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RESUMO

Metabdlitos secundarios sdo compostos produzidos por plantas que desempenham
funcbes de defesa quimica contra herbivoros, resultado do processo de evolugéo de
alguns grupos vegetais. Estas substancias podem causar diferentes efeitos aos
insetos herbivoros tais como, repeléncia, deterréncia, atraso na maturacdo do
desenvolvimento fisiolégico, baixa fertilidade e fecundidade, e morte. Por esta acéo
quimica especifica algumas plantas sdo empregadas popularmente como
inseticidas, como Simarouba versicolor (Simaroubaceae), espécie nativa do
Cerrado. Assim objetivou-se estudar a composicdo quimica dos extratos etandlicos
das folhas e caules e o0 seu potencial inseticida no controle de Aedes aegypti (Dip.:
Culicidae) e na toxicidade em Artemia salina (Crustacea: Artemiidae). Os estudos
sobre classe dos compostos quimicos foram feitos por fitoquimica classica,
Cromatografia de Camada Delgada (CCD) e Ultravioleta (UV). A CCD e os espectros
de UV confirmam a presencas de compostos fendlicos, flavonoides, triterpenos,
cumarinas, esteroides e alcaloides, com teor de fendis totais superior nos caules
(199,1 + 0,34 mg g 4cido galico) em relacdo as folhas (78,34 + 0,08 mg g™ &cido
galico), com o mesmo perfil ocorreram para os teores de flavonoides. O extato
etanolico de folhas causou um alongamento no ciclo biolégico do A. aegypti nas
concentracdes de 1000 e 500 ug mL™ em relacdo a testemunha, enquanto que o de
caule, na concentragéo de 1000 pg mL™, ndo resultou em adultos formados. Quanto
a toxicidade frente a A. salina, os valores atribuidos a concentracéo letal (CLsp) da
populacdo foi em 0,11 e 0,141 mg mL™' para os extratos do caule e da folha,
respectivamente. Conclui-se que o extrato etandlico do caule de S. versicolor tem
acdo inseticida para A. aegypti nas concentracbes de 1000 e 500 pg mL™ e
moderada toxicidade para A. salina o que indica que esta planta possuiu potencial

para uso com fitoinseticida.

Palavras-chave: toxicidade, controle de vetores, inseticida botanico, substancias

secundarias de plantas.



ABSTRACT

Secondary metabolites are compounds produced by plants that perform chemical
defense functions against herbivores, a result of the evolution process of some plant
groups. These substances can cause different effects to herbivorous insects such as
repellency, deterrencia, delay in maturation of physiological development, low fertility
and fecundity, and death. Due to this specific chemical action some plants are
popularly used as insecticides, such as Simarouba versicolor (Simaroubaceae), a
native species of the Cerrado. The objective of this paper is to study the chemical
composition of the ethanolic extracts of Simarouba versicolor's leaves and stem, it's
effects on repelling Aedes aegypti mosquitoes (Dip .. Culicidae) and toxicity in
Artemia salina (Crustacea: Artemiidae). Class studies of the chemical compounds
were made by classical phytochemistry, thin layer chromatography (CCD) and
ultraviolet (UV). CCD and UV spectra confirm the presence of phenolic compounds,
flavonoids, triterpenes, coumarins, steroids and alkaloids, with a higher total phenol
content in the stems (199.1 + 0.34 mg g -1 gallic acid) than Leaves (78.34 + 0.08 mg
g-1 gallic acid), with the same profile occurred for the flavonoid contents. Ethanol
from leaves caused an increase in the biological cycle of A. aegypti at concentrations
of 1000 and 500 pug mL-1 compared to control, while stem at 1000 pg mL-1
concentration did not result in adults formed . As for toxicity to A. salina, the values
assigned to the lethal concentration (LCsp) of the population were 0.11 and 0.141 mg
mL-1 for stem and leaf extracts, respectively. It is concluded that the ethanolic extract
of the stem of S. versicolor has insecticidal action for A. aegypti at concentrations of
1000 and 500 ug mL-1 and moderate toxicity to A. salina indicating that this plant has

potential for use with phyto-sticide.

Key words: toxicity, vector control, botanical insecticides, secondary plant

substances,



1. INTRODUCAO

Os insetos ocupam diversas posicdes na cadeia alimentar, consumindo
plantas, outros insetos, sangue de vertebrados, polen, cadaveres, fungos, entre
outros. Podem ser considerados benéficos quando prestam servicos como
polinizadores, inimigos naturais de diferentes pragas, decompositores e ainda
produtores de alimentos, tal como o mel. Porém em outras situa¢cdes, como 0s
hematofagos transmitem doengas em animais e humanos, sendo descritos como
vetores de doencas.

Destaca-se nesta situacao Aedes aegypti L. (Diptera: Culicidae), transmissor
de viroses tais como a Dengue, Zika, Chikungunya e febre amarela urbana, doencas
que podem levar a morte. O crescente aumento da populacdo deste vetor e da
propagacdo dessas viroses, se deve a uma combinacdo de fatores tais como o
aumento da urbanizacdo, migracdo, viagens internacionais, aumento da temperatura
global e a dificuldade de controle do vetor nestes ambientes.

O controle de A. aegypti envolve varios métodos integrados, desde campanhas
educacionais e eliminacao de criadouros até o controle quimico de larvas e adultos,
com produtos quimicos sintéticos. Contudo, o uso continuo destes produtos
apresenta efeitos indesejaveis, como acumulacdo no solo e na agua, devido a
degradacédo lenta, comprometendo o ambiente e permitindo o aparecimento de
populacdes resistentes.

Com a crescente preocupacdo com a saude humana e a preservacéo
ambiental, pesquisas vegetais tém aumentado, pois estes apresentam constituintes
quimicos de metabolismo secundario que atuam nos insetos, agindo como inibidores
de crescimento, no periodo de desenvolvimento até a emergéncia de adultos, na
fecundidade e fertilidade dos ovos. Também podem apresentar atividade deterrente,
quando sua acdo ocasiona disturbio nos mecanismos sensoriais do inseto,
impedindo ou diminuindo sua alimentacdo, podendo ocasionar a morte por inanicao.

Muitas espécies de plantas possuem moléculas ativas utilizadas como inseticida na



cultura popular, como a espécie nativa brasileira Simarouba versicolor
(Simaroubaceae) (LORENZI, 1998).

Conhecer os constituintes quimicos de determinada espécie € importante
para correlacionar as informacdes de uso popular e o resultado do estudo dos
efeitos das classes de compostos e assim contribuir para a avaliacdo da viabilidade
destes. Para se avaliar seus efeitos toxicos no ambiente os testes de toxicidade
sobre bioindicadores séo realizados, entre 0os ensaios ja estabelecidos esta o teste
de letalidade com o microcrustaceo Artemia salina Leach. (Crustaceae: Artemiidae),
muito utilizado por sua praticidade.

Dessa forma, buscou-se, por meio desta pesquisa, determinar os compostos
quimicos secundarios do extrato etandlico das folhas e do caule de S. versicolor e
avaliar seu potencial inseticida e toxicidade, por meio de bioensaios sobre A. aegypti

e toxicidade frente A. salina.



2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Inseticidas botanicos no controle de insetos

O uso de inseticidas botanicos visando o controle de pragas ocorre desde os
primérdios da humanidade, ja citados na india, a 2.000 a.C. No Egito, no tempo dos
Farads e também na China, por volta do ano de 1.200 a.C., inseticidas derivados de
plantas ja eram utilizados para controle de pragas em grdos armazenados, e
aplicados diretamente na cultura destes (MOREIRA et al., 2005). O século XVI foi
marcado pelo uso expressivo de inseticidas naturais pelos europeus, com a
finalidade de proteger o cultivo de produtos hortifrutigranjeiros contra pragas e
vetores de doencas (KIM et al., 2003, MENEZES, 2005).

