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RESUMO

A araruta (Maranta arundinacea L.) € uma espécie vegetal cultivada, que vem sendo
estudada devido as potencialidades técnico-funcionais de seu amido, entretanto, o
mesmo nao acontece com o0 empirismo relacionado as outras utilizagdes. As
bioatividades das plantas sdo em sua maioria atribuidas aos metabdlitos secundarios
e neste sentido, informacdes sobre os aspectos metabdlicos e a aplicabilidade desses
compostos presentes nesta espécie sdo ecassas. Assim, o presente trabalho teve por
intuito elucidar os compostos secundarios presentes na espécie através de estudos
fitoquimicos e metabolémicos, buscando, possiveis propriedades e aplicacdes de
interesse econdmico e sustentavel. Com isso, o Capitulo | aborda a composi¢cao
fitoquimica e metabolédmica do acesso “comum” de araruta, 0 mais cultivado na maior
parte do Brasil, testando a eficicia inseticida dos seus extratos em relacdo a praga
agricola Spodoptera frugiperda (Lepidoptera: Noctuidae) e ao vetor de doencas
urbanas Aedes aegypti (Diptera: Culicidae). Foi possivel identificar a presenca dos
compostos rutina e quercetina nos extratos das hastes e folhas, além de acido
clorogénico e rosmarinico no extrato das folhas, componentes que apresentam efeitos
inseticidas ja comprovados. Para avaliar a seguridade no uso dos extratos, o teste de
atividade de inibicdo enzimatica do extrato frente a colinesterase sérica foi avaliado e,
os resultados estdo dentro do padrdo de normalidade, ou seja, 0s extratos n&o
indicaram atividade neurotéxica aos mamiferos e outros organismos nado-alvo. Os
testes de atividade bioinseticida com aplicacéo tépica realizado em S. frugiperda nédo
tiveram niveis de mortalidade significativos, em 24 horas de exposi¢éo, entretanto, os
extratos atuaram diretamente no peso das pupas, mortalidade, oviposicdo e
inviabilizaram completamente a eclosdo dos ovos nos ensaios via oral. Para A. aegypiti
0s extratos interferiram no desenvolvimento larval, pupal e na emergéncia de adultos.
Estes resultados confirmam a atividade inseticida dos extratos de araruta, chamando

a atencao para a diversificacdo de usos da espécie.

Palavras-chave: Praga, Vetor, Bioinseticida, Bioatividade, Metabolismo secundario.
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ABSTRACT

Arrowroot (Maranta arundinacea L.) is a cultivated plant species, which has been
studied due to the technical-proportional potential of its starch, however, the same
does not happen with empiricism related to other uses. The bioactivities of plants are
mostly attributed to secondary metabolites and in this sense, information about the
metabolic aspects and the applicability of these compounds present in this species are
scarce. Thus, the present work aimed to elucidate the secondary compounds present
in the species through phytochemical and metabolomic studies, looking for possible
properties and applications of economic and sustainable interest. Thus, Chapter |
addresses the phytochemical and metabolomic composition of the "common"
arrowroot access, the most cultivated in most of Brazil, testing the insecticidal efficacy
of its extracts against the agricultural pest Spodoptera frugiperda (Lepidoptera:
Noctuidae) and the vector of urban diseases Aedes aegypti (Diptera: Culicidae). It was
possible to identify the presence of the compounds rutin and quercetin in the stem and
leaf extracts, as well as chlorogenic and rosmarinic acid in the leaf extract, components
that have proven insecticidal effects. To assess the safety in the use of the extracts,
the enzyme inhibition activity test of the extract against serum cholinesterase was
evaluated and the results are within the normal range, that is, the extracts did not
indicate neurotoxic activity to mammals and other non-organisms. -target. The
bioinsecticide activity tests with topical application carried out on S. frugiperda did not
have base levels in 24 hours of exposure, however, the extracts acted directly on the
pupae weight, mortality, oviposition and completely prevented the hatching of eggs in
the tests via oral. For A. aegypti the extracts interfered with larval and pupal
development and adult emergence. These results confirm an insecticidal activity of

arrowroot extracts, drawing attention to the diversification of uses of the species.

Palavras-chave: Pest, Vector, Biopesticide, Bioactivity, Secondary Metabolism.



1. INTRODUCAO

O agronegocio tem se reinventado a cada ano e mesmo com 0S problemas
sanitarios ocasionados pela pandemia de COVID-19 provocado pelo novo
Coronavirus (SARS-COV-2), os dados da Confederacdo Nacional da Agricultura
(CNA), mostram que em 2020 houve crescimento em todos os seus seguimentos. O
resultado foi uma participacéo de 26,6% do PIB nacional, que em valores monetérios,
chega a aproximadamente 2 trilhndes de reais. Tal resultado é influenciado pela
geragdo e uso de novas tecnologias no setor. Desde a Revolugdo Verde, a
implementacdo de novas tecnologias na agropecuaria tem sido de fundamental
importancia para a expansao de sua capacidade produtiva. Mais recentemente a
Revolucdo Tecnoldgica 4.0, conhecida pela ado¢do de equipamentos sofisticados
ligados a era digital, além do desenvolvimento de pesquisas em bioinformatica,

biotecnologia, entre outros, implementounovas perspectivas de crescimento do setor.

Por outro lado, mesmo com o avan¢o da tecnologia, observam-se poucas
pesquisas envolvendo cultivos de espécies tuberosas produtoras de amido. Dentre as
amilaceas, a mandioca (Manihot esculenta Crantz) é a responsavel pela manutencéo
mercadologica do amido de tuberosas no Brasil. Os consumidores tém procurado
cada vez mais produtos diferenciados, deixando clara a necessidade de renovacao
nesse quesito. Dessa forma, o setor agroindustrial vem apresentando frenquentes
inovacodes, seja alterando as propriedades de produtos ja existentes, ou resgatando
culturas tradicionais que possuem um apelo nutricional saudavel, em uma perspectiva
tecnoldgica sustentavel. O que impulsiona a utilizacdo de amilaceas nativas, que
podem agregar valor aos produtos e servi¢cos do setor, além de impulsionar o cultivo

de espécies subutilizadas.

Neste sentido, a araruta (Maranta arundinacea L.) possui um grande potencial
de utilizacdo, especialmente por possuir um amido com caracteristicas singulares de

digestibilidade e estruturacao de produtos elaborados. Além disso, existe uma tradicao



sobre as suas propriedades medicinais, o que pode chamar a atencéao das industrias
alimentares, agroquimicas e farmacéuticas. Ha relatos na literatura, em que o0s
amerindios exploravam as propriedades bioativas da araruta, utilizando extratos da
planta como antidotos contra peg¢onhas de serpentes, além disso, a espécie é

empregada na etnomedicina brasileira e asiatica até hoje.

Os efeitos bioativos das plantas, na maioria das vezes, estdo correlacionados
aos seus metabolitos bioativos. Para a identificacdo e quantificacdo precisa desses
compostos, é utilizada a metabolémica, que através de aparelhos e metodologias
sofisticadas, consegue atingir os objetivos de pesquisas da area. Esta tecnologia é
amplamente utilizada nas industrias farmacéuticas e possui um grande potencial de
aplicacdo para o conhecimento da biofuncionalidade das espécies agricultaveis.
Dessa forma, a ciéncia metabolémica também pode ser direcionada ao melhoramento

genético, seguranca alimentar e preservacao ambiental.

Existe uma variacdo na biossintese de compostos bioativos em fungcdo de
estimulos ambientais como o estresse causado por intempéries climaticas, ou pelo
ataque de herbivoros. Neste sentido, sabe-se que a espécie M. arundinacea é
bastante tolerante e/ou resistente ao ataque de pragas, mas nao existem estudos que
comprovem essa caracteristica, ou qualquer atividade inseticida da planta. Apesar de
ser cultivada had muito tempo, informacgcdes sobre estudos genéticos e fisiolégicos

dessa espécie ainda sdo escassas.

Dessa forma, a realizacdo de estudos relacionados as caracteristicas
metabdlicas da espécie, podem esclarecer 0s seus aspectos produtivos, a fim de
contribuir para a geracdo de conhecimento sobre seus possiveis usos, como a
formulacédo de inseticidas botanicos, medicamentos e outros produtos de importancia

econdmica.



2. OBJETIVOS

Objetivo geral
Realizar estudos fitoquimicos e metabolédmicos do acesso de araruta “comum”
(Maranta arundinacea L.), na perspectiva de elucidacdo das propriedades

bioinseticidas presentes nos extratos da parte aérea da planta.

Objetivos especificos

e Avaliar o perfil metabolémico e fitoquimico de extratos das hastes e folhas do
acesso de araruta “comum”.
e Determinar o potencial inseticida dos extratos das hastes e folhas do acesso
‘comum” de araruta, frente a Spodoptera frugiperda e Aedes aegypti.
e Testar a atividade inibidora dos extratos da parte aérea da espécie, frente a

colinesterase sérica.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Maranta arundinacea (L.)

A araruta, M. arundinacea é uma planta herbacea, pertencente a ordem
Zingiberales e a familia Marantaceae que produz rizomas amilaceos de formato
fusiforme. As plantas de araruta podem variar de 0,6 a 2 metros de altura e seus
rizomas de 10 a 30 cm de comprimento (MONTEIRO e PERESSIN, 2002; FERRARI
et al., 2005; REDDY, 2015). Suas flores sdo brancas e pequenas, ocorrendo nas
extremidades das hastes, porém nas condi¢des tropicais caracteriza-se pelo pouco
ou nenhum florescimento, sendo uma planta de ciclo anual e comportamento
reprodutivo alégamo (Figura 2) (PIO CORREA, 1984; TAIZ e ZEIGER. 2004;
MARTINS, 2005). Os frutos séo raros, caracterizados como capsulas ovais
indeiscentes de coloragao que varia do vermelho ao marrom, medindo cerca de 8 mm,

com sementes ariladas de coloracéo castanha (REDDY, 2015).

A nomenclatura do género Maranta € uma homenagem atribuida ao médico e
botanico de origem italiana, Bartolomeu Maranti (1500-1571). Estéo catalogadas 34
espécies, pertencentes ao género, sendo a M. arundinacea a mais conhecida e
valorizada economicamente. O rizoma amilaceo é o 6rgdo comestivel da planta, que
pode ser consumido assado, ou cozido, mas o seu principal uso é para a extracao de
amido, que é extremamente valorizado comercialmente (ANDERSSON, 1986;
ERDMAN, 1986; COSTA et al., 2008; REDDY, 2015; BRITO et al., 2020).

O centro de origem da espécie M. arundinacea era incerto e gerou muitas
divergéncias no decorrer dos anos, devido a grande disseminagcdo da espécie tanto
nas Américas, quanto na Asia. Entretanto, estudos mais recentes confirmaram a
distribuicdo de espécies da familia Marantaceae por meio de paleoarqueologia e
taxonomia, e assim foi estabelecido que o género Maranta (L.) possui disperséao
neotropical, sobretudo nas Américas Central e do Sul (Figural) PERNO, 1985;
ANDERSSON, 1986; PIPERNO et al.,, 2000; ANDERSSON e CHASE, 2001;



CHANDLER-EZELL et al.,, 2005; DICKAU et al., 2007; PICKERSGILL, 2007;
PIPERNO et al., 2009; DUNCAN et al., 2009). O cultivo da araruta foi disseminado
mundialmente, sendo encontrado nos Estados Unidos, Austréalia, Africa e em paises
asiaticos, principalmente, China, india, Tailandia e Indonésia, que se tornaram
grandes produtores desta espécie (LIM, 2015; GUILHERME et al., 2018; BRITO et al.,
2020).
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Figura 1 Distribuicdo fitogeogréafica de acessos autéctones de M. arundinacea.
Fonte: Brito (2019).
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A araruta € uma planta neotropical, por isso, desenvolve-se bem em climas
guentes e umidos, como os de algumas regides produtoras, que estdo supracitadas.
Sua temperatura Otima de crescimento é entre os 20 e 30 °C, com um indice
pluviométrico necessario de 1500 a 2000 mm mensais, desenvolvendo-se bem do
nivel do mar até uma altitude de 900 m e em solos leves, bem drenados e de média

acidez (REDDY, 2015), ainda que estes dados sejam contestados, uma vez que nao



foram realizadas avaliacdes fitoténicas para a espécie. Os dados produtivos da
araruta sao incertos, pois se trata de uma amilacea que nao é cultivada de maneira
intensiva, a maior parte de sua producdo € realizada em pequenas propriedades,
associadas a agricultura familiar, ou seja, em pequena escala. Todavia, mesmo com
a escassez de dados disponiveis, a espécie nao corre risco de extincao, entretanto, a
Food Agriculture Organization (FAO) insere a amilacea no rol de culturas
negligenciadas (GUILHERME et al., 2018; BRITO et al., 2020).

Uma grande diversidade de espécies amilaceas tropicais vem apresentando
caracteristicas aplicaveis em varios segmentos industriais, o que pode impulsionar o
cultivo de algumas espécies subutilizadas. Entre essas esta a Maranta arundinacea
(L.), que é evidenciada por possuir um amido com caracteristicas singulares de
estruturacdo e digestibilidade, além das propriedades medicinais em suas folhas e
rizomas, relatadas desde tempos imemoriais, conferindo um alto valor agregado aos
produtos industriais provenientes dessa cultura (SHANTHAKUMARI et al., 2007,
REGO et al., 2016; BRITO, 2019; BRITO et al., 2020).

A araruta ja foi amplamente cultivada no Brasil, mas perdeu espaco para outras
culturas amilaceas, como a mandioca e o milho, que sdo matérias-primas da producao
de amido a nivel industrial (SILVA et al., 2000). O mercado de amido é dividido em
duas vertentes: o mercado de commodities e o diferenciado. O primeiro representa 0s
produtos padronizados que podem ser encontrados em grandes quantidades
mundialmente durante todo o ano. O segundo engloba amidos especiais, sazonais e
com caracteristicas valorizadas em determinados usos, permitindo a comercializacéo
com precos mais altos (GUILHERME et al., 2019).

A producdo mundial de amido cresceu significativamente nos Gltimos anos,
passando de 60 milhdes de toneladas em 2007, para 90 milhdes de toneladas,
considerando o mercado de comodities em 2017 (MANINGAT et al., 2009; FAO,
2017). As principais matérias-primas utilizadas para a fabricacdo de amido
mundialmente sdo a mandioca (Manihot esculenta Crantz), o trigo (Triticum aestivum
L.), a batata (Solanum tuberosum L.) e o milho (Zea mays L.), que representa mais de
75% da producao mundial (CEREDA, 2001; WATERSCHOOT et al., 2015; TEAGASC,
2017; VILPOUX et al., 2017).



