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Resumo  
 

Esta dissertação tem como objetivo a pesquisa e caracterização de inseticidas naturais e 

o seu efeito em células de insetos. 

É do conhecimento geral que a maior arma contra pragas de insetos usada, ainda hoje, na 

agricultura são os inseticidas sintéticos, apesar de já conhecidos e devidamente 

investigados, os perigos que acarretam para outros seres vivos, nomeadamente 

agricultores ou outros consumidores e o meio ambiente em geral. 

Daí 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 questão 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 já existente sobre esta 

temática, tentando chegar a conclusões 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, poderão, eventualmente, vir a ser utilizadas como inseticidas de origem 

vegetal.  

Inicialmente foram preparados extratos hidrometanólicos, 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 fitoquímicos 

nas espécies de plantas em estudo quer nas suas diferentes partes secas quer também 

nos seus extratos.  Por último fizeram-se análises de HPLC-DAD nos extratos que 

apresentaram ação inseticida.   

 Nas espécies A. conyzoides, C. majus, J. regia e R. graveolens os extratos 

hidrometanólicos não apresentaram ação inseticida. No entanto, os extratos diclorometano 

e acetato de etilo das espécies A. conyzoide e R. graveolens apresentaram ação inseticida. 

Foi observado que nos testes gerais de fitoquímicos houve espécies de plantas que não 

apresentaram algumas classes químicas, embora estes testes só tenham sido efetuados 

nos extratos hidrometanólicos. As análises de HPLC-DAD realizaram-se nos extratos que 

apresentaram ação inseticida e onde se conseguiram identificar três compostos: o 8-

metoxipsoraleno, o psoraleno e o bergapteno, por comparação dos seus tempos de 
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retenção (TRs) e dos seus espectros UV/vis (forma e máximos de absorvância) com as 

substâncias de referência.  

Em conclusão, os extratos hidrometanólicos parecem não serem os mais indicados para 

avaliar a ação inseticida, enquanto os extratos de diclorometano e acetato de etilo já 

apresentaram essa ação. As espécies A. conyzoides e R. graveolens mostraram ser 

promissoras no que se refere à sua utilização como inseticidas de origem vegetal, o que 

deixa perspetivas para novas pesquisas.   
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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 
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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.   

 

 



 
 

vi 
 

Índice 

 

Agradecimentos .................................................................................................................... i 

Resumo ................................................................................................................................. ii 

Abstract ................................................................................................................................ iv 

Índice de Figuras ............................................................................................................... viii 

Índice de Tabelas ................................................................................................................. x 

Lista de Abreviaturas ......................................................................................................... xi 

1. Introdução ..................................................................................................................... 1 

1.1. Mecanismos de ação dos inseticidas de origem vegetal ................................ 1 

1.2. Principais inseticidas de origem vegetal ........................................................... 3 

1.2.1. Alcaloides ....................................................................................................... 3 

1.2.2. Fenóis .............................................................................................................. 6 

1.2.3. Terpenos ......................................................................................................... 8 

1.3. Mecanismos de defesa dos insetos ................................................................. 17 

1.4. Espécies de plantas em estudo ........................................................................ 17 

1.4.1. Ageratum conyzoides (Linnaeus) .............................................................. 17 

1.4.2. Chelidonium majus (Linnaeus) .................................................................. 20 

1.4.3. Juglans regia (Linnaeus) ............................................................................ 22 

1.4.4. Ruta graveolens (Linnaeus) ....................................................................... 25 

2. Materiais e Métodos ................................................................................................... 28 

2.1. Reagentes e Substâncias de referência ........................................................... 28 

2.2. Amostragem ........................................................................................................ 28 

2.3. Preparação dos extratos .................................................................................... 29 

2.4. Cultura celular ..................................................................................................... 30 

2.5. Células de inseto Sf9 expostas aos diferentes extratos ................................ 31 

2.6. Avaliação da viabilidade celular ........................................................................ 32 

2.7. Análise estatística ............................................................................................... 32 

2.8. Técnica de microscópia de fluorescência ....................................................... 32 

2.9. Testes gerais de pesquisa fitoquímica ............................................................. 32 

2.9.1. Teste de alcaloides ...................................................................................... 32 

2.9.2. Teste de taninos........................................................................................... 33 

2.9.3. Teste de flavonoides ................................................................................... 34 

2.9.4. Teste de saponósidos ................................................................................. 35 

2.10. Análise cromatográfica ................................................................................... 36 

3. Resultados .................................................................................................................. 37 

3.1. Viabilidade celular e análise estatistica ........................................................... 37 



 
 

vii 
 

3.2. Impacto dos extratos mais potentes na morfologia celular .......................... 38 

3.3. Testes gerais de pesquisa fitoquímica: Resultados....................................... 40 

3.3.1. Teste de alcaloides ...................................................................................... 40 

3.3.2. Teste de taninos........................................................................................... 42 

3.3.3. Teste de flavonoides ................................................................................... 45 

3.3.4. Teste de saponósidos ................................................................................. 50 

3.4. Análise de cromatográfica: Resultados ........................................................... 52 

3.4.1. Cromatograma do extrato diclorometano da espécie R. graveolens.... 53 

3.4.2. Cromatograma do extrato acetato de etilo da espécie R. graveolens .. 56 

3.4.3. Cromatograma do extrato de diclorometano a 20 mg/mL da espécie A. 

conyzoides .................................................................................................................. 59 

4. Discussão .................................................................................................................... 63 

4.1. Extratos ................................................................................................................ 63 

4.2. Viabilidade celular ............................................................................................... 63 

4.3. Impacto dos extratos mais potentes na morfologia celular .......................... 65 

4.4. Testes gerais de fitoquímicos ........................................................................... 66 

4.4.1. Teste de alcaloides ...................................................................................... 66 

4.4.2. Teste de taninos........................................................................................... 66 

4.4.3. Teste de flavonoides ................................................................................... 67 

4.4.4. Teste de saponósidos ................................................................................. 68 

4.5. Análise de HPLC ................................................................................................. 68 

5. Conclusão ................................................................................................................... 70 

6. Bibliografia .................................................................................................................. 73 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

viii 
 

Índice de Figuras 
 

Figura 1: Estrutura química da nicotina. ........................................................................................... 4 
Figura 2: Estruturas químicas da rianodina (1) e 2- 9,21- desidrorianodina (2). .............................. 5 
Figura 3: Estrutura química do alcaloide do tipo veratrinas: cevadinha (3) e veratridina (4). ........... 6 
Figura 4: Estrutura química da rotenona. ......................................................................................... 7 
Figura 5: Estruturas químicas das: piretrina I (5), cinerina I (6), jasmolina I (7), piretrina II (8), cinerina 

II (9) e jasmolina II (10). .................................................................................................................... 9 
Figura 6: Estruturas químicas dos compostos bioativos da árvore neem: azadiractina ou 

azadiractina A (11), azadiractina B (12), azadiractina D (13), salanina (14), nimbina (15) e nimbidina 

(16). ................................................................................................................................................. 11 
Figura 7: Estruturas químicas de compostos presentes em óleos essenciais: 1,8 cineol ou eucaliptol 

(17), eugenol (18), timol (19) e mentol (20). .................................................................................... 12 
Figura 8: Os constituintes de OE inibem a atividade da acetilcolinesterase (AChE). ACh- 

Acetilcolina; nAChr- recetores nicotínicos de acetilcolina; OE- constituintes de óleos essenciais. 

Adaptado de (83)............................................................................................................................. 13 
Figura 9: Estruturas químicas de monoterpenos presentes em óleos essenciais (21) limoneno, (22) 

linalol, (23) mirceno, (24) terpineol e (25) pulegona. ....................................................................... 14 
Figura 10: Os constituintes de OE aumentam o fluxo de cloro (Cl-) através da modelação dos 

recetores GABA. GABA- Ácido gama-aminobutírico; GABAr- recetores de GABA; OE- constituintes 

de óleos essenciais. Adaptado de (83). .......................................................................................... 14 
Figura 11: Estrutura química da octopamina. ................................................................................. 15 
Figura 12: Os constituintes de óleos essenciais bloqueiam os recetores de octopamina. OE- 

constituintes de óleos essenciais; OAr- recetores octopamina; G- proteína G; cAMP- adenosina 

monofosfato cíclica; Ca2+- iões de cálcio; - aumento do nível da molécula. Adaptado de (83). .... 15 
Figura 13: Estruturas químicas da quassina (1) e neoquassina (2). .............................................. 16 
Figura 14: Gráfico da viabilidade celular das células Sf9 em %. As células quando expostas aos 

extratos hidrometanólicos (A1, A2, A3, A4, A5, A8, A9, A10, A11, A12 e A14) na concentração 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 concentração 0,1 mg/mL apresentaram 

uma menor viabilidade. ................................................................................................................... 37 
Figura 15: Células Sf9 expostas aos extratos diclorometano e acetato de etilo da espécie R. 

graveolens, tendo sido incubadas durante 24 horas e a ampliação utilizada foi de 40x. A cromatina 

foi marcada com DAPI e a actina foi marcada com a faloidina. As setas amarelas indicam a 

fragmentação da cromatina. Autoria do Prof. Dr. David Pereira. .................................................... 39 
Figura 16: Dois exemplos dos resultados dos testes de alcaloides nas diferentes partes das plantas 

secas. (a) Resultado Positivo- 1-Reagente de Dragendorff formação de um precipitado laranja; 2- 

Reagente de Mayer formação de um precipitado amarelo; 3- Reagente de Bertrand formação de um 

precipitado branco e 4- controlo. (b) Resultado Negativo- 1- Reagente de Drangedorff formação de 

um precipitado laranja; 2- Reagente de Mayer não houve formação de um precipitado amarelo; 3- 

Reagente de Bertrand não houve formação de um precipitado branco e 4- controlo. Fotografias da 

autoria da própria. ........................................................................................................................... 41 
Figura 17: Teste de alcaloides nos extratos hidrometanólicos. (a) Extrato hidrometanólico de A2 

resultado positivo, 1- Reagente de Bertrand formação de um precipitado branco, 2- Reagente de 

Mayer formação de um precipitado amarelo; 3- Reagente de Dragendorff formação de um 

precipitado laranja, 4- controlo; (b) Extrato hidrometanólico A3 resultado negativo, 1- Controlo, 2- 

Reagente de Dragendorff formação de um precipitado laranja, 3- Reagente de Mayer formação de 

um precipitado amarelo, 4-  Reagente de Bertrand sem a formação de um precipitado branco; (c) 

extrato hidrometanólico A8 resultado negativo, 1- Controlo, 2- Reagente de Dragendorff formação 

de um precipitado laranja, 3- Reagente de Mayer sem a formação de um precipitado amarelo, 4-  

Reagente de Bertrand sem a formação de um precipitado branco e (d) Extrato hidrometanólico A9 

resultado positivo, 1- Controlo, 2- Reagente de Dragendorff formação de um precipitado laranja, 3- 

Reagente de Mayer formação de um precipitado amarelo, 4-  Reagente de Bertrand formação de 

um precipitado branco. Fotografias da autoria da própria. .............................................................. 42 

file:///C:/Users/Ana/Desktop/Tese%20Pesquisa%20e%20caracterização%20de%20%20inseticidas%20em%20células%20de%20inseto%2030_07_2020%20.docx%23_Toc46960658
file:///C:/Users/Ana/Desktop/Tese%20Pesquisa%20e%20caracterização%20de%20%20inseticidas%20em%20células%20de%20inseto%2030_07_2020%20.docx%23_Toc46960658


 
 

ix 
 

Figura 18: Testes negativos nas amostras (A3, A4, A5, A8, A9, A10, A11 e A12) para a reação com 

a gelatina (a), teste positivo na amostra A14 e no extrato hidrometanólico de A14 (b). Fotografias da 

autoria da própria. ........................................................................................................................... 43 
Figura 19: Resultados positivos na reação com os sais metálicos, nas amostras e no extrato 

hidrometanólico A14. Fotografia da autoria da própria.................................................................... 44 
Figura 20: Resultados positivos na amostra A14 e no extrato hidrometanólico A14 na reação com 

o acetato de chumbo. Fotografias da autoria da própria. ................................................................ 45 
Figura 21: Resultados positivos da amostra A14 e extrato hidrometanólico A14 na reação com o 

formol clorídrico. Fotografias da autoria da própria. ........................................................................ 45 
Figura 22: Resultados nas amostras das diferentes partes das plantas secas. 1- controlo, 2- reação 

com os hidroxilos alcalinos, 3- reação com os sais metálicos e 4- reação da cianidina. Fotografias 

da autoria da própria. ...................................................................................................................... 48 
Figura 23: Resultados positivos nos diferentes extratos hidrometanólicos. (a), (b), (c), (d), (e), (g), 

(j) e (k) 1- controlo; 2- reação com os hidroxilos alcalinos, 3- reação com os sais metálicos e 4- 

reação da cianidina. (h) e (i) 1- reação cianidina; 2- reação com os sais metálicos; 3- reação com os 

hidróxidos alcalinos e 4- controlo. (f) 1- reação com os hidróxidos alcalinos; 2- reação com os sais 

de ferro; 3- reação da cianidina e 4- controlo. Fotografias da autoria da própria. ........................... 49 
Figura 24: Resultados da reação oxalo-bórica. (a) Amostras que não se obteve fluorescência e uma 

que obteve fluorescência. (b) Amostra A10 que adquiriu fluorescência vermelha. (c) Amostra A8 que 

adquiriu fluorescência. (d) Extrato hidrometanólico A8 adquiriu fluorescência. (e) Extrato 

hidrometanólico A1 adquiriu fluorescência e (f) Extrato hidrometanólico A2 adquiriu fluorescência. 

Fotografias da autoria da própria. ................................................................................................... 50 
Figura 25: Resultados dos testes de saponósidos nas amostras das diferentes partes das plantas 

secas e no extrato hidrometanólico A14. Resultados positivos estão nos retângulos vermelhos. .. 52 
Figura 26: Cromatograma completo do extrato diclorometano a 20 mg/mL da espécie R. graveolens 

e a 250 nm. ..................................................................................................................................... 53 
Figura 27: Cromatograma parcial do extrato diclorometano a 20 mg/mL da espécie R. graveolens e 

a 250 nm. 1- Psoraleno. *8-Metoxipsoraleno. ................................................................................. 54 
Figura 28: Cromatograma completo do extrato diclorometano a 20 mg/mL da espécie R. graveolens 

e a 320 nm. ..................................................................................................................................... 54 
Figura 29: Cromatograma parcial do extrato diclorometano a 20 mg/mL da espécie R. graveolens e 

a 320 nm. ........................................................................................................................................ 55 
Figura 30: Espectros UV/vis do extrato diclorometano da espécie R. graveolens. Pico identificado: 

Pico 1- psoraleno. ........................................................................................................................... 55 
Figura 31: Cromatograma completo do extrato de acetato de etilo a 20 mg/mL da espécie R. 

graveolens a 250 nm. ...................................................................................................................... 56 
Figura 32: Cromatograma parcial do extrato de acetato de etilo a 20 mg/mL da espécie R. 

graveolens a 250 nm. 1-Psoraleno.................................................................................................. 57 
Figura 33: Cromatograma completo do extrato de acetato de etilo a 20 mg/mL da espécie da R. 

graveolens a 320 nm. ...................................................................................................................... 57 
Figura 34: Cromatograma parcial do extrato de acetato de etilo a 20 mg/mL da espécie R. 

graveolens a 320 nm. ...................................................................................................................... 58 
Figura 35: Espectros UV/vis do extrato de acetato de etilo da espécie R. graveolens. Pico 

identificado: Pico 1-psoraleno ......................................................................................................... 58 
Figura 36: Cromatograma completo do extrato diclorometano a 20 mg/mL da espécie A. conyzoides 

a 250 nm. ........................................................................................................................................ 59 
Figura 37: Cromatograma parcial do extrato de diclorometano a 20 mg/mL da espécie A. conyzoides 

a 250 nm. 1-Psoraleno. 2-Bergapteno. ........................................................................................... 60 
Figura 38: Cromatograma completo do extrato de diclorometano a 20 mg/mL da espécie A. 

conyzoides a 320 nm. ..................................................................................................................... 60 
Figura 39: Cromatograma parcial do extrato de diclorometano a 20 mg/mL da espécie A. conyzoides 

a 320 nm. ........................................................................................................................................ 61 
Figura 40: Espectros UV/vis do extrato de diclorometano da espécie A. conyzoides. Picos 

identificados: Pico 1- psoraleno e Pico 2: bergapteno..................................................................... 61 

 



 
 

x 
 

Índice de Tabelas  
 

Tabela 1: Mecanismos/Alvos de ação de inseticidas de origem vegetal. Adaptado de (13). .............2 
Tabela 2: Compostos bioativos da espécie A. conyzoides. .................................................................19 
Tabela 3: Compostos bioativos de C. majus. ........................................................................................21 
Tabela 4: Compostos bioativos de J. regia. ...........................................................................................23 
Tabela 5: Compostos bioativos de R. graveolens. ................................................................................25 
Tabela 6: Espécies das plantas utilizadas e o seu peso seco em gramas (g). ..................................29 
Tabela 7: Identificação dos extratos brutos pelo código alfanumérico e suas massas em miligramas 

(mg). ...........................................................................................................................................................30 
Tabela 8: Preparação dos tubos de ensaio para o teste dos saponósidos. .......................................35 
Tabela 9: Resultados da viabilidade celular em % dos diferentes extratos a diferentes 

concentrações. ..........................................................................................................................................38 
Tabela 10: Resultados do teste de alcaloides nas diferentes partes das plantas secas em estudo.

