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RESUMO

BRITTO, Isabella Oliveira, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro de 2020.
Fitotoxicidade, potencial inseticida e seletividade a organismos nao alvos de
Ficus carica Linn (Moraceae). Orientador: Jodo Paulo Viana Leite.

O uso incorreto de defensivos agricolas convencionais tem impactado de forma
negativa o meio ambiente, produtores rurais, consumidores e tem levado a busca de
novas fontes de agroquimicos que sejam menos danosas, como defensivos oriundos
de extratos vegetais. No presente trabalho, foi avaliada a potencial atividade
inseticida da espécie vegetal Ficus carica e alguns de seus compostos isolados,
investigando os componentes bioativos. Foram produzidos extratos a partir de folha
(FCF) e galho (FCG) de F. carica por percolagdo exaustiva empregando etanol como
solvente. Os extratos foram testados frente ao percevejo-marrom-da-soja no estagio
adulto e no terceiro instar do desenvolvimento. Foi conduzida uma curva de
mortalidade dose-resposta em ninfas no terceiro instar de E. heros e calculada a
CLso dos extratos. FCG foi selecionado para a etapa de cromatografia em coluna de
silica-gel, isolamento e purificacdo. Os grupos resultantes, juntamente com FCG,
foram analisados por HPLC-DAD. FCG e FCF foram estudados quimicamente por
UHPLC-ESI-MS/MS. Os grupos mais promissores obtidos da cromatografia em
coluna foram testados em ninfas de percevejo no valor da CLsy do extrato de galho.
A seletividade de FCG também foi estudada em relagcédo ao alvo agricola Drosophila
suzukii e a seguranca foi analisada nos insetos benéficos Apis mellifera, Parthamona
helleri, Eriopis connexa, Coleomegilla maculata e Chrysoperla externa. FCG e FCF
nao foram toxicos para o percevejo-marrom adulto, mas apresentou elevada
mortalidade contra as ninfas, de forma que a ClLsy fornecida pela curva de
mortalidade foi 5,9 mg/mL. Os compostos majoritarios dos grupos analisados por
HPLC-DAD (G5, G6, G7, G8, G9, G18 e G20) foram duas furanocumarinas:
psoraleno e bergapteno. Os grupos destinados a atividade biol6gica (G5, G7, G8,
G18 e G20), com excecao de G20, mostraram mortalidade a cima de 50% e G7,
grupo que detinha mistura das duas furanocumarinas, foi quem apresentou maior
mortalidade mostrando que a acéo inseticida do extrato de galho possivelmente esta
associada a presenca das duas furanocumarinas. Os extratos FCG e FCF nao foram
toxicos para D. suzukii e mostraram-se seguros para 0s insetos benéficos

estudados. Logo, o extrato etandlico de galho de F. carica é seletivo para o



percevejo-marrom-da-soja E. heros e, a0 mesmo tempo, seguro para 0s organismos
nao alvo estudados, podendo ser um potencial defensivo agricola botanico utilizado
como ferramenta para o controle de pragas.

Palavras-chave: Defensivo agricola. Extrato de planta. Ficus carica. Euschistus
heros. Percevejo. Inseticida. Mortalidade. Segurancga. Seletividade.



ABSTRACT

BRITTO, Isabella Oliveira, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, February, 2020.
Phytotoxicity, insecticidal potential and selectivity to non-target organisms of
Ficus carica Linn (Moraceae). Adviser: Joao Paulo Viana Leite.

The incorrect application of conventional agriculture pesticides has negatively
impacted the environment, rural producers and consumers. In addition, it has led the
research of new sources of agrochemicals that could be less harmful, as natural
pesticides from plant extract. In this work, the insecticidal potential of Ficus carica
and some of its isolated compounds were analyzed and its bioactive components
were investigated. The extracts were produced from leaf (FCF) and branch (FCG)
from F. carica by exhaustive percolation using ethanol as solvent. The extracts were
tested against soybean stink bug, adult and at the third nymph. Moreover, the LCsg
was determined to third stage stink bug. The chromatography in silica gel solid phase
column, isolation and purification were done in the FCG. Then, the resulting groups
and FCG were analyzed by HPLC-DAD. FCF and FCG were studied by UHPLC-ESI-
MS/MS. The most promising groups were tested on stink bug nymphs at crude
extract correspondent LCsy value. The selectivity of FCG was also studied at the
agriculture target Drosophila suzukii and its security was analyzed in the beneficial
insects Apis mellifera, Parthamona helleri, Eriopis connexa, Coleomegilla maculata
and Chrysoperla externa. The extracts weren’t toxic to adult stink bug, however
showed high potential of mortality against nymphs, so that the LCsy of FCG was 5,9
mg/mL. The major compounds of groups analyzed by HPLC-DAD (G5, G6, G7, G8,
G18 and G20) were two furanocoumarins: psoralen and bergapten. The groups
destined to biological activity (G5, G7, G8, G18 and G20), exception for G20, showed
mortality above 50%. In addition, the G7, the one with two furanocoumarins, had the
highest mortality. Therefore, it was a signal that the crude extract’s insecticidal
potential is possibly associated by the presence of the two furanocoumarins. FCG
and FCF weren’t toxic to D. suzukii and proved to be safe for the studied beneficial
insects. In conclusion, the ethanolic extract of branch of F. carica is selective for E.
heros, safe for the non-target organisms studied and can be a potential botanical
agricultural defensive used as a tool for pest control.

Keywords: Pesticide. Plant extract. Ficus carica. Euschistus heros. Stink bug.
Mortality. Safety. Selectivity.
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1. INTRODUCAO

Em funcdo da diferenga climatica brasileira e a primordial localizagdo do
Brasil entre os tropicos, as plantagdes agricolas nacionais estdo sujeitas a acao de
diversos agentes patogénicos. De modo a evitar o ataque desses organismos que
geram grandes prejuizos econd6micos ao setor do agronegdcio, sdao aplicados
defensivos agricolas (PINTO et al, 2016). Dentre as diversas classes de
agroquimicos existentes, os produtos botanicos enquadram-se na classe dos
organicos e tem recebido bastante visibilidade do mercado em funcao de sua baixa
toxicidade em relagdo aos produtos convencionais, cujo uso indiscriminado tem
implicado em forte desequilibrio do ecossistema (BOHMONT, 2000; DAYAN,
CANTRELL e DUKE, 2009; PINTO et al, 2016; ISMAN, 2017).

A Ecotoxicologia é a area da ciéncia destinada ao estudo dos efeitos tdxicos
provocados por xenobidticos sobre organismos e ecossistemas aquaticos e
terrestres, sendo de vital importancia que seja seguida por pesquisadores que
estejam conduzindo estudos na area de produtos agricolas (BIOTOX AMBIENTAL,
2019). Fontes alternativas de producédo de defensivos agricolas, como os extratos
botanicos, ja foram bastante populares e o interesse em sua pesquisa e
desenvolvimento de novos bioprodutos tem retornado. Extratos botanicos
representam maneiras de controle menos danosas ao meio ambiente e, por
conseguinte, acumulam-se em menor quantidade nos vegetais e solos (MENEZES,
2005, ISMAN e GRIENEISEN, 2014, BENELLI, 2017, CAMPQOS et al, 2019).

O cenario de aproveitamento sustentavel da biodiversidade coloca o Brasil
em posigcao privilegiada, uma vez que € considerado um pais megabiodiverso e
detentor da maior biodiversidade do planeta, o que em numeros representa 20% das
espécies pertencentes a fauna e flora (BRASIL, 2018). Desse modo, as florestas sao
fontes estratégicas para investir na descoberta de novos “defensivos agricolas” para
agricultura, uma vez que elas possuem um imenso patriménio genético que precisa
ser estudado e com potenciais moléculas quimicas com atividade biolégica para este
setor (CASANOVA e COSTA, 2017; CAMPOS et al, 2019). Importante ressaltar, que
este estudo precisa ser conduzido a luz da legislacdo brasileira e com respeito a
Biodiversidade (BRASIL, 2014).
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O metabolismo secundario vegetal € fonte de uma grande diversidade de
substancias quimicas bioativas (NEWMAN e CRAGG, 2016; CASANOVA e COSTA,
2017) e as classes conhecidas de compostos advindos deste metabolismo s&o
alcaloides, flavonoides, taninos, cumarinas, quinonas, saponinas, cardioténicos,
triterpenos e esteroides (SIMOES et al, 2017). As estratégias de Bioprospeccédo tém
como objetivo explorar de forma sustentavel a biodiversidade em busca de novos
produtos naturais com valor econdmico, social e ambiental agregado (CASANOVA e
COSTA, 2017; SIMOES et al, 2017).

Na investigacao de plantas medicinais com potencial biolégico, normalmente
sao utilizados processos de extracao, fracionamento e purificacdo que promovem o
isolamento e identificacdo de uma ou mais substancia ativas (JUNIO et al, 2011;
NIEMEYER, BELL e KOITHAN, 2013; CASANOVA e COSTA, 2017). Dentro da
Bioprospecgéo, o estudo fitoquimico biomonitorado € uma estratégia de se investigar
0s compostos secundarios responsaveis pelas atividades pesticidas. Deve-se tomar
bastante cuidado visto que alguns compostos quimicos de origem natural podem ser
téxicos para organismos ndo alvos como agentes polinizadores, predadores naturais
e até mesmo o0s seres humanos, de maneira que se torna necessario avaliar a
toxicidade dos extratos vegetais e de seus compostos isolados por meio de estudos
de seguranca e seletividade (NDAKIDEMI, MTEI e NDAKIDEMI, 2016, TSCHOEKE
et al, 2019).

A espécie Ficus carica Linn (Moraceae) € popularmente conhecida como
figueira e gameleira (MAWA, HUSSAIN e JATAN, 2013). Estudos fitoquimicos e
farmacolégicos revelaram uma enormidade de atividade biolégica desempenhada
pela planta em fungéo da riqueza de compostos bioativos que ela detém (BOROLO,
MOSTACERO e LOPEZ, 2014; WANG et al, 2017). Ja existem estudos que relatam
forte atividade nematicida, larvicida e anti-helmintica desempenhada por extratos de
folha dessa planta e as associa com a presenca, em especial, de furanocumarinas
com grande foco em psoraleno e bergapteno, além desses extratos também serem
utilizados como agente de biocontrole contra Pseudomonas spp. (LIU et al, 2011;
BADGUJAR et al, 2014; GUO et al, 2015). Visto isso, fazem-se necessarias mais
pesquisas em busca de defensivos agricolas naturais a partir dessa espécie vegetal,
investigando também sua ecotoxicidade, visando o desenvolvimento de pesticidas

seguros e eficazes.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Biodiversidade e Bioeconomia brasileira

O Brasil € um pais de longa extensao territorial e abriga uma variedade
geomorfoldgica e climatica que implicam em grande biodiversidade. Estes dois
fatores sdo responsaveis pela existéncia de importantes biomas e ecossistemas e
fazem com que o pais ocupe o posto de principal nagdo entre os paises
megabiodiversos (BRASIL, 2018).

A sociobiodiversidade brasileira também é muito valorosa de forma que o
conhecimento tradicional dos povos indigenas e demais comunidades representam
ponto de partida para muitos estudos realizados em institutos de pesquisa, além de
ser uma forma de continuidade e conservacao da biodiversidade (ICMBIO 2019,
BRASIL, 2019 a).

Ao se falar de diversidade em espécies vegetais brasileiras, 0 bioma Mata
Atlantica recebe grande destaque por abrigar diversidade de espécies de plantas por
area superior a Floresta Amazénica (JOLY, METZGER e TABARELLI, 2014). No
entanto, o bioma atualmente encontra-se bastante reduzido e corresponde a 29% de
sua cobertura vegetal original em funcdo de ocupagédo e atividades antropicas. A
Mata Atlantica tornou-se prioritaria para a conservagdo da biodiversidade mundial,
uma vez que a riqueza que ela detém é maior que a de alguns continentes como
América do Norte e Europa (BRASIL, 2019 d).

O reconhecimento da importancia dos recursos naturais utilizados para
conservacao da diversidade genética brasileira tem sido bastante discutido nos
ultimos anos, de maneira que o0 assunto tornou-se estratégico para os paises ricos
em biodiversidade, trazendo este tema para o centro do desenvolvimento
(PIMENTEL et al, 2015).

Em um pais megabiodiverso como o Brasil, tem sido necessario investir em
modelos econémicos associados ao uso sustentavel dos recursos naturais de forma
que, quando explorados de maneira controlada e racional, podem contribuir para
alavancar a bioeconomia nacional (EMBRAPA, 2019).

Nesse sentido, a Bioeconomia baseia-se em um modelo de producéo
industrial que utiliza recursos biologicos para fornecer solugbes sustentdveis aos
sistemas de producdo. Ela tem como ferramenta os conhecimentos provenientes de
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diversas areas como bioinformatica, biotecnologia industrial, genémica, quimica de
renovaveis, robética, nanotecnologia entre outros e envolve a producao de plasticos
biodegradaveis, biopesticidas, alimentos funcionais e biopolimeros sendo que mais
produtos tendem em chegar ao mercado como bioinsumos, bioprodutos e
biofarmacos (EMBRAPA, 2019).

Dentre os projetos da EMBRAPA associados a Bioeconomia, encontra-se a
substituicdo de insumos sintéticos por ativos bioldgicos para superar as limitagdes
produtivas para as principais culturas de rentabilidade agropecuadrias, dentre elas a
soja, além de substituir ou diminuir o uso de fertilizantes de origem nao renovavel
por insumos de base biologica (EMBRAPA, 2019).

O projeto Amazébnia 4.0, liderado pelo pesquisador Carlos Nobre, aborda
bastante o potencial da regido Amazénia em contribuir para a Bioeconomia nacional.
O pesquisador parte da ideia de uma revolucao baseada no aproveitamento da
biodiversidade de um pais tropical e cita como grande exemplo a cadeia produtiva
do acai. Diversos produtos sdo derivados de sua polpa e destinados para as
industrias alimenticias, nutracéutica e cosmética e contribuem anualmente com a
economia da regido, ja tendo impactado positivamente a vida de milhares de
produtores. O pesquisador afirma que se o mesmo caminho fosse seguido por
outros produtos, aliando ciéncia e tecnologia a producgdo, esta bioeconomia seria
muito maior do que a advinda da agropecuaria, graos e exploragdo madeireira além
de fazer do Brasil em potencia mundial em Bioeconomia (FACHIN, 2018; FACHIN e
MACHADO, 2019).

Seguindo a linha de respeito a Biodiversidade, a Lei da Biodiversidade N°
13.123, de 20 de maio de 2015 dispde sobre o acesso ao patriménio genético
brasileiro. O SisGen, Sistema Nacional de Gestdo do Patriménio Genético e do
Conhecimento Tradicional Associado, € um sistema eletrénico criado pelo Decreto n®
8.772, de 11 de maio de 2016. Ele regulamenta a Lei da Biodiversidade de forma
que para se ter acesso ao patriménio genético, é necessario fazer o cadastro no
sistema e seguir todas solicitacées necessarias. A Lei da Biodiversidade refletiu em
maior protegdo e seguranga ao conhecimento tradicional associado, além da
reparticao honesta dos beneficios gerados (BRASIL, 2015).
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2.2. Bioprospeccao de produtos naturais

A Dbioprospeccdo de produtos naturais é uma area do conhecimento
promissora destinada a exploracdo de forma sustentavel da biodiversidade com
objetivo de identificar componentes do patriménio genético e obter informacao sobre
conhecimento tradicional associado com potencial de uso comercial (SACCARO
JUNIOR, 2011).

As plantas contém compostos quimicos com propriedades bioativas e
farmacolégicas relevantes para a saude humana e para a agricultura (CASANOVA e
COSTA, 2017; ISMAN, 2017; CAMPQOS et al, 2019). Esses compostos fazem parte
do metabolismo secundario e garantem vantagem adaptativa aos organismos que 0s
detém. A producdo e o armazenamento dos metabodlitos secundarios,
diferentemente dos metabdlitos primarios, estao restritos a um nimero mais limitado
de organismos e podem ser classificados em grupos como alcaloides, flavonoides,
taninos, cumarinas, quinonas, saponinas, cardioténicos, triterpenos e esteroides
(SIMOES et al, 2017).

Uma abordagem comum para o estudo de extratos vegetais, 0s quais sao
matrizes complexas de compostos quimicos, € o fracionamento quimico monitorado.
Dessa maneira, os extratos sao selecionados e segue-se a busca dos compostos
biologicamente ativos por meio de etapas de parti¢cdes liquidas e purificagdo com o
intuito de isolar e identificar os compostos ativos. No fim do processo, além dos
compostos biologicamente ativos, é possivel identificar o potencial sinérgico das
substancias encontradas (caso exista esse potencial) (JUNIO et al, 2011;
CASANOVA e COSTA, 2017).

Alguns compostos advindos do metabolismo secundario ja foram base de
biopesticidas e cujo uso no controle de pragas era bastante comum no inicio do
século passado (PINTO et al, 2016; BENELLI, 2017). O piretroide (das piretrinas
naturais), nicotina, sabadilha, rotenona e azadiractina ja foram fortemente
empregados como inseticidas botanicos. Atualmente, os pesquisadores e industrias
tém direcionado o interesse para descoberta de defensivos agricolas oriundos de
produtos naturais sendo os extratos botanicos e 6leos essenciais potenciais fontes
de promissora atividade biolégica contra insetos, acaros, nematoides, fungos e
plantas daninhas (PINTO et al, 2016, ISMAN et al, 2017, CAMPOS et al, 2019).
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As cumarinas fazem parte de uma classe de metabdlitos secundarios com
bastante potencial para a agroindustria, uma vez que ja foram abordadas na
literatura cientifica atividades nematicidas e larvicida associadas a duas
furanocumarinas em especial: psoraleno e bergapteno (LIU et al, 2011; BADGUJAR
et al, 2014; GUO et al, 2015; CABONI et al, 2015). Os 6leos essenciais também tém
sido fontes de potentes inseticidas botanicos que podem atuar no controle de pragas
em substituicgdo aos insumos convencionais e sido objeto de estudo de muitos
pesquisadores da area (SOUZA et al, 2015; LOURENCO et al, 2018; TOLEDO et al,
2019; RIBEIRO et al, 2020).

A Bioprospeccao, nesse sentido, se enquadra como uma area bastante
estratégica na pesquisa e inovagcdo em busca de fontes alternativas aos
agroquimicos convencionais. Ela se torna essencial para o estudo de novas
espécies de plantas que possam exercer esse tipo de controle (PINTO et al, 2016;
BENELLI et al, 2017; CAMPOS et al, 2019).

2.3. Cenarios do agronegocio e agropecuaria nacional

O agronegécio brasileiro ocupa posicdo de destaque no cenario
internacional. Ele é responsavel pela maior empregabilidade no pais — um a cada
trés empregos sao gerados de forma direta ou indireta pelo agronegécio, além da
vultuosa soma de capital do PIB que ele representa (BRASIL, 2019 b).

Dados fornecidos pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) e
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) apontam que, no
terceiro semestre de 2017, o PIB da Agropecuaria Brasileira correspondeu a R$
303.751 milhdes. Ja no ano de 2018, apenas no terceiro trimestre, 0 montante do
PIB da agropecuaria nacional foi de R$ 248.842 milhdes. No terceiro trimestre de
2019, quase todas as principais atividades da agropecuaria cresceram em relacao
ao mesmo periodo de 2018 entre elas: alta no abate bovino, suinos, frangos,
aquisicao de leite e producdo de ovos de galinhas. Para o agronegdécio, logo no
primeiro trimestre de 2018, o capital correspondente ao PIB foi de R$ 1.380 bilhdes.
O agronegécio contribuiu com 21,6% do PIB nacional em 2017 com expectativa de
crescimento de 6,0% para 2018 (BRASIL, 2019 b; IBGE, 2019).
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Os principais produtos de exportacdo brasileira sao provenientes do
agronego6cio como soja grao, acucar, café, suco de laranja, carne bovina, carne de
frango (em primeira posi¢cao) seguido de farelo/éleo de soja e algodao (em segunda
posicao), milho e carne suina (em terceira e quarta posicao respectivamente)
(USDA, 2019; BRASIL, 2019 b). Essa lideranca abordada implica em forte
dependéncia do Brasil de insumos importados. Além disso, a intertropicalidade do
pais e suas grandes areas agricultaveis fazem com que as plantagdes brasileiras
estejam susceptiveis ao ataque de diversas pragas agricolas, o que também
demanda o uso de defensivos agricolas (MENTEN, 2018; MORAES, 2019).