A mandioca é uma amilacea nativa da Ameérica do Sul e 70% da producédo de
amido das industrias brasileiras, provém dessa matéria-prima. E inevitavel comparar
o amido de araruta, ao de mandioca, sendo esse o seu principal concorrente
mercadologico (VILPOUX et al., 2017; VILPOUX, 2003). As raizes de mandioca
possuem em média 31% de amido, enquanto o rizoma fresco de araruta contém de
20 a 33%. Apesar da porcentagem de amido ser maior nas raizes de mandioca, 0
valor de comercializacdo do amido de araruta é superior (LEONEL e CEREDA, 2002;
CEREDA e VILPOUX, 2003; EBDA, 2013; BRITO, 2019).

Os poucos cultivos de araruta existentes e a dificuldade em encontrar amido de
araruta que ndo seja uma falsificacdo (misturas entre amidos de outras amilaceas),
acabam contribuindo ainda mais para os elevados precos de seu amido (GUILHERME
et al., 2018). Além disso, as propriedades técnico-funcionais do seu amido sé&o
algumas das caracteristicas que impulsionam o cultivo da amilacea (BRITO et al.,
2020). Este subproduto possui caracteres fisico-quimicos de interesse que estdo
associados aos atributos de leveza e maciez, fornecendo alta trabalhabilidade para
pastas e geéis, o que Ihe proporciona claridade, fluidez e firmeza apés o resfriamento,
caracteristicas extremamente valorizadas na area da confeitaria fina (CHARLES et al.,
2016; AYALA-VALENCIA et al., 2015; BRITO et al., 2019).

Além do potencial uso na confeitaria (PIRIYAPRASARTH et al., 2010) também
verificaram, que o amido de araruta poderia ser aplicado como agente de suspenséo
comercial em formulacdes de farmacos. Sua atividade de suspensédo € comparavel a
da carboximetilcelulose de so6dio, um polimero muito utilizado na suspensao de
medicamentos (ODEKU, 2012). Entretanto, a utilizacdo da araruta na area medicinal,
€ bem mais ampla. Existem relatos que os amerindios empregavam a espécie como
antiofidico contra pegonhas de animais e flechas envenenadas (HANDLER, 1971), no
entanto esta situacao n&o foi comprovada cientificamente. Além disso, a planta possui
histérico de uso na medicina tradicional, sendo utilizada como fonte de calcio e no
tratamento de indigestdo, diarreia e infecgbes urinarias (SHANTHAKUMARI et al.,
2007; REGO et al., 2016). E também relatada por apresentar atividade antioxidante,
efeito hipolipemiante (NISHAA et al., 2012; DAMAT, 2012) e uma potencial fonte de
prebidticos, sendo também preparados chas em infusdo com folhas e/ou rizomas da
planta (HARMAYANI et al., 2011; REGO et al., 2016).



As atividades bioldgicas citadas na literatura podem estar diretamente ligadas
aos compostos fitoquimicos presentes na M. arundinacea. A identificacdo correta das
espécies é fundamental antes da sua utilizacdo com fins medicinais, ou mesmo, para
a realizacdo de pesquisas. O screening fitoquimico realizado por Rajalakshmi et al.,
(2016) demonstrou que havia presenca de esteroides, terpenos, carboidratos,
alcaloides, fendlicos, flavonoides, taninos, saponinas, quinona e cumarina em extratos
etandlicos dos rizomas de araruta. Além disso, os autores discutem seus resultados
de acordo com o trabalho de Lee e Chang, (2011), que relatam a presenca dos
compostos genisteina e daidzeina, nos rizomas da espécie, compostos conhecidos
por proporcionar o aumento da forca 0ssea e a melhoria de artrites. Entretanto os
autores cometeram um equivoco, pois a espécie abordada é Pueraria lobata e ndo M.
arundinacea (BRITO et al., 2020).

Estes compostos bioativos produzem reacées fisioldégicas benéficas ao corpo
humano, caracterizando-os com potencial medicinal ou nutracéutico (RUBA e
MOHAN, 2013; WINK, 2015). Os fitoquimicos com atributos medicinais podem ser
derivados de qualquer parte do vegetal, assim sdo amplamente empregados em
tratamentos de diversas enfermidades (CRAGG & NEWMAN, 2001), além de servir
como base para o desenvolvimento de moléculas sintéticas na industria farmacéutica
e até agroquimica (IVANOVA et al., 2005; HOSSEINZADEH, 2015).

Um apanhado dos screenings disponiveis na literatura para M. arundinacea foi
realizado por Brito et al. (2020), a partir dos estudos realizados foi confirmada a
presenca de alcaloides, glicosideos, esterbis, compostos fendlicos, taninos,
terpenoides, saponinas e flavonas nos rizomas da espécie (Quadro 1) (NISHAA et al.,
2013; SHINTU et al., 2015).

Quadro 1 Constituintes fitoquimicos encontrados nos rizomas de araruta (Maranta

arundinacea L.).

Jayakumar e . Rajalakshmi
Compostos Suganthi (2012) Shintu et al. (2015 et al. (2016)
presentes Metanol | Agua | Eter fC,Iorc_)- Metanol | Agua Etanol
ormio
Alcaloides + + - - + - -
Cumarina na na na na na na -
Esteroides + - + + - - -




Fendlicos + + - - + + -
Flavonas na na - - + - na
Flavonoides + - - - - - -
Flavononas na na - - + - na
Goma na na - - - - na
Glicosideos + + + + + + na
Quinona - - - - - - -
Saponinas + + + + + - -
Terpenoides + + + + + - -
Taninos + - - - + - -

(+) presente; (-) ausente; (na) ndo avaliado.

Algumas classes de compostos encontrados nos rizomas da araruta,
especialmente os flavonoides, podem apresentar efeito na satde humana (Wang et
al., 2017). Substancias quimicamente ativas presentes nas plantas de araruta,
produzem reacgfes fisiologicas benéficas ao corpo, como atividade
imunoestimulatéria, aumentando os niveis séricos de imunoglobulinas IgG, IgA e IgM
e atividade antioxidante frente a peroxido de hidrogénio (H202), éxido nitrico (NO) e
2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH) (KUMALASARI et al., 2012; GOPALAKRISHNAN
et al. 2012; RUBA e MOHAN, 2013; WINK, 2015; KUSBANDARI e SUSANTI, 2017).
Para a melhoria do entendimento dos compontes fitoquimicos, torna-se necessario
estudos mais aprofundados, especiemente por técnicas mais sofisticadas,

elcucidando assim as potencialidades dos extratos vegetais.

2.2 Aspectos gerais de fitoquimica e metabolémica

O metabolismo das plantas envolve compostos quimicos que podem ser
divididos em primarios e secundarios. Os metabdlitos primarios correspondem aos
compostos que participam das atividades biolégicas essenciais para a manutencao
da vida dos organismos, como os carboidratos, proteinas, lipideos e acidos nucleicos.
J& os metabdlitos secundarios sédo substancias quimicas acessorias que podem estar
presentes, ou ndo, em determinados organismos (BRAZ-FILHO, 2010). Apesar disso,
0s metabdlitos secundarios sdo parte fundamental do individuo que os contém, pois
correspondem aos produtos finais dos processos regulatorios da célula, e sua
presenca representa a resposta dos sistemas biologicos as alteragfes ambientais ou
genéticas (FIEHN, 2002; CROZIER et al., 2006; RENBERG et al., 2010). Os
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metabalitos primarios e secundarios formam a identidade quimica das plantas, que
também é denominado de metaboloma (WISHART, 2008; KIM et al., 2011).

Os metabdlitos secundarios séo originados a partir de quatro vias biossintéticas
sao elas a via mevalonato, chiquimato, acetato e a via mista (duas vias que sintetizam
0 mesmo composto). Aléem disso, os metabolitos sdo classificados em trés grupos
principais, de acordo com a sua estrutura quimica, séo eles os terpenos sintetizados
a partir da via mevalonato, os compostos fendlicos como os fenilpropanoides
originados da via chiquimato e os flavonoides sintetizados em via mista e os
compostos nitrogenados como os alcaloides, glicideos, glicosinolatos e glicosideos

cianogénicos provenientes da via chiquimato (DEWICK, 2009; FANG et al. 2011)

Os compostos secundarios podem ser de natureza constitutiva ou sintetizados
em diversas situacdes, incluindo mecanismos de defesa contra patdgenos,
predadores, ou mesmo, de atracdo de polinizadores e dispersores de sementes
(TIKU, 2020; SATDIVE et al., 2007). Além disso, estresses abidticos, como 0s
causados por incidéncia de luz, temperatura, regime hidrico e a disponibilidade de
nutrientes, metais pesados e salinidade no solo, demonstraram afetar
significativamente o conteddo de metabdlitos secundéarios nas plantas (VIALART et
al., 2012; SAMPAIO et al. 2016; KHAN et al. 2016; BERNSTEIN et al. 2010).

Para a identificacdo desses compostos, a metaboldmica € uma ferramenta
amplamente utilizada, pois oferece um alto grau de seletividade, sensibilidade e
replicabilidade (FERNIE & STITT, 2012; KIM et al., 2011; STOBIECKI & KACHLICKI,
2013), tornando-se um artificio fundamental na compreensdo do metabolismo
secundéario das plantas (SUMNER, 2010). A metabolémica é uma estratégia util para
analisar variedades vegetais de interesse agrondémico, e para o controle da qualidade
de produtos naturais de consumo humano, cujas legislacdes estdo cada vez mais
restritivas, tais como cosmecéuticos, fitoterapicos, nutracéuticos e suplementos
alimentares (LAST et al., 2007; WISHART, 2008; WOLFENDER et al., 2009; KIM et
al., 2011).

A metabolémica representa um campo de estudo para a compreensdo da
complexidade dos sistemas bioldgicos, sendo considerada a ligacéo entre o fendétipo
e 0 genotipo, posicionando-se como uma area de pesquisa essencial e complementar

aos estudos genémicos, protedmicos e transcriptdmicos (HICKS, 1966; FIEHN, 2002;
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FUKUSAKI & KOBAYASHI, 2005). A metabolémica busca identificar e quantificar os
metabdlitos, que em sua maioria possuem peqguena massa molecular e estédo
presentes em tais sistemas (GERMAN, 2005; VERPOORTE et al., 2007; CEVALLOS-
CEVALLOS et al., 2009; KIM et al., 2011).

A diversificada gama de compostos é estudada através de multiplas técnicas
analiticas. Imprescindivel ferramenta para a obtencdo de impressbes digitais
quimicas, as técnicas cromatograficas podem ser utilizadas para a identificacéo,
autenticacdo e quantificacdo de metabolitos secundarios, bem como para estudos
quimiossistematicos. Essa impressao digital cromatografica pode ser obtida por
protocolos como a Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas
(CG/MS), Cromatografia Liquida acoplada a Espectrometria de Massas (CL/MS) ou
ainda, espectrometria de Cromatografia Liquida de Ressonéancia Magnética Nuclear
(CL/RMN), os quais podem demonstrar com sucesso as semelhancas e diferencas

entre diversas amostras vegetais (TISTAERT et al., 2011).

As técnicas analiticas citadas auxiliam de forma precisa no estabelecimento do
perfil de metabdlitos, separacao de classes e identificacdo de moléculas de interesse.
A cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas é uma técnica que pode
ser usada para avaliar uma ampla gama de compostos como alcaloides, aminoacidos
e aminas, carboidratos, coenzimas, compostos fendlicos, fenilpropanoides, lipidios,
policetideos, terpenoides, vitaminas (hidrofilicas e hidrofobicas), entre outros. Ja
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas € indicada para avaliar
Oleos essenciais e acidos graxos, bem como alcaloides, esteroides, monossacarideos
e terpenoides. Ainda, a eletroforese capilar, no que lhe concerne, auxilia na deteccao
de bases nitrogenadas, coenzimas, grupos prostéticos, nucleosideos, nucleotideos,
oligossacarideos, e vitaminas hidrofébicas (CARRENO-QUINTERO et al., 2013).

As classes de metabdlitos secundarios, ou moléculas especificas identificadas
pelos métodos metaboldmicos também funcionam como micromarcadores
moleculares para familias, géneros e espécies vegetais, complementando os estudos
de genbmica, protedmica e transcriptbmica, através da quimiossistematica e
guimiotaxonomia, pois 0s mesmos, podem nao ser suficientes para designacéo de
subespécies ou variedades (FUKUSAKI e KOBAYASHI, 2005; SCHAUER e FERNIE,

2006; HONG et al., 2016). Dessa forma, a metabolédmica combinada com dados
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morfologicos e genéticos, auxilia na elucidacdo do historico de desenvolvimento do
organismo em seu ambiente, o que permite uma classificacdo mais exata dos taxons
em niveis inter e intraespecificos (EKENAS et al., 2009; MESSINA et al., 2014; PAN
et al., 2016; SANTOS et al., 2017).

Sendo assim, a metaboldmica uma importante aliada na elucidacdo e
caracterizacao dos diferentes acessos de araruta presentes no Brasil. Estes acessos
recebem a denominacédo de ecotipos, sendo esses, a populacéo local de uma espécie,
que surge como resposta do gendtipo as caracterlsticas ecoldgicas tlpicas do
ambiente local. Ou seja, 0s ecotipos sdo adaptacdes estreitas da planta ao ambiente
em que esta inserida, entretanto, também é comum encontrar o termo “variedade”,

guando se referem aos acessos de araruta.

O termo araruta (arrowroot em inglés) é empregado comumente para varias
espécies vegetais como Canna edulis L., Tacca leontopetaloides L., Puerariae flos
DC., Pueraria lobata Willd. e Puerariae radix DC., o que pode gerar equivocos, até
mesmo, na area da pesquisa (RAJALAKSHMI et al., 2016; BRITO, 2019). Além disso,
existe a prépria variabilidade genética entre os acessos, com variacdo morfolégica,
principalmente relacionada ao tamanho das folhas e formato dos rizomas. Somente
no Brasil sdo relatadas oito “variedades” de araruta (BRITO et al., 2020). Entretanto,
Brito (2019), estabeleceu por meio de andalises morfologicas, gendmicas e
metabolémicas, que apenas seis dessas “variedades” sdo pertencentes a espécie
Maranta arundinacea (L.), as outras correspondem a Marana ruizina e a Myrosma

cannifolia (Figura 2).
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Figura 2 Caracteristicas fenotipicas morfologicas das (A) hastes, (B) folhas, (C) flores e (D) rizomas de oito acessos denominados
ararutas autoctones do Brasil. Maranta arundinacea - comum (com), amazonas (ama), redonda (red), guadalupe (gua), santa
catarina (stc), seta (set), Maranta ruiziana - araruta-bambu (aba) e Myrosma cannifolia - ovo de pata (opt).

