcidos, necessarios ao desenvolvimento e amadurecimento dos ovos (CAMARGO-
NEVES et al., 2007; COSTA et al., 2014).
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A capacidade de se alimentarem em grande variedade de espécies hospedeiras e
possuir perfis de alimentacdo mista (canideos, aves, roedores, humanos, dentre outros) reforca
o0 papel dos flebotomineos como principais vetores da LV no Brasil (TANURE et al., 2015).

As espécies flebotomineas sdo susceptiveis as infeccBes. Durante o repasto
sanguineo, o inseto pode ser exposto a agentes patogénicos como helmintos, bactérias, virus e
protozoarios. Varios agentes patogénicos, como o Leishmania, podem se adaptar ao ambiente
intestinal de alguns flebotomineos (SECUNDINO et al., 2005).

A invasdo gradual de flebotomineos do ambiente silvestre em &reas periurbanas e
a observacgdo do processo de urbanizagéo, resultado da competéncia do vetor para colonizar
areas impactadas, destacam a importancia da vigilancia entomoldgica e medidas de
monitoramento para avaliagdo qualitativa e quantitativa da distribuicdo do vetor e das
leishmanioses (RANGEL & VILELA, 2008; REBELO et al., 2010).

Uma ampla variedade de estudos com Lu. longipalpis contribuiu para uma melhor
compreensdo da sua biologia. Devido a urbanizagdo da LV, novos métodos alternativos sdo
necessarios para controle do flebotomineo. As medidas tradicionais preconizadas ndo foram
eficazes para conter a incidéncia e a distribuicdo geografica da enfermidade, adaptada ao
ambiente urbano, onde se concentra a maior parte da populacdo humana e canina
(FOGANHOLI & ZAPPA, 2011).

Nesse sentido, o controle quimico da Lutzomyia sp. por meio da utilizacdo de
inseticidas de acgdo residual é uma das medidas de controle vetorial recomendadas no ambito
de protecdo coletiva. Essa ferramenta é dirigida apenas para o inseto adulto e tem como
objetivo evitar e/ou reduzir o contato entre o inseto transmissor e a populacdo humana
(BRASIL, 2016). O controle da leishmaniose esta diretamente relacionado ao controle de seu
vetor. Entretanto, estudos comprovam que a aplicacdo de inseticidas com alto poder residual

tem elevado a resisténcia de populacGes e adaptacdes destes insetos (BASTOS, 2014).

3.2 Estratégias de controle de flebotomineos

Os inseticidas sdo substancias ou misturas de substancias, naturais ou sintéticas,
destinadas a repelir ou combater pragas (SUCEN, 2011). Os piretrdides - compostos sintéticos
andlogos aos componentes obtidos a partir dos piretros, extraidos de plantas do
género Chrysanthemum - tém sido a classe de inseticidas mais utilizadas atualmente.
Sdo empregados na area da salde e na agricultura por apresentarem maior letalidade aos

insetos, possuirem alta eficiéncia, baixa toxicidade a mamiferos, baixo impacto ambiental e
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serem efetivos contra um largo espectro de insetos, sendo necessarias baixas quantidades para
exercerem sua acdo, resultando em menor contaminacdo nas aplicacbes. Em geral,
0s piretroides sintéticos apresentam boa estabilidade sob luz e temperatura ambiente e;
degradam-se por hidrélise e oxidacdo, sendo caracterizados pela répida degradacdo por
microrganismos do ambiente (SANTOS et al., 2007; SUCEN, 2011).

O piretrdide usualmente  empregado no  controle  vetorialéa  alfa-
cipermetrina, inseticida de classificagdo toxicoldgica Il (SUCEN, 2011), com potente
acdo neurotdxica a insetos e peixes (SANTOS et al., 2007). Nos insetos, o0 composto liga-se
a proteina associada ao canal de Na®, bloqueando o seu fechamento. Como consequéncia, 0
neurbnio ndo consegue voltar a condicdao de repouso, ocorrendo um bloqueio na transmisséo
de impulsos nervosos chamado de efeito “knock-down” ou de rapida paralisia (DRESCHER,
2012).

O uso de piretrdides contra flebotomineos foi motivado pela sua utilizagdo bem
sucedida em mosquiteiros impregnados para o controle de Anopheles darlingi, transmissor da
malaria, esta estratégia € vantajosa, pois pode ser utilizada a nivel doméstico/individual
(COURTENAY et al., 2007). Outra estratégia do emprego de piretroides no controle de
flebotomineos é a aplicacdo direta de compostos sintéticos em habitacdes e edificios. No
entanto, sua eficacia, atividade residual e quantidade necessaria variam em diferentes areas
endémicas (AMORA et al., 2009). No Estado do Mato Grosso do Sul, a borrifacdo de alfa-
cipermetrina no ambiente domiciliar, em areas de elevado niumero de casos de LV humana e
canina, promoveu a diminuicdo da densidade do vetor em trés das quatro estacdes borrifadas,
em intervalos de quatro meses da aplicacdo do inseticida (SILVA et al., 2007). Em
experimentos realizados com ovos, larvas e adultos de Lu. longipalpis submetidos a
cipermetrina, utilizada como controle, observou-se uma eficacia de 100% sobre ovos, larvas
até a pupacdo e sobre adultos nas primeiras 24 horas do tratamento (MACIEL et al., 2009;
MACIEL et al.,, 2010a). Em Minas Gerais, a borrifacdo de cipermetrina no ambiente
domiciliar e peridomiciliar promoveu a diminuicdo da densidade de flebotomineos,
demostrando o efeito residual de dois a quatro meses ap0s a aplicacdo do inseticida
(BARATA et al., 2011).

Considerando que os mecanismos envolvidos na transmissdo de impulsos
nervosos em insetos sdo muito semelhantes aqueles operantes em mamiferos, aves e
peixes, muitos inseticidas neurotdxicos sdo tdxicos também a esses organismos nao

alvos, incluindo os seres humanos (DRESCHER, 2012). Diante disso, ha a necessidade do



22

desenvolvimento de métodos mais eficientes e seguros para controle de Lu. longipalpis, como
a busca de novos compostos inseticidas de origem vegetal (AMORA et al., 2009).

Nesse sentido, o Brasil hospeda entre 15 a 20% de toda a biodiversidade mundial.
Dados estatisticos indicam ainda que existam 55 mil espécies de plantas e cerca de 15 milhdes
de insetos, muitos completamente desconhecidos, devido a escassez de estudos sobre 0s
mesmos (BARREIRO & BOLZANI, 2009).

Em razdo dos metabdlitos originarios de plantas poderem causar diversos efeitos
sobre os insetos, tais como repeléncia, inibicdo de oviposi¢édo e da alimentacéo, alteracdes no
sistema hormonal, causando disturbios no desenvolvimento, deformacdes, infertilidade e
mortalidade nas diversas fases (ROEL, 2001), podendo penetrar no organismo por ingestao,
através do aparelho digestivo, por contato, atravessando o tegumento e através das vias
respiratorias (GALLO et al., 2002), a grande variedade de substancias presentes na flora
permite a busca de novos compostos inseticidas, pois apenas uma pequena parcela de plantas
é investigada com tal finalidade, constituindo-se um amplo campo de pesquisa cientifica que
deve ser estudado (VIEIRA et al., 2007). Nesse sentido, produtos fitoquimicos podem ser
utilizados como alternativa as substancias sintéticas ou adicionados aos outros inseticidas
utilizados nos programas de controle de flebotomineos, considerando que ha poucos estudos
para avaliacdo do efeito de plantas sobre este grupo de insetos.

Inicialmente, os inseticidas comerciais de origem vegetal foram obtidos,
principalmente a partir de cinco familias botanicas: Solonaceae, Compositae, Leguminosae,
Chenopodiaceae e Liliaceae, por conterem fitotoxinas ou aleloquimicos (MACIEL, 2010b).
Em relacdo aos estudos de controle de Lu. longipalpis por meio de inseticidas botanicos,
varias especies vegetais tem sido testadas com esse objetivo: As espéecies Derris amazonica e
Antonia ovata foram testadas em adultos de Lu. longipalpis (LUITGARDS-MOURA et al.
2002); as espécies Coriandrum sativum L. (Apiaceae) e de Lippia sidoides (Verbaneaceae)
foram utilizadas sobre as fases de ovo, larva e adulto de Lu. longipalpis (MACIEL et al.,
2009); a espécie Azadirachta indica foi utilizada sobre ovos, larvas e adultos de Lu.
longipalpis (MACIEL et al., 2010a); as espécies Eucalyptus staigeriana, Eucalyptus
citriodora e Eucalyptus globulus foram testadas sobre as fases de ovo, larva e adulto de Lu.
longipalpis (MACIEL et al., 2010c) e mais recentemente, a espécie Protium heptaphyllum foi
testada sobre adultos da espécie Lu. longipalpis (SINCURA et al., 2017).

Apesar das vantagens, para a inser¢do definitiva e segura de produtos botanicos
no mercado, estudos sobre mecanismos de acdo, fitotoxicidade, real seguranca a mamiferos e

outros vertebrados, entre outros assuntos, ainda sdo necessarios (CORREA & SALGADO,
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2011). A avaliacdo da atividade biologica de uma planta inclui a investigacdo da atividade
farmacoldgica e toxicoldgica de substancias isoladas, fraches e extratos totais da droga
vegetal (VIEIRA et al., 2007).

3.3 As Cucurbitaceas

A familia Cucurbitaceae possui uma ampla distribuicdo mundial, sendo encontradas
predominantemente em areas tropicais. Compreende 118 géneros e 825 espécies, estando
entre as mais antigas plantas utilizadas pelo homem, sendo nove géneros e 30 espécies
cultivaveis (ESQUINAS-ALCAZAR & GULICK, 1983; JUDD, 2009).

Apresentam alta plasticidade nos caracteres morfologicos, sdo predominantemente
herbaceas, anuais ou perenes, mondicas, com gavinhas espiraladas e muitas vezes
ramificadas. As folhas podem ser simples, serreadas e possuirem dentes cucurbitoides. As
inflorescéncias sdo reduzidas a uma Unica flor. Asseépalas e pétalas sdo geralmente em
namero de cinco. O fruto € frequentemente um pepbnio, mas pode ser bacdide, capsular
(Luffa) ou ainda uma capsula carnosa, como observado em M. charantia e as sementes séo
achatadas, com muitas camadas e endosperma escasso ou ausente (JUDD, 2009).

O Brasil estd inserido entre os quinze maiores produtores mundiais de algumas
espécies de cucurbitaceas, cultivadas principalmente para fins alimentares, aromaticos,
medicinais, ornamentais ou como fonte de matérias-primas para diversos produtos. Estas
espécies sdo importante fonte de minerais e vitaminas, especialmente vitaminas A e C,
encontrados na polpa dos frutos na forma de carotenoides e acido ascérbico (BHARATHI &
JOHN, 2013; ROMANO et al., 2008). Estudos fitoquimicos tém comprovado a presenca de
alcaldides e saponinas triterpendides amargas, tetra ou pentaciclicas (JUDD, 2009).

Entre as espécies cultivadas no solo brasileiro estdo as abdboras (Cucurbita), chuchus
(Sechium edule), melancias (Citrullus lanatus), melGes (Cucumis melo), pepinos (Cucumis
sativus), bucha-vegetal (Luffa cylindrica), porongos e cabacas (Lagenaria siceraria), e outras
culturas menos expressivas, como kino ou kiwano (Cucumis metuliferus), maxixe (Cucumis
anguria), meldo-de-cheiro (Sicana odorifera) e o meldo-de-Sdo-Caetano (M. charantia)
(HEIDEN et al., 2007).

