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RESUMO

Os bioensaios foram conduzidos a fim de avaliar a atividade biocida do extrato de semen-
tes de Annona coriacea sobre ovos e ninfas recém-eclodidas do vetor Rhodnius neglectus
através de dois métodos de aplicagédo, tdpica e de contato. Foram avaliadas as concen-
tragcdes de 25, 50, 100 e 200 mg/ml de extrato/solu¢éo juntamente com o controle agua
em DMSO (2%). O delineamento utilizado foi inteiramente casualizado com quatro repe-
ticdes, sendo selecionados 10 ovos com 1 dia de idade para cada repeticdo. No método
de aplicagao topica, os ovos foram tratados apds serem distribuidos sobre as placas de
Petri forradas com papel filtro, enquanto que, no método de aplicagdo de contato, o papel
filtro foi tratado 60 minutos antes de receber os ovos. O extrato de A. coriacea inibiu a
ecloséo dos ovos em até 90% por meio da aplicagéo topica. No método de contato, ocor-
reu mortalidade de até 96,6% de ninfas eclodidas na maior concentragao, possivelmente
apoés o contato com o residuo do extrato no papel impregnado. Sendo assim, conclui-se
que o extrato de A. coriacea apresentou atividade biocida sobre ovos e ninfas de primeiro
estadio de R. neglectus, sendo o método de aplicacéo topica eficiente para inibir a eclo-
s&o dos ovos e o método de contato suficiente para impedir o desenvolvimento das ninfas
eclodidas.

Palavras-chave: acéo biocida, extrato vegetal, triatomineos.

ABSTRACT

The bioassays were conducted to assess the biocidal activity of Annona coriacea seed ex-
tract on eggs and newly hatched nymphs of the vector Rhodnius neglectus two application
methods, topical and contact. We evaluated the 25, 50, 100 and 200 mg/ml concentrations
of extract/solution with the water control in DMSO (2%). The design was completely rando-
mized with four replications, using 10 eggs with 1 day of age for each repetition. In the to-
pical application method the eggs were treated after they were distributed on Petri dishes
with filter paper, while in the contact application method the filter paper was treated 60
minutes before receiving eggs. The Annona coriacea extract inhibited the hatching of eggs
up to 90% through the method of topical application. In the contact method up to 96.6% of
nymphs died at the highest concentration, possibly after the contact with the impregnated
paper extract residue. Thus, our conclusion is that the A. coriacea extract showed biocidal
activity on eggs and R. neglectus first stage nymphs; the method of topical application was
effective in inhibiting the eggs hatch and the contact method was sufficient to prevent the
development of nymphs.

Key words: biocidal action, plant extract, triatomines.
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Introducao

Inicialmente, os recursos aplicados
no controle dos triatomineos vetores
da doenga de Chagas eram aqueles
disponibilizados pelo programa de
combate a malaria, tendo como re-
curso-chave o uso de inseticidas or-
ganoclorados como o DDT ¢ o BHC
(Dias, 2000).

Atualmente, a metodologia de con-
trole vetorial da doenca de Chagas
no Brasil prioriza a borrifacdo das
unidades domiciliares infestadas,
mas este controle ¢ dificultado pela
capacidade de reinfestacdo das casas
pelos triatomineos (Diotaiuti et al.,
2000).

Dias (1958) indicou que a reinfes-
tacdo dos locais tratados poderia
acontecer a partir de ovos oriundos
da geragdo que recebeu o tratamen-
to inseticida, sendo os ovos mais re-
sistentes a tais produtos. Freitas et
al. (1960) ja demonstravam, em sua
pesquisa, o problema gerado pelo uso
excessivo de inseticidas, apontando
grande dificuldade no controle de
ovos de triatomineos quando expos-
tos a acdo de quimicos como o BHC,
o Dieldrin e o Rhodiatox.

