Universidade de Sao Paulo
Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”

Busca por compostos de Trichilia pallida Swartz, Trichilia pallens C. DC.
e Toona ciliata M. Roemer com bioatividade sobre Spodoptera frugiperda
(J. E. Smith, 1797)

Angelina Maria Marcomini Giongo

Tese apresentada para obtenc@o do titulo de Doutora
em Ciéncias. Area de concentracdo: Entomologia

Piracicaba
2014



Angelina Maria Marcomini Giongo
Bidloga

Busca por compostos de Trichilia pallida Swartz, Trichilia pallens C. DC. e Toona ciliata
M. Roemer com bioatividade sobre Spodoptera frugiperda (J. E. Smith, 1797)

Orientador: )
Prof. Dr. JOSE DJAIR VENDRAMIM

Tese apresentada para obtencdo do titulo de Doutora
em Ciéncias. Area de concentracdo: Entomologia

Piracicaba
2014



Dados Internacionais de Catalogag&o na Publicacéo
DIVISAO DE BIBLIOTECA - DIBD/ESALQ/USP

Giongo, Angelina Maria Marcomini

Busca por compostos de Trichilia pallida Swartz, Trichilia pallens C. DC. e
Toona ciliata M. Roemer com bioatividade sobre Spodoptera frugiperda (J. E.
Smith, 1797) / Angelina Maria Marcomini Giongo.- - Piracicaba, 2014.

104 p:il.

Tese (Doutorado) - - Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”, 2014.

1. Meliaceae 2. FracBes 3. Cedrelona 4. Indices nutricionais 5. Fagodeterréncia
6. Atividade enzimatica I. Titulo

CDD 632.78
G496b

“Permitida a copia total ou parcial deste documento, desde que citada a fonte -O autor”



AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus, que me deu sauide, forca e sempre colocou pessoas boas em meu
caminho, que de uma forma ou de outra me ajudaram a realizar este trabalho.

Ao Prof. Dr. José Djair Vendramim, pela orientagdo, confianca e oportunidade de
realizar este trabalho.

A Coordenacio de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES), pela
concessdo da bolsa de estudos.

Ao INCT Controle Biorracional de Insetos Pragas, do qual este trabalho faz parte,
principalmente a Profa. Dra. Maria Fatima das Gragas Fernandes da Silva e a doutoranda
Samya Danielle Lima de Freitas, do Programa de Pds-Graduacdo em Quimica da
Universidade Federal de Sao Carlos (UFSCar), com quem o trabalho foi desenvolvido
diretamente.

A todos os professores do Programa de Pdés-Graduacdo em Entomologia da Escola
Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”, por todos os ensinamentos e conhecimentos
transmitidos.

Ao Prof. Dr. Fernando Luis Consoli, por me ceder espaco em seu laboratério para
realizar os ensaios enziméticos e por me auxiliar em vdrias etapas desta pesquisa; ao Prof. Dr.
José Roberto Postali Parra, pelo auxilio na interpretagdo dos indices nutricionais, e ao Prof.
Celso Omoto, pelo empréstimo do aparelho microaplicador para os testes de contato.

Aos funcionarios do Programa de Pos-Graduagdo em Entomologia, pelos servigos
prestados.

A Dra. Marineia Lara Haddad e a Profa. Sonia Maria Stefano Piedade, pelo auxilio nas
andlises estatisticas.

A técnica do laboratério de Biologia de Insetos, Neide Zério, sempre prestativa, e a
todos os funciondrios do Departamento de Entomologia e Acarologia que, direta ou
indiretamente, contribuiram para este trabalho.

A todos os colegas do Programa de Pos-Graduacdo em Entomologia, pelo
aprendizado, convivio e momentos compartilhados, em especial a Elisangela Novaes Lopes e
Gleidyane Novaes Lopes Mielezrski.

A todos que fazem ou fizeram parte do Laboratdrio de Resisténcia de Plantas a Insetos
e Plantas Inseticidas, Eliane Grisoto, Fatima Teresinha Rampelotti Ferreira, Gabriel Luis
Padoan Gongalves, Gerane Celly Dias Bezerra Silva, Kaira Samaini Pauli, Leandro Prado

Ribeiro, Marcos Aurélio de Aradjo Lima, Rafael Major Pitta, e em particular a Monica Silva



Santos, pela amizade e companheirismo, ao Thiago Felipe Ansante, pelo auxilio prestado em
varios momentos, ao Paulo Bogorni e ao Marcio Alves Silva, pela ajuda na coleta das
espécies vegetais.

A todos do Laboratério de Interacdes em Insetos, em particular a Guilherme Duarte
Rossi, hoje professor da UNESP-Jaboticabal, pela paciéncia e inestimdvel auxilio na
conducdo dos testes enzimaticos, mesmo a distancia, e a Felipe Antonio Domingues, pela
ajuda na realizacdo de alguns testes enzimaticos.

A Oderlei Bernardi, pelo auxilio com as anélises de concentragdo efetiva, e a Rebeca
Ribeiro e Eloisa Salmeron, pelo auxilio na condugdo dos testes de contato.

A doutoranda em Genética e Melhoramento de Plantas, Poliene Martins Costa, pelo
auxilio na utilizac@o do espectrofotometro.

A todos os amigos do Grupo de Oracdo Universitirio Agua Viva, em especial a Ana
Paula Neto, Andrea Ribeiro Domingues, Camila Silva, Dalilla Rezende, Lorena Nunes,
Mariana Pontin, Mateus Silva, Renata Alvarenga, Tatiane Tokairin e Tiago Costa, pelo
agradavel convivio e apoio em varios momentos.

A bibliotecéria Silvia Zinsly, pela auxilio na formatagio da tese.

Aos meus pais Luis Carlos Marcomini e Vera Gomes Marcomini, € a0 meu irmao,
Luiz Henrique Marcomini, por tudo que me ensinaram, pelo apoio incondicional e pelo amor
que sempre me dedicaram, e ao meu esposo Pedro Rogerio Giongo, pelo incentivo, carinho e
compreensao.

E a todos que contribuiram de alguma forma para a realizacdo deste trabalho, e que

porventura ndo estdo aqui mencionados, meus sinceros agradecimentos.



SUMARIO
RESUMO ...ttt ettt e h e et e bt e et e bt e et e e bt e e ab e e bt e sabe e bt e eabeeneee 7
ABSTRACT ...ttt ettt e b e e et e b e st e e bt e e st e e bt e sabeenbeeeabeeeee 9
T INTRODUGAO ...ttt es s ses s eenneens 11
2 REVISAO BIBLIOGRAFICA ........ovtviireimriiesiies i sess s sssesseoas 13
2.1 Compostos inseticidas de origem VEZetal..........cccoovuiiiiiiiiiiiiiiieieee e 13
2.2 Mecanismos de acio de COMPOSLOS VEZELALS ...cc.veerureeruieruieeriierieeniieeieesitesteesieeeieesieeseeesaeeens 18
2.2.1 INEUTOTOXICOS  ..eeuveenuteeieeriteeteeeitt et st et e et et e st e bt e sab e e bt e sabeesbeeeaseesbeesabeesaeeenneenaeesaseenaneens 18
2.2.2 Moduladores de canais de CAICIO .....c...eeruiiriiiriiriieiieeieete ettt 19
2.2.3 Inibidores da respiraga@o CEIUAT.........c.cooiiiiiiiiiiiii e 19
2.2.4 FAOAEIEITENEES.....ccouvteeiiieeiiieeeiite ettt ettt e et e et e e bt e e ettt e et e e e e bt e e sabeeeeabteeeabeeesabeeenaneeeans 20
2.2.5 Reguladores de CTESCIMENLO ....cuuueeruiieerieeeiiieeiieeeriteeeriteeeiteestteeetaeessbeeesaseeesaseeenaseeennseeenns 21
2.2.6 Inibidores € iINdUtOres ENZIMALICOS ......eevueirurieriierieerieeeieerite et esiee et et st e e ereesieesreesaneeas 22
2.3 Busca po novos compostos €m MelaCae ........ccccueiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiieeeeeeteeeeeee e 25

2.5 Praga alvo do estudo, Spodoptera frugiperda (J.E. Smith, 1797) (Lepidoptera: Noctuidae) . 27

2.6 Perspectivas para o uso de inseticidas DOtANICOS.......cueeerveeeriieeriiieeiieeeiee et esiee e e 28
3 MATERIAL E METODOS..........ciiiimiiimeiimeeisesssessssesssssssssessssessssssssssessssssssssssssesssssss oo 29
3.1 Criag@0 de S. fIUGIPETAA ..........oooueeieiiiieiieeieeee ettt ettt et e e s e e sbeeeeans 29
3.2 Coleta do material vegetal e obtengao dos extratos € fragOes ........c.ceevveerveerieeneerneenieeeneennn 29
3.3 Bioatividade das fracdes de T. pallida, T. pallens e T. ciliata sobre S. frugiperda................. 31
3.4 Parametros bioldgicos de lagartas de S. frugiperda alimentadas com as fracdes mais ativas

de T. pallida, T. pallens € T. CIlIAIA ..............cccueeeeeiesciiieiiieesieeesite ettt e eae e eae e sareesveeesbeeenes 32
3.5 Determinagdo de indices nutricionais de lagartas de S. frugiperda alimentadas com dieta
contendo as fracdes mais ativas de T. pallida, T. pallens € T. ciliata ...............cccceeveuveevceeennnccn. 32
3.6 Isolamento de compostos presentes nas fracdes de 7. pallida, T. pallens e T. ciliata ............ 33
3.7 Isolamento de cedrelona a partir do extrato bruto em hexano do caule de 7. ciliata.............. 33
3.8 Bioatividade dos compostos isolados sobre S. frugiperda .................ccoooueevveiiniiiiiniieinieennnne. 34
381 IN@ESTAO. ..ttt ettt ettt ettt s eee 35
382 COMEALO ..ttt ettt a e et e a e et h e et eb bttt e bt et h b e be e b e e et e aee 35
3.9 Estudo da bioatividade do limonoide cedrelona...........coccoveeriieiiiinieniienieeeeiceeeeeeee 36
3.9.1 Fagodeterréncia e consumo em folhas de milho tratadas com cedrelona..............ccccceueee.e. 36

3.9.2 Estimativa da CLsy CLoy e CE5( de cedrelona incorporada a dieta...........ccceeeueeenieenneeennee. 36



3.9.3 Parametros bioldgicos de lagartas de S. frugiperda alimentadas com dieta contendo
COATEIOMA ...ttt ettt et sat e e bt e et e bt e st e e be e et e e bt e saneenneeenneenaees 37
3.9.4 Determinacgdo de indices nutricionais de lagartas de S. frugiperda alimentadas com dieta
CONEENAO CEATEIONA ...ttt ettt ettt e s bt e s esneees 37

3.9.5 Ensaios enzimdticos com lagartas de S. frugiperda alimentadas com dieta contendo

CEATEIOMA ...ttt ettt ettt ettt e bt e e st e bt e st e e be e et e e nbeesabe e neesaneenaees 38
3.10 ANALISE OS AAAOS. ..ccuueiiueiiiieitie ettt ettt ettt a e et esbee et e bt eaaeen 41
4 RESULTADOS E DISCUSSAOQ ..ot 43
4.1 Bioatividade das fragdes de T. pallida, T. pallens e T. ciliata sobre S. frugiperda.................. 43
4.2 Parametros bioldgicos de lagartas de S. frugiperda alimentadascom as fracdes mais ativas

de T. pallida, T. pallens € T. CILIATA ............c...oueeeeeeeeeeiiiieeeeiieeeeeeee e ee e eeee e s eaeee e e eveaeeenees 47
4.3 Determinacao de indices nutricionais de lagartas de S. frugiperda alimentadas com dieta
contendo as fracdes mais ativas de 7. pallida, T. pallens e T. ciliata.................ccoceeeecevevncueeennen. 49
4.4 Compostos isolados das fragdes de T. pallida, T. pallens e T. ciliata .................ccccueeveeeene... 53
4.5 Bioatividade dos compoOStOS 1S01AdOS ......eeeuiiiiiiiiiiiiiiiiieeeiiceeeete e 56
A5 T IN@ESTAO ettt ettt ettt e bt e ettt e ettt e et eeab e e ab e e e ab e e e bt e s bt e e sbeeesbaees 56
A.5.2 COMNALO ..ttt ettt ettt ettt ettt et e et e bt e sat e e bt e e st e e be e sabeenbeeeabeesbeesateenbaesnneennees 60
4.5 Estudo da bioatividade do limonoide cedrelona .............ccoceevieriiiniiniieinicniieniceeeeeceeeee 63
4.5.1 Preferéncia alimentar e consumo de folhas de milho ........c..coooeeniiiiiiniiiiiinieee, 63
4.5.2 Estimativa da CLs e CEs( de cedrelona incorporada a dieta artificial............ccocceeevieeennnen. 65

4.5.3 Parametros bioldgicos de lagartas de S. frugiperda alimentadas com dieta contendo
COATRIOMA ...ttt ettt ettt e b e st e bt e e s bt e bt e sab e e bt e et e e sbeesabeenneeenneenanes 67

4.5.4 Determinacgao de indices nutricionais de lagartas de S. frugiperda alimentadas com dieta

CONEENAO CEATEIONA ....ceiiiiiiiiiiiiie ettt et eab e et e s bt e st e st e e sneees 69
4.5.5 ENSQI0S ENZIMALICOS «.uuveeiurieiiiieeiteeeiiteeesiteeestteeetteeetteesbeeesbeeesasteesabeessabeesanteesanseesanseesaneees 73
4.5.6 Consideragdes sobre a bioatividade da cedrelona............cceeevvveeriieiniiieiniiieiniie e, 78
CONCLUSOES ....cvouiutirriaitiecieiesee st sss ettt 81

REFERENCTIAS ..o et e e e oo, 83



RESUMO

Busca por compostos de Trichilia pallida Swartz, Trichilia pallens C.DC. e Toona ciliata
M. Roemer com bioatividade sobre Spodoptera frugiperda (J. E. Smith, 1797)

Este trabalho foi realizado com o objetivo de avaliar o efeito de fracdes (em hexano,
diclorometano, acetato de etila e hidroalcodlica) de extratos etandlicos de Trichilia pallida
Swartz, Trichilia pallens C.DC. e Toona ciliata M. Roemer sobre Spodoptera frugiperda (J.
E. Smith), e isolar, identificar e avaliar o efeito dos compostos dessas trés melidceas sobre o
desenvolvimento e o metabolismo do inseto, com énfase para o limonoide cedrelona. As
fragdes causaram baixa mortalidade, mas houve grande redug@o de peso das lagartas com as
fracdes em diclorometano de folhas e de ramos de 7. pallida, de ramos de T. pallens e de
folhas e de frutos de T. ciliata, além de maior duracdo da fase larval, redu¢cdo do peso de
pupas e alteracdo dos indices nutricionais, sendo a fracdo de ramos de 7. pallida a de maior
efeito toxico e com fagodeterréncia secundaria, e a fracdo de folhas de T. ciliata sem efeito
toxico, mas apresentando fagodeterréncia possivelmente primdria. A partir da fragdo em
diclorometano de frutos de T. ciliata obteve-se um triglicerideo; da fracdo em acetato de etila
de ramos de T. ciliata obteve-se o flavonoide (+/-)-catequina; da fra¢cdo em hexano de folhas
de T. pallida obteve-se o triterpeno damaradienol e da fracdo em diclorometano de ramos de
T. pallens obteve-se a cumarina escopoletina. O triglicerideo e a escopoletina causaram
pequena mortalidade e reducdo de peso das lagartas por ingestdo, enquanto a catequina
causou apenas reducdo de peso. Por contato, a escopoletina também afetou a sobrevivéncia. O
limonoide cedrelona, isolado do extrato bruto em hexano de caules de T. ciliata, apresentou o
maior efeito, tanto por ingestdo quanto por contato. Por ingestdo, os valores estimados de
CLsp, CLgg e CE5( para a cedrelona aplicada sobre a dieta foram 365,33, 659,62 e 95,02 ppm,
respectivamente, e apds incorporacao na dieta, os valores foram 119,05, 491,14 e 45,13 ppm,
respectivamente. A cedrelona causou fagodeterréncia em teste com chance de escolha e
reducdo no consumo foliar no teste sem chance de escolha. A ingestdo de cedrelona causou
menor peso de lagartas e de pupas, aumento da duracdo da fase larval e da mortalidade de
modo dose dependente, com efeitos subletais observados a partir de 24 ppm. Lagartas de
quarto instar que ingeriram dieta contendo cedrelona a 300 ppm tiveram reducao na eficiéncia
de conversao do alimento ingerido (ECI) e digerido (ECD) e na taxa de crescimento relativo
(RGR), enquanto o custo metabdlico (MC), a taxa metabdlica relativa (RMR) e a
digestibilidade aproximada (AD) aumentaram, e a taxa de consumo relativo (RCR) nido foi
alterada, indicando efeitos toxicos pds-ingestdo e efeito fagodeterrente secunddrio, com a
maior parte do alimento assimilado sendo utilizada no metabolismo. A atividade de proteases
no meséntero das lagartas que ingeriram dieta contendo cedrelona foi reduzida, assim como a
quantidade de grupos heme, relacionados as monoxigenases do citocromo P450, enquanto a
atividade de glutationa-S-transferases ndo foi alterada. A atividade de acetilcolinesterase no
extrato enzimatico de lagartas inteiras aumentou. A bioatividade da cedrelona e os possiveis
modos de acdo sdo discutidos.

Palavras-chave: Meliaceae; Fragdes; Cedrelona; Indices nutricionais; Fagodeterréncia;
Atividade enzimaética






ABSTRACT

Search for Trichilia pallida Swartz, Trichilia pallens C.DC. and Toona ciliata M. Roemer
compounds with bioactivity on Spodoptera frugiperda (JE Smith, 1797)

This work was carried out to evaluate the effect of fractions (in hexane,
dichloromethane, ethyl acetate and hydroalcoholic) of ethanolic extracts of Trichilia pallida
Swartz, Trichilia pallens C.DC. and Toona ciliata M. Roemer to Spodoptera frugiperda (J.E.
Smith ), and to isolate, identify and evaluate the effect of the compounds from the three
Meliaceae on the larvae development and metabolism, with emphasis on the cedrelone
limonoid. The fractions caused low mortality, but there was a great reduction in weight of
larvae with dichloromethane leaves and stems fractions of 7. pallida, stems of T. pallens and
leaves and fruits of 7. ciliata, in addition to longer duration of the larval stage, pupae weight
reduction and changes on nutritional indices. The fraction of 7. pallida stems caused the
highest toxic effects and secondary phagodeterence, and the fraction of 7. ciliata leaves
showed probably primary phagodeterrence, but no toxic effect. From the dichloromethane
fraction of T. ciliata fruits was obtained a triglyceride (unidentified), from the ethyl acetate
fraction of 7. ciliata stems was obtained the flavonoid (+/-)-catechin, from the hexane fraction
of T. pallida leaves was obtained the triterpene dammaradienol and from the dichloromethane
fraction of T. pallens stems was obtained the coumarin scopoletin. Scopoletin and triglyceride
caused low mortality and larval weight reduction after ingestion, catechin caused only larval
weight reduction. Scopoletin either affect survival by contact. The limonoid cedrelone,
isolated from the crude hexane extract of stems of 7. ciliata, was the most effective
compound, either by ingestion or by contact. After ingestion, the estimated LCsy, LCqy and
ECso values for cedrelone applied onto the diet were 365.33, 659.62 and 95,02 ppm,
respectively, and after diet incorporation, the values werel119.05, 491.14 and 45.13 ppm,
respectively. Cedrelone caused feeding deterrence on choice test and reduced leaf
consumption in the no-choice test. Cedrelone intake caused low weight gain by larvae and
pupae, increased mortality and duration of larval stage in a dose-dependent manner, with
sublethal effects observed at 24 ppm. Fourth instar larvae that ingested diet containing 300
ppm cedrelone showed reduced efficiency conversion of ingested (ECI) and digested food
(ECD), reduced relative growth rate (RGR), increased metabolic cost (MC), relative
metabolic rate (RMR) and approximatte digestibility (AD), but no change in relative
consumption rate (RCR), suggesting toxic effects post ingestion and secondary
phagodeterrence, in which most of the assimilated food was used in metabolism. The protease
activity in the midgut of the larvae that ingested diet containing 300 ppm of cedrelone was
reduced, as well the amount of heme groups related to cytochrome P450 monoxygenases in
the midgut, but there was no change in the glutathione S-transferases activity. , There was an
increase of acetylcholinesterase activity in the larvae bodies. Cedrelone bioactivity and the
possible modes of action are discussed.

Keywords: Meliaceae; Fractions; Cedrelone; Nutritional indices; Phagodeterrence; Enzyme
activity
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1 INTRODUCAO

O Brasil € um pafs com uma flora vasta, com grande potencial para utiliza¢do nas mais
diversas dreas, mas que tem sido relativamente pouco estudada do ponto de vista quimico e
farmacolégico. Nos ultimos anos tem se tornado cada vez maior o interesse no
desenvolvimento de pesquisas visando avaliar extratos de plantas quanto ao seu efeito sobre
insetos, havendo um grande niimero de espécies vegetais com potencial para serem utilizadas
no controle de pragas. Os inseticidas botinicos, como sdo chamados, tém sido apontados
como uma alternativa aos inseticidas quimicos sintéticos, por supostamente representarem
menor risco para o meio ambiente e para a saide humana (AKHTAR et al., 2012). A familia
botanica Meliaceae € atualmente muito investigada, por possuir muitas espécies que sao fonte
de principios ativos com propriedades inseticidas e diferentes modos de acdo em relacio a
muitas espécies de insetos. Nesse grupo se destacam Azadirachta indica A. Juss., Melia
azedarach L., Trichilia spp., Toona spp. e Cedrela spp. Seus extratos podem causar os mais
variados efeitos sobre os insetos, tais como repeléncia, inibicdo de oviposicio e de
alimentacao, alteragcdes no sistema hormonal, causando distirbios no desenvolvimento,
deformacdes, infertilidade e mortalidade nos diversos estdgios. Entretanto, as informacdes
disponiveis sobre a composicdo e os mecanismos de acdo desses inseticidas botanicos ainda
sdo escassas. O nim, A. indica, € uma das poucas espécies que tem compostos isolados bem
identificados e alguns com o mecanismo de acdo bastante investigado, como a azadiractina.
Conhecendo os compostos inseticidas presentes no extrato vegetal € o seu mecanismo de
acdo, é possivel saber se o composto poderia também ser prejudicial a humanos e outros
animais, bem como determinar a melhor forma e momento de aplicacdo, além de ser
fundamental para programas de manejo da resisténcia de pragas a insetos.

Os extratos de Trichilia pallida Swartz, Trichilia pallens C. DC. e Toona ciliata M.
Roemer apresentam efeito sobre o desenvolvimento de Spodoptera frugiperda (J.E. Smith)
(Lepidoptera: Noctuidae), principalmente reducdo do peso de lagartas e atraso no
desenvolvimento (RODRfGUEZ, 1995; ROEL et al., 2000; BOGORNI; VENDRAMIM,
2003, 2005). Embora alguns compostos ja tenham sido identificados (CHATTERIJEE;
CHAKRABORTTY; CHANDRASEKHARAN, 1971; ROCHA, 2004; CHEN et al., 2009),
ainda ha muito a ser estudado, principalmente em relagdo a acdo especifica de cada um, que
ainda é desconhecida. E o caso do limonoide cedrelona, presente no caule de Toona ciliata,
que demostrou atividade sobre os lepidopteros Peridroma saucia (Hibner), Mamestra

configurata Walker (Lepidoptera: Noctuidae) (KOUL, ISMAN, 1992), Spodoptera litura
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(Fabricius) (KOUL, 1983), S. frugiperda, Heliothis (= Helicoverpa) zea Boddie (Lepidoptera:
Noctuidae), Pectinophora gossypiella (Saunders) (Lepidoptera: Gelechiidae) (KUBO,
KLOCKE, 1986), e Ostrinia nubilalis (Hiibner) (Lepidoptera: Pyralidae) (ARNASON et al.,
1987), porém sem modo de a¢do conhecido.

