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Resumo

Esta dissertacdo tem como objetivo a pesquisa e caracterizacdo de inseticidas naturais e

o seu efeito em células de insetos.

E do conhecimento geral que a maior arma contra pragas de insetos usada, ainda hoje, na
agricultura sdo os inseticidas sintéticos, apesar de ja conhecidos e devidamente
investigados, 0s perigos que acarretam para outros seres vivos, nomeadamente

agricultores ou outros consumidores e 0 meio ambiente em geral.

Dai os numerosos estudos levados a cabo atualmente no sentido de os substituir por
inseticidas naturais reconhecidamente menos poluentes e menos lesivos para pessoas e

ambiente.

Para melhor compreender esta questdo e ampliar aprendizagens sobre o tema foi

escolhido este estudo como objeto de trabalho neste mestrado.

O trabalho foi sendo realizado com suporte na vasta literatura ja existente sobre esta
tematica, tentando chegar a conclusdes e utilizando, para isso, quatro espécies de plantas
(Ageratum conyzoides [Linnaeus, 1753], Chelidonium majus [Linnaeus, 1753], Juglans
regia [Linnaeus, 1753], Ruta graveolens [Linnaeus, 1753]) que, por serem consideradas
medicinais, poderdo, eventualmente, vir a ser utilizadas como inseticidas de origem

vegetal.

Inicialmente foram preparados extratos hidrometandlicos, de diclorometano e acetato de
etilo, sendo as células de inseto Sf9 usadas para avaliar a viabilidade celular quando estas
fossem expostas aos diferentes extratos. Efetuaram-se ainda testes gerais de fitoquimicos
nas espécies de plantas em estudo quer nas suas diferentes partes secas quer também
nos seus extratos. Por Ultimo fizeram-se andalises de HPLC-DAD nos extratos que

apresentaram acao inseticida.

Nas espécies A. conyzoides, C. majus, J. regia e R. graveolens o0s extratos
hidrometandlicos ndo apresentaram acao inseticida. No entanto, os extratos diclorometano
e acetato de etilo das espécies A. conyzoide e R. graveolens apresentaram a¢ao inseticida.
Foi observado que nos testes gerais de fitoquimicos houve espécies de plantas que nao
apresentaram algumas classes quimicas, embora estes testes s6 tenham sido efetuados
nos extratos hidrometandlicos. As analises de HPLC-DAD realizaram-se nos extratos que
apresentaram acao inseticida e onde se conseguiram identificar trés compostos: o 8-

metoxipsoraleno, o psoraleno e o bergapteno, por comparacdo dos seus tempos de



retencdo (TRs) e dos seus espectros UV/vis (forma e maximos de absorvancia) com as

substancias de referéncia.

Em conclusao, os extratos hidrometandlicos parecem ndo serem os mais indicados para
avaliar a acdo inseticida, enquanto os extratos de diclorometano e acetato de etilo ja
apresentaram essa acao. As espécies A. conyzoides e R. graveolens mostraram ser
promissoras no que se refere a sua utilizacdo como inseticidas de origem vegetal, o que

deixa perspetivas para novas pesquisas.

Palavras-chave: Ageratum conyzoides, Chelidonium majus, Juglans regia, Ruta graveolens, agdo inseticida,

extratos, solventes, extracdo, HPLC-DAD, Sf9.



Abstract

This dissertation aims to research and characterize natural insecticides and their effect on

insect cells.

It is common knowledge that the greatest weapon against insect pests used, even today, in
agriculture are synthetic insecticides, although already known and properly researched, the
dangers they cause to other living beings, namely farmers or other consumers and the

environment in general.

Hence the numerous studies currently being carried out to replace them with natural

insecticides known to be less polluting and less harmful to people and the environment.

In order to better understand this issue and expand learning on the subject, this study was

chosen as the object of work in this master's degree.

The work was carried out with support in the vast literature already existing on this theme,
trying to reach conclusions and using four species of plants (Ageratum conyzoides
[Linnaeus, 1753], Chelidonium majus [Linnaeus, 1753], Juglans regia [Linnaeus, 1753],
Ruta graveolens [Linnaeus, 1753]) that, because they are considered medicinal, may

eventually be used as insecticides of plant origin.

Initially, hydromethane, dichloromethane and ethyl acetate extracts were prepared and the
Sf9 insect cells were used to evaluate the cellular viability when they were exposed to the
different extracts. General phytochemical tests were also performed on the plant species
under study, both in their different dry parts and in their extracts. Finally, HPLC-DAD

analyses were performed on the extracts that showed insecticidal action.

In the species A. conyzoides, C. majus, J. regia and R. graveolens the hydromethanolic
extracts did not present insecticide action. However, dichloromethane and ethyl acetate
extracts from A. conyzoide and R. graveolens species showed insecticidal action. It was
observed that in general phytochemical tests there were plant species that did not present
some chemical classes, although these tests were only performed in hydromethanolic
extracts. HPLC-DAD analyses were performed on extracts that showed insecticidal action
and where three compounds were identified: 8-methoxypsoralene, psoralene and
bergaptene, by comparing their retention times (TRs) and their UV/vis spectra (form and

absorbance maxima) with the reference substances.

In conclusion, hydromethanolic extracts do not seem to be the most indicated to evaluate

the insecticide action, while dichloromethane and ethyl acetate extracts have already shown



this action. The species A. conyzoides and R. graveolens have shown to be promising as
regards their use as insecticides of plant origin, which leaves perspectives for further

research.

Keywords: Ageratum conyzoides, Chelidonium majus, Juglans regia, Ruta graveolens, insecticide action,
extracts, solvents, extraction, HPLC-DAD, Sf9.
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1. Introducéo

Os pesticidas inseticidas sintéticos séo, ainda hoje, a principal “arma” contra pragas de
insetos na agricultura, apesar de apresentarem efeitos adversos graves para organismos
nao-alvo nos quais podem surgir resisténcias, como tem vindo a ser demonstrado em

vérios estudos efetuados (1-7).

Apresentam, inclusivamente, riscos de intoxicacdo para agricultores ou outros
consumidores/utilizadores, para além de serem dispendiosos e revelarem deficiéncias nos

estudos de impacto ambiental (1-7).

Dadas essas desvantagens, a tendéncia atual é o uso de inseticidas de origem natural,
por serem considerados menos tdxicos ou ndo toxicos, embora a extensdo dessa

toxicidade continue a ser o objeto de estudo de diversos trabalhos de investigacéo (2,8).

1.1. Mecanismos de acéo dos inseticidas de origem vegetal

Algumas espécies de plantas sintetizam uma ampla gama de compostos de defesa
moderadamente toxicos, ou um pequeno numero de substancias com elevada toxicidade.
Alguns insetos herbivoros, alimentam-se de uma variedade de plantas, as quais possuem
substancias téxicas com efeitos inespecificos numa gama alargada de alvos moleculares
(Tabela 1). Os alvos variam entre proteinas (enzimas, recetores, canais ibnicos, proteinas
estruturais), acidos nucleicos, membranas, metabolitos secundarios com interacdes
especificas ou inespecificas e outros componentes celulares (9). Os metabolitos
secundarios das plantas, como por exemplo os alcaloides, podem interferir nos neuro-
recetores (através da inibicdo competitiva da ligacdo do ligando por um alcaloide
antagonista ou por ativa¢éo agonista de um recetor por um alcaloide com estrutura quimica
semelhante ao ligando endégeno), mas também podem interferir com certos componentes
do sistema de sinalizacéo celular numa enzima vital ou na sinalizacéo do sistema nervoso
(como a sintese, o armazenamento, a libertacdo, a ligacdo e a recaptacdo de
neurotransmissores) (10). Os inseticidas fitoquimicos normalmente apresentam
mecanismos de acdo que podem ser diferentes, como acéo de inibicdo da muda, reducéo

do crescimento, perda de fertilidade e inibicao respiratoria (11-13).



Tabela 1: Mecanismos/Alvos de acéo de inseticidas de origem vegetal. Adaptado de (13).

Sistema

Sistema
colinérgico

Sistema GABA

Sistema
mitocondrial

Sistema
octopaminérgico

Diversos

Mecanismos
/Alvos de agao

Componentes

Inibe a
acetilcolinesterase
(AChE)

dos 6leos
essenciais

Recetor nicotinico
de acetilcolina
colinérgico
agonista /
antagonista

Nicotina

Canal de cloro
controlado por
GABA
Interrompe a troca
de ides de sédio e
potéassio
Inibidor da
respiragao celular
(inibidor do
transporte de
eletrbes do
complexo
mitocondrial | ou
METI)
Afeta os canais de
célcio
Afeta a acdo da
membrana da
célula nervosa

Timol,
silfinenos

Piretrina

Rotenona

Rianodina

Sabadila

Recetores

T dos 6leos
octopaminérgicos

essenciais

Bloquea os
recetores da
octopamina,
trabalhando

através da

cascata de
recetores de
tiramina

Rutura do

equilibrio
hormonal

Timol

Azadiractina

Composto

Componentes

Fonte vegetal

Azadirachtina
indica (Jussieu,
1832), Mentha
spp. Lavandula
spp.
Nicotiana spp.
(Linnaeus, 1753),
Delphinium spp.
(Linnaeus, 1753),
Haloxylon
salicornicum
(Boissier, 1879),
Stemona
japonicum
(Blume, 1867)

Thymus vulgaris
(Linnaeus, 1753)

Chrysanthemum
cinerariaefolium
(Linnaeus,1753)

Lonchocarpus
spp. (Kunth,
1824)

Ryania spp.
(Vahl, 1797)
Schoenocaulon
officinale (Schitdl.
& Cham., 1840)
Cedrus spp.
(Trew, 1757),
Pinus spp.
(Linnaeus, 1753),
Citronella spp.
(D. Don,1832),
Eucalyptus
spp. (L’Héritier,
1789)

Thymus vulgaris
(Linnaeus,1753)

Azadiractina
indica (Jussieu,
1832)

Referéncias

(14-18)

(19,20)

(21-23)

(24)

(25-28)

(29)

(30)

(31-33)

(31,34)

(35,36)



1.2. Principais inseticidas de origem vegetal

Entre os inseticidas de origem vegetal mais importantes encontram-se a nicotina, o
composto bioativo principal encontrado no extrato de Nicotiana tabacum (Linnaeus,1753),
a rianodina, composto bioativo da Ryania speciosa (Vahl, 1797), a sabadila, um dos
compostos bioativos do Schoenocaulon officinale (Schitdl. & Cham., 1840), a rotenona,
composto bioativo do Lonchocarpus utilis (A. C. Sm., 1937), a piretrina, metabolito
secundario do piretro dalmata Tanacetum cinerariifolium (Sch.Bip., 1844), a azadiractina,
0 composto bioativo do neem (Azadirachta indica [Jussieu, 1832]), os 6leos essenciais
(6leos de alecrim, de eucalipto, de cravo-da-india, de tomilho de jardim e de hortela-verde,
entre outros) e a quassina e neoquassina, compostos bioativos da Quassia amara
(Linnaeus, 1762), (1-7,37).

1.2.1. Alcaloides
1.2.1.1. Nicotina

A nicotina (Figura 1) € um alcaloide (de nucleos piridinico e pirrolidinico) obtido das folhas
da planta do tabaco (Nicotiana tabacum [Linnaeus,1753]) com um longo historial de uso
como inseticida (38). E, provavelmente, o mais conhecido e foi isolado pela primeira vez
em 1828 por Posselt e Reimann, mas a sua estrutura quimica foi determinada por Pinner
em 1893. A nicotina, tal como a nornicotina e a anabasina sdo agressores sinapticos que
imitam o neurotransmissor acetilcolina. A intoxicacao por nicotina é muito semelhante a
provocada pela acetilcolina porque os recetores de nicotina e de acetilcolina néo
conseguem distinguir uma da outra, havendo, por isso, uma interacdo que leva a
estimulacdo do sistema nervoso central (SNC). A nicotina pode exercer efeitos
farmacoldgicos ou toxicos em insetos e mamiferos, ativando os recetores nicotinicos de
acetilcolina (nAChRs) (39,40). Nos insetos esses efeitos expressam-se no SNC e nos
mamiferos nas jung¢des neuromusculares do sistema nervoso periférico (SNP) e no SNC.
A inativacdo do recetor resulta na interacdo da nicotina com nAChRs, produzindo uma
grande estimulacdo que provoca a despolarizacdo prolongada e, em doses altas, uma
estimulacdo parassimpatica e um bloqueio ganglionar e neuromuscular. Nos vertebrados
a nicotina apresenta uma toxicidade oral aguda alta, com a LDsy abaixo dos 50 mg/Kg.
Devido & sua rapida absor¢cdo pode provocar a morte em poucos minutos apds a

intoxicacdo, por insuficiéncia respiratéria e paralisia dos musculos respiratorios. A



intoxicacao por nicotina pode ser resultado da exposicéo a produtos de tabaco, goma ou
emplastros e apresenta, nos humanos, sinais e sintomas como nauseas, vomitos, fragueza
muscular, problemas respiratérios, dor de cabecga, letargia e taquicardia. A doenca do
tabaco verde ocorre nos trabalhadores que cultivam, colhem ou manipulam o tabaco devido
a absorcado dérmica de nicotina. Em ratos, na exposi¢cédo aguda a sulfato de nicotina, a DLso
oral é de 83 mg/Kg e a DLso dérmica € de 285 mg/Kg (11,13,41-43).
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Figura 1: Estrutura quimica da nicotina.

1.2.1.2. Rianodina

A planta Ryania speciosa (Vahl, 1797), contem, nos caules e raizes, alcaloides designados
por rianodina e por 9,21-desidrorianodina (Figura 2), 0s quais sao responsaveis pela
atividade inseticida desta planta. A rianodina liga-se e bloqueia os canais de célcio (Ca?")
provocando a inibicdo da contragdo muscular (esquelética e cardiaca) e as juncdes
neuromusculares o que a torna eficaz tanto pelo contacto como pela ingestdo, onde atua
como um agressor de acao lenta para o estdbmago inibindo a capacidade alimentar das
espécies lagarta-da-espiga de milho (Helicoverpa zea; [Boddie, 1850]), broca-do-milho
(Ostrinia nubilalis; [HUbner,1796]) e mariposa (Cydia pomonella, [Linnaeus, 1758])
(13,42,44). Nos vertebrados e invertebrados as propriedades fisioldgicas e toxicolégicas
apresentadas pela rianodina levam a ativacdo dos canais de Ca?" do reticulo
sarcoplasmatico do musculo esquelético e cardiaco provocando o fluxo de iBes de calcio
para as células e a morte segue-se muito rapidamente (43,45). A propria rianodina ja foi
utilizada como inseticida, mas como apresentou toxicidade em mamiferos deixou de ser
usada. As diamidas (poliaminas, compostos orgéanicos) ativam os recetores de rianodina,
gue pertencem a familia de canais de célcio. Quando a diamida entra no sistema nervoso
ativa os canais de Ca?" dependentes de voltagem levando a um aumento do calcio
intracelular e desencadeando a ativacéo dos recetores de rianodina localizados no reticulo
sarcoplasmatico. Estes, por sua vez, provocam a libertacéo dos reservatorios do célcio e
modificam o inicio da contracdo muscular. Nos insetos, estes recetores sao ativados

porque as diaminas se ligam num local diferente da rianodina. As espécies do género



Ryania que contém rianodina tém uma toxicidade baixa em mamiferos. As preparacdes de
Ryania sp. estao disponiveis como inseticidas de origem vegetal (45). Os compostos de
rianodina purificada sdo cerca de setecentas vezes mais toxicos do que a prépria Ryania
sp. e também possuem uma atividade residual mais longa que outros inseticidas de origem
vegetal. No composto ativo rianodina, a LDsg é de 0,39 mg/Kg em adultos da espécie Musca
domestica (Linnaeus, 1758). As vantagens do uso destes compostos € a baixa toxicidade
para humanos e a falta de persisténcia e bioacumulacéo. N&o existem evidéncias destes
compostos serem genotdxicos, carcinogénicos, neurotoxicos ou de apresentarem
toxicidade reprodutiva ou de desenvolvimento, além de terem uma toxicidade aguda baixa
(DLsp oral = 2000-5000 mg/Kg) (4,11,42,43,45).

1) @)

Figura 2: Estruturas quimicas da rianodina (1) e 2- 9,21- desidrorianodina (2).

