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RESUMO

O Aedes aegypti L. (Culicidae), importante vetor de doengcas como a Dengue, febre
Chikungunha e virus Zika, apresenta resisténcia a inseticidas sintéticos. Objetiva-se
estudar outros métodos de controle, como substancias quimicas ativas derivadas de
plantas da familia Meliaceae, a qual possui espécies com potencial inseticida
reconhecido pela ciéncia, como a Azadiracta indica e Trichilia pallida. Extrato
etandlico de caules, folhas e 6leo das sementes dessas plantas, coletadas em época
das aguas e da seca, foram testados quanto a atividade inseticida sobre larvas de A.
aegypti. Os bioensaios utilizando extratos etandlicos obtidos de folhas coletadas na
época das &guas, apresentaram producdo maior de azadirachtina. O extrato
etandlico de folhas de A. indica coletados em ambas as épocas nas concentracées
de 1 e 0,5, mg mL™ provocou mortalidade total das larvas. O 6leo dos frutos de A.
indica coletados na época das aguas causou mortalidade total das larvas nas
concentracdes de 1,0 a 0,125 mg mL™. Para os testes com os extratos etanélicos de
caules e folhas de T. pallida a concentracdo de 1,0 mg mL™ foi eficiente em ambos
extratos, causando a mortalidade total das larvas. Nas menores concentracdes (0,5
a 0,0625 mg mL™) houve aumento do ciclo, em relacdo a testemunha. Os estudos
sobre identificacdo dos metabdlitos secundarios foi feitos por Analise de
Espectrofotometria UV/visivel e Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE).
Essas analises confirmam a presenca de compostos fendlicos, flavonoides,
triterpenos, cumarinas e alcaloides para folhas de A. indica e caules e folhas de T.

pallida.

Palavras-chave: plantas inseticidas, controle de insetos vetores, azadirachtina.



ABSTRACT

Aedes aegypti L. (Culicidae), an important vector of diseases such as Dengue, fever
Chikungunha fever and virus Zika, is resistant to synthetic insecticides. The objective
of this study is to study other control methods, such as active chemical substances
derived from plants of the family Meliaceae, which has species with insecticidal
potential recognized by science, such as Azadiracta indica and Trichilia pallida. The
ethanolic extract of stems, leaves and seed oil of these plants were collected during
rain and drought seasons and tested for their insecticidal activity in A. aegypti larvae.
Bioassays using ethanolic extracts obtained from leaves collected during the water
season, presented higher production of azadirachtin. The ethanolic extract of leaves
of A. indica collected in both epochs at concentrations of 1,0 and 0,5 mg mL™ caused
total larval mortality. The oil of the fruits of A. indica collected during the time of the
waters caused total mortality of the larvae in the concentrations of 1,0 to 0,125 mg
mL™. For the tests with ethanolic extracts of T. pallida stems and leaves the
concentration of 1,0 mg mL™* was efficient in both extracts, causing the total mortality
of the larvae and in the lower concentrations (0,5 to 0,0625 mg mL™), there was an
increase in the cycle, in relation to the control. Studies on the identification of
secondary metabolites were analyzed by UV/Visible Spectrophotometry Analysis and
High Performance Liquid Chromatography (HPLC). These analyzes confirm the
presence of phenolic compounds, flavonoids, triterpenes, coumarins and alkaloids for
leaves of A. indica and stems and leaves of T. pallida.

Key words: Insecticidal plants, vector control, azadirachtin



1. INTRODUCAO

A busca de novas formas de controle de insetos vém se destacando, uma vez
que os inseticidas quimicos sintéticos comumente causam danos ambientais e
provocam o surgimento de populacdes de insetos resistentes. O desenvolvimento de
inseticidas de origem vegetal pode ser uma alternativa no controle de insetos que
causam danos a agricultura e aos vetores de doencas que acomentem o homem e
animais domésticos. Estes sdo menos persistentes no ambiente e causam portanto
menores impactos ambientais e em organismos nao alvo.

Algumas espécies de plantas tém demonstrado ter potencial inseticida para o
controle de Aedes aegypti L. (Culicidae), vetor de virus que causam doencas como
Dengue, Febre Chikungunya e Zika virus. Doencas estas que geram problemas
graves e mortalidade no Brasil e no mundo, com controle do vetor nem sempre
eficiente. O panorama epidemiolégico das doencas citadas é grave, em razao do
namero crescente de casos incidentes e prevalentes.

Dentre as familias botanicas com potencial inseticida destaca-se a Meliaceae,
com espécies nativas de uso popular e com estudos cientificos quimicos e de
atividade biolégica como a Trichilia pallida, uma espécie nativa do Cerrado brasileiro.

Além disso, temos ainda o Nim (Azadirachta indica), uma planta de origem
asiatica onde é amplamente utilizada pela populacdo e alvo de estudos quimicos,
medicinais e inseticidas. No Brasil, foi introduzida como ornamental, em 1986, e por
seu uso inseticida foi disseminada em diferentes regides. Em Mato Grosso do Sul é
cultivida em regido de Cerrado para fins de pesquisa, principalmente para obtencao
do oleo de Nim reconhecido como inseticida natural.

As propriedades inseticidas das plantas sdo atribuidas aos seus metabolitos
secundarios, que desempenham papel importante na defesa contra herbivoros. A
producdo destas substéncias esta na dependéncia especialmente das condi¢cbes

edafoclimaticas, do local de cultivo. Portanto, a eficiéncia inseticida é variavel



dependendo da época de coleta do material vegetal e das condicdes em que a
planta foi cultivada.

Dessa forma, buscou-se, por meio desta pesquisa, identificar e quantificar as
classes de metabalitos secundarios do extrato etanolico das folhas e 0leo dos frutos
de A. indica e avaliando o potencial inseticida coletadas nas épocas das aguas (altas
temperaturas e precipitacdo) e da seca (temperatura mais baixa e menor
precipitacdo) por meio de bioensaios sobre A. aegypti. Além disso, buscou-se ainda
investigar os extratos etandlicos das folhas e caules de Trichilia pallida quanto ao

perfil quimico e o efeito inseticida sobre o ciclo biolégico.



2. FUNDAMENTACAO TEORICA

O aumento do numero de casos de Dengue, Febre Chikungunya e Zika virus
no Brasil, doencas de grande impacto sobre os sistemas publico e privado de saude,
transformou o controle dos vetores em um alvo de muitas pesquisas de carater
urgente e sustentavel. Estas doencas se configuram como as principais
enfermidades emergentes e remergentes (HONORIO et al., 2015) que atigem o
Brasil.

Busca-se assim uma alternativa de controle eficiente e com menor
periculosidade ambiental no potencial inseticida de plantas de ocorréncia local e
introduzidas, coletadas em épocas distintas, por meio de ensaios biolégicos sobre o
inseto transmissor, A. aegypti, assim como a analise quantitativa e qualitativa de

seus metabdlitos secundarios.
2.1.Inseticidas Botanicos no controle de insetos

O emprego de alternativas naturais, como os inseticidas botanicos, se deu
como uma possibilidade de controle de insetos a partir do aumento da resisténcia
dos vetores aos produtos sintéticos. Levando em consideracdo que o Brasil tem
ampla biodiversidade da flora e fauna, torna-o um expressivo alvo de pesquisas
cientificas na busca por méleculas com acao inseticida (FUNARI, 2013).

Segundo Isman (2013), pesquisas envolvendo o0s inseticidas de origem
boténica aumentaram significativamente nos udltimos anos, especificamente nos
altimos 30 anos. O autor menciona também que no ano de 1980 havia menos de 2%
de materiais cientificos publicados sobre o assunto, porcentagem que expandiu
substancialmente, ultrapassando 21%, até o presente momento.

Os inseticidas botanicos representam uma classe de substancias elaboradas a
partir de plantas, extratos e Oleos, 0s quais possuem inumeros componentes

quimicos e aplica¢cfes industriais. Nesse sentido, as plantas apresentam uma ampla



variedade de metabdlitos secundéarios que podem ser Uteis no controle de vetores de
doencas (ISMAN, 2008).

Os metabolitos secundarios sdo compostos extremamente Uteis para defesa e
protecdo, especialmente para plantas, susceptiveis as mudancas ambientais.
Algumas das funcbes exercidas pelos metabdlitos secundarios incluem a protecao
contra herbivoros, insetos e infec¢cdo microbiana, atracdo de polinizadores, agentes
alelopaticos, protecao contra raios UV, entre outras (DEWICK, 2009).

Dentre os metabolitos secundarios destacam-se os alcaloides, flavonoides,
cumarinas, taninos, quinonas e 6leos essenciais (CASTRO, 2004). Entretanto, a
producdo destes compostos ocorre em diferentes érgaos e/ou partes das plantas,
como raizes, folhas, flores, frutos, sendo que sua concentracdo nos tecidos também
depende de variados fatores, como temperatura, luminosidade, pluviosidade entre
outros (MACIAS, 2007; BORELLA et al., 2010).

Por serem substancias Uteis para defesa e protecao de plantas, os compostos
secundarios atuam por diferentes mecanismos de ac¢ao, 0s quais sao responsaveis
por provocar efeitos deletérios, levando-se em consideracdo a classe de substancia
secundéaria (EMERY et al.,, 2011). Essas substancias afetam a preferéncia e
comportamento alimentar, taxa de crescimento e desenvolvimento do inseto
(FURSTENBERG-HAGG et al. 2013).

Os Oleos de andiroba, citronela, eucalipto, assim como o extrato de alho,
rotenona e especificamente o nim (A. indica), sdo exemplos de inseticidas botanicos
a base de plantas. Tais exemplos possuem uma ampla série de formulacbes
comercializadas com a finalidade de controlar e/ou eliminar mais de 400 espécies de
vetores e insetos (MUREITHI, 2008; NTALLI; MENKISSOGLU-SPIROUDI, 2011).

2.1.2. Estudos com plantas inseticidas e os efeitos nos insetos

Muitos trabalhos desenvolvidos com extratos de plantas no controle de insetos
pragas agricolas e transmissores de doencas, especificamente com o 6leo essencial
de A. indica (Meliaceae), mostraram acado repelente de A. aegypti, Culex e
Anopheles (TJAHJANI, 2008; SOPHIA, 2009; AARHI, 2010). Dahiya (2016)
comprovou apos a quantificacdo do Oleo das sementes de A. indica, que a
azadiractina sendo o0 seu constituinte principal, inibiu a formagao de microgametas

parasitas de Plasmodium berghei, transmissor da malaria em roedores.



Estudos com extratos de éter de petroleo de Chloroxylon swietnia King e Melia
azedarach A. Juss, ambas pertecentes a familia Meliaceae, foram testadas com
larvas de A. aegypti no 4° instar, observaram maior taxa de mortalidade na
concentracéo de 0,2 pg/ml (SAKTHIVADIVEL, 2008).

Estudos feitos com 6éleos essenciais de tomilho, cravo e cascas de laranjas
(EZEONU, 2001) e substancias quimicas de 6leos essenciais como eugenol, cineol
e citronelal (HUMMELBRUNNER & ISMAN 2001) em testes laboratoriais
observaram a repeléncia contra o A. aegypti.

Cavalcanti et al, (2004), relataram no estudo de 6leos essenciais de nove plantas
diferentes e comuns no Nordeste do Brasil, o efeito inseticida sobre larvas de A.
aegypti, onde os Oleos essenciais mais ativos foram os de Ocimum gratissimun
(Labiadae) (CL50 60 ppm), Ocimum americanum (Labiadae) (CL50 67 ppm), Lippia
sidoides (Verbenaceae) (CL50 63 ppm) e Cymbopogon citratus (Gramineae) (CL50
69 ppm).

De acordo com Coelho et al., (2009), observaram a mortalidade de 90 % das
larvas de A. aegypti na concentracdo de 500 ug mL™ na fracdo de diclorometano das
folnas de Kielmeyera coriacea Mart. (Clusiaceae). Também Dill et al.,, (2012)
verificou que nas concentracdes de 0,05 e 0,1 pg mL™ do extrato bruto de Annona
coriacea (Annonaceae) sobre larvas de A. aegypti a mortalidade larval de 73 e

87,5% no intervalo entre 7 e 24 horas.

2.2 A Producdo de substancias secundarias pelas plantas e a Sazonalidade na

composicao quimica

Um fator essencial a ser considerado em uma pesquisa envolvendo espécies
botanicas sdo as condicdes ambientais no momento da coleta, como o0 solo,
umidade, precipitacdo e temperatura. A sazonalidade repercute diretamente sobre a
biossintese de metabdlitos secundarios nas plantas, que depende da sintese e de
fatores genéticos, fisioldgicos e ambientais (FREITAS, 2004).