Contudo, no periodo pés-guerra, a utilizagcdo dos inseticidas naturais foi
reduzida, abrindo espacgo para a inser¢cao daqueles cuja origem baseava-se em
substancias organo-sintéticas (FLINT; VAN DEN BOSCH, 1981; CASIDA; QUISTAD,
1998; THACKER, 2002). Com isso, a utilizacdo de produtos naturais, especialmente
até a década de 1940, foi reduzida com surgimento dos inseticidas sintéticos,
representados pelo DDT (diclorodifenil-tricloroetano) (SAITO; LUCHINI, 1998). Em
1942, esses compostos passaram a ser usados em grande escala e de forma
indiscriminada, gerando inUmeras consequéncias ambientais, tais como a
contaminacdo do ar, agua, solo e alimentos e também em alguns casos intoxicacao
de pessoas (VENDRAMIM; SCAMPINI,1997).

Em funcéo das pressdes da populacéo e de reunides internacionais, pesquisas
cientificas buscam novas formas de controle, no sentido de minimizar o efeito dos
impactos dos inseticidas sintéticos no ambiente e na saude humana. Como uma
alternativa viavel de controle, os estudos com os inseticidas botanicos voltam a ser
objetivo de estudo de pesquisadores, na busca de ingredientes ativos com
propriedade inseticida, os quais sdo compostos resultantes do metabolismo

secundario das plantas (KIM et al., 2003).



O metabolismo vegetal gera produtos denominados metabdlitos priméarios e
secundarios. Os metabdlitos primérios, como os carboidratos, lipideos,
aminoacidos, nucleotideos, etc; possuem funcdes vitais ao organismo; o0s
secundarios sao derivados do metabolismo primario e tém acédo biolégica que
garante vantagens adaptativas e estdo restritos a determinados grupos vegetais
(TAIZ e ZEIGER, 2004).

Dentre os compostos secundarios, destacam-se o0s alcaloides, flavonoides,
cumarinas, taninos, quinonas e 6leos essenciais (BARRETO, 2005) e sua producéo
ocorre em diferentes 6rgdos e/ou partes das plantas, como raizes, folhas, flores e
frutos. Sua concentragdo nos tecidos também depende de variados fatores, tais
como temperatura, luminosidade, pluviosidade entre outros (MACIAS, 2007;
BORELLA et al., 2010). Algumas plantas desenvolvem a sua propria defesa quimica
contra insetos herbivoros, sintetizando metabdlicos secundarios com propriedades
inseticidas. Os principios ativos poderdo ser obtidos a partir de material vegetal, 0s
quais sdo moidos até serem reduzidos a p0O, onde através de varios processos
qguimicos utilizando solventes organicos ou agua na obtencdo de extratos
(MENEZES, 2005). Estes extratos contendo compostos quimicos ativos em
qguantidade suficiente podem produzir efeitos, alterando o mecanismo dos insetos
como: toxicidade, repeléncia e modificador comportamental (ARNASON et al., 1990;
BELL et al., 1990). Ha, também, os inseticidas que atuam como agente
antialimentar, impedindo que os insetos iniciem a alimentacéo, causando morte por
inanicdo. Dependendo da concentracdo de extrato utilizada podem reduzir a
viabilidade de ovos, ninfas, larvas e pupas. A reducdo do numero de ovos e a
inibicdo da oviposi¢cdo sdo importantes sobre a reproducdo dos insetos (COSTA et
al., 2004, MENEZES, 2005).

Inseticidas botanicos a base de plantas, tais como os 6leos de andiroba,
citronela, eucalipto, assim como o extrato de alho, rotenona e especificamente o nim
(Azadirachta indica) possuem uma ampla série de formula¢cdes comercializadas com
a finalidade de controlar e/ou eliminar mais de 400 espécies de vetores e insetos
(MUREITHI, 2008; NTALLI; MENKISSOGLU-SPIROUDI, 2011).

Thomazini (2000) e Souza; Vendramim (2000a) realizaram estudos com a
finalidade inseticida com extratos aquosos de ramos e folhas de Trichilia pallida
(Meliaceae) sobre o desenvolvimento de Tuta absoluta e mosca-branca Bemisia

tabaci (Gennadius) bi6tipo B, criada em tomateiro.



Quanto as vantagens e desvantagens da utilizacdo dos inseticidas botanicos,
Cloyd (2004) aponta como vantagem a rapida degradacdo no ambiente (sobretudo
em condi¢cdes alta luminosidade, umidade e chuva). Em mamiferos, podem
apresentar uma baixa toxicidade (DLsp) e geralmente sdo seletivos, causando
menores danos a insetos e 4caros benéficos, principalmente devido ao seu baixo
efeito residual. No que se refere as desvantagens, a rapida degradacgdo pode exigir

muitas aplicacdes para se obter o controle satisfatério da praga.

2.2.A Familia Simaroubaceae e Simarouba versicolor

A familia Simaroubaceae é composta por 32 géneros em 200 espécies entre
arbustos e arvores, distribuidas em todas as regifes tropicais e subtropicais do
mundo (VIEIRA, 1995). As espécies dessa familia possuem uma classe de
substancia (quassinéides) que as distinguem, por ter sabor amargo, encontrado
principalmente em seu cértex. Essa classe se tornou um marcador taxonémico das
Simaroubaceae juntamente com os alcaloides (PENAFLOR et al., 2009).
Provavelmente € a presenca de quassindides que confere as atividades
farmacoldgicas atribuidas a algumas plantas desta familia.

Simarouba versicolor € uma espécie semidecidua, helidfita e xerofita,
caracteristica de Cerrados e Caatinga. E encontrada desde o Nordeste até o Estado
de S&o Paulo e em algumas areas de Mato Grosso do Sul e Para (MESQUITA,
1997; LORENZI, 1998). Segundo Mesquita (1997), é conhecida popularmente como
Caraiba, Mata-cachorro, Mata-menino, Paparauba, Paraiba, Pau-caixeta,
Pauparaiba, Pe-de-perdiz, Perdiz, Pitombeira-de-marajo e Simaruba-do-Brasil. No
Pantanal sul-mato-grossense, é conhecida por “perna de perdiz’ e no Cerrado, por
“‘estraquinina”, conforme mencionado por pecuaristas da regido (LEMOS, 2012).

E arvore de porte regular, podendo atingir 11 metros, com copa arredondada,
tronco curto e cilindrico, de casca grossa, esbranquicada, esponjosa, fibrosa e
fissurada longitudinalmente, de 30 a 60 cm de diametro. Suas folhas sdo alternas,
compostas pinadas, com raque de 8 a 16 cm de comprimento, sobre peciolo de 4 a
6 cm (Figura 1). Os foliolos séo alternos, discolores, em numero de 5 a 7, curto -
peciolulados, com a nervura central bem visivel em ambas as faces, de 3 a 9 cm de
comprimento por 1,5 a 3,0 cm de largura, com a fase superior glabra. Sua

inflorescéncia € em paniculas terminais compostas, de 25 a 35 cm de comprimento,



e o fruto drupa ovalada, de polpa carnosa, com uma semente (LORENZI, 1998)
(Figura 1).

Por ser raramente pastejada, acredita-se que seja toxica no Pantanal (POTT,;
POTT, 1994). A madeira é considerada leve, com densidade de 0,48 g/cm?®, porosa,
de baixa resisténcia mecéanica, porém, resistente ao ataque de cupins de madeira
seca (LORENZI, 1998).

Segundo Fernandes et al. (2004) os frutos e a casca sdo usados como anti-

helmintico e a infusdo da casca tem efeito antipeconhento.

Figura 1. Simarouba versicolor (Simaroubaceae) (A) Folhas. (B) Frutos.
Fonte: Foto Minas Verde Florestal (2016).