Fonte: Brito (2019).
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Apesar do grande sucesso das analises metabolémicas nas aréas da
guimiossistematica e quimiotaxonomia. A utilizacdo dessa ferramenta deve ser
realizada com cautela, pois os componentes fitoquimicos dos vegetais estdo
diretamente ligados a fisiologia e respostas bioldgicas das plantas. Portanto, o arranjo
fitoquimico dos vegetais sdo afetados de diversas formas, seja pela idade, fatores
ambientais bibticos e abidticos e até mesmo, pela qualidade do material vegetal
utilizado nas analises (HONG et al., 2016; ALMEIDA et al., 2018).

2.3 Compostos secundarios e o ambiente

No reino vegetal sdo sintetizados milhares de metabdlitos secundarios e muitos
deles sdo restritos a certos agrupamentos taxondmicos. Essas particularidades
funcionam como estratégia de sobrevivéncia, criando diversidade. Ha relatos de
variacfes no teor de compostos quimicos até mesmo, dentro de uma mesma espécie
(BAGDONAITE et al., 2012; WINK, 2015; ZHENG et al., 2018; BORGES et al., 2017).
Essas caracteristicas estao relacionadas a variabilidade genética e, principalmente,
as diferencas das condicdes de crescimento (RADUSIENE et al. 2012). Além disso, a
sintese desses metabdlitos € estritamente regulada e, geralmente, restrita a tecidos
vegetais especificos ou estagios de crescimento e desenvolvimento, em resposta ao
estimulo ambiental (GARGALLO-GARRIGA et al. 2014; OSBOURN et al. 2003;
SAMPAIO et al. 2016).

A variacdo dos metabdlitos secundarios e primarios em relacdo ao indice de
radiacao solar, temperatura e regime hidrico, também podem interferir em caracteres
essenciais nha comercializagéo e processamento de frutas e verduras, como o sabor e
a aparéncia (ZHENG et al., 2018; FALCO e LANZOTTI, 2018). Estas variaveis
ambientais, além do estagio de crescimento fenolégico, também interferem na
qualidade e aroma de ervas e temperos. No orégano (Origanum vulgare L.), por
exemplo, o periodo de desenvolvimento que possui a maior concentracdo de oOleos
essenciais (inicio do florescimento), € a época certa para a colheita, pois seu aroma e
sabor estdo mais acentuados (NURZYNSKA-WIERDAK, 2009; KROL et al., 2019). J&
no estudo desenvolvido por Awin et al. (2019), com algumas espécies de Curcuma
sp., foi possivel recomendar que nove meses apoés o plantio, € o melhor periodo para

a colheita dos rizomas, levando em consideracao as concentragcdes de compostos



15

bioativos, obtidos a partir de analises de RMN realizadas em diferentes estagios
fenologicos das plantas. Entretanto, para espécies com escassez de informacdes,

como a araruta, este efeito ainda nao é claro.

Um estudo quimiotaxonémico realizado por Pan et al. (2015), mostra o
agrupamento de espécies vegetais, ndo por sua taxonomia, € sim, por sua origem
geogréfica, mostrando a influéncia do ambiente no metaboloma das plantas. Em
relagdo a concentragdo dos fitoquimicos durante o desenvolvimento fenologico das
plantas, Esmaeili et al. (2018) apresentaram resultados satisfatorios na variacdo dos
teores durante a ontogenia de Oliveria decumbens, assim como, Bagdonaité et al.
(2012) constataram para Hypericum perforatum e Ebrahimi et al. (2008) para Tymus
caramanicus. Este fato ressalta a necessidade de estudos nesta area, especialmente,
para a otimizacdo do ponto de colheita das plantas medicinais e condimentares,

guando relacionado a maxima concentracdo de compostos bioativos de interesse.

Além da literatura supracitada, existem alguns estudos que avaliam diferentes
caracteristicas das plantas no decorrer do seu desenvolvimento fenoldgico (FERRARI
et al., 2005; MAUSZ e POHNERT, 2014). Entretanto, estudos relacionando o perfil
metabolémico dos vegetais ao longo do seu desenvolvimento fenolégico de maneira
aplicada sdo escassos. Onda et al. (2015), empregaram o perfil metabdélico de
gendtipos de braquipdédio (Brachypodium distachyon L.) durante o crescimento
fenologico Biologische Bundesanstalt Bundessortenamt und Chemische Industrie
(BBCH) com o intuito de diferenciar e indicar superioridades entre os acessos
genéticos. Em trabalho desenvolvido por Rosetti et al. (2019), foi descrita a evolucdo
morfologica e histoquimica/anatémica de frutos de oliva (Olive europea), mostrando
aplicabilidades do sistema de codificacdo BBCH e, direcionando novas investigacées

em biologia aplicada ao metabolismo vegetal.

Neste sentido, Brito et al. (2019), estabeleceram a fenologia da M. arundinacea
como base para aplicagdes na agricultura e em pesquisas. Os autores codificaram os
principais eventos fenoldgicos de acordo com os caracteres morfoldgicos. No entanto,
o direcionamento foi, sobretudo, para o aspecto de bioacumulo de amido e ponto de
colheita. Além da qualidade e acumulo do amido, é de suma importancia desvendar o
potencial da araruta em usos medicinais, através do estudo de seu perfil

metabolémico. Desta forma, quando se trata de estudar, domesticar ou melhorar uma
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nova cultura, é importante entender a fenologia e a composicéao fitoquimica para a

coleta de informacdes consistentes.

Os screenings disponiveis no Quadro 1 confirmam a presenca de alcaloides,
glicosideos, esterois, compostos fendlicos, taninos, terpenoides, saponinas e flavonas
em extratos de M. arundinacea (SHI et al. 2004; KHAN et al, 2018; BRITO et al., 2019).
Os alcaloides com atividades antibacterianas e analgésicas (SHI et al. 2004; KHAN et
al, 2018), os glicosideos que sédo eficientes na cura da insuficiéncia cardiaca
(cardiotonicos), da tosse e de problemas circulatérios, entretanto, também podem
proporcionar maleficios a saude como os glicosideos cardiotoxicos (SULE et al.,
2010). Os taninos que sao divididos em duas classes, os hidrolisaveis e os
condensados, sendo grandes responsaveis pelas atividades antidisentéricas e
antidiarreicas, além de possuirem efeitos antimicrobianas e antioxidantes, também
desempenhando um importante papel no mecanismo de defesa das plantas contra 0s
herbivoros (RIVIERE et al., 2009; BARBEHENN e CONSTABEL, 2011).

As saponinas sao registradas por possuirem efeitos hipercolesterolémicos,
hiperglicémicos, dentre outros (RATHORE et al., 2012). Além disso, as propriedades
medicinais dos flavonoides, como as flavonas sdo as atividades anticarcinogénica,
anti-inflamatoria, antibacteriana, antialérgica, antiviral e imunoestimulante (SHI et al.,
2004). Ja os terpenos possuem efeitos antimicrobianos, anti-inflamatorios,
anticarcinogénico, sendo também bastante testados por seus potenciais inseticidas
(COX-GEORDIAN et al., 2019; PAVELA et al., 2017).

2.4 Bioatividade dos metabdlitos secundarios

2.4.1 Propriedades medicinais

As plantas tém sido a principal fonte de compostos medicinais desde tempos
imemoriais, onde suas propriedades farmacoldgicas as inserem nesse rol (BENT,
2008; DEWICK, 2009). Estas propriedades sdo originadas pela presenca de
substancias fitoquimicas, que podem ser encontrados em diversos 6rgdos vegetais
(CRAGG e NEWMAN, 2001). Os fitoquimicos biologicamente ativos desempenham
um papel essencial no desenvolvimento de novas drogas, que contribuem para o
tratamento de enfermidades e doencas (DEWICK, 2009, HUBERT, et al., 2017). Além

disso, também possuem efeitos nutricionais benéficos (CHANG et al., 2019).
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A classe dos compostos fendlicos, provavelmente, abrange a maior quantidade
de metabdlitos secundéarios das plantas. Alguns dos compostos dessa classe
possuem atividades anti-inflamatérias, anti-hepatotoxicas, antioxidante,
antimicrobiana, antitumorais e broncodilatadoras (PETROVSKA, 2012; ANDRADE-
CETTO e HEINRICH, 2005). Os alcaloides formam a classe composta por metabalitos
com pelo menos um atomo de nitrogénio em um anel heterociclico. Os alcaloides
possuem uma vasta variedade de propriedades farmacolégicas, incluindo analgesia,
anestesia, estimulacdo cardiaca, estimulacdo e relaxamento respiratorio,
vasoconstricdo, relaxamento muscular, e também propriedades antineoplasicas,
hipertensivas e hipotensas. Entretanto, muitos alcaloides sdo toxicos para 0s animais
e podem leva-los a morte (UDALAMATHTHA et al., 2016; HUSSEIN e EL-ANSSARY,
2018; WHO, 2020).

As saponinas sdo assim chamadas por sua assimetria hidrofébico-hidrofilica, o
que d& a esses compostos a capacidade de diminuir a tensao superficial, sendo
semelhantes ao sab&do (REZVANI et al., 2001). Algumas saponinas tém propriedades
antitumorais, sedativas, expectorantes, analgésicas e anti-inflamatérias (ESPITALIER
et al., 2009). Os terpenos correspondem ao mais diverso grupo de compostos
secundarios de plantas. Todos eles sdo derivados quimicamente de unidades de
isopreno de cinco carbonos ordenadas de maneiras diversas (UDALAMATHTHA et
al., 2016). Eles possuem propriedades anti-inflamatoérias, anti-helminticas,
analgésicas, cardiotdnicas, antimicrobianas e diuréticas (WHO, 2020; WILSON e WU,
2015; AKITA et al., 2010).

A identificacdo dos compostos é de suma importancia para a elucidacdo das
propriedades bioativas presentes nos metabdlitos das plantas. A partir desta, &
possivel conhecer o composto e decifrar 0 seu mecanismo de agéo, para gue possam
ser utilizados de maneira aplicavel as industrias farmacéuticas, alimenticias e
agroquimicas (MATHEWS et al., 2003; FRANCISCO et al., 2013; SHITAN, 2016). Foi
gracas a identificacdo dos compostos secundarios da papoula do 6pio (Papaver
somniferum), por exemplo, que atualmente temos os alcaloides opiaceos morfina,
codeina, thebaina e oripavina, que possuem propriedades anestésicas e analgésicas,
sendo extensivamente utilizados na medicina tradicional (HAGEL e FACCHINI, 2013;
DASTMALCHI et al., 2019). Entretanto, os metabdlitos secundarios possuem

aplicagbes mais vastas na area da medicina alternativa (PALANICHAMY, 2018).
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Nas ultimas duas décadas, o uso de remédios a base de plantas, ou fitoterapicos,
foi amplamente adotado em muitos paises desenvolvidos como alternativa a medicina
convencional, principalmente, devido aos supostos efeitos colaterais menores, mas
seguindo uma legislacdo rigida e sob vigilancia (ENIOUTINA et al.,, 2017;
SURESHKUMAR et al., 2017). Devido aos efeitos sinérgicos presentes nos extratos
brutos de plantas com propriedades medicinais, acredita-se que esses tenham maior
atividade bioldgica, que os compostos isolados presentes em muitos medicamentos
(COWAN, 1999; JANA e SHEKHAWAT, 2010; WINK, 2015).

2.4.2 Propriedades nutricionais

Os metabdlitos secundarios sao importantes para a saude humana, ndo somente
no campo medicinal, mas também possuem efeitos nutricionais benéficos. Os
compostos fendlicos, como antocianinas, polifendis e flavonoides, podem limitar o
risco de varias doencas degenerativas associadas ao estresse oxidativo (atividade
antioxidante), como diabetes, doencas cardiovasculares crénicas e cancer, quando
sdo inseridos na dieta humana através dos alimentos (PARR e BOLWELL, 2000;
SLAVIN, 2004; PANDEY e RIZVI, 2009; LIM et al., 2016).

Além de beneficios alimentares diretos, os metabdlitos secundarios também
propiciam beneficios indiretos como é o caso da (Stevia rebaudiana Bertoni), utilizada
como adocante ndo calérico em uma ampla parcela de produtos alimenticios
(BONDAREYV et al., 2003). Ela possui um glicosideo, que é aproximadamente 300
vezes mais doce que a sacarose, sendo regularizada pelas principais instituicoes
internacionais como suplemento dietético (CRAMMER e IKAN, 1986; EFSA, 2010;
TAVARINI e ANGELINI, 2013).

Apesar dos inumeros efeitos benéficos dos metabdlitos secundarios, muitos
deles podem ser toxicos para diversos organismos, pois sao produzidos
principalmente para a defesa das plantas contra herbivoros, fungos e bactérias
(SCHOONHOVEN et al., 2005). Alguns metabdlitos secundarios, especialmente
alcaloides, sao toxicos para células procariéticas e eucaridticas. Um desses exemplos
€ a berberina, um alcaloide benzilisoquinolina sintetizado em algumas espécies
vegetais inibe a biossintese de DNA e proteinas em bactérias, atuando como um
protetor quimico contra bactérias (SIRIKANTARAMAS et al., 2008). Outro metabdlito

téxico aos organismos € o glicosideo cianogénico amigdalina, encontrado no néctar
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das flores de améndoa (LONDON-SHAFIR et al., 2003), que ao serem polinizadas por
abelhas, podem levar os insetos a morte (WRIGHT et al., 2010; AYESTARAN et al.,
2010). Foi através de metabdlitos secundarios como estes, que surgiram alguns
inseticidas utilizados de forma extensiva na agricultura (OBEREMOK et al., 2015;
DAVIES et al. 2007).

2.4.3 Propriedades inseticidas

A importancia do conhecimento sobre a dindmica dos metabdlitos secundarios
das plantas tem aumentado cada vez mais, sendo comum a sua aplicacdo e usos
como drogas, aditivos alimentares e pesticidas (WINK, 2010). Entretanto, na
agricultura os estudos metaboldbmicos dos vegetais ainda precisam ser mais
explorados, pois possuem facil aplicacdo na &rea, auxiliando no conhecimento da
biofuncionalidade das espécies cultivaveis, aplicando-os a seguranca alimentar e
ambiental, melhorando também, a nutricdo e saude dos individuos, além de utiliza-los
para o melhoramento genético de plantas com base na composi¢do quimica. (DIXON
et al., 2006; IBARRA-ESTRADA et al., 2016).

Embora seja dificil determinar com precisdo o papel - de cada metabdlito
secundario, a maioria deles esta envolvida na defesa das plantas contra herbivoros e
patégenos, ou na atracdo de polinizadores (YAZAKI, 2004; WINK, 2010). Os insetos
podem ser atraidos pela planta hospedeira por sinais visuais e/ou quimicos, e, dessa
forma, a planta se torna propicia para a sua alimentacédo e/ou oviposi¢ao. Por essa
razao os metabdlitos secundarios, bem como os primarios, desempenham um papel
crucial na interagéo inseto-planta (MULLER e RIEDERER, 2005; LOPRESTI, 2015).