2.4. Uso de agrotoxicos

A Lei N® 7.802, de 12 de julho de 1989, regulamentada pelo Decreto n®
4.079/2002, define os agrotéxicos como produtos de processos quimicos, fisicos ou
biologicos destinados ao uso no setor de produgdo, armazenamento e
beneficiamento dos produtos agricolas, pastagens, protecdo de florestas, de outros
ecossistemas e também de ambientes urbanos, hidricos e industriais de modo a
preserva-las da acdo danosa de seres vivos considerados nocivos. A fiscalizagdo
federal destes produtos € feita pela Coordenacao-Geral de Agrotéxicos e Afins —
CGAA e MAPA (BRASIL, 1989).

O Brasil € um grande consumidor de agrotdxicos. Por ser detentor de
grandes areas de cultivo, exportador de produtos provenientes dessas lavouras e
detentor de clima favoravel para manifestacdo de pragas agricolas, os agrotéxicos
séo aplicados de forma a proteger as plantagdes do ataque desses organismos, por
conseguinte, aumentando a producéao (PINTO et al, 2016; MORAES, 2019).

Os inseticidas sao ferramentas de protecao usadas para minimizar os danos
causados por espécies especificas, normalmente reduzindo suas populacdes
(GUEDES et al, 2016; SANTOS et al, 2018). Aproximadamente, 67 mil espécies de
organismos sdo conhecidas por afetar as culturas agricultaveis em todo o mundo e
sem a aplicacdo dos agroquimicos, 70% da producao agricola poderia ser perdida
(CAMPOS et al, 2019).

No Brasil, as plantagbes com maior rentabilidade para o pais s&o
anualmente atacadas por pragas como plantas daninhas, acaros, fungos, insetos
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como percevejo-marrom-da-soja Euschistos heros, maior inimigo da cultura da soja
(GRACA et al, 2016; STHAL, BABENDREIER e HAYE, 2019) e moscas, como
Drosophila suzukii e Musca domestica capazes de acometer plantacdes de frutas e
de transmitir centenas de patdégenos (WANG et al, 2011; STACCONI et al, 2013),
além dos nematoides que afetam n&do somente a soja, mas também a cultura do
milho, do tomate e quase todas as espécies de plantas vasculares (MANSO et al,
1994; JONES et al, 2013).

Porém, apesar dos beneficios as lavouras, o uso abusivo e indiscriminado
desses produtos tem acarretado em acumulo de residuos téxicos em alimentos,
intoxicacdo de produtores rurais (pela falta de uso de equipamentos de seguranca
adequados) (GARRIGOU et al, 2020), intoxicacdo dos consumidores, contaminagao
de agua e solo, selecdo de pragas resistentes implicando em estagnagdo de
producéo agricola (RALIYA et al, 2018), prejuizo as populacdes de organismos nao-
alvos e inimigos naturais (NDAKIDEMI, MTEI e NDAKIDEMI, 2016; RIMOLDI et al,
2017; FERREIRA et al, 2017) acarretando em aumento da populagcdo de insetos
praga. Ou seja, um forte desequilibrio ambiental e prejuizo ao ecossistema (PINTO
et al, 2016; MFARREJ e RARA; 2019, SOARES et al, 2019).

Na agricultura ecoldgica, os insetos sao divididos entre os grupos benéficos
e nao benéficos (pragas). Os insetos benéficos oferecem servigos ao ecossistema e
podem ser agentes polinizadores, insetos parasitas (parasitoides) e inimigos
naturais, fazendo parte do controle biologico. Os inseticidas sintéticos,
organoclorados, organofosforados, carbamatos e piretroides, usados em abundéancia
tém afetado as populacdes desses insetos benéficos (GENTEZ, MURDOCH e KING,
2010; NDAKIDEMI, MTEI e NDAKIDEMI, 2016; SOARES et al, 2019). Deve-se ter
cuidado com derivados de algumas plantas cujos ingredientes ativos podem causar
danos em inimigos ndo alvos e polinizadores (NDAKIDEMI, MTEI e NDAKIDEMI,
2016; TSCHOEKE et al, 2019).

Os agroquimicos podem atingir o solo por aplicagdes direta ou indireta via
pulverizacdo das partes aéreas das plantas. Uma vez acumulados no solo, 0s
pesticidas e seus compostos quimicos podem ser transportados e sofrer processos
quimicos como hidrélise e até mesmo degradagédo também podendo interagir com a
microbiota do solo. Por conseguinte, eles alcangcam as fontes hidricas com grande
possibilidade de permanecer por longos periodos no ambiente (CHAPLAIN et al,
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2011; CAMPQOS et al, 2019). Os pesticidas podem provocar mudancas na microbiota
e atividade enzimatica do solo, alteragdo do ciclo de nitrogénio e perturbacao em
relagcdes simbioticas. Esses fatores podem conduzir em alteragbes da fertilidade do
solo e no crescimento das plantas (HARTMANN et al, 2015; MALIK et al, 2017).

Em 23 de julho de 2019, foi aprovado o novo marco legal para agrotéxicos,
medida que esclarece os critérios de avaliacdo e classificacao toxicolégica dos
produtos no Brasil. A base da mudanga foram padrées do Sistema Globalmente
Harmonizado de Classificacdo e Rotulagem de Produtos Quimicos, o que
possibilitaria convergéncia regulatéria internacional e fortalecimento da
comercializagdo de produtos nacionais (ANVISA, 2019). E mostrado na Tabela 1 o
novo parametro empregado para classificagdo dos agrotoxicos quanto a sua

toxicidade.

Tabela 1 - Nova classificacao de agrotoxicos no Brasil

NAO
CATEGORIA CATEGORIA CATEGORIA CLASSIFI-
1 2 CATEGORIA 3 CATEGORIA 4 5 CADO
EXTREMA- MODERADA- IMPROVAVEL DE NAO
MENTE ALTAMEN- MENTE POUCO CAUSAR DANO CLASSIFI-
TOXICO TE TOXICO TOXICO TOXICO AGUDO CADO
PALAVRA DE SEM
ADVERTEN- ADVERTE
CIA PERIGO PERIGO PERIGO CUIDADO CUIDADO NCIA
CLASSE DO
PERIGO
Fatal se Fatal se Téxico se Nocivo se Pode ser perigoso se
Oral ingerido ingerido ingerido ingerido ingerido -
Fatal em Fatal em Téxico em Nocivo em
contato com a contato coma contatocoma contato coma Pode ser perigoso em
Dérmica pele pele pele pele contato com a pele -
Fatal se Fatal se Téxico se Nocivo se Pode ser perigoso se
Inalatéria inalado inalado inalado inalado inalado -

COR DA
FAIXA

Fonte: ANVISA, 2019 adaptado.

A Ecotoxicologia, compreendida como a unido da Ecologia e Toxicologia
englobando também a Quimica, € uma area da Ciéncia que estuda e avalia os
efeitos toxicos de substancias quimicas e antropogénicas no ecossistema (aquatico
ou terrestre). E necessaria a conducdo de ensaios de ecotoxicidade agudos e/ou

crénicos em que 0s organismos sao expostos as substancias estressoras e ha
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avaliacao de sobrevivéncia, mortalidade, comportamento e morfofisiologia de forma
que se torna possivel conhecer o periodo de tempo e a concentragcdo que
determinado composto causara danos sobre ecossistema (BIOTOX AMBIENTAL,
2019).

Nas ultimas décadas, a soja Glycime max (L.) estabeleceu-se como a
principal cultura agricola brasileira. No entanto € afetada por fatores bi6ticos como
0s danos causados por insetos. Durante o desenvolvimento, a soja € atacada por
percevejos (Heteroptera:Pentatomidae) que ferem diretamente as vagens e
sementes, diminuindo o rendimento da cultura (GRACA et al, 2016).

No inicio dos anos 2000, populacbes do percevejo-marrom neotropical
Euschistus heros (Fabricius) estabeleceram-se nas plantagdes brasileiras e, em
funcdo de sua facil adaptabilidade em diferentes zonas agroecologicas, espalharam-
se pela area brasileira de cultivo de soja (PANIZZI, BUENO e SILVA, 2012, GRACA
et al, 2016). Rapidamente, o percevejo-marrom-da-soja tornou-se uma praga
agricola de preocupacao global, afetando ndo apenas o cultivo da soja, mas também
plantios de pera, maga, milho, avelda e algoddo causando significativos danos
econdmicos a estes cultivares (STAHL, BABENDREIER, HAYE 2019).

O inseto adulto de E. heros apresenta coloragdo marrom escura, sendo
chamado por essa razdo de percevejo-marro-da-soja. Os ovos sao depositados
normalmente nas folhas ou nas vagens da soja em pequenas massas de cor
amarelada e o inseto permanece no ovo por quatro a cinco dias (PANIZZI, BUENO e
SILVA, 2012). Durante o desenvolvimento, as ninfas do percevejo passam por cinco
estagios do desenvolvimento, do primeiro ao quinto instar. Apesar de iniciarem a
alimentacdo apenas no segundo instar, as ninfas do percevejo-marrom causam
danos as sementes apenas a partir do terceiro instar. No ciclo médio de
desenvolvimento (Figura 1), o percevejo possui longevidade média de 116 dias do
ovo a fase adulta (CORREA-FERREIRA e PANIZZI, 1999; PANIZZI, BUENO e
SILVA, 2012).

O controle destes alvos agricolas é quase exclusivamente por meio de
inseticidas tendo os percevejos-marrons desenvolvido resisténcia a maioria dos
inseticidas destinados ao seu controle (SOSA-GOMEZ et al, 2009; GRACA et al,
2016). Por essa razao, estes insetos sdo alvos de estudos de pesquisadores na area

com intuito de encontrar um produto pelo qual o percevejo ndo tenha resisténcia.
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Visto isso, novas fontes de defensivo agricolas tém sido buscadas, em especial a
partir de fontes naturais, em substituicdo dos agrotéxicos convencionais em funcao
dos impactos negativos que estes tém acarretado ao meio ambiente (MFARREJ e
RARA, 2019; FALKOWSKI, 2020).

Figura 1 — Ciclo de desenvolvimento do percevejo-marrom Euschistus heros

5° Instar
7,2 dias
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4mm
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@

19 Instar
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Fonte: CIVIDANES, 1992.

2.5. Fontes alternativas de producao de defensivos agricolas

O apelo por novas tecnologias menos impactantes para o meio ambiente
tem promovido mudanga de pensamento dos agricultores convencionais e da
indastria, aumentando o interesse do mercado para a descoberta de produtos
naturais como fonte de biodefensivos (PAVELA e BENELLI, 2016; NOLLET e
RATHORE, 2017, ABCBIO, 2019 a).
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Os biodefensivos representam fontes alternativas aos defensivos agricolas
tradicionais (ALECIO et al, 2010; BENELLI et al, 2017). Eles baseiam-se na
potencializagdo do uso de organismos ou substancias de ocorréncia natural para
minimizar a infestacdo de pragas nas lavouras (PINTO et al, 2016) e séao
categorizados como macroorganismos (insetos, acaros e nematoides),
microrganismos (bactérias, fungos e virus), bioquimicos (extrato de plantas,
substancia purificada, algas, enzimas e hormdnios) e semioquimicos (bleos
essenciais) (ABCBIO, 2019 a). Trata-se de um mercado em crescimento e o Brasil é
o quarto pais na linha de producao de produtos biol6gicos, o que corresponde 7% da
comercializagdo mundial (BRASIL, 2019 c).

Os defensivos agricolas naturais ou botanicos ja foram populares e fonte de
renda na exportacdo brasileira em décadas passadas (MENEZES, 2005; PINTO et
al, 2016). Sao maneiras de controle que implicam em menor impacto ambiental e
que se acumulam em pequenas quantidades nos vegetais (CAMPOLO et al, 2017;
CAMPOS et al, 2019; RIBEIRO et al, 2020).

Os pesticidas botanicos, na forma de extrato ou substancia isolada de
planta, exibem diversas atividades bioldégicas como repeléncia, larvicida (PAVELA et
al, 2019), inseticida, fungicida, nematicida e bactericida (ISMAN, 2006; ISMAN,
2017). O mecanismo de acao € variavel podendo ser por inibicdo da ingestao
alimentar, crescimento, desenvolvimento (inibicdo do horménio de muda),
oviposicdo, rompimento  celular e agdo no sistema nervoso afetando os
neurotransmissores excitatérios e inibitorios (acetilcolina e GABA — acido gama-
aminobutirico - respectivamente), receptores da fenda sinaptica (acetilcolina,
nicotinico, octopamina, tiramina) e canais de sédio (REGNAULT-ROGER et al, 2012;
PAVELA e BENELLI, 2016).

As plantas sdo valiosas fontes de produtos naturais e de novas substancias
bioativas (BENELLI et al, 2017; CASANOVA e COSTA, 2017; CAMPOS et al, 2019).
As cucurbitacinas (terpenos tetraciclicos) reduzem a palatabilidade do animal. Os
taninos reduzem a qualidade nutricional da planta. Os compostos juvenoides
(isolados de Abies balsamea), procenos (isolados de Agerantum houstonianum) e
fitoecdisonas s&o andlogos hormonais dos insetos interferindo no crescimento por
meio do horménio juvenil. No caso da fitoecdisona, ela possui atividade hormonal
muito maior que alfa e beta-ecdisona de maneira que, quando administrada no
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inseto, pode implicar em ma-formacéo, esterilidade e morte (SAITO e LUCCHINI,
1997). No entanto, mais estudos sdo necessarios para compreender 0s mecanismos
de acao dos defensivos agricolas a partir de extrato botanicos nos insetos.

Os inseticidas botanicos precedem as principais classes de inseticidas
sintéticos (organoclorados, organosfosforados, carbamatos, piretroides e
neonicotinoides) (ISMAN et al, 2017). A rotenona, um derivado de flavonoide,
extraida de raizes de plantas do género Derris (Derris elliptica, Fabacea),
Lonchocarpus e Tephrosia, age bloqueando o transporte de elétrons no Complexo |
da cadeia transportadora de elétrons. Seu uso para atividade inseticida decaiu ao
longo dos anos. O piretro, das piretrinas naturais, € uma oleorresina extraida de
folhas secas de Tanacetum cinerariefolium (Asteraceae). E um dos compostos
naturais de acao mais tdxica e usado para o controle de insetos ha séculos, ainda
sendo o inseticida botanico dominante em todo o mundo até hoje (PINTO et al,
2016; ISMAN, 2017).

A nicotina, um alcaloide presente no extrato aquoso do tabaco Nicotiana
tabacum (Solanaceae), possui efeito similar a acetilcolina, principal neurotransmissor
excitatério do Sistema Nervoso Central dos insetos. Por ser um andlogo a este
composto, a nicotina compete pelos receptores presentes na fenda pds-sinaptica,
impedindo a agdo da enzima acetilcolinesterase e transmissdao adequada da
informacdo nervosa. Este metabdlito secundario promove ativacao prolongada dos
receptores implicando em hiperexcitabilidade pela transmissao ininterrupta e de
longa duracdo dos impulsos nervosos, ocasionando tremores e paralisia no inseto.
Assim como a rotenona, a nicotina foi muito empregada como inseticida, mas caiu
em desuso em func¢ao da toxicidade (MENEZES, 2005; PINTO et al, 2016; ISMAN,
2017).

Plantas popularmente conhecidas como sabadilha, tendo representantes de
diferentes espécies do género Schoenocaulon, contém os alcaloides cevadina e
veratridina, que atuam como inseticidas botanicos com baixa toxicidade (PINTO et
al, 2016). O composto azadiractina, obtido a partir de sementes da arvore de
Azadirachta indica, conhecida como neen, ja detinha relato secular associado a
atividade inseticida na india. Porém, o estudo como inseticida botanico é recente
(BENELLI et al, 2017).
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O interesse na utilizacdo de produtos naturais, em especial os Oleos
essenciais extraidos de sementes, flores e folhas tem se tornado crescente e uma
alternativa para o manejo-sustentavel de insetos-praga (ISMAN et al, 2011; ISMAN,
2017; LOURENGCO et al, 2018 et al). Esses compostos tém caracteristicas que
direcionam seu uso como inseticida natural, a exemplo de sua disponibilidade para
comercializacao de aromas e fragrancias, a diversidade de plantas que os contém,
facilidade de preparacao e analise, além de ampla aceitagéo e aprovagao regulatéria
pelo longo uso tradicional associado aos 6leos essenciais (ISMAN e GRIENESEN,
2014; ISMAN, 2017).

Oleos essenciais extraidos de sementes, cascas, folhas e flores tém sido
testados quanto ao seu uso como fungicida, inseticida e bactericida (MASSANGO et
al, 2017; LOURENGCO et al, 2018; TOLEDO et al, 2019). As plantas pertencentes a
familia Apiaceae, amplamente distribuidas pelo mundo, sao fontes valiosas de
muitos compostos bioativos, em especial os 6leos essenciais atuando como
inibidores alimentares, inseticida, ovicida, larvicida, repelente de insetos e
reguladores de crescimento (SOUZA et al, 2015).

Alguns Oleos essenciais de espécies do género Croton (Euphorbiaceae)
demonstram efeito pesticida (LIMA et al, 2013; SANTOS et al, 2014). No entanto, a
caracterizagdo quimica e o potencial inseticida de algumas espécies do género
foram pouco estudados. Visto isso, RIBEIRO et al, 2020 investigaram a composi¢cao
quimica, atividade inseticida, efeito de deterréncia e repeléncia de éleos essenciais
obtidos da espécie Croton rudolphianus, endémica no Brasil, em Sitophilus zeamis.
Foi revelada a presenca de 54 compostos no éleo essencial, constituido por 23% de
metil chavicol, 4,2% de (E)-cariofileno, 4% de eugenol, entre outros. O ébleo
essencial foi téxico ao organismo quando ingerido, concentragéo letal CLso 102,66
uL/g, e causou mudancas em padrdes nutricionais (taxa de consumo relativo, ganho
de biomassa, eficiéncia da conservacao alimentar). O éleo também foi téxico por
contato (CLsp 70,64 ul/mL) e fumigacéo (64 uL/L no ar causou a maior mortalidade
43,73%). Nenhuma atividade repelente foi detectada e os resultados do estudo
mostraram aos pesquisadores que o 6leo essencial de folhas de C. rudolphianus foi
toxico em diferentes maneiras para S. zeamis adultos, apontando o potencial uso na
protecdo de graos (RIBEIRO et al, 2020).
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O dleo essencial de pinos (Pinus taeda L., Pinaceae), assim como o de
cravo-da-india (Eugenia caryophyllus Spreng, Myrtaceae) e de horteld (Mentha
piperita L., Lamiaceae) apresentam atividade herbicida. O 6leo essencial de jojoba
(Simmondsiaceae), de neem (Azadirachta indica A. Juss), de alecrim (Rosmarinus
officinalis L.) e de tomilho (Thymus vulgaris L.) apresentam acgao fungicida. Alguns
6leos essenciais de alecrim, tomilho e cravo apresentam também atividade inseticida
(Pinto et al, 2016). Entre as familias de plantas tropicais, a Annonaceae tem
mostrado grande potencial como fonte de biopesticidas, em especial atribuido a
presenca de acetogeninas, uma classe de produto natural limitada a alguns géneros
dessa familia. Extratos etandlicos de semente de algumas espécies de Annonas
brasileiras continuam sendo estudados visando o manejo de insetos-praga na
producéo de novos inseticidas botanicos comerciais (RIBEIRO et al, 2014).