1.2.1.3. Sabadila

A sabadila é um inseticida botanico que pode ser obtido das sementes de lirio sabadila da
espécie Schoenocaulon officinale (Schltdl. & Cham, 1925). Tem sido utilizada para controlo
de pragas ha varios séculos. Os alcaloides que se obtém da sabadila sdo geralmente
conhecidos por veratrinas, das quais as principais sédo a veratridina e a cevadinha (Figura
3) (3,4,46). O seu modo de acéo é semelhante ao das piretrinas, mas estruturalmente nao
é similar a forma como afeta os canais de sédio voltagem dependentes dos axoénios
nervosos (13). A sabadila afeta as membranas das células nervosas originando perda da
funcdo nervosa, paralisia e morte. Esta é eficaz quando ingerida ou em contacto com as
larvas, tripes e percevejos. A sabadila é muito toxica para as abelhas, mas degrada-se
rapidamente quando exposta ao ar e a luz solar e possui apenas uma toxicidade residual.
Dayan e os colaboradores consideram a sabadila menos téxica que outros inseticidas
botanicos uma vez que apresenta uma DLsy de 4000 a 5000 mg/Kg em mamiferos
(4,13,42,43,47).
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Figura 3: Estrutura quimica do alcaloide do tipo veratrinas: cevadinha (3) e veratridina (4).

A veratridina, pseudoalcaloide esteroidico, pode ser encontrado em espécies de plantas,
como o Heléboro branco europeu (Veratrum album [Linnaeus, 1753]). A veratridina possui
maior acdo inseticida causando aumento na duracdo do potencial de ac¢do, disparo
repetitivo e despolarizacdo da membrana nervosa. Os alcaloides veratrinos, quando puros,
apresentam uma toxicidade elevada para os mamiferos com a DLso oral de 13 mg/Kg em
ratos (42). Estes compostos sdo eficazes contra a lagarta-da-espiga de milho (H. zea),
broca-do-milho (O. nubilalis) e tripes da ordem Thysanoptera (Haliday, 1836) quer pelo
efeito de contacto, quer pelo efeito da ingestdo do produto. Sdo considerados agressores
de acdo lenta no estbmago porque impedem os insetos de se alimentarem, logo apés a
sua ingestéo (4,13,43,44,47).

A cevadinha, quando pura, é também um pseudoalcaloide esteroidico e, como tal,
considerada extremamente toxica para os mamiferos, apresentando uma DLso oral de 50

mg/Kg em ratazanas (42).

1.2.2. Fenbis

1.2.2.1. Rotenona

A rotenona (Figura 4) é um isoflavonoide, cromanocromanona que pode ser encontrado
em 65 espécies de plantas, entre elas, o cubé ou barbasco (Lonchocarpus utilis [A. C.
Sm.,1937]) e a Derris (Derris elliptica [Wall. Benth,1860]) que pertencem ha familia das
(Fabeaceae [Lindl, 1836]). Comecou a ser utilizada como inseticida ha mais de 150 anos
atuando como inibidor metabdlico e como veneno ou toxina neurotéxicos (3,4). A rotenona,
presente por exemplo nas espécies D. elliptica e L. utilis, interrompe o metabolismo

energético das mitocdndrias celulares, inibe o sistema de transporte de eletrBes e
6



desacopla o sistema de transporte de ATP (trifosfato de adenosina) (44). Também
bloqueia a transferéncia de eletrdes dos centros de Ferro-Enxofre do complexo | para a
ubiquinona, impedindo a sintese da energia utilizavel (ATP) (48) e interfere com o sistema
de transporte de eletrbes entre a NADH desidrogenase (NADH-ubiquinona oxidorredutase
ou Complexo 1) e a coenzima Q no complexo | (conservador de energia), mas também com
a piericidina-A (inibidor da NADH desidrogenase), causando uma reducdo severa no

consumo de oxigénio (49,50).

Nos insetos, a rotenona € convertida em metabolitos muito toxicos, mas nos mamiferos ela
€ destoxificada. O envenenamento por inseticida ocorre também por afetar a atividade da
fosforilagéo de proteinas (H-ATP: bomba de protdes) ou outro sistema de enzimas (como

a adenosinatrifosfatases ou ATPase) (13,50).
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Figura 4: Estrutura quimica da rotenona.

A rotenona apresenta um comportamento semelhante ao da piretrina, embora possuindo
uma acao mais forte e maior persisténcia. A sua eficacia deve-se a acao neurotoxica rapida
nos insetos que é designada por “efeito knockdown” (51). E utilizada contra pulgdes, tripes
(bicho da madeira) e outro tipo de insetos da fruta e vegetais. Aumenta a mortalidade dos
insetos e a sua reproducao é afetada negativamente. Alguns estudos demonstraram que
a acao da rotenona e dos seus derivados faz com que os insetos deixem de se alimentar.
E considerada um agressor estomacal, uma vez que tem de ser ingerida para ser eficaz
(48,51). As espécies de insetos Lepidoptera (Linnaeus, 1758) apresentam uma
sensibilidade diferente a este composto. Quando existe a ingestdo de rotenona parece
diminuir a quantidade de alimento absorvido pelas larvas e também a capacidade de
conversdo do alimento absorvido em biomassa. A rotenona € um composto inseticida
toxico para as abelhas se usado em conjunto com a piretrina, mas quando utilizado
isoladamente controla pragas de acaros Varroa jacobsoni (Oudemans, 1904) que afetam

as suas colénias (4,51).



A rotenona apresenta toxicidade para os mamiferos ou vertebrados que pode ser
comparada ao uso de diclorodifeniltricloroetano (DDT) nos ratos e a sua DLsg por via oral
€ de 132 mg / kg, mas as suas formulacdes apresentam muito menos toxicidade.
Recentemente a seguranga da rotenona foi questionada em fung&o de relatos controversos
na exposicdo aguda em ratos. Alguns trabalhos referem que produz lesbes cerebrais
semelhantes as encontradas em humanos e outros animais com doenca de Parkinson,

pela sua persisténcia nas culturas alimentares depois dos tratamentos (49).

A rotenona tem uma toxicidade aguda alta em roedores e cdes e € menos toxica em
coelhos e aves (52). Os sintomas de intoxicacao sdo 0 aumento inicial das taxas cardiacas
e respiratorias, espasmos clénico-ténicos e depressao muscular, seguida por depressao
respiratéria. Em humanos a intoxica¢do aguda € rara, tendo sido relatados apenas dois
casos. Num dos estudos efetuados em ratos, verificou-se que a rotenona tinha danificado
a via dopaminérgica nigrostriatal devido a formacdo de espécies reativas de oxigénio
(ROS), de forma muito semelhante a que foi observada no 1-metil-4-fenilpiridinio (MPP™,
0 metabolito ativo de 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetra-hidropiridina [MPTP]) que é o composto
quimico causador do parkinsonismo e também da inibicdo do complexo | (53). Foram
efetuados estudos onde se demonstrou que a administragédo de rotenona (2-3 mg/kg por
dia durante uma a cinco semanas) em ratos, causava a degeneracao nigrostriatal seletiva
e a inibicdo do complexo | em todo o cérebro uniformemente (54-56). Concluiram, assim,
gue existe uma associacdo entre o uso de rotenona e o aumento do risco de doencga de
Parkinson (7,11,42,43,51,57).

Na Europa, as formulacdes que contém rotenona sao utilizadas como agentes de protecéo
na agricultura bioldgica, embora em alguns paises europeus, como a Austria, Italia,

Espanha e Suica, a sua utilizacdo seja parcialmente limitada (4,42,43).

1.2.3. Terpenos

1.2.3.1. Piretrinas

As piretrinas estéo registadas como pesticidas que podem ser encontrados em mais de
2000 produtos comercializados em todo o mundo. As piretrinas, tal como outros inseticidas
piretroides, s&o neurotoxicos. As piretrinas naturais tém excelentes propriedades
inseticidas para controlar os insetos nocivos nos agregados familiares e nas exploracfes
agricolas. A utilizacédo de piretrinas naturais é também permitida na producao biolégica,
nos termos do Regulamento (CE) n.° 889/2008 (CE, 2008) (58).



A piretrina € um metabolito secundario das plantas piretro dalmata (Tanacetum
cinerariifolium [Trev./Schultz Bip., 1844]) e crisantemos (Chrysanthemum cinerarifolium
[Linnaeus,1753]) (3,47,59). O piretro é uma mistura de varios compostos (piretrina | e Il,
cinerina | e Il e jasmolina | e Il) (Figura 5), os quais sdo terpenos formados a partir da
esterificacdo de retronolona com o acido crisantémico ou acido piretrico (4,60-62). Tal
como a piretrina, o piretro afeta 0 SNC dos insetos, bloqueando as juncbes nervosas que
sdo fechadas através dos canais de sodio (Na*), provocando a diminuigdo dos impulsos
nervosos. As piretrinas | e Il sdo as que apresentam atividade inseticida. A piretrina | é
muito téxica para os insetos e atua em poucos minutos, quando usada isoladamente. A
piretrina Il demora algumas horas a fazer efeito e provoca a queda dos organismos, mas
ndo a morte imediata. Os insetos tém capacidade de metabolizar a piretrina Il 0 que, em
alguns deles, facilita a sua recuperacao (47).
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Figura 5: Estruturas quimicas das: piretrina | (5), cinerina | (6), jasmolina | (7), piretrina Il (8), cinerina Il (9) e
jasmolina Il (10).
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As piretrinas sdo consideradas agressores de contacto, mas também penetram
rapidamente no SNC. A piretrina | perturba o sistema nervoso do inseto, agindo sobre o
canal de sédio (Na*) dependente de voltagem nos axdénios nervosos, provocando o
bloqueio das juncdes nervosas e causando os efeitos de colapso, paralisia e morte (15,44).
A piretrina | tem um efeito "knockdown" e a piretrina Il provoca alguma hiperatividade
seguida de convulsdes (4,43,48,63,64). As piretrinas atuam nas membranas nervosas,
provocando a modificacdo dos canais de sédio (Na*), (prolongando a sua abertura, do que
resulta um maior fluxo de sédio [Na*]) e de potassio (K*) nos neurénios e, desse modo, a
despolarizacdo das membranas (65,66). O resultado deste bloqueio leva a uma libertacéo
significativa de acetilcolina a nivel sinaptico. O aumento de acetilcolina provoca a
dessensibilizacdo dos recetores poOs-sindpticos e desencadeia, através de uma
alimentacdo negativa dos recetores pré-sinapticos, uma inibicdo da libertacdo de
acetilcolinesterase. A transmissao sinptica € entdo bloqueada, o que leva a paralisia do
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inseto seguida da sua morte (39). As piretrinas apresentam uma toxicidade baixa nos
mamiferos, uma vez que estes possuem enzimas microssomais hepaticas e esterases que
levam & sua degradacéo. Nos testes de toxicidade em ratos a DLsg aguda € de 1500 mg/Kg
e a DLso oral varia entre 350 a 500 mg/Kg. As férmulas comerciais sao consideravelmente
as menos toxicas (1500 mg/Kg) (4,42,48). As piretrinas provocam reagdes como dermatites
de contato e reac¢les respiratorias alérgicas, mas estas devem-se a outros constituintes
das formulacdes. Os sintomas de intoxicagdo por piretrinas séo caraterizados por
hiperexcitabilidade, convulsdes e por fim a morte (4,13,41-43). Existem poucos estudos
sobre os efeitos das piretrinas naturais a nivel celular e sobre os mecanismos moleculares
subjacentes as mesmas, tendo sido a autofagia um desses mecanismos. Os efeitos toxicos
dos piretroides para as células incluem danos no DNA, inibicdo do complexo mitocondrial

I, e indug&o da acumulacao de espécies reativas de oxigenio (ROS) (67).

1.2.3.2. Azadiractina

O neem ou lil4s indiano (Azadirachta indica [Jussieu, 1832]) é uma arvore que apresenta
varios compostos bioativos como azadiractina (azadiractina A), salanina, nimbina,
nimbidina, 3-tigloilazadiractol (azadiractina B) e 1-tigloil-3-acetil-11-hidroximielcarpina
(azadiractina D) sendo todos limonoides, tetranortriterpenos (Figura 6) (4,36,42,51,64,68).
Estes compostos tém bioatividade descrita contra mais de 550 espécies de insetos,
principalmente Coleoptera (Linnaeus, 1758; [besouros e gorgulhos]), Dictyoptera (Latreille,
1829; [baratas e louva-a-deus]), Diptera (Linnaeus, 1758; [moscas]), Heteroptera (Latreille,
1810; [percevejo]), Homoptera (Boisduval, 1829 [pulgbes, vespas e formigas]), Isoptera
(Brullé, 1832 [térmitas]), Lepidoptera (mariposas e borboletas), Orthoptera (Latreille, 1793
[gafanhotos]), Siphonaptera (Latreille, 1825 [pulgas]) e Thysanoptera (tripes) (4,48). Mais
de 100 formula¢des comerciais de neem sédo utilizadas em todo o mundo e as féormulas
comerciais funcionam como agressores estomacais, embora possam causar intoxicagcao
por contacto, quando aplicadas em doses mais elevadas (4,69). ApGs a exposicdo a
azadiractina surge supressao imediata do apetite, bem como envenenamento sistémico e
inibicdo da ecdise (42). Pode também induzir atraso ou mesmo interrup¢do no
desenvolvimento pds-embrionario, oviposicao defeituosa, infertilidade, inibicdo da sintese
enzimatica e da formacédo de quitina (48,70). Os dois efeitos primarios da azadiractina
parecem ser o bloqueio dos canais de calcio e a apoptose pela via mitocondrial das células
(39,71,72). Estas duas acbes induzem o blogueio da mitose e uma reducdo na sintese de

proteinas de insetos das espécies de traca do exército (Spodoptera frugiperda [J.E. Smith,
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1797]), de lagarta do tabaco (Spodoptera litura [Fabricius, 1775]), de traca Trichoplusia ni
[HUbner, 1803]) e de mosquito tigre asiatico (Aedes albopictus [Skuse, 1894]), entre outras
(71,73,74).
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Figura 6: Estruturas quimicas dos compostos bioativos da arvore neem: azadiractina ou azadiractina A (11),
azadiractina B (12), azadiractina D (13), salanina (14), nimbina (15) e nimbidina (16).

A azadiractina foi isolada em 1968, mas a sua estrutura quimica so foi determinada varios
anos depois. E responsavel por diversas atividades inseticidas, fungicidas, nematicidas,
bactericidas e repelentes e inibe a atividade da AChE na (Nilaparvata-lugens [Stal, 1854])
(cigarrinha marron do arroz) (13). A inibicdo da AChE provoca a acumulagéo de acetilcolina
nas sinapses, provocando um estado de estimulacdo permanente na membrana pos-
sinaptica, o que resulta em ataxia, ou seja, falta geral de coordenacdo no sistema

neuromuscular, e eventual morte (13).

A azadiractina € um inseticida anti-mit6tico (fase G2/M da divisao celular) (75) e varios
estudos com a azadiractina radiomarcada, indicaram especificamente a sua localizacéo no
corpo cardiaco (76,77). Apresenta efeitos na regulacdo de crescimento e na alimentacao
em algumas espécies de insetos (13). Também interfere no seu sistema neuro-enddcrino,
onde interrompe o crescimento, a muda e a metamorfose, bloqueia a reprodugéo (reducéo
da fertilidade, fecundidade e oviposicdo) e pode causar anorexia. A azadiractina ou
azadiractina A atua na glandula protoracica e inibe a sintese e a libertacdo das hormonas
da muda (ecdisona), o que leva a uma ecdise incompleta dos insetos imaturos (42). Um

mecanismo semelhante ocorre levando a esterilidade das fémeas adultas (13). Apresenta
11



o efeito anti-mitético também em diferentes linhas celulares de mamiferos como as células

de ovério de hamster chinés (78).

A azadiractina apresenta uma baixa toxicidade aguda nos mamiferos e os ratos podem
apresentar uma DLso superior a 5000 mg/Kg (48). Dependendo das plantas tratadas com
azadiractina e das condi¢cdes ambientais, os seus efeitos podem durar entre 4 a 8 dias.
Apresenta também efeitos reduzidos nos organismos ndo-alvo mas a ingestdo de
azadiractina pode levar a efeitos fisiologicos deletérios como por exemplo a néo
alimentacdo e ndo apresenta efeitos téxicos quando administrada topicamente e por
injecdo (7,43,51).

1.2.3.3. Oleos essenciais

Os oOleos essenciais (OE) sdo matrizes naturais que estdo presentes em varias familias
(Lamiaceae [Adanson, 1820], Myrtaceae [Jussieu, 1789], Asteraceae [Bercht &
Presl.,1820], Rutaceae [Jussieu, 1789], Apiaceae [Lindley, 1836], Laureaceae [Jussieu,
1789], Cupressaceae [Sweet, 1822], Poaceae [Barnhart, 1895], Zingiberaceae [Martinov,
1820] e Piperaceae [Engler, 1792]) e possuem um grande potencial inseticida (4,79). Sao
produzidos comercialmente como inseticidas, fungicidas e herbicidas para aplicacdes
agricolas e industriais, utilizando como ingredientes ativos 1,8-cineol ou eucaliptol, o
principal constituinte dos 6leos de alecrim (Rosmarinus officinalis [Linnaeus, 1753]) e de
eucalipto (Eucalyptus globulus [La Billardiére, 1800]), o eugenol do éleo de cravo-da-india
(Syzygium aromaticum [L./ Merrill & Perry, 1939]), o timol do tomilho de jardim (Thymus
vulgaris [Linnaeus, 1753]) e o mentol de varias espécies de hortela-verde (Mentha spicata
[Linnaeus, 1753]) (Figuras 7) (5).

