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Resumo

ATIVIDADE INSETICIDA DO EXTRATO METANOLICO DE Araucaria
angustifolia

Os estudos de plantas com propriedades inseticidas foram retomados apds a
constatagdo de graves problemas de contaminagdo ambiental causados pela ma
utilizacdo de produtos quimicos, dentre eles os compostos organofosforados. O
emprego de substancias extraidas de plantas, na qualidade de inseticidas, tem
inumeras vantagens quando comparado ao emprego de produtos sintéticos: os
inseticidas naturais sdo obtidos de recursos renovaveis e sao rapidamente
degradaveis (ou seja, nao persistem no ambiente); ndo deixam residuos em
alimentos, além de apresentarem baixo custo de producdo. A espécie Araucaria
angustifolia € nativa do Brasil e possui uma ampla area de distribuigcdo na regiao Sul.
No entanto, a sua exploracdo indiscriminada colocou-a na lista oficial das espécies
da flora brasileira ameagadas de extingdo (Brasil, 1992). O objetivo deste trabalho é
o de identificar o mecanismo de acao envolvido na atividade inseticida do extrato
Metandlico de Araucaria angustifolia, por meio de ensaios como a determinagao da
dose letal minima (DLM), dos efeitos sobre a preparagdo coragdo Semi-isolado de
Barata (CSIB), sobre o sistema neurolocomotor e sistema nervoso central de baratas
da espécie Phoetalia pallida. A cromatografia em camada delgada mostrou a
presenca do flavondide quercetina no extrato metandlico de A. angustifolia. Na
determinacdo da dose letal minima, apés um periodo de 24 horas de observacao a
dose de 10pg/ul do extrato de A. angustifolia foi eficiente em matar 60% dos animais,
n=6 p<0,05. Em preparagao CSIB, o extrato ndo induziu alteragdes significativas na
freqUéncia cardiaca do inseto, quando comparado com o grupo controle, n=6. Nos
testes de atividade neurolocomotora e neurotoxicidade central “grooming”, n=6
p<0,05 o extrato metandlico de A. angustifolia também induziu variagoes
significativas nos padrées comportamentais, quando comparados com 0s grupos

controle (n=3, p<0,05). A transmissao de impulsos nervosos em insetos € mediada



por monoaminas biogénicas tais como Dopamina (DA), octopamina e serotonima (5-
HT) (Libersat, 2003). Para Weisel-Eichler (1999) o comportamento de grooming em
baratas é induzido por alteragbes no sistema dopaminérgico destes animais,
enquanto que a frequéncia cardiaca € modulada principalmente por
neurotransmissores colinérgicos. Em conclusdo sugere-se, preliminarmente, que o
extrato metandlico das folhas de Araucaria angustifolia desenvolva atividades
inseticidas pela presenca do flavonoide quercetina em sua composig¢ao. Esse agente
estaria envolvido na letalidade produzida pelo extrato, induzindo principalmente

alteracdes sobre o sistema nervoso de Phoetalia pallida.



Abstract

INSECTICIDAL ACTIVITY OF Araucaria angustifolia METHANOLIC
EXTRACT

The studies of plants with insecticidal properties were reassumed after finding serious
environmental pollution problems caused by misuse of chemicals, including
organophosphate compounds. The use of plant substrates, as insecticides, has
numerous advantages when compared with synthetic products: natural insecticides
are made from renewable resources and are rapidly degraded (therefore, do not
persist in the environment) and do not leave residues in foods, in addition to their low
production cost. Araucaria angustifolia is a Brazilian tree specie and has a broad
distribuition in southern Brazil. However, the huge exploitation put it on the official list
of Brazilian flora species threatened of extinction. The objective of this work was to
identify the mechanism of action involved in the insecticidal activity of the methanolic
extract of Araucaria angustifolia leaves and the secondary(ies) metabolite(s) involved
in this action, by using assayes of minimum lethal dose (MLD), cardiovascular,
behavioral and neurolocomotor in Phoetalia pallida. The thin layer chromatography
showed the presence of the flavonoid qrecetin in the methanolic extract of A.
angustifolia. The MLD, after a period of 24 hours, was the dose of 10ug/uL of A.
angustifolia (n=6 p<0,05). In preparation (SIHC) the extract did not induced significant
changes in heart rate of the insect, when compared to control group, n=6. To the
tests of neurolocomotor activity and central neurotoxicity “grooming”, the methanolic
extract of A. angustifolia induced significant changes in behavioral patterns of the
cockroach, when compared to control group (n=6 p<0.05) respectively. The
transmission of nervous impulses in insects is mediated by biogenic monoamines

such as dopamine (DA), octopamine and serotonin (5-HT) (Libersat, 2003). Since



quercetin is a natural insecticide, we suggest that the lethal effect of A. angustifolia is
quercetin-induced. Nevertheless, the increase in grooming and neurolocomotor
patters and lack of cardiovascular effect, show that the insecticidal effect of A.
angustifolia is associated with an effect in the nervous system rather than in the

cardiocirculatory system.
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1. Introdugao