 ....................................................................................................................................................................40 
Tabela 11: Resultados do teste de alcaloides nos extratos hidrometanólicos. ..................................41 
Tabela 12: Resultados do teste de taninos nas diferentes partes das plantas secas e no extrato 

hidrometanólico. ........................................................................................................................................43 
Tabela 13: Resultados do teste de flavonoides nas diferentes partes das plantas secas. ...............46 
Tabela 14: Resultados do teste de flavonoides nos extratos hidrometanólicos, diclorometano e 

acetato de etilo (A1, A2, A3, A4, A5, A6, A7, A8, A9, A10, A11, A12, A13 e A14) ............................47 
Tabela 15: Resultados do teste dos saponósitos nas diferentes partes das plantas secas e no extrato 

hidrometanólico A14. ................................................................................................................................51 
Tabela 16: Cromatograma do extrato diclorometano da espécie R. graveolens a 20 mg/mL e 

respetivos picos estão assinalados na Figura 27. .................................................................................53 
Tabela 17: Cromatograma do extrato de acetato de etilo a 20 mg/mL da espécie R. graveolens e 

respetivos picos estão assinalados na Figura 32. .................................................................................56 
Tabela 18: Cromatagrama do extrato de diclorometano da espécie A. conyzoides e respetivos picos 

estão assinalados na Figura 37. ..............................................................................................................59 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

xi 
 

 

Lista de Abreviaturas 
 

AChE- Acetilcolinesterase  

ATP- Adenosina trifosfato  

ATPases- Adenosinatrifosfatases  

Ca2+- iões de cálcio 

CE- Comunidade Europeia  

CPF- Clorpirifos 

DL50- Dose letal 50  

K+- iões de potássio  

Na+- iões de sódio 

DDT- Diclorodifeniltricloroetano  

DMSO- Dimetilsulfóxido 

MeOH- Metanol 

MTC- Medicina Tradicional Chinesa 

nAChRs- Recetores nicotínicos de acetilcolina  

NADH- Nicotinamida Adenina Dinucleotídeo Reduzido  

OA- Octopamida 

OE- Óleos essenciais 

P-GP- Glicoproteína P  

ROS- Espécies reativas de oxigénio   

SBF- Soro bovino fetal  

SNC- Sistema nervoso central  

TRs- Tempos de retenção 

 

 



 
 

1 
 

 

1. Introdução 
 

Os pesticidas inseticidas sintéticos são, ainda hoje, a principal “arma” contra pragas de 

insetos na agricultura, apesar de apresentarem efeitos adversos graves para organismos 

não-alvo nos quais podem surgir resistências, como tem vindo a ser demonstrado em 

vários estudos efetuados (1–7). 

Apresentam, inclusivamente, riscos de intoxicação para agricultores ou outros 

consumidores/utilizadores, para além de serem dispendiosos e revelarem deficiências nos 

estudos de impacto ambiental (1–7). 

Dadas essas desvantagens, a tendência atual é o uso de  inseticidas de origem natural, 

por serem considerados menos tóxicos ou não tóxicos, embora a extensão dessa 

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

 

1.1. Mecanismos de ação dos inseticidas de origem vegetal 
  

Algumas espécies de plantas sintetizam uma ampla gama de compostos de defesa 

moderadamente tóxicos, ou um pequeno número de substâncias com elevada toxicidade. 

Alguns insetos herbívoros, alimentam-se de uma variedade de plantas, as quais possuem 

substâncias tóxicas com efeitos inespecíficos numa gama alargada de alvos moleculares 

(Tabela 1). Os alvos variam entre proteínas (enzimas, recetores, canais iónicos, proteínas 

estruturais), ácidos nucleicos, membranas, metabolitos secundários com interações 

especificas ou inespecíficas e outros componentes celulares (9). Os metabolitos 

secundários das plantas, como por exemplo os alcaloides, podem interferir nos neuro-

recetores (através da inibição competitiva da ligação do ligando por um alcaloide 

antagonista ou por ativação agonista de um recetor por um alcaloide com estrutura química 

semelhante ao ligando endógeno), mas também podem interferir com certos componentes 

do sistema de sinalização celular numa enzima vital ou na sinalização do sistema nervoso 

(como a síntese, o armazenamento, a libertação, a ligação e a recaptação de 

neurotransmissores) (10). Os inseticidas fitoquímicos normalmente apresentam 

mecanismos de ação que podem ser diferentes, como ação de inibição da muda, redução 

do crescimento, perda de fertilidade e inibição respiratória (11–13). 
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Tabela 1: Mecanismos/Alvos de ação de inseticidas de origem vegetal. Adaptado de (13). 

Sistema 
Mecanismos 

/Alvos de ação 
Composto Fonte vegetal Referências 

Sistema 
colinérgico 

Inibe a 
acetilcolinesterase 

(AChE) 

Componentes 
dos óleos 
essenciais 

 
 

Azadirachtina 
indica (Jussieu, 
1832), Mentha 
spp. Lavandula 

spp. 

(14–18) 

Recetor nicotínico 
de acetilcolina 

colinérgico 
agonista / 

antagonista 

Nicotina 

Nicotiana spp. 
(Linnaeus, 1753), 
Delphinium spp. 

(Linnaeus, 1753), 
Haloxylon 

salicornicum 
(Boissier, 1879), 

Stemona 
japonicum 

(Blume, 1867) 

(19,20) 

Sistema GABA 

Canal de cloro 
controlado por 

GABA 

Timol, 
silfinenos 

Thymus vulgaris 
(Linnaeus, 1753) 

(21–23) 

Interrompe a troca 
de iões de sódio e 

potássio 
Piretrina 

Chrysanthemum 
cinerariaefolium 
(Linnaeus,1753) 

(24) 

Sistema 
mitocondrial 

Inibidor da 
respiração celular 

(inibidor do 
transporte de 
eletrões do 
complexo 

mitocondrial I ou 
METI) 

Rotenona 
Lonchocarpus 
spp. (Kunth, 

1824) 
(25–28) 

Afeta os canais de 
cálcio 

Rianodina 
Ryania spp. 
(Vahl, 1797) 

(29) 

Afeta a ação da 
membrana da 
célula nervosa 

Sabadila 
Schoenocaulon 

officinale (Schltdl. 
& Cham., 1840) 

(30) 

Sistema 
octopaminérgico 

Recetores 
octopaminérgicos 

Componentes 
dos óleos 
essenciais 

Cedrus spp. 
(Trew, 1757), 

Pinus spp. 
(Linnaeus, 1753), 

Citronella spp. 
(D. Don,1832), 

Eucalyptus 
spp.  (L’Héritier, 

1789) 

(31–33) 

Bloquea os 
recetores da 
octopamina, 
trabalhando 
através da 
cascata de 

recetores de 
tiramina 

Timol 
Thymus vulgaris 
(Linnaeus,1753) 

(31,34) 

Diversos 
Rutura do 
equilíbrio 
hormonal 

Azadiractina 
Azadiractina 

indica (Jussieu, 
1832) 

(35,36) 
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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 (Schltdl. & Cham., 1840), a rotenona, 

composto bioativo do Lonchocarpus utilis (A. C. Sm., 1937), a piretrina, metabolito 

secundário do piretro dálmata Tanacetum cinerariifolium (Sch.Bip., 1844), a azadiractina, 

o composto bioativo do neem (Azadirachta indica [Jussieu, 1832]), os óleos essenciais 

(óleos de alecrim, de eucalipto,  de cravo-da-índia, de tomilho de jardim e de hortelã-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) é um alcaloide (de núcleos piridínico e pirrolidínico) obtido das folhas 

da planta do tabaco (Nicotiana tabacum [Linnaeus,1753]) com um longo historial de uso 

como inseticida (38). É, provavelmente, o mais conhecido e foi isolado pela primeira vez 

em 1828 por Posselt e Reimann, mas a sua estrutura química foi determinada por Pinner 

em 1893. A nicotina, tal como a nornicotina e a anabasina são agressores sinápticos que 

imitam o neurotransmissor acetilcolina. A intoxicação por nicotina é muito semelhante à 

provocada pela acetilcolina porque os recetores de nicotina e de acetilcolina não 

conseguem distinguir uma da outra, havendo, por isso, uma interação que leva à 

estimulação do sistema nervoso central (SNC).  A nicotina pode exercer efeitos 

farmacológicos ou tóxicos em insetos e mamíferos, ativando os recetores nicotínicos de 

acetilcolina (nAChRs) (39,40). Nos insetos esses efeitos expressam-se no SNC e nos 

mamíferos nas junções neuromusculares do sistema nervoso periférico (SNP) e no SNC. 

A inativação do recetor resulta na interação da nicotina com nAChRs, produzindo uma 

grande estimulação que provoca a despolarização prolongada e, em doses altas, uma 

estimulação parassimpática e um bloqueio ganglionar e neuromuscular. Nos vertebrados 

a nicotina apresenta uma toxicidade oral aguda alta, com a LD50 abaixo dos 50 mg/Kg. 

Devido à sua rápida absorção pode provocar a morte em poucos minutos após a 

intoxicação, por insuficiência respiratória e paralisia dos músculos respiratórios. A 
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intoxicação por nicotina pode ser resultado da exposição a produtos de tabaco, goma ou 

emplastros e apresenta, nos humanos, sinais e sintomas como náuseas, vómitos, fraqueza 

muscular, problemas respiratórios, dor de cabeça, letargia e taquicardia. A doença do 

tabaco verde ocorre nos trabalhadores que cultivam, colhem ou manipulam o tabaco devido 

à absorção dérmica de nicotina. Em ratos, na exposição aguda a sulfato de nicotina, a DL50 

oral é de 83 mg/Kg e a DL50 dérmica é de 285 mg/Kg  (11,13,41–43).   

 

Figura 1: Estrutura química da nicotina. 

 

1.2.1.2. Rianodina 

 

A planta Ryania speciosa (Vahl, 1797), contem, nos caules e raízes, alcaloides designados 

por rianodina e por 9,21-desidrorianodina (Figura 2), os quais são responsáveis pela 

atividade inseticida desta planta. A rianodina liga-se e bloqueia os canais de cálcio (Ca2+) 

provocando a inibição da contração muscular (esquelética e cardíaca) e as junções 

neuromusculares o que a torna eficaz tanto pelo contacto como pela ingestão, onde atua 

como um agressor de ação lenta para o estômago  inibindo a capacidade  alimentar das 

espécies lagarta-da-espiga de milho (Helicoverpa zea; [Boddie, 1850]), broca-do-milho 

(Ostrinia nubilalis; [Hübner,1796]) e mariposa (Cydia pomonella, [Linnaeus, 1758]) 

(13,42,44). Nos vertebrados e invertebrados as propriedades fisiológicas e toxicológicas 

apresentadas pela rianodina levam à ativação dos canais de Ca2+ do reticulo 

sarcoplasmático do músculo esquelético e cardíaco provocando o fluxo de iões de cálcio 

para as células e a morte segue-se muito rapidamente (43,45). A própria rianodina já foi 

utilizada como inseticida, mas como apresentou toxicidade em mamíferos deixou de ser 

usada. As diamidas (poliaminas, compostos orgânicos) ativam os recetores de rianodina, 

que pertencem à família de canais de cálcio. Quando a diamida entra no sistema nervoso 

ativa os canais de Ca2+ dependentes de voltagem levando a um aumento do cálcio 

intracelular e desencadeando a ativação dos recetores de rianodina localizados no retículo 

sarcoplasmático. Estes, por sua vez, provocam a libertação dos reservatórios do cálcio e 

modificam o início da contração muscular. Nos insetos, estes recetores são ativados 

porque as diaminas se ligam num local diferente da rianodina. As espécies do género 
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Ryania que contêm rianodina têm uma toxicidade baixa em mamíferos. As preparações de 

Ryania sp. estão disponíveis como inseticidas de origem vegetal (45). Os compostos de 

rianodina purificada são cerca de setecentas vezes mais tóxicos do que a própria Ryania 

sp. e também possuem uma atividade residual mais longa que outros inseticidas de origem 

vegetal. No composto ativo rianodina, a LD50 é de 0,39 mg/Kg em adultos da espécie Musca 

domestica (Linnaeus, 1758). As vantagens do uso destes compostos é a baixa toxicidade 

para humanos e a falta de persistência e bioacumulação. Não existem evidências destes 

compostos serem genotóxicos, carcinogénicos, neurotóxicos ou de apresentarem 

toxicidade reprodutiva ou de desenvolvimento, além de terem uma toxicidade aguda baixa 

(DL50 oral = 2000-5000 mg/Kg) (4,11,42,43,45). 

 

 

 

 

 

 

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

 

1.2.1.3. Sabadila   

 

A sabadila é um inseticida botânico que pode ser obtido das sementes de lírio sabadila da 

espécie Schoenocaulon officinale (Schltdl. & Cham, 1925). Tem sido utilizada para controlo 

de pragas há vários séculos. Os alcaloides que se obtêm da sabadila são geralmente 

conhecidos por veratrinas, das quais as principais são a veratridina e a cevadinha (Figura 

3) (3,4,46). O seu modo de ação é semelhante ao das piretrinas, mas estruturalmente não 

é similar a forma como afeta os canais de sódio voltagem dependentes dos axónios 

nervosos (13). A sabadila afeta as membranas das células nervosas originando perda da 

função nervosa, paralisia e morte. Esta é eficaz quando ingerida ou em contacto com as 

larvas, tripes e percevejos. A sabadila é muito tóxica para as abelhas, mas degrada-se 

rapidamente quando exposta ao ar e à luz solar e possui apenas uma toxicidade residual. 

Dayan e os colaboradores consideram a sabadila menos tóxica que outros inseticidas 

botânicos uma vez que apresenta uma DL50 de 4000 a 5000 mg/Kg em mamíferos 

(4,13,42,43,47).   

(1) (2) 
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Figura 3: Estrutura química do alcaloide do tipo veratrinas: cevadinha (3) e veratridina (4). 

 

A veratridina, pseudoalcaloide esteroídico, pode ser encontrado em espécies de plantas, 

como o Heléboro branco europeu (Veratrum album [Linnaeus, 1753]). A veratridina possui 

maior ação inseticida causando aumento na duração do potencial de ação, disparo 

repetitivo e despolarização da membrana nervosa. Os alcaloides veratrinos, quando  puros, 

apresentam uma toxicidade elevada para os mamíferos com a DL50 oral de 13 mg/Kg em 

ratos (42). Estes compostos são 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 ingestão do produto. São considerados agressores 

de ação lenta no estômago porque impedem os insetos de se alimentarem, logo após a 

sua ingestão (4,13,43,44,47).    

