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RESUMO GERAL

O objetivo deste trabalho foi avaliar a bioatividade de fragdes soluveis
em diclorometano, provenientes de extratos metandlicos de plantas da familia
Annonaceae para Spodoptera frugiperda e populagdes cubanas de Tetranychus
tumidus e Tetranycus urticae e, realizar uma prospec¢do quimica da fragdo mais
ativa. A frago das cascas do caule de Duguetia lanceolata foi a mais ativa para
S. frugiperda, causando altas taxas de mortalidade. Assim, foi conduzida a
analise exploratoria do perfil metabolito dessa planta, empregando-se
ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN de 'H). Em seguida,
procedeu-se a analise multivariada por meio de regressdo por minimos
quadrados parciais (PLS), sendo as variaveis de entrada: os deslocamentos
quimicos e intensidade dos sinais obtidos por RMN de 'H e atividade biolégica
para S. frugiperda. Foram distinguidos os deslocamentos quimicos
possivelmente responsaveis pela atividade bioldgica e, empregando-se
experimentos uni ¢ bidimensionais de RMN, pode-se inferir que possivelmente a
substancia responsavel pela atividade bioldgica foi o 2,4,5-trimetoxiestireno.
Ademais, procedeu-se o fracionamento da fracdo solivel em diclorometano das
cascas do caule de D. lanceolata, por meio de cromatografia em coluna de silica
gel do tipo flash, cromatografia em camada delgada e cromatografia liquida de
alta eficiéncia (CLAE), o que possibilitou o isolamento de uma mistura contendo
a trans-asarona + 2,4,5-trimetoxiestireno € mais sete substincias. Dentre as
substancias isoladas, duas delas e mais a mistura de frams-asarona + 2.4,5-
trimetoxiestireno, tiveram a bioatividade avaliada para S. frugiperda. Foi
constatado que a mistura da trams-asarona + 2.,4,5-trimetoxiestireno foi a
responsavel pela atividade bioldgica para lagartas de S. frugiperda. O ensaio
bioldgico com as substincias trams-asarona e 2,4,5-trimetoxiestireno isoladas,
revelaram que ambas s3o ativas para lagartas de S. frugiperda; entretanto, o
2,4,5-trimetoxiestireno é a substdncia mais ativa, o que corrobora com o0s
resultados encontrados na andlise metabolomica. Também foi constatado que
possivelmente o efeito inseticida dessas substincias para S. frugiperda ocorreu
por meio de dissuasdo alimentar. Em se tratando dos ensaios com T. tumidus e T.
urticae a fracéo solivel em diclorometano das cascas do caule de D. lanceolata
também foi a mais ativa; entretanto, a atividade foi mais pronunciada para o
acaro 7. urticae. Andlises por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de
massas (CG-EM) confirmaram que os constituintes majoritarios da fragdo das
cascas do caule de D. lanceolata sdo a trans-asarona + 2,4,5-trimetoxiestireno.

Palavras-chave: Inseticida botanico. Anonaceas. Produtos naturais. Lagarta
militar. Controle.



GENERAL ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the bioactivity fractions
soluble in dichloromethane, derived from methanolic extracts from plants of the
Annonaceae family to Spodoptera frugiperda and Cuban populations of
Tetranychus urticae and Tetranycus tumidus, and perform a chemical
prospection of the most active fraction. The stem bark fraction of Duguetia
lanceolata was the most active for S. frugiperda, causing high mortality rates.
Thus, an exploratory analysis of this plant’s metabolite profile was conducted
using hydrogen nuclear magnetic resonance (‘H NMR). Subsequently, a
multivariate analysis using partial least squares (PLS) regression, was performed
with the input variables: chemical displacements, intensity of the signals
obtained by "H NMR and biological activity for S. frugiperda. The chemical
displacements possibly responsible for the biological activity was distinguished
and, employing uni and bidimensional RMN experiments, we inferred that the
possible substance responsible for the biological activity was the 2,4,5-
trimethoxystyrene. Furthermore, the fractioning the soluble fraction of the D.
lanceolata stem bark into dichloromethane was conducted by means of silica gel
column chromatography of the flash type, layer chromatography and high
performance liquid chromatography (HPLC), which allowed the isolation of a
mixture containing trans-asarone + 2,4,5-trimethoxystyrene and seven other
substances. Among the isolated substances, two of them plus the mixture of
trans-asarone + 2.,4,5-trimethoxystyrene, had bioactivity evaluated for .
frugiperda. It was noted that the trans-asarone + 2,4,5-trimethoxystyrene
mixture was responsible for the biological activity against S. frugiperda larvae.
The biological assay with the isolated substances, trans-asarone and 2.4,5-
trimethoxystyrene, revealed that both are active for S. frugiperda larvae,
however the 2,4,5-trimethoxystyrene is the most active substance, which
corroborates the results found in the metabolomics analysis. It was also noted
that the insecticidal effect of these substances for S. frugiperda is possibly given
via feeding deterrence. Regarding the 7. tumidus and T. urticae trials, the
fraction soluble in dichloromethane of the D. lanceolata stem bark was also the
more active, however, the activity was more pronounced for the T. urticae mite.
Analyses by gas chromatography-mass spectrometry (GC-MS) confirmed that
the major constituents of the D. lanceolata stem bark fraction are trans-asarone
+ 2,4,5-trimethoxystyrene.

Keywords: Botanical insecticide. Annonaceae. Natural products. Fall
armyworm. Control.
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PRIMEIRA PARTE
1 INTRODUCAO

Dentre os inimeros artrépodes que causam danos as plantas cultivadas,
destacam-se a lagarta-do-cartucho Spodoptera frugiperda (J.E. Smith, 1797)
(Lepidoptera: Noctuidae) e os acaros fitéfagos da familia Tetranychidae,
Tetranychus tumidus Banks, 1900 (Acari: Tetranychidae) e Tetranychus urticae
Koch, 1836 (Acari: Tetranychidae). A lagarta-do-cartucho é o principal inseto
que ataca a cultura do milho no Brasil e nas Américas. Quanto ao 7. tumidus,
esse causa muitos prejuizos em viveiro de pldatano (Musa spp.) em Cuba,
enquanto 7. urticae ¢ uma importante praga, que ataca varias culturas, dentre
elas diversas horticolas, no Brasil e em Cuba.

Os métodos comumente usados para o controle de S. frugiperda e
Tetranychus spp. sdo baseados no uso de inseticidas sintéticos que, além de
causarem inumeros efeitos adversos a organismos ndo alvos, também
selecionam populagdes de artropodes resistentes aos pesticidas, o que por sua
vez, torna o método ineficiente em varias situagdes. Mais recentemente, plantas
geneticamente modificadas tém sido empregadas para o controle de S.
frugiperda. Entretanto, ja existem relatos da selecdo de populagdes de
lepiddépteros pragas resistentes a essa tecnologia (MANNION; MORSE, 2012).
Nesse sentido, vale ressaltar que S. frugiperda foi o primeiro inseto no qual foi
detectada a selegdo de populagdes resistentes a plantas geneticamente
modificadas em condigdes de campo (TABASHNIK; RENSBURG; CARRIRE,
2009; STORER et al., 2010).

Consequentemente, ¢ de fundamental importancia a realizagdo de
pesquisas visando ao desenvolvimento de novos produtos para o controle desses

artrépodes. Nesse contexto, as substancias advindas do metabolismo de plantas
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se apresentam bastante promissoras, pois varias delas se mostram muito ativas
contra artropodes fitdfagos. Destaca-se ainda que as substdncias de origem
natural podem servir como moléculas modelo para a sintese de novos
compostos, ou ainda, podem ser modificadas estruturalmente com vistas a
aumentar a atividade bioldgica contra o artropode alvo, e ainda reduzir a
toxicidade aos organismos ndo alvos (JEFFERIES; YU; CASIDA, 1997; XU;
ZHANG, 2011; HE et al., 2013; TANIMOTO; KAKIUCHI, 2013; ZHANG et
al., 2013; WANG et al., 2013).

Diante disso, nos ultimos anos, as pesquisas com pesticidas botanicos
tém sido intensificadas, sendo inimeros os relatos em literatura da atividade de
metabdlitos de plantas contra artropodes pragas de plantas (HANSSON et al.,
2013; OLOTUAH, 2013; PAVELA; VRCHOTOVA, 2013). Destacam-se ainda
os diversos produtos naturais provenientes de fontes vegetais, que foram
patenteados recentemente para o controle de pragas agricolas (CHEN; KUANG;
ZHENG, 2012; MENSAH, 2012; XIE et al., 2013).

Vale ressaltar que dentre as inimeras familias botdnicas conhecidas por
produzirem metabolitos téxicos a herbivoros, as anonaceas vém merecendo
destaque, tendo-se intensificado os estudos com vistas a avaliar o potencial de
plantas dessa familia botanica como inseticidas (OKONKWO, 2004; ISMAN,
2006; ARRIAGA et al.,, 2008; LLANOS; ARANGO; GIRALDO, 2008;
FEITOSA et al.,, 2009; KIHAMPA et al., 2009; RIBEIRO et al., 2013;
WEERASINGHE et al.,, 2013). O elevado potencial de anonaceas como
pesticidas pode ser corroborado pelo desenvolvimento de produtos comerciais, a
base de plantas desta familia, dentre as quais ¢ possivel destacar a
comercializacdo de um xampu pediculicida pela empresa Nature's Sunshine
Products, Inc., Estados Unidos, que tem como ingrediente ativo acetogeninas
provenientes da anonacea Asimina trilobai L. (ISMAN, 2006; MCLAUGHLIN,

2008). Ainda é possivel citar que um biopesticida extraido das sementes de
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Annona squamosa L. foi patenteado para uso como inseticida e fungicida
(SIKDAR, 2006).

No contexto de busca por moléculas bioativas de plantas, varias
abordagens podem ser empregadas, tais como o fracionamento biodirecionado
com ensaios bioldgicos. Entretanto, essa abordagem apresenta algumas
limitagdes, pois necessita realizar ensaios biologicos rapidos e com pouca
quantidade de material teste. Também podem ser conduzidos fracionamentos
ndo biodirecionados, nos quais sdo isoladas as substancias majoritarias que
posteriormente s3o submetidas aos ensaios biologicos. Essa ultima abordagem
apresenta a desvantagem de que a substancia isolada pode ndo ser a responsavel
pela atividade biologica.

Mais recentemente, a metaboldmica vem sendo empregada para a busca
por moléculas ativas de plantas. A metabolomica pode ser definida como um
conjunto de dados qualitativos e quantitativos sobre todos os metabolitos de uma
determinada matriz de origem bioldgica. Essa é considerada uma das mais
avancadas abordagens sobre o mapeamento quimico da biodiversidade de um
organismo (FUNARI et al., 2013). Tal abordagem permite, por exemplo, sugerir
qual metabolito ¢ o responsdvel por determinada atividade bioldgica sem a
necessidade de um isolamento prévio, o que nos casos de compostos ja
conhecidos, permite economia consideravel de tempo.

Em se tratando do uso da metabolomica aplicada a entomologia, até o
momento, os trabalhos realizados visam ao estudo da interacdo entre os
artropodes herbivoros e suas plantas hospedeiras (GIORGI et al.,, 2010;
KERSTEN et al., 2013; SUN et al.,, 2013). Para exemplificar, ¢ possivel
mencionar um estudo no qual foi avaliado o efeito de diferentes gendtipos de
cenoura Daucus carota L. (Apiaceae) quanto a resisténcia ao tripes Frankliniella
occidentalis (Pergande) (Thysanoptera: Thripidae). Os autores constataram que

os perfis metabolitos das folhas das cenouras resistentes, analisados por RMN de
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'H, foram diferentes daqueles das cenouras susceptiveis. Empregando-se a
analise por componentes principais, os autores obtiveram o score, pelo qual os
gendtipos foram agrupados de acordo com a resisténcia e/ou susceptibilidade.
Também foi obtido o loading, com os sinais que estavam contribuindo para a
separagdo dos gendtipos. Assim, a partir de experimentos de J-resolvido, COSY
(correlagio homonuclear 'H x 'H) e da anélise dos deslocamentos quimicos
caracteristicos (fingerprint), foi possivel inferir que as folhas das cenouras
resistentes continham maiores teores de luteolina, acido sinapico e alanina.
Ademais, os autores confirmaram os resultados empregando-se tais substancias
em teste in vitro com F. occidentalis (LEISS et al., 2013).

No mesmo sentido, a metabolomica também pode ser empregada para a
busca por moléculas bioativas, apesar de que grande parte dos trabalhos objetiva
a busca por agentes fitoterapicos (YULIANA et al., 2011; WATKINS et al.,
2012; YULIANA et al., 2013). E possivel mencionar um trabalho que consistiu
na extragdo de metabdlitos produzidos por diversas espécies de esponjas
marinhas. Aliquotas dos metabolitos foram empregadas para a obtengdo do
perfil metabolito por RMN de 'H, ao passo que a outra parte do material foi
submetida a ensaio com vistas a verificar a capacidade de inibi¢do do receptor
de adenosina Al. Foram conduzidas analises multivariadas, através de regressao
por minimos quadrados parciais (PLS) e ortogonais (OPLS), sendo que os dados
de entrada foram os deslocamentos quimicos e a intensidade dos sinais obtidos
no espectro de RMN de 'H e o resultado do ensaio biolégico. Foi possivel o
agrupamento das espécies de esponjas de acordo com a atividade biologica e
perfil metabdlito, distinguindo-se os sinais quimicos que contribuiram para a
separacdo dos espécimes. Os sinais de deslocamento quimico foram atribuidos a
halisulfato e suvanine, o que foi confirmado pelo uso de padrdes comerciais das

substancias em ensaio bioldgico (ALI et al., 2013).
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Trabalhos envolvendo o uso da metabolomica para a busca de
substancias bioativas de plantas apresentam a desvantagem de que a
identificagdo de substincias em misturas ¢ um processo bastante complexo,
sendo possivel no caso de moléculas ja conhecidas. Na maioria das vezes, os
compostos tém suas estruturas moleculares inferidas com base em
deslocamentos quimicos caracteristicos, fingerprint. Assim, além do emprego da
metabolomica, é de fundamental importancia a conducdo de estudos paralelos
empregando-se o fracionamento classico, com vistas a confirmagdo dos
resultados.

Dessa maneira, o presente trabalho teve como objetivo geral realizar a
prospec¢do quimica de metabolitos de anonaceas ativos para S. frugiperda ¢
Tetranychus spp., empregando uma abordagem metaboldmica e fracionamento

por meio de técnicas cromatograficas.



27

2 OBJETIVOS

a)

b)

d)

Selecionar fragdes soltveis em diclorometano, provenientes de
extratos metanolicos de plantas da familia anoniceae, que
apresentassem toxicidade para lagartas de Spodoptera frugiperda,
em condi¢des de laboratorio.

Através de analises metabolomicas inferir qual seria a substancia,
possivelmente responsavel, pela bioatividade para as lagartas de S.
frugiperda.

Por meio de estudo fitoquimico, isolar a(s) substancia(s) responsavel
(eis) pela atividade inseticida para lagartas de S. frugiperda.
Condugdo de screening, em condig¢des de laboratdrio, com vistas a
avaliar o efeito de fragdes soliveis em diclorometano, provenientes
de extratos metandlicos de plantas da familia anondceae, para os

acaros T. tumidus e T. urticae.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Lagarta-do-cartucho-do-milho, Spodoptera frugiperda (J.E. Smith, 1797)
(Lepidoptera: Noctuidae)

Também conhecida como lagarta militar, S. frugiperda ¢ um inseto
polifago, amplamente distribuido nas regides tropicais e subtropicais das
Américas (UNIVERSITY OF FLORIDA, 2013), que causa prejuizos a diversas
culturas, como, por exemplo, gramineas, forrageiras e algodoeiros (NAGOSHI;
MEAGHER, 2008). Esse inseto ¢ capaz de se alimentar de mais de 80 espécies
de plantas (POGUE, 2002). No Brasil, ¢ considerada praga chave da cultura do
milho (CRUZ, 1995; BARROS et al., 2005), além de causar prejuizos a outras
culturas, tais como arrozeiro (BUSATO et al.,, 2002), amendoim (ISIDRO;
ALMEIDA; PEREIRA, 1997) e algodoeiro (FERNANDES; BUSOLI,
BARBOSA, 2002).

O controle quimico é o método geralmente utilizado para o controle
desse inseto, porém vem favorecendo a sele¢do de populagdes desse noctuideo
resistentes aos pesticidas (YU, 2006; YU; MCCORD JUNIOR, 2007; VIRLA et
al., 2008). Destaca-se que foram constatadas, no Brasil, susceptibilidades de
diferentes populacdes de S. frugiperda ao inseticida espinosade, uma classe de
pesticida com modo de agdo tnico (DOURADO, 2009), o que demonstra a
necessidade de rever as alternativas empregadas para o manejo de S. frugiperda.

Outro método de controle empregado ¢ o uso de plantas geneticamente
modificadas; entretanto, a sele¢do de populagdes de insetos resistentes, em
condi¢des de campo vem sendo constatada. Nesse sentido, Storer et al. (2010)
detectaram e caracterizaram a redug@o na sensibilidade de lagartas de S.

Jfrugiperda ao milho Bt, em Porto Rico. A selecdo de populacdes de S.
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Jfrugiperda resistentes também foi documentada por Tabashnik, Rensburg e
Carrire (2009).

Diante do exposto, torna-se imprescindivel a busca por novas moléculas
para o controle de S. frugiperda. Consequentemente, sdo intimeros os relatos da
atividade inseticida de substincias provenientes do metabolismo secundario de
plantas para S. frugiperda (ELISA et al., 2010; ROEL et al., 2010; SILVA-
AGUAYO et al., 2010; TOLOSA et al., 2012; CESPEDES et al., 2013;
ZAVALA-SANCHEZ et al., 2013). Dentre as familias botanicas estudadas,
existem relatos da atividade inseticida de anonaceas para S. frugiperda.
Entretanto, o potencial dessas plantas no controle da lagarta-do-cartucho ainda é

subexplorado, necessitando assim de novos estudos.

3.2 Tetranychus spp.

A familia Tetranychidac compreende o principal grupo de acaros
fitofagos, pois varias das espécies desta familia sdo pragas em muitos sistemas
de cultivo (MARCIC, 2012). Os danos causados por esses artropodes sio
resultado da alimentacdo dos adultos e formas jovens, os quais provocam ruptura
das células dos vegetais e com o aparelho bucal sugam o contetido extravasado.
Como consequéncia da alimentacdo, ocorre redugcdo na area fotossintética da
planta, o que, por sua vez, acarreta em reducdo no desenvolvimento das mesmas.

Dentre as espécies de acaros fitdfagos que causam prejuizos agricolas,
Tetranychus tumidus Banks (Acari: Tetranychidae), conhecido popularmente em
Cuba como araria roja del platano, se destaca como praga chave em viveiros de
platano (Musa spp.) no referido pais. Ja Tetranychus urticae Koch (Acari:
Tetranychidae), popularmente conhecido como &4caro-rajado, além de ser uma
importante praga em diversos cultivos no Brasil e em Cuba, apresenta

distribui¢do cosmopolita. Esse acaro causa prejuizos a inumeras culturas, tais
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como, frutiferas, algodoeiro, hortalicas ¢ plantas ornamentais. Vale ressaltar, que
essa espécie ja foi encontrada em 3.877 espécies de plantas hospedeiras (ATTIA
et al., 2013).

O método mais empregado para o controle de Tetranychus spp. ¢ o uso
de inseticidas sintéticos. Entretanto, o alto potencial bidtico desses acaros aliado
ao ciclo de vida curto, favorecem a selecdo de populagdes resistentes a
pesticidas. Para exemplificar, é possivel mencionar o relato de populagdes de 7.
urticae resistentes ao clorfenapir em cultivos de algodoeiro e mamoeiro no
Brasil (NICASTRO et al., 2013). De forma andloga, ja foram detectadas
diversas populagdes de 7. urticae resistentes aos acaricidas abamectin e
fenpyroximate em morangueiro e plantas ornamentais, no estado de Sdo Paulo
(SATO et al., 2009). Dessa maneira, ¢ de extrema importancia a procura por
novas moléculas que possam ser empregadas para o controle de Tetranychus
spp. Consequentemente, nos ultimos anos, tem-se intensificado a busca por
metabdlitos de plantas para o controle de Tetranychus spp. (EL-SHARABASY,
2010; YANAR; KADIOGLU; GOKCE, 2011; AFIFY; ALI; TURKY, 2012;
MOZAFFARI et al., 2013; SRIMONGKOLCHAI; VICHITBANDHA; PUNG,
2013). Foi observado que os Oleos essenciais de Rosmarinus officinalis L.
(Lamiaceae) e Salvia officinalis L. (Lamiaceae) causaram toxicidade aguda por
contato para 7. wurticae, sendo que a ultima planta provocou efeitos mais
pronunciados com redug¢ao na fertilidade e fecundidade das fémeas (LABORDA
et al., 2013). De forma analoga, os extratos metandlicos de Anisosciadium
orientale DC. (Apiaceae), Scaligeria meifolia Boiss. (Apiaceae), Trigonella
elliptica Boiss (Fabaceae) ¢ Ptelea viscosa L. (Rutaceae) apresentaram atividade
ovicida e acaricida para fémeas adultas de 7. urticae (GHADERI et al., 2013).

No que se refere especificamente a atividade acaricida de plantas da

familia Annonaceae, os trabalhos ainda sdo escassos; entretanto, cita-se a
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atividade biocida do dleo das sementes de A. squamosa para Tetranychus

kanzawai Kishida (Acari: Tetranychidae) em folhas de soja (LIN et al., 2009).

3.3 Familia Annonaceae

As anonaceas compreendem uma familia botanica com cerca de 2.500
espécies descritas, distribuidas pelo mundo, dentre as quais, aproximadamente,
900 espécies estdo presentes nas Américas (JUNIKKA; KOEK-NOORMAN,
2007). A familia é constituida por arvores, arbustos e raramente por arbustos
escandentes. Caracterizam-se por apresentarem flores vistosas, solitarias ou em
inflorescéncias, geralmente carnosas ou crassas. Os frutos, por sua vez, podem
ser secos ou carnosos (PONTES; BARBOSA; MAAS, 2004).

Salienta-se que muitas espécies de anonaceas sdo utilizadas na medicina
popular, principalmente como antiparasiticos, antidiabéticos e para o tratamento
de malaria e hipertensdo (FALL et al., 2003; VENDRUSCOLO; MENTZ, 2006;
ASASE; AKWETEY; ACHEL, 2010; QI et al., 2010). Diante de toda essa
variedade de empregos na medicina tradicional, é de se esperar também uma
grande diversidade de metabodlitos secundarios. Dentre os derivados do
metabolismo secundario presentes em anondceas, destacam-se os alcaloides
(ALIAS et al., 2010; CASTRO-MORENO et al., 2013; SILVA et al., 2014),
terpenoides (FARAG, 2009; BOYOM et al., 2011; REJON-ORANTES et al.,
2011; SCOTTI et al., 2012), flavonoides (SENA FILHO et al., 2008; BRINDIS
et al., 2013), esteroides (JAYASURIYA et al., 2005), aminoacidos (MUNDHE
et al., 2009) e acetogeninas (LUMMEN, 1998; DESMARCHELIER, 2010).
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3.4 Atividade pesticida de anonaceas

Dentre as inumeras familias botanicas, conhecidas por produzirem
metabdlitos secundarios toxicos a herbivoros, as anonaceas vém merecendo
destaque, tendo-se intensificado os estudos com vistas a avaliar o potencial de
plantas dessa familia botanica como pesticidas (OKONKWO, 2004; ISMAN,
2006; ARRIAGA et al., 2008; LLANOS; ARANGO; GIRALDO, 2008;
FEITOSA et al., 2009; KIHAMPA et al., 2009; WEERASINGHE et al., 2013;
RIBEIRO et al., 2013). Sao inimeros os exemplos encontrados em literatura da
atividade pesticida de anonéceas, sendo possivel mencionar a alta atividade
larvicida de Goniothalamus hookeri Thw. (Annonaceae) e Goniothalamus
gardneri Hook. f. & Thoms. (Annonaceae) para Aedes aegypti L. (Diptera:
Culicidae) (WEERASINGHE et al., 2013). Salienta-se que o extrato das
sementes de Annona mucosa Jacq. (Annonaceae) se apresentou ativo contra
Sitophilus zeamais Motschulsky (Coleoptera: Curculionidae) e, assim foram
conduzidos estudos fitoquimicos e de fracionamento, os quais revelaram a
presenca de alcaloides e acetogeninas, que por sua vez, podem estar envolvidos
com a bioatividade dessa planta (RIBEIRO et al., 2013).

Outro exemplo consiste na eficiéncia de um inseticida, a base do dleo
essencial de Xylopia aethiopica (Dunal) A. (Annonaceae), caulinita ¢ argila, que
se mostrou bastante eficiente para o controle do inseto praga de grios
armazenados, S. zeamais (NGUEMTCHOUIN et al., 2010). Tem-se ainda a
constatacdo da atividade pesticida do extrato aquoso das cascas dos frutos de A.
squamosa para adultos de Haemaphysalis bispinosa Neumann (Acari: Ixodidae),
para a mosca hematdfaga Hippobosca maculata Leach (Diptera:
Hippoboscidae), e para o carrapato Rhipicephalus (Boophilus) microplus (Acari:
Ixodidae) e larvicida para Anopheles subpictus Grassi e Culex quinquefasciatus

Say (Diptera: Culicidac) (MADHUMITHA et al., 2012).
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Os 6leos essenciais das anondceas Guatteria hispida R.E.Fr., Guatteria
blepharophylla Mart. e Guatteria friesiana Erkens & Maas tiveram suas
bioatividades avaliadas para A. aegypti, sendo o mais ativo aquele proveniente
de G. friesiana. Ademais, andlises por cromatografia gasosa acoplada a
espectrometria de massas e ressonancia magnética nuclear demonstraram que os
constituintes majoritarios de G. hispida sdo o pineno e o cariofileno, ao passo
que para G. blepharophylla ¢ G. friesiana, sdo, respectivamente, oxido de
cariofileno e eudesmol (ACIOLE et al., 2011).

Extratos de folhas de A. squamosa mostraram-se toxicos para
Callosobruchus chinensis L. (Coleoptera: Bruchidae) sendo que estudos
fitoquimicos demonstraram que possivelmente a bioatividade ocorria devido a
presenca de flavonoides. De forma analoga, foi constatada a atividade inseticida
para dipteros Culex quinquefasciatus Say (Diptera: Culicidae) e Anopheles
gambiae Giles sensu stricto (Diptera: Culicidae), do extrato etandlico das folhas
de A. squamosa, as quais foram coletadas em diferentes zonas ecoldgicas. O
estudo fitoquimico revelou a presenga de substincias pertencentes as classes
quimicas dos alcaloides, terpenoides e flavonoides (DANIEL et al., 2011).

Em se tratando das acetogeninas produzidas por anoniceas, sdo
inimeros os relatos de bioatividade para artrépodes pragas (ALALI et al., 1998;
GONZALEZ-COLOM et al., 2002; ALVAREZ-COLOM et al., 2010; HOE et
al., 2010; TOLOSA et al., 2012). Especificamente para S. frugiperda, é possivel
mencionar a bulatacina que afeta a respiragdo celular em culturas de células de
S. frugiperda e em preparagdes mitocondriais de Manduca sexta L.
(Lepidoptera: Sphingidae) (AHAMMADSAHIB et al., 1993; LUMMEN, 1998).
Outro exemplo consiste no trabalho realizado por Alvarez-Colom et al. (2007),
que isolaram quatorze acetogeninas das sementes de Annona cherimolia Mill.
(Annonaceae), sendo selecionadas nove dessas substancias para serem testadas

contra S. frugiperda. Foi constatado que a esquamocina foi o composto mais
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toxico para S. fiugiperda, provocando alta mortalidade nos primeiros estagios
larvais. Os outros compostos, tais como itrabina, asimicina, neoanonina,
motrilina, tucumanina, cherimolina-1, cherimolina-2 e almunequina, causaram

mortalidade durante a fase pupal e malformagdes nos adultos.

3.5 Anonaceas selecionadas para esse estudo

Para a selegio das espécies vegetais no presente estudo, foi levado em
consideragdo se as mesmas ndo apresentavam relato, em literatura, de atividade
inseticida para S. frugiperda e Tetranychus spp. Ademais, foi verificada a
abundancia das mesmas na regido de Lavras - MG e a escassez de estudos

fitoquimicos.

3.5.1 Annona cacans Warm.

Annona cacans conhecida popularmente como cortigdo, araticum-cagio
ou quaresma, ¢ uma planta decidua, pioneira, caracteristica da Floresta Pluvial
Atlantica e nativa das regides Sul e Sudeste do Brasil (LORENZI, 2002).
Trabalhos prévios realizados por Saito e Alvarenga (1994) possibilitaram o

isolamento e identificagdo de flavonoides e 4cido p-cumadrico.