Considerando o potencial dessas trés melidceas para o controle de insetos, este estudo
foi desenvolvido, em parceria com o Instituto Nacional de Ciéncia e Tecnologia de Controle
Biorracional de Insetos Pragas (INCT-CBIP), com a colaboragdo da Prof." Maria Fatima das
Gragas Fernandes da Silva e da doutoranda Sdmya Danielle Lima de Freitas, do Laboratério
de Produtos Naturais da Universidade Federal de Sao Carlos (UFSCar), SP, com os seguintes
objetivos:

e Aprofundar o estudo dos extratos de Trichilia pallida, Trichilia pallens e Toona ciliata
sobre S. frugiperda, por meio de avaliagdo do efeito das fracdes sobre pardmetros
bioldgicos e sobre indices nutricionais;

e Isolar e identificar os compostos das trés melidceas com efeito sobre o desenvolvimento
e o metabolismo de S. frugiperda, com énfase para o limonoide cedrelona,
caracterizando os efeitos biolégicos;

e Avaliar o efeito dos compostos ativos sobre o metabolismo do inseto, investigando a

atuacdo sobre importantes enzimas digestivas e de detoxificagdo.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Compostos inseticidas de origem vegetal

Um dos desafios atuais do controle de insetos-praga é o desenvolvimento de
estratégias mais seguras para o homem, ambiente e inimigos naturais do que os inseticidas
quimicos, além de mais eficazes, visto que ha populacdes de insetos resistentes a grande parte
dos compostos sintéticos atualmente utilizados (RATTAN, 2010). Alguns aleloquimicos de
plantas provenientes do metabolismo secundario sdao responsdveis pela sua defesa contra
herbivoria, e podem ser utilizadas para controle de pragas na forma de extratos vegetais, que
sdo os chamados inseticidas botanicos (SILVA-AGUAYO, 2002). Eles podem ser utilizados
diretamente como inseticidas, na forma de extratos, pds ou 6leos essenciais, ou ainda para
obtencdo de compostos ativos. Esses extratos apresentam rapida degradacdo pela acdo da luz
e da temperatura, tendo, portanto, baixa permanéncia no ambiente, 0 que € vantajoso ja que
nio deixam residuos, porém pode tornar necessdrio um maior ndmero de aplicacdes
(VENDRAMIM; CASTIGLIONI, 2000; SILVA-AGUAYO, 2002). A busca por produtos
para controlar pragas que sejam mais seguros para o homem, sem efeito neurotéxico, com
baixa persisténcia no ambiente e com menores chances de selecdo de populacdes resistentes
de insetos, fez com que aumentasse o interesse por novas fontes de produtos naturais
biologicamente ativos (JACOBSON, 1989; SINGH et al., 1997). Por isso, muitos trabalhos
tétm sido realizados com produtos naturais como modelos potenciais para obtencdo de
substincias defensivas contra insetos e outras pragas (CROMBIE, 1999).

As principais classes quimicas de compostos de plantas envolvidos na defesa contra
insetos s@o os alcaloides, compostos fendlicos e terpenos. A nicotina foi o primeiro e mais
importante alcaloide com atividade inseticida que chegou a ser utilizado extensivamente, e €
um dos inseticidas botanicos mais toxicos para seres humanos. A nicotina € encontrada em
solaniceas do género Nicotiana, principalmente Nicotiana tabacum L. e Nicotiana rustica L.
Outros alcaloides relacionados a nicotina sao encontrados nessas espécies, como a nornicotina
e a anabasina, que também possuem atividade inseticida, porém ocorrem em menor
concentracdo (SAITO, LUCCHINI, 1998; AGUIAR-MENEZES, 2005). A partir da estrutura
da nicotina foi obtida uma coépia sintética em laboratério, que deu origem aos inseticidas

neonicotinoides, como imidacloprid e tiametoxan. Outro exemplo € a fisostigmina, encontrada
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em Physostigma venenosum Balfour (Fabaceae), que serviu como modelo para a sintese de
carbamatos (AGUIAR-MENEZES, 2005).

Grande parte dos alcaloides com atividade inseticida ndo foram sintetizados devido a
sua complexidade, fotolabilidade e, em alguns casos, pela possibilidade de serem altamente
toxicos para mamiferos. Exemplos de tais compostos sdo os alcaloides inseticidas veratrina e
rianodina (CASIDA, 1974). A veratrina € encontrada em sementes de Schoenocaulon
officinale (Schltdl. & Cham.) A. Gray (Melanthiaceae), e embora o p6 das sementes tenha
baixa toxicidade para mamiferos, o composto isolado é altamente téxico e irritante para a pele
(SILVA-AGUAYO, 2002). A rianodina, obtida de ramos e raizes de Ryania speciosa Vahl.
(Salicaceae), € relativamente estdvel, tendo por isso maior efeito residual, entretanto ainda ndo
foi completamente sintetizada (AGUIAR-MENEZES, 2005).

Entre os compostos fendlicos com atividade inseticida, o mais conhecido € a rotenona,
um flavonoide extraido de raizes de espécies dos géneros Derris, Lonchocarpus e Tephrosia
(Leguminosae). A rotenona é comercializada geralmente em forma de p6 contendo 1 a 5% de
ingrediente ativo para uso doméstico e em jardins, mas formulacOes liquidas para uso na
agricultura organica podem conter até 8% de rotenona e 15% de rotenoides no total (ISMAN,
2006). E o tinico composto fendlico utilizado comercialmente como inseticida, embora outros
compostos desse grupo tenham sido relacionados a resisténcia de plantas a insetos (DUKE,
1990). Um exemplo € o tanino, que pode estimular ou inibir a alimentacdo dos insetos,
dependendo da espécie, podendo também causar efeitos fisiologicos pds-ingestdo
(BERNAYS, 1981).

No grupo dos terpenos destacam-se as piretrinas, extraidas de flores secas de piretro,
Chrysanthemum cinerariaefolium Visiani (= Tanacetum cinerariifolium) (Asteraceae). Por
apresentarem amplo espectro de atividade, eficiéncia em doses baixas, acdo ripida (knock
down), baixa toxicidade para mamiferos e baixo poder residual, tais compostos foram os mais
importantes economicamente e mais utilizados no controle de insetos, Porém, a pouca
estabilidade, especialmente em razdo do fotodegradacdo, e o alto custo do material vegetal
originado do cultivo levaram a obtencdo de andlogos sintéticos, os piretroides, para uso em
campo (SAITO; LUCCHINI, 1998). As piretrinas sdo ésteres formados pela combinacdo dos
dcidos crisantémico e pirétrico com os dlcoois piretrolona, cinerolona e jasmolona. Os
crisantematos compreendem a piretrina I, cinerina 1 e jasmolina I, formando a fracdo
piretrinas I, e os piretratos compreendem a piretrina II, cinerina II e jasmolina II, formando a

fracdo piretrinas II JACOBSON, 1971; TYLER; BRADY; ROBBERS, 1979).



15

Muitos outros terpenos apresentam efeito inseticida ou inibidor de atividade em
insetos. Por exemplo, a azadiractina, do grupo dos limonoides, extraido principalmente de
sementes de nim, Azadirachta indica A. Juss., mas também de Melia azedarach L. e Melia
toosendan Sieb. et Zucc. (DUKE, 1990, VIEGAS JR, 2003), é um potente inibidor do
crescimento de vdrias espécies de insetos. A azadiractina € um dos compostos naturais mais
estudados atualmente em relacdo a sua atividade bioldgica, toxicidade, biodegradacdo e
relacdo estrutura-atividade (VIEGAS JR, 2003). Infelizmente, o sucesso comercial de nim
tem ficado muito aquém da propaganda inicial feita em torno dele, o que se deve, em parte, ao
custo relativamente elevado do produto refinado e a agdo relativamente lenta em insetos
(ISMAN, 2006). O 6leo extraido de sementes de nim contém muitos limonoides bioativos,
além da azadiractina, sendo os mais importantes a salanina, nimbina, 3-tigloilazadiractol
(“azadiractina-B”) e  1-tigloil-3-acetil-11-hidroximeliacarpina  (“azadiractina  D”)
(GOVINDACHARI et al, 1996, 2000; KUMAR; SRINIVAS; YAKKUNDI, 1996;
MORDUE (LUNTZ); BLACKWELL, 1993; MORGAN, 2009; MITCHELL et al., 1997).

Os terpenos sdo também os principais componentes dos Oleos essenciais de plantas,
que sao muito utilizados como atraentes ou repelentes de insetos (PRATES, SANTOS, 2000).
Oleos ossenciais sio definidos como quaisquer volateis que possuem componentes aromaticos
e que dao odor, sabor ou aroma caracteristicos a uma planta. A maioria dos 6leos essenciais
sdo monoterpenos, com 10 dtomos de carbono frequentemente arranjados em um anel ou em
forma aciclica, e sesquiterpenos, com 15 4tomos de carbono. Terpenos maiores podem
também estar presentes como constituintes minoritarios (KOUL, WALIA, DHALIWAL,
2008). Eles sdo obtidos por destilacio a vapor de folhas de plantas, principalmente das
familias Myrtaceae e Lamiaceae. Tanto os 6leos como as préprias folhas das plantas
aromédticas tém sido utilizados para proteger graos armazenados e leguminosas contra insetos-
praga, e para repelir insetos em ambientes domésticos (ISMAN, 2000). Alguns deles sdao
bastante conhecidos, como o 6leo de citronela (Cymbopogon spp., Poaceae), que € usado ha
mais de 50 anos. Ele possui efeito repelente de insetos, atribuido ao seu principal composto
monoterpénico, o citronelal, além de acdo larvicida (ZARIDAH et al., 2003). As espécies
mais ricas em citronelal sdo Cymbopogon nardus (L.) Rendle e C. winterianus Jowitt., além
de uma espécie de eucalipto (Eucalyptus (= Corymbia) citriodora Hook, Myrtaceae), mas
pode também estar presente em menor concentracdo em plantas de outras familias (SAITO,
2004). O limoneno € um terpeno volatil obtido do 6leo da casca do fruto de diversas espécies
de Citrus (Rutaceae) e também encontrado em Mentha spp. (Lamiaceae). Trata-se de uma

molécula quiral (molécula cuja imagem especular ndo pode ser sobreposta
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a molécula original), sendo que em Citrus encontra-se o D-limoneno e em Mentha o L-
limoneno (FERRARINI et al., 2008). O linalol também estd presente no 6leo essencial de
Citrus, e assim como o d-limoneno, dissolve os lipidios da cuticula do exoesqueleto das
pulgas, causando morte por desidratacao (SCHICK; SCHICK, 1986). Outros exemplos sdo os
a- ¢ B-pinenos presentes nos Oleos extraidos da resina de pinheiro, Pinus sp. (Pinaceae); o
nerol extraido do 6leo essencial do capim-limao, Cymbopogon citratus (DC) Stapf. (Poaceae);
o eugenol do cravo-da-india, Eugenia caryophyllata (L.) Merr. & Perry (Myrtaceae); o mentol
da hortela, Mentha piperita L., (Lamiaceae); a piperina da pimenta-do-reino, Piper nigrum L.
(Piperaceae) e as substancias sulfuradas obtidas do extrato do alho, Allium sativum L.
(Liliaceae) (SAITO, 2004).

Os oleos esseciais podem ter efeitos toxicos diretos sobre os insetos, via contato,
ingestdo ou fumigacdo, apresentando rapida acdo (efeito de choque ou knockdown) e podem
também causar efeitos comportamentais, como repeléncia e fagodeterréncia (ISMAN;
MIRESMAILLI, MACHIAL, 2011). Os 6leos parecem ter multiplos modos e sitios de acdao
no sistema nervoso de insetos e em outros locais, o que explica os variados efeitos observados
(ENAN, 2001, 2005a, b; KOSTYUKOVSKY et al., 2002; PRIESTLEY et al., 2003).

Os inseticidas botanicos mais utilizados atualmente sdo o piretro, o nim, a rotenona e
os Oleos essenciais. Rianodina e nicotina ainda sdo utilizadas, porém de forma mais restrita
(ISMAN, 2006).

Os estudos com plantas t€m revelado novos compostos com atividade inseticida.
Moléculas com sitios de agdo especificos ou multiplos podem ser uma op¢ao para a mitigacao
da evolucdo da resisténcia de insetos a inseticidas. Além disso, compostos ainda ndo
explorados podem ter diferentes sitios de acdo, podem ser seletivos e seguros ao homem e
ambiente (RATTAN, 2010). As espécies de plantas que se mostraram mais promissoras como
fonte de compostos inseticidas pertencem as familias Meliaceae, Rutaceae, Annonaceae,
Asteraceae, Labiatae (= Lamiaceae) e Piperaceae (JACOBSON, 1989; SCHMUTTERER,
1992). Extratos e compostos de espécices dessas familias tém mostrado efeito sobre o
desenvolvimento e comportamento de insetos, atuando como reguladores de crescimento,
fagodeterrentes e toxicos (CHAMPAGNE et al., 1992).

Em Rutaceae, as espécies de Citrus sdo ricas em terpenos, compondo o 6leo essencial,
e ha também muitos limonoides, como em Meliaceac (MOREIRA et al., 2006). Um
limonoide que vem sendo bastante estudado nessa familia € a fraxinelona, que ocorre
principalmente nas espécies Dictamnus dasycarpus Trucz. (LIU et al., 2002) e Dictamnus

angustifolius G. Don ex Sweet (HU et al., 1989). A fraxinelona foi isolada também da
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melidcea M. azadarach (NAKATANI et al., 1998), e possui atividade fagodeterrente sobre os
lepidopteros Spodoptera littoralis (Boisduval), Spodoptera exigua (Hiibner) e Mythimna
separata Walker (Lepidoptera: Noctuidae) e sobre os coledpteros Tribolium castaneum
(Herbst) (Coleoptera: Tenebrionidae) e Sitophilus zeamais Motsch. (Coleoptera:
Curculionidae) (NAKATANI et al., 1998; LIU et al., 2002; WEI, YUAN, 2006). A molécula
foi totalmente sintetizada por Okamura et al. (1997) e estd disponivel comercialmente na
China e nos Estados Unidos, como composto isolado.

Nas piperdceas do gé€nero Piper encontram-se as piperamidas, sendo a piperina o
alcaloide de maior destaque (SCOTT et al., 2008). Na familia Annonaceae sdo encontradas as
acetogeninas, que sdo derivados de dcidos graxos de cadeia longa. A principal acetogenina
obtida de sementes de Annona squamosa L. é a anonina I (ou esquamocina) € um composto
similar, asimicina, é encontrado na casca de Asimina triloba (L.) Dunal (JOHNSON et al.,
2000; McLAUGHLIN et al., 1997). Algumas acetogeninas puras sio toxicas para mamiferos,
o que ¢ um impedimento para regulamentacido, embora os extratos padronizados de sementes
de A. squamosa e de casca de A. triloba sejam bem menos toxicos (ISMAN, 2006).

Reguladores do crescimento de insetos, como andlogos e antagonistas de hormonios,
também j4 foram identificados em Asteraceae. No 6leo essencial de Ageratum conyzoides L. e
de A. houstonianum Mill. sdo encontrados os precocenos (cromenos) que sdo antagonistas do
hormoénio juvenil de insetos (BOWERS et al., 1976; BOWERS, 1981). A atividade inseticida
de muitas espécies de Tagetes, também da familia Asteraceae, tem sido relatada contra pragas
de grdos armazenados (KEITA et al., 2000; RESTELLO; MENEGATT, MOSSI, 2009) e
mosquitos (GREEN et al., 1991; MACEDO et al., 1997). Tagetes minuta L. € rica em
compostos secunddrios, incluindo monoterpenos, sesquiterpenos, flavonoides e tiofenos
(ZYGADLO et al., 1990).

Andlogos do hormoénio juvenil de insetos também foram encontrados em plantas,
incluindo os terpenos juvocimeno de Ocimum basilicum L. (Lamiaceae) e a juvabiona de
Abies balsamea (L.) Mill. (Pinaceae). Embora nao tenham sido usados comercialmente,
serviram como modelos para o desenvolvimento de andlogos do hormonio juvenil, como
metoprene e kinoprene, que estdo disponiveis para o controle de mosquitos, moscas e algumas
pragas de produtos armazenados (STAAL, 1975). O éleo essencial de Ocimum suave Wild.
apresentou efeito repelente para Aedes aegypti (L.) (Diptera: Culicidae) superior ao 6leo de
citronela, sendo o composto eugenol o principal componente e o responsdvel pelo efeito
repelente (CHOGO, CRANK, 1981). Os trés principais componentes do 6leo essencial de O.

basilicum, trans-anetol, estragol (metil-chavicol) e linalol, apresentaram efeito inseticida de
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choque contra as moscas-das-frutas Ceratitis capitata (Wiedemann), Bactrocera dorsalis
(Hendel) e Bactrocera cucurbitae (Coquillett) (Diptera: Tephritidae) (CHANG; CHO; LI,
2009).

2.2 Mecanismos de acao de compostos vegetais

A maioria dos estudos tem focado os efeitos de extratos e 6leos essenciais, dose letal e
tempo para alcancar os efeitos letais, mas os compostos responsdveis pela atividade e os
mecanismos de acdo sobre o inseto, em geral, ndo sdo completamente elucidados. H4 uma
grande quantidade de compostos de defesa conhecidos em plantas, mas muito pouco se
conhece em relacdao ao seu modo de acdo a nivel molecular (RATTAN, 2010). Em geral,
metabolitos secunddrios interferem em certos componentes vitais do sistema de sinalizacao
celular, no sistema nervoso (como sintese de neurotransmissores, armazenamento, liberagao,
ligacdo e remocdo, ativagdo de receptores, enzimas envolvidas na transducdo do sinal),

bloqueio de vias metabdlicas e na atividade de diversas enzimas (WINK, 2000).

2.2.1 Neurotoxicos

Alguns compostos que atuam no sistema nervoso sdo as piretrinas, veratridina,
nicotina e fisostigmina. As piretrinas e a veratridina tém efeito de choque e podem causar
paralisia, devido a hiperexcitacdo dos neurdnios. Ambas atuam nos canais de sédio quando
abertos, durante a transmissdo do impulso nervoso, mantendo-os abertos por um periodo
prolongado e assim aumentando o influxo de fons s6dio no neur6nio (EVANS, 1984;
BLOOMQUIST, 1996; OHTA, 1973). A nicotina mimetiza o neurotransmissor acetilcolina,
interagindo com o seu receptor nicotinico no neurdnio, ativando-o e transmitindo impulsos
nervosos de forma intermitente, uma vez que a acetilcolinesterase ndo pode degradar a
nicotina. O efeito resultante € hiperexcitagdo, paralisia e morte do inseto (RICHARDS,
CUTKOMP, 1945). Ja a fisostigmina atua inibindo a enzima acetilcolinesterase de forma
reversivel, impedindo que ela degrade acetilcolina na fenda sindptica, que permanece se
ligando aos receptores na membrana pds-sindptica e disparando vdrios potenciais de agdo,

causando também hiperexcitacdo e morte (DUKE, 1990; AGUIAR-MENEZES, 2005).
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Alguns estudos com 6leos essenciais apontam para um sitio de acdo neurotdxico, pelo
seu rapido efeito. O efeito de choque e a toxicidade letal por contato foi demonstrada sobre as
baratas Periplaneta americana (L.) (Blattaria: Blattidae) (NGOH et al., 1998) e Blatella
germanica (L.) (Blattaria: Blattelidae), e a mosca-doméstica (Musca domestica L.) (Diptera:
Muscidae) (RICE; COATS, 1994; COATS; KARR; DREWES, 1991). Alguns dleos
essenciais sd@o monoterpenos inibidores competitivos da acetilcolinesterase in vitro
(GRUNDY; STILL, 1985; MIYAZAWA et al., 1997). Estudos de Enan et al. (1998) com P.
americana indicam como sitio de acdo o sistema nervoso octopaminérgico. Como vertebrados
ndo tém receptores de octopamina, os leos essenciais inseticidas com esse modo de acdo sdo

seletivos a mamiferos.

2.2.2 Moduladores de canais de calcio

Entre os compostos que atuam sobre os canais de célcio, a rianodina tem grande
destaque, pois permitiu a identificacdo e caracterizacdo parcial de uma familia de canais de
liberacdo de cdlcio intracelular, denominada receptores de rianodina (RyRs). Esse alcaloide se
liga irreversivelmente aos canais de célcio das fibras musculares, que permanecem abertos,
deixando os ions Ca*™™ livres para inundar o interior das fibras, induzindo a contragdo dos
musculos esqueléticos e causando paralisia muscular (ROGERS et al., 1948; NAUEN, 2006).
Logo apds a ingestdo, o inseto cessa a alimentagdo e, aos poucos, os movimentos. A rianodina

age lentamente, mas € altamente efetiva (SATTELLE; CORDOVA; CHEEK, 2008).

2.2.3 Inibidores da respiracao celular

A rotenona € um inibidor de uma das enzimas do Complexo I da cadeia de transporte
de elétrons na mitocondria, a NADH desidrogenase. Na presenca desse inseticida, os elétrons
provenientes do NADH nao podem entrar na cadeia de transporte de elétrons, o que resulta na
incapacidade de produzir ATP a partir da oxidacdo do NADH, afetando assim a respiragao
celular. Insetos intoxicados por rotenona apresentam dificuldades de coordenacdo muscular,
cessando lentamente seus movimentos até a morte (SILVA AGUAYO, 2002; SAITO,
LUCCHINI, 1998).
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As acetogeninas de Annonaceae atuam da mesma forma que a rotenona, inibindo a
enzima NADH desidrogenase, porém com efeito ainda maior, bloqueando a producdo de
energia na mitocondria em insetos e mamiferos (LONDERSHAUSEN et al., 1991; COLOM
et al., 2007).

2.2.4 Fagodeterrentes

Alguns compostos podem interferir na selecdo hospedeira dos insetos, atuando nos
seus quimiorreceptores, presentes geralmente nas pecas bucais, podendo estar presentes
também nos tarsos e antenas (PICKETT et al., 1997; CHAPMAN, 2003). Quando esses
compostos reduzem a alimentacdo do inseto pela atuagdo nos quimiorreceptores, sao
chamados fagodeterrentes (FRAZIER, 1986; ISMAN, et al., 1996). Essa defini¢do exclui as
substancias que reduzem a alimentacido do inseto apds a ingestdo e absor¢do da mesma, por
acdo no sistema nervoso central ou por efeito subletal, que muitos autores consideram como
sendo também fagodeterrentes (ISMAN, 2002). Mordue (Luntz) e Blackwell (1993), por
exemplo, classificaram a fagodeterréncia em primdria e secunddria. A primdria ocorre quando
o composto afeta a alimentacdo agindo nos quimiorreceptores, € a secunddria quando o inseto
ingere o composto, causando assim efeitos toxicos secunddrios. Esses efeitos podem ser
disturbios hormonais e/ou de outros sistemas fisioldgicos, como dos movimentos peristalticos
do intestino, inibicdo da producdo de enzimas digestivas, efeitos sobre o sistema nervoso
estomatogastrico etc. (MORDUE (LUNTZ); COTTEE; EVANS, 1985; KOUL; ISMAN,
1991; TIMMINS; REYNOLDS, 1992; TRUMM; DORN, 2000).

Os terpenos sdo a classe de compostos que apresentam as formas mais potentes e
diversas de fagodeterrentes (ISMAN, 2002). A azadiractina € um exemplo classico de terpeno
que atua como fagodeterrente, pela acdo nos quimiorreceptores, porém causa também efeitos
secunddrios apds a ingestao (MORDUE (LUNTZ), BLACKWELL, 1993). Outros terpenos
que apresentam fagodeterréncia para insetos sdo o timol, de Thymus vulgaris L. (Lamiaceae);
a ajugarina I, de Ajuga remota Benth (Lamiaceae); o glaucolideo A, de Vernonia spp.
(Asteraceae), e o agrinosideo, de Allium porrum L. (Liliaceae). Ha também alguns compostos
fendlicos com efeito fagodeterrente, como a furanocumarina xantotoxina, de Pastinaca sativa
L. (Apiaceae), e alcaloides de solandceas, como a tomatina, de Lycopersicon esculentum

Mill. (= Solanum lycopersicum) (ISMAN, 2002).
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Os fagodeterrentes apresentam grandes diferencas de bioatividade dependendo da
espécie de inseto. Por exemplo, a azadiractina é extremamente potente para o gafanhoto
Schistocerca gregaria Forsskal (Orthoptera: Acrididae), mas para outro gafanhoto, Locusta
migratoria L. (Orthoptera: Acrididae), € necessdria uma dose 10 vezes maior para que haja
efeito (CHAMPAGNE et al., 1989). H4 ainda a possibilidade de o inseto rapidamente se
habituar ao composto fagodeterrente apds exposicdo prolongada. A toosendanina perde
totalmente o efeito fagodeterrente sobre S. litura apés 4,5 horas (ISMAN, 2002), e a
azadiractina perde metade do efeito apds 5 horas (BOMFORD; ISMAN, 1996).

2.2.5 Reguladores de crescimento

Os precocenos, antagonistas do hormonio juvenil de insetos presentes em asterdceas,
destréem os corpos alados de insetos sensiveis, que produzem o hormonio jvenil. Na auséncia
desse hormonio, ocorre a metamorfose precoce em insetos imaturos, € em adultos os
precocenos causam esterilidade (BOWERS, 1981). Os andlogos do hormoénio juvenil,
juvocimeno e juvabiona, mimetizam a a¢do do referido hormoénio e podem, em teoria,
interferir em todas as suas funcdes (RETNAKARAN et al., 1985).