A comercializacao de biopesticidas tem se destacado no Brasil e no mundo.
Nacionalmente, este mercado movimentou US$165 milhdes em fevereiro de 2018.
Para 2020, a expectativa de faturamento mundial € de US$ 5 bilhdes e, para os
proximos cinco anos, espera-se alcancar a marca dos US$ 11 bilhdes. Porém,
apesar deste forte crescimento observado, a producdo de biopesticidas ainda é
pequena e corresponde apenas 2% do faturamento total do mercado de controle de
pragas. Isso pode ser explicado pela falta de conhecimento e esclarecimento sobre
0s produtos bioldgicos para o controle de pragas e doencas nas lavouras e sua
importancia, pouca disponibilidade deles no mercado e resisténcia do agricultor em
alterar sua cultura de trabalho (BRASIL, 2019 c).

Os produtos alternativos nao pretendem e nao irdo substituir por completo os
convencionais e sintéticos, mas representam formas de controle mais saudaveis
para o ambiente reduzindo os danos ambientais (PINTO et al, 2016). O uso de
pesticidas botanicos tem sido comercialmente vantajoso em funcdo de serem
atualmente conceituadas como eco-friendly - amigos do meio ambiente. Sua agéao é
rapida, bem como sua degradacao, possui toxicidade baixa, proporciona diminui¢cao
do numero de pragas resistentes, maior especificidade contra os alvos agricolas,
reestabelecimento de organismos benéficos para as lavouras e sao seguros para 0s
inimigos naturais. Alguns compostos tém funcdo especifica na natureza enquanto
outros podem ser empregados para diferentes propdsitos, sendo aplicaveis também
a industria farmacéutica (PINTO et al, 2016; SOARES et al, 2019).
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E tdo importante quanto avaliar a toxicidade dos exiratos em relacdo aos
alvos agricolas, é necesséario conhecer o comportamento deles em relacdo aos
organismos nao alvos, insetos benéficos, que fazem parte do ambiente, séo
membros vitais do ecossistema e tém sido profundamente prejudicados com o uso
indiscriminado de inseticidas naturais (GENTZ, MURDOCH e KING, 2010; SOARES
et al, 2019).

2.6. Legislacao - Biodefensivos

Apesar do prazo mais curto, o registro de um Biodefensivo a partir de extrato
botanico segue praticamente o0 mesmo padrdo de exigéncia dos agroquimicos
convencionais. O registro e o monitoramento, no Brasil, sdo realizados por trés
orgados. A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, ANVISA, avalia as questdes
relacionadas com a saude humana. O MAPA cuida das questdes agronémicas e é
responsavel pelo registro dos produtos agricolas. O Instituto Brasileiro do Meio
Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis, IBAMA, é responsavel pelas
questbes ambientais (ABCBIO, 2019 b). Ensaios de ecotoxicidade sdo requeridos
por esses trés 6rgaos para fins de registro de agrotdxicos considerados de baixa
toxicidade (BIOTOX AMBIENTAL, 2019).

A depender do produto, ele podera ser enquadrado na Instrugdo Normativa
Conjunta (INC) n® 1, de 23 de janeiro de 2006, como no caso de se tratar de um 6leo
essencial que evocam respostas especificas em alguns insetos (semioquimicos)
(BRASIL, 2006); pode também ser enquadrado como produto bioquimico pela INC
n® 3, de 26 de outubro de 2005 alterada pela INC n® 3, de 19 de agosto de 2014
(extrato de plantas, substéancia purificada, algas, enzimas e horménios) (BRASIL,
2005; BRASIL, 2014). No entanto, ainda nao existe uma INC que normatize
diferenciadamente o registro de produtos derivados de extratos vegetais, a analise
deve ser feita caso a caso.

Caso seja interesse da empresa o0 registro do produto na agricultura
organica por se tratar de um produto fitossanitario de origem vegetal, a legislagéo a
ser seguida € o Decreto 6913 de 23 de julho de 2009 e INC n? 1 de 24 de maio de
2011 (BRASIL, 2011). Todos os estudos exigidos para avaliacdo toxicologica e



34

ecotoxicolégica de produtos bioquimicos estdo em INC n® 3, de 19 de agosto de
2014.

2.7. Ficus carica Linn

O género Ficus, pertencente a familia botanica Moraceae e abriga mais de
800 variedades de espécies cultivadas, principalmente, em regides de clima quente
e seco como Oriente Médio, regiao Mediterranea (HARZALLAH, BHOURI e
HAMMAMI, 2016; ARVANITI et al, 2019) e em florestas tropicais e semitropicais
(SHI et al, 2018). Este género € uma importante fonte genética em funcédo de seu
alto valor econbdmico e nutricional, além de ser integrante fundamental da
biodiversidade e do ecossistema de florestas tropicais (MAWA, HUSAIN e JANTAN,
2013; AMMAR et al, 2015).

A espécie Ficus carica Linn, € um membro muito importante e popular do
género Ficus, conhecida como figueira (BADGUJAR et al, 2014). E uma planta com
intenso uso tradicional associado. Por milénios, ela tem sido usada na medicina
popular para o tratamento de doencas digestivas, enddcrinas, reprodutivas,
respiratérias, gastrointestinais, infecgdes do sistema urinario, doencas de pele além
de ser empregada como alimento tradicional para nutricdo e beneficios para saude
(SHI et al, 2018; PALMEIRA et al, 2019).

Com relacdo aos relatos farmacologicos, os extratos de diferentes partes
dessa planta desempenham fungdes bioldgicas variadas in vitro e in vivo, como anti-
inflamatéria, anti-helmintica, hepatoprotetora, hipoglicémica, hipocolesterolémica,
hipolipidémica, antimicrobiana, imunoestimulante, nematicida (folha) (LIU et al,
2011), antiespasmédica, antiplaquetaria, anticonstipacéo, citotoxica e antioxidante
(fruto), anti-angiogénica, hemostatica, larvicida, nematicida, controle da diabete
Mellitus, antioxidante e citotoxico (latex) (ABDEL- ATY et al, 2019; ARVANTI et al,
2019), além de atividades antiviral, antimutagénico, anticonvulsdo (RAAFT et al,
2019) e agente de controle bioldégico (BADGUJAR et al, 2014; MAWA, HUSAIN e
JANTAN, 2013; AHMAD et al, 2013).

Em relacéo a toxicologia, o histérico de aplicagao etnomedicinal sugere que
F. carica pode ser considerada segura. Os estudos gerais de toxicidade realizados
nessa espécie de planta para o fruto, folha e caule frente a modelos murinos
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mostram sua seguranga em doses terapéuticas recomendadas (BADGUJAR et al,
2014). Estudos fitoquimicos e farmacolégicos recentes indicam o potencial beneficio
da espécie para a saude (SHI et al, 2018) e recomendam a introdug¢édo do fruto da
espécie na dieta diaria (PALMEIRA et al, 2019).

Estudos fitoquimicos em F. carica revelam a presenca de uma variedade de
compostos bioativos responsaveis pelas atividades biolégicas atribuidas a espécie
(Figura 2). Entre eles, encontram-se compostos fendlicos, fitoesterois, acidos
organicos, antocianinas, triterpenoides, cumarinas, compostos volateis (BAROLO,
MOSTACERO e LOPEZ, 2014; PETRUCELLI, IERI e BONETTI, 2018; GAALICHE et
al, 2019). Os compostos fendlicos tornaram-se muito estudados entre os cientistas
especialmente por conta de sua atividade antioxidante (BAROLO, MOSTACERO,
LOPEZ, 2014; ABDEL-ATY et al, 2019; ARVANIT et al, 2019).

Com relacdao aos flavonoides, as classes representantes mais bem
estudadas nessa espécie sao pertencentes as classes flavanol, flavonol, flavonas e
antocianidinas (ARVANIT et al, 2019; GAALICHE et al, 2019).

Em relagdo as cumarinas, outra classe de metabdlitos secundarios, a
literatura cientifica ja mostra que algumas delas exibem atividade nematicida contra
algumas espécies de nematoides (LIU et al, 2011; GUO et al, 2015; CABONI et al,
2015). O psoraleno e bergapteno sao furanocumarinas com potente acao
farmacolégica, sendo a F. carica uma das principais fontes deste composto (WANG
et al, 2017; ABDEL-ATY et al, 2019). Algumas espécies do género Ficus ja foram
estudadas como detentora de atividade inseticida contra insetos do género Aedes,
Culex e Anopheles (PAVELA et al, 2019).

Diante da necessidade de busca por fontes alternativas de producdo de
agroquimicos e o potencial biolégico do género Ficus spp., 0s extratos etandlicos de
folhas e galhos de F. carica foram testados pelo grupo BIOPROS/UFV contra o
nematoide das galhas Meloidogyne javanica in vitro e o extrato do galho implicou em
98% de mortalidade dos nematoides (ALVES et al, 2020). Neste presente trabalho,
novos alvos agricolas serdo estudados e sera avaliada a relacédo entre os extratos

da planta com os possiveis compostos responsaveis pela atividade inseticida.
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Figura 2 — Estrutura dos principais compostos identificados a partir de F. carica

Coumarins
ooy,
Bergapten  4°,5"-Dihydropsoralen Psoralen Marmesin Umbelliferone

Flavonoids and anthocyanins

o

nid'm3-0trhanmogluoose Cyanidin3-O-glucoside

Triterpenoids, sterols and acyl steryl glucosides

y-Taraxasterol ester B-Sitosterol 6-0-linoley Hp-D-glucosyl-fsitosterol R=(CH).CH=CHCH CH-CH(CH ,}CH,
6-0-oleyl-fi-D-glucasy - f-sitosterol  R= (CH 3 CH-CH(CH 3 :CH,
6-0-palmitoyl-fi-D-glucosy Hf-sitosterol R= (CH)uCH;
6-O-steary -fi-D-glucos yi-fisitosterol  R= (CH ), CH,

Fonte: BAROLO, MOSTACERO e LOPEZ, 2014.
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2.8. Psoraleno e bergapteno

O metabolismo secundario detém uma enormidade de compostos quimicos
que garantem vantagens adaptativas ao vegetal e as plantas representam uma fonte
importante de produtos naturais biologicamente ativos (VARANDA, 2006;
CASANOVA e COSTA, 2017). Dentre eles, a classe das cumarinas é constituida de
substancias fendlicas formadas pela fusdo de anéis benzeno e pirona e séo
divididas entre cumarinas simples, furanocumarinas (lineares e angulares),
dihidrofuranocumarinas, piranocumarinas, fenilcumarinas e bicumarinas (SIMOES,
2017).

A classe das furanocumarinas € bastante abordada na literatura pela potente
atividade biolégica que seus compostos desempenham (BADGUJAR et al, 2014; LIU
et al, 2011; GUO et al, 2015; CABONI et al, 2015; ABDEL-ATY, 2019) e sao
distribuidas em folhas, frutos, galhos e latex dos vegetais (SIMOES et al, 2017).

Algumas espécies vegetais sdo conhecidas pela riqueza de cumarinas que
elas apresentam. Brosimum gaudichaudii (Moraceae), popularmente conhecida
como mama-cadela e presente do nordeste brasileiro até Sdo Paulo, é uma espécie
de planta que produz uma larga quantidade de furanocumarinas, incluindo
bergapteno e psoraleno (GOTTLIEB, SILVA e MAIA, 1972; QUINTAO et al, 2019).
Na medicina tradicional, os extratos alcoolicos de casca, raizes e folhas de B.
gaudichaudii sdo usados no tratamento da doenga vitiligo e o conhecimento foi
absorvido pela industria farmacéutica, que incorporou esses compostos quimicos em
formulagées medicamentosas para o tratamento da doenca (QUINTAO et al, 2019).

De maneira a conhecer a possivel atividade biolégica dos extratos das
partes aéreas (folhas, ramos, frutos), cértex de raizes e substancias isoladas de B.
gaudichaudii, ja foram realizados ensaios in vitro e in vivo para determinagao de
atividade  anti-helmintica, antimicrobiana, fotossensibilizante, hepatotdxica,
cancerigena e toxicologica (mutagénica). Todas elas estavam associadas a acao do
psoraleno e bergapteno isolados da planta (POZETTI et al, 2005).

A importancia bioldgica dessas duas furanocumarinas (Figura 3) é muito
grande com ampla potencialidade terapéutica uma vez que na flora brasileira
existem varias espécies com ocorréncia desses compostos. A familia Moraceae é
bastante promissora em funcdo da presenca de cumarinas, em especial os géneros
Brosimum, Artocarpus, Cecropia, Dorstenia e Ficus (POZETTI et al, 2005).
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Dentro do género Ficus, a espécie Ficus carica é bastante relatada na
literatura pelo conteddo de cumarinas que suas partes vegetais possuem
(BADGUJAR et al, 2014; WANG et al, 2017; PETRUCCELLI et al, 2018; GAALICHE
et al, 2019). E apresenta potente atividade bioldgica, sendo algumas associadas a
acao das furanocumarinas psoraleno e bergapteno frente a fitopatbgenos como
nematicida, larvicida e anti-helmintica (LIU et al, 2011; MAWA, HUSAIN e JANTAN,
2013; BADGUJAR et al, 2014; GUO et al, 2015).

O potencial antimutagénico pelo teste de Ames, micronucleo e cometa para
psoraleno e bergapteno ja foi abordado na literatura (EDENHARDER et al, 1993;
EDENHARDER, 1995; MARTINS, 2016). MARTINS 2016 mostrou que o psoraleno e
0 bergapteno extraidos de raizes de B. gaudichaudii apresentou mutagenicidade e
genotoxicidade pelo teste de micronucleo e cometa em doses superiores a 150
mg/mL.

O teste de Ames é um teste in vitro de triagem para identificar substancias
capazes de induzir mutagcbes génicas e € vantajoso de ser realizado por ser rapido,
barato e facil de realizar (ANVISA, 2009) além de ser exigido pela legislagdo para
avaliacao toxicolégica de um possivel defensivo agricola a partir de produto natural
(BRASIL, 2014).

Figura 3 — Estrutura quimica do psoraleno e bergapteno

Psoraleno Bergapteno
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3. OBJETIVOS

3.1.

Objetivo geral

Avaliar a potencial atividade inseticida no percevejo-marrom da soja e

realizar ensaios de ecotoxicidade e fitotoxicidade de extratos de Ficus carica,

visando investigar os compostos relacionados com a atividade bioldgica.

3.2

Objetivos especificos

Avaliar a atividade inseticida de extratos de galho e folha de F. carica frente
ao percevejo Euschistus heros adulto.

Avaliar a toxicidade dos extratos bioativos de F. carica em diferentes estagios
do percevejo E. heros em concentragdes especificas.

Determinar a concentragdo dos extratos de F. carica que mata 50% (CLsp) de
E. heros no terceiro instar do desenvolvimento por meio de uma curva de
mortalidade dose-resposta.

Analisar os perfis fitoquimicos de extratos de Ficus carica por HPLC-DAD e
UHPLC-ESI-MS/MS.

Realizar o fracionamento do extrato de galho de F. carica, monitorando a
presenca de cumarinas;

Isolar e identificar os metabdlitos secundarios do extrato de galho de F. carica
responsaveis pela atividade bioldgica;

Avaliar a atividade toxicol6gica dos extratos de F. carica em relagdo ao alvo
Drosophila suzukii.

Avaliar a ecotoxicologia dos extratos de F. carica em relagdo aos organismos
nao alvos Apis mellifera e Parthamona helleri (abelhas), Eriopis connexa e
Coleomegilla maculata (joaninhas) e Chrysoperla externa (crisoprideo) de
acordo com a INC n®3, 19 de agosto de 2014.

Avaliar a fitotoxidez do extrato de galho de F. carica em relagdo a mudas de
tomate Santa Cruz.

Avaliar a fitotoxidez do extrato de galho de F. carica na germinagdo e
desenvolvimento da semente de soja por meio do teste de semente.
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4. METODOLOGIA

4.1. Espécie vegetal avaliada

Amostras de galhos e folhas de Ficus carica foram acessadas no municipio
de Vigosa-MG e coletados na “Mata do Fundao”, localizada no Campus da UFV
(Latitude: 20°45’44.1” S — Longitude: 42°51°07.5” W) (Figura 4). A exsicata vegetal
foi depositada no herbario VIC/UFV sob registro VIC 31.703. O cadastro de acesso
ao patriménio genético foi realizado na Plataforma SisGEN do Conselho de Gestao
do Patriménio Genético (n. AF1E3D3).

4.2. Acesso e producao de extratos de Ficus carica

Amostras de galhos e folhas, 6280 g e 3795 g respectivamente, de F. carica
foram coletadas separadamente, no més de novembro de 2018, em cultivar da
espécie pertencente ao Departamento de Agronomia da Universidade Federal de

Vigcosa (Figura 4).

Figura 4 — Fotos de exemplares de Ficus carica, provenientes de cultivar na UFV

Fonte: Autoral

Amostras de galhos e folhas de F. carica foram submetidas a secagem em
estufa ventilada a temperatura inferior a 40 °C, totalizando ao final, 1965 g e 1080 ¢
de material seco, respectivamente, ap0s pulverizacdao. Os extratos brutos para
ambas as partes de F. carica foram obtidos por percolagdo exaustiva empregando
etanol absoluto como solvente extrator (Figura 5).
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Foram adicionados ao percolador 1965 g de galho e 300 g de folha (material
vegetal seco percolado). Os extratos etandlicos foram levados a secagem com
auxilio de evaporador rotatério até completa evaporacao do solvente e liofilizados
para eliminacdo total de solventes. Ao final, foram obtidos 143,05 g de extrato bruto
de galhos e 55,81 g de extrato bruto de folhas.

Figura 5 - Producao de extratos vegetais

Legenda: A) percoladores através dos quais ocorreu o processo de maceracao e coleta do
extrato liquido; B) evaporador rotatério; C) extrato liofilizado e armazenado em frasco de
vidro envolto por papel aluminio e devidamente identificado. Fonte: Autoral.

4.3. Estudo fitoquimico do extrato de galhos de F. carica

4.3.1. Fracionamento por particao liquido-liquido (PLL)

Para essa particao, 1 g de amostra de extrato etandlico de galho de F. carica
(FCQ) foi inicialmente ressuspendido em 100 mL de agua destilada, com auxilio de
banho ultrassénico a 30°C por 10 minutos. Essa suspensao foi, entdo, transferida
para funil de separacdo de 250 mL de capacidade, iniciando a particio com uma
sequéncia de solventes com polaridade crescente, comegando com hexano,
diclorometano, acetato de etila e n-butanol (Figura 6A).

Foram usados 100 mL de cada solvente na particdo, sendo cada processo
realizado com mais duas repeticdes totalizando trés repeticées. Ao término de cada
extracao, a fase orgéanica foi separada e concentrada em evaporador rotatério para
se obter o extrato seco. A fase aquosa foi levada a secagem pelo processo de
liofilizacdo. Para verificar o rendimento, cada fracdo foi pesada ap6s secagem.
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Assim, foram obtidas as fracdes em hexano (FH), diclorometano (FD), acetato de
etila (FA) e n-butanol (FB) e aquosa.

O perfil fitoquimico de cada fragdo foi monitorado por cromatografia em
camada delgada (CCD) (Figura 6B) tendo como fase estacionaria silica gel 60 G —
F254 (em placa de vidro) e como fase mével uma mistura de tolueno, éter etilico e
acido acético na proporcdo de 40:40:2. O revelador utilizado foi KOH 5% para a
identificagdo de cumarinas que apresenta fluorescéncia azulada sob luz ultravioleta
no comprimento de onda de 365 nm de acordo com WAGNER e BLADT, 1996.

Figura 6 - PLL e monitoramento de metabdlitos secundarios por CCD

Legenda: A) representa o processo de PLL em ordem crescente de polaridade; B)
monitoramento qualitativo de cumarinas por CCD. Fonte: Autoral.