Diante dos problemas gerados pelo uso
indiscriminado dos inseticidas, como
a contaminagdo do meio ambiente, as
possiveis intoxica¢cdes humanas e a
selecdo de individuos resistentes (Cal-
das et al., 2000), ¢ indispensavel o es-
tudo de novas alternativas para o con-
trole dos vetores da doenga de Chagas.
Extratos vegetais que apresentam ativi-
dade biocida tém sido uma importan-
te alternativa para o controle vetorial,
apontando vantagens como o menor
desenvolvimento de insetos resistentes
e a menor toxicidade a populacdo
(Valladares et al., 1999; Costa et al.,
2004).

A familia Annonaceae ¢ um exemplo
de planta do Cerrado Central que esta
sendo pesquisada devido a presenga
de uma nova classe de substancias
naturais bioativas, destacando-se o
género Annona Linnaeus 1753, que
compreende cerca de 120 espécies
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(Costa et al., 2006). Investigacdes
quimicas ¢ farmacoldgicas destas
espécies tém indicado a presenca de
importantes compostos bioativos,
revelando a presenca de alcaldides,
acetogeninas de anonaceas e limo-
noéides, com comprovada agdo inseti-
cida sobre vetores de doengas (Alali
et al., 1999; Boaventura, 2003; Nas-
cimento et al., 2006).

Assim, em virtude da importancia e
das limitagdes para o controle veto-
rial na Satde Publica, essa pesquisa
teve como objetivo verificar a ati-
vidade biocida do extrato de An-
nona coriacea sobre ovos e ninfas
recém-eclodidas do vetor da doenga
de Chagas Rhodnius neglectus, sob
dois métodos de aplicagdo, topica e
de contato.

Material e Métodos

Coleta dos frutos
de anonacea e local
de preparacgao do extrato

A coleta dos frutos foi realizada em area
de cerrado stricto sensu na Fazenda Trés
Rios, localizada no municipio de Nova
Marilandia/MT (14° 23’ S e 57° 42° W).
O processo de preparagio do extrato foi
realizado nos Laboratdrios de Entomo-
logia e Quimica Geral da Universidade
do Estado de Mato Grosso (UNEMAT),
Campus de Tangara da Serra.

Preparo dos extratos

As sementes foram dessecadas em es-
tufa com circulagdo de ar a 40°C por 72
horas. Apds esse periodo, as sementes
foram trituradas, em moinho tipo faca,
até a obtengdo de um pd. Os extratos de
sementes de A. coriacea foram obtidos
através da adi¢@o de 500 g do po da se-
mente com 1.500 ml de solvente, sendo
utilizado o solvente etanol no preparo do
extrato bruto das sementes. As suspen-
soes foram filtradas em funil Biichner. O
solvente foi evaporado em rotavapor até
adquirir a estabilidade da massa, obten-
do o extrato bruto etanolico com rendi-
mento final equivalente a 30 g.
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Procedéncia dos insetos e
local de desenvolvimento dos
bioensaios

Os insetos R. neglectus obtidos para
o inicio da colonia foram doados
pelo Laboratério de Triatomineos e
Epidemiologia da Doenga de Chagas
(LATEC), Centro de Pesquisas René
Rachou (CpgRR)/Fundagdo Oswaldo
Cruz (FIOCRUZ), Belo Horizonte-
MG. A cria¢do e o desenvolvimento
dos bioensaios foram conduzidos no
Laboratorio de Interagdo Inseto/Plan-
ta, no Centro de Limnologia, Biodi-
versidade e Etnobiologia do Pantanal
(CELBE), da Universidade do Estado
de Mato Grosso, UNEMAT, Campus
de Céceres.

Criacao do vetor

Os insetos foram acondicionados em
frascos transparentes de polietileno,
devidamente identificados, com a
abertura vedada com tecido de algo-
ddo fino, com fundo recoberto com
folhas de papel filtro para a retengdo
da umidade produzida pelas fezes e
urina. A cria¢do foi mantida em es-
tufa tipo B.O.D., com temperatura
de 28+1°C, 60 a 70% UR e fotoperi-
odo de 12 horas conforme Schmeda-
Hirschmann e Arias de Rojas (1992).
A alimenta¢o foi oferecida semanal-
mente por um periodo de 30 minutos,
utilizando galinhas (Gallus galus) i-
mobilizadas com o auxilio de uma
placa de madeira.