A azadiractina tem despertado grande interesse nas ultimas décadas devido
principalmente a sua complexidade e aos variados efeitos que causa em insetos. Foi
demonstrado que a azadiractina pode ser quebrada em dois fragmentos e que cada um deles
atua de maneira distinta. A porcao decalinica interrompe o crescimento e desenvolvimento do
inseto, enquanto a por¢ao hidroxifuranica atua como fagodeterrente (VEITCH et al., 2007). A
interferéncia no desenvolvimento do inseto € resultado da atuacdo no processo de divisdo
celular dos corpos cardiacos, onde € produzido o hormdnio protoracicotrépico, que regula a
sintese e liberacdo de ecdisteroides (ecdisonio e 20-hidroxiecdisonio) pelas glandulas
protoricicas, e que também liberam a alatotropina, que induz a produc@o de hormonio juvenil
nos corpos alados. O efeito resultante € a ausé€ncia de ecdisteroides e de hormodnio juvenil e,
conseqiientemente, alteracdes no processo de ecdise e de maturagdo dos ovos (REMBOLD;
SUBRAHMANYAM; MULLER, 1989; MORDUE (LUNTZ); NISBET, 2000;
SALEHZADEH et al., 2003). Mitchell et al. (1997) verificaram que a azadiractina, assim
como a salanina e outros limonoides isolados das sementes de A. indica, atuam também
inibindo a enzima ecdisonio-20-monoxigenase, que catalisa a reacdo que converte o ecdisonio

em sua forma ativa, o 20-hidroxiecdisdnio. Por todas essas caracteristicas, a azadiractina € um
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composto de grande interesse comercial. Porém, a molécula € tdo complexa que somente 22
apos sua descoberta é que ela foi finalmente sintetizada em laboratério, embora com baixo
rendimento (VEITCH et al., 2007; LEY et al., 2008), o que torna muito dificil a sua sintese
em escala comercial. Assim, os produtos a base de azadiractina mais utilizados para

comercializacdo sao aqueles preparados a partir do produto natural (ISMAN, 1997).

2.2.6 Inibidores e indutores enzimaticos

Algumas proteinas de plantas sdo capazes de formar complexos com proteases e inibir
a sua atividade proteolitica de forma competitiva (RYAN, 1990). Esses inibidores de
proteases podem ser usados pelas plantas como defesa direta, constitutiva ou induzida, contra
insetos, inibindo as enzimas protedsicas no intestino destes (BOULTER, 1993; LAWRENCE,;
KOUNDAL, 2002). A maioria dos inibidores de proteases estudados esta presente nas plantas
das familias Leguminosae, Solanaceae e Gramineae (RICHARDSON, 1991).

O inibidor se liga ao sitio ativo da enzima, formando um complexo com constante de
dissociacdo muito baixa, bloqueando efetivamente o sitio ativo, impedindo o mecanismo
normal da enzima, que € a clivagem das ligacdes peptidicas das proteinas ingeridas pelo
inseto, tornando os aminodcidos disponiveis (WALKER et al., 1998). Assim, a inibi¢do de
proteases ird diminuir a biodisponibilidade de aminoicidos para a sintese de proteinas
necessdrias ao crescimento, desenvolvimento e reprodu¢do do inseto, comprometendo esses
processos e podendo causar a morte do inseto (JONGSMA; BOLTER, 1997).

Hé4 compostos de origem vegetal capazes de agir como sinergistas de outros
compostos, se ligando a enzimas especificas e interferindo com vias metabodlicas gerais de
detoxificagio (BERNARD; PHILOGENE, 1993). Apés a descoberta de que o éleo de
sementes de gergelim, Sesamum indicum (L.) (Pedaliaceae), aumentava o efeito das piretrinas
(EAGLESON, 1940), o composto fendlico sesamina foi identificado como composto
responsavel por esse sinergismo, € a presenga do grupo metilenodioxifenil intacto no
composto foi indicado como essencial para a atividade sinérgica da sesamina (HALLER et al.,
1942). Posteriormente, nesse mesmo 6leo foi identificado outro sinergista de piretrinas, a
sesamolina, cerca de cinco vezes mais potente que a sesamina (BEROZA, 1954).
Curiosamente, a sesamina foi encontrada também nas flores de piretro, C. cinerariaefolium,
sinergizando a atividade das piretrinas (DOSKOTCH; EL-FERALY, 1969). Ela ocorre, ainda,

juntamente com os compostos inseticidas olefinicos e amidas acetilénicas em vérias espécies
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de Achillea (GREGER, 1981), em Otanthus maritimus (L.), ou com lactonas sesquiterpénicas
em Anacyclus pyrethrum D.C., todas astericeas (BURDEN; CROMBIE, 1969).

Dilapiol, um mondmero de um lignano, é outro sinergista eficaz de piretrinas
(HANDA; DEWAN, 1974), assim como do inseticida carbaril (TOMAR et al., 1978). E
encontrado nas sementes da planta indiana Anethum sowa Kurz. (Apiaceae) (SINGH, 2012,
na piperdcea Piper novae-hollandiae Miq. (LODER et al., 1969), e em duas espécies de
Asteraceae, Erigeron philadelphicus L. e Erigeron annuus L. (VILLANI; GOULD, 1985;
WADDELL et al., 1983), que contém outros aleloquimicos com atividade inseticida. O safrol,
encontrado na canela sassafrds Ocotea odorifera (Vell.) Rohwer (Lauraceae) e na piperdcea
Piper hispidinervum C. DC., entre outras, também € um composto natural com efeito
sinergista, a partir do qual foi preparado o butéxido de piperonila, um sinergista sintético
muito usado comercialmente com inseticidas quimicos (CASIDA, 1970; RIVA et al. 2011).

Todos esses compostos tém em comum o anel metilenodioxifenil, que é importante
para o seu efeito, sendo por isso chamados sinergistas MDP (CASIDA, 1970). Ao serem
ingeridos pelo inseto, esses compostos formam um complexo com importantes enzimas de
detoxificagcdo, as monoxigenases dependentes do citocromo P450 (WILKINSON et al., 1984).
Essas enzimas, também denominadas simplesmente de P450, sdo proteinas com grupamento
heme ligado a um anion tiolato, que participam de muitos processos de transformacdo,
incluindo tanto reacdes de biossintese de ecdisteroides e do hormdnio juvenil de insetos,
quanto de detoxificacdo de compostos de plantas e inseticidas (BERENBAUM, 2002).
Quando os sinergistas MDP se ligam as P450, ocorre metabolismo oxidativo do grupo
metileno, levando a formacdo de um produto reativo (carbeno) que se complexa
irreversivelmente ao ferro heme da enzima, inativando-a. Se houver uma molécula inseticida,
a enzima fica impedida de se ligar a ela e de metabolizd-la (TESTA; JENNER, 1981;
HODGSON, 1985). Esse € um mecanismo de inibicdo, que pode ocorrer de forma
competitiva ou ndo competitiva (BENET; KROETZ; SHEINER, 1996).

Alguns compostos podem causar inducao das P450 nos insetos, em que geralmente ha
aumento da expressdo génica e da atividade enzimadtica, podendo alterar a eliminacdo da
molécula, acelerando o processo de detoxificagdo, levando inclusive ao desenvolvimento de
tolerancia aquele composto (BENET; KROETZ; SHEINER, 1996; PARKINSON, 2001).
Esse mecanismo de inducao muitas vezes € a chave para a adaptacao dos insetos herbivoros as
suas plantas hospedeiras (FEYEREISEN, 2005). Um exemplo € a indugdo das P450 pela
nicotina na lagarta-do-tabaco, Manduca sexta L. (Lepidoptera: Sphingidae), que entdo

metabolizam o composto, sendo essencial para a capacidade do inseto se alimentar de tabaco
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(SNYDER; WALDING; FEYEREISEN, 1993; SNYDER; GLENDINNING, 1996). Lagartas
que nunca se alimentaram de nicotina sdo severamente afetadas por esse composto na dieta
(SNYDER; HSU; FEYEREISEN, 1993). Outro exemplo € a inducio das P450 no lepidéptero
Papilio polyxenes Fabricius (Lepidoptera: Papilionidae), pelas furanocumarinas presentes na
sua planta hospedeira, Pastinaca sativa L. (Apiaceae) (HARRISON et al., 2001; PETERSEN
et al., 2001).

As glutationa-S-transferases (GST) também sao importantes enzimas envolvidas em
processos de detoxificacdo de xenobidticos, que catalisam a conjugacdo de glutationa
reduzida (GSH) com compostos endégenos e xenobidticos que possuem um centro eletrofilico
(ARMSTRONG, 1991). A indugcdo de GST foi observada em espécies generalistas de
Lepidoptera como Spodoptera frugiperda (J. E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae) alimentadas
com dieta contendo xantotoxina ou 3-indol-acetonitrila (YU, 1984). A xantotoxina é uma
furanocumarina encontrada em plantas das familias Rutaceae e Apiaceac (BERENBAUM,
1978), que também pode induzir as P450 em P. polyxenes (COHEN; BERENBAUM,;
SCHULER, 1989). As GST também foram induzidas em Pseudoplusia includens (Walker)
(Lepidoptera: Noctuidae) pela isoflavona coumestrol, encontrada em uma cultivar resistente
de soja (ROSE et al., 1989), e pelos aleloquimicos do algoddo a-pineno, PB-cariofileno,
umbeliferona e escopoletina em lagartas de Heliothis virescens (Fabricius) (Lepidoptera:
Noctuidae) e em adultos de Anthonomus grandis grandis Boheman (Coleoptera:
Curculionidae) (BRATTSTEN, 1987).

Alguns compostos fendlicos de plantas causaram inibicdo de GST em lagartas de S.
frugiperda, como os flavonoides pigenina, luteolina, acacetina, diosmina, miricetina,
quercetina, morina, rutina, naringenina, taxifolina, e os fendis acido tanico, acido eldgico,
juglona, dicumarol, alizarina, menadiona, plumbagina e floretina. Esses aleloquimicos
poderiam servir como sinergistas, interferindo na detoxificacdo mediada por GST em insetos
fitofagos (YU; ABO-ELGHAR, 2000). O &cido eldgico inibiu de forma nao competitiva a
GST em relacdo ao substrato 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB) e de forma competitiva em
relacdo ao GSH em S. frugiperda (YU; ABO-ELGHAR, 2000) e em P. polyxenes (LEE,
1991).
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2.3 Busca por novos compostos em Meliaceae

A bioatividade singular da azadiractina levou a busca por inseticidas naturais em
outras Meliaceae, primeiramente no género mais proximo, Melia. Sementes de cinamomo,
Melia azedarach L., contém muitos triterpenoides similares a azadiractina, as meliacarpinas,
que tém também efeito regulador de crescimento (KRAUS, 2002). Porém, as sementes t€ém
também triterpenoides toxicos para mamiferos, as meliatoxinas, o que tem inviabilizado o seu
uso comercial como inseticida (ASCHER et al., 2002). Outro triterpenoide ativo, encontrado
na casca de Melia toosendan Sieb. et Zucc. (que alguns taxonomistas consideram sindnimo de
M. azedarach), é a toosendanina, um limonoide que atua como fagodeterrente e também
como sinergista para inseticidas, com menor toxicidade para mamiferos (CHIU, 1988; CHEN,
ISMAN, CHIU, 1995). A toosendanina € usada comercialmente como inseticida na China. E
extraida da casca das melidceas M. toosendan e M. azedarach (CHIU, 1995; ZHANG et al.,
1992), mas também foi isolada de Toona ciliata Roemer (KRAUS; GRIMMINGER;
SAWITSKI, 1978).

Além de A. indica e Melia spp., tém sido bastante estudadas as espécies Trichilia spp.,
Cedrela spp. e Toona ciliata, também conhecida como Cedrela toona Roxb. e Toona sureni
(Bl.) Merr. Céspedes et al. (2000) isolaram a gedunina, uma mistura epimérica de
protogedunina e uma mistura de acetatos de protogedunina do extrato em diclorometano de
Cedrela salvadorensis Standl. e Cedrela dugesii S. Watson, verificando sua atividade
inseticida e efeito sobre o crescimento de lagartas neonatas de S. frugiperda. Também o
limonoide cedrelanolideo, de C. salvadorensis, causou mortalidade larval e reducdo de
crescimento de Ostrinia nubilalis (Hiibner) (Lepidoptera: Pyralidae), assim como os
humilinolideos A, B, C e D de outra melidcea, Swietenia humilis Zucc. (JIMENEZ et al.,
1997).

Uma potente atividade fagodeterrente sobre Spodoptera eridania (Cramer) foi relatada
para as triquilinas, limonoides encontrados em espécies do género Trichilia (KUBO;
KLOCKE, 1982; NAKATANI et al., 1985). A partir do extrato metandlico de folhas de
Trichilia pallida Swartz, foram isolados também flavonoides, identificados como quercetina e
quercetrina, que a 100 ppm causaram mortalidade de lagartas de S. frugiperda de 78 e 85%,
respectivamente. Do extrato em diclorometano de frutos foram indicados como ativos os
limonoides gedunina, 7-desacetilgedunina e limonina, causando 69, 78 e 82% de mortalidade

(ROCHA, 2004).
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Toonacilina e 6-acetoxitoonacilina de Toona ciliata apresentaram propriedades
fagodeterrentes sobre Epilachna varivestis Muls. (Coleoptera: Coccinellidae) (KRAUS;
GRIMMINGER; SAWITSKI, 1978). Koul (1983) observou redu¢do no crescimento de S.
litura a 0,1% com cedrelona, um limonoide extraido de 7. ciliata. Kubo e Klocke (1986)
também observaram acdo de redu¢do do crescimento desse composto sobre os lepidopteros S.
frugiperda, Heliothis (= Helicoverpa) zea Boddie (Lepidoptera: Noctuidae) e P. gossypiella.
Arnason et al. (1987) verificaram que os limonoides antotecol e cedrelona, de Khaya
anthotheca (Welw.) C. DC. e T. ciliata, respectivamente, afetaram o desenvolvimento de O.
nubilalis, provocando reducdo do peso e prolongamento da fase larval, reducdo das
viabilidades larval e pupal e menor nimero de ovos por fémea. Além disso, reduziram a
eficiéncia de conversdo do alimento ingerido e do alimento digerido, ndo havendo alteragdo
na digestibilidade aproximada e no indice de consumo, o que, segundo os autores, sugere
interferéncia desses compostos no metabolismo do inseto.

A fim de identificar se o efeito da cedrelona sobre lepiddpteros seria comportamental
ou toxico, Koul e Isman (1992) realizaram experimentos de andlise nutricional com lagartas
de Peridroma saucia (Hiibner) e de Mamestra configurata Walker (Lepidoptera: Noctuidae),
por ingestdo de dieta tratada, aplicacdo tdpica e por administragdo via injecdo. A atividade
fagodeterrente foi avaliada oferecendo-se discos de folhas tratados para as lagartas e
avaliando o consumo apds seis horas. Para as duas espécies, tanto no teste de ingestdo quanto
de aplicagdo topica, as efici€éncias de conversdo do alimento ingerido e do digerido foram
reduzidas, assim como a taxa de crescimento relativo e a taxa de consumo relativo, porém, a
digestibilidade aproximada aumentou. Também foi constatada deterréncia alimentar para as
duas espécies no teste com disco foliar.

A cedrelona também apresentou atividade sobre o cupim Heterotermes tenuis Hagen
(Isoptera, Rhinotermitidae), causando mortalidade de 100% apds os insetos terem recebido
discos de papel filtro tratados com o composto nas concentracdes 0,1 e 1,0 mg/ml, além de
causar fagodeterréncia (SEVERINO et al., 2007). Os autores relacionaram o efeito
fagodeterrente a estrutura do composto, que possui todos os anéis intactos (14,15s-epoxido).

Embora esses e outros compostos tenham sido isolados, identificados e avaliados
positivamente quanto ao seu potencial inseticida, pouco se conhece sobre seus mecanismos de
acdo. O conhecimento das propriedades quimicas dos novos compostos com atividade
inseticida € necessdrio para determinar a seguranca € economia de seu uso na agricultura

(RATTAN, 2010).
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2.5 Praga alvo do estudo, Spodoptera frugiperda (J.E. Smith, 1797) (Lepidoptera:
Noctuidae)

A lagarta-do-cartucho S. frugiperda é considerada uma das mais importantes pragas da
cultura do milho. E uma espécie polifaga, que pode ocorrer também em algodio, amendoim,
arroz, trigo, soja, hortalicas, e cana-de-acucar, tendo assim ampla distribuicdo no Brasil
(GALLO et al., 2002), embora seja marcante a preferéncia do inseto por plantas de milho
(LARA, 1979).

As lagartas de primeiro instar raspam as folhas, devendo ser tomadas medidas de
controle logo que esses primeiros sinais aparecem (CRUZ, 1995). Quando chegam ao terceiro
instar penetram no cartucho, comendo as folhas centrais, deixando as dreas atacadas visiveis
quando as folhas se abrem (SOUZA; SOUZA, 2002). Lagartas de quarto a sexto instares
podem destruir completamente as plantas pequenas e causar severos danos em plantas
maiores (CRUZ, 1995). Em estddios mais adiantados, pode-se encontrar a lagarta-do-cartucho
atacando o penddo e até mesmo espigas em formacdo (WAQUIL et al., 1982). O dano
causado pelo ataque € varidvel em funcdo da idade da planta, sendo a reducdo maxima
atingida no estadio de 8-10 folhas, aproximadamente 40 dias apds o plantio (CRUZ; TURPIN,
1982).

Ap6s o completo desenvolvimento, a lagarta deixa a planta e vai pupar no solo ou sob
a palha de milho, onde permanece até a amergéncia do adulto. Apds o acasalamento, as
fémeas colocam seus ovos em massas nas folhas, em numero variavel de 50 a 300, em
camadas superpostas (LEIDERMAN; SAUER, 1953; CRUZ, 1995). A temperatura acima de
25°C, o ciclo total do inseto pode ser completado em menos de 30 dias, possibilitando a essa
espécie a producdo de varias geracdes durante o ano (CRUZ; MONTEIRO, 2004).

O manejo da S. frugiperda por muito tempo foi feito basicamente com o uso de
inseticidas sintéticos pertencentes a diferentes grupos quimicos, com predominancia de
benzoilureias nos estados de Goids, Parand e Mato Grosso do Sul, seguido por
organofosforados, carbamatos e piretroides (TOMQUELSKI, MARTINS, 2007), mas ha
relatos de que a suscetibilidade da lagarta-do-cartucho e outros insetos a esses inseticidas foi
afetada (DIEZ-RODRIGUEZ, OMOTO, 2001; RAMASUBRAMANIAN, REGUPATHY,
2004; SUMAN et al., 2010). Na regido oeste do Parand, por exemplo, a maioria dos
produtores adotava métodos de controle quimico para essa praga, no entanto menos de 20%
obtinham eficiéncia. Além disso, ndo havia métodos eficientes de controle de duas outras

pragas do milho, Helicoverpa zea Boddie (Lepidoptera: Noctuidae) e Diatraea saccharalis
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(Fabr.) (Lepidoptera: Crambidae). Em 2008, porém, com a liberagdo do milho transgénico Bt
no Brasil, com a expressdo de proteinas obtidas da bactéria Bacillus thuringiensis Berliner em
seus tecidos, a dependéncia dos produtores por inseticidas quimicos ficou muito reduzida, ja
que a nova tecnologia mostrou-se muito eficiente para controle das lagartas e passou a
dominar o mercado (WAQUIL, MENDES, 2013). Entretanto, o maior risco dessa tecnologia
estd na sua utilizacdo de forma inadequada, pois a ndo observacdo das areas de refigio pode
levar ao surgimento de individuos resistentes e, consequentemente, a falha da tecnologia
(MENDES, WAQUIL, 2009). De fato, cinco anos apds a primeira utilizacao do milho Bt no
Brasil, vérios registros de quebra de funcionalidade, sobretudo para a lagarta-do-cartucho, t€ém
sido detectados pelos produtores, embora ainda ndo haja nenhuma confirmacgao cientifica de
resisténcia das pragas aos eventos Bt. Deve-se compreender o papel do milho Bt - e de
qualquer outra tecnologia ou método de controle - como uma ferramenta dentro do Manejo
Integrado de Pragas e ndo como uma unica estratégia de controle de pragas a ser

implementada nas lavouras (WAQUIL, MENDES, 2013).

2.6 Perspectivas para o uso de inseticidas botanicos

A compreensdo dos mecanismos de defesa das plantas tem auxiliado no
desenvolvimento de métodos de controle de pragas menos agressivos ao ambiente. O
conhecimento da composicao e funcdo dos metabdlitos secundarios de plantas € importante
ndo somente para sua aplicacdo direta no controle de pragas, mas também para obtencdo de
modelos para sintese de novos principios ativos. Muitas dessas substancias tém agdo
especifica para determinados organismos, o que € desejavel para que sejam preservados os
organismos nao alvo (SAITO, 2004).

Além disso, o uso intensivo de inseticidas sintéticos acarretou em os riscos ambientais
e toxicoldgicos, além da perda de eficiéncia pela selecao de populagdes de insetos resistentes,
0 que tem gerado um aumento do interesse no desenvolvimento de fontes alternativas de
compostos, que possam ser utilizados de forma segura e eficiente no manejo de pragas
(ISMAN, 2006). Esses fatores fazem com que seja continua e crescente a busca de novos
inseticidas com modos alternativos de agdo, assim como O interesse em promover O Uuso
daqueles que ji estdo bem estabelecidos (BERNARD; PHILOGENE, 1993; GRDISA;
GRSIC, 2013).
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3 MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi desenvolvido como parte das atividades do Instituto Nacional de
Ciéncia e Tecnologia de Controle Biorracional de Insetos Pragas, com sede na Universidade
Federal de Sao Carlos (UFSCar), onde foram realizadas as extracdes, fracionamentos e
isolamento de compostos, com a colaboragio da Prof." Dra. Maria Fatima das Gragas
Fernandes da Silva e da aluna de Doutorado em Quimica Samya Danielle Lima de Freitas
(Departamento de Quimica, Laboratério de Produtos Naturais), em parceria com o
Laboratério de Plantas Inseticidas do Departamento de Entomologia e Acarologia, da Escola
Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”/Universidade de Sao Paulo (ESALQ/USP), onde

foram conduzidos os ensaios bioldgicos.

3.1 Criacao de S. frugiperda

A criacdo de S. frugiperda foi mantida no Laboratério de Resisténcia de Plantas a
Insetos e Plantas Inseticidas em condicdes controladas (25+2°C, UR = 60+£10% e fotofase de
14 horas). Foram feitas reintrodu¢des de individuos de campo a cada seis meses, a fim de
evitar a degeneracdo da populacio. As lagartas foram mantidas em tubos de vidro fechados
com algodao hidréfugo e alimentadas com dieta artificial (GREENE; LEPLA; DICKERSON,
1976). As pupas foram retiradas dos tubos e colocadas em gaiolas de tubos de PVC, e apds a

emergéncia dos adultos, foi colocado em cada gaiola um frasco contendo solu¢cdo de mel a

1%.

3.2 Coleta do material vegetal e obtencao dos extratos e fracoes

As espécies de Meliaceae estudadas, com os respectivos nimeros de tombo, foram:
Trichilia pallida Swartz (ESA 81288), Toona ciliata M. Roemer (ESA 78420) e Trichilia
pallens C. DC. (ESA 81286). As exsicatas encontram-se depositadas no Herbario ESA da
ESALQ/USP.

Ramos e folhas de T. pallida foram coletados em outubro de 2010, no setor de
Entomologia do campus da ESALQ, em Piracicaba-SP. A coleta de ramos, folhas e frutos de
T. ciliata foi realizada em janeiro de 2011, também no campus da ESALQ, no Departamento

de Engenharia Florestal. Para obtencdo de cedrelona, a partir de 7. ciliata, foram utilizados os
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caules (nos quais o composto se encontra em abundincia) obtidos de plantas coletadas na
empresa de reflorestamento Tropical Flora, no municipio de Gar¢a-SP, em setembro de 2011.
Ramos e folhas de T. pallens foram coletados em abril de 2011, no Lajeado das Orquideas,
em Sapopema-PR.

Os materiais foram levados ao Laboratorio de Plantas Inseticidas da ESALQ, onde
foram secos em estufa com circulagdo de ar a 40°C até completa secagem, moidos em moinho
de facas e armazenados em frascos de vidro. Posteriormente, os pds resultantes foram
encaminhados para o Laboratério de Produtos Naturais (UFSCar) para o processo de extracao
e fracionamento.

Os extratos brutos etandlicos de ramos e folhas de 7. pallida, ramos e folhas de T.
pallens e de ramos, folhas e frutos de T. ciliata foram preparados utilizando um dispersor Ika
Ultra Turrax (T25). Foram feitas cinco extracdes (cinco minutos cada, a 8.000 rpm e
temperatura ambiente) adicionando-se 1 L de etanol a cada 200 g de p6 do material vegetal.
Os extratos etandlicos obtidos foram filtrados em funil com papel filtro, e o solvente foi
eliminado sob vdcuo em um rotaevaporador (45°C). As amostras foram transferidas para
pequenos frascos e deixadas em capela com circulacdo de ar para eliminacdo do restante do
solvente, e armazenadas em refrigerador (-20°C).