Além da importancia alimentar, algumas das Cucurbitaceas sdo fontes de produtos de

uso doméstico, os frutos secos de Lagenaria siceraria sdo utilizados como vasilhas e os frutos


https://pt.wikipedia.org/wiki/S%C3%A9pala

24

secos da Luffa cylindrica sdo utilizados como esponja vegetal. Algumas espécies, como 0S
frutos de M. charantia, s&o utilizadas para fins medicinais (JUDD, 2009).

Muitas espécies do género estdo ameacadas de extin¢do, seja pelo éxodo rural, por
secas prolongadas ou pela introducdo de espécies melhoradas em substituicdo das tradicionais
(QUEIROZ et al., 2009). Outras espécies, como a Sicyos polyacanthus e a M. charantia séo
fortemente combatidas por meio de defensivos quimicos, devido aos prejuizos que estas
causam a mecanizacdo do plantio da cana de aglcar (Saccharum officinarum) (CHAILA,
2004).

O nome do género Momordica descrito por Carl Linnaeus deriva de momordi=
passado do verbo mordere, significando “eu mordi”, referindo-se a disposicdo das sementes
no fruto deiscente, com dentes (DI STASI & HIRUMA-LIMA, 2002).

3.4 Momordica charantia L.

A espécie Momordica charantia (Figura 4) originou-se nos trépicos do Velho Mundo,
sendo provavel que seu cultivo tenha comecado na india. Possui uma maior diversidade na
india, China e no sul da Asia, embora existam varias formas selvagens na Africa
(ESQUINAS-ALCAZAR & GULICK, 1983; WIN et al., 2014). E naturalizada no territrio

brasileiro, amplamente distribuida desde a regido Norte ao Sudeste, encontrada em areas

abertas e antropizadas, bastante frequente em pomares, cafezais, sobre cercas e alambrados e
em terrenos baldios (GOMES-COSTA & ALVES, 2012; LORENZI, 2008).

Figura 4: Momordica charantia

Fonte: Arquivo do autor

Possui como sindnimos botanicos: Cucumis argyi H. Lév; Momordica chinensis
Spreng.; Momordica elegans Salisb.; Momordica indica L.; Momordica operculata Vell.;
Momordica sinensis Spreng.; Sicyos fauriei H. Lév. (LORENZI & MATOS, 2002,
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LORENZI, 2008). E conhecida popularmente por diversos codinomes: balsamina-longa;
caramelo; erva-de-S&o-Caetano; erva-de-lavadeira; erva-de-S&o-Vicente; fruto-de-cobra;
fruto-negro; meldo-de-Séo-Caetano; meldozinho; fruta de sabid; meloeiro-de-S&o-Caetano;
goya; quiabeiro-de-angola; bittergurke (aleméo); balsamina (espanhol); pomme de merveille
(francés); balsam pear (inglés) (BRAGA et al., 2007; LORENZI, 2008; LORENZI &
MATOQOS, 2002; RODRIGUES et al., 2010; SPADOTTI; 2013; DI STASI & HIRUMA-
LIMA; 2002; WIN et al., 2014).

Quadro 2: Classificagdo taxondmica do género Momordica

Classificacio taxonémica do género Momordica

Reino: Plantae
Diviséo: Magnoliophyta
Classe: Magnoliopsida
Ordem: Cucurbitales
Familia: Cucurbitaceae
Género: Momordica

Fonte: ESQUINAS-ALCAZAR e GULICK (1983). Adaptado.

Trepadeira anual, sublenhosa, com caule muito longo e ramificado, até 5 m de
comprimento, sulcado e de coloracdo esverdeada, contém gavinhas simples, longas e
pubescentes (LORENZI, 2008). Os tipos selvagens e domesticados de M. charantia, sdo
principalmente diferenciados pelo tamanho de seus frutos e sementes. Os frutos medem
aproximadamente 5 cm de comprimento na populacao de tipo selvagem e com até 25 cm de
comprimento no tipo domesticado. As folhas do tipo domesticado também sdo maiores do
que as da populacdo de tipo selvagem (SPADOTTI, 2013) (Figura 5). As caracteristicas
apresentadas aqui se referem a M. charantia do tipo selvagem.

Chen et al. (2009) isolaram quatorze triterpenos curcubitanos das folhas desta
espécie. Nas sementes de M. charantia foi identificada a presenca da tricosantina, uma
substancia protéica imunossupressora (LORENZI, 2000). Em diferentes partes da planta foi
encontrado o alcal6ide 5-hidroxitriptamina; flavondides como o acido gentisico e lignanos;
terpendides como o B-caroteno, o a-caroteno epoxido, a criptoxantina, a zeatina, a -amirina,
a momordicina I, o taraxerol, momorcharisidos A e B, momordicosidos A-K, o nerodiol; o
nerolidol e o p-cimeno; esterdides como a charantina e o B-sitosterol; e saponinas como a
diosgenina e a momordicina 11, dentre outros compostos (GUPTA, 1995). Suas sementes séo

toxicas e seus frutos sdo comestiveis (LORENZI, 2008).
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Figura 5 - Folha, flor e fruto de Momordica charantia

Legenda: Folha, flor e fruto de Momordica charantia (A. folha; B-C. detalhe do apice foliar; B. face adaxial; C.
face abaxial; D. antera, vista frontal; E. flor estaminada; F. flor pistilada; G. flor pistilada com corola removida;
H. fruto aberto evidenciando as sementes.

Fonte: GOMES-COSTA & ALVES (2012). Adaptado.

A espécie tem grande importancia na agricultura, na culindria, na medicina
popular e esta sendo estudada sob diversos aspectos (GOMES-COSTA & ALVES, 2012;
LORENZI, 2008; WIN et al., 2014).

M. charantia € utilizada na medicina popular em paises como China, Colombia,
Cuba, Gana, Haiti, ndia, México, Malasia, Nova Zelandia, Nicaragua, Panama, Peru e Brasil
(CORDEIRO et al., 2010). Nas comunidades tradicionais da Bacia do Alto Paraguai e do
Vale do Guaporé, o cha das folhas e caule é utilizado como hipoglicemiante (MACEDO &
FERREIRA, 2004). Na Regido Amazonica, o sumo das folhas é utilizado como antimalarico.
Ja em regibes de Mata Atlantica, a infusdo das partes aéreas da planta é utilizada no
tratamento de enfermidades hepaticas e como emagrecedor (DI STASI & HIRUMA-LIMA,
2002). No Sertdo Paraibano, os frutos, folhas e raizes sdo utilizados de forma mais comum
para o diabetes, como cicatrizante, contra parasitas internos e ectoparasitas e no tratamento de
célicas (CORDEIRO et al., 2010). Em Minas Gerais, na Regido de Governador Valadares,
raizeiros locais relatam o uso da planta para controle da pressao arterial, como antiflogistico e
no tratamento de cdlicas e diabetes (BRASILEIRO, 2006).

Estudos promissores referem-se a utilizacdo da M. charantia no tratamento do
diabetes. Em artigo de revisdo bibliografica, a planta é indicada como hipoglicemiante de
grande reputacdo no tratamento da enfermidade por médicos e pacientes (GHORBANI,
2013). A acdo hipoglicemiante da espécie, também foi determinada no trabalho de campo

realizado em 15 comunidades tradicionais na Bacia do Alto Paraguai (MACEDO &
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FERREIRA, 2004), apesar de ensaios clinicos mostrarem que a administracdo da planta ndo
afeta as concentrages séricas de glicose (LAGARTO et al., 2014).

A espécie também é utilizada no tratamento de coceiras, sarnas, impinge
(LORENZI & MATOS, 2002), como purgativo, emético-catartico, febrifugo, antileucoréico,
anticatarral, antirreumatico, vermifugo, supurativo, anticarbuculoso, anti-inflamatério, para
problemas menstruais, queimaduras, cravos, morfeia, enxaquecas e como abortivo (DI STASI
& HIRUMA-LIMA, 2002).

A planta também é empregada no tratamento de enfermidade animais, seu suco é
utilizado para fins etnoveterinarios entre os habitantes da Ilha do Marajé para infeccbes
cuténeas, enfermidades do trato respiratério, antiparasitarias e como repelente de insetos, ja 0
ché e utilizado para infec¢des cutaneas (MEDEIROS et al., 2013).

Varias atividades biologicas da M. charantia foram verificadas por meio de
bioensaios. Entre essas, foram estudadas as atividades antibacteriana (AMORIM et al., 2011,
BRASILEIRO et al., 2006; CEBALLOS et al., 2017); atividade antifangica (CELOTO et al.,
2008; FARIA et al.,, 2009; NASCIMENTO et al., 2013; MEDEIROS et al., 2013;
VENTUROSO et al., 2011); atividade moluscicida (RODRIGUES et al., 2010; UPADHYAY
et al., 2013); atividade larvicida (CORDEIRO et al., 2010; SANTIAGO et al., 2008);
atividade repelente (MONTEIRO et al., 2011); atividade anti-helmintica e antiparasitaria
(BRITO-JUNIOR et al., 2011; CORDEIRO et al., 2010; MONTEIRO et al., 2011) e
atividade inseticida (SANTIAGO et al., 2008).

Nos experimentos de Celoto et al. (2011), que testaram a atividade antifungica
dos extratos da planta, os extratos aquosos e hidroetanolicos de folhas e ramos de M.
charantia proporcionaram inibicdo da germinacdo dos conidios do fungo Colletotrichum
musae, responsavel pela antracnose em bananas. Entre 22 plantas avaliadas, o extrato aquoso
e hidroetandlico de M. charantia proporcionou uma das maiores inibicGes do crescimento
micelial, superior a 50%, do fungo Colletotrichum gloeosporiodes, isolado do fruto de
mamoeiro (CELOTO et al., 2008). Em estudo in vitro o extrato aquoso de M. charantia inibiu
aproximadamente 40% do micelial de Cercospora calendulae, fungo causador de mancha
foliar em plantas de caléndula (NASCIMENTO et al., 2013). Em ensaio in vitro o extrato
hidroetandlico e aquoso de folhas e ramos de M. charantia, controlaram 100% os esclerodios
de Sclerotium rolfsii responsavel pela podriddo em raizes, além de danos em sementes, folhas
e frutos. Em ensaio in vivo, quando aplicado de forma preventiva e curativa sobre sementes ou
em plantas jovens de feijoeiro, o extrato hidroetandlico diminuiu a severidade da doenca em

74% (FARIA et al., 2009). O extrato etanolico das folhas de M. charantia apresentou melhora
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histologica em lesbes causadas por Microsporum canis, fungos causadores da dermatofitose,
em coelhos infectados artificialmente (BRAGA et al., 2007). Utilizando o extrato
hidroalcodlico de M. charantia no tratamento de sementes de Pterogyne nitens, houve
reducdo da incidéncia dos fungos fitopatogénicos dos géneros Fusarium sp., Curvularia sp. e
Alternaria sp., aumentando assim o percentual de germinacdo das sementes de P. nitens
(MEDEIROS et al., 2013). Em ensaio in vitro com fungos fitopatogénicos, o0 extrato aquoso
de M. charantia inibiu em 36,6% o crescimento micelial de Cercospora Kkikuchii
(VENTUROSO et al., 2011).