1.1 Plantas com atividade Inseticida

Extratos de plantas tém sido utilizados como inseticidas pelo homem, com
diferentes propdsitos, desde nossos ancestrais Romanos. Estima-se que atualmente
mais de duas mil plantas exer¢cam atividade inseticida mas, por outro lado, apenas
10% destas ja foram avaliadas cientificamente quanto a esse potencial.

Segundo Balandrin et al. (1985), muitas plantas acumulam substancias organicas
que podem ser extraidas em quantidade suficiente para serem economicamente
utilizadas para as mais variadas aplicagdes cientificas tecnoldgicas e comerciais. As
substancias utilizadas para o controle de insetos pragas vieram primeiramente de
recursos naturais (inseticidas botanicos) e posteriormente de compostos inorganicos
(compostos de enxofre). Os inseticidas botanicos sdo de grande interesse, por serem
inseticidas naturais, téxicos derivados de plantas. Dessa forma tém sido
desenvolvidas pesquisas voltadas para a utilizacdo de medidas de controle que
proporcionem um menor impacto ambiental, visando viabilizar o manejo integrado de
pragas (Rodriges et al. 2008). Acredita-se que as chances de descobertas de novas
substancias bioativas estejam diretamente relacionadas a riqueza da biodiversidade.
Dentro desse contexto o Brasil, € reconhecidamente, o pais detentor de uma das
mais altas taxas em biodiversidade (Proktin, 1991). A freqliéncia e a intensidade no
uso de inseticidas tem aumentado nos ultimos anos e fracassos no controle de certas
pragas com inseticidas tradicionais (piretroides e organofosforados) tém sido
periodicamente relatados (Diez-Rodrigues & Omoto, 2001).

Nesse sentido, as plantas com atividade inseticida aparecem como uma
importante alternativa que pode ser usada no manejo de insetos-pragas, seja no
campo em lavouras, seja em centros urbanos, eliminando insetos vetores de
doencas como as baratas. Estas plantas podem ser utilizadas diretamente no
controle de insetos, através de aplicagdes de pos, 6leos ou extratos brutos obtidos a

partir de suas estruturas vegetais (Rodrigues et al. 2008).



1.2. Araucaria angustifolia

A Araucaria angustifolia € uma gimnosperma de grande porte que ocorre na
floresta ombrdfila mista, um ecossistema unico dentro do dominio Mata Atlantica,
sendo a unica espécie da familia Araucariaceae natural da regido Sul do Brasil
(Almeida, 2003) (FIGURA 1). Esta gimnosperma € conhecida pelos nomes
populares: Pinheiro, pinheiro-brasileiro, curi, curitiva, pinheiro-do-parana, pinho, cori,
pinho-brasileiro, pinheiro-sdo-josé, pinheiromacaco, pinheiro-caiova, pinheiro-das-
missbes ou araucaria. Ela também é descrita em inglés como parana-pine
(CARVALHO, 1994). A Araucaria angustifolia caracteriza-se morfologicamente como
uma planta didica de 20 a 50 m de altura, com tronco retilineo de 90 a 180 cm de
didmetro, com ramificagdo caracteristica umbeliforme no alto. Folhas (aciculas)
coreaceas, glabras, agudissimo-pungentes, de 3 a 6 cm de comprimento, alternas,
dispostas densamente (GEMTCHUJNICOV, 1976; LORENZI, 1998). As flores sdo
unissexuais diclinas, sendo o esporodfilo reunido em forma de cone (SCHULTZ,
1990). Estrobilos masculinos alongados, cujo eixo comporta numerosos
microsporofilos, cada um sustentando oito ou mais microsporangios. Microsporos
(pélem) sem camaras de ar. Os estrobilos femininos séo grandes e arredondados, e
sao chamados de pinhas. Macrosporos numerosos, comportando cada um apenas
um o6vulo. Na parte superior do endosperma situam-se oito a 15 arquegdnios.
Semente grande (pinhao), de cor marrom, contendo grande quantidade de reservas
nutritivas (GEMTCHUJNICOV, 1976).