O fracionamento dos extratos foi feito através de particdo liquido-liquido, com os
solventes hexano, diclorometano, acetato de etila. Para isso, 10 g de cada extrato bruto
etandlico foram inicialmente dissolvidos em 100 mL de metanol e, em seguida, foram
adicionados 300 mL de agua (propor¢cdo dgua e metanol 3:1). O fracionamento foi entdo
realizado com solventes de polaridade crescente. O extrato dissolvido em dgua e metanol (400
mL) foi colocado em um funil de separacdo, e sobre ele foi colocado o solvente hexano. O
funil foi agitado para misturar o solvente ao extrato e deixado em repouso para separacao das
fases. O hexano, por ser menos denso, ficou na fase superior, juntamente com 0s cOmpostos
extraidos por ele. Essa fracdo em hexano foi retirada do funil. O hexano foi adicionado e o
funil agitado até atingir a capacidade méixima de extracdo (observada pela alteracdo da
coloracgdo do solvente). Em seguida foi adicionado o solvente diclorometano e o procedimento
foi repetido. Por ser mais denso, o diclorometano formou a camada inferior. O dltimo solvente
utilizado foi o acetato de etila, menos denso, formando a camada superior. A massa restante
apos as extragdes consistiu na fragdo hidroalcodlica, ou residual (restante do extrato em 4gua
e metanol na proporcao 3:1) (Figura 1). As fracdes foram rotaevaporadas para eliminagdo dos

solventes e armazenadas em refrigerador. Assim, foram obtidas as fracdes em hexano, em
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diclorometano, em acetato de etila e hidroalcodlica de folhas e de ramos de 7. pallida e de T.

pallens, e de folhas, ramos e frutos 7. ciliata, totalizando 24 fragdes.

Extrato etandlico
em metanol e Agua
(H,O / MeOH 3:1)

Parti¢do liquido-liquido

Hexano Diclorometano Acetato de etila
Fracio Fracio Fracio Fracao residual
Hexano Diclorometano Acetato de etila (hidroalcoolica)

Figura 1 - Fracionamento do extrato bruto etandlico de folhas e de ramos de Trichilia pallida e de Trichilia
pallens, e de folhas, de ramos e de frutos de Toona ciliata

3.3 Bioatividade das fracoes de T. pallida, T. pallens e T. ciliata sobre S. frugiperda

As fragdes em hexano, diclorometano, acetato de etila e hidroalcodlica das trés
espécies vegetais foram submetidas a um teste de bioatividade. Para isso, as tr€s primeiras
foram dissolvidas em acetona e dgua (1:1), e a fracdo hidroalcodlica dissolvida em etanol e
agua (1:1), todos na concentragdo de 1% (10.000 ppm). As solugdes a 1% foram aplicadas
sobre dieta artificial em placas tipo Elisa, cada uma contendo 24 células. Para cada uma das
espécies vegetais, foi realizado um bioensaio separado. Foram utilizadas quatro placas com 24
lagartas cada, totalizando 96 lagartas por tratamento para todas as fracOes, exceto para as
fracoes de folhas de T. pallens, em que foram utilizadas cinco placas com 12 lagartas cada,
totalizando 60 lagartas por tratamento, devido a menor quantidade disponivel dessa fragdo.
Em cada célula foram colocados 2 mL de dieta artificial, e 30 uL de extrato foram aplicados
na superficie com uma micropipeta. Foram feitos trés controles: 4gua e acetona (1:1), dgua e
etanol (1:1), e somente dgua, para verificar algum possivel efeito dos solventes. Lagartas de
primeiro instar foram inoculadas, uma por célula, apés a superficie da dieta ter secado. Foram
feitas avaliacOes didrias de mortalidade, sendo ao final de 10 dias registrado o peso das
lagartas. Os bioensaios com as fracoes de cada espécie vegetal foram realizados
independentemente. Como as fragdes de folhas e de ramos de 7. pallens foram obtidas em

periodos diferentes, foram avaliadas em ensaios separados.



32

3.4 Parametros biolédgicos de lagartas de S. frugiperda alimentadas com as fracées mais

ativas de T. pallida, T. pallens e T. ciliata

A fim de determinar os efeitos sobre alguns parametros bioldgicos das lagartas, as
fracdes de T. pallida, T. pallens e T. ciliata mais ativas no teste anterior foram aplicadas na
superficie da dieta em tubos de ensaio (40 uL da fracdo a 1% por tubo contendo 3 g de dieta),
e apods a superficie secar, lagartas de primeiro instar foram individualizadas nos tubos. Para
cada fracdo foram utilizadas 20 lagartas, em quatro repeti¢des de cinco lagartas cada. Os
parametros avaliados foram duracdo e viabilidade da fase larval, sendo considerada vidvel a

lagarta que chegasse a fase de pupa, e o peso de pupas com 24 horas.

3.5 Determinacao de indices nutricionais de lagartas de S. frugiperda alimentadas com

dieta contendo as fracoes mais ativas de T. pallida, T. pallens e T. ciliata

As fragGes que apresentaram maior efeito sobre o desenvolvimento das lagartas,
observado pelo menor ganho de peso, foram selecionadas para determinacdo de indices
nutricionais. Para isso, as fracdes foram preparadas em acetona ou etanol e incorporadas a
dieta na concentracdio de 1.000 ppm (I mg / g dieta), com lagartas de quarto instar
alimentadas por quatro dias. As lagartas foram individualizadas em tubos de vidro (8,5 X
2,5cm), que haviam sido pesados antes e depois da colocagdo da dieta artificial. O peso inicial
(matéria fresca) de cada lagarta foi determinado, sendo também estimados os pesos iniciais de
matéria fresca e matéria seca de uma aliquota de lagartas de mesmo instar. Como controle, foi
utilizada dieta contendo apenas o solvente (etanol ou acetona). Foram utilizadas 20 lagartas
por tratamento. Apds quatro dias, as lagartas e as fezes foram separadas das sobras de dieta e
as lagartas foram mortas por congelamento. Todo o material foi colocado em estufa de
secagem a 50°C, durante sete dias, para obten¢do do peso de matéria seca, sendo, em seguida,
os referidos materiais pesados e utilizados para determinagao dos indices nutricionais.

A partir desses dados foi possivel obter, no periodo de alimentacdo, o peso do
alimento fornecido (Af), o peso do alimento restante (Ar), o peso das fezes (F), o ganho de
peso das lagartas (B), o peso médio das lagartas (C) e o peso do alimento ingerido (I). Foram
calculadas, entdo, a taxa de consumo relativo (RCR) (form.1), a taxa metabdlica relativa
(RMR) (form.2), a taxa de crescimento relativo (RGR) (form. 3), as eficiéncias de conversao
do alimento ingerido (ECI) (form. 4) e digerido (ECD) (form. 5), a digestibilidade

aproximada (AD) (form. 6) e o custo metabdlico (MC) (form. 7), além do peso do alimento
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assimilado (form.8) e o peso do alimento metabolizado (form. 9) (SCRIBER; SLANSKY JR.,

1981).

RCR = I/(CxT)
RMR =M/ (CxT)
RGR=B/(CxT)

)
2
3)

ECI=(B/I)x 100 4)
ECD = (B/(I-F)) x 100 (5)
AD= ((I-F)/I)x 100 (6)

MC = 100 - ECD (7)
I-F (8)
M=(I-F) -B ©))

3.6 Isolamento de compostos presentes nas fracoes de T. pallida, T. pallens e T. ciliata

As fracdes obtidas a partir da parti¢do liquido-liquido dos extratos etandlicos brutos
de T. pallida (folhas e ramos), T. ciliata (folhas, ramos e frutos) e 7. pallens (folhas e ramos)
foram subfracionados para o isolamento dos compostos majoritdrios. Para isso, foi utilizada
cromatografia de coluna, com solventes em ordem crescente de polaridade como eluentes
(hexano, diclorometano, acetato de etila e metanol); cromatografia por adsorcdo, utilizando
silica gel como fase estaciondria e como fase mével o mesmo gradiente de solventes utilizado
para a cromatografia de coluna, e cromatografia por exclusdo com fase estacionaria Sephadex

LH-20 e fase mdvel metanol.

3.7 Isolamento de cedrelona a partir do extrato bruto em hexano do caule de 7. ciliata

O limonoide cedrelona foi obtido de forma independente dos outros compostos, uma
vez que € conhecido que ele ocorre em maior concentracdo no caule de 7. ciliata e possui
método definido de obtencdo (SILVA et al., 1999). Cada 200 g de p6 de caule de T. ciliata
foram submetidos a trés extracdes em hexano, em aparelho Ika Ultra Turrax (T25) por 5

minutos, a 8.000 rpm e a temperatura ambiente. O extrato hexinico obtido foi filtrado com
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funil simples com auxilio de papel de filtro e evaporado a secura sob vicuo em evaporador
rotativo. O extrato foi entdo submetido a cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) em
modo analitico (Coluna C-18 Phenomenex-Luna (150 x 4,6 nm, 5 um); fase movel:
H,0:ACN: MeOH (modo gradiente exploratério); vazao: 1mL/min; detec¢do UV- 262 nm,
juntamente com o limonoide cedrelona previamente isolado, a fim de comparar os
cromatogramas nas mesmas condi¢des analiticas e verificar a presenca da cedrelona no
extrato. Verificada a presenca da cedrelona, o extrato foi submetido a sucessivas lavagens
com hexano gelado (10°C) para a separacdo dos cristais depositados no fundo do vidro até
eliminagdo parcial dos pigmentos e dcidos graxos. O sobrenadante dessa lavagem dos cristais
foi submetido a cromatografia em coluna e CLAE, em condicdes analiticas e modo
preparativo, a fim de se isolar a cedrelona residual (Figura 2). A partir de andlise por
cromatografia de camada delgada (CCD) e espectrometria de ressonancia magnética nuclear

(RMN 'H), confirmou-se que o precipitado era o limonoide cedrelona.

Extrato hexanico de
Toona ciliata

Sucessivas lavagens com hexano (10°C)

Precipitado Sobrenadante
(cedrelona)

Cromatografia de coluna
Cromatografia de alta eficiéncia (CLAE)

Cedrelona residual

Figura 2 - Metodologia de extracdo do limonoide cedrelona a partir do extrato hexanico do caule de Toona ciliata

3.8 Bioatividade dos compostos isolados sobre S. frugiperda

Os compostos isolados a partir das fragdes das melidceas em estudo e a cedrelona
obtida de extrato hexanico de 7. ciliata foram avaliados em relacdo ao efeito de ingestao e de
contato sobre lagartas de S. frugiperda, e o composto mais promissor foi selecionado para

estudos mais detalhados.
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3.8.1 Ingestao

Para a deteccdo do efeito apds ingestdo, os compostos foram dissolvidos e aplicados
superficialmente em dieta artificial. Os compostos foram preparados na concentracdo 1%
(10.000 ppm), com o solvente mais adequado para cada um (etanol ou acetona, pura ou em
mistura com dgua). O controle para cada composto foi o respectivo solvente usado para
ressuspensdo. Foram aplicados 30 pul de composto na superficie da dieta artificial em placas
acrilicas (2 ml de dieta por célula). Apds trés horas, tempo suficiente para evaporagcdo do
solvente, foram inoculadas lagartas de primeiro instar nas células das placas acrilicas. No caso
de a massa de composto obtida ser muito pequena, a concentracao para teste foi reduzida para
0,1% (1.000 ppm). A cedrelona foi avaliada em vdrias concentracdes abaixo de 0,1%, pois em
testes preliminares houve mortalidade total das lagartas nessa concentragdo. Assim, foi
possivel estimar a concentragdo letal 50 (CLsp) e 90 (CLgy) para cedrelona, e também a
concentracdo efetiva 50 (CEsp), com base no peso médio das lagartas ao final do bioensaio.
Foram utilizadas 10 repeticoes de 12 lagartas cada para cada tratamento, exceto para
cedrelona, em que foram utilizadas quatro repeticoes de 16 lagartas para cada concentragao.
Foram feitas avaliagdes didrias de mortalidade até o sétimo dia, ocasido em que as lagartas

sobreviventes foram pesadas.

3.8.2 Contato

Para o teste de contato, os compostos foram preparados em acetona na concentracio
de 0,1% (1.000 ppm), e aplicados no dorso de lagartas em inicio de terceiro instar com o
auxilio de um microaplicador automadtico (modelo Arnold LV6 Burkard Manufacturing
Company Ltd.). Compostos com baixa solubilidade em acetona foram primeiramente
ressuspendidos com o solvente mais adequado, e posteriormente diluidos em acetona, até
atingir a concentragdo de teste. Antes da aplicacdo dos tratamentos, as lagartas foram pesadas.
No dorso de cada lagarta foi aplicado 1 pL do composto diluido, equivalente a 1 pg de
composto. As lagartas controle foram tratadas com o mesmo volume de acetona. Apds a
aplicacdo, as lagartas foram colocadas em placas do tipo Elisa contendo dieta artificial sem
tratamento, e foram observadas durante cinco dias para registro da mortalidade. Apds esse

periodo, as lagartas sobreviventes foram pesadas novamente, para calculo do ganho de peso.
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O nimero de lagartas e repeticbes variou em cada tratamento, de acordo com a

disponibilidade de lagartas em inicio de terceiro instar em cada dia de bioensaio.

3.9 Estudo da bioatividade do limonoide cedrelona

3.9.1 Fagodeterréncia e consumo em folhas de milho tratadas com cedrelona

A atividade fagodeterrente de cedrelona foi avaliada sobre lagartas de quarto instar de
S. frugiperda em testes com e sem chance de escolha. Discos de folha de milho com 4,26 cm®
foram pulverizados com 100 uL de acetona (controle) ou cedrelona dissolvida em acetona nas
concentracoes equivalentes a CLsy e CLog determinadas no ensaio superficial em dieta. Como
arenas foram utilizadas placas de Petri de 15 cm de didmetro com gesso umedecido no fundo.
No teste com chance de escolha, foram dispostos dois discos de folha na mesma placa, um
controle e outro tratado com cedrelona, e no teste sem chance de escolha foi colocado apenas
um dos dois discos, com 10 repeti¢cOes para cada teste. Em cada placa foi liberada uma lagarta
de quarto instar e apds 16 horas foi determinada a drea foliar restante com um medidor da area
foliar (Li-Cor, modelo LI-3000A). A érea foliar consumida em cada disco foi entdo calculada
pela subtracdo da drea foliar restante da drea foliar fornecida. O indice de deterréncia foi
calculado pela férmula ID = (C-T / C+T)x100, em que C € o consumo nos discos controle e T

o consumo nos discos tratados com cedrelona (ISMAN et al., 1990). Para o teste sem chance

de escolha, foi feita anélise de variancia e comparagao entre as médias de consumo.

3.9.2 Estimativa da CLs, CLo) e CE5) de cedrelona incorporada a dieta

Com base em testes preliminares, foi determinado um intervalo de concentracdes de
cedrelona incorporada a dieta para estimativa da CLsp, CLoy € da CEs5y. A cedrelona foi
dissolvida em acetona e adicionada a dieta apds o preparo, antes de solidificar, e a dieta
controle foi adicionada apenas acetona. As concentracdes utilizadas foram 3, 6, 12, 24, 48, 96,
144 e 288 ng/g (ppm) de dieta. A dieta foi colocada em tubos de ensaio, € em cada tubo foi
colocada uma lagarta de primeiro instar. Para cada concentracdo foram utilizadas 30 lagartas.
Ap6s sete dias foi obtida a mortalidade para determinagdo da CLso, e as lagartas sobreviventes

foram pesadas, para estimativa da CEsy.
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3.9.3 Parametros biolégicos de lagartas de S. frugiperda alimentadas com dieta contendo

cedrelona

A fim de verificar os efeitos subletais da cedrelona sobre o desenvolvimento de S.
frugiperda durante toda a fase larval, o composto foi dissolvido em acetona e adicionado a
dieta nas concentracdes 3, 6, 12, 24, 48, 96, 144 e 288 pg/g (ppm) de dieta. Em cada tubo de
ensaio foram colocados 3 g de dieta, e foi colocada uma lagarta de primeiro fnstar por tubo. A
dieta controle foi adicionada apenas acetona. Para cada tratamento foram utilizadas 30
lagartas, em cinco repeticdes de seis lagartas cada, com observacdo didria até a formacgao de
pupas. Os parametros avaliados foram peso de lagartas aos sete dias, mortalidade durante toda

a fase larval, duragdo da fase larval e peso médio de pupas com 24 horas.

3.9.4 Determinacao de indices nutricionais de lagartas de S. frugiperda alimentadas com

dieta contendo cedrelona

Para melhor compreensdo dos efeitos da cedrelona sobre os processos de digestdo e
metabolismo das lagartas, foram determinados os indices nutricionais apds a ingestao de dieta
contendo o composto. Lagartas de quarto instar foram individualizadas em tubos de vidro (8,5
x 2,5cm), que foram pesados antes e depois da colocagdo da dieta artificial contendo
cedrelona na concentracdo 300 pg/g (300 ppm) de dieta, determinada em testes preliminares
para lagartas de quarto instar. A cedrelona foi dissolvida em 1 mL de acetona e misturada a
dieta apds a preparacdo, antes que solidificasse, e a dieta controle foi adicionado o mesmo
volume de acetona. Apds quatro dias, as lagartas e as fezes foram separadas das sobras de
dieta e as lagartas foram mortas por congelamento. Todo o material foi colocado em estufa de
secagem a 50°C, durante sete dias, para obtencdo do peso de matéria seca, sendo, em seguida,
os referidos materiais pesados e utilizados para determinacdo dos indices nutricionais.

A partir desses dados foi possivel obter, no periodo de alimentacdo, o peso do
alimento fornecido (Af), o peso do alimento restante (Ar), o peso das fezes (F), o ganho de
peso das lagartas (B), o peso médio das lagartas (C) e o peso do alimento ingerido (I). Os

indices nutricionais foram calculados conforme descrito no item 3.5.
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3.9.5 Ensaios enzimaticos com lagartas de S. frugiperda alimentadas com dieta contendo

cedrelona

Foram realizados testes para verificacdo de alteragdes na quantidade/atividade de
algumas importantes enzimas das lagartas: atividade total de proteases, responsdveis pela
digestdo de proteinas (TERRA; FERREIRA, 2005), atividade de glutationa-S-transferases
(GST) e quantificacdo de monoxigenases do citocromo P450, duas importantes enzimas de
detoxificacdo de aleloquimicos presentes nos insetos (SCOTT; LIU; WEN, 1998; SALINAS;
WONG, 1999), e atividade de acetilcolinesterase, enzima responsavel pela finalizagao da
transmissao dos impulsos nervosos nas sinapses colinérgicas por degradar o neurotransmissor

acetilcolina (SIEGFRIED; SCOTT, 1990).

3.9.5.1 Obtenc¢do dos extratos enzimaticos

Para a realizacdo dos ensaios enzimdticos, lagartas de quarto instar foram alimentadas
com dieta contendo cedrelona incorporada a 300 pg/g dieta (300 ppm), ou somente acetona
(controle). Apds cinco horas de alimentacdo, as lagartas foram dissecadas em solucdo salina
0,8% para retirada do intestino médio (com conteddo), que foi colocado imediatamente em
microtubo mantido em gelo. Em cada microtubo foram colocados cinco intestinos, sendo cada
microtubo uma repeticdo. Para cada enzima avaliada, foram feitas trés repeticdes por
tratamento (cedrelona e controle).

Para o ensaio de atividade de proteases, os intestinos de cada repeticio foram
macerados em tampdao TRIS-HCI 0,IM pH=8,0 usando um macerador Potter-Elvehjen e
centrifugadas (10.000 x g, 10 minutos, 4°C). O sobrenadante foi coletado e transferido para
um novo microtubo, consistindo no extrato enzimatico, que foi armazenado a -20°C.

Para quantificacdo das P450, a maceragdo foi feita em tampao fosfato de potassio 90
mM pH 7,2 e as amostras foram centrifugadas (12.000 x g, dois minutos, 4°C). O
sobrenadante foi coletado e transferido para novos microtubos e armazenados a -20°C até o
momento do uso.

Para o ensaio de atividade de GST, os intestinos foram macerados em tampao fosfato
de sédio 0,1M pH 7.5 contendo Triton-X 100 (0,3%) e fluoreto de fenilmetilsulfonil (PMSF)
(1ImM) para inibir a protedlise, e as amostras foram centrifugadas (10.000 x g, 10 minutos,

4°C). O sobrenadante foi coletado e armazenado a -20°C.
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Para avaliacdo da atividade de acetilcolinesterase, lagartas de quarto instar também
foram alimentadas por cinco horas com dieta com cedrelona incorporada a 300 pg/g dieta, ou
somente acetona (controle), porém para obtencdo do extrato enzimdatico foram utilizadas
lagartas inteiras, mortas por congelamento (-20°C). As lagartas foram maceradas em tampao
fosfato de s6dio 0,1M pH 7,5 contendo Triton-X 100 (0,3%) e PMSF (ImM) e as amostras
foram centrifugadas (10.000 x g, 10 minutos, 4°C). O sobrenadante foi coletado e

armazenado a -20°C.

3.9.5.2 Proteases

Para a avaliacdo da atividade das proteases apds a ingestdo de cedrelona pelas lagartas,
foi utilizada a metodologia adaptada de Siqueira et al. (2004). Em banho-maria a 30°C, foram
incubados 50 pL do extrato enzimatico do intestino médio, 250 uL de tampao TRIS-HCI
0,IM (pH=8,0) e 300 uL do substrato azocaseina 0,5% (preparada em tampao TRIS-HCI
0,1M pH=8,0), sendo a reacdo interrompida com adi¢do de 250 puL de 4cido tricloroacético
(TCA) 10% (preparado em édgua destilada), em intervalos de 30 minutos (0, 30, 60, 90 e 120
minutos). Ao final das reacdes, o volume foi transferido para microtubos e a azocaseina nao
digerida foi precipitada por centrifugacdo (10.000 x g, 10 minutos, 25°C). O sobrenadante
(azocaseina digerida) foi coletado e colocado em novos tubos. A leitura de absorbancia foi
feita em espectrofotdmetro (Thermo Electron Corporation, BioMate 3) em comprimento de
onda de 440 nm. Para o controle de hidrdlise espontanea da azocaseina nas condi¢des do
ensaio, o extrato enzimadtico na reacdo foi substituido pela solu¢ao tampao (TRIS-HCI 0,1M
pH=8,0). A amostra para calibra¢do do espectrofotometro (branco) foi composta somente por
600 uL da solucdo tampao (TRIS-HCI 0,1M pH=8,0). Para os célculos de atividade,
considerou-se a variacdo de 0,01 de absorbancia por minuto como uma unidade de atividade

enzimatica (1 U), e a atividade fo1i expressa em U/intestino equivalente

3.9.5.3 Enzimas de detoxificacio

A atividade de GST foi avaliada usando como substrato o 1-cloro-2-4-dinitrobenzeno
(CDNB) (Sigma Aldrich) (HABIG et al., 1974). A reagdo consistiu de 12,5 uL de extrato
enzimatico do intestino de lagartas; 2,5 pL de CDNB 100 mM (preparado em etanol) e 235
pL de glutationa (GSH) 1,06 mM (preparado em tampao fosfato de sédio 0,1 M pH 7.,5). O
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extrato enzimaético foi substituido pela solu¢do tampao fosfato de sédio 0,1M pH 7,5 contendo
Triton-X 100 0,3% e PMSF ImM para a calibragdo do espectrofotdmetro (“branco”). A
atividade foi determinada pela alteracdo na absorbancia a 340 nm, durante 5 minutos em
intervalos de 30 segundos (30°C), em espectrofotometro de placa SpectraMax Plus, com o
programa Soft Max Pro. A atividade enzimatica foi corrigida pelo metabolismo nao
enzimdtico no controle, uma vez que o substrato utilizado apresenta pequena hidrélise
espontanea. Para os célculos de atividade, considerou-se a variacdo de 0,01 de absorbancia
por minuto como uma unidade de atividade enzimatica (1 U), e a atividade foi expressa em
Ulintestino equivalente.