O ambiente em que a planta se encontra, pode mudar a rota metabdlica,
motivando a biossintese de diferentes compostos. Dentre estes fatores, podem-se
ressaltar as interacées da planta produtora com o0s demais organismos Vivos
presentes no meio, tais como outras plantas, através da alelopatia; insetos e

microrganismos, por meio de inducdo por estimulos mecéanicos ou ataque de



patbgenos; idade da folha e estddio de desenvolvimento, luminosidade,
pluviosidade, nutricdo, local, época e horéario de coleta, técnicas de colheita e p6s—
colheita e até a poluicdo atmosférica (GOBBO-NETO; LOPES, 2007).

A elevada producdo de metabdlitos secundarios sob altos niveis de radiacéo
solar € elucidada devido ao fato de que as reagfes biossintéticas sdo dependentes
de suprimentos de esqueletos carbdnicos, realizados por processos fotossintéticos e
de compostos energéticos que participam da regulacdo dessas reacbes (TAIZ;
ZEIGER, 2004).

Tal fator é condicionante para as pesquisas cientificas cujo objetivo é
determinar as caracteristicas quimicas de diferentes espécies botanicas, fator
significativamente estudado por Gobbo-Neto; Lopes (2007). Os autores enfatizam
em suas pesquisas que os fatores ambientais podem influenciar consideravelmente
quantitativamente e qualitativamente o0s constituintes quimicos presentes nas

plantas (Figura 1).
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Figura 1: Principais fatores que podem influenciar no acumulo de metabdlitos secundarios
nas plantas.
Fonte: Gobbo-Netto; Lopes (2007).

2.3. Familia Meliaceae

A familia Meliaceae pertence a ordem Sapindales (CRONQUIST, 1988) a qual
apresenta cinco géneros e 120 espécies distribuidos por toda a regido Neotropical.



Sao arboreas, de grande porte (medindo em média de 20 a 30 metros de altura), as
folhas s@o geralmente grandes, sem estipulas, as vezes, com pulvinos na base e as
flores sdo pequenas, actinomorfas, reunidas em inflorescéncias paniculadas (KLEIN,
1984).

Em relagdo ao ponto de vista econdmico, esta familia merece destaque, pois
algumas espécies produzem madeiras nobres como o mogno, cedro-branco, santa-
barbara, o cedrilho e a canjerana de qualidades elevadas gracas as facilidades de
culturas em florestas artificiais. Podem ocorrer também em Floresta Ombradfila Densa
da Encosta Atlantica, mesmo em altitudes elevadas. A sua maior concentracao esta
no Sul do Brasil, podendo ser amplamente distribuida por todo pais por ser uma
espécie nativa (KLEIN, 1984).

Esta familia destaca-se por ser uma das mais utilizadas e estudadas no
mundo, devido sua rica fonte de aleloquimicos (MARTINEZ, 2002). A familia
Meliaceae é caracterizada pela presenca de substancias conhecidas como
limonoides, (SOARES et al, 2014). Esses metabdlitos secundarios com estruturas
diversificadas apresentam amplas atividades bioldgicas, principalmente inseticidas
(AMBROZIN, 2006).

Diversas pesquisas ja foram feitas para avaliar o efeito inseticida de extratos
etandlicos, aquosos e fracdes de Meliaceae sobre varias pragas de diversas culturas
com o objetivo de isolar e avaliar a atividade inseticida de substancias de tal familia
(ROEL et al. 2000a, b. THOMAZINI et al. 2000, TRINDADE et al. 2000,
BRUNHEROTTO & VENDRAMIM 2001, VENDRAMIM & THOMAZINI 2001,
GONCALVES-GERVASIO & VENDRAMIM 2007, SOARES 2014).

2.3.1 Azadirachta indica A. Juss.

A Azadirachta indica pertence a familia Meliaceae, é conhecida como “nim” ou
“nime”, pertence a ordem dos Rutales, subordem Rutinaea, subfamilia Mlioideae,
tribo Meliae. Esta espécie pode variar de 15 a 20 metros de altura, com tronco
semirreto a reto, de 30 a 80 cm de diametro, relativamente curto e duro, com fissuras
e escamas, de coloragdo marrom avermelhada (MOSSINI & KEMMELMEIER, 2005).
O diametro da copa varia de 8 a 12 metros, podendo atingir até 15 metros em
arvores isoladas (MARTINEZ, 2002). Suas flores sdo pequenas, brancas,
bissexuadas, brotam em feixes axiais, arranjando-se em inflorescéncias com 25 cm

de comprimento. Os frutos séo lisos, glabros, elipsoides, com 1,5 cm x 2 cm de



comprimento, de cor amarelada quando maduros, a polpa apresenta sabor

adocicado (Figura 2).

Figura 2: Azadirachta indica. (A) Arvore, (B) Folhas e (C) Frutos.
Fonte: www.123rf.com/photo_10393796_neem-azadirachta-indica-tree

A A. indica é usada ha séculos no Sudeste da Asia, principalmente na india,
como planta medicinal (MARTINEZ, 2002), como uso ornamental urbano, bem como
na protecdo de ambientes externos contra exposicao solar intensa (LOCKE, 1995).

A espécie foi introduzida no Brasil em 1984, e frequentemente, € encontrada
em quase todas as regides do pais, principalmente nas regiées Centro-Oeste, Norte
e Nordeste (MARTINEZ, 2003).

As sementes e as folhas sdo usualmente empregadas no controle de pragas.
Os frutos podem aparecer ap6s 3-5 anos do plantio, com producéo superando 25
kg/planta a partir do quinto ano. A producdo de frutos ocorre principalmente entre
julho e setembro, podendo ocorrer uma segunda florada entre novembro e janeiro.
(SCHMUTTERER, 1990, MARTINEZ, 2002).

Os inseticidas a base de Nim sdo biodegradaveis, portanto ndo deixam
residuos téxicos nem contaminam o ambiente. Estes apresentam acdo repelente,
antialimentar, interferéncia nas fung¢des bioquimicas e fisioldgicas, reguladora de
crescimento promovendo inibicdo da sintese de quitina e inseticida, além de
atividade acaricida, fungicida e nematicida (SCHMUTTERER, 1990, MARTINEZ,
2003, SILVA, 2009).

Ha relatos na literatura sobre o efeito inseticida do Nim envolvendo
principalmente, lagartas e besouros, sendo varias espécies de lepiddpteros,
coledpteros, homopteros, dipteros e heterdpteros testadas com resultados positivos.



Rahman (2001) demonstrou efeito larvicida do Nim contra o mosquito Culex
quinquefasciatus, enquanto El Hag (2001) verificou efeito sobre a habilidade de
eclosdo dos ovos e desenvolvimento larval do mosquito Culex pipiens, efeitos
dependentes da dose e tempo de exposicdo. Produtos de Nim também mostram
potencial consideravel no controle de pragas em gréos estocados, um bom exemplo
€ o tratamento com Oleo de Nim em sacos de juta prevenindo a penetracdo de
pragas no periodo de armazenamento (SCHMUTTERER, 1990).

O principal produto dessa espécie é o0 Oleo retirado das sementes, o qual
contém inUmeros compostos ativos, sendo a azadiractina o mais importante deles
(NEVES, 2004). O o6leo e seus isolados inibem o desenvolvimento de fungos em
homens e animais. O Oleo é composto basicamente de triglicerideos de oleico,
esteérico, linoleico e palmitico, sendo usado principalmente em lamparinas, sabdes
e outros produtos nao comestiveis (MOSSINI & KEMMELMEIER 2005, CARVALHO
2008).

2. 3.2 Trichilia pallida Sw.

O género Trichilia, € constituido por aproximadamente 230 espécies, sendo
distribuidas principalmente na América Tropical. A espécie Trichilia pallida Swartz
(Figura 3) pertence a familia Meliaceae, conhecida popularmente como “baga—de-
morcego” ou “catigua”, é amplamente distribuida do México a Argentina, no Brasil,
pode ser encontrada em bosques nativos desde a Amazénia até o Parana (KLEIN,
1984; SOARES-SILVA; BARROSO, 1992).

Esta espécie botanica destaca-se por possuir substancias com atividade
inseticida (MIKOLAJCZAK; REED, 1987; XIE, 1994; RAMIREZ, 2000; WHEELER;
2001), propriedade significativamente estudada por diversos pesquisadores, como
Rodriguez; Vendramim (1996) e Roel; Vendramim (1999), os quais determinaram
atividade inseticida da planta contra a lagarta-do-cartucho. Nesse sentido, ramos,
folnas e caules da T. pallida sdo empregados em estudos com a finalidade
inseticida; o efeito de extratos aquosos de ramos e folhas de T. pallida foi estudado
por Thomazini et al. (2000) e Souza; Vendramim (2000a) sobre o desenvolvimento
de Tuta absoluta, e sobre a mosca-branca Bemisia tabaci (Gennadius) biotipo B,

criada em tomateiro.
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Outros estudos com Trichilia pallida, foram feitos por Rodriguez; Vendramim
(1996), Roel; Vendramim (1999), Thomazini (2000) e Souza; Vendramim (2000a),
onde determinaram atividade inseticida contra lagarta-do-cartucho (Spodoptera
frugiperda) e contra a mosca-branca (Bemisia tabaci).

Segundo Manvudza et al. (2013), larvas do 3° instar de Anopheles arabiensis
submetidas a concentracdes de 500 ug/ml™ em extratos etanélicos das folhas de
Trichilia emitica Vahl (Meliaceae), apresentaram 58% de mortalidade das larvas.

Em estudos feito por Garcez et. al, 2009, testaram extratos etandlicos de
Trichilia catinga (Meliaceae), sobre larvas de A. aegypti no 3° instar, onde obtiveram

por resultado um CLso > 1000 pg/ml.

Figura 3: Trichilia pallida. (A) Folhas (B) Frutos
Fonte: www.tramil.net/fototeca/imageDisplay

2.4 O Panorama Epidemioldgico, Distribuicdo Geografica e Controle da Dengue

A Dengue é uma doenca tipica de regides tropicais e subtropicais, viral
sistémica de propor¢cdes endémica e epidémica (BHATT et al., 2013), cujo agente
causador é um arbovirus, pertencente a familia Culicidae, divididos em quatro
sorotipos distintos (DEN1, DEN2, DEN3 e DEN4) (BASTOS et al., 2012). Esta
familia abrange aproximadamente 3.600 espécies, distribuidas em 38 géneros e
duas subfamilias: Anophelinae e Culicinae (FORATTINI, 2002). A subfamilia
Culicinae é distribuida em 35 géneros, dos quais 22 sdo encontrados nas Américas

e 12, exclusivos. Estes sao eficientes transmissores de arbovirus causadores de



11

doengcas como dengue, febre amarela e ainda encefalites rigidas (CONSOLI;
LOURENCO DE OLIVEIRA, 1994; FORATTINI, 2002).

A distribuicdo da Dengue no mundo ocorre essencialmente nas regiées nas
Ameéricas, Africa e Asia (Figura 4), fato relacionado ao clima caracterizado por altos
niveis de precipitacdo e temperaturas, o que favorece a multiplicagéo e dissiminagéo
do mosquito transmissor (BHATT et al., 2013).

Probability
of occurrence

= R ]

.

Figura 4: Probabilidade de ocorréncia de dengue mundial.
Fonte: BHATT et al. (2013).

Segundo Bhatt et al. (2013) outros fatores podem culminar na propagacdo do
vetor A. aegypti, como o aumento do desmatamento, o crescimento da populagéo
humana, com grandes mudancas demogréficas, a expansdo e alteracdo
desordenadas do ambiente urbano, com infraestrutura sanitaria deficiente, a
expansao acentuada do intercambio comercial entre multiplos paises e consequente
aumento no numero de viagens aéreas, maritimas e fluviais, favorecendo a
disperséo dos vetores e dos agentes infecciosos.

Diante da expressividade e importancia da Dengue no Brasil e no mundo, as
autoridades fazem uso de métodos de controle sintéticos, principalmente os
organofosforados, carbamatos e piretrdides. Estes promovem o surgimento de
resisténcia, culminando em populacdes resistentes de insetos e vetores, o que reduz
a eficiéncia dos inseticidas de origem sintética (DUSFOUR et al., 2011), além de que
podem ocasionar graves danos ambientais provocados pelo uso intensivo desses
produtos sintéticos (MENEZES, 2005). Entretanto, o impacto na natureza que 0s

inseticidas sintéticos, o desenvolvimento de populacdes de mosquitos resistentes a
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esses, justificam a necessidade de buscar alternativas de controle de vetores mais
sustentaveis e menos agressivas ao ambiente.

A domesticacdo do A. aegypti estd associada a inumeros fatores,
especificamente com comercializacdo de escravos, periodo no qual se deu a
expansdo do mosquito por meio das navegacOes das grandes embarcacdes que da
Africa partiram em direcéo aos varios continentes. Este fato permitiu a propagacao
do vetor para regides tropicas e subtropicais (BROWN et al., 2014; I0C, 2016), bem
como regides temperadas (POWELL; TABACHNICK, 2013; I0C, 2016).