A cevadinha, quando pura, é também um pseudoalcaloide esteroídico e, como tal,   

considerada extremamente tóxica para os mamíferos, apresentando uma DL50 oral de 50 

mg/Kg em ratazanas (42).   

 

1.2.2. Fenóis 
 

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 há família das 

(Fabeaceae [Lindl, 1836]). Começou a ser utilizada como inseticida há mais de 150 anos 

atuando como inibidor metabólico e como veneno ou toxina neurotóxicos (3,4). A rotenona, 

presente por exemplo nas espécies D. elliptica e L. utilis, interrompe o metabolismo 

energético das mitocôndrias celulares, inibe o sistema de transporte de eletrões e 

(3) 

(4) 
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desacopla o sistema de transporte de ATP (trifosfato de adenosina) (44). Também  

bloqueia a transferência de eletrões dos centros de Ferro-Enxofre do complexo I para a 

ubiquinona, impedindo a síntese da energia utilizável (ATP) (48) e  interfere com o sistema 

de transporte de eletrões entre a NADH desidrogenase (NADH-ubiquinona oxidorredutase 

ou Complexo I) e a coenzima Q no complexo I (conservador de energia), mas também com 

a piericidina-A (inibidor da NADH desidrogenase), causando uma redução severa no 

consumo de oxigénio (49,50).  

Nos insetos, a rotenona é convertida em metabolitos muito tóxicos, mas nos mamíferos ela 

é destoxificada. O envenenamento por inseticida ocorre também por afetar a atividade da 

fosforilação de proteínas (H-ATP: bomba de protões) ou outro sistema de enzimas (como 

a adenosinatrifosfatases ou ATPase) (13,50).  

 

 

Figura 4: Estrutura química da rotenona. 

 

 A rotenona apresenta um comportamento semelhante ao da piretrina, embora possuindo 

uma ação mais forte e maior persistência. A sua eficácia deve-se à ação neurotóxica rápida 

nos insetos que é designada por “efeito knockdown” (51). É utilizada contra pulgões, tripes 

(bicho da madeira) e outro tipo de insetos da fruta e vegetais. Aumenta a mortalidade dos 

insetos e a sua reprodução é afetada negativamente. Alguns estudos demonstraram que 

a ação da rotenona e dos seus derivados faz com que os insetos deixem de se alimentar. 

É 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 ingestão de rotenona parece 

diminuir a quantidade de alimento absorvido pelas larvas e também a capacidade de 

conversão do alimento absorvido em biomassa. A rotenona é um composto inseticida 

tóxico para as abelhas se usado em conjunto com a piretrina, mas quando utilizado 

isoladamente controla pragas de ácaros Varroa jacobsoni (Oudemans, 1904) que afetam 

as suas colónias (4,51).   
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A rotenona apresenta toxicidade para os mamíferos ou vertebrados que pode ser 

comparada ao uso de diclorodifeniltricloroetano (DDT) nos ratos e a sua DL50 por via oral 

é de 132 mg / kg, mas as suas formulações apresentam muito menos toxicidade. 

Recentemente a segurança da rotenona foi questionada em função de relatos controversos 

na exposição aguda em ratos. Alguns trabalhos referem que produz lesões cerebrais 

semelhantes às encontradas em humanos e outros animais com doença de Parkinson, 

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

A rotenona tem uma toxicidade aguda alta em roedores e cães e é menos tóxica em 

coelhos e aves (52). Os sintomas de intoxicação são o aumento inicial das taxas cardíacas 

e respiratórias, espasmos clónico-tónicos e depressão muscular, seguida por depressão 

respiratória.  Em humanos a intoxicação aguda é 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 à formação de espécies reativas de oxigénio 

(ROS),  de forma muito semelhante à que foi observada no 1-metil-4-fenilpiridínio (MPP+, 

o metabolito ativo de 1-metil-4-fenil-1,2,3,6-tetra-hidropiridina [MPTP]) que é o composto 

químico causador do parkinsonismo e também da inibição do complexo I (53). Foram 

efetuados estudos onde se demonstrou que a administração de rotenona (2-3 mg/kg por 

dia durante uma a cinco semanas) em ratos, causava a degeneração nigrostriatal seletiva 

e a inibição do complexo I em todo o cérebro uniformemente (54–56).  Concluíram, assim, 

que existe uma associação entre o uso de rotenona e o aumento do risco de doença de 

Parkinson (7,11,42,43,51,57).   

Na Europa, as formulações que contêm rotenona são utilizadas como agentes de proteção 

na agricultura biológica, embora em alguns países europeus, como a Áustria, Itália, 

Espanha e Suíça, a sua utilização seja parcialmente limitada (4,42,43).    

 

1.2.3. Terpenos 
 

1.2.3.1. Piretrinas  

 

As piretrinas estão registadas como pesticidas que podem ser encontrados em mais de 

2000 produtos comercializados em todo o mundo. As piretrinas, tal como outros inseticidas 

piretroides, são neurotóxicos. As piretrinas naturais têm excelentes propriedades 

inseticidas para controlar os insetos nocivos nos agregados familiares e nas explorações 

agrícolas. A utilização de piretrinas naturais é também permitida na produção biológica, 

nos termos do Regulamento (CE) n.º 889/2008 (CE, 2008) (58).  
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A piretrina é um metabolito secundário das plantas piretro dálmata (Tanacetum 

cinerariifolium [Trev./Schultz Bip., 1844]) e crisântemos (Chrysanthemum cinerarifolium 

[Linnaeus,1753]) (3,47,59). O piretro é uma mistura de vários compostos (piretrina I e II, 

cinerina I e II e jasmolina I e II) (Figura 5), os quais são terpenos formados a partir da 

esterificação de retronolona com o ácido crisantémico ou ácido piretrico (4,60–62). Tal 

como a piretrina, o piretro afeta o SNC dos insetos, bloqueando as junções nervosas que 

são fechadas através dos canais de sódio (Na+), provocando a diminuição dos impulsos 

nervosos. As piretrinas I e II são as que apresentam atividade inseticida. A piretrina I é 

muito tóxica para os insetos e atua em poucos minutos, quando usada isoladamente. A 

piretrina II demora algumas horas a fazer efeito e provoca a queda dos organismos, mas 

não a morte imediata. Os insetos têm capacidade de metabolizar a piretrina II o que, em 

alguns deles, facilita a sua recuperação (47).  

  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5: Estruturas químicas das: piretrina I (5), cinerina I (6), jasmolina I (7), piretrina II (8), cinerina II (9) e 
jasmolina II (10). 

 

As piretrinas são consideradas agressores de contacto, mas também penetram 

rapidamente no SNC. A piretrina I perturba o sistema nervoso do inseto, agindo sobre o 

canal de sódio (Na+) dependente de voltagem nos axónios nervosos, provocando o 

bloqueio das junções nervosas e causando os efeitos de colapso, paralisia e morte (15,44). 

A piretrina I tem um efeito "knockdown" e a piretrina II provoca alguma hiperatividade 

seguida de convulsões (4,43,48,63,64).  As piretrinas atuam nas membranas nervosas, 

provocando a modificação dos canais de sódio (Na+), (prolongando a sua abertura, do que 

resulta um maior fluxo de sódio [Na+]) e de potássio (K+) nos neurónios e, desse modo, a 

despolarização das membranas (65,66). O resultado deste bloqueio leva a uma libertação 

significativa de acetilcolina a nível sináptico. O aumento de acetilcolina provoca a 

dessensibilização dos recetores pós-sinápticos e desencadeia, através de uma 

alimentação negativa dos recetores pré-sinápticos, uma inibição da libertação de 

acetilcolinesterase. A transmissão sináptica é então bloqueada, o que leva à paralisia do 

(5) (6) (7) 

(8) (9) 
(10) 
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inseto seguida da sua morte (39).  As piretrinas apresentam uma toxicidade baixa nos 

mamíferos, uma vez que estes possuem enzimas microssomais hepáticas e esterases que 

levam à sua degradação. Nos testes de toxicidade em ratos a DL50 aguda é de 1500 mg/Kg 

e a DL50 oral varia entre 350 a 500 mg/Kg. As fórmulas comerciais são consideravelmente 

as menos tóxicas (1500 mg/Kg) (4,42,48). As piretrinas provocam reações como dermatites 

de contato e reações respiratórias alérgicas, mas estas devem-se a outros constituintes 

das formulações. Os sintomas de intoxicação por piretrinas são caraterizados por 

hiperexcitabilidade, convulsões e por fim a morte (4,13,41–43). Existem poucos estudos 

sobre os efeitos das piretrinas naturais a nível celular e sobre os mecanismos moleculares 

subjacentes às mesmas, tendo sido a autofagia um desses mecanismos. Os efeitos tóxicos 

dos piretroides para as células incluem danos no DNA, inibição do complexo mitocondrial 

I, e indução da acumulação de espécies reativas de oxigénio (ROS) (67).  

 

 

1.2.3.2. Azadiractina 

 

O neem ou  lilás indiano (Azadirachta indica [Jussieu, 1832]) é uma árvore que apresenta 

vários 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 têm 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 [pulgões, 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 formulações comerciais de neem são utilizadas em todo o mundo e as fórmulas 

comerciais funcionam como agressores estomacais, embora possam causar intoxicação 

por contacto, quando aplicadas em doses mais elevadas (4,69). Após a exposição à 

azadiractina surge supressão imediata do apetite, bem como envenenamento sistémico e 

inibição da ecdise (42). Pode também induzir atraso ou mesmo interrupção no 

desenvolvimento pós-embrionário, oviposição defeituosa, infertilidade,  inibição da síntese 

enzimática e da formação de quitina (48,70). Os dois efeitos primários da azadiractina 

parecem ser o bloqueio dos canais de cálcio e a apoptose pela via mitocondrial das células 

(39,71,72). Estas duas ações induzem o bloqueio da mitose e uma redução na síntese de 

proteínas de insetos das espécies de traça do exército (Spodoptera frugiperda [J.E. Smith, 

https://pt.wikipedia.org/wiki/Linnaeus
https://pt.wikipedia.org/wiki/Systema_Naturae
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1797]), de lagarta do tabaco (Spodoptera litura [Fabricius, 1775]), de traça Trichoplusia ni 

[Hübner, 1803]) e de mosquito tigre asiático (Aedes albopictus [Skuse, 1894]), entre outras 

(71,73,74). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6: Estruturas químicas dos compostos bioativos da árvore 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 química só foi determinada vários 

anos depois. É responsável por diversas atividades inseticidas, fungicidas, nematicidas, 

bactericidas e repelentes e inibe a atividade da AChE na (Nilaparvata-lugens [Stål, 1854]) 

(cigarrinha marron do arroz) (13). A inibição da AChE provoca a acumulação de acetilcolina 

nas sinapses, provocando um estado de estimulação permanente na membrana pós-

sináptica, o que resulta em ataxia, ou seja, falta geral de coordenação no sistema 

neuromuscular, e eventual morte (13).   

A azadiractina é um inseticida anti-mitótico (fase G2/M da divisão celular) (75) e vários 

estudos com a azadiractina radiomarcada, indicaram especificamente a sua localização no 

corpo cardíaco (76,77). Apresenta efeitos na regulação de crescimento e na alimentação 

em algumas espécies de insetos (13). Também interfere no seu sistema neuro-endócrino, 

onde interrompe o crescimento, a muda e a metamorfose, bloqueia a reprodução (redução 

da fertilidade, fecundidade e oviposição) e pode causar anorexia.  A azadiractina ou 

azadiractina A atua na glândula protorácica e inibe a síntese e a libertação das hormonas 

da muda (ecdisona), o que leva a uma ecdise incompleta dos insetos imaturos (42). Um 

mecanismo semelhante ocorre levando à esterilidade das fêmeas adultas (13). Apresenta 

(11) (12) (13) 

(14) (15) (16) 
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o efeito anti-mitótico também em diferentes linhas celulares de mamíferos como as células 

de ovário de hamster chinês (78).   

A azadiractina apresenta uma baixa toxicidade aguda nos mamíferos e os ratos podem 

apresentar uma DL50 superior a 5000 mg/Kg (48). Dependendo das plantas tratadas com 

azadiractina e das condições ambientais, os seus efeitos podem durar entre 4 a 8 dias.  

Apresenta também efeitos reduzidos nos organismos não-alvo mas a ingestão de 

azadiractina pode levar a efeitos fisiológicos deletérios como por exemplo a não 

alimentação e não apresenta efeitos tóxicos quando administrada topicamente e por 

injeção (7,43,51).  

 

1.2.3.3. Óleos essenciais 

 

Os óleos essenciais (OE) são matrizes naturais que estão presentes em várias famílias 

(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). São 

produzidos comercialmente como inseticidas, fungicidas e herbicidas para aplicações 

agrícolas e industriais, utilizando como ingredientes ativos 1,8-cineol ou eucaliptol, o 

principal constituinte dos óleos de alecrim (Rosmarinus officinalis [Linnaeus, 1753])  e de 

eucalipto (Eucalyptus globulus [La Billardière, 1800]), o  eugenol do óleo de cravo-da-índia 

(Syzygium aromaticum [L./ Merrill & Perry, 1939]), o timol do tomilho de jardim (Thymus 

vulgaris [Linnaeus, 1753]) e o mentol de várias espécies de hortelã-verde (Mentha spicata 

[Linnaeus, 1753]) (Figuras 7) (5). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 7: Estruturas químicas de compostos presentes em óleos essenciais: 1,8 cineol ou eucaliptol (17), 
eugenol (18), timol (19) e mentol (20). 

(17) (18) (19) (20) 
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A eficácia dos óleos essenciais no controlo dos insetos depende diretamente da sua 

composição química a qual,  por sua vez, está relacionada com as práticas de cultivo, as 

condições ambientais, os processos extrativos e a própria espécie em causa (48). São 

basicamente matrizes lipofílicas que atuam como toxinas ou como dissuasores da 

alimentação, do acasalamento e da oviposição de uma grande variedade de pragas de 

insetos (80). Podem afetar os processos bioquímicos, e perturbar especificamente o seu 

equilíbrio endócrino normal. São neurotóxicos e considerados como reguladores do 

crescimento dos insetos, interrompendo o processo normal de morfogénese (processo da 

indução da proliferação e da diferenciação celular) (4,13,81).      

Os óleos essenciais extraídos das plantas das famílias Meliaceae (Jussieu, 1789) e 

Rutaceae são óleos cítricos, com predominância 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 tóxico para os ovos e larvas das moscas da 

fruta do Caribe (Anastrepha suspensa [Loew, 1862]). Foi observado que o linalol afeta o 

transporte iónico e a libertação da acetilcolina (inibidor da acetilcolinesterase [AChE]) dos 

insetos (82) (Figura 8).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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

 

Nas moscas domésticas e nas baratas alemãs (Blattella germanica [Linnaeus, 1767]) foram 

testados vários monoterpenos (mirceno, terpineol, linalol e pulegona) que apresentam 

neurotoxicidade e  são importantes componentes de óleos essenciais (Figura 9) (4,13,64). 
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Na presença de constituintes de OE 

nAChr nAChr 
OE 

AChE 



 
 

14 
 

 

 

 

Figura 9: Estruturas químicas de monoterpenos presentes em óleos essenciais (21) limoneno, (22) linalol, (23) 
mirceno, (24) terpineol e (25) pulegona. 

 

O rápido aparecimento de sinais tóxicos sugere um modo de ação neurotóxico envolvendo 

a inibição competitiva da acetilcolinesterase, a ativação competitiva dos recetores 

octopaminérgicos ou a interferência com os canais de cloro controlados pelo GABA (Figura 

10). Sintomas evidentes, incluindo a hiperatividade, seguida de hiperexcitação, convulsões 

e tremores seguidos de paralisia ("knockdown"), são semelhantes aos produzidos por 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10: Os constituintes de OE aumentam o fluxo de cloro (Cl-) através da modelação dos recetores GABA. 
GABA- Ácido gama-aminobutírico; GABAr- recetores de GABA; OE- constituintes de óleos essenciais. 
Adaptado de (83). 