Para avaliar a atividade das monooxigenases do citocromo P450, foi utilizado um
método indireto, que consiste em medir o nivel de enzimas contendo grupos heme, incluindo
as citocromo oxidases. O nivel dessas enzimas pode ser correlacionado com a atividade de
peroxidase do grupo heme (BROGDON, McALLISTER, VULULE, 1997). Portanto, esse
teste ndo permite medir diretamente a atividade de monooxigenacdo da P450 sobre um
substrato; em vez disso, quantifica-se o conteido de grupos heme presentes no extrato
enzimatico do inseto, o que permite inferir sobre a quantidade da enzima presente na amostra
(BRASIL, 2006). A reacdo consistiu de 60 pL extrato enzimdtico, 100 uL. do tampdo de
extracdo, 400 upL de 3,3'5,5'-tetra-metilbenzidina (TMBZ) (Sigma Aldrich) (0,012 g
dissolvido em 6 mL de etanol e diluido em 18 mL de tampao acetato de sédio 0,25 M pH 5,0
e 50 uL. de H,O; 3%. Para calibrar o espectrofotdmetro (“branco”), a enzima foi substituida
pelo tampao de extragdo, e como controle positivo, foi feita uma reagdo utilizando 20 uL de
citocromo-C de coragdo de cavalo (Sigma Aldrich) 0,01 mg/mL em tampao acetato de sddio
0,25 M pH 5,0 no lugar da enzima. Apds cinco minutos de incubacdo, foi feita a leitura da
absorbancia a 650 nm em espectrofotometro (Thermo Electron Corporation, BioMate 3). Uma
curva padrdo, obtida pela média de trés curvas, foi preparada utilizando-se diferentes
concentracdes de citocromo C, que permite converter em conteddo de citocromo os valores de
absorbancia obtidos com o extrato enzimdtico do intestino das lagartas. A quantidade de
citocromo P450 foi expressa como pg de citocromo por intestino equivalente das lagartas,

utilizando a curva padrado do citocromo C como referéncia (BRASIL, 2000).
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3.9.5.4 Acetilcolinesterase

A atividade de acetilcolinesterase foi determinada pelo método de Ellman et al.
(1961). Para a reacdo, foram utilizados 50 uL de extrato enzimdtico de lagartas de quarto
instar inteiras alimentadas com cedrelona, 175 pL de iodeto de acetiltiocolina (ATCI)
0,57mM e 175 pL de acido 5,5'-ditiobis-(2-nitrobenzédico) (DTNB) 0,914mM. Para a reagdo
controle, o extrato enzimdtico foi substituido pelo mesmo volume de solu¢do tampao (fosfato
de sédio 0,1IM pH 7.5 contendo Triton-X 100 0,3% e PMSF ImM). A atividade foi
determinada pela alteragdo na absorbancia a 412 nm, durante 5 minutos em intervalos de 30
segundos e temperatura ambiente, em espectrofotometro (Thermo Electron Corporation,
BioMate 3), considerando-se a variacdo de 0,01 de absorbancia por minuto como uma

unidade de atividade enzimética (1 U), e a atividade foi expressa em U/lagarta equivalente.

3.9.5.5 Determinagdo do contetido proteico

A concentracdo de proteina em todas as amostras foi obtida pelo método descrito por
Bradford (1976), utilizando-se como padrdao uma solu¢@o de albumina de soro bovina (BSA) a
0,2 mg/mL (Thermo Scientific). Para isso, 50 pL do extrato enzimatico foram misturados a
1500 pL de Coomassie Blue G-250 (Thermo Scientific). Como branco, foi utilizada a solu¢ao
tampdo de extracdo enzimdtica no lugar da enzima. A leitura de absorbancia foi feita a 595

nm em espectrofotometro (Thermo Electron Corporation, BioMate 3).

3.10 Analise dos dados

Para estimativa da CLsp e CLyg foi utilizado o programa PoloPlus versao 1.0 (LEORA
SOFTWARE, 2003). Para estimativa da CEsy foi utilizado o método de Gauss-Newton,
através do modelo: peso = Wo/ [1 + (dose/EC50)b], em que Wo = peso larval esperado no
tratamento controle; dose = concentracdo de cedrelona por grama de dieta artificial; EC50 =
concentracdo efetiva de cedrelona que reduz o peso larval em 50%, e b = parametro de
inclinagdo, angulo da func¢do logistica (SIMS et al., 1996) por meio do procedimento NLIN do
programa SAS 9.2 (SAS STATISTICAL ANALYSIS SYSTEM, 2009). Os indices
nutricionais foram submetidos a analise de covaridncia (RAUBENHEIMER; SIMPSON,
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1992), em que, para cada indice, o denominador foi usado como covaridvel. As médias foram
comparadas pelo teste de Tukey-Kramer (5%).

Para as demais andlises, foi utilizado o programa estatistico R versdo 3.0.1 (R
DEVELOPMENT CORE TEAM, 2013). Todos os bioensaios seguiram o delineamento
inteiramente casualizado. Os dados de mortalidade seguiram distribuicdo binomial e, portanto,
foram analisados por GLM (Modelos Lineares Generalizados) por meio do procedimento
cbind, utilizando o teste de qui-quadrado (p < 0,05) para comparagdo de médias; os demais
dados foram submetidos ao teste de Bartlett para verificacio da homocedasticidade das
variancias dos tratamentos e ao teste de Shapiro-Wilk para verificacdo da normalidade dos
residuos. Em seguida foi feita andlise de variancia pelo teste F (p < 0,05). Nos casos em que
os dados ndo se adequaram a andlise paramétrica, foi feita andlise por GLM, com distribuicao
de Poisson, usando o procedimento glht do pacote multcomp do programa R, com andlise de
variancia pelo teste F (p < 0,05). Nos casos em que foi detectada superdispersdo, os erros
padrdao foram corrigidos usando um modelo Quasi-GLM (varidncia calculada por média x
parametro de dispersdo). Nos casos em que havia mais de dois tratamentos, as médias foram

comparadas pelo teste de Tukey (p < 0,05).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Bioatividade das fracoes de T. pallida, T. pallens e T. ciliata sobre S. frugiperda

Entre as fracdes de folhas e ramos de 7. pallida aplicadas sobre a dieta oferecida as
lagartas de S. frugiperda (Tabela 1), a fracdo em diclorometano de ramos foi a dnica que
causou mortalidade larval maior (12,50%) que as registradas nos controles etanol, acetona e
dgua (1,04%). No tratamento com a fracio em diclorometano de folhas, o valor de
mortalidade (9,38%) nido diferiu da fragdo em ramos desse mesmo solvente, mas também nado
diferiu dos controles. Nas demais fracdes (em acetato de etila, em hidrodlcool e em hexano),
tanto de ramos como de folhas, a mortalidade variou de 0 a 1,04%, nao diferindo também dos
controles. Nao houve diferenca entre o controle dgua e os controles com os solventes etanol e
acetona, usados para diluir as fracdes, indicando auséncia de efeito dos mesmos sobre as
lagartas. Apesar de a mortalidade larval nas dietas contendo fracdes em diclorometano de
folhas e de ramos de T. pallida terem atingido no maximo 12,5%, o efeito sobre o peso ao 10°
dia foi bastante intenso, verificando-se, para os insetos sobreviventes, pesos de 14,38 e 22,13
mg, respectivamente, os quais representaram menos de 10% daqueles registrados nos demais
tratamentos (fracdes e controles), nos quais os valores variaram entre 288,16 € 392,10 mg.

Resultados semelhantes foram observados com as fragdes de ramos de 7. pallens.
Apenas na dieta contendo a fragdo diclorometano, a mortalidade das lagartas (30,21%) foi
superior aos valores registrados nos trés controles, nos quais a mortalidade nao passou de
1,04%. Para as fracdes em acetato de etila, hidrodlcool e hexano, a mortalidade larval atingiu
no maximo 6,25% nao diferindo dos controles. A fracdo em diclorometano nao causou apenas
mortalidade das lagartas, mas também afetou drasticamente o crescimento, sendo que, apds 10
dias, as lagartas sobreviventes pesavam apenas 4,31 mg, diferindo de todas as demais fragdes

e dos controle, nos quais o peso variou de 289,46 a 375,62 mg (Tabela 2).
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Tabela 1 — Médias de peso e mortalidade (+ erro padrao da média) de lagartas de Spodoptera frugiperda
alimentadas desde o primeiro instar com dieta tratada com fracdes de extrato etandlico de folhas e
ramos de Trichilia pallida a 1%, apés 10 dias

Tratamento Peso + EP (mg)! Mortalidade + EP (%)?
Fragao Diclorometano - Ramos 1438+ 1,62 a 12,50 £ 0,38 a
Fragao Diclorometano - Folhas 22,13+ 225a 9,38 + 1,04 ab
Fragao Acetato de etila - Ramos 290,99 + 32,14 b 1,04 + 1,04 be
Fracdao Hexano - Folhas 288,16 +20,25 b 0,00 +0,00 ¢
Fragao Acetato de etila - Folhas 375,87 24,06 bc 1,04 + 1,04 be
Fracdao Hexano - Ramos 303,78 + 14,35 be 1,04 + 1,04 be
Controle Etanol 340,66 + 18,00 bc 1,04 + 1,04 be
Controle Acetona 351,87 +24,70 be 1,04 + 1,04 be
Controle Agua 374,26 + 26,40 bc 1,04 + 1,04 be
Fragao Hidroalcodlica - Ramos 325,61 + 14,19 be 0,00 +0,00 ¢
Fracao Hidroalcodlica - Folhas 392,10 +27,32 ¢ 0,00 +0,00 ¢
F 73,96 -
p < 0,001 <0,001

Meédias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si (Tukey, p < 0,05)
" GLM, teste F (p < 0,05); 2 GLM, teste de qui-quadrado (p < 0,05)

Tabela 2 — Médias de peso e mortalidade (+ erro padrao da média) de lagartas de Spodoptera frugiperda
alimentadas desde o primeiro instar com dieta artificial tratada com fracdes de extrato etandlico de
ramos de Trichilia pallens a 1%, ap6s 10 dias

Tratamento Peso + EP (mg)! Mortalidade + EP (%)?
Fragao Diclorometano 431+ 0,30 a 30,21 £2,62 a
Fracdo Acetato de etila 289,46 +21,94 b 3,13+1,99b

Controle Etanol 294,36 + 5,89b 1,04 £1,04 b
Controle Acetona 314,06 +12,47 b 0,00 +0,00b
Fragao Hidroalcodlica 326,97 + 14,21 bc 1,04 £1,04 b
Fragcdo Hexano 374,71 £10,46 ¢ 6,25+3,61Db
Controle Agua 375,62 + 13,18 ¢ 0,00 +£0,00 b
F 186,33 -
p < 0,001 < 0,001

Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si (Tukey, p <0,05)
' GLM, teste F (p < 0,05); 2 GLM, teste de qui-quadrado (p < 0,05)

Embora os controles etanol e acetona tenham diferido do controle d4gua em relacdo ao
peso de lagartas (Tabela 2), isso ndo foi verificado nos demais ensaios, o que fez com que se
desconsiderasse a possibilidade de aqueles solventes apresentarem efeito sobre o inseto.

Nao houve diferenca de mortalidade entre os tratamentos com as fracdes de folhas de
T. pallens, com valores variando de 1,67 a 11,67% para as lagartas que ingeriram dieta com as

fracOes, e de 3,13 a 6,67 nos controles. Para o peso larval, o valor obtido na fracdo em hexano
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(344,06 mg) diferiu do obtido no controle dgua (443,56 mg), apesar de nao diferir dos

controles etanol e acetona e, tampouco, das demais fragdes (Tabela 3).

Tabela 3 - Médias de peso e mortalidade (£ erro padrio da média) de lagartas de Spodoptera frugiperda
alimentadas desde o primeiro instar com dieta artificial tratada com fracdes de extrato etandlico de
folhas de Trichilia pallens a 1%, ap6s 10 dias

Tratamento Peso + EP (mg)! Mortalidade + EP (%)?
Fragao Hexano 344,06 + 17,31 a 1,67 + 1,67
Fra¢do Diclorometano 372,57 +28,61ab 11,67 4,25
Fragao Acetato de etila 399,22 + 24,54 ab 10,00 + 4,86
Fragao Hidroalcodlica 405,60 + 25,42 ab 8,33 +0,00
Controle Etanol 414,96 + 13,20 ab 3,13 +1,20
Controle Acetona 435,30 + 24,35 ab 6,67 + 1,67
Controle Agua 443,56 + 10,56 b 6,67 + 4,86
F 2,63 -
p 0,0375 0,3482

Meédias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si (Tukey, p < 0,05)
" ANAVA, teste F (p < 0,05); 2 GLM, teste de qui-quadrado (p < 0,05)

As fracdes de ramos, de folhas e de frutos de 7. ciliata ndo causaram mortalidade
significativa das lagartas, com valores atingindo no maximo 2,08%. O efeito sobre o
desenvolvimento, porém, foi observado, de forma mais acentuada, sendo os valores obtidos
com a fracdo em diclorometano de folhas e com a fracdo em diclorometano de frutos (114,25
e 146,86 mg, respectivamente) menores que os obtidos nos trés controles, nos quais 0s pesos
variaram entre 210,36 e 237,15 mg (Tabela 4). Os pesos larvais obtidos com as outras fragdes
ndo diferiram entre si nem dos controles.

Considerando-se as trés plantas testadas, verifica-se que, com 7. ciliata, nenhum
tratamento provocou efeito sobre o peso tdo pronunciado como as fragdes em diclorometano

de ramos e de folhas de 7. pallida e de ramos de T. pallens.
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Tabela 4 - Médias de peso e mortalidade (+ erro padrdo da média) de lagartas de Spodoptera frugiperda
alimentadas desde o primeiro instar com dieta tratada com fragcdes de extrato etandlico de folhas,
ramos e frutos de Toona ciliata a 1%, ap6s 10 dias

Tratamento Peso + EP (mg)! Mortalidade + EP (%)?
Fragao Diclorometano - Folhas 114,25+ 11,10 a 1,04 +£ 0,10
Fragao Diclorometano - Frutos 146,86 + 4,65 ab 1,04 £ 0,10
Fragdo Acetato de etila - Ramos 158,20 + 6,63 abc 1,04 + 0,10,
Fragao Diclorometano — Ramos 169,33 + 12,30 abed 0,00 = 0,00
Fracao Hidroalcodlica - Folhas 183,95 + 15,07 bede 0,00 = 0,00
Fragao Acetato de etila - Folhas 191,41 + 9,15 bede 0,00 = 0,00
Fracao Hexanica - Ramos 193,47 + 10,42 bcde 0,00 = 0,00
Fracdo Hexanica - Folhas 194,70 + 9,53 bede 0,00 = 0,00
Fragao Hexanica - Frutos 197,06 + 13,84 bcde 0,00 = 0,00
Fracdo Acetato de etila - Frutos 198,16 + 20,30 bede 0,00 0,00
Fracao Hidroalcodlica - Frutos 201,90 = 5,46 bcde 1,04 £ 0,10
Controle Agua 210,36 + 10,22 cde 0,00 = 0,00
Fracdo Hidroalcodlica - Ramos 221,51 £ 13,17 cde 0,00 = 0,00
Controle Etanol 231,88 + 14,16 de 1,04 = 0,10
Controle Acetona 237.15+2242 ¢ 2,08 £0,14
F 2,63 -
p 0,0375 0,3482

Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si (Tukey, p < 0,05)
' GLM, teste F (p < 0,05); 2 GLM, teste de qui-quadrado (p < 0,05)

A bioatividade de extratos dessas melidceas sobre S. frugiperda ja tinha sido relatada
(RODRIGUEZ, 1995; ROEL et al., 2000; TORRECILLAS; VENDRAMIM, 2001;
BOGORNI; VENDRAMIM, 2003, 2005). Os métodos de obten¢do de extratos e de avaliacao
da bioatividade em tais trabalhos, entretanto, diferem bastante dos utilizados na presente
pesquisa, o que dificulta a comparagdo com os dados aqui obtidos. Alguns trabalhos se
referem a extratos aquosos e outros a extratos organicos obtidos por meio de diferentes
formas de extracdo. As técnicas experimentais, por outro lado, variam entre a utilizacao de
folhas de milho tratadas diariamente com extratos e a adi¢dao de extratos a dieta artificiais. As
concentragdes utilizadas nesses experimentos também t€m sido varidveis. O tempo de
avaliacdo e a idade das lagartas também sdo fatores importantes. Apesar de todas essas
varidveis, os efeitos gerais observados nas lagartas apds a ingestdo de alimento tratado com
extratos dessas espécies vegetais sdo semelhantes: reducdo no ganho de peso das lagartas,
alongamento da fase larval, formacdo de pupas menores e mortalidade dependente da
concentracdo. Para T. ciliata, entretanto, os extratos causam principalmente efeitos subletais,
com baixa mortalidade mesmo nas maiores concentragdes, como citado por Rodriguez (1995)

também para lagartas de S. frugiperda.
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O efeito mais marcante ¢ o menor ganho de peso larval. Algumas das fracdes se
destacaram por provocarem grandes reducdes de peso nas lagartas apds alguns dias de
alimentacdo nas dietas tratadas. Isso pode ser resultante de menor consumo, devido a um
efeito fagodeterrente, ou de menor adequacdo nutricional do alimento, pela presenca de
xenobidticos. Pode também indicar efeito toxico pds-ingestdo, causando menor
aproveitamento do alimento pelo inseto ou mesmo inibindo processos vitais importantes,
causando atraso no desenvolvimento. Porém, a mistura de compostos presente nas fracdes do
extrato vegetal dificulta um estudo mais detalhado do modo de acio.

O maior efeito sobre o peso de lagartas observado apds ingestdo das fracdes em
diclorometano (com excec¢ado de folhas de 7. pallens) é um indicio de que esse solvente é mais
eficiente na extracdo de compostos ativos dessas espécies vegetais. Para Tuta absoluta
(Meyrick) (Lepidoptera: Gelechiidae), o extrato em diclorometano de folhas de T. pallida
também foi o mais eficiente, quando comparado aos extratos em hexano e em metanol, tanto
em relacdo a mortalidade quanto ao peso das lagartas apds seis dias (CUNHA et al., 2005). O
diclorometano € um solvente de polaridade média, extraindo compostos de menor polaridade
(hidrofébicos) e também anfipaticos (uma parte polar e outra apolar), podendo abranger
grande quantidade de compostos (FERRACINI et al., 2005). Essa caracteristica esta sujeita a
composi¢do quimica de cada espécie vegetal, podendo o diclorometano ndo ser tdo eficiente
quando houver abundancia de compostos apolares. Para as espécies de Meliaceae estudadas,
contudo, esse solvente foi bastante eficiente.

Em razao dos resultados obtidos nesta primeira etapa, as fracoes em diclorometano de
ramos de 7. pallens, de ramos e de folhas de T. pallida e de folhas e de frutos de 7. ciliata
foram selecionadas para prosseguimento dos estudos tanto para determinagdo dos efeitos
sobre parametros nutricionais e bioldgicos de S. frugiperda como para caracterizagdo de

compostos ativos.

4.2 Parametros biologicos de lagartas de S. frugiperda alimentadascom as fracoes mais

ativas de 7. pallida, T. pallens e T. ciliata

Das fragOes mais ativas sobre S. frugiperda caracterizadas na primeira etapa desta
pesquisa (fragdes em diclorometano de ramos de T. pallens, de folhas e de ramos de T. pallida
e de folhas e de frutos de T. ciliata), apenas aquela em diclorometano de ramos de 7. pallens

causou mortalidade larval (60,00%) superior a registrada no controle, no ensaio em que as
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lagartas foram expostas aos tratamentos durante toda a fase larval. Para as fracdes de folhas e
de ramos de 7. pallida e de folhas de T. ciliata os valores variaram entre 30 e 40%, nao
diferindo da fragao de ramos de 7. pallens, porém também nao diferindo do controle (5%). A
fracdo de ramos de T. pallens, juntamente com a de folhas de 7. pallida, foram as que
apresentaram efeito significativo sobre o desenvolvimento das lagartas, causando
alongamento da fase larval em aproximadamente 6 a 7 dias em relacdo ao controle. Além
disso, nesses dois tratamentos e na fracdo de ramos de 7. pallida, as pupas apresentaram
menor peso em relacdo ao controle. Conforme jd tinha sido verificado no experimento
anterior (item 4.1), as fracdes de folhas e de frutos de 7. ciliata foram as que menos afetaram

a sobrevivéncia e o desenvolvimento do inseto (Tabela 5).

Tabela 5 - Mortalidade larval, duracio da fase larval e peso de pupas com 24 horas (£ erro padrao da média) de
lagartas de Spodoptera frugiperda alimentadas desde o primeiro instar com dieta artificial tratada
com fragdes em diclorometano de Trichilia pallida, Trichilia pallens e Toona ciliata

Mortalidade + EP Duracdo + EP Peso de pupas + EP

Tratamento (%) (dias)? (mg)?

Trichilia pallens - Ramos 60,00 + 8,16 a 2425 +2722 a 208,32 + 19,32 a
Trichilia pallida - Folhas 40,00 = 8,16 ab 23,77 +£0,58 a 201,73+ 091 a
Trichilia pallida - Ramos 35,00 £ 17,08 ab 21,43 £0,82 ab 221,75 + 9,84 ab

Toona ciliata - Folhas 30,00 £ 10,00 ab 18,88 £0,53 b 272,16 + 11,28 ¢
Toona ciliata - Frutos 10,00+ 5,77b 18,40 + 0,34 b 260,48 + 4,27 bc
Controle 5,00+ 5,00b 17,25 +0,13 b 279,51+ 5,03 ¢
F - 9,22 10,18
p < 0,001 < 0,001 <0,001

Médias seguidas pela mesma letra na coluna nao diferem entre si (Tukey, p < 0,05)
" GLM, teste de qui-quadrado (p < 0,05); > GLM, teste F (p < 0,05), considerando lagartas que completaram a
fase larval, atingindo a fase de pupa; 3 GLM, teste F (p < 0,05)

Uma das caracteristicas de extratos de muitas melidceas € o efeito lento e crescente ao
longo do tempo, o que explica a maior atividade observada nesse ensaio em relacio aos testes
de bioatividade anteriormente descritos, os quais duraram apenas 10 dias. Com aquele
intervalo experimental ja se observavam, em alguns tratamentos, efeitos subletais pelo menor
ganho de peso das lagartas. Quando as lagartas foram avaliadas durante toda a fase larval, foi
possivel observar maior mortalidade, que foi crescente ao longo do tempo, principalmente
para as fracdes de ramos de 7. pallens e de folhas e de ramos de T. pallida. Esse efeito nao foi
observado para a fragdo de frutos de 7. ciliata, em que a mortalidade foi muito baixa e as

lagartas morreram apenas apds 20 dias, ja em fase de pré-pupa.
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Como efeitos subletais, foram observados também atraso no desenvolvimento, pelo
aumento da duracao da fase larval, e redugdo do peso de pupas. Bogorni e Vendramim (2005)
observaram alongamento da fase larval de S. frugiperda ap6s ingestdo de folhas de milho
tratadas com extratos aquosos de folhas e de ramos de 7. pallida e de folhas de T. pallens.
Torrecillas e Vendramim (2001) também verificaram alongamento da fase larval e reducao de
peso desse inseto com extratos aquosos de ramos de 7. pallida. Esses efeitos podem ser
decorrentes do menor consumo de alimento, devido ao efeito de fagodeterrentes ou de
inadequagdo nutricional do substrato alimentar (RODRIGUEZ, 1995). Podem também ser
consequéncia de reducdo na eficiéncia de conversido do alimento e do desvio de parte deste
para o metabolismo de detoxificacdo das substincias téxicas presentes no alimento
(TANZUBIL; McCAFFERY, 1990). Com menor ingestdo de alimento e baixa conversdo em
biomassa, o inseto demora mais tempo para atingir o peso critico, ou seja, 0 peso minimo
necessdrio para mudanca de instar, o que aumenta a duragdo da fase larval.

Os efeitos subletais de extratos e/ou fragdes sobre esse inseto devem ser estudados de
modo mais detalhado, para identificacdo e caracterizacdo dos compostos que possam Ser 0s

responsaveis pela atividade.

4.3 Determinacio de indices nutricionais de lagartas de S. frugiperda alimentadas com

dieta contendo as fracoes mais ativas de 7. pallida, T. pallens e T. ciliata

A andlise de covariincia indicou efeito significativo dos tratamentos e das covaridveis,
porém nao houve interacdo entre os dois fatores, para nenhum dos indices nutricionais. Por
1sso, os dados foram submetidos a analise de variancia.

A taxa de consumo relativo (RCR), que indica a quantidade de alimento ingerido pela
lagarta por grama de peso corpdreo por dia, aumentou, em relacdo ao controle, apds a
ingestdo da fracdo de ramos de T. pallida, o que pode indicar uma tentativa do inseto de
compensar o efeito antinutricional da dieta contendo a fracdo. O RCR das lagartas que
ingeriram dieta contendo a fra¢do de folhas de T. ciliata reduziu, e para as outras fracdes
(folhas de T. pallida, ramos de T. pallens e frutos de T. ciliata), os valores ndo diferiram do
controle (Tabela 6). Em relacdo a taxa metabdlica relativa (RMR), ou seja, a quantidade de
alimento gasto pela lagarta em metabolismo por grama de peso corpdreo por dia, houve
aumento ap0s a ingestdo de dieta contendo as fragdes de frutos de 7. ciliata e de ramos de T.

pallida, ou seja, essas fracdes induziram maior atividade metabdlica nas lagartas. Para as
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demais fragdes, o RMR niao diferiu do controle. Entretanto, a taxa de crescimento relativo
(RGR), que indica o ganho de biomassa pelo inseto em relagdo ao peso corpdéreo por dia,
reduziu apds a ingestdo de todas as fragdes, em relacdo ao controle, sendo a fracdo de folhas
de T. pallida a que causou maior reducdo do crescimento (Tabela 6). Essa reducao pode ser
consequéncia da menor ingestdao de alimento ou de efeito téxico direto causado pelas fracdes,
resultando em uso do alimento para outros fins, como producdo de enzimas de detoxificacao,
e ndo para o crescimento.