3.5.2 Annona coriacea Mart.

Annona coriacea é uma arvore bastante abundante nos Cerrados do
Brasil, conhecida popularmente como fruto-do-conde, cabega-de-negro,
araticum-do-campo, araticum-dos-lisos ou marolinho. Estudos
etnofarmacoldgicos realizados com os indios Krahd, que habitam o Cerrado

brasileiro, indicaram que essa planta ¢ tdéxica, sendo contra indicada a sua
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ingestdo por mulheres gravidas (RODRIGUES, 2007). Entretanto, essa planta
também possui propriedades analgésicas, anti-inflamatérias (SOUSA; DEL-
VECHIO-VIEIRA; KAPLAN, 2007) e antinociceptivas (SOUSA et al., 2011).

Dentre as suas atividades bioldgicas ¢ possivel relatar a toxicidade
contra as formas promastigotas de Leishmania amazonensis, € a ndo toxicidade
para eritrocitos humanos (TOLEDO et al., 2010). Além da constatacdo da
atividade antileishmaniose e tripanocida do 6leo essencial dessa planta, analises
cromatograficas revelaram que os constituintes majoritarios sdo sesquiterpenos
(76,7%) e monoterpenos (20,0%) (SIQUEIRA et al., 2011).

Também vale destacar que as lectinas provenientes de A. coriacea foram
toxicas a Anagasta kuehniella (Zeller) (Lepidoptera: Pyralidae) e Corcyra
cephalonica (Stainton) (Pyralidae: Galleriinae), reduzindo a sobrevivéncia e a
massa dos insetos. Ademais, foram constatadas alteracdes na membrana
intestinal, com consequente interrup¢do dos mecanismos de reciclagem de
enzimas digestivas desses insetos (COELHO; MARANGONI; MACEDO,
2007). Também ¢ possivel relatar o isolamento de uma lectina com atividade
hemaglutinante, a partir de sementes de 4. coriacea (COELHO et al., 2006). J&
os alcaloides totais, obtidos dessa planta, foram tdxicos as formas promastigotas
de Leishmania chagasi, além de apresentarem efeitos deletérios sobre
Trypanosoma cruzi (TEMPONE et al., 2005). Também ¢é possivel relatar a
presenca de alguns diterpenoides nessa espécie (FERRARI; PELIZZONI;
FERRARI, 1971; MUSSINI et al., 1973).

No que diz respeito aos estudos com acetogeninas, ja foram isoladas as
seguintes estruturas das raizes de A. coriacea: coriaciclodienina e coricicloenina
(SILVA ROBLOT; CAVE, 1997), coriadienina (SILVA et al., 1996), coriaciana
¢ 4-deoxicoriacina (MENESES et al., 1995) e coriaheptocinas A e B (SILVA et
al., 1997).
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Quanto a atividade inseticida, o extrato metandlico dessa planta causou
alteracdes morfoldgicas no intestino de 4. aegypti, sugerindo inducdo no
processo de apoptose das células intestinais de larvas desse inseto (COSTA et
al., 2012). Também foi constatado que o extrato dessa planta interrompeu o
desenvolvimento de ninfas e adultos de Rhodnius neglectus Lent (Hemiptera,
Reduviidae), provocando altas taxas de mortalidade. Também foi constatada
inibigdo de ecdise em ninfas, redugdo na capacidade reprodutiva das fémeas,
dissuasdo na alimentacdo e alteragdes morfologicas em ninfas e adultos

(CARNEIRO; PEREIRA; GALBIATI 2013).

3.5.3 Annona neolaurifolia H. Rainer

Sinonimia: Rollinia laurifolia Schitd (OLIVEIRA-FILHO, 2013).

Estudos realizados com Annona neolaurifolia ja permitiram a
purificagdo e identificagdo de diversas acetogeninas, tais como laurifolina
(SANTOS PIMENTA et al., 2001), uvariamicina, solamina e gonionenina
(NASCIMENTO et al., 2003), rolifolina, anonina-I, rolilaurina, uvariamicina-I
e uvariamicin-II (NASCIMENTO et al., 2005). Essa planta apresentou atividade
citotdxica para diferentes linhagens celulares (CUNHA et al., 2009) e também ja
foi relatada atividade antiviral (BRANDAO et al., 2011).

3.5.4 Annona sylvatica A.St.-Hil.

Sinonimias: Annona silvestris Vell., Annona fagifolia A.St.-Hil. & Tul.,
Annona exalbida Vell., Rollinia sylvatica (A.St.-Hil.) Mart., Rollinia exalbida
(Vell.) Mart. e Rollinia fagifolia A.St.-Hil. (OLIVEIRA-FILHO, 2013).

Estudos com essa espécie sdo bastante escassos. Contudo, a partir dos

frutos secos de Ammnona sylvatica foi isolada a silvacitina, um composto
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extremamente citotoxico para células tumorais humanas e com atividade
inseticida para O. nubilalis (MIKOLJCZAK et al., 1990). Salienta-se que os
frutos dessa planta sdo ricos em acido oleico e vitamina C (ANDRADE et al.,
2012; PEREIRA et al., 2013).

A atividade anti-inflamatéria e anticancerigena do oleo essencial de 4.
sylvatica também ja foi relatada; ademais analises por cromatografia gasosa
revelaram que os constituintes majoritarios sdo sesquiterpenos (FORMAGIO et

al., 2013).

3.5.5 Duguetia arenicola Maas

Sinonimias: Duguetia furfuracea A.St.-Hil. (= Duguetia coriacea
Sonder), Duguetia duckei R.E.Fr., Duguetia glabriuscula (R.E.Fr.) R.E.Fr.,
Duguetia phaeoclados (Mart.) Maas & H.Rainer e Duguetia rotundifolia
R.E.Fr.] (OLIVEIRA-FILHO, 2013).

Duguetia arenicola, popularmente conhecida como pindauva-do-campo
ou araticum-miudo, ¢ um arbusto tipico de cerrados secos do Brasil Central,
sendo particularmente frequente em Mato Grosso do Sul, Mato Grosso, Goias e
Minas Gerais (VALTER et al., 2008). Essa espécie ¢ utilizada na medicina
tradicional para o tratamento de reumatismo (RODRIGUES; CARVALHO,
2007) e como antitérmico (RODRIGUES; MENDES; NEGRI, 2006).

Dentre os estudos realizados com essa espécie, ja foram constatadas
atividades antitumoral, tripanocida, antiplasmodial ¢ leishmanicida do extrato
bruto ¢ de alcaloides isolados de D. arenicola (FISCHER et al., 2004;
MESQUITA et al., 2005; SILVA et al., 2009). Vale ainda destacar o isolamento
de principios ativos provenientes do caule subterrdneo de D. arenicola, os quais
foram toxicos para Artemia salina (SILVA et al., 2007). O extrato hexanico

dessa planta também se mostrou ativo para larvas de A. aegypti (CLsy = 56,6
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pg/mL) (RODRIGUES et al., 2006). Estudos realizados com o extrato hexanico
das folhas dessa planta, revelaram que o mesmo ndo apresentou bioatividade
para Rhipicephalus microplus (Acari: Ixodidae) (VALENTE et al., 2014). Em
outros estudos realizados com o 6leo essencial dessa planta, foi revelada a
presenca de terpenos e sesquiterpenos (HELLMANN; SIQUEIRA, 2005;
SILVA et al., 2007).

Alcaloides também foram isolados das partes aéreas de D. arenicola por
Carollo et al. (2006) e Carollo e Siqueira (2009). Estudos fitoquimicos
realizados com a casca do caule de D. arenicola possibilitaram o isolamento de
terpenoides (GOMES PEREIRA et al., 2003). Ainda vale ressaltar o isolamento
de alcaloides a partir da casca do caule de D. arenicola, utilizando

fracionamento biodirecionado com A. salina (SIQUEIRA et al., 2001).

3.5.6 Duguetia lanceolata A. St.-Hil.

Duguetia lanceolata conhecida popularmente como pindaiva, pindaiba,
pindatva e perovana, é empregada na medicina popular para o tratamento de
contusdes (RODRIGUES; CARVALHO, 2008).

Sousa et al. (2008) constataram os efeitos antinociceptivo e anti-
inflamatdrio do extrato etandlico das folhas de D. lanceolata. Também pode ser
mencionada a atividade antitripanosoma do extrato etandlico dessa planta
(TEMPONE et al., 2005). A fracdo de alcaloides de D. lanceolata também
apresentou atividade antiplasmodial (FISCHER et al., 2004).

O odleo essencial das cascas dos galhos de D. lanceolata apresentou
efeito antimicrobiano e citotoxico; ademais, por meio de analises por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas constataram que os
constituintes majoritarios sdo o elemeno, d6xido de cariofileno e selineno

(SOUSA et al., 2012).
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3.5.7 Guatteria australis A.St.-Hil.

Sinonimias: Guatteria acutiflora Mart., Guatteria acutipetala R.E.Fr.,
Guatteria asterantha R.E.Fr., Guatteria blanchetiana R.E.Fr., Guatteria
clavigera R.E.Fr., Guatteria curvinervia R.E.Fr., Guatteria densicoma Mart.,
Guatteria dimorphopetala R.E.Fr., Guatteria dusenii R.E.Fr., Guatteria flava
A.St.-Hil., Guatteria fruticosa R.E.Fr., Guatteria glabrescens R.E.Fr., Guatteria
gomeziana A.St.-Hil., Guatteria hilariana Schltdl., Guatteria hookeri A.St.-Hil.
& Tul., Guatteria klotzschiana Mart., Guatteria lutea A.St.-Hil., Guatteria
minarum R.E.Fr., Guatteria mosenii R.E.Fr., Guatteria neglecta R.E.Fr.,
Guatteria nigrescens Mart., Guatteria odontopetala Mart., Guatteria paranensis
R.E.Fr., Guatteria parvifolia R.E.Fr., Guatteria penduliflora R.E.Fr., Guatteria
polycarpa R.E.Fr., Guatteria psilopus Mart., Guatteria reflexa R.E.Fr.,
Guatteria riedeliana R.E.Fr., Guatteria salicifolia R.E.Fr., Guatteria silvatica
R.E.Fr., Guatteria sordida R.E.Fr. e Guatteria tenuis R.E.Fr. (OLIVEIRA-
FILHO, 2013).

A cortica ou pindauva-negra (Guatteria australis) apresenta atividade
antifingica contra Cladosporium sphaerospermum (CARDOSO-LOPES et al.,
2008). Também foi demonstrada atividade de alcaloides dessa planta contra as
formas promastigotas de Leishmania chagasi (TEMPONE et al., 2005) e cepas
de Plasmodium falciparum (FISCHER et al., 2004). Dentre os alcaloides
isolados dessa espécie € possivel citar a guaterina e a aterospermidina (HARRIS;

GEISSMAN, 1965).

3.5.8 Xylopia brasiliensis Spreng.

Sinonimia: Xylopia gracilis (R.E.Fr.) R.EFr. (OLIVEIRA-FILHO,
2013).
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Estudos fitoquimicos realizados com os galhos de Xylopia brasiliensis,
conhecida popularmente como pindaiba, revelaram a presenga de
sesquiterpenos, diterpenos, esteroides e alcaloides (MOREIRA; LAGO;
ROQUE, 2005). Em trabalho empregando o material proveniente das folhas de
X. brasiliensis foi constatada a presenca de sesquiterpenos, juntamente com
quatro derivados do aromadendrano e trés esteroides (MOREIRA et al., 2003).
O oleo essencial de X. brasiliensis apresentou grande abundancia de
monoterpenos e sesquiterpenos (LAGO et al., 2003). Também ja foram isolados

alcaloides aporfinicos de X. brasiliensis (CASAGRANDE; MEROTTI, 1970).

3.5.9 Xylopia emarginata Mart.

Estudos conduzidos com o extrato hexanico, oriundo da casca da raiz de
Xylopia emarginata, demonstraram a presenca de metabolitos com forte
atividade antimalarica (MESQUITA et al.,, 2007). Também empregando o
extrato hexanico proveniente dos frutos de X. emarginata, Moreira et al. (2007)
isolaram sesquiterpenos, hidrocarbonetos ¢ uma cetona alifatica. Existem
registros da atividade antiplasmodial do extrato etandlico de X. emarginata
(FISCHER et al., 2004). Vale ressaltar o isolamento de diterpenos a partir dos
galhos de X. emarginata (MOREIRA; ROQUE; LAGO, 2006). O estudo do dleo
essencial das folhas desta planta revelou a presenca de sesquiterpenos como
compostos majoritarios (LAGO et al., 2005; MAIA et al., 2005). Também ja foi
reportado o isolamento de alcaloides, flavonoides, sesquiterpenos, diterpenos e
fitoesterois dessa planta (MOREIRA; LAGO; ROQUE, 2003). Ainda é possivel
exemplificar que, Colman-Saizarbitoria et al. (2009) isolaram uma nova
acetogenina, a ximarginatina, a partir do fracionamento biodirecionado com

ensaio de letalidade com A. salina.
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3.5.10 Xylopia sericea A.St.-Hil.

Sinonimia: Xylopia intermedia R.E.Fr. (OLIVEIRA-FILHO, 2013).

Em estudos etnobotanicos conduzidos em comunidades indigenas
bolivianas, foi constatado o emprego popular dessa planta para o tratamento de
sarna (HAJDU; HOHMANN, 2012).

Quanto aos estudos fitoquimicos, os 6leos essenciais das folhas e frutos
de Xylopia sericea apresentaram monoterpenos € sesquiterpenos como
constituintes majoritarios, sendo que o 6leo das folhas foi mais ativo que o dos
frutos para 7. urticae (PONTES et al., 2007). Especificamente das sementes de
X. sericea, foram isolados mono e diterpenoides (TAKAHASHI et al., 2001). A
constituicdo quimica de diferentes partes de X. sericea revelou que as raizes
apresentam como compostos majoritarios mono, sesqui e diterpenos, ao passo
que no tronco , folhas e frutos , mono e sesquiterpenos se apresentaram como
constituintes majoritarios (CAMARA; ALENCAR; SILVEIRA, 1996). O éleo
da casca da raiz de X. sericea apresentou moderada atividade bacteriostatica e
fungistatica. Quando submetido a analises cromatograficas apresentou como
constituintes majoritarios monoterpenos e sesquiterpenos (FOURNIER et al.,
1994).

3.6 Métodos empregados para a busca de metabdlitos de plantas bioativos

No contexto de busca por metabdlitos bioativos de plantas, varias
abordagens podem ser empregadas, sendo que em todos os casos a primeira
etapa envolve a extragdo das substancias presentes nos tecidos vegetais.
Atualmente, existem varios métodos disponiveis para a extragdo de metabolitos,
tais como, destilacdo, maceracdo, extracdo por solvente, extragdo com fluido,

extragdo assistida por ultrassom, percolacdo, extracdo Soxhlet, extra¢do por
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solvente pressurizado, extragdo sob refluxo, destilagdo a vapor, extracdo
empregando 4cido/base entre outras (SEIDEL, 2012; YALAVARTHI;
THIRUVENGADARAIJAN, 2013), o produto resultante da extragdo é uma
mistura complexa com grande numero de substancias oriundas do tecido vegetal
em estudo.

De forma geral, o produto resultante da extragdo ¢ submetido a ensaios
com vistas a avaliar o potencial bioldgico das substincias ali presentes. E
possivel mencionar que os 6leos essenciais das folhas frescas de Pelargonium
graveolens L. (Geraniaceae) e Lippia alba (Mill.) N. E. Brown (Verbenaceae)
foram extraidos empregando-se o método de hidrodestilacdo, tendo, em seguida,
sido submetidos a bioensaios com lagartas de S. frugiperda, que permitiu
constatar a atividade biocida de ambos os 6leos (NICULAU et al., 2013). No
mesmo sentido, é possivel citar a bioatividade de extratos aquosos e organicos
(hexanico, cloroférmico e metandlico) das folhas, sementes e caule de Cleome
arabica L. (Capparidaceae) para lagartas de Spodoptera littoralis (Boisduval)
(Lepidoptera: Noctuidae), destacando-se que os extratos soliiveis em metanol
foram os mais bioativos (LADHARI et al., 2013).

Apds comprovada a atividade bioldgica, o passo seguinte consiste na
purificacdo da(s) substancia(s) responsavel(is) pela atividade biologica, o que se
faz pelo emprego de varias técnicas de separacdo de substdncias. De maneira
geral, a primeira etapa da separagdo (ou fracionamento) consiste na particdo do
extrato da planta com uma série de solventes com diferentes graus de polaridade,
originando fragdes, as quais sdo submetidas a varias técnicas cromatograficas
(cromatografia em camada delgada, cromatografia em coluna de silica gel e
cromatografia liquida de alta eficiéncia) com vista ao isolamento da(s)
substancia(s) bioativa(s).

O processo de fracionamento pode ser biodirecionado com testes

bioldgicos e nesse caso em cada etapa as fracdes obtidas devem ser submetidas
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aos ensaios bioldgicos, o que consiste na grande limitagdo técnica desse método,
pois os bioensaios devem ser rapidos e requerer pouca quantidade de material.

Por outro lado, o fracionamento pode ser realizado sem ser
biodirecionado. Assim sdo isoladas as substancias majoritarias, as quais no final
do processo sdo submetidas a ensaios biologicos. Como exemplo de sucesso do
fracionamento ndo bidirecionado, ¢ possivel citar que o estudo fitoquimico das
cascas das raizes de Tripterygium wilfordii Hook. F. (Celastraceae) permitiu o
isolamento de sete alcaloides sesquiterpénicos. Alguns desses alcaloides, quando
empregados em ensaios bioldgicos, apresentaram largo espectro de atividade
inseticida, com toxicidade para Mythimna separata Walker (Lepidoptera:
Noctuidae), Plutella xylostella L. (Lepidoptera: Plutellidae), Culex pipiens
pallens Coquillett (Diptera: Culicidae) e Musca domestica L. (Diptera:
Muscidae) (MA et al., 2014).

Uma das limita¢cdes do processo de fracionamento é que muitas das
vezes ¢ possivel que se tenha mais de um componente ativo, na amostra a ser
fracionada, sendo que nesses casos durante o processo de fracionamento pode
ocorrer uma aparente perda da atividade dos compostos isolados, quando
testados separadamente (INUI et al., 2012).

Em decorréncia dessa e de outras limitagdes, uma abordagem que vem
sendo empregada na busca por metabolitos ativos de plantas é a metabolomica.
A metabolomica ¢ uma ciéncia cujo objetivo € explorar qualitativa e
quantitativamente os metabolitos produzidos por um organismo, sob certas
condi¢des (KIM; CHOI; VERPOORTE, 2010). Dentre as técnicas disponiveis
para o estudo metaboldmica, a espectrometria por ressonancia magnética nuclear
(RMN) consiste em um dos métodos mais empregados (SIMMLER et al., 2014),
pois consiste na técnica mais poderosa para elucidagio estrutural de compostos

organicos.
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Até o momento o emprego da metabolomica na entomologia se encontra
restrito a estudos envolvendo interagdes entre os insetos e suas plantas
hospedeiras, com o objetivo de inferir sobre os compostos envolvidos na
resisténcia a herbivoria (LEISS et al., 2011). Exemplificando, ¢ possivel
mencionar a analise do perfil metabdlito por RMN de duas variedades de
péssego, com niveis diferentes de suscetibilidade ao ataque por Ceratitis
capitata Wied. (Diptera: Tephritidae). Para a condugdo do trabalho foram
preparados extratos aquosos provenientes das duas variedades de péssego, os
quais foram submetidos a analise por RMN. Em seguida, procedeu-se a andlise
multivariada dos dados, empregando-se analise por componentes principais
(PCA). Os autores constataram que os niveis de glicose, xilose, mio-inositol,
colina, isoleucina e valina, foram maiores na cultivar mais susceptivel. Ao passo
que os niveis de acido fumarico, alanina, acido quinico, sacarose, fucose, acido
clorogénico e neoclorogénico foram maiores na cultivar mais resistente. Assim,
os autores puderam inferir sobre os metabolitos envolvidos no processo de
resisténcia dessas cultivares (CAPITANI et al., 2013).

Desse modo, a metabolomica viabiliza a identificacdo e analise
quantitativa de substancias ativas em misturas complexas. Tal abordagem
permite, por exemplo, inferir qual metabodlito é o responsavel por determinada
atividade biologica sem a necessidade de um isolamento prévio, o que nos casos
de compostos ja conhecidos, permite economia consideravel de tempo.

Exemplificando o uso desta técnica, que tem sido mais empregada na
procura por substincias fitoterapicas, pode-se citar que o rizoma de
Boesenbergia rotunda (L.) Mansf. (Zingiberaceae) foi submetido a extragdo com
varios solventes de diferentes graus de polaridade, o que originou 17 fragdes.
Uma aliquota de cada uma das fragdes foi submetida a analise por RNM de 'H e
a outra parte foi empregada na realizacdo de ensaio in vitro, com vista a verificar

a capacidade de inibicdo do receptor de adenosina Al. Posteriormente, foi
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conduzida a andlise multivariada, empregando-se como entrada os dados de
RMN de 'H das fragdes e da atividade bioldgica, possibilitando o agrupamento
das fragdes de acordo com o perfil metabolito e atividade bioldgica. Também
foram distinguidos os sinais que possivelmente estariam contribuindo para a
atividade biolodgica, e por meio de experimentos de RMN bidimensionais, foi
sugerido que as moléculas bioativas seriam a pinocembrina e hidroxi-panduratin
(YULIANA et al., 2013).

Outro exemplo consiste na extracdo de metabodlitos produzidos por
diversas espécies de esponjas marinhas, seguida de analise por RMN de 'H, e
realizacdo de ensaio com vista a verificar a capacidade de inibi¢do do receptor
de adenosina Al. Foram conduzidas analises multivariadas, empregando-se
regressdo por minimos quadrados parciais (PLS) e ortogonais (OPLS). Os dados
de entrada foram os deslocamentos quimicos e intensidade dos sinais obtidos no
espectro de RMN de 'H, e os dados do ensaio bioldgico. Foi possivel o
agrupamento das espécies de esponjas de acordo com a atividade biologica e do
perfil metabdlito, sendo distinguidos os sinais que contribuiram para a separago
dos espécimes. Os sinais de deslocamento quimico foram atribuidos ao
halisulfate e suvanine. Em seguida, padrdes comerciais dessas substancias foram
testados corroborando os resultados da analise metabolomica (ALI et al., 2013).

A limitacdo do emprego da metabolomica na busca por moléculas
bioativas ¢ a complexidade da identificagdo de substdncias em misturas
complexas, havendo assim, a necessidade de conduzir paralelamente estudos de

fracionamentos classicos.
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Selecdo de Anonaceas para o Controle de Spodoptera frugiperda
e Analise Exploratoria do Perfil Metabdlito de Duguetia lanceolata

por RMN
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Denilson F. Oliveira® ; Geraldo A. Carvalho'

RESUMO

Fragdes soluveis em diclorometano, provenientes de extratos
metandlicos de plantas pertencentes a familia Annonaceae, foram
empregadas para a realizacdo de screeming com vistas a avaliar a
atividade bioldgica das mesmas para lagartas de Spodoptera frugiperda,
através de incoporagdo em dieta artificial. As fracdes provenientes de
Xylopia emarginata (cascas), Annona neolaurifolia (folhas e cascas),
Xylopia sericea (frutos e cascas) e Annona coriacea (folhas) causaram
reducdo na massa das lagartas de S. frugiperda. A fragdo oriunda das
cascas do caule de Duguetia lanceolata apresentou atividade inseticida
para S. frugiperda, com TLsy de 61,4 horas e CLso de 946,57 pg/mL de
dieta. Em decorréncia, foi realizada uma nova coleta do material
botanico, objetivando-se avaliar a bioatividade para S. frugiperda de seis
espécimes de D. lanceolata, com diferentes aspectos morfométricos.
Todos os espécimes apresentaram atividade inseticida, entretanto dois
espécimes causaram atividade menos pronunciada. Por meio de teste de
correlagdo de Pearson, ndo foi constatada correlagdo entre a
circunferéncia das arvores € o TLsy. Com vistas a inferir qual(is) a(s)
substancia(s) responsavel(is) pela atividade bioldgica foi empregada uma
abordagem metabolomica. Para tanto, as fragdes dos seis espécimes de D.
lanceolata foram analisadas por ressondncia magnética nuclear de
hidrogénio (RMN de 'H). Em seguida, procedeu-se a analise
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quimiométrica empregando como variaveis os dados de RMN de 'H ¢ os
valores de TLso, obtido no experimento com os diferentes espécimes de
D. lanceolata, a analise empregada foi projecdo de estruturas latentes
(PLS). Foi possivel o agrupamento dos espécimes de D. lanceolata de
acordo com o perfil metabdlito e atividade inseticida. Por meio do grafico
de peso foram distinguidos os sinais nos espectros de RMN de 'H que
contribuiram para a separag¢do dos espécimes de D. lanceolata, os quais
poderiam estar influenciando a bioatividade para S. frugiperda. Tais
sinais foram analisados detalhadamente por meio de experimentos de
RMN, uni e bidimensionais, sendo possivel inferir que um dos
metabdlitos que pode estar envolvido com a atividade inseticida da fragao
das cascas do caule de D. lanceolata seja o 2,4,5-trimetoxiestireno.

Palavras-chave: Metabolomica. Quimiometria. Inseticida botanico.
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1 INTRODUCAO

E estimado que as plantas produzam cerca de 200.000 substancias
ndo essenciais ao crescimento e desenvolvimento das mesmas. Entretanto,
acredita-se que tais substancias possuam fun¢ido de adaptagdo evolutiva as
pressdes seletivas do ambiente, tal como a herbivoria (MITHOFER;
BOLAND, 2011; GREEN et al., 2013). Ressalta-se que, muitos
pesquisadores aboliram o termo metabdlitos secundarios devido ao fato
dessas substancias apresentarem funcdo ecoldgica evolutiva, por isso tais
substancias vém sendo denominadas metabdlitos especializados (PATRA
et al., 2013). Devido a grande diversidade de moléculas e ao fato de
muitas dessas possuirem func¢do de defesa contra a herbivoria, sdo
inimeros os relatos da atividade inseticida dessas substancias (AHMAD
et al., 2012; TONG; COATS, 2012; CHAIEB, 2013). Logo, tais
substancias podem ser empregadas, na forma natural (GRDISA; GRSIC,
2013) ou sintética (JESCHKE; NAUEN; BECK, 2013), para o controle
de insetos.

Dentre as inimeras familias botanicas conhecidas por produzirem
metabolitos toxicos a insetos. As anonaceas vém merecendo destaque,
tendo-se intensificado os estudos com vistas a avaliar o potencial de
plantas dessa familia botinica como inseticidas (OKONKWO, 2004;
ISMAN, 2006; ARRIAGA et al, 2008; LLANOS; ARANGO;
GIRALDO, 2008; FEITOSA et al, 2009; KIHAMPA et al., 2009;
COSTA et al., 2012; RIBEIRO et al., 2013; NYANDORO et al., 2013).
Como exemplo € possivel citar as acetogeninas, que sdo metabdlitos

exclusivos dessa familia botanica, bastante promissoras para o controle de
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diversos insetos (ALVAREZ-COLOM et al.; 2010; HOE et al., 2010;
TOLOSA et al., 2012). Ha também estudos que atribuem a atividade
inseticida de anonaceas aos terpenos (NGUEMTCHOUIN et al., 2010;
ORAFIDIYA et al., 2010; ACIOLE et al., 2011; COSTA et al., 2011;
SILVA et al., 2012 ) e aos alcaloides (FEITOSA et al., 2009; KABIR,
2010).

No contexto de busca por moléculas bioativas de plantas, uma
abordagem que vem sendo utilizada recentemente com bastante sucesso €
a metabolomica, que consiste no estudo da medida quantitativa da
resposta metabdlica multiparamétrica dindmica de sistemas vivos a
estimulos fisiopatologicos ou ainda modificagdes genéticas, permitindo
assim o estudo dos metabolitos produzidos por determinado organismo
(IZQUIERDO-GARCIA et al., 2011). Assim, a metabolomica viabiliza a
identificagdo e analise quantitativa de substancias ativas em misturas
complexas. Tal abordagem permite, por exemplo, inferir qual metabolito
¢ o responsavel por determinada atividade biologica sem a necessidade de
um isolamento prévio, o que nos casos de compostos conhecidos, permite
economia consideravel de tempo. Outra vantagem dessa abordagem ¢ que
nos estudos envolvendo produtos naturais € possivel que se tenha mais de
um componente ativo, sendo que nesses casos durante o processo de
fracionamento pode ocorrer uma aparente perda da atividade dos
compostos isolados, quando testados separadamente (INUI et al., 2012).