Segundo 10C (2016) a primeira epidemia na América do Sul, se deu no Peru
em meados do século 19, concomitantemente registros de surtos nos Estados
Unidos da América (EUA), Colémbia, Caribe e Venezuela.

Ressalta-se que no ano de 1955 o Brasil erradicou uma das principais doencas
ocasionadas pelo vetor (dengue) por meio dos métodos de controle e combate da
febre amarela. No entanto, devido a negligéncia de tais medidas, a doenca retornou
de modo mais intenso, e atualmente o vetor encontra-se disseminado por todo o
territorio brasileiro (I0C, 2016).

2.4.1. Outras doencas causadas por A. aegypti

A Febre Chikungunya é uma doenca infecciosa aguda causada pelo virus
chikungunya (CHIKV), da familia Togaviridae e do género Alphavirus (ANDRIES et
al., 2015), sendo estes transmitidos por fémeas de A. aegypti e A. albopictus no ato
da alimentacdo (HONORIO et al., 2015). A doenca € considerada uma grande
ameaca a qual surgiu em meados dos anos de 1952/1953 na Africa, ilhas do
Oceano Iindico, Asia, Europa, e nas Américas. Fato que gerou um ndmero
significativo de infecgbes (COFFEY; FAILLOUX; WEAVER, 2014).

Embora Andries et al., 2015 mencionaram que a doenca teve maior
repercussao entre os anos de 2014/2015, a qual se expandiu consistentemente pelo
Oceano indico, Asia, no Pacifico Sul, Sul da Europa, Caribe e América Central. Sua
rapida disseminacdo estd associada a fatores semelhantes aos da Dengue,
especialmente nas regides tropicais e subtropicais.

Assim como a Dengue e febre Chikungunya, o Zika virus é considerado umas
das mais recentes infec¢bes, causada pelo Zika virus, o qual pertence a familia

Flavivirus e é transmitido, pelos mosquitos A. aegypti e A. albopictus (CAMPOS;
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BANDEIRA; SARDI, 2015; TILAK, 2016). Além disso, a doenca pode ser transmitida
por fluidos corpdreos, especialmente por meio do contato sexual, bem como por
meio de transfuséo sanguinea (TILAK, 2016).

Uma das maiores preocupacdes relativas ao Zika virus é quanto ao seu
potencial de desenvolvimento de mas formagdes congénitas, tais como a sindrome
de Guillain-Barré e outras sindromes neurologicas, além de doencas autoimunes
(TILAK, 2016). Os sintomas tipicos deste processo infeccioso sdo dores nas
articulacées, edema de extremidades, febre, erupcdes maculopapulares, cefaléia,
dor retro-orbitaria, vertigens, dores musculares e disturbios digestivos (DUFFY et al.,
2009; ZANLUCA et al., 2015).
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3. OBJETIVO

3.1 Objetivo Geral

Identificar classes de compostos secundérios de A. indica e T. pallida, coletadas

em época das aguas e época de seca e suas atividades inseticidas sobre A.

aegypti.

3.2 Objetivos Especificos

e Realizar a preparacdo do extrato etandlico de caules e folhas de T. pallida,
folhas de A. indica e extracdo de 6leos dos frutos de A. indica;

e Realizar a prospeccdo fitoquimica classica dos extratos etandlicos das
espécies coletadas;

e Avaliar as classes de compostos secundarios majoritarias por UV-visivel e
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) dos extratos etandlicos e
Oleos;

¢ Quantificar os fendis totais e flavonoides dos extratos etandlicos das espécies
selecionadas;

e Avaliar o efeito inseticida dos extratos etandlicos e 6leos em larvas de A.

aegypti.
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RESUMO
No Brasil, para o controle de Aedes aegypti L. (Culicidae), principal transmissor da

dengue, vem sendo utilizado o 6leo e extratos de Nim (Azadirachta indica), em
substituicdo aos produtos sintéticos. Objetiva-se avaliar o potencial inseticida de
plantas cultivadas no Mato Grosso do Sul foram feitos extratos etanodlicos de folhas
de cinco exemplares coletadas nas épocas de chuva e seca e realizado analises
quimicas e ensaios sobre larvas de A. aegypti (3° instar), totalizando 100 larvas por
tratamento, em quatro repeticdes, nas concentracdes de 1, 0,5, 0,25, 0,125 e 0,062
mg mL™ dos extratos etandlicos. Apés o periodo de 24 h determinou-se as
concentracfes letais (CL) até o final do ciclo. Empregando HPLC-DAD e UHPLC-
MS/MS constatou-se teores superiores de azadiractina, de compostos fendlicos e
flavonoides nas folhas coletadas em época de chuva em relacdo a época da seca.
Os extratos etanolicos provocam efeitos deletérios as larvas do mosquito, causando
alongamento das fases e mortalidade larval e pupal, diminuindo drasticamente ou
eliminando a formacédo de adultos, com maior eficiéncia do extrato etandlico da
época das chuvas. Conclui-se que a sazonalidade influencia nos teores de
compostos fendlicos, flavonoides, azadiractina e nos efeitos inseticida mais intensos
no periodo de chuva que os da época da seca.

Palavras-chave: plantas inseticidas, ingredientes ativos vegetais, controle de vetores

de doencas, Nim.
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A dengue, doenca tropical, € arbovirose reemergente de maior relevancia no
mundo, transmitida pelo Aedes aegypti L. (Culicidae). No Brasil, a doenca é
considerada um grave problema de saude publica e de dificil controle. O inseto
também transmite Febre Amarela, virus Zika, Febre Chikungunha que preocupam a
populacdo mundial (SVS, 2016). Entre os fatores que favorecem o avanco destas
epidemias, no territorio brasileiro, esta o uso continuo de inseticidas sintéticos, 0s
quais provocam o surgimento de populacdes resistentes do inseto, além dos efeitos
acumulativos sobre o meio ambiente e a saude humana (GHOSH, 2012).

Nesse contexto, verifica-se que 0 emprego de extratos vegetais mostra-se
como uma alternativa para o controle desse vetor (PROMSIRI et al., 2006). Dentre
os fitoconstituintes descritos por seu potencial inseticida estdo os produtos a base de
Nim (Azadirachta indica A. Juss (Meliaceae)) (KIKUCHI et al., 2011). O Nim possui
compostos bioativos com destague para azadiractina, um limonoide tipo
tetranortriterpenoide (GOVINDACHARI, 1992, SATDIVE, 2007). A classe de
limonoides com mais de 300 compostos identificados apresenta inimeras acdes
inseticidas como: efeito antialimentar, efeito repelente de postura de ovos, efeito
regulador do crescimento, interferéncia nas funcbes bioquimicas e fisiolégicas,
efeitos sobre a reproducéo e morte (GOVINDACHARI, 1992; MOSSINI, 2005).

No Brasil a arvore foi introduzida em 1986 e a partir da década de 1990
iniciaram os plantios comerciais em diversos estados brasileiros com o objetivo de
empregar o 6leo e/ou extratos dos frutos como matéria-prima para fabricacdo de
inseticidas, fungicidas, medicamentos veterinarios, cosméticos e compor sistemas
agroflorestais (GOVINDACHARI, 1992; MARTINEZ, 2003; CARPANEZZI, 2010).
Como inseticida é reconhecidamente eficiente no combate de insetos, pragas

agricolas e de transmissores de doencas, mas é necessario ainda investigar o efeito
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dos extratos das folhas de plantas produzidas no Cerrado brasileiro, uma vez que as
substancias secundarias produzidas séo influenciadas por diversos fatores dentre
eles a localizacdo geografica e as condicdes climaticas (GOBBO-NETO, 2007).
Objetivou-se assim, investigar o extrato etanodlico das folhas de A. indica
cultivada em Campo Grande (MS) e avaliar a influéncia da sazonalidade local nos
teores de azadiractina, e o efeito dessa no desenvolvimento e mortalidade de larvas

de A. aegypti em condi¢Oes laboratoriais.

SECCAO EXPERIMENTAL

Coleta e identificacdo da espécie vegetal

As folhas de A. indica foram coletadas, de cinco exemplares, em area de
Cerrado na Fazenda Escola da Universidade Catodlica Dom Bosco (UCDB)
(20°23'11.25 S / 54°36'18.1 W), no municipio de Campo Grande, Mato Grosso do
Sul, Brasil. A coleta ocorreu na época das aguas (janeiro de 2015), codificados como
NFA (Nim folha época das aguas) e de seca (agosto de 2015), codificadas como
NFS (Nim folha época de seca) (Quadro 1). O material foi identificado pelo Prof. Dr.
Arnildo Pott e um exemplar depositado no herbéario da Universidade - Anhanguera

Uniderp (8385).

Obtencao do extrato etandlico

As folhas foram secas em estufa, com circulacdo de ar (402 °C) por sete
dias, fragmentadas, trituradas em moinho elétrico e o po de cada amostra submetido
a extracdo com etanol, por maceracdo estatica (26 a 30 °Cx1l °C), seguida de
filtracdo e eliminacdo do solvente em evaporador rotativo (Tecnal®, MA120) e para

obtencéo dos extratos etandlicos (NFA) e (NFS).
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Prospeccéao Fitoquimica e Perfil Cromatogréfico

Os extratos etandlicos de NFA e NFS foram submetidos a analise fitoquimica
classica (MATOS, 2009). As analises foram executadas em triplicatas e foi
observado a alteracdo de cor e formacao de precipitado. A leitura foi representada
como: negativo (-), parcial (x), baixa (+), parcialmente moderado (++) moderado
(x++) e alta intensidade (+++), foi realizada em frequéncia de: 0, 10, 25, 50, 75 e
100% (FONTOURA et al., 2015).

Para quantificar os fendis totais nos extratos de NFA e NFS utilizou-se o
método Folin-Ciocalteu, com &cido gélico (10 a 350 mg mL™) como padrdo (y=
1,067x - 0,004; R*= 0,982). Os flavonoides foram determinados pelo método cloreto
de aluminio e como padr&o a quercetina (y= 0,0633x - 0,0061; R*= 0,999) (DO et al.,
2014).

A confirmacdo por HPLC/DAD das substancias presentes nos extratos
etandlicos de NFA e NFS e a determinacdo dos teores de azadiractina foram
realizadas por cromatografia liquida de ultra alta eficiéncia acoplada a
espectrometria de massas em série (UHPLC-MS/MS) modelo Xevo TQ da Waters
utilizando coluna Acquity UPLC BEH Cjig (50%2,1 mm d.i., 1,7 ym tamanho de
particula) e fonte de ionizacdo por eletronebulizacdo (ESI) no modo positivo. As
transicdes escolhidas para quantificacdo e confirmacdo da azadiractina foram 743
>725 m/z e 743 > 665 m/z, respectivamente. A separacdo cromatogréfica foi
realizada por eluicdo com gradiente e 0 composto azadiractina apresentou tempo de
retencdo de 2,1 min.

Os dados climéaticos foram coletados na estacdo meteorologica da

Inmet/Sepaf/Agraer/Cemtec-MS, em Campo Grande, MS (Tabela 1).
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Tabela 1: Dados meteoroldgicos mensais: temperatura média, precipitagdo total,
umidade média e radiacdo solar média, Nov/2014 a Set/2015 (posto meteoroldgico

do Inmet/Sepaf/Agraer/Cemtec-MS, Campo Grande, MS, Brasil).

Més Temperatura Precipitacéo Umidade Radiagao Solar
/Amostragem Média Total (%) (max-  (kJ/m?)(max-
(°C) (max-min) (mm) (max-min) min) min)

76,2 (95,0- 1.712,0
31,0) (9.823,0-10,6)

78,24.(95,0 1.541,4
-40,0)  (9.820,0-0,01)

Novembro/2014 25,0 (35,3-19,3)  161,0 (26,4-0,0)

Dezembro/2014  24,84.(33,50-18,70) 364,2.(87,40-0,0)

' 72,1 (95,0- 1.647,1
Janeiro/2015 25,7 (34,6-18,2) 245,8 (45,0-0,0 31.0) (7.919,0-12,4)
69,9 (96,0- 1.243,1
Julho/2015 21,0 (32,5-9,0) 87,2 (24,8-0,0) 21,0) (0.000.0.0.27)
Agosto/2015 24,9 (37,1-14,1) 8,6 (8,6-0,0) 42,1 (92,0- 1.547,1

16,0) (3.146,0-24,1)
57,61  1.519,0(9.860,0

Setembro/2015  252(36,7-102) 22540 (816:0.0) (4¢’0'15 o) 0.8)

Bioensaios com A. aegypti

Para este estudo foram utilizadas larvas no 3° instar, oriundas das colénias
permanentes, criadas em temperatura ambiente (252 °C) e alimentadas com ragao
para gatos triturada (30% de proteina, 11% de lipideos, 10% de umidade e de
cinzas, 4% de fibras, 0,8% de fosforo e de 0,2 a 0,8% de calcio), em recipientes de
louca tampados com tela de nylon e elastico (SILVA, 1998). Os adultos foram
alimentados com solucdo acucarada (8%), e trés repastos semanais com pombo,
durante 90 minutos. Para eclosdo dos ovos foi utilizado um litro e meio com agua
desclorada, e pH corrigido entre 6,5 e 7,0, com bicarbonato de sédio (NaHCO3).