4.3.2. Analise dos extratos de F. carica por UHPLC-ESI-MS/MS

As anadlises foram realizadas em equipamento UHPLC Nexera (Shimadzu)
acoplado com espectrometro de massas de alta resolucdo ESI-QTOF maXis ETD
(Bruker) controlado pelo software Compass 1.5. Amostras foram diluidas na
concentracao final de 5 e 0,05 mg/mL, sendo injetado 3 pL. A coluna usada foi
Shimadzu Shim-Pack XR-ODS-Ill (C18, 2,2 ym, 2.0 x 150 mm), a 40 °C, com fluxo
de 400 pL/minuto. As fases moéveis A (solucdo de &cido férmico 0,1% em agua
deionizada) e B (0.1% acido férmico em acetonitrila) foram usadas em condicao
isocratica de 5% de B nos 5 minutos iniciais, seguido por um gradiente linear até
100% B no tempo de 40 minutos, persistindo nesta concentragéo por 5 minutos. Os
espectros de massas foram adquiridos em modo positivo.

Parametros de ionizagdo empregados foram energia de 4500 V voltagem
capilar, 3,0 bar de pressao de nebulizacao, 8 mL/minuto e 200 °C de fluxo de gas
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dessecante e temperatura, respectivamente. Para fragmentagdo foi empregada
energia de colisdo entre 15 e 60 eV, sendo a configuracao dos ions otimizados para
faixa de m/z 100-1500. Para detecgédo das cumarinas psoraleno e bergapteno foram
obtidos cromatogramas de ions extraidos (EIC) pelo registro da intensidade do sinal
observado para valores de massa exata referente a estes dois compostos em funcéo
do tempo de retencdo. A identificacdo dos picos cromatograficos foi realizada pela
determinacao da formula molecular de acordo com a massa exata e do envelope
is6topo do ion molecular (MS1) e comparagao dos espectros de fragmentacao
(MS2) com espectros de referéncia contidos em bancos de dados MassBank e
UNPD-ISDB.

4.3.3. Isolamento, purificacao e identificacao de metabdlitos secundarios do
extrato ativo de galho de F. carica

Para a purificacdo de compostos bioativos a partir do extrato FCG, foi
empregado cromatografia em coluna de silica gel (40 cm x 10 cm), empacotada com
200 g de silica gel 60 (0,05 — 0,20 mm/70 — 270 mesh ASTM), por meio de uma
suspensao com de 1 L de hexano. O empacotamento da silica na coluna foi
realizado com passagem sucessiva de hexano. Uma aliquota de 15 g do extrato
ativo FCG foi misturada com silica gel e homogeneizada com auxilio de gral e um
pistilo de porcelana, com adicao de hexano. Esse material, quando uniforme, foi
adicionado ao topo da coluna. Acima do material, foi depositado algodao para que a
adicédo de solvente nao tivesse impacto direto na coluna (Figura 7A).

O gradiente de eluicao ocorreu utilizando os solventes puros ou uma mistura
binaria de solventes com o crescimento gradual e lento de polaridade sendo esses:
hexano, diclorometano, acetato de etila, etanol e metanol. Um total de 755 fracoes
(FC 1 a FC 755) de 100 ou 200 mL foram coletadas da coluna, concentradas em
evaporador rotatério (BUCHI Switzerland) em temperatura de 45°C e armazenadas
em frascos de penincilina devidamente identificados (Figura 7B). O perfil
cromatografico das 755 fragbes eluidas da coluna foi monitorado por CCD
(cromatografia em camada delgada), utilizando fases moéveis de acordo com a
polaridade dos compostos eluidos (Figura 7C). Os solventes reveladores
anisaldeido sulfurico e KOH 5% foram usados para visualizar a similaridade entre as
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fracOes obtidas, sendo reunidas aquelas com mesmo perfil cromatografico. A coluna
também foi monitorada por meio de luz ultravioleta UV 254 e 365 nm. As fracGes
com perfis cromatograficos similares foram reagrupadas, totalizando 28 grupos de
fracoes (G1 a G28).

Figura 7 - Coluna de silica gel e armazenamento de fracées

Legenda: A) Coluna de silica gel; B) Armazenamento das fragdes, apds serem concentradas
em evaporador rotatério, em frascos de penincilina devidamente identificados; C)
Monitoramento do perfil quimico das fracdes e grupos por CCD. Fonte: Autoral.

4.3.4. Analise do perfil fitoquimico por HPLC-DAD

Para o monitoramento quanto a presenga de cumarinas no extrato ativo FCG
e nos grupos de fragdes obtidos da cromatografia em coluna de silica gel, aqueles
grupos que apresentaram manchas referentes a cumarinas por CCD foram
submetidos a cromatografia liquida de alta resolugdo com detector de fotodiodo
(HPLC-DAD). O extrato FCG e de sete grupos G5, G6, G7, G8, G9, G18 e G20
foram escolhidos para serem analisados por HPLC. A escolha dos grupos se deu em
funcdo da presenca de cumarinas, previamente obtidos pelas técnicas de
cromatografia em camada delgada e por UHPLC-ESI-MS/MS.

O extrato ativo foi injetado na concentracdo de 2,5 mg/mL e os grupos em
1,0 mg/mL, sob fluxo de solvente de 1,0 mL/minuto, volume de injecdo de 10 uL,
temperatura do forno de 40° C e coluna Phenomenex Luna C18 15 ym. Foi feita
eluicdo em gradiente entre os solventes A: agua deionizada e B: MeOH grau HPLC.
Em 0 minuto, a concentracdo do solvente B era correspondente a 50% e aumentou
até que, em 12 minutos, a concentragdo era de 95% de B. Essa concentracédo
manteve-se até os 13 minutos, retornando para 50% de B em 14 minutos e a corrida
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encerrou em 15 minutos. A partir da analise dos cromatogramas gerados, elegeram-
se 5 grupos (G5, G7, G8, G18 e G20) (Figura 8) para participarem do ensaio
bioldgico - teste dos grupos na CLsp do extrato frente as ninfas de percevejo.

Figura 8 - Grupos de fracoes selecionados para teste biologico

Fonte: Autoral.

Os grupos G18 e G20 precisaram passar por uma etapa adicional chamada
de Clean up antes de serem injetados no HPLC para a retirada de pigmentos.
Primeiramente, foi preparada uma solugdo mae contendo MeOH:Agua (85:15 v/v).
Foram pesados 20 mg de G18 e G20, separadamente, e solubilizados em 1,5 mL da
solucdo mae. Estas solugdes foram deixadas em banho ultrassénico até completa
solubilizagdo dos grupos.

Um cartucho contendo C18 primeiramente recebeu 1,5 mL de MeOH® HPLC
puro e foi lavado com auxilio de um émbolo de seringa. O passo seguinte foi lava-lo
com 1,5 mL da solugcao mée. Em seguida, a solugdo contendo o grupo foi adicionada
ao cartucho e coletada em frasco de penincilina. Nesse momento, os compostos
polares foram retirados por se tratar de um cartucho C18 e os compostos apolares
ficaram retidos. Posteriormente, o cartucho foi novamente lavado com a solucéo
mae e o liquido coletado no mesmo frasco de penincilina. Somente apés a
realizacédo deste clean up que os dois grupos foram injetados no HPLC.

O préximo passo foi lavar o cartucho com 3,0 mL de MeOH? HPLC puro para
a retirada dos pigmentos e o liquido foi armazenado em outro frasco de penincilina

devidamente identificado.
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4.4. Obtencao dos insetos

Os insetos E. heros, Drosophila suzukii, Coleomegilla maculata, Eriopis
connexa e Chrysoperla externa foram fornecidos pelo Laboratério de Fisiologia e
Neurobiologia de Invertebrados da UFV. Ja as espécies Apis mellifera e Parthamona
helleri foram fornecidas pelo Apiario da UFV.

4.5. Avaliacao da acao inseticida

4.5.1. Toxicidade dos extratos vegetais de F. carica em percevejos adultos por
exposicao por contato

Os bioensaios foram realizados em condi¢des controladas (temperatura: 26
+ 3 °C; umidade relativa: 60 £ 10%; fotofase: 14 h) e a exposicao dos insetos seguiu
o protocolo de SANTOS et al, 2015 com adaptacdes. Foram preparadas solucdes
aquosas com concentracdes dos exiratos de galho e folha de F. carica referente a
3,0% e 1,0% do volume final da solugéo. O dimetilsulféxido (DMSO) foi usado como
detergente para auxiliar na solubilizacdo nas mesmas concentracdes referentes aos
extratos.

Uma aliquota de 2,0 mL da solugédo foi colocada em recipientes de vidro
transparente de 250 mL de capacidade. Em seguida, os frascos foram acoplados em
um sistema de rotor em posicao horizontal dentro de uma cabine equipada com
exaustor de forma a obter uma secagem homogénea nas paredes dos recipientes.
ApGs secagem, a parte interna do topo de cada frasco foi revestida com Teflon para
evitar que os insetos escapassem e 10 insetos adultos sexados (machos e fémeas)
foram colocados em cada recipiente, sendo este fechado com organza e elastico.
Como tratamento controle, os insetos foram expostos a recipientes revestidos com
agua destilada e DMSO. Foram realizadas 5 repeticbes para cada tratamento
(Figura 9).

. Apds 24 e 48 horas de exposicdo, a mortalidade foi quantificada e os
insetos foram reconhecidos como mortos quando incapazes de percorrer duas vezes

0 comprimento de seu corpo apds estimulos mecanicos.
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Figura 9 - Ensaio de exposicao por contato em percevejos adultos

Legenda: A) Rrotor utilizado para secar os frascos de vidro (na presenga de ventilador). B)
frascos controles; C) tratados com extratos e contendo percevejos adultos. Fonte: Autoral.

4.5.2. Toxicidade dos extratos vegetais de F. carica em percevejos adultos por
exposicao por ingestao e contato simultaneos

Os bioensaios foram realizados em condicdes controladas (temperatura: 26
t+ 3 °C; umidade relativa: 60 + 10%; fotofase: 14 h). Foram preparadas solug¢des
aquosas com concentracdes dos extratos de galho e folha de F. carica referentes a
1,0% do volume final da solugcdo. Uma aliquota de 2 mL de extrato foi colocada em
recipientes de vidro transparente de 250 mL de capacidade da mesma maneira que
foi feito no item 4.5.1, sendo essa a forma de exposi¢cao dos insetos por contato aos
extratos.

Outro passo, que configura a exposicdo por ingestdao, foi realizado
embebendo vagens, alimento dos percevejos, em 20 mL da solu¢cdo aquosa dos
extratos vegetais por 5 segundos, sendo posteriormente transferidas para os frascos
de vidros previamente preparados. Tanto o recipiente de vidro quanto as vagens
foram secos no sistema de rotor. Finalizada esta etapa, 10 insetos adultos sexados
(machos e fémeas) foram colocados em cada recipiente. A parte interna do topo de
cada frasco foi revestida com Teflon para evitar que os insetos escapassem. Os
frascos foram fechados com um pedaco de organza e elastico. Como tratamento
controle, os insetos foram expostos a recipientes revestidos com agua destilada e
DMSO ou Tween 20 e a vagem seca embebida na mesma solucao preparada para o
recipiente (Figura 10). Para cada tratamento, foram feitas 5 repetices. Apos 24 e
48 horas de exposi¢do, a mortalidade foi quantificada e os insetos reconhecidos
como mortos incapazes de percorrer duas vezes o comprimento de seu corpo apos

estimulos mecanicos.
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Figura 10 - Ensaio de exposicao por ingestao e contato simultdneos em percevejos
adultos

Fonte: Autoral.

4.5.3. Toxicidade dos extratos etandlicos de galho e folha de F. carica (FCG e
FCF) em E. heros no terceiro instar

4.5.3.1 Toxicidade dos extratos vegetais em percevejos no terceiro instar
por exposicao por ingestao e contato simultaneos

Este bioensaio foi realizado de maneira similar ao item 4.5.2. Como modelo

animal, foram usados insetos no terceiro instar do desenvolvimento.

4.5.3.2 Curva de mortalidade dose resposta dos extratos vegetais em
relacao aos percevejos no terceiro instar

A curva de mortalidade foi feita seguindo a metodologia de exposi¢édo por
contato de forma a mimetizar ao maximo o que acontece no ambiente real, onde os
insetos ndo tém contato em tempo integral com a fonte de alimento. Por meio desta
curva, foi possivel avaliar o efeito téxico dos extratos em diferentes concentragdes e
calcular os valores de CLsp. Foram preparadas solugbes aquosas com
concentragdes dos extratos referentes a 0,15%, 1,0%, 1,5%, 2,0% e 3,0% do volume
final da solugdo. O DMSO foi usado como detergente para auxiliar na solubilizagao
dos extratos. Ele foi usado nas mesmas concentracdes referentes aos extratos.

Uma aliquota de 2,0 mL da solucédo foi adicionada em recipientes de vidro
transparente de 250 mL de capacidade. Em seguida, os frascos foram acoplados em
um sistema de rotor em posi¢cao horizontal dentro de uma cabine equipada com
exaustor de forma a obter uma secagem homogénea nas paredes dos recipientes
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(Figura 11). Apds secagem, a parte interna do topo de cada frasco foi revestida com
Teflon para evitar que os insetos escapem e 10 insetos no terceiro instar do
desenvolvimento foram colocados em cada recipiente, sendo este fechado com
organza e elastico. Como tratamento controle, os insetos foram expostos a
recipientes revestidos com agua destilada e DMSO. Foram feitas 5 repeticdes para
cada tratamento e o experimento foi realizado duas vezes em semanas distintas
para se ter populagdes diferentes de insetos. Apds 24 e 48 horas de exposicao, a
mortalidade foi quantificada e os insetos reconhecidos como mortos quando

incapazes de percorrer duas vezes o comprimento de seu corpo.

Figura 11 - Ensaio de toxicidade que gerou a curva de mortalidade

Fonte: Autoral

4.5.4. Toxicidade dos grupos de fracoes contendo cumarinas em E. heros
terceiro instar

Os grupos G5, G7, G8, G18 e G20, selecionados apds estudo do perfil
quimico por demonstrar a presenga de cumarinas por HPLC-DAD em 4.3.4, foram
testados em ninfas de percevejo na concentracdo em que o extrato ativo FCG matou
50% dos insetos, conhecida como CLsy, de modo a observar as toxicidades
desempenhadas pelos grupos e compara-las com a ClLsg do extrato. A metodologia
utilizada foi exposicdo por contato em ninfas do percevejo. Este resultado foi de
suma importancia para identificar qual ou quais compostos seriam responsaveis pela

acao inseticida possibilitando chegar ao extrato padronizado.
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4.6. Toxicidade dos extratos vegetais FCG e FCF em relacao ao alvo

Drosophila suzukii

O ensaio de exposicdo dos insetos foi realizado seguindo protocolo
adaptado do IRAC Método de Teste de Susceptibilidade N°: 026.42. Foram
utilizados frascos de vidro transparente de 200 mL de capacidade contendo um
pavio de algodao ao fundo embebido com 1,8 mL das solugbes de tratamento.

Para os tratamentos, foram utilizadas solucbes aquosas acucaradas nas
concentragdes de 15000 e 30000 ppm dos extratos etandlicos de galho e folha de F.
carica, contendo DMSO e Tween 20 na concentracdo de 1,25% (m/v) do volume
final de solugdo. A solucédo de agua agucarada foi preparada a partir de acucar de
cozinha dissolvido em agua MilliQ na concentracdo de 20% (m/v). O controle foi
constituido da solucdo de agua acucarada contendo DMSO e Tween 20 na
concentragao de 1,25% (m/v). Os insetos foram adicionados nos frascos, os quais
foram fechados com um plugue de espuma. Foram adicionados 25 insetos por
frasco e um total de 5 repeticdes por tratamento. Os frascos foram mantidos em
condicées controladas (temperatura: 25 £ 2 ° C; umidade relativa: 55 + 10%;

fotofase: 12 h) e apds 24 horas avaliou-se a mortalidade dos insetos.

4.7. Estudo ecotoxicoldgico do efeito dos extratos vegetais FCG e FCF em

organismos nhao alvos

Estas metodologias foram realizadas seguindo os estudos e teste requeridos
pela legislacdo nacional vigente INC n® 26 de 26 de outubro de 2005 (BRASIL,
2005), alterada pela INC n® 03 de 19 de agosto de 2014 (BRASIL, 2014) e
internacional OECD (Organizagéo para Cooperacao e Desenvolvimento Econémico).

4.7.1. Toxicidade dos extratos vegetais sobre Coleomegilla maculata e Eriopis

connexa

Duas espécies de joaninhas Coleomegilla macuata (DeGeer) e Eriopis
connexa (Germar) foram submetidas a avaliacdo de toxicidade frente aos extratos
FCG e FCF por meio da metodologia de exposicao por contato. Individuos adultos

foram usados para experimento. Foram preparadas solucbes aquosas na
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concentracao referente a 3% (30.000 ppm) dos extratos com DMSO e Tween 20
solubilizados em 1,25%.

Em uma placa de petri (9 cm de didmetro) com fundo coberto por papel de
filtro, foi aplicada uma aliquota de 500 uL de solugdo de maneira homogénea e o
sistema permaneceu sob repouso a temperatura ambiente durante uma hora para
que ocorresse a secagem completa do papel de filiro. Como controle negativo, foi
preparada uma solugdo agua destilada, DMSO e Tween 20 na concentracdo de
1,25%. Em seguida, foram adicionados 5 individuos adultos de cada espécie por
placa de petri, sendo que para cada tratamento foram realizadas 5 repeticdes
(Figura 12) O comportamento das joaninhas foi avaliado por 12 e 24 horas e a
mortalidade foi quantificada.

Figura 12 - Teste de seguranca dos extratos em joaninhas

Legenda: A) Avaliacdo da seguranca dos extratos frente as joaninhas; B) Espécie C.
maculata; C) Espécie E. connexa. Fonte: Autoral.

4.7.2. Toxicidade dos extratos vegetais sobre Chrysoperla externa

Os insetos predadores crisoprideos (Chrysoperla externa) foram submetidos
a avaliacao de toxicidade frente aos extratos FCG e FCF por meio da metodologia
de exposicdo por contato. Foram preparadas solugcdes aquosas na concentracao
referente 3% (30.000 ppm) dos extratos com DMSO e Tween 20 solubilizados em
1,25% da solucéo final.

Em uma placa de petri de 6 cm de didmetro com fundo coberto por papel de
filtro, foi aplicada uma aliquota de 500 uL de solugdo de maneira homogénea e o
sistema permaneceu sob repouso a temperatura ambiente durante uma hora para
que ocorresse a secagem do papel de filtro. Como controle negativo, foi preparada
uma solucdo agua destilada, Tween 20 e DMSO na concentracdo de 1,25%. Em
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seguida, foi adicionado 1 inseto no terceiro instar do desenvolvimento por placa de
petri, sendo que para cada tratamento foram realizadas 30 repeticbes. O
comportamento dos crisopideo foi avaliado por 12 e 24 horas e a mortalidade foi
quantificada.

4.7.3. Teste de toxicidade oral aguda nos extratos vegetais sobre Apis
mellifera e Parthamona helleri

Abelhas adultas das espécies A. mellifera e P. helleri foram expostas a
concentragcao de 3% (30.000 ppm) dos extratos em experimentos isolados de acordo
com a espécie. Os extratos vegetais FCG e FCF foram diluidos em uma solucao
contendo agua e acucar (50% m/v), Tween 20 0,1% e DMSO 1,25% da solucéo final
e dados as abelhas em microtubos de 2,0 mL inseridos em um sistema de baixa
densidade de 250 mL de capacidade. A solugcédo de agua agucarada foi preparada a
partir de agucar cristal dissolvido em agua MilliQ na concentragdo de 50% (m/v). Os
controles foram uma solucdo contendo agua com acucar apenas e outra solugcao
contendo agua acucarada, DMSO 1,25% e Tween 20 0,1%. Foram realizadas cinco
repeti¢cdes por tratamento.