Em se tratando de estudos entomologicos, até o momento, 0 uso
da metabolomica se encontra restrito ao estudo das interagdes entre os
insetos herbivoros e suas plantas hospedeiras, com o objetivo de

identificar os metabdlitos que conferem resisténcia a herbivoria (GIORGI
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et al., 2010; KERSTEN et al., 2013; LEISS et al., 2013; SUN et al.,
2013). Entretanto, sdo inimeros os exemplos de sucesso do emprego
dessa técnica para o estudo da atividade bioldgica, em especial na busca
por agentes fitoterapicos presentes em misturas complexas de origem
natural (YULIANA et al., 2011; WATKINS et al., 2012; ALI et al., 2013;
YULIANA et al., 2013). Dessa forma, ¢ razoavel propor a expansiao do
emprego da metabolomica na busca por metabodlitos de plantas ativos
contra insetos.

Dentre os insetos pragas que vém merecendo destaque nos ultimos
anos devido as dificuldades encontradas para o controle, vale mencionar a
lagarta-do-cartucho Spodoptera frugiperda (J. E. Smith) (Lepidoptera:
Noctuidae), que € considerada praga chave na cultura do milho no Brasil
e outros paises das Américas. O método comumente empregado para o
seu controle ¢ o uso de inseticidas sintéticos, sendo que, mais
recentemente, plantas geneticamente modificadas vém = sendo
intensivamente utilizadas visando o controle desse inseto. Entretanto,
existem relatos da selecdo de populacdes de S. frugiperda resistentes a
essa tecnologia em condi¢des de campo (TABASHNIK; RENSBURG;
CARRIRE, 2009; STORER et al., 2010). Assim, faz-se de fundamental
importancia a busca por novas moléculas que possam ser empregadas no
controle desse inseto.

Dessa forma, o objetivo desse trabalho foi realizar um screening
da bioatividade de plantas pertencentes a familia Annonaceae para S.
frugiperda e correlacionar os dados do perfil metabdlito de Duguetia
lanceolata A.St.-Hil. (Annonaceae), que foi a planta mais ativa contra o

inseto, com a atividade inseticida, empregando-se a espectroscopia de
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ressonancia magnética nuclear (RMN) e métodos quimiométricos, com
vistas a sugerir qual(is) a(s) substancia(s) eram responsavel(eis) pela

bioatividade.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Solventes e outras substiancias quimicas

Empregou-se as seguintes substancias durante a realizacdo deste
trabalho: metanol PA, diclorometano PA, acido sérbico PA; acido
ascorbico PA, 4-hidroxibenzoato de metila PA, 4gar, solucdo de
formaldeido (teor: 36 a 40%) PA, 4cido propanoico PA e acido fosforico
PA, todos provenientes da empresa Vetec Quimica Fina LTDA, Rio de
Janeiro, Brasil. Outros componentes foram Tween 80 (Polissorbato),
adquirido da empresa Nuclear, Sao Paulo, Brasil, e cloroférmio deuterado
(D, 99,98%) contendo 0,05% (v/v) de tetrametilsilano (TMS) obtido de
CIL® (Cambridge Isotope Laboratories, Inc).

2.2 Insetos

Para a realiza¢do dos experimentos foram utilizadas lagartas de S.
frugiperda com 48 horas de idade, alimentadas com dieta artificial e
provenientes da segunda postura de espécimes criadas em laboratdrio. A
dieta artificial foi constituida de feijdo do grupo Carioca (166,66 g);
gérmen de trigo (79,20 g); levedo de cerveja (50,70 g); acido sorbico
(1,65 g); acido ascorbico (5,10 g); 4-hidroxibenzoato de metila (3,15 g);
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agar (27,0 g); formaldeido (4,15 mL); solucdo inibidora de crescimento
microbiano (4,15 mL) preparada a partir de 4cido propanoico (18,0 mL),
acido fosforico (43,0 mL) e agua (540,0 mL). Para o preparo da dieta, o
feijao foi levado ao fogo até cozimento com 1,5 L de dgua. As proporgdes
de ingredientes supracitadas foram empregadas para o volume de 750 mL
de 4gua destilada, usada para dissolucdo do dgar, mais 750 mL de caldo
de feijdo, proveniente do cozimento do feijdo. Os adultos foram
alimentados com solugdo aquosa de mel (0,1 mL/mL). Todos os insetos
foram mantidos em sala climatizada a 25 + 2 °C, 70 £ 10% UR e fotofase

de 12 horas por dia.

2.3 Coleta do material botanico para a realizacdo de screening com S.

frugiperda

Os materiais botanicos (Tabela 1) foram coletados na Regido do
Alto Rio Grande — Lavras/Minas Gerais, no periodo de margo a abril de
2011, sendo que amostras do material também foram empregadas para as
confecgdes de exsicatas, as quais foram depositadas no Herbario ESAL

da Universidade Federal de Lavras.



Tabelal  Materiais botanicos, empregados para preparo dos extratos vegetais e realizagdo de screnning com S.
frugiperda, coletados no perido de margo a abril de 2011

continua
Nome cientifico Sinonimias' Parte - Es‘,a,gl.o Coordenadas N“m.e ro de
coletada gico exsicata
Cascas . S21°13.649"; W 27639
Annona cacans Warm. Folhas Vegetativo 044°58.234"
. Cascas . S 21°15.685"; W 27640
Annona coriacea Mart. Folhas Vegetativo 044°58.254°
Annona neolaurifolia H. .- s Cascas . S21°13.648"; W 27638
Rainer Rollinia laurifolia Schltd Folhas Vegetativo 044°57.405"
Annona silvestris Vell., Annona fagifolia
A.St.-Hil. & Tul., Annona exalbida Vell., Cascas
Annona sylvatica A.St.- Rollinia sylvatica (A.St.-Hil.) Mart., Vegetativo S 23°00.00.000' 27647
Hil. Rollinia exalbida (Vell.) Mart., Rollinia Folhas & W 049°23.080"
Jagifolia A.St.-Hil.
Duguetia furfuracea A.St.-Hil.(=
Duguetia coriacea Sonder), Duguetia Reprodutivo
Duguetia arenicola Maas duckei R.E.Fr., Duguetia glabriuscula Folhas 00111)1 flores e §21°15.684"; W 27637
& (R.E.Fr.) R.E.Fr., Duguetia phaeoclados frutos 044°58.245°
(Mart.) Maas & H.Rainer, Duguetia
rotundifolia R.E.Fr.]
. Folhas . ,
Duguetia lanceolata A. Frutos Reprodutivo S 21°13.567"; W 27629
St.-Hil. Cascas com frutos 044°57.575"

L



Tabelal  Materiais botanicos, empregados para preparo dos extratos vegetais e realizagdo de scremning com S.
frugiperda, coletados no perido de margo a abril de 2011

continuagao

Nome cientifico

Sinonimias'

Parte Estagio
coletada fenolégico

Niimero de

Coordenadas .
exsicata

5’

Guatteria australis A.St.-
Hil.

Guatteria acutiflora Mart., Guatteria
acutipetala R.E.Fr., Guatteria asterantha
R.E.Fr., Guatteria blanchetiana R.E.Fr.,
Guatteria clavigera R.E.Fr., Guatteria
curvinervia R.E.Fr., Guatteria densicoma
Mart., Guatteria dimorphopetala R.E.Fr.,
Guatteria dusenii R.E.Fr., Guatteria flava
A.St.-Hil., Guatteria fruticosa R .E.Fr.,
Guatteria glabrescens R.E.Fr., Guatteria
gomeziana A.St.-Hil., Guatteria hilariana
Schitdl., Guatteria hookeri A.St.-Hil. &
Tul., Guatteria klotzschiana Mart.,
Guatteria lutea A.St.-Hil., Guatteria
minarum R.E.Fr., Guatteria mosenii
R.E.Fr., Guatteria neglecta R.E.Fr.,
Guatteria nigrescens Mart., Guatteria
odontopetala Mart., Guatteria paranensis
R.E.Fr., Guatteria parvifolia R.E.Fr.,
Guatteria penduliflora R.E.Fr., Guatteria
polycarpa R.E.Fr., Guatteria psilopus
Mart., Guatteria reflexa R.E.Fr., Guatteria
riedeliana R.E.Fr., Guatteria salicifolia
R.E.Fr., Guatteria silvatica R.E.Fr.,
Guatteria sordida R.E.Fr., Guatteria tenuis
R.E.Fr.

Cascas

Folhas Vegetativo

S21°15.436; W

044°57.216° 27643

€L



Tabelal  Materiais botanicos, empregados para preparo dos extratos vegetais e realizagdo de scremning com S.

frugiperda, coletados no perido de margo a abril de 2011

conclusdo
Nome cientifico Sinonimias' c;::;;a P ESt.é,iizu Coordenadas Nf;:iecl;ot:e
Xvlopia brasiliensis Spreng. Xylopia gracilis (R.E.Fr.) R.E.Fr. ggls}tlz':: Reprogﬁii)\;o com S %)i Zl%g?)éiw 636
Xylopia emarginata Mart. ggls}tlz':: Vegetativo S 20 l4 4(1)1;% é ];’ w )
Xylopia sericea A.St.-Hil.  Xylopia intermedia R.E.Fr. ggfﬁzz Reprodutivo ;%i;%ggg(i%, 27646
Frutos

'Oliveira-Filho (2013).

YL
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2.4 Coleta do material botanico de espécimes de D. lanceolata com

diferentes parametros morfométricos

As cascas do caule de espécimes de D. lanceolata, com diferentes
parametros morfométricos, foram coletadas na regido do Alto do Rio
Grande — Lavras/Minas Gerais, no més de junho do ano de 2012. Por
ocasido da coleta, os espécimes tiveram mensurado o pardmetro
morfométrico, circunferéncia do caule a distdncia de 1,20 m do solo

(Tabela 2).



Tabela2  Materiais botanicos, coletados no més de junho de 2012, provenientes das cascas do caule de espécimes de
Duguetia lanceolata com diferentes pardmetros morfométricos de circunferéncia do caule

Identificagiio Didmetro a 1,20 m do solo (m) Coordenadas Numero da exsicata
Duguetia lanceolata - Espécime 1 0,890 23K 0,501314; UTM 76650906 27629
Duguetia lanceolata - Espécime 2 0,715 23K 0,504197; UTM 7652831 27634
Duguetia lanceolata - Espécime 3 1,69 23 K 0,504123; UTM 7652758 27633
Duguetia lanceolata - Espécime 4 1,61 23 K 0,504037; UTM 7652711 27635
Duguetia lanceolata - Espécime 5 2,08 23K 0,503609; UTM 7652514 27631
Duguetia lanceolata - Espécime 6 1,20 23K 0,503610; UTM 7652528 27630

9L
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2.5 Preparo dos extratos vegetais e fracionamento

Os materiais vegetais secos ¢ moidos (50 g) foram imersos em
metanol (300 mL) por 24 horas. Em seguida, filtraram-se as misturas em
algoddo hidréfilo. As fases liquidas foram guardadas, enquanto aos
residuos foram acrescentados 200 mL de metanol. O procedimento de
extrag@o foi repetido por oito vezes, sendo, ao final, combinadas as fases
liquidas oriundas de cada amostra vegetal. O solvente de cada fase liquida
resultante foi removido em evaporador rotatorio, dando origem aos
extratos vegetais metanolicos.

Os extratos vegetais metandlicos (5 g) foram submetidos a
particdo liquido-liquido. Para tanto, adicionou-se cada extrato a uma
mistura de diclorometano (20 mL) e dgua (20 mL). Apos agitagdo por 10
min, seguida de repouso por 10 min, removeu-se a fase inferior
(diclorometano) por decantagdo e se repetiu o processo duas vezes com
mais diclorometano (2 x 20 mL). Combinaram-se as trés fases de
diclorometano provenientes de cada amostra, para a obteng¢ao de solugdes
as quais foi adicionado Na,SO, anidro. Filtraram-se as misturas obtidas
em algoddo e se removeu o solvente de cada solugdo final, dando origem
a residuos que, em seguida, foram liofilizados por 24 horas. Com tal
procedimento, se obteve as fragdes soliiveis em diclorometano dos

extratos (ALVAREZ-COLOM et al., 2007; 2008; 2009).
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2.6 Bioensaios com S. frugiperda

2.6.1 Screening com S. frugiperda

As fragdes soluveis em diclorometano (200 mg; Tabela 1) foram
solubilizadas em solu¢do aquosa de Tween 80 a 0,01 g/mL (20 mL) e
incorporadas em dieta artificial (200 mL) na temperatura de 50 °C. Apds
o resfriamento e solidificacdo da dieta, pedagos da mesma, de igual
tamanho (1,0 cm de didmetro x 1,5 cm de altura), foram transferidos para
tubos de vidro (2,5 cm de didametro x 8,0 cm de altura), no qual foi
inoculada uma lagarta de S. frugiperda com 48 horas de idade, alimentada
previamente com dieta artificial. Os tubos de vidro permaneceram
tampados com algodao hidrofilo.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, sendo
a parcela experimental constituida por wuma lagarta mantida
individualizada. Os tratamentos consistiram de vinte fragdes soluveis em
diclorometano (Tabela 1) e as testemunhas negativas, dgua e solucdo
aquosa de Tween 80 a 0,01 g/mL. Devido ao grande numero de
tratamentos os mesmos foram distribuidos em varios experimentos,
ademais cada experimento foi repetido por duas vezes no tempo. Foram
empregadas sessenta repeticdes por tratamento em cada experimento.

A sobrevivéncia foi avaliada diariamente até o décimo segundo
dia apds o inicio da alimentag@o das lagartas com as dietas tratadas, sendo

que no ultimo dia também foram mensuradas as massas das lagartas.
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2.6.2 Bioensaio de concentracio-resposta com a fraciio do extrato das

cascas do caule de D. lanceolata

A fracdo soluvel em diclorometano, proveniente do extrato das
cascas do caule de D. lanceolata (Tabela 1; 25, 50, 100, 200 e 400 mg)
foi solubilizada em Tween 80 a 0,01 g/mL (20 mL) e incorporada em
dieta artificial (200 mL) para a constru¢do da curva de concentragdo-
resposta. Foram empregadas lagartas com 48 horas de idade, alimentadas
previamente com dieta artificial.

O delineamento foi inteiramente casualizado, sendo que cada
parcela experimental foi constituida por uma lagarta, mantida de forma
individualizada e sessenta repeti¢gdes. Os tratamentos consistiram na
fragdo das cascas do caule de D. lanceolata (Tabela 1) nas concentragdes
de 113,6; 227,2; 454,5; 909,0 ¢ 1.818,1 pg/mL de dieta, e das
testemunhas, agua e Tween 80 a 0,01 g/mL. A sobrevivéncia dos insetos
foi avaliada diariamente, durante 11 dias, para a determina¢do do tempo
letal mediano (TLsp), sendo que os dados de sobrevivéncia apos 72 horas
da montagem do bioensaio foram empregados para o céalculo da

concentragdo letal mediana (CLsy).

2.6.3 Bioensaio com as fracdes provenientes das cascas do caule de

espécimes de D. lanceolata

As fracdes soluveis em diclorometano dos extratos das cascas do
caule de espécimes de D. lanceolata (200 mg; Tabela 2) foram

solubilizadas em solu¢do aquosa de Tween 80 a 0,01 g/mL (20 mL) e



80

adicionadas a dieta artificial (200 mL). O delineamento foi inteiramente
casualizado, sendo que cada parcela experimental foi constituida por uma
lagarta, mantida de forma individualizada. Empregaram-se dgua e solug¢ao
aquosa de Tween 80 a 0,01 g/mL como testemunhas negativas.

A sobrevivéncia dos insetos foi avaliada diariamente, durante 11
dias, para a determinacdo do tempo letal mediano (TLsp). Por meio de
analise de correlagdo de Pearson, buscou-se analisar a relacdo entre o
pardmetro morfométrico, circunferénca das arvores, e a atividade

inseticida para S. frugiperda.
2.7 Analise exploratoria do perfil metabdlito de D. lanceolata

As fragdes soluveis em diclorometano (100 mg), preparadas
conforme descrito em 2.6, provenientes de diferentes espécimes de D.
lanceolata (Tabela 2), foram solubilizadas em CDCI; (1 mL) contendo
0,05% (v/v) de TMS. Aliquotas (0,8 mL) de cada solu¢do obtida foram
transferidas para tubos de RMN com diametro de 5,0 mm.

Os espectros de RMN de 'H foram obtidos a 25 °C, em aparelho
Bruker AVANCE DRX400 com campo de 9,4 Tesla (com frequéncia de
400,13 MHz para o hidrogénio), equipado com uma sonda multinuclear
inversa (BBI) de 5 mm. Os espectros de hidrogénio foram obtidos em
triplicata (a amostra foi analisada trés vezes), com pulso de 30 graus,
largura espectral de 20 ppm, 16 promediacdes (promediacdes = varredura
= scan = ns) e com 65.536 pontos adquiridos. Para o processamento, foi
realizada a multiplicagdo exponencial com fator de alargamento de linha

(Ib) de 0,3 Hz, anterior a transformada de Fourier. As fases e linhas de
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base foram corrigidas utilizando o programa TopSpin 1.3 e, por fim, o
espectro foi calibrado pelo sinal do tetrametilsilano (TMS) em 0,00 ppm.

Também foram conduzidos experimentos bidimensionais, tais
como J-resolvido (homonuclear - HOM2DJ), HSQC (correlacio
heteronuclear de quantum-simples — 'H x 13C), HMBC (correlagdo
heteronuclear através de multiplas ligagdes — 'H x °C) e COSY

(correlagdo homonuclear 'H x 'H).
2.8 Analise estatistica

Os dados coletados no experimento de screening da atividade
inseticida foram previamente submetidos ao teste de Bartlett (R
DEVELOPMENT CORE TEAM, 2013), com vistas a verificar a
homogeneidade de varidncias e realizar a andlise conjunta dos dados nos
diferentes experimentos.

Os dados de sobrevivéncia foram submetidos a andlise de
sobrevivéncia, aplicando-se o modelo de Weibull, por meio do pacote
Survival do software R® (THERNEAU, 2013). Apés a selegdo do modelo
matematico mais adequado por meio da analise de residuos, foi realizada
a analise de contraste para verificar a semelhanca entre os tratamentos
empregados com vista a formagdo de grupos congéneres. Também foi
calculado o tempo letal mediano (TLs,) para cada grupo formado.

As massas das lagartas foram analisadas por meio do teste de
Kruskal-Wallis e, em seguida, submetidas ao teste de comparacdes
multiplas, empregando-se o software R® e o pacote Pgirmess

(GIRAUDOUX, 2013).
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A determinagdo da curva de concentracdo-mortalidade e a
obten¢@o da concentracdo letal mediana (CLs) foram realizadas por meio
de andlise de Logit, utilizando-se o pacote drc (RITZ, 2013) do software
R” (R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2013). Para verificar se havia
diferenca estatistica entre as testemunhas negativas, agua e solucdo
aquosa de Tween 80 0,01 mg/mL, empregou-se o teste de Wilcoxon Rank
Sum Test (R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2013).

A analise de correlacdo de Pearson (R DEVELOPMENT CORE
TEAM, 2013) foi empregada com vistas a determinar a correlagdo entre o
pardmetro morfométrico, circunferéncia das darvores, e a atividade
inseticida para S. frugiperda (R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2013).

Para analise quimiométrica, os espectros de RMN de 'H das
diferentes espécimes de D. lanceolata foram convertidos a uma tabela de
area versus intervalo de 0,04 ppm, conhecidos como buckets. As
conversdes dos espectros em buckets foram realizadas com o uso do
programa computacional AMIX® (Brucker). As éareas dos buckets (bloco
X) e o tempo letal mediano (TLs, bloco Y) foram entdo utilizados como
variaveis de entrada para as andlises quimiométricas. Proje¢des de
estruturas latentes (PLS) foram obtidas utilizando o software Pirouette
3.11 (Infometrix, Inc., Woodinville, WA). Todos os dados foram
centrados na média e antes das analises, a regido de ¢ 7,18 — 7,30 foi
removida para eliminar qualquer influéncia do sinal residual de CHCl; do

solvente (CDCls).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Screening com S. frugiperda

A andlise de sobrevivéncia permitiu a formagdo de trés grupos
congéneres (Figura 1). O grupo 1, com TLsy de 61,4 horas, consistiu do
tratamento com a fragdo solivel em diclorometano do extrato metandlico
das cascas do caule de D. lanceolata, vale ressaltar que no final do
periodo avaliado as lagartas alimentadas com esse tratamento
apresentaram apenas 6,9% de sobrevivéncia. O grupo 2 englobou os
tratamentos: Xylopia sericea A.St.-Hil. (frutos, folhas e cascas); Annona
sylvatica A.St.-Hil. (cascas e folhas); Annona cacans Warm. (folhas e
cascas); Guatteria australis A.St.-Hil. (folhas e cascas); Annona coriacea
Mart. (folhas); Annona neolaurifolia H. Rainer (folhas); Xylopia
emarginata Mart. (folhas e cascas); D. lanceolata (folhas e frutos);
Xylopia brasiliensis Spreng (folhas) e Duguetia arenicola Maas (folhas),
sendo que ao término do periodo de avaliagdo, a sobrevivéncia acumulada
foi de 87,5%. Os tratamentos agua, solu¢do aquosa de Tween 80 a 0,01
g/mL, A. neolaurifolia (cascas) e X. brasiliensis (cascas) formaram o

grupo 3, com sobrevivéncia acumulada de 94,6%.



Sobrevivéncia(x 100)

Figura 1

Grupo 1 (TL50 = 61.4 horas)
Grupo 2 (TL30 > 264 horas)
Grupo 3 (TL50 > 264.0 horas)

S(tempo)(grupo 1) = exp(— (tempo [93.71676)°3725675)
S(tempo)(grupo 2) = exp(— (tempo /2924 658)°37155%%)

S(tempo)(grupo 3) = exp(— (tempo [8037.521)°372560T)
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Tempo (horas)

Sobrevivéncia de lagartas de Spodoptera frugiperda ao longo do tempo, alimentadas com dieta artificial
contendo fragdes soluveis em diclorometano, sendo S(t) = exp(-(tempo/8)*), 8 = parametro de forma; o =
pardmetro de escala. Grupo 1: Duguetia lanceolata cascas (n=173). Grupo 2: Xylopia sericea (frutos
(n=120), folhas (n=119) e cascas (n=118)); Annona sylvatica (cascas (n=118) e folhas (n=119)); Annona
cacans (folhas (n=111) e cascas (n=88)); Guatteria australis (folhas (n=117) e cascas (n=120)); Annona
coriacea (folhas (n=114)); Annona neolaurifolia (folhas (n=111)); Xylopia emarginata (folhas (n=107) e
cascas (n=107)); Duguetia lanceolata (folhas (n=119) e frutos (n=116)); Xylopia brasiliensis (folhas
(n=119)) e Duguetia arenicola (folhas (n=116)). Grupo 3: Agua (n=401), solugdo aquosa de Tween 80 a 1%
(n=400), Annona neolaurifolia (cascas (n=112)) e Xylopia brasiliensis (cascas (n=113)).
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No que se refere a massa de lagartas, foi constatado que os insetos
alimentados com os tratamentos provenientes de X. emarginata (cascas),
A. neolaurifolia (folhas e cascas), X. sericea (frutos e cascas) e A.
coriacea (folhas) apresentaram massa significativamente inferior (x> =
204,68, df = 19, p = 2,2¢'%) ao constatado para o grupo formado pelas
testemunhas agua e solu¢io aquosa de Tween 80 a 0,01 g/mL (y* = 1,53,
df=1,p=0,2155) (Figura 2).
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T4: Duguetia lanceolata (frutos) — T10: Xylopia emarginata (folhas)  T16: Xylopia sericea (frutos) T22: Annona cacans (cascas)

TS: Duguetia lanceolata (cascas) — T11: Xylopia emarginata (cascas)  T17: Xylopia sericea (cascas)
T6: Xylopia brasiliensis (folhas) — T12: Annona neolaurifolia (folhas)  T18: Xylopia sericea (folhas)

Figura2  Médias (£SD) para massa (g) de lagartas de Spodoptera frugiperda alimentadas dietas artificiais as quais
foram incorparadas fragdes soliiveis em diclorometano proveniente de extratos metandlicos de plantas da
familia Annonaceae.

*Diferem estatisticamente do grupo formado pelas testemunhas negativas, agua e solu¢do aquosa de Tween 80 a 0,01g/mL.
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A espécie que se apresentou mais promissora para ser empregada
no controle de S. frugiperda foi D. lanceolata, sendo esse o primeiro
relato da atividade inseticida dessa planta. Trabalhos prévios, realizados
com essa planta indicaram a presenga em seus tecidos de alcaloides, os
quais apresentaram forte atividade antiplasmodial e antitripanossoma
(FISCHER et al., 2004; TEMPONE et al., 2005). Estudos de CG-MS
empregando o Oleo essencial de D. lanceolata revelaram que os
constituintes principais sdo mono e sesquiterpenos e hidrocarbonetos
(SOUSA et al., 2012). Vale ressaltar que, dentre as amostras desta planta
que foram estudadas, apenas aquela proveniente das cascas do caule
apresentou atividade inseticida. Possivelmente, isto ocorreu devido ao
fato das composi¢des e concentragdes dos metabdlitos secundarios
poderem variar de acordo com a parte da planta estudada
(SRIVASTAVA; SRIVASTAVA, 2011; WHITEHEAD et al., 2013),
haja vista que as pressdes de sele¢do e custos para alocacdo dos
metabolitos diferem de acordo com o 6rgdo vegetal, havendo desta forma
grande variagdo constitutiva intraplanta. Vale mencionar que as defesas
quimicas sdo uma funcdo do valor do tecido para a planta, em que o valor
¢ correlacionado com o custo que a planta teria caso esse tecido fosse
removido (MCCALL; FORDYCE, 2010).

As lagartas alimentadas com a fragdo solivel em diclorometano
do extrato das folhas de A. coriaceae apresentaram redugdo na massa,
sendo pela primeira vez relatado o efeito inseticida dos metabdlitos
presentes nas folhas dessa planta. Trabalhos anteriores constataram que o
extrato metandlico das sementes de A. coriaceae causou alteracdes

morfoldgicas, tais como, vacuolizagdo citoplasmatica de células colunares
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e regenerativas, no intestino de Aedes aegypti (L.) (Diptera: Culicidae), o
que possivelmente pode induzir o processo de apoptose (COSTA et al.,
2012). O extrato etanolico de tais sementes também provocou interrupgao
no desenvolvimento, redu¢do na alimentacdo ¢ aumento na taxa de
mortalidade em ninfas e adultos de Rhodnius neglectus Lent (Hemiptera:
Reduviidae) (CARNEIRO; PEREIRA; GALBIATI, 2013). E possivel
mencionar que uma lecitina isolada das sementes de 4. coriaceae
provocou alteragdes nos indices nutricionais de Anagasta kuehniella
(Zeller) (Lepidoptera: Pyralidae) e Corcyra cephalonica (Stainton)
(Lepidoptera: Pyralidae). Segundo analises por cromatografia por
afinidade, a referida lecitina se liga a proteinas do intestino desses insetos,
podendo interferir na digestdo e/ou absor¢do do alimento (COELHO;
MARANGONI; MACEDO, 2007).

Esse ¢ o primeiro relato de atividade inseticida das fracdes
provenientes de 4. neolaurifolia (folhas e cascas), X. emarginata (cascas)
e X. sericea (frutos e cascas), as quais, no presente trabalho, causaram
reducdo na massa das lagartas de S. frugiperda. Apesar de até o momento
ndo existirem relatos do efeito inseticida dessas plantas, as mesmas sao
conhecidas por produzirem metabdlitos que pertencem a classes quimicas
com reconhecida atividade inseticida. Para exemplificar, é possivel citar o
isolamento de acetogeninas das folhas de 4. neolaurifolia (SANTOS
PIMENTA et al., 2001; NASCIMENTO et al., 2003; PIMENTA;
NASCIMENTO; BOAVENTURA, 2005; CUNHA et al., 2009), sendo
que algumas delas foram relatadas como ativas contra insetos
(SRINIVASA RAO et al., 1999; HOE et al., 2010; GUPTA et al., 2011).

Também foi constatada a presenca de substancias pertencentes a classe
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das acetogeninas em X. emarginata (COLMAN-SAIZARBITORIA et al.,
2009). Ademais, verificou-se a producdo por tal planta de terpenos
(VILEGAS et al., 1991; LAGO et al.,, 2005; MAIA et al., 2005;
MOREIRA; ROQUE; LAGO, 2006), sesquiterpenos ¢ hidrocarbonetos
(MOREIRA et al., 2007), flavonoides e alcaloides (MOREIRA; LAGO;
ROQUE, 2003), que de forma andloga, sdo bioativos para insetos
(MAGADULA; INNOCENT; OTIENO, 2009; BROUSSALIS;
CLEMENTE; FERRARO, 2010; BOULOGNE et al., 2012).