Bioensaios

Foram conduzidos conforme a me-
todologia de Rodrigues et al. (2002)
e Ferrero et al. (2006), com algumas
adequacdes. Placas de Petri com 11,5
cm de didmetro ¢ 0,5 cm de altura
foram utilizadas. Como solubilizante
utilizou-se DMSO (Dimetilsulfoxido)
a 2% e agua. As concentracdes testa-
das foram 25, 50, 100 e 200 mg/ml e
o controle (DMSO em agua), as quais
apresentavam um aspecto oleoso.
Os bioensaios foram realizados em



Efeito biocida de Annona coriacea Mart 1841 sobre ovos e ninfas do vetor Rhodnius neglectus Lent 1954

quatro repetigdes e mantidos em am-
biente controlado com temperatura de
28+1°C, 60 a 70% UR e fotoperiodo
de 12 horas. A avaliagdo da eclosdo
dos ovos foi efetuada diariamente por
um periodo de 30 dias.

Método de aplicacao tépica

Foi realizado um delineamento in-
teiramente casualizado, com 10 ovos
com | dia de idade para cada repeti-
¢do. As placas de Petri foram devi-
damente forradas com papel filtro e,
apos a distribuicdo dos ovos, borrifa-
das com 1 ml de cada concentragdo
(Rodrigues et al., 2002). Apds a bor-
rifag@o as placas foram fechadas com
uma tampa de algodao fino e vedadas
com fita adesiva para a evaporacdo do
extrato. Os ovos foram mantidos du-
rante todo o periodo de teste na placa
inicial do bioensaio.

Método de aplicacdo de contato

Foi utilizada a mesma metodologia
do método de aplica¢do tdpica; no
entanto, as placas de Petri foram for-
radas e borrifadas com 1 ml de cada
concentracdo e apds 60 minutos de
secagem, os ovos foram distribuidos
no interior das placas (Rodrigues et
al., 2002; Ferrero et al., 2006). Assim
como no bioensaio anterior, 0s 0vVos
ficaram em contato com o papel im-
pregnado até o final do teste, 30 dias.

Avaliagéo da mortalidade dos
periodos embrionario e pds-
embrionario

No decorrer dos bioensaios, 0s ovos
eram classificados como ovos ndo
eclodidos e ovos eclodidos. As ninfas
recém-eclodidas foram classificadas
como: (a) ninfa consegue emergir,
mas ndo sobrevive até o final dos
bioensaios, 30 dias; (b) ninfa sobre-
vivente ao teste, quando sobrevive até
o término do teste.

A ninfa recém-eclodida permanecia
na placa de Petri tratada até o mo-
mento da leitura seguinte, que ocorria

todos os dias no mesmo horario du-
rante os bioensaios e, se ainda viva,
era transferida para outra placa forra-
da com o mesmo tipo de papel, porém
livre de qualquer tratamento. As nin-
fas eram observadas a cada 24 horas.
Apbs cinco dias de permanéncia com
vida, era oferecido o primeiro repas-
to sanguineo, realizado semanalmen-
te durante 30 minutos (Rodrigues et
al., 2002).

Analise estatistica

Os resultados foram submetidos a
analise de covariancia (ANCOVA),
através da Distribui¢do de Poisson
com corre¢do de sobredispersdo,
visto que os dados sdo de contagem.
Para a analise dos ovos nao eclodi-
dos em fun¢do das concentragdes
do extrato, a variavel resposta foi o
numero de ovos ndo eclodidos e as
variaveis exploratdrias, método de
aplicagdo (x1), concentragdo do ex-
trato (x2) e interag@o (x1:x2).

A avaliacdo da mortalidade das
ninfas recém-eclodidas apos en-
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Numero de ovos néo eclodidos

trarem em contato com os residuos
do extrato foi realizada por meio de
ANCOVA, através da Distribuicao
Binomial com corre¢do de sobredis-
persdo, visto que o nimero de ninfas
sobreviventes foi diferente para cada
tratamento. A variavel resposta foi a
propor¢do de ninfas mortas e as va-
riaveis exploratorias, método de apli-
cacdo (x1) e concentragdes do extrato
(x2). As médias foram comparadas
pelo teste de Tukey (p<0,05), utili-
zando-se o programa R version 2.9.0.