 

A octopamina (OA) (Figura 11) é 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 função fisiológica 

semelhante à da norepinefrina (catecolamina) em vertebrados. A interrupção do 

funcionamento da octopamina resulta na decomposição total do sistema nervoso dos 

insetos (84). 

Neurónio pós-sináptico  Neurónio pós-sináptico  
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OE 
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(21) (22) (23) (24) (25) 
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Figura 11: Estrutura química da octopamina. 

 

Os efeitos comportamentais agudos e sub-letais dos constituintes de óleos essenciais, em 

insetos e em outros vertebrados, são consistentes com um local alvo do sistema 

octopaminérgico que age bloqueando os recetores de octopamina (Figura 12). Estudos 

farmacológicos, bioquímicos e fisiológicos têm demonstrado a presença 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 farmacológicos em subtipos de recetores octopamina2 revelaram que estes não 

foram encontrados nos vertebrados (85). A ação inseticida pode ser exercida no sistema 

octopaminérgico em particular no recetor do tipo 2 dos insetos (13). As funções fisiológicas 

da OA parecem estar relacionadas com classes farmacologicamente distintas de recetores 

de octopamina nomeadamente o ritmo miogénico via concentração de Ca2+, de 

octopamina2A, octopamina2B, octopamina3 (ativação de atividade da adenilato ciclase), que 

são ligados a diferentes mensageiros secundários pertencentes à família de recetores 

acoplados à proteína G (G-PCRs) (13,84).  

 

 

 

 

 

Figura 12: Os constituintes de óleos essenciais bloqueiam os recetores de octopamina. OE- constituintes de 
óleos essenciais; OAr- recetores octopamina; G- proteína G; cAMP- adenosina monofosfato cíclica; Ca2+- iões 

de cálcio; - aumento do nível da molécula. Adaptado de (83).   

 

Alguns estudos relatam que certos constituintes de óleos 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 ativação do eugenol em baixas doses dos recetores de 

octopamina mas a resposta à octamina não foi afetada no neurónio de DUM (mediana 

dorsal não 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 

o 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 algodão (S. litura) sendo 

a sua LD50 entre 25,4 a 29,0 µg/inseto assim como na mosca da fruta e no mosquito (Culex 

pipiens [Linnaeus, 1758]) (13,84).     

 

1.2.3.4. Quassina e neoquassina 

 

A árvore de madeira amarga ou quássia (Quassia amara, [Linnaeus]) é um arbusto e um 

membro da família Simaroubacea e possui atividade inseticida. Os seus principais 

constituintes bioativos são os quassinoides e os que apresentam atividade inseticida são 

a quassina (triterpeno lactona) e a neoquassina (triterpeno) (Figura 13). São considerados 

agressores estomacais e também atuam por contacto. Os extratos de quássia apresentam 

eficácia contra vários insetos, tais como afídeos, lagartas, escaravelhos entre outros. Os 

extratos de quássia mostraram uma atividade antialimento contra as larvas de borboleta 

(Hypsipyla grandella, [Zeller, 1848]) (4). 

 

 

 

 

 

Figura 13: Estruturas químicas da quassina (1) e neoquassina (2). 

 

 

 

(26) (27) 

https://en.wikipedia.org/wiki/Philipp_Christoph_Zeller
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1.3. Mecanismos de defesa dos insetos  
 

Os insetos lepidópteros são fitofágicos e  possuem mecanismos com alguma complexidade 

para reduzir ou inativar metabolicamente, a quantidade de alguns dos xenobióticos 

potencialmente tóxicos que ingere (87).  

O sistema de defesa aleloquímico destes insetos incluem o citocromo P450, a glutationa-

S-transferase e as esterases  (enzimas que hidrolisam ésteres particulares em ácidos, 

álcoois ou fenóis), que estão presentes no seu trato gastrointestinal, permitindo uma rápida 

eliminação das substâncias tóxicas, ou dos corpos gordurosos ingeridos, facilitando, 

simultaneamente, a desintoxicação 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 função de requererem mais estudos versando as suas propriedades biológicas 

e farmacológicas.   

 

1.4.1. Ageratum conyzoides (Linnaeus) 

 

O mentrasto (Ageratum conyzoides [Linnaeus, 1753]) é uma planta anual herbácea, 

ramificada e ereta da família Asteraceae. Pode atingir os 30 a 100 cm de altura e é nativa 

da América Tropical, mas a sua distribuição ocorre em áreas tropicais e subtropicais à volta 

do mundo. Esta espécie tem uma grande adaptabilidade ambiental e tem um potencial 

reprodutivo e de alelopatia. Esta planta é considerada uma erva daninha em 50 países, 

mas também, é usada como planta ornamental e na medicina tradicional (1,88,97–99,89–

96). 

Não é consumida por seres humanos, mas é muito utilizada com fins medicinais em várias 

zonas de África, Ásia e América do Sul, onde, na medicina popular, a planta é usada como 

purgativo, antipirético, anti-inflamatório, antimicrobiano, antidisentérico, antilítico, 

anticólicas e anti úlceras. Embora referida como venenosa para coelhos devido à presença 
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de cianeto de hidrogénio (HCN) e de cumarinas, em algumas culturas, é considerada uma 

iguaria para animais como porquinhos-da-índia, 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 

possível concluir que, de fato, possui diversas atividades antimicrobiana (antibacterianos e 

antifúngicos) (2,93,102,103), anticonvulsivante (93), anticoagulante (88), analgésica 

(88,95,102,103), antipirética (88,93), anti-inflamatória (88,93,98,100,102–104), 

miorelaxante (88), antioxidantes (95,100,103), cicatrizantes (103), anticancerígenas 

(102,103), anti tumoral (105), anti hiperglicémicas (103), anti ulcerogénicas (103), 

antiespasmódico (99,105), anti-artrite (105), anti protozoário (105), herbicida (2), 

nematicida (2,104) e inseticida (2,88,97,102–104,106).  

Toda a parte aérea da planta produz um óleo volátil e a obtenção desse óleo essencial, por 

destilação a vapor, liberta um odor intenso e pungente. Ao óleo essencial extraído da planta 

são atribuídas várias atividades biológicas. O óleo essencial da parte aérea do A. 

conyzoides contém cromenos  (desmetoxiageratocromeno [precoceno I] e ageratocromeno 

[precoceno II]), sesquiterpeno (β-cariofileno, o óxido de cariofileno e os hidrocarbonetos) e 

monoterpenos (α-farneseno, γ-cadineno, δ-elemeno, β-elemeno, muuroleno), cumarina e 

em quantidades muito pequenas benzofuranos (2-amilfurano e 2,3-di-hidrobenzofurano), 

melitol e α-funebreno, flavonoides como o campferol, quercetina e seus glicósidos, os 

alcaloides (1,2-desifropirrolizidínico e licopsamina) (Tabela 2) 

(2,88,89,91,92,99,102,103,105,107–110). Para alguns investigadores, a quantidade e a 

composição dos vários óleos podem variar em função da localização ou origem da planta. 

Dos cromenos, que o óleo essencial do A. conyzoides  contém, os precocenos I e II, 

apresentam atividade inseticida, provocando efeitos ovicida, anti gonadotrópico, 

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

Composto 
Estrutura  
química 

Classe 
química 

Origem Referências 

Desmetoxiageratocromeno  
(precoceno I) 

 

Cromenos 

Óleo 
essencial 
da parte 
aérea da 

planta 
Folha 
Caule 

(2,88,89,91,92,99, 
102,103,105, 

107–110) 

β-cariofileno 

 

Sesquiterpeno 

Óleo 
essencial 
da parte 
aérea da 

planta   

(2,88,89,91,92,99, 
102,103,105, 

107–110) 

Campferol 

 

Flavonoides 

Óleo 
essencial 
da parte 
aérea da 

planta  

(2,88,89,91,92,99, 
102,103,105, 

107–110) 

2-amilfurano 

 

Benzofuranos 

Óleo 
essencial 
da parte 
aérea da 

planta 

(2,88,89,91,92,99, 
102,103,105, 

107–110) 

Licopsamina 

 

Alcaloides de 
núcleo 

pirrozidínico 

Óleo 
essencial 
da parte 
aérea da 

planta  

(2,88,89,91,92,99, 
102,103,105, 

107–110) 

 

 

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

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

informação que confirme a hepatotoxicidade da A. conyzoides  sendo a que existe muito 

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

licopsamina têm uma atividade hepatotóxica, enquanto outros argumentam que o A. 

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

relatado, ainda, que os alcaloides de núcleo pirrolizidínico são hepatotóxicos e podem 

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

não é tóxico para humanos quando são 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]) é uma planta perene da família das 

Papaveraceae. É nativa da Europa, mas pode encontrar-se na Ásia Ocidental, América do 

Norte e noroeste de África principalmente em solos ricos em azoto (N) (109–115) . Esta 

planta contém látex (exceto nas flores), que possuem mais de vinte alcaloides de núcleo 

isoquinoleínico, já isolados e identificados quimicamente (109,113,114). É uma planta com 

alguma toxicidade pela presença de alguns metabolitos secundários, tais como 

flavonoides,  ácidos fenólicos e saponinas nas raízes e nos caules, mas possui outros que 

permitem a sua utilização em medicamentos tradicionais e modernos (116,117). Os 

alcaloides, são responsáveis por propriedades farmacológicas, as quais incluem efeitos 

hepatoprotectivos (110,118), antimicrobianos (110–113,118–120), antivirais e anti 

parasíticos (110–112,121,122), cardiovasculares (110), coleréticos (110), periodontais 

(110), radioprotetivos (110), citotóxicos (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-inflamatória (110–113,118–121), analgésica (110,118,120) e 

hipoglicémica (110).  

O seu uso medicinal milenar, já referido, é motivado pelo interesse químico e farmacológico 

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 glicosídeos), terpenos, 

ácidos fenólicos 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. 

Composto 
Estrutura 
química 

Classe 
Química 

Origem Referências 

Sanguinarina 

 

Alcaloides do tipo 
benzofenantridina 

Parte 
aérea e 

raiz 

(112,113, 114, 

116,117,119,122,124,127, 

128,129–133) 

 

 

Berberina 

 

Alcaloides do tipo 
protoberberina 

Parte 
aérea e 

raiz 

(112,113, 114, 

116,117,119,122,124,127, 

128,129–133) 

 

Protopina 

 

Alcaloides do tipo 
protopina 

Parte 
aérea e 

raiz 

(112,113, 114, 

116,117,119,122,124,127, 

128,129–133) 

 

Campferol 

 

Flavonoides 
Parte 

aérea e 
raiz 

(112,113, 114, 

116,117,119,122,124,127, 

128,129–133) 

 

  Terpenos 
Parte 
aérea 

(112,113, 114, 

116,117,119,122,124,127, 

128,129–133) 

  Ácidos fenólicos 
Parte 
aérea 

(112,113, 114, 

116,117,119,122,124,127, 

128,129–133) 

 

  Saponinas 
Parte 
aérea 

(112,113, 114, 

116,117,119,122,124,127, 

128,129–133) 

 

Os alcaloides desta planta (a sanguinarina e a queleritrina) apresentam atividades 

citotóxicas (109,119,121,125), antimicrobianas (109,121,131), antivirais (121), antifúngicas 

(121)  e anti-inflamatória (109,119–121,131), enquanto quelidonina possui, para além 

destes, efeitos anticancerígenos (109,120,121), espasmolíticos (109,121), analgésicos 

(120,121)  e antibacterianos (120,121).  Os principais alcaloides das partes aéreas da 

planta são a quelidonina, a berberina e a coptisina. A quelidonina é usada na preparação 

de um agente carcinostático (tio-fosforamida), protegido por várias patentes podendo já 

não estar em vigor. Os alcaloides que se encontram nas raízes são 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 têm 
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atividade inseticida, são antinutrientes, repelente e têm propriedades de regulação de 

crescimento de alguns insetos. As diferentes partes do C. majus, como caules, folhas, 

flores e frutos, são utilizados em diferentes proporções em diferentes produtos 

farmacêuticos comercializados (109).  

Na fitoterapia ocidental e na medicina tradicional chinesa (MTC), a ceruda tem um grande 

potencial terapêutico e é conhecido há séculos em todo o mundo. O seu interesse deve-se 

precisamente a esse potencial terapêutico proveniente das substâncias biologicamente 

ativas que possui e às quais se atribuem atividades anti-inflamatórias (110–

112,118,119,121,124–126), antimicrobianas (110,111,114,118,119,121,124–126), 

antivirais (111,112,114,121,124) e antiespasmódicas (111,126),  muito embora haja ainda 

muitas limitações no seu uso, por haver necessidade de serem melhor avaliadas uma vez 

que a aplicação de extratos vegetais em farmacoterapia apresenta um risco maior de 

efeitos colaterais do que os compostos puros, cuja vantagem é um efeito terapêutico mais 

previsível (110,131,133). 

Na medicina tradicional é utilizada no tratamento de doenças hepáticas, úlceras e 

espasmos gástricos, infeções orais, doenças reumáticas, tuberculose e icterícia. É, ainda, 

utilizado topicamente para o tratamento de distúrbios 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 à família Juglandaceae, 

sendo geralmente conhecida como nogueira persa ou comum (140–144). É uma árvore 

que se encontra principalmente em regiões de clima temperado e é cultivada com fins 

comerciais nos Estados Unidos da América, América do Sul, Ásia e Europa dada a 

importância das suas frutas, folhas, sementes, cascas e folhas verdes, muito usadas na 

indústria alimentícia, cosmética e farmacêutica (140,145–147). A casca verde é rica em 

compostos bioativos naturais (148).  

A noz da J. regia, tem sido utilizada para fins medicinais desde a antiguidade, tanto na Ásia 

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). É um 

agente alelopático usado comercialmente, mas que também possui propriedades 

terapêuticas (146,149). Esse composto encontra-se nas folhas, raízes e cascas da planta, 

juntamente com outros polifenóis. A juglona é produzida nas raízes, folhas e cascas e 
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possui efeitos tóxicos para os insetos, microrganismos, organismos marinhos e mamíferos, 

mas recentemente, também foi demonstrado que possui propriedades nematicidas (147), 

anticancerígenas (147,149) e antimicrobianas (150) embora até ao momento, as 

informações sobre ela sejam quase inexistentes. 

As folhas da nogueira são utilizadas para se obter um preparado farmacêutico, por 

decocção, fervendo as mesmas em água, coando-as e espremendo-as de seguida. O 

decocto tem efeitos antibacteriano, antiviral, adstringente, anti-helmíntico, regulador do 

suor, ceratolítico e sedativo. Os principais fitoquímicos presentes nas folhas de J. regia são 

polifenóis ([naftoquinonas, como juglona ou tetralonas], taninos hidrolisáveis, flavonoides, 

ácidos fenólicos [ácido ferúlico e cafeico]), além de diarilheptanoides (151,152). Os 

terpenos também estão presentes, principalmente monoterpenos, sesquiterpenos e 

megastigmanes. Os componentes químicos da casca verde da noz são taninos 

hidrolisáveis (ácido elágico e o ácido tânico) e taninos condensados, tetralonas (regiolona), 

ácidos orgânicos  (ácido ftálico), ácido fenólico (ácido benzoico), fenóis (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), esteróis (campesterol 

e estigmasterol) e triterpenos (ácido oleanólico, ácido ursólico, entre outros), entre outros 

(Tabela 4) (145,149,151,153,154). 

 

Tabela 4: Compostos bioativos de J. regia. 

Composto 
Estrutura 
química 

Classe 
química 

Origem Referências 

Ácido elágico 

 

Taninos hidrolisáveis Casca verde (145,149,151,153,154) 

Regiolona 

 

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

Ácido benzoico 

 

Ácido orgânico Casca verde (145,149,151,153,154) 

Juglona 

 

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

Composto 
Estrutura 
química 

Classe 
química 

Origem Referências 

2,6-dimetil-fenol 

 

Fenóis 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 

 

Esteróis Casca verde (145,149,151,153,154) 

Ácido oleanólico 

 

Triterpenos Casca verde (145,149,151,153,154) 

 

Na medicina tradicional, as folhas também se usam no tratamento da insuficiência venosa 

e na sintomatologia hemorroidal por possuir propriedades antidiarreicas, anti-helmínticas, 

depurativas e adstringentes (140,146,151). 