Espécie dominante de um habitat raro, no qual ha outras plantas de interesse
medicinal, a Araucaria angustifolia € de grande importancia econbémica para as
populacdes locais, sendo coletadas cerca de 3.400 toneladas de sementes (pinhdes)
por ano no Brasil para consumo humano. Esta espécie esta incluida na lista oficial de
plantas ameacadas de extingdo no Brasil compilada pelo IBAMA (Instituto Brasileiro
do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais Renovaveis) (FIGURA 2) porém ainda
esta sujeita a legislagao pertinente as espécies madeireiras (GUERRA et al, 2000).

A busca de novos agentes farmacologicamente ativos através da triagem de
fontes naturais, como extratos de plantas, tem levado a descoberta de muitas

moléculas protétipo que desempenham importante fungcéo no tratamento de doencgas

14



humanas, ou a descoberta de compostos com potencial biotecnolégico, como
atividade inseticida.

Nesse contexto, a literatura relata a presenca de metabdlitos secundarios como
flavondides e acidos fendlicos nas folhas de A. angustifolia. Tais compostos estao

associados a efeitos inseticidas.

Figura 1. Araucaria angustifolia (Fonte: http://www.panoramio.com/photo/1702512)

1.3.1 Constituintes quimicos

1.2.1.1 Constituintes isolados do género Araucaria

Para a espécie Araucaria angustifolia existem poucos estudos fitoquimicos e
quase nenhum farmacolégico. Entre os estudos quimicos, foi descrita a presenca de
lignanas, ciclolignanas e norlignanas, tais como pinoresinol, isolariciresinol,
secoisolariciresinol, criptoresinol e hinokiresinol, presentes na resina da arvore
(FONSECA; NIELSEN; RUVEDA, 1979; OHASHI et al, 1992). Brophy e

colaboradores (2000) descrevem a presenca de varios terpendides, denominados
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araucardides presentes no O6leo volatii de folhas de Araucariaceae, sendo
majoritarios em Araucaria angustifolia germacreno-D e os diterpenos hibaeno e
filocladeno. Nas sementes de Araucaria angustifolia foram identificadas lecitinas
(DATTA; FIGUEROA; LAJOLO, 1993). Em um estudo realizado por Fonseca e
colaboradores (2000) com culturas de células e tecidos de Araucaria angustifolia em
diferentes estagios de diferenciagdo e desenvolvimento, foram identificados
compostos flavonoidicos e derivados de fenilpropandides, tais como: os isbmeros E e
Z do octadecil p-cumarato e do octadecil ferulato, ambos identificados em culturas de
calos da planta; no talo da plantula foram encontradas trés biflavonas do tipo
amentoflavona  (7,4’,7”-tri-ometilamentoflavona,  7,4’,4”-tri-o-metilamentoflavona,
4’ 4”-di-o-metilamento-flavona); das raizes da plantula foi isolado o diterpeno do
acido trans-cumeénico, ja descrito para outras espécies do género. Do lenho da planta
adulta, foram isolados os compostos p-hidroxibenzaldeido, coniferaldeido, vanilina,
as isoflavonas cabreuvina e irisolidona, e os ligndides pinoresinol, eudesmina e
lariciresinol. Para outras espécies de Araucaria, como Araucaria bidwillii, Araucaria
excelsa, Araucaria cookii e Araucaria cunninghamii foi descrita a presenga de
terpendides e flavondides, principalmente biflavonas dos tipos amentoflavona,
robustaflavona, agathisflavona, hinokiflavona e cupressuflavona (KHAN et al, 1972;
ILYAS et al, 1978; PARVEEN; TAUFEEQ; KHAN, 1987; GEISER & QUINN, 1988;
HARADA et al, 1992; BROPHY et al, 2000).
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Figura 2. Mapas de distribuicdo da Araucaria angustifolia. Areas mais escura nos mapas: A, area de

ocorréncia natural; B, area de ocorréncia atual. A area remanescente situa-se em torno de 2% da area
original (Fonte: GUERRA, 2000).