2.2.1 Estudos de bioprospeccao com Simarouba versicolor

Alguns estudos com extratos de Simarouba versicolor indicam sua acdo como
inseticida, no combate a triatomineos (COELHO et al., 2006), na inibicdo da enzima
acetilcolinesterase (CARVALHO, 2008) e na atividade antitumoral (GHOSH et al.,
1977).

De extratos de raizes, talos, folhas, frutos, caule e galhos foram isoladas
diversas substancias como quassinoides, alcaloides, triterpenoides, esterois,
cumarinas e flavonoides (ARRIAGA et al., 2002; SIMOTE, 2006). Destas
substancias, sabe-se que suas atividades biolégicas estdo relacionadas a acédo
antileucémica (POLONSKY, 1985), amebicida (ALMEIDA et al., 2007), inseticida
(ARRIAGA et al., 2002), antimalarica (O’NEILL et al., 1988), anti-inflamatoria (RAJIC
et al., 2000) e imunossupressora (HOULT; PAYA, 1986).

Mesquita (1997), através de andlise cromatografica dos extratos cloroférmico e
acetato de etila, retirados do lenho de S. versicolor, fez o isolamento de dois



quassinodides, excelsina e 1l-acetato-amarolidio, sendo que a excelsina foi isolada
pela primeira vez neste género.

Arriaga et al. (2002), a partir das raizes, galhos e frutos desta planta, isolaram
através dos extratos hexanico, cloroformico, acetato de etila e metandlico, os
quassinoides e triterpenoides e uma mistura de esteroides, além do flavonoide
canferol e derivados esqualénicos.

O efeito do extrato aquoso e etandlico da planta foram avaliados por Pires
(2006), na atividade reprodutiva “in vitro” dos carrapatos Rhipicephalus (boophilus)
microplus e sanguineus, com inibicdo em 100% da ovipostura e ecloséo dos ovos de
teledginas imersas entre 10 a 60 minutos nos extratos; ambos provocaram a morte

das larvas apos seis horas de contato.

2.3. Ocorréncia, morfologia e aspectos biol6gicos de Aedes aegypti

O Brasil apresenta inUmeras particularidades e peculiaridades em relacdo ao
clima e geografia, por se localizar em uma regido tropical, fato este que permite a
proliferacéo de inUmeros artrépodes, alguns considerados pragas urbanas, agricolas
e vetores de doencas. Claro et al. (2004) afirmam que a multiplicacdo desenfreada
destes agentes ocorrem também devido a falta de atitudes preventivas e de
conscientizagdo por parte da populagéo.

Este fato gerou uma grande preocupacao por parte das autoridades sanitérias,
no que se refere as formas de controle destes vetores. Buscando novas formas
eficientes e que causem menor impacto ambiental, incentivando mais estudos com
inseticidas botanicos.

Dentre estes vetores de maior preocupacdo estd o Aedes Aegypti pertencente
a familia Culicidae (Diptera). Esta familia abrange aproximadamente 3.600 espécies
distribuidas em 38 géneros e duas subfamilias: Anophelinae e Culicinae
(FORATTINI, 2002). A subfamilia Culicinae é distribuida em 35 géneros, dos quais
22 sédo encontrados nas Ameéricas e 12, exclusivos. Estes séo eficientes
transmissores de arbovirus causadores de doencas como dengue, febre amarela e
ainda encefalites rigidas (CONSOLI; LOURENCO DE OLIVEIRA, 1994; FORATTINI,
2002).

O mosquito A. aegypti apresenta duas fases ecoldgicas interdependentes: a

aguatica, que inclui trés etapas de desenvolvimento — ovo, larva e pupa; e a



terrestre, que corresponde ao mosquito adulto (SVS, 2016). E um mosquito
doméstico, antropofilico, com atividade hematofagica diurna que utiliza,
preferencialmente, depdsitos artificiais de agua limpa para oviposicao (TAUIL, 2002).
Entretanto, ja foi observada a presenca de ovos e larvas em recipientes com agua
salobra (RAMASAMY et al., 2011).

A duracdo do ciclo de vida (Figura 2), em condi¢cBes favoraveis, é de
aproximadamente 10 dias, a partir da ovoposicdo até a idade adulta. Diversos
fatores influenciam na duracdo desse periodo, entre eles a temperatura e a oferta de
alimentos (HONORIO; OLIVEIRA, 2001).

Os adultos de A. aegypti realizam o repasto acucarado; entretanto, apenas as
fémeas fazem o repasto sanguineo, para proporcionar o desenvolvimento ovariano.
A coOpula € um importante fator estimulante para o inicio da atividade hematofagica
(PAIXAO, 2007). Barata et al. (2001) revelaram a preferéncia de A. aegypti por

humanos como fonte de alimentacdo em 87,9% das fémeas observadas.
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Figura 2. Ciclo de vida do Aedes aegypti
Fonte: deleonscarlett.wordpress.com

Os ovos medem aproximadamente 1 mm de comprimento, sao fusiformes e
tém contorno alongado. Sao envolvidos por uma casca composta de trés camadas:
o0 exocorio, um envoltério externo, fino e transparente, o endocorio, situado logo
abaixo e constituido por quitina, e internamente, a membrana vitelina envolvendo o
nuacleo, citoplasma e vitelo (PEREIRA et al., 2006).



Figura 3. Ovo de Aedes aegypti
Fonte: Agéncia Fiocruz.

Quando completado o desenvolvimento embrionério, entre dois a trés dias, 0s
ovos tornam-se resistentes a dessecacéo, sendo capazes de resistir a mais de um
ano, podendo chegar até 450 dias (NATAL, 2002; ALMEIDA et al., 2008). As fémeas
podem realizar durante sua vida até cinco posturas (CLEMENTS, 1992), colocando
em media 150 ovos por postura (FORATTINI, 2002). (Figura 3).

Morfologicamente, as larvas sdo alongadas, vermiformes, esbranquicadas
(Figura 4) (LOZOVEL, 2001). A fase larvaria € o periodo de crescimento e de intensa
alimentacéo do inseto. A duracédo do tempo entre cada um dos instares depende de
fatores como: temperatura, disponibilidade de alimento e densidade da populagéo
dentro do criadouro. De vida livre, alimentam-se de particulas organicas presentes
na agua, alguns tipos de algas, sendo a filtracdo a forma mais comum de
alimentacdo, ocorrendo a filtracdo de até dois litros de agua por dia (ALCIOLE,
2009).

Figura 4. Larvas adultas de Aedes aegypti
Fonte: Purdue Agricultural Communication

Na fase seguinte, chamada de pupa (Figura 5), ocorrem as modificacdes mais
significativas para a formacdo do adulto e nesta fase ndo ha alimentacdo
(MARCONDES, 2001). Esse estagio dura de dois a trés dias em condi¢cdes
adequadas de temperatura e corresponde ao estagio de transi¢cao entre o individuo

do meio aquatico para o terrestre. O individuo tem o aspecto de “virgula” em virtude
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da cabeca se unir ao torax, formando o cefalotérax. A pupa apresenta metabolismo
lento e permanece na superficie da agua até ocorrer a metamorfose para o individuo
adulto, com coloracdo esbranquicada, semelhante a larva; porém, a medida que

aproxima da transformacédo em adulto, adquiri coloracéo escura (FORATTINI, 2002).

2.0 mm

Figura 5. Pupa de Aedes aegypti
Fonte: www.deolhonoaedesaegypti.com

2.3.1. As doencgas transmitidas por Aedes aegypti

O mosquito A. aegypti (Figura 6), provavelmente foi introduzido nas Ameéricas
durante as primeiras exploracdes europeias ao Novo Mundo no século XV, por meio
de barcos que cruzaram o Atlantico (DIAZ-NIETO et al, 2013), é o principal vetor dos
quatro sorotipos do virus da dengue DEN I, II, lll e IV (GARCEZ et al., 2013), da

febre amarela, Chikungunya e mais recentemente, do virus Zika (SVS, 2016).