Em cada recipiente, foram adicionadas 10 abelhas (que passaram por jejum
de uma hora antes do inicio do experimento) (Figura 13). Depois de 6 horas de
exposicao oral aos extratos, as abelhas receberam dieta livre de extrato e os insetos
foram avaliados apdés mais 18 horas, totalizando 24 horas. As abelhas foram
mantidas em B.O.D 32° C e 28° C (A. mellifera e P. helleri respectivamente), 80% de
umidade e foram consideradas mortas se incapazes de locomoverem quando
estimuladas. Todos os microtubos foram pesados antes e ap6s a troca da dieta a fim
de se avaliar o consumo. Os sistemas foram mantidos em B.O.D com leve inclinagao

de forma que as abelhas conseguissem ter acesso ao alimento.
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Figura 13 - Teste de seguranca dos extratos em abelhas

Legenda: A) Avaliacdo da seguranca dos extratos frente as abelhas; B) Espécie A. mellifera;
C) Espécie P. helleri. Fonte: Autoral.

4.8. Avaliacao da fitotoxicidade do extrato de galho de F. carica em mudas de
tomateiro Solanum lycopersicum L. cultivar Santa Cruz

Sementes de tomateiro de cultivar Santa Cruz foram transferidas para
sementeira contendo substrato comercial organomineral e mantidas em casa de
vegetacao até alcangarem 1 par de folhas definitivas, com temperatura média de
27°C. Apods esse periodo, as plantas foram transferidas para potes plasticos com
capacidade de 150 mL contendo solo de barranco e areia (1:1). Para os tratamentos
do solo, foram utilizadas solugdes aquosas nas concentracdes finais em solo de 500,
1.500, 2.500 e 3.500 ppm dos extratos etandlicos de galho de F. carica, com DMSO
e Tween 20 na concentragéo de 1,25% (m/v) do volume final de solugao.

Como controle, foi preparada uma solucdo aquosa contendo 1,25% de
DMSO e Tween 20 (m/v) solubilizados e um controle contendo apenas agua MilliQ.
Aliquotas de 5 mL de solugcao foram aplicadas na superficie do solo. As solucdes
foram aplicadas em 4 tempos diferentes: 14 dias antes do transplantio, 7 dias antes
do transplantio, no dia do transplantio e 7 dias apd6s o transplantio. Apds as
aplicagbes dos tratamentos, as plantas foram monitoradas para a observagéo de
sintomas de fitotoxicidade por 14 dias, duas vezes ao dia. Foi adicionada 1 planta
por pote e cada tratamento foi repetido 5 vezes.

4.9. Avaliacao da fitotoxicidade do extrato de galho de F. carica na
germinacao e no desenvolvimento das plantulas de soja: teste de semente

Dez sementes de soja cultivar M5947-PRO foram tratadas com 5 mL de
solugdes finais em solo de 1.500 e 3.000 ppm do extrato etandlico de galho de F.
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carica e deixadas em repouso por 6 horas em auséncia de luz e em temperatura
ambiente. Os extratos foram solubilizados em solugcdo aquosa contendo 1,25% de
DMSO e Tween 20. Um controle negativo foi uma solugdo aquosa contendo 1,25%
de DMSO e Tween 20 e outro apenas agua MilliQ. Apds esse periodo de tempo, as
sementes foram transplantadas para sementeira contendo substrato comercial
organomineral e a porcentagem de germinacao e o desenvolvimento das plantulas
de soja foi acompanhado por duas semanas (Figura 14). A germinagédo e
crescimento das mudas foram observados de modo a saber se o extrato FCG

exerceria alguma acao sobre elas.

Figura 14 - Teste de Semente

Legenda: A) Tratamento das sementes de soja com solugdes controle e extrato; B)
Montagem da sementeira com as sementes tratadas. Fonte: Autoral.

4.10. Analise estatistica

Todos o0s delineamentos experimentais foram realizados de maneira
inteiramente casualizada. Os dados foram submetidos a analise de variancia e teste
de médias utilizando o software Sigmaplot versdo 12.5 (SYSTAT Software) e
GraphPad Prisma 7, os quais foram utilizados para a confeccdo dos graficos. Os
dados de mortalidade foram utilizados para a obtencdo das curvas de mortalidade
através do modelo PROBIT (Finney, 1964) com os respectivos valores de CLsg

através do software SAS verséo 9.4 (SAS Institute).

4.11. Aprovacao ética

Diretrizes internacionais, nacionais e institucionais aplicaveis para o cuidado
e uso dos insetos foram consideradas no presente trabalho.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Coleta do material vegetal e producao dos extratos

Apobs secagem, o material vegetal seco pulverizado foi de 1.965 g para o
galho e 1080 g para a folha. O rendimento de cada exirato esta representado na
Tabela 2. O extrato com maior rendimento foi o da folha (FCF) com 19% (m/m)
seguido pelo galho (FCG) com 7,3% (m/m).

Tabela 2 - Rendimento da producao dos extratos vegetais de F. carica (L.) por meio de
percolacao exaustiva

Parteda  Material Material Material vegetal (g)  Extrato Rendimento
planta fresco (Q) seco (9) percolado Bruto (g) Y% (m/m)
Galho
(FCQG) 6280 1965 1965 143,05 7,3
Folha
(FCF) 3795 1080 300 55,81 19

5.2. Atividade inseticida dos extratos vegetais de F. carica frente a

percevejo-marrom adulto

Foi avaliada a atividade inseticida de dois extratos vegetais feitos a partir de
galhos e folhas de F. carica frente ao alvo agricola E. heros adulto popularmente
conhecido como percevejo-marrom-da-soja. Por contato, a mortalidade foi de 6%
para o extrato de galho e 2% para o exirato de folha enquanto por ingestdo e
contato, a mortalidade foi de 4% para o galho e 8% para folha em 48 horas de
avaliagdo. Logo, ndo foi observada atividade inseticida dos extratos contra este alvo
(Figura 15).
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Figura 15 — Mortalidade de E. heros adulto tratado com extratos de F. carica
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Legenda: A) Ensaio de exposicao por contato a 3,0%. B) Ensaio de exposi¢ao por ingestao

e contato simultaneos a 1,0% . As médias n&o diferem entre si pela andlise de variancia

ANOVA (P = 0,05). O controle usado foi uma solu¢do aquosa contendo DMSO solubilizado

na mesma concentragdo do extrato, ou seja, 3,0% e 1,0% respectivamente.

Resultados prévios obtidos pelo grupo BIOPROS demonstraram que o

extrato etandlico de galho de F. carica apresentou pronunciada atividade nematicida

in vitro, correspondente a 98%, contra o nematoide Meloidogyne javanica (ALVES et

al, 2020). Trata-se de uma espécie de nematoide formadora de galhas em raizes e
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implicam em grande perda para a cultura da soja (MANSO et al, 1994; JONES et al,
2013). De maneira similar, LIU et al, 2011 observaram potente atividade nematicida
do extrato metandlico de folha de F. carica frente aos nematoides Bursaphelenchus
xylophilus, Panagrellus redivivus e Caenorhabditis elegans, causando 74,3%, 96,2%
e 98,4% de mortalidade respectivamente. Este foi o primeiro relato da atividade
nematicida desta espécie de planta associada a cumarinas psoraleno.

O extrato etandlico de folhas de F. carica mostrou forte atividade nematicida
frente ao nematoide Bursaphelenchus xylophilus, causando mortalidade de 90,93%
em 72 horas a 1,0 mg/mL. A analise quimica da fracdo em acetato de etila, cuja
mortalidade foi de 95,27% em 72 horas, por espectrometria de massas e
ressonancia magneética nuclear (RMN), apds isolamento e identificacdo, mostrou
duas furanocumarinas: bergapteno e psoraleno. Estes compostos purificados
também foram submetidos a avaliacéo da atividade nematicida e a CLs, foi de 97,08
ug/mL para o bergapteno e 115,03 pg/mL para o psoraleno, mostrando-se muito
potentes. Os resultados indicam que esses dois compostos sdo 0s principais com
atividade nematicida na espécie F. carica (GUO et al, 2015).

Outro estudo também relaciona essas duas furanocumarinas com atividade
nematicida em outra espécie de planta. O extrato metandlico e o éleo essencial de
Petroselinum crispum exibiram significante atividade nematicida contra os
nematoides Meloidogyne incognita, Meloidogyne hapla e Meloidogyne arenaria. As
furanocumarinas mais abundantes nesse extrato metandlico foram xantotixina,
psoraleno, bergapteno e oxypeucedanin (CABONI et al, 2015). Visto os resultados a
cima apresentados, foi dado prosseguimento ao estudo com a F. carica nesta
pesquisa, buscando outras possiveis atividades dos extratos vegetais de F. carica

com potencial utilizagdo na agricultura.

5.3. Avaliacao da toxicidade dos extratos vegetais de F. carica em E. heros

no terceiro instar

Mesmo n&o tendo sido observada agéo inseticida contra E. heros adultos
dos extratos vegetais de F. carica, foi avaliada atividade bioldgica contra as ninfas
de percevejo-marrom-da-soja no terceiro instar do desenvolvimento por meio da
metodologia de ingestdo e contato com concentracdo de 1,0% dos extratos.
Também n&o foram encontradas mortalidades significativas (Figura 16). A
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mortalidade causada pelo extrato galho foi de 16% e pelo extrato da folha, de 10%.
Isso pode estar associado a disponibilidade do alimento que fornece mais energia
para o animal, o deixando mais resistente aos estimulos negativos advindos dos

extratos além de limitar a locomog¢ao do animal na superficie tratada com o extrato.

Figura 16 — Mortalidade de ninfas de E. heros tratadas com extratos de F. carica
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Legenda: Ensaio de exposicao por ingestdo e contato a 1,0% de extrato. As mortalidades
foram observadas ap6s 24 horas e 48 horas de exposicdo. Médias seguidas por mesma
letra ndo diferem entre si pelo teste de Dunnett e pela analise de varidancia ANOVA a 5% de
significancia. O controle usado foi uma solugdo aquosa contendo DMSO a 1,0%.

5.3.1. Curva de mortalidade

De maneira a estudar o comportamento das ninfas de percevejo no terceiro
instar quando submetida a metodologia de exposicdo apenas por contato, foi
realizado o ensaio em diferentes concentracbes dos extratos vegetais para
determinar a curva de mortalidade dose resposta (Figura 17). A CLso estimada para
o extrato de galho foi de 5,9 mg/mL e para o extrato de folha foi de 14,1 mg/mL.
Observa-se, assim, que o extrato de galho foi 0 mais ativo, ou seja, € necessaria
menor quantidade de extrato de galho para matar 50% dos insetos do que de folha.
E foi encontrada atividade inseticida contra ninfas de E. heros em terceiro instar
tanto para o extrato do galho quanto para o extrato da folha de F. carica.
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Figura 17 — Curva de mortalidade dose-resposta de ninfas de percevejo-marrom
tratadas com extrato de F. carica
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Legenda: CLsy corresponde a concentragdo que mata 50% das ninfas. Os valores de P
indicam os valores de probabilidade obtidos para cada curva através do modelo PROBIT.

A soja se estabeleceu como a principal cultura agricola rentavel para a
economia brasileira (GRACA et al, 2016). No entanto, a produc¢do s6 nao é maior por
conta de as plantagcdes serem constantemente acometidas pelo ataque de insetos-
pragas, em especial 0 percevejo-marrom da soja Euschistus heros (F.). Este alvo
agricola é bastante adaptavel as regides em que ocorrem o plantio e seu controle se
da, em maior parte, por meio da aplicagdo de inseticidas (PANIZZI, BUENO e
SILVA, 2012; GRACA, 2016; STHAL, BABENDREIER, HAYE, 2019).

Recentemente, fontes alternativas de produgdo de inseticidas tém sido
bastante estudadas. Os extratos botanicos, por serem oriundos da biodiversidade,
sdo excelentes fontes de futuros produtos para abastecer a demanda da
agroindustria, sendo eficientes no controle do alvo agricola e paralelamente seguros
para os organismos nao alvos presentes no ambiente (ISMAN 2017; CAMPOS et al,
2019). Os inseticidas botanicos supostamente ndo impdem 0s mesmos riscos que
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0s sintéticos. Logo o interesse por eles como técnica de controle tornou-se relevante
no controle de insetos-pragas (REGNAULT-ROGER, 2012; ISMAN e GRIENESEIN,
2014; ISMAN, 2017).

A espécie Ficus carica (Linn) possui longo uso tradicional associado, sendo
sua monografia incluida em muitas farmacopeias e livros de fitoterapia (BAROLO,
MOSTACERO e LOPEZ, 2014). Trata-se também de uma espécie com potencial
contribuicdo para o setor da agricultura. A atividade nematicida in vitro de extratos
de F. carica ja foi relatada na espécie e atribuida a presenca de duas
furanocumarinas: psoraleno e bergapteno (LIU et al, 2011; BADGUJAR et al, 2014;
GUO et al, 2015).

PAVELA et al, 2019, em sua revisédo, analisaram resultados obtidos de mais
de 400 espécies de plantas com relacdo a atividade larvicida contra os principais
vetores pertencentes ao género Anopheles, Aedes e Culex. Neste trabalho, algumas
espécies pertencentes ao género Ficus, como Ficus benghalensis L., Ficus
microcarpa L., Ficus rancemosa L. e Ficus religiosa L, foram abordadas como
detentoras desta atividade contra o inseto Aedes aegypti, Culex quinquefasciatus e
Culex gelidus em terceiro instar, em valores de CLsg inferiores a 100 ppm. Neste
caso, a atividade foi proveniente dos extratos metandlicos de folha dessas espécies
vegetais. Os autores apontaram os compostos quimicos responsaveis por essa
atividade biologica nas plantas sdo alcaloides, cumarinas (furanocumarinas —
khellina e visnagina), antraquinonas, flavonoides, acetogeninas, sesquiterpenos
lactonas, esteréis (PAVELA et al, 2019).

CHUNG et al, 2011 encontraram significante agcédo toxica do latex de F.
carica contra ninfas de A. aegypti em quarto instar com valor de ClLso= 10,2 pg/mL e
ClLgo = 42,3 pug/mL. Duas furanocumarinas naturais 5-metoxipsoraleno e 8-metoxi-
psoraleno foram isoladas do latex de F. carica e submetidas a mesma avaliagao
biolégica sendo encontrados respectivos valos de CLsp: 9,4 ug/mL e 56,3 ug/mL. Os
insetos estudados sao vetores de muitas doengas causadas por patdégenos e
parasitas (FERNANDES et al, 2018) e um inseticida natural contra eles é de grande
interesse do mercado tendo a espécie F. carica grande potencial para tanto
(CHUNG et al, 2011).

KIM et al, 2005 realizaram screening de extrato bruto de plantas para avaliar
atividade inseticida e acaricida e duas espécies do género Ficus foram estudadas,
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Ficus carica e Ficus erecta. Os resultados apontaram que o extrato metandlico
espécie F. carica interferiu negativamente na reproducdo do acaro Tetranychus
urticae, apresentou atividade inseticida contra Aphis gossypii e Trialeurodes
vaporariorum (com 80% de mortalidade) de forma que poderiam ser Uteis no
desenvolvimento de novos tipos de acaricidas e inseticidas. Nao foram realizados
estudos quimicos associando a atividade bioldgica.

Em vista do que foi discutido acima, possivelmente a atividade inseticida
para ninfas de percevejo encontradas no presente trabalho também possa estar
associada a presenca e acao de cumarinas e seria de grande interesse do mercado
agricola que os extratos fizessem parte de formulagdes e chegassem as plantacdes
como forma de combate ao alvo E. heros.

5.4. Estudo fitoquimico de Ficus carica

O extrato vegetal € uma matriz bastante complexa de compostos quimicos e
detém atividade biol6gica em funcdo dos compostos quimicos que ele detém
(BAROLO, MOSTACERO e LOPEZ, 2014; CASANOVA e COSTA, 2017). Os
resultados fornecidos pela curva de mortalidade dose-resposta mostraram que tanto
o extrato etandlico do galho quanto o da folha apresentaram atividade inseticida,
sendo FCG o mais ativo por apresentar menor CLsp. A literatura aponta a riqueza
quimica presente na espécie vegetal F. carica e estudos farmacolégicos mostram a
importancia de determinados compostos como os acidos fendlicos, flavonoides,
antocianinas, cumarinas com bastante foco em furanocumarinas, terpenoides
(BADGUJAR, 2014; ABDEL-ATY et al, 2019).

Ao trabalhar com defensivos agricolas a partir de extrato botanico, é de
extrema importancia ter conhecimento dos compostos quimicos bioativos presentes,
quais sdo o0s responsaveis por essa atividade bioldgica ou se ela é por conta de
sinergismo quimico (JUNIO et al, 2011; CASANOVA e COSTA, 2017), de forma a
alcancar um extrato padronizado. A espécie F. carica ja possui relato de estudos
fitoquimicos na literatura (MAWA, HUSAIN e JANTAN, 2013; BADGUJAR et al,
2014; BOROLO, MOSTACERO e LOPEZ, 2014).

No intuito de conhecer qual (is) compostos (s) foram responsaveis pela agao
inseticida de FCG, prosseguiu-se com o isolamento, purificacdo e identificacéo

quimica associando técnicas cromatograficas a espectrometria de massas.
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5.4.1. Analise dos extratos vegetais de F. carica por UHPLC-ESI-MS/MS

Os extratos vegetais FCG e FCF foram analisados por cromatografia liquida

acoplada a espectrometria de massas de alta resolugdo para investigacdo da

presenca das cumarinas psoraleno e bergapteno (Figura 18).

Figura 18 — Cromatogramas de ions extraidos obtido por UHPLC-ESI-MS/MS (modo
positivo) para m/z 187,0398 (psoraleno) e m/z 217,0504 (bergapteno) das amostras A:

FCG tg 19,9 minutos e B: FCF tz 22,2 minutos
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Ambos os cromatogramas obtido por UHPLC-ESI-MS/MS, em modo positivo

(ion extraido) de extratos de galho e folhas de F. carica indicaram a presenca das
cumarinas psoraleno (tg 19,9 minutos) e bergapteno (tg 22,2 minutos). Devido a
auséncia de um grupo funcional facilmente desprotonado, o cromatograma foi
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observado em modo positivo. Os ions quase moleculares m/z 187,0398 e m/z
217,0504 foram compativeis com as férmulas moleculares C11HgO3 (psoraleno) e
C12HgO4 (bergapteno), respectivamente. As fragmentagbes apresentadas nos
espectros MS2 confirmam as estruturas desses compostos (Tabela 3) (LIU et al,
2010).

Tabela 3 - Compostos identificados em FCG e FCF por UHPLC-ESI-MS/MS

Composto Tr m/z Mass MS/MS (Fragmentacoes)
(min)  (M+H)" bank

Psoraleno 19,9 187,0398 187.0403 159.0431 [M+H-COJ’, 143.0476 [M+H-
CO.J*, 131.0473 [M+H-2COJ",
115.0531 [M-CO-CO,]*

Bergapteno 22,2 217,0504 217,0498 202.0259 [M+H-CHs]*,  173.0594
[M+H-CO.J*, 115.0538 [M+H-CO.-
2CHOJ*

Ambas as cumarinas ja formam previamente identificadas em F. carica
(MAWA, HUSSAIN e JATAN, 2013; BADGUJAR et al, 2014; BOROLO,
MOSTACERO e LOPEZ, 2014). PETRUCCELLI, IERE e BONETTI 2018 estudaram
o perfil polifenélico de folhas de F. carica (L.) variedade italiana por HPLC-DAD-TOF-
MS em modo negativo e classificaram os compostos encontrados entre flavonoides
e nao flavonoides (&cidos fendlicos derivados de &cidos hidroxicinamicos e
furanocumarinas). Duas furanocumarinas foram detectadas. O psoraleno apresentou
absorgéo nos comprimentos de onda em 210, 245, 294 e 330 nm. Ja o bergapteno
(5-metoxipsoraleno) mostrou absorcdo em comprimentos de onda de 222, 250, 268
e 312. Esses comprimentos de ondas foram condizentes aos encontrados por
HPLC-DAD e LC-HRMS neste trabalho.