Os galhos, folhas, raízes e cascas das nozes têm sido utilizadas para tratar dores de 

estômago, disenteria, dermatite e concreção (agregação sólida que se forma em certos 

tecidos ou órgãos) (155). As nozes são 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 são prejudiciais às 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). Vários estudos farmacológicos provaram que as cascas 

de nozes verdes têm atividades antioxidante, antimicrobiano e anti-HIV (153). A atividade 

acaricida das cascas de nozes verdes ainda não foi devidamente relatada (156).  

 

https://en.wikipedia.org/wiki/Francis_Walker_(entomologist)
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1.4.4. Ruta graveolens (Linnaeus)  

 

A Ruta graveolens (Linnaeus, 1753) pertence à família Rutaceae (157). É uma planta 

herbácea perene, resistente, com uma cor verde acinzentada característica, um odor 

desagradável e caules amplamente ramificados (158). É originária do Mediterrâneo, mas 

cultivada em muitas regiões do mundo, por possuir propriedades medicinais anti 

nociceptivas e anti-inflamatórias. É usada como remédio para cãibras, histeria, parasitas 

intestinais, doenças de pele e doenças do útero e pode ainda ser utilizada para induzir 

abortos provocando graves complicações de morbimortalidade (157,159). Duas outras 

importantes utilizações são a regulação do ciclo menstrual e o controlo de espasmos (158). 

Na espécie R. graveolens encontram-se os compostos alcaloides tipo acridona 

(rutacridona, epóxido de rutacridona e gravacridondiol), alcaloides tipo furoquinolinonas 

(skimmianina) e alcaloides tipo alquilquinolinonas (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 são isolados de diferentes partes da planta 

(Tabela 5) (158,160,169,161–168). A rutina e o graveolina estão presentes nas folhas e os 

alcaloides tipo acridona estão presentes nas raízes (167). A R. graveolens conhecida como 

arruda comum contém 2-alquilquinolonas (170).  

 

Tabela 5: Compostos bioativos de R. graveolens. 

Composto 
Estrutura 
química 

Classe 
química 

Origem Referências 

Rutacridona 

 

Alcaloides do tipo 
acridona 

Raiz 
(158,160,169,161–

168) 

Skimmianina 

 

Alcaloides do tipo 
furoquinolinonas 

Parte aérea 
da planta 

(158,160,169,161–
168) 

Graveolina 

 

Alcaloides do tipo  
alquilquinolinonas 

Folhas 
(158,160,169,161–

168) 

Psoraleno 

 

Furanocumarinas Folhas 
(158,160,169,161–

168) 
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Tabela 5: Continuação. 

Composto 
Estrutura 
química 

Classe 
química 

Origem Referências 

8-
Metoxipsoraleno 

 

Furanocumarinas Folhas 
(158,160,169,161–

168) 

Limoneno 

 

Terpenos 
Óleo essencial 

da folha 
(158,160,169,161–

168) 

Eucaliptol 

 

Monoterpenos 
óleo essencial 

da folha 
(158,160,169,161–

168) 

Rutina 

 

Flavonoides Folhas 
(158,160,169,161–

168) 

  Furoquinolinas 
Parte aérea da 

planta 
(158,160,169,161–

168) 

  Saponinas 
Parte aérea da 

planta  
(158,160,169,161–

168) 

  Taninos 
Parte aérea da 

planta  
(158,160,169,161–

168) 

 

Os extratos aquosos da parte aérea e das raízes da arruda contêm muitos metabolitos 

secundários com interesse comercial, pelas propriedades biológica e farmacológica que 

apresentam, dadas as suas atividades antimicrobianas (antifúngicas e antibacterianas) 

(171–173), contracetivas (172), fitotóxicas (174), antidotais (174), antioxidantes (171,172), 

anti-inflamatórias (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 vários tipos de metabolitos 

secundários como cumarinas, furanocumarinas, alcaloides (acridona e quinolona) e 

flavonoides. As cumarinas e as furanocumarinas são utilizadas com sucesso no tratamento 

sintomático de doenças desmielinizantes, particularmente esclerose múltipla, 

leucoderma/vitiligo (despigmentação adquirida da pele), pelas suas propriedades 

estimulantes de pigmento e psoríase (164). As cumarinas têm efeitos anti tumorais, 

antioxidantes, antimicrobianos, anti-inflamatórios 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 biotecnológica de fitoalexinas 

biologicamente ativas (164). O sumo das folhas é eficaz contra picadas de cobras e 

escorpiões (162,165,167). As furanocumarinas, que ocorrem naturalmente nas plantas são 

responsáveis pelas propriedades fotorreativas que ela revela. As furanocumarinas foram 

quantificadas nos órgãos de R. graveolens (frutas, caules, folhas, raízes) para determinar 

a alocação de furanocumarinas na planta e extrapolar para uma possível produção de 

campo (por hectare) (163).  
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2. Materiais e Métodos 
 

2.1. Reagentes e Substâncias de referência  
 

Foram utilizados os compostos químicos metanol (MeOH) e dimetilsulfóxido (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 potássio), de Mayer (tetra-iodomercurato 

de potássio), de Bertrand (ácido sílico-túngstico) e de Stiasny (formol clorídrico). Ainda 

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

Além destes, foi necessário recorrer-se, ainda, ao ácido clorídrico a 10%, à amónia diluída 

(1:1), ao  éter etílico (C2H5)2O, água destilada, gelatina, cloreto de férrico a 4%, ácido 

acético a 10%, acetato de chumbo a 10%, hidróxido de sódio a 20 %, ácido clorídrico 

concentrado, fita de magnésio, ácido bórico a 3% e ácido oxálico a 10%.    

Utilizaram-se quatro substâncias de referência 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 investigação, foram utilizadas quatro espécies de plantas, recolhidas na 

região de Braga e trazidas posteriormente para o Laboratório de Farmacognosia da 

Universidade de Farmácia 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, à 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 plástico e armazenadas numa zona escura à temperatura 

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

Espécie da planta 
Designação das 

amostras 
Parte da planta Peso seco (g) 

Ageratum conyzoides 

Mentrasto A 
Folhas 34,229 

Caules 0,000 

Mentrasto B 
Folhas 62,318 

Caules 18,348 

Chelidonium majus Ceruda 
Folhas 48,751 

Caules 9,290 

Juglans regia Nogueira-comum 

Folhas 0,000 

Caules 0,000 

Casca verde 31,717 

Ruta graveolens 

Arruda A 
Folhas 18,709 

Caules 0,000 

Arruda B 
Folhas 24,889 

Caules 10,875 

Arruda C 
Folhas 29,130 

Caules 14,158 

Nota: As designações A, B e C são referentes às localizações distintas de onde as diferentes espécies foram 

colhidas.  

 

2.3. Preparação dos extratos 
 

As amostras vegetais (1g) foram extraídas durante 24 horas com uma solução 

hidrometanólica (30% água: 70% metanol) e ficando a agitar na placa de agitação, num 

volume final de 100 mL, tendo sido centrifugadas a 4000 rpm, 4 minutos. De seguida 

procedeu-se à filtragem das soluções com um filtro de poro nº 3. O metanol presente nos 

extratos foi evaporado por rotavapor (4h, 50°C), sendo as amostras congeladas e 

posteriormente liofilizadas.   

As amostras foram então acondicionadas e armazenadas no exsicador, até utilização.  

Os diferentes extratos foram identificados de modo alfanumérico (tabela 7), pesando-se 

cerca de 15 mg de cada um, com 300 L de uma solução composta por 50% de MeOH e 

50% de DMSO, de modo a ficarem com uma concentração de 50 mg/ mL. As soluções 

stocks dos extratos foram armazenadas no frigorífico.  
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Tabela 7: Identificação dos extratos brutos pelo código alfanumérico e suas massas em miligramas (mg). 

Código 

alfanumérico 

Espécies de 

plantas 

Planta nome 

comum 

Parte da 

planta 
Extrato 

Peso 

extrato (mg) 

A1 

Ruta graveolens 

Arruda  
Folhas Hidrometanólico 3246,7 

 Caules  0,000 

A2 
Arruda   

Folhas Hidrometanólico 5056,3 

A3 Caules Hidrometanólico 727,5 

A4 
Arruda 

Folhas Hidrometanólico 3160,7 

A5 Caules Hidrometanólico 665,6 

A6 
Arruda 

Folhas Diclorometano 0,000 

A7 Folhas Acetato de etilo 0,000 

A8 
Chelidonium 

majus 
Ceruda 

Folhas Hidrometanólico 1715,0 

A9 Caules Hidrometanólico 1737,8 

A10 

Ageratum 

conyzoides 

Mentrasto 
Folhas Hidrometanólico 926,1 

 Caules  0,000 

A11 
Mentrasto 

Folhas Hidrometanólico 1775,9 

A12 Caules Hidrometanólico 1134,9 

A13 Mentrasto Folhas Diclorometano 0,000 

 

Juglans regia 
Nogueira-

comum 

Folhas  0,000 

 Caules  0,000 

A14 Casca verde Hidrometanólico 2499,3 

Nota:  Os espaços vazios correspondem às partes da planta que não se obtiveram quando as amostras foram 

colhidas. 

   

As amostras (A6, A7 e A13) foram submetidas a extração por Soxhlet com diclorometano 

ou acetato de etilo durante 4 horas, período após o qual o solvente foi removido por 

evaporação. De forma a remover as clorofilas, os extratos foram eluídos numa coluna 

Chromabond C19 utilizando metanol como eluente. Após este passo, o solvente foi 

evaporado. 

 

2.4. Cultura celular 
 

A S. frugiperda, da ordem dos Lepidoptera, onde estão incluídas as borboletas e as traças, 

também conhecida como “lagarta militar ou do exército de queda”, é uma traça conhecida 

a nível mundial como uma das principais pragas por atacar culturas de milho, algodão, 
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sorgo e arroz, entre outras (176–180). O controlo desta traça é feito com inseticidas 

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

As três ordens de insetos, consideradas como as piores pragas para a agricultura, pelo seu 

poder destruidor nas culturas, são a já referida Lepidoptera, a Diptera e a Coleoptera, cujas 

linhas celulares são originárias de diferentes tecidos do seu corpo interno (intestino médio, 

ovários, sistema circulatório ou todo o corpo). Dessas linhas celulares, as CF-203 e as 

GUTAW1 têm origem no intestino médio da (Choristoneura fumiferana [Clemens, 1865], 

Lepidoptera) e da (H. zea, Lepidoptera), respetivamente, enquanto as High5 e Sf9, no 

ovário das (Trichoplusia ni, Lepidoptera) e (S. frugiperda, Lepidoptera), respetivamente. As 

linhas S2 originam-se nos hemócitos (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 ovários), foi utilizada e mantida na estufa a 

28°C, em frascos de cultura de 25 cm2. 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 [+] 3,33g / L de levedura. As células foram mantidas na fase de crescimento 

exponencial e o seu número determinado mediante contagem em câmara de Neubauer 

com o teste de exclusão do azul tripano.  

       

2.5. Células de inseto Sf9 expostas aos diferentes extratos 
 

As células Sf9 foram semeadas numa placa de 96 poços (100 L/poço) com uma 

densidade de 3x104 células/mL ficando a incubar por 24 horas. No dia seguinte, foram 

preparadas as soluções dos extratos com uma concentração de 0,5 mg/mL (4L solução 

stock dos extratos + 396 L de meio). Na mesma placa rejeitou-se o meio que foi 

previamente adicionado (100 L/poço) e substituiu-se pelas soluções dos extratos numa 

concentração de 0,5 mg/mL e num volume de 100 µL/poço, voltando a ficar a incubar por 

mais 24 horas (Figura 15). Foram usados como controlos o meio de insetos Grace e uma 

solução de meio + DMSO + MeOH. A viabilidade celular foi testada através do teste de 

resazurina.   

 

 

https://en.wikipedia.org/wiki/James_Brackenridge_Clemens
https://en.wikipedia.org/wiki/Johann_Friedrich_Wilhelm_Herbst
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2.6. Avaliação da viabilidade celular 
 

Para avaliação da viabilidade celular foi utilizado um método baseado na redução da 

resazurina. A solução stock foi diluída 10 vezes nos poços de cultura e teve lugar incubação 

durante 20 minutos, período após o qual a placa foi lida nos comprimentos de onda de 

excitação/emissão de 530-560 / 590 nm. 

 

2.7. Análise estatística  
 

Para se fazer a análise estatística utilizou-se o programa informático GraphPad Prism 6, 

onde começou por se fazer a análise de normalidade utilizando o teste Shapiro-Wilk. De 

seguida fez-se uma análise One-Way ANOVA para verificar as diferenças representativas 

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

 

2.8. Técnica de microscópia de fluorescência 
 

Para a recolha de imagens para a avaliação do impacto dos extratos na morfologia celular, 

as células (30.000 células/poço) foram fixadas com formalina e posteriormente marcadas 

com DAPI (0,25 g/mL), para estudo da cromatina e faloidina (CF543 5 U/mL), para 

marcação da actina e estudo da morfologia celular.   

Após fixação e marcação, as amostras foram observadas num microscópio invertido 

Eclipse Ts2R-FL (Nikon) equipado com uma câmara Retiga R1 e objetiva S Plan Fluor 

ELWD 40x DIC N1. O equipamento estava calibrado de forma a poder fazer as medições 

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

 

2.9. Testes gerais de pesquisa fitoquímica  
 

2.9.1. Teste de alcaloides  

 

Para despistar a presença 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 (A1, A2, A3, A4, A5, A8, A9, A10, A11, A12 e A14), pesou-se um 1 g de 

matéria vegetal que se ferveu com ácido clorídrico a 10%. Depois de arrefecida a solução 
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obtida, alcalinizou-se com amónia diluída (1:1) em ampolas de decantação. Agitou-se esta 

solução durante uns minutos e de seguida adicionaram-se 20 mL éter etílico, voltando a 

agitar-se. Separam-se as fases e à fase etérea adicionaram-se 10 mL de ácido clorídrico 

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

Depois de separadas as fases, usou-se a fase ácida, que foi dividida em quatro tubos de 

ensaio diferentes, sendo que o primeiro tubo serviu de controlo, enquanto ao segundo se 

adicionaram três gotas do reagente de Dragendorff. No terceiro tubo adicionaram-se três 

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

 

2.9.2. Teste de taninos  

 

Em vários gobelés, foram preparadas amostras das plantas secas (A3, A4, A5, A8, A9, 

A10, A11, A12 e A14), para identificar a presença de taninos nas espécies de plantas 

utilizadas no presente estudo. Foi gasta toda a matéria vegetal das amostras A1, A2, A6, 

A7 e A13 para a obtenção dos extratos.   

Para cada preparação, pesaram-se cerca de 0,5 g de matéria vegetal, à qual se 

adicionaram 25 mL de água, procedendo-se, de seguida, à filtração da solução obtida em 

cada uma (184). 

 

2.9.2.1. Reação com a gelatina 

 

Num tubo de ensaio, para cada uma das amostras (A3, A4, A5, A8, A9, A10, A11, A12 e 

A14), colocou-se 1 mL da solução obtida por filtração, à qual se adicionou uma gota de 

ácido clorídrico diluído.  Seguidamente, foi-se juntando, gota a gota, a solução de gelatina 

(184).    

 

2.9.2.2. Reação com os sais de ferro  

 

A mesma quantidade de solução filtrada foi introduzida em novos tubos (A3, A4, A5, A8, 

A9, A10, A11, A12 e A14) adicionando-se, em cada um, uma gota da solução de cloreto 

férrico a 4% (184).  
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2.9.2.3. Reação com o acetato de chumbo 

 

Para a amostra A14, num matraz colocaram-se 2,5 mL da solução filtrada e adicionaram-

se 5 mL de uma solução de ácido acético a 10%. Juntaram-se, ainda, 2,5 mL de uma 

solução de acetato de chumbo a 10% (184). 