Figura 6. llustracdo de um mosquito adulto fémea de Aedes aegypti
Fonte: www.tuasaude.com

A Dengue sendo uma doenca viral sistémica de propor¢cbes endémica e
epidémica (BHATT et al.,, 2013); a Febre Chikungunya, cuja etimologia no idioma

africano Makonde, significa “andar curvado”, relaciona-se com uma infecgéo
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alfavirus originario da Africa (HONORIO et al., 2015); e virus Zika que refere-se a um
flavivirus neurotrépico conecta-se intimamente com a Dengue (PETERSEN et al.,
2016).

Devido ao grande impacto na saude publica, a procura por uma vacina contra o
virus da dengue teve inicio durante a Segunda Guerra Mundial. Entretanto a
ocorréncia de quatro sorotipos (DEN I, I, Ill, 1V), e a falta de informac&o dos
mecanismos patogénicos e de incentivos econémicos dificultam os avangcos nessa
area (HOMBACH, 2007).

Por ainda ndo existir uma vacina validada, o controle vetorial € muito
importante, consistindo, principalmente, na eliminagdo de criadouros naturais e
artificiais de mosquitos, além da aplicacdo de inseticidas, tanto para as larvas quanto
para os adultos (LIGON, 2005).

Inseticidas sintéticos sdo medidas utilizadas contra esses vetores. As principais
classes de inseticidas sintéticos utilizados no controle sdo os organofosforados,
carbamatos e piretroides (BISSET, 2002).

Porém o controle dos vetores através dos inseticidas causa impactos na
natureza levando ao desenvolvimento de populacbes de mosquitos resistentes, o
que, justifica a necessidade de buscar alternativas de controle de vetores mais

sustentaveis e menos agressivas ao ambiente.

2.4. Toxicidade frente Artemia salina

Produtos inseticida originarios de plantas nem sempre sdo necessariamente
atoxicos a organismos nao alvos, podendo muitas moléculas de plantas serem
toxicas ao homem e nédo seletivas tornando-se necessario averiguar a toxicidade
destes produtos sobre organismos bioindicadores.

Os testes de toxicidade séo elaborados com o objetivo de avaliar ou prever os
efeitos de substancias tdxicas nos sistemas biol6gicos e averiguar a toxicidade
relativa das substancias (BAROSA et al., 2003).

O teste de toxicidade contra a Artemia salina é um ensaio biolégico
considerado como uma das ferramentas mais utilizadas para a avaliacao preliminar
de toxicidade. Desta forma, esse microcrustaceo tem sido usada como um

organismo alvo para detectar compostos bioativos em extratos de plantas (ALVES et
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al., 2000) e util no direcionamento de estudos fitoquimicos e na busca e avaliacdo de
substancias bioativas.

A A. salina € um microcrustaceo de 4gua salgada utilizado como alimento para
peixes ornamentais, com ovos deste microcrustaceo apresentado elevada taxa de
eclosdo e facilmente encontrados em lojas especializadas. Os naupilos (Figura 7)
deste microcrustaceo sdo utilizados para estimar a toxicidade através da
concentracgdo letal (CLsp) e os resultados podem ser tratados estatisticamente com
facilidade (MCLAUGHLIN et al., 1991).

Diversos trabalhos correlacionam ainda a toxicidade sobre A. salina com
atividades antifungica, virucida, antimicrobiana, antiparasitaria e tripanossomicida
(ZUQUE et al., 2004).

Em geral, extratos de plantas e derivados com alta toxicidade contra a A. salina
sugerem alto potencial para outras atividades biolégicas (MCLAUGHLIN et al.,
1991).

Figura 7. Naupilos de Artemia salina (Artemiidae)
Fonte: www.schursastrophotography.com
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Caracterizar os constituintes quimicos dos extratos etandlicos das folhas e do
caule da Simarouba versicolor e avaliar seu efeito inseticida no ciclo bioldgico de
Aedes aegypti e a toxicidade aguda sobre Artemia salina.

3.2 Objetivos Especificos

v Realizar triagem fitoquimica e identificar metabolitos secundarios dos extratos
etandlicos de caule e folhas de Simarouba versicolor;

v' Realizar doseamento por espectrofotometria dos extratos etandlicos de caule
e folhas de Simarouba versicolor;

v Avaliar o efeito dos extratos brutos de folhas e caule de Simarouba versicolor
na mortalidade e desenvolvimento de Aedes aegypti, quando aplicado na fase
larval;

v Determinar as concentracoes letais do extrato etandlico de folhas e caules de
Simarouba versicolor em Aedes aegypti;

v' Avaliar o efeito dos extratos etandlico de folhas e caules de Simarouba

versicolor em Artemia salina.
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RESUMO

O Cerrado brasileiro possui uma grande diversidade de espécies vegetais, muitas
delas de uso medicinal e pesticida, como Simarouba versicolor (Simaroubaceae).
Objetivou-se caracterizar os constituintes quimicos dos extratos etanodlicos de folhas
e caule da S. versicolor e avaliar seu efeito inseticida sobre Aedes aegypti e a
toxicidade em Artemia salina (Artermiidae). As andlises fitoquimicas demonstraram
cComo grupos quimicos prevalentes nos extratos os compostos fendlicos, taninos,

triterpenos e flavonoides, sendo observados em maior intensidade no caule os
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compostos fendlicos, taninos e triterpenos e nas folhas, compostos fendlicos e
taninos. Constatou-se efeito larvicida, com a definicdo da concentragéo letal (CL5so)
de 211,259 ug mL™* do extrato do caule e observou-se interferéncia de todas as
concentracdes na emergéncia de adultos, sendo que em 1000 pg mL™ néo resultou
em nenhum adulto formado; em 500 e 250 pg mL™ houve um alongamento no ciclo
biolégico em relacéo a testemunha. Em relacdo ao extrato das folhas, ocorreu uma
pequena interferéncia no ciclo biologico em todas as concentracfes, com um
alongamento do ciclo nas concentracdes de 1000 e 500 ug mL™* em relacdo a
testemunha, indicando efeito deletério. Em relacdo a toxicidade frente a A. salina, os
valores atribuidos para CLso dos extratos etanélicos dos caules foi de 110 ug mL™ e
folhas, 141 pg mL™?, revelando moderada toxicidade. Estes resultados indicam que
os caules podem ser utilizados em formulagdes para o controle do A. aegypti e que
compostos secundarios, tais como fendlicos e triterpenos, podem estar relacionados
com esta atividade.

Palavras-chave: controle de insetos; toxicidade; controle de vetores; plantas

inseticidas.

INTRODUCAO

O mosquito Aedes aegypti (Linnaeus, 1762) (Dip.: Culicidae) é o transmissor
de infec¢Bes sistémicas como a dengue, a febre chikugunya, o zika virus e a febre
amarela. Apresenta distribuicdo global com ciclos caracterizados por epidemias e
endemias, principalmente nas regides tropicais e subtropicais (VASCONCELOS,
2015).

Estrategicamente, o uso de inseticidas quimicos, aliado a eliminacdo dos
criadouros com campanhas educacionais, € a melhor op¢édo. Contudo, a presenca
do mosquito em todas as regides brasileiras e as tentativas de controle intensivo e
continuo através de inseticidas quimicos sintéticos ocasionaram o aparecimento de
populacdes resistentes (BRAGA E VALLE, 2007). Associado a isso, também hé& os
riscos da persisténcia no ambiente, devido a sua resisténcia a degradacéao fisica,
quimica e bioquimica, colaborando para a bioacumulacdo e toxicidade em
organismos néo alvo, como o homem e outros mamiferos (GARCEZ et al., 2013).