As decisdes das fémeas dos insetos sobre onde depositar seus ovos sdo de
suma importancia para o desenvolvimento da prole e é uma questdo chave na
compreensao das relacdes ecologicas que determinam as rela¢des entre hospedeiros
e a especializacdo de insetos herbivoros (JONES e AGRAWAL, 2019). Um dos
exemplos desse tipo de relacdo sao as borboletas-monarca (Danaus plexippus), que
possuem especificidade em relagdo as plantas do género Asclepias (Apocynaceae)
das quais sequestram cardenolideos toxicos provenientes do metabolismo secundario
da planta, para a sua propria defesa através da alimentacdo (BROWER et al. 1967,

REICHSTEIN et al. 1968). Além disso, borboletas de outras espécies mimetizam
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aparéncia das monarcas, com o intuito de enganar predadores como as aves, que néo
se alimentam das monarcas por seu espectro de palatabilidade pungente. Esse
mimetismo pode ser classificado em duas vertentes o mimetismo batesiano e o
mulleriano, onde o primeiro imita a aparéncia da borboleta toxica, porém nao possui
toxicidade ou sabor desagradavel ao ser predada e o segundo apresenta toxicidade
ou impalatabilidade semelhantes a borboleta mimetizada (HUHEEY, 1988; JORON e
MALLET, 1998).

A relacdo inseto-planta supracitada € vantajosa para o inseto, entretanto, na
maioria dos casos essa relacdo favorece a planta e, dessa relacdo desarmonica, -
foram originados alguns inseticidas usados atualmente (KORTBEEK et al., 2019).
Alguns metabdlitos secundarios séo utilizados como inseticidas botanicos, além disso,
outros também deram origem a moléculas sintéticas (DERBALAH 2012;
KHOSHRAFTAR et al., 2020). Como exemplos temos a nicotina de Nicotiana tabacum
(Neonicotindides) um alcaloide, a rotenona de Lonchocarpus sp., uma isoflavona, e a
piretrina de Chrysanthemum cinerariaefolium (Piretréides) um terpeno (OBEREMOK
et al., 2015; DAVIES et al. 2007). O uso de pesticidas botanicos contra pragas € uma
atividade comum ha muito tempo, e hoje vem substituindo pesticidas quimicos,
principalmente, em culturas e produtos que devem estar livres de residuos quimicos,

como o sistema de cultivo de alimentos organicos (ROEL, 2002; BENELLI et al., 2019).

Os insetos ja consomem de 5 a 20% das principais safras de graos, entre eles o
trigo (Triticum aestivum L.), o arroz (Oryza sativa L.) e o milho (Zea mays L.)
(DEUTSCH et al.,, 2018). Isso torna ainda mais necessario, o implemento em
pesquisas para novos métodos de controle de pragas. Os inseticidas, método mais
utilizado atualmente, possuem uma ampla gama de aplicacdes, ndo somente na
agricultura, como também no combate aos insetos vetores, envolvidos na
disseminagédo de doencas humanas e animais (GUPTA et al., 2019). Dessa forma,
pesquisas com extratos vegetais apontam metabdlitos com bioatividade inseticida,
como alternativa para solucionar problemas e criar novos produtos com apelo
ambiental, que possuem modos de acdo mais especificos (KHOSHRAFTAR et al.,
2020; BENELLI et al., 2019; PAVELA et al., 2017).

Diversas espécies de insetos sdo empregadas como modelos bioldgicos para

bioensaios testando inseticidas botanicos e, geralmente, sdo determinadas a partir de
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guestdes intrinsecas de cada regido ou pais (PAVELA et al., 2017; BENELLI et al.,
2019; SISAY et al, 2019). Em 2018, o Brasil foi o terceiro maior produtor de milho (Zea
mays) do mundo e a praga com maior potencial de dano da cultura € a lagarta-do-
cartucho, Spodoptera frugiperda (J.E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae). Sendo dessa
forma, um inseto modelo de inUmeros estudos, seja envolvendo inseticidas, ou
tecnologias de transgenia (FAOSTAT, 2018; OKUMA et al., 2018; OMOTO et al.,
2016).

A lagarta-do-cartucho € nativa da regido neotropical, com distribuicdo comum
desde a Argentina até os Estados Unidos da América, além de apresentar migracées
sazonais atingindo provincias do Canada (CASMUZ et al., 2010). A espécie também
se espalhou para vérios paises do continente asiatico e para mais de 30 paises
africanos (GOERGEN et al., 2016; EPPO, 2019, FAO, 2019). No Brasil as lagartas-
do-cartucho encontram um clima extremamente favoravel, sendo uma das principais
pragas do milho. Entretanto, a espécie possui habito polifagico, podendo ser
encontrada também em culturas dos cereais arroz, trigo e aveia (Avena sativa L.),
além do algoddo (Gossypium hirsutum L.), soja (Glycine max (L) Merill), e diversas
gramineas forrageiras. Existem relatos que a lagarta-do-cartucho afeta
aproximadamente 186 espécies de plantas de 42 familias (PERUCA et al., 2017,
EARLY et al., 2018; BOAVENTURA et al., 2020).

Um dos maiores problemas da espécie S. frugiperda é a sua grande capacidade
de desenvolver resisténcia a varias moléculas quimicas (CARVALHO et al., 2013).
Como alternativa para o controle desta foi desenvolvida e amplamente difundida a
tecnologia Bt, onde a propria planta € capaz de produzir uma proteina que age no
aparelho gastrointestinal dos insetos através da transgenia (TABASHNIK et al., 2015).
Entretanto, o controle efetivo desse inseto por culturas geneticamente modificadas,
como o milho Bt, enfrenta obstaculos, incluindo uso inadequado, inacessibilidade por
pequenos agricultores e resisténcia desenvolvida pela praga. Além disso, a espécie
também tem desenvolvido resisténcia aos inseticidas quimicos sintéticos usuais, por
conta da sua utilizacdo massiva de maneira errbnea (EICHENSEER et al., 2008;
STORER et al., 2012; FARIAS et al., 2014).

Adquirir resisténcia a tecnologias de controle, por conta da utiliza¢do inadequada

e exacerbada de inseticidas sintéticos, ndo € exclusividade da S. frugiperda, ou de
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outras pragas agricolas. Esse tipo de resisténcia também é encontrado em insetos
vetores de doencas, como € o caso do mosquito hematofago Aedes aegypti L.
(Diptera: Culicidae) (NAQQASH et al., 2016; ZARA et al., 2016; PAVLIDI et al., 2018).
Este inseto de origem africana, atualmente, esta distribuido em todas as regides
tropicais e subtropicais do globo. Nas Américas, este vetor € responsavel pela
circulacdo de quatro sorotipos do virus da Dengue (DENV-1, DENV-2, DENV-3 e
DENV-4) que podem originar tanto infecgbes assintomaticas quanto quadros graves
fatais. Além disso, também possui alta propenséo para transmissao vetorial de outras
arboviroses como Chikungunya (CHIKV) e Zika Virus (ZKV) (COSTA e FACANHA,
2008; ZARA et al., 2016).

Em estudos coordenados pela Pan American Health Organization (OPAS), em
todo o continente americano, somente em 2020 foram registrados aproximadamente
2.300.564 casos de dengue, onde o Brasil lidera o ranking com 63,77% desses casos,
dos quais 554 foram a 6Obito (54,37% do total de 6bitos registrados no continente). A
dengue j& possui uma vacina tetravalente (Guy et al. 2010; Souza 2018), entretanto,
essa nao é completamente eficiente, tornando a limpeza de possiveis criadouros do
mosquito (eliminacdo da fase larval) e a aplicacdo de inseticidas sintéticos nos
perimetros urbanos, as principais acfes de combate as arboviroses. Todavia, a
aplicacao frequente de um mesmo grupo de inseticidas nas acfes de controle do vetor
tem induzido resisténcia as populacées do mosquito, sem contar na toxicidade desses
produtos para os seres humanos e meio ambiente (CANTANE et al., 2015; ZARA et
al., 2016).

Varios mecanismos podem ser 0S responsaveis por resisténcias adquiridas
pelos insetos, entre eles a menor penetracdo de inseticidas, a biodegradacao ou
também chamada, resisténcia metabdlica e as mutacdes que afetam a proteina alvo
dos inseticidas (HEMINGWAY et al., 2004; LI et al., 2007). A resisténcia de A. aegypti
aos piretréides, principal classe de inseticidas usada contra o vetor, por exemplo, é
consequéncia de mutacbes que afetam o canal de sodio e de mecanismos
metabolicos (MOYES et al., 2017; SMITH et al., 2016). Dessa forma, existe um esfor¢o
na busca de bioprodutos como os inseticidas botanicos, que possuem capacidade de
controle de proliferacdo das espécies, com modos de acdo distintos, evitando a

selecéo de populagdes resistentes com uma menor contaminagcdo do meio ambiente
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e diminuicdo da acéo dos inseticidas em organismos néo-alvo (BOYCE et al., 2013;
ZARA et al., 2016).

Contextualizando a falta de estudos e potenciais utilizagbes da espécie M.
arundinacea frente a caracterizacdo e uso de seus componentes fitoquimicos, o
presente estudo propde-se a solucionar as prerrogativas supracitadas. O trabalho sera
apresentado em formato de capitulo (redigido na forma de artigo), adotando as

normas de revista especifica, como segue:

Capitulo 1: Eficicia inseticida de extratos de araruta (Maranta arundinacea L.) contra
Spodoptera frugiperda e Aedes aegypti. Conforme as normas da Neotropical
Entomology (ISSN 1678-8052).
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Resumo: Os novos desafios no controle de pragas e vetores impulsionam a busca por métodos
de manejo sustentaveis, tornando os inseticidas botanicos uma estratégia importante para o
controle destes insetos. A lagarta-do-cartucho, Spodoptera frugiperda (JE Smith, 1797)
(Lepidoptera: Noctuidae), afeta a producdo de inumeras culturas por possuir habito polifagico

e 0 mosquito-da-dengue, Aedes aegypti (Linnaeus, 1762) (Diptera: Culicidae), € um importante
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vetor de arboviroses como Dengue, Chikungunya e Zika, assim ambas espécies se tornaram
importantes modelos experimentais em bioensaios. Devido a relatos que a araruta (Maranta
arundinacea L.) possui resisténcia ao ataque de pragas, 0 que indica uma possivel atividade
bioinseticida, o objetivo deste estudo foi avaliar o efeito de extratos de suas hastes (EH) e folhas
(EF) sobre o ciclo de vida de S. frugiperda e A. aegypti. Para confirmar a eficicia foram
realizados testes fitoquimicos e metabolémicos de natureza qualitativa e quantitativa, que
identificaram a presenca dos compostos rutina e quercetina nos dois extratos, e &cido
clorogénico e rosmarinico somente no extrato da folha. Além disso, foi testada a atividade de
inibicdo do extrato frente a enzima acetilcolinesterase, que manteve os seus niveis de acdo
dentro da normalidade. Os testes de aplicacdo topica realizados em S. frugiperda néo
apresentaram niveis de mortalidade significativos em 24 horas de exposicdo, entretanto, 0s
extratos atuaram diretamente no peso das pupas, mortalidade, oviposi¢do e inviabilizaram
completamente a eclosdo dos ovos nos ensaios via oral. Em A. aegypti os extratos avaliados
interferiram significativamente no desenvolvimento larval, pupal e na emergéncia de alados.
Estes resultados confirmam a atividade inseticida dos extratos de araruta, chamando a atencéo
para a diversificacdo de usos da espécie.

Palavras-chave: Praga; Vetor; Inseticida Botanico; Fitoquimica; Cromatografia.

Introducéo

Os inseticidas botanicos tém aumentado a sua visibilidade e crescimento nos ultimos 20
anos, e sua maior divulgacéo pode ser comprovada pelo numero de publicacdes na area (Isman
and Grieneisen 2014; Isman 2015; Isman 2020). Em sinergia com o aumento de publicagdes, o
mercado de inseticidas e repelentes botanicos também vem crescendo gradualmente, por conta
do apelo natural, saudavel e de baixo risco ambiental deste tipo de defensivo, porém ainda estdo

muito aquem do esperado, por conta de fatores como as legislacoes reguladoras (Benelli 2015;
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Pavela and Benelli 2016; Pavela et al. 2017; Isman 2020). Entretanto, em cultivos que precisam
estar livres de residuos de inseticidas, como o0s organicos e 0s agroecoldgicos, estes produtos
sdo amplamente utilizados (Roel 2002; Benelli et al. 2019).

Esse uso foi alavancado pelas descobertas dos efeitos deletérios na salde e a0 meio
ambiente causados por inseticidas de uso comum no século XX, como os organofosforados (por
exemplo o Metil Paration) e o diclorodifeniltricloroetano (DDT), que atualmente s&o
expressamente proibidos, além de outras substancias nocivas que foram excluidas da linha de
producdo de empresas agroquimicas (Koul and Dhaliwal 2003; Morgan 2004; Isman 2006;
Benelli 2015).

No decorrer dos anos, divesas pesquisas mostram que 0s vegetais expressam em sua
composicdo metabolitos secundarios, que possuem diversas atividades bioldgicas (Dewick
2009; Wink 2015). Os metabdlitos secundarios sdo agrupados em classes de acordo com a sua
composicdo e apresentam diferentes funcgbes bioldgicas, entre elas estdo a tolerdncia a
intempéries climaticas e a herbivora. Desta forma, surgiu o campo de pesquisa em
bioinspiracdo, onde moléculas com efeito repelente ou inseticida dos vegetais foram copiadas
sinteticamente na industria agroquimica. Entre os alcaloides, por exemplo, a nicotina e a
piretrina, sdo compostos que deram origem a alguns pesticidas sintéticos como 0s
neonicotinoides e os piretroides, respectivamente (Davies et al. 2007; Derbalah 2012;
Oberemok et al. 2015; Khoshraftar et al. 2020).

Tanto as pragas agricolas, quanto insetos vetores de doengas em zonas rurais e urbanas
aumentam suas populagdes devido ao curto ciclo de vida e a resisténcia adquirida por estes aos
pesticidas comuns (Ebert 2017; Naqgash et al. 2016; Pavlidi et al. 2018). Dessa forma,
pesquisas com extratos vegetais apontam metabolitos com bioatividade inseticida, como
alternativa para solucionar problemas e criar novos produtos com apelo ambiental, que possuem

modos de agdo mais especificos (Khoshraftar et al. 2020; Benelli et al. 2019; Pavela et al. 2017).
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Diversas espécies de insetos sdo empregadas como modelos bioldgicos para bioensaios
de inseticidas boténicos, sendo determinadas a partir de questdes intrinsecas de cada regido ou
pais (Pavela et al. 2017; Benelli et al. 2019; Sisay et al. 2019). Por ser um pais tropical, o Brasil
tem uma grande populacdo e biodiversidade de insetos, entretanto com a ocupac¢do humana
exacerbada, a dindmica populacional das espécies é afetada (Paula et al. 2015; Roque et al.
2018). Essa prerrogativa pode ser notada em surtos emergentes de arboviroses nos ultimos anos
em todo o mundo (Figueiredo 2015; Vasconcelos e Calisher 2016), e também na populagdo e
diversidade de pragas agricolas, que o tornam dependentes da utilizagcdo massiva de pesticidas
e culturas transgénicas (Pignati et al. 2017; Paumgarttem 2020).