(17) (18) (19) (20)

CH3

CHy CHg
HO OCH4
(¢]
OH
OH -

HaC CHy N HaC CH, HyC CHs
CH,

Figura 7: Estruturas quimicas de compostos presentes em 6leos essenciais: 1,8 cineol ou eucaliptol (17),
eugenol (18), timol (19) e mentol (20).
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A eficacia dos 6leos essenciais no controlo dos insetos depende diretamente da sua
composic¢ao quimica a qual, por sua vez, esta relacionada com as praticas de cultivo, as
condi¢cdes ambientais, 0s processos extrativos e a propria espécie em causa (48). Sao
basicamente matrizes lipofilicas que atuam como toxinas ou como dissuasores da
alimentacdo, do acasalamento e da oviposi¢cdo de uma grande variedade de pragas de
insetos (80). Podem afetar os processos bioquimicos, e perturbar especificamente o seu
equilibrio endécrino normal. S&o neurotdéxicos e considerados como reguladores do
crescimento dos insetos, interrompendo o processo normal de morfogénese (processo da

inducao da proliferacdo e da diferenciagéo celular) (4,13,81).

Os 6leos essenciais extraidos das plantas das familias Meliaceae (Jussieu, 1789) e
Rutaceae séo 6leos citricos, com predominancia de limoneno e linalol e atuam por contacto
e no SNC. O limoneno apresenta toxicidade em todas as fases do ciclo de vida da mosca
(ovos, larvas, pupas e adultos) e o linalol é toxico para os ovos e larvas das moscas da
fruta do Caribe (Anastrepha suspensa [Loew, 1862]). Foi observado que o linalol afeta o
transporte iénico e a libertacdo da acetilcolina (inibidor da acetilcolinesterase [AChE]) dos
insetos (82) (Figura 8).

Situagso basal Na presenga de constituintes de OE

neuronio pré- /neurc’)nio pré-
sinaptico ‘ sinaptico
O (
@ @ @ @
e Y LS
AChE ™ 2 AChE e
N g \ 72N
° ACh < ACh
<
9. ,\\ e 7 7
L / / Oe@ (Y
* . 0, OE
o \ L ? 7/nAChr K 1 ? ___ nAChr
Na + Na* Na+
neuroénio pos-sinaptico neurénio pos-sinaptico

Figura 8: Os constituintes de OE inibem a atividade da acetilcolinesterase (AChE). ACh- Acetilcolina; nAChr-
recetores nicotinicos de acetilcolina; OE- constituintes de 6leos essenciais. Adaptado de (83).

Nas moscas domésticas e nas baratas alemas (Blattella germanica [Linnaeus, 1767]) foram
testados varios monoterpenos (mirceno, terpineol, linalol e pulegona) que apresentam

neurotoxicidade e s&o importantes componentes de 6leos essenciais (Figura 9) (4,13,64).
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Figura 9: Estruturas quimicas de monoterpenos presentes em 6leos essenciais (21) limoneno, (22) linalol, (23)
mirceno, (24) terpineol e (25) pulegona.

O rapido aparecimento de sinais tdxicos sugere um modo de a¢do neurotdxico envolvendo
a inibicdo competitiva da acetilcolinesterase, a ativacdo competitiva dos recetores
octopaminérgicos ou a interferéncia com os canais de cloro controlados pelo GABA (Figura
10). Sintomas evidentes, incluindo a hiperatividade, seguida de hiperexcita¢do, convulsées
e tremores seguidos de paralisia ("knockdown"), sdo semelhantes aos produzidos por

inseticidas como os organofosforados e os carbamatos (13,33,42,44).

Situacéo basal Na presenca de constituintes de OE
Neurdnio Neurénio
pré-sinaptico pré-sinaptico
. \e e (o \.
(. (e \9 {. K, .
. ¥ - GABA o ® TSs, OF
o GABA - . .
~ - ~ -
o ® ® -
R By A | GABAr Sl B ? ) GABAT
o . Cl- ,
Cl cl-
Neurdénio pos-sinaptico Neurdnio pés-sinaptico

Figura 10: Os constituintes de OE aumentam o fluxo de cloro (CI) através da modelagéo dos recetores GABA.
GABA- Acido gama-aminobutirico; GABAr- recetores de GABA; OE- constituintes de 6leos essenciais.
Adaptado de (83).

A octopamina (OA) (Figura 11) € uma amina biogénica multifuncional que ocorre
naturalmente e desempenha diferentes papéis-chave como neurotransmissor, neuro-
modulador e neuro-hormonal no sistema dos invertebrados, e tem uma funcéo fisiolégica
semelhante a da norepinefrina (catecolamina) em vertebrados. A interrup¢cdo do
funcionamento da octopamina resulta na decomposicdo total do sistema nervoso dos
insetos (84).
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Figura 11: Estrutura quimica da octopamina.

Os efeitos comportamentais agudos e sub-letais dos constituintes de 6leos essenciais, em
insetos e em outros vertebrados, sao consistentes com um local alvo do sistema
octopaminérgico que age bloqueando os recetores de octopamina (Figura 12). Estudos
farmacologicos, bioquimicos e fisiolégicos tém demonstrado a presenca de subtipos de
recetores de octopamina em diferentes espécies, como por exemplo a barata americana
(Periplaneta americana [Linnaeus, 1758]), bicho da seda (Bombyx mori [Linnaeus, 1758])
e mosca da fruta ou mosca de vinagre (Drosophilla melanogaster [Meigen, 1830]). Os
estudos farmacolégicos em subtipos de recetores octopamina, revelaram que estes nao
foram encontrados nos vertebrados (85). A acao inseticida pode ser exercida no sistema
octopaminérgico em particular no recetor do tipo 2 dos insetos (13). As funcdes fisioldgicas
da OA parecem estar relacionadas com classes farmacologicamente distintas de recetores
de octopamina nomeadamente o ritmo miogénico via concentracdo de Ca?*, de
octopaminaza, octopaminazs, octopaminasz (ativacéo de atividade da adenilato ciclase), que
sao ligados a diferentes mensageiros secundarios pertencentes a familia de recetores
acoplados a proteina G (G-PCRs) (13,84).

OE, Fora da célula

OAr

Membrana celular

G
/ \ Dentro da célula
T cAMP Ca? T

Figura 12: Os constituintes de 6leos essenciais bloqueiam os recetores de octopamina. OE- constituintes de
6leos essenciais; OAr- recetores octopamina; G- proteina G; cAMP- adenosina monofosfato ciclica; Ca?*- ides
de célcio; T- aumento do nivel da molécula. Adaptado de (83).

Alguns estudos relatam que certos constituintes de 6leos essenciais, como o eugenol ou o

timol podem funcionar como bloqueadores dos recetores da octopamina e que estes
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podem trabalhar através das cascatas dos recetores de tiramina (amina). Foram descritas
propriedades inseticidas pela ativacdo do eugenol em baixas doses dos recetores de
octopamina mas a resposta a octamina ndo foi afetada no neurénio de DUM (mediana
dorsal ndo pareada) e também na atividade do intestino anterior. Com estes resultados foi
proposto um subtipo diferente de recetor de octopamina. Foi também avaliada a toxicidade
de monoterpenos numa térmita (Coptotermes formosanus [Shiraki, 1909]) e o eugenol foi
0 mais eficaz contra a mosca da fruta, o mosquito da febre amarela, (Aedes aegypti
[Linnaeus, 1762]) e a barata americana, (Periplanata americana [Linnaeus, 1758]) (81,86).
O timol apresentou toxicidade na mosca doméstica e na lagarta do algodao (S. litura) sendo
a sua LDsp entre 25,4 a 29,0 pg/inseto assim como na mosca da fruta e no mosquito (Culex
pipiens [Linnaeus, 1758]) (13,84).

1.2.3.4. Quassinae neoquassina

A arvore de madeira amarga ou quassia (Quassia amara, [Linnaeus]) é um arbusto e um
membro da familia Simaroubacea e possui atividade inseticida. Os seus principais
constituintes bioativos sdo os quassinoides e os que apresentam atividade inseticida séo
a quassina (triterpeno lactona) e a neoquassina (triterpeno) (Figura 13). Sao considerados
agressores estomacais e também atuam por contacto. Os extratos de quassia apresentam
eficacia contra varios insetos, tais como afideos, lagartas, escaravelhos entre outros. Os
extratos de quassia mostraram uma atividade antialimento contra as larvas de borboleta
(Hypsipyla grandella, [Zeller, 1848]) (4).

(26)  —

Figura 13: Estruturas quimicas da quassina (1) e neoquassina (2).
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1.3. Mecanismos de defesa dos insetos

Os insetos lepiddpteros sao fitofagicos e possuem mecanismos com alguma complexidade
para reduzir ou inativar metabolicamente, a quantidade de alguns dos xenobidticos

potencialmente tdxicos que ingere (87).

O sistema de defesa aleloquimico destes insetos incluem o citocromo P450, a glutationa-
S-transferase e as esterases (enzimas que hidrolisam ésteres particulares em acidos,
alcoois ou fendis), que estédo presentes no seu trato gastrointestinal, permitindo uma rapida
eliminacdo das substancias toxicas, ou dos corpos gordurosos ingeridos, facilitando,
simultaneamente, a desintoxicacdo de contaminantes que penetrem na estrutura cuticular

ou traqueal (13).

1.4. Espécies de plantas em estudo

Tendo em conta a grande variedade de plantas que apresentam compostos com
propriedades inseticidas, para o presente estudo foram escolhidas as espécies mentrasto
(Ageratum conyzoides [Linnaeus, 1753]), ceruda (Chelidonium majus [Linnaeus, 1753]),
nogueira-comum (Juglans regia [Linnaeus, 1753]) e arruda (Ruta graveolens [Linnaeus,
1753]), em funcao de requererem mais estudos versando as suas propriedades bioldgicas

e farmacoldgicas.

1.4.1. Ageratum conyzoides (Linnaeus)

O mentrasto (Ageratum conyzoides [Linnaeus, 1753]) é uma planta anual herbacea,
ramificada e ereta da familia Asteraceae. Pode atingir os 30 a 100 cm de altura e é nativa
da América Tropical, mas a sua distribuicdo ocorre em &reas tropicais e subtropicais a volta
do mundo. Esta espécie tem uma grande adaptabilidade ambiental e tem um potencial
reprodutivo e de alelopatia. Esta planta € considerada uma erva daninha em 50 paises,
mas também, é usada como planta ornamental e na medicina tradicional (1,88,97-99,89—
96).

Nao é consumida por seres humanos, mas € muito utilizada com fins medicinais em varias
zonas de Africa, Asia e América do Sul, onde, na medicina popular, a planta € usada como
purgativo, antipirético, anti-inflamatério, antimicrobiano, antidisentérico, antilitico,
anticélicas e anti tlceras. Embora referida como venenosa para coelhos devido a presenca
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de cianeto de hidrogénio (HCN) e de cumarinas, em algumas culturas, é considerada uma
iguaria para animais como porquinhos-da-india, cavalos e gado e é usada para alimentar
peixes (88,100,101).

Devido ao seu uso na medicina tradicional, a planta A. conyzoides foi estudada e foi
possivel concluir que, de fato, possui diversas atividades antimicrobiana (antibacterianos e
antifangicos) (2,93,102,103), anticonvulsivante (93), anticoagulante (88), analgésica
(88,95,102,103), antipirética  (88,93), anti-inflamatéria  (88,93,98,100,102-104),
miorelaxante (88), antioxidantes (95,100,103), cicatrizantes (103), anticancerigenas
(102,103), anti tumoral (105), anti hiperglicémicas (103), anti ulcerogénicas (103),
antiespasmaédico (99,105), anti-artrite (105), anti protozodario (105), herbicida (2),
nematicida (2,104) e inseticida (2,88,97,102—-104,106).

Toda a parte aérea da planta produz um 6leo volatil e a obtencao desse 6leo essencial, por
destilacdo a vapor, liberta um odor intenso e pungente. Ao 6leo essencial extraido da planta
sdo atribuidas varias atividades biologicas. O Oleo essencial da parte aérea do A.
conyzoides contém cromenos (desmetoxiageratocromeno [precoceno I] e ageratocromeno
[precoceno 11]), sesquiterpeno (B-cariofileno, o 6xido de cariofileno e os hidrocarbonetos) e
monoterpenos (a-farneseno, y-cadineno, &-elemeno, B-elemeno, muuroleno), cumarina e
em quantidades muito pequenas benzofuranos (2-amilfurano e 2,3-di-hidrobenzofurano),
melitol e a-funebreno, flavonoides como o campferol, quercetina e seus glicésidos, os
alcaloides (1,2-desifropirrolizidinico e licopsamina) (Tabela 2)
(2,88,89,91,92,99,102,103,105,107-110). Para alguns investigadores, a quantidade e a
composicao dos varios 6leos podem variar em funcao da localizac&o ou origem da planta.
Dos cromenos, que o 6leo essencial do A. conyzoides contém, os precocenos | e I,
apresentam atividade inseticida, provocando efeitos ovicida, anti gonadotrépico,

metamorfose precoce e inducdo de diapausa em insetos (88,91,99,102,107).
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Tabela 2: Compostos bioativos da espécie A. conyzoides.

Estrutura

Classe

Composto P P Origem Referéncias
guimica guimica
he Oleo
3 0 0 essencial
Desmetoxiageratocromeno \ da parte | (2,88,89,91,92,99,
(precoceno 1) He CH, Cromenos aérea da 102,103,105,
planta 107-110)
\ Folha
Caule
Oleo
essencial | (2,88,89,91,92,99,
B-cariofileno Sesquiterpeno | da parte 102,103,105,
aérea da 107-110)
planta
Oleo
essencial | (2,88,89,91,92,99,
Campferol Flavonoides da parte 102,103,105,
aérea da 107-110)
planta
Oleo
essencial | (2,88,89,91,92,99,
2-amilfurano 0 Benzofuranos | da parte 102,103,105,
aérea da 107-110)
planta
o OH Oleo
Alcaloides de | essencial | (2,88,89,91,92,99,
Licopsamina 1 nucleo da parte 102,103,105,
pirrozidinico aérea da 107-110)
planta

A toxicidade do A. conyzoides néo foi ainda bem determinada, pelo que continuam a ser

feitos estudos com esse objetivo, em relagdo a cada um dos seus compostos. Existe pouca

informacé&o que confirme a hepatotoxicidade da A. conyzoides sendo a que existe muito

conflituante (108). Alguns autores referem que os alcaloides 1,2-desifropirrolizidinico e

licopsamina tém uma atividade hepatotéxica, enquanto outros argumentam que o A.

conyzoides € venenoso apenas para coelhos, como ja se referiu acima (88,100,101). Foi

relatado, ainda, que os alcaloides de nucleo pirrolizidinico sdo hepatotdxicos e podem

provocar intoxicacdo aguda, enquanto outros estudos demonstraram que o A. conyzoides

ndo é téxico para humanos quando séo ingeridos 300, 400 e 600 mg / kg do seu peso

corporal, doses consideradas seguras (2).
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1.4.2. Chelidonium majus (Linnaeus)

A ceruda (Chelidonium majus [Linnaeus, 1753]) € uma planta perene da familia das
Papaveraceae. E nativa da Europa, mas pode encontrar-se na Asia Ocidental, América do
Norte e noroeste de Africa principalmente em solos ricos em azoto (N) (109-115) . Esta
planta contém latex (exceto nas flores), que possuem mais de vinte alcaloides de nucleo
isoquinoleinico, ja isolados e identificados quimicamente (109,113,114). E uma planta com
alguma toxicidade pela presenca de alguns metabolitos secundarios, tais como
flavonoides, acidos fendlicos e saponinas nas raizes e nos caules, mas possui outros que
permitem a sua utilizagdo em medicamentos tradicionais e modernos (116,117). Os
alcaloides, sé@o responsaveis por propriedades farmacoldgicas, as quais incluem efeitos
hepatoprotectivos (110,118), antimicrobianos (110-113,118-120), antivirais e anti
parasiticos (110-112,121,122), cardiovasculares (110), coleréticos (110), periodontais
(110), radioprotetivos (110), citotoxicos (110,112,113,118-121,123) e ainda no sistema
reprodutor e no sistema nervoso central (SNC) (110), além de atividade imuno-modeladora
(110,112,118), anti-inflamatéria (110-113,118-121), analgésica (110,118,120) e
hipoglicémica (110).