Em se tratando de X. sericea, 6leos essenciais das folhas e frutos
apresentaram monoterpenos € sesquiterpenos como constituintes
majoritarios (PONTES et al., 2007). Especificamente das sementes de X.
sericea foram isolados mono e diterpenos (TAKAHASHI et al., 2001).
As analises quimicas de diferentes partes de X. sericea revelaram que as
raizes apresentam como compostos majoritarios mono, sesqui €
diterpenos, ao passo que no tronco, folhas e frutos, mono e sesquiterpenos
se apresentaram como constituintes majoritarios (CAMARA;
ALENCAR; SILVEIRA, 1996). Dentre as substancias presentes nos 6leos
essenciais de frutos e cascas de X. sericerae, algumas se apresentaram
ativas contra insetos, tais como o pineno (KIM; KANG; PARK, 2013;
KIM; LEE, 2014) e mirceno (VOURLIOTI-ARAPI et al., 2012).

Apesar de existirem relatos em literatura da atividade inseticida de
A. sylvatica e D. arenicola, neste trabalho tais espécies ndo apresentaram
efeito para S. frugiperda, pois foram empregadas partes vegetais
diferentes daquelas nas quais foi constada a presenga de metabolitos com
atividade inseticida. A atividade inseticida do extrato hexanico dos frutos

de A. sylvatica foi reportada para Ostrinia nubilalis (Hiibner)
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(Lepidoptera: Pyralidac) (MIKOLAJCZAK et al., 1990). De forma
andloga, foi constatada a atividade inseticida da raiz de D. arenicola, para
larvas de 4. aegypti (RODRIGUES et al., 2006). Assim, tal resultado
pode ser devido ao fato dessas plantas estarem alocando a produgdo de
metabdlitos toxicos a herbivoros para partes vegetais nas quais ndo foram
avaliadas no presente trabalho.

As fragdes oriundas de A. cacans (folhas e cascas), G. australis
(folhas e cascas) e X. brasiliensis (folhas e cascas) ndo apresentaram
efeito letal e/ou subletal para as lagartas de S. frugiperda, tampouco

foram encontrados relatos de atividade inseticida para essas plantas.

3.2 Bioensaio de concentrac¢io-resposta com a fra¢ao das cascas do

caule de D. lanceolata

Nao foi verificada diferenga entre a mortalidade nas testemunhas
negativas, agua e solugdo aquosa de Tween 80 0,01 mg/mL (v =3, p =
0,34), assim apenas os valores referentes a testemunha Tween foram
empregados para o calculo da CLso. A fracdo proveniente das cascas do
caule de D. lanceolata apresentou valor de CLsg igual a 946,57 pg/mL de
dieta para lagartas de S. frugiperda, apos o periodo de 72 horas, com
limite inferior de 837,46 pg/mL e superior de 1.055,8 pg/mL. A CLy, foi
de 1.761,84 pg/mL, com limite inferior de 1.409,60 e superior de
2.114,12 pg/mL (> = 2085, df= 287, p = 0).

A andlise de sobrevivéncia permitiu a formagdo de quatro grupos
congéneres, sendo o grupo 1, formado pela fragdo proveniente das cascas

do caule de D. lanceolata na concentragdo de 1.818,1 pg/mL e TLs, de
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47,8 horas e 100% de mortalidade apds 120,0 horas da montagem do
experimento. O grupo 2, com TLsy de 100,5 horas consistiu na fragdo das
cascas do caule de D. lanceolata na concentragdo de 909,0 pg/mL de
dieta e 100% de mortalidade apds 253,0 horas de exposicdo ao
tratamento. A fragcdo proveniente das cascas do caule de D. lanceolata na
concentragdo de 454,5 pg/mL de dieta (grupo 3) apresentou sobrevivéncia
acumulada de 68,7% ao término do experimento. Enquanto o grupo 4,
formado pelas testemunhas agua, solugdo aquosa de Tween 80 0,01 g/mL
e fracdes provenientes das cascas do caule de D. lanceolata nas
concentracdes de 113,6 e 227,2 pug/mL apresentaram sobrevivéncia

acumulada de 96,1% (Figura 3).
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A mortalidade das lagartas de S. frugiperda mostrou-se
dependente da concentrag@o. Os valores encontrados no presente trabalho
indicam que essa planta apresenta potencial para ser empregada no
controle desse inseto. Trabalhos realizados com produtos de origem
natural empregando lagartas de S. frugiperda, em condi¢des semelhantes
as quais foram conduzidos o presente trabalho, constataram valores de
CLs, apds 72 horas de alimentagdo, de 2.591 + 680 e 1.439 + 386 mg/L,
respectivamente, para os extratos de Jatropha gossypifolia L.
(Euphorbiaceae) e Melia azedarach L. (Meliaceae), os quais apresentam
comprovada atividade inseticida (BULLANGPOTI et al., 2012). Ainda ¢
possivel mencionar os valores de CLsy e CLoy de 2,31 e 12,72 mL/kg,
respectivamente, apos 7 dias de alimentagdo de lagartas de S. frugiperda
com o extrato de Peumus boldus Molina (Monimiaceae) (SILVA et al.,
2013).

A atividade da fragcdo das cascas do caule de D. lanceolata
mostrou-se dependente do tempo de exposi¢do aos tratamentos, ou seja, a
mortalidade dos insetos s6 foi constatada apds determinado tempo de
exposicdo aos tratamentos. O fato de a toxicidade ter se apresentado
dependente do tempo de alimentacdo das lagartas pode ser devido a
fatores que atuam isoladamente ou em conjunto. Foi sugerido, por
exemplo, que a mortalidade como fator dependente do tempo, pode ser
devido a captagdo da porcdo ativa do composto ser dependente do tempo.
Assim o efeito toxico pode ocorrer em fun¢do do aumento progressivo da
concentragdo dos compostos ao longo do tempo. Ou ainda a unidade ativa

do composto pode estar sendo convertida em metabdlitos mais toxicos no
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interior do inseto, resultando em efeito dependente do tempo (KABIR;

KHAN; MOSADDIK, 2003).

3.3 Bioensaio com as fracées provenientes das cascas do caule de

diferentes espécimes de D. lanceolata

As fragdes soluveis em diclorometano, provenientes dos extratos
das cascas do caule dos seis espécimes de D. lanceolata, apresentaram
atividade inseticida para lagartas de S. frugiperda, sendo mais
pronunciada para alguns espécimes com menores valores de TLsy. A
analise de sobrevivéncia permitiu a formagdo de trés grupos congéneres:
o grupo 1 englobou os tratamentos denominados espécime 1, espécime 2,
espécime 5 e espécime 6, com TLsy de 62,2 horas e mortalidade
acumulada de 100% apos 194,2 horas. O grupo 2, formado pelos
espécimes 3 e 4, apresentou atividade inseticida menos pronunciada (TLs,
igual a 89,6 horas), a mortalidade acumulada foi de 100% apds 277 horas
da exposicdo das lagartas ao tratamento. J4 o grupo 3, formado pelas
testemunhas agua e solu¢do aquosa de Tween 80 a 0,01 g/mL,
apresentaram sobrevivéncia acumulada de 93,3% apo6s 264 horas da

montagem do experimento (Figura 4).
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Por meio de correlagdo de Pearson, ndo foi possivel estabelecer uma
correlacdo entre o pardmetro dendrométrico, circunferéncia das arvores
(t=0,6352, p=0,5598, cor = 0,30), com a atividade inseticida.

As diferencas encontradas na atividade inseticida dos espécimes de
D. lanceolata, provavelmente, se devem as variagdes intraespecificas na
produ¢do de metabdlitos, as quais podem ser influenciadas por diversos
fatores como ontogenia, fenologia, defesas induzidas, condigdes
ambientais, mutac¢des naturais, dentre outras (MOORE et al., 2014).

Apesar da producdo de metabolitos especializados muitas vezes se
apresentar como um processo dinamico, sugere-se que as plantas mais
velhas, com maiores valores de circunferéncia, produzam menos
metabolitos, mas isso ndo foi constatado nesse estudo. Assim, mais
estudos sdo necessarios com vistas a obter predigdes seguras acerca do
assunto, haja vista que além de ser um processo espécie-especifico,
alguns grupos de metabdlitos podem apresentar aumento na concentracio
ao longo do processo de desenvolvimento da planta, em detrimento da
reducdo na concentragdo de outros. Nesse sentido foi constatado aumento
na concentracdo de sesquiterpenos totais e reducdo na concentragcdo de
fenolicos totais para FEucalyptus froggattii Blakely (Myrtaceae)
(GOODGER; HESKES; WOODROW, 2013). Dessa forma, os resultados
aqui encontrados podem ser adicionalmente explorados em trabalhos

futuros.
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3.4 Analise exploratoria do perfil metabdlito de D. lanceolata

Os espectros de RMN de 'H das fragdes soluveis em
diclorometano dos extratos de diferentes espécimes de D. lanceolata se
mostraram bastante semelhantes quanto aos deslocamentos quimicos e,
consequentemente, quanto a composicao qualitativa das referidas fracdes
(Figura 5). Assim, os dados de RMN foram submetidos a analise
multivariada através de projecdes de estruturas latentes (PLS), com vistas
a estabelecer uma relagdo entre dois conjuntos de dados, ou seja, X
(preditores) e Y (resposta). Nesse caso, os preditores sdo os dados de
deslocamento quimico e intensidade dos sinais obtidos por meio do
espectro de RMN de 'H, enquanto Y se refere aos dados de atividade
bioldgica dos diferentes espécimes de D. lanceolata (TLsy). Tal analise
foi conduzida com vistas a prever os deslocamentos quimicos dos sinais
correspondentes as substancias responsaveis pela bioatividade dos

espécimes de D. lanceolata para S. frugiperda.
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A andlise quimiométrica permitiu a constru¢do do grafico de
varidveis latentes, sendo que VL1 e VL2 explicaram 56,3% da
covariancia dos dados e permitiu o agrupamento dos espécimes de acordo
com a atividade biologica. Assim, as espécimes 3 e 4, com menor
atividade bioldgica, permaneceram no lado positivo de VL1, enquanto as
amostras com maior atividade biologica (5 e 2) permaneceram do lado
negativo de VL1 (Figura 6a). O grafico de peso (Figura 6b) mostrou os
sinais no espectro de RMN (6 3,80 - 3,96, 0 5,17 - 5,60 ¢ 6,50 - 7,00 ppm)
que contribuiram para a separacdo dos espécimes mais ativos (5 e 2).
Desta forma, a fracdo soluvel em diclorometano do espécime 5 foi
selecionada para andlise por RMN bidimensional. Os sinais identificados
no grafico de peso (Figura 6b) foram analisados detalhadamente por meio
dos experimentos (J-resolvido, COSY, HSQC ¢ HMBC) para identificar

o(s) possivel(i)s composto(s) responsavel(is) pela atividade bioldgica.
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Utilizando o experimento J-resolvido (Figura 7) e 'H, foram
registrados varios singletos entre ¢ 3,83 - 3,96 e entre & 6,50 e 7,00
indicando a presenca de grupos metoxi e hidrogénios aromaticos,
respectivamente. Também foi possivel verificar a presenga de hidrogénios
vinilicos em 0 5,17 (dd, Jag = 1,5 Hz, Jac = 11,4 Hz), 6 5,60 (dd, Jga =
1,5 Hz, Jgc = 17,8 Hz) e em ¢ 7,00 (dd, Jca = 10,8 Hz, Jcg = 17,8 Hz). A
analise do mapa de contorno da correlagio COSY 'H x 'H (Figura 8)
mostrou correlagdo entre o sinal em ¢ 5,17 ¢ o sinal em ¢ 7,00, assim
como correlagdo entre os sinais em 0 5,60 ¢ 6 7,00, confirmando o
acoplamento do tipo ABC. Com o uso do experimento HSQC (Figura 9),
foi possivel confirmar as correlagdes dos hidrogénios em ¢ 5,17 e 0 5,60
com °C em 111,7 ppm. Assim, a analise dos dados de RMN de 'H, J-
resolvido; COSY e HSQC e a comparagdo destes com dados da literatura
(Tabela 3, Figura 10), indicaram que a substincia com atividade

inseticida para S. frugiperda seja o 2,4,5-trimetoxiestireno (Figura 11).
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Tabela3  Deslocamentos quimicos (ppm) de 'H da substancia (1) e comparado com a literatura.

H 5 Hde1 Waterman (1976) Nagashima, Murakami e Silva (2006)
Asakawa (1999)

A 5,17 (dd,JAB=1,5¢ 5,20 (dd,JAB=2e¢JAC= 5,20 (dd, JAB=1,6 ¢ JAC 5,14 (dd,JAB=1,2eJAC=
JAC=11,4 Hz) 10Hz) =11,3Hz) 11,0Hz)

B 5,60 (dd, JBA=1,5¢ 5,65(dd,JBA=2¢JBC= 5,68(dd,JBA=1,4¢ 5,57(dd,JBA=1,2¢JBC=
JBC=17,8 Hz) 18Hz) JBC=17,9Hz) 17,8Hz)

C 7,00 (dd, JCA=10,8 ¢ 7,05 (dd,JCA=10eJCB 7,36 (dd,JCA=11,3¢ 6,96 (dd, JCA=11,0e JCB =
JCB=17,8 Hz) = 18Hz) JCB=17,9Hz) 17,8Hz)

3 6,49 (s) 6,58 (s) 6,24 (s) 6,48 (s)

6 7,00 (s) 7,10 (s) 7,10 (s) 6,99 (s)

OCH; 3,88 (s) 3,85 (s) 3,32 (s) 3,80 (s)

OCH; 3,87 (s) 3,90 (s) 3,39 (s) 3,84 (s)

OCH; 3,85 (s) 3,95 (s) 3,45 (s) 3,87 (s)

SOt
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Figura 11  Estrutura molecular da substancia 1 (2,4,5-trimetoxiestireno)
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O 2,4 5-trimetoxiestireno ¢ um metabdlito relativamente comum
na familia anonacea (WANG et al., 1988; NGADJUI et al., 1989; SILVA,
2006; YAPI et al., 2012). Entretanto, no presente trabalho ele ¢ relatado
pela primeira vez na espécie D. lanceolata. Essa molécula ja foi isolada
de Pachypodanthium staudtii Engl. & Diels (Anonaceae) e apresentou
alta atividade inseticida para Acanthoscelides obtectus (Say) (Coleoptera:
Bruchidae) (KOONA; BOUDA, 2006). Apesar de este ser o primeiro
indicativo da atividade inseticida dessa molécula para S. frugiperda, os
resultados aqui encontrados podem ser suportados pelo fato de uma
molécula bastante parecida, conhecida como asarona, que difere do 2,4,5-
trimetoxiestireno por apenas um grupo metil, ja teve relatada a sua
atividade inseticida para Spodoptera litura Fab. (Lepidoptera: Noctuidae)
(BHARDWALI et al., 2010), corroborando os resultados encontrados no

presente trabalho.
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4 CONCLUSOES

As fragdes soluveis em diclorometano, oriundas de extratos
metandlicos, provenientes de X. emarginata (cascas), A. neolaurifolia
(folhas e cascas), X. sericea (frutos e cascas) e A. coriacea (folhas)
causam efeito subletal em lagartas de S. frugiperda. A fragdo das cascas
do caule de D. lanceolata provoca alta taxa de mortalidade para lagartas
de S. frugiperda. A condugdo de analises metabolomicas por RMN de 'H
e "*C permite sugerir que possivelmente a molécula presente nas cascas
do caule de D. lanceolata com atividade inseticida para S. frugiperda seja
0 2,4,5-trimetoxiestireno. Estudos complementares com vistas a avaliacdo
da atividade biologica para S. frugiperda e isolamento da(s) molécula(s)

ativa(s) estdo sendo conduzidos.
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Selection of Annonaceae for the control of Spodoptera frugiperda and
Exploratory Analysis of the Duguetia lanceolata Metabolit Profile by
RMN

ABSTRACT

Fractions soluble in dichloromethane, derived from methanolic
extracts from plants of the Annonaceae family, were employed to conduct
screening in order to evaluate its biological activity for Spodoptera
frugiperda worms through the incorporation of an artificial diet. Fractions
from Xylopia emarginata (barks), Annona neolaurifolia (leaves and
barks), Xylopia sericea (fruit and barks) and Annona coriacea (leaves),
caused a reduction in the mass of S. frugiperda larvae. The fraction
derived from Duguetia lanceolata stem barks presented insecticide
activity for S. frugiperda, with LTsy of 61.4 hours and LCsy of 946.57
pg/ml of diet. Consequently, a new collection of botanical material was
performed, aiming at assessing the bioactivity for S. frugiperda of six D.
lanceolata specimens, with different morphometric aspects. All
specimens presented insecticidal activity. However, two specimens
caused less pronounced activity. By the Pearson's correlation test was not
possible to establish a correlation between tree circumference and LTsy.
In order to infer which substance is responsible for the biological activity,
was employed a metabolomics approach. To do this, the fractions of the
six D. lanceolata specimens were analyzed by hydrogen nuclear magnetic
resonance (‘'H NMR). Subsequently, was proceeded with chemometric
analysis using the '"H NMR data and the LTs, values, obtained in the
experiment with different D. lanceolata specimens, as variables. The
analysis employed was the projection to latent structures (PLS). The
grouping of D. lanceolata specimens according to metabolite profile and
insecticide activity was possible. Through the weight graphic, were
distinguished the signals in "H NMR spectra, which contributed to the
separation of the D. lanceolata specimens, which could be influencing the
S. frugiperda bioactivity. Such signals were analyzed in detail by uni and
bidimensional NMR experiments, being possible to infer that one of the
metabolites involved with the insecticidal activity of the D. lanceolata
stem bark fraction is the 2,4,5-trimethoxystyrene.

Keywords: Metabolomics. Chemometrics. Botanical insecticide.
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Purificacio de metabdlitos das cascas do caule de Duguetia lanceolata
ativos para Spodoptera frugiperda

Dejane S. Alves*l; Viviane A. Camposz; Alan R. T. Machado3;

Denilson F. Oliveiraz; Geraldo A. Carvalho'

RESUMO

Duguetia lanceolata St. Hil. € uma anondcea, nativa do Brasil, na
qual os estudos fitoquimicos e trabalhos objetivando avaliar o uso
potencial de seus metabolitos até o0 momento sdo escassos. Em trabalhos
anteriores, foi constatada alta atividade inseticida da fracdo solivel em
diclorometano, proveniente do extrato metandlico, das cascas do caule
dessa planta, para lagartas de Spodoptera frugiperda (J.E. Smith). Assim,
este trabalho teve como objetivo realizar o estudo fitoquimico da fra¢do
solivel em diclorometano das cascas do caule de D. lanceolata,
proveniente do extrato metanolico, com vistas ao isolamento da(s)
molécula(s) bioativa(s) para S. frugiperda. Para tanto, a fracio soluvel em
diclorometano foi submetida a cromatografia em coluna de silica gel do
tipo flash e cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), o que
permitiu o isolamento de oito substancias. Por meio de experimentos uni
¢ bidimensionais de ressonincia magnética nuclear de 'H (hidrogénio) e
Bc (carbono treze), foi possivel a identificacdo de duas substancias.
Ensaios bioldgicos com S. frugiperda revelaram que as moléculas
responsaveis pela atividade bioldgica sdo a frams-asarona e 2.4,5-
trimetoxiestireno. A mistura de frams-asarona + 2.4,5-trimetoxiestireno,
quando incorporada em dieta artificial e oferecida a lagartas de S.
frugiperda, provocou altos indices de mortalidade durante a fase larval,
reducdo no peso de pupas; alongamento na fase larval; mortalidade na
fase pupal e efeito antialimentar, em ensaios conduzidos com e sem
chance de escolha. As substancias frans-asarona e 2,4,5-trimetoxiestireno,

! Universidade Federal de Lavras, Departamento de Entomologia - Caixa Postal 3.037,

CEP 37.200-000 Lavras, MG, Brasil.
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> Universidade Federal de Minas Gerais, CEP 31.270-901, Belo Horizonte, MG,
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quando oferecidas de forma isolada para lagartas de S. frugiperda,
também provocaram alta taxa de mortalidade, entretanto o 2,4,5-
trimetoxiestireno mostrou-se mais ativo do que a trans-asarona.

Palavras-chave: Lagarta do cartucho do milho. Produtos naturais.
Inseticida botanico. Fenilpropanoides.
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1 INTRODUCAO

Annonaceae ¢ uma familia botanica com cerca de 2.500 espécies
descritas, dentre as quais aproximadamente 900 estdo presentes nas
Américas (JUNIKKA; KOEK-NOORMAN, 2007). A familia apresenta
distribuicdo cosmopolita, sendo muitas as espécies conhecidas pela
producio de metabolitos toxicos a herbivoros (GONZALEZ-ESQUINCA
et al., 2012; MADHUMITHA et al.,, 2012; TOLOSA et al., 2012;
RIBEIRO et al., 2013). Dentre as classes de substancias produzidas por
essas plantas, com atividade pesticida, ¢ possivel mencionar as
acetogeninas (metabolitos exclusivos dessa familia), os alcaloides e
diversos terpenoides (KOUNINKI et al., 2007; HOE et al., 2010;
SEDLACEK et al., 2010; RIBEIRO et al., 2013).

Nesse contexto, Duguetia A. St.- Hil. (Annonaceae) é um dos
maiores géneros da familia Annonaceae, com cerca de 100 espécies
descritas (PEREZ; CASSELS, 2010). Dentre os metabélitos produzidos
por plantas pertencentes a Duguetia spp., é possivel citar os alcaloides
aporfinicos (CAROLLO et al., 2006a; CAROLLO; SIQUEIRA, 2009;
SILVA et al.,, 2009); alcaloides protoberberinicos e derivados do
cinamato (ALMEIDA et al, 2007); alcaloides isoquinolinicos
(CAROLLO et al., 2006b); sesquiterpenos de nucleo santalano (GOMES-
PEREIRA et al., 2003); flavonoides glicosilados (SANTOS; SALATINO,
2000); e fenilpropanoides (LIU; PILARINOU; MCLAUGHLIN, 1999).
Destaca-se ainda a presenca de terpenos, sesquiterpenos € sesquiterpenos
do tipo aromadendrano nos tecidos vegetais de espécies desse género

(SIQUEIRA et al., 2003; ALMEIDA et al., 2010). Vale ressaltar que
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algumas das moléculas pertencentes as supracitadas classes quimicas
apresentam toxicidade a insetos, como por exemplo, o alcaloide
aporfinico glaucina (PARK et al., 2011) e o alcaloide protoberberinico
berberina (SHIELDS et al., 2008).

Dentre as plantas pertencentes ao género Duguetia, distribuidas
pelo territorio brasileiro, vale mencionar Duguetia lanceolata St. Hil.
(Annonaceae), que se trata de uma espécie nativa do Brasil, conhecida
popularmente como pindaiva, pindaiba, pindauva ou perovana, que tem
emprego na medicina popular para o tratamento de contusdes
(RODRIGUES; CARVALHO, 2008). Entretanto, os estudos fitoquimicos
com vistas a avaliar o potencial uso das moléculas produzidas por essa
espécie até o momento sdo escassos, sendo poucos os estudos descritos na
literatura. Em um deles, foi constatado o efeito antiplasmodial e
antiprotozoario da fragdo enriquecida em alcaloides proveniente das
folhas dessa planta (FISCHER et al., 2004; TEMPONE et al., 2005). Em
outro estudo, foram observados os efeitos antinociceptivo e anti-
inflamatdrio do extrato etandlico das folhas de D. lanceolata (SOUSA et
al., 2008). Mais recentemente foi constatada a atividade antimicrobiana
do ¢leo essencial das cascas dos galhos de D. lanceolata que, segundo
analises por cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas,
tinha como componentes majoritarios o f-elemeno, 6xido de cariofileno e
[-selineno (SOUSA et al., 2012).

Destaca-se ainda que, em trabalhos anteriores realizados pelo
grupo de pesquisas em Produtos Naturais da Universidade Federal de
Lavras para Aplicagdo na Agropecudria, foi constatada alta atividade

inseticida da fracdo solivel em diclorometano do extrato metandlico das
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cascas do caule de D. lanceolata para lagartas de Spodoptera frugiperda
(J. E. Smith) (Lepidoptera: Noctuidae), praga chave da cultura do milho
nas Américas, inclusive no Brasil. Ademais, através de analises
empregando uma abordagem metabolomica foi sugerido que a molécula
responsavel pela atividade inseticida dessa planta seria o 2,4,5-
trimetoxiestireno (dados ndo publicados). Dessa maneira, o presente
trabalho teve como objetivo realizar o estudo fitoquimico da fragdo
solivel em diclorometano das cascas do caule de D. lanceolata e avaliar a

bioatividade das moléculas isoladas para lagartas de S. frugiperda.

2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Procedimentos experimentais gerais

Foi utilizado hexano (Hex) e acetato de etila (AcOEt) de grau UV-
HPLC (Vetec, Brasil), enquanto os demais solventes foram de grau
analitico (Vetec, Brasil). Para as analises por CCD (cromatografia em
camada delgada), foram empregadas placas de aluminio recobertas com
silica gel 60 impregnada com indicador de fluorescéncia. Os reveladores
utilizados em tais andlises foram luz UV (ultravioleta, 254 nm), vapor de
iodo, vapor de iodo + luz UV, solugdo de sulfato cérico amoniacal, acido
fosfomolibdico a 0,05 g/mL em etanol e solugdo de p-anisaldeido
sulfarico 0,025 g/mL. Silica gel (Merck, 0.040 - 0.063 mm, 60 A) foi
empregada para o fracionamento em coluna do tipo flash. As analises e
fracionamentos por CLAE (cromatografia liquida de alta eficiéncia)

foram realizados em aparelho Shimadzu com detector do tipo DAD,
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modelo SPDM20A, equipado com duas bombas modelo LC-6AD, injetor
manual Reodyne, modelo 20i ou injetor automatico, modelo SIL-10AF,
degaseificador de solventes, modelo DGU — 20A3, interface CBM-20A
(SCL-10Avp) e softiware LCSOLUTION 1.21. As andlise por CLAE
foram feitas empregando coluna analitica (5 pm, 250 x 4,6 mm) de silica,
Phenomenex Gemini, equipadas com pré-coluna contendo a mesma fase
estacionaria. Para a condugdo das andlises por ressonancia magnética
nuclear (RMN) de hidrogénio ('H) e carbono (**C) uni dimensionais foi
empregado espectrometro Varian Inova 600, operando a 600 MHz para
'H e 151,5 MHz para ">C. Além dos espectros unidimensionais também
foram obtidos mapas de contorno de COSY (correlagdo espectroscopica
homonuclear), HMBC (correlagdo espectroscopica heteronuclear a longa
distancia) e HSQC (correlagdo espectroscopica heteronuclear a curta
distancia). Para tanto, as amostras foram dissolvidas em dimetilsulfoxido
hexadeuterado (DMSO-d6) da marca Acros Organics ou cloroféormio
deuterado CDCl; da marca Aldrich, estabilizado com 0,5% m/m de prata,
sendo que ambos os solventes continham 0,03% (v/v) de TMS
(tetrametilsilano), cujos sinais residuais de '"H e "*C foram empregados

como referéncias para as calibragdes dos espectros.
2.2 Material vegetal

As cascas do caule de D. lanceolata foram coletadas no campus da
Universidade Federal de Lavras (Regido do Alto Rio Grande: Lavras,
Minas Gerais - Brasil) no més de junho de 2012 (23 K 0,503609; UTM

7652514), uma amostra do material foi encaminhada para o herbario
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ESAL onde foi depositada exsicata (27631). O restante do material
botéanico foi submetido a secagem em estufa de ventilagao forgada a 40 °C
por 72 horas. Em seguida, a amostra foi moida em moinho do tipo Willey,
dando origem ao material vegetal seco, o qual foi empregado para o

preparo do extrato e fracionamento.
2.3 Preparo do extrato e particio liquido-liquido

O material vegetal seco e moido (1.058,7 g) foi imerso em
metanol (MeOH, 6 L) por 24 horas. Em seguida, o material foi submetido
a filtracdo em algodao hidréfilo e se repetiu o processo de extragdo com o
residuo por oito vezes, sendo utilizados 4 L de MeOH em cada uma delas.
Ao final, as fases liquidas foram combinadas e concentradas até secura
em evaporador rotatorio, dando origem ao extrato metandlico (146,5 g).

Parte do extrato metandlico (105,97 g) foi submetida a parti¢do
liquido-liquido entre diclorometano (420 mL) e agua (420 mL). Apos
separacdo da fase inferior, a fase aquosa (superior) foi submetida a mais
duas particdes com diclorometano (2 x 420 mL). As fases soluveis em
diclorometano foram combinadas e tratadas com Na,SO, anidro para a
remogdo de agua. Apos filtragdo da mistura resultante em algodao
hidréfilo, a fase liquida foi concentrada até secura em evaporador
rotatdrio e liofilizada, dando origem a fra¢do soluvel em diclorometano

(15,97 g) (ALVAREZ-COLOM et al., 2007; 2008; 2009).
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2.4 Purificacio dos metabdlitos das cascas do caule de D. lanceolata

Parte da fragdo soluvel em diclorometano do extrato das cascas do
caule de D. lanceolata (2,51 g) foi submetida a cromatografia em coluna
de silica gel do tipo flash (150 x 50 mm d.i. — didmetro interno)
empregando-se como eluentes: Hex: AcOEt (9:1, 1L); Hex: AcOEt (9:2,
1L); AcOEt (1L); MeOH (1L) e H,O (1L). As fragdes coletadas foram
analisadas através de CCD e reunidas de acordo com suas similaridades,
originando 22 fra¢des. Foram selecionadas seis fracdes, as quais foram
denominadas fragdo I (De02D-34-10), II (De02D-34-21), III (De02D-34-
11), IV (De02D-34-20), V (De02D-34-18) e VI (De02D-140-22), para
dar prosseguimento ao processo de purificagdo. As fragcdes foram
concentradas até secura em evaporador rotatorio e liofilizadas.