A preocupacgdo com o ambiente, a seguranca alimentar e os elevados custos

dos inseticidas sintéticos tem levado a busca de produtos inseticidas de menor
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toxicidade. Dentre estes, estdo os ingredientes ativos de muitas plantas com
potencial inseticida, algumas como extratos ou Oleos, outras como modelo em
sintese de produtos comerciais. Estes ingredientes ativos tais como flavonoides,
alcaloides e terpenoides sédo produtos do metabolismo secundario das plantas em
resposta aos ataques dos patdgenos, como insetos e micro-organismos, resultado
de uma co-evolugdo natural, resultando em fontes naturais de substancias
inseticidas (SIMOES et al., 2010; MARANGONI et al. 2012).

Uma das alternativas que tem se mostrado promissora no controle do vetor A.
aegypti € o uso de plantas que apresentam potencial inseticida. A imensa
biodiversidade da flora brasileira e o potencial inseticida de diversas espécies
botanicas surgem como uma fonte inesgotavel de novos ingredientes ativos para o
controle de insetos vetores de doencas, como A. aegypti. Das espécies do Cerrado
brasileiro, a familia Simaroubaceae inclui 22 géneros e 109 espécies de distribuicdo
tropical (CLAYTON, 2011) consistindo 0s quassinoides como marcadores
quimiotaxondémicos dessa familia (ALMEIDA et al., 2007), a espécie Simarouba
versicolor , destaca-se na medicina popular por utilizar a casca e fruto como anti-
helminticos, além da infusé@o de casca ter efeito anti-venenoso (PIRES et al., 2007).
Almeida et al. (2007) citam que os quassinoides presentes em S. versicolor mostram
um amplo conjunto de atividades biolégicas, como antitumor, antimalarico,
antioxidante, amebicidas, antiviral e inseticida.

Estudo com extratos da S. versicolor com acao inseticida indicaram eficiéncia
no controle de triatomineos (COELHO et al., 2006). Outros trabalhos apontam
atividade carrapaticida do extrato aquoso das cascas no controle de Boophilus
microplus (Acarina: Ixodidae) (PIRES et al., 2007). A S. versicolor foi citada ainda
como inibidora da enzima acetilcolinesterase, importante transmissora do sistema
nervoso dos insetos (CARVALHO, 2008).

Estudos com produtos provenientes de plantas vém mostrando-se eficazes
como medidas de controle, com baixa toxicidade para mamiferos, reduzido impacto
ambiental. Dentre os organismos empregados como bioindicadores cita-se a Artemia
salina L. (Crustaceae: Artemiidae), microcrustaceo utilizado como modelo de ensaios
toxicol6gicos. Esta espécie fornece ainda uma pré-triagem in vitro para
determinacdo da toxicidade, podendo estimar a concentracdo média letal (CLsp) de
maneira rapida e de baixo custo (BEDNARCZUK et al., 2010).
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Objetivou-se com este estudo caracterizar os constituintes quimicos dos
extratos etandlicos das folhas e do caule da S. versicolor e avaliar o efeito inseticida
na mortalidade, desenvolvimento e reproducdo de A. aegypti e toxicidade sobre A.

salina.

MATERIAL E METODOS

Coleta do Material Vegetal

O material vegetal foi coletado na fazenda escola da Universidade Catdlica
Dom Bosco (UCDB), no municipio de Campo Grande, Mato Grosso do Sul (latitude
20° 23’ 18.9 S e longitude 54° 36’ 16.6 W). As exsicatas das amostras coletadas e
identificadas foram depositadas no Herbério da Universidade Anhanguera - Uniderp,

em Campo Grande - MS, Brasil (registro 8387).

Obtencéo dos Extratos de Simarouba versicolor

Folhas e caules de S. versicolor foram selecionados, higienizados e
submetidos a secagem em estufa com circulacdo de ar a temperatura de 45£2°C. O
material desidratado foi triturado em moinho elétrico separadamente e na sequéncia
submetidos a extracao por percolagdo com etanol na propor¢cédo de 1:25 (m/v), por 7
dias consecutivos. Posteriormente os extratos etandlicos das folhas e caules foram

obtidos ap6s evaporacao do solvente em evaporador rotatorio.

Estudos Fitoquimicos

Separadamente, aliquotas dos extratos etandlicos brutos das folhas e caules
de S. versicolor foram dissolvidas em etanol (20 g 100 mL™) e submetidas & analise
fitoquimica classica (Harborne, 1998). As andlises foram executadas em triplicatas e
foi observada alteracdo de cor e formacao de precipitado. A leitura foi representada
como: negativo (- = auséncia), parcial (x = 10%), baixa (+ = 25%), parcialmente
moderado (++ = 50%), moderado (+++ = 75%) e alta intensidade (+++ = 100%)
(FOUNTORA et al. 2015).

Para quantificar os fendis totais nos extratos, 0s mesmos foram

separadamente dissolvidos em metanol e submetidos a analise através do método
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Folin-Ciocalteu, com &cido galico (10 a 350 mg mL™) como padréo (y= 1,067x -
0,004; R?= 0,982). Os flavonoides foram determinados pelo método cloreto de
aluminio e como padrdo a quercetina (y= 0,0633x - 0,0061; R?= 0,999) (Do et al.,
2014).

Os extratos também foram submetidos a Cromatografia em Camada Delgada
(CCD: Silica gel 60F2s4). Para evidenciar flavonoides e glicoflavonoide; utilizou-se
como padrdo quercetina (Synth®) e rutina (Synth®); para compostos fenélicos, o
acido galico (Synth®) e &cido tanico (Synth®); 1,2-benzopirona (Sigma®) para
cumarinas; a cafeina para os alcaloides; e, para o esqueleto esteroidal, o colesterol
(Sigma®), todos em solucdo a 1%. Os sistemas de eluentes, a visualizacdo das
bandas (irradiacdo com luz ultravioleta: 254 e 365 nm) e os reveladores foram
baseados em Wagner e Blatt (2009). Foram calculados os fatores de retencéo (Rf)
das bandas obtidas dos extratos etandlicos, e foram ainda avaliados por UV-visivel,
com varredura foi feita de 200 a 700 nm (SILVERSTEIN et al., 2005).

Determinacao do pH, Condutividade Elétrica e S6lidos Dissolvidos

A determinacdo do pH foi realizada em pHmetro (pH DM-20, Digimed)
previamente calibrado com solucédo tampéo pH 4,0 e 7,0, medi¢cdes em triplicata
para obtencdo da média e desvio padrdao. Estas mesmas soluc¢des foram utilizadas
para determinacé@o da condutividade elétrica (CE DM3, Digimed).

A concentracado de sélidos soluveis dos extratos foi determinada utilizando um
refratbmetro digital (45 RTD- refractometro), com os resultados expressos em graus

Brix corrigido para 20°C.

Ensaios Biol6gicos com Aedes aegypti

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

Os bioensaios foram estabelecidos a partir de larvas do 3° instar que foram
submetidas a exposicdo nas solucbes dos extratos etandlicos de S. versicolor
solubilizadas em dimetilsulféxido (DMSO), nas concentracdes de 62,5, 125, 250, 500
e 1000 pg mL™. Cada unidade experimental constou de 25 larvas, em quatro
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repeticdes, com 25ml no meio liquido. Todos os experimentos foram acompanhados
de uma série de controle positivo contendo agua desclorada. Os parametros
estabelecidos nos bioensaios foram: mortalidade aguda em 24h de exposicdo aos
tratamentos, duracdo da fase larval, mortalidade larval e pupal e nUmero de adultos
formados com observacgdes diarias.

A analise estatistica dos dados foi realizada pelo método de McLaughlin
(1991), através do software Leora® (POLO 97355947870655352), para definir as
concentracbes letais (CL) do intervalo de confianca (95% de significancia) e
determinar a menor dosagem téxica. Para os dados de duracdo da fase larval, foi
aplicado o teste de analise de variancia (ANOVA) com teste de Tukey (p<0,05) para

comparacao das médias, no programa Assistat 7.7 beta ® (SILVA, 2016).