1.2.1.2 Dados farmacolégicos para os constituintes isolados do género
Araucaria

Para as lignanas isoladas de A. angustifolia foram atribuidas atividades
antiviral e antineoplasica (OHASHI et al, 1992; CASTRO et al, 1996; SAARINEN et
al, 2002). As lecitinas identificadas nos pinhdes e descritas por Data e colaboradores
(1993), foi atribuida atividade hemaglutinante. Para algumas biflavonas, estudos
descrevem atividade anticancer, por meio de acdo inibidora de topoisomerases,
particularmente para os tipos agathisflavona e amentoflavona. Foram também
descritas atividades antimicrobianas, tais como antifungica e antivitral, contra virus
da influenza, adenovirus, virus herpéticos, citomegalovirus e virus da hepatite
(PARVEEN; TAUFEEQ; KHAN, 1987; LIN et al, 1999; GRYNBERG et al, 2002).
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1.3 Compostos polifendlicos

Aos polifendis sao atribuidas diversas atividades biolégicas. A maioria das plantas
utilizadas mundialmente para tratar ou prevenir disturbios, que vao de diarréia ao
cancer, sao ricas em compostos polifendlicos. Entre os compostos polifendlicos, as
duas classes mais importantes sdo a dos flavondides e a dos taninos
(ELISABETSKY, 2002). Os flavondides s&do compostos polifendlicos derivados dos
fenilpropandides, e que s&o responsaveis por muitas agdes nas plantas, como
protecdo contra a incidéncia de raios UV e visivel, protecdo contra insetos, fungos,
virus e bactérias, atividades antioxidante, controladora da acdo hormonal em
vegetais e inibicdo de enzimas. Dentre estes destaca-se em A. angustifolia a
presengca de quercetina, que possui propriedades farmacolégicas como agéao
antiinflamatodria, anticarcinogénica, antiviral, anti-histaminica, cardiovascular e
atividade inseticida (GAZZON!I et al. 1997).

1.4 Insetos como modelo para ensaios biotecnolégicos

As baratas constituem um grupo de insetos muito utilizados em bioensaios para
identificagcdo de novas substancias com atividade inseticida ou repelente, ja que
possuem uma fisiologia semelhante as dos outros insetos. Dessa forma, um produto
que causa a morte de uma barata, possivelmente tera a mesma atividade se aplicado
a outros insetos-praga como mosquitos (Aedes aegypte, Cullex) além de carrapatos,
moscas do chifre dentre outros. As baratas possuem também papel importante em
saude publica, transportando diversos agentes patogénicos (CORNWELL, 1968),
que ficam aderidos ao corpo, principalmente, em pélos e cerdas das pernas, sendo
transportados mecanicamente de uma area contaminada para a uma area limpa
(SERRAFREIRE, 1999). A facilidade de criagdo associada ao baixo custo e ao
elevado potencial reprodutivo contribuiu para o uso destes insetos na presente
pesquisa. As baratas também constituem um modelo experimental bastante utilizado
em pesquisas biomédicas, elas tém sido usadas em modelos comportamentais de
memoria, em doengas neurodegenerativas como Parkinson, Alzheimer e outras
doencgas nas quais o neurotransmissor glutamato esta envolvido. Nesses estudos, o
interesse por esses animais se da pelo fato do glutamato, envolvido nos processos

de excitotoxicidade, ser o principal neurotransmissor excitatério do sistema nervoso
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periférico.

A Phoetalia pallida (FIGURA 3) apresenta coloragdo castanho-clara brilhosa;
pronoto castanho com mancha centro-basal castanho-escura, mais larga na base,
estreitando-se para o apice; cabeca com olhos, vértice, espaco interocular, fronte e
base do clipeo castanho-escuros bem como as antenas, que sdo de coloragao

castanhas.

FIGURA 3. Barata Phoetalia pallida
(Fonte:http://www.insect.cz/details.php?image_id=2226&sessionid=182df16fa46fd251feea2c7c1b8e34
6a&l=arabic)

A resisténcia a produtos quimicos pelas baratas, os custos das atuais técnicas de
desinsetizacdo além da toxicidade para os animais e humanos dos produtos
convencionalmente usados, estimulam as pesquisas no sentido de se descobrirem
alternativas de baixo custo, in6cuas para o homem e com eficiente acao inseticida.
No sistema nervoso dos insetos existe um sofisticado conjunto de jung¢des entre
orgaos dos sentidos, os quais respondem a diversos estimulos externos ou internos
levando a respostas de orgéos efetores como musculos e glandulas. A fungdo do
sistema nervoso, portanto é transmitir informacdées ao corpo por meio de impulsos
elétricos, conseguidos através da liberagcdo de neurotransmissores na membrana
pré-sinaptica. Os principais neurotransmissores envolvidos nesse processo em
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insetos s&o a acetilcolina, o glutamato, a octopamina e o GABA. Dessa forma,
compostos descobertos a partir de plantas, fungos, bactérias, vida marinha em geral
e animais peconhentos podem influenciar direta ou indiretamente esses sistemas
fisiolégicos altamente coordenados, traduzindo-se em agentes naturais com grande
potencial inseticida.