 

2.9.2.4. Reação com o formol clorídrico    

  

Para a amostra A14, num matraz colocaram-se 10 mL da solução filtrada e adicionaram-

se 4 mL de reagente de formol clorídrico, sendo depois aquecida em banho maria durante 

30 minutos na hotte (184).  

 

2.9.3. Teste de flavonoides 
 

Para determinar a presença de flavonoides, nas amostras A3, A4, A5, A8, A9, A10, A11, 

A12 e A14, 1 g de matéria vegetal foi agitado durante 2 minutos, com 15 mL de metanol e 

filtraram-se as soluções. 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. Reação com os hidróxidos alcalinos 

 

Para todas as amostras, ao primeiro tubo de ensaio adicionaram-se algumas gotas da 

solução de hidróxido de sódio a 20 % (184).  

 

2.9.3.2. Reação com os sais metálicos   

 

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

 

Na hotte, ao terceiro tubo adicionaram-se 10 gotas de ácido clorídrico concentrado e 

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

    

2.9.3.4. Reação oxalo-bórica  

 

Para cada amostra, o conteúdo do quarto tubo de ensaio foi vertido para dentro de um 

balão de fundo redondo e com rolha esmerilada, onde se adicionaram 3 mL de solução de 

ácido bórico a 3% e 1 mL de solução de ácido oxálico a 10%. Levou-se à secura deixando 

aquecer por mais 5 minutos, no rotavapor. Quando o balão arrefeceu, fez-se a 

ressuspenção do resíduo com 10 mL de éter. Leu-se a fluorescência a 365 nm (184).   

 

2.9.4. Teste de saponósidos 
 

Para as amostras A3, A4, A5, A8, A9, A10, A11, A12 e A14, pesaram-se 0,5 g de matéria 

vegetal à qual se adicionaram, num gobelé, 100 mL de água. Deixou-se a solução entrar 

em ebulição e continuar a ferver durante 30 minutos. Posteriormente, depois de arrefecida, 

filtrou-se para um balão volumétrico de 100 mL e perfez-se o volume inicial com água 

destilada (185).  

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

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

 

Tabela 8: Preparação dos tubos de ensaio para o teste dos saponósidos. 

Tubos de ensaio I II III IV V VI VII VIII IX X 

Volume da solução (mL) 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

Volume da água (mL) 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0 

Volume total (mL) 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10 
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2.10. Análise cromatográfica 
 

Foi utilizada a cromatografia líquida de alta eficiência (HPLC) para se identificarem os 

compostos presentes nos extratos diclorometano e acetato de etilo, os únicos que 

apresentaram atividade inseticida. Fez-se uma cromatografia de fase reversa acoplada a 

um detetor fotodíodos (DAD), com solventes polares A: H2O 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 análise estatistica  
 

No teste de viabilidade celular, as células foram expostas a diferentes extratos (A1 a A14) 

ficando a incubar por um período de 24 horas e os resultados obtidos estão registados nas 

Figuras 16 e 17. As células quando expostas aos extratos hidrometanólicos, na 

concentração 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 concentração 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 diminuição da concentração dos extratos que 

exibiram atividade prendeu-se com o facto de, em concentrações mais altas, serem 

demasiados tóxicos para permitir a avaliação de outros parâmetros.  

       

S f9

A m o s tr a s

V
ia

b
il

id
a

d
e

 %

C
t

A
1

A
2

A
3

A
4

A
5

A
6

A
7

A
8

A
9

A
1

0
A

1
1

A
1

2
A

1
3

A
1

4
C

P
F

0

5 0

1 0 0

1 5 0

* * * * * *

* * *
* * *

 

Figura 14: Gráfico da viabilidade celular das células Sf9 em %. As células quando expostas aos extratos 

hidrometanólicos (A1, A2, A3, A4, A5, A8, A9, A10, A11, A12 e A14) na concentração 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 concentração 0,1 mg/mL apresentaram uma menor viabilidade. 
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Concluiu-se que houve diferenças significativas nos extratos de diclorometano e acetato 

de etilo e no CPF (***, p<0,001), enquanto não se verificaram essas diferenças estatísticas 

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

 

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

Amostras Extratos Concentração Viabilidade celular % Nível de significância 

A1 Hidrometanólico 0,5 97,3 - 

A2 Hidrometanólico 0,5 99,4 - 

A3 Hidrometanólico 0,5 98,2 - 

A4 Hidrometanólico 0,5 102,1 - 

A5 Hidrometanólico 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 Hidrometanólico 0,5 99,9 - 

A9 Hidrometanólico 0,5 101,4 - 

A10 Hidrometanólico 0,5 98,7 - 

A11 Hidrometanólico 0,5 97,7 - 

A12 Hidrometanólico 0,5 95,4 - 

A13 Diclorometano 0,1 42,0 ***, p<0,001 

A14 Hidrometanólico 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 tóxicos, foi avaliado o impacto dos mesmos na morfologia das células 

em estudo.   

Nas células não tratadas podemos observar elevada densidade e, de uma forma geral, a 

morfologia esférica característica destas células. As redes de actina são homogéneas e 

não se observam alterações apreciáveis na cromatina.  

Por outro lado, a exposição aos extratos diclorometano e acetato de etilo levou a uma 

diminuição na densidade celular, sendo observado um menor número de células 

comparativamente às não tratadas. Da mesma forma, se observa que a actina apresenta 

uma distribuição menos uniforme, havendo concentrações da mesma em determinadas 

partes das células em detrimento de outras. Outro achado micrográfico relevante é a 

ocorrência de extensos e números processos de fragmentação de cromatina, assinalados 

com as setas amarelas no canal DAPI.  



 
 

39 
 

Efetuaram-se outras análises e foram obtidos resultados preliminares que apontavam para 

ativação de enzimas “caspases-3-like” nesta espécie, designada por Drice, por estas duas 

amostras (A6 e A7). No entanto em função dos constrangimentos sentidos durante a 

execução desta tese, em particular o período de confinamento, não foi possível conduzir 

os necessários replicados para poder apresentar este resultado com rigor.         

 

 

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 fragmentação da cromatina. Autoria do Prof. Dr. 
David Pereira.         
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3.3. Testes gerais de pesquisa fitoquímica: 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 (A1, A4, A5, A10, A11, A12 e A14) (Tabela 10). Para que um teste seja 

considerado positivo tem de haver a formação de precipitado em três tubos de ensaio, 

sendo que, será considerado negativo, se não houver formação de precipitado nos três 

tubos em simultâneo (Figura 16).  

 

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

Nota: ✓* Amostra apresentou a formação do precipitado nos três tubos de ensaio, mas o teste com o reagente 

Bertrand deu positivo mas a formação do precipitado foi muito ténue. ---- Teste não efetuado por falta de matéria 

vegetal. As designações A, B, C, D e E são referentes às localizações distintas de onde as diferentes espécies 

foram colhidas.  

  

 

 

 

 

 

Código 
alfanumérico 

Amostras 
Parte da 
planta 

Reagente de 
Dragendorff 

Reagente de 
Mayer 

Reagente de 
Bertrand 

Positivo Negativo Positivo Negativo Positivo Negativo 

A1 Arruda A Folhas ✓  ✓   ✕ 

A2 Arruda B Folhas ✓  ✓  ✓  

A3 Arruda B Caules ✓  ✓  ✓*  

A4 Arruda C Folhas ✓  ✓   ✕ 

A5 Arruda C Caules ✓   ✕  ✕ 

A6 Arruda D Folhas ---- ---- ---- ---- ---- ---- 

A7 Arruda E Folhas ---- ---- ---- ---- ---- ---- 

A8 Ceruda Folhas ✓  ✓  ✓  

A9 Ceruda Caules ✓  ✓  ✓  

A10 Mentrasto A Folhas ✓   ✕  ✕ 

A11 Mentrasto B Folhas ✓   ✕  ✕ 

A12 Mentrasto B Caules ✓   ✕  ✕ 

A13 Mentrasto C Folhas ---- ---- ---- ---- ---- ---- 

A14 Noz Casca Verde ✓   ✕  ✕ 
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Figura 16: Dois exemplos dos resultados dos testes de alcaloides nas diferentes partes das plantas secas. (a) 
Resultado Positivo- 1-Reagente de Dragendorff formação de um precipitado laranja; 2- Reagente de Mayer 
formação de um precipitado amarelo; 3- Reagente de Bertrand formação de um precipitado branco e 4- 
controlo. (b) Resultado Negativo- 1- Reagente de Drangedorff formação de um precipitado laranja; 2- 
Reagente de Mayer não houve formação de um precipitado amarelo; 3- Reagente de Bertrand não houve 
formação de um precipitado branco e 4- controlo. Fotografias da autoria da própria.   

 

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

resultados tinham sido positivos (Tabela 10). Nos extratos hidrometanólicos 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).  

 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Código 
alfanumérico 

Amostras 
Parte da 
planta 

Reagente de 
Dragendorff 

Reagente de 
Mayer 

Reagente de 
Bertrand 

Positivo Negativo Positivo Negativo Positivo Negativo 

A2 Arruda B Folhas ✓  ✓  ✓  

A3 Arruda B Caules ✓   ✕  ✕ 

A8 Ceruda Folhas ✓   ✕  ✕ 

A9 Ceruda Caules ✓  ✓  ✓  

A2 – Arruda B folhas   

(a) 4 2 3 1 

A11 – Mentrasto B folhas  

1 (b) 2 3 4 
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Figura 17: Teste de alcaloides nos extratos hidrometanólicos. (a) Extrato hidrometanólico de A2 resultado 
positivo, 1- Reagente de Bertrand formação de um precipitado branco, 2- Reagente de Mayer formação de um 
precipitado amarelo; 3- Reagente de Dragendorff formação de um precipitado laranja, 4- controlo; (b) Extrato 
hidrometanólico A3 resultado negativo, 1- Controlo, 2- Reagente de Dragendorff formação de um precipitado 
laranja, 3- Reagente de Mayer formação de um precipitado amarelo, 4-  Reagente de Bertrand sem a formação 
de um precipitado branco; (c) extrato hidrometanólico A8 resultado negativo, 1- Controlo, 2- Reagente de 
Dragendorff formação de um precipitado laranja, 3- Reagente de Mayer sem a formação de um precipitado 
amarelo, 4-  Reagente de Bertrand sem a formação de um precipitado branco e (d) Extrato hidrometanólico A9 
resultado positivo, 1- Controlo, 2- Reagente de Dragendorff formação de um precipitado laranja, 3- Reagente 
de Mayer formação de um precipitado amarelo, 4-  Reagente de Bertrand formação de um precipitado branco. 
Fotografias da autoria da própria.   

 

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, A11, A12 e A14), assim como para os diferentes 

extratos hidrometanólicos (A1, A2, A3, A4, A5, A8, A9, A10, A11, A12 e A14). Não se 

efetuaram os testes nas amostras A1, A2, A6, A7 e A13, uma vez que a matéria vegetal 

seca disponível para este trabalho, tinha sido utilizada para a obtenção dos extratos 

hidrometanólicos. 

 

3.3.2.1. Reação com a gelatina   

 

A reação 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, A11 e A12, sendo que o único resultado positivo foi o da amostra A14, onde se 

verificou a formação de precipitado (Tabela 12). No extrato hidrometanólico de A14 o 

resultado desta reação 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 

hidrometanólico. 

Nota: x-Resultado negativo, ✓- Resultado positivo, ----- ensaios não efetuados por falta de matéria vegetal (A1, 

A2, A6, A7e A13).Como as amostras das diferentes partes secas apresentaram resultados negativos para o 

ensaio da gelatina não se efetuaram as reações seguintes (com o acetato de chumbo e com o reagente de 

Stiasny). As designações A, B, C, D e E são referentes às localizações distintas de onde as diferentes espécies 

foram colhidas.    

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 18: Testes negativos nas amostras (A3, A4, A5, A8, A9, A10, A11 e A12) para a reação com a gelatina 
(a), teste positivo na amostra A14 e no extrato hidrometanólico de A14 (b). Fotografias da autoria da própria.   

 

Código 
alfanumérico Amostras Parte da 

planta 

Reação 
com a 

gelatina 

Reação 
com os 

sais de ferro 

Reação com 
acetato de 
chumbo 

Reagente 
de Stiasny 

A1 Arruda A Folhas ----- ----- ----- ----- 
A2 Arruda B Folhas ----- ----- ----- ----- 
A3 Arruda B Caules ✕ ✓ ----- ----- 
A4 Arruda C Folhas ✕ ✓ ----- ----- 
A5 Arruda C Caules ✕ ✓ ----- ----- 
A6 Arruda D Folhas ----- ----- ----- ----- 

A7 Arruda E Folhas ----- ----- ----- ----- 

A8 Ceruda Folhas ✕ ✓ ----- ----- 
A9 Ceruda Caules ✕ ✓ ----- ----- 
A10 Mentrasto A Folhas ✕ ✓ ----- ----- 
A11 Mentrasto B Folhas ✕ ✓ ----- ----- 
A12 Mentrasto B Caules ✕ ✓ ----- ----- 
A13 Mentrasto C Folhas ----- ----- ----- ----- 

A14 Noz Casca Verde ✓ ✓ ✓ ✓ 

A14 
Extrato 

hidrometanólico 
Noz 

Casca Verde ✓ ✓ ✓ ✓ 

(b) 

A11 A12 A10 

Gelatina 

A5 A3 A4 A8 A9 

(a) 

A14 A14 
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3.3.2.2. Reação com os sais metálicos  

 

A reação com os sais de ferro foi positiva para todas as amostras de A3, A4, A5, A8, A9, 

A10, A11, A12 e A14, embora ela possa resultar de outros tipos de compostos fenólicos 

que não os taninos (Tabela 12).  Efetuou-se no extrato hidrometanólico da amostra A14 a 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 19: Resultados positivos na reação com os sais metálicos, nas amostras e no extrato hidrometanólico 
A14. Fotografia da autoria da própria.   

 

3.3.2.3. Reação com o acetato de chumbo  

 

Não se efetuaram as reações com acetato de chumbo (taninos hidrolisáveis) nas amostras 

que não deram positivo para a reação com a gelatina, uma vez que não possuem taninos 

na sua composição (Tabela 12).  Na amostra A14 efetuou-se a reação com o acetato de 

chumbo, que foi positiva por se ter verificado a formação de um precipitado (Figura 20). No 

extrato hidrometanólico da amostra A14, o resultado da mesma reação também foi positivo 

(Figura 20). 
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Figura 20: Resultados positivos na amostra A14 e no extrato hidrometanólico A14 na reação com o acetato de 
chumbo. Fotografias da autoria da própria.   

 

3.3.2.4. Reação com o formol clorídrico  

 

Não se efetuou a reação com formol clorídrico nas amostras negativas para a reação com 

a gelatina, uma vez que não possuem taninos na sua composição. Na amostra A14, 

efetuou-se a reação com o reagente de Stiasny (taninos condensados) tendo sido positiva 

por se verificar a presença de um precipitado (Tabela 12). No extrato hidrometanólico da 

amostra A14 procedeu-se à mesma reação tendo sido, o resultado, também positivo 

(Figura 21). 

 

Figura 21: Resultados positivos da amostra A14 e extrato hidrometanólico A14 na reação com o formol 
clorídrico. Fotografias da autoria da própria.  

 

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, A11, A12 e A14 e também em todos os extratos 

hidrometanólicos (A1, A2, A3, A4, A5, A8, A9, A10, A11, A12 e A14).  
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3.3.3.1. Reação com os hidroxilos alcalinos  

 

As amostras A3, A4, A5, A8, A9, A10, A11, A12 e A14, assim como os extratos 

hidrometanólicos A1, A2, A3, A4, A5, A8, A9, A10, A11, A12 e A14 deram positivos para a 

reação com os hidroxilos alcalinos porque existiu a formação de fenatos e as soluções 

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. 