A fragdo I (De02D-34-10) foi analisada por CLAE-DAD (modo
isocratico, Hex: AcOEt, 88:12), o que revelou a presengca de duas
substancias, que se apresentavam como uma unica mancha devido a
grande similaridade quimica entre elas e, consequentemente, a baixa
diferenca no Rf.. Dessa forma, a amostra (120 mg) foi solubilizada em
Hex: AcOEt, 94:6 (12 mL) e submetida a processo de extragdo em fase
solida (clean-up). Em seguida, a amostra foi injetada em cromatografo
(60 uL a cada 8 minutos), empregando coluna analitica de silica (modo
isocratico, Hex: AcOEt, 96:4), originando as substancias 1 e 2 (Figura 2),

que posteriormente foram submetidas a analises por RMN.
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Analises por CCD revelaram que a fracdo II (De02D-34-21)
apresentava-se, ainda, com impurezas, dessa maneira, uma aliquota
(0,1247 g) foi submetida a cromatografia em coluna de silica gel do tipo
flash (150 x 10 mm d.i.), empregando como eluente AcOEt: Hex (99:1,
0,1L), o que originou a substancia 3 (0,0628 g, De02D-63-05).

De forma semelhante, a fragdo III (De02D-34-11) (0,0474 g)
também foi submetida a novo processo de cromatografia em coluna de
silica gel do tipo flash (150 x 10 mm d.i.) utilizando como eluente Hex:
AcOEt (84: 16, 0,2 L) o que permitiu o isolamento da substincia 4
(0,0038 g, De02D-67-07).

Para a fracdo IV (De02D-34-20) (0,438 g), o processo de
purificagdo também foi conduzido empregando cromatografia em coluna
de silica gel do tipo flash (150 x 20 mm d.i) e o sistema de eluente
utilizado foi alcool isopropilico: acido acético glacial: H,O na proporg¢ao
de 84: 8: 8 (0,2 L), possibilitando o isolamento da substancia 5 (0,0327 g,
De02D-98-06).

A fragdo V De02D-34-18 (0,0885 g) foi eluida através de coluna
de silica gel do tipo flash (150 x 10 mm d.i.) empregando-se o sistema de
solventes constituido por butanol: 4cido acético glacial: H,O (82: 8: 10,
0,2 L), o que originou a subfracdo A (De02D-104-06) (0,0447 g).
Analises por CCD da subfragao A (De02D-104-06) revelaram a presenca
de duas substincias, assim a mesma foi novamente submetida a
cromatografia (200 x 10 mm d.i) empregando o mesmo sistema de
eluente descrito anteriormente, o que resultou no isolamento de duas

substancias 6 (0,0263 g, De02D-144-05) e 7 (0,0043 g, De02D-144-08).
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Analises por CCD da fracdo VI (De02D-140-22, 0,1498 ¢)
revelaram a presen¢a de uma substancia aparentemente majoritaria, assim
por meio de cromatografia em coluna de silica gel do tipo flash (150 x 10
mm d.i.) e sistema de eluente constituido pela combinagdo de MeOH:
AcOEt (60:40) + 1% de trietilamina (0,2 L), foi possivel o isolamento da
substancia 8 (16,6 mg, De02D-157-06).

2.5 Bioensaios

2.5.1 Insetos

Para a realizacdo dos experimentos, foram utilizadas lagartas de S.
frugiperda, com 48 horas de idade, alimentadas com dieta artificial e
provenientes da segunda postura de espécimes criadas em laboratdrio. A
dieta artificial foi constituida de feijao do grupo Carioca (166,66 g);
gérmen de trigo (79,20 g); levedo de cerveja (50,70 g); acido sorbico
(1,65 g); acido ascorbico (5,10 g); 4-hidroxibenzoato de metila (3,15 g);
agar (27,0 g); formaldeido (4,15 mL) e solugdo inibidora de crescimento
microbiano (4,15 mL) preparada a partir de acido propanoico (18,0 mL),
acido fosférico (43,0 mL) e dgua (540,0 mL). Para o preparo da dieta, o
feijao foi levado ao fogo até cozimento com 1,5 L de dgua. As proporgdes
de ingredientes supracitadas foram empregadas para o volume de 750 mL
de agua destilada, usada para dissolu¢do do agar, mais 750 mL de caldo
de feijdo, proveniente do cozimento do feijao. Os adultos foram

alimentados com solu¢do aquosa de mel (0,1 mL/mL). Todos os insetos
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foram mantidos em sala climatizada a 25 + 2 °C, 70 + 10% UR e fotofase

de 12 horas por dia.

2.5.2 Resposta concentracido - mortalidade de lagartas de S.
frugiperda alimentadas com a fracio soliivel em diclorometano

do extrato das cascas do caule de D. lanceolata

A fracdo soluvel em diclorometano proveniente do extrato das
cascas do caule de D. lanceolata (25, 50, 100, 200 e 400 mg) foi
solubilizada em solug¢do aquosa de Tween 80 a 0,01 g/mL (20 mL) e
incorporada em dieta artificial (200 mL) ligeiramente quente (50 °C).
Apos endurecimento da dieta pelo resfriamento até aproximadamente
25 °C, pedagos da mesma, de igual tamanho (1,0 cm de didmetro x 1,5 cm
de altura) foram transferidos para tubos de vidro (2,5 cm de diametro x
8,0 cm de altura), nos quais foram colocadas lagartas de S. frugiperda
com 48 horas de idade, alimentadas previamente com dieta artificial.
Cada tubo, que continha apenas uma lagarta e um pedago de dieta, foi
tampado com algodao hidrofilo.

O delineamento foi inteiramente casualizado, sendo que cada
parcela experimental foi constituida por uma lagarta, mantida
individualizada. Os tratamentos empregados constituiram das fragdes das
cascas do caule de D. lanceolata nas concentragdes de 113,6; 227,2;
454,5; 909,0 e 1.818,1 ng/mL de dieta e das testemunhas dieta acrescida
de 4gua e de solugdo aquosa de Tween 80 a 0,01 g/mL. Foram
empregadas 60 repeticdes por tratamento, sendo a parcela experimental

constituida por uma lagarta mantida individualizada. A sobrevivéncia dos
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insetos foi avaliada diariamente, durante 11 dias, para a determinagao do
tempo letal mediano (TLsg). Os dados de sobrevivéncia apos 72 horas da
montagem do bioensaio foram empregados para o célculo da

concentracdo letal mediana (CLso).

2.5.3 Determinacido do TLsy para lagartas de S. frugiperda
alimentadas com substincias isoladas das cascas do caule de D.

lanceolata

Para a determinagdo da concentragdo dos tratamentos empregados
nesse bioensaio, utilizou-se o valor de CLgo, obtido para a fragdo soluvel
em diclorometano do extrato das cascas do caule de D. lanceolata,
determinada em ensaio prévio. No que se refere as substancias puras, 0s
calculos foram baseados na percentagem de rendimento obtida na
extragdo baseando-se também no valor de CLgy da fragcdo soluvel em
diclorometano.

Dessa maneira, os tratamentos empregados consistiram da frag@o
solivel em diclorometano das cascas do caule de D. lanceolata (242,2
mg); 2,4,5-trimetoxiestireno + trans-asarona (80,0 mg; De02D-34-10);
substancia pura 3 (6,0 mg; De02D-63-05) e substancia pura § (4,6 mg;
De02D-98-06), sendo as testemunhas dieta acrescida de agua e de solugdo
aquosa de Tween 80 a 0,01 g/mL. Os tratamentos foram solubilizados em
solugdo aquosa de Tween 80 a 0,01 g/mL e incorporados a dieta artificial,
conforme descrito previamente (2.5.2). Foram empregadas lagartas com

48 horas de idade, alimentadas previamente com dieta artificial.
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O delineamento foi inteiramente casualizado, com 60 repeti¢cdes
por tratamento, sendo que cada parcela experimental foi constituida por
uma lagarta, mantida individualizada. A sobrevivéncia dos insetos foi
avaliada diariamente, durante 11 dias, para determinagdo do tempo letal

mediano.

2.5.4 Resposta concentrac¢io - mortalidade de lagartas de S.
frugiperda alimentadas com combinacio de 2,4,5-

trimetoxiestireno + frans-asarona

Para a realizacdo desse bioensaio, uma combinagdo de 2,4,5-
trimetoxiestireno + trans-asarona (10, 20, 40, 80 e 160 mg) foi
solubilizada em solugdo aquosa de Tween 80 a 0,01 g/mL (20 mL) e
incorporada em dieta artificial. Foram empregadas lagartas com 48 horas
de idade, alimentadas previamente com dieta artificial. Os tratamentos
foram dieta acrescida da fracdo nas concentragdes de 45.4; 90.9; 181,8;
363,6 e 727,2 ng/mL de dieta, como testemunhas empregou-se dieta
acrecida de agua e solugdo aquosa de Tween 80 a 0,01 g/mL. O
delineamento foi inteiramente casualizado, sendo que cada parcela
experimental foi constituida por uma lagarta, mantida individualizada,
foram empregadas 60 repeti¢des por tratamento. A sobrevivéncia dos
insetos foi avaliada diariamente, durante 11 dias, para determinagdo do
tempo letal mediano, sendo que os dados de sobrevivéncia apds 72 horas

da montagem do bioensaio foram empregados para o calculo da CLsy.
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2.5.5 Efeito antialimentar para S. frugiperda

A metodologia empregada foi adaptada de Burguefio-Tapia et al.
(2008), Cespedes et al. (2013) e Muiioz et al. (2013). Assim, a fracdo
soluvel em diclorometano do extrato cascas do caule de D. lanceolata (29
mg) ¢ uma combinagdo do 2,4,5-trimetoxiestireno + frans-asarona (17
mg) foram solubilizadas em solug¢do aquosa de Tween 80 a 0,01 g/mL (20
mL) para serem incorporadas em dieta artificial (200 mL) conforme
descrito previamente.

Cada arena consistiu de uma placa de Petri (9 cm de didmetro),
com dois pedacos de dieta (1,0 cm de didmetro x 1,5 cm de altura), sendo
uma acrescida do tratamento a ser testado e o outro de dieta com solugdo
aquosa de Tween 80 a 0,01 g/mL. A testemunha consistiu de arenas
contendo um pedaco de dieta acrescida de agua e outro de solugdo aquosa
de Tween 80 a 0,01 g/mL. Os pedagos de dieta tiveram a massa fresca
previamente mensurada. No centro de cada arena, foi liberada uma lagarta
de S. frugiperda, com dez dias de idade, mantida em dieta artificial e
privada de alimento por duas horas. Apds 96 horas da liberagdo das
lagartas, no centro de cada arena, os pedacos de dieta foram liofilizados e
massa seca mensurada, sendo que aliquotas da dieta foram empregadas
para a estimativa da massa seca inicial. O parametro avaliado foi o

consumo alimentar dos insetos.
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2.5.6 Variaveis nutricionais de lagartas de S. frugiperda

A fragdo soluvel em diclorometano das cascas do caule de D.
lanceolata (29 mg) e uma combinagdo do 2,4,5-trimetoxiestireno + trans-
asarona (10 mg) foram solubilizadas em solu¢do aquosa de Tween 80 a
0,01 g/mL (20 mL) e incorporadas em dieta artificial (200 mL) conforme
descrito previamente. Em seguida, dois pedagos de dieta de igual tamanho
(1,0 cm de diametro x 1,5 cm de altura) foram transferidos para tubos de
vidro (2,5 cm de diametro x 8,0 cm de altura), nos quais foram inoculados
uma lagarta de S. frugiperda por vidro, com 48 horas de idade,
alimentada previamente com dieta artificial.

Apo6s 14 dias da alimentagdo das lagartas de dieta contendo os
tratamentos, as sobras alimentares da dieta e lagartas, foram submetidas
ao processo de liofilizagdo para determinag@o do peso seco. Aliquotas da
dieta também foram amostradas para a estimativa do peso seco inicial da
dieta. As varidveis avaliadas foram o consumo alimentar dos insetos

(mg); indice de consumo alimentar (mg/dia) e massa das lagartas (mg).

2.5.7 Variaveis biolégicas de lagartas de S. frugiperda

A fracdo soluvel em diclorometano das cascas do caule de D.
lanceolata (25, 29 e 65 mg) e uma combinacdo do 2,4,5-trimetoxiestireno
+ trans-asarona (10, 17 e 27 mg) foram solubilizadas em solu¢do aquosa
de Tween 80 a 0,01% (20 mL) e incorporadas em dieta artificial (200 mL)
conforme descrito previamente. Em seguida, dois pedagos de dieta de

igual tamanho (1,0 cm de didmetro x 1,5 cm de altura) foram transferidos
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para tubos de vidro (2,5 cm de didmetro x 8,0 cm de altura), nos quais
foram inoculados uma lagarta de S. frugiperda por vidro, com 48 horas de
idade, alimentada previamente com dieta artificial.

As variaveis biologicas avaliadas foram: sobrevivéncia das
lagartas durante a fase larval (diariamente até o 18° dia da montagem do
experimento), dura¢do das fases larval e pupal, peso das pupas e
sobrevivéncia dos insetos na fase pupal. Logo apos a emergéncia dos
insetos, no minimo 10 casais de S. frugiperda foram isolados em gaiolas.
A longevidade dos adultos foi determinada pelas observacdes didrias. As
posturas foram recolhidas diariamente para quantificacdo, também foram
determinados os periodos de pré-oviposi¢do, oviposi¢do e sobrevivéncia
dos insetos na fase adulta. Os tratamentos empregados consistiram na
dieta acrescida da fracdo das cascas do caule de D. lanceolata, nas
concentragdes de 113,6; 131,8 e 2954 pg/mL e mistura do 2,4,5-
trimetoxiestireno + trams-asarona (45,4; 77,2 e 127,7 pg/mL). As

testemunhas foram agua e solugdo aquosa de Tween 80 a 0,01 g/mL.

2.5.8 TLsy de lagartas de S. frugiperda alimentadas com 2,4,5-

trimetoxiestireno e frans-asarona

As fragdes soluveis em diclorometano do extrato das cascas do
caule de D. lanceolata (27 mg), 2,4,5-trimetoxiestireno (27 mg) e trans-
asarona (27 mg) foram solubilizadas em solu¢@o aquosa de Tween 80 a
0,01 g/mL (20 mL) e incorporadas em dieta artificial (200 mL) conforme
descrito previamente. Foram empregadas lagartas com 48 horas de idade,

alimentadas previamente com dieta artificial. O delineamento foi
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inteiramente casualizado, com 60 repeti¢des por tratamento, sendo que
cada parcela experimental foi constituida por uma lagarta, mantida
individualizada. A sobrevivéncia dos insetos foi avaliada diariamente,

durante 11 dias, para determina¢do do tempo letal mediano.

2.6 Analise estatistica

Os dados referentes a sobrevivéncia dos insetos durante a fase
larval foram submetidos a analise de sobrevivéncia, aplicando-se o
modelo de Weibull, por meio do pacote Survival (THERNEAU, 2013) do
software R® (R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2013). Apos a seleg@o
do modelo matematico mais adequado por meio da andlise de residuos,
foi realizada a andlise de contraste para verificar a semelhanga entre os
tratamentos empregados com vista a formagdo de grupos congéneres.
Também foi calculado o tempo letal mediano (TLsy) para cada grupo
formado.

A determinagdo da resposta concentragdo-mortalidade e a
obten¢@o da concentracdo letal mediana (CLs) foram realizadas por meio
de andlise de Logit, utilizando-se o pacote drc (RITZ, 2013) do software
R® (R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2013). Para verificar se havia
diferenga estatistica entre as testemunhas negativas, agua e solucdo
aquosa de Tween 80 0,01 mg/mL, empregou-se o teste de Wilcoxon Rank
Sum Test (R PACKAGE, 2013), como nao foi observada diferenga,
apenas os valores referentes a testemunha solug¢do aquosa de Tween 80
0,01 mg/mL foram empregados para a constru¢do da curva de

concentragdo-resposta.
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Para o ensaio de preferéncia com chance de escolha, foi
empregado o teste de qui-quadrado (y°). Os dados referentes aos
parametros nutricionais e bioldgicos foram submetidos ao teste ndo-
paramétrico de Kruskal-Wallis e, em seguida, ao teste de comparacdes
multiplas empregando o soffware R® (R DEVELOPMENT CORE
TEAM, 2013) e o pacote Pgirmess (GIRAUDOUX, 2013).

3 RESULTADOS

O estudo fitoquimico da fracdo soluvel em diclorometano,
proveniente do extrato metandlico das cascas do caule de D. lanceolata,
permitiu o isolamento de oito substancias, sendo inicialmente identificada
uma mistura formada pelo 2,4,5-trimetoxiestireno + frans-asarona (Figura
3; Tabela 1), que posteriormente teve as duas substancias isoladas (Figura
2). Dentre os sinais que permitiram a identificagdio do 2.4,5-
trimetoxiestireno, destacam-se dois singletos relativos aos hidrogénios
aromaticos e trés singletos referentes as metoxilas aromaticas. Também
foi constatada a presen¢a de atomos de hidrogénios com os sinais de
mesmo padrdo de desdobramento, duplo dupleto e constantes de
acoplamentos caracteristicos de grupos vinilicos. No espectro de
RMN 13C, destacam-se sinais intensos relativos a trés metoxilas
aromaticas e seis sinais referentes a carbonos aromaticos. Quanto a trans-
asarona, foram detectados sinais semelhantes, correspondentes a singletos
de atomos de hidrogénio e metoxilas aromaticas. Entretanto, foi detectado
um grupo metil, o qual ndo estd presente no 2,4,5-trimetoxiestireno. As

substancias 2,4,5-trimetoxiestireno e frans-asarona também foram
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submetidas isoladamente a analise de RMN de 'H, o que permitiu
concluir a identificagdo e confirmar que se trata da trams-asarona
(apéndice; Figura 6S) e do 2,4,5-trimetoxi-estireno (apéndice; Figura 7S).
Como pode ser observado, os espectros sdo bastante semelhantes
diferindo, entre si, pelo sinal em aproximadamente 1,89 ppm,
caracteristica de hidrogénios metilicos (grupo metila) pertencentes a

trans-asarona e inexistentes para o 2,4,5-trimetoxi-estireno.



Figura 3
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Estruturas moleculares do 2,4,5-trimetoxi-estireno (1) frans-asarona (2)
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Tabelal  Deslocamentos quimicos (ppm) de 'H e C das substdncias presentes na amostra De02D-34-10, frans-
asarona (1) e 2,4,5-trimetoxi-estireno (2) e comparados com a literatura. Utilizou-se o pico de TMS para a

calibragdo dos picos

continua

. . 2,4,5-trimetoxi-
2,4,5-trimetoxi-

2,4,5-trimetoxi-

Posi¢des De02D-34-10 Trans-asarona Trans-asarona Posigdes estireno fégé?; estireno (C¢Dg)’
dos (©DCly) (CDCly) (CDCly) dos (CDCly) Peterson. Russel Nagashima,
carbonos ; Zuo etal. (2012) Patra e Mitra (1981) carbonos Waterman § Murakami e
(1976) e Everson ) cakawa (1999)
(1991)
H 1S H BC H S H H H S
1514 2’ 152,1
4 150,6 150,8 149.9
149.6 4 151,0
2 148,7 148,9 148,0
1 1433 1435 142,6 5’ 1447
5 119,0 119,2 1183
118,6 I 119,3
7,0143 109,5 7,10 (s, 1H) 7,01 (s, 1H)  7,107,01 111,6
(s, IH) (s, 1H)
6,990 130,9 7 7,05 6,99 7,36 131,8
(ddd, J=0.4, (dd, J=10,0, 18  (dd, J=11,0, (dd, J=
11.2,17.7 Hz, Hz, 1H) 17,8 Hz, 1H) 113,179
1H) Hz, 1H)
6 6,944 109,7 6,95 109,9 6,91 109,2 6’ 1114
(s, 1H) (s, 1H) (s, 1H)

Il



Tabelal  Deslocamentos quimicos (ppm) de 'H e *C das substincias presentes na amostra De02D-34-10, frans-
asarona (1) e 2,4,5-trimetoxi-estireno (2) e comparados com a literatura. Utilizou-se o pico de TMS para a
calibragdo dos picos

continuagio
Posigdes Trans-asarona Trans-asarona . 2.4,5-trimetoxi- 2,4.1,5-lrimeloxi- 2,4.,5-lrimeloxi-s
De02D-34-10 Posigdes dos .’ estireno (CDCls) estireno (CgDs)’
dos (CDCly) (CDCly) estireno (CDCls) . .
carbonos (€DCly Zuoetal (2012)  PatraeMitra (1981) "% Waterman (1976) | cerson Russel ¢ Nagashima, Murakami
Everson (1991) e Asakawa (1999)
IH 13C IH I3C IH I3C IH IH IH 13C
7 6,652 (ddq, 125.0 6.65 1252 6.64 1244
J=03,1.7,158 (dd,J=1,6 ¢ (dq,/~1,5¢
Hz, 1H) 16 Hz, 1H) 16 Hz, 1H)
6,503 97,8 ou 3 6,58 (s, 1H) 6,50 (s, 1H) 6,24 98,9
(s, 1H) 97,7 * (s, TH)
3 6,495 97,9 ou 6,48 98,1 6.45 97,3 6,58 (s, 1H)
(s, 1H) 98,0 * (s, 1H) (s, 1H)
8 6,098 1243 6,09 1245 6,02 1234
(dq, J= 6.6, (dq, =72 ¢ (dq, J=6,2 ¢
15.9 Hz, 1H) 16 Hz, 1H) 16 Hz, 1H)
5,600 1120 8 5.65(dd, J=2,0, 5,60 (dd, J=1.4, 5,68 111.8
(dd, J=1.4, 18,0 Hz, 1H) 178 Hz, 1H)  (dd,J=1.6,
17.7 Hz, 1H) 17.9 Hz, 1H)

Lyl



Tabela 1 Deslocamentos quimicos (ppm) de 'H e "*C das substancias presentes na amostra De02D-34-10, trans-
asarona (1) e 2,4,5-trimetoxi-estireno (2) e comparados com a literatura. Utilizou-se o pico de TMS para a
calibragdo dos picos

conclusdo
Posigdes Trans-asarona Trans-asarona 2,4,5-trimetoxi- 2.45-trimetoxi- 2,4, 5-trimetox-
De02D-34-10 Posigdes dos .’ estireno (CDCls) estireno (C¢D)’
dos (CDCly) (CDCly) estireno (CDCls) . .
carbonos (CDCL) Zuoetal (2012)  PatraeMitra (1981) "% Waterman (1976) | cerson Russel ¢ Nagashima, Murakami
Everson (1991) e Asakawa (1999)
IH 13C IH I3C IH I3C IH IH IH 13C
5,164 112,0 3 520 (dd, =20, 5.16(dd, =14, 520(dd, 1118
(dd, J=1.4,11.1 10,0 Hz, 1H) 11.0Hz, 1H)  J=16,113
Hz, 1H) Hz, 1H)
56,32 ou 55,1% 1 3,90 (s, 3H) 3,45 55,8
3,897 56,28;* (s, 3H)
11 (s, 3H) 56,32 ou 3,84 56,2
56.28;* (s, 3H) 377
12 3.883 56,70 ou 3.88 56.8 (s, 3H)
(s, 3H) 56,68;* (s, 3H)
10 56,70 ou 3.90 56.6 381 56,1%
3,870 56,68;* (s, 3H) (s, 3H) 3.85-3.95
(s, 3H) 56,93 ou 10° (s, 9H)* 3.83 (s, 3H) 339 56,0
56,92;* 3,84 (s, 3H)
3.856 56,93 ou (s, 3H) 12’ 3,78 (s, 3H) 3,32 56.5
(s, 3H) 56,92* (s, 3H)
55.7%
3.827
(s, 3H)
3,818 (s, 3H)
9 1,887 19,0 1,89 18,9 1,87 18,7
(dd, J=1.8,6.6 (dd, J=1,6 ¢ (dd, J=1,5 ¢
Hz, 3H) 7.2Hz, 3H) 6.2Hz, 3H)

8yl
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No que se refere as substancias 3 (De02D-63-05), 5 (De02D-98-
06) e 8 (De02D-157-06), foi possivel verificar que se tratavam de
alcaloides aporfinicos, pois foram constatados sinais de metileno didxido,
hidrogénios aromaticos e metoxila. Entretanto até o momento nao foi
possivel a elucidagdo estrutural completa das mesmas (apéndice). As
analises por RMN das substancias 4 (De02D-67-07), 6 (De02D-144-05) e
7 (De02D-144-08) revelaram que as mesmas estavam muito diluidas e
com impurezas, o que impossibilitou a identificagdo.

A frag@o solivel em diclorometano do extrato das cascas do caule
D. lanceolata apresentou alta atividade inseticida para lagartas de S.
frugiperda, sendo que a andlise de sobrevivéncia de lagartas de S.
frugiperda alimentadas com dieta, acrescida de diferentes concentracdes
da fracdo soluvel em diclorometano dessa planta, permitiu a formagdo de
cinco grupos congéneres. O grupo 1 englobou as lagartas alimentadas
com dieta contendo a fracdo das cascas do caule de D. lanceolata (1818,1
pg/mL), com TLsy de 23,4 horas. Ao passo que o grupo 2 foi formado
pelo tratamento empregando a fragdo soluvel em diclorometano de D.
lanceolata na concentragdo de 909,0 pg/mL, e TLsy de 34,1 horas.
Enquanto a fra¢do das cascas de D. lanceolata na concentracdo de 454,5
pg/mL formou o grupo 3, com TLsy de 74,1 horas. As lagartas
alimentadas com dieta acrescida da fracdo nas concentracdes de 113,6 e
227,2 ng/mL de dieta formaram o grupo 4, que apresentou TLsy maior do
que de 264 horas. As testemunhas dgua e solucdo aquosa de Tween 80 a

0,01 g/mL englobaram o grupo 5 (Figura 4).
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Figura 4
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Sobrevivéncia de lagartas de Spodoptera frugiperda ao longo do tempo, alimentadas com dieta artificial
contendo diferentes concentragdes da fragdo soluvel em diclorometano das cascas do caule de Duguetia
lanceolata, sendo S(t) = exp(-(tempo/d)®), & = pardmetro de forma; o. = pardmetro de escala. Grupo 1: Fragdo
das cascas do caule de Duguetia lanceolata 1818,1 pg/ml (n=56). Grupo 2: Fragdo das cascas do caule de
Duguetia lanceolata 909,0 ng/ml (n=54). Grupo 3: Fragao das cascas do caule de Duguetia lanceolata 454,5
pg/ml (n=50). Grupo 4: Fracdo das cascas do caule de Duguetia lanceolata 113,6 pg/ml (n=57) e 227,2
pg/ml (57). Grupo 5: Agua (n=60), soluc@o aquosa de Tween 80 a 1% (n=58).
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Destaca-se ainda que, apos 72 horas da alimentacdo dos insetos
com a fra¢do soluvel em diclorometano das cascas do caule de D.
lanceolata, a CLsy foi de 294,56 + 28,46, com limite inferior (LI) de
238,77 ¢ limite superior (LS) de 350,36 ug/mL de dieta (x> = 229,5; df =
258; p = 0,8987), sendo que a concentracdo estimada capaz de provocar
morte em 90% dos individuos foi de 1099,76 + 190,81 (LI = 725,77; LS
= 1473,7) pg/mL de dieta. Ao passo que a CL,( foi estimada em 128,29 +
19,45 pg/mL de dieta (LI = 90,15; LS = 166,44). Nao foi verificada
diferenca entre a mortalidade nas testemunhas negativas, agua e solucgdo
aquosa de Tween 80 0,01 mg/mL (v = 36, p = 0,005), assim apenas os
valores referentes a testemunha Tween foram empregados para o célculo
da CLsy.