Resultados
Periodo embrionario

O ntmero de ovos ndo eclodidos nos
dois métodos de aplicagdo apresentou
diferengas estatisticas aos efeitos das
diferentes concentrag¢des do extrato de
A. coriacea (p= 0,003, GL=1, 39) e
dos métodos de aplicagdo (p= 0,001,
GL=1, 39) (Figura 1).

As concentragdes de 100 e 200 mg/
ml apresentaram a¢do ovicida atra-
vés do método da aplicagdo topica. A

— contato ’
° ---- tépica d o

0 50

100 150 200

Concentragdes do extrato de Annona coriacea

Figura 1. Numero de ovos ndo eclodidos de Rhodnius neglectus quando submetidos a
dois métodos de aplicagéo, tépico e de contato, em fungéo das diferentes concentragdes
do extrato de Annona coriacea (mg/ml) (métodos de aplicagéo p= 0,001; concentra¢des

p= 0,003, GL= 39).

Figure 1. Number of Rhodnius neglectus unhatched eggs when subjected to two applica-
tion methods, topic and by contact, depending on different concentrations of the Annona
coriacea extract (mg / ml) (applying methods p=0.001; concentrations p = 0.003, df = 39).
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Tabela 1. Comparagédo entre as médias do numero de ovos ndo eclodidos de Rhodnius
neglectus nos dois métodos de aplicagdo, topica e de contato, em diferentes concen-
tragdes do extrato de Annona coriacea (total de ovos/concentracéo = 40).

Table 1. Comparison between the average of the Rhodnius neglectus unhatched eggs
number in both application methods, topical and by contact in different concentrations of
the Annona coriacea extract (total eggs / concentration = 40).

Concentragao Ovos nao eclodidos (n)
Métodos de aplicagao
mg/ml
Tépica Contato
Controle 1a 1a
25 8b 6b
50 20 bc 4b
100 30cd 17¢c
200 36d 10d

Nota: Valores seguidos da mesma letra na coluna ndo apresentam diferencga significativa entre si ao

nivel de 5% de probabilidade, Teste de Tukey.

concentragdo de 200 mg/ml apresen-
tou diferengas significativas entre as
médias de ovos ndo eclodidos com as
concentragdes de 25 e 50 mg/ml, en-
quanto que a concentragdo de 100 mg/
ml diferiu estatisticamente apenas de
25 mg/ml e 50 mg/ml (Tabela 1).

No bioensaio de aplicagdo de contato,
a concentragcdo de 200 mg/ml diferiu
estatisticamente das concentragdes de
25,50, 100 mg/ml em rela¢do aos nu-
meros de ovos ndo eclodidos, enquan-
to as concentragdes de 100 e de 200
mg/ml diferiram de todas as outras. A
concentrag@o de 50 mg/ml foi estatis-
ticamente semelhante a 25 mg/ml, e
ambas diferiram do controle (Tabela
1). Portanto, as duas maiores concen-
tragdes apresentaram os melhores re-
sultados de inibig¢do de eclosdo. Mes-
mo assim, esse efeito ndo interrompeu
completamente o desenvolvimento do
embrido como no método de aplica-
¢do tdpica, visto que neste método a
inibi¢ao foi maior (Tabela 1).

Periodo pos-
embrionario

Ao analisar o periodo poés-embrio-
nario, observa-se que a propor¢do de
ninfas mortas nos dois métodos de
aplicagdo ndo apresentou diferencgas
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significativas em fun¢@o das concen-
tragdes (p= 0,220, GL= 1, 39) e ndo
ocorreu interacdo entre as variaveis
concentragdes e métodos de aplicacdo
(p=0,214, GL= 1, 39).