Bioensaios com Artemia salina

Para os testes foram utilizadas larvas do 2° estagio, obtidas de cistos de A.
salina, eclodidos em solucéo salina, apds um periodo de 24 horas, sob a iluminacao
parcial, realizados nas concentracdes de 31,2, 62,5, 125, 250 e 500 yg mL™ em
volume final de 30 mL de solucéo salina e a 1% de DMSO. Em cada concentracéo
foram utilizadas 10 larvas e os testes foram realizados em quadruplicatas, tendo
como controle branco (agua salina), em tubos de ensaio com capacidade de 10 mL
contendo um volume final de cinco mililitros. Em todas as situagdes, as larvas foram
deixadas em contato com as solucdes dos extratos durante 24 horas para
observacdo de mortalidade apos 24 horas. Os dados coletados foram submetidos ao
programa Polo-PC que utiliza o método de Probit e a andlise foi estabelecida na
faixa de correlagdo de 0,95, definindo entdo os valores das concentragdes letais

estabelecidas para CL1o, CLso € CLgg € 0s respectivos intervalos de confianca.

RESULTADOS E DISCUSSOES

Estudos Fitoquimicos

A analise fitoquimica de S. versicolor demonstrou que os extratos etanélicos
de folhas e caules possuem em comum onze classes de metabolitos secundarios,

com uma diversidade de estruturas quimicas que se diferenciam na intensidade de
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coloragdo e/ou precipitacdo, exceto para os compostos fendlicos e antraquinonas
(Figura 1). Os resultados da analise em CCD dos extratos revelaram também a
presenca de quercetina e cumarinas. A cafeina, utilizada como padrdo para
alcaloides, néo foi visualizada na cromatoplaca; contudo, o revelador reativo de
Dragendorff indicou bandas caracteristicas de outros alcaloides nas amostras, com
maior intensidade para as folhas. Os compostos fendlicos, representados pelo &cido
galico e tanico, foram visualizados apenas nos caules. Ja o esqueleto esteroidal foi
positivo para os dois extratos, com maior intensidade para as folhas (Figura 1 e
Tabela 1).

Classe de metabolitos secundarios

Acucares Redutores
Alcaloides

Glicosideos Cardiotdnicos
Triterpenos

Esteroides

Antraguinonas

Cunarinas

Flavonoides

Taninos

""'frﬂ

Compostos fenolicos

0

£

10% 20% 30% 40% 5S50% 60% 70% BO0% O0% 100%

N Caules M Folhas

Fig. 1. Frequéncia dos metabdlitos secundarios encontrados no extrato etandlico das
folhas e caules de Simarouba versicolor. Negativo (- = auséncia), parcial (£ = 10%),
baixa (+ = 25%), parcialmente moderado (++ = 50%), moderado (x++ = 75%) e alta

intensidade (+++ = 100%)

As mesmas classes de metabdlitos secundarios descritos nesse estudo
também foram encontradas nas folhas, caules e raizes de S. versicolor coletadas em
outras regides brasileiras, conforme relatado por Simote (2006).

As plantas da familia Simaroubaceae sao reconhecidas pelo sabor amargo e
investigadas como inseticidas, atividades atribuidas aos quassinoides, alcaloides,
triterpenos, esteroides, cumarinas, antraquinonas e flavonoides (Alves et al., 2015).
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Tabela 1 Cromatografia em Camada Delgada, Fator de Retencdo do extrato

etandlico das folhas e caules de Simarouba versicolor

Extratos etandlicos

Classe de metabolitos Padrdes
. Padrdes Folhas Caules
secundarios (Rf)
(Rf) (Rf)
» Acido Galico. 0,70 - 0,73
Compostos fendlicos o )
Acido Tanico 0,20 - 0,20
. Quercetina 0,78 0,78 0,78
Flavonoides .
Rutina 068 @ - e
_ 1,2-
Cumarinas ) 0.93 0.95 0.95
benzopirona
Alcaloides Cafeina 0,37 0,2 0,2
Esteroides Colesterol 0,45 0,45 0,46

Esses grupos quimicos também foram evidenciados com as andlises
espectrofotométricas na regido UV-visivel, onde banda de absorcdo maxima em 180
nm (Amaxmeon) € caracteristica de alcaloides (Figura 2). Em se tratando de
Simaroubaceae, os quassinoides e os alcaloides do tipo cantinona s&o considerados
0os marcadores quimiotaxondmicos e as atividades bioldgicas sdo atribuidas a estas
duas classes de metabdlitos secundarios (PENAFLOR et al., 2009). Os alcaloides
cantinonicos possuem um anel aromético orto substituido, um anel piridinico e um
anel quinolénico (lactana) (SIMOES et al., 2010). Especificamente para S. versicolor,
foram isolados os alcaloides cantinonicos das cascas e caules e triterpenos do grupo
do lupeol (PENAFLOR et al., 2009).

Fig. 2 Espectro de absor¢cédo do extrato etandlico das folhas e cascas de Simarouba

versicolor, varredura entre 100 e 780 nm
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Tratando-se de quassinoides, esses sao quimicamente considerados
triterpenos biodegradados com alto padréo de oxigenacéo, apresentando uma ampla
faixa de atividade biologica (POLONSKY, 1985; ALMEIDA et al., 2007). Este € um
dos grupos mais abundantes de substancias naturais e sua sintese € quase
exclusiva de Simaroubaceae (ALVES et al., 2015). Em estudos com cromatografia,
Mesquita (1997) relatou que isolou nos extratos cloroférmico e acetato de etila do
lenho de S. versicolor, dois quassinoides, a excelsina e o 11-acetato-amarolidio,
sendo a excelsina descrita pela primeira vez para o género Simarouba.

No presente estudo foi possivel observar no espectro uma absorgdo maxima
em 280 nm, indicativa de sistemas aromaticos. Os flavonoides possuem pelo menos
duas bandas de absorcao, as quais correspondem a 200 < Anm> 250 nm e (Banda )
e 320 < Ayn> 400 nm (Banda 1) (SIMOES et al. 2013). Especificamente para a
quercetina, as bandas em 255 nm correspondem a absor¢édo do anel A (hemicetal),
e a banda em 360 nm representa o anel B do flavonoide. Essas regides sao
caracteristicas de cromoforos aromaticos conjugados de transicbes T
(HARBORNE e WILLIANS, 2000), tipicas de flavonoides como quercetina e
derivados (VERZA et al., 2007).

Os resultados positivos para flavonoides e triterpenos corroboram dados de
Arriaga et al. (2002), que isolaram dos extratos hexanico, cloroférmico, acetato de
etila e metandlico das raizes, caules e frutos de S. Versicolor.

A quantificacéo do teor de fendis totais das folhas e caule indicou valores de
78,34 + 0,08 e 199,1 + 0,34 (mg g™ é&cido galico), respectivamente. O mesmo
ocorreu para os teores de flavonoides que foram superiores para os caules (45,72 +
0,21 mg g™ quercetina) em relacdo as folhas (41,90 + 0,03 mg g quercetina). Isto
demonstra que dentre os fendis totais presentes nos caules da espécie, grande
parte pertence ao grupo dos polifenois, provavelmente os taninos, evidenciados na
fitoquimica classica, em CCD e no espectro de varredura.