O extrato vegetal da M. charantia também tem sido estudado como forma
alternativa para inibicdo do crescimento bacteriano. A atuacdo do extrato alcodlico de M.
charantia como antibacteriano sobre Ralstonia solanacearum, responsavel pelo moko em
mudas de bananeiras, ndo apresentou qualquer efeito sobre o desenvolvimento da bactéria
(AMORIM et al., 2011). Em uma avalicdo das atividades antimicrobiana e citotoxica de
extratos alcoolicos de 33 plantas medicinais utilizadas por moradores da cidade de
Governador Valadares-MG, M. charantia também ndo apresentou atividade contra
Escherichia coli e Staphylococcus aureus, porém apresentou toxicidade as larvas do
minicrustaceo Artemia salina L., utilizada como bioindicador (BRASILEIRO et al., 2016).

Em levantamento sorologico de virus em oito espécies de Cucurbitaceas, que
investigou a presenca da infeccdo viral entre as plantas, apenas M. charantia ndo apresentou
infeccdo por nenhum dos virus analisados, sugerindo mais estudos sobre a atividade antiviral
da espécie (SILVEIRA et al., 2009). O extrato de folhas e frutos de M. charantia apresentou
efeito positivo sobre mortalidade de formas promastigotas de Leishmania donovani,
sugerindo-a como potencial candidata no sentido de desenvolver novos quimioterapicos
contra as leishmanioses (GUPTA et al., 2010). A respeito da utilizacdo da M. charantia
como antimalarico, 0s extratos aquosos e etandlicos de folhas e caules frescos foram testados
em camundongos infectados por Plasmodium berghei, ndo apresentando atividade satisfatoria
sobre a parasitemia e a sobrevida dos animais infectados.

Extratos de M. charantia tém sido estudados como forma alternativa no combate
de moluscos. O extrato hidroalcodlico das folhas apresentou atividade moluscicida
significante, com 85% de mortalidade sobre Biomphalaria glabrata (RODRIGUES et al.,
2010). O extrato etandlico do po liofilizado dos frutos de M. charantia inibiu de maneira
significante in vivo e in vitro a acetilcolinesterase, as atividades das fosfatases alcalina e acida
nos tecidos nervosos do molusco Lymnaea acuminata, hospedeiro para muitas espécies de

trematodeos (UPADHYAY et al., 2013). Essa propriedade moluscicida esta diretamente
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ligada a presenca das saponinas (RODRIGUES, 2010) e da momordicina (UPADHYAY et
al., 2013). Extratos de M. charantia também tém sido utilizados como forma alternativa em
protocolos terapéuticos etnoveterinarios, principalmente como antiparasitario. O extrato
alcodlico de M. charantia proporcionou uma reducdo de 40% do numero de ovos de
helmintos gastrintestinais por grama de fezes, em caprinos naturalmente infectados (BRITO-
JUNIOR et al., 2011). O extrato etandlico das folhas M. charantia apresentou atividade
ovicida e larvicida em infeccbes mistas por nematdides gastrintestinais de caprinos
(CORDEIRO et al., 2010).

Outros estudos relataram as agfes citotoxica (BRASILEIRO et al., 2006);
antioxidante e hepato protetora (MEENATCHI et al., 2017; PEREIRA et al., 2010) e
hipoglicemiante (GHORBANI, 2013; LAGARTO et al., 2014; MACEDO et al., 2014,
MACEDO & FERREIRA, 2004; MEENATCHI et al., 2017) de extratos de M. charantia.

3.5 Constituintes quimicos de vegetais

A interacdo do ambiente com os mecanismos fisioldgicos das plantas resulta no
estimulo da sintese de metabolitos primarios e secundarios. Metabolitos primarios € o
conjunto de compostos, de distribuicdo universal, que desempenham uma funcao essencial
nos vegetais, como fotossintese, respiracdo, transporte de solutos dentre outros. E o caso dos
lipidios, proteinas, carboidratos, acidos nucléicos e a clorofila. Os metabdlitos secundarios sao
caracteristicos de determinadas espécies, ndo possuem distribuicdo universal e podem ser
resultado das adaptacdes as condigdes ambientais, na sobrevivéncia e perpetuacdo dos
individuos (LORENZI, 2008; PEREIRA & CARDOSO, 2012; VIEIRA et al., 2007).

Os metabolitos secundarios desempenham um papel importante na interacdo das
plantas com o meio ambiente. No que diz respeito aos fatores bidticos, possuem um papel
contra a herbivoria, ataque de patdgenos, competicdo entre plantas e atracdo de organismos
benéficos como polinizadores, dispersores de semente e microorganismos simbiontes.
Também possuem acdo protetora em relacdo a estresses abidticos, como aqueles associados
com mudancas de temperatura, conteldo de agua, niveis de luz, exposicdo a radiacdo
ultravioleta e a deficiéncia de nutrientes minerais (FUMAGALLI et al., 2008; VIEIRA et al.,
2007).

A maioria dos metabdlitos secundarios é formada pelo metabolismo da glicose. A
glicose é convertida em moléculas de acido pirtvico, podendo seguir duas vias diferentes. Na

primeira, moléculas de piruvato entram na via do acido chiquinico formando os metabdlitos
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secundarios aromaticos, como os alcaldides inddlicos, quinolinicos, isoquinolinicos, as
ligninas e lignanas, as cumarinas e taninos hidrossoliveis. Na segunda, o piruvato continua
sendo oxidado até a formacdo de moléculas de acetil-coenzima A. Essas podem seguir por
trés vias distintas: via do ciclo do &cido citrico, via do mevalonato e via da condensacao do
acetato, formando os chamados derivados do acetato. Na via do ciclo do acido citrico, serdo
formados os alcaloides pirrolidinicos, tropanicos, pirrolizidinicos, piperidinicos e
quinolizidinicos. A via do mevalonato origina os terpendides e os esterdis. A combinacdo de
uma unidade do &cido chiquinico, e uma ou mais unidades do acetato ou derivados podera
resultar na producdo de antraquinonas, flavonoides e dos taninos condensados (PEREIRA &
CARDOSO, 2012).

Existem diversas estratégias capazes de isolar e determinar metabolitos
secundarios de plantas. Em geral inicia-se com a obtencdo de extratos brutos das plantas
preparados com solventes distintos. Para o preparo de extratos brutos, a utilizagdo do ciclo-
hexano, como solvente permite a extracdo majoritaria de lipideos, ceras, pigmentos e
furanocumarinas; a utilizacdo do etanol permite a extracdo prevalecente de heterosideos em
geral e geninas hidroxiladas. A utilizacdo de misturas hidroalcodlicas e a da propria agua
permitem a extracdo predominantemente de saponinas, taninos e alcaloides (OLIVEIRA,
2016; SIMOES, 2000; SHARAPIN, 2000; VIEIRA et al., 2007; LEITE, 2009).

Os extratos obtidos com solventes organicos contém complexa mistura de
compostos ativos. Se uma concentracdo letal excepcionalmente baixa é detectada, o extrato
pode ser fracionado para extrair o componente quimico responsavel por um dado efeito
biologico. Fragdes isoladas do mesmo extrato podem ter diferentes atividades, pois contém
diferentes fitoquimicos (LEITE, 2009; MACIEL et al., 2010b).

O fracionamento do extrato bruto com solventes de polaridade crescente
possibilita inferir as possiveis classes de substancias extraidas nas diferentes fracdes de
acordo com suas polaridades e solubilidades. Do fracionamento com solventes apolares, como
0 hexano e o cloroférmio, podem-se obter alcal6ides, cumarinas, triterpenos/esterdides,
emodinas e flavondides. Do fracionamento com compostos de baixa polaridade, como o éter e
o diclorometano, podem-se extrair alcaldides, taninos galicos, cumarinas, antracenosideos,
flavondides e triterpenos/esterdides. Do fracionamento com solventes polares, como a agua e
o etanol, podem-se extrair flavonoides, cumarinas simples, triterpenos de polaridade elevada,
taninos e diversas classes de heterosideos (MEDEIROS & KANIS, 2010; SHARAPIN, 2000;
SIMOES, 2000).
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Os alcaldides constituem um grupo heterogéneo de substancias nitrogenadas.
Esses compostos sdo encontrados nos vegetais predominantemente na forma combinada com
acidos organicos ou na forma livre (SBFgnosia, 2017). Apresentam propriedades
farmacoldgicas como a acdo inseticida e larvicida. Entre os alcal6ides com acgdo inseticida,
destacam-se a metilcaconitina, a estemofilina, a nicotina, a normonicotina, a anabasina, a
rianodina, a veratridina e a cevadina. A etilcaconitina é capaz de inibir receptores da
acetilcolinesterase de insetos provocando a morte (VIEIRA et al., 2007). Usualmente, é
detectada por meio dos reativos gerais de alcaloides (RGA, como o Dragendorff, Bouchardat,
Mayer e Bertrand), com o0s quais formam turvacdo a precipitacdo em meio &cido. Utilizam-se
extratos tratados com acido para pesquisa direta e extratos tratados com base para a pesquisa
confirmatoria. Devido a presenca do nitrogénio na estrutura dos alcaloides, estes reagem com
diversos compostos, formando precipitados complexos (AZEVEDO et al., 2014; SBFgnosia,
2017). Na figura 6 estd representada a estrutura quimica do alcaléide charina, composto

encontrado na M. charantia.

Figura 6: Estrutura quimica do alcaloide charina.

Fonte: Yannai (2004). Adaptado.

Os antracenosideos sdo antraquinonas. Frequentemente detectados pelo teste de
Borntréger, onde coloracédo rdsea, vermelha ou violeta é desenvolvida em meio bésico. Estdo
envolvidos no papel de defesa do vegetal contra insetos e outros patdgenos, e em atividades
alelopaticas. Terapeuticamente, esses compostos sao empregados como laxativos e catarticos

(SBFgnosia, 2017). Na figura 7 esta representado o esqueleto estrutural da antraquinona.
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Figura 7: Estrutura quimica da antraquinona

L]

Fonte: SBFgnosia (2017). Adaptado.

As cumarinas sdo lactonas derivadas do &cido orto-hicroxicindmico, estando
presente em diferentes partes das plantas, ocorrem em diferentes familias de Angiospermae.
Cerca de 1.300 cumarinas ja foram isoladas de fontes naturais. Possuem um aspectro
ultravioleta (UV) caracteristico, que € influenciado pela natureza e posicdo dos grupos
substituintes. As manchas do cromatograma, sob acdo da luz UV entre 300 e 400 nm,
aparecem em cores diversas, como azul, amarela e roxa. Cumarinas puras em geral possuem
coloracdo azul sob luz UV, mas em meio alcalino, forma-se o acido cis-o0-hidroxicindmico
que sob a acdo da radiagdo ultravioleta tornam-se verde ou desaparecem. Este fen6meno
ocorre devido a abertura do anel lacténico no meio alcalino, proporcionando a obtencdo de
substancias na forma de sais soliveis em agua (KUSTER & ROCHA, 2007; SBFgnosia,
2017). Na figura 8 esta representada a estrutura quimica da cumarina em reacdo com base

forte ou solucdo alcodlica.

Figura 8: Estrutura quimica da cumarina e reacdo com base forte, ocorrendo abertura

do anel lactbnico.

0. .0 N OI—!G OH
= KOH/sol alcodlica =

cumarina ac. cis-o-hidraxicinamico

Fonte: SBFgnosia (2017). Adaptado.