Quando avaliada a propor¢do de nin-
fas mortas em fungdo dos métodos de
aplicacdo do extrato sobre os ovos,
nota-se que houve diferenca entre eles
(p=0,034, GL=1, 39) (Figura 2). Este
efeito possivelmente ocorreu devido
a diferenca existente entre as concen-
tragdes de 25 mg/ml nos dois métodos
(Tabela 2). Na Figura 2, observa-se
que a proporcdo de ninfas mortas ao
final dos experimentos apresentou
maior relevancia quando aplicado o
extrato de A. coriacea por meio do
método de contato.

A mortalidade de ninfas recém-eclo-
didas no método de aplicacdo topica
foi de 85, 90 e 100% para as concen-
tragdes de 50, 100 e 200 mg/ml, res-
pectivamente (Tabela 2). Entretanto,
no método de contato, a mortalidade
foi de 91,6%, 95,6% ¢ 96,6% para as
mesmas concentragdes (Tabela 2).
Vale ressaltar que em ambos os méto-
dos de aplicacgdo, em todas as concen-
tragdes, as ninfas eclodidas ndo con-
seguiram realizar o primeiro repasto
sanguineo oferecido semanalmente
durante os 30 dias de observagao.
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Discussao

Na presente pesquisa, foi observado
que a agdo de interromper o desenvol-
vimento do embrido ainda no interior
do ovo foi visivelmente mais efetiva
quando a aplicagdo do inseticida foi
diretamente sobre o exocorion, ou
seja, no método de aplicagdo topica,
assim como constatado por Rodrigues
et al. (2002) na avaliagdo com dife-
rentes piretroides sobre Panstrongylus
megistus Burmeister 1835 e Triatoma
sordida Stal 1859. Portanto, os resul-
tados com 4. coriacea sobre 0s ovos
de R. neglectus sugerem ser a aplica-
¢do topica a melhor via de acdo para
evitar a eclosdo das ninfas.

O extrato etandlico de 4. coriacea
apresentou resultados positivos, ini-
bindo a eclosdo dos ovos de R. neglec-
tus em até 90%, por meio do método
de acdo topica. Tal resultado é impor-
tante, visto que se espera a inibi¢do
de no minimo 75% de eclosdo dos
ovos para considerar o produto como
um ovicida efetivo (Picollo ¢ Zerba,
1997).

Laurent et al. (1997) obtiveram 100%
de inibi¢do da eclosdo dos ovos de
Triatoma infestans Klug 1834, por
meio da aplicacdo dos o6leos essen-
ciais das espécies Eryngium sp. L,
Tagetes pusilla Kunth, Tagetes minuta
L, Mentha arvensis L, Minthostachys
andina Brett, Minthostachys mollis
Griseb e Foeniculum vulgare P. Mill.
Parra-Henao et al. (2007) observaram
que o extrato de A. muricata ndo
apresentou a¢do ovicida sobre ovos
de Rhodnius prolixus Stal 1859 ¢
Rhodnius pallescens Barber 1932;
no entanto, registraram a inibi¢do da
eclos@o destes triatomineos em ape-
nas 10% dos ovos com o extrato de
Ricinus communis L. e 25% com o
extrato de Melia azedarach L. 1753.
Valladares et al. (1999) também ndo
obtiveram resultados efetivos para a
inibi¢do da eclosdo com o extrato de
M. azedarach sobre ovos de T. infes-
tans, ou seja, M. azedarach nao pode
ser considerada um ovicida efetivo.
Nota-se também nesta pesquisa que
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Figura 2. Proporgao de ninfas mortas ao final dos 30 dias de observagéo, nos dois méto-
dos de aplicagao, topico e de contato, do extrato de Annona coriacea (mg/ml) sobre ovos

de Rhodnius neglectus (p= 0,034, GL= 1, 39).

Figure 2. Proportion of nymphs killed after 30 days of observation, in both application
methods, topic and by contact, of the Annona coriacea extract (mg / ml) on Rhodnius

neglectus eggs (p = 0.034, df = 1.39).

Tabela 2. Porcentagem de ninfas mortas nos testes com diferentes concentragdes do
extrato de Annona coriacea nos métodos de aplicagéo tdpica e de contato.