Para o teste de avaliacdo da letalidade, expresso em Concentracéo Letal
(CL), as larvas foram mantidas em solugcéao por 24 horas, utilizando a propor¢cao de
uma larva/mL para 25 mL, com quatro réplicas, totalizando 100 larvas por
tratamento.

As concentracdes dos extratos etanolicos, solubilizada em dimetilsulfoxido

(DMSO) foram dissolvidas em agua, para obter a concentracdo de 1, 0,5, 0,25,
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0,125 e 0,062 mg mL™. Foram utilizados como controle negativo, &gua com pH entre
6,5 -7,0 e como controle positivo solucdo de Rotenona. Apos o periodo de 24 h o
namero de mortos foi observado por meio da estimulacdo com auxilio de uma pipeta
de Pasteur. As concentracoes letais (10, 50 e 90%) da populacdo larval exposta
(MCLAUGHLIN, 1991). A cada ensaio foram determinadas com uso do método de
Probit, por meio do software Leorag (Polo 97355947870655352).

As larvas sobreviventes, apos 24 horas de exposicdo aos tratamentos, foram
acompanhadas até o final do ciclo biolégico. Obtendo-se assim o efeito das
dosagens subletais dos extratos no desenvolvimento e mortalidade larval e pupal de
A. aegypti. Assim, os parametros observados foram: duracdo da fase larval, duragéo
do jovem (larva +pupa), mortalidade larval e pupal.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com quatro
repeticBes por tratamento nas concentracdes de 1, 0,5, 0,25, 0,125 e 0,062 mg mL™.
Para os dados de duracao da fase larval, em horas, foi aplicado o teste de analise
de variancia ANOVA em teste de Tukey (p <0,05) no programa Assistat 7.7 betag
INPI 0004051-2 (SILVA, 2016). Os dados de mortalidade ap6s 24 h foram
submetidos ao programa Polo-PC que utiliza o método de Probit definindo os valores
das concentracgdes letais para 10, 50 e 90% da populacdo exposta e 0s respectivos

intervalos de confianca, estabelecendo assim os valores de CL;9, CLso € CLogp.

RESULTADOS E DISCUSSOES

Prospeccdo fitoquimica e perfil cromatografico em HPLC-DAD.

Os extratos etanolicos das folhas de A. indica coletadas dos mesmos
exemplares independente da época de coleta, aguas (NFA) e seca (NFS),

apresentaram perfis quimicos semelhantes na analise por HPLC-DAD, exceto para
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flavonoides (Figura 1). Pela andlise espectral na regido do ultravioleta observou-se
diferenca entre os extratos etandlicos. A amostra NFA exibiu intensa absorcdo em
211 nm (absorbancia (A)= 0,805), enquanto que em NFS a banda apresentou menor
intensidade em 220 nm (A= 0,647). Esta regido é caracteristica de terpenoides,
classe a qual pertence a azadiractina.

Os perfis cromatograficos entre 220 a 340 nm obtidos por HPLC-DAD
confirmam os dados fitoquimicos (Figura 1). Na amostra NFA 0s picos majoritarios
ocorreram nos tempos de retencao (tg) de 40,66 e 41,86 min (Figura 2), enquanto na
amostra NFS os picos foram 19,48 e 20,18 min (Figura 3). Evidenciando na analise
por HPLC-DAD que o tempo de retencdo no perfil de absorcdo no ultravioleta
(Amaxuweon= 220 e 280 nm) ndo sdo concordantes, indicando a presenca de
compostos estruturais diferentes nas duas épocas de coleta. Logo, com base nessas
informacdes, pode-se afirmar que ocorreu diferenca entre os constituintes presentes
nos extratos etandlicos para as diferentes épocas (Figuras 2 e 3). Para os
flavonoides observaram-se duas bandas de absorcdo em ambas as amostras. Uma
em 270 nm correspondente ao anel A do esqueleto basico e a banda em 370 nm,
relacionada ao anel B. A maior intensidade apresentada pela amostra NFA (Figura

2) foi confirmada na analise fitoquimica (Figura 1).



33

Classe de Metabolitos Secundarios
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Figura. 1: Frequéncia (%) das classes de metabdlitos secundarios do extrato etandlico de
Azadiracta indica, coletados em épocas de a4gua e seca.
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Figura 2: Cromatograma obtido por HPLC-DAD (220 nm) para 0s compostos majoritarios do
extrato etandlico de folhas de Nim (Azadiracta indica) coletadas em épocas de aguas: (A)

tR= 19,13 min, (B) tR= 40,66 min.
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Figura 3: Cromatograma obtido por HPLC-DAD (220 nm) para 0s compostos majoritarios do
extrato etandlico de folhas de Nim (Azadiracta indica) coletadas em épocas de seca: (A) tR=
20,18 min, (B) tR= 40,17 min.

Para a quantificacdo da azadiractina nas duas amostras, foi empregado
padrdo de referéncia, com tempo de retencdo de 2,1 min. O teor da azadiractina
seguiu 0 mesmo padréo dos compostos fendlicos e flavonoides, onde se observou
ser superior para as amostras de janeiro (NFA = 0,112 mg kg?) em relacdo as
amostras de agosto (NFS= 0,001 mg kg™). Esses resultados indicam que a época de
coleta interfere na producdo de metabdlitos secundarios pois folhas coletadas na
época das aguas (janeiro) apresentaram maiores teores de compostos fendlicos,
flavonoides e azadiractina, que as amostras coletadas na época da seca (agosto).

Nas amostras NFA os teores de compostos fendlicos e flavonoides (CF =
248,36 + 0,244 mg g’ e FT= 94,67 + 0,12 mg g™*) foram superiores as amostras NFS
(CF = 94,68 + 0,12 mg g+ e FT= 34,49 + 0,16 mg g™). O primeiro periodo (janeiro)
da coleta foi marcado por temperaturas mais altas (25,7 °C), umidade (72,1%),
precipitacdo pluviométrica (245,8 mm) e luminosidade (14 h de fotofase), em relagcéao
ao segundo periodo, de menor precipitacdo, umidade e luminosidade (10 h de

fotofase) (junho, julho, agosto) (Tabela 1).
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Na quantificacdo constatou-se o maior teor de compostos fendlicos,
flavonoides e azaradictina para o periodo das aguas em relacdo ao periodo de seca.
A variacado dos constituintes quimicos relacionada com a sazonalidade ja é descrita
na literatura, que apontam que a época, as condicdes ambientais e a idade da planta
sao fatores que induzem a diferenca na producdo de metabdlitos secundarios
(CARPANEZZI, 2010). Essa afirmacao justifica a diferenca dos constituintes
quimicos dos extratos etandlicos de folhas de Nim coletadas na época das aguas
(NFA) e folhas de Nim coletados na época das secas (NFS).

A coleta em janeiro, época com maiores temperaturas, chuvas, umidade e
maior numero de horas de luz por dia (Tabela 1), resultou em amostras com maiores
teores de azadiractina. As plantas em condicdes de elevada radiacao solar em geral
produzem substancias antioxidantes, como os compostos fendlicos e flavonoides,
gue agem como protetores contra a incidéncia de raios ultravioleta, principalmente
no verdo. E possivel que este fator tenha influenciado os teores destes constituintes
nas folhas coletadas no verdo (GOBBO-NETO, 2007). Além disso, esse periodo
apresenta uma amplitude de regime de luz ocorrendo uma maior absorc¢éo luminosa
associada a resposta fotossintética da planta, com consequente maior producao de
metabdlitos secundarios, como terpenoides que séo sintetizados a partir da acetil
CoA ou intermediarios glicoliticos (TAIZ, 2004).

De acordo com Ribeiro et al. (2011), a azadiractina foi isolada de folhas de
Nim coletadas em épocas diferentes, obtidas de plantas do Cerrado de Minas
Gerais. Neste estudo, no periodo das aguas o teor de azadiractina foi superior ao do
periodo de seca. Os autores apontam que esta variacdo ocorre devido ao ciclo
fisiologico da planta e ao déficit hidrico na época de seca, onde foram observadas

menores concentracbes de azadiractina (RIBEIRO, 2011). Essas informacdes
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corroboram com o presente estudo, demonstrando que a sazonalidade interferiu no
teor de azadiractina e nos efeitos biologicos sobre A. aegypti, no entanto menores
concentraces do extrato de NFA causam efeitos deletérios no inseto semelhantes
gue as maiores concentracdes de NFS.

De maneira geral, sabe-se que as substancias secundarias possuem enorme
diversidade estrutural, mas com distribuicdo restrita a certas familias de plantas. Tal
diversidade quimica torna essas substancias pecas fundamentais no processo
adaptativo e co-evolutivo dos vegetais. O perfil fitoquimico de uma espécie e,
inclusive de individuos, pode ser influenciada pelo ambiente a ele associado (DEY,
1997).

Os compostos fendlicos constituem um grupo quimicamente heterogéneo e
devido a essa diversidade quimica apresentam uma variedade de funcbes nos
vegetais, como: suporte mecanico, protecdo contra radiacdo ultravioleta ou
alelopatia. Contudo, sua producdo esta ligada com armazenamento de carbono,
variando com o clima e a eficiéncia fotossintética da planta em cada estagéo (TAIZ,
2004; GOBBO-NETO, 2007). Com isto os efeitos sazonais como fotoperiodo,
intensidade luminosa, temperatura e a pluviosidade interferem na diversidade e
quantidades desta classe (GERSHENZON et al., 1997; TAIZ, 2004).

Os flavonoides, compostos fendlicos mais complexos, sdo conhecidos por
suas propriedades antioxidantes e por atuar nos mecanismos de defesa das plantas
contra insetos, fungos, virus e bactérias e desempenham também importante papel
de protecéo contra os raios UV, os quais sdo mais intensos no verao (TAIZ, 2004).
Logo, sugere que este fator tenha influenciado nos teores destes constituintes nas
folnas de A. indica coletadas em janeiro, periodo de maior calor e com maior

intensidade luminosa em relacdo as amostras de agosto.
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Os altos niveis de radiacéo solar interferem também diretamente na producao
dos terpenos cuja as reacOes biossintéticas sdo dependentes de suprimentos de
esqueletos carbonicos, realizados por processos fotossintéticos e de compostos
energéticos que participam da regulacdo dessas reacfes pela rota do acido
mevaldnico e intermediarios da glicose (TAIZ, 2004). Assim, no periodo de maior
periodo de luminosidade no verdo e de oferta de agua houve interferéncia na

producado dos limonoides em relacdo ao periodo de inverno (Tabela 1).

Bioensaio com A. aegypti

As concentragOes letais obtidas CLjp, CLsp € ClLgo foram usadas como
indicativo de mortalidade para 10, 50 e 90% da populagédo. Entretanto, pode-se
observar todos os valores de toxicidade (Tabela 2), na qual a relacdo mostrou ter

100% de confiabilidade, R=1 para NFA e R=0,998 para NFS.

Tabela 2: Concentracdo letal (CL) para larvas de Aedes aegypti (Culicidae) em
diferentes concentracdes do extrato etandlico da folha de Azadirachta indica

(Meliaceae), coletada em época das aguas (NFA) e seca (NFS), apés 24 h de

exposicao
Concentracao Letal mg mL™ Faixa de Toxicidade (mg mL™)

NFA

CLio 0,0885 0,057 - 0,113

CLso 0,1810 0,151 - 0,211

Clgo 0,3700 0,302 - 0,525
NFS

CLio 0,0977 0,054 - 0,139

CLso 0,338 0,285 - 0,517

Clgo 1,4302 0,913 - 3,157

Comparando as concentracdes CLig, CLsg, CLgo do NFA e NFS observa-se
que houve diferenca para as mesmas. Pode-se afirmar que o extrato NFA

apresentou valores menores de concentracdes letais para as dosagens das CLjy,
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CLso e Clgo, com 0,0885; 0,1810 e 0,3700 mg mL™ do que os do tratamento NFS
que apresentou valores de 0,0977; 0,0338 e 1,4302 mg mL™, respectivamente.
Esses resultados estardo corroborando com os resultados fitoquimicos e espectrais,
qgque demonstra que folhas coletadas na época das chuvas em extrato etandlico
provocam maior efeito inseticida em larvas de A. aegypti em dosagens menores.
Para determinar o efeito do extrato no desenvolvimento e mortalidade larval
e pupal do inseto foram avaliadas as dosagens sub letais, acompanhando o

desenvolvimento das larvas sobreviventes (Tabela 3).