A presenca de taninos também foi confirmada através da banda de absorcéo
em 480 nm (Amaxmeon); bandas entre 480 e 560 nm s&o caracteristicas de compostos
aromaticos condensados (SILVERSTEIN et al., 2014). Igualmente encontrado nos
extratos das folhas de S. versicolor, os taninos também foram os metabdlitos
secundarios abundantes e representativos na espécie S. amara, conforme verificado

em triagem fitoquimica por Alves et al. (2015).
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O pH médio dos extratos etandlicos das folhas (5,31 + 0,01) foram superiores
aos dos caules (4,92 + 0,5) e diferenca de acidez pode ser relacionada aos &cidos
fendlicos. A acdo da substancia quimica empregada como larvicida depende, dentre
0s varios parametros, do pH digestorio do A. aegypti, que nos cecos gastricos € 8,
no intestino médio posterior, 7 e na por¢ado anterior do intestino médio, pode chegar
a 10,5 (DADD, 1975). Para serem absorvidos nas células do digestorio, os
inseticidas devem ter pHs proximos a enzimas dos digestorios dos insetos.

Segundo Broadway e Duffey (1988), o potencial dos inibidores de proteinases
depende da compatibilidade estrutural com a proteinase do organismo alvo, das
condiges fisiologicas internas do intestino médio (pH) e da qualidade do sistema
proteinase. Com base nestas informacfes, os dois extratos possuem baixa
absorcdo; por sua vez no interior da célula, o extrato etandlico dos caules, por
apresentar menor pH, tem maior facilidade de ionizar e com isto pode-se inferir que
este extrato possa ter maior afinidade pelas enzimas digestivas e maior agdo, como

observado nos testes de concentracao letal (Figura 3).

Ensaio com Aedes aegypti

Os resultados de toxidade aguda de 24h indicaram que apenas o extrato do
caule foi eficiente para causar mortalidade significativa em 10, 50 e 90% da
populacao (Figura 3). A analise pelo método de Probit estabeleceu as concentracées
letais (CL) e seus intervalos para CLyo 29,278 pg mL™ (14,758 a 45,541), para CLsg
em 211,259 pg mL™ (167,865 a 262,59) e CLgo em 1524,384 ug mL™ (1015,666 a
2846,366). O extrato das folhas néo proporcionou calculo de CL mesmo nas maiores
concentracfes testadas, com a mortalidade larval inferior a 50% em 24h, sendo
considerada néo efetivo nos testes padrbes de toxicidade, 24 horas apds aplicacéo.

O extrato etanolico do caule de S. versicolor em tratamento de larvas
provocou alongamento da duracdo larval para as concentracdes de 500 e 250 ug
mL™, com valores de 306,82 e 258,60 horas iguais entre si e diferentes das demais
concentracbes e da testemunha (195 horas). As concentracdes de 125 e 62,5 ug
mL™ diferem entre si com periodos de 238 e 189 horas. A exposicdo do produto na
menor concentracdo (62,5 ug mL™) as larvas sobreviveram, onde o periodo larval

foi de 189 horas, semelhante a testemunha de 195 horas.
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Fig. 3 Efeitos das concentracdes letais do extrato do caule de Simarouba versicolor

(Simaroubaceae) sobre Aedes aegypti (Culicidae)

O alongamento da fase larval indica que o produto causa efeito deletério, no
sentido de impedir o inseto de completar seu desenvolvimento, podendo causar
maior mortalidade na fase pupal ou outros efeitos posteriores. Autores descrevem 0s
efeitos de plantas inseticidas sobre insetos em diversos momentos, dependendo do
ingrediente ativo. Nathan et al. (2005), utilizando extratos metandlicos de folhas e
sementes de Melia azedarach (Meliaceae), que apresenta classes de compostos
semelhantes a espécie S. versicolor, constataram atividade larvicida contra
Anopheles stephensi, outro culicideo de importancia médica. Relacdes de dose-
resposta claras foram estabelecidas, com a dose mais alta de 2% de extrato da
planta, induzindo mortalidade de 96%. Além disso, verificaram importante atividade
letal sobre pupas e adultos, além de efeito repelente e deterrente.

De acordo com a concentracéo letal determinada, o extrato etanélico do caule
ndo se mostrou eficiente 24 horas apds exposi¢do. Entretanto, o efeito de plantas
inseticidas nem sempre causa mortalidade imediata, como ocorre normalmente com
inseticidas quimicos sintéticos. Quando se observa a mortalidade no final da fase
larval, ela foi 66, 60, 36 e 18%, respectivamente, para as dosagens 500, 250, 125 e
62,5 pg mL™* , enquanto que no grupo controle, de 4%. Somente na maior

concentracéo, de 1000 pg mL™, observou-se mortalidade total de larvas (Tabela 2).
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De forma semelhante, Coelho et al. (2009) observaram a mortalidade larval
de 53% na concentracédo de 500 pug mL™ no extrato etandlico do caule de Xylopia
ermaginata (Annonaceae), aqui mencionada por apresentar alcaloides e flavonoides

como principais metabalitos secundarios.

Tabela 2 Efeito do extrato etandlico de caule de Simarouba versicolor
(Simaroubaceae) no desenvolvimento e mortalidade de Aedes aegypti (Culicidae).

Temperatura 26 +2 °C e fotofase de 14 horas

Duragéao ' ' _ Numero de
Tratamentos Mortalidade Mortalidade Mortalidade
1 larval adultos
Mg mL larval (%) pupal (%) total (%)
(horas) formados
1000 0 100 0 100 0
500 306.822 66 0 66 34
250 258.602 60 5,26 62 38
125 238.37° 36 12,28 43 57
62,5 189.36° 18 5,12 22 78
Controle 195.00°¢ 4 0 4 96
CV (%) 47,71

Valores seguidos pelas mesmas letras ndo sao significativamente diferentes, teste
de Tukey (p <0.01)

Em relacdo a fase pupal, enquanto no grupo testemunha nenhuma pupa
morreu, os tratamentos 250, 125 e 62,5 pg mL™ causaram mortalidade de 5, 12 e
5%, respectivamente. Esta situacdo resultou na formacdo de 34, 38, 57, 78 e 96
adultos nas concentracbes 500, 250, 125 e 62,5 yg mL™ e na testemunha,
respectivamente. Enquanto na maior concentragéo, 1000 pg mL™, nenhum adulto se
formou. Demonstrando o efeito crescente de mortalidade total, enquanto se aumenta
a dosagem do extrato. De forma mais acentuada onde o tratamento provocou maior
duracéo larval.

O efeito deletério no desenvolvimento e mortalidade de A. aegypti causada
pela exposicdo do extrato etandlico de folhas de S. versicolor foi menor que o
observado no extrato do caule, onde nenhuma concentracdo causou mortalidade

total.
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Sobre o efeito de extrato etandlico de folhas no desenvolvimento, observou-se
gque somente nas maiores concentracbes as larvas tiveram dificuldades em
completar as fases. Ocorreu duracdo larval de 220,36 e 203,20 horas nas
concetracdes de 1000 e 500 pug mL™?, iguais entre si e diferentes ao controle, com
195 horas, enquanto as demais concentracdes, 250, 125 e 62,5 pg mL™ ndo
provocaram efeito no desenvolvimento larval, com duragdes de 186,28; 166,28 e
181 horas, iguais entre si e com o controle (Tabela 3).

O aumento da duracdo larval nas concentracdes de 1000 e 500 pg mL™,
como efeito deletério do extrato, foi comprovado na mortalidade larval, onde 34 e
35% das larvas morreram, enquanto que no controle somente 4% das larvas nao
conseguiram completar o desenvolvimento. As demais concentracbes, 250, 125 e

62,5 pg mL™* provocaram menor mortalidade larval, com 0, 2 e 8%, respectivamente.

Tabela 3 Efeito do extrato etanolico de folhas de Simarouba versicolor
(Simaroubaceae) no desenvolvimento e mortalidade de Aedes aegypti (Culicidae).