A eficiéncia de conversdo do alimento ingerido (ECI), que é a porcentagem do
alimento ingerido que € transformada em biomassa, reduziu-se, em relagdo ao controle, em
todos os tratamentos, com excecdo apenas da fracdo de folhas de T. ciliata, onde o referido
indice ndo diferiu do controle (Tabela 7). A eficiéncia de conversdo do alimento digerido
(ECD), que € a estimativa da porcentagem do alimento assimilado que foi convertida em
biomassa, reduziu apds ingestdo de dieta com a fracdo de frutos de T. ciliata, de folhas e de
ramos de 7. pallida. Nas fracdes de folhas de T. ciliata e de ramos de T. pallens o ECD nao
diferiu do controle (Tabela 7). A redugdo na conversdo do alimento em biomassa justifica o
menor crescimento das lagartas observado com a maioria das fragdes, e indica que elas
causam efeito toxico, com excec¢do da fracdo de folhas de 7. ciliata, que nao alterou ECI e
ECD.

O custo metabdlico (MC), que indica a porcentagem de alimento que € metabolizado
em energia para a manutencdo da vida, foi influenciado de modo semelhante, por ser o
inverso de ECD (100 — ECD). Nao houve alteracdo desse indice com as fracoes de ramos de
T. pallens e de folhas de T. ciliata, porém houve aumento com as outras trés fragdes. Apesar
dessas alteracdes, a digestibilidade aproximada (AD), que é a porcentagem do alimento
ingerido efetivamente assimilado pelo inseto, ndo diferiu do controle com nenhuma das
fracOes (Tabela 7). Isso indica que, apesar da menor conversdo do alimento em biomassa, o
inseto assimilou bem o alimento, que foi utilizado principalmente para o metabolismo. Além
disso, o alimento contendo o limonoide pode ter ficado por mais tempo no trato digestivo do
inseto, para prolongar a acdo de enzimas detoxificadoras, ficando assim sujeito a acdo de
enzimas digestivas por mais tempo, o que pode explicar o aumento observado na
digestibilidade. Segundo Waldbauer (1968), a eficiéncia de conversdo do alimento ndo tem
relacdo direta com a digestibilidade aproximada, ou seja, a redu¢cdo em ECI e ECD ndo
implica em redugdo de AD.

Em relagdo a dieta consumida (Figura 3), em todas as fracOes houve redugdo da

quantidade em mais da metade em relacdo ao controle. Como consequéncia da menor
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ingestdo de alimento, houve reducdo também na quantidade de fezes produzidas e no ganho
de peso, assim como menor quantidade de alimento assimilado e metabolizado. As lagartas
que ingeriram a dieta contendo a fracdo de folhas de 7. ciliata foram as que tiveram menor
quantidade de alimento metabolizado, ou seja, que utilizaram maior quantidade de alimento
para o crescimento e ndo para o metabolismo (Figura 3). Apesar da redu¢do de consumo total
de alimento, a taxa de consumo relativo ao peso corpéreo (Tabela 6) foi alterada apenas com
duas das fragdes, aumentando apds ingestdo da fracdo de ramos de 7. pallida e diminuindo
com a fracdo de folhas de T. ciliata. Assim, com a primeira, 0 aumento na ingestdo relativa
indica auséncia de fagodeterréncia primdria (aquela mediada por quimiorreceptores nas pecas
bucais) e a reducdo em ECI e ECD indica que ha efeito toxico pds-ingestao, que pode ser
considerada fagodeterréncia secundéria (reducdo de consumo causada por toxicidade)
(MORDUE (LUNTZ); BLACKWELL, 1993), enquanto para a segunda fracdo o efeito
fagodeterrente primdrio provavelmente é o responsavel pela reducdo no consumo relativo, ja
que nao houve alteracdo na eficiéncia de conversdo do alimento, no custo metabdlico e na
taxa metabodlica relativa, excluindo a possibilidade de haver efeito téxico. Ou seja, para as
lagartas alimentadas com dieta contendo a fragdo de folhas de 7. ciliata, apesar da menor
ingestdo de alimento, o aproveitamento desse alimento foi alto, embora ndo o suficiente para
que o crescimento fosse igual ao das lagartas controle. Para as outras fracdes, as lagartas
continuaram se alimentando, provavelmente como uma tentativa de compensar o custo

metabdlico elevado.
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Tabela 6 - Indices nutricionais de lagartas de quarto instar de Spodoptera frugiperda alimentadas com dieta contendo fragdes em diclorometano de Trichilia
pallida, Trichilia pallens e Toona ciliata a 1000 ppm, apds quatro dias

Tratamento RCR (g/g/dia) RMR (g/g/dia) RGR (g/g/dia)
Trichilia pallida - Ramos 1,3176 £ 0,0148 a 0,2948 £ 0,0179 a 0,3464 +0,0045 b
Trichilia pallida - Folhas 1,3028 + 0,0401 ab 0,2700 + 0,0350 abc 0,3222 +0,0051 c
Trichilia pallens - Ramos 1,2833 + 0,0156 ab 0,2029 +0,0118 bed 0,3354 +£0,0047 b

Toona ciliata - Frutos 1,2617 £ 0,0279 ab 0,2783 £0,0193 ab 0,3450 £ 0,0053 b
Controle 1,2070 + 0,0288 b 0,1815+0,0219 cd 0,3784 + 0,0080 a

Toona ciliata - Folhas

1,0879 +0,0220 ¢

0,1592 £ 0,0205 d

0,3458 £ 0,0061 b

F 11,13 6,89 11,51
p < 0,001 < 0,001 < 0,001

Meédias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si (ANAVA, Tukey, p < 0,05)

RCR = taxa de consumo relativo (gramas de alimento consumido por grama de peso corpdreo por dia); RMR = taxa metabdlica relativa (gramas de alimento
gasto em metabolismo por grama de peso corpdreo por dia); RGR = taxa de crescimento relativo (gramas de biomassa adquirida por grama de peso corpéreo por
dia)

Tabela 7 - Indices nutricionais de lagartas de quarto instar de Spodoptera frugiperda alimentadas com dieta contendo fragdes em diclorometano de Trichilia
pallida, Trichilia pallens e Toona ciliata a 1000 ppm, apds quatro dias

Tratamento ECI (%) ECD (%) AD (%) MC (%)
Trichilia pallida - Folhas 24,9440 £0,6137 a 56,6965 £2,7861 a 44,9338 + 1,5869 ab 43,3035 +£2,7861 a
Trichilia pallens - Ramos 26,2236 £0,6310a 62,6631 + 1,3451 ab 42,0304 £1,1207 a 37,3369 + 1,3451 ab

Trichilia pallida - Ramos
Toona ciliata - Frutos

26,3561 +£0,4836 a
27,6266 = 0,8843 a

54,5448 +1,3301 a
56,2060 = 1,8711 a

48,6265 + 1,0862 b
49,4727 +1,3171 b

45,4552 +1,3301 a
43,7940 £ 1,8711 a

Controle 31,4966 +0,9314 b 68,5666 + 2,5957 b 46,3361 + 1,5526 ab 31,4334 £2,5957 b
Toona ciliata - Folhas 32,0089 £0,9160 b 70,1109 £2,7886 b 46,2736 + 1,4530 ab 29,8891 +2,7886 b
F 15,62 9,75 4,00 9,75
p <0,001 <0,001 0,0027 < 0,001

Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, nio diferem entre si (ANAVA Tukey, p <0,05)
ECI = eficiéncia de conversdo do alimento ingerido; ECD = eficiéncia de conversdo do alimento digerido; AD = digestibilidade aproximada; MC = custo
metabdlico (ndo analisado, por ser o inverso de ECD, considerou-se a mesma andlise)
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0,14

Gramas

Dieta consumida Fezes Alimento assimilado Ganho de peso Alimento metabolizado
m  Controle B Trichilia pallens - Ramos m  Toona ciliata - Frutos
Toona ciliata - Folhas " Trichilia pallida - Folhas ¥ Trichilia pallida - Ramos

Figura 3 - Média (+ EP) de dieta consumida (F = 103,91, p < 0,0001), fezes (F = 101,85, p < 0,0001), alimento
assimilado (F = 70,01, p < 0,0001), ganho de peso (F = 108,62, p < 0,0001) e alimento metabolizado
(F=18,42, p <0,0001) de lagartas de quarto instar de Spodoptera frugiperda alimentadas com dieta
artificial contendo fracdes em diclorometano de extratos de Trichilia pallens, Trichilia pallida e
Toona ciliata. Dieta consumida = fezes + alimento assimilado; Alimento assimilado = ganho de
peso + alimento metabolizado. Barras com a mesma letra, para cada parimetro avaliado, ndo
diferem entre si pelo teste de Tukey, p < 0,05 (GLM)

Como as fragdes apresentam uma mistura de compostos, € possivel que haja varios
mecanismos de acdo envolvidos nos efeitos observados, inerentes a cada composto. Um maior
entendimento dos efeitos s6 poderd ser obtido através do estudo desses compostos

1soladamente.

4.4 Compostos isolados das fracoes de T. pallida, T. pallens e T. ciliata

A fracdo em diclorometano de ramos de 7. pallens, a fracio em diclorometano de
ramos e de folhas de T. pallida e de folhas e de frutos de T. ciliata, que apresentaram melhor
atividade, foram selecionadas visando determinar os compostos responsdveis pela
bioatividade. Entretanto, nao foi possivel isolar compostos de todas as fracdes em quantidade

suficiente para identificacdo e estudo da bioatividade.
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Foram obtidos quatro compostos a partir das fracdes das trés melidceas em estudo. Da
fracdo em diclorometano de ramos de 7. pallens foi isolada a cumarina escopoletina, por
cromatografia de adsorcio, utilizando como fase estaciondria silica gel e como fase mével um
gradiente de solventes em ordem crescente de polaridade (diclorometano, acetato de etila e
metanol). A partir da fracdo em diclorometano dos frutos de 7. ciliata foi obtido um
triglicerideo majoritdrio (ndo identificado), através de coluna cromatogréfica filtrante, com os
solventes hexano, diclorometano, acetato de etila e metanol como eluentes. Da fragao em
diclorometano de folhas de 7. ciliata e das fra¢cdes em diclorometano de ramos e de folhas de
T. pallida nao foram obtidos compostos em quantidade suficiente para a avaliagdo da
bioatividade. Em fragdes com menor bioatividade, entretanto, foram encontrados compostos
em abundancia. Assim, da fragcdo em hexano das folhas de T. pallida, que causou pequena
reducdo de peso larval no teste de bioatividade, foi isolado o triterpeno damaradienol, pelo
mesmo método em que foi obtida a escopoletina. Da fracdo em acetato de etila de ramos de T.
ciliata, que também teve baixa atividade, foi isolado o flavonoide (+/-)-catequina, através de
cromatografia por exclusdo com fase estaciondria Sephadex LH-20 e metanol como fase
movel. Os compostos foram caracterizados a partir de dados obtidos por ressonancia
magnética nuclear (RMN'H, "°C), pelo grupo do Laboratério de Produtos Naturais (UFSCar)
(Figura 4).

A cedrelona foi obtida de forma independente dos demais compostos, ja que nao foi
proveniente de nenhuma das fragdes ativas, e sim do extrato bruto em hexano de caules de 7.
ciliata, uma vez que é conhecida a maior concentracdo desse composto no caule da planta. A
comparag¢do dos cromatogramas do extrato bruto e da cedrelona previamente isolada indicou a

presenca do limonoide no referido extrato (Figuras 5 e 6).
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Figura 4 - Compostos obtidos a partir das fragdes de extrato etandlico de melidceas: a) triglicerideo, da fragdo em
diclorometano de frutos de Toona ciliata; b) flavonoide (+/-)-catequina (rotacdo especifica avaliada
em a-D = 0°), da fragdo acetato de etila de ramos de Toona ciliata; c) triterpeno damaradienol, da
fracdo hexano de folhas de Trichilia pallida; e d) cumarina escopoletina, da fracdo diclorometano da

fracdo de ramos de Trichilia pallens

a)
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Figura 5 — Cromatogramas obtidos em condic¢des analiticas: Coluna C-18 Phenomenex-Luna (150 x 4,6 nm, 5
um); fase mével: HyO:ACN: MeOH (modo gradiente exploratdrio); vazdo: ImL/min; detec¢do UV-

262 nm. a) extrato hexanico do caule de T. ciliata; b) cedrelona

Yolts

Wolts
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Figura 6 — Limonoide cedrelona, obtido a partir do extrato hexanico de caules de Toona ciliata

4.5 Bioatividade dos compostos isolados

4.5.1 Ingestao

O limonoide cedrelona, obtido do extrato em hexano de caules de T. ciliata, causou
mortalidade total de lagartas de S. frugiperda quando avaliado a 1.000 ppm (0,1%), diluida
em acetona e dgua (1:1). Por isso, foi feito um teste com concentracdes menores, entre 100 e
602,56 ppm (0,01 a 0,06%), com o mesmo método de aplicagdo, porém com quatro repeti¢des
de 16 lagartas para cada concentragdo e avaliacdo por 10 dias. Com isso foi possivel estimar a
concentragdo letal para 50% da populagdo (CLsg) e para 90% (CLg), além da concentragao
efetiva que reduz o crescimento das lagartas em 50% (CEsp), com base, respectivamente, na
mortalidade e no peso das lagartas apds 10 dias. A CLsy foi estimada em 365,33 ppm e a
CLgp em 659,62 ppm pelo método de Probit, ou seja, o equivalente a uma solucdo de
cedrelona a 0,0365% e 0,0659%. A CEs foi estimada em 95,02 ppm (0,0095% de cedrelona

em acetona), obtida pelo método de Gauss-Newton (Tabelas 8 € 9).
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Tabela 8 - Resposta de concentragdo-mortalidade de lagartas de Spodoptera frugiperda alimentadas desde o
primeiro instar com dieta artificial tratada superficialmente com o limonoide cedrelona em diferentes
concentragdes, apds 10 dias de alimentacio

Coeficiente CLso CLoo Y 4
1
Tratamento N angular + EP (IC 95%)? (IC 95%)? (g.1.)3 h
Cedrelona 503  4.994 + 0,672 365,33 659,62 213 6

(299,95 - 416,65) (555,46 —943,46) 6)

'Ntimero de insetos avaliados; “Concentracio letal 50 ou 90 e intervalo de confianga a 95% (em ppm), estimadas
por Probit; *Valor de qui-quadrado calculado e nimero de graus de liberdade; * Heterogeneidade

Tabela 9 - Concentragdo efetiva para lagartas de Spodoptera frugiperda alimentadas desde o primeiro instar com
dieta artificial contendo diferentes concentracdes do limonoide cedrelona, apds sete dias de

alimentagdo
CEs e intervalo de 4
1 3
Tratamento N confianca (95%)? F P
Cedrelona 503 95,02 313,97 < 0,001

(76,92 — 113,10)

'Ntimero de insetos avaliados; “Concentracio efetiva 50 e intervalo de confianca a 95% (em ppm), estimada pelo
método de Gauss-Newton; 3Teste F (p £0,05); “Valor de P

A atividade de cedrelona ja tinha sido relatada para S. frugiperda (KUBO; KLOCKE,
1986; SILVA et al, 1999) e também para outros lepidopteros, como Heliothis (=
Helicoverpa) zea Boddie (Lepidoptera: Noctuidae), P. gossypiella (KUBO; KLOCKE, 1986),
S. litura (KOUL, 1983), Ostrinia nubilalis (Hiibner) (Lepidoptera: Pyralidaec) (ARNASON et
al., 1987), Peridroma saucia (Hiibner) e Mamestra configurata Walker (Lepidoptera:
Noctuidae) (KOUL; ISMAN, 1992). O modo de acdo desse limonoide, entretanto, ainda ndo
foi bem elucidado; para alguns desses insetos os estudos foram mais detalhados, mas para S.
frugiperda ainda hd muito a ser compreendido.

O triterpeno damaradienol, da fracdo hexano de folhas de T. pallida, ndo causou
mortalidade e nem provocou redugdo de peso das lagartas (Tabela 10). Nao ha relatos de
trabalhos sobre avaliagdo da bioatividade desse triterpeno sobre S. frugiperda ou outro inseto.
Entretanto, dois outros triterpenos do tipo damarano, o aglaiondiol e o aglaitriol, isolados de
folhas de Aglaia odorata Lour. (Meliaceae), também ndo apresentaram atividade sobre
lagartas de P. saucia quando alimentadas com dieta contendo esses compostos a 1.000 ppm

(JANPRASERT et al., 1993).
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Tabela 10 - Mortalidade e peso médios (+ erro padrao da média) de lagartas de Spodoptera frugiperda
alimentadas desde o primeiro instar com dieta tratada com o triterpeno damaradienol a 1% (10.000
ppm), apds sete dias

Tratamento Mortalidade + EP (%)? Peso + EP (mg)3
Controle! 0,00 £ 0,00 59,16 £ 3,52
Damaradienol 0,00 + 0,00 66,41 + 2,50
F - 2,83
p - 0,11

" Solvente utilizado para diluicio do composto (acetona e 4gua, 1:1). > Dados ndo analisados (varidncia nula);
JANAVA, teste F (p < 0,05)

Com a (+/-)catequina, flavonoide isolado da fracdo acetato de etila de ramos de T.
ciliata, a mortalidade ndo diferiu do controle, porém houve efeito sobre o desenvolvimento, ja
que as lagartas apresentaram menor peso (114,20 e 134,28 mg, respectivamente), apds sete
dias de alimentagdo na dieta contendo esse composto (Tabela 11). Leite (2005), entretanto,
verificou efeito por ingestdo da (-)-catequina sobre S. frugiperda, nas concentracoes de 1, 10 e
50 mg/kg de dieta (ppm), com mortalidade larval de 50; 53,33 e 66,67%, respectivamente,
enquanto a mortalidade no controle foi de 10%. Esse flavonoide apresenta quatro
diastereoisomeros, com duas formas cis (epicatequina) e duas formas trans (catequina). Essas
ultimas sdo indicadas por (+)-catequina ou (-)-catequina. No presente estudo foi avaliada uma
mistura racémica das duas formas trans (+/-), portanto, é possivel que a auséncia de efeito
letal para as lagartas esteja relacionada a presenca de (+)-catequina. Apesar disso, a mistura

racémica causou reducdo de peso de lagartas.

Tabela 11 - Mortalidade e peso médios (+ erro padrio da média) de lagartas de Spodoptera frugiperda
alimentadas desde o primeiro instar com dieta tratada com o flavonoide catequina 1% (10.000
ppm), apds sete dias

Tratamento Mortalidade + EP (%)? Peso + EP (mg)3
Catequina 7,50 + 1,94 114,20 + 4,63
Controlel 5,00 + 1,84 134,28 + 1,95

F - 27,76
p 0,4222 < 0,001

' Solvente utilizado para diluicio do composto (etanol e dgua, 1:1); >~ GLM, teste de qui-quadrado (p < 0,05);
*ANAVA, teste F (p <0,05)

O triglicerideo obtido da fragdo em diclorometano de frutos de T. ciliata causou
mortalidade de 35,00%, diferindo do controle (4,17%) e pequena reducdo do peso larval

(90,67 mg em comparacdo a 119,83 mg no controle), porém, levando-se em conta a
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concentracdo elevada (10.000 ppm), na qual o referido composto foi avaliado, pode se

considerar que a bioatividade foi muito baixa (Tabela 12).

Tabela 12 - Mortalidade e peso médios (+ erro padrio da média) de lagartas de Spodoptera frugiperda
alimentadas desde o primeiro instar com dieta tratada com um triglicerideo a 1% (10.000 ppm),
ap0s sete dias

Tratamento Mortalidade + EP (%)? Peso + EP (mg)3
Triglicerideo 35,00 = 6,78 90,67 +4,22
Controle! 4,17 £ 1,39 119,83 + 3,28
F - 27,76
p < 0,001 < 0,001

' Solvente utilizado para diluicio do composto (acetona pura); ~ GLM, teste de qui-quadrado (p < 0,05); °
ANAVA, teste F (p <0,05)

A cumarina escopoletina, isolada da fracdo em diclorometano de ramos de T. pallens,
causou baixa mortalidade de lagartas por ingestao (14,17%), apesar de ter diferido do controle
(4,17%). Também houve efeito em relacdo ao peso das lagartas, que foi de 64,08 mg, em
comparagdo ao controle em que o peso foi 82,94 mg (Tabela 13). Esse composto foi testado
em concentragdo 10 vezes menor que a catequina, o damaradienol e o triglicerideo, devido a
menor massa obtida. Apesar do efeito observado, comparando com a cedrelona, que, a
concentracdo de a 365,33 ppm, causou mortalidade de 50% das lagartas, a escopoletina

apresentou uma eficiéncia muito baixa, mesmo a 1.000 ppm.

Tabela 13 - Mortalidade e peso médios (+ erro padrao da média) de lagartas de Spodoptera frugiperda
alimentadas desde o primeiro instar com dieta tratada com a cumarina escopoletina a 0,1% (1.000
ppm), apds sete dias

Tratamento Mortalidade + EP (%)? Peso + EP (mg)3
Escopoletina 14,17 + 2,50 64,08 + 6,98
Controle! 1,67 £ 1,11 82,94 +7,17
F - 7,04
p <0,001 0,016

" Solvente utilizado para diluicio do composto (acetona e dgua 1:1); > GLM, teste de qui-quadrado (p < 0,05);
*GLM, Teste F (p <0,05)

Alguns trabalhos recentes t€ém demostrado o efeito de escopoletina sobre outros
insetos. Esse composto apresentou efeito por ingestdo sobre o cupim Coptotermes formosanus

Shiraki (Isoptera: Rhinotermitidae) (ADFA et al., 2010) e sobre Spilarctia (= Spilosoma)
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obliqgua Walker (Lepidoptera: Noctuidae) (TRIPATHI et al., 2001). Para esse lepidéptero, foi
observado efeito fagodeterrente de 50% a 96,7 ug/g de dieta (solucdo de cedrelona a
0,00967%) e inibicao de 50% de crescimento a 20,9 ug/g (cedrelona a 0,00209%). Apesar de
ter sido incorporada na dieta, a concentracdo das solucdes utilizadas foi menor que a utilizada
no presente estudo (0,1%), e as lagartas estavam mais desenvolvidas (12 dias de idade). Para
Plutella xyllostella L. (Lepidoptera: Plutellidae) (PETERSON; HARRISON; JACKSON,
2003), a escopoletina também reduziu a sobrevivéncia e inibiu o desenvolvimento de lagartas,
mas apenas em concentracdes bastante elevadas de composto na dieta. A concentracdo de
inibicdo de crescimento (Clsp) foi de 4.100 ug/ml de dieta (ppm) e a concentracio letal 50
(CLsp) foi de 8.300 ug/mL de dieta. Assim, o efeito da escopoletina se apresenta bastante
varidvel dependendo da espécie de inseto testado, e de acordo com os resultados obtidos para
S. frugiperda, provavelmente haveria necessidade de concentracdes muito altas para se obter

eficiéncia.

4.5.2 Contato

Entre os cinco compostos testados (cedrelona, damaradienol, catequina, escopoletina e
o triglicerideo nado identificado), a cedrelona apresentou o maior efeito por contato sobre S.
frugiperda, provocando mortalidade de 19,17% das lagartas tratadas topicamente com o
referido composto a lug/uL (1.000 ppm), além de um efeito subletal caracterizado pela
redu¢do no ganho de peso larval (234,96 mg em comparacdo a 294,12 mg no controle)
(Tabela 14). Ainda ndo havia relatos de avaliacdo do efeito de contato da cedrelona sobre S.
frugiperda. Entretanto, Koul e Isman (1992) observaram que esse limonoide apresentou efeito
sobre a utilizacdo do alimento em lagartas de quarto instar de Peridroma saucia e de terceiro
instar de Mamestra configurata apds aplicacdo tépica, nas doses 0,5-4,0 ug/lagarta em 1 pL
de acetona (500 a 4.000 ppm). Segundo esses autores, mesmo sem ingerir cedrelona, houve
reducdo no consumo e na eficiéncia de conversdo do alimento, indicando que houve efeito
toxico por contato. Houve, ainda, pequena mortalidade para P. saucia nas doses 1, 2 e 4 ug
(6,7; 13,3 € 20,0%, respectivamente) e para M. configurata somente a 4 ug (13,3%). Os dados
obtidos no presente estudo demonstram que para S. frugiperda também houve efeito toxico da
cedrelona por aplicacdo topica, resultando em pequena mortalidade e em redu¢do no ganho de

peso das lagartas na concentragdo de 1,0 ug/lagarta.
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Tabela 14 - Mortalidade e ganho de peso (£ erro padrao) de lagartas de terceiro instar de Spodoptera frugiperda
tratadas topicamente com cedrelona isolada de Toona ciliata a 1.000 ppm (1 pg/uL), apds cinco dias

Tratamento Mortalidade + EP (%)! Ganho de peso + EP (mg)?
Cedrelona 19,17 + 1,67 234,96 + 12,42
Controle! 7,50 £ 3,06 294,12 £ 12,40

F - 11,24
p 0,007 0,0035

"GLM, teste de qui-quadrado (p <0,05); > ANAVA, teste F (p < 0,05)

O triterpeno damaradienol ndo causou mortalidade nem reducao de peso significativos
(Tabela 15). Esse composto ndo € citado na literatura como composto inseticida, € como
verificado neste estudo, esse triterpeno nao apresentou efeito nem por contato € nem por

ingestao.