Tabela 3: Avaliacdo de dosagens dos extratos etandlico das folhas de Azadirachta
indica coletadas em época das aguas (NFA) e da seca (NFS), sobre o

desenvolvimento e mortalidade de Aedes aegypti L. (Culicidae)

Tratamentos Duracéao larval Mortalidade Mortalidade Adultos
(h) larval pupal formados
(%) (%)
Controle 218,16 c* 4 0 96
NFA
(mg mL™)

1 0 100 0 0
0,500 0 100 0 0
0,250 0 100 0 0
0,125 248,13 a 40 48 33

0,0625 245,67 a 45 50 36
NFS
(mg mL™)

1 0 100 0 0
0,500 0 100 0 0
0,250 245,33 ab 55 31 31
0,125 270,56 a 40 28 40

0,0625 222,46 bc 33 49 44
CcvVv 19,39

*Valores seguidos pelas mesmas letras nao diferem entre si pelo Teste de Tukey (p<0,01).

Observou-se que o extrato etandlico de A. indica, das folhas coletadas na
época das secas ou das aguas causaram alongamento do ciclo em relacdo ao

controle (218,16 h), em todas as concentracdes sub letais do extrato etandlico de
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NFA e nas 0,125 e 0,0625 mg mL™ do NFA. Sendo que o tratamento NFS 0,0625
mg mL™ a duracéo larval ndo diferiu do controle (Tabela 3).

Assim a duracdo larval observada apds tratamento com extrato de NFA
0,125 e 0,0625 mg mL* e NFS 0,250; 0,125 mg mL* foram de 248,13; 245,67;
245,33; 270,55 h, respectivamente (Tabela 3), iguais entre si.

No grupo controle observou-se mortalidade larval de 4%, enquanto que para
a concentracdo de 1; 0,500 mg mL™ nenhuma larva sobreviveu nos dois tipos de
extratos, NFA e NFS e na concentracdo 0,250 mg mL™ de NFA. Os extratos de
folhas coletadas na cheia, NFA, provocaram mortalidade de 100; 40 e 45%, para as
dosagens de 0,250; 0,125 e 0,0625 mg mL™, respectivamente. Taxas de mortalidade
larval menores foram observadas como efeito do extrato de folhas obtido da época
da época seca, NFS, quando causaram 55; 40 e 33% de mortalidade,
respectivamente para as mesmas dosagens citadas (Tabela 3).

Das larvas sobreviventes do grupo controle, nenhuma mortalidade na fase
de pupa foi observado, emergindo 96 adultos. Com extrato etanélico de NFA, nas
dosagens 0,125 e 0,0625 mg mL™*, 48 e 50% das pupas morreram, com a
emergéncia de 33 e 36 adultos, respectivamente de forma semelhante, resultou a
atividade do extrato NFS, onde 31, 28 e 49% das pupas morreram, nas
concentracdes de 0,250 mg mL™, 0,125 e 0,0625 mg mL™*, emergindo dessas 31, 40
e 44 adultos.

Observa-se assim, que os extratos etandlicos das folhas de A. indica (NFA e
NFS) demonstraram atividade larvicida para A. aegypti, explicado pela presenca de
compostos bioativos, como terpenos e glicosideos cardiotdnicos, para ambos 0s
extratos. Ressaltando-se maior intensidade para os flavonoides, para o periodo de

chuva. Destas classes, o0s terpendides, marcadores quimiotaxiondmicos desta
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espécie, tem a azadiractina (tetranortriterpenoide), como o mais potente fitoinseticida
(CASER et al., 2007; PETROSKI, 2009) o que justifica também a atividade larvicida
contra A. aegypti.

Os terpenoides possuem também uma diversidade de estruturas simples até
as mais complexas como os limonoides, grupo quimico de triterpenos, marcado
guimiotaxinomico da espécie em estudo. Este grupo € reconhecido por atuar como
fagodeterrente para alguns insetos e para planta exercer importante funcdo de
defesa aos herbivoros (GOBBO-NETO, 2007). A eficicia observada no combate das
larvas de A. aegypti com o extrato etandlico da A. indica em diferentes
concentracdes (1, 0,5, 0,25, 0,125 e 0,062 mg mL™) pode ser atribuida & solubilidade
da azadiractina em etanol. Limondides sdo compostos polares e a extracdo
empregando etanol e metanol tem demostrando bom rendimento (DEOTA et al.,
2000).

Resultados promissores no controle de A. aegyti, ja foram descritos para A.
indica com o extrato aquoso, contudo utilizaram concentra¢gdes superiores (4,0 a 8,0
mg mL™) (CASER et al., 2007) as do presente trabalho. Esse fato é explicado pela
baixa afinidade que o solvente extrato, a &agua, tem com o0s terpenoides e
consequentemente exigindo maiores concentracdes para o controle. Os autores
citam ainda o comprometimento e desenvolvimento do processo larval e na
fertiidade dos adultos e ainda a inducdo da formagcdo de anomalias fisiolégicas e
celulares em insetos, como observado em nossos estudos para o extrato etandlico.

Os efeitos de ingredientes ativos inseticidas de origem de plantas causam
efeitos mortalidade quando submetidos as larvas e demais efeitos deletérios aos
sobreviventes ao longo do desenvolvimento, dependendo da dosagem empregada.

O aumento na duragédo da fase larval e mortalidade na fase de pupa podem ser
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observados como o efeito da aplicacdo de inseticidas de plantas, indicando
problemas para completar o desenvolvimento, comprometendo assim a formacéo de
adultos, ou mesmo impedindo o aparecimento destes, diminuindo ou eliminando a
capacidade reprodutiva.

Produtos a base de Nim indicam varios efeitos deletérios destes em insetos
de importancia agricola, explicado pela complexidade de suas moléculas. Dentre os
diferentes modos de acédo em insetos a azadiractina destaca-se pela mortalidade de
jovens e adultos, interferéncia na sintese do ecdis6nio, inibicdo da biossintese da
quitina, bloqueio da ecdise, inibicdo do crescimento, deformacdo de pupas,
deformacdo ou auséncia de asas em adultos, reducdo da fecundidade, e
longevidade dos adultos, ndo reconhecimento pela fémea do feromdnio do macho,
nao ocorréncia de copula e da comunicacdo sexual, esterilizacdo, inibicdo da
oviposicéao, reducao na transmissao de viroses (MARTINEZ, 2003).

E possivel notar a relevancia do emprego A. indica como inseticida em
pratica sustentavel de controle de insetos vetores. S&o de utilizacdo mais segura,
pois sdo biodegradados pela luz e calor, ndo permanecendo como residuos toxicos
no ambiente e nos alimentos (MARTINEZ, 2003). Ressalta-se ainda que a planta
apresenta comprovada atividade inseticida no controle de pragas agricolas, além do
potencial madeireiro (ROEL et al., 2010).

Os bioensaios utilizando extratos etandlicos obtidos de folhas coletadas na
época das &guas apresentaram producdo maior de azadirachtina. O extrato
etandlico de folhas de Nim coletados em ambas as épocas a 1 e 0,5, mg mL™
provocou mortalidade total das larvas de A. aegypti, assim como do extrato da época
das &guas na concentracdo de 0,25 mg mL™. Nas concentracdes menores 0,25,

0,125 e 0,062 mg mL™ os extratos provocam efeitos deletérios com mortalidade
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larval e pupal diminuindo a emergéncia de adultos. O fato comprova que a
exploracdo desta espécie para fins inseticidas deve-se considerar a sazonalidade,
pois ha maior producédo de metabdlitos e maior atividade inseticida, na coleta na

época das aguas.
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Anélise sazonal do potencial inseticida do Oleo de Azadirachta indica A. Juss
(Meliaceae) cultivada em area de Cerrado sobre Aedes Aegypti L. (1762) (Culicidae)
e nos teores de azadiractina
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Resumo

Conhecimento: No Brasil o Aedes aegypti L (Culicidae) é o transmissor da dengue,
febre amarela, Chikungunya e virus Zika, sendo essas arboviroses um grave
problema de saude publica e de dificil controle. O Nim (Azadirachta indica A. Juss.)
vem sendo cultivado no Brasil para uso como inseticida e a frutificacdo ocorre em
duas épocas, verdo (chuva) e inverno (seca). Hipotese / Propdsito: Em substituicdo
aos inseticidas sintéticos o uso do 6leo de Nim cultivado é uma opg¢éo no controle de
larvas do mosquito, logo foi avaliado a influéncia da sazonalidade nos teores de
azadiractina dos frutos de Nim de plantas cultivadas no Mato Grosso do Sul, Brasil,
e o potencial inseticida sobre A. aegypti L. (Culicidae). Estudo Desenho / Métodos:
O oleo dos frutos de Nim colhido na época da chuva (NOC) e em época da seca
(NOS) foram obtidos por extracdo em aparelho de Soxhlet e analisados por
cromatografia liquida de alta eficiéncia com deteccdo por arranjo de diodos (HPLC-
DAD) e ultra-high performance liquid chromatography with tandem mass
spectrometry (UHPLC-MS/MS) utilizando o padrédo de azadiractina. Para o0s
bioensaios de atividade inseticida utilizou-se 100 larvas de A. Aegypti, terceiro instar,
por tratamento, em quatro repeticbes, nas concentragcbes de 1, 0,5, 0,25, 0,125 e
0,062 mg mL™ dos 6leos. Ap6s o periodo de 24 h determinou-se as concentragdes
letais (CL) até o final do ciclo. Resultados: O constituinte majoritario nas amostras
de 6leo NOC e NOS e o padrédo de azadiractina apresentaram o mesmo tempo de
retencdo (2,1 min), indicando ser este o principal constituinte. O teor de azadiractina
no 6leo NOC (8,101 mg kg™) foi superior ao da amostra de 6leo NOS (0,114 mg kg’
1. Independente da época de colheita, o 6leo de A. indica, mostrou-se um eficiente
larvicida provocando alteracdo no desenvolvimento, mortalidade larval e pupal de A.

aegypti, causando mortalidade total da fase larval nas concentracdes de 1,0 a 0,125
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mg mL™. Conclus&o: o 6leo de Nim obtido de plantas cultivadas no Cerrado em
diferentes épocas é eficiente inseticida para o controle de A. aegypti.

Palavras-chave: Plantas inseticidas, controle de vetores, larvicida natural.

Introducéao

O Nim, Azadirachta indica A. Juss. (Meliaceae), desde sua introdugcédo no
Brasil em 1986 despertou grande interesse especialmente com relacdo ao Oleo
extraido das sementes, o qual tem sido eficaz no controle de insetos e acaros e
ainda por seu potencial fungicida, bactericida e nematicida (MARTINEZ, 2002).

Estudos sobre os constituintes quimicos secundarios do Nim, evidenciaram
mais de 300 compostos isolados das diferentes partes da planta, com destaque para
a azadiractina, um tetranortriterpenoide (limonoide). Estes ingredientes ativos séo
comprovadamente eficientes no combate aos insetos, sendo utilizados com sucesso
no controle integrado de pragas agricolas nos trépicos e zonas temperadas
(MARTINEZ, 2002; DELEITO, 2008).

Como inseticida, ao 6leo de Nim, de modo geral é atribuido efeito
antialimentar, de mortalidade e repeléncia dos insetos. Por ter fungdo enddcrina e
neuroendocrina, afeta tanto a biossintese do hormonio ecdisbnio quanto do
hormonio juvenil, acarretando alteracfes no desenvolvimento p6s-embrionario, no
ciclo reprodutivo dos insetos e anormalidades morfoldgicas. Por outro lado, possui
baixa toxicidade ao homem e aos animais domeésticos (MOSSINI; KEMMELMEIER,
2005; NDIONE et al., 2007; MORGAN, 2009). Essas caracteristicas sdo importantes
para o controle de vetores de doencas em humanos, como para o Aedes aegypti L.
(Culicidae). Esse inseto, transmissor do virus da dengue, febre amarela,

Chikungunya e virus Zika no Brasil, € controlado por inseticidas quimicos sintéticos
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agressivos ao homem e ao ambiente. Os casos de dengue no territorio brasileiro
ultrapassaram o carater epidémico devido a sua ocorréncia, com notificacoes
continuas de casos independentes da estacdo tornaram-se também problema
nacional e internacional, aumentando a necessidade de controlar de forma
continuada o seu vetor.

Pesquisas indicam que produtos do Nim tem potencial como inseticida no
controle do A. aegypti, provocador este de problemas epidemiolégicos no Brasil e no
mundo (NDIONE, 2007). Apesar de ser uma arvore originada da india, onde tem o
melhor desenvolvimento sob as condicfes locais, a planta se adapta facilmente a
solos pobres, de baixa precipitacdo e clima tropical. Em estudos recentes,
desenvolvidos no Brasil, relata-se a influéncia da sazonalidade na concentracdo de
azadiractina em frutos do Nim (RIBEIRO et al., 2011).