Dentre as substancias isoladas das cascas do caule de D.
lanceolata foi possivel a realizagdo do ensaio bioldgico apenas com as
substancias majoritarias denominadas mistura do 2,4,5-trimetoxiestireno
+ tramns-asarona; substancia pura 3 (De02D-63-05) e substancia pura 5
(De02D-98-06). Sendo que a andlise de sobrevivéncia permitiu a
formacdo de dois grupos congéneres, o grupo 1 englobou a fracdo das
cascas do caule de D. lanceolata e mistura do 2,4,5-trimetoxiestireno +
trans-asarona, as quais apresentaram TLsy de 51,0 horas, destaca-se que
apos 99 horas de exposi¢do aos tratamentos 100% das lagartas estavam
mortas. Ao passo que o grupo 2 foi formado pelas testemunhas agua e
solucdo aquosa de Tween 80 a 0,01 g/mL e as substancias puras 3
(De02D-63-05) e 5 (De02D-98-06), com sobrevivéncia acumulada no
término do periodo de avaliagdo do experimento de 93,2% (Figura 5).

Assim foi constatado que a mistura de 2,4,5-trimetoxiestireno + trans-
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asarona ¢ a responsavel pela atividade inseticida da fragdo das cascas do

caule de D. lanceolata.



Sobrevivéncia (x 100)

Figura 5
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Sobrevivéncia de lagartas de Spodoptera frugiperda ao longo do tempo, alimentadas com dieta artificial
contendo substincias isoladas das cascas do caule de Duguetia lanceolata, sendo S(t) = exp(-(tempo/3)®), &
= pardmetro de forma; o = pardmetro de escala. Grupo 1: Fragdo das cascas do caule de Duguetia lanceolata
(n=57), 2,4,5-trimetoxiestireno + frans-asarona (De02D-34-10) (n=60). Grupo 2: Agua (n=60), solugdo
aquosa de Tween 80 a 1% (n=60), substincia pura 3 (De02D-63-05) (n=56) e substancia pura 5.

€51
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O bioensaio de concentracdo-mortalidade com lagartas de S.
frugiperda empregando a mistura composta pelo 2,4,5-trimetoxiestireno +
trans-asarona, permitiu determinar o valor de CLso em 123,72 + 7,80
(LI = 108,41; LS = 139,03) pg/mL de dieta (> = 283,48; df = 292; p =
0,6287). Também foi estimado o valor da CL;p e CLg, respectivamente,
78,07 = 6,47 (L1 =65,38; LS =90,77) e 256,65 + 26,21 (LI = 205,26; LS
= 308,04). Nao foi verificada diferenca entre a mortalidade nas
testemunhas negativas, agua e solugdo aquosa de Tween 80 0,01 mg/mL
(v =28, p = 0,010), assim apenas os valores referentes a testemunha
Tween foram empregados para o calculo da CLso. Quanto ao TLsg, foi
possivel a formagdo de cinco grupos congéneres, o grupo 1 agrupou o
2,4,5-trimetoxiestireno + frans-asarona (727,2 ug/mL de dieta), com
TLso de 38,5 horas. Ao passo que o grupo 2, com TLsy de 52,3 horas foi
formado pelo tratamento 2,4,5-trimetoxiestireno + frans-asarona, na
concentracdo de 363,6 ng/mL de dieta. A concentragdo de 181,8 pg/mL
do 2.4,5-trimetoxiestireno + frans-asarona, formou o grupo 3, com TLs
de 62,0 horas. Ao passo que a concentracdo de 90,9 pg/mL da mistura do
2.,4,5-trimetoxiestireno + frams-asarona causou TLso de 138,0 horas nas
lagartas de S. frugiperda. O grupo cinco englobou as testemunhas, agua e
solu¢do aquosa de Tween 80 a 0,01 g/mL e, a mistura do 2,4,5-
trimetoxiestireno + frams-asarona (45,4 pg/mL) com sobrevivéncia

acumulada de 87,0% (Figura 6).
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Sobrevivéncia de lagartas de Spodoptera frugiperda ao longo do tempo, alimentadas com dieta artificial
contendo diferentes concentragdes da mistura de 2,4,5-trimetoxiestireno + frans-asarona, sendo S(t) = exp(-
(tempo/8)*), & = parametro de forma; a = pardmetro de escala. Grupo 1: 2,4,5-trimetoxiestireno + frans-
asarona — 727,2 pg/ml (n=59). Grupo 2: 2,4,5-trimetoxiestireno + #rans-asarona — 363,6 pg/ml (n=57).
Grupo 3: 2,4,5-trimetoxiestireno + #rans-asarona — 181,8 pg/ml (n=59). Grupo 4: 2,4,5-trimetoxiestireno +
trans-asarona — 90,9 pg/ml (n=60). Grupo 5: Agua (n=59); solugio aquosa de Tween 80 a 0,01 g/mL
(n=59); 2,4,5-trimetoxiestireno + trans-asarona — 45,4 pg/ml (n=60).
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Com vistas a investigar a acdo antialimentar da fragdo solivel em
diclorometano de D. lanceolata e da mistura do 2,4,5-trimetoxiestireno +
trans-asarona para lagartas de S. frugiperda, foram conduzidos ensaios de
preferéncia alimentar com e sem chance de escolha. Em ensaio de
preferéncia alimentar com chance de escolha, foi constatado forte efeito
antialimentar desses tratamentos (Figura 7). O consumo alimentar das
lagartas na dieta acrescida de solugdo aquosa de Tween 80 a 0,01 g/mL
foi significativamente maior (88,4 + 5,46 mg) do que o consumo no
tratamento contendo a fracdo das cascas do caule de D. lanceolata (12,5 +
531 mg) (x> = 35,4992; df = 1; p = 2,555¢). De forma analoga, o
consumo alimentar da dieta com a mistura de 2,4,5-trimetoxiestireno +
trans-asarona foi significativamente inferior (16,7 = 10,98 mg) do que o
constatado na dieta acrescida de solu¢do aquosa de Tween 80 a 0,01g/mL

(82,8 £ 7,17 mg) (* = 36,8660; df=1; p=1,61¢™).



Figura 7
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Em ensaio de preferéncia alimentar sem chance de escolha, foi
observado forte efeito inibidor do crescimento e do consumo alimentar
das lagartas de S. frugiperda, quando alimentadas com dieta acrescida da
fracdo soluvel em diclorometano das cascas do caule de D. lanceolata ¢
mistura do 2,4,5-trimetoxiestireno + trams-asarona. O consumo das
lagartas alimentadas com dieta contendo a fracdo solivel em
diclorometano das cascas do caule de D. lanceolata (40,7 £ 6,41 mg) e
mistura do 2,4,5-trimetoxiestireno + frams-asarona (48,7 + 8,70 mg) foi
aproximadamente 9 vezes menor do que o constatado para as testemunhas
constituidas por dieta acrescida de agua (417,5 £ 25,36 mg) e de solucdo
aquosa de Tween 80 a 0,01 g/mL (378,3 + 24,17 mg) (x> = 108,3799; df =
3, p = 2,2¢"'%). De forma analoga, foi constatada significativa reduc¢io no
indice de consumo, que se refere a estimativa do consumo diario dos
insetos, para lagartas alimentadas com dieta contendo a frag@o soluvel em
diclorometano das cascas do caule de D. lanceolata (2,9 + 0,45 mg/dia) e
mistura do 2,4,5-trimetoxiestireno + frans-asarona (3,4 + 0,62 mg/dia),
quando comparado ao indice de consumo das lagartas alimentadas com
dieta contendo as testemunhas, agua (29,8 + 1,81 mg/dia) e solugdo
aquosa de Tween 80 a 0,01 g/mL (27,0 + 1,72 mg/dia) (x> = 108,3799; df
= 3; p = 2.2¢'%). A reducio no peso das lagartas, para as quais foram
ofertadas dieta acrescida da fra¢do soluvel em diclorometano das cascas
do caule de D. lanceolata (11,9 + 1,84) e mistura do 2.4,5-
trimetoxiestireno + frams-asarona (13,6 £ 2,07), foi de aproximadamente
oito vezes, quando comparadas com as testemunhas agua (84,5 = 5,37) e
solu¢do aquosa de Tween 80 a 0,01 g/mL (81,4 + 5,17) (3* = 102,4888;
df=3; p=2,2¢"% (Figura 8, Figura 9).
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Figura 9

Lagartas alimentadas com dieta acrescida de: dgua (a), solugdo aquosa de Tween 80 a 0,01 g/mL, fragdo
soltvel em diclorometano das cascas do caule de D. lanceolata e mistura do 2,4,5-trimetoxiestireno + trans-
asarona
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Também foi estudado o efeito de concentragdes subletais da
fragdo das cascas do caule de D. lanceolata e da mistura do 2,4,5-
trimetoxiestireno + trams-asarona sobre varidveis biologicas de S.
frugiperda. A andlise de sobrevivéncia resultou na formagao de quatros
grupos, o grupo 1 foi formado pela fracdo soltivel em diclorometano das
cascas do caule de D. lanceolata (2954 pg/mL de dieta) e 2,4,5-
trimetoxiestireno + trams-asarona (122,7 pg/mL de dieta), com TLs, de
69,4 horas. Ao passo que o grupo 2 englobou a mistura do 2,4,5-
trimetoxiestireno + frams-asarona, na concentracdo de 77,2 ug/mL de
dieta, com TLso de 143,5 horas. O grupo 3, com sobrevivéncia acumulada
de 51,1%, foi constituido pela fra¢do das cascas do caule de D. lanceolata
(113,6 e 131,8 pg/mL de dieta) e 2,4,5-trimetoxiestireno + trans-asarona
(45,4 pg/mL de dieta). Os tratamentos constituidos pelas testemunhas
dieta acrescida de dgua e de solug¢do aquosa de Tween 80 a 0,01 g/mL
formaram o grupo 4, com sobrevivéncia acumulada de 77,8% (Figura 10).

A fragdo soluvel em diclorometano das cascas do caule de D.
lanceolata (113,6 e 131,8 pg/mL de dieta) e a mistura do 2,4,5-
trimetoxiestireno + tranms-asarona (45,4 pg/mL de dieta) provocaram
reducdo no peso das pupas de S. frugiperda e aumento na duragdo da fase
larval. Ademais, a frag¢do soltvel em diclorometano das cascas do caule
de D. lanceolata (131,8 pg/mL de dieta) e a mistura do 2,4,5-
trimetoxiestireno + frams-asarona (45,4 pg/mL de dieta) provocaram
aumento na mortalidade dos insetos durante a fase pupal. As variaveis
reprodutivas, periodos de pré e oviposi¢cdo, nimero de ovos por fémeas e
longevidade dos adultos, os quais as lagartas foram alimentadas com a

fragdo soluvel em diclorometano das cascas do caule de D. lanceolata
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(113,6 pg/mL) durante a fase larval, nao apresentaram altera¢des quando
comparados com as testemunhas, dgua e solu¢do aquosa de Tween 80 a

0,01 g/mL (Tabela 2).



Figura 10
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trimetoxiestireno + frans-asarona (45,4 pg/ml de dieta) (n=113). Grupo 4: Agua (n=200); solugio aquosa de

Tween 80 a 1% (n=210)

€91



Tabela2  Variaveis biologicas de lagartas de S. frugiperda alimentadas com dieta contendo a fragdo solivel em
diclorometano das cascas do caule de Duguetia lanceolata e 2,4,5-trimetoxiestireno + trans-asarona
Durago da fase Sobrevivéncia Periodo de pré- Peylodg) Ele Numero de Longevidade dos
Tratamentos Peso de Pupas (g) . na fase pupal Sl s OViposigdo . ns s
larval (dias) %) oviposig¢do (dias) (dias) ™ ovos/fémea adultos (dias)
o
Agua 2097+258a  20,1+0,13d 88.0a 25+035 (13) 93+039  13555+90,74 149+086 (26)
(150) (150) (150) (13) (13)
Tween 80 a 1% 298,84250a  202+0,14d 833a (156) 23+019 (12) 9,6+078  1237.0+86,13 134052 (24)
(156) (156) (12) (12)
Fragao soluvel em diclorometano 304,93 +3,14ab  242+023c¢c 90,0a (60) 24+0,14 (13) 8,2+0,53 1523,5+140,44 13,5+0,99 (26)
(113,6 pg/ml de dicta) (60) (60) (13) (13)
Fragdo soluvel em diclorometano 2476 +6,82b 28,6 +0,62 a(45) 489bc  (45) - - - -
(131,8 pg/ml de dieta) (45)
2.,4,5-trimetoxiestireno + trans- 2495+582b 258+043b(49) 673b  (49) - - - -
asarona (45,4 pg/ml de dieta) (49)
p 2.2¢1° 2,270 6,97¢” 0,8149 0,3327 0,1059 0,2360
2 108,0183 283,2682 43,8267 0,4093 2,2012 4,4907 2,8881
df 4 4 4 2 2 2 3

¥91
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Em ensaio empregando a mistura do 2,4,5-trimetoxiestireno e
trans-asarona e as substancias isoladas, foi constatado que ambas as
moléculas possuem atividade inseticida para lagartas de S. frugiperda,
entretanto o 2,4,5-trimetoxiestireno apresenta maior atividade do que a
trans-asarona. A andlise de sobrevivéncia resultou na formacdo de quatro
grupos congéneres, sendo o grupo 1 formado pelo 2,4,5-trimetoxiestireno,
com TLsy de 73,4 horas. Ao passo que o grupo 2 englobou a mistura de
2.4,5-trimetoxiestireno + trams-asarona, com TLsy de 108,6 horas. A
trans-asarona formou o grupo 3, que apresentou TLsy de 170 horas,
enquanto o grupo 4 foi formado pelas testemunhas agua e solucdo aquosa
de Tween 80 a 0,01 g/mL, com sobrevivéncia acumulada de 96,6%

(Figura 11).
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4 DISCUSSAO

O estudo fitoquimico da fragdo das cascas do caule de D.
lanceolata possibilitou o isolamento de trés alcaloides aporfinicos, os
quais até o momento ndo tiveram suas estruturas elucidadas, entretanto,
substancias pertencentes a essa classe sdo bastante comuns na familia
Annonaceae (CAROLLO et al., 2006a; PEREZ; CASSELS, 2010).

Este ¢ o primeiro relato do isolamento do 2,4,5-trimetoxiestireno
em D. lanceolata, entretanto essa substincia foi identificada em outras
espécies de plantas pertencentes a familia Annonaceae, tais como,
Pachypodanthium  staudtii Engl. & Diels (WATERMAN, 1976;
NGADJUI et al., 1989, YAPI et al., 2012), Duguetia panamensis Standl.
(WANG et al., 1988) e Duguetia furfuracea (A.St.-Hil.) (SILVA et al.,
2007). Em se tratando da trams-asarona, foi constatada a presenca dessa
substancia no 6leo essencial dos galhos de D. lanceolata (SOUSA et al.,
2012). Ademais, a trans-asarona também foi relatada em outras espécies
do género, tais como, D. furfuraceae (SILVA et al., 2007; VIDOTTO et
al., 2013).

No presente trabalho, foi constatada alta atividade inseticida da
fracdo das cascas do caule de D. lanceolata para lagartas de S. frugiperda,
sendo esse o primeiro relato do potencial dos metabolitos produzidos por
D. lanceolata para o controle de insetos. No entanto, a atividade toxica de
outras plantas pertencentes a familia Annonaceae para insetos fitofagos é
conhecida, sendo que nos ultimos anos intensificaram-se os estudos com
vistas a estudar o potencial de plantas dessa familia botanica para o

controle de insetos (ISMAN, 2006; ACIOLE et al., 2011; TRINDADE et
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al.,, 2011; NWANKWO et al., 2012). Dentre os metabdlitos produzidos
por anondceas com potencial para o emprego como pesticida, ¢ possivel
mencionar alcaloides, acetogeninas e sesquiterpenos (GONZALEZ-
COLOMA et al., 2002; ACIOLE et al., 2011; RIBEIRO et al., 2013).

No que se refere aos efeitos causados nos insetos pelos
metabdlitos de anondceas com potencial uso inseticida, é possivel
mencionar alteragdes morfoldgicas no intestino, as quais incluem
destrui¢do das células intestinais (COSTA et al., 2012); efeito
antialimentar (SEDLACEK et al., 2010); interrup¢do no processo de
ecdise, alteragdes morfologicas e redugdo na fecundidade e fertilidade dos
insetos (CHOUBEY; BHANDARI; KULKARNI, 2012; CARNEIRO;
PEREIRA; GALBIATI, 2013); efeito larvicida e alteracdes nas variaveis
nutricionais (TOLOSA et al., 2012). No presente trabalho, foi verificado
forte efeito larvicida, antialimentar e redu¢do no peso dos insetos, os
quais foram atribuidos aos fenilpropanoides, 2,4,5-trimetoxiestireno e
frans-asarona.

Os fenilpropanoides sdo uma das classes mais diversas de
metabolitos de plantas, os quais sdo derivados do aminoacido fenilamina
e estdo envolvidos na defesa das plantas contra a herbivoria. Os
resultados encontrados no presente trabalho sugerem que a atividade
inseticida dessas moléculas para S. frugiperda seja devida a um forte
efeito antialimentar.

Nesse sentido, foi constatado que a trams-asarona isolada das
sementes de Daucus carota L. (Apiaceae), quando incorporada em dieta
artificial, provocou forte redugdo no peso das lagartas de Helicoverpa zea

(Boddie) (Lepidoptera: Noctuidae), Heliothis virescens (Fabricius)
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(Lepidoptera: Noctuidae) e Manduca sexta L. (Lepidoptera: Sphingidae)
(MOMIN; NAIR, 2002). Também € possivel mencionar a atividade
inseticida de fenilpropanoides naturais e derivados semissintéticos para
Spodoptera litura (Fab.) (Lepidoptera: Noctuidae), os quais incluem a
cis-asarona, o que corrobora com os resultados encontrados no presente
trabalho (BHARDWAIJ et al.,, 2010). No que se refere a atividade
inseticida do 2,4,5-trimetoxiestireno para lagartas de S. frugiperda, no
presente trabalho esta relatado pela primeira vez, contudo a essa molécula
jé foi atribuida atividade inseticida para Acanthoscelides obtectus Say
(Coleoptera: Bruchidae) (KOONA; BOUDA, 2006).

No que diz respeito ao mecanismo de agdo, foi constatada a
atividade da trans e cis-asarona para as pragas de gridos armazenados,
Sitophilus granarius L. (Coleoptera: Curculionidae), Tribolium confusum
(Jacqueline duVal) (Coleoptera: Tenebrionidae) e Trogoderma granarium
Everts (Coleoptera: Dermestidae), sendo que os autores atribuiram a
atividade inseticida ao fato das asaronas serem alquilbenzenos
substituidos, assim elas podem apresentar alta reatividade em relagdo a
fatores nucleofilicos que ocorrem nas proteinas e células. Dessa maneira,
em ambas as moléculas existe uma por¢do benzila altamente reativa que
pode interagir com os grupos tiol SH, das glandulas endocrinas e também
intestinais, formando combina¢des estaveis, tal como acontece com os
precocenos e, dessa maneira exercer sua atividade de dissuas@o contra os
insetos (POPLEWSKI et al., 2000).

Vale ressaltar que em estudos realizados com Leptinotarsa
decemlineata Say (Coleoptera: Chrysomelidae), nos quais foram

empregados diversos isdmeros derivados da trams-asarona, foi sugerido
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que o efeito fagodeterrente encontra-se relacionado com a presenca dos
trés grupos metoxi, além disso, a presenca de uma ligagdo insaturada na
cadeia lateral alquila também se mostrou importante para determinacdo
da atividade biolégica (EOZOWICKA; KACZYNSKI; NAWROT,
2013). De forma andloga, em estudo com diversos isdmeros derivados da
trans-asarona para os insetos S. granarius, T. granarium e T. confusum,
foi também constatada rela¢do entre presenga dos trés grupos metoxi e da
ligagdo insaturada na cadeia lateral alquila, com a atividade bioldgica.
Sendo que os autores sugerem que existe a possibilidade de formagao de
ligacdes de hidrogénio externas e internas entre os trés grupos metoxi.
Assim, os atomos de oxigénio do grupo metoxi, podem desempenhar um
papel importante na formagdo de ligagdes com os aminoacidos das
proteinas nas células, tais como, asparagina e serina, exercendo assim a
atividade de dissuasdo (LOZOWICKA; KACZYNSKI, 2013).

No entanto, deve-se considerar que os fenilpropanoides podem
atuar de forma diferente de acordo com o grupo de inseto, sendo que no
caso especifico de lepiddpteros o mecanismo de ag@o ainda ndo esta
totalmente elucidado (BHARDWAJ et al.,, 2010), mas trabalhos com
coledpteros tém sugerido efeitos fisioldgicos no sistema enzimatico e
digestivo (HUANG; HO; KINI, 1999), tais como os exemplificados
anteriormente.

O fato de no presente trabalho, as substancias terem se
apresentado mais toxicas para as lagartas de S. frugiperda, quando
empregadas em concentragcdes mais elevadas, do que quando submetidas
a exposi¢do prolongada em baixa concentrag@o pode ser explicada devido

a presenga da ligagdo C=C, o qual pode tornar essas moléculas
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vulneraveis a oxidacdo ao longo do tempo (LANDER; SCHREIER,
1991).

Apesar das duas substancias terem se apresentado ativas para S.
frugiperda, tanto de forma combinada quanto isolada, o 2,4,5-
trimetoxiestireno apresentou-se mais ativo do que a frams-asarona, isso
pode ser atribuido ao fato do 2,4,5-trimetoxiestireno apresentar uma
metila a menos do que a trams-asarona, o que pode contribuir para
aumentar a reatividade desse composto com os elementos intracelulares.

Ademais, a trams-asarona nao apresenta potencial para ser
empregada de forma natural como pesticida, haja vista que ja foi relatada
acdo mutagénica (GOGGELMANN; SCHIMMER, 1983); genotoxica
(HASHEMINEJAD; CALDWELL, 1994); carcinogénica (GROSS et al.,
1967); teratogénica (SALAZAR et al, 1992); indugdo na troca de
cromatides irmas em linfocitos humanos in vitro e em células da medula
6ssea de ratos in vivo (MORALES-RAMIREZ et al., 1992) da asarona e
de alguns de seus isomeros naturais. Entretanto, essa molécula pode servir
de modelo para sintese de novos produtos, haja vista, que estudos
realizados com andlogos sintéticos da trams-asarona, mostraram que
algumas dessas moléculas ndo apresentaram atividade mutagénica e
genotoxica (KARWICKA et al., 2008). No que se refere ao 2,4,5-
trimetoxiestireno, trata-se de uma substdncia ainda pouco estudada,
necessitando assim de mais trabalhos com vistas a avaliar a toxicidade
para organismos nao alvo e consequentemente o potencial para o emprego
na agricultura.

Os resultados encontrados no presente trabalho mostraram que os

metabolitos das cascas do caule de D. lanceolata ativos para S. frugiperda
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sd0 a trans-asarona ¢ o 2,4,5-trimetoxiestireno, sendo possivel inferir que
o mecanismo de ag@o dessas substancias provavelmente se dé por meio da
dissuasdo da alimenta¢do. Apesar dos altos valores de mortalidade
provocados pela ingestdo dessas moléculas, sdo necessarios mais estudos
com objetivo de avaliar o efeito a organismos ndo alvo, ou ainda,

emprega-las como moléculas modelo para a sintese de novos produtos.
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Purification of metabolites from active Duguetia lanceolata stem
barks for Spodoptera frugiperda

ABSTRACT

Duguetia lanceolata St. Hil. is an Annonaceae native from Brazil,
and of which the phytochemical studies and the evaluation of potential
use of its metabolites are scarce. In previous works was reported high
insecticidal activity of the fraction soluble in dichloromethane, derived
from this plant’s stem bark methanol extract, to Spodoptera frugiperda
worms (JE Smith). Thus, this study aimed at performing the
phytochemical study of the D. lanceola stem bark fraction soluble in
dichloromethane, derived from the methanol extract, with a view on
isolating the bioactive molecule (s) for S. frugiperda. In order to do this,
the fraction soluble in dichloromethane was subjected to silica gel column
chromatography of the flash type, as well as to high performance liquid
chromatography (HPLC), which allowed the isolation of eight substances.
The structural elucidation of two molecules was possible through uni and
bidimensional 'H (hydrogen) and "*C (carbon thirteen) nuclear magnetic
resonance experiments. Bioassays with S. frugiperda revealed that the
molecules responsible for biological activity are trans-asarone and 2,4,5-
trimethoxystyrene. A mixture of trans-asarone + 2,4,5-trimethoxystyrene,
when incorporated to artificial diet and offered to S. frugiperda larvae,
caused high mortality indexes during the larval stage, reduction in pupal
weight, elongation of the larval stage; mortality in the pupal stage and
antifeedant effect in tests conducted with and without choice. The trans-
asarone and 2,4,5-trimethoxystyrene substances, when offered in isolation
to S. frugiperda larvae, also caused high mortality rate. However, 2.4,5-
trimethoxystyrene was more active than trans-asarone.

Keywords: Armyworm. Natural products. Botanical insecticide.
Phenylpropanoids.
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Atividade acaricida de fracées de anonaceas para Tetranychus
tumidus E Tetranychus urticae e analise do perfil metabolito de
Duguetia lanceolata por CG-EM

Dejane Santos Alves'; Reinaldo Chico Morej(')nz; Alan Rodrigues
Teixeira Machado3; Oriela Pina’ ; Geraldo Andrade Carvalhol;
Denilson Ferreira de Oliveira*; Maria de los Angeles Martinez

Riveroz; Vanda Helena Paes Bueno'

RESUMO

O objetivo inicial deste trabalho foi avaliar o efeito acaricida de
fragdes soluveis em diclorometano de extratos metandlicos de Annona
cacans, Annona coriacea, Annona neolaurifolia, Annona sylvatica,
Duguetia lanceolata, Guatteria australis, Xylopia brasiliensis, Xypolia
emarginata e Xylopia sericerae sobre Tetranychus tumidus. A seguir,
buscou-se estudar os efeitos das fragdes dos extratos das folhas, frutos e
cascas do caule de D. lanceolata sobre Tetranychus urticae. Para isso, as
fragdes foram solubilizadas em mistura de DMSO 0,05 mL/mL ¢ solugdo
aquosa de Tween 80 a 0,01 mL/mL, resultando em solugdes na
concentra¢do final de 10 mg/mL, as quais foram usadas no bioensaio,
empregando-se o0 método de microimersdo, com modificagdes. Dentre as
fracdes estudadas, aquela proveniente das cascas do caule de D.
lanceolata foi a que se apresentou mais ativa para 7. tumidus. Em
decorréncia, tal fracdo foi empregada em ensaios com vistas a avaliar seus
efeitos sobre a fecundidade e fertilidade desse acaro, empregando-se
também o método de microimersdo. Foi constatado que a fracdo das
cascas do caule de D. lanceolata reduziu a fecundidade e a viabilidade
dos ovos de fémeas de T. tumidus. A fragdo das cascas do caule de D.
lanceolata também foi estudada em bioensaio com objetivo de avaliar seu

"' Universidade Federal de Lavras, Departamento de Entomologia - Caixa Postal 3037,

CEP 37.200-000 Lavras, MG, Brasil.

Centro Nacional de Sanidad Agropecuaria - Apdo Postal 10. Mayabeque, Cuba

3 Universidade Federal de Minas Gerais, CEP 31.270-901, Belo Horizonte, MG,
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Universidade Federal de Lavras, Departamento de Quimica - Caixa Postal 3037, CEP
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efeito sobre ovos de 7. tumidus. Para isso, pedagos de folhas de platano
(Musa sp.) contendo ovos desse acaro foram submetidas a imersdo, ndo
sendo constatada atividade ovicida. Ademais, em ensaio empregando o
método de microimersdo adaptado, a fragdo das cascas do caule de D.
lanceolata causou alta taxa de mortalidade em fémeas de 7. wrticae.
Analises do perfil metabdlico em cromatografo gasoso acoplado a
espectrometro de massas (CG-EM) revelaram que os constituintes
majoritarios da fragdo das cascas do caule de D. lanceolata sdo o 2,4,5-
trimetoxiestireno e trans-asarona.

Palavras-chave: Metabolitos secundarios. Acaricida natural. 1,2.4-
trimetoxi-5-vinilbenzeno. 1,2,4-trimetoxi-5-[(1E)-1-propen-1-il]benzeno.
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1 INTRODUCAO

A familia Tetranychidae compreende o principal grupo de acaros
fitofagos, pois varias das espécies desta familia sdo pragas em muitos
sistemas de cultivo (MARCIC, 2012). Dentre as espécies de acaros
fitéfagos que causam prejuizos agricolas, Tetranychus tumidus Banks
(Acari: Tetranychidae) se destaca como praga chave em viveiros de
platano (Musa spp.) em Cuba, ao passo que Tetranychus urticae Koch
(Acari: Tetranychidae) ¢ uma importante praga em diversos cultivos
horticolas no Brasil e em Cuba. O método comumente usado para o
controle de acaros é o emprego de acaricidas sintéticos. Entretanto, o uso
indiscriminado desses pesticidas, aliado ao elevado potencial reprodutivo
e curto ciclo de vida dos &caros, vem provocando sele¢do de populagdes
resistentes em diversas culturas (SATO et al., 2005; LEEUWEN et al.,
2010; SOKOLYANSKAYA, 2010).