Nesse projeto propomo-nos investigar a atividade farmacolégica do extrato
metandlico de Araucaria angustifolia avaliando os seus efeitos sobre o sistema

nervoso central, periférico e cardiovascular de baratas da espécie Phoetalia pallida.

2. Objetivos

2.1. Objetivos gerais
Avaliar por meio de ensaios fitoquimicos e farmacoldgicos o potencial

inseticida do extrato metandlico das folhas de Araucaria angustifolia (EMtOHAA).

2.2. Objetivos especificos
a- Preparo do extrato metandlico de A. angustifoilia (EmtOHAA) ;
b- Determinacgéo da dose letal minima (DLsp);
c- Determinagao da neurotoxicidade central por meio do teste de “Grooming’;
d- Determinacdo da neurotoxicidade periférica por meio da avaliagdo da
atividade neurolocomotora;
e- Determinagao da cardiotoxicidade por meio do registro da frequéncia cardiaca

em preparagao coragao semi-isolado de barata (CSIB).
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3. Material e Métodos

3.1. Animais
Foram utilizadas baratas exoticas da espécie Phoetalia pallida. Os animais

foram mantidos a 25 + 2 °C com livre acesso a agua e ragao ad libitum.

3.2. Reagentes

Para realizar a extracdo dos compostos vegetais das folhas foi utilizado
metanol. Para o teste cromatografico foram utilizados quercetina, diclorometano,
acetato de etila, alcool etilico, alcool metilico, hexano além do extrato de A.
angustifolia. Para os testes em vivo utilizou-se diferentes concentragbes de extrato

metandlico e solugao fisiologica.

3.3. Preparo do extrato metandlico de Araucaria angustifolia (EMtOHAA)

Foram coletados cerca de 2 kg de folhas da espécie Araucaria angustifolia na
regido de Sao Gabriel — RS (FIGURA 4). Uma amostra foi herborizada e depositada
no herbario da Universidade Federal do Pampa — UNIPAMPA, Campus Sao Gabriel.
Utilizando-se uma balanga analitica de precisao foram pesadas 10 g de folhas de A.
angustifolia e estas foram totalmente imersas em 100mL de alcool metilico P. A.
(metanol). Em estudo anterior o metanol mostrou-se o solvente mais eficaz para
remogao dos componentes ativos das folhas. O sistema folha/solvente foi deixado
em descanso por 24h em camara escura.

Depois de transcorrido o tempo determinado, o sistema foi filtrado utilizando-
se uma bomba de filtracdo, funil de blckner com papel filtro e kitassato. As folhas
que ficaram retidas no papel filtro foram descartadas segundo o Plano de
Gerenciamento de Residuos da Unipampa-Campus Sao Gabriel.

O filtrado foi reduzido em evaporador rotatério e seco em bomba de vacuo.
Apos um periodo de 12h em bomba de vacuo obteve-se o extrato metandlico da

Araucaria angustifolia (EmtOHAA), puro e sem solvente.
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Figura 4. Folhas de A. angustifolia

(Fonte:http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Leaf of araucaria_angustifolia.jpg)

3.4. Determinacgao do perfil fitoquimico por cromatografia em camada delgada.
Para identificar a presenga ou auséncia de quercetina no extrato vegetal foi
realizada uma cromatografia em camada delgada (TLC), na qual o padrdao de
quercetina e o extrato vegetal foram adicionados em uma placa cromatografica. Esta,
entdo, foi disposta em uma cadmara com luz ultravioleta onde foi possivel visualizar
as bandas correspondentes aos diferentes compostos do extrato, incluindo

quercetina.