A lagarta-do-cartucho, Spodoptera frugiperda (JE Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae)
é nativa da regido Neotropical, com distribuicdo comum desde a Argentina até os Estados
Unidos da Ameérica, além de apresentar migragdes sazonais atingindo provincias do Canada
(Casmuz et al. 2010). No Brasil as lagartas-do-cartucho encontram um clima extremamente
favoravel, sendo uma das principais pragas do milho (Zea mays L.), entretanto, a espécie possui
habito polifagico, podendo ser encontrada também em culturas dos cereais arroz (Oryza sativa
L.), trigo (Triticum aestivum L.) e aveia (Avena sativa L.), além do algoddo (Gossypium
hirsutum L.), soja (Glycine max L.) e diversas gramineas forrageiras. Existem relatos que a
lagarta-do-cartucho afeta aproximadamente 186 espécies de plantas de 42 familias (Peruca et
al. 2017; Early et al. 2018; Boaventura et al. 2020).

Estudos mostram que perdas de rendimento com o ataque de lagarta-do-cartucho
variaram de 40 a 72% (Murua et al. 2006; Wyckhuys and O’Neil 2006). Por conta da severidade
da lagarta-do-cartucho e de outros lepidopteros que atacam culturas agricolas como o milho e
o algodédo, foi desenvolvida e amplamente difundida a tecnologia Bt, onde a prépria planta é
capaz de produzir uma proteina que age no aparelho gastrointestinal dos insetos (Tabashnik et

al. 2015). Apesar disso, 0 manejo inadequado dessa tecnologia vem resultando na perda de
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eficiéncia, devido a resisténcia das lagartas no decorrer de seus ciclos (Eichenseer et al. 2008;
Storer et al. 2012). A resisténcia dos insetos pragas ou vetores de doengas nos perimetros
urbanos também esta associada a utilizagdo inadequada de inseticidas sintéticos (Nagqash et al.
2016; Pavlidi et al. 2018).

Dentre 0s insetos existentes e que fornecem risco a salde publica estd 0 mosquito
hematofago Aedes aegypti (Linnaeus, 1762) (Diptera: Culicidae), também conhecido como
mosquito-da-dengue ou mosquito-rajado. Este inseto de origem africana, atualmente, esta
distribuido em todas as regides tropicais e subtropicais do globo. Nas Américas, este vetor é
responsavel pela circulagcdo de quatro sorotipos do virus da Dengue (DENV-1, DENV-2,
DENV-3 e DENV-4) que podem levar a dbito. Além disso, também possui alta propensdo para
transmissdo vetorial de outras arboviroses como Chikungunya (CHIKV) e Zika Virus (ZKV)
(Zara et al. 2016). Em estudos coordenados pela Pan American Health Organization (OPAS),
em todo o continente americano, somente em 2020 foram registrados aproximadamente
2.300.564 casos de dengue, onde o Brasil lidera o ranking com 63,77% desses casos, dos quais
554 foram a 6bito (54,37% do total de 6bitos registrados no continente).

A dengue ja possui uma vacina tetravalente (Guy et al. 2010; Souza 2018), entretanto,
essa ndo € completamente eficiente, tornando a limpeza de possiveis criadouros do mosquito
(eliminacdo da fase larval) e a aplicacdo de inseticidas sintéticos nos perimetros urbanos, as
principais acdes de combate a essas doencas. Todavia, a aplicacdo frequente de um mesmo
grupo de inseticidas nas agdes de controle do vetor tem induzido resisténcia as populacdes do
mosquito, sem contar na toxidade desses produtos para o ser humano e ao ambiente (Cantane
et al. 2015; Zara et al. 2016). Dessa forma, existe um esforco na busca de bioprodutos como os
inseticidas boténicos, que possuem capacidade de controle de proliferacdo da espécie e

minimizam a agdo em organismos ndo-alvo, evitando a selecdo de populages resistentes com
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uma menor contaminacdo do meio ambiente e maleficios a saude mais brandos (Boyce et al.
2013; Zara et al. 2016).

Devido ao baixo indice de infestacdo de insetos pragas na cultura da araruta Maranta
arundinacea (L.), ha indicios que a sua composicao fitoquimica potencialmente pode apresentar
componentes de uso inseticida (Brito et al. 2020). Um exemplo pode ser observado nos estudos
de Reddy (2015), que citam a lagarta Calpodes ethlius (Stoll) como a Gnica praga que j& esbogou
algum tipo de relevancia para a cultura da araruta, pois também era extremamente resistente
aos inseticidas comuns.

A araruta € uma espécie amilacea neotropical, cujo cultivo foi difundido para paises
Asiaticos, como India, China, Sri Lanka, Indonésia e Filipinas (Harmayani et al. 2011;
Kumalasari et al. 2012). A planta possui habito herbaceo com formagéo de rizomas tuberizados
com amido, sendo este o principal produto da espécie (Guilherme et al. 2018; Brito et al. 2019).
Existem relatos que os amerindios empregavam a espécie como antiofidico contra peconhas de
animais e flechas envenenadas (Handler 1971), mas nada comprovado cientificamente.
Publicacdes recentes mostram que classes de compostos secundarios como os alcaloides,
glicosideos, esterdis, compostos fenodlicos, taninos, terpenoides, saponinas e flavonas estdo
presentes na planta, e segundo a literatura todos apresentam algum tipo de atividade biologica
(Damat 2012; Nishaa et al. 2012; Shintu et al. 2015; Rego et al. 2016).

Apesar dos indicios de resisténcia da planta de araruta ao ataque de insetos, ndo ha
pesquisas para determinar a sua composi¢do quimica e especialmente, sobre a atividade
repelente ou inseticida. Neste contexto, o presente estudo objetivou avaliar a composic¢éo de

extratos de M. arundinacea e a sua toxicidade contra larvas de S. frugiperda e A. aegypti.

Materiais e Métodos

Material vegetal e cultivo
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Os propagulos de araruta (Maranta arundinacea L.) ‘variedade’ comum foram
disponibilizados pela Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuéria (EMBRAPA — Unidade
CENARGEM, Brasilia, Brasil) e cultivadas em condicdes de casa de vegetacdo na Universidade
para o Desenvolvimento do Estado e da Regido do Pantanal — Campus Agrarias, Brasil
(20°26'28°°S, 54°32'19°W, 671 m). Os “rizomas de plantio” empregados na avaliagdo

apresentavam comprimento de 7 cm, com massa média de 10 g (massa Umida).

O plantio foi realizado em 01 de novembro de 2019 em vasos com capacidade
volumeétrica de 11 litros cada, com cultivo individual (um “rizoma de plantio” por vaso). O
substrato empregado correspondeu a uma mescla de 30% de perlita (Pervale®) e 70% de
substrato organico (Bioplant® Plus), com adic&o de fertilizante a base de N:P:K (10:10:10). As
plantas foram irrigadas durante todo o periodo avaliado (aspergindo 250,0 cm3 de agua por

planta diariamente).

Coleta

As coletas das amostras de araruta foram realizadas em funcédo do crescimento fenoldgico
das plantas, baseado na escala BBCH (Biologische Bundesanstalt Bundessortenamt und
Chemische Industrie scale) estabelecida por Brito et al. (2019). Para o preparo dos extratos, aos
80 dias de cultivo foi realizada a coleta da parte aérea da planta, quando essa ja apresentava a

quinta folha expandida, correspondendo ao estagio BBCH 15.

Elaboracgéo dos extratos

Apos a coleta, as hastes e folhas foram processadas separadamente para a preparagdo do
extrato metandlico. Assim, 0s materiais vegetais (40g massa Umida) foram triturados em
fragmentos de 0,5 x 0,5 cm e suspensos em 200 mL de etanol 99,8% absoluto. Em seguida,

foram acondicionados a 60°C sob agitagdo constante durante 15 minutos. Apos este
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procedimento, as suspensOes foram filtradas em gaze (malha de 0,5 mm), e sequencialmente
em papel de filtro qualitativo, conforme Silva et al. (2010). Os extratos filtrados foram
submetidos a volatilizacdo do solvente empregando evaporador rotativo, e assim obtidas

emulsdes homogéneas dos extratos da haste (EH) e folha (EF).

Prospeccao fitoquimica

As analises de prospeccdo fitoquimica foram realizadas em extratos etanélicos (99.8%)
das hastes (EH) e folhas (EF) de araruta em uma concentracdo de 2.6 mg mL™?, seguindo
metodologias padrdo para a identificacdo de presenca, ou auséncia de compostos fitoquimicos.
Para a identificacdo de compostos fenolicos (reacdo de precipitacdo: 2% de cloreto férrico; 10%
de acetato de chumbo e 4% de acetato de cobre), taninos (reacdo de sal de ferro e precipitagéo
de proteinas), cumarinas (andlise sob luz ultravioleta), esterdides e triterpenos (reacdo de
Liebermann-Burchard), heterosideos cianogénicos (papel picro-sédico), saponina (indice de
espumagcdo), alcaloides (teste de Dragendorff), antocianinas (antocianidinas, flavonas,
flavonoides, chantonas, chalconas, auronas e flavondis), antraquinonas (reacdo de Borntréger),
seguindo a metodologia de Matos (2009).

Os extratos de araruta foram analisados trés vezes e comparados a amostra controle (2.6
mg amostra mL* etanol), observando-se alteracdo da cor e precipitagdo do filtrado (Costa
2002). As alteracOes de cor, para cada teste, foram classificadas em parcial (x), baixa (+),
moderada (++), alta intensidade (+++) e negativa (-). Os testes com formacéo de precipitado
(compostos fenolicos e taninos) foram realizados em tubos graduados (n° 8080, Pyrex®) e
considerados como sendo parcial (menos de 0.2 cm), baixo (0.2 a 0.5 cm), moderado (0.5a 0.7

cm) e alta intensidade (0.7 a 1 cm) (Fontoura et al. 2015).

Quantificacdo Compostos fendlicos totais, flavonoides e taninos condensados
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A concentracdo de compostos fendlicos totais dos extratos foi determinada por
espectrofotometria (T70 UV / VIS Spectrometer, PG Instruments Ltd), usando o reagente Folin-
Ciocalteau (Meda et al., 2005), e os resultados foram expressos em mg equivalentes de &cido
galico/g de extrato (mg EAG™). O contetido total de flavonoides foi determinado utilizando
uma solucao de cloreto de aluminio a 2% em metanol como reagente, resultando em um valor
médio expresso em mg equivalentes de quercetina g™ de extrato (mg EQ™) (Liberio et al. 2011).
A quantidade de taninos condensados também foi determinada por método espectrofotométrico,
utilizando uma solugéo de vanilina em metanol 8% acidificado (Rocha et al. 2011). Os
resultados foram expressos em mg equivalentes de catequina g de extrato (mg EC™). Os testes

ocorreram em trés experimentos independentes em triplicata.

Analise cromatografica LC-6AD

Os extratos EH e EF da araruta foram solubilizados em dgua:metanol (7:3 v:v) e avaliados
em uma coluna analitica LC (LC-6AD Shimadzu, Kyoto, Japdo) com o auxilio de um sistema
detector de fotodiodo (PDA) que foi monitorado entre os comprimentos de onda A= 200-800
nm. Em um aparelho analitico LC, onde a coluna era ODS HYPERSIL (C-18, 150 mm de
comprimento x 4,6 mm de diametro, Thermo Electron Corporation). O quociente de fluxo e o
volume de injecdo foram, respectivamente, 0,6mL min? e 5uL. Todas as analises
cromatograficas ocorreram a uma temperatura de 25 °C. O gradiente de eluicdo consistiu em
fase movel A (&4gua, formato de amonio 5 mM e &cido formico 0,1%) e fase movel B (metanol,
formiato de aménio 5 mM e &cido formico 0,1%). O programa de gradiente com as seguintes
proporcdes de solvente B foi aplicado t(min), B%: (0, 40), (20, 90), (23,99, 90), (24,40), (29,
40). Foram utilizadas amostras de acido cafeico, acido feérrico, acido rosmarinico, acido
clorogénico, rutina, quercetina, luteolina e apigenina (Sigma, 98%), preparadas em metanol-

agua na concentragio de 1000 pug mL™* em agua:metanol 1:1 v:v.
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A identificagdo dos compostos com auxilio do detector de varredura PDA na faixa
espectral de 200-800 nm ndo revelou interferéncias no tempo de retengdo das amostras em LC
pelo método de eluicdo desenvolvido. Os padroes foram facilmente identificados e
quantificados com base em seus espectros de absor¢éo na regido do UV e no tempo de retencéo.
Os padrdes encontrados nos extratos foram identificados de forma inequivoca pela realizacéo
de experimentos de inje¢cdo conjunta nos quais aliquotas dos extratos e padrdes foram
misturados e diluidos para um volume conhecido e analisados por LC. As curvas de calibracdo
foram determinadas por regressdo linear usando LC. A linearidade dos padrdes foi avaliada
para 10 intervalos de concentrag&o.

Os erros padrdo médios para as areas de pico de injecBes replicadas (n = 5) foram
inferiores a 2%, mostrando assim, boa repetibilidade da curva de calibragdo. Os respectivos
coeficientes de determinagdo (r2) foram 0.9992 para &cido cafeico, &cido férrico, acido

rosmarinico, acido clorogénico e rutina e r2 = 0.9994 para quercetina, luteolina e apigenina.

Colbnias experimentais e bioensaios com Spodoptera frugiperda

As lagartas de Spodoptera frugiperda foram coletadas na cultura do milho instalada na
Fazenda Escola da Universidade Catolica Dom Bosco (20°26’S, 54°38°W, 532 m). Em
laboratério as col6nias foram replicadas e mantidas em uma temperatura média de 25°C e 60%
de umidade, sobre fotoperiodo de 14 horas. As larvas foram alimentadas com dieta artificial
seguindo a metodologia proposta por Parra (2001).