Temperatura 26 +2 °C e fotofase de 14 horas

Duracéao _ _ _ Numero de
Tratamentos Mortalidade Mortalidade Mortalidade
1 larval adultos
Mg mL larval (%) pupal (%) total (%)
(horas) formados
1000 220.36° 34 15 35 65
500 203.20° 35 4.6 38 62
250 186.96° 0 1 1 99
125 166.282 2 1,0 3 97
62,5 181.00 2 8 0 8 92
Controle 195.00 2 4 0 4 96
CV (%) 47,71

Valores seguidos pelas mesmas letras ndo séo significativamente diferentes, teste
de Tukey (p <0.01)

O controle de A. aegypti com plantas que possuem 0S mesmos grupos de
substancias secundarias que em S. versicolor, como os triterpenos, foi constatado
por Coelho et al. (2009), onde o efeito da mortalidade larval no extrato etandélico das

folhas de Guarea guidonia (Meliaceae) na concentracéo de 500 pg mL™ foi de 6%.
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Em todas as concentracBes do extrato etandlico de folhas, observou-se
pequena mortalidade na fase de pupa, com 1,5; 4,6; e 1% nas concentracbes de
1000, 500 e 250 ug mL™t e 1,0% na concentragao 125 ug mL™. No grupo controle e
na concentracao 62,5 ug mL*, nenhuma pupa morreu.

Ao final resultou na mortalidade total de 35, 38, 1, 3 e 8% nas concentracdes
1000, 500, 250, 125 e 62,5 ug mL™, respectivamente, enquanto no grupo controle foi
de 4%. Consequentemente ocorreu a formacéo de 65, 62, 99, 97 e 92 adultos, nas
concentracdes 1000, 500, 250, 125 e 62,5 ug mL™, e, 96 adultos, grupo controle.

O extrato etandlico de S. versicolor mostrou potencial inseticida somente
quando foi feito com caule da planta na concentracéo de 1000 pg mL™ e reducéo de
populacdo na concentracdo de 500 pg mL™. Este potencial pode estar relacionado
com os maiores teores de compostos fendlicos e flavonoides e, dentre os polifenois,
0s taninos.

J& é conhecido que a ingestao de plantas com elevados teores de compostos
fendlicos, dentre eles os taninos, além de danos as células epiteliais, reduz o nivel
de proteinas e lipidios, formando um complexo de taninos-proteinas de dificil
digestdo. Além disso, podem ocorrer deformacdes letais e reducdo da
disponibilidade dos aminoacidos essenciais (BARBEHENN e MARTIN, 1994;
MELLO e SILVA-FILHO, 2002).

Além dos compostos flavonoides e taninos, os triterpenos sdo outra classe
gue tem importante influéncia na acdo inseticida e podem atuar como um forte
agente supressor de apetite e regulador de crescimento (VIEGAS JUNIOR, 2003).
Os quassinoides, marcadores quimiotaxonomicos da familia, sdo reconhecidos por
seu potencial inseticida, atuando como anti-alimentar e inibindo o crescimento de
pragas agricolas (POLONSKY et al., 1989). Pavela et al. (2014) citam ainda que o
mecanismo de acao de alguns quassinoides parece provavelmente estar associado
a um efeito no sistema nervoso do inseto.

Para o extrato etandlico das cascas das raizes de S. versicolor foi atribuida
aos quassinoides a agéo inseticida frente ao Rhodnius milesi (Hem: Reduviidae), um

triatomideo responsavel pela doenca de Chagas (COELHO et al., 2006).
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Ensaio com Artemia salina

A toxicidade ao micro crustaceo apos de 24h revelou o perfil toxico dos
extratos testados, indicando a presenca de constituintes capazes de causar
mortalidade. Os valores atribuidos para CLsy dos extratos etandlicos dos caules em
110 pg mL™ e das folhas em 141 pg mL™ revelaram a moderada toxicidade (Tabela
4). As variacdes de mortalidade para 10, 50 e 90% das populacdes expostas aos
diferentes extratos foram préximas, com limites de variacdo entre 30 a 300 pug mL™.

A relacdo entre o grau de toxicidade e a concentracdo letal média (CLsp)
apresentada por extratos de plantas sobre nadpilos de A. salina, tanto extratos com
solventes organicos e extratos aquosos com valores de CLso acima 1000 pug mL™,
s8o considerados atéxicos. Quando a Cls for superior a 500 ug mL™* apresenta
baixa toxicidade, moderada para CLsy, entre 100 a 500 pg mL™?, e muito téxico
quando a CLso foi inferior 100 yg mL™ (Amarante, 2011).

O fundamento do teste reside na letalidade desse organismo, como uma
resposta bioldgica frente a uma determinada alteracdo ambiental, onde as variaveis
morte ou vida sdo as Unicas envolvidas. Segundo a literatura, este perfil frente a
diferentes niveis de toxidade se correlaciona com alteracdes mitéticas e inibicdo da
DNA polimerase devido a presenca de agentes quimicos ou estressores (Meyer et
al.,1982; Montanher et al., 2003; Zuque et al., 2004).

Adicionalmente, Bednarczuk et al. (2010) apontam que o ensaio com A. salina
€ uma analise preliminar de toxicidade geral, ao estimar a concentragcdo média letal
(CLso); sdo considerados atdxicos valores acima de 1000 ug mL™ e ndo havendo
morte acima de 50%. Com base nestas informac¢fes, pode-se inferir que os dois
extratos etandlicos da planta em estudo sdo téxicos, o que difere do estudo de
Violante et al. (2012), que avaliaram o extrato etandlico e fragbes das cascas de

exemplares de mesma espécie, sendo a CLs, superior a 1000 ug mL™.
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Tabela 4 Concentracdo letal para naupilos de Artemia salina em diferentes
concentracfes do extrato etandlico da folha e caule de Simarouba versicolor, apos

24 horas de exposicao

Concentracao letal pg mL* Faixa de toxicidade (ug mL™)*
Caule Folha Caule Folha
CLio 51 69 35,142 a 64,326 51,628 a 84,523
Clso 110 141 92,878 a 128,694 121,674 a 164,171
Cloo 237 288 194,055 a 325,694 237,373 a 385,271

*Correlagéo a 95 %

O perfil citotoxico apresentou forte correlacdo e a linha de tendéncia expressa
foi calculada segundo a equacdo y = 52,07In(x) - 194,7 R2 = 1 para 0 extrato
etandlico dos caules e y = 55,98In(x) - 227,0 R2 = 1 para o extrato etandlico das
folhas (Figuras 4 e 5).
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Fig. 4 Concentracdes Letais em pg mL™ do extrato etandlico dos caules de

Simarouba versicolor sobre naupilos de Artemia salina, apos exposicédo de 24horas
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Fig. 5 Concentracdes Letais em pg mL™' do extrato etandlico das folhas de

Simarouba versicolor sobre naupilos de Artemia salina, apos exposicado de 24horas

De acordo com Pompilho (2014), foram calculadas as CLsy dos extratos
metandlicos das folhas de Ottonia frutescens Trel (Piperaceae) e Trigynaea
oblongifolia Schltdl (Annonaceae). Os resultados indicaram 0S mesmos como
moderadamente téxicos, para A. salina, relatando CLsy de 149,75 + 1, uyg mL™* e
148,8 + 1,74 pg mL™’, respectivamente. Apesar de pertencerem a grupos
taxondmicos diferentes, as duas espécies avaliadas pelos pesquisadores
apresentaram alcaloides, flavonoides e taninos, os mesmos ingredientes ativos

encontrados nos extratos das folhas de S. versicolor.

CONCLUSAO

Conclui-se que os compostos fendlicos e derivados sdo constituintes
majoritarios nos extratos analisados, com maiores teores para aos caules. A
concentracdo letal do caule (CLsp 211,259 pg mL™Y) justifica seu maior efeito
larvicida; com o extrato da folha n&o foi possivel calculo de CL, mesmo nas maiores
concentracOes testadas. Considerando a mortalidade total e formacéo de adultos, o
extrato etanodlico de caule é um eficiente inseticida. Os extratos dos caules e das

folhas revelaram moderada toxicidade frente a A. salina.
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