Tabela 15 - Mortalidade e ganho de peso (% erro padrdo) de lagartas de terceiro instar de Spodoptera frugiperda
tratadas topicamente com o triterpeno damaradienol isolado de Trichilia pallida, a 1.000 ppm (1
pg/uL), ap6s cinco dias

Tratamento Mortalidade + EP (%)! Ganho de peso + EP (mmg)?
Damaradienol 2,50 +1,27 238,49 + 10,09
Controle 1,67 1,11 246,30 + 13,25
F - 0,22
p 0,6502 0,6442

"GLM, teste de qui-quadrado (p <0,05); > ANAVA, teste F (p <0,05)

A catequina e o triglicerideo foram avaliados no mesmo bioensaio. Nenhum desses
dois compostos causou efeito sobre as lagartas, quando aplicados topicamente (Tabela 16). A
ent-catequina, ou (-)-catequina, obtida a partir do extrato metandlico das inflorescéncias de
Trichilia catigua (A. Juss) por Pasqualotto et al. (2008), e aplicada topicamente sobre lagartas
de S. frugiperda (1 nL/lagarta), na concentracdo 10 pug/uL, causou apenas 8% de mortalidade.
Considerando que a concentracdo utilizada por esses autores foi 10 vezes maior que a
empregada no presente estudo, pode-se inferir que a catequina nao apresenta efeito de contato,

mesmo em concentragdes relativamente altas.
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Tabela 16 - Mortalidade e ganho de peso (+ erro padrio) de lagartas de terceiro instar de Spodoptera frugiperda
tratadas topicamente com o flavonoide catequina e um triglicerideo, isolados de Toona ciliata, a
1.000 ppm (1 pg/uL), apés cinco dias

Tratamento Mortalidade + EP (%)! Ganho de peso + EP (mg)?
Catequina 9,72 + 3,98 218,52 + 8,01
Triglicerideo 5,56 +1,76 219,28 + 11,03
Controle 4,17 + 1,86 223,17 £ 6,41
F - 0,08
p 0,3826 0,9218

"GLM, teste de qui-quadrado (p <0,05); ~ ANAVA, teste F (p <0,05)

Apesar de o triglicerideo obtido da fracdo em diclorometano dos frutos de 7. ciliata
ndo ter causado efeito por contato, ha relatos de que triglicerideos podem potencializar efeito
de piretrinas, como adjuvantes ou como agentes coativos, apresentando pequeno efeito em
determinadas concentracdes. Triglicerideos do dleo de canola a 2% causaram 30% de
mortalidade de lagartas de ultimo instar de Yponomeuta malinellas Latreille (Lepidoptera:
Yponomeutidae), apés quatro dias de pulverizacdo; em associacdo com piretrinas, no entanto,
a mortalidade causada chegou a atingir 100%. Para o dcaro Tetranychus urticae Koch. (Acari:
Tetranychidae), os triglicerideos de 6leo de canola a 1% chegaram a causar 80% de
mortalidade, que ainda aumentou com a adi¢do de piretrinas, 48 horas apds os dcaros terem
sido pulverizados (PURITCH; ALMOND; PARKER, 1997). Em razdao disso, muitas
formulacdes de inseticidas apresentam Oleo de canola ou de soja na sua composi¢do. No
presente estudo, entretanto, esse triglicerideo provocou apenas efeito por ingestdo e nao por
contato, de forma que ele pode agir de outra maneira, possivelmente como fagodeterrente.

No teste de contato, a mortalidade causada pela escopoletina embora tenha sido
relativamente baixa (13,33%), ainda assim diferiu da constatada no controle (4,17%). Nao

houve alteracdo significativa no ganho de peso das lagartas, apds cinco dias (Tabela 17).
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Tabela 17 - Mortalidade e ganho de peso (+ erro padrdo) de lagartas de terceiro instar Spodoptera frugiperda
tratadas topicamente com a cumarina escopoletina isolada de Trichilia pallens, a 1000 ppm
(lug/uL), ap6s cinco dias

Tratamento Mortalidade + EP (%)! Ganho de peso + EP (mg)?
Escopoletina 13,33 £ 2,55 203,43 +4,02
Controle 4,17 £ 1,39 213,82 + 3,80
F - 3,52
p 0,0101 0,0769

"GLM, teste de qui-quadrado (p <0,05); > ANAVA, teste F (p < 0,05)

A escopoletina isolada de Stellera chamaejasme L. (Thymelaeaceae) (LIANG et al.,
2011) e isolada de Artemisia annua L. (Asteraceae) (YANG et al., 2012), apresentou efeito de
contato sobre o dcaro Tetranychus cinnabarinus (Boisduval) (Acari: Tetranychidae). A CLsg
para o dcaro mergulhado na solugdo foi de 1,267 mg/mL, e a 2 mg/mL, a mortalidade dos
acaros foi de 76,67% (LIANG et al., 2011). Para S. frugiperda, a concentracdo usada foi um
pouco menor que a CLsg para o acaro (1 mg/mL), porém houve baixa mortalidade. Apesar de
se tratar de organismos e métodos de aplicagdo diferentes, pela comparacdo das concentragdes
e pelos resultados observados no teste de ingestdo, € possivel reforcar a hipétese de que a
escopoletina tenha efeito sobre a lagarta-do-cartucho apenas em concentracdes acima de
0,1%.

A cedrelona foi o composto que apresentou a maior eficiéncia por ingestdo e por
contato, confirmando o efeito encontrado na literatura (KLOCKE, 1983; KOUL, 1983;
KUBO; KLOCKE, 1986; ARNASON et al., 1987; KOUL; ISMAN, 1992). Assim, esse

limonoide foi selecionado para estudos mais detalhados de bioatividade.

4.5 Estudo da bioatividade do limonoide cedrelona

4.5.1 Fagodeterréncia e consumo de folhas de milho

No teste com chance de escolha, o consumo nos discos controle foi maior que nos
discos tratados com cedrelona, nas duas concentracdes avaliadas, correspondentes aos valores
de CLsp (365,33 ppm ou 0,037%) e CLyy (659,62 ppm ou 0,066%,) obtidos no teste de
aplicacdo superficial em dieta artificial. A quantidade de cedrelona aplicada por cm? de disco
foliar foi calculada em 8,58 e 15,47 pg/cm?, respectivamente. A porcentagem de deterréncia

verificada nas duas concentracdes foi muito proxima (28,98 e 30,68%), apesar de uma das
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concentracdes ser quase duas vezes maior que a outra (Tabela 18). No teste sem chance de
escolha, ndo houve diferenca no consumo larval nos discos controle e nos tratados com
cedrelona na menor concentragdo, porém na maior concentragdo o consumo foi menor nos
discos tratados, com deterréncia de 27,46% (Tabela 19). Esses resultados indicam que,
havendo chance de escolha, as lagartas de S. frugiperda preferem o alimento nao tratado com
cedrelona, entretanto, em confinamento, a cedrelona causa fagodeterréncia apenas em

concentracdo mais elevada.

Tabela 18 — Consumo foliar e porcentagem de deterréncia (+ erro padrao da média) para lagartas de quarto instar
de Spodoptera frugiperda em arenas com chance de escolha entre discos foliares de milho tratados
com cedrelona ou acetona (controle), apds 16 horas

Tratamento! Consumo foliar = EP (cm?) Deterréncia = EP (%)
Cedrelona 0,0365% (8,58ug /cm?) 1,32 + 0,30
Controle 2,13 +0,32 28,98+ 15,78
Cedrelona 0,0659% (15,47ug /cm?) 1,00 £ 0,15
Controle 2,14 +0,42 30,68 + 13,74

' Concentra¢des de cedrelona correspondentes aos valores de CLsy e CLg, obtidos em teste de aplicacdo
superficial em dieta artificial

Tabela 19 — Consumo foliar (+ erro padrdo da média) por lagartas de quarto instar de Spodoptera frugiperda em
arenas sem chance de escolha (confinamento), com discos foliares de milho tratados com cedrelona
ou acetona (controle), apés 16 horas

Tratamento! Consumo foliar + EP (cm?) F p
Cedrelona 0,0365% (8,58 pg/cm?) 2,27 +0,40 %
Controle 2.43 +0.29 0.11 0,7473
Cedrelona 0,0659% (15,47
uglem?) 1.88 20,15 2746 <0,001%*

Controle 3,07 +£0,17

Concentracdes de cedrelona correspondentes aos valores de CLs, e CLgy obtidos em teste de aplicacdo
superficial em dieta artificial; * GLM; ** ANAVA (p <0,05)

Nao se tem conhecimento de relatos de atividade fagodeterrente de cedrelona sobre S.
frugiperda, mas esse efeito foi demonstrado em outras espécies de insetos. A deterréncia para
lagartas de 12 dias de idade de S. /itura alimentadas com discos de folhas de mamona tratadas
com cedrelona a 0,025; 0,05% e 0,1% foi de 30, 50 e 100%, respectivamente, e para adultos
de Epilachna sp. (Coleoptera: Coccinellidae), que receberam folhas de berinjela tratadas com
0,1% de cedrelona, também houve 100% de deterréncia, apds 72 horas (KOUL et al., 1983).

No presente estudo, mesmo na concentracao de 0,0659%, a deterréncia para S. frugiperda nao
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passou de 30,68%, indicando que essa espécie € menos suscetivel ao efeito fagodeterrente da
cedrelona em relagdo aquelas espécies.

A cedrelona também causou efeito fagodeterrente para lagartas neonatas de O.
nubilalis, 48 horas apos receberem discos de folhas de milho tratados com o limonoide a 50 e
500 pg por grama de peso fresco de folha (ARNASON et al., 1987). Outros lepiddpteros
suscetiveis ao efeito fagodeterrente da cedrelona foram P. saucia e M. configurata (KOUL;
ISMAN, 1992), para as quais a cedrelona aplicada em discos de folha de repolho causou,
respectivamente, deterréncia entre 25 e 51,7% e entre 38 e 75,9%, em concentragdes variando
de 11,4 a 28,6 pg/cm”. Comparando com os resultados obtidos no presente estudo, verifica-se
que os valores de deterréncia para P. saucia nas menores concentragdes foram préoximos aos
obtidos para S. frugiperda, mas para M. configurata a deterréncia foi maior em todas as
concentracoes.

Embora muitos autores considerem qualquer reducdo no consumo do alimento como
efeito fagodeterrente, Frazier (1986) e Isman et al. (1996) classificam como fagodeterréncia
os casos em que ha atuacdo do composto nos quimiorreceptores, € Mordue (Luntz) e
Blackwell (1993) classificam o efeito sobre os quimiorreceptores como fagodeterréncia
primdria, e a reducdo no consumo causada apds a ingestdo de fagodeterréncia secundéria.
Como a reducdo no consumo apds ingestdo de alimento pode ser consequéncia de efeito
toxico, a segunda classificacdo seria mais adequada. A diferenciacdo entre fagodeterréncia
primdria e secunddria, contudo, nem sempre € clara, mas com base no efeito observado para a
cedrelona no teste de contato, em que houve menor ganho de peso pelas lagartas apods
aplicagdo tdpica, na qual ndo houve envolvimento dos quimiorreceptores das pegas bucais na
decisdo de ingerir alimento, pode-se inferir que esse limonoide causa fagodeterréncia
secunddria para S. frugiperda, gerada pelo efeito toxico do composto, 0 que ndo elimina a
possibilidade de haver também fagodeterréncia primaria quando a via € a de ingestdo. Um
composto que apresente apenas fagodeterréncia primadria estd sujeito a rapida habituacdo por
parte do inseto (ISMAN, 2000), o que torna desejavel que haja também efeito téxico, seja via

ingestdo ou contato, como € o caso da cedrelona.

4.5.2 Estimativa da CLsy, CLgj e CEs) de cedrelona incorporada a dieta artificial

As concentragdes letais 50 e 90 (CLsp e CLyo) foram estimadas, respectivamente, em

119,05 e 491,14 ppm (ug/g de dieta) pelo método de Probit. A concentracdo efetiva de



66

inibicdo do crescimento de lagartas em 50% (CEsp), obtida pelo método de Gauss-Newton
com base no peso das lagartas apds sete dias, foi estimada em 45,13 ppm, cerca de trés vezes

menor que a CLsg (Tabelas 20 e 21).

Tabela 20 - Resposta de concentracdo-mortalidade de lagartas de Spodoptera frugiperda alimentadas desde o
primeiro instar com dieta artificial contendo diferentes concentragdes (ppm) do limonoide
cedrelona, apds sete dias de alimentacdo

Coeficiente CLsg CLy x s
1
Tratamento  N'oular £ EP(IC 95%) acoswy gy "
Cedrelona 240 2,082 +0,278 119,05 491,14 3,11 0,52

(93,40 -159,45) (321,59 - 969,99) (6)

'Ntimero de insetos avaliados; *Concentragdo letal 50 ou 90 e intervalo de confianca a 95%, estimadas por
Probit; *Valor de qui-quadrado calculado e nimero de graus de liberdade; * Heterogeneidade

Tabela 21 — Concentracdo efetiva para lagartas de Spodoptera frugiperda alimentadas desde o primeiro instar
com dieta artificial contendo diferentes concentragdes (ppm) do limonoide cedrelona, ap6s sete dias
de alimentagdo

CE5 e intervalo de

3 4
confianca (95%)? F p

Tratamento N1

45,13

Cedrelona 240 (40,99 —49,28)

1359,95 < 0,001

'Ntimero de insetos avaliados; Concentragdo efetiva 50 e intervalo de confianca a 95%, estimada pelo método
de Gauss-Newton; 3Teste F (p =0,05); “Valor de P

Klocke (1983) estimou a CEsy da cedrelona para S. frugiperda em 2 ppm, apés 14
dias, valor menor que o obtido no presente estudo (45,13 ppm). Como o efeito da cedrelona
aumenta ao longo do tempo de exposicdo, a concentracdo efetiva tende a diminuir, o que
justifica o menor valor obtido por esse autor, que avaliou o efeito do limonoide pelo dobro do
tempo que foi avaliado no presente estudo. O valor de CEsy obtido apds sete dias para S.
frugiperda foi préximo ao obtido para P. saucia apés nove dias (53,1 ppm) (KOUL; ISMAN,
1992), enquanto a CLsy foi semelhante a obtida para P. gossypiella (120 ppm) (KUBO e
KLOCKE, 1986).
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4.5.3 Parametros biolégicos de lagartas de S. frugiperda alimentadas com dieta contendo

cedrelona

No ensaio em que as lagartas foram alimentadas durante toda a fase larval com dieta
contendo cedrelona em vdrias concentragdes, o peso de lagartas aos sete dias foi menor a
partir de 24 ppm, com 34,41 mg em relac@o a 42,01 mg do controle. O peso foi reduzido com
o aumento da concentracdo, sendo que nas maiores concentracdes (96, 144 e 288 ppm), as
lagartas pesaram menos que 3 mg. Consequentemente, a duragcdo da fase larval foi prolongada
nessas concentracdes, de forma crescente, constatando-se nas duas maiores concentracdes, 0
dobro do tempo (34 a 35 dias) em comparagdo ao valor registrado no controle (17 dias). Em
relacdo a mortalidade, também houve aumento com a concentragdo, mas diferiram do controle
(3,33%) somente a 96, 144 e 288 ppm (50,0; 86,67 e 96,67%, respectivamente. Na maior
concentracdo, apenas uma lagarta atingiu a fase de pupa e, ainda assim, com tamanho
extremamente reduzido (21,10 mg) em relagdo ao controle (239,72 mg). Nas concentracoes
96 e 144 ppm, também houve reducdo de peso de pupas, cujos valores foram 200,57 e 85,00
mg, respectivamente. Dessa forma, os efeitos subletais da cedrelona puderam ser observados a
partir da concentracio de 24 ppm, mas ao longo do desenvolvimento somente as
concentragdes acima de 96 ppm apresentam eficiéncia de controle, em condi¢Oes de
laboratdrio. Além disso, a mortalidade foi crescente ao longo do tempo, principalmente nas
maiores concentragdes (Tabela 22, Figura 7).

Esses resultados sdo semelhantes aos obtidos para O. nubilalis (ARNASON et al.,
1987) e S. litura (KOUL, 1983), em que também houve inibi¢do do crescimento, com menor

peso de lagartas e alongamento da fase larval apds ingestdo de cedrelona.
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Tabela 22 - Peso de lagartas apds sete dias de alimentagdo, dura¢do da fase larval, mortalidade total de lagartas e
peso de pupas com 24 horas (+ erro padrdo da média), de lagartas de Spodoptera frugiperda
alimentadas desde o primeiro instar com dieta artificial contendo cedrelona em diferentes

concentragoes
Concentragdo Peso de lagartas Duracdo + EP  Mortalidade total Peso de pupas +
com 7 dias = EP (dias)! + EP (%)? -
de cedrelona (mg)! EP (mg)3
0 ppm 4201 £1,16 a 17,00 £ 0,18 a 3,33+3,33 a 239,72 £ 8,23 a
3 ppm 41,07+ 1,22 a 17,00 £0,31 a 6,67 £4,08 a 229,77+6,73 a
6 ppm 41,38+ 1,25a 17,92 £ 0,23 ab 6,67 £4,08 a 221,49 £5,32 ab
12 ppm 38,11+ 1,75ab 17,75 +£0,12 ab 10,00 £ 4,08 a 220,26 £ 9,49 ab
24 ppm 3441 +£246D 18,05 £ 0,37 bc 20,00 £3,33ab 219,29 + 5,24 ab
48 ppm 19,75+ 2,11 ¢ 19,03 +0,19c¢c 26,67 +£6,67ab 218,74 £4,94 ab
96 ppm 2,48 £0,15d 31,73+0,53d 50,00+7,45b 200,57 £7,69 b
144 ppm 1,17+£0,08d 34,00%* 86,67 £ 6,24 c 85,00*
288 ppm 0,61 £0,07 e 35,00%* 96,67 + 3,33 ¢ 21,10*
F 263,5 293,75 - 3,14
p < 0,001 < 0,001 <0,001 0,0175

Médias seguidas pela mesma letra na coluna nao diferem entre si (Tukey, p <0,05)
" GLM, teste F (p < 0,05); 2 GLM, teste de qui-quadrado (p < 0,05); 3 ANAVA, teste F (p <0,05)
* Dados nao incluidos na andlise (ntimero insuficiente de individuos sobreviventes)
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Figura 7 - Curva de sobrevivéncia (Kaplan-Meier, p < 0,05) de lagartas de Spodoptera frugiperda alimentadas
desde o primeiro instar com dieta artificial contendo diferentes concentragdes de cedrelona (x> = 190,
p < 0,001); curvas com letras iguais ndo diferem entre si, pelo teste de log-rank, com correcio de
Bonferroni; riscos transversais em cada curva indicam o momento em que houve pupacio
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Segundo Kubo e Klocke (1986), a cedrelona causou inibi¢do da ecdise em lagartas de
P. gossypiela. No presente estudo, entretanto, ndo foi observada inibi¢do da ecdise de S.
frugiperda e nem mesmo deformagdes apds ingestdo de cedrelona, o que também ndo ocorreu
para O. nubilalis (ARNASON et al., 1987). As lagartas de P. saucia e M. configurata também
ndo apresentaram deformacgdes, conseguindo chegar a fase de pupa normalmente apés injecao
de cedrelona no udltimo instar (KOUL; ISMAN, 1992). A mortalidade observada para essas
duas espécies, segundo os autores, foi devida a falha das lagartas em atingir o peso minimo
necessario para pupagao, e nao em razao de efeito hormonal. Assim, o efeito de inibicao de
crescimento observado também para S. frugiperda nao € devido ao efeito regulador de
crescimento, por acdo hormonal, mas em consequéncia do menor consumo de alimento
contendo cedrelona e/ou ao efeito toxico pds-ingestao.

Embora apresente efeito sobre as lagartas em baixas concentracdes, a cedrelona nio
foi tdo eficiente quanto o limonoide azadiractina, cuja CLos para S. frugiperda ap6s 10 dias foi

de apenas 1 ppm, e a CEs foi de 0,4 ppm (KLOCKE, 1983).

4.5.4 Determinacao de indices nutricionais de lagartas de S. frugiperda alimentadas com

dieta contendo cedrelona

No ensaio para determinar os indices nutricionais em lagartas de S. frugiperda apos
ingestdo de dieta contendo cedrelona a 300 ug/g (300 ppm), verificou-se interacdo entre o
tratamento e a covaridvel para eficiéncia de conversao do alimento ingerido ( ECI) e digerido
(ECD), custo metabdlico (MC) e taxa de crescimento relativo (RGR) (Tabela 23, que por isso
foram analisados por andlise de covariancia, que indicou diferenca entre o controle e a
cedrelona, com menores valores de ECI, ECD e RGR na dieta com cedrelona, ocorrendo o
inverso para MC. Em relacdo a digestibilidade aproximada (AD), taxa de consumo relativo
(RCR) e taxa metabdlica relativa (RMR), ndo houve interagdo entre tratamento e covariavel,
sendo, portanto, feita andlise de variancia, que mostrou maiores valores de AD e RMR na
dieta com cedrelona, ndo havendo diferenca entre esta e o controle em relagdo a RCR (Tabela

24).
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Tabela 23 - Indices nutricionais de lagartas de quarto instar de Spodoptera frugiperda alimentadas com dieta
artificial contendo cedrelona a 300 ppm, apds quatro dias

Tratamento ECI (%) ECD (%) MC (%) RGR (g/g/dia)

Cedrelona 12,5191 +£1,6896 21,6247 +£4,0021 78,3753 £4,0021 0,2187 + 00,0290
Controle 24,2205 +0,3357 53,7721 £ 1,8014 46,2279 + 1,8014  0,4225 + 0,0024

Trat F=1581 p<0,001  F=1314p<0,001  F=1314p<0,001 F=5848 p<0,001
Cov F=9,61 p=0,005  F=4,56p=0,043  F=4,56p=0,043  F=174 p<0,001
Cov*Trat  F=7,83p=0,010 F=5,88 p=0,023  F=5,.88 p=0,023 F=6,66 p=0,016

Andlise de covariancia (Trat = tratamento, Cov = covaridvel, Cov*Trat = interacdo entre covaridvel e
tratamento), Teste F (p < 0,05); ECI = eficiéncia de conversdao do alimento ingerido; ECD = eficiéncia de
conversdo do alimento digerido; MC = custo metabdlico (por ser o inverso de ECD, foi utilizada a mesma
andlise); RGR = taxa de crescimento relativo (gramas de biomassa adquirida por grama de peso corpdreo por
dia)

Tabela 24 - Indices nutricionais de lagartas de quarto instar de Spodoptera frugiperda alimentadas com dieta
artificial contendo cedrelona a 300 ppm, apds quatro dias

Tratamento AD (%) RCR (g/g/dia) RMR (g/g/dia)
Cedrelona 65,8086 + 3,8152 1,9821 £0,2840 1,1962 £0,2700
Controle 45,6690 £ 1,5605 1,7482 £ 0,0234 0,3747 £0,0270
F 23,87 0,67 9,16
P <0,001 0,4191 0,0055

Andlise de variancia, Teste F (p < 0,05); AD = digestibilidade aproximada; RCR = taxa de consumo relativo
(gramas de alimento consumido por grama de peso corpéreo por dia); RMR = taxa metabdlica relativa (gramas
de alimento gasto em metabolismo por grama de peso corporeo por dia)

Apesar de o consumo relativo ao peso da lagarta (RCR) néo ter sido alterado na dieta
com cedrelona, ela ndo cresceu (RGR) na mesma propor¢ao que as lagartas controle. Como
nao houve diferenca de consumo relativo, € possivel afirmar que ndo houve efeito
fagodeterrente primario e sim secunddrio, pois nao houve inibi¢ao da alimentacdo (Tabelas 23
e 24).

A RMR das lagartas que ingeriram cedrelona aumentou em mais de trés vezes em
relacdo ao controle, havendo também aumento no MC. As eficiéncias de conversio do
alimento ingerido (ECI) e digerido (ECD) reduziram a cerca de metade apds ingestdo do
limonoide, embora ndo tenha havido diferenca de consumo relativo, o que caracteriza efeito
toxico. Essa redugdo provavelmente ocorre pelo desvio de energia que seria utilizada para
conversao em biomassa, para utilizacdo em detoxifica¢do, o que se confirma pelo aumento do
custo metabdlico (Tabelas 23 e 24).

A digestibilidade aproximada aumentou em relagdo ao controle, o que pode ser efeito
da reten¢do do alimento no intestino da lagarta por mais tempo, para permitir a degradacdo do
composto presente na dieta (MORDUE (LUNTZ); BLACKWELL, 1993; RODRIGUEZ;
VENDRAMIM, 1998). Assim, o tempo de contato do alimento contendo cedrelona com as

enzimas digestivas foi maior, levando a maior digestibilidade em comparacdo com o controle.
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Esses resultados indicam alteragdes no metabolismo das lagartas, ja que as lagartas
continuam se alimentando da dieta contendo cedrelona, mas ndo ganham peso da mesma
forma como as lagartas controle, devido a redugdo na eficiéncia de conversdo do alimento em
biomassa.