A toxicidade aguda, determinada por meio de aplicacdo topica, foi medida como
mortalidade apds 24 h de exposicao. Para os testes foram utilizadas larvas de 3° instar de S.
frugiperda seguindo a metodologia proposta por Pavela et al. (2017). Os extratos de araruta
(EH e EF) foram suspensos em acetona PA, e cada larva recebeu 1 uL da solugdo. Foram

utilizadas quatro concentracdes diferentes (2,5 mg mL™, 5 mgmL?, 10 mg mL* e 15 mg mL
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1, utilizando somente a aplicagido com acetona como tratamento controle (0 mg mL™?) para os
dois extratos. Em cada tratamento foram empregadas 30 lagartas, aplicando os extratos na
regido protoracica do inseto, individualmente. Todas as lagartas tratadas de cada repeti¢do
foram transferidas para tubos de dieta de fundo chato (2,5 cm de didmetro x 8,5 cm de altura),
contendo dieta artificial proposta por Parra (2001), sendo armazenados em cémara de
crescimento a 25 + 2°C, UR. 60 £ 10% com fotoperiodo de 12 horas. Para a obtencdo dos
resultados do teste agudo os tubos foram conferidos ap6s 24h da aplicacdo dos extratos, € a
mortalidade registrada quando as lagartas ndo respondiam ao estimulo com uma pinga.

Nos bioensaios via oral também se utilizou lagartas de terceiro instar, com 30 lagartas
compondo cada tratamento. Para andlise das variaveis, seguiu 0 modelo de delineamento
inteiramente casualizado com diferentes nimeros de repeti¢fes. Os extratos de araruta (EH e
EF) foram adicionados a dieta artificial das lagartas em uma concentracdo de 0.1%. As dietas
com os dois tratamentos, além do controle sem extrato, foram acondicionadas em tubos de vidro
de fundo chato (2,5 cm de diametro x 8,5 cm de altura) (Greene et al. 1976; Parra, 2001). As
varidveis avaliadas foram: mortalidade larval, desenvolvimento larval e pupal, peso pupal,
postura e viabilidade dos ovos. As pupas foram pesadas em balanca eletronica de precisdo apos
24 horas da mudanca de estagio de larva, para pupa.

Para as analises das variaveis postura e viabilidade de ovos, foram formados casais de
adultos nos trés tratamentos (controle, extrato da haste e extrato da folha). Para cada tratamento,
quatro casais de adultos (quando houvesse) foram acondicionados em gaiolas de PVVC, forradas
nas laterais com papel filtro, tampadas na parte superior com tecido tipo organza e a parte
inferior apoiado em prato plastico forrado com papel filtro para a postura de ovos. Os casais
foram alimentados com solugéo de mel a 10% sendo trocado a cada dois dias. As massas de
ovos foram recortadas diariamente do papel filtro, identificadas e colocadas em vidro reldgio

para contagem de lagartas eclodidas visando determinar a viabilidade de ovos por tratamento.
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Para contagem total dos ovos utilizou-se um microscopio estereoscopico, e 0 nimero total de
ovos foi dividido pelo nimero de fémeas em cada tratamento. A mortalidade crénica foi
avaliada pela porcentagem entre o nimero de insetos pragas iniciais e 0 nimero de mortes no

periodo larval. Ja a mortalidade aguda foi estabelecida ap6s 24 horas do inicio dos testes.

Colbnias experimentais e bioensaios com Aedes aegypti

Os ovos de Aedes aegypti foram adquiridos a partir da colonia F1 da criacéo estoque do
laboratério em adaptacfes ao método de Serpa et al. (2008). Para criagdo da colbnia, 0s ovos
foram submersos em &gua declorada com pH corrigido através da adi¢do de bicarbonato de
sodio (NaHCOs3) na faixa de 6.5 a 7.0. As larvas eclodidas receberam alimentacéo artificial
segundo a metodologia de Consoli et al. (1988) e Laranja et al. (2003). Na fase adulta, 0s
machos foram alimentados com solugéo de sacarose a 8% e as fémeas adultas com dois repastos
sanguineos por semana, durante 90 minutos.

Os bioensaios foram realizados em quadruplicata com larvas de terceiro instar,
totalizando 100 individuos, divididos em quatro repeti¢cbes com 25 larvas em 25 mL de solucéo
com os tratamentos. Os testes foram realizados no periodo de 12 de dezembro de 2019 a 10 de
janeiro de 2020. Os tratamentos utilizaram os dois extratos (EH e EF) diluidos em &4gua com
adicio de 10% de DMSO (Dimetilsulfoxido), na concentrago de 0,5 mgmL™. O grupo controle
foi mantido em agua destilada com 10% de DMSO. Os parametros analisados para o teste de
exposicdo cronica foram: mortalidade larval e pupal, desenvolvimento larval e pupal e
emergéncia de adultos com leituras realizadas a cada 24h. Enquanto no teste de exposi¢édo

aguda, foi determinada a mortalidade larval no periodo de 24h.

Atividade inibidora da colinesterase sérica (ChE)
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O principio do método utilizado esta estabelecido na reagdo colorimétrica, onde a
colinesterase sérica hidrolisa a propioniltiocolina, liberando o tiocolina que reage com o acido
5,5-dithiobis-2- nitrozéico (DTNB, reagente de cor) levando a formagdo de um composto
amarelo com absorcdo a 410 nm, adaptado de Ellman et al. (1961) e Santos e Mostardeiro
(2008). A reacdo para o calculo do fator de calibracdo foi reproduzida em triplicata contendo
agua destilada (4,0 mL), reagente de cor (3,0 mL) e enzima em po reconstituida (20 uL), onde
o controle branco (negativo) continha apenas agua e reagente de cor nas mesmas condi¢fes. O
material foi homogeneizado e lido a 410 nm, descartando-se a absorbancia do controle branco.
Os valores da leitura obtidos em absorbancia foram aplicados na férmula: Fator (F) =7 /
absorbancia calibracdo (média). Para a curva de calibracdo foram utilizadas as diluicGes
segundo o padrdo estabelecido no método: 0; 1.875; 3.75; 7.0; 10.5; 14.0 e 17.5 Ul mL™,
considerando o valor para o calculo do fator de calibragdo fixo em 7 Ul mL™ de enzima.

A inibicdo enzimaética foi estabelecida numa reagdo contendo 0s extratos na concentragao
de 0.5 g L, em temperatura controlada de 37°C, com uma atividade enzimatica estabelecida
em 7.0 Ul mLL. Para a reagéo utilizou-se 1.0 mL de propioniltiocolina, 3.0 mL de DTNB e 20
uL de extrato, que foram submetidos a aquecimento em banho-maria por 2 minutos e 30
segundos. A amostra foi homogeneizada, acrescentando-se posteriormente 20 uL de solugéo
enzimatica e, apos 30 segundos a amostra retornou ao banho-maria por mais 30 segundos com
adicdo de 3.0 mL de solucdo inibidora da reacdo. O material foi entdo homogeneizado e
submetido a leitura em espectrofotémetro, que foi previamente calibrado com uma solucéo
contendo apenas agua e reagente de cor a 410 nm. Acompanhando os testes, foi determinado
um padrdo positivo contendo propioniltiocolina, reagente de cor, e enzima, e outro definido
como padrdo negativo contendo reagente de cor e amostra. O padrdo negativo foi estabelecido

para eliminar possiveis contaminagdes e viés de quantificacdes de falso-positivo.
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Analise estatistica

As porcentagens de mortalidade de S. frugiperda obtidas nos testes de aplicacdo tdpica
foram plotadas em gréfico de dispersdo, com as diferentes concentrac@es testadas apds 24h da
aplicacdo dos extratos. As mortalidades observadas foram corrigidas usando a formula de
Abbott (ABBOTT, 1925). Nos bioensaios via oral realizados em S. frugiperda as comparagoes
estatisticas foram realizadas através das definicbes das medias, desvios padrfes, coeficientes
de variacdo e analises de variancia (ANOVA), seguidas pelo teste de Tukey (p<0,05) nos
parametros de desenvolvimento larval, pupal e no peso das pupas, utilizando o programa
SISVAR (Ferreira 2011).

Nos bioensaios realizados em A. aegypti foram calculados os desvios padrdes, a média e
o0 coeficiente de variacédo entre as repeticdes em todos os parametros analisados. Posteriormente,
foi aplicado o teste de andlise de variancia (ANOVA) e teste de Tukey (p<0,05) para
comparacao das médias usando o programa SISVAR (Ferreira, 2011).

Na quantificagdo de inibicdo da ChE foram estabelecidos os desvios padrfes e o
coeficiente de variacdo (%). Para transformacéo dos valores em unidades de Colinesterase (Ul
mL1), foi aplicada a formula: Colinesterase (Ul mL™) = T x Fator (F). Os valores médios foram
entdo comparados através da analise de variancia por (ANOVA) e teste de Tukey (p<0,05)

usando o programa SISVAR (Ferreira, 2011).

Resultados
Composicao

O processamento da planta de araruta (M. arundinacea) apresentou rendimento de 0.58
e 5.16%, para a elaboracdo dos extratos da haste (EH) e folha (EF), respectivamente. As analises
fitoquimicas qualitativas dos extratos etanolicos da espécie indicaram presenca de fenolicos,

taninos, alcaloides, cumarinas, saponinas, flavonas, flavonoides e xantonas em ambos os
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extratos. No entanto, o extrato EF possui esteroides, o que n&o foi detectado no extrato EH
(Tabela 1). A partir da triagem fitoquimica qualitativa, foram realizadas anéalises
espectrofotométricas quantitativas dos extratos, que mostraram o teor de compostos fenoélicos
em 95.2 + 1.1 (EH) e 196.7 + 1.4 (EF) mg GAE g, ja o teor de flavonoides foi de 58.1 + 0.8
(EH) e 103.6 + 1.1 (EF) mg EQ g* e o contelido de taninos alcangou 0.89 + 0.02 (EH) e 1.72 +

0.03 (EF) mg EC g, respectivamente.

Tabela 1 Constituintes fitoquimicos dos extratos estanolicos de hastes (EH) e folhas (EF) de

araruta (Maranta arundinacea L.).

Classe Quimica EH EE
Fenélicos +++ 4+
Taninos + +
Alcaloides +++ +++
Esteroides - +

Triterpenos - -
Cumarinas + ++

Antraquinonas - -

Saponinas + ++
Flavonas, Flavonoides e Xantonas +++ +++
Flavonais - -

Antocianidinas - -
Chalconas e Auronas - -

Glicosideos Cianogénicos - -

(%), baixa (+), moderada (++), alta intensidade (+++), negativa (-).
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Ap0s os resultados da triagem fitoquimica, foram realizadas anélises cromatograficas

direcionadas para a identificagdo de compostos que possuem atividade inseticida. Os

cromatogramas de LC-PDA mostraram duas substancias presentes no extrato EH e quatro no

extrato EF, as quais sdo identificadas na Tabela 2 e Fig 1. O componente majoritario presente

no EH ¢ a rutina (97.3 mg g1), seguida pela quercetina (35.7 mg g?). Para o extrato EF o

componente majoritario € o &cido clorogénico (149.8 mg g1), seguido pela rutina (115.8 mg g°

1, acido rosmarinico (62.7 mg g1) e quercetina (38.4 mg g™2).

Tabela 2 Composicdo quimica obtida por analise LC-PDA dos extratos da haste (EH) e folha

(EF) de araruta (Maranta arundinacea L.).

EH EF
Tempo de retengdo (min) Pico Composto
(mg g™+ DP) (mg g™+ DP)
5.31 1 Acido clorogénico - 149.8+0.8
9.63 2 Acido rosmarinico - 62.7+0.6
11.25 3 Rutina 97.3+£0.1 115.840.6
14.04 4 Quercetina 35.7+£0.2 38.4+ 4
1
Extrato Haste (EH) Extrato Folha (EF)
0,3™ 0,3 = 3
0,2 0,2
mAU
0,1 = 0,1 = 2
‘I 4 | ‘ | 4
0,0~ - '»"Jw —m 0,0 Fr—Jb—udu ¥J~-—. e
! U 1 - I | I- I
0 10 20 30 0 10 20 30 40

Tempo de retengdo (min)

Tempo de reten¢do (min)

Fig 1 Cromatograma de LC-PDA dos extratos da haste (EH) e folha (EF) de araruta (Maranta

arundinacea L.).
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Bioensaios com Spodoptera frugiperda

Apos a caracterizagdo do perfil fitoquimico dos extratos de araruta (EH e EF), 0s mesmaos,
foram utilizados para dar inicio aos bioensaios de aplicagdo topica em lagartas de terceiro instar
de S. frugiperda. Os resultados sobre a mortalidade aguda das lagartas, ap6s 24h de exposicdo
sdo apresentados na Fig 2. Na avaliacdo da mortalidade aguda, o EH ndo apresentou
porcentagens significativas de mortes, demonstrando que a aplicagdo do extrato ndo causou
efeito sobre a mortalidade das lagartas. O extrato EF apresentou 17,24% de mortalidade na
maior concentracdo de 15 mg mL, ficando distante da mortalidade de 80% necessaria para

estimar as concentracOes letais (CL) dos extratos frente a lagarta-do-cartucho (Carvalho et al.

2017).
Teste de aplicacao topica (24h)
20
—_ o
£ 15
o o
3
210 o EF
S o o
o 5 EH
p=
0
0 5 10 15 20

Concentragéo dos extratos (mg mL-1)

Fig 2 Efeito dos extratos da haste (EH) e folha (EF) de araruta (Maranta arundinacea L.) em

diferentes concentragdes com aplicacdo topica sobre S. frugiperda.

Os testes de avaliagdo para a confirmacdo de atividade inseticida dos extratos de araruta
foram realizados com lagartas de terceiro instar da espécie S. frugiperda e os resultados estdo

dispostos na Tabela 3. Contatatou-se uma diminuicéo significativa no peso das pupas de lagarta-
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do-cartucho no tratamento EF (97.07 mg), em relagéo ao EH (250.02 mg) e ao controle (219.22
mg). No entanto, ndo houve alteragdo significativa no periodo de desenvolvimento larval e
pupal dos tratamentos EH e EF, levando em consideracgdo o tratamento controle.

Os extratos ndo provocaram efeito de mortalidade aguda ap6s 24h do inicio dos testes.
Durante o desenvolvimento larval da praga, a porcentagem de mortalidade dos extratos EH
(53.85%) e EF (83.33%) foram superiores a mortalidade encontrada no tratamento controle
(40%). Os extratos também interferiram na fase reprodutiva da espécie, inviabilizando a
oviposicdo no tratamento EH e a ecloséo dos ovos nos dois tratamentos EH e EF, enquanto o

controle apresentou 237.57 ovos por fémea, com viabilidade de 61%.

Tabela 3. Efeito dos extratos da haste (EH) e folha (EF) de araruta (Maranta arundinacea L.)

na concentracdo de 1 mg mL™ sobre a evolucio do ciclo biolégico de Spodoptera frugiperda.