O seu uso medicinal milenar, ja referido, € motivado pelo interesse quimico e farmacolégico
dos seus alcaloides derivados da isoquinolina. Contém alcaloides do tipo benzofenantridina
(sanguinarina, quelidonina, quelitrina e isocelidonina), do tipo protoberberina (berberina,
coptisina e estilopina) e do tipo protopina (protopina, alocriptopina), mas possui também
flavonoides (campferol, quercetina, isorramnetina ou isorramnetol glicosideos), terpenos,
acidos fendlicos e saponinas entre outros (Tabela 3) (112,113,
114,116,117,119,122,124,127,128,129-133).
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Tabela 3: Compostos bioativos de C. majus.

Estrutura Classe

P P Origem Referéncias
guimica Quimica

(112,113, 114,
116,117,119,122,124,127,
Parte

Alcaloides do tipo aérea e 128,129-133)
benzofenantridina raiz

Composto

Sanguinarina

(112,113, 114,

Berberina i aérea e
protoberberina raiz 128,129-133)
(112,113, 114,
; _ Alcaloides do tipo Parte 116,117,119,122,124,127,
rotopina . aérea e
protopina raiz 128,129-133)
(112,113, 114,
. l?arte 116,117,119,122,124,127,
Campferol Flavonoides aérea e
raiz 128,129-133)

OH

(112,113, 114,
Terpenos Parte 116,117,119,122,124,127,

aérea
128,129-133)
(112,113, 114,
. » Parte 116,117,119,122,124,127,
Acidos fendlicos .
aerea 128,129-133)

(112,113, 114,
Saponinas Parte 116,117,119,122,124,127,
aerea
128,129-133)

Os alcaloides desta planta (a sanguinarina e a queleritrina) apresentam atividades
citotoxicas (109,119,121,125), antimicrobianas (109,121,131), antivirais (121), antifangicas
(121) e anti-inflamatéria (109,119-121,131), enquanto quelidonina possui, para além
destes, efeitos anticancerigenos (109,120,121), espasmoliticos (109,121), analgésicos
(120,121) e antibacterianos (120,121). Os principais alcaloides das partes aéreas da
planta sdo a quelidonina, a berberina e a coptisina. A quelidonina é usada na preparagao
de um agente carcinostatico (tio-fosforamida), protegido por varias patentes podendo ja
nao estar em vigor. Os alcaloides que se encontram nas raizes sdo a sanguinarina e
quelitrina (121,127,132). Existem também relatos de que a berberina e a coptisina possuem
propriedades colinocinéticas e antibacterianas (109). Os alcaloides de C. majus tém
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atividade inseticida, sdo antinutrientes, repelente e tém propriedades de regulacdo de
crescimento de alguns insetos. As diferentes partes do C. majus, como caules, folhas,
flores e frutos, sédo utlizados em diferentes propor¢cbes em diferentes produtos

farmacéuticos comercializados (109).

Na fitoterapia ocidental e na medicina tradicional chinesa (MTC), a ceruda tem um grande
potencial terapéutico e é conhecido ha séculos em todo o mundo. O seu interesse deve-se
precisamente a esse potencial terapéutico proveniente das substancias biologicamente
ativas que possui e as quais se atribuem atividades anti-inflamatérias (110-
112,118,119,121,124-126), antimicrobianas (110,111,114,118,119,121,124-126),
antivirais (111,112,114,121,124) e antiespasmadicas (111,126), muito embora haja ainda
muitas limitagBes no seu uso, por haver necessidade de serem melhor avaliadas uma vez
que a aplicacdo de extratos vegetais em farmacoterapia apresenta um risco maior de
efeitos colaterais do que 0s compostos puros, cuja vantagem é um efeito terapéutico mais
previsivel (110,131,133).

Na medicina tradicional é utlizada no tratamento de doencas hepaticas, Ulceras e
espasmos gastricos, infegdes orais, doencas reumaticas, tuberculose e ictericia. E, ainda,
utilizado topicamente para o tratamento de distarbios da pele, incluindo verrugas, eczema
e calos (112,120,121,134-139).

1.4.3. Juglans regia (Linnaeus)

A nogueira-comum (Juglans regia [Linnaeus, 1753]) pertencente a familia Juglandaceae,
sendo geralmente conhecida como nogueira persa ou comum (140-144). E uma arvore
gue se encontra principalmente em regides de clima temperado e é cultivada com fins
comerciais nos Estados Unidos da América, América do Sul, Asia e Europa dada a
importancia das suas frutas, folhas, sementes, cascas e folhas verdes, muito usadas na
industria alimenticia, cosmética e farmacéutica (140,145-147). A casca verde € rica em

compostos bioativos naturais (148).

A noz da J. regia, tem sido utilizada para fins medicinais desde a antiguidade, tanto na Asia
como na Europa, dado que a sua casca contém juglona, que possui atividade
antimicrobiana e é também chamada de 5-hidroxi-1,4-naftoquinona (141,146,149). E um
agente alelopéatico usado comercialmente, mas que também possui propriedades
terapéuticas (146,149). Esse composto encontra-se nas folhas, raizes e cascas da planta,

juntamente com outros polifendis. A juglona é produzida nas raizes, folhas e cascas e
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possui efeitos toxicos para 0s insetos, microrganismos, organismos marinhos e mamiferos,
mas recentemente, também foi demonstrado que possui propriedades nematicidas (147),
anticancerigenas (147,149) e antimicrobianas (150) embora até ao momento, as

informacdes sobre ela sejam quase inexistentes.

As folhas da nogueira séo utilizadas para se obter um preparado farmacéutico, por
decoccdo, fervendo as mesmas em Aagua, coando-as e espremendo-as de seguida. O
decocto tem efeitos antibacteriano, antiviral, adstringente, anti-helmintico, regulador do
suor, ceratolitico e sedativo. Os principais fitoquimicos presentes nas folhas de J. regia séo
polifendis ([naftoquinonas, como juglona ou tetralonas], taninos hidrolisaveis, flavonoides,
acidos fendlicos [acido ferulico e cafeico]), além de diarilheptanoides (151,152). Os
terpenos também estdo presentes, principalmente monoterpenos, sesquiterpenos e
megastigmanes. Os componentes quimicos da casca verde da noz sdo taninos
hidrolisaveis (acido elagico e o acido tanico) e taninos condensados, tetralonas (regiolona),
acidos organicos (acido ftalico), &cido fendlico (acido benzoico), fendis (2,6-dimetil-fenol e
siringol), flavonoides (sudachitina, cirsilineol e 5,6,4 -trihidroxi-7,3 -dimetoxi-flavona),
diarilheptanoides (rhoiptelol, juglanina A, juglanina B e juglanina C), esterois (campesterol
e estigmasterol) e triterpenos (acido oleandlico, acido ursolico, entre outros), entre outros
(Tabela 4) (145,149,151,153,154).

Tabela 4: Compostos bioativos de J. regia.

Estrutura Classe
guimica guimica

Acido elagico Taninos hidrolisaveis | Casca verde | (145,149,151,153,154)
H
H
OH
OH

[e]
(o]
Acido benzoico 5
o]
Juglona
[o]

Composto Origem Referéncias

Regiolona Tetralonas Casca verde | (145,149,151,153,154)

Acido organico Casca verde | (145,149,151,153,154)

Naftoquinonas Casca Verde | (145,149,151,153,154)
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Tabela 4: Continuagéo.

Composto Estrut_ura le’is.se Origem Referéncias
quimica guimica
OH
H;C CH,

2,6-dimetil-fenol Fendis Casca verde | (145,149,151,153,154)
Sudachitina Flavonoides Casca verde | (145,149,151,153,154)
Rhoiptelol Diarilheptanoides | Casca verde | (145,149,151,153,154)
Campesterol Esteréis Casca verde | (145,149,151,153,154)
Acido oleandlico Triterpenos Casca verde | (145,149,151,153,154)

Na medicina tradicional, as folhas também se usam no tratamento da insuficiéncia venosa
e na sintomatologia hemorroidal por possuir propriedades antidiarreicas, anti-helminticas,

depurativas e adstringentes (140,146,151).

Os galhos, folhas, raizes e cascas das nozes tém sido utilizadas para tratar dores de
estdbmago, disenteria, dermatite e concrecdo (agregacao solida que se forma em certos
tecidos ou 6rgaos) (155). As nozes sao ainda aconselhadas para o controlo de pragas. Os
extratos das folhas e cascas de nozes atuam como antinutrientes nos insetos. Os extratos
da casca de nozes verdes sédo prejudiciais as larvas de Mythimna separatea (Walker,1865)
e Stilpnotia candida (Staudinger, 1892) e os extratos das folhas atuam de forma sistémica
e por contacto contra Tetranychus cinnabarinus (Boisduval, 1867) e Tetranychus
viennensis (Zacher,1920) (155). Varios estudos farmacoldgicos provaram que as cascas
de nozes verdes tém atividades antioxidante, antimicrobiano e anti-HIV (153). A atividade

acaricida das cascas de nozes verdes ainda néo foi devidamente relatada (156).
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1.4.4. Ruta graveolens (Linnaeus)

A Ruta graveolens (Linnaeus, 1753) pertence a familia Rutaceae (157). E uma planta
herbacea perene, resistente, com uma cor verde acinzentada caracteristica, um odor
desagradavel e caules amplamente ramificados (158). E originaria do Mediterraneo, mas
cultivada em muitas regibes do mundo, por possuir propriedades medicinais anti
nociceptivas e anti-inflamatérias. E usada como remédio para céibras, histeria, parasitas
intestinais, doencas de pele e doencas do Utero e pode ainda ser utilizada para induzir
abortos provocando graves complicacbes de morbimortalidade (157,159). Duas outras

importantes utilizacdes sdo a regulacéo do ciclo menstrual e o controlo de espasmos (158).

Na espécie R. graveolens encontram-se 0s compostos alcaloides tipo acridona
(rutacridona, epoxido de rutacridona e gravacridondiol), alcaloides tipo furoquinolinonas
(skimmianina) e alcaloides tipo alquilguinolinonas (graveolina e graveolinina),
furanocumarinas (xantotoxina, psoraleno e metoxipsoraleno), terpenos (limoneno e
pineno), monoterpenos (eucaliptol e linalol), flavonoides (rutina e quercetina),
furoquinolinas, saponinas, e taninos, que sao isolados de diferentes partes da planta
(Tabela 5) (158,160,169,161-168). A rutina e o graveolina estao presentes nas folhas e os
alcaloides tipo acridona estéo presentes nas raizes (167). A R. graveolens conhecida como

arruda comum contém 2-alquilquinolonas (170).

Tabela 5: Compostos bioativos de R. graveolens.

Composto Estfut_ura Clgs_se Origem Referéncias
guimica guimica

Rutacridona AIcaI0|d_es do tipo Raiz (158,160,169,161—
acridona 168)

Skimmianina Alcaloides do tipo Parte aérea | (158,160,169,161—
furoquinolinonas da planta 168)

Graveolina AIca_I0|d_es (_10 tipo Folhas (158,160,169,161—
alquilquinolinonas 168)

Psoraleno Furanocumarinas Folhas (158’16&;()59'161_
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Tabela 5: Continuagéo.

Estrutura Classe . a
Composto L - Origem Referéncias
guimica quimica

/ Ty
8 o 0 o | Furanocumarinas Folhas (158,160,169,161~
Metoxipsoraleno 168)
o]
/
CHy
, Oleo essencial | (158,160,169,161—
Limoneno i; Terpenos da folha 168)
e CH

HC

2
CH,
Eucaliptol Monoternenos 6leo essencial (158,160,169,161—
P P da folha 168)
Hj

[s)
(o}
HiC

j_w

(158,160,169,161—

. I ] .
Rutina ‘ Flavonoides Folhas 168)

L Parte aérea da (158,160,169,161—
Furoquinolinas

planta 168)

Saponinas Parte aérea da (158,160,169,161—
planta 168)

Taninos Parte aérea da (158,160,169,161—
planta 168)

Os extratos aquosos da parte aérea e das raizes da arruda contém muitos metabolitos
secundarios com interesse comercial, pelas propriedades biolégica e farmacolégica que
apresentam, dadas as suas atividades antimicrobianas (antifingicas e antibacterianas)
(171-173), contracetivas (172), fitotoxicas (174), antidotais (174), antioxidantes (171,172),
anti-inflamatérias (171-173), antidiabéticas (171), anti androgénicas (171), inseticida (173),
larvicida (171,175) e repelente de insetos (171), entre outras.

Como se diz acima, os extratos de R. graveolens apresentam varios tipos de metabolitos
secundarios como cumarinas, furanocumarinas, alcaloides (acridona e quinolona) e
flavonoides. As cumarinas e as furanocumarinas séo utilizadas com sucesso no tratamento
sintomatico de doencas desmielinizantes, particularmente esclerose multipla,
leucodermalvitiligo (despigmentacdo adquirida da pele), pelas suas propriedades
estimulantes de pigmento e psoriase (164). As cumarinas tém efeitos anti tumorais,
antioxidantes, antimicrobianos, anti-inflamatérios e anti mutagénicos, além de

influenciarem as atividades hormonais dos insetos (166). Muitos alcaloides, incluindo
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dictamina e metoxidictamina possuem propriedades antimicrobianas. As culturas in vitro
de R. graveolens revelaram-se uma boa fonte biotecnolégica de fitoalexinas
biologicamente ativas (164). O sumo das folhas é eficaz contra picadas de cobras e
escorpides (162,165,167). As furanocumarinas, que ocorrem naturalmente nas plantas sdo
responsaveis pelas propriedades fotorreativas que ela revela. As furanocumarinas foram
guantificadas nos érgdos de R. graveolens (frutas, caules, folhas, raizes) para determinar
a alocacao de furanocumarinas na planta e extrapolar para uma possivel producdo de

campo (por hectare) (163).

27



2. Materiais e Métodos

2.1. Reagentes e Substancias de referéncia

Foram utilizados os compostos quimicos metanol (MeOH) e dimetilsulféxido (DMSO),
adquiridos em Fisher Chemical (Loughborough, UK), meio de inseto Grace (Gibco), soro
bovino fetal (SBF), L-glutamina, hidrolisado de lactalbumina, azul tripano e, também os
reagentes de Dragendorff (iodeto de bismuto e potéssio), de Mayer (tetra-iodomercurato
de potassio), de Bertrand (acido silico-tingstico) e de Stiasny (formol cloridrico). Ainda

foram utilizados o 4', 6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) e a faloidina.

Além destes, foi necessario recorrer-se, ainda, ao acido cloridrico a 10%, a amoénia diluida
(2:1), ao éter etilico (C2Hs).0, agua destilada, gelatina, cloreto de férrico a 4%, acido
acético a 10%, acetato de chumbo a 10%, hidréxido de sodio a 20 %, acido cloridrico

concentrado, fita de magnésio, acido bérico a 3% e acido oxalico a 10%.

Utilizaram-se quatro substéncias de referéncia adquiridas da Sigma-Aldrich: o 8-
metoxipsoraleno, a cumarina, o psoraleno e o bergapteno e ainda inseticida comercial
clorpirifos (CPF).

2.2. Amostragem

Neste trabalho de investigacao, foram utilizadas quatro espécies de plantas, recolhidas na
regido de Braga e trazidas posteriormente para o Laboratério de Farmacognosia da
Universidade de Farmacia do Porto, nomeadamente o mentrasto (A. conyzoides), a ceruda
(C. majus), a casca verde da noz da nogueira vulgar (J. regia) e a arruda (R. graveolens)
(Tabela 6).

As amostras foram secas em estufa, durante 2 a 3 dias, a temperatura de 40°C. De seguida
as folhas foram retiradas dos caules e as diferentes espécies foram trituradas
separadamente, assim como os caules e as cascas verdes das nozes, seguidamente foram
tamisadas separadamente com o crivo tamanho 25. As amostras obtidas foram pesadas,
guardadas em frascos de plastico e armazenadas numa zona escura a temperatura

ambiente.
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Tabela 6: Espécies das plantas utilizadas e o0 seu peso seco em gramas (g).

Designacédo das

Espécie da planta amostras Parte da planta Peso seco (g)
Folhas 34,229
Mentrasto A
Caules 0,000
Ageratum conyzoides
Folhas 62,318
Mentrasto B

Caules 18,348
Folhas 48,751

Chelidonium majus Ceruda
Caules 9,290
Folhas 0,000
Juglans regia Nogueira-comum Caules 0,000
Casca verde 31,717
Folhas 18,709

Arruda A
Caules 0,000
Folhas 24,889

Ruta graveolens Arruda B
Caules 10,875
Folhas 29,130

Arruda C
Caules 14,158

Nota: As designacdes A, B e C sao referentes as localizagdes distintas de onde as diferentes espécies foram
colhidas.