Assim, plantas de A. indica desenvolvidas no estado do Mato Grosso do Sul,
sob condi¢bes ambientais diferentes, devem conter diferentes teores de ingredientes
ativos, especialmente da azadiractina e consequentemente, efeitos distintos no
desenvolvimento e mortalidade de A. aegypti. Portanto, estudos de atividade e dos
metabdlitos de plantas produzidas localmente, podem indicar uma alternativa
sustentavel de controle de um problema da saude publica. Este método de controle
deve ter menor custo e provocar menores efeitos indesejaveis ao ambiente, sendo
foto e termodegradaveis.

Com isso, o objetivo do trabalho foi quantificar o 6leo da semente de A. indica
cultivada no Cerrado, como método de controle de A. aegypti, analisando os teores
de azadiractina e a eficiéncia de controle dos insetos, relacionados a sazonalidade

da coleta dos frutos.
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Material e Métodos
Coleta e identificacéo da espécie vegetal

Os frutos maduros de Nim A. indica (Meliaceae) foram coletados de exemplares
cultivados em area de Cerrado (20°23'11.25 S / 54°36'18.1 W), no municipio de
Campo Grande, Mato Grosso do Sul, Brasil. Os periodos de coletas foram em
janeiro de 2015, época das aguas, e setembro de 2015, época de seca (Tabela 1).
As amostras foram codificadas como NOA (Nim 6leo época das aguas) e NOS (Nim
Oleo época de seca), respectivamente. A identificacdo do material botanico foi feita
pelo Prof. Dr. Arnildo Pott e um exemplar depositado no herbario da Universidade

Anhanguera — Uniderp, em Campo Grande - MS, Brasil (registro 8385).

Tabela 1: Dados meteorol6gicos mensais: temperatura média, precipitagdo total,
umidade média e radiacdo solar média, Novembro a Janeiro (periodo chuvoso) e
Julho-Setembro  (periodo seca) em 2015, do posto meteorolégico do

Inmet/Sepaf/Agraer/Cemtec-MS, Campo Grande, MS, Brasil.

Més de Temperatura Precipitacéo Humidade Radiac¢éo Solar
Amostragem Média Total (%) (kJ/m?2)
2015 (°C) (max-min) (mm) (max-min)  (max-min) (max-min)
Novembro- 25.7 245.8 72.1 1,647.1
Janeiro (34.6-18.2) (45.0-0.0) (95.0-31.0) (7,919.0-12.4)
Julho- 25.2 225.40 57.61 1,519.0
Setembro (36.7-10.2) (81.6-0.0) (96.0-12.0) (9,860.0-0.8)

Obtencéao dos 6leos dos frutos de A. indica.

As amostras, de cada periodo, foram selecionadas excluindo os frutos
danificados e a secagem ocorreu em estufa com circulacéo de ar (40 = 2° C) por 24
h. Em sequéncia foram moidas em liquidificador industrial.

Do p6 dos frutos (casca, polpa e semente), 250 g de cada amostra foram
submetidas, separadamente, a extracdo em aparelho de Soxhlet (MA487/6/250),

com 200 mL de uma mistura de hexano/etanol (1:1) por 20 h sequencialmente, a
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temperatura de 80° C, seguindo metodologia adaptada de Gomez (1995). O solvente
foi reduzido em rota-evaporador a 60° C e o 6leo separado da fase hexano/etanol foi
armazenado em frasco ambar, rotulado (Amostra NOA e Amostra NOS) e mantido

em geladeira a 4° C (x 2° C).

Andlise Cromatografica

Para a identificacdo e quantificacdo da azadiractina nas amostras de 6leo de
Nim NOA e NOS utilizou-se cromatografia liquida de ultra-alta eficiéncia acoplada a
espectrometria de massas em série (UHPLC-MS/MS: ultra-high performance liquid
chromatography with tandem mass spectrometry), empregando um cromatégrafo
liquido Waters Acquity UPLC™ (Milford, EUA), detector espectrométrico de massas
triplo quadrupolo Xevo TQ™, injetor, bomba binaria, coluna Waters Acquity UPLC™
BEH C18 (50%2,1 mm d.i., 1,7 ym de tamanho de particula) mantida a 40° C e fonte
de ionizacdo por eletronebulizacdo (ESI= electrospray ionization) no modo positivo.
As condi¢cdes do espectrometro de massas foram: temperatura da fonte, 150° C;
temperatura de dessolvatacdo 500° C; vazdo do gas de dessolvatagédo 600 L h™:;
vaz&o do gas do cone, 80 L h™e vaz&o do gas de colisdo 0,15 mL min™. O sistema
ESI-MS/MS foi operado no modo de monitoramento de reagdes selecionadas (SRM,
do inglés selected reaction monitoring). As transicbes SRM escolhidas para
quantificacdo e confirmacéo da azadiractina foram 743 > 725 m/z e 743 > 665 m/z,
respectivamente, e a contagem da area para os dois cromatogramas foi de 1,04 x
10’ e azadiractina como padréo (A7430-Sigma-Aldrich).

A separagdo cromatografica por UHPLC-MS/MS foi realizada por eluicdo
gradiente com fase movel (A) agua:metanol (98:2, v/v) e (B) metanol, ambas

contendo 5 mmol L™* de formiato de aménio e 0,1% (v/v) de é&cido férmico. O



53

gradiente iniciou em 5% B (mantendo por 0,25 min), aumentando até atingir 100% B
em 1,5 min (mantendo por 1 min), diminuindo para 5% B mantido até 3 min.

Empregou-se vazdo de 0,25 mL min™ e volume de injecdo de 10 pL.

Bioensaios

Para ensaios com A. aegypti, larvas do 3° instar foram obtidas de colbnias
permanentes, criadas em temperatura ambiente (25+£2° C) e alimentadas com racao
para gatos triturada segundo descrito por de SILVA et al. (1998). Os adultos foram
alimentados com solucéo acucarada (8%) e as fémeas submetidas em trés repastos
semanais, com pombo, durante 90 min. Para eclosdo dos ovos foi utilizado 1,5 L
com &gua desclorada, com pH ajustado entre 6,5 e 7,0 pela adicdo de
hidrogenocarbonato de sédio (NaHCOg3).

As solucdes dos oleos dos frutos NOA e NOS, solubilizadas em dimetilsulfoxido
(DMSO0), foram dissolvidas em &agua, para obter a concentracdo de 1, 0,5, 0,25,
0,125 e 0,062 mg mL™. Em recipientes de vidro foi adicionado 25 mL de cada uma
dessas solugbes com 25 larvas, considerada uma unidade experimental. Todos os
experimentos foram acompanhados de uma série controle positivo contendo agua
desclorada. O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com quatro
repeticbes por tratamento e 25 larvas por repeticdo, totalizando 100 larvas por
tratamento.

Os parametros observados foram: duragcédo da fase larval, mortalidade larval e
pupal. Para os dados de duracédo das fases larval foram agrupados em horas e foi
aplicado o teste de analise de variancia ANOVA de uma via e 0 pos-teste de Tukey
(p <0,05) para comparacdo das médias no programa Assistat 7.7beta® INPI

0004051-2 (SILVA e AZEVEDO, 2016).
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Resultados

De acordo com a andlise por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia e MS
(CLAE) o 0leo obtido dos frutos do Nim colhido na época das aguas (NOA) e do
obtido da época da seca (NOS) e o padréo de azadiractina apresentaram 0 mesmo
tempo de retencéo (2,1 min), sendo o constituinte majoritario nas amostras.

Com base nestes dados pode-se apontar que independente das épocas de
colheita dos frutos as amostras possuem 0 mesmo marcador quimitaxinomico, a
azadiractina (Figura 1). Contudo, na quantificacdo o 6leo obtido do NOA apresentou

maior concentracéo de azadiractina (8,101 mg kg™*) em relacdo ao obtido do NOS =
0,114 mg kg™).

04, Amostra NOA

4 MRIM of 2 Channek ES+  20160708_AZADIRACTINA_CTS_20_ACN_1 & MR of 2 Channek ES-
100 210 Tic st A 0o paarde 210 TIC (aaadracing 4))

T T T T T T T T T T T T T T T T T T Time
180 1.50 200 210 220 2% 2 2 26

Figura 1: Cromatogramas obtido por UHPLC-MS/MS (A) do composto majoritario

azadiractina no 6leo NOA (periodo das aguas); (B) do padrdo de azadiractina e (C) do
composto majoritario azadiractina do 6leo NOS (periodo de seca).
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Quando comparados os dados quimicos com os dados meteoroldgicos,
constata-se que no periodo das aguas, considerado de chuva para a regido de
Campo Grande-MS, a precipitacdo pluviométrica foi de 159,8 mm, a temperatura
média 25,2° C, a umidade relativa 74,06% e a luminosidade 14 horas de fotofase. No
periodo de seca a precipitacdo pluviométrica foi de 45,4 mm, com temperatura
média de 23,7 °C, umidade relativa de 56,5% e luminosidade de 10 h de fotofase
(Tabela 1). Dentre os fatores abioticos que influenciam na diversidade e quantidade
de metabdlitos secundarios esta a sazonalidade (GOBBO NETO e LOPES, 2007).

Estes dados sdo importantes quando se utiliza extratos e/ou 6leos de plantas
para fins comerciais. Em se tratando de A. indica, uma planta asiética introduzida e
cultivada em diferentes regides do Brasil e especificamente em Campo Grande,
Mato Grosso do Sul, nota-se que a sazonalidade interfere na concentracdo de
azadiractina, com maiores teores nas amostras de 6leo do Nim, dos frutos colhidos
em periodo de chuva (NOA= 4gua) em relacdo ao periodo de seca (NOS= seca).

As amostras avaliadas ndo apresentaram mortalidade em 24 h de exposicao,
como determina o protocolo de determinacdo de Concentracdo Letal. Justificado
pela acdo de produtos de origem vegetal podem ndo se manifestar nesse periodo,
mas em periodos mais longos. Entretanto, o 6leo das sementes nas concentracdes
de 1; 0,5; 0,25; 0,125 mg mL™ dos frutos colhidos na época seca ou das chuvas

provocou mortalidade larval total (Tabela 2).
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Tabela2. Avaliagdo de dosagens do Oleo das sementes do Nim, coletados em
periodo chuva (NOA) e periodo de seca (NOS), sobre o desenvolvimento e
mortalidade larval e pupal de Aedes aegypti L. (Culicidae).

Tratamentos Duracdo larval (horas) Mortalidade Mortalidade Adultos
mg mL* larval (%) pupal (%) formados (%)
NOA
Testemunha 218,16a 0 4 96
1,000 - 100 - -
0,500 ’ 100 - -
0,250 ’ 100 - -
0,125 ’ 100 - -
0,0625 200,00a 88 100 -
NOS
1,000 - 100 - -
0,500 - 100 - -
0,250 - 100 - -
0,125 - 100 - -
0,0625 205,50a 84 100 -
CV = 16,27

Como resultado da exposicdo do produto na concentracdo de 0,0625 mg mL™
de frutos colhidos em ambos os periodos as larvas sobreviveram, onde o periodo
larval foi semelhante ao do controle (218,16 h), com valores de 200,00 para NOA e
205,50 dias para NOS. As taxas de mortalidade larval na concentragdo de 0,0625
mg mL™ nas coletas de NOA e NOS foram 88 e 84%, respectivamente.

Das pupas formadas, 12 e 16 nos tratamentos NOA e NOS, na menor
concentracdo (0,0625 mg mL™), nenhuma sobreviveu. Enquanto no controle, todas
as larvas sobreviveram e somente quatro pupas morreram, resultando, portanto em
96 adultos emergidos.

Devido a complexidade da sua molécula ativa, especialmente azadiractina, o
0leo do Nim de acordo com Martinez e Van Endem (2000), possui diferentes modos
de acdo em insetos como na mortalidade de jovens e adultos, interferéncia na
sintese do ecdisonio, inibicdo da biossintese da quitina, bloqueio da ecdise, inibicdo
do crescimento, deformacéo de pupas, deformacéo ou auséncia de asas em adultos,

reducdo da fecundidade e longevidade dos adultos, ndo reconhecimento do
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feromonio sexual, ndo ocorréncia de copula e da comunicacdo sexual, esterilizacao,
inibicdo da oviposicéo e reducao na transmissao de viroses.

A mortalidade na fase jovem, larva e pupa, pode ser justificada também por
Anuradha et al. (2007), que constataram que a azadiractina induz a
despolimerizacdo da actina, causando severos defeitos na organizacdo do
citoesqueleto e consequentemente a morte. Além disso, Yu (2008) aponta que a
azadiractina atua na inibicdo da sintese e liberacdo de horménios ecdisteroides,
levando a ecdise incompleta em insetos.