Teste Cronico em Spodoptera frugiperda

Parametros Controle EH EF CV% P
Peso Pupal (mg) 219.22+42.00a 250.02+23.34a  97.07+25.26b 16.10 0.0000
Desenvolvimento Pupal (dias) 10.07+0.59a 10.08+0.51a 10.00+0.82a 5.89 0.9707
Desenvolvimento Larval (dias)  19.87+0.74a 19.92+0.79a 20.25+0.50a 3.72 0.6559
Mortalidade Larval (%) 40 53.85 83.33 - -
NUmero de ovos por fémea 237.57 0 101.50 - -
Viabilidade de ovos (%) 61 0 0 - -
Teste Agudo em Spodoptera frugiperda

Mortalidade (%) 4 0 4.17 - -

As médias (X + desvio padrdo) em linha seguidas pelas mesmas letras nao divergem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

Bioensaios com Aedes aegypti

As avaliagOes da agéo dos extratos de araruta sobre o desenvolvimento de larvas de A.

aegypti foram realizadas durante 30 dias e os resultados estdo expostos na Tabela 4.

Tabela 4. Efeito dos extratos da haste (EH) e folha (EF) de araruta (Maranta arundinacea L.)

na concentragdo de 500 pug mL™ sobre a evolugdo do ciclo bioldgico do Aedes aegypti.
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Teste Cronico em Aedes aegypti

Parametros Controle EH EF CV% P
Desenvolvimento Larval (dias) 10.24+0.41a 28.73+£1.79b 30.00+0.00c 13.00  0.0000
Desenvolvimento Pupal (dias) 3.39+0.08b 3.39+0.53b 0.00+0,00a 19.15  0.0000
Mortalidade Larval (%) 14.00+2.31a 2.00+2.312 22.00+17.74a 82.21  0.0658
Mortalidade Pupal (%) 3.00+2.00b 0.00+0.00a 0.00+0.00a 115.47  0.0071
Emergéncia de Alados (%) 83.00+3.83b 8.00+10.832 0.00+0.00a 21.87  0.0000
Teste Agudo em Aedes aegypti

Mortalidade (%) 1.00+2.00a 1.00+1.252 2.00+2.31a 158.11  0.7479

As médias (X + desvio padrdo) em linha seguidas pelas mesmas letras néo divergem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

Os extratos nao foram capazes de produzir efeito agudo de mortalidade em 24h sobre as

larvas de A. aegypti, mas causaram alteracdes no ciclo biolégico do mosquito-da-dengue.

Houve um aumento significativo no periodo de desenvolvimento larval da espécie, além disso,

no tratamento com o extrato EF ndo houve o desenvolvimento de pupas e adultos, estagnando

completamente a evolucdo fisioldgica do inseto.

Atividade inibidora da colinesterase sérica (ChE)

Além da elucidacéo do perfil fitoquimico dos extratos de araruta (EH e EF), também foi

testada a atividade de inibicdo enzimatica frente a colinesterase sérica (ChE). Os resultados

foram obtidos em triplicata por espectrofotometria e estdo listados na Tabela 5. Houve

diminuicdo na atividade enzimatica da ChE na presenca dos extratos EH e EF em relagdo ao

tratamento controle, com isso os resultados mostraram-se satisfatorios, pois a acéo da enzima

se manteve dentro dos niveis de normalidade, que sio definidos entre 5 e 12 Ul mL™.

Tabela 5. Atividade inibidora da colinesterase sérica (ChE) dos extratos da haste (EH) e folha

(EF) de araruta (Maranta arundinacea L.).

Tratamentos

Ul mL1

Controle

9.21+0.03¢c
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EH 554+0.09a
EF 591+0.07b
CV% 0.98

As médias (X + desvio padrdo) em coluna seguidas pelas mesmas letras ndo divergem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

O extrato EH apresentou (5.54 Ul mL™?) e 0 EF (5.91 Ul mL™). Dessa forma, as amostras
ndo interferiram na acdo enzimaética, ou seja, ndo causam alteracdo do efeito colinérgico e,

consequentemente, ndo indicam neurotoxicidade aos mamiferos e outros organismos nao-alvo.

Discussao

As plantas possuem mecanismos de defesa contra predadores e muitos deles envolvem a
presenca e liberacdo de compostos quimicos (Macel and van Dan 2018). Gragas a artificios
como a cromatografia liquida, indmeros compostos foram identificados por possuirem
atividade inseticida. E o caso do &cido clorogénico, relatado em intimeros estudos por participar
ativamente na defesa das plantas (Kundu and Vadassary 2018; Liao et al. 2020; Sabino et al.
2019). O acido clorogénico é o composto que esta majoritariamente presente no extrato das
folhas (EF), e provocou uma alta mortalidade larval, reducdo de peso de pupas e inviabilidade
dos ovos nos ensaios via oral em S. frugiperda. Um estudo desenvolvido por Sabino et al.
(2019) revela a producao de &cido clorogénico em cana-de-agucar (Saccharum officinarum L),
como resposta ao ataque da broca da cana-de-agucar (Diatraea saccharalis Fab.) e aponta o
composto, como um biomarcador importante para os programas de melhoramento vegetal da
cultura. O mesmo foi observado por Liao et al. (2020), na resposta quimica de batata-doce
(Ipomea batatas L.) ao ataque do gorgulho da batata-doce (Cylas formicarius Fab.).

Singh et al. (2016) relatam que o &cido clorogénico isolado em seus estudos atuou
diretamente sobre as alfa-glicosidases presentes no intestino de Spodoptera litura (Fab.),

causando aumento da mortalidade (LCso = 450 pug mL™) e infertilidade de ovos, resultados que
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corroboram com o que foi obtido na presente pesquisa. Um dos modos de acdo do acido
clorogénico foi relatado por Felton et al. (1989, 1991), onde o efeito pré-oxidante do composto
foi apontado como o responsavel por suas propriedades anti-herbivora. O acido clorogénico é
transformado em clorogenoquinona pela peroxidase celular do inseto, que se liga aos
aminoéacidos livres em seu intestino (cisteina, histidina, metionina e lisina), causando como
consequéncia, uma reducdo na biodisponibilidade dos amino&cidos e proteinas para 0s insetos.
Isso leva a um menor valor nutricional para os herbivoros e provoca reducdo do crescimento,
resultado obtido no tratamento via oral com o extrato EF.

Outro fitoquimico identificado no extrato de folhas (EF) foi o &cido rosmarinico
conhecido por suas atividades adstringente, antimutagénica, antibacteriana, antiviral,
antifungica, antiinflamatoria e antioxidante (Dashti et al. 2016; Fernando et al. 2016; Han et al.
2015; Lucarini et al. 2013; Trocsanyi et al. 2015; Yerra et al. 2014). Mas além das bioatividades
supracitadas, um estudo desenvolvido por Simmonds et al. (2019) comprovou que 0 acido
rosmarinico presente em Canna generalis ativa o neur6nio dissuasor medial da lepidéptera
Manduca sexta (Johan.), impedindo a sua alimentacdo na concentracdo de 1mM. Khan et al.
(2019) também descreveram o efeito do acido rosmarinico isolado de Isodun rugosus (Wall. ex
Benth) contra ninfas do pulgao Acyrthosiphon pisum (Harris), que estagnou o crescimento do
inseto e apresentou LCqgo de 5.8 pg mL™. O acido rosmarinico, assim como o clorogénico sio
derivados do acido cafeico, e os dois demonstram ter um papel importante na defesa dos
vegetais contra o ataque de insetos pragas. Dessa forma, o0 melhor desempenho do extrato EF
contra S. frugiperda e A. aegypti pode ser atribuido a presenca desses compostos.

Apesar do melhor desempenho do extrato EF, o EH também provocou alteragdes no
ciclo bioldgico de ambas as espécies de insetos. Selin-Rani et al. (2016) extrairam quercetina
de Euphorbia hirta (L.), testando-a contra Spodoptera litura, e obtiveram resultados

expressivos de mortalidade, chegando a 90% na concentracdo de 50 ug mL™, além disso, o
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composto também diminuiu o peso larval e a viabilidade de ovos. Su et al. (2017) também
testaram a atividade de alguns flavonoides sobre o desenvolvimento de S. litura. Os tratamentos
com quercetina demonstraram o menor ganho de peso das larvas e a segunda maior mortalidade
(42.5%) entre os flavonoides testados, ficando atrds somente da rutina que causou mortalidade
de 47.5%, ambas na concentragdo de 1 mg mL™.

Nos estudos desenvolvidos por Bentivenha et al. (2018), com diferentes cultivares de soja
(Glycine Max L) observou-se um aumento significativo nos niveis de rutina nas plantas atacadas
por Piezodorus guildinii (West), um indicativo que a rutina também pode atuar como substancia
de defesa contra pragas. O que é comprovado por Pandey et al. (2012), que induziram a
producdo de rutina em calos de tabaco transgénico (Nicotiana tabacum cv. Petit Havana) e
testaram seus extratos em S. litura e Helicoverpa armigera (Hibner), reduzindo o crescimento
das pragas e apresentando mortalidade de 30 e 40%, respectivamente na concentracdo de 2 mg
gl. Além disso, Movva and Pathipati (2017) constataram que a eficiéncia da oviposicéo, o
crescimento larval e as atividades das enzimas de desintoxicacao foram alteradas em S. litura
exposta a 50 ug de fendis vegetais aplicados na folha da pimenta Capsicum annuum L. utilizada
na sua alimentacdo, e entre eles esta a rutina (tratamento com menor indice de oviposicao).

Em pesquisas elaboradas por Abdelgaleil et al. (2019) sdo testados extratos aquosos do
rizoma de Curcuma longa (L) contra Spodoptera littoralis (Boisd) por aplicacdo topica. Os
extratos testados em S. littoralis exibiram efeito toxico moderado apds 24 horas de tratamento,
causando mortalidade inferior a 50% na concentragdo maxima (1000 mg L), resultado que
corrobora com o0s dados encontrados no presente trabalho. Os resultados do ensaio via oral,
indicando diminuicdo do peso pupal e viabilidade de ovos em S. frugiperda pela acdo dos
extratos de araruta, foram semelhantes aos encontrados por Samia et al. (2016), utilizando
extratos aquosos de Copaifera langsdorffii (Desf) em larvas de segundo instar da praga na

concentragéo de 50 mg mL™. Torres et al. (2001) relatam que as alteracGes fisioldgicas citadas,
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podem estar associadas a presenga de inibidores de crescimento, ou substancias que interferem
na conversdo e/ou ingestao de alimentos. O que é reforcado no estudo de Costa et al. (2004),
que também relacionam a inibicdo de oviposi¢cdo ou redugdo no numero de ovos, com
modifica¢Bes nutricionais induzidas por compostos fitoquimicos.

Os extratos EH e EF testados neste estudo atrasaram o desenvolvimento larval e
interferiram diretamente no surgimento de adultos alados de A. aegypti, efeitos também
relatados por Coelho et al. (2009) em extratos aquosos de sementes Moringa oleifera (Lam)
frente ao vetor. O prolongamento da fase larval expde os insetos a predadores, parasitoides e
organismos entomopatogénicos por um maior periodo de tempo, resultando em um aumento na
sua taxa de mortalidade (Akhtar et al., 2010; Akhtar et al., 2012). As alteragdes no ciclo
biolégico de A. aegypti, assim como a diminuicdo no peso de pupas, na oviposi¢do e na
viabilidade de ovos encontradas em S. frugiperda, também sdo caracteristicas dos mesmos
fatores, relacionados a presenca de inibidores de crescimento, ou substancias que modificam o
desempenho alimentar (Torres et al., 2001; Sadmia et al., 2016; Almeida et al., 2017). Essas
intercorréncias podem estar relacionadas a atividade dos compostos fenolicos que interferem
na acdo de enzimas, o que foi relatado por Movva and Pathipati (2017), onde a exposicao
dietética de S. litura aos fendis afetou as dinamicas enzimaticas no inseto, aumentando
inclusive, a atividade inibidora da colinesterase, o que indica estresse oxidativo no contetdo
intestinal da lagarta.

As colinesterases (ChE) sdo enzimas responsaveis pela hidrolise da acetilcolina,
neurotransmissor responsavel pela transmissdo dos impulsos nervosos. A inibicdo das
colinesterases é tratada como um indicativo de envenenamento por compostos
organofosforados e carbamatos (Thompson and Walker 2020). Segundo Casida e Durkin
(2012) um dos maiores problemas dos inseticidas comuns como os organofosforados, os

anticolinesterasicos e os metilcarbamatos, atualmente, sdo 0s seus mecanismos de agdo para o
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organismo-alvo (insetos), pois estes também podem causar toxicidade em humanos e outros
mamiferos. Os niveis de colinesterases séricas sdo0 monitorados para avaliar a exposi¢do dos
operadores de pulveriza¢do aos compostos supracitados, e também sdo utilizados para estudar
os efeitos desses compostos nos demais organismos (Thompson and Walker 2020). O uso
recorrente desse tipo de inseticida também tem gerado um mecanismo de resisténcia em insetos
pela insensibilidade da ChE a acdo dos inseticidas (Guo et al. 2017). Dessa forma, pesquisas
com inseticidas botanicos, que ndo possuem o mecanismo de acdo citado, sdo de extrema
importancia, pois reduzem os riscos para a satide dos humanos e outros organismos, além de
contornarem o mecanismo de resisténcia adquirido pelos insetos.

Os resultados obtidos indicam a presenca de compostos que afetam a dindmica alimentar,
tanto de S. frugiperda como de A. aegypti, 0 que pode estar associado a um ou mais dos
componentes fitoquimicos identificados nos extratos de araruta. Os resultados positivos quanto
a toxicidade e eficécia inseticida contra S. frugiperda e A. aegypti abrem possibilidades para
estudos mais complexos sobre os mecanismos de acdo dos constituintes acido clorogénico,
acido rosmarinico, rutina e quercetina identificados nos extratos EH e EF de araruta. Além
disso, a retomada do uso de produtos inseticidas botanicos, em detrimento dos quimicos
sintéticos, pode ser uma alternativa para o controle natural de insetos vetores e pragas agricolas,
fornecendo ainda, subsidio para a sintese de moléculas ativas.

A pesquisa desenvolvida indica que os compostos acido clorogénico, &cido rosmarinico,
rutina e quercetina, identificados nos extratos de araruta, possuem eficacia inseticida contra S.
frugiperda, provocando mortalidade larval e infertilidade de ovos na lagarta, enquanto em A.
aegypti interferiram diretamente no ciclo de vida, cessando o seu desenvolvimento fisioldgico.
Esse tipo de estudo estimula e valoriza a producédo de culturas negligenciadas como a araruta,
diversificando as possibilidades de usos da espécie. Além disso, a comprovacao de atividade

inseticida em extratos vegetais impulsiona as pesquisas nesta area, incrementando o nimero de
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produtos naturais que controlam pragas e vetores, diminuindo também, o uso de fitossanitarios

sintéticos.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

O presente trabalho confirmou a interferéncia dos extratos de araruta nos ciclos
de vida de Spodoptera frugiperda e Aedes aegypti, elucidando o potencial inseticida a
ser explorado nos extratos da espécie e em seus constituintes fitoquimicos. Esse tipo
de pesquisa impulsiona outros estudos, sobre as aplicacdes e usos dos compostos
bioativos presentes em culturas alimentares negligenciadas, que € o caso da araruta.
Levando em consideracdo os usos etnobotanicos da espécie, a araruta, ainda possui
inUmeras caracteristicas metabdlicas e possiveis aplicacdes a serem desvendadas.