2.3. Preparacéo dos extratos

As amostras vegetais (1g) foram extraidas durante 24 horas com uma solugéo
hidrometandlica (30% agua: 70% metanol) e ficando a agitar na placa de agitacdo, num
volume final de 100 mL, tendo sido centrifugadas a 4000 rpm, 4 minutos. De seguida
procedeu-se a filtragem das solu¢des com um filtro de poro n° 3. O metanol presente nos
extratos foi evaporado por rotavapor (4h, 50°C), sendo as amostras congeladas e
posteriormente liofilizadas.

As amostras foram entdo acondicionadas e armazenadas no exsicador, até utilizacao.

Os diferentes extratos foram identificados de modo alfanumérico (tabela 7), pesando-se
cerca de 15 mg de cada um, com 300 pL de uma solugéo composta por 50% de MeOH e
50% de DMSO, de modo a ficarem com uma concentracdo de 50 mg/ mL. As solucdes

stocks dos extratos foram armazenadas no frigorifico.
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Tabela 7: Identificacdo dos extratos brutos pelo cédigo alfanumérico e suas massas em miligramas (mg).

Cdédigo Espécies de Planta nome Parte da Peso
0 Extrato
alfanumérico plantas comum planta extrato (mg)

Al Folhas Hidrometandlico 3246,7
Arruda

Caules 0,000

A2 Folhas Hidrometandlico 5056,3
Arruda

A3 Caules Hidrometandlico 727,5

Ruta graveolens

A4 Folhas Hidrometandlico 3160,7
Arruda

A5 Caules Hidrometandlico 665,6

A6 Folhas Diclorometano 0,000
Arruda

A7 Folhas Acetato de etilo 0,000

A8 Chelidonium Folhas Hidrometandlico 1715,0
. Ceruda

A9 majus Caules Hidrometandlico 1737,8

Al0 Folhas Hidrometandlico 926,1

Mentrasto
Caules 0,000
All Agerat_l:jm Folhas Hidrometandlico 1775,9
conyzoides Mentrasto

Al12 Caules Hidrometandlico 1134,9

Al13 Mentrasto Folhas Diclorometano 0,000

Folhas 0,000

Juglans regia Nogueira- Caules 0,000
comum

Al4 Cascaverde Hidrometandlico 2499,3

Nota: Os espagos vazios correspondem as partes da planta que nédo se obtiveram quando as amostras foram
colhidas.

As amostras (A6, A7 e A13) foram submetidas a extracdo por Soxhlet com diclorometano
ou acetato de etilo durante 4 horas, periodo apés o qual o solvente foi removido por
evaporacdo. De forma a remover as clorofilas, os extratos foram eluidos numa coluna
Chromabond C19 utilizando metanol como eluente. ApOs este passo, o solvente foi

evaporado.

2.4. Culturacelular

A S. frugiperda, da ordem dos Lepidoptera, onde estdo incluidas as borboletas e as tracas,
também conhecida como “lagarta militar ou do exército de queda”, € uma tragca conhecida

a nivel mundial como uma das principais pragas por atacar culturas de milho, algodéo,
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sorgo e arroz, entre outras (176-180). O controlo desta traca é feito com inseticidas

sintéticos da classe dos carbamatos, organofosforados e piretroides (181,182).

As trés ordens de insetos, consideradas como as piores pragas para a agricultura, pelo seu
poder destruidor nas culturas, sao a ja referida Lepidoptera, a Diptera e a Coleoptera, cujas
linhas celulares sédo originarias de diferentes tecidos do seu corpo interno (intestino médio,
ovarios, sistema circulatrio ou todo o corpo). Dessas linhas celulares, as CF-203 e as
GUTAWL tém origem no intestino médio da (Choristoneura fumiferana [Clemens, 1865],
Lepidoptera) e da (H. zea, Lepidoptera), respetivamente, enquanto as High5 e Sf9, no
ovario das (Trichoplusia ni, Lepidoptera) e (S. frugiperda, Lepidoptera), respetivamente. As
linhas S2 originam-se nos hemocitos (células circulares na hemolinfa dos insetos) da
(Drosophila melanogaster, Diptera) e as TcA em todo o corpo das (Tribolium castaneum
[Herbst, 1797], Coleoptera) (183). A linha celular escolhida para o desenvolvimento da

parte experimental foi a Sf9.

A linha celular Sf9 (S. frugiperda, tecido dos ovarios), foi utilizada e mantida na estufa a
28°C, em frascos de cultura de 25 cm?. Foi utilizado o meio Grace, suplementado com 10%
de soro bovino fetal (SBF) e também com [+] L-glutamina, [+] 3,33g/L de hidrolisado de
lactalbumina e [+] 3,339 / L de levedura. As células foram mantidas na fase de crescimento
exponencial e o seu nimero determinado mediante contagem em camara de Neubauer

com o teste de exclusédo do azul tripano.

2.5. Células de inseto Sf9 expostas aos diferentes extratos

As células Sf9 foram semeadas numa placa de 96 pocos (100 ulL/poco) com uma
densidade de 3x10* células/mL ficando a incubar por 24 horas. No dia seguinte, foram
preparadas as solucdes dos extratos com uma concentracdo de 0,5 mg/mL (4uL solugéo
stock dos extratos + 396 uL de meio). Na mesma placa rejeitou-se o0 meio que foi
previamente adicionado (100 pL/poco) e substituiu-se pelas solugbes dos extratos numa
concentracdo de 0,5 mg/mL e num volume de 100 pL/poco, voltando a ficar a incubar por
mais 24 horas (Figura 15). Foram usados como controlos o meio de insetos Grace e uma
solugdo de meio + DMSO + MeOH. A viabilidade celular foi testada através do teste de

resazurina.
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2.6. Avaliacao da viabilidade celular

Para avaliacdo da viabilidade celular foi utilizado um método baseado na reducdo da
resazurina. A solucgéo stock foi diluida 10 vezes nos pogos de cultura e teve lugar incubagéo
durante 20 minutos, periodo apds o qual a placa foi lida nos comprimentos de onda de
excitacdo/emissao de 530-560 / 590 nm.

2.7. Anédlise estatistica

Para se fazer a andlise estatistica utilizou-se o programa informéatico GraphPad Prism 6,
onde comecou por se fazer a analise de normalidade utilizando o teste Shapiro-Wilk. De
seguida fez-se uma andlise One-Way ANOVA para verificar as diferencas representativas

nos diferentes extratos, sendo que *** representam essas diferencas, p<0,001.

2.8. Técnicade microscoépiade fluorescéncia

Para a recolha de imagens para a avaliacdo do impacto dos extratos na morfologia celular,
as células (30.000 células/poco) foram fixadas com formalina e posteriormente marcadas
com DAPI (0,25 ug/mL), para estudo da cromatina e faloidina (CF543 5 U/mL), para

marcacgéo da actina e estudo da morfologia celular.

Apos fixacdo e marcacdo, as amostras foram observadas num microscopio invertido
Eclipse Ts2R-FL (Nikon) equipado com uma camara Retiga R1 e objetiva S Plan Fluor
ELWD 40x DIC N1. O equipamento estava calibrado de forma a poder fazer as medigoes

das amostras. As imagens foram analisadas com software open source “Fiji”.

2.9. Testes gerais de pesquisa fitoquimica

2.9.1. Teste de alcaloides

Para despistar a presenca de alcaloides nas espécies de plantas estudadas, utilizaram-se
diferentes reagentes gerais tais como o Dragendorff, Mayer e Bertrand. Para cada amostra
de plantas seca (Al, A2, A3, A4, A5, A8, A9, A10, All, Al2 e Al4), pesou-se um 1 g de

matéria vegetal que se ferveu com &cido cloridrico a 10%. Depois de arrefecida a solu¢éo
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obtida, alcalinizou-se com amonia diluida (1:1) em ampolas de decantacéo. Agitou-se esta
solugdo durante uns minutos e de seguida adicionaram-se 20 mL éter etilico, voltando a
agitar-se. Separam-se as fases e a fase etérea adicionaram-se 10 mL de acido cloridrico

a 10% e voltou a agitar-se (184).

Depois de separadas as fases, usou-se a fase acida, que foi dividida em quatro tubos de
ensaio diferentes, sendo que o primeiro tubo serviu de controlo, enquanto ao segundo se
adicionaram trés gotas do reagente de Dragendorff. No terceiro tubo adicionaram-se trés

gotas do reagente de Mayer e no quarto trés gotas do reagente de Bertrand.

2.9.2. Teste de taninos

Em varios gobelés, foram preparadas amostras das plantas secas (A3, A4, A5, A8, A9,
Al10, All, Al12 e Al4), para identificar a presenca de taninos nas espécies de plantas
utilizadas no presente estudo. Foi gasta toda a matéria vegetal das amostras Al, A2, A6,

A7 e Al3 para a obtencéo dos extratos.

Para cada preparacdo, pesaram-se cerca de 0,5 g de matéria vegetal, a qual se
adicionaram 25 mL de agua, procedendo-se, de seguida, a filtracdo da solucdo obtida em
cada uma (184).

2.9.2.1. Reagdo com a gelatina

Num tubo de ensaio, para cada uma das amostras (A3, A4, A5, A8, A9, Al10, All, Al2 e
Al14), colocou-se 1 mL da solucdo obtida por filtragdo, a qual se adicionou uma gota de
acido cloridrico diluido. Seguidamente, foi-se juntando, gota a gota, a solucao de gelatina
(184).

2.9.2.2. Reacdo com os sais de ferro

A mesma quantidade de solucao filtrada foi introduzida em novos tubos (A3, A4, A5, A8,
A9, A10, Al11, A12 e Al4) adicionando-se, em cada um, uma gota da solucéo de cloreto
férrico a 4% (184).
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2.9.2.3. Reacdo com o acetato de chumbo

Para a amostra A14, num matraz colocaram-se 2,5 mL da solucao filtrada e adicionaram-
se 5 mL de uma solugcdo de acido acético a 10%. Juntaram-se, ainda, 2,5 mL de uma
solucdo de acetato de chumbo a 10% (184).

2.9.2.4. Reacdo com o formol cloridrico

Para a amostra A14, num matraz colocaram-se 10 mL da solucéo filtrada e adicionaram-
se 4 mL de reagente de formol cloridrico, sendo depois aquecida em banho maria durante
30 minutos na hotte (184).

2.9.3. Teste de flavonoides
Para determinar a presenca de flavonoides, nas amostras A3, A4, A5, A8, A9, A10, Al1,
Al2 e Al4, 1 g de matéria vegetal foi agitado durante 2 minutos, com 15 mL de metanol e
filtraram-se as solu¢des. De seguida, filtrado, foi dividido por 5 tubos de ensaio, sendo
que o quinto tubo serviu de controlo em todas elas (184).

2.9.3.1. Reagado com os hidroxidos alcalinos

Para todas as amostras, ao primeiro tubo de ensaio adicionaram-se algumas gotas da
solugédo de hidréxido de sédio a 20 % (184).

2.9.3.2. Reagado com os sais metélicos

Ao segundo tubo de ensaio adicionaram-se algumas gotas de cloreto férrico a 4% (184).

34



2.9.3.3. Reacdo da cianidina

Na hotte, ao terceiro tubo adicionaram-se 10 gotas de acido cloridrico concentrado e

juntaram-se cerca de 2 cm de fita de magnésio (184).

2.9.3.4. Reacdo oxalo-bérica

Para cada amostra, o contetido do quarto tubo de ensaio foi vertido para dentro de um
balédo de fundo redondo e com rolha esmerilada, onde se adicionaram 3 mL de solugéo de
acido borico a 3% e 1 mL de solucéo de acido oxalico a 10%. Levou-se a secura deixando
aquecer por mais 5 minutos, no rotavapor. Quando o baldo arrefeceu, fez-se a

ressuspencao do residuo com 10 mL de éter. Leu-se a fluorescéncia a 365 nm (184).

2.9.4. Teste de saponosidos

Para as amostras A3, A4, A5, A8, A9, A10, Al1, A12 e Al4, pesaram-se 0,5 g de matéria
vegetal a qual se adicionaram, num gobelé, 100 mL de agua. Deixou-se a solugao entrar
em ebulicdo e continuar a ferver durante 30 minutos. Posteriormente, depois de arrefecida,
filtrou-se para um baldo volumétrico de 100 mL e perfez-se o volume inicial com agua
destilada (185).

Prepararam-se, com esta solucdo, 10 tubos de ensaio (Tabela 8). Cada tubo foi agitado

durante 15 segundos, apés o que foram deixados a repousar durante 15 minutos.

Tabela 8: Preparacgdo dos tubos de ensaio para o teste dos sapondésidos.

Tubos de ensaio | mimipiv v | veEviE v IX | X
Volumedasoluggfo(mL) | 1 | 2 | 3 |4 |5 |6 |7 8 9 |10

Volume da agua (mL) 9|1 8|7 |6 |5 |43 2 1|0
Volume total (mL) 10/10|10/10|10 10|10 | 10 |10 ]| 10
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2.10. Analise cromatografica

Foi utilizada a cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) para se identificarem os
compostos presentes nos extratos diclorometano e acetato de etilo, 0s Unicos que
apresentaram atividade inseticida. Fez-se uma cromatografia de fase reversa acoplada a
um detetor fotodiodos (DAD), com solventes polares A: H,O e B: Metanol (9:1) num total
de 80 minutos e utilizou-se uma coluna C18 (250 x 4mm), a um fluxo 0,900 mL/minuto. Os
comprimentos de onda utilizados para os registos dos cromatogramas foram 205, 250,
320,350,420, 500 nm.
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3. Resultados

3.1. Viabilidade celular e analise estatistica

No teste de viabilidade celular, as células foram expostas a diferentes extratos (Al a A14)
ficando a incubar por um periodo de 24 horas e os resultados obtidos estdo registados nas
Figuras 16 e 17. As células quando expostas aos extratos hidrometandlicos, na
concentracao de 0,5 mg/mL, apresentaram viabilidade celular perto dos 100%. No entanto,
as células expostas aos extratos de diclorometano, acetato de etilo e as expostas ao
clorpirifos (CPF), na concentragdo de 0,1 mg/mL, apresentaram uma baixa viabilidade
celular, sendo que as expostas ao CPF foram as que apresentaram a menor percentagem
de viabilidade. (Figura 16 e Tabela 9). A diminuicdo da concentracdo dos extratos que
exibiram atividade prendeu-se com o facto de, em concentragbes mais altas, serem

demasiados toxicos para permitir a avaliacdo de outros parametros.

Sf9

100 _'I'_J-l:'_]'_ T L—1I

* kK
k% %
50

Viabilidade %

* k%

L N - T T - - A - I T R R G- R R 4
(€] NN N NS

Ao o S S S I S A SR AR G S oQ
Amostras

Figura 14: Gréfico da viabilidade celular das células Sf9 em %. As células quando expostas aos extratos
hidrometandlicos (Al, A2, A3, A4, A5, A8, A9, A10, All, Al2 e Al4) na concentracdo de 0,5 mg/mL
apresentaram viabilidade, enquanto as células expostas aos extratos de diclorometano (A6 e A13), acetato de
etilo (A7) e ao clorpirifos (CPF) na concentracdo 0,1 mg/mL apresentaram uma menor viabilidade.

37



Concluiu-se que houve diferencas significativas nos extratos de diclorometano e acetato
de etilo e no CPF (***, p<0,001), enquanto nao se verificaram essas diferencgas estatisticas

para os extratos hidrometandlicos (p<0,05) como se pode ver na Tabela 9.

Tabela 9: Resultados da viabilidade celular em % dos diferentes extratos a diferentes concentracoes.

Amostras Extratos Concentragdo Viabilidade celular %  Nivel de significAncia

Al Hidrometandlico 0,5 97,3 -

A2 Hidrometandlico 0,5 99,4 -

A3 Hidrometanolico 0,5 98,2 -

A4 Hidrometandlico 0,5 102,1 -

A5 Hidrometandlico 0,5 96,0 -

A6 Diclorometano 0,1 35,7 *** p<0,001

A7 Acetato de etilo 0,1 47,9 *** p<0,001

A8 Hidrometandlico 0,5 99,9 -

A9 Hidrometandlico 0,5 101,4 -

Al0 Hidrometandlico 0,5 98,7 -

All Hidrometandlico 0,5 97,7 -

Al2 Hidrometandlico 0,5 95,4 -

Al13 Diclorometano 0,1 42,0 *** p<0,001

Al4 Hidrometandlico 0,5 99,8 -
Inseticida comercial CPF 0,1 30,7 ***, p<0,001

3.2. Impacto dos extratos mais potentes na morfologia celular

De forma a compreender melhor o tipo de processo que poderia estar a ser desencadeado
pelos extratos mais toxicos, foi avaliado o impacto dos mesmos na morfologia das células

em estudo.

Nas células nao tratadas podemos observar elevada densidade e, de uma forma geral, a
morfologia esférica caracteristica destas células. As redes de actina sdo homogéneas e

ndo se observam alteragBes apreciaveis na cromatina.