5.4.2. Monitoramento por HPLC/DAD do extrato ativo FCG

O perfil fitoquimico do extrato FCG foi monitorado por Cromatografia Liquida
de Alta Performance com detector fotodiodo (HPLC-DAD). Ao analisar o
cromatograma de FCG (Figura 19), é possivel observar a presenca de dois picos
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majoritarios bastante semelhantes ao que foi observado no UHPLC-ESI-MS/MS. O
pico 1 detém tempo de retencdo de tg 5,35 minutos e o pico 2, tg 6,5 minutos.
Analisando o cromatograma com detalhes em UV 254 nm, €& possivel observar
convergéncia entre os comprimentos de ondas dos picos em HPLC-DAD com os
picos em UHPLC-ESI-MS/MS, sendo possivel relaciona-los aos mesmos compostos,
ou seja: o pico 1 do cromatograma refere-se ao psoraleno e o pico 2 ao bergapteno.
Também existe convergéncia dos comprimentos de onda dos picos majoritarios com
dados obtidos da literatura cientifica (PETRUCCELLI, IERE e BONETTI, 2018).

Figura 19 — Perfil cromatografico do extrato de galho de F. carica por HPLC/DAD com
detalhes em UV 254 nm
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5.4.3. Isolamento e identificacao de compostos da fracao ativa

O extrato de galho de F. carica, por ser o mais ativo entre os dois estudados,
foi selecionado para seguir para etapa de isolamento por cromatografia em coluna
de silica gel. Na medida em que o fracionamento cromatografico foi realizado por
uma série eluotropica empregando solventes de polaridade crescente (hexano,
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diclorometano, acetato de etila, etanol e metanol), fracbes foram coletadas,
concentradas em rotaevaporador e armazenadas em frascos de penincilina
devidamente identificados.

Um total de 755 fracbes foram obtidas e estudadas por cromatografia em
camada delgada para identificacdo qualitativa do perfil quimico. Fracées com perfil
semelhante foram agrupadas e, no final, foram obtidos 57 grupos. Esses grupos
passaram por outro processo de reagrupamento finalizando em 28 grupos de
fracoes (G1 a G28) que tiveram seu rendimento calculado (Tabela 4).
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Tabela 4 - Rendimento dos grupos de fracdes obtidos da coluna cromatografica de
silica gel. Os grupos G26, G27 e G28 nao tiveram o rendimento calculado em massa uma

vez que o aspecto que eles encontravam-se era de um 6leo, sendo representado por — na

tabela.

Grupo Fracbes Rendimento (mg)
G1 1 114
G2 2ao04 319
G3 5e6 32
G4 7e8 80
G5 9e10 170
G6 11e12 251
G7 13 e 14 471
G8 15a0 17 180
G9 18 a0 20 35
G10 21 ao27 77
G11 28 e 29 60
G12 30 ao 33 112
G13 34 ao 36 109
G14 37 e 38 89
G15 39 ao 41 75
G16 42 ao 44 102
G17 45 191
G18 46 316
G19 47 392
G20 48 406
G21 49 e 50 228
G22 51 713
G23 52 168
G24 53 82
G25 54 90
G26 55 -
G27 56 -
G28 57 -

Destes, sete grupos (G5, G6, G7, G8, G9, G18 e G20) foram selecionados
para serem analisados por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia, tanto pelo fato
de terem sido identificadas manchas referentes a cumarinas por CCD (G18 e G20 -
Figura 20) quanto pelo aparente grau de pureza no frasco de penicilina (G5 a G9).
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Figura 20 — Perfil cromatografico dos grupos G18 e G20 por CCD

Legenda: Observacdo de cumarinas em 365 nm. O padrdao para comparacado e
monitoramento das cumarinas foi a fracdo em diclorometano obtida a partir da particao
liquido-liquido do extrato de galho (primeiro spot da esquerda para a direita). O circulo em
preto refere-se a cumarinas presentes no grupo 18 e o circulo em branco refere-se a

cumarinas presente no grupo 20.

Nos cromatogramas dos grupos G5 a G9 obtidos usando o detector DAD em
comprimento de onda 254 nm, pode-se observar a presenca dos dois picos
majoritarios com o mesmo tempo de retencao dos picos que apareceram no extrato
FCG. Foram adotadas as mesmas condicbes cromatograficas para a analise do
extrato bruto de galho e dos grupos.

Ao observar os cromatogramas dos grupos de fragcoes selecionados (Figura
21), é possivel observar que G5 possui pico majoritario com tempo de retencao de
5,35 minutos. O G6 possui 0 mesmo pico majoritario e predominante, porém ja é
observado o inicio de um segundo pico em 6,5 minutos de corrida. G7 possui perfil
quimico mais semelhante ao extrato bruto de galho com um dois picos majoritarios
em tempos de retengéo de 5,35 e 6,5 minutos. G8 possui ambos os picos, sendo 0
segundo predominante. Em G9, o segundo pico em tg 6,5 minutos € predominante
porém ainda é observado a presencga da pico 1. Uma vez que ja é sabido que o pico
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1 e 2 do extrato bruto de galho referem-se ao psoraleno e bergapteno
respectivamente e que seus tempos de retencéo séo 5,35 e 6,5 minutos, analisando
os tempos de retencao dos grupos de fragao (G5 a G9) é possivel afirmar de que
trata-se de psoraleno e bergapteno.

Dessa forma, foi possivel identificar a presenca de psoraleno em G5, e
psoraleno e bergapteno em G6, G7, G8 e G9 sendo G70 grupo que apresentou perfil
quimico bastante semelhante ao extrato do galho e, em G8 e G9, bergapteno foi
predominante. Comparando os dados obtidos por UHPLC-ESI-MS/MS e HPLC-DAD
no presente trabalho com os obtidos por PETRUCCELLI, IERE e BONETTI, 2018, foi
possivel identificar concordancia entre eles.

Os grupos G18 e G20, quando analisados por CCD, mostraram serem
constituidos por cumarinas pelo fato de terem aparecido manchas referentes a elas
em CCD em 254 e 365 nm (revelados com KOH 5%). Eles foram analisados em
HPLC/DAD (Figura 21) e forneceram os seguintes tempos de retencdo dos picos
majoritarios: G18 tg 3,3 minutos; G20 tg 1,79 minutos e 5,33 minutos. Porém, mais
estudos precisam ser realizados para identificagcdo destes compostos. Os grupos
nao estavam completamente purificados. Porém, os cromatogramas permitiram
observar que eles apresentavam maior grau de pureza, tendo ocorrido separacéao do
pico com tg referente ao psoraleno apenas com a etapa de cromatografia em coluna.

A coluna utilizada no HPLC foi de fase reversa C18, a qual detém
propriedade apolar. Dessa forma, os compostos polares foram os primeiros a sairem
e serem registrados nos cromatogramas enquanto os compostos apolares, cuja
afinidade pela coluna foi muito maior, sairam no final da corrida cromatografica. O
objetivo do fracionamento cromatografico foi obter quantidade suficiente de
compostos purificados e semi-purificados para serem submetidos ao teste de
atividade inseticida, de forma a poder atribuir os compostos responsaveis pela

atividade do exirato.



Figura 21 - Cromatogramas referentes aos grupos de fracGes selecionados para

analise em HPLC/DAD - G5, G6, G7, G8, G9, G18 e G20
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5.5. Avaliacao da toxicidade de grupos de fracoes contendo cumarinas de F.

carica em ninfas de percevejo

De forma a saber se as cumarinas presentes nos grupos de fracdes seriam
responsaveis pela acao inseticida do extrato de galho de F. carica, cinco dos sete
grupos monitorados por HPLC-DAD foram escolhidos para esta etapa da atividade
biolégica em ninfas de E. heros no terceiro instar.

O G5 foi escolhido por possuir apenas a cumarina psoraleno, com o maior
grau de pureza. G7 foi escolhido por apresentar perfil quimico bastante semelhante
ao extrato FCG tendo as duas cumarinas presentes. G8 foi escolhido por ter o pico
referente ao bergapteno predominante e ter massa suficiente para realizagdo do
teste nos percevejos ja que G9 nao tinha massa suficiente. Os grupos G18 e G20
também foram selecionados por conta de terem apresentado manchas referentes a
cumarinas em CCD.

As ninfas de E. heros foram expostas por contato a solu¢des contendo os
grupos, a concentracao utilizada foi correspondente a CLso do extrato, 5,9 mg/mL e o
seguinte foi observado. Em 48 horas de avaliacdo, G5, G7, G8, G18 e G20
apresentaram, respectivamente, 54%, 70%, 56%, 56% e 24% de mortalidade
(Figura 22).

Figura 22 — Mortalidade das ninfas em terceiro instar tratadas com os grupos

Mortalidade de E. heros causada pelos
grupos purificados e semipurificados

1004
Controle
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mortalidade (%)
EEEEN
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Legenda: Médias seguidas por mesma letra nao diferem do controle pelo teste de Dunnett e

pela analise de variancia ANOVA a 5% de significancia.
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Como ja foi dito, o extrato € uma matriz complexa de compostos quimicos e
5,9 mg/mL foi capaz de matar 50% das ninfas de percevejos. Os grupos testados na
CLsp do extrato apresentam-se bem mais puros que FCG e, com excegao de G20,
foram capazes de matar mais de 50% dos insetos. Por sua vez, o grupo G7, que
contém uma mistura de psoraleno e bergapteno, foi responsavel pela maior
mortalidade dos insetos, mostrando que, possivelmente, a atividade inseticida do
extrato FCG pode estar associada a agao das duas furanocumarinas psoraleno e o
bergapteno.

O interesse em efeitos sinérgicos entre substancias quimicas isoladas de
extratos vegetais para aplicagdes terapéuticas cresceu nos ultimos anos de maneira
que combinacdo de compostos com essa capacidade pode aumentar a
biodisponibilidade das substancias ativas ou diminuir as doses em que sao aplicadas
(CASANOVA e COSTA, 2017). Ha interagao sinérgica quando o efeito produzido por
pela combinacdo de substancias é superior a acao individual dos componentes
(WAGNER e MERZENICH, 2009; CASANOVA e COSTA, 2017).

A erva-de-sdo-jodo, Hiperycum perforatum L., € uma espécie medicinal
amplamente utilizada como fitoterapico para o tratamento de depressao e tem sido
foco de diversos estudos de sinergia entre 0os componentes quimicos. Foi
evidenciado, por meio de experimentos in vivo, que substancias pertencentes a
diferentes classes quimicas tornam-se responsaveis pela atividade antidepressiva
dessa espécie vegetal, com destaque para naftodiantrona hypericina e flavonoides
hyperosideo como isoquecitrina e miquelianina (NAHRSTED e BUTTERWECK,
2010).

Efeito sinérgico relevante também j& foi observado entre artemisinina
(lactona sesquiterpénica e principal componente de tratamento contra maléria) e
outros componentes quimicos da espécie medicinal Artemisia annua. Estudos
mostraram que os extratos da planta foram mais efetivos do que o emprego da
substancia isolada e foi proposto que os flavonoides metoxilados atuavam
sinergicamente, potencializando a acéo da artemisinina (RASOANAIVO et al, 2011).

Ginkgo biloba, espécie de arvore milenar, tem o uso na fitoterapia
amplamente aceito para o tratamento de hipertensdo, doencgas cardiovasculares e
Alzheimer. Suas plantas contém uma ampla variedade de flavonoides (livres e
glicosilados), lactonas terpénica, &acidos fenodlicos e proantocianidinas. Os
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flavonoides e as lactonas terpénicas sao considerados os principais componentes
bioativos que proporcionam o efeito benéfico na planta, sendo observado efeito
sinérgico entre esses compostos quimicos (BEEK e MONTORO, 2009;, LIU et al,
2009; WANG et al, 2019).

5.6. Avaliacao da toxicidade dos extratos vegetais frente a mosca Drosophila

suzukii

Com o objetivo de determinar a seletividade dos extratos de F. carica, ou
seja, saber se os extratos foram toxicos para outros alvos e ndo apenas o nematoide
M. javanica e percevejo E. heros, a acao inseticida dos extratos de F. carica foi
estudada em Drosophila suzukii. Foram testadas as concentracdes de 3,0% e 1,5%
(30.000 e 15.000 ppm) dos extratos de galho e folha dessa espécie vegetal. O
extrato de galho, em 15.000 ppm, implicou em 3,5% de mortalidade enquanto o
extrato da folha resultou em mortalidade de 2,0%. Em 30.000 ppm, a mortalidade
observada para esses insetos foi de 2,5% para o extrato de galho e 5,7% para o
extrato de folha. Os resultados obtidos mostram que os extratos ndo apresentaram
atividade inseticida (Figura 23) em relacdo a mosca Drosophila suzukii.
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Figura 23 - Mortalidade de Drosophila suzukii tratadas com extratos de Ficus carica
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Legenda: G = extrato de galho; F = extrato de folha; 15000 = concentragdo de 15000 ppm
ou 1,5%; 30000 = concentracao de 30000 ppm ou 3,0%. As médias nao diferem entre si
pela analise de variancia ANOVA (P =< 0.05). Controle: solugdo de agua agucarada contendo
Tween 20 e DMSO em 1,25%v(m/v).

Drosophila suzukii, pertencente ao grupo Melanogaster e popularmente
conhecida como mosca da asa branca, é o inseto-praga de fruteiras com uma ampla
gama de hospedeiros, vivendo principalmente em frutas vermelhas como o
morango, cereja e framboesa (CHABERT et al, 2012). Esta espécie foi incluida na
Organizacao Europeia de Protecao de Plantas e difere da maioria das espécies de
drosofilideos, que infestam apenas frutas maduras, caidas e podres (STACCONI et
al, 2013).

O forte impacto negativo desses insetos em plantio de fruta se da pela alta
taxa de reproducao e rapido desenvolvimento, o que implica em grande populacao
(WALSH et al, 2011). Os danos s@o causados pelas larvas que se alimentam dos
frutos e dao oportunidade para infec¢des fungica e bacterianas prosseguirem com a
deterioracdo, implicando em perdas significativas para a cultura e economia
associada (CHABERT et al, 2012). Existem poucas estratégias de controle quimico
e semioquimico para essa espécie. O controle biol6gico por meio do uso de inimigos

naturais € o método mais utilizado para contribuir com diminuicdo da populacédo
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(BROWN et al, 2011; HAMBY et al, 2012; STACCONI et al, 2013). Leptopilina
heterotona (Thonson), Leptopilina boulard, Pachycrepoideus vindeiae (Rondani) e
Trichopria drosophila (Perkins) sdo capazes de parasitar esta espécie (CHABERT et
al, 2012; STACCONI et al, 2013)

Ainda nao existem relatos na literatura cientifica da espécie F. carica (L.) em
relacdo a mosca D. suzukii na literatura, fazendo com que o presente trabalho
mostre que os extratos de folha e galho dessa espécie ndo s&o tdxicos para a
mosca da asa branca, ndo apresentando, dessa forma, atividade inseticida contra
este inseto. Porém, outra espécie do género Ficus, F. sarmentosa, teve atividade
inseticida dos extratos aquoso, de éter de petrdleo, cloroférmio e acetato de etila de
folha testada contra adulios de Muscas domestica, conhecida como mosca
domeéstica (WANG et al, 2011). A mosca doméstica € muito bem adaptada ao
ambiente e capazes de transmitir uma enormidade de patégenos aos humanos e
demais animais (SILVA, 2019).

WANG et al, 2011 observaram que extratos de folha em cloroformio e
acetato de etila de F. sarmentosa foram os mais ativos implicando em mortalidade
92.6 e 88,9% apo6s 24 horas de tratamento, respectivamente. Quatro compostos
foram isolados e identificados dessas fragcbes por LC-MS/MS e RMN: 7-
hidroxicumarina, apigenina, eriodicitol e quercetina e desempenharam forte
mortalidade contra adultos de M. domestica e quarto instar de Aedes albopictus. A
atividade inseticida de 7-hidroxicumarina foi a mais potente com CLsp = 72,13 pg/g
contra M. domestica e 4,87 pg/mL conta A. albopictus. A citotoxidade dos compostos
em células BTI-Tn-5B1-4 foi analisada de forma que a quercetina mostrou superior
atividade de inibicao celular pelo ensaio de MTT, mas ainda inferior que o controle
positivo azadiractina. Os autores concluem que alguns compostos de F. sarmentosa

tem potencial para ser empregado como inseticida botanico.

5.7. Avaliacao da seguranca dos extratos em insetos benéficos

5.7.1. Avaliacao da seguranca dos extratos em relacao as abelhas

Os extratos vegetais de folha e galho de F. carica tiveram sua seguranga
estudada em relacdo a duas espécies de abelhas Apis mellifera e Parthamona
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helleri. A concentracdo dos extratos testada nesses insetos foi de 3,0% (ou 30.000
ppm), uma vez que foi a concentracdo mais alta testada anteriormente neste
trabalho.

O tempo total referente a este experimento foi de 24 horas e ele foi divido
em duas etapas. Nas primeiras seis horas (primeira etapa) a dieta das abelhas
consistiu nas solugdes controles (agua acucarada; agua acgucarada + 0,1% de
Tween 20 e 1,25% de DMSO) e nas solugdes aquosas tratadas com os extratos de
galhos e folhas. ApGs esse periodo, a mortalidade foi quantificada e a dieta foi
trocada por uma exclusivamente a base de solucdo agua com agucar e dada aos
insetos por mais 18 horas (segunda etapa), totalizando 24 horas de ensaio. Todos
os microtubos foram pesados no inicio e no final de cada etapa de avaliagdo para
observar o consumo, saber se as abelhas realmente ingeriram extrato e possibilitar
que os resultados fossem conclusivos.

O consumo de alimentos nos microtubos tratados com os extratos foi
comparado com o consumo dos microtubos controles (Tabela 5) e foi observado que
os insetos se alimentaram da solugdo que continha os extratos. Com 6 horas de
experimento, nenhuma das espécies de abelhas apresentou mortalidade. No fim das
24 horas de avaliagéo, as abelhas da espécie A. mellifera tratadas inicialmente com
o extrato de galho apresentaram 92% de sobrevivéncia enquanto as tratadas com a
folha apresentaram 88% de sobrevivéncia. Para a espécie P. helleri, a sobrevivéncia
foi de 98% para ambos os tratamentos com extrato. Conclui-se, portanto, que os
extratos mostraram-se seguros para ambas as espécies (Figura 24).
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Figura 24 — Sobrevivéncia de Parthamona helleri e Apis mellifera tratadas com
extratos de F. carica
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Legenda: A) Espécie estudada Parthamona helleri. B) Espécie estudada Apis mellifera. As
médias nao diferem entre si pela analise de variancia ANOVA (P < 0.05). O controle em
preto € uma solugdo agua com agucar e o controle em cinza é agua acucarada contendo
Tween 20 e DMSO solubilizados em 0,1% e 1,25%, respectivamente, do volume final de
solugéo.
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Tabela 5 - Consumo de alimento pelas abelhas em gramas. C1: controle solugcdo agua
acucarada; C2: Controle agua acucarada + Tween 20 + DMSO; GALHO: solugcdo aquosa
acucarada contendo extrato de galho de F. carica a 3,0%; FOLHA: solucdo aquosa
acucarada contendo extrato de folha de F. carica a 3,0%.

Tratamento Parthamona helleri Apis mellifera
6 horas 18 horas 6 horas 18 horas
C1 0,137 ¢ 0,110¢g 0,351 ¢ 0,310 ¢
Cc2 0,119¢ 0,142 ¢ 0,321 ¢ 0,303 ¢
GALHO 0,089 ¢ 0,157 ¢ 0,255 ¢ 0,264 ¢
FOLHA 0,080 ¢ 0,163 ¢ 0,236 ¢ 0,234 ¢

As abelhas sao agentes polinizadores de vital importancia para as
plantacdes, em especial em regides tropicais. No entanto, estudos tém mostrado o
declinio nas populacdes desses insetos decorrentes, sobretudo, da aplicacado
abusiva de agroquimicos (LIMA et al, 2016, TOME et al, 2017, BOTINA et al, 2019).
Agroquimicos considerados seguros para as abelhas como os bioinseticidas,
fungicidas, fertilizantes e herbicidas podem exibir toxicidade letal e apresentar
efeitos deletérios para das abelhas sem ferrao Melipona quadrifasciata (TOME et al,
2015; SEIDE et al, 2018), Parthamona helleri (Tomé et al, 2017) e Apis mellifera
(Tomé et al, 2017; LOPES et al, 2018).