Table 2. Percentage of nymphs killed in tests with different concentrations of the Annona
coriacea extract in the application methods of topical and by contact.

Método de aplicagao

Concentragao Método de aplicagao tépica de contato
Ninfas Total de ninfas Ninfas Total de ninfas
mg/mi mortas (%) sobreviventes (n) mortas (%) sobreviventes (n)
Controle 0 39 0 39
25 6,2 32 88,2 33
50 85 19 91,6 31
100 90 14 95,6 23
200 100 5 96,6 30

as ninfas eclodidas, exceto no contro-
le, ndo realizaram o primeiro repasto
sanguineo em ambos os métodos tes-
tados, indicando que o extrato de A.
coriacea causou um possivel efeito
de deterréncia alimentar nas ninfas de
primeiro estadio, contribuindo desta
forma para a mortalidade das mesmas
nos dois métodos de aplicagdo, que
apresentaram o maximo de 10% de
sobreviventes, semelhantes aos obti-

dos por Rodrigues et al. (2002) com
piretroides, em que menos de 10% das
ninfas sobreviveram a ambos os méto-
dos de aplicacdo.

Mesmo apresentando eclosdo com-
pleta dos ovos de R. neglectus, o de-
senvolvimento evolutivo do vetor foi
interrompido quando a ninfa recém-
eclodida entrou em contato com os
possiveis residuos da aplicacdo. Esse
resultado é importante, pois indica que
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o extrato de A. coriacea possui efeito
residual suficiente para impedir a so-
brevivéncia das ninfas. Dias (1965)
obteve essa mesma constatagdo ao
observar o efeito do inseticida BHC
sobre ninfas recém-eclodidas de P.
megistus ¢ T. infestans, concluindo
que estas morrem rapidamente apds o
contato com a superficie tratada, de-
vido a suscetibilidade ao inseticida.
Laurent et al. (1997) avaliaram a
acdo de Baccharis latifolia e Baccha-
ris sp. sobre ninfas recém-eclodidas
de T infestans, com mortalidade de
80 e 60% respectivamente, resulta-
dos estes inferiores aos obtidos com
A. coriacea para a mortalidade de
ninfas, que atingiram 100 e 96,6%
nas aplica¢des tdpica e contato, res-
pectivamente (Tabela 2).

Na presente pesquisa com o extrato
de A. coriacea, a inibigdo da eclosdo
dos ovos, possivelmente se deu pela
penetragdo do extrato pelo opérculo e
pelos orificios dos ovos onde ocorre
permeabilidade, visto que a mortali-
dade do embrido incidiu ainda no seu
interior, conforme explica Dias (1965)
em resultados semelhantes com BHC.
Ressalta-se que, através do efeito de
deterréncia alimentar observado em
todas as ninfas eclodidas nos dois mé-
todos de aplicag@o, o ciclo da doenga
¢ interrompido, ndo havendo infecgdo
nem transmissdo do agente etioldgico,
visto que as ninfas ndo se alimenta-
ram, sendo este um fator imprescindi-
vel para a transmissdo da doenga de
Chagas (Galvao, 2003; Rocha et al.,
2004).

E importante ressaltar que os triatomi-
neos em geral vivem em esconderijos,
como frestas de arvores, madeiras e
pedras, dificultando o acesso do tra-
tamento vetorial, sendo o método de
aplica¢do de contato conveniente para
aqueles insetos que venham a ovipo-
sitar em uma superficie tratada, de
modo que, as ninfas eclodidas entrem
em contato com os residuos do extra-
to, levando-as a morte.

Portanto, considera-se que o extrato
de A. coriacea apresentou efeito ovi-
cida, sendo o método topico o mais
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eficiente para a inibi¢do da eclosdo
dos ovos e 0 método de contato indi-
cado para impedir o desenvolvimento
de ninfas do 1° estadio, em todas as
concentragdes testadas.

Pesquisas a fim de investigar os
compostos ativos que agem sobre o
embrido e as ninfas recém-eclodidas
mostram-se necessarias para o me-
lhor conhecimento da agdo do extrato
de A. coriacea.
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