Código 
alfanumérico Amostras Parte da 

planta 

Reação 
com os 

hidroxilos 
alcalinos 

Reação 
com sais 
metálicos 

Reação da 
cianidina 

Reação 
Oxalo-bórica 

A1 Arruda A Folhas ----- ----- ----- ----- 
A2 Arruda B Folhas ----- ----- ----- ----- 
A3 Arruda B Caules ✓ ✓ ✓ ✕ 
A4 Arruda C Folhas ✓ ✓ ✓ ✕ 
A5 Arruda C Caules ✓ ✓ ✓ ✕ 
A6 Arruda D Folhas ----- ----- ----- ----- 

A7 Arruda E Folhas ----- ----- ----- ----- 

A8 Ceruda Folhas ✓ ✓ ✓ ✓ 
A9 Ceruda Caules ✓ ✓ ✓ ✕ 
A10 Mentrasto A Folhas ✓ ✓ ✓ ✕ 
A11 Mentrasto B Folhas ✓ ✓ ✓ ✕ 
A12 Mentrasto B Caules ✓ ✓ ✓ ✕ 
A13 Mentrasto C Folhas ----- ----- ----- ----- 

A14 Noz Casca verde ✓ ✓ ✓ ✕ 
Nota: x-Resultado negativo, ✓- Resultado positivo, ----- ensaio não efetuado por falta de matéria vegetal. As 

designações A, B, C, D e E são referentes às localizações distintas de onde as diferentes espécies foram 

colhidas.      
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Tabela 14: Resultados do teste de flavonoides nos extratos hidrometanólicos, diclorometano e acetato de 
etilo (A1, A2, A3, A4, A5, A6, A7, A8, A9, A10, A11, A12, A13 e A14) 

Código 
alfanumérico Amostras Parte da 

planta 

Reação 
com os 

hidroxilos 
alcalinos 

Reação 
com sais 
metálicos 

Reação da 
cianidina 

Reação 
Oxalo-
bórica 

A1 
Extrato 

hidrometanólico 
Arruda A 

Folhas ✓ ✓ ✓ ✓ 

A2 
Extrato 

hidrometanólico 
Arruda B 

Folhas ✓ ✓ ✓ ✓ 

A3 
Extrato 

hidrometanólico 
Arruda B 

Caules ✓ ✓ ✓ ----- 

A4 
Extrato 

hidrometanólico 
Arruda C 

Folhas ✓ ✓ ✓ ----- 

A5 
Extrato 

hidrometanólico 
Arruda C 

Caules ✓ ✓ ✓ ----- 

A6 
Extrato de 

diclorometano  
Arruda D 

Folhas ----- ----- ----- ----- 

A7 
Extrato de acetato de 

etilo  
Arruda E 

Folhas ----- ----- ----- ----- 

A8 
Extrato 

hidrometanólico 
Ceruda 

Folhas ✓ ✓ ✕ ✓ 

A9 
Extrato 

hidrometanólico 
Ceruda 

Caules ✓ ✓ ✕ ----- 

A10 
Extrato 

hidrometanólico 
Mentrasto A 

Folhas ✓ ✓ ✓ ----- 

A11 
Extrato 

hidrometanólico 
Mentrasto B 

Folhas ✓ ✓ ✓ ----- 

A12 
Extrato 

hidrometanólico 
Mentrasto B 

Caules ✓ ✓ ✕ ----- 

A13 
Extrato de 

diclorometano 
Mentrasto C 

Folhas ----- ----- ----- ----- 

A14 
Extrato 

hidrometanólico 
Noz 

Casca 
verde ✓ ✓ ✓ ----- 

Nota: x-Resultado negativo, ✓- Resultado positivo, ----- ensaio não efetuado por falta de quantidade dos 

extratos diclometano e acetato de etilo e por terem dado negativos nas diferentes partes secas das plantas. As 

designações A, B, C, D e E são referentes às localizações distintas de onde as diferentes espécies foram 

colhidas.       

 

3.3.3.2. Reação com os sais metálicos 

 

Para a reação com os sais metálicos, as amostras (A3, A4, A5, A8, A9, A10, A11, A12 e 

A14) e os extratos hidrometanólicos (A1, A2, A3, A4, A5, A8, A9, A10, A11, A12 e A14) 

também deram positivos havendo um desenvolvimento de cor que se revelou variável 

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- reação com os 
hidroxilos alcalinos, 3- reação com os sais metálicos e 4- reação da cianidina. Fotografias da autoria da própria.    

 

3.3.3.3. Reação da cianidina  

 

Na reação da cianidina todas as amostras A3, A4, A5, A8, A9, A10, A11, A12 e A14 deram 

positivas pois houve formação de cor vermelha, rósea ou castanha (Tabela 13 e Figura 

24). Nos extratos hidrometanólicos algumas reações foram positivas (A1, A2, A3, A4, A5, 

A10, A11 e A14) enquanto outras foram negativas (A8, A9 e A12) (Tabela 14 e Figura 25) 

por não ter havido formação de cores vermelha, rósea ou castanha. 
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Figura 23: Resultados positivos nos diferentes extratos hidrometanólicos. (a), (b), (c), (d), (e), (g), (j) e (k) 1- 
controlo; 2- reação com os hidroxilos alcalinos, 3- reação com os sais metálicos e 4- reação da cianidina. (h) e 
(i) 1- reação cianidina; 2- reação com os sais metálicos; 3- reação com os hidróxidos alcalinos e 4- controlo. (f) 
1- reação com os hidróxidos alcalinos; 2- reação com os sais de ferro; 3- reação da cianidina e 4- controlo. 
Fotografias da autoria da própria.   

 

3.3.3.4. Reação oxalo-bórica  

 

 No caso da reação oxalo-bórica, a única amostra que deu positiva foi a A8 porque 

desenvolveu uma fluorescência amarela-esverdeada (Figura 24 [c]), sendo que as 

restantes amostras (A3, A4, A5, A9, A10, A11, A12 e A14) deram negativas, umas por não 

apresentam qualquer fluorescência e outras porque desenvolveram a fluorescência 

vermelha como foi o caso da amostra A10 (Figura 24 [b]), como se pode ver na Tabela 14. 

A mesma reação foi efetuada  nos extratos hidrometanólicos (A1, A2 e A8) onde os 

resultados se revelaram positivos. Nos restantes extratos hidrometanólicos, esta reação 

não se efetuou, uma vez que já tinha sido verificado que estas amostras não possuíam 

este tipo de compostos na sua composição.       
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Figura 24: Resultados da reação oxalo-bórica. (a) Amostras que não se obteve fluorescência e uma que obteve 
fluorescência. (b) Amostra A10 que adquiriu fluorescência vermelha. (c) Amostra A8 que adquiriu fluorescência. 
(d) Extrato hidrometanólico A8 adquiriu fluorescência. (e) Extrato hidrometanólico A1 adquiriu fluorescência e 
(f) Extrato hidrometanólico A2 adquiriu fluorescência. Fotografias da autoria da própria.   

 

 

3.3.4. Teste de saponósidos   

 

Os testes para saponósidos, com amostras das diferentes partes das plantas secas, deram 

quase todos negativos (A3, A4, A5, A8, A9, A10, A11 e A12) sendo a amostra A14 a única 

a apresentar resultado positivo, correspondente ao aparecimento de um anel de espuma 

(nos tubos III a X) passados 15 minutos após a agitação (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 hidrometanólico da A14 tendo sido o resultado 

também positivo como se esperava, tendo aparecido o anel de espuma nos tubos de III a 

X.  
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 Tabela 15: Resultados do teste dos saponósitos nas diferentes partes das plantas secas e no extrato 

hidrometanólico A14. 

Código 
Alfanumérico 

Tubos I II III IV V 

Amostras 
Parte da 
planta 

Formação 
do anel 

de espuma 

Formação 
do anel 

de espuma 

Formação 
do anel 

de espuma 

Formação 
do anel 

de espuma 

Formação 
do anel 

de espuma 
A1 Arruda A Folhas ----- ----- ----- ----- ----- 
A2 Arruda B Folhas ----- ----- ----- ----- ----- 

A3 Arruda B Caules ✕ ✕ ✕ ✕ ✕ 

A4 Arruda C Folhas ✕ ✕ ✕ ✕ ✕ 

A5 Arruda C Caules ✕ ✕ ✕ ✕ ✕ 

A6 Arruda D Folhas      

A7 Arruda E Folhas      

A8 Ceruda Folhas ✕ ✕ ✕ ✕ ✕ 

A9 Ceruda Caules ✕ ✕ ✕ ✕ ✕ 

A10 Mentrasto A Folhas ✕ ✕ ✕ ✕ ✕ 

A11 Mentrasto B Folhas ✕ ✕ ✕ ✕ ✕ 

A12 Mentrasto B Caules ✕ ✕ ✕ ✕ ✕ 

A13 Mentrasto C Folhas      

A14 Noz Casca Verde ✕ ✕ ✓ ✓ ✓ 

A14 
Extrato 

hidrometanólico 
Noz 

Casca Verde ✕ ✕ ✓ ✓ ✓ 

Código 
Alfanumérico 

Tubos VI VII VIII IX X 

Amostras 
Parte da 
planta 

Formação 
do anel 

de espuma 

Formação 
do anel 

de espuma 

Formação 
do anel 

de espuma 

Formação 
do anel 

de espuma 

Formação 
do anel 

de espuma 
A1 Arruda A Folhas ----- ----- ----- ----- ----- 
A2 Arruda B Folhas ----- ----- ----- ----- ----- 

A3 Arruda B Caules ✕ ✕ ✕ ✕ ✕ 

A4 Arruda C Folhas ✕ ✕ ✕ ✕ ✕ 

A5 Arruda C Caules ✕ ✕ ✕ ✕ ✕ 

A6 Arruda D Folhas ----- ----- ----- ----- ----- 

A7 Arruda E Folhas ----- ----- ----- ----- ----- 

A8 Ceruda Folhas ✕ ✕ ✕ ✕ ✕ 

A9 Ceruda Caules ✕ ✕ ✕ ✕ ✕ 

A10 Mentrasto A Folhas ✕ ✕ ✕ ✕ ✕ 

A11 Mentrasto B Folhas ✕ ✕ ✕ ✕ ✕ 

A12 Mentrasto B Caules ✕ ✕ ✕ ✕ ✕ 
A13 Mentrasto C Folhas ----- ----- ----- ----- ----- 

A14 Noz Casca Verde ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ 

A14 
Extrato 

hidrometanólico 
Noz 

Casca Verde ✓ ✓ ✓ ✓ ✓ 

Nota: x-Resultado negativo, ✓- Resultado positivo, ----- ensaio não efetuado por falta de matéria vegetal. As 

designações A, B, C, D e E são referentes às localizações distintas de onde as diferentes espécies foram 

colhidas.      
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Figura 25: Resultados dos testes de saponósidos nas amostras das diferentes partes das plantas secas e no 
extrato hidrometanólico A14. Resultados positivos estão nos retângulos vermelhos. 

 

3.4. Análise de cromatográfica: Resultados 
 

Neste estudo, as análises feitas por HPLC-DAD aos extratos que estavam a ser utilizados 

e revelavam ação 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 possuíam.  

Inicialmente, as análises foram feitas com concentrações dos extratos de 40 mg/mL.  

Diluíram-se então as amostras, ficando cada uma delas com concentrações de 20 mg/mL 

o que  permitiu a obtenção 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 os 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 cromatográficas foram os 250 e 320 

nm, por corresponderem aos máximos de absorção dos compostos maioritários.    

 

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

Corrida 
Tempo de retenção 

(minutos) 
λmáximos Picos 

Cromatograma do 
extrato diclorometano 

a 20 mg/mL 

52,14 250-295-330 1 

59,29 251-296-307-327 2 

61,37 260-288-330 3 

62,56 250-291-329 4 

62,81 270-278-330 5 

63,16 276-281-331 6 

63,75 250-285-329 7 

 

Apresentam-se, então, as corridas cromatográficas nos dois comprimentos de onda em 

questão e os cromatogramas no tempo completo e parcial para ambos os comprimentos 

de onda, respetivamente.  

 

 

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. 

 

 

 

 

 

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 cromatográfica do extrato diclorometano da espécie R. graveolens.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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 cromatográficas foram os 250 e 320 

nm por representarem os máximos de absorção dos compostos maioritários.    

 

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

Corrida 
Tempo de 
retenção 
(minutos) 

λmáximos Picos 

Cromatograma 
do extrato 

acetato de etilo 
a 20 mg/mL 

52,33 250-295-330 1 

56,80 250-308-320-333 2 

59,38 254-291-323 3 

61,42 259-292-332 4 

62,51 250-289-330 5 

63,70 259 6 

 

Os cromatogramas da corrida cromatográfica do extrato de acetato de etilo da espécie R. 

graveolens estão representados nos comprimentos de onda acima indicados, tanto no 

tempo completo como de modo parcial.   

 

 

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.   

 

 

 

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 estão representados os espectros UV/vis dos picos maioritários (Figura 32) 

da corrida cromatográfica do extrato acetato de etilo da R. graveolens.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 35: Espectros UV/vis do extrato de acetato de etilo da espécie R. graveolens. Pico identificado: Pico 1-
psoraleno 
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3.4.3. Cromatograma do extrato de diclorometano a 20 mg/mL da espécie 

A. conyzoides 
 

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

250 e 320 nm, por representarem os máximos de absorção dos compostos maioritários.     

 

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

Corrida 
Tempo de retenção 

(minutos) 
λmáximos Picos 

Cromatograma do 
extrato de 

diclorometano a 20 
mg/mL 

53,03 250-295-330 1 

57,30 260-267-311 2 

59,91 250-308-321-333 3 

61,41 254-293-306 4 

61,88 259-287-298-333 5 

62,57 254-286-327 6 

 

De seguida estão representados os cromatogramas da corrida cromatográfica do extrato 

A. conyzoides nos comprimentos de onda indicados e ambos foram representados no 

tempo total e parcial respetivamente.  

 

 

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. 

 

 

 

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 estão representados os espectros de UV/vis dos picos maioritários (Figura 

37) da corrida cromatográfica 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 

0

0,5

1

1,5

2

2,5

3

3,5

4

40 45 50 55 60 65 70 75 80

A
b

s 
(A

U
)

Tempo

250 

295 

330 

Pico 1: psoraleno 

267 260 311 

Pico 2: bergapteno 

250 

308 333 321 

Pico 3 

254 
293 306 

Pico 4 

 298 

333 

287 259 

Pico 5 

286 254 

327 

Pico 6 



 
 

62 
 

 

Para a identificação dos compostos que estavam presentes nas amostras efetuou-se uma 

breve pesquisa bibliográfica, sobre espetros de UV-Vis, tendo verificado que havia uma 

forte possibilidade de conterem cumarinas. Injetaram-se, então 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 não foi fortificado com substâncias de referência uma vez que a 

amostra existente já não era suficiente, no entanto foi possível identificar os compostos por 

comparação com substâncias de referência.  

No cromatograma do extrato de diclorometano da espécie R. graveolens conseguiu-se, 

através do tempo de retenção, 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 possível identificá-los com base no comportamento cromatográfico 

e máximos de absorção.         
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4. Discussão  
 

4.1. Extratos  
 

As variações nas concentrações de metabolitos secundários são resultantes de fatores 

bióticos e abióticos tais como a temperatura, humidade, duração e intensidade da radiação 

solar e chuva (186,187). 

Para que os extratos apresentem atividade biológica é preciso considerar vários fatores, 

nomeadamente a parte da planta utilizada, o método de extração usado, o solvente 

utilizado, a localização geográfica onde a planta foi colhida, a concentração da matéria 

vegetal usada para a obtenção do extrato e a fotossensibilidade dos compostos presentes 

na mesma (96). A escolha do solvente é muito importante durante o processo de extração 

para que possam ser obtidos extratos com elevada atividade uma vez que estão presentes 

fitoquímicos de volatilidades diferentes (156,188). O objetivo do processo extrativo é retirar 

a maior quantidade de compostos bioativos que a planta possa ter (188). Para garantir a 

extração dos fitoquímicos, que possuam diferentes propriedades, normalmente utilizam-se 

diferentes solventes (sozinhos ou misturados), sabendo-se que os solventes polares 

extraem moléculas polares e os solventes apolares extraem moléculas apolares (188), de 

modo a obter uma maior extração de compostos bioativos, tendo em conta a existência de 

diferenças na composição das várias plantas (189). 