TOME et al, 2017 analisaram a susceptibilidade de abelhas africanizadas A.
mellifera e sem ferrdo, P. helleri em formulacbes comerciais dos inseticidas
deltametrina e imidacloprideo e fungicidas a base de metil-tiofanato e clorotalonil. Os
resultados fornecidos pelos autores mostraram que a espécie P. helere foi mais
sensivel e susceptivel aos inseticidas do que A. mellifera. Ja os fungicidas
comerciais individuais implicaram em baixa mortalidade independente da
concentragdo estudada enquanto a combinacédo deles se mostrou tao tdéxica para
ambas as espécies quanto o inseticida imidacloprideo e mais téxico do que
deltametrina para A. mellifera na ordem de quatrocentas vezes. Foi mostrado o alto
efeito sinérgico dos produtos na mortalidade quando as abelhas A. mellifera foram
submetidas a mistura de imidacloprideo e fungicidas enquanto a mistura dos
fungicidas com deltametrina induziu maior sinergismo em P. helleri, porém teve
pouco efeito na mortalidade.

A traca da cera € considerada um inseto-praga bastante prejudicial cujas
larvas alimentam-se da cera e do mel nas colmeias (SANAD e MOHANNY, 2015).
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Estas pragas sado controladas por inseticidas conhecidos por prejudicar as
populacées de abelhas e contaminar os produtos agricolas produzidos por elas,
conduzindo os pesquisadores na busca de novas formas de controle menos
danosas para os insetos polinizadores e humanos, como 0s inseticidas botanicos
(DAYAN, CANTRELL e DUKE, 2009, ISMAN e GRIENEISEN, 2014). Os o6leos
essenciais apresentam potencial para o controle dessa praga (ELBEHERY et al,
2016).

FERREIRA et al, 2017 avaliaram se a aplicacdo do dleo essencial de
Siparuna guianensis, planta medicinal aromatica presente no nordeste e centro-
oeste Dbrasileiro conhecida como Negramina, seria seguro para as abelhas A.
mellifera sem comprometer o controle da traca da cera Galleria mellonella L. e
Achrosia grisela F. A composicdo quimica (por CG-MS) apresentou dois
constituintes principais do 6leo, 79,7% de beta-miraceno e 14,6% de 2-undecacona.
Galleria mellonella L. e Achrosia grisela foram susceptiveis enquanto as abelhas
apresentaram-se bem mais tolerantes ao 6leo de Negramina. Com relagcdo a
repeléncia, o 6leo ndo teve essa atividade em relagcdo as abelhas adultas na
concentragdo de 0.30 ug do éleo/cm?. J4 as larvas e adultos de ambos os bichos da
cera estudados sofreram efeito de repeléncia em 0,08 ug do leo/cm?. Os autores
concluiram que, diante os resultados apresentados, o 6leo essencial de Negramina
apresenta potencial para substituir o uso de inseticidas sintéticos no controle da
traca da cera em colbnias de abelhas.

Em vista da ameaca sofrida pelos polinizadores por conta do uso
inapropriado e excessivo de inseticidas que compromete a seguranca ecoldgica
desses insetos assim como a contribuicdo econdmica fornecida pelos seus produtos
(KOVACS-HOSTYAN et al, 2017; GARIBALDI et al, 2018; TSCHOKE et al, 2019),
TSCHOEKE et al, 2019 estudaram os pesticidas: botanico a base de neem, sintético
(piretroide, deltametrina) e fungicida (metil-tiofanato e clorotalonil) em plantacédo de
meldo da espécie Cucumis melo L. no cerrado brasileiro avaliando se eles
interfeririam nas rotas de visitagdo das abelhas polinizadoras Apis mellifera, Halictus
sp., Plebeia sp. em campo sendo que essa visitacdo também estava associada a
parametros como frutos disponiveis e rendimento deles.

Os pesticidas afetaram as abelhas de maneira diferente. A abelha Plebeia
sp. ndo foi afetada por nenhum pesticida enquanto A. mellifera e Halictus sp.
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reduziram bastante a visitacao apos aplicacdo de deltametrina e inseticidas a base
de neem. Os fungicidas sozinhos ndo exerceram influéncia. Foi observado que os
campos tratados com deltametrina produziram frutos mais leves e o rendimento dos
meldes foi menor em campos tratados com inseticidas a base de neem. Os autores
concluiram em sua descoberta que os pesticidas botanicos também podem ser
arriscados de forma devem ser submetidos as mesmas avaliagdes de risco que 0s
produtos sintéticos.

Os extratos vegetais de F. carica avaliados no presente trabalho mostraram-
se seqguros para A. mellifera e P. helleri sem comprometer o controle do percevejo-

marrom-da-soja.

5.7.2. Avaliacao da seguranca dos extratos em relacao as joaninhas

Os extratos vegetais de folha e galho de F. carica foram estudados em
relacdo a duas espécies de joaninha, Coleomegilla maculata e Eriopis connexa, para
se avaliar a segurancga. A concentracdo dos extratos testada nesses insetos foi de
3,0% (ou 30000 ppm) e a metodologia foi de exposicao por contato. Os extratos

mostraram-se seguros para ambas as espécies (Tabela 6).

Tabela 6 - Mortalidade de joaninhas tratadas com extratos de F. carica. Todos os
extratos foram utilizados na concentragdo de 3,0% (30000 ppm). Os dados nao diferem
entre si pela analise de varidncia ANOVA (P < 0.05) a tabela traz informag¢des da média e
desvio padrdo. O controle contem agua destilada e Tween 20 e DMSO solubilizados em
1,25% do volume final de solugéo.

Joaninha -
Contato (3,0%) - 24 horas
Coleomegilla maculata Eriopis connexa
Tratamento Mortalidade (%) Tratamento Mortalidade (%)
Controle 0,00 £ 0,00 Controle 0,00 £0,00
FCG 0,00 £ 0,00 FCG 0,00 £ 0,00
FCF 0,00 £ 0,00 FCF 0,00 £0,00

5.7.3. Avaliacao da seguranca dos extratos em relacao aos crisopideos

Os extratos vegetais de folha e galho de F. carica foram avaliados em
relagcdo ao crisopideo Chrysoperla externa. A concentragdo dos extratos testada
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nesses insetos foi de 3,0% (ou 30.000 ppm). Os extratos também se mostraram
seguros esta espécie (Tabela 7).

Tabela 7 - Mortalidade de crisopideo tratados com extratos de Ficus carica. Todos os
extratos foram utilizados na concentracdao de 3,0% (30.000 ppm). Os dados nao diferem
entre si pela andlise de variancia ANOVA (P < 0.05) e a tabela traz informagbes da média e
desvio padrdao. O controle contem agua destilada e Tween 20 e DMSO solubilizados em
1,25% do volume final de solugao.

Chrysoperla externa
Contato (3,0%) - 12 e 24 horas

Tratamento Mortalidade (%) 12 horas Mortalidade (%) 24 horas
Controle 0,00 £ 0,00 0,00 + 0,00
FCG 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00
FCF 0,00 + 0,00 0,00 + 0,00

Eriopis connexa Germar (Coleoptera: Coccinelidae), Coleomegilla maculata
DeGeer (Coleoptera: Coccinelidae) e Chrysoperla externa Hagen (Neuroptera:
Chrysopidae) sao trés predadores benéficos neotropicais considerados como
agentes em potencial do controle biolégico de diferentes pragas agricolas, estao
associados a varios ecossistemas e alimentam-se dos corpos moles de alvos
agricolas como pulgdes, moscas-brancas e acaros (RIMOLDI, SCHINEIDER e
RONCO, 2009; HARAMBOURE et al, 2010; RIMOLDI et al, 2017; CASTILHOS,
GRUTZMACHER e COATS, 2018). Uma das presas mais comuns para as joaninhas
€ o pulgdao Myzus persicae (Sulzer) (Hemiptera: Aphididae). Ele € uma praga de
importancia econdmica sendo capaz de transmitir mais de cem virus vegetais
distintos (RIDDICK, 2017; TOLEDO et al, 2019).

A alta toxicidade de alguns inseticidas convencionais tem implicado em
efeitos adversos em organismos nao alvos como peixes, anfibios, microcrustaceos,
plantas vasculares e inimigos naturais da agricultura, entre eles predadores e
parasitoides (RONCO et al, 2008, SCHENEIDER et al, 2009, FOGEL et al, 2016).

RIMOLDI et al, 2017 avaliaram a toxicidade de dois inseticidas em ovos de
C. externa e E. connexa expostos as doses maximas recomendadas para cada
produtos. Foram feitas trés diluicbes 50%, 25% e 12,5% e as concentracdes
estudadas foram 75, 37,6, 18,7 e mg/L de piriproxifem e 200, 100, 50 e 25 mg/L de
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acetamiprido. O piriproxifem é um anélogo do horménio juvenil nos insetos e causa
supressao da embriogénise, da metamorfose e ma formacao de adultos (GHANIM e
ISHAYA, 2010; SULLIVAN e GOH, 2008). O acetamiprido €& um inseticida
neonicotinoide e afeta o sistema nervoso dos insetos levando a paralisia e morte
(TOMIZZAWA e CASIDA, 2005).

A sobrevivéncia de E. connexa foi reduzida em todas as concentracoes
testadas de ambos os inseticidas enquanto C. externa sofreu significativa queda na
sobrevivéncia em dose igual ou maior que 50 mg/mL e 37,6 mg/mL de acetamiprido
e piroproxifem respectivamente. Foi observado prolongamento dos periodos de ovo
e primeiro instar de ambas as espécies estudas quando tratadas com os inseticidas.
O acetamiprido foi mais toxico para as joaninhas do que para os crisopideos nas
duas concentracdes mais altas. Este trabalho mostrou a necessidade de avaliacéo
dos efeitos toxicoldgicos dos inseticidas agricolas em inimigos naturais uma vez que
a joaninha e crisopideo estudados sofreram efeitos negativos quando tratadas com
os inseticidas (RIMOLDI et al, 2019).

Plantas aromaticas s&o fontes alternativas de inseticidas naturais frente aos
sintéticos convencionais (REGNAULT-ROGER, 2012; PAVELA e BENELLI, 2016).
Entre as plantas que produzem Oleos essenciais, a Siparuna guianensis Aublet
detém atividade inseticida contra diferentes insetos-pragas que afetam relevantes
cultivos agricolas e mostrou-se segura quando teve seu efeito estudado em abelhas
(FERREIRA et al, 2017; LOURENCO et al, 2018).

TOLEDO et al, 2019 avaliaram o efeito do 6leo essencial de Negramina,
Siparuna guianensis, no pulgdo Myzus persiae e em dois inimigos naturais:
Coleomegilla maculata (DeGeer) and Eriopis connexa (Germar). Os constituintes
majoritarios desse Oleo sdo beta-miraceno e 2-undocanona como mostrado por
FERREIRA et al, 2017. O 6leo essencial em estudo apresentou atividade inseticida e
de repeléncia em relacdo ao pulgdo em respectivas concentracdes de LCgs = 1,08
mg/cm? e abaixo de 0,14 mg/cm?; ndo afetou a predacdo de C. maculata enquanto
E. connexa teve sua habilidade em predar M. persiae potencializada. Os autores
procederam anadlises de docking computacional de forma a prever as interacoes
fisicas entre os dois componentes majoritarios do éleo essencial. O trabalho reforgou
o potencial uso do 6leo de S. guianensis como ferramenta de controle no manejo
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integrado de pragas, fornecendo fundamentos fisioldégicos para sua potencial
atividade inseticida.

HARAMBOURE et al, 2010 avaliaram o efeito colateral do extrato de Melia
azdaracth (Meliaceae) em ovos, larvas e adultos de Eriopis connexa. Esta planta
apresenta estruturas e atividade inseticida similar a da azadiractina. A exposicao se
deu por imersdo dos ovos na solugdo contendo o extrato e, em individuos adultos,
foi realizada ingestdo. Os autores ndo observaram danos nos organismos tratados
por nenhuma das vias de exposicdo e em nenhum estagio do desenvolvimento de
forma que o extrato de fruto de M. azdaracth € seguro para essa joaninha caso
esteja presente no controle de pragas.

CASTILHOS, GRUSTZMACHER e COATS avaliaram a acg¢ao de sete
terpenoides e trés dleos essenciais (com agao inseticida reconhecida) no predador
Chrysoperla externa. Os compostos testados foram timol e carvacrol (monoterpenos
fendlicos), citral (aldeido), (R)-(+)- limoneno e (R)-(-)- limoneno (hidrocarbonetos),
alfa-thujone e sesquiterpenoide (cetonas), éleo de Amyris (Amyris balsamifera
Linnaeus, Rutaceae), 6leo de oregano (Origanum vulgare Linnaeus, Lamiaceae) e
6leo de thime (Thymus vulgaris Linnaeus, Lamiaceae). A toxicidade aguda e efeitos
subletais foram avaliados e os autores concluiram que os compostos foram seguros
para o crisopideo, de forma que esses compostos tém potencial para serem
utilizados como inseticidas naturais.

No presente trabalho, os extratos de F. carica mostraram-se toxicos para o
percevejo E. heros em terceiro instar, mas seguros frente a insetos benéficos
estudados, de forma que defensivos agricolas desenvolvidos a base de extrato de F.
carica indicam potencial eficacia no controle do percevejo-marrom-da-soja e
reduzida toxicidade frente a insetos benéficos, condi¢gdes estas importantes para a

validagédo do produto.

5.8. Efeito fitotéxico do extrato de galho de F. carica

5.8.1. Avaliacao de Fitotoxicidade de FCG em tomateiro

Como relatado anteriormente, estudos realizados pelo nosso grupo de
pesquisa, mostrou um potencial efeito nematicida in vitro dos extratos FCG e FCF.
Entretanto, uma etapa fundamental que precede a realizacdo da atividade
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nematicida em campo é a avaliacdo da acéo fitotoxica dos extratos sobre o vegetal
em que ele sera aplicado. Dessa maneira, foram realizados ensaios em casa de
vegetacao para avaliar se ha fitotoxicidade dos extratos de galho de F. carica sobre
mudas de tomateiro Sant Cruz.

Foram utilizadas solugbes aquosas nas concentracdes finais em solo de
500, 1.500, 2.500 e 3.500 ppm de FCG. Essas concentracdes foram selecionadas
devido ao fato de, in vitro, o extrato de galho ter apresentado mortalidade de 98%
sobre 0 nematoide M. javanica na concentracao de 1.500 ppm (ALVES et al, 2020).
Logo, foram eleitas concentragdes inferiores e superiores a esta para realizacao de
testes preliminares de forma a verificar a concentragdo maxima que a planta suporta
sem que ocorra fitotoxidez. Também pretendeu-se observar se na concentracao que
apresentou potente atividade nematicida in vitro, nao haveria toxicidade para o
tomateiro, cultura em que o possivel nematicida botanico seria aplicado por conta de
essa cultura ser acometida pelo alvo agricola nematoide M. javanica, sofrendo fortes
perdas econdémicas.

E importante salientar que as concentragdes finais foram calculadas e
ajustadas para o volume final de solo utilizado nos experimentos. Trata-se de um
experimento in vivo e as concentragbes devem ser pensadas e condizentes da
forma como seria aplicada no solo caso fosse um produto final.

As solugdes contendo o extrato FCG foram aplicadas no solo duas semanas
antes, uma semana antes, no dia do transplantio (Figura 25) e uma semana apos o
transplantio (Figura 26) sendo que para que esse transplantio ocorresse, era
necessario que a muda de tomate tivesse, no minimo, um par de folhas definitivas.
Foi possivel observar que para todas as formas de aplicacdo e em todas as
concentragdes utilizadas, os extratos mostram-se fitotdxicos para tomateiro.

No primeiro experimento, durante o transplantio, as mudas apresentaram
sintomas de estresse uma vez que estavam ainda pequenas. Para tentar contornar
tal problema, realizou-se a aplicacao dos extratos uma semana apdés o transplantio,

depois da recuperacao das mudas.
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Figura 25 - Fitotoxicidade do extrato de galho de F. carica sobre mudas de tomateiro

-V FE -

Legenda: A) Extratos aplicados 14 dias antes do transplantio; B) Extratos aplicados 7 dias
antes do transplantio; C) Extratos aplicados no dia do transplantio. As concentracdes finais
em solo sdo dadas em ppm. C1 = controle contendo apenas agua; C2 = controle contendo
DMSO e Tween 20 (1,25%). As fotos foram tomadas 3 dias ap6s o transplantio.

Embora a murcha da parte aérea nao tenha sido instantanea, sintomas de
necrose e clorose na parte aérea foram observados e ap6s o quarto dia as plantas
comegaram a murchar (Figura 26).
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Figura 26 — Fitotoxicidade dos extratos de galho de F. carica aplicados uma semana
apos o transplantio em mudas de tomateiro

Legenda: O controle apresentado continha DMSO e Tween 20 (1,25%). As setas indicam a
ocorréncia de necrose e clorose foliar. As fotos foram tomadas 4 dias apds a aplicagdo dos

extratos.

Apesar disso, ndo foram observados nenhum dano visivel ao sistema
radicular (Figura 27) o qual esteve diretamente em contato com os extratos. Os

detergentes Tween 20 e DMSO ndo interferiram nas plantas.
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Figura 27 - Plantas de tomateiro tratadas com extrato de galho de F. carica aplicados
uma semana apos o transplantio

Legenda: A) Planta tratada com a solug¢éo controle contendo DMSO e Tween 20 (1,25%); B)
Planta tratada com solucao final em solo de 500 ppm; C) Planta tratada com solucéao final
em solo de 1.500 ppm; D) Planta tratada com solucao final em solo de 2.500 ppm; E) Planta
tratada com solugao final em solo de 3.500 ppm.

5.8.2. Avaliacao da fitotoxidez de FCG em germinacao e desenvolvimento de

plantulas de soja — teste de semente

Devido ao fato do extrato FCG ter resultado em fitotoxidez em tomateiro,
sementes de soja foram tratadas com a mesma solugdo aquosa contendo o extrato
de galho para observar quais seriam o0s impactos durante a germinacdo, no
desenvolvimento da plantula e se seria possivel sua utilizagdo como nematicida
natural para esta cultura, uma vez que a soja também & acometida pelos nematoides
das galhas M. javanica.

As sementes de soja foram tratadas com duas concentragdes finais em solo
distintas de FCG, 1.500 e 3.000 ppm, além dos controles (testemunhas) agua e
agua + Tween 20 + DMSO. Houve 100% de germinagao para todos os tratamentos
e testemunhas testados. Nos primeiros oito dias de avaliagdo do experimento, todas
as parcelas experimentais tratadas com extrato vegetal apresentam
desenvolvimento semelhante as mudas testemunhas (controles). No fim dos
quatorze dias de observacao, foi possivel concluir que as sementes tratadas na

maior concentracao nao desenvolveram em comparagao com as demais amostras.
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Ja as sementes tratadas com a concentracdo final em solo de extrato de
1.500 ppm apresentaram desenvolvimento semelhante as testemunhas (controles)
(Figura 28). Os detergentes empregados para auxiliar a solubilizagdo dos extratos
nao interferiram no processo. O extrato etandlico de galho de F. carica, na
concentragéo de 1.500 ppm (concentracdo estudada in vitro e que forneceu potente
atividade nematicidada), devidamente ajustada para o volume de solo, pode
prosseguir nos estudos em busca de um possivel nematicida natural de aplicagdo
direta no solo para combater o nematoide M. javanica que tanto acarreta em

prejuizos econémicos para a cultura da soja.

Figura 28 — Teste de semente de soja tratada com extrato etandlico de galho de F.

carica

Legenda: A) Muda tratada com controle contendo agua MilliQ; B) Muda tratada com controle
contendo solugao de agua MilliQ, DMSO e Tween 20 (1,25% m/v); C) Muda tratada com
concentracao final em solo de 1.500 ppm no 14° dia; D) Muda tratada com concentragcédo
final em solo de 3.000 ppm no 14° dia ndo desenvolveram quando comparada as

testemunhas.