Flavondides sdo polifendis encontrados na forma de agliconas, glicosideos (forma
mais frequente) ou compondo outras estruturas que contenham flavonodides (flavolignanas).
Séo divididos em classes, sendo as principais as flavanonas, os flavonadis, as antocianidinas ou
antocianos, as isoflavonas, as leucoantocianidinas, as proantocianidinas, as auronas e as

chalconas. Terapeuticamente sua fungdo ndo estd ainda claramente esclarecida. O grupo é
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conhecido pelos seus efeitos anti-inflamatérios, antialérgicos, vasoprotetores e antioxidantes
(ZUANAZZI & MONTANHA, 2007). A maioria dos flavonoides, na presenca de magnésio
em po e acido cloridrico, apresentam coloracGes variaveis em fungdo de suas caracteristicas
quimicas. Estas colora¢cdes podem variar de laranja a vermelho intenso e vermelho sangue
dependendo do tipo de flavonoide, esta reacdo é denominada reacéo de cianidina ou Shinoda
(AZEVEDO et al., 2014; SBFgnosia, 2017). Na figura 9 esta representada a estrutura quimica

de flavondide.

Figura 9: Estrutura quimica de flavonoide.

Fonte: SBFgnosia (2017). Adaptado.

Outros flavondides importantes sdo as antocianinas, amplamente distribuidos nas
frutas e nos vegetais. O cloreto de cianidina é um sal vermelho (pH acido) e sua cor varia
conforme o pH da solucdo. Em solucdo fracamente bésica (pH 8), toma a coloracdo violeta
devido a formacdo da anidrobase, de estrutura quinoide. Em repouso, a solugcdo torna-se
incolor pela conversdo da anidrobase para a pseudobase, onde se perde a estrutura quinoide.
Quando esta solucdo incolor passar para uma alcalinidade maior (pH 12), a cor passa a azul
devido a formacdo do anion da anidrobase. Se esta solucdo torna-se acida (pH < 4), a cor
passa a vermelho por causa da regeneracdo do cloreto de cianidina. Por outro lado, em
repouso e solucdo alcalina, todos 0s compostos sdo convertidos em chalconas, de cor amarela.
As antocianinas sdo normalmente derivadas de reacdes de defesa das plantas contra agressoes
do ambiente. Esses compostos agem como antioxidantes importantes para protecdo de plantas
contra os raios UV, insetos, fungos, virus e bactérias (SBFgnosia, 2017). Na figura 10 esta

representada a estrutura quimica de antocianinas.
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Figura 10: Estrutura quimica de Antocianinas.

Fonte: SBFgnosia (2017). Adaptado.

Saponinas sdo glicosideos do tipo esteroide ou do tipo triterpénico. Sua estrutura
molecular possui uma parte lipofilica (triterpeno ou esteroide) e outra hidrofilica (agucares). A
parte hidrofilica forma solucdes afrégenas (espumantes), por diminuicdo da tensdo superficial
do liquido (SCHENKEL et al., 2007; SBFgnosia, 2017). Outras propriedades fisico-quimicas
e bioldgicas encontradas sdo a elevada solubilidade em agua, a acdo sobre membranas € a
complexacdo com esteroides. A caracterizacdo das saponinas em uma amostra vegetal pode
ser feita com base na consequéncia da acdo tensoativa de seus glicosideos: investiga-se o
poder espumante ou hemolitico de um macerado ou decocg¢édo aquosa da droga (AZEVEDO et
al., 2014; SBFgnosia, 2017). Na figura 11 estdo representadas as estruturas da diosgenina e da

momordicina Il, compostos presentes na M. charantia.

Figura 11: Estrutura quimica da diosgenina e da momordicina Il

A- Diosgenina _.““‘aﬂf—' " B-Momordicina Il

"-\.. S
>
.

(8] "
Y OB
! 5 H
Iy °
_ .
H =

Fonte: Ninno et al., (2007). Adaptado.

Fonte: Keller et al., (2011). Adaptado.

Taninos sdo substancias fendlicas hidrossoliveis com massa molecular entre 500 e
cerca de 3000 Dalton, as quais apresentam habilidades de formar complexos insoliveis em
agua com alcaloides, gelatina e outras proteinas. Estes compostos sdo responsaveis pela
adstringéncia de muitos frutos e produtos vegetais. A complexacao entre taninos e proteinas é
a base para suas propriedades como fatores de controle de insetos, fungo e bactérias tanto
qguanto para suas atividades farmacoldgicas (SANTOS & MELLO, 2007) Tém
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reconhecidamente a funcdo de inibir herbivoros e fitéfagos, sendo encontrados em altas
concentragdes nos frutos, folhas, sementes e demais tecidos jovens da planta (MONTEIRO,
2005). S&o classificados em hidrolisaveis e condensados. Os métodos mais apropriados para
determinacdo de taninos sdo 0s ensaios com precipitacdo de proteinas, com solugdo diluida de
cloreto férrico, taninos hidrolisdveis produzem uma forte coloragdo azul e taninos
condensados produzem coloragdo verde. Em mistura de ambos os tipos de taninos, a
colocagdo verde ndo € observada (AZEVEDO et al., 2014; MONTEIRO, 2005; SANTOS &
MELLO, 2007; SBFgnosia, 2017). Na figura 12 estdo representados os taninos hidrolisaveis e

condensados.

Figura 12: Estrutura quimica de taninos.
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Fonte: SBFgnosia (2017). Adaptado.

Os terpendides formam uma grande familia de compostos estruturalmente diversos,
derivada de unidades isoprenicas. Dependendo do quantitativo destas unidades, podem ser
classificados como monoterpenos (C10), sesquiterpenos (C15), diterpenos (C20), seterpenos
(C25), triterpenos (C30), entre outros. A diversidade estrutural dos triterpenos repercute em
um largo espectro de atividades biologicas e farmacoldgicas (FELIPE & BICAS, 2017;
LEITE, 2009). Apresentam acdo inseticida, fagoinibidora e inibidora de crescimento de
insetos. Entre o0s terpendides com acdo inseticida destacam-se os limondides, séo
tetranortriterpendides, um dos maiores representantes dessa classe como inseticida, entretanto,
monoterpenos simples, cimo limoneno e mirceno desempenham um papel de protecdo contra
insetos nas plantas que os produzem (VIEIRA et al., 2007; FELIPE & BICAS, 2017). Os
esterdides (C27 a C29) podem ser encontrados como alcool livre, esterificados a acidos
graxos ou como glicosideos (saponinas). A reacdo de Liebermann-Burchard é o teste mais
utilizado na identificacdo de esterdides e ou/ triterpenos. Nesta reacdo a amostra é tratada com

acido acético e 4cido sulfurico. A visualizacdo de um anel colorido na reacdo ocorre devido a
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uma desidratacdo seguida de oxidacdo dos anéis dos esteroides, resultando em um esteroide
aromatico que permite o aparecimento da coloragdo (SHARAPIN, 2000). Na figura 13 estdo

representados o terpendide momordicina | e p-sitosterol, compostos presentes na M.

charantia.
Figural3: Estrutura quimica da momordicina I e do B-sitosterol.
A- Momordicina | gy B--sitosterol.
-'9 - ,"-lll- T
4 I ' e

- - L - ~ - --.____,' R

[ _| | HO =
H,, -~ AR TN

Fonte: Keller et al., (2011). Adaptado. Fonte: Desai & Tatke (2015). Adaptado.
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4. METODOLOGIA

4.1 Material vegetal

4.1.1 Coleta e identificacdo taxonémica

A planta utilizada no estudo foi obtida na regido do Vale do Jequitinhonha, Minas
Gerais, Brasil. O espécime foi coletado, georreferenciado e as exsicatas foram depositadas no
Herbario/DIAM da Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri (UFVJIM). No
Quadro 3, estdo descritos os dados referentes a coleta, identificacdo, depdsito do material
vegetal, nome popular da espécie vegetal e; na figura 14 est4 a imagem referente a exsicata da

espécie utilizada no estudo.

Quadro 3: Dados referentes a coleta, identificagéo, depdsito das exsicatas, nome popular
da Momordica charantia.

Espécie Familia Data de Local da coleta NUmero Nome
coleta do de popular
material deposito usual

vegetal da
exsicata

Momordica Cucurbitaceae  12/02/2017 Terreno Urbano em DIAM Melao-
charantia Itamarandiba, Minas 6075 de-Séo-

Gerals, Brasil, Caetano

17°51'50.1"S,

42°51'56.5"W, 969 m

alt.

A espécie vegetal ndo consta na Lista Oficial das Espécies da Flora Brasileira
Ameacadas de Extincdo (BRASIL, 2014) e carecem de pesquisas relacionadas as atividades
propostas, justificando o seu estudo.

A espécie foi selecionada devido a grande disponibilidade de material vegetal para
confeccdo dos extratos, sua ocorréncia na regido, a auséncia de estudos referente a atividade
inseticida contra a familia Psychodida e a presenca de estudos fitoinseticida do vegetal sobre
outras espécies de insetos, bem como, devido a comprovada existéncia de metabdlitos

secundarios de natureza inseticida na espécie.
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Figura 14: Imagem da exsicata de Momordica charantia utilizada nos

experimentos.

Fonte: Dados do autor.

4.1.2 Preparo dos extratos

A preparacdo dos extratos foi realizada no Laboratdrio do Instituto de Ciéncia e
Tecnologia (ICT) da Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri (UFVJIM),
seguindo os processos metodoldgicos preconizados por Brasil (2010).

O material vegetal coletado foi separado em duas partes: 2800g de partes aéreas
(folhas e galhos verdes) e 5569 de frutos. Foram secos em estufa de ar circulante (Biopar®,
modelo S480AT) a 40°C, até peso constante.
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Apds, o material foi pulverizado em moinho de facas (Marconi®, modelo
MA580). O p6 obtido foi armazenado em sacos de papel Kraft, a temperatura ambiente, em
local fresco até o momento do preparo dos extratos.

4.1.2.1- Preparo do extrato etandlico

O material pulverizado, 120g de frutos e 360g de partes aéreas de M. charantia,
foi submetido a extracdo por maceracdo com etanol 96°GL (Dinamica®), por 72 horas, em
temperatura ambiente. Apds esse periodo, os extratos foram filtrados a vacuo. Ao p6 obtido
dessa filtracdo, foi realizada a renovacdo do solvente e a repeticdo do processo de filtracdo e
renovacdo do solvente. Este procedimento foi realizado por trés vezes. Em seguida, 0s
extratos foram concentrados em evaporador (Fisaton®, modelo 801), sob temperaturas entre
40 e 45 °C e pressdo reduzida. Para a secagem final a temperatura ambiente, 0s extratos
obtidos foram transferidos para frascos de vidro ambar e alocados em dessecador, sob vacuo,

contendo silica-gel, até 0 momento dos ensaios e testes fitoquimicos.

4.1.2.2- Preparo do extrato ciclo-hexanico

O material pulverizado, 120g de frutos e 360g de partes aéreas de M. charantia,
foi submetido a extracdo por maceracdo com ciclo-hexano PA ACS (780g) (Dinamica®), por
72 horas, em temperatura ambiente. Apds esse periodo, os extratos foram filtrados a vacuo.
Ao po obtido dessa filtracdo, foi realizada a renovacao do solvente e a repeticdo do processo
de filtracdo e renovacdo do solvente. Este procedimento foi realizado por trés vezes. Em
seguida, os extratos foram concentrados em evaporador (Fisaton®, modelo 801), sob
temperaturas entre 40 e 45 °C e pressdo reduzida. Para a secagem final a temperatura
ambiente, os extratos obtidos foram transferidos para frascos de vidro ambar e alocados em

dessecador, sob vacuo, contendo silica-gel, até 0 momento dos ensaios e testes fitoquimicos.