Nesse contexto, o uso de produtos derivados do metabolismo de
plantas vem sendo cada vez mais estudado para o controle de acaros
(YANAR; KADIOGLU; GOKCE, 2011; ERDOGAN; YILDIRIM;
SEVER, 2012; VERONEZ; SATO; NICASTRO, 2012). Em se tratando
especificamente do efeito de produtos de origem natural sobre espécies
pertencentes a familia Tetranychidae, ja foi constatada atividade acaricida
do extrato das raizes de Phytolacca americana L. (Phytolaccaceae)
(DING et al.,, 2013). De forma andloga, os extratos das folhas de
Anisosciadium orientale DC. (Apiaceae), Scaligeria meifolia Boiss.
(Apiaceae), Trigonella elliptica Boiss. (Fabaceae) e Dodonaea viscosa L

(Sapindaceae) também se mostraram com promissora atividade acaricida



188

(GHADERI et al.,, 2013). Ainda ¢ possivel mencionar a atividade
acaricida dos extratos de Deverra scoparia Coss. & Durieu (Apiaceae),
Haplophyllum  tuberculatum  (Forsskal) ~A. Juss. (Rutaceae),
Chrysanthemum coronarium L. (Asteraceae) e Mentha pulegium L.
(Lamiaceae) (ATTIA et al., 2012a).

No que se refere aos efeitos provocados por metabolitos de plantas
em acaros, sabe-se que tais substancias podem apresentar efeito repelente,
toxicidade por contato, inibi¢do de processos enzimaticos e alteragdes nos
pardmetros reprodutivos, provocando a morte ou ainda reduzindo o
desempenho desses artropodes (LUMMEN, 1998; SERTKAYA; KAYA;
SOYLU, 2010; WEI et al, 2011; LABORDA et al, 2013;
SRIMONGKOLCHAI; VICHITBANDHA; PUNG, 2013; ZHANG et al.,
2013). Nesse sentido, sdo inumeras as familias botanicas conhecidas pela
producdo de metabolitos toxicos a esses fitofagos, dentre as quais a
familia Annonaceae vem merecendo atengdo especial nos ultimos anos,
tendo-se intensificado os estudos visando avaliar o seu emprego como
pesticida (MCLAUGHLIN, 2008; CHAMPY et al, 2011; GUPTA et al.,
2011; MADHUMITHA et al., 2012). Dessa forma, este trabalho teve
como objetivo avaliar a bioatividade de fragdes provenientes de plantas
da familia Annonaceae, oriundas da regido do Alto do Rio Grande em
Lavras, Minas Gerais — Brasil, para popula¢des cubanas de 7. tumidus ¢
T. urticae, e realizar a analise do perfil metabolito de D. lanceolata,
planta cujo extrato se mostrou ativa para esses acaros, por meio da

cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM).
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Coleta e processamento do material botanico

O material botanico empregado para a realizacdo dos bioensaios
foi coletado na Regido do Alto Rio Grande — Lavras/Minas Gerais, no
periodo de mar¢o a abril de 2011, sendo que amostras do material
também foram empregadas para a confeccdo de exsicatas, as quais foram

depositadas no herbario ESAL (Tabela 1).



Tabelal  Materiais botdnicos empregados para preparo dos extratos vegetais e obtencdo das fragdes soliveis em

diclorometano
continua
Agi Numero de
Nome cientifico Sinonimia' Parte ESlag}O, Coordenadas .
coletada fenologico exsicata
Annona cacans Warm. Folhas Vegetativo S 21°13.649"; W 044°58.234" 27639
. . 27640
Annona coriacea Mart. Folhas Vegetativo S 21°15.685%; W 044°58.254”
- C 27638
annona neolaurifolia W o i laurifolia Schitd ACAS \ogetativo S 21°13.648"; W 044957.405°
ainer Folhas
Annona silvestris Vell., Annona fagifolia
A.St.-Hil. & Tul., Annona exalbida Vell.,
- . Rollinia sylvatica (A.St.-Hil.) Mart., Rollinia . S 23°00.00.000' W 27647
Annona sylvatica A.St.-Hil. exalbida (Vell.) Mart., Rollinia fagifolia Folhas Vegetativo 049°23.080'23
A.St.-Hil.
Folhas R duti
Duguetia lanceolata A. St.-Hil. Frutos epr? utivo g 21°13.567"; W 044°57.575" 27631
Cascas com frutos

061



Tabelal  Materiais botanicos empregados para preparo dos extratos vegetais e obtengdo das fragdes soluveis em

diclorometano
continuagdo
Agi Numero de
Nome cientifico Sinonimia' Parte Estag}o_ Coordenadas .
coletada fenolégico exsicata

Guatteria australis A.St.-Hil.

Guatteria acutiflora Mart., Guatteria
acutipetala R .E.Fr., Guatteria asterantha
R.E.Fr., Guatteria blanchetiana R E.Fr.,
Guatteria clavigera R.E.Fr., Guatteria
curvinervia R.E.Fr., Guatteria densicoma
Mart., Guatteria dimorphopetala R E.Fr.,
Guatteria dusenii R.E.Fr., Guatteria flava
A.St.-Hil., Guatteria fruticosa R E.Fr.,
Guatteria glabrescens R.E.Fr., Guatteria
gomeziana A.St.-Hil., Guatteria hilariana
Schltdl., Guatteria hookeri A.St.-Hil. & Tul.,
Guatteria klotzschiana Mart., Guatteria lutea
A.St.-Hil., Guatteria minarum R E.Fr.,
Guatteria mosenii R.E.Fr., Guatteria neglecta
R.E.Fr., Guatteria nigrescens Mart.,
Guatteria odontopetala Mart., Guatteria
paranensis R.E.Fr., Guatteria parvifolia
R.E.Fr., Guatteria penduliflora R.E.Fr.,
Guatteria polycarpa R.E.Fr., Guatteria
psilopus Mart., Guatteria reflexa R.E.Fr.,
Guatteria riedeliana R.E.Fr., Guatteria
salicifolia R.E.Fr., Guatteria silvatica
R.E.Fr., Guatteria sordida R.E.Fr., Guatteria
tenuis R.E.Fr.

Folhas Vegetativo

S 21°15.436°; W 044°57.216° 27645
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Tabelal  Materiais botanicos empregados para preparo dos extratos vegetais e obtencdo das fragdes soluveis em

diclorometano
conclusio
Agi Numero de
Nome cientifico Sinonimia' Parte Estagfo_ Coordenadas .
coletada fenolégico exsicata
Xylopia brasiliensis Spreng. . e Reprodutivo o . o ,
Xylopia gracilis (R.E.Fr.) R.E.Fr. Folhas com frutos S 21°13.7327; W 044°58.064 27636
Xylopia emarginata Mart. Cascas . S21°17.8071°; W
Folhas ¥ S2ttVO 044045 g061° .
i 27646
Xvlopia sericea A.St-Hil.  Xvlopia intermedia R E.Fr. ggls}f:: Reprodutive ¢ »30000.000; W 049°22.910°
Frutos

T Oliveira-Filho (2013). > Diametro a altura de 1,20 m do solo.

61
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Inicialmente, o material foi submetido a secagem em estufa de
ventilagdo for¢ada a 40 °C, sendo que as folhas permaneceram em estufa
durante 48 horas, ao passo que as cascas foram secas por 72 horas e as
bagas dos frutos por 96 horas. Em seguida, as amostras foram moidas, em
moinho do tipo Willey, dando origem aos materiais vegetais secos, 0s

quais foram empregados para o preparo dos extratos e suas fragdes.
2.2 Preparo dos extratos vegetais e particio liquido-liquido

Para o preparo dos extratos, os materiais vegetais secos (50 g)
foram imersos em metanol (300 mL) por 24 horas. Em seguida, as
misturas foram filtradas em algodao hidrofilico e se acrescentou mais 200
mL de metanol aos residuos das filtragdes. O procedimento de extragdo
foi repetido por oito vezes, sendo as fases liquidas combinadas e o
solvente removido em evaporador rotatorio, dando origem aos extratos
vegetais metandlicos.

Os extratos vegetais metanodlicos (5 g) foram submetidos a
parti¢do liquido-liquido, empregando-se diclorometano (3 x 20 mL) e
adgua (1 x 20 mL). Para cada extrato, a fase solivel em &gua foi
descartada, enquanto as soliveis em diclorometano foram combinadas,
resultando em sobrenadante que foi tratado com Na,SO4 anidro para a
remoc¢do de umidade, filtrado em algoddo hidréfilo, concentrado até
secura em evaporador rotatério e liofilizado, dando origem as fragdes
soluveis em diclorometano (ALVAREZ-COLOM et al., 2007; 2008;

2009). As fragdes foram transportadas do Brasil para Cuba e para isto foi
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obtida Liceng¢a de Importagao de Flora concedida pelo IBAMA — Instituto
Brasileiro de Meio Ambiente (n° da licenca: 12BR008914/DF).

2.3 Criacio de manutenc¢io dos acaros

Os acaros empregados nos bioensaios foram obtidos a partir de
criagdo de manuteng@o do Laboratorio de Acarologia do CENSA (Centro
Nacional de Sanidad Agropecuaria), onde espécimes de 7. tumidus foram
mantidos em folhas de platano (Musa sp. var. Ciento en boca), ao passo
que para 7. urticae foram empregadas folhas de citros. Para a realizagdo
dos bioensaios foram empregadas fémeas adultas com idade variando

entre 48 ¢ 72 horas.

2.4 Efeito das fracdes soltiveis em diclorometano sobre fémeas adultas

de T. tumidus

Para a realizag@o do presente estudo foram empregadas as fragdes
soluveis em diclorometano dos extratos das folhas de Annona cacans
Warm., Annona coriacea Mart., Annona sylvatica A.St.-Hil., Guatteria
australis A.St.-Hil. e Xylopia brasiliensis Spreng.; das folhas e cascas do
caule de Annona neolaurifolia H. Rainer e Xylopia emarginata Mart.; das
folhas, frutos e cascas do caule de Duguetia lanceolata A. St.-Hil. e
Xylopia sericea A.St.-Hil. Tais fragcdes (10 mg) foram mescladas com
DMSO (50 pL) e, em seguida, foi acrescentada solucdo aquosa de Tween
80 a (0,01 mL/mL) (950 pL), resultando em volume final de 1,0 mL de

amostra, na concentragdo de 10 mg/mL.
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Para a aplicacdo topica das solugdes das fragdes nas fémeas de 7.
tumidus (adaptado de DENNEHY; FARNHAM; DENHOLM, 1993),
ponteiras de pléstico para volume de 200 pL foram cortadas ao meio e
reconectadas, de forma que um pedago de tecido do tipo organza pudesse
separar o espaco interno da ponteira em duas partes. Uma mangueira foi
adaptada a extremidade anterior da ponteira, ou seja, a parte mais grossa
da ponteira, e assim no minimo 25 fémeas adultas, mantidas em criagéo,
foram succionadas. Em seguida, a ponteira foi conectada a uma
micropipeta e 100 pL de solu¢do da fragdo do extrato em solucdo de
DMSO e Tween 80 foram succionados para dentro da ponteira. Os acaros
permaneceram imersos no tratamento por 30 segundos e entdo, a
suspensdo dos acaros nos tratamentos foi filtrada empregando-se papel-
filtro (2 cm x 2 cm), o qual foi colocado sobre um pedaco de folha de
platano (aproximadamente 5 cm x 3 cm) envolto por algoddo umedecido
com agua no interior da placa de Petri, que correspondeu a uma parcela
experimental.

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente
casualizado, com quatro repetigdes por tratamento. Foram empregadas
como testemunha negativa: agua e solug¢do aquosa contendo DMSO (0,05
mL/mL) e Tween 80 a 1% (0,01 mL/mL); a testemunha positiva foi o
acaricida dicofol (0,01 mL/mL). As avalia¢des foram realizadas apos 24,
48 e 72 horas da montagem do experimento, contando-se o nimero de

4caros vivos € mortos.
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2.5 Efeito da fracio soluvel em diclorometano do extrato das cascas
do caule de D. lanceolata sobre a fecundidade e viabilidade de

ovos de T. tumidus

A metodologia empregada foi o método de microimersdo com
adaptagdes, conforme descrito previamente, sendo que, apds 72 horas da
montagem do bioensaio, as fémeas foram descartadas e se contou os ovos
em cada parcela experimental. As ninfas eclodidas também foram
contadas seis dias apds a remog¢do das fémeas. O delineamento
experimental foi inteiramente casualizado, sendo os tratamentos
empregados: agua; DMSO (0,05 mL/mL) + Tween 80 (0,01 mL/mL) ¢ a
fracdo proveniente das cascas de D. lanceolata (10 mg/mL). O

experimento foi repetido por duas vezes no tempo.

2.6 Efeito da fracdo solivel em diclorometano do extrato das cascas

do caule de D. lanceolata sobre ovos de T. tumidus

Pedagos de folhas de platano (3,0 x 3,0 cm) com os bordos
envoltos em algoddo umedecido com agua destilada foram arranjadas em
placas de Petri. Transferiram-se 100 fémeas com idade entre 24 e 48
horas para cada pedago de folha/placa, no qual foram mantidas por 24
horas para que pudessem ovipositar. Apds esse periodo, as fémeas foram
removidas, os ovos contabilizados e o seu excesso foi retirado com
auxilio de pincel, sendo que em cada pedago de folha permaneceram
aproximadamente 50 ovos. Os pedacos de folhas contendo os ovos foram

imersos em 4 mL de cada tratamento durante 30 segundos. Em seguida,
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as folhas foram mantidas por aproximadamente 2 horas em condi¢do
ambiente para a secagem e, em seguida, arranjadas em placas de Petri
(um pedago de folha por placa). Apos seis dias da montagem do
bioensaio, contaram-se as ninfas eclodidas.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente
casualizado, sendo que os tratamentos empregados foram agua; DMSO
(0,05 mL/mL) + Tween 80 (0,01 mL/mL), fra¢do solivel em
diclorometano do extrato das cascas de D. lanceolata a (10 mg/mL) e
dicofol (0,01 mL/mL) . Cada parcela experimental correspondeu a uma
placa de Petri com um pedaco de folha, contendo aproximadamente 50
ovos. Foram utilizadas quatro repeti¢des por tratamento. O experimento

foi repetido por duas vezes no tempo.

2.7 Efeito das fracdes soliveis em diclorometano do extrato de D.

lanceolata sobre fémeas adultas de 7. urticae

Para o bioensaio com 7. urticae foram empregadas fémeas
provenientes de criagdo de laboratério, sendo utilizado o método de
microimersdo com adaptagdes, descrito previamente. Os tratamentos
avaliados foram as fragdes provenientes das folhas, cascas do caule e
frutos de D. lanceolata na concentragao del0 mg/mL. Como testemunhas
negativas foram utilizadas agua ¢ DMSO (0,05 mL/mL) + Tween 80
(0,01 mL/mL), enquanto a testemunha positiva consistiu de dicofol (0,01
mL/mL). A parcela experimental foi uma placa de Petri, contendo uma
folha de citros e 25 fémeas de 7. wurticae. O delineamento experimental

foi inteiramente casualizado. As avaliacdes foram realizadas apds 24, 48 e
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72 horas da montagem do bioensaio por meio da contagem dos acaros
vivos e mortos. O experimento foi repetido duas vezes no tempo, sendo
que no primeiro experimento foram empregadas cinco repeticdes por

tratamento ¢ no segundo quatro repeticdes por tratamento.

2.8 Analise por CG-EM

As andlises por CG-EM foram feitas em cromatografo gasoso
acoplado ao espectrometro de massas Shimadzu GCMS-QP2010 Plus,
equipado com sistema de inje¢ao automatica AOC-10. As andlises foram
conduzidas usando coluna capilar Rxi-1 (30 m x 0,25 mm, revestida com
100% de polidimetilsiloxano, cuja espessura do filme era de 0,25 pm),
empregando-se He como gas de arraste (fluxo de 7,2 mL/min). A
temperatura do injetor foi de 250 °C, enquanto a temperatura da coluna
variou de 150 °C a 280 ° C a uma taxa de 3 °C/min. O volume de inje¢ao
foi de 1 pL em modo split a uma taxa de 10:1. A andlise de EM foi
realizada em sistema de quadrupolo (QP-2010plus) com ionizagdo por
impacto de elétrons a 70 eV, sob as mesmas condi¢des que as descritas
acima. Os compostos majoritarios foram identificados por comparagdo
com os espectros de massas das bibliotecas NIST 62 e NIST 12 e dados
de literatura (Tabela 6).

2.9 Analise estatistica

Os dados foram submetidos ao teste de Shapiro-Wilk, empregando

o pacote Mvnormtest (JAREK, 2009), com vistas a verificar a
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normalidade. Em seguida, foi empregada analise de varidncia e se
comparou as médias pelo teste de Scott-Knott, com o pacote Laércio
(SILVA, 2010). Para os experimentos que foram repetidos no tempo, foi
realizada analise conjunta dos dados, para tanto se empregou o teste de
Bartlett, com vista a verificar a homogeneidade das variancias (R
PACKAGE, 2013). Todas as analises foram feitas com o software R
versdo 3.01 (R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2013).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Efeito das fracdes soliveis em diclorometano sobre fémeas adultas

de T. tumidus

Foi constatado que, apds 24 horas da imersdo das fémeas de T.
tumidus, apenas a fracdo soluvel em diclorometano proveniente das
cascas do caule de D. lanceolata reduziu a sobrevivéncia desse acaro (F =
54,89; df = 17; p = 2,2¢™'%). Nas avaliagdes realizadas apés 48 horas (F =
36,19; df = 17; p = 2,2e-16) e 72 horas (F = 37,34; df = 17; p = 2,2e-16),
observou-se que as fragdes oriundas das cascas do caule de D. lanceolata
e frutos de X. sericea acarretaram menores valores de sobrevivéncia de 7.
tumidus. A menor sobrevivéncia (59,0 + 7,43 %) das fémeas tratadas foi
observada 72 horas apds a exposicdo das mesmas a fragdo das cascas do

caule de D. lanceolata (Tabela 2).
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Tabela2  Sobrevivéncia média (%) (+ erro-padrido da média) de Tetranychus
tumidus submetidos a tratamento com fracdes solaveis em
diclorometano de extratos metanolicos provenientes de anonaceas,
empregando o método de microimersdo, com adaptagdes

Tratamento n* 24 horas** 48 horas** 72 horas**

Agua 148 93,6+296a 92,7+240a 91,8+2,10a

DMSO (0,05 mL/mL) + Tween 139 94,0+2,15a 940+2,15a 94,0+2,15a

80 (0,01 mL/mL)

Annona cacans - folhas 177 972 £1,05a 972+1,05a 96,0+1,11a

Annona coriaceae - folhas 161 938+3,64a 929+4,05a 929+405a

Annona neolaurifolia - folhas 137 932+1,04a 932+1,04a 932+1,04a

Annona neolaurifolia - cascas 160 942+260a 942+2,60a 93,6+2,18a

Annona sylvatica - folhas 123 89,7+4,778a 89,7+4,78a 874+439a

Duguetia lanceolata cascas 142 684+624b 62,6+£8,19¢ 59,0+743¢

Duguetia lanceolata - folhas 121 91,0+£190a 90,0+1,68a 88,8+1,84a

Duguetia lanceolata - frutos 170 93,3+0,82a 93,3+0,82a 92,1+0,87a

Guateria australis - folhas 143 93,5+256a 889+5,16a 889+516a

Xylopia brasiliensis - folhas 166 96,8+1,24a 96,8+1,24a 96,8+124a

Xylopia emarginata - cascas 181 952+282a 952+2,82a 952+282a

Xylopia emarginata - folhas 146 90,0+2,96a 90,0+2,96a 88,4+4,52a

Xylopia sericea - cascas 178 95,8+238a 958+238a 944+194a

Xylopia sericea - folhas 177 94,6+3,59a 93,6+3,20a 93,6+3,20a

Xylopia sericea - frutos 105 84,3+4,67a 78,5+829b 76,7+8,42b

Dicofol a 1% 0,0+£0,00c 0,0+0,00d 0,0+0,00d
F 54,89 36,19 37,34
p< 2,2¢7° 2,2¢7° 2,2¢7°

*n: nimero de fémeas tratadas.
**As letras se referem as comparagdes de médias nas colunas, pelo teste de Scott-Knott.

A fracdo das cascas do caule de D. lanceolata foi a mais ativa
para fémeas de 7. tumidus, no entanto, as fragdes provenientes dos
extratos das folhas e frutos ndo foram bioativas, tal resultado pode ser
explicado devido ao fato de comumente existirem diferengas intra planta
na alocagdo de metabolitos (UDDIN et al.,, 2013; SOMKUWAR;
KAMBLE, 2013). Esse ¢ o primeiro relato da atividade acaricida dessa
planta, sendo que até o momento sdo escassos os trabalhos empregando
Duguetia spp., entretanto vale ressaltar que ja foi constatado que o extrato

das folhas de Duguetia furfuracea (St. Hil) Bent. ndo apresentou
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atividade acaricida para Rhipicephalus microplus Canestrini (Acari:
Ixodidae) (VALENTE et al., 2014). Estudos fitoquimicos empregando D.
lanceolata corroboram para os resultados encontrados no presente
trabalho, haja vista, que ja foram detectados grupos de substancias
relatados por possuirem atividade acaricida (NEVES; DA CAMARA,
2011), tais como, alcaloides isoquinolinicos (FISCHER et al., 2004;
TEMPONE et al., 2005) e sesquiterpenos (SOUSA et al., 2012).

Apesar da atividade acaricida de Annona spp. ja ter sido descrita
para Tetranychus spp. (POTENZA et al., 2006; LIN et al., 2009), no
presente trabalho, as espécies pertencentes ao género Annona nao
apresentaram efeito letal para 7. tumidus. Dentre os metabolitos
produzidos por plantas pertencentes ao género Annona, destacam-se as
acetogeninas, pois muitas delas apresentam atividade acaricida
(LUMMEN, 1998). Apesar de ndo existirem relatos prévios da atividade
acaricida de A. cacans para Tetranychus spp., alcaloides ja foram isolados
dessa planta, tais como o liriodenine (SAITO; ALVARENGA, 1994), o
qual possui atividade acaricida para Dermatophagoides pteronyssinus
(Trouessart) (Acari: Pyroglyphidae) (AKENDENGUE et al., 2003).
Entretanto, no presente trabalho, ndo foi constatada atividade acaricida
dos metabolitos de tal espécie vegetal para 7. tumidus.

De forma andloga, ndo foram encontrados relatos prévios da
atividade acaricida de 4. coriaceae, A. neolaurifolia e A. sylvatica, apesar
de relatos da producdo de substancias com potencial uso como pesticidas
por parte de tais plantas. Para exemplificar, € possivel mencionar que das
raizes de A. coriaceae ja foi isolada a acetogenina gigantetronenin

(SILVA et al., 1996), que possui atividade inibitéria no complexo I
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mitocondrial (COLOM et al., 2009). As diferengas entre os resultados
obtidos no presente trabalho e descrito na literatura podem ter ocorrido
em fung¢do da utilizagdo de metodologias diferentes para a obtencdo dos
metabolitos a serem testados. Em se tratando de A. neolaurifolia e A.
sylvatica, nao foram encontrados relatos prévios de atividade acaricida.
Entretanto, estudos fitoquimicos de tais espécies indicam a producgdo de
substancias que podem apresentar atividade pesticida (MIKOLAJCZAK
et al., 1990; SANTOS PIMENTA et al., 2001; NASCIMENTO et al.,
2003; PIMENTA; NASCIMENTO; BOAVENTURA, 2005;
FORMAGIO et al., 2013).

No que se refere a G. australis, ja foi reportada a atividade
inibitoria da enzima acetilcolinesterase do extrato alcodlico dos ramos
dessa planta, ao passo que ndo foi observada a mesma bioatividade para o
extrato proveniente das folhas de G. australis (CARDOSO-LOPES et al.,
2008). Este ultimo resultado estd de acordo com a inatividade da fracdo
do extrato das folhas de G. australis que foi observada no presente
trabalho.

Em se tratando das espécies pertencentes ao género Xylopia,
apenas a fragdo proveniente dos frutos de X. sericea causou redugdo na
sobrevivéncia de 7. tumidus. Estudos prévios realizados com o oleo
essencial das folhas e frutos dessa planta demonstraram o efeito acaricida
de tais partes vegetais sobre 7. urticae (PONTES et al., 2007). Nao foram
encontrados relatos prévios da atividade acaricida de X. brasiliensis e X.
emarginata. Entretanto, estudos fitoquimicos indicam a producdo de

metabdlitos que podem apresentar efeito toxico para herbivoros (LAGO
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et al., 2003; 2005; MOREIRA; LAGO; ROQUE, 2005; COLMAN-
SAIZARBITORIA et al., 2009; MOREIRA et al., 2013).

3.2 Efeito da fracio das cascas do caule de D. lanceolata sobre a

fecundidade e viabilidade de ovos de fémeas de 7. tumidus

As fémeas tratadas com a fra¢do do extrato das cascas do caule de
D. lanceolata apresentaram reducdo na fecundidade (F = 7,6419; df =2; p
= 0,0036) e viabilidade dos ovos (F = 7,3178; df = 2; p = 0,0044) (Tabela
3). Salienta-se que, além do extrato de D. lanceolata provocar efeito letal
sobre T. tumidus, também provoca efeito subletal, constatado a partir da
redu¢do no numero de ovos por fémea e porcentagem de eclosdo de

ninfas.



Tabela3  Efeito da fragdo soliivel em diclorometano proveniente do extrato metandlico das cascas do caule de
Duguetia lanceolata sobre a fecundidade e viabilidade dos ovos de Tetranychus tumidus, empregando o
método de microimersdo, com adaptagdes.

Tratamento ¥ Numero de ovos por fémea + erro i Eclosio de ninfas(%) =
padrio da média*** erro padrio da média***

Agua 106 2,4+0,04a 262 97,1+1,40a

DMSO (0,05 mL/mL) + Tween 80 143 2,7+037a 356 95,6+1,18a

(0,01 mL/mL)

Duguetia lanceolata - cascas 165 1,4+0.25b 198 89,2+1,92b

F 7,64 7,31

p= 0,0036 0,0044

n*: nimero total de fémeas.
n**: niimero total de ovos.
***As letras se referem as comparagdes de médias nas colunas, pelo teste de Scott-Knott.

S0T
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Os efeitos de produtos naturais provenientes de plantas sobre a
fecundidade e viabilidade de ovos de Tetranychus spp. vém sendo
relatados por diversos autores (MANSOUR et al., 2004; BRITO et al.,
2006; ATTIA et al., 2012b; LABORDA et al., 2013); entretanto esse € o
primeiro relato do potencial de D. lanceolata em afetar os pardmetros

reprodutivos de 7. tumidus.

3.3 Efeito da fracido das cascas do caule de D. lanceolata sobre ovos de

T. tumidus

O tratamento dos ovos de 7. tumidus com a fragcdo proveniente das
cascas do caule de D. lanceolata ndo causou reducdo na eclosdo das
ninfas (F = 17,14; df =3; p = 9,56—07) (Tabela 4). Isso pode ter ocorrido
devido ao fato da fase de ovo consistir em uma das mais resistentes as
condigdes adversas do meio ambiente em muitos grupos de artropodes.
Por isso, geralmente produtos naturais de plantas s3o mais toxicos as
fases jovem e adulta de Tetranychus spp. (CHANDRASHEKHARAIAH
et al.,, 2011; ERDOGAN; YILDIRIM; SEVER, 2012). Assim, ¢ comum
que até mesmo acaricidas sintéticos ndo apresentem efeito sobre a fase de
ovo de muitas dessas espécies, o que pode ser consequéncia da
dificuldade de transposi¢do das cuticulas dos ovos desses artropodes

(GRACIA SALINAS et al., 1993).



Tabela4  Efeito da fragdo soluvel em diclorometano proveniente do extrato metandlico das cascas do caule de
Duguetia lanceolata sobre ovos de Tetranychus tumidus

Tratamento n* Ecloséio de ninfas (%) + erro padrio da média**
Agua 408 82,94+921a

DMSO (0,05 mL/mL) + Tween 80 (0,01 mL/mL) 385 77,64+1193 a

Duguetia lanceolata — cascas 432 71,77+9,34 a

Dicofol® 298 0,0+0,00 b

F 17,148

ps 9,5¢-”

n*: nimero total de ovos.
***As letras se referem as comparagdes de médias nas colunas, pelo teste de Scott-Knott.

L0T
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3.4 Efeito das fracdes de D. lanceolata sobre fémeas adultas de 7.

urticae

Foi constatado que as fragdes dos extratos das folhas, frutos e
cascas do caule de D. lanceolata causaram redugdo na sobrevivéncia de
T. urticae apbs 24 horas (F = 233,09; df = 5; p = 2,2°'°), 48 horas (F =
218,82; df = 5; p = 2,2°'%) ¢ 72 horas (F = 198,72; df = 5; p = 2,2°'°) da
aplicacdo dos tratamentos. Entretanto, os resultados mais promissores
foram encontrados quando se aplicou a fragdo das cascas do caule de D.
lanceolata que, apds 72 horas da montagem do bioensaio, causou 95,5%

de mortalidade (Tabela 5).