Os mecanismos pelos quais os extratos apresentaram esse efeito toxico nao
estdo claros. ALI et al, 2014 observaram que extratos metandlicos de folhas de F.
carica inibiram tanto a germinacao quanto o crescimento in vitro de Lemna minor.
Esta planta € considerada planta modelo para a identificacdo de compostos
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fitotdxicos, indicando que tais extratos de F. carica possuem compostos fitotdxicos e
a espécie tem potencial uso para alelopatia. O efeito fitotoxico foi tdo evidente, que
mesmo uma concentracdo de 10 ppm houve inibicdo de 45% no crescimento das
plantas. Abordar o potencial alelopatico de F. carica é importante, uma vez em que a
literatura cientifica levanta alguns estudos sobre o assunto.

Muitas plantas medicinais sdo reportadas por deterem potencial alelopético e
usadas para proteger plantagées contra plantas daninhas e agentes patogénicos
(LADHARI et al, 2013; NASRINE, EL-DARIER e EL-TAHET, 2014). Existem poucos
estudos que abordam a interacdo entre os compostos fendlicos em diferentes
cultivares da espécie F. carica e o potencial alelopatico (efeito inibitério ou benéfico
direto ou indireto de uma planta sobre outra por meio da producdo de compostos
quimicos liberados no ambiente) (LADHARI et al, 2020).

Tem se tornado crescente a conscientizacao global das questdes ambientais
e a possibilidade de investigacao das potencialidades fornecidas pelos residuos
agricolas (folha, galho, fruto caido) de algumas espécies da familia Moraceae
(GAALICHE et al, 2017). Diante da realidade de grande acumulo de residuos de F.
carica em pomares e a riqueza de sua biomassa contendo substancias ativas, essa
espécie vegetal também possui potencial para ser utilizada no controle de plantas
daninhas (LADHARI et al, 2020).

Nesse sentido, LADHARI et al, 2020 revelaram o potencial alelopatico e
mecanismo de treze cultivares de F. carica Tunisia em folha e fruto. A triagem dos
extratos aquosos e organicos (éter de petréleo, acetato de etila e metanol) foi
conduzida na germinacdo e no crescimento de mudas de quatro espécies alvos,
rabanete e alface (sensiveis a maioria dos compostos aleloquimicos), e duas ervas
daninhas comuns. Foi observado que todos os extratos desempenharam significante
atividade fitotdxica sendo os extratos da folha os mais téxicos. A anélise por HPLC
mostrou bastante similaridade entre os cultivares. No entanto, o conteudo de
compostos fendlicos diferiu significativamente, fato que também foi observado por
outros autores (PETRUCCELLI et al, 2018, GAALICHE et al, 2019).

GAALICHE et al. 2017 estudaram duas variedades de F. carica e
observaram que extratos de folha com diferentes polaridades (éter de petréleo,
acetato de etila e acetona) inibiram a germinagdo, o crescimento e o crescimento

radicular em rabanete e alface nas concentracées de 3000 e 6000 ppm. Essa
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inibicdo foi acompanhada da reducdo do indice mitdtico em raizes, indicando agéo
citotéxica dos extratos. Os autores associaram o efeito fitotdxico aos terpenos,
esterdis e acidos graxos detectados por CG-MS. O perfil fitoquimico foi similar para
ambos os cultivares com disparidade na composi¢cao dos terpendides.

Ademais, de acordo com os resultados aqui obtidos, o FCG apresentou
atividade biolégica contra mudas de tomate com o primeiro par de folhas
permanentes, porém essa atividade ndo foi observada no desenvolvimento de
mudas de soja crescidas em solo contendo a concentragéo final em solo do extrato
de 1500 ppm. Desse modo, vale ressaltar que nos sistemas de plantio de soja, nao
h& sucessdo com plantas de tomate, mas sim com plantas monocotiledéneas como
o milho, por exemplo. Ou seja, a aplicacdo de FCG como alternativa para o controle
de nematoides pode ser feita em campos de plantios de soja, porém estudos futuros
de fitotoxidez com as culturas usadas na sucessao ao plantio de soja e a
durabilidade da atividade do produto (FCG) no solo devem ser feitos. Este resultado
nao interfere na atividade inseticida encontrada contra o percevejo, uma vez que
para a acdo inseticida foram estudados modos de aplicagdo e concentragdes
distintos.

O experimento em mudas de tomate mostrou que o extrato aplicado no solo
14 dias antes da semeadura ainda implicou em fitotoxidez. Por essa razao, sao
necessarios mais estudos que promovam o entendimento da durabilidade do
produto no solo. Serdao necessarias também pesquisas adicionais para esclarecer os
mecanismos pelos quais o extrato de galho de F. carica no presente trabalho foi
toxico em as plantas de tomate e soja na maior concentracdo e avaliar suas
caracteristicas como pH, composicdo quimica e uso de adjuvantes para uma

possivel formulacdo a fim de contornar tais problemas.
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6. CONCLUSAO

Este trabalho mostrou o forte potencial inseticida in vivo das cumarinas
psoraleno e bergapteno extraidos de Ficus carica. O estudo também sugeriu que
ambos os compostos sejam responsaveis pelo efeito inseticida do extrato de galho
em percevejos em terceiro instar. Quanto ao estudo de ecotoxicidade, os resultados
demonstram que os extratos etandlicos de galho e folha de F. carica foram seguros
para os insetos benéficos estudados, entre eles os predadores naturais (joaninhas e
crisopideos) e abelhas, polinizadores sob grande risco em funcado do uso em larga
escala dos pesticidas sintéticos.

No estudo de fitotoxicidade, foi verificado que o extrato de galho interferiu no
desenvolvimento de mudas de tomateiro em todas as concentragdes finais em solo e
em todas as formas de aplicacdo estudadas. J4 ao avaliar a fitotoxicidade em soja,
foi verificado que na menor concentracdo final em solo avaliada (1.500 ppm) néo
houve interferéncia do extrato. No entanto, observou-se interferéncia no
desenvolvimento da muda soja quando foi testada uma concentracao final em solo
de 3.000 ppm de FCG. Estes resultados sao importantes para complementar o
trabalho de emprego de Ficus carica no controle de nematoides em soja, estudo
este em andamento dentro do grupo BIOPROS.

Outros estudos precisam ser realizados para se obter mais informagdes
sobre o tema, como compreensdao do mecanismo de acao desses compostos nos
insetos e avaliacao frente a outros fitopatdégenos, de forma a ampliar o espectro de

acao inseticida de defensivo agricola desenvolvido a base de extratos da espécie.
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APENDICE A: Perspectiva em Bioprospeccdo

1. Acesso e producao dos extratos vegetais de Maclura tinctoria e

Anadenanthera peregrina

Amostras de galhos e folhas de duas espécies vegetais foram acessadas no
municipio de Vigosa-MG, a saber: Maclura tinctoria coletada na Mata do Paraiso
(Latitude: 20°79°87.5" S e Longitude: 42°86°23.4” W); Anadenanthera peregrina
coletada na Mata do Paraiso (Latitude: 20°80°20.1” S e Longitude 42°85'96.1” W).
As exsicatas vegetais foram depositadas no herbario VIC/UFV sob registro: M.
tinctoria VIC 40.269 e A. peregrina VIC 40.213 e o cadastradas no SisGen
(CNPg/number 010134/2014-0).

A producao do extrato de A. peregrina seguiu a metodologia descrita por
MCCLOUD 2010 e adaptado por ALMEIDA 2015, a partir de amostras separadas de
folhas e galhos da espécie. Os materiais vegetais frescos foram secos em estufa de
ventilacdo a temperatura controlada de 40°C, por 72 horas. Os materiais vegetais
secos foram moidos e triturados em moinho de facas. Em seguida, as amostras
foram pesadas e submetidas ao processo de maceragdo em série, empregando
inicialmente como solvente extrator mistura de diclorometano-metanol (1:1), por 24
horas. Apds este intervalo, o solvente foi lixiviado e concentrado em evaporador
rotatorio. A torta retida foi posteriormente extraida com metanol, também por
maceracao por 24 horas, sendo o extrato obtido ao final também concentrado em
evaporador rotatério. A relagdo material vegetal seco-solvente em ambas as etapas
de maceracao foi de 1 para 5.

Para a espécie M. tinctoria, foi realizada uma extracdo seriada e exaustiva
empregando solventes extratores de polaridades distintas: hexano, diclorometano,
acetato de etila e etanol. Os extratos liquidos foram concentrados em evaporador
rotatorio, liofilizados, pesados para calcular o rendimento e armazenados em freezer
-20°C. Para a espécie M. tinctoria, os extratos foram produzidos a partir da folha e
para A. peregrina, os extratos organicos e aquosos foram produzidos a partir de
folha e galho, porém apenas o aquoso foi utilizado para triagem bioloégica neste

trabalho.
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2. Avaliacao da acao inseticida

2.1. Triagem dos extratos vegetais por avaliacao da toxicidade em E. heros
(F.) adultos

Esta triagem foi realizada com os 6 extratos vegetais em estudo: extratos em
hexano, diclorometano, acetato de etila e etanol de folha de M. tinctoria; extratos
aquosos de folha e galho de A. peregrina.

2.1.1. Toxicidade dos extratos vegetais em percevejos adultos por exposicao
por contato

Os bioensaios foram realizados em condigdes controladas (temperatura: 26
+ 3 °C; umidade relativa: 60 £ 10%; fotofase: 14 h) e a exposicao dos insetos seguiu
o protocolo de SANTOS et al, 2015 com adaptacdes. Foram preparadas solucdes
aquosas com concentracdes dos extratos das espécies M. tinctoria e A. peregrina
referente a 3,0%, 1,0% e 0,3% do volume final da solugcdo. O dimetilsulfoxido
(DMSO) ou Tween 20 foram usados como detergentes para auxiliar na solubilizagao
dos extratos, sendo o DMSO necessario para auxiliar na solubilizagdo de todos os
extratos e o Tween 20 apenas para o extrato de M. tinctoria. Os detergentes foram
usados nas mesmas concentracoes referentes aos extratos.

Uma aliquota de 2,0 mL da solugcédo foi colocada em recipientes de vidro
transparente de 250 mL de capacidade. Em seguida, os frascos foram acoplados em
um sistema de rotor em posicdo horizontal dentro de uma cabine equipada com
exaustor de forma a obter uma secagem homogénea nas paredes dos recipientes.
ApGs secagem, a parte interna do topo de cada frasco foi revestida com Teflon para
evitar que os insetos escapassem e 10 insetos adultos sexados (machos e fémeas)
foram colocados em cada recipiente, sendo este fechado com organza e elastico.
Como tratamento controle, os insetos foram expostos a recipientes revestidos com
agua destilada e DMSO ou Tween 20. Os detergentes foram usados nas mesmas
concentracdes referentes aos extratos. Foram realizadas 5 repeticbes para cada
tratamento. ApGs 24 e 48 horas de exposicao, a mortalidade foi quantificada e os
insetos foram reconhecidos como mortos quando incapazes de percorrer duas vezes

o0 comprimento de seu corpo apds estimulos mecanicos. A concentracdo de 0,3% foi
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utilizada apenas para os extratos de M. tinctoria, sendo este experimento realizado 3

vezes.

2.1.2. Toxicidade dos extratos vegetais em percevejos adultos por exposicao
por ingestao e contato simultaneos

Os bioensaios foram realizados em condi¢des controladas (temperatura: 26
t+ 3 °C; umidade relativa: 60 £ 10%; fotofase: 14 h). Foram preparadas solucdes
aquosas com concentracoes dos extratos das duas espécies de planta referentes a
1,0% do volume final da solu¢cdo. Uma aliquota de 2 mL de extrato foi colocada em
recipientes de vidro transparente de 250 mL de capacidade da mesma maneira que
foi feito no item 4.6.1.1, sendo essa a forma de exposi¢cao dos insetos por contato
aos extratos.

Outro passo, que configura a exposicdo por ingestdo, foi realizado
embebendo vagens, alimento dos percevejos, em 20 mL da solugdo aquosa dos
extratos vegetais por 5 segundos, sendo posteriormente transferidas para os frascos
de vidros previamente preparados. Tanto o recipiente de vidro quanto as vagens
foram secos no sistema de rotor. Finalizada esta etapa, 10 insetos adultos sexados
(machos e fémeas) foram colocados em cada recipiente. A parte interna do topo de
cada frasco foi revestida com Teflon para evitar que os insetos escapassem. Os
frascos foram fechados com um pedaco de organza e elastico. Como tratamento
controle, os insetos foram expostos a recipientes revestidos com agua destilada e
DMSO ou Tween 20 e a vagem seca embebida na mesma soluc¢ao preparada para o
recipiente.

Para cada tratamento, foram feitas 5 repeticdes. Apds 24 e 48 horas de
exposi¢do, a mortalidade foi quantificada e os insetos reconhecidos como mortos
incapazes de percorrer duas vezes o comprimento de seu corpo apos estimulos

mecanicos.
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3. Resultado da triagem da atividade inseticida dos extratos vegetais frente ao

percevejo-marrom adulto

N&o foi observada atividade inseticida para os extratos de Anadenanthera
peregrina em ambos os ensaios (Figura 29), sendo que para a exposicao por
contato, 0 maximo de mortalidade alcancado foi de 2% para o extrato da folha,
enquanto o extrato de galho n&o implicou em mortalidade em 48 horas de avaliagao.
Por ingestao e contato simultaneos, a folha ndo implicou em mortalidade dos insetos
enquanto o galho apresentou mortalidade apenas de 2% em 48 horas.

Para extratos da espécie Maclura tinctoria foi possivel observar significativa

atividade inseticida pela metodologia de exposicdo por contato (Figura 30). No
ensaio de exposicao por contato com concentragdo de 3,0% do exirato, o extrato
etandlico da folha implicou em 56% de mortalidade do percevejo-marrom adulto
apos 24 horas de exposicao e 98% de mortalidade apds 48 horas de exposicao.
O extrato em acetato de etila gerou menor mortalidade, 42,5%, mas ainda foi
superior aos extratos em hexano e em diclorometano, com respectivas mortalidades
de 17,5% e 7,6% em 48 horas de exposicdo. Importante ressaltar, que os extratos
de M. tinctoria usados nesta triagem preliminar foram obtidos na forma de
percolagdo seriada, diferentemente do processo de obtencdo dos extratos das
demais espécies. A percolacdo seriada empregando solventes de diferentes
polaridades proporciona uma melhor separacdao e concentracdo de classes de
metabolitos secundarios em cada extrato.

Pela metodologia de exposicdo por ingestdo e contato simultdneos com
concentracao de 1,0% do extrato (Figura 30), apenas ap6s 48 horas de exposicao
foi possivel observar aumento da mortalidade dos percevejos adultos tratados com
extrato etandlico, correspondente a 29,5%. A mortalidade dos demais extratos, em
ordem crescente de polaridade, foi de 8% para o hexano, 0% para o diclororometano
e 9,7% para o acetato de etila em 48 horas de exposicédo. A reducao na mortalidade
dos insetos neste ensaio pode estar associada a disponibilidade de alimento, o qual
fornece maior energia para que o inseto possa suportar e resistir aos estimulos
negativos ocasionados pelos extratos vegetais. Ademais, a presenca do alimento
(vagem) limita a locomogédo do inseto pelo frasco reduzindo o contato com a
superficie tratada com os extratos.
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Figura 29 — Mortalidade de E. heros adulto tratado com os extratos de Anadenanthera
peregrina
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Legenda: A) Ensaio de exposi¢cdo por contato. B) Ensaio de exposicao por ingestdo e
contato simultdneos. As médias ndo diferem entre si pela andlise de variancia ANOVA (P <
0,05). O controle usado foi uma solugdo aquosa contendo DMSO solubilizado na mesma
concentracao do extrato, ou seja, 3,0% e 1,0% respectivamente.



114

Figura 30 — Mortalidade de E. heros adulto tratado com extratos de Maclura tinctoria
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Legenda: HEX: extrato em hexano; DCM: extrato em diclorometano; AcOEt: extrato em
acetato de etila, EtOH: extrato em etanol. Controle: Agua, DMSO e Tween 20. A) Exposicdo
por contato a 3,0% de extrato. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelos
testes de Dunnett (24 horas) e pelo teste de Holm-Sidak (48 horas) a 5% de significancia. B)
Exposi¢éo por ingestéo e contato a 1,0% de extrato. Médias seguidas por uma mesma letra
nao diferem entre si pela analise ANOVA (24 horas) e pelo teste de Dunnett (48 horas) a 5%

de significancia.

Como foi observada atividade inseticida dos extratos etandlicos e acetato de
etila por exposicao por contato a 3,0%, outras concentracdes (1,0% e 0,3%) foram
avaliadas para descobrir se a atividade persistia. Quando estudada a concentracao
de 1,0%, os extratos em hexano e em etanol mostraram atividade inseticida de 47%
e 70% de mortalidade, respectivamente, ap6s 48 horas de experimento (Figura 31)
enquanto os extratos de diclorometano e acetato de etila apresentaram mortalidade
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inferior de 30% e 27%. Ja na concentracdo de 0,3%, apenas o extrato etandlico
apresentou atividade inseticida mais relevante, correspondente a 45% enquanto o
extrato de hexano, diclorometano e acetato de etila tiveram mortalidade compativel a
23%, 36% e 17%. Os resultados indicam que essa espécie é promissora na busca
por inseticidas naturais e o extrato etanolico da folha de M. tinctoria apresenta
potencial acédo inseticida em adultos de E. heros por desempenhar atividade

bioldgica nas trés concentragdes e nas duas metodologias estudadas.

Figura 31 — Mortalidade de E. heros adulto tratado com extratos de Maclura tinctoria
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Legenda: Controle: Agua, DMSO e Tween 20. A) Exposicdo por contato a 1,0% de extrato.
Médias seguidas por mesma letra nao diferem entre si pela andlise de variancia e teste de
Dunnett (24 horas) e pelo teste de Holm-Sidak (48 horas) a 5% de significancia. B)
Exposi¢do por contato a 0,3% de extrato. Médias seguidas por mesma letra nao diferem

entre si pela analise de variancia ANOVA e Dunnett a 5% de significancia. .
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A literatura mostra que a soja, principal cultura afetada por essa espécie de
percevejo, produz flavonoides que oferecem protecdo contra o ataque de pestes
agricolas (VOGT, 2010). A rutina e genisteina produzidas em folhas de soja afetam
o desempenho desfolhar de lagartas Trichoplusia ni e Anticarsia gemmatalis. O
aumento de concentracdes de daidzeina e genisteina (isoflavonoides) em sementes
de soja causou danos no percevejo Nezara viridula, provocando efeitos adversos na
preferéncia alimentar (HOFMAN-CAMPO, NETO e OLIVEIRA, 2006). GRACA et al,
2016 mostraram que o percevejo E. heros sofreu prejuizo no ganho de peso quando
tratado com sementes contendo cis-jasmona, liberada pelo estresse natural sofrido
pela planta e responsavel por aumentar os niveis de isoflavonoides (daidzeina e
genisteina) em sementes imaturas da soja.

Cerca de 30 compostos flavonoidicos ja foram identificados em extratos
etandlicos de casca e folha de M. tinctoria e nem todos foram submetidos a algum
tipo de atividade biol6gica (SALUSTIANO, 2018). Possivelmente, a atividade
inseticida encontrada para o extrato etandlico de folha de M. tinctoria no presente
trabalho estda associada a presenca e agcado de algum flavonoide ou um conjunto
dele.

Os extratos de M. tinctoria mostraram-se promissores para serem utilizados
em formulacdo para aplicacdo como inseticida de origem natural. Porém, mais
estudos sdo necessarios para avaliar a acéo inseticida frente a outros alvos
agricolas e a segurancga desses extratos em relagdo a insetos nao alvos precisa ser
avaliada por meio da Ecotoxicologia.