4.1.2.3- Preparo do extrato hidroalcodlico

O material pulverizado, 120g de frutos e 360g de partes aéreas de M. charantia,
foi submetido a extracdo por maceragdo com mistura hidroalcodlica (etanol 96 °GL
(Dinamica®) e agua destilada) na proporcdo 1:3, por 72 horas, em temperatura ambiente.
Apos esse periodo, os extratos foram filtrados a vacuo. Ao pé obtido dessa filtracdo, foi
realizada a renovagdo do solvente e a repeticdo do processo de filtracdo e renovagdo do
solvente. Este procedimento foi realizado por trés vezes. Em seguida, os extratos foram

concentrados em evaporador (Fisaton®, modelo 801), sob temperaturas entre 40 e 45 °C e
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pressao reduzida. Posteriormente, esses extratos foram submetidos a liofilizacdo (liofilizador
Telstar ®), por 24 horas. Este procedimento foi realizado no Laboratorio de Ciéncias
Farmacéuticas da UFVIM.

Os extratos obtidos foram transferidos para frascos de vidro ambar e alocados em

dessecador, sob vacuo, contendo silica-gel, até 0 momento dos ensaios e testes fitoquimicos.

4.2 Pesquisa fitoquimica das principais classes de metabdlitos secundarios presentes nas
folhas e frutos de Momordica charantia.

As andlises fitoquimicas foram realizadas no Laboratorio de Quimica Orgénica e
Produtos Naturais do Departamento de Farméacia da UFVJM, com objetivo de identificar as
principais classes de metabolitos secundarios das partes da planta utilizada neste estudo. Foi
realizada por meio de reacGes cromogénicas, fluorogénicas e de precipitacdo, conforme

Sharapin (2000) e Sociedade Brasileira de Farmacognosia (2017).

Nos extratos hidroalcodlico e etandlico de partes aéreas e frutos de M. charantia
foram realizadas as analises para identificacdo de alcaldides, cumarinas, antracenosideos,

flavondides, taninos e triterpenos e/ ou esterdides (Esquema 1 e Esquema 2).

As analises fitoquimicas para identificacdo de saponinas foram realizadas somente
para extratos hidroalcoodlicos de partes aéreas e frutos de M. charantia (Esquema 1), devido as

propriedades afrégenas desses metabolitos.

Para o extrato ciclo-hexanico de partes aéreas e frutos de M. charantia foram
realizadas as analises para identificacdo de alcaldides, antracenosideos, flavonoides, taninos e

triterpenos e/ ou esterdides (Esquema 3).
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Esquema 1- Identificagdo de alcaldides, cumarinas, antracenosideos, flavondides,
taninos, triterpenos e/ ou esterdides e saponinas nos extratos hidroalcoolicos de partes
aéreas e frutos de Momordica charantia.

Extratos hidroalcodlicos de partes aéreas e frutos de Momordica charantia

!

Fragdo A Fracéo B
50 mL -100 mL + 20 mL de HCI.
-Aquecido até ebuligao.
-5 mL + 10 mL de H,0. Agita¢do por 10 min. - Colocado sob refluxo.
l -Formac&o de espuma persistente: l
> (+) para saponinas
-Adicionado 20 mL de H,O.
-3 mL + 2 mL H,0. Adicionado FeCl; & 1%. -Extragdo em CH,Cl,.
—> + Coloraco azul: (+) taninos hidrolisaveis -Separacdo da fase dicloro
Coloracio verde (+) taninos condensados metanica da fase acida.
-30 mL + NH,OH até pH 9. ¢
ey | -Extracdo em CH,CI; e evaporado.

v

-Residuo da fase dicloro meténica diluido
em HCI a 10% e dividido em 2 tubos:
-Tubo a- controle; tubo b-Reativo de
Mayer.

-Formacéo do precipitado no tubo b:

(+) para alcal6ides

v

Fase diclorometéanica

!

Fase acida
-Elevada ao pH 9-10.
-Coloracéo verde ou azul:
(+) para antocianinas

Concentrada até 30 mL e separada em quatro aliquotas

l

-Concentrado 5 mL.

| }

-Evaporado 5mL.

-Evaporadol0mL.

}

-Evaporado 10mL.

-Aplicado 2 manchas -Dissolvido o residuo em -Dissolvido o Residuo -Adicionado R.

em papel. NH,OH: em MeOH. - Liebermann-

-Adicionado KOH. -Coloragao vermelha: -Adicionado Mg metalico | Burchard:

-Observado sob luz UV: (+) para antracencsidos ¢ HC! -Formagéo do anel
-Cor avermelhada: verde:

Fluorescéncia (+) para

cumarinas

(+) para Flavondides.

(+) para esteroides
[ Triterpenos.
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Esquema 2- Identificagdo de alcal6ides, cumarinas, antracenosideos, flavonoides, taninos
e triterpenos e/ ou esterdides nos extratos etandlicos de partes aéreas e frutos de
Momordica charantia.

Extratos etandlicos de partes aéreas e frutos de Momordica charantia

! }

Fracdo A Fragéo B
Residuo dissolvido em 30 mL de Et(OH) -100 mL + 20 ml de HCI.
l-AqueCido até ebulicéo.
- Colocado sob refluxo.

Coloracédo azul: (+) taninos hidrolisaveis

-5mL+ 2mL de H,0. Adicionado FeCl; a 1%.
| |
Coloracdo verde (+) taninos condensados

-Adicionado 20 ml de
H,O.

-Dividir em 2 porgBes: Ae B

-Porcdo B alcalinizada até pH 9.

L | -Extragdo em CH,CI; e evaporado.

-Residuo da fase dicloro metanica diluido em HCI
4 10% e dividido em 2 tubos: ae b

-Tubo a- controle; tubo b-Reativo de Mayer.

v -Formacdo do precipitado no tubo b:

(+) para alcal6ides

- Evaporado 20 mL e dissolvido o residuo em HCI.

v

-Extracéo em CH,Cl,.
-Separacdo da fase
dicloro metanica da
fase acida.

¥

Fase 4cida
-Elevada ao pH 9-10.
-Coloracdo verde ou
azul:

(+) para antocianinas

Fase diclorometanica
Concentrada até 30 mL e separada em quatro aliquotas

l | ! }

-Concentrado 5 mL. -Evaporado 5mL. -Evaporado10mL. ~Evaporado 10mL.

. . . . -Di i i -Adicionado R.
-Aplicado 2 manchas -Dissolvido o residuo em Dissolvido o Residuo Lieb -
em papel NH,OH: em MeOH. Ble e;]rmgnn
: : . i urchard:
-Adicionado KOH. -Coloragio vermelha: ;Al‘_"jc':‘i'onado Mg metalico “Formagao do anel
-Observado sob luz UV: +) para antracendsidos : .
+)p -Cor avermelhada: verde:

Fluorescéncia (+) para

cumarinas (+) para Flavonéides. (+) para esteroides

[ Triterpenos.
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Identificacdo de alcaldides, antracenosideos, flavonodides, taninos e

triterpenos e/ ou esterdides nos extratos ciclo-hexanicos de partes aéreas e frutos de

Momordica charantia.

Extratos ciclo-hexanicos de partes aéreas e frutos de Momordica charantia

-Evaporado 5mL.

- Adicionado R. Liebermann-Burchard.
-Formacéo do anel verde:

(+) para triterpenos/ esteréides

Coloracéo azul: (+) taninos hidrolisaveis

l -5mL+ 2mL de H,O. Adicionado FeCls.
Coloracéo verde (+) taninos condensados

-Evaporado 5mL.

-Dissolvido o residuo em NH,;OH:
-Coloracdo vermelha:

(+) para antracendsidos

I

Residuo dissolvido em 50 mL de CH,CI, e separado em 5 porg¢des

-Evaporado 10 mL.
-Dissolvido o residuo em HCI.
-divididoem 2 tubos: aeb

D —

" | -Tubo a- controle; tubo b-Reativo de
Mayer.

-Formacéo do precipitado no tubo b:
(+) para alcaléides

-Evaporado 5mL.
-Dissolvido o Residuo em MeOH.
- | -Adicionado Mg metalico e HCI.

‘ -Cor avermelhada:
(+) para Flavonéides.
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4.3 Ensaio biolégico com insetos

4.3.1 Area de captura de flebotomineos

O ensaio bioldgico foi realizado com flebotomineos selvagens. A definicdo do
local de coleta de flebotomineos nesse estudo baseou-se no desenvolvimento de trabalhos
anteriores realizados pelo Grupo de Pesquisa de Parasitologia da Universidade Federal dos
Vales do Jequitinhonha e Mucuri, que identificaram e utilizaram exemplares de Lutzomyia
longipalpis coletados na area descrita (SINCURA et al., 2017).

Os insetos foram coletados na localidade de Aroeira (18° 88> S - 43° 38> W),
Diamantina- Minas Gerais, Brasil (Figura 15).

Diamantina € um municipio brasileiro do estado de Minas Gerais, localiza-se na
Mesorregido do Jequitinhonha, esta situada a uma altitude média de 1.280 m, com éarea
territorial de 3.891,659 Km?. Possui uma populacio estimada de 48.230 habitantes. De acordo
com a Koppen e Geiger (KOTTEK et al., 2006), a classificacdo do clima da cidade é Cwb
(clima temperado humido com inverno seco e verdo temperado), com temperatura média
anual de 18,8 °C e 1498 mm de pluviosidade média anual.

Quanto as questdes epidemioldgicas relacionadas a LV, no periodo de 2012 a
2017, no municipio foram notificados 15 casos de LV humana, onde a maioria das
notificacGes, 62,8%, é proveniente da zona urbana (ANJOS-SILVA et al., 2018).

Figura 15: Local da coleta de flebotomineos

Sitio, Aroeira,
.‘ DiamantinaMG
)

o

o

.

Fonte: GOOGLE MAPS, 2018.
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4.3.2 Captura e identificacao dos flebotomineos

Para a captura, foi utilizada a armadilha luminosa HP (Figura 16) descrita por
Pugedo et al. (2005). Apos a escolha do sitio de captura, a armadilha foi exposta no periodo
vespertino e os insetos foram recolhidos no dia seguinte.

Figura 16: Sitio de captura e flebotomineos e armadilha luminosa HP utilizada

'

—
— -_mr"“ & A

Fonte: Dados do autor.

Os insetos capturados foram transportados para o Laboratorio de Parasitologia da
Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri, e transferidos para gaiolas, onde
ficaram em descanso por 24 horas, até o inicio dos testes, sendo disponibilizadas sobre as

gaiolas, algoddes embebidos em agua e solucao agucarada para alimentacdo dos insetos.

4.3.3 Solubilizacao dos extratos para os ensaios biolégicos

Por apresentar alta solubilidade em diversos solventes, como a agua e etanol, 0s
polissorbatos tém sido utilizados na solubilizacéo de extratos brutos de plantas (ALVES et al.,
2011; BRAGA et al., 2007; PEREIRA et al., 2010; SALLET et al., 2007) e por isso foram
utilizados no presente estudo.