Tabela5  Sobrevivéncia média (%) (+ erro-padrdo da média) de Tetranychus urticae submetidos a tratamento com
fragdes soliiveis em diclorometano provenientes de extratos metanolicos de Duguetia lanceolata,
empregando o método de microimersdo, com adaptagdes

Tratamento n* 24 horas** 48 horas** 72 horas**
Agua 193 90,4+1,89 a 88,3+ 1,84a 87,6+ 1,81a
DMSO + Tween 269 89,9+ 0,99 a 86,8+ 1,83 a 853+1,99a
Duguetia lanceolata - folhas 233 83,4+2,69b 81,1 £3,62b 80,6 +3,49b
Duguetia lanceolata - frutos 257 77,5+3,64b 75,7+2,67b 74,3 £2,67b
Duguetia lanceolata - cascas 243 59+439¢ 45+428¢c 45+428 ¢
Dicofol 257 0,0 +£0,00 ¢ 0,0+0,00 ¢ 0,0+0,00 ¢
F 233,09 218,82 198,72
p< 2,206 225716 22516

*n: nimero de fémeas tratadas.
**As letras se referem as comparagdes de médias nas colunas, pelo teste de Scott-Knott.

60T
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A fragdo das cascas do caule de D. lanceolata mostrou-se mais
ativa para T. wurticae do que para T. tumidus, isso pode ser explicado
devido a variagdes espécie-especificas. Sendo relativamente comum, em
muitos artropodes, que espécies aparentadas possuam diferentes
habilidades e mecanismos para detoxificacdo diante de um metabolito

toxico (KIM; KIM; AHN, 2003; SONG et al., 2011).
3.5 Analise por CG-MS

A analise dos constituintes da fragdo solivel em diclorometano
do extrato das cascas do caule de D. lanceolata revelou a presencga de dois
constituintes majoritarios. O primeiro deles correspondeu ao pico com
tempo de retencdo de 4,28 minutos e apresentava maior valor de
massa/carga (m/z) igual a 194 u, que provavelmente correspondia ao pico
do fon molecular [M]". A outra substincia, cujo pico apresentava tempo
de retengdo de 5,74 minutos, tinha maior valor de m/z igual 209, que
provavelmente correspondia a [M]"., as demais fragmentagdes dos
espectros de massas foram comparadas com espectros de massas das
bibliotecas NIST 12 e 62 e também comparadas com dados de literatura
(Tabela 6), o que possibilitou a identificacdo das substancias majoritarias
como sendo os fenilpropanoides: 2,4,5-trimetoxiestireno e frans-asarona,
com tempo de retencdo de 4,28 e 5,74 minutos, respectivamente. (Figuras

1e?2).



Tabela 6 fons moleculares e fragmentos idnicos dos picos 1 e 2, obtidos a partir do espectro de massas da fragio
soltvel em diclorometano proveniente do extrato metandlico das cascas do caule de Duguetia lanceolata,
apos ionizacdo por impacto de elétrons a 70 eV

continua
Peotimn S VK peoauny OV TS Komn 20w 00

194 194 208 208 208
179 179 193 193 193
164 - 177 177 177
151 151 165 165 165
136 136 162 162 -

121 121 150 150 150
108 - 137 137 137
91 91 118 - -

77 - - 119 119
69 69 105 105 105
65 - 91 91 91

51 51 79 - 79

11C



Tabela 6 fons moleculares e fragmentos idnicos dos picos 1 e 2, obtidos a partir do espectro de massas da fragio
soluvel em diclorometano proveniente do extrato metandlico das cascas do caule de Duguetia lanceolata,

apos ionizacdo por impacto de elétrons a 70 eV

conclusio
. Nagashima, Murakami e . Oprean, Tamas e Roman Zuo et al. (2012)
Pico 1 (m/z) Asakawa (1999) (m/z) Pico 2 (m/z) (1998) (m/z) (m/2)
- 39 - 77 -
69 69 69
- - 53
65 - 39
51 - 28
- - 15

414
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Figura 2

0
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Trans-asarona (1) e 2,4,5-trimetoxi-estireno (2)

Férmulas estruturais dos constituintes majoritarios da fracdo soluvel em diclorometano proveniente do
extrato metandlico das cascas do caule de Duguetia lanceolata
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A abundancia do 2.4,5-trimetoxiestireno e frams-asarona na
fracdo das cascas do caule de D. lanceolata corrobora para a alta
atividade contra 7. wrticae, haja vista que ambas as moléculas sdo
relatadas por possuirem atividade pesticida (KOONA; BOUDA, 2006;
BHARDWAIJ et al., 2010). Ademais, a atividade acaricida dessas
moléculas encontra suporte no fato de que outras moléculas, também
pertencentes a classe quimica dos fenilpropanoides, sdo relatadas por
possuirem atividade acaricida. Nesse sentido € possivel mencionar, que o
fenilpropanoide eugenol € conhecido por apresentar atividade para T.
urticae, sendo que alguns autores ja atribuiram seu mecanismo de
toxicidade a agdo fumigante e de contato (HAN et al., 2011; ARAUJO et
al.,, 2012). A trans-asarona e o 2,4,5-trimetoxiestireno sdo metabolitos
relativamente comuns em plantas da familia Annonaceae (WANG et al.,
1988; NGADJUI et al., 1989; SILVA et al., 2007; YAPI et al., 2012).
Ressalta-se que a molécula frans-asarona foi recentemente identificada
como um dos componentes do 6leo essencial dos galhos de D. lanceolata

(SOUSA et al., 2012).
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4 CONCLUSOES

A fragdo oriunda das cascas do caule de D. lanceolata reduziu a
sobrevivéncia, fecundidade e viabilidade dos ovos de 7. tumidus.
Referente a 7. wurticae, a fracdo das cascas do caule de D. lanceolata
causou a diminui¢@o significativa de sua sobrevivéncia. As analises por
CG-EM revelaram que os constituintes majoritarios da fragdo das cascas
do caule de D. lanceolata sdo o 2,4,5-trimetoxiestireno € frans-asarona.
Os resultados encontrados no presente trabalho evidenciam o potencial da
fragdo das cascas de D. lanceolata para o controle de 7. tumidus ¢ T.

urticae.
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Acaricide activity of annonaceae fractions for Tetranychus tumidus
and Tetranychus urticae and analysis of the Duguetia lanceolata
metabolite profile by CG-EM

ABSTRACT

The initial objective of this study was to evaluate the acaricide
effect of fractions soluble in dichloromethane of methanol extracts of
Annona cacans, Annona coriacea, Annona neolaurifolia, Annona
sylvatica, Duguetia lanceolata, Guatteria australis, Xylopia brasiliensis,
Xypolia emarginata and Xylopia sericerae for Tetranychus tumidus.
Subsequently, we sought to study the effects D. lanceolata leaves, fruits
and stem bark extract fractions on Tetranychus urticae. For this, the
fractions were solubilized in a mixture of 0.05 mL/mL DMSO and Tween
80 at 0.01 mL/mL aqueous solution, resulting in solutions of a final
concentration of 10 mL/mL, which were used in the bioassay, employing
the microimmersion method, with modifications. Among the studied
fractions, that derived from the D. lanceolata stem bark was the most
active for 7. tumidus. As a result, this fraction was used in experiments in
order to assess its effects over the fecundity and fertility of the mite, also
employing the microimmersion method. It was found that the D.
lanceolata stem bark fraction reduced fecundity and viability of females
T. tumidus eggs. The D. lanceolata stem bark fraction was also studied in
a bioassay with the objective of evaluating its effect over 7. tumidus eggs.
For this, pieces of Musa sp. leaves containing mite eggs were submitted
to immersion, not occurring ovicidal activity. Moreover, in trial
employing the adapted microimmersion method, the D. lanceolata stem
bark fraction caused high mortality rates in 7. urticae females. Analysis
of the metabolic profile in gas chromatography coupled to mass
spectrometry (GC-MS) revealed that the major constituents of the D.
lanceolata stem bark fraction are 2,4,5-trimethoxystyrene and trans-
asarone.

Key words: Secondary metabolites. Natural acaricide. 1,2,4-trimethoxy-5-
vinylbenzene. 1,2,4-trimethoxy-5-[(1E)-1-propen-1-yl]benzene.
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CONSIDERACOES FINAIS

As plantas pertencentes a familia anonacea apresentam grande potencial
para serem empregadas como fonte de moléculas bioativas para o controle de
artropodes fitéfagos. No presente trabalho, foi constatado que as fragdes soluveis
em diclorometano, provenientes de extrato metanolico, de Xylopia emarginata
(cascas), Annona neolaurifolia (folhas e cascas), Xylopia sericea (frutos e
cascas) e Annona coriacea (folhas), causaram redugo na massa das lagartas de
S. frugiperda. A fracdo oriunda das cascas do caule do extrato de Duguetia
lanceolata apresentou alta atividade inseticida para lagartas S. frugiperda. Assim
foi realizada uma andlise exploratéria do perfil metabdlito dessa planta,
empregando ressondncia magnética nuclear de 'H e métodos quimiométricos.
Foi possivel inferir que o 2,4,5-trimetoxiestireno provavelmente era a substancia
responsavel pela atividade inseticida. Dessa forma, empregando técnicas de
fracionamento foi realizado estudo fitoquimico da fragdo das cascas do caule de
D. lanceolata, o que possibilitou o isolamento de oito substancias, dentre elas o
2,4,5-trimetoxiestireno e trams-asarona, OS quaiS em mistura apresentaram
atividade inseticida para S. firugiperda. Além disso, foi constatada a presenca de
trés alcaloides aporfinicos, os quais ainda ndo tiveram suas estruturas elucidadas.
0 2,4,5-trimetoxiestireno e trans-asarona, quando incorporados isoladamente em
dieta, oferecida a lagartas de S. frugiperda, apresentaram atividade inseticida,
porém o 2,4,5-trimetoxiestireno apresentou-se mais ativo, confirmando os
resultandos encontrados na analise metaboldomica. A fragdo das cascas do caule
do extrato de D. lanceolata apresentou-se ativa para Tetranychus tumidus e
Tetranychus urticae, embora o maior efeito biocida tenha sido observado para 7.
urticae. Andlises por cromatografia gasosa acoplada e espectometria de massas
indicaram que os constituintes majoritarios da fracdo das cascas do caule de D.

lanceoala sdo o 2,4,5-trimetoxiestireno e a trans-asarona.



229

APENDICES

Figura 1S. Espectro de RMN 'H de De02D-34-10 (mistura de 2.4,5-

trimetoxiestireno e trans-asarona) (600 MHz, CDCl;). ............... 231
Figura 2S. Espectro de "“C de De02D-34-10 (mistura de 2,4,5-
trimetoxiestireno ¢ trans-asarona) (151,5 MHz, CDClL;). ............ 232

Figura3S. Correlagio heteronuclear a longa distincia (HMBC) 'H x "°C
(600 x 151,5 MHz, CDCl;) de De02D-34-10 (mistura de
2,4,5-trimetoxiestireno € 7ans-asarona). ..........cc.eceeeereeesreeeveennns 233

Figura 4S. Correlagio heteronuclear a curta distincia (HSQC) 'H x “C
(600 x 151,5 MHz, CDCl;) de De02D-34-10 (mistura de
2,4,5-trimetoxiestireno € 7ans-asarona). ..........cc.eeveerreeesveeeveennns 234

Figura 5S. Correlagio homonuclear (COSY) 'H x 'H (600 x 600 MHz,
CDCl;) de De02D-34-10 (mistura de 2,4,5-trimetoxiestireno e

I7ANS-ASATONA). ....uvvieeeerieeeireeeeireeeesereeeeereeeesseeessseeesssseesssssesensnes 235
Figura 6S. Espectro de 'H da trans-asarona (400 MHz, CDCl3)....ccovveenrne. 236
Figura 7S. Espectro de 'H do 2,4,5-trimetoestireno (400 MHz, CDCly)......... 237
Figura 8S. Espectro de 'H de De02D-63-05 (600 MHz, CDCL;).................... 238
Figura 9S. Espectro de °C de De02D-63-05 (151,5 MHz, CDCl;). ............... 239
Figura 10S. Correlagio homonuclear (COSY) 'H x 'H (600 x 600 MHz,
CDCl3) de De02D-63-05. .....coeiiiieiieieeeseee et 240
Figura 118. Correla¢io heteronuclear a longa distancia (HMBC) 'H x "°C
(600 x 151,5 MHz, CDCIL;) de De02D-63-05.........ccccvevveninenenens 241
Figura 12S. Correlagdo heteronuclear a curta distancia (HSQC) 'H x C
(600 x 151,5 MHz, CDCl;) de De02D-63-05........cocovevveeererernnns 242
Figura 13S. Espectro de 'H de De02D-67-07 (600 MHz, CDCl;)................... 243

Figura 14S. Espectro de °C de De02D-67-07 (151,5 MHz, CDCl,). ............. 244



230

Figura 15S. Correlagdo heteronuclear a longa distincia (HMBC) 'H x °C

(600 x 151,5 MHz, CDCl;) de De02D-67-07.......ccoevveveerirraernnns 245
Figura 16S. Correlagio heteronuclear a curta distincia (HSQC) 'H x °C

(600 x 151,5 MHz, CDCl;) de De02D-67-07.......ccvevvevrerierraernnns 246
Figura 17S. Espectro de 'H de De02D-98-06 (600 MHz, DMSO-dj). ............ 247

Figura 18S. Espectro de °C de De02D-98-06 (151,5 MHz, DMSO-d). ........ 248
Figura 19S. Correlagio heteronuclear a curta distincia (HSQC) 'H x °C

(600 x 151,5 MHz, DMSO-dg) de De02D-98-06. .........ccceoerunnee 249
Figura 208S. Correlagio heteronuclear a longa distancia (HMBC) 'H x °C

(600 x 151,5 MHz, DMSO-d¢) de De02D-98-06. ...........c.ccueen...... 250
Figura 21S. Correlagio homonuclear (COSY) 'H x 'H (600 x 600 MHz,

DMSO-dg) de De02D-98-00. ......ccccocereeeiiiiiniiniieeicienencee 251
Figura 228. Espectro de 'H de De02D-144-05 (600 MHz, DMSO-dy). .......... 252

Figura 23S. Espectro de °C de De02D-144-05 (151,5 MHz, DMSO-d). ......253
Figura 24S. Correlagdo homonuclear (COSY) 'Hx'H (600 x 600 MHz,

DMSO-dg) de De02D-144-05. ....cocooiriiiiiiiinenececeereseeeee 254
Figura 25S. Espectro de 'H de De02D-144-08 (600 MHz, DMSO-dj). .......... 255
Figura 26S. Espectro de °C de De02D-144-08 (151,5 MHz, DMSO-dy). ......256
Figura 27S. Espectro de 'H de De02D-157-06 (600 MHz, CDCl;)................. 257
Figura 28S. Espectro de °C de De02D-157-06 (151,5 MHz, CDCl,). ........... 258
Figura 29S. Correla¢io heteronuclear a curta distancia (HSQC) 'H x °C

(600 x 151,5 MHz, CDCl;) de De02D-157-06........ccccoervreneennens 259
Figura 308S. Correlagio heteronuclear a longa distancia (HMBC) 'H x "°C

(600 x 151,5 MHz, CDCIL;) de De02D-157-06........ccccoerirenuennene 260

Figura 318. Correlagio homonuclear (COSY) 'H x 'H (600 x 600 MHz,
CDCl3) de De02D-157-06. .....oovorveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 261



231

SpinWorks 3: H1 Observe
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Figura 1S. Espectro de RMN 'H de De02D-34-10 (mistura de 2.4,5-
trimetoxiestireno e frans-asarona) (600 MHz, CDCIs).
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SpinWorks 3:  Water Suppression
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Figura 2S. Espectro de ’C de De02D-34-10 (mistura de 2,4,5-trimetoxiestireno
e trans-asarona) (151,5 MHz, CDCl,).
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SpinWorks 3: H1 Observe
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Figura3S. Correlagio heteronuclear a longa distancia (HMBC) 'H x C (600 x
151,5 MHz, CDCl;) de De02D-34-10 (mistura de 2.4,5-
trimetoxiestireno e frans-asarona).
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SpinWorks 3: H1 Observe
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Figura 4S. Correlagdo heteronuclear a curta distincia (HSQC) 'H x C (600 x
151,5 MHz, CDCl;) de De02D-34-10 (mistura de 2,4,5-
trimetoxiestireno e frans-asarona).



235

SpinWarks 3: H1 Observe
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Figura 5S. Correlagdo homonuclear (COSY) 'H x 'H (600 x 600 MHz, CDCl)
de De02D-34-10 (mistura de 2,4,5-trimetoxiestireno e frans-
asarona).
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Figura 6S. Espectro de 'H da trans-asarona (400 MHz, CDCl5).
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Figura 7S. Espectro de 'H do 2,4,5-trimetoestireno (400 MHz, CDCl5).
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SpinWarks 3: H1 Observe
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Figura 118. Correlagdo heteronuclear a longa distancia (HMBC) 'H x "*C (600
x 151,5 MHz, CDCl;) de De02D-63-05.
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SpinWarks 3: H1 Observe
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Figura 128. Correlagio heteronuclear a curta distancia (HSQC) 'H x "*C (600 x
151,5 MHz, CDCl;) de De02D-63-05.
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Figura 13S. Espectro de 'H de De02D-67-07 (600 MHz, CDCls).
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Figura 14S. Espectro de °C de De02D-67-07 (151,5 MHz, CDCl5).
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Figura 158. Correlagdo heteronuclear a longa distancia (HMBC) 'H x "*C (600
x 151,5 MHz, CDCl;) de De02D-67-07.



246
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Figura 168S. Correlagio heteronuclear a curta distancia (HSQC) 'H x "*C (600 x
151,5 MHz, CDCl;) de De02D-67-07.



SpinWorks 3: STANDARD 1H OBSERVE - profile;

i l] l J_J ‘I\JJUJ@LL

BoM iz 11.0 10.0 9.0 8.0

file: ..\De2D 98 _06\De0ZD S8 DS M.AdVd blocks 1 expt: “sZpul’

Risnsmitte: feq. 559 89078 ML
time domain size: §4000 points

width: 8999.89 Hz = 15.0026 ppm = 0,140623 Hz/pt
mumber of scans: 32

freq. of D ppm: 538.BE5450 Mz
processed size: 65536 complex points
LB: D.D0O  GF: 0.0000

Hejom: 359.996  gpmicm: 0.60010

Figura 17S. Espectro de 'H de De02D-98-06 (600 MHz, DMSO-d).
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SpinWorks 3: Water Suppression:
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Figura 18S. Espectro de °C de De02D-98-06 (151,5 MHz, DMSO-d,).



249

SpinWarks 3: H1 Observe

.l
"
kN |
Tl
&

-
.
T
o
a

"

s
s
o
8

AL
|

|

| I SO D AT, W L Il N IRt W TR I
PoM (F2) 110 108 50 8.0 70 &0 5.0 4.0 3.0 320 10 00 A6

Wle: . 020_98_06\De020_9B_0S_HSQT MY blocks 1 F2:fveq of D ppm: 599.8854503 MHz Fi:eq. of © ppm: 1508413866 MHz
expt: "gHSQC" processed size: 4096 complex points processed size: 2048 compex points
tiansmitte: leeq: 599 BBI07S MHz window function: Sine Squared window Ronction: Sine Squsred

time domain size: 4036 by 1024 points shift: 90.0 degrees. shift: 50.0 degrees

width (F2): 8999.69 He = 15.0026 gom = 2.1972 Ha/pt Mzjom: 442.994  gpmvem: 0.75013 Hg/om: 2334002 ppm/cm: 1545222
mamber of scans: 4

Figura 198S. Correlagio heteronuclear a curta distancia (HSQC) 'H x "*C (600 x
151,5 MHz, DMSO-ds) de De02D-98-06.
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tiansmittes feea. 592589075 MMz window tunction: Sine wiadow Ranction: Sine
time domain size: 409 by 1024 paints shift: 45.0 degrees. shift: 45.0 degrees
‘width (F2): 8999.89 Hz = 15.0026 pom = 2.1972 Hz/pt Hz/om: 449.994 ppm/cm: 075013 Hziecm: 3250.627 ppmiom: 2181425

mumber of scans: 4

Figura 208S. Correlagdo heteronuclear a longa distdncia (HMBC) 'H x "*C (600
x 151,5 MHz, DMSO-d¢) de De02D-98-06.
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SpinWarks 3: H1 Observe
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Wile: . 020_98,_06\De020_9B_0S_COSY Mdfia block# 1 F2:fveq. of D pim: S99.8854502 MHz FL:Feg of © ppm: 509.8854524 MHz

expt: “gCOSY" processed size: 4096 complex points processed size: 4096 complex points

tiansmitte: eq. 598 889078 MHz window function: Sine window Ronction: Sine

time domain size: 4036 by 512 paints shilt: 0.0 degrees shift: 0.0 degrees

width (F2): 899989 Hz = 15.0026 gpm = 2.1972 Hz/pt Mzjom: 442.994  gpmvem: 0.75013 Hz/om: 818472 ppmvom: 1,36387

mumber of scans: 4

Figura 21S. Correlagio homonuclear (COSY) 'H x 'H (600 x 600 MHz,
DMSO0-d¢) de De02D-98-06.



SpinWorks 3: H1 Observe
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file: ...€02D_144_D5\De020_144_05_H.6AVId block# 1 expt: "sZpul”
Eransmitter freq.: 599889078 MHz

time domain size: 64000 points

width: 8999.89 Hz = 15.0026 ppm = 0.140623 HI/pt

number of scans: 32

Figura 228S. Espectro de 'H de De02D-144-05 (600 MHz, DMSO-dy).

freq. of D ppm: 539.BB5457 MHz
processed size: 262144 complex points.
LB: 0.000 GF: 0.0000

Hzjcm: 359.996  ppmyem: 0.60010
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SpinWworks 3: Water Suppression;

pPM 200 180 180 140 120 100 50 &0 40 20 a
file: .20 _144_05'\De020_144_05_13C.Ad\Rd blocks 1 expt- "s2pul” freq. of D ppm: 150.841381 MHz

transmitter teq.: 150557514 MMz processed size: BSS36 complex points

time domain size. 4000 points LB: D.DOO GF: 0.0000

width: 37718.06 Hz = 250.0248 ppm = 0.S85345 e/pt Wi/om: 1508.772  ppmicm: 10.00098

number of scans: 6624

Figura 238S. Espectro de °C de De02D-144-05 (151,5 MHz, DMSO-d,).
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SpinWorks 3: H1 Observe
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le: . D_144_05\De020_184_0S_COSY Adifia blocks 1 F2: e of D ppim: 599 BBSASES MHz F1ifeq. of O ppm: 5998854569 Mz

expt: "gCOSY" processed size: 4096 complex peints processed size: 4096 comples points

miansmitte: eq 599889078 MHz window function: Seve window Tuncton - Sine

time domain size: 4036 by 512 paints shift: 0.0 degrees shift: 0.0 degrees

width (F2): 899989 Hz = 15.0026 gpm = 2.1972 He/pt Hz/om: 428.566  ppmicm: 0.71441 Wzjom: B18.172  ppmicm: 1.36387

mumber of scans: 4

Figura 24S. Correlagio homonuclear (COSY) 'Hx'H (600 x 600 MHz, DMSO-
ds) de De02D-144-05.
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SpinWorks 3: STANDARD 1H OBSERVE - profile
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BPM 12.0 11.0 10.0 9.0 8.0 7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0 0.0 -1.0
file: ...€02D_144_D8\De02D_144_08_H.Ad\fid block# 1 expt: "s2pul” freq. of D ppm: 599.B85478 MHz
Eransmitter freq.: 599.883078 MHz processed size: 65536 complex points
time domain size: 64000 points LE: 1.061 GF: 0.0000
width: §999.89 Hz = 15.0026 ppm = 0.140623 Hzfpt Hi/em: 359.996  ppmfcm: 0.60010

number of scans: 32

Figura 258S. Espectro de 'H de De02D-144-08 (600 MHz, DMSO-dy).
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SpinWorks 3: Water Suppression

PPM 200 180 160 140 120 100 80 &0 40 20 (]
file: ...2D_144_08\De02D_144_08_13C.HVid block# 1 expt: "s2pul” freq. of D ppm: 150.B41321 MHz

Eaansmitter freq.: 150 857514 MHZ processed size: 65536 complex points

time domain size: 64000 points LB: 0.000 GF: 0.0000

width: 37718.06 Hz = 250.0244 ppm = 0589345 Hz/pt Hzjcm: 1508.722  ppm/em: 10.00098

number of scans: 4768

Figura 26S. Espectro de °C de De02D-144-08 (151,5 MHz, DMSO-d).
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SpinWorks 3: STANDARD 1H OBSERVE - profile;

EM 120 1.0 100 2.0 8.0 7.0 6.0 5.0 4.0 2.0 ] 1.0 0.0 ~1.0
file: . 6020_157_06\D0ZD_157_06_H.Ad\id block# 1 wept: "s2pul” freq. of D ppm: 599882611 MMz

tisnsmitte: Tieq. 599 886128 MHI processed size: 262144 complex points.

time domain size: 4000 points LB: D.000  GF: 0.0000

width: 895989 Hz = 15.0027 ppm = 0140623 Hz/pt Hefom: 359.996  ppmicm: 0.60011

mumber of scans: 32

Figura 27S. Espectro de 'H de De02D-157-06 (600 MHz, CDCl;).
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SpinWorks 3: Water Suppression:

pPM 200 180 180 140 120 100 80 0 40 20 o
file: .20 157 06'\De020_157_06_13C.Aid\hd blocks 1 expt: “s2pul” freq. of D ppm: L50.B4056% MHz

ansmittes eq.: 150556798 MMz processed size: 65536 complex points

time domain size. 4000 points LB: D.DOO GF: 0.0000

width- 3771806 Hz = 250.0256 ppm = 0 585345 Hz/pt Hz/om: 1508 772 ppm/om: 10.00102

number of scans: 5440

Figura 28S. Espectro de °C de De02D-157-06 (151,5 MHz, CDCl5).
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SpinWorks 3: STANDARD 1H OBSERVE - profile
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fle: . 57_OB\De0ZD_157_06_gHSQCADMdYfid block® 1 F2:Weq. of D ppm: S99.8826103 MHz Fi:Feq. of O ppen: 150.8405737 MHz
expt: "gHSQCAD" processed size: 4096 complex points processed size: 2048 complex points
transmittes feq 599886228 MHz window function: Sine Squared wisnidow function  Sine Sguaeed
time domain size: 4096 by 1024 points shilt: 90.0 degrees shift: 90.0 degrees
‘width (F2): 8999.69 Hz = 15.0027 ppm = 2.1972 Ha/pt Hz/om: 449.994  ppmcm: 0.75013 Hz/em: 2742.356  ppm/om: 16.17850

mumber of scans: 4

Figura 298S. Correlagio heteronuclear a curta distancia (HSQC) 'H x "*C (600 x
151,5 MHz, CDCl;) de De02D-157-06.



SpinWorks 3: STANDARD 1H OBSERVE - profile
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Mle: . 57_OB\De0ZD_157_06_gHMBCAD fig\id biock# 1 F2:Weq. of D ppm: S99.8826093 MHz Fi:Feq. of O ppen: 150 8405844 MHz
expt: "gHMBCAD" processed size: 4096 complex points processed size: 2048 complex points
transmittes freq 590 BBE2IE MMz window tunction: Sine window function - Sine
time domain size: 4096 by 1024 points shilt: 45.0 degrees. shift: 45.0 degrees
‘width (F2): 8999.89 Hz = 15.0027 ppm = 2.1972 Hz/pt Hz/om: 449.994  ppmycm: 0.75013 Hziem: 3250.627 ppmiom: 2181435

mumber of scans: 4

Figura 308S. Correlagdo heteronuclear a longa distancia (HMBC) 'H x "*C (600
x 151,5 MHz, CDCl;) de De02D-157-06.
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SpinWorks 3: H1 Observe
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Wie: . D_157_06\De020_157_DS_COSY Mdfia block# 1 F2:fveq. of D ppm: S99.8826108 MHz FL:Feg of O ppm: 5998826108 Mz

expt: "gCOSY" processed size: 4096 complex points processed size: 096 complex points

miansmitte: eq . 599866228 MHx window function: Sine window Ronction: Sine

time domain size: 4036 by 512 paints St 0.0 degrees shift: 0.0 degrees

width (F2): 899989 Hz = 15.0027 gpm = 2.1972 Hz/pt Mzjom: 442.994  gpmvem: 0.75013 Hz/om: 818472 pprvom: 1,36388

mumber of scans: 4

Figura 318S. Correlagio homonuclear (COSY) 'H x 'H (600 x 600 MHz, CDCl;)
de De02D-157-06.