 

Os solventes extrativos mais utilizados nas espécies em estudo, são o éter de petróleo 

(190,191,192–199,200,201), o benzeno (190), o clorofórmio (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 água (217,220–222,225,230,233,235,245–256), o hexano (230,233,237,257–259), os 

hidroalcoólicos (102,103,108,130,142,169,192,237,260,261) [o hidroetanólicos 

(102,110,114,262,263) e o hidrometanólicos (114,125,224)], o diclorometano 

(138,208,210,225,260,264–266) e o acetato de etilo (220,225,233,259,267,268) entre 

outros, sendo que estes extratos dependem da atividade biológica 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 avaliação da atividade inseticida são os extratos de hexano 

(88,90,102,236), água, metanol, etanol, de éter de petróleo, 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 Ciência valoriza, cada vez mais, a preservação do ambiente, foram feitas as 

experiência da viabilidade celular com extratos menos perigosos e menos poluentes sendo 

usados extratos hidrometanólicos, mas, ao contrário do que se esperava, estes não 

pareceram ser eficazes para a verificação da ação inseticida nestas espécies de plantas. 

(A. conyzoides, C. majus, J. regia e R. graveolens). Após pesquisa bibliográfica não se 

verificou a existência de descrições dos referidos extratos hidrometanólicos na ação 

inseticida, mas sim noutras aplicações, como por exemplo na ação anti-inflamatória. Houve 

autores que, nos seus estudos, não conseguiram demonstrar que os extratos metanólicos 

e aquosos tinham ação inseticida mas verificaram que estes extratos eram os que 

apresentavam o maior número de compostos fitoquímicos extraídos da planta mentrasto 

(A. conyzoides) (8). No entanto houve outros que, para a mesma planta já conseguiram 

demonstrar atividade inseticida do extrato metanólico (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 já apresentaram ação inseticida. 

Sendo que estes extratos apresentam os compostos com a ação 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 maioritários encontrado neste extrato ser o psoraleno e este 

apresenta uma elevada ação inseticida principalmente contra as células Sf9 mesmo 

estando em concentrações mais baixas (175,270). Deve-se isso ao facto das células Sf9 

terem baixas quantidades das CYP450 redutase que fazem parte do sistema de 

destoxificação dos insetos (271). No extrato de diclorometano da espécie R. graveolens foi 

encontrada outra furanocumarina, o 8-metoxipsoraleno, que não é um dos compostos 

maioritários, não tendo, por isso, sido sequer considerado como um pico importante.  

Quando se fez a fortificação do extrato diclorometano da espécie R. graveolens é que se 

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

As furanocumarinas são encontradas principalmente nas famílias Apiaceae e Rutaceae 

mas também podem ser encontras em menores quantidades nas famílias Asteraceae, 

Fabaceae, Pittosporaceae, Solanaceae, Thymeleaceae, Orchidaceae e Moraceae 

(272,273). As furanocumarinas ocorrem em duas configurações estruturais as lineares que 

têm o anel furano ligado às posições 6,7 do núcleo benz-2-pirona e as angulares que têm 

o anel furano ligado às posições 7,8 (274,275). As furanocumarinas lineares e angulares 

são altamente tóxicas para plantas, vertebrados, artrópodes, insetos e fungos (273). Nos 

insetos estas podem provocar diferentes respostas comportamentais e fisiológicas tais 
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como atuam como repelentes, anti-alimentares e atuam como fototoxinas através da 

intercalação na dupla hélice de DNA e complexação molecular, as furanocumarinas 

ativadas pela luz reagem com as bases da pirimidina, especialmente com a timina  

(273,276). Sob radiação UV, as furanocumarinas reticulam ambas as cadeias de DNA 

ligando-se a bases de pirimidina, inibindo assim a replicação e transcrição do DNA, mas 

também ficam num estado excitado altamente reativo capaz de interagir diretamente com 

biomoléculas (proteínas e lípidos da membrana) (270,277). Os psoralenos causam danos 

às células por ligação covalente ao DNA após irradiação com radiação ultravioleta A (UVA) 

(278). Algumas espécies de lepidópteros para fugirem ao efeito da radiação ultravioleta 

enrolam as folhas para que estas não estejam exposta à radiação e assim serem capazes 

de destoxificarem as furanocumarinas através do CYP450. 

Monômeros e dímeros de furanocumarinas apresentam efeito tóxico em humanos por 

inibição dos CYPs, sendo consideradas mutagénicas e carcinogénicas e portanto, é 

necessária uma extensa pesquisa antes que estes compostos possam ser considerados 

uma opção 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 concentração de 0,1 mg/mL respetivamente, podemos verificar que estas 

apresentam uma viabilidade muito semelhante, demonstrando-se assim que estes extratos 

têm 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 concentração de 0,1 mg/mL, ficando a incubar por um período de 24 

horas, verificou-se que houve uma diminuição da densidade celular e ainda ficou 

demonstrado que as células apresentaram alterações morfológicas ao nível da 

fragmentação da cromatina e ao nível da actina ficando esta disposta só em determinadas 

zonas, revelando assim que estes dois extratos da espécie R. graveolens apresentam ação 

citotóxica.     

Embora não seja possível tirar conclusões, apenas com base nas micrografias, os 

fenómenos registados podem, eventualmente, ser compatíveis com fenómenos de morte 

celular programada. Em particular, a fragmentação da cromatina, aliada à manutenção de 
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estrutura celular geral da célula, pode estar associada a processos apoptóticos, pelo que 

revela ser necessário o seu estudo no futuro, para clarificar se poderá ser o caso.  

A apoptose é um tipo de morte celular programada e esta pode ser induzida por diversos 

estímulos apoptóticos, tais como hormonas, fatores de crescimento, citocinas, calor, 

toxinas e xenobióticos (onde se incluem pesticidas). A apoptose tem um papel fundamental 

tanto nos mamíferos 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 

possível mecanismo utilizado no controlo de pragas (279).   

 

4.4.  Testes gerais de fitoquímicos  
 

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 extração deve ser feita em meio ácido, 

para que haja conversão de todos os compostos em sais solúveis em água. Normalmente 

utiliza-se o metanol ou etanol juntando-se ácido clorídrico diluído ou ácido acético para 

fazer a extração dos alcaloides. Depois da extração feita a solução tem de ser alcalinizada 

com amoníaco ou hidróxido de sódio.  Neste trabalho, fez-se uma extração com o metanol 

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

Os reagentes Dragendorff, Mayer e Bertrand indicaram a presença de alcaloides nas 

espécies de plantas secas C. majus e R. graveolens e nos seus extratos hidrometanólicos. 

Nas outras duas espécies de plantas A. conyzoides e J. regia, apesar de se encontrar 

descrito na literatura, não foi possível detetar a presença de alcaloides através da utilização 

dos testes de despiste de fitoquímicos, o que pode dever-se a uma menor concentração 

dos mesmos e também à pouca quantidade de matéria vegetal disponível.   

 

4.4.2. Teste de taninos 

 

Os taninos são compostos polifenólicos que se encontram abundantemente distribuídos 

nas plantas. Têm vindo a ser objeto de cada vez maior  interesse quer pelo seu uso no 

tratamento de doenças, quer pela sua utilização na produção vinícola, pois são eles que 

conferem aos vinhos o seu sabor característico (280,281).     
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Nas espécies de plantas em estudo, os taninos revelaram-se presentes apenas na casca 

verde da J. regia e no seu extrato hidrometanólico. Na R. graveolens, uma vez que há 

descrições da presença de taninos na sua composição, o não 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 disponível 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 hidrometanólicos, pois 

estes solubilizam bem em água quente e metanol o que explica que, quando se efetuou a 

pesquisa de fitoquímicos, estes tenham sido encontrados em todas as espécies de plantas 

(184).  

Os flavonoides são uma classe importante de fitoquímicos generalizados (282). 

Encontram-se nas plantas e possuem ações 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 ligação estrutura-atividade de 

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

O teste para detetar a presença de flavonoides foi efetuado nas diferentes partes das 

plantas secas A3, A4, A5, A8, A9, A10, A11, A12 e A14, 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 composição.  

O teste de flavonoides também foi efetuado em todos os extratos hidrometanólicos (A1, 

A2, A3, A4, A5, A8, A9, A10, A11, A12 e A14) mas não foram efetuados nos extratos de 

diclorometano e acetato de etilo devido à pouca quantidade obtida. Neste caso houve 

extratos hidrometanólicos que deram negativo, para algumas reações do teste, podendo 

querer indicar que a quantidade destes era muito baixa para que fossem detetados. A única 

espécie de planta que revelou possuir o tipo de flavonoides pesquisados pela reação oxalo-

bórica foi o C. majus.   
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4.4.4. Teste de saponósidos  

 

Existem na composição de espécies como a C. majus, a J. regia e a R. graveolens, como 

está descrito, saponinas que se caracterizam pela formação de uma espuma persistente, 

que, quando em contacto com a água, surgem à superfície da solução.  Estas não se 

encontram na espécie A. conyzoides.   

Neste estudo, quando se efetuou este teste, para a deteção de saponinas, a única espécie 

que revelou a presença de espuma à superfície da solução e que se espera que se 

mantenha por cerca de 15 minutos, foi a casca verde da noz e o seu extrato 

hidrometanólico.  O mesmo teste aplicado à C. majus também apresentou o aparecimento 

de espuma que rapidamente se desfez, não estando presente passados os 15 minutos que 

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

Com a R. graveolens a espuma não se formou e isso pode ter a ver com a quantidade 

presente quer no extrato quer na própria planta que, sendo muito pequena não permite que 

este teste seja suficientemente sensível para mostrar a sua presença.       

 

4.5. Análise de HPLC 
 

Fizeram-se análises de HPLC aos três extratos de diclorometano e acetato de etilo nas 

espécies de A. conyzoides e R. graveolens visto que estes foram os que apresentaram 

ação 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 comparação  (através do tempo 

de retenção e dos espectros de UV/vis) com substâncias de referência (194).  

Para se fazer a identificação dos compostos utilizaram-se compostos de referência, que 

foram analisados nas mesmas condições das corridas cromatográficas dos extratos, onde 

se obtiveram os respetivos espectros de UV/vis e os seus tempos de retenção.  

Para haver uma confirmação da identificação dos três compostos em causa, fizeram-se as 

corridas cromatográficas dos extratos de diclorometano e acetato de etilo da espécie R. 

graveolens, sendo estes fortificados com as substâncias de referência, onde se verificou 

um aumento do sinal desses compostos.   

Na corrida cromatográfica do extrato de diclorometano da espécie A. conyzoides não se 

conseguiu fazer a corrida fortificada uma vez que não havia amostra disponível, mas 
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mesmo assim foi possível 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 não é dos maioritários. No 

cromatograma do extrato acetato de etilo da espécie R. graveolens a identificação do 

composto psoraleno foi identificado como sendo um dos compostos maioritários. 
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5. Conclusão 
 

Neste trabalho tentámos verificar se as quatro espécies de plantas (A. conyzoides, C. 

majus, J. regia e R. graveolens) já 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 constituíam (flores, folhas, caules, raízes 

ou casca) atuavam de forma diversa ou produziam diferentes resultados, no que se referia 

à população alvo a quem se destinavam – diferentes tipos de insetos. 

Para além de interessante, este trabalho parecia não ser muito complicado. No entanto 

depressa se verificou que não era assim, e se compreendeu a complexidade de uma 

investigação. 

Começou-se com o tratamento a dar às plantas, até poderem ser testadas. É um processo 

trabalhoso, uma vez que é necessário ultrapassar diversas fases, como esperar que 

sequem, separar as diferentes partes, triturá-las separadamente. O próprio processo 

extrativo é longo e demorado e requer todo o cuidado de modo a preservar as soluções 

extraídas da luz solar, uma vez que os compostos se podem degradar com a mesma. A 

preparação do próprio extrato também é um processo moroso e trabalhoso e requer toda 

a atenção durante o processo no rotavapor para que não haja refluxo e não se percam 

compostos. Depois da evaporação que aí acontece, é necessário armazenar as amostras 

obtidas no congelador, a -80º C e esperar que congelem. Seguidamente é ainda necessário 

esperar mais uns dias para que percam a água por liofilização. Todo este trabalho implica 

imprevistos naturais, como soluções que têm de ser novamente preparadas por algum erro 

de manuseio que levam a situações não desejadas, como, por exemplo, a perda de alguns 

compostos fitoquímicos.  

As células escolhidas para se fazer a avaliação da viabilidade celular, foram as de inseto 

Sf9, que demonstraram não ser uma linha celular simples de trabalhar, uma vez que são 

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

Fez-se uma pesquisa geral de fitoquímicos para determinadas famílias químicas como os 

alcaloides, os taninos, os flavonoides e os saponósidos, tendo as espécies C. majus e R. 

graveolens indicado a presença de alcaloides nas suas partes secas, mas perda de 

compostos nos extratos hidrometanólicos, uma vez que os testes deram negativos, como 

resultado da não utilização de extratos direcionados para esta classe de compostos. Todas 

as espécies de plantas nas diferentes partes secas apresentaram flavonoides e nos 

extratos hidrometanólicos a maioria tinha flavonoides. Nos testes de taninos e de 
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saponósidos só houve uma espécie a testar positiva para a presença deste tipo de 

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

Chegámos, assim, à conclusão que, das quatro espécies utilizadas, apenas duas delas 

apresentavam ação inseticida (A. conyzoides e R. graveolens). No entanto, não se pode 

descartar a possibilidade das outras duas espécies de plantas poderem também 

apresentar ação inseticida, uma vez que devido a falta de tempo útil não se testaram as 

outras duas espécies com outro tipo de extrato. Também tentámos de alguma forma 

encontrar extratos que fossem menos poluentes e menos tóxicos e por isso se optou pelos 

extratos hidrometanólicos, mas verificou-se que estes muito provavelmente não seriam os 

mais indicados para avaliar a ação inseticida. Fez-se então a avaliação da atividade 

inseticida em outros extratos como o do diclorometano e acetato de etilo, tendo estes 

apresentado já uma ação inseticida. 

Ficou demonstrado que os extratos de diclorometano e acetato de etilo da espécie R. 

graveolens, provocam alterações morfológicas nas células de inseto Sf9, indicando por 

isso uma ação citotóxica. As modificações morfológicas registadas foram a fragmentação 

da cromatina, podendo esta ser indicativa de processos apoptóticos. Efetuaram-se 

algumas análises para determinação da activação das caspases mas não foi possível 

efetuar os replicados, e assim afirmar se a apoptose é ou não um mecanismo de ação 

presente.       

Sem esquecer que este trabalho esteve interrompido por força das medidas de emergência 

a que o nosso país esteve sujeito, ainda se fez a análise de HPLC-DAD nos extratos 

diclorometano e acetato de etilo para identificar os compostos que pudessem estar 

presentes e identificaram-se três compostos, o 8-metoxipsoraleno, o psoraleno e o 

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

Para se conseguir uma quantificação dos compostos identificados seria necessário mais 

tempo disponível, uma vez que teriam de ser feitas outras análises de HPLC-DAD. No 

entanto, o detetor de massa (MS) poderia permitir a identificação de outros compostos que 

não se conseguiram identificar através dos espectros UV/vis.       

Era fundamental e muito interessante, continuar a realizar mais estudos, sem interrupções 

tristemente forçadas, como aconteceu com este, para verificar se os compostos naturais 

utilizados como inseticidas não apresentam também toxicidade para os mamíferos e outras 

espécies de plantas. Estes estudos também são fundamentais para que se perceba quais 

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

pode de futuro ser detalhado e alvo de mais investigação.     
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