Por outro lado, a exposi¢cdo aos extratos diclorometano e acetato de etilo levou a uma
diminuicdo na densidade celular, sendo observado um menor namero de células
comparativamente as ndo tratadas. Da mesma forma, se observa que a actina apresenta
uma distribuicdo menos uniforme, havendo concentra¢cbes da mesma em determinadas
partes das células em detrimento de outras. Outro achado micrografico relevante é a
ocorréncia de extensos e niumeros processos de fragmentacdo de cromatina, assinalados

com as setas amarelas no canal DAPI.
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Efetuaram-se outras analises e foram obtidos resultados preliminares que apontavam para
ativacdo de enzimas “caspases-3-like” nesta espécie, designada por Drice, por estas duas
amostras (A6 e A7). No entanto em funcdo dos constrangimentos sentidos durante a
execucao desta tese, em particular o periodo de confinamento, ndo foi possivel conduzir

0s necessarios replicados para poder apresentar este resultado com rigor.

DAPI Faloidina Fusdo

| ...

Figura 15: Células Sf9 expostas aos extratos diclorometano e acetato de etilo da espécie R. graveolens, tendo
sido incubadas durante 24 horas e a objetiva utilizada foi de 40x. A cromatina foi marcada com DAPI e a actina
foi marcada com a faloidina. As setas amarelas indicam a fragmentac@o da cromatina. Autoria do Prof. Dr.
David Pereira.
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3.3. Testes gerais de pesquisa fitoquimica: Resultados

3.3.1. Teste de alcaloides

Nos testes efetuados, para despiste de alcaloides nas diferentes amostras das partes das

plantas secas em estudo, obtiveram-se quatro testes positivos (A2, A3, A8 e A9) e sete
negativos (Al, A4, A5, A10, All, Al2 e Al4) (Tabela 10). Para que um teste seja

considerado positivo tem de haver a formacéo de precipitado em trés tubos de ensaio,

sendo que, sera considerado negativo, se ndo houver formacao de precipitado nos trés

tubos em simultédneo (Figura 16).

Tabela 10: Resultados do teste de alcaloides nas diferentes partes das plantas secas em estudo.

Codigo
alfanumérico
Al
A2
A3
A4
A5
A6
A7
A8
A9
A10
All
Al12
Al13
Al4

Amostras

Arruda A
Arruda B
Arruda B
Arruda C
Arruda C
Arruda D
Arruda E
Ceruda
Ceruda
Mentrasto A
Mentrasto B
Mentrasto B
Mentrasto C

Noz

Parte da
planta

Folhas
Folhas
Caules
Folhas
Caules
Folhas
Folhas
Folhas
Caules
Folhas
Folhas
Caules
Folhas

Casca Verde

Reagente de
Dragendorff

Positivo

v

SN NEIN

v
v

v

Negativo

Reagente de

Mayer
Positivo = Negativo

v

v

v

v
X

v

v
X
X
X
X

Reagente de

Bertrand
Positivo ~ Negativo

X

v

Nz
X
X

v

v
X
X
X
X

Nota: v* Amostra apresentou a formacao do precipitado nos trés tubos de ensaio, mas o teste com o reagente
Bertrand deu positivo mas a formacao do precipitado foi muito ténue. ---- Teste ndo efetuado por falta de matéria
vegetal. As designacdes A, B, C, D e E sdo referentes as localizages distintas de onde as diferentes espécies

foram colhidas.
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A2 — Arruda B folhas

A1l — Mentrasto B folhas

Figura 16: Dois exemplos dos resultados dos testes de alcaloides nas diferentes partes das plantas secas. (a)
Resultado Positivo- 1-Reagente de Dragendorff formagdo de um precipitado laranja; 2- Reagente de Mayer
formacdo de um precipitado amarelo; 3- Reagente de Bertrand formagdo de um precipitado branco e 4-
controlo. (b) Resultado Negativo- 1- Reagente de Drangedorff formacdo de um precipitado laranja; 2-
Reagente de Mayer ndo houve formagdo de um precipitado amarelo; 3- Reagente de Bertrand ndo houve
formacéo de um precipitado branco e 4- controlo. Fotografias da autoria da propria.

Repetiu-se o procedimento de 2.7. nos extratos hidrometandlicos das plantas onde os

resultados tinham sido positivos (Tabela 10). Nos extratos hidrometandlicos de A2 e de A8

os testes de alcaloides foram positivos, enquanto nos de A3 e de A9 os testes foram

negativos (Tabela 11 e Figura 17).

Cadigo
alfanumérico

A2
A3
A8
A9

Tabela 11: Resultados do teste de alcaloides nos extratos hidrometandlicos.

Amostras

Arruda B
Arruda B
Ceruda

Ceruda

Parte da

planta

Folhas
Caules
Folhas

Caules

Reagente de Reagente de Reagente de

Dragendorff Mayer Bertrand
Positivo = Negativo = Positivo = Negativo = Positivo = Negativo

v v v

v X X

v X X

v v v
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Figura 17: Teste de alcaloides nos extratos hidrometandlicos. (a) Extrato hidrometandlico de A2 resultado
positivo, 1- Reagente de Bertrand formac&o de um precipitado branco, 2- Reagente de Mayer formagdo de um
precipitado amarelo; 3- Reagente de Dragendorff formac&o de um precipitado laranja, 4- controlo; (b) Extrato
hidrometandlico A3 resultado negativo, 1- Controlo, 2- Reagente de Dragendorff formagéo de um precipitado
laranja, 3- Reagente de Mayer formacéo de um precipitado amarelo, 4- Reagente de Bertrand sem a formacao
de um precipitado branco; (c) extrato hidrometandlico A8 resultado negativo, 1- Controlo, 2- Reagente de
Dragendorff formagdo de um precipitado laranja, 3- Reagente de Mayer sem a formacdo de um precipitado
amarelo, 4- Reagente de Bertrand sem a formacao de um precipitado branco e (d) Extrato hidrometanodlico A9
resultado positivo, 1- Controlo, 2- Reagente de Dragendorff formacdo de um precipitado laranja, 3- Reagente
de Mayer formac&o de um precipitado amarelo, 4- Reagente de Bertrand formag&o de um precipitado branco.
Fotografias da autoria da propria.

3.3.2. Teste de taninos

Foi efetuado o teste de taninos tanto para as amostras das diferentes partes das espécies
de plantas secas (A3, A4, A5, A8, A9, A10, All, A12 e Al14), assim como para os diferentes
extratos hidrometandlicos (A1, A2, A3, A4, A5, A8, A9, A10, All, A12 e Al4). Néao se
efetuaram os testes nas amostras Al, A2, A6, A7 e A13, uma vez que a matéria vegetal
seca disponivel para este trabalho, tinha sido utilizada para a obtencdo dos extratos

hidrometanolicos.

3.3.2.1. Reagdo com a gelatina

A reacdo com a gelatina foi feita em todas as amostras das diferentes partes das plantas
secas e verificou-se que os resultados negativos foram os das amostras A3, A4, A5, A8,
A9, A10, All e A12, sendo que o Unico resultado positivo foi o0 da amostra Al4, onde se
verificou a formacéo de precipitado (Tabela 12). No extrato hidrometandlico de Al4 o

resultado desta reacdo também foi positivo (Figura 18).
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Tabela 12: Resultados do teste de taninos nas diferentes partes das plantas secas e no extrato

hidrometandlico.

C()dig'o_ Amostras Parte da i%?ﬁe}: Sgr%gs(s) R::;tz(t)ocg;n Reag_ente
alfanumeérico planta gelatina sais de ferro chumbo de Stiasny
Al Arruda A Folhas = - e e
A2 Arruda B Folhas - e e
A3 Arruda B Caules /2 e —
A4 Arruda C Folhas X /2 e —
A5 Arruda C Caules /2 i
A6 Arruda D Folhas - e e
A7 Arruda E Folhas = - e e e
A8 Ceruda Folhas X /2 e —
A9 Ceruda Caules X /2 e —
A10 Mentrasto A Folhas X N e
All Mentrasto B Folhas X /2 e —
Al12 Mentrasto B Caules X /2 e —
Al3 Mentrasto C Folhas = - e e e
Al4 Noz Casca Verde v v v v
Extrato
Al4 hidrometanodlico  Casca Verde v v v v
Noz
Nota: x-Resultado negativo, v - Resultado positivo, ----- ensaios nao efetuados por falta de matéria vegetal (A1,

A2, A6, A7e Al13).Como as amostras das diferentes partes secas apresentaram resultados negativos para o
ensaio da gelatina ndo se efetuaram as reagdes seguintes (com o acetato de chumbo e com o reagente de
Stiasny). As designagdes A, B, C, D e E sao referentes as localizagdes distintas de onde as diferentes espécies
foram colhidas.

Figura 18: Testes negativos nas amostras (A3, A4, A5, A8, A9, A10, All e A12) para a reagdo com a gelatina
(a), teste positivo na amostra A14 e no extrato hidrometandlico de Al14 (b). Fotografias da autoria da propria.
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3.3.2.2. Reacdo com os sais metdlicos

A reacdo com os sais de ferro foi positiva para todas as amostras de A3, A4, A5, A8, A9,
Al10, All, A12 e Al4, embora ela possa resultar de outros tipos de compostos fendlicos
que ndo os taninos (Tabela 12). Efetuou-se no extrato hidrometanodlico da amostra A14 a

mesma reacdo com um resultado também positivo (Figura 19).

CloretosFérrice:

Extrato
hidrometanélico|

Al4

Figura 19: Resultados positivos na rea¢do com os sais metdlicos, nas amostras e no extrato hidrometandlico
Al4. Fotografia da autoria da propria.

3.3.2.3. Reacdo com o acetato de chumbo

N&o se efetuaram as reacBes com acetato de chumbo (taninos hidrolisaveis) nas amostras
gue ndo deram positivo para a reagdo com a gelatina, uma vez que ndo possuem taninos
na sua composicao (Tabela 12). Na amostra A14 efetuou-se a reagdo com o acetato de
chumbo, que foi positiva por se ter verificado a formagéo de um precipitado (Figura 20). No
extrato hidrometandlico da amostra A14, o resultado da mesma reacao também foi positivo
(Figura 20).
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Figura 20: Resultados positivos na amostra A14 e no extrato hidrometanoélico A14 na reag&o com o acetato de
chumbo. Fotografias da autoria da propria.

3.3.2.4. Reacdo com o formol cloridrico

Nao se efetuou a rea¢do com formol cloridrico nas amostras negativas para a reagdo com
a gelatina, uma vez que ndo possuem taninos na sua composicdo. Na amostra Al4,
efetuou-se a reacdo com o reagente de Stiasny (taninos condensados) tendo sido positiva
por se verificar a presenga de um precipitado (Tabela 12). No extrato hidrometandlico da
amostra Al4 procedeu-se a mesma rea¢do tendo sido, o resultado, também positivo
(Figura 21).

Figura 21: Resultados positivos da amostra Al4 e extrato hidrometandlico A14 na reagdo com o formol
cloridrico. Fotografias da autoria da propria.

3.3.3. Teste de flavonoides

Efetuou-se o teste de flavonoides em todas as amostras das diferentes partes das plantas
secas A3, A4, A5, A8, A9, A10, All, Al2 e Al4 e também em todos os extratos

hidrometanolicos (A1, A2, A3, A4, A5, A8, A9, Al10, All, Al12 e Al4).
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3.3.3.1. Reacdo com os hidroxilos alcalinos

As amostras A3, A4, A5, A8, A9, A10, All, Al12 e Al4, assim como OS extratos
hidrometandlicos Al, A2, A3, A4, A5, A8, A9, A10, All, A12 e Al4 deram positivos para a
reacdo com os hidroxilos alcalinos porque existiu a formacédo de fenatos e as solucdes
adquiriram uma cor amarela (Tabela 13 e Figura 23; Tabela 14 e Figura 24,

respetivamente).

Tabela 13: Resultados do teste de flavonoides nas diferentes partes das plantas secas.

o Reagdo Reacé&o = =
Caodigo Parte da com os ; Reacédo da Reagéo
alfanumérico Amostras planta hidroxilos com sais cianidina Oxalo-borica

alcalinos metalicos
Al Arruda A Folhas el e e
A2 Arruda B Folhas el e e
A3 Arruda B Caules v v v X
Ad Arruda C Folhas v v v X
A5 Arruda C Caules v v v X
A6 Arruda D Folhas el T T T
A7 Arruda E Folhas el T T T
A8 Ceruda Folhas v v v v
A9 Ceruda Caules v v v X
A10 Mentrasto A Folhas v v v X
All Mentrasto B Folhas v v v X
Al12 Mentrasto B Caules v v v X
Al13 Mentrasto C Folhas e et e e e
Al4 Noz Casca verde v v N X
Nota: x-Resultado negativo, v- Resultado positivo, ----- ensaio ndo efetuado por falta de matéria vegetal. As

designagfes A, B, C, D e E sao referentes as localiza¢des distintas de onde as diferentes espécies foram
colhidas.
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Tabela 14: Resultados do teste de flavonoides nos extratos hidrometandlicos, diclorometano e acetato de
etilo (A1, A2, A3, A4, A5, A6, A7, A8, A9, A10, All, A12, Al13 e Al4)

Cadigo
alfanumérico

Al

A2

A3

A4

A5

AG

A7

A8

A9

A10

All

Al12

A13

Al4

Nota: x-Resultado negativo, v- Resultado positivo,

Amostras

Extrato
hidrometandlico
Arruda A
Extrato
hidrometandlico
Arruda B
Extrato
hidrometandlico
Arruda B
Extrato
hidrometandlico
Arruda C
Extrato
hidrometanélico
Arruda C
Extrato de
diclorometano
Arruda D
Extrato de acetato de
etilo
Arruda E
Extrato
hidrometandlico
Ceruda
Extrato
hidrometandlico
Ceruda
Extrato
hidrometandlico
Mentrasto A
Extrato
hidrometandlico
Mentrasto B
Extrato
hidrometandlico
Mentrasto B
Extrato de
diclorometano
Mentrasto C
Extrato
hidrometandlico
Noz

Parte da
planta

Folhas

Folhas

Caules

Folhas

Caules

Folhas

Folhas

Folhas

Caules

Folhas

Folhas

Caules

Folhas

Casca
verde

Reacéo
com o0s
hidroxilos
alcalinos
v

v

Reacédo
com sais
metalicos

v

Reacédo da
cianidina

v

Reacéo
Oxalo-
bérica

v

ensaio ndo efetuado por falta de quantidade dos

extratos diclometano e acetato de etilo e por terem dado negativos nas diferentes partes secas das plantas. As
designagtes A, B, C, D e E sao referentes as localizacdes distintas de onde as diferentes espécies foram
colhidas.

3.3.3.2. Reacdo com os sais metalicos

Para a reacdo com os sais metalicos, as amostras (A3, A4, A5, A8, A9, Al10, All, Al2 e
Al4) e os extratos hidrometandlicos (Al, A2, A3, A4, A5, A8, A9, A10, All, Al2 e Al4)
também deram positivos havendo um desenvolvimento de cor que se revelou variavel
consoante o grupo de flavonoides presente (Figuras 22 e 23). Como se pode observar nas

Tabelas 13 e 14 respetivamente.
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Figura 22: Resultados nas amostras das diferentes partes das plantas secas. 1- controlo, 2- reagcdo com 0s
hidroxilos alcalinos, 3- reagdo com os sais metdlicos e 4- reacao da cianidina. Fotografias da autoria da propria.

3.3.3.3. Reacdo da cianidina

Na reagdo da cianidina todas as amostras A3, A4, A5, A8, A9, A10, Al11, A12 e A14 deram
positivas pois houve formacgéo de cor vermelha, r6sea ou castanha (Tabela 13 e Figura
24). Nos extratos hidrometandlicos algumas reacdes foram positivas (A1, A2, A3, A4, A5,
A10, All e Al14) enquanto outras foram negativas (A8, A9 e A12) (Tabela 14 e Figura 25)

por ndo ter havido formacao de cores vermelha, rosea ou castanha.
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Figura 23: Resultados positivos nos diferentes extratos hidrometandlicos. (a), (b), (c), (d), (e), (9), (j) e (k) 1-
controlo; 2- reagdo com os hidroxilos alcalinos, 3- reagdo com os sais metalicos e 4- reacdo da cianidina. (h) e
() 1- reacéo cianidina; 2- reagdo com os sais metalicos; 3- reagdo com os hidréxidos alcalinos e 4- controlo. (f)
1- reacdo com os hidréxidos alcalinos; 2- reagdo com os sais de ferro; 3- reagdo da cianidina e 4- controlo.
Fotografias da autoria da propria.