A menor quantidade total de alimento consumido pelas lagartas que ingeriram
cedrelona (Figura 8) se deve ao efeito toxico causado pela ingestdo do composto, que reduziu
a conversao do alimento em biomassa e, consequentemente, reduziu o crescimento das
lagartas. Estando menores que as lagartas controle, elas ingeriram menor quantidade de dieta,

embora ndo tenha alterado o consumo relativo ao seu peso.
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B Controle O Cedrelona

Figura 8 - Média (+ EP) de dieta consumida (F = 180,25, p < 0,0001), fezes (F = 465,43, p < 0,0001), alimento
assimilado (F = 29,93, p < 0,0001), ganho de peso (F = 150,25, p < 0,0001) e alimento metabolizado
(F=1,17, p =0,2886) de lagartas de quarto instar de Spodoptera frugiperda alimentadas com dieta
artificial contendo cedrelona a 300 ppm (300 pg/g dieta); GLM, Teste F (p<0,05), Dieta consumida =
fezes + alimento assimilado; alimento assimilado = ganho de peso + alimento metabolizado

Como consequéncia da menor ingestdo de alimento, as lagartas que receberam dieta
com cedrelona produziram menor quantidade de fezes (em torno de cinco vezes menos), €
assimilaram menor quantidade de alimento do que as lagartas controle (Figura 8). Observando
a quantidade de alimento excretado e de alimento assimilado, verifica-se que o alimento com
cedrelona foi mais convertido em alimento assimilado do que em fezes, ao contrario da dieta

controle, em que a excre¢do foi maior que a assimilacdo. Enquanto no controle o alimento
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assimilado foi distribuido quase que igualmente entre ganho de peso e metabolismo, no
tratamento com cedrelona apenas uma pequena quantidade foi usada para conversdao em
biomassa (ganho de peso), e a maior parte foi utilizada no metabolismo, como j4 indicavam os
indices RMR e MC. Esse metabolismo elevado pode estar relacionado a tentativa de
detoxificacdo do composto pelo inseto. A energia gerada pela ingestdo de alimento poderia
estar sendo desviada para maior producao de enzimas de detoxificagdo.

Reducdo em ECI, ECD e RGR também foi verificada para P. saucia e M. configurata,
porém sem alteracdo em AD e com reducdo em RCR, com cedrelona entre 20 e 35 ppm na
dieta (KOUL; ISMAN, 1992). Para O. nubilalis, em concentracdes de 3 a 30 ppm também
houve reducdo em ECI e ECD, mas com aumento em RCR e AD (ARNASON et al., 1987). A
reducdo na eficiéncia de conversdo do alimento se assemelha ao resultado obtido para S.
frugiperda no presente estudo, porém ha variacdes em relagdo a RCR, que nao foi alterada, e
a AD, que aumentou. Esses resultados sugerem que hdmaior probabilidade de interferéncia do
tratamento no metabolismo do insetodo que na digestdo. Para P. saucia e M. configurata
(KOUL; ISMAN, 1992) a cedrelona pode ter causado efeito fagodeterrente primdrio, pois
houve reduc¢do na taxa de consumo relativo de alimento mesmo em concentragdo cerca de 10
vezes menor, mas para O. nublilais e S. frugiperda os efeitos observados provavelmente sdao
decorrentes de efeito fagodeterrente secunddrio, sem atuacdo do composto nos
quimiorreceptores, mas agindo como composto téxico. Portanto, a acdo fagodeterrente da
cedrelona pode variar bastante entre espécies de insetos.

A auséncia ou baixo efeito fagodeterrente primdrio de cedrelona para S. frugiperda é
confirmada pelo teste de contato (item 4.5.2), em que houve menor ganho de peso das lagartas
apds simples contato com o composto, indicando que o efeito téxico ndo € mediado apenas
por ingestdo. Além disso, Koul e Isman (1992) compararam os indices nutricionais de lagartas
de P. saucia e M. configurata ap0s ingestao (20 a 35 ppm) e aplicacdo topica de cedrelona
(0,5 a 4,0 ug/ inseto), e nas duas formas de aplicacao foi observada reducdo de ECI e ECD, e
também de RCR, indicando efeito téxico ndo s6 por ingestdo, mas também por contato.

Em conjunto, esses resultados permitem concluir que a cedrelona atua como
fagodeterrente primdria e/ou principalmente secundaria, mas sua acdo como composto toxico
se destaca, por ingestdo ou contato, causando alteracdes metabdlicas que levam a inibicao de

crescimento de forma indireta.



73

4.5.5 Ensaios enzimaticos

4.5.5.1 Proteases

No teste realizado com o intestino de lagartas que ingeriram dieta artificial com
acetona (controle) ou dieta contendo cedrelona, houve redugao na atividade proteolitica para
lagartas que ingeriram o composto. Apds cinco horas de alimentacdo, a atividade de proteases
no controle foi de 2,26 Ul/intestino equivalente, enquanto no tratamento com cedrelona foi de
apenas 0,42 Ulintestino equivalente, havendo diferenca também em relacdo ao contetddo
protéico das lagartas (711,11 e 470,21 mg/intestino equivalente, respectivamente) (Tabela
25). A redugdo no metabolismo proteico pode ser responsavel pelo atraso no crescimento do

inseto, observado no ensaio de avaliagdo de parametros bioldgicos (item 4.5.3).

Tabela 25 - Atividade de proteases e contetido protéico de extrato enzimadtico de intestino de lagartas em inicio
de quarto instar de Spodoptera frugiperda alimentadas durante cinco horas com dieta contendo
acetona (controle) ou cedrelona a 300 ppm

Tratamento ' Atividadp Conteﬁdo prqtéico
(U/intestino equivalente)! (ug/intestino equivalente)!
Cedrelona 0,42 +0,09 470,21 + 56,72
Controle 2,26 £0,02 711,11 £ 36,78
F 406,69 12,71
p <0,001 0,0235

L ANAVA, Teste F (p < 0,05) (1 U = 1 unidade de atividade enzimadtica, calculada pela variagdao de 0,01 de
absorbancia por minuto)

Outros limonoides causaram também redugdo na atividade de enzimas digestivas em
insetos. A azadiractina reduziu a atividade de tripsina apds tratamento por injecdo em lagartas
de Manduca sexta (L.) (Lepidoptera: Sphingidae), porém sem inibicio (TIMMINS;
REYNOLDS, 1992), e reduziu a atividade de enzimas digestivas de S. litura e
Cnaphalocrocis medinalis (Guenée) (Lepidoptera: Pyralidae), apds ingestdo (SENTHIL
NATHAN; KALAIVANI; CHUNG, 2005; SENTHIL NATHAN et al., 2005). O limonoide
fraxinelona também causou reducdo da atividade de proteases em lagartas de Ostrinia
furnacalis Guenée (Lepidoptera: Pyralidae) e de H. virescens apds 24 horas de alimentacao
em dieta com o composto, porém ndo inibiu a atividade (LIU; HO; GOH, 2008, 2009). Nesses

casos, segundo os autores, a reducdo da atividade das enzimas ndo € devida ao efeito
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inibitério direto do composto, sendo possivel que a fraxinelona iniba a secre¢do das enzimas
no meséntero desses insetos, por inibi¢do da sintese nas células secretoras da parede do
meséntero, ou por alteracdo de algum mecanismo de controle da secre¢do de enzimas
(TIMMINS; REYNOLDS, 1992; LIU; HO; GOH, 2008, 2009).

A reducdo na atividade pode ser consequéncia da menor ingestdo de alimento
contendo cedrelona, ocasionada pelo efeito téxico pds-ingestdo (fagodeterréncia secunddria).
Como a sintese e a secre¢cdo de enzimas digestivas sdo mecanismos prandiais, a menor
atividade de proteases pode ser consequéncia de menor quantidade de alimento ingerido,
como verificado em Sitophilus granarius (L.) (Coleoptera: Curculionidae) (BAKER; WOO;
BYRD, 1984) e Locusta migratoria L. (Orthoptera: Acrididae) (HILL; ORCHARD, 2005).
Além disso, o conteudo proteico do extrato enzimdtico do intestino de lagartas que ingeriram
cedrelona foi menor que das lagartas controle, que também pode ser devido a uma reducao no
consumo de alimento. O composto pode também ter efeito toxico sobre as células epiteliais do
meséntero que sintetizam essas enzimas. A azadiractina, por exemplo, causou necrose e
ruptura em células e organelas de Schistocerca gregaria Forsskal (Orthoptera: Acrididae) e L.
migratoria (NASIRUDDIN; MORDUE (LUNTZ), 1993). No presente estudo a citotoxicidade
da cedrelona ndo foi avaliada, portanto essa hipétese nao pode ser excluida.

O limonoide pode também atuar como um inibidor da atividade de proteases,
entretanto, testes in vitro sao necessdrios para que essa hipdtese seja avaliada. Em S.
frugiperda, como nos lepidopteros em geral, a atividade proteolitica se deve principalmente a
serinoproteases (tripsina, quimotripsina e elastase) e exopeptidases (aminopeptidase e a e f-
carboxipeptidases) (TERRA; FERREIRA, 1994). Se o efeito inibitdrio da cedrelona sobre a
atividade de proteases for confirmada, os estudos subsequentes deverdo ser direcionados a

identificacdo do grupo de enzimas proteoliticas que estd sendo alvo da acdo do limonoide.

4.5.5.2 Enzimas de detoxificacdo

Com relagdo a atividade das enzimas de detoxificagdo glutationa-S-transferases
(GST), observou-se que a atividade no extrato enzimdtico do intestino de lagartas que
ingeriram cedrelona ndo foi alterada (2,51 U/intestino equivalente) em relagdo ao controle
(2,43 Ulintestino equivalente). Também nao houve diferenca de conteido proteico das
lagartas tratadas (722,98 pg/intestino equivalente) e controle (625,24 pg/intestino
equivalente) (Tabela 27).
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Tabela 27 - Atividade de glutationa-S-transferases in vivo e contetido protéico de extrato enzimatico de intestino
de lagartas em inicio de quarto instar de Spodoptera frugiperda alimentadas durante cinco horas
com dieta contendo acetona (controle) ou cedrelona a 300 ppm

Tratamento . Atividadp Conte_ﬁdo prqtéico
(U/intestino equivalente)! (ug/intestino equivalente)!
Cedrelona 2,51 +£0,41 625,24 + 60,63
Controle 2,43 +£0,18 722,98 £ 96,05
F 0,037 0,741
p 0,8572 0,438

L ANAVA, Teste F (p < 0,05); (1 U =1 unidade de atividade enzimadtica, calculada pela variagdo de 0,01 de
absorbancia por minuto)

As GST tém importante papel no metabolismo de inseticidas, levando a resisténcia de
insetos a inseticidas (CHE-MENDOZA; PENILLA; RODRfGUEZ, 2009), sendo também
relacionadas com resisténcia a aleloquimicos em insetos (YU, 1996). H4 relatos de que as
GST estejam envolvidas na detoxificacdo dos limonoides téxicos 1,7-di-O-acetilhavanensina
e 3,7-di-O-acetilhavanensina em  Leptinotarsa  decemlineata (Say) (Coleoptera:
Chrysomelidae) (ORTEGO et al., 1999) e em Spodoptera exigua (Hubner) (Lepidoptera:
Noctuidae) (CABALLERO et al., 2008), embora outro limonoide téxico, a fraxinelona, nao
tenha alterado a atividade de GST em H. virescens (LIU et al., 2009), assim como a cedrelona
também nao alterou a atividade dessa enzima em S. frugiperda no presente estudo.

No teste de quantificacdo de monooxigenases do citocromo P450, pelo método
indireto de quantificagdo de grupos heme (convertidos em citocromo C), observou-se que a
ingestdo de cedrelona causou reducio na quantidade de grupos heme por intestino equivalente
(0,61 pg) em relagdo ao controle (0,76 ug), ou seja, reduziu a quantidade de enzimas P450,
porém sem redugdo significativa no conteudo protéico (Tabela 29). A menor quantidade de
grupos heme permite inferir que a quantidade de monoxigenases do citocromo P450 é menor
nas lagartas que ingeriram o limonoide, o que pode ser resultado de redugdo na sintese dessa

enzima por a¢do da cedrelona.

Tabela 29 — Quantidade de citocromo-C e contetdo protéico de extrato enzimdtico de intestino de lagartas de
quarto instar de Spodoptera frugiperda alimentadas durante cinco horas com dieta contendo
acetona (controle) ou cedrelona a 300 ppm

Quantidade de citocromo C Conteudo protéico
Tratamento . . . . . .
(ug/intestino equivalente)! (ug/intestino equivalente)!
Cedrelona 0,6110 #+0,0043 575,20 + 55,84
Controle 0,7607 + 0,0201 646,70 + 22,15
F 53,18 1,416
p 0,0019 0,2998

LANAVA, Teste F (p <0,05)
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Embora muitos compostos vegetais causem aumento da atividade de P450 (SNYDER;
WALDING; FEYEREISEN, 1993; SNYDER; GLENDINNING, 1996; HARRISON et al.,
2001; PETERSEN et al., 2001), hd compostos que podem causar reducdo, como os
terpenoides estigmasterol, sitosterol e B-caroteno (YU, 1983), grupo quimico este ao qual a
cedrelona pertence. Segundo Brattsten, Wilkinson e Eisner (1977), os niveis dessa enzima
em insetos tendem a aumentar poucas horas apds o inicio da ingestdo de um xenobidtico,
portanto, o periodo de alimentacdo das lagartas nesse ensaio (cinco horas) j4 seria o suficiente
para indicar alteracdo. Como a quantidade de enzimas P450 foi menor apds ingestdo de
cedrelona, pode-se inferir que elas ndo estdo envolvidas no processo de detoxificagdo da
cedrelona ou, ainda, se a producdo dessa enzima estiver sendo reduzida pela cedrelona, a
menor quantidade pode ser a causa de ndo haver detoxificacao eficiente.

Como o método utilizado € de quantificacdo de grupos heme gerais, a menor
quantidade verificada pode ndo estar relacionada apenas a enzimas P450, mas também a
outras hemeproteinas, como peroxidases. Assim, a ingestdo de cedrelona causou reducio na
quantidade de enzimas contendo grupos heme, entre as quais estdo as P450. Apesar de nao
permitir que se faca essa distin¢@o, esse método € considerado bastante til para deteccdo de
alteracdes nos niveis de hemeproteinas, podendo indicar indiretamente a reducdo na
quantidade de enzimas P450 (BROGDON; McALLISTER; VULULE, 1997).

Uma das hipéteses para justificar o elevado custo metabdlico observado em lagartas
de quarto instar apds ingestdo de cedrelona (item 4.5.4) era a de aumento na producdo de
enzimas detoxificadoras, como uma tentativa do inseto de eliminar o composto toxico. Porém,
a partir dos resultados obtidos, o custo metabdlico ndo pode ser atribuido a um gasto
energético para sintese de GST ou de P450, na tentativa de detoxificar o composto, ja que nao

houve aumento na atividade/quantidade dessas enzimas.

4.5.5.3 Acetilcolinesterase

Ap6s a ingestdo de cedrelona, a atividade da acetilcolinesterase aumentou em cerca de
duas vezes (0,53 U/lagarta equivalente) em relacdo ao controle (0,25 U/lagarta equivalente), e
nao houve diferenca no contetido protéico das lagartas (513,48 e 559,65 ng/lagarta

equivalente, respectivamente) (Tabela 28). Em geral, alguns aleloquimicos sdo relatados


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Brattsten%20LB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17831753
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Wilkinson%20CF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17831753
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Eisner%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17831753
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como inibidores de acetilcolinesterase, como a fisostigmina (HOUGHTON; REN; HOWES,
2006), alcaldide precursor dos inseticidas carbamatos (AGUIAR-MENEZES, 2005). Os
monoterpenoides fenchona, S-carvona e linalol causaram elevada inibicdo de
acetilcolinesterase em pragas de produtos armazenados (LOPES; PASCUAL-VILLALOBOS,
2010). O limonoide azadiractina também causou inibi¢do da atividade de acetilcolinesterase
em Nilaparvata lugens (Stal) (Homoptera: Delphacidae) (SENTHIL NATHAN; HISHAM;
JAYAKUMAR, 2008).

Tabela 28 - Atividade de acetilcolinesterase in vivo e conteido protéico de extrato enzimatico de lagartas inteiras
de quarto instar de Spodoptera frugiperda alimentadas com dieta contendo acetona (controle) ou

cedrelona a 300 ppm
Tratamento Atividade Conteudo protéico
(U/lagarta equivalente)! (ug/lagarta equivalente)!
Cedrelona 0,53 £ 0,05 513,48 + 19,38
Controle 0,25 + 0,02 559,65 + 31,14
F 24,66 1,58
p 0,0077 0,2771

L ANAVA, Teste F (p < 0,05) (1 U =1 unidade de atividade enzimdtica, calculada pela variacdo de 0,01 de
absorbancia por minuto); 2 Ndo analizado, por se tratar das mesmas amostras

O aumento na atividade de acetilcolinesterase pode ser decorrente de efeito direto da
cedrelona, mas € provdavel também que, em razdo da atividade metabdlica acelerada,
conforme observado pelos indices nutricionais (item 4.5.4), os processos de sinalizacao
quimica estejam aumentados. A acetilcolinesterase é a enzima que regula a transmissdo do
impulso nervoso nas sinapses colinérgicas (SIEGFRIED; SCOTT, 1990), pela degradacao da
molécula sinalizadora, a acetilcolina. O aumento no metabolismo das lagartas alimentadas
com dieta contendo cedrelona pode estar relacionado a um aumento na transmissao sindptica,
com aumento na liberacdo de acetilcolina e, consequentemente, com maior atividade da
enzima para degradar o neurotransmissor. Outra hipétese, contrdria a essa, é de que a
cedrelona, direta ou indiretamente, cause aumento na atividade da enzima, com consequente
aumento na degradacdo de acetilcolina, levando a redugdo da transmissao sindptica e assim
prejudicando importantes processos de sinalizacdo que levariam a sintese de enzimas
proteases ou P450, ou até mesmo causando redu¢do nos movimentos peristalticos, por falta de
estimulo.

No contexto do Manejo Integrado de Pragas, a utilizacdo da cedrelona em conjunto

com outros métodos de controle, como inseticidas quimicos, deveria ser feita com cautela,



78

principalmente pela questdo do manejo da resisténcia. Esse limonoide, por elevar a atividade
de acetilcolinesterase, poderia comprometer a acdo de inseticidas neurot6xicos, como 0s
carbamatos, para os quais o aumento na atividade dessa enzima é o principal mecanismo de

resisténcia em insetos-praga (HEMINGWAY et al., 1986).

4.5.6 Consideracoes sobre a bioatividade da cedrelona

A determinac¢do do modo de acdo especifico de um composto vegetal em insetos € um
processo bastante complexo, uma vez que pode haver multiplos modos de acdo e sitios alvo
(HOUSEMAN et al.,, 1992). Apesar disso, através de bioensaios para separar efeitos
comportamentais de efeitos fisiologicos, é possivel ter maior compreensdo da bioatividade de
um aleloquimico e direcionar o estudo.

A cedrelona apresentou efeito por contato e principalmente por ingestdo, em que foi
possivel verificar efeito téxico pos-ingestao, caracterizando efeito fagodeterrente secunddrio,
ou seja, sem mediacdo de quimiorreceptores. A toxicidade foi caracterizada por reducao no
crescimento, prolongamento do periodo larval, mortalidade de forma dose-dependente e
alteragdes na fisiologia nutricional. Ao longo do tempo o consumo de alimento contendo
cedrelona € reduzido, mas o inseto nio para de ingerir alimento, utilizando-o principalmente
nos processos metabolicos ao invés de para o crescimento, com reducdo na conversdao do
alimento em biomassa, o que explica o menor ganho de peso. A cedrelona ndo apresenta
efeito regulador de crescimento, pois ndo foram observadas deformacdes nem alteracdes
durante o processo de ecdise das lagartas, em nenhum dos testes realizados.

O aumento no metabolismo do inseto apds a ingestdo ndo estd relacionado a uma
maior sintese de enzimas detoxificadoras, como tentativa de eliminar o composto, uma vez
que ndo houve aumento da atividade de/qu GST e da quantidade de P450. Porém, ha aumento
na atividade de acetilcolinesterase, o que pode estar relacionado ao aumento no metabolismo,
com os processos de sinalizacdo quimica acelerados. Porém, o aumento na atividade dessa
enzima pode estar causando maior degradacdo do neurotransmissor acetilcolina,
comprometendo a transmissdo sindptica e retardando processos metabdlicos do inseto. A
atividade proteolitica, contudo, foi reduzida apds a ingestdo de cedrelona. As proteases
podem, portanto, ser o alvo de acdo do limonoide, de forma direta ou indireta, mas sdao

necessdrios mais testes para que essa hipétese seja confirmada e os estudos direcionados nesse
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sentido. Essa reducdo pode também ser resultante da menor ingestdo de alimento, ocasionada
pelo efeito téxico do composto.

A histologia no meséntero das lagartas apds ingestdo da cedrelona também € uma
hipétese a ser verificada, pois a cedrelona pode atuar diretamente sobre células epiteliais,
como ocorre com a azadiractna em S. gregaria e L. migratoria (NASIRUDDIN; MORDUE
(LUNTZ), 1993). Outra possibilidade a ser incluida em estudos subsequentes € a de alteracao
do metabolismo respiratério do inseto. H4 relatos de limonoides, como nomilina, induzindo
termogénese em ratos, sendo indicado como potente agente regulador de obesidade e de
glicemia (ONO et al., 2011; DEA et al., 2013). Embora nio haja esse tipo de estudo em
insetos, o elevado gasto do inseto em metabolismo apds a ingestdo do limonoide cedrelona é

um efeito marcante, cujas causas devem ser investigadas.
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CONCLUSOES

e A fracdo em diclorometano de ramos de 7. pallens apresenta a maior bioatividade
sobre lagartas de Spodoptera frugiperda, seguindo-se as fracdes em diclorometano de
ramos e de folhas de T. pallida e de folhas e de frutos de 7. ciliata.

e As cinco fragdes com maior bioatividade causam altera¢do no consumo e utilizacdo do
alimento por lagartas de quarto instar de S. frugiperda.

e A fracdo de ramos de T. pallida causa o maior efeito toxico, gerando fagodeterréncia
secunddria.

e A fracdo em diclorometano de folhas de 7. ciliatando causa efeito toxico sobre as
lagartas, mas apresenta fagodeterréncia priméria.

e Da fracdo em diclorometano de frutos de 7. ciliata se obtém um triglicerideo
majoritario; da fracdo em acetato de etila de ramos de T. ciliata se obtém o flavonoide
(+/-)-catequina; da fragdo em hexano de folhas de 7. pallida se ontem o triterpeno
damaradienol, e da fracdo diclorometano de ramos de 7. pallens se obtém a cumarina
escopoletina.

e O triglicerideo e a escopoletina causam pequena mortalidade e redugdo de peso das
lagartas por ingestdo, enquanto a catequina causa apenas redu¢do de peso. Por contato,
a escopoletina também afeta a sobrevivéncia das lagartas.

e O limonoide cedrelona, obtido de extrato em hexanod e caule de T. ciliata, apresenta o
maior efeito sobre lagartas de S. frugiperda, tanto por ingestao quanto por contato.

e Lagartas alimentadas durante toda a fase com dieta contendo cedrelona incorporada
apresentam menor peso, maior duracdo do periodo larval e mortalidade de modo dose-
dependente, com consequente formagdo de pupas menores.

e Os efeitos subletais da cedrelona sdao observados nas lagartas a partir de 24 ppm, com
mortalidade de 96,67% a 288 ppm.

e A cedrelona interfere no consumo e utilizagdao do alimento por lagartas de quarto instar
de S. frugiperda, causando reducdo na eficiéncia de conversao do alimento ingerido e
digerido e na taxa de crescimento relativo, com aumento no custo metabdlico, na taxa
metabolica relativa e na digestibilidade aproximada, sem que ocorra alteracao na taxa
de consumo relativo. com a maior parte do alimento assimilado sendo utilizada para

metabolismo.
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A cedrelona ¢ um composto fagodeterrente secunddrio, com a reducdo no consumo
gerada pelos efeitos toxicos pds-ingestao.

Ha reducdo na atividade de proteases no intestino de lagartas de S. frugiperda que
ingerem dieta contendo cedrelona.

Nao h4 alteracdo na atividade de glutationa-S-transferases no intestino dessas lagartas,
porém ha reducdo na quantidade de grupos heme, relacionados as monoxigenases do
citocromo P450 no intestino,

Ha aumento da atividade de acetilcolinesterase no extrato enzimatico do corpo inteiro
de lagartas de S. frugiperda.

O elevado custo metabdlico ndo estd associado a maior sintese de enzimas de

detoxificagdo.
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