Apos secagem completa dos extratos brutos das partes aéreas e frutos de M.
charantia, os extratos foram diluidos em solucdo de TWEEN 80 (Polissorbato 80) a 3%, logo
antes das aplicacGes, obtendo-se quatro concentragdes de extratos: 0,05 mg/mL; 0,10 mg/mL;
0,20 mg/mL e 0,40 mg/mL. As misturas foram homogeneizadas em agitador de tubos tipo

vortex (Modelo AP56- Phoenix Luferco®) para utilizagdo nos bioensaios.
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4.3.4 Bioensaio com flebotomineos.
Para o bioensaio com os flebotomineos seguiu-se a metodologia de Luitgards-
Moura et al. (2002). Apds o descanso por 24 horas, flebotomineos ndo sexados foram
transferidos com ajuda de um capturador de Castro, das gaiolas para potes plasticos
translicidos com capacidade de 200 mL. Os potes foram cobertos por uma tela fina de tecido
com orificio (ocluso por algod&o) para introducéo dos insetos, também, o interior de cada pote
continha um papel filtro qualitativo 80g (Unifil®) onde foram aplicados 100 pL dos extratos
ciclo-hexanico, hidroalcodlico e etandlico de partes aéreas e frutos de M. charantia nas quatro
concentragdes.
Para os grupos controle foram utilizados os seguintes tratamentos:
e Controle negativo 1: Esse grupo incluiu 60 flebotomineos adultos que foram tratados
com 100 pL de 4agua destilada;
e Controle negativo 2: Esse grupo incluiu 60 flebotomineos adultos que foram tratados
com 100 pL de solugdo de TWEEN 80 a 3%;
e Controle positivo: Esse grupo incluiu 60 flebotomineos adultos que foram tratados
com 100 uL de alfa-cipermetrina (Tenopa®) na concentracdo de 196 pug/mL.
Todos os testes das 04 concentracdes de extratos das partes aéreas e frutos de M.
charantia, incluindo controles, foram realizados em triplicata, com 20 insetos em cada pote,

totalizando 1620 flebotomineos adultos para todo o bioensaio (Figura 17).

Figura 17: Recipientes utilizados no bioensaio com flebotomineos.

Fonte: Dados do autor.

Apos os tempos: 1h, 2h, 4h, 8h, 12h, 24h, 48h e 72h foi avaliada a mortalidade
dos flebotomineos pela contagem dos insetos mortos por pote. Todo o bioensaio ocorreu a

temperatura ambiente.
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4.3.5 Analises estatisticas

Os dados do bioensaio com flebotomineos foram submetidos & analise de
variancia e as médias comparadas entre si pelo teste de Scott-Knott, a 5% de probabilidade.
As anlises estatisticas foram realizadas com o auxilio do programa estatistico SISVAR®
(FERREIRA, 2014).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Anélise Fitoquimica

Para os testes fitoquimicos o resultado foi considerado positivo quando houve a
formacdo de precipitado ou aparecimento de cor, indicando que no extrato avaliado
provavelmente existe a classe metabdlica investigada, conforme ja apresentado nos esquemas
1, 2 e 3; j& o resultado negativo indica a auséncia do metabdlito investigado ou que esse possa
estar presente em uma baixa concentracdo naquele extrato avaliado. A seguir serdo descritos e
discutidos os resultados frente a cada extrato avaliado, para cada classe de metabdlito
investigado.

Tabela 1- Identificacdo de metabdlitos secundarios nos extratos de partes aéreas e frutos
de Momordica charantia.

Pesquisa de metabdlitos secundarios em partes aéreas de Momordica charantia

Metabolito Tipos de extratos analisados
Etandlico Hidroalcooblico Ciclo-hexanico

Alcaldides + + +
Antracenosideos - - -
Cumarinas + + +
Flavonoides - - -
Antocianinas - - na
Saponinas na + na
Taninos - - na
Esterbides/ Triterpenos + - +

Pesquisa de metabdlitos secundarios em frutos de Momordica charantia

Metabolito Tipos de extratos analisados
Etandlico Hidroalcoolico Ciclo-hexanico

Alcaléides + + +
Antracenosideos - - -
Cumarinas + + +
Flavonoides - - -
Antocianinas - - na
Saponinas na + na
Taninos - - na
Esterbides/ Triterpenos + - +

Legenda: (+) positivo; (-) negativo; (na) teste ndo realizado para este extrato.

Os testes para alcaldides foram avaliados por reacdo de caracterizacdo com o
reagente de Mayer, a formacgdo do precipitado indicou a presenca do metabdlito em todos os

extratos avaliados. Os testes de Upadhyay et al. (2013), corroboram com o presente estudo,
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onde foram identificados a presenca de alcaldides nos frutos do extrato liofilizado. Nos
estudos de Rodrigues et al. (2010), os extratos hidroalcodlico e etandlico de folhas “in
natura” de M. charantia, mostraram-se moderadamente positivos para o teste de alcaldides.
Enquanto que para o extrato lipofilico (éter etilico) de folhas “in natura” mostraram-se
negativos para o teste de alcaldide. Estes resultados corroboram parcialmente com os
encontrados no presente estudo, essa parcialidade possivelmente pode estar associada ao fato
de no presente estudo ter-se utilizado material dessecado e Rodrigues et al. (2010) utilizaram
material fresco. Pereira et al. (2010) ndo identificaram a presenca de alcaldides nos extratos
hexanico e etandlico das folhas de M. charantia, contrapondo os achados deste estudo. Os
alcaldides fazem parte dos metabolitos secundarios com atividade inseticida, pois em muitas
plantas potencialmente inseticidas estes compostos foram encontrados (MACIEL et al.,
2010b; VIEIRA et al., 2007). Guimardes et al. (2014) associaram a presenca de alcaloides a
atividade inseticida do extrato aquoso de Capsicum baccatum sobre insetos adultos de
Sitophillus zeamais. Cavalcante et al. (2006) associaram a mortalidade de ninfas de moscas-
branca, pulverizadas com Prosopis juliflora, a presenca de alcaldides no extrato aquoso da
planta, uma vez que esses acidos nao-protéicos, sdo classificados como toxicos qualitativos,
pois agem mesmo em pequenas quantidades, apresentando toxicidade para insetos e
frequentemente a morte.

Antracenosideos ndo foram encontrados na pesquisa fitoquimica dos extratos de
M. charantia no presente estudo. A abordagem fitoquimica, por meio da cromatografia em
camada delgada, do extrato metandlico do caule e folhas de M. charantia também néo
encontrou compostos antracénicos livres em suas amostras (DALEFFI ZOCOLER et al.,
2006). Nos estudos de Rodrigues et al. (2010), os extratos etandlico e lipofilico (éter etilico)
de folhas “in natura” de M. charantia, também se mostraram negativos para estes
metabolitos. Estes aspectos corroboram com os dados obtidos no presente estudo.

No presente estudo, todos o0s extratos avaliados foram positivos para cumarinas.
Ceballos et al. (2017), também detectaram cumarinas, por cromatografia em camada delgada,
nas fracdes etandlica, metandlica e hexanica do extrato de folhas de M. charantia. Rodrigues
et al. (2010), ndo detectou a presenca de cumarinas no extrato lipofilico das folhas de M.
charantia. Assim, a presenca de compostos bioativos pode variar conforme elementos
climaticos (como luz, temperatura, umidade relativa e chuvas) e a posicdo geografica do
cultivo (latitude e altitude), horario de coleta, qualidade do solo, tratos culturais, fenologia,
diferencas genéticas e idade da planta (MOREIRA et al., 2015). Aradjo et al. (2008),

utilizaram cumarina pura proveniente do extrato hexanico do mentrasto (Ageratum conyzoides
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L.) sobre duas espécies de formigas cortadeiras (Atta laevigata e Acromyrmex subterraneus),
e relacionaram a cumarina como o agente formicida, sugerindo que essa substancia apresenta
efeito inseticida retardado, com cerca de 24 horas ap0s a aplicacdo, para atingir potencial
inseticida de 55,42%. O mecanismo de ac¢do da cumarina se baseia na ligacdo do composto de
forma irreversivel ao citocromo P450, comprometendo a capacidade destoxificativa do inseto
e inibindo a cadeia de transporte de elétron. Este metab6lito tem acgdo inseticida comprovada
contra lagartas, besouros, formigas e mosca doméstica (MOREIRA et al., 2015). Dentre as
inimeras atividades bioldgicas atribuidas a compostos desta classe, inclui-se também a
atividade larvicida (GARCEZ et al., 2013).

No presente estudo, todos os extratos avaliados foram negativos para flavonoides.
Corroborando com os achados de Rodrigues et al. (2010), onde os extratos etandlico e
lipofilico de M. charantia, mostraram-se negativos para este metabdlito. Pereira et al. (2010)
também ndo identificaram a presenga de flavonodides nos extratos hexanico e etanolico das
folhas de M. charantia. Ja a abordagem fitoquimica, por meio da cromatografia em camada
delgada, do extrato metanolico do caule e folhas de M. charantia mostraram-se positivas para
flavondides (DALEFFI ZOCOLER et al., 2006). Ceballos et al. (2017) também encontraram
flavondides, por cromatografia em camada delgada, nas fragdes hexanica, diclorometéanica e
metanolica do extrato de folhas de M. charantia. Essas variacfes de composicdo quimica de
plantas da mesma espécie podem estar relacionadas a fatores extrinsecos e intrinsecos do
material vegetal analisado, além das técnicas empregadas na deteccdo dos compostos
(RODRIGUES et al., 2014). As antocianinas também nao foram encontradas nos extratos de
M. charantia no presente estudo. Gider (2016) quantificou a presenca desse metabolito em
extrato acido acético de frutos de M. charantia colhidos em quatro diferentes meses do ano,
encontrando uma variagdo nos percentuais de antocianina, a saber: Agosto (27.66% % 0.91),
setembro (31.04% £ 1.22), outubro (29.47% £ 0.37) e novembro (24.48% =+ 0.58),
sustentando que essa diferenca pode estar relacionada a época de colheita, as condi¢cbes de
armazenamento, a maturidade dos frutos, e as etapas de extracdo do composto, concluindo
ainda que a selecdo correta do periodo de colheita dos frutos pode aumentar
significativamente a quantidade de antocianina encontrada nos extratos.

Os extratos hidroalcodlicos de M. charantia mostraram-se positivos para
saponinas no presente estudo. A abordagem fitoquimica, por meio da cromatografia em
camada delgada nos trabalhos de Ceballos et al. (2017) e Daleffi Zocoler et al. (2006)
também detectaram saponinas nos extratos de M. charantia. A presenca de saponinas foi

identificada em experimentos avaliando a mortalidade significativamente consideravel de
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lagartas submetidas a extratos etanolicos de folhas, caule e folhas de Annona cordifolia e das
folhas de Unonopsis lindimanii, em aplicacdo topica dos extratos em lagartas de primeiro
instar das espécies Spodoptera frugiperda e Anticarsia gemmatalis (SAITO et al., 2004). O
comportamento anfilico das saponinas e a capacidade de formar complexos com esterdides,
proteinas e fosfolipidios de membrana, determinam varias propriedades bioldgicas para essas
substancias, como acdo sobre membranas celulares (atividades hemolitica, ictitoxica e
moluscicida) pode justificar o resultado positivo para esterdides e/ou triterpenos em testes
fitoquimicos. As folhas de M. charantia sdo utilizadas popularmente como cicatrizantes, logo
as saponinas poderiam ser as responsaveis por essa acdo (DALEFFI ZOCOLER et al., 2006;
SCHENKEL et al., 2007). A presenca de saponinas é constantemente relatada na literatura
para esta espécie vegetal, como também para outras espécies do género Momordica
(DALEFFI ZOCOLER et al., 2006). Como saponinas esteroidais sdo encontradas quase que
exclusivamente em monocotileddneas e as saponinas triterpénicas sdo encontradas
predominantemente em dicotiledoneas (SCHENKEL et al., 2007), infere-se que as saponinas
presentes na M. charantia sdo do tipo triterpénicas, ja que a espécie vegetal pertence a classe
das angiospermas dicotileddneas.