3.3.3.4. Reacdao oxalo-borica

No caso da reacdo oxalo-bdrica, a Unica amostra que deu positiva foi a A8 porque
desenvolveu uma fluorescéncia amarela-esverdeada (Figura 24 [c]), sendo que as
restantes amostras (A3, A4, A5, A9, A10, Al1, Al12 e Al4) deram negativas, umas por ndo
apresentam qualquer fluorescéncia e outras porque desenvolveram a fluorescéncia
vermelha como foi o caso da amostra A10 (Figura 24 [b]), como se pode ver na Tabela 14.
A mesma reacdo foi efetuada nos extratos hidrometandlicos (Al, A2 e A8) onde os
resultados se revelaram positivos. Nos restantes extratos hidrometandlicos, esta reacéo
ndo se efetuou, uma vez que ja tinha sido verificado que estas amostras ndo possuiam

este tipo de compostos na sua composigao.
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Figura 24: Resultados da reagéo oxalo-bérica. (a) Amostras que néo se obteve fluorescéncia e uma que obteve
fluorescéncia. (b) Amostra A10 que adquiriu fluorescéncia vermelha. (c) Amostra A8 que adquiriu fluorescéncia.
(d) Extrato hidrometandlico A8 adquiriu fluorescéncia. (e) Extrato hidrometandlico A1 adquiriu fluorescéncia e
(f) Extrato hidrometandlico A2 adquiriu fluorescéncia. Fotografias da autoria da prépria.

3.3.4. Teste de sapondsidos

Os testes para sapondsidos, com amostras das diferentes partes das plantas secas, deram
gquase todos negativos (A3, A4, A5, A8, A9, A10, All e A12) sendo a amostra A14 a Unica
a apresentar resultado positivo, correspondente ao aparecimento de um anel de espuma
(nos tubos Il a X) passados 15 minutos apoOs a agitagdo (Tabela 15 e Figura 25). Nas
amostras A8 e A9 apareceu o anel de espuma nos tubos IX e X mas este desvaneceu-se
antes dos 15 minutos pelo que foi considerado resultado negativo. Repetiu-se o
procedimento de 2.10 para o extrato hidrometandlico da Al4 tendo sido o resultado
também positivo como se esperava, tendo aparecido o anel de espuma nos tubos de lll a
X.
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Tabela 15: Resultados do teste dos sapondsitos nas diferentes partes das plantas secas e no extrato
hidrometandlico A14.

Tubos | 1 ] \Y \Y
Cadigo Formacao Formagéo Formagcéao Formagé&o Formagcéo
. Parte da
Alfanumérico Amostras planta do anel do anel do anel do anel do anel
de espuma de espuma de espuma de espuma de espuma
Al Arruda A Folhas ~  --—- —_— e e -
A2 Arruda B Folhas - e e e e B e
A3 Arruda B Caules X X X X X
A4 Arruda C Folhas X X X X X
A5 Arruda C Caules X X X X X
A6 Arruda D Folhas
A7 Arruda E Folhas
A8 Ceruda Folhas X X X X X
A9 Ceruda Caules X X X X X
A10 Mentrasto A Folhas X X X X X
All Mentrasto B Folhas X X X X X
Al12 Mentrasto B Caules X X X X X
Al3 Mentrasto C Folhas
Al4 Noz Casca Verde X X v v v
Extrato
Al4 hidrometandlico = Casca Verde X X v v v
Noz
Tubos VI Vil VIl 1X X
Cadigo Formagéao Formagéao Formagéao Formagéo Formagéao
. Parte da
Alfanumérico Amostras planta do anel do anel do anel do anel do anel
de espuma de espuma de espuma de espuma de espuma
Al Arruda A Folhas = - e e e T
A2 Arruda B Folhas = - e e e T
A3 Arruda B Caules X X X X X
A4 Arruda C Folhas X X X X X
A5 Arruda C Caules X X X X X
A6 Arruda D Folhas - e e e T
A7 Arruda E Folhas - e e e T
A8 Ceruda Folhas X X X X X
A9 Ceruda Caules X X X X X
Al10 Mentrasto A Folhas X X X X X
All Mentrasto B Folhas X X X X X
Al12 Mentrasto B Caules X X X X X
Al3 Mentrasto C Folhas | -—-- e e S T s
Al4 Noz Casca Verde v v v v v
Extrato
Al4 hidrometandlico = Casca Verde v v v v
Noz
Nota: x-Resultado negativo, v- Resultado positivo, ----- ensaio ndo efetuado por falta de matéria vegetal. As
designagdes A, B, C, D e E sao referentes as localiza¢des distintas de onde as diferentes espécies foram
colhidas.
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Figura 25: Resultados dos testes de sapondsidos nas amostras das diferentes partes das plantas secas e no
extrato hidrometandlico A14. Resultados positivos estédo nos retangulos vermelhos.

3.4. Andlise de cromatogréfica: Resultados

Neste estudo, as analises feitas por HPLC-DAD aos extratos que estavam a ser utilizados
e revelavam acéo inseticida, os extratos de diclorometano e o acetato de etilo, resultaram
cromatogramas das espécies A. conyzoides e R. graveolens, que permitiram identificar

alguns compostos que esses extratos possuiam.
Inicialmente, as andlises foram feitas com concentra¢gdes dos extratos de 40 mg/mL.

Diluiram-se entdo as amostras, ficando cada uma delas com concentra¢des de 20 mg/mL
0 que permitiu a obtencdo dos cromatograma do extrato diclorometano da espécie R.
graveolens (Tabela 16 e Figuras 26 a 29), cromatograma do extrato de acetato de etilo da
espécie R. graveolens (Tabela 17 e Figuras 31 a 34) e cromatograma do extrato de
diclorometano do A. conyzoides (Tabela 18 e Figuras 36 a 40) e 0s seus respetivos

espectros UV/vis.
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3.4.1. Cromatograma do extrato diclorometano da espécie R. graveolens

Os comprimentos mais adequados para estas corridas cromatograficas foram os 250 e 320

nm, por corresponderem aos maximos de absorcdo dos compostos maioritarios.

Tabela 16: Cromatograma do extrato diclorometano da espécie R. graveolens a 20 mg/mL e respetivos picos
estdo assinalados na Figura 27.

Tempo de retencédo

Corrida . Amaximos Picos
(minutos)

52,14 250-295-330 1
59,29 251-296-307-327 2
Cromatograma do 61,37 260-288-330 3
extrato diclorometano 62,56 250-291-329 4
a 20 mg/mL 62,81 270-278-330 5
63,16 276-281-331 6
63,75 250-285-329 7

Apresentam-se, entdo, as corridas cromatograficas nos dois comprimentos de onda em
guestao e os cromatogramas no tempo completo e parcial para ambos os comprimentos

de onda, respetivamente.

S N W
L \ 7

'0,5 T T T 1
0 20 40 60 80

Tempo

Abs (AU)

Figura 26: Cromatograma completo do extrato diclorometano a 20 mg/mL da espécie R. graveolens e a 250
nm.
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Figura 27: Cromatograma parcial do extrato diclorometano a 20 mg/mL da espécie R. graveolens e a 250 nm.
1- Psoraleno. *8-Metoxipsoraleno.
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Figura 28: Cromatograma completo do extrato diclorometano a 20 mg/mL da espécie R. graveolens e a 320
nm.
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Figura 29: Cromatograma parcial do extrato diclorometano a 20 mg/mL da espécie R. graveolens e a 320 nm.

Apresentam-se, de seguida, os espectros de UV/vis dos diferentes picos (Figura 27) da

corrida cromatografica do extrato diclorometano da espécie R. graveolens.
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295

330

251
296 327

Pico 1: Psoraleno

260 288 53,
iy
|
Pico 3
278
270 330
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291

329
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331
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Figura 30: Espectros UV/vis do extrato diclorometano da espécie R. graveolens. Pico identificado: Pico 1-

psoraleno.
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3.4.2. Cromatograma do extrato acetato de etilo da espécie R. graveolens

Os comprimentos mais adequados para estas corridas cromatograficas foram os 250 e 320

nm por representarem os maximos de absorcdo dos compostos maioritarios.

Tabela 17: Cromatograma do extrato de acetato de etilo a 20 mg/mL da espécie R. graveolens e respetivos
picos estéo assinalados na Figura 32.

Tempo de
Corrida retengao Amaximos Picos
(minutos)
52,33 250-295-330 1
Cromatograma 56,80 250-308-320-333 2
do extrato 59,38 254-291-323 3
acetato de etilo 61,42 259-292-332 4
a20 mg/mL 62,51 250-289-330 5
63,70 259 6

Os cromatogramas da corrida cromatografica do extrato de acetato de etilo da espécie R.
graveolens estdo representados nos comprimentos de onda acima indicados, tanto no

tempo completo como de modo parcial.

4,5 1

3,5 1

2,5 1

Abs (AU)
N

1,5 -

0,5 A
L —
-0,5 T T T T T T T !
0 10 20 30 40 50 60 70 80
Tempo

Figura 31: Cromatograma completo do extrato de acetato de etilo a 20 mg/mL da espécie R. graveolens a 250
nm.
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Figura 32: Cromatograma parcial do extrato de acetato de etilo a 20 mg/mL da espécie R. graveolens a 250
nm. 1-Psoraleno.
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Figura 33: Cromatograma completo do extrato de acetato de etilo a 20 mg/mL da espécie da R. graveolens a
320 nm.
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Figura 34: Cromatograma parcial do extrato de acetato de etilo a 20 mg/mL da espécie R. graveolens a 320

nm.

Na figura 35 estdo representados os espectros UV/vis dos picos maioritarios (Figura 32)

da corrida cromatogréfica do extrato acetato de etilo da R. graveolens.
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Figura 35: Espectros UV/vis do extrato de acetato de etilo da espécie R. graveolens. Pico identificado

psoraleno

: Pico 1-
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3.4.3. Cromatograma do extrato de diclorometano a 20 mg/mL da espécie
A. conyzoides

Para estas corridas cromatogréficas, os comprimentos de onda mais adequados foram os

250 e 320 nm, por representarem 0s maximos de absor¢cdo dos compostos maioritarios.

Tabela 18: Cromatagrama do extrato de diclorometano da espécie A. conyzoides e respetivos picos estao
assinalados na Figura 37.

Tempo de retengao

Corrida . Amaximos Picos
(minutos)

53,03 250-295-330 1
Cromatograma do 57,30 260-267-311 2
extrato de 59,91 250-308-321-333 3
diclorometano a 20 61,41 254-293-306 4
mg/mL 61,88 259-287-298-333 5
62,57 254-286-327 6

De seguida estéo representados os cromatogramas da corrida cromatografica do extrato
A. conyzoides nos comprimentos de onda indicados e ambos foram representados no

tempo total e parcial respetivamente.

2,5 A
2
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Figura 36: Cromatograma completo do extrato diclorometano a 20 mg/mL da espécie A. conyzoides a 250 nm.
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Figura 37: Cromatograma parcial do extrato de diclorometano a 20 mg/mL da espécie A. conyzoides a 250
nm. 1-Psoraleno. 2-Bergapteno.
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Figura 38: Cromatograma completo do extrato de diclorometano a 20 mg/mL da espécie A. conyzoides a 320
nm.
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Figura 39: Cromatograma parcial do extrato de diclorometano a 20 mg/mL da espécie A. conyzoides a 320

nm.

Na Figura 40 estdo representados os espectros de UV/vis dos picos maioritarios (Figura

37) da corrida cromatografica do extrato de diclorometano da espécie A. conyzoides.
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Figura 40: Espectros UV/vis do extrato de diclorometano da espécie A. conyzoides. Picos identificados: Pico

1- psoraleno e Pico 2: bergapteno
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Para a identificagdo dos compostos que estavam presentes nas amostras efetuou-se uma
breve pesquisa bibliogréafica, sobre espetros de UV-Vis, tendo verificado que havia uma
forte possibilidade de conterem cumarinas. Injetaram-se, entdo as amostras fortificadas

com algumas cumarinas tais como cumarina, 8-metoxipsoraleno, psoraleno e bergapteno.

O extrato de diclorometano da espécie R. graveolens foi fortificado com a mistura 5-
metoxipsoraleno mais cumarina, enquanto o extrato de acetato de etilo da espécie R.
graveolens, com a mistura psoraleno mais bergapteno. O extrato de diclorometano, da
espécie A. conyzoides néo foi fortificado com substancias de referéncia uma vez que a
amostra existente ja ndo era suficiente, no entanto foi possivel identificar os compostos por

comparagao com substancias de referéncia.

No cromatograma do extrato de diclorometano da espécie R. graveolens conseguiu-se,
através do tempo de retencdo, do espectro UV/vis e estudos de co-cromatografia,
identificar 8- metoxipsoraleno, enquanto no cromatograma do extrato de acetato de etilo
da espécie R. graveolens conseguiu identificar-se o psoraleno. Estava também presente
no cromatograma do extrato de diclorometano da espécie A. conyzoides o psoraleno e o
bergapteno tendo sido possivel identifica-los com base no comportamento cromatografico

e maximos de absorc¢éao.
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4. Discussao

4.1. Extratos

As variagfes nas concentracdes de metabolitos secundarios sdo resultantes de fatores
bidticos e abidticos tais como a temperatura, humidade, duragéo e intensidade da radiacéo
solar e chuva (186,187).

Para que os extratos apresentem atividade biolégica é preciso considerar vérios fatores,
nomeadamente a parte da planta utilizada, o método de extracdo usado, 0 solvente
utilizado, a localizacdo geogréfica onde a planta foi colhida, a concentracdo da matéria
vegetal usada para a obtencdo do extrato e a fotossensibilidade dos compostos presentes
na mesma (96). A escolha do solvente € muito importante durante o processo de extragéo
para que possam ser obtidos extratos com elevada atividade uma vez que estdo presentes
fitoquimicos de volatilidades diferentes (156,188). O objetivo do processo extrativo € retirar
a maior quantidade de compostos bioativos que a planta possa ter (188). Para garantir a
extracdo dos fitoquimicos, que possuam diferentes propriedades, normalmente utilizam-se
diferentes solventes (sozinhos ou misturados), sabendo-se que o0s solventes polares
extraem moléculas polares e os solventes apolares extraem moléculas apolares (188), de
modo a obter uma maior extracdo de compostos bioativos, tendo em conta a existéncia de

diferencas na composicéo das varias plantas (189).

Os solventes extrativos mais utilizados nas espécies em estudo, sdo o éter de petréleo
(190,191,192-199,200,201), o benzeno (190), o cloroférmio (193,195,199,202—-206), o
metanol (207,208,209,210-216,217-226,227-232), o etanol (211,220-222,228,230-245),
a agua (217,220-222,225,230,233,235,245-256), o hexano (230,233,237,257-259), os
hidroalcodlicos (102,103,108,130,142,169,192,237,260,261) [o hidroetanolicos
(102,110,114,262,263) e o hidrometandlicos (114,125,224)], o diclorometano
(138,208,210,225,260,264—-266) e 0 acetato de etilo (220,225,233,259,267,268) entre

outros, sendo que estes extratos dependem da atividade bioldgica que se esteja a estudar.

4.2. Viabilidade celular

No caso das espécies de plantas que foram utilizadas neste estudo os extratos mais
utilizados para a avaliacdo da atividade inseticida sdo os extratos de hexano

(88,90,102,236), agua, metanol, etanol, de éter de petrdleo, de acetato de etilo,
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(2,8,189,195,206,230,235,236,248,252,269,88,90,96,97,102,160,161,175). Tendo em
conta que a Ciéncia valoriza, cada vez mais, a preservacdo do ambiente, foram feitas as
experiéncia da viabilidade celular com extratos menos perigosos e menos poluentes sendo
usados extratos hidrometandlicos, mas, ao contrario do que se esperava, estes nao
pareceram ser eficazes para a verificacdo da acéao inseticida nestas espécies de plantas.
(A. conyzoides, C. majus, J. regia e R. graveolens). Apds pesquisa bibliografica ndo se
verificou a existéncia de descricdes dos referidos extratos hidrometandlicos na agéo
inseticida, mas sim noutras aplica¢des, como por exemplo na a¢ao anti-inflamatoria. Houve
autores que, nos seus estudos, ndo conseguiram demonstrar que os extratos metanélicos
e aquosos tinham acdo inseticida mas verificaram que estes extratos eram 0s que
apresentavam o maior nimero de compostos fitoquimicos extraidos da planta mentrasto
(A. conyzoides) (8). No entanto houve outros que, para a mesma planta ja conseguiram

demonstrar atividade inseticida do extrato metandlico (96).