Elaborar uma dissertagédo de mestrado em meio auma pandemia foi um grande
desafio, além disso, o envolvimento de trabalhos praticos na pesquisa, foi algo ainda
mais complexo. Devido as limitagdes causadas pelo isolamento social e fechamento
de instituicBes parceiras, houve inUmeros atrasos na obtencéo de resultados, o que
desencadeou algumas mudancas na ideia inicial do trabalho. Apesar da dissertacéao
apresentar somente um artigo, ha resultados e materiais a serem analisados, que

podem gerar outras producdes cientificas.
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Spodoptera frugiperda (J.E.Smith)).
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e [ntroduction

e Material and methods

e Results

e Discussion

e References

SCIENTIFIC NOTES are devoted to report new pest species records, introduction of

alien and invasive species, and innovative methodologies.

LETTERS TO THE EDITOR may be a substantial re-analysis of an article previously
published in Neotropical Entomology or in another journal or a brief report of research

findings adequate for the journal's scope and of particular interest to the community.

FORUM ARTICLES

1) Submissions are almost exclusively by invitation. Nonetheless, authors with
interesting topics/ideas can contact the editor with a proposition and request an

appraisal.

2) Format: it can be letter to the editor or a review. Regardless, the authors must make
sure that the paper possesses the elements described in item 3. Note: The Forum

section does not publish standard reviews.

3) Objective: to publish articles that (i) are of interest to a broad entomological
audience, (ii) provoke critical thinking, (iii) provide an element of novelty and/or report

emerging research directions, (iv) identify potential current shortcomings and
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challenges within the given research topic, and (v) provide an assessment of the future

perspectives for the given research topic.
4) Length: forum articles should not exceed 7000 words, not including the tables,
figures legends, and references. Regardless, authors should be judicious about the

number of tables, figures, and references.

5) Forum articles will also go through the regular process of review, implying that only

suitable articles should be accepted for publication.

SECTIONS

Authors should inform in the front page of the manuscript the section they are

submitting the manuscript to, as follows:

* Ecology, Behavior and Bionomics

» Systematics, Morphology and Physiology

* Biological Control

* Pest Management

* Medical and Veterinary Entomology

Manuscript Submission

Submission of a manuscript implies: that the work described has not been published
before; that it is not under consideration for publication anywhere else; that its
publication has been approved by all co-authors, if any, as well as by the responsible
authorities — tacitly or explicitly — at the institute where the work has been carried out.

The publisher will not be held legally responsible should there be any claims for

compensation.
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Permissions

Authors wishing to include figures, tables, or text passages that have already been
published elsewhere are required to obtain permission from the copyright owner(s) for
both the print and online format and to include evidence that such permission has been
granted when submitting their papers. Any material received without such evidence

will be assumed to originate from the authors.

Online Submission
Please follow the hyperlink “Submit manuscript” on the right and upload all of your

manuscript files following the instructions given on the screen.

Please ensure you provide all relevant editable source files. Failing to submit these

source files might cause unnecessary delays in the review and production process.

Title Page
Please make sure your title page contains the following information.

Title

The title should be concise and informative.

Author information

The name(s) of the author(s)

The affiliation(s) of the author(s), i.e. institution, (department), city, (state), country
A clear indication and an active e-mail address of the corresponding author

If available, the 16-digit ORCID of the author(s)

If address information is provided with the affiliation(s) it will also be published.

For authors that are (temporarily) unaffiliated we will only capture their city and country

of residence, not their e-mail address unless specifically requested.
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Abstract

Please provide an abstract of 150 to 250 words. The abstract should not contain any
undefined abbreviations or unspecified references.

For life science journals only (when applicable)

Trial registration number and date of registration

Trial registration number, date of registration followed by “retrospectively registered”

Keywords
Please provide 4 to 6 keywords which can be used for indexing purposes.

Declarations

All manuscripts must contain the following sections under the heading 'Declarations'.

If any of the sections are not relevant to your manuscript, please include the heading

and write 'Not applicable' for that section.

To be used for all articles, including articles with biological applications

Funding (information that explains whether and by whom the research was supported)

Conflicts of interest/Competing interests (include appropriate disclosures)

Availability of data and material (data transparency)

Code availability (software application or custom code)

Authors' contributions (optional: please review the submission guidelines from the

journal whether statements are mandatory)

Additional declarations for articles in life science journals that report the results of

studies involving humans and/or animals
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Ethics approval (include appropriate approvals or waivers)

Consent to participate (include appropriate statements)

Consent for publication (include appropriate statements)

Please see the relevant sections in the submission guidelines for further information
as well as various examples of wording. Please revise/customize the sample

statements according to your own needs.

Text
Text Formatting

Manuscripts should be submitted in Word.

Use a normal, plain font (e.g., 10-point Times Roman) for text.

Use italics for emphasis.

Use the automatic page numbering function to number the pages.

Do not use field functions.

Use tab stops or other commands for indents, not the space bar.

Use the table function, not spreadsheets, to make tables.

Use the equation editor or MathType for equations.

Save your file in docx format (Word 2007 or higher) or doc format (older Word
versions).

Manuscripts with mathematical content can also be submitted in LaTeX.

LaTeX macro package (Download zip, 190 kB)

Headings

Please use no more than three levels of displayed headings.

Abbreviations
Abbreviations should be defined at first mention and used consistently thereafter.



87

Footnotes

Footnotes can be used to give additional information, which may include the citation of
a reference included in the reference list. They should not consist solely of a reference
citation, and they should never include the bibliographic details of a reference. They

should also not contain any figures or tables.

Footnotes to the text are numbered consecutively; those to tables should be indicated
by superscript lower-case letters (or asterisks for significance values and other
statistical data). Footnotes to the title or the authors of the article are not given

reference symbols.

Always use footnotes instead of endnotes.

Acknowledgments
Acknowledgments of people, grants, funds, etc. should be placed in a separate section
on the title page. The names of funding organizations should be written in full.

References
Citation

Cite references in the text by name and year in parentheses. Some examples:

Negotiation research spans many disciplines (Thompson 1990).

This result was later contradicted by Becker and Seligman (1996).

This effect has been widely studied (Abbott 1991; Barakat et al. 1995a, b; Kelso and
Smith 1998; Medvec et al. 1999, 2000).

Reference list
The list of references should only include works that are cited in the text and that have
been published or accepted for publication. Personal communications and unpublished

works should only be mentioned in the text.

Reference list entries should be alphabetized by the last names of the first author of
each work. Please alphabetize according to the following rules: 1) For one author, by

name of author, then chronologically; 2) For two authors, by name of author, then name
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of coauthor, then chronologically; 3) For more than two authors, by name of first author,

then chronologically.

If available, please always include DOIs as full DOI links in your reference list (e.g.
“https://doi.org/abc’).

e Journal article

Gamelin FX, Baquet G, Berthoin S, Thevenet D, Nourry C, Nottin S, Bosquet L (2009)
Effect of high intensity intermittent training on heart rate variability in prepubescent
children. Eur J Appl Physiol 105:731-738. https://doi.org/10.1007/s00421-008-0955-8

Ideally, the names of all authors should be provided, but the usage of “et al” in long

author lists will also be accepted:

Smith J, Jones M Jr, Houghton L et al (1999) Future of health insurance. N Engl J Med
965:325-329

e Article by DOI
Slitka MK, Whitton JL (2000) Clinical implications of dysregulated cytokine production.
J Mol Med. https://doi.org/10.1007/s001090000086

e Book

South J, Blass B (2001) The future of modern genomics. Blackwell, London

e Book chapter
Brown B, Aaron M (2001) The politics of nature. In: Smith J (ed) The rise of modern
genomics, 3rd edn. Wiley, New York, pp 230-257

e Online document
Cartwright J (2007) Big stars have weather too. IOP Publishing PhysicsWeb.

http://physicsweb.org/articles/news/11/6/16/1. Accessed 26 June 2007

e Dissertation
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Trent JW (1975) Experimental acute renal failure. Dissertation, University of California

Always use the standard abbreviation of a journal’'s name according to the ISSN List

of Title Word Abbreviations, see

ISSN LTWA

If you are unsure, please use the full journal title.

Tables

All tables are to be numbered using Arabic numerals.

Tables should always be cited in text in consecutive numerical order.

For each table, please supply a table caption (title) explaining the components of
the table.

Identify any previously published material by giving the original source in the form
of a reference at the end of the table caption.

Footnotes to tables should be indicated by superscript lower-case letters (or
asterisks for significance values and other statistical data) and included beneath the
table body.

Artwork and lllustrations Guidelines

Electronic Figure Submission

Supply all figures electronically.

Indicate what graphics program was used to create the artwork.

For vector graphics, the preferred format is EPS; for halftones, please use TIFF
format. MSOffice files are also acceptable.

Vector graphics containing fonts must have the fonts embedded in the files.

Name your figure files with "Fig" and the figure number, e.g., Figl.eps.
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¢ Definition: Black and white graphic with no shading.
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¢ Do not use faint lines and/or lettering and check that all lines and lettering within the

figures are legible at final size.

e All lines should be at least 0.1 mm (0.3 pt) wide.

e Scanned line drawings and line drawings in bitmap format should have a minimum

resolution of 1200 dpi.

e Vector graphics containing fonts must have the fonts embedded in the files.

Halftone Art
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o Definition: Photographs, drawings, or paintings with fine shading, etc.
¢ If any magnification is used in the photographs, indicate this by using scale bars
within the figures themselves.

¢ Halftones should have a minimum resolution of 300 dpi.
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e Definition: a combination of halftone and line art, e.g., halftones containing line
drawing, extensive lettering, color diagrams, etc.

e Combination artwork should have a minimum resolution of 600 dpi.

Color Art

e Color art is free of charge for online publication.

e If black and white will be shown in the print version, make sure that the main
information will still be visible. Many colors are not distinguishable from one another
when converted to black and white. A simple way to check this is to make a
xerographic copy to see if the necessary distinctions between the different colors
are still apparent.

¢ If the figures will be printed in black and white, do not refer to color in the captions.

e Color illustrations should be submitted as RGB (8 bits per channel).
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Figure Lettering

To add lettering, it is best to use Helvetica or Arial (sans serif fonts).

Keep lettering consistently sized throughout your final-sized artwork, usually about
2-3 mm (8-12 pt).

Variance of type size within an illustration should be minimal, e.g., do not use 8-pt
type on an axis and 20-pt type for the axis label.

Avoid effects such as shading, outline letters, etc.

Do not include titles or captions within your illustrations.

Figure Numbering

All figures are to be numbered using Arabic numerals.

Figures should always be cited in text in consecutive numerical order.

Figure parts should be denoted by lowercase letters (a, b, c, etc.).

If an appendix appears in your article and it contains one or more figures, continue
the consecutive numbering of the main text. Do not number the appendix
figures,"Al, A2, A3, etc." Figures in online appendices [Supplementary Information

(SI)] should, however, be numbered separately.

Figure Captions

Each figure should have a concise caption describing accurately what the figure
depicts. Include the captions in the text file of the manuscript, not in the figure file.
Figure captions begin with the term Fig. in bold type, followed by the figure number,
also in bold type.

No punctuation is to be included after the number, nor is any punctuation to be
placed at the end of the caption.

Identify all elements found in the figure in the figure caption; and use boxes, circles,
etc., as coordinate points in graphs.

Identify previously published material by giving the original source in the form of a

reference citation at the end of the figure caption.

Figure Placement and Size

Figures should be submitted separately from the text, if possible.

When preparing your figures, size figures to fit in the column width.



93

e For large-sized journals the figures should be 84 mm (for double-column text areas),
or 174 mm (for single-column text areas) wide and not higher than 234 mm.

e For small-sized journals, the figures should be 119 mm wide and not higher than
195 mm.

Permissions

If you include figures that have already been published elsewhere, you must obtain
permission from the copyright owner(s) for both the print and online format. Please be
aware that some publishers do not grant electronic rights for free and that Springer will
not be able to refund any costs that may have occurred to receive these permissions.

In such cases, material from other sources should be used.

Accessibility
In order to give people of all abilities and disabilities access to the content of your

figures, please make sure that

¢ All figures have descriptive captions (blind users could then use a text-to-speech
software or a text-to-Braille hardware)

e Patterns are used instead of or in addition to colors for conveying information
(colorblind users would then be able to distinguish the visual elements)

e Any figure lettering has a contrast ratio of at least 4.5:1

Supplementary Information (SI)

Springer accepts electronic multimedia files (animations, movies, audio, etc.) and other
supplementary files to be published online along with an article or a book chapter. This
feature can add dimension to the author's article, as certain information cannot be

printed or is more convenient in electronic form.

Before submitting research datasets as Supplementary Information, authors should
read the journal’s Research data policy. We encourage research data to be archived

in data repositories wherever possible.
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Submission

e Supply all supplementary material in standard file formats.

¢ Pleaseinclude in each file the following information: article title, journal name, author
names; affiliation and e-mail address of the corresponding author.

e To accommodate user downloads, please keep in mind that larger-sized files may
require very long download times and that some users may experience other

problems during downloading.

Audio, Video, and Animations

e Aspect ratio: 16:9 or 4:3

e Maximum file size: 25 GB

e Minimum video duration: 1 sec

e Supported file formats: avi, wmv, mp4, mov, m2p, mp2, mpg, mpeg, flv, mxf, mts,

m4v, 3gp

Text and Presentations
e Submit your material in PDF format; .doc or .ppt files are not suitable for long-term
viability.

¢ A collection of figures may also be combined in a PDF file.

Spreadsheets

e Spreadsheets should be submitted as .csv or .xlIsx files (MS Excel).

Specialized Formats

e Specialized format such as .pdb (chemical), .wrl (VRML), .nb (Mathematica

notebook), and .tex can also be supplied.

Collecting Multiple Files

e ltis possible to collect multiple files in a .zip or .gz file.

Numbering
¢ If supplying any supplementary material, the text must make specific mention of the

material as a citation, similar to that of figures and tables.
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e Refer to the supplementary files as “Online Resource”, e.g., "... as shown in the

animation (Online Resource 3)", “... additional data are given in Online Resource 4”.

¢ Name the files consecutively, e.g. “ESM_3.mpg”, “ESM_4.pdf”.

Captions
e For each supplementary material, please supply a concise caption describing the
content of the file.

Processing of supplementary files
e Supplementary Information (SI) will be published as received from the author

without any conversion, editing, or reformatting.

Accessibility
In order to give people of all abilities and disabilities access to the content of your

supplementary files, please make sure that

e The manuscript contains a descriptive caption for each supplementary material
¢ Video files do not contain anything that flashes more than three times per second
(so that users prone to seizures caused by such effects are not put at risk).