No presente estudo, ndo foram encontradas taninos, corroborando com os achados
de Pereira et al. (2010) e Rodrigues et al. (2010) que ndo identificaram a presenca desse
metabdlito nos extratos de folhas de M. charantia.

Em relacdo aos esteroides e terpenoides, os testes foram positivos para 0s extratos
ciclo-hexanico e etandlicos para ambas as partes das plantas utilizadas. Pereira et al. (2010)
também identificaram a presenca de esterdides nos extratos hexanico e etandlico das folhas de
M. charantia. O teste de Liberman-Buchard utilizado para deteccdo de esterdides e triterpenos
indicou a presenca apenas de esterdides nos extratos hidrofilico e lipofilico e a auséncia de
triterpenos nas folhas de M. charantia nos experimentos de Rodrigues et al. (2010). A
abordagem fitoquimica, por meio da cromatografia em camada delgada, do extrato metandlico
detectou triterpenos e esteroides na M. charantia (DALEFFI ZOCOLER et al., 2006). Chen et
al. (2008), encontrou 50 novos compostos glicosideos curcubitaceos biologicamente ativos,
entre eles os triterpendides curcubitaneos. A grande maioria de trabalhos na literatura que se
referem a terpendides superiores, faz referéncia a observacdes de atividades como inibidores
ou retardadores de crescimento, danos na maturacdo, reducdo da capacidade reprodutiva,
supressores de apetite, ocasionando a morte de insetos predadores por inanigdo ou toxicidade
direta. Triterpenos e esterdides ndo apresentam resultados significativamente toxicos, quanto

a acdo inseticida de contato, quando aplicadas topicamente em larvas ou insetos adultos
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(VIEGAS-JUNIOR, 2003). Os limonoides sdo, provavelmente, 0s maiores representantes da
classe dos terpenos com atividade inseticida. Entretanto esse efeito est4 associado a atividades
fago-repelente, supressor de apetite e regulador de crescimento. A familia Meliaceae é uma
das mais importantes quando se trata de inseticidas botanicos devido a presenca de
limondides. Alguns sesquiterpenos tém mostrado forte acdo de repeléncia em concentragdes
muito baixas, e sdo encontrados em plantas da familia Fabaceae (VIEGAS-JUNIOR, 2003).
As atividades dos componentes fitoquimicos detectadas no presente estudo
(alcaldides, cumarinas, saponinas e esterdides e ou/ triterpenos) podem ser responsaveis pelas
atividades inseticidas observadas nos ensaios com Lu. longipalpis, reforcando as
potencialidades inseticidas dessa planta. O resultado negativo para flavonoides neste trabalho
é, assim, contraditorio com alguns trabalhos encontrados na literatura. Desse modo, este ponto
precisa ser investigado mais detalhadamente, seja por meio de outras metodologias mais
avancadas de deteccdo de compostos secundarios, como por meio da coleta de amostras do

vegetal ao longo das varias estacdes do ano.

5.2 Ensaios bioldgicos com flebotomineos

Em relacdo aos resultados do bioensaio com extratos de partes de aéreas de M.
charantia (Tabela 2), no presente estudo, o hidroalcoodlico atinge o maior potencial inseticida
apos 72 horas de tratamento, na concentracdo de 0,2 mg/mL (Eficacia de 81,67 * 2,89%)
seguida da concentracdo de 0,40 mg/mL (Eficacia de 61,67 + 5,77%), ndo havendo diferencas
significativas entre ambas as concentracGes neste tempo. Para o extrato ciclo-hexanico o
maior potencial inseticida é observado ap6s 72 horas de tratamento, na concentracdo de 0,1
mg/mL (Eficacia de 78,33 + 7,64%), sequida da concentracdo de 0,05 mg/mL (Eficacia de
46,67 £ 2,89), ndo havendo diferencas significativas entre ambas as concentracfes neste
tempo. Para o extrato etandlico a maior eficacia é observada apds 72 horas de tratamento, na
concentracdo de 0,1 mg/mL (Eficacia de 53,33 + 10,41%), seguida da concentracdo de 0,05
mg/mL (Eficacia 50,00 £ 8,66%), neste caso sdo as eficacias sdo estatisticamente diferentes
entre si. Comparando os trés extratos de partes de aéreas de M. charantia na concentracdo
0,05 mg/mL, o melhor extrato foi o etandlico as 72 horas de tratamento (Eficacia 50,00 +
8,66%). Para a concentracdo de 0,1 mg/mL o melhor extrato foi o ciclo-hexanico as 72 horas
de tratamento (Eficacia 78,33 + 7,64%). Para a concentracdo de 0,2 mg/mL o melhor extrato
foi 0 hidroalcodlico as 72 horas de tratamento (Eficacia 81,67 £ 2,89%) e para a concentracao

de 0,4 mg/mL o melhor extrato foi o hidroalcodlico as 72 horas de tratamento (Eficacia 61,67
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+ 5,77%). Dentre todos 0s extratos de partes aéreas de M. charantia testados, o hidroalcodlico
na concentracdo de 0,2 mg/mL foi o mais efetivo, seguido do ciclo-hexanico na concentracao
de 01, mg/mL.

Tabela 2: Percentual

concentrac@es de extratos de partes aéreas de Momordica charantia.

de mortalidade de Lutzomyia longipalpis submetidos a

Mortalidade em %

Extratos Controles
hidroalcodlico  Ciclo-hexanico Etandlico Agua Tween 80 alfa-
cipermetrina
1h 1,67 +2,89% 6,67 +7,64 8,33 +2,89™ 0,00 +0,00° 1,12 +1,92™ 25,56 +6,94%
2h 5,00 +5,00% 8,34 +7,64% 11,67 +2,89" 0,00 0,000 1,12 +1,92°° 32,22 9,62
4h 10,00 +0,00% 8,34 +7,64% 16,67 +2,89" 0,00 +0,00°  1,12+1,92°° 44 44 +7 704
Concentragdo ~ 16h 10,00 £0,00° 11,67 45,77 16,67 +2,89°° 2,2341,92°  1,1241,92% 80,00 +3,33"
0,05 mg/mL 24h 13,33 +2,89° 16,67 +7,56® 18,33 +2,89"° 3,34 43,33  223+1,92% 84,44 +1,92°*
36h 25,00 +0,00"° 25,00 +0,00° 43,33 +10,41%® 3,34+333° 556 +385° 92,22 +1,92*
72h 4333 +7,64%° 46,67 +2,89%° 50,00 +8,66% 3,34+333° 1389 +347¢ 95,56 +3,85*
CV (%) 25,41
1h 1,67 +2,89 10,00 +0,00%® 6,67 +2,89% 0,00 +0,00° 1,12 +1,92™ 25,56 +6,94%
2h 3,34 +2,89° 10,00 +0,00°® 6,67 +2,89%® 0,00 £0,00¢ 1,12 +1,92"C 32,22 9,62
4h 5,00 +0,00°° 10,00 +0,00® 10,00 +5,00%® 0,00 £0,00¢  1,12+1,92°¢ 44 44 +7 704
Concentragdo  16h 8,33 +2,89° 18,33 2,89 ® 11,67 +7,64°® 2,23 41,92°  1,12+1,92° 80,00 +3,33"
0,1 mg/mL 24h 10,00 £0,00°° 21,67 +2,89" 13,33 #5,77° 3,34 4333  223+1,92% 84,44 +1,92°*
36h 31,67 +7,64 71,67 +2,89% 31,67 +2,89" 3,34+333° 556 +385° 92,22 +1,92*
72h 55,00 +5,00% 78,33 +7,64%° 53,33 +10,41° 3,34 +3,33%F 13,89 +3 47 95,56 +3,85*
CV (%) 22,58
1h 11,67 +2,89%® 1,67 +2,89% 6,67 +2,89% 0,00 £0,00¢ 1,12 +1,92° 25,56 6,94
2h  13,33+2,89%® 3,34 +2,89% 6,67 +2,89° 0,00 +0,00°¢ 1,12 +1,92 32,22 +9,62%
4h 16,67 +2,89%® 5,00 +0,00% 6,67 +2,89° 0,00 £0,00°°  1,12+1,92"C 44,44 7,70
Concentragdo ~ 16h 20,00 £5,00® 13,33 +2,89%® 6,67 +2,89° 2,23+1,92°°  1,12+1,92 80,00 +3,33"
0,2 mg/mL 24h 20,00 +5,00® 18,33 +5,77"® 8,33 +2,89° 3,34 43,33 223+1,92% 84,44 +1,92°
36h 45,00 +8,66™ 25,00 +5,00°° 16,67 +7,64°° 3,34 43,33 556 +3,85% 92,22 +1,92*
72h 81,67 +2,89%° 35,00 +5,00%° 28,33 +7,64% 3,34 +3,33% 13,89 +347° 95,56 +3,85*
CV (%) 24,02
1h 11,67 +2,89%® 1,67 +2,89 1,67 +2,89 0,00 +0,00¢ 1,12 +1,92° 25,56 +6,94%
2h 13,33 4577%® 3,34 +2,89° 1,67 +2,89° 0,00 +0,00° 1,12 +1,92 32,22 +9,62%
4h  13,33+577® 5,00 +5,00° 1,67 2,89 0,00 £0,00°  1,12+1,92 44,44 7,70
Concentragdo ~ 16h 30,00 +5,00® 13,33 £7,64° 1,67 +2,89%° 223+1,92°  1,1241,92% 80,00 +3,33™
0,4 mg/mL 24h  31,67+7,64® 15,00 +10,00"° 6,67 £2,89° 3,34 43,33  223+1,92% 84,44 +1,92°*
36h  46,67+7,64™ 2167 11,55 26,67 +2,89" 3,34+333° 556 +385°° 92,22 +1,92*
72h 61,67 +5,77% 26,67 +11,55®° 46,67 +5,77°° 3,34 +3,33F 1389 +3 47 95,56 +3,85*
CV (%) 24,59

-Médias seguidas do desvio padrao.

-Letras minusculas como expoente quando diferem na mesma coluna indica diferenga significativa.
-Letras mailsculas como expoente quando diferem na mesma linha indica diferenca significativa.
-Teste “Scott-Knott™ ndo diferem entre si em nivel de 5% de significancia.

-CV- Coeficiente de variacao

Em relacdo aos resultados do bioensaio com extratos de frutos de M. charantia
(Tabela 3), no presente estudo, o hidroalcodlico atinge maior eficacia ap6s 72 horas de
tratamento, na concentracao de 0,4 mg/mL (Eficacia de 53,33 £ 11,55%), sendo que todas as
demais concentracdes deste extrato apresentaram efetividade inferior a 50%. Para o extrato
ciclo-hexanico a maior eficicia é observada ap0s 72 horas de tratamento, na concentracéo de
0,4 mg/mL (Eficécia de 76,67 + 5,77%), seguida da concentragdo de 0,1 mg/mL (Eficacia de

63,33 + 11,55), ndo havendo diferencas significativas entre ambas as concentragdes neste
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tempo. Para o extrato etandlico a maior eficacia é observada apds 72 horas de tratamento, na
concentracdo de 0,05 mg/mL (Eficacia de 50,00 *+ 8,66%), sendo que todas as demais

concentracdes deste extrato apresentaram efetividade inferior a 50%.