Para duas espécies de plantas como A. conyzoides e R. graveolens utilizou-se outros
extratos como o acetato de etilo e diclorometano e estes ja apresentaram acao inseticida.
Sendo que estes extratos apresentam 0s compostos com a agao inseticida tais como as
furanocumarinas e cumarinas. Sendo que o extrato de acetato de etilo apresentou uma
menor taxa de viabilidade comparativamente com os outros extratos, isto pode dever-se
ao facto de um dos compostos maioritarios encontrado neste extrato ser o psoraleno e este
apresenta uma elevada acao inseticida principalmente contra as células Sf9 mesmo
estando em concentra¢des mais baixas (175,270). Deve-se isso ao facto das células Sf9
terem baixas quantidades das CYP450 redutase que fazem parte do sistema de
destoxificagcdo dos insetos (271). No extrato de diclorometano da espécie R. graveolens foi
encontrada outra furanocumarina, o 8-metoxipsoraleno, que ndo € um dos compostos
maioritarios, ndo tendo, por isso, sido sequer considerado como um pico importante.
Quando se fez a fortificag@o do extrato diclorometano da espécie R. graveolens € que se

percebeu que este composto poderia ter algum papel na agéo inseticida.

As furanocumarinas sédo encontradas principalmente nas familias Apiaceae e Rutaceae
mas também podem ser encontras em menores quantidades nas familias Asteraceae,
Fabaceae, Pittosporaceae, Solanaceae, Thymeleaceae, Orchidaceae e Moraceae
(272,273). As furanocumarinas ocorrem em duas configuracfes estruturais as lineares que
tém o anel furano ligado as posicfes 6,7 do nlcleo benz-2-pirona e as angulares que tém
o anel furano ligado as posigbes 7,8 (274,275). As furanocumarinas lineares e angulares
sao altamente toxicas para plantas, vertebrados, artropodes, insetos e fungos (273). Nos

insetos estas podem provocar diferentes respostas comportamentais e fisioldgicas tais

64



como atuam como repelentes, anti-alimentares e atuam como fototoxinas através da
intercalacdo na dupla hélice de DNA e complexacdo molecular, as furanocumarinas
ativadas pela luz reagem com as bases da pirimidina, especialmente com a timina
(273,276). Sob radiacdo UV, as furanocumarinas reticulam ambas as cadeias de DNA
ligando-se a bases de pirimidina, inibindo assim a replicacéo e transcricdo do DNA, mas
também ficam num estado excitado altamente reativo capaz de interagir diretamente com
biomoléculas (proteinas e lipidos da membrana) (270,277). Os psoralenos causam danos
as células por ligacdo covalente ao DNA ap0s irradiacdo com radiacao ultravioleta A (UVA)
(278). Algumas espécies de lepidopteros para fugirem ao efeito da radiacéo ultravioleta
enrolam as folhas para que estas néo estejam exposta a radiacao e assim serem capazes

de destoxificarem as furanocumarinas através do CYP450.

Monémeros e dimeros de furanocumarinas apresentam efeito toxico em humanos por
inibicdo dos CYPs, sendo consideradas mutagénicas e carcinogénicas e portanto, é
necessaria uma extensa pesquisa antes que estes compostos possam ser considerados

uma opc¢ao para o controlo de pragas de insetos (270,276).

Comparando o comportamento das células quando expostas ao inseticida comercial CPF
(30,7%), aos extratos diclorometano (35,7%) e acetato de etilo (47,9%) da espécie R.
graveolens, na concentragdo de 0,1 mg/mL respetivamente, podemos verificar que estas
apresentam uma viabilidade muito semelhante, demonstrando-se assim que estes extratos
tém potencial como inseticidas naturais, mas mantendo-se a necessidade de prosseguir

nos estudos com eles.

4.3. Impacto dos extratos mais potentes na morfologia celular

Quando se expuseram as células aos extratos diclorometano e acetato de etilo da espécie
R. graveolens, na concentracédo de 0,1 mg/mL, ficando a incubar por um periodo de 24
horas, verificou-se que houve uma diminuicdo da densidade celular e ainda ficou
demonstrado que as células apresentaram alteragcbes morfoldégicas ao nivel da
fragmentagdo da cromatina e ao nivel da actina ficando esta disposta sé em determinadas
zonas, revelando assim que estes dois extratos da espécie R. graveolens apresentam acao

citotoxica.

Embora ndo seja possivel tirar conclusdes, apenas com base nas micrografias, os
fendmenos registados podem, eventualmente, ser compativeis com fenémenos de morte

celular programada. Em particular, a fragmentacao da cromatina, aliada a manutencéo de

65



estrutura celular geral da célula, pode estar associada a processos apoptéticos, pelo que

revela ser necessario o seu estudo no futuro, para clarificar se podera ser o caso.

A apoptose é um tipo de morte celular programada e esta pode ser induzida por diversos
estimulos apoptéticos, tais como hormonas, fatores de crescimento, citocinas, calor,
toxinas e xenobidticos (onde se incluem pesticidas). A apoptose tem um papel fundamental
tanto nos mamiferos como nos insetos, mas nestes, tem levantado um maior interesse
devido ao seu papel no desenvolvimento e no seu crescimento levando a que seja um

possivel mecanismo utilizado no controlo de pragas (279).

4.4. Testes gerais de fitoquimicos

4.4.1. Teste de alcaloides

Os alcaloides podem ser encontrados em forma de sais mas também como bases, isso
dependo do meio em que se encontram (134). A sua extracao deve ser feita em meio acido,
para que haja conversao de todos 0os compostos em sais soluveis em agua. Normalmente
utiliza-se o metanol ou etanol juntando-se acido cloridrico diluido ou &cido acético para
fazer a extracdo dos alcaloides. Depois da extracdo feita a solugdo tem de ser alcalinizada
com amoniaco ou hidréxido de sddio. Neste trabalho, fez-se uma extracao com o metanol

e agua, ndo sendo portanto a mais indicada para este tipo de compostos (114).

Os reagentes Dragendorff, Mayer e Bertrand indicaram a presenca de alcaloides nas
espécies de plantas secas C. majus e R. graveolens e nos seus extratos hidrometandlicos.
Nas outras duas espécies de plantas A. conyzoides e J. regia, apesar de se encontrar
descrito na literatura, ndo foi possivel detetar a presenca de alcaloides através da utilizacdo
dos testes de despiste de fitoquimicos, 0 que pode dever-se a uma menor concentracao

dos mesmos e também a pouca quantidade de matéria vegetal disponivel.

4.4.2. Teste de taninos
Os taninos sdo compostos polifendlicos que se encontram abundantemente distribuidos
nas plantas. Tém vindo a ser objeto de cada vez maior interesse quer pelo seu uso no

tratamento de doencgas, quer pela sua utilizagcdo na producéo vinicola, pois sao eles que

conferem aos vinhos o0 seu sabor caracteristico (280,281).
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Nas espécies de plantas em estudo, 0s taninos revelaram-se presentes apenas na casca
verde da J. regia e no seu extrato hidrometanodlico. Na R. graveolens, uma vez que ha
descricbes da presenca de taninos na sua composicdo, 0 ndo terem sido também
detetados, pode dever-se ao facto da pouca quantidade de matéria vegetal utilizada para

se efetuar o teste, sendo que havia pouca amostra disponivel no contexto deste estudo.

4.4 3. Teste de flavonoides

Os compostos mais presentes nas plantas utilizadas, foram os flavonoides, tanto nas
partes secas das mesmas como na grande maioria dos extratos hidrometandlicos, pois
estes solubilizam bem em agua quente e metanol o que explica que, quando se efetuou a
pesquisa de fitoquimicos, estes tenham sido encontrados em todas as espécies de plantas
(184).

Os flavonoides sdo uma classe importante de fitoquimicos generalizados (282).
Encontram-se nas plantas e possuem agdes benéficas para os humanos como a atividade

antimicrobiana, antioxidante e inseticida contra algumas pragas de insetos (106).

A grande variedade estrutural destes compostos faz com que haja uma necessidade de
estudos mais aprofundados, para melhor compreender a ligacdo estrutura-atividade de

modo a permitir orientar a procura de compostos toxicos para os insetos (106).

O teste para detetar a presenca de flavonoides foi efetuado nas diferentes partes das
plantas secas A3, A4, A5, A8, A9, A10, Al1l, A12 e Al4, das diferentes espécies em estudo
como A. conyzoide, C. majus, J. regia e R. graveolens, tendo ficado provado que as quatro

espécies de plantas possuem flavonoides na sua composicao.

O teste de flavonoides também foi efetuado em todos os extratos hidrometandlicos (A1,
A2, A3, A4, A5, A8, A9, Al10, All, A12 e Al14) mas nao foram efetuados nos extratos de
diclorometano e acetato de etilo devido a pouca quantidade obtida. Neste caso houve
extratos hidrometandlicos que deram negativo, para algumas rea¢des do teste, podendo
guerer indicar que a quantidade destes era muito baixa para que fossem detetados. A Unica
espécie de planta que revelou possuir o tipo de flavonoides pesquisados pela reagéo oxalo-

borica foi o C. majus.
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4.4.4. Teste de sapondsidos

Existem na composicao de espécies como a C. majus, a J. regia e a R. graveolens, como
esta descrito, saponinas que se caracterizam pela formacao de uma espuma persistente,
que, quando em contacto com a agua, surgem a superficie da solucdo. Estas ndo se

encontram na espécie A. conyzoides.

Neste estudo, quando se efetuou este teste, para a dete¢éo de saponinas, a Unica espécie
que revelou a presenca de espuma a superficie da solucdo e que se espera que se
mantenha por cerca de 15 minutos, foi a casca verde da noz e 0 seu extrato
hidrometandlico. O mesmo teste aplicado a C. majus também apresentou o aparecimento
de espuma que rapidamente se desfez, ndo estando presente passados os 15 minutos que

era suposto podendo dever-se ao facto que os sapondsidos na amostra serem vestigiais.

Com a R. graveolens a espuma ndo se formou e isso pode ter a ver com a quantidade
presente quer no extrato quer na propria planta que, sendo muito pequena ndo permite que

este teste seja suficientemente sensivel para mostrar a sua presenca.

45. Andlisede HPLC

Fizeram-se andlises de HPLC aos trés extratos de diclorometano e acetato de etilo nas
espécies de A. conyzoides e R. graveolens visto que estes foram os que apresentaram
acdao inseticida. Quando se obtiveram os cromatogramas das corridas percebeu-se que os
extratos apresentavam cumarinas e furanocumarinas, sendo estas 8-metoxipsoraleno,
psoraleno e bergapteno, que puderam ser identificadas por comparacéo (através do tempo

de retencéo e dos espectros de UV/vis) com substéncias de referéncia (194).

Para se fazer a identificacdo dos compostos utilizaram-se compostos de referéncia, que
foram analisados nas mesmas condi¢des das corridas cromatograficas dos extratos, onde

se obtiveram os respetivos espectros de UV/vis e 0s seus tempos de retencao.

Para haver uma confirmacéo da identificacdo dos trés compostos em causa, fizeram-se as
corridas cromatograficas dos extratos de diclorometano e acetato de etilo da espécie R.
graveolens, sendo estes fortificados com as substancias de referéncia, onde se verificou

um aumento do sinal desses compostos.

Na corrida cromatogréfica do extrato de diclorometano da espécie A. conyzoides hao se

conseguiu fazer a corrida fortificada uma vez que ndo havia amostra disponivel, mas
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mesmo assim foi possivel identificar o psoraleno e o bergapteno através dos seus TRs e

dos espectros UV/vis.

No caso do cromatograma do extrato diclorometano da espécie R. graveolens um dos
compostos (8-metoxipsoraleno) que foi identificado ndo é dos maioritarios. No
cromatograma do extrato acetato de etilo da espécie R. graveolens a identificacdo do

composto psoraleno foi identificado como sendo um dos compostos maioritarios.
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5. Conclusao

Neste trabalho tentdmos verificar se as quatro espécies de plantas (A. conyzoides, C.
majus, J. regia e R. graveolens) ja utilizadas na medicina tradicional e, por isso,
consideradas plantas medicinais, podiam ser utilizadas também como inseticidas de
origem vegetal e se as diferentes partes que as constituiam (flores, folhas, caules, raizes
ou casca) atuavam de forma diversa ou produziam diferentes resultados, no que se referia

a populacao alvo a quem se destinavam — diferentes tipos de insetos.

Para além de interessante, este trabalho parecia ndo ser muito complicado. No entanto
depressa se verificou que ndo era assim, e se compreendeu a complexidade de uma

investigacao.

Comegcou-se com o tratamento a dar as plantas, até poderem ser testadas. E um processo
trabalhoso, uma vez que é necessério ultrapassar diversas fases, como esperar que
sequem, separar as diferentes partes, tritura-las separadamente. O préprio processo
extrativo é longo e demorado e requer todo o cuidado de modo a preservar as solu¢cdes
extraidas da luz solar, uma vez que os compostos se podem degradar com a mesma. A
preparacdo do proprio extrato também é um processo moroso e trabalhoso e requer toda
a atencdo durante o processo no rotavapor para que nao haja refluxo e ndo se percam
compostos. Depois da evaporacdo que ai acontece, € necessario armazenar as amostras
obtidas no congelador, a -80° C e esperar que congelem. Seguidamente é ainda nhecessario
esperar mais uns dias para que percam a agua por liofilizacao. Todo este trabalho implica
imprevistos naturais, como solucdes que tém de ser novamente preparadas por algum erro
de manuseio que levam a situacdes ndo desejadas, como, por exemplo, a perda de alguns

compostos fitoquimicos.

As células escolhidas para se fazer a avaliagdo da viabilidade celular, foram as de inseto
Sf9, que demonstraram ndo ser uma linha celular simples de trabalhar, uma vez que sdo

de crescimento muito lento até atingirem a sua fase exponencial de crescimento.

Fez-se uma pesquisa geral de fitoquimicos para determinadas familias quimicas como os
alcaloides, os taninos, os flavonoides e os sapondsidos, tendo as espécies C. majus e R.
graveolens indicado a presenca de alcaloides nas suas partes secas, mas perda de
compostos hos extratos hidrometanolicos, uma vez que os testes deram negativos, como
resultado da néo utilizagdo de extratos direcionados para esta classe de compostos. Todas
as espécies de plantas nas diferentes partes secas apresentaram flavonoides e nos

extratos hidrometandlicos a maioria tinha flavonoides. Nos testes de taninos e de
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sapondsidos s6 houve uma espécie a testar positiva para a presenca deste tipo de

compostos, a J. regia, tanto na parte seca da planta como no seu extrato hidrometanélico.

Chegamos, assim, a conclusdo que, das quatro espécies utilizadas, apenas duas delas
apresentavam acdo inseticida (A. conyzoides e R. graveolens). No entanto, ndo se pode
descartar a possibilidade das outras duas espécies de plantas poderem também
apresentar agéo inseticida, uma vez que devido a falta de tempo Util ndo se testaram as
outras duas espécies com outro tipo de extrato. Também tentdmos de alguma forma
encontrar extratos que fossem menos poluentes e menaos toxicos e por isso se optou pelos
extratos hidrometanélicos, mas verificou-se que estes muito provavelmente ndo seriam os
mais indicados para avaliar a acdo inseticida. Fez-se entdo a avaliacdo da atividade
inseticida em outros extratos como o do diclorometano e acetato de etilo, tendo estes

apresentado ja uma acao inseticida.

Ficou demonstrado que os extratos de diclorometano e acetato de etilo da espécie R.
graveolens, provocam altera¢cdes morfolégicas nas células de inseto Sf9, indicando por
isso uma acao citotdxica. As modificacdes morfoldgicas registadas foram a fragmentacéo
da cromatina, podendo esta ser indicativa de processos apoptoticos. Efetuaram-se
algumas analises para determinacdo da activacdo das caspases mas nao foi possivel
efetuar os replicados, e assim afirmar se a apoptose € ou ndo um mecanismo de acao

presente.

Sem esquecer que este trabalho esteve interrompido por forca das medidas de emergéncia
a gue 0 nosso pais esteve sujeito, ainda se fez a andlise de HPLC-DAD nos extratos
diclorometano e acetato de etilo para identificar os compostos que pudessem estar
presentes e identificaram-se trés compostos, o 8-metoxipsoraleno, o psoraleno e o

bergapteno, através dos seus TRs e dos seus espectros UV/vis.

Para se conseguir uma quantificacdo dos compostos identificados seria necesséario mais
tempo disponivel, uma vez que teriam de ser feitas outras andlises de HPLC-DAD. No
entanto, o detetor de massa (MS) poderia permitir a identificacdo de outros compostos que

nao se conseguiram identificar através dos espectros UV/vis.

Era fundamental e muito interessante, continuar a realizar mais estudos, sem interrupcoes
tristemente forcadas, como aconteceu com este, para verificar se 0s compostos naturais
utilizados como inseticidas ndo apresentam também toxicidade para os mamiferos e outras
espécies de plantas. Estes estudos também sao fundamentais para que se perceba quais

sdo os mecanismos de acdo dos compostos destas plantas. No entanto, o presente
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trabalho permitiu estabelecer que as espécies em causa tém potencial inseticida, o qual

pode de futuro ser detalhado e alvo de mais investigagéo.
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