Outros pontos a serem abordados diz respeito a saude humana e na
seguranca ambiental. Wan et al. (1996), destaca que a azadiractina é considerada
de baixissima toxicidade para mamiferos (ratos DLsy aguda é > 5000 mg kg),
peixes e polinizadores. Visto que € rapidamente degradada pela luz solar e
degradacdo microbiana, ndo € resistente em condi¢cdes ambientais (THOMPSON,
2007).

Demonstra-se, portanto, o potencial inseticida sobre A. aegypti do 6leo de
Nim produzido no estado do Mato Grosso do Sul, em qualquer época de coleta dos
frutos. Podendo contribuir, portanto, para o controle de transmissor da dengue de

forma sustentavel e mais segura ao ambiente.

Conclusdes
O dleo de Nim, obtido dos frutos de plantas cultivadas no Cerrado, no periodo

das 4guas possuem teores de azadiractina superiores ao periodo de seca.

Contudo, independente da época de colheita dos frutos mostrou-se um
eficiente larvicida provocando alteragdo no desenvolvimento, mortalidade larval e
pupal de A. aegypti, causando mortalidade total da fase larval nas concentracdes de

1,0a0,125 mgmL™.
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Resumo
No Brasil muitas espécies vegetais tém potencial inseticida, em especial algumas da
familia Meliaceae, como Trichilia pallida, conhecida como “baga-de-morcego” e
“catigua”. Objetivou-se avaliar o potencial inseticida dos caules e folhas de T. pallida,
coletadas em Campo Grande — MS sobre Aedes aegypti e determinar o0s
constituintes quimicos, os quais foram submetidos a analise fitoquimica classica e
instrumental (CLAE) e determinado os teores de flavonoides e compostos fendlicos.
Para os bioensaios foram utilizados 25 larvas de A. aegypti de terceiro estadio, nas
concentracdes de 1,0, 0,5, 0,25, 0,125 e 0,062 mg mL™, com quatro repeticdes por
tratamento. O efeito inseticida dos extratos e do grupo controle foi avaliado a cada
24 h até o final do ciclo biologico. As analises fitoquimicas demonstraram como
grupos quimicos prevalentes nos dois extratos os compostos fendlicos. Sendo
observados em maior intensidade nos caules os compostos fendlicos, taninos e
flavonoides. Nas folhas predominaram além dos compostos fendlicos, o0s
glicosideos. Constatou-se efeito larvicida no extrato do caule e observou-se
interferéncia no ciclo bioldégico em todas as concentracdes na emergéncia de
adultos. Na concentracdo de 1 mg mL™ provocou mortalidade total e n&o resultou em
nenhum adulto e nas concentragdes de 0,5, 0,250, 0,125 e 0,0625 mg mL™
observou-se alongamento no ciclo bioldégico em relacdo a testemunha e mortalidade
de 52, 42, 30 e 28 % das larvas. Em relacao ao extrato das folhas ocorreu uma leve
interferéncia no ciclo biolégico em todas as concentracdes, observou um
alongamento do ciclo biolégico nas concentracées de 0,5, 0,250 e 0,125 mg mL™ em
relacdo a testemunha, indicando efeitos deletérios no ciclo biolégico, com

mortalidade abaixo de 60 %.
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Palavras-chave: Controle de vetores, dengue, extratos vegetais, fitoinsenticidas,

ciclo biologico, compostos fendlicos.

1. Introducéo

A Dengue, Chikungunya e o virus Zika, sdo doencas arbovirais e
transmitidas por um Unico vetor denominado Aedes aegypti, pertencente a familia
Flaviviridae. E visto como um mosquito de ordem doméstica, antropofilico, possui
atividade hematofagica diurna (BRAGA et al., 2007; SARMENTO et al., 2016).

Entre os principais métodos de controle deste vetor estdo os inseticidas
sintéticos, tais como organofosfatos e carbamatos. Porém, o uso continuo destes
produtos leva ao desenvolvimento de espécies de insetos resistentes e compromete
na biodiversidade encontrada nos ecossistemas (BEZERRA et al., 2007; KOOU,
2014).

Os efeitos deletérios dos inseticidas sintéticos no ambiente e nos
organismos nao alvos tém despertado a busca de larvicidas alternativos, como o0s
metabdlitos secundarios derivados de plantas (GARCEZ et al.,, 2013, BEZERRA-
SILVA et al., 2015).

Muitas plantas do Cerrado brasileiro, tem potencial como inseticida, como
espécies do género Trichilia, pertencente a familia Meliaceae, rica em metabolitos
secundéarios. Da Cunha et al. (2005) e Roel e Vendramim (2006) em estudos com
Trichilia pallida apontaram que 0s extratos organicos e aquosos dessa planta
apresentaram efeitos inseticidas em larvas de algumas espécies de lepiddpteros,
tais como Spodoptera frugiperda e Tuta absoluta. Da mesma forma, Baldin et al.

(2007) relataram que os extratos aquosos de ramos e folhas desta causaram
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elevada mortalidade para ninfas de Bemisia tabaci em tomateiro em casa de
vegetacao.

Considerando o potencial inseticida das espécies de Meliaceae e a
necessidade de se encontrar op¢des de controle do A. aegypti objetivou-se avaliar o
efeito inseticida dos extratos etandlicos dos caules e das folhas de T. pallida no ciclo
biologico do A. aegypti assim como determinar 0s constituintes quimicos dos

extratos etandlicos dos caules e folhas.

2. Material e Métodos
As folhas e caules de T. pallida foram coletadas em &rea de Cerrado na
CEPAER/AGRAER (20°25' 09.78" S / 54°40' 11.75" W), no municipio de Campo
Grande, Mato Grosso do Sul. A coleta ocorreu em agosto de 2014, a exsicata foi
identificada pelo Dr. Arnildo Pott (Universidade Federal de Mato Grosso do Sul,
Campo Grande, Brasil) e depositada no herbario da Universidade - Anhanguera
Uniderp (N°. 8386).

Caules e folhas de T. pallida (1000 g de cada) foram selecionados,
higienizados e submetidos, separadamente, a secagem em estufa com circulacéo de
ar a temperatura de 45 + 2° C. O material desidratado apés trituracdo em moinho
elétrico, foi submetidos a extracdo por percolacdo com etanol por sete dias
consecutivos. Os extratos etandlicos dos caules e das folhas foram obtidos apés

evaporacao do solvente em rota evaporador sob presséo reduzida.

Analise fitoquimica Classica
Os extratos etandlicos dos caules e das folhas foram dissolvidos em etanol

(20%) e submetidos a analise fitoquimica classica, por meio de uma série de
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reacoes de caracterizacdo para: compostos fenolicos (reacdo de precipitacdo com
cloreto férrico), naftoquinona (reacéo acido/base), flavonoides (reacéo de cianidina e
acido sulfarico), taninos (reacdo com sais de ferro, precipitacdo de proteinas),
cumarinas (KOH/luz ultravioleta), triterpenos e esteroides (reacdo de Liebermann-
Burchard), heterosideos cardiotdnicos (teste de Baljet e teste de Kedde), saponinas
(reacdo de Lieberman-Buchard) e acUcares redutores (reacdo de Benedict)
(Harborne, 1998; Matos, 2009).

As andlises foram executadas com trés repeti¢cdes e os resultados comparados
e contrastados observando a alteracdo de cor e precipitacdo com 0s extratos
etandlicos. As intensidades foram classificadas como parcial (x = 10%), baixa (+ =
25%), mediamente moderada (++ = 50%), moderado (x++= 75%) e alta intensidade

(+++ = 100%), além de negativa (- = 0 %) (Fountoura et al., 2015).

Determinacdo de compostos fendlicos e flavonoides

Para quantificar os fendis totais (FT) o extrato etandlico foi analisado pelo
Método Folin-Ciocalteu, com &cido galico (10 a 350 mg mL™) como padrédo (y =
0,781 x — 0,0031; R2 = 0,9959); e os flavonoides (F), foram avaliados pelo método de
cloreto de aluminio e como padréo a quercetina (y = 0,0088x - 0,0015; R2 = 0,988),
para construir a curva de calibracdo (Doe et al., 2014). Os dados de quantificacao
de compostos fendlicos e flavonoides foram analisados utilizando método de

comparacao entre médias, por meio do teste Tukey a 5% de probabilidade.

Andlise Espectrofotometria UV/visivel e Cromatografia liqguida de alta eficiéncia

(CLAE)



67

Para confirmar os constituintes majoritarios do extrato etanolico em espectro
de UV-visivel (FEMTO®, 800XI) utilizou-se de uma aliquota de 10 mg mL™* das
amostras dissolvidas em metanol (HPLC/Merck). Os espectros de absorcdo foram
determinados na faixa de comprimento de onda 190 a 750 nm e as bandas de
absorcdo comparadas com a literatura (Silverstein & Webster, 2014).

O segundo método de caracterizacdo, ocorreu com o extrato etandlico em
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), utilizando um cromatografo liquido
da Schimadzu SCL-10AVP® ajustado para as faixas de 220 nm e equipado com
bomba LC 10AD; detector por varredura de espectro ao ultravioleta DAD SPD M10A.
A coluna cromatogréfica utilizada foi a RP-18 (20 mm x 4,6 ID) da Merck® e pré-
coluna RP-18 (250 mm x 4,6 ID, 5 um). As fases mdveis eram compostas pelos
seguintes solventes: (A) acetonitrila e (B) agua mili Q acidificada pH 3,5 (acido
acético glacial). Para a deteccdo dos compostos polares foi considerada a seguinte
programacao: acetonitrila - 10% (0 min), 90% (80 min) e 10% (90 min) e para
compostos apolares H,O - 90% (0 min), 10% (80 min) e 90% (90 min) com um fluxo
de 1,0 mL/minuto da amostra, considerando uma temperatura de 40° C. A andlise

dos espectros foi realizada com base em dados da literatura de Marston (2007).

Bioensaio com Aedes aegypti

As larvas utilizadas foram criadas e mantidas no Laboratério de Entomologia
da UCDB, oriundas das colbnias permanentes e alimentadas com racao para gatos
triturada, de acordo com metodologia de Silva (1998).

Os bioensaios foram estabelecidos a partir de larvas do 3° instar que foram
submetidas a exposicdo nas solugbes dos extratos etandlicos de T. pallida

solubilizadas em dimetilsulféxido (DMSO), nas concentracbes de 1,0, 0,5, 0,25,
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0,125 e 0,062 mg mL™. Cada unidade experimental constou de 25 larvas, em quatro
repeticdes, com 25ml no meio liquido. Todos os experimentos foram acompanhados
de uma série de controle positivo contendo agua desclorada. Os parametros
estabelecidos nos bioensaios foram: duracdo da fase larval, mortalidade larval e
pupal, em leitura feita a cada periodo de 24 horas da exposicao.

Para os dados de duracdo das fases (larval e pupal) foram agrupados em
horas e foi aplicado o teste de analise de variancia ANOVA e o teste de Tukey (p <
0,05) para comparacdo das médias no programa Assistat 7.7 beta® INPI 0004051-2

(SILVA E AZEVEDO, 2016).

3. Resultados
Prospeccdao Fitoquimica

Os extratos etandlicos dos caules e das folhas de T. pallida apresentaram
perfis semelhantes para algumas classes de metabdlitos, como os compostos
fendlicos, taninos, flavonoides, triterpenos, esteréides, glicosideos cardiotonicos e
acucares redutores, exceto para cumarinas (25%) e saponinas (50%) detectadas
apenas nas folhas (Figura 1).

O solvente extrator forneceu maior numero de classes de metabdlitos
secundarios (9 classes) para as folhas em relacdo aos caules (7 classes). Contudo,
em ambos os extratos foram detectados com a mesma intensidade os compostos
fendlicos (100%), os triterpenos, esteroides e aglcares redutores com uma
frequéncia de 50%. O taninos e flavonoides foram superiores para os caules, com
frequéncia de 100% e 75% e para as folhas a frequéncia foi de 50% para as duas
classes. Ja os glicosideos cardiotonicos apresentaram maior frequéncia nas folhas

(100%).
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Figura 1. Frequéncia dos metabdlitos secundarios encontrados nos extratos

etandlicos das folhas e caules de Trichilia pallida.