Tabela 3: Percentual de mortalidade de Lutzomyia longipalpis submetidos a

concentracOes de extratos de frutos de Momordica charantia.

Mortalidade em %

Extratos Controles
Hidroalcodlico  Ciclo-hexanico  Etandlico Agua Tween 80 alfa-cipermetrina
1h  1,67+2,89™ 1,67 +2,89% 1,67 +2,89% 0,00 +0,00® 1,12 +1,92% 25,56 +6,94%
2h 1,67 +2,89% 1,67 +2,89® 1,67 +2,89%® 0,00 0,00 1,12 +1,92"® 32,22 9,62
4h 1,67 +2,89" 1,67 +2,89® 3,34 +2,89%® 0,00 0,00  1,12+1,92%8 44 44 +7 70
Concentragdo  16h 3,34 2,89 3,34 +2,89%° 16,67 +7,64° 2,23+1,92°°  1,12+1,92 80,00 +3,33"
0,05 mg/mL 24h 8,33 +2,89" 8,33 +2,89° 23,33 +14,43® 3,34 +333C  223+1,92° 84,44 +1,92°*
36h 20,00 +8,66™ 30,00 +8,66 36,67 +12,58" 3,34+333° 556 +385" 92,22 +1,92*
72h 25,00 +10,00°  43,33+10,41®® 50,00 +8,66°® 3,34 +3,33F 13,89 +347° 95,56 +3,85*
CV (%) 25,41
1h  0,00+0,00® 5,00 +5,00%® 0,00 +0,00® 0,00 +0,00® 1,12 +1,92"™® 25,56 +6,94%
2h 0,00 +0,00%® 5,00 +5,00® 0,00 +0,00® 0,00 +0,00%® 1,12 +1,92" 32,22 9,62
4h 0,00 +0,00%® 5,00 +5,00® 1,67 +2,89%® 0,00 +0,00%® 1,12+1,92%8 44 44 +7 70
Concentragdo ~ 16h 0,00 0,00 11,67 £7,64° 5,00 +5,00° 22341,92°  1,1241,92™ 80,00 +3,33"
0,1 mg/mL 24h 0,00 +0,00° 15,00 +8,66® 5,00 +5,00° 3,34 +3,33%¢ 2,23+1,92"° 84,44 +1,92°*
36h 10,00 +0,00° 31,67 +£10,41°® 15,00 +5,00° 3,34+333° 556 +385 92,22 +1,92*
72h 18,33 45,77 63,33 +11,55® 33,33 +7,64° 3,34 +333F 13,89 +347® 95,56 +3,85*
CV (%) 22,58
1h  3,34+577™ 0,00 +0,00%® 0,00 +0,00® 0,00 +0,00® 1,12 +1,92™® 25,56 +6,94%
2h  3,34+577%® 0,00 +0,00%® 0,00 +0,00°® 0,00 +0,00® 1,12 +1,92"® 32,22 +9,62%
4h 3,34 4577 0,00 +0,00%® 1,67 +2,89°%® 0,00 +0,00%® 1,12+1,92%8 44,44 +7 70
Concentragdo  16h 3,34 577" 5,00 5,00 3,34 £5,77°® 2234192  1,12+1,92"™® 80,00 +3,33"
0,2 mg/mL 24h 5,00 +5,00™ 6,67 +5,77°® 3,34 5,77 3,34 +3,33%® 2,23+1,92%® 84,44 +1,92°
36h 10,00 +10,00° 18,33 +7,64™ 16,67 +2,89" 3,34+333C  556+385" 92,22 +1,92*
72h 21,67 +10,4%° 40,00 +5,00% 26,67 +5,77% 3,34 +333F 13,89 +3,47® 95,56 +3,85*
CV (%) 24,02
1h 10,00 +8,66 3,34 +2,89%® 0,00 +0,00® 0,00 +0,00%® 1,12 #1,92™ 25,56 +6,94%
2h 10,00 +8,66° 3,34 +2,89%® 0,00 +0,00%® 0,00 +0,00® 1,12 +1,92%® 32,22 +9,62%
4h 10,00 +8,66° 5,00 +5,00%® 1,67 +2,89%® 0,00 +0,00®  1,12+1,92"8 44,44 +7,70°%
Concentragdo ~ 16h 11,67 7,64 11,67 £5,77°® 3,34 +2,89% 2,23 £1,92°¢ 1,12+1,92° 80,00 +3,33"
0,4 mg/mL 24h  13,33+7,64® 16,67 +7,64® 11,67 +7,64°® 3,34 +3,33¢ 2,23+1,92 84,44 +1,92°
36h 40,00 +5,00° 55,00 +5,00% 21,67 +5,77°° 334333  556+385% 92,22 +1,92*
72h 53,33 #1155 76,67 +5,77% 41,67 +2,89° 3,34 +333F 13,89 +3 47 95,56 +3,85*
CV (%) 24,59

-Médias seguidas do desvio padrao.

-Letras minusculas como expoente quando diferem na mesma coluna indica diferenga significativa.
-Letras mailsculas como expoente quando diferem na mesma linha indica diferenca significativa.
-Teste “Scott-Knott™ ndo diferem entre si em nivel de 5% de significancia.

-CV- Coeficiente de variacao

Comparando os trés extratos de frutos de M. charantia na concentracdo 0,05 mg/mL, o
melhor extrato foi 0 etandlico as 72 horas de tratamento (Eficacia 50,00 + 8,66%), conforme
evidenciado na tabela 2. O extrato ciclo-hexanico apresentou maior efetividade nas
concentragdes de 0,1 mg/mL (Eficacia 63,33 + 11,55%), 0,2 mg/mL (Eficacia 40,00 +
5,00%), e 0,4 mg/mL (Eficacia 76,67 + 5,77%), as 72 horas de tratamento, sendo 0 mais
efetivo no controle de Lu. longipalpis, em comparagdo com os demais extratos dos frutos de

M. charantia.



55

Comparando o potencial inseticida dos entre extratos de partes aéreas e frutos
(Figura 18), os extratos mais efetivos foram os de partes aéreas. Analisando os tempos de
exposicao dos insetos aos controles negativos, dgua e Tween 80. Para 0s controles negativos
ndo foram observadas variacbes na eficacia adulticida em relacdo a todos os tempos
avaliados. Esses dados demonstram que o TWEEN 80 néo interferiu nos resultados dos
bioensaios, atingindo a eficacia maxima de 13,89 + 3,47%, ap0s 72 horas de tratamento. Estes
dados corroboram com outros estudos, onde o uso do TWEEN 80 ndo interferiu nos
resultados dos experimentos (BRAGA et al., 2007; SALLET et al., 2007; PEREIRA et al.,
2010; ALVES et al., 2011).

Figura 18: Mortalidade de Lutzomyia longipalpis submetidos a extratos de Momordica

charantia em diferentes concentragdes ao longo dos tempos de observacao.
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Alguns estudos avaliam o potencial inseticida de plantas sobre Lu. longipalpis, 0s

extratos aquosos do caule de Derris amazonica foram testados em adultos apresentou
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mortalidade de 100% em fémeas, na concentracio de 250 g -, ap6s 72 horas de exposicdo
dos insetos a D. amazonica (LUITGARDS-MOURA et al., 2002). Nos testes com extrato
hidroalcodlico de Protium heptaphyllum sobre adultos de Lu. longipalpis a taxa de
mortalidade dos insetos foi de 81% e 83% ap0ds 72 h, em concentra¢des de 0,1 e 0,25 mg/mL,
respectivamente (SINCURA et al., 2017). A avaliagdo do hidroalcodlico de Monticalia
greenmaniana (Asteraceae) em fémeas de Lutzomyia migonei apresentou atividade adulticida,
com mortalidade de 95, 80 e 20% durante a exposi¢do de 1h as concentra¢des de 10 mg/mL, 1
mg/mL e 0,1 mg/mL, respectivamente, apresentou 100% de mortalidade 24h apds a exposicao
para todas as concentracOes testadas (IRERI et al., 2010). Estes valores sdo superiores aos
encontradas no presente estudo para os extratos de M. charantia. No trabalho de Ireri et al.
(2010) o extrato metandlico de Monticalia greenmaniana (Asteraceae) aplicado sob fémeas
de Lutzomyia migonei apresentou potencial de adulticida com mortalidade de 95 e 90% ap0s 1
hora de exposicao a concentragdes de 1 mg/mL e 0,1 mg/mL, respectivamente, aumentando a
efetividade ao longo do tempo, apresentando 100% de mortalidade 24 horas de tratamento.
Estes valores s@o superiores aos encontradas no presente estudo para o0s extratos etanolicos de
M. charantia no presente estudo.

Na literatura ndo foram encontrados registro de investigacdo da atividade
inseticida da M. charantia sobre Lu. longipalpis, entretanto, ha estudos comprovando o efeito
inseticida de extratos da planta sobre insetos-praga da agricultura. Entre esses efeitos esta a
reducdo da viabilidade larval e do peso de pupa e inibicdo da postura na fase adulta da lagarta-
do-cartucho (Spodoptera frugiperda) submetida a tratamento com extrato de folhas e ramos
de M. charantia (SANTIAGO et al., 2008). A eficacia inseticida do extrato bruto do caule de
M. charantia também mostrou atividade sob ninfas da mosca branca (Bemisia tabaci),
provocando mortalidade superior a 50% da populacdo testada (JESUS et al., 2013). M.
charantia provocou a mortalidade de 90% na mortalidade do pulgdo da couve (Brevicoryne

brassicae), apds 24 horas da aplicacdo (LIMA et al., 2017).
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6. CONCLUSOES

Alcaldides, cumarinas, saponinas e esteroides e ou/ triterpenos estdo entre 0s
metabdlitos constituintes de partes aéreas e frutos de M. charantia. A analise das
propriedades destes metabolitos indica que os mesmos podem estar envolvidos na atividade
inseticida de M. charantia sobre Lu. longipalpis.

A populacdo selvagem de Lu. longipalpis testada nesse estudo foi sensivel foi a alfa-
cipermetrina, bem como todos os extratos de M. charantia avaliados mostraram alguma
atividade inseticida sobre Lu. longipalpis, dentre estes, o extrato mais eficiente foi o
hidroalcodlico de partes aéreas.

Tendo em vista os resultados obtidos na presente trabalho e o conhecimento
acerca da toxicidade dos inseticidas para o controle da LV, bem como os fatores de resisténcia
desses insetos aos inseticidas usuais, os extratos de M. charantia podem ser potenciais
prototipos para o desenvolvimento de futuros inseticidas botanicos. Nesse sentido, esse
trabalho impulsiona a continuidade dessa investigacao, sendo necessarios novos experimentos
que venham elucidar o potencial dos metabdlitos secundéarios da M. charantia, com respectivo
isolamento de compostos que apresentem propriedades inseticidas sob Lu. longipalpis, e

assim poder contribuir como uma alternativa ao controle da leishmaniose visceral.
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