A confirmagédo dos constituintes majoritarios nos extratos etandlicos de caules
e folhas de T. pallida ocorreu por varredura em UV-visivel e revelou bandas de
absorcdo maxima (Amaxji.veon) entre 250 e 330 nm e 260 e 350 nm,
respectivamente para as folhas e caules, correspondente aos flavonoides e as
bandas 280 e 290 nm aos compostos fendlicos. Os teores de fendis totais no extrato
etandlico dos caules foi de 424,39 + 0,05 + 0,03 mg de equivalentes de acido gélico
e superiores aos valores obtidos para as folhas (140,27 + 0,03 mg). Os flavonoides

seguiu 0 mesmo perfil (Tabela 1).
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Tabela 1: Quantificacdo de fendis totais e flavonoides dos extratos etandlicos das

folhas e caules de Trichilia pallida

Trichilia pallida Fenois totais Flavonoides UVvisivel (Amax)
(mg GAE g™ totais
(mg QE g™
Folha 140,27 £ 0,03 75,25 £ 0,06 290 nm
260 e 350 nm
Caule 424,39 + 0,05 111,36 £ 0,01 280 nm,
250 e 330 nm

A banda de absor¢cdo méaxima Amax.yeon €m 220 nm em geral é carateristica
de triterpenoides, correspondem ao anel limonoides, comum na familia Mileaceae e
detectados nas folhas e caules em HPLC (Figura 2 e 3). Em ambos cromatogramas
€ evidenciado nos tempos de retencdo em 21,4 e 20,6 constituintes majoritarios

caracteristicos de triterpenoides.
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Figura 2. Cromatograma obtido por HPLC-DAD para 0s compostos majoritarios do extrato

etandlico das folhas Trichilia pallida, Campo Grande, 2015.
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Figura 3. Cromatograma obtido por HPLC-DAD para 0os compostos majoritarios do extrato
etanodlico dos caules Trichilia pallida, Campo Grande, 2015.

Ensaio com Aedes aegypti

Os extratos dos caules e das folhas ndo proporcionaram calculo de
ConcentragOes Letais (CL) nas concentracbes testadas, com mortalidade larval
inferior a 50% apdés 24 horas de exposigao.

O extrato etandlico do caule de T. pallida, em tratamento de larvas do 3° instar
provocou alongamento da duracgéo larval para as concentracdes de 0,125 e 0,625
mg mL™?, com valores de 329,08 e 339,72 horas, iguais entre si e diferentes das
demais concentra¢des e da testemunha (222,30 horas). As concentracdes menores
de 0,5 e 0,25 mg mL™ demonstraram ser iguais entre si com periodos de 285,50 e
295,20 horas. Com tudo a exposicéo do produto na maior concentracéo (1 mg mL™)
ocorreu uma mortalidade de 100 % das larvas (Tabela 2).

De acordo com a concentracao letal determinada, o extrato etandlico do caule
nao se mostrou eficiente 24 horas apds exposicao. Entretanto o efeito de plantas

inseticidas nem sempre causa mortalidade imediata, como ocorre normalmente com
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inseticidas quimicos sintéticos. Quando se observa a mortalidade no final da fase, a
mortalidade larval nos tratamentos foi de 52, 42, 30 e 28%, respectivamente para as
dosagens 0,5, 0,25, 0,125 e 0,625 mg mL™ , enquanto no grupo controle foi de 4%.
E somente na concentracdo de 1 mg mL ™ observou-se mortalidade total de larvas
(Tabela 2).

Em relacdo a fase pupal, enquanto no grupo testemunha nenhuma pupa
morreu, nos tratamentos 0,5, 0,25, 0,125 e 0,625 mg mL™ causaram mortalidade de
48, 58, 70 e 72%, respectivamente. Resultando, portanto na formacéo de 35, 26, 20,
20 e 96 adultos nas concentracdes 0,5, 0,25, 0,125 e 0,625 mg mL™ e na
testemunha, respectivamente.

O efeito deletério no desenvolvimento e mortalidade de A. aegypti causada
pela exposicdo do extrato etandlico de folhas de T. pallida foi menor que o
observado no extrato do caule, assemelhando-se apenas na concentracdo de 1 mg
mL™, onde houve a mortalidade total das larvas.

Sobre o efeito de extrato etandlico de folhas de T. pallida no desenvolvimento
de A. aegypti observou-se que somente a menor concentracdo as larvas tiveram
dificuldades em completar o desenvolvimento. Com duragdes larvais de 307,73
horas na concetracdo de 0,625 mg mL™, diferente ao controle, com 222,30 horas.
Enquanto nas demais concentracdes 0,5, 0,250 e 0,125 mg mL™ provocaram um
pequeno efeito no desenvolvimento larval, com duracfes de 269, 92, 278,00 e 289,
18 horas iguais entre si e diferentes do controle (222,30 horas). Enquanto que na
concentracédo de 1 mg mL™ do extato etandlico de T. pallida provocou mortalidade

total das larvas (Tabela 2).
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Tabela 2 — Efeito dos Extratos etandlicos dos caules e folhas de Trichila pallida no

desenvolvimento e mortalidade de Aedes aegypti (Culicidae).

Mortalidade Mortalidade Mortalidade
Tratamentos

mg mL™ Duracéao larval pupal total Adultos
larval (%) (%) (%) formados
(horas) (%)

Folha

Testemunha 222,30a 4 0 96

1 0 100 0 100 0

0,5 269,92b 63 40 60 40

0,25 278,00b 52 40 63 37

0,125 289,18b 39 61 60 40

0,0625 307,73c 25 75 63 37
Caule

1 0 100 0 100 0

0,5 285,50b 52 48 65 35

0,25 295,20b 42 58 74 26

0,125 329,08¢c 30 70 80 20

0,0625 339,72¢ 28 72 80 20

CV =32,02

O aumento da duracdo larval nas concentracdes de 0,5 e 0,25 mg mL™,
mostrou seu efeito deleterio na mortalidade larval de 63 e 52%, enquanto no controle
somente 4% larvas ndo conseguiram completar o desenvolvimento. Nas demais
concentracdes de 0,125 e 0,625 mg mL™ provocaram menor mortalidade larval, com
39 e 25 %, respectivamente (Tabela 2).

Para todas as concentracdes do extrato etandlico de folhas de T. pallida
submetida a larvas, observou-se uma mortalidade na fase de pupa, com 40% nas
concentracdes de 0,5 e 0,25 mg mL™, e 61 % na concentracdo 125 pg mL™.
Enquanto no grupo controle e nenhuma pupa morreu, na concentragao de 0,625 mg
mL™ observou mortalidade de 75% das pupas. Resultando, portanto, em mortalidade
total de 60, 63, 60 e 63% nas concentracdes 0,5, 0,25, 0,125 e 0,625 mg mL™*

respectivamente. Enquanto no grupo controle a mortalidade total foi de 4%. Com
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consequente formacao de 40, 37, 40 e 37 adultos, nas concentracbes 0,5, 0,25,

0,125 e 0,625 mg mL™ respectivamente e 96 adultos no grupo controle (Tabela 2).

4. Discusséo

As classes de metabolitos secundarios evidenciados nos extratos etandlicos de
caules e folhas de T. pallida (Figura 1), também fora descritas para exemplares
nativos em outras regiées do Brasil, principalmente os liminoides ou tetra-nor-
triterpenos, evidenciados no espectro de HPLC. Esse grupo geralmente representa o
nivel maximo na sequéncia de producdo de terpenoides em plantas, que
normalmente ndo sdo atacadas por insetos (Viegas Junior, 2003).

Especificamente, os triterperno e esteroides foram isolados da fracao
diclorometano das folhas de T. pallida e liminoide e a esses constituintes aos
triterpenoides e liminoides fori atribuido além da atividade inseticida sobre lagartas
de Tuta absoluta (Meyrick) (Lepidoptera: Gelechiidae), o esteroide isolado promoveu
o desenvolvimento larval e reduziu a sobrevivéncia larval, mas nao afetou a duragao,
a sobrevivéncia e o peso de pupas de T. absoluta (Cunha et al., 2008). J& em
nossos estudos o0s extratos etanolicos influenciaram no desenvolvimento e no
namero de adultos de A. aegypti formados, principalmente nas maiores
concentragfes. Esses resultados indicam que o efeito deletério dos constituintes
detectados nestes extratos favoreceu a acao inseticida, além do solvente extrator.

No caso, do etanol, um solvente polar, tem a capacidade de extrair
substancias com carateristicas polares como os glicosideos cardiotbnicos e apolares
como os esteroides e triterpenos. Roel et al. (2000) ao investigarem a atividade
toxica de diferentes extratos obtidos das folhas e ramos de T. pallida sobre

Spodoptera frugiperda, constataram entre os solventes testados (metanol, acetona,
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acetato de etila e hexano) o mais ativo foi 0 acetado de etila, solvente de média
polaridade. Para o extrato aquoso de folhas e ramos de T. pallida, os ramos foram
0s mais efetivos seguido das folhas sobre a Mosca branca Bemisia tabaci (Genn.)
Bidtipo B (Hemiptera: Aleyrodidae) (Souza e Vendramim, 2001). Resultados estes
também evidenciado neste estudo, onde o extrato etanolico dos caules foram mais
eficazes do que das folhas.

JA é conhecido e explorado em inumeros trabalhos a variacdo dos
metabdlitos secundarios no efeito de uma planta inseticida em funcdo da estrutura
vegetal utilizada para o preparo de extratos, por estes fitoinseticidas ndo estarem
distribuidos uniformemente por toda a planta (TAIZ e ZEIGER, 2004), além do
solvente extrator e tempo de extracao (LAPORNIK et al., 2005).

Reconhecidamente, as plantas da familia Meliaceae sao investigadas por
conter substancias com inUmeras atividades inseticidas e dentre os fitoinseticidas
destaca-se, como ja mencionado, os limondides (CASTILLO-SANCHEZ et al., 2010).
Porém, neste estudo dentre as classes de metabdlicos secundarios investigadas
estdo como maior frequéncia nos dois extratos os compostos fendlicos, os taninos,
flavonoides e seus derivados.

Rocha (2004), também isolou e identificou pela primeira vez a substancia
lupeol (triterpeno) e identificou a substancia gedunina em T. pallida e relacionou
essas substancias com a atividade inseticida da planta.

Os compostos fendlicos possuem uma absor¢cdo maxima em 280 nm, banda
indicativa de absorcdo de sistemas aromaticos com substituintes hidroxilas. Os
flavonoides, por serem grupos aromaticos mais condensados absorvem em dois
comprimentos de onda (HARBORNE e WILLIANS, 2000), uma banda intensa entre

250 a 280 nm, correspondente a absorcédo do anel A (hemicetal) e uma segunda
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banda em 360 a 390 nm representando o anel B do flavonoide (SILVERSTEIN et al.,
2014), bandas evidenciadas nos extratos investigados (Tabela 1).

Os ensaios fitoquimicos com Trichilia catigua Adr. Juss (Meliaceae) indicaram
a presenca de alcaloides, taninos, Oleos aromaticos, saponinas, terpenos,
esteroides, resinas gordas, triterpenos (acido beénico, lupeol) e flavonoides (BABY
et al., 2007). Ja para Trichilia hirta foram detectados nas folhas e cascas do caule as
mesmas classes de metabdlitos secundarios de nossos estudos (SOSA et al., 2011).

Kamdem et al. (2013) através de HPLC-DAD revelaram a presenca de
compostos fenolicos (acido gélico, acido clorogenico, acido cafeico e acidos elagico),
flavonoides (quercetina, isoquercetina e rutina) e taninos (catequina) no extrato
etandlico da casca do caule de T. catigua. Esses dados vém corroborar com 0S
relatos do presente estudo nos extratos etanolicos dos caules e folhas de T. pallida.
Em relacdo ao doseamento, foram encontrados dados apenas das cascas de T.
catigua, os valores da concentracdo de fendis totais ficou em 75,9 mg g* (RABELO
et al., 2013), teores inferiores aos encontrados para os caules da espécie em
estudo.

Os flavonoides, s@o conhecidos por sua atividade antioxidante, jA nos insetos,
agem como inibidores de alimentacao e interferem na reproducao podendo estimular
a oviposicdo (HARBORNE E GRAYER, 1994; MUSAYIMANA et al.,, 2001,
SIMMONDS, 2001). O contetdo de flavonoides e compostos fendlicos relatados nas
folnas de Trichilia silvatica podem ter promovido a inibicdo do crescimento de
insetos.

De acordo com Boica et al. (2005) a mortalidade larval de Plutella xylostella

(Lepidoptera: Plutellidae) foi analisada pelos extratos aquosos dos caules de T.
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pallida causando 100% de mortalidade das larvas, enquanto os extratos das folhas
resultou em 93,8% de mortalidade.

Em estudo feito com outro inseto, Spodoptera frugiperda, Borgoni &
Vendramim (2003) mostraram que o extrato aquoso dos caules de T. pallida causou

40% de mortalidade e reducéo de peso (1, 0 mg por lagarta).

5. Concluséo
Os extratos etanolicos dos caules e folhas de T. pallida tem potencial
inseticida causando mortalidade total na concentracdo de 1 mg mL™* sobre A.
aegypti. Estes extratos possuem metabodlitos secundarios, como compostos

fendlicos, flavonoides, taninos e triterpenos, 0s quais sao eficientes como inseticida.
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