3.5. Determinacgao da Dose Letal Minima (DL50)

Os ensaios para a determinacdo da Dose Letal Minima (DLM) foram
realizados essencialmente como descrito por Kagabu et al. (2007). Para tal, varias
concentragdes do extrato metandlico de A. angustifolia foram dissolvidas em solugao
fisiolégica especial para insetos, preparada como descrito por Collins e Miller (1977),
e um volume de 20yl foi injetado na terceira porgado abdominal de cada animal. Além
de um grupo controle injetado apenas com solugdo fisiolégica e diferentes
concentragdes de extrato de A. angustifolia (1,5ug/ul; 2,5ug/ul; Spg/ul; 10ug/ul)

também foi utilizada quercetina (5ug/pl) como controle positivo de letalidade, devido
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a sua ja comprovada atividade inseticida (Gazzoni et al, 1997). Para cada protocolo
seis animais foram usados (n=6) e, depois de injetados, com um volume final de
20ul/animal, foram acondicionadas em recipientes de plastico por 24 horas a
temperatura de 24°C, com agua e racao ad libitum. A dose minima para que cada
grupo de seis animais seja considerado morto, foi eleita como a DLM. A analise

estatistica foi feita usando-se o teste ndo paramétrico “t” de Student.

3.6. Preparacgao coragao semi-isolado de barata (CSIB)

A atividade biolégica do extrato também foi observada em preparagéo coragao
semi-isolado de barata (CSIB) (Bauman e Gersch, 1982). Para realizar este
procedimento as baratas (Phoetalida pallida) foram anestesiadas com éter etilico e
imobilizadas por meio de alfinetes entomoldgicos. Apdés a remocgédo da cuticula
abdominal com a ajuda de uma pinga, o coragao foi exposto e banhado em solugéo
salina para insetos 0.9% em temperatura ambiente. Apos 5 min. iniciais para
estabilizacdo da frequéncia cardiaca, as diferentes concentracbes de EMtOHAA
foram adicionadas sobre o coragdo, em um volume final de 200 ul/animal. A
freqUéncia cardiaca foi monitorada durante 30 min. com a ajuda de um microscopio

estereoscopico.

3.7. Teste de atividade Neurolocomotora

O teste de atividade neurolocomotora foi realizado como descrito por Kagabu
et al. (2007) adaptado para as nossas condigbes experimentais. Dessa forma, as
baratas da espécie P. pallida foram colocadas em um recipiente preenchido com
agua (2L). A agua consiste em um estimulo estressante para o animal fazendo com
que o mesmo movimente as patas posteriores intermitentemente. Esse movimento
foi observado durante dois minutos (Controle). O animal foi entdo injetado com
diferentes concentracbes de EMOHAA e modificagbes no comportamento

(hipocinesia) foram entdo anotadas.
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3.8. Teste de neurotoxicidade central “grooming”

O comportamento de grooming é tipico de insetos e se reflete no ato do
animal limpar as antenas e/ou pernas dianteiras com o aparelho bocal varias vezes
ao dia (Libersat, 2003). Esse habito tem sido caracterizado como um reflexo da
estimulacdo do sistema nervoso central pela liberagdo de neurotransmissores
monoamineérgicos (Libersat e Pflueger, Bioscience, 54, 17-25, 2004). Dessa forma, os
animais foram observados durante um periodo de 30 min e o numero total de
groomings anotado antes e apds o tratamento com o EMtOHAA; quercetina e
solucdo salina. Para tal, foi usada uma caixa circular de plastico (29 cm x 18 x 13
cm) com tampa transparente removivel. Os animais n&o foram submetidos a caixa de
teste anteriormente, e, portanto, esta constitui um ambiente novo em todos os casos.
A temperatura na sala de ensaios foi mantida em 25-30 ° C e os teste foram

realizados 2 — 8h apds o inicio do ciclo de luz.

4. Resultados

4.1. Cromatografia em camada delgada (TLC Plate)

Na cromatografia em camada delgada utilizando o extrato metandlico de
Araucaria angustifolia (FIGURA 5) observou-se a presenga de quercetina neste
extrato, tal afirmagao pode ser comprovada apds comparar a corrida do extrato com

a corrida de quercetina, sendo que nas duas corridas obteve-se 0 mesmo padrao.
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Padrao
Quercetina EMAA

l l

Quercetina

Figura 5. Cromatografia em camada delgada do extrato metandlico de A. angustifolia (direita) e
quercetina (esquerda). Note a presencga do flavondide quercetina como constituinte do extrato. Este
flavondide possui atividade inseticida, descrita por Gazzoni (1997).
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4.2. Determinacao da Dose Letal Minima (DL50)

Na determinacdo da dose letal minima foram utilizadas quatro diferentes
concentragdes de extrato metandlico de A. angustifolia (1,5ug/uL; 2,5ug/uL; 5ug/uL e
10ug/uL). As concentracdes de 1,5ug/pL; 2,5ug/ul e 5ug/uL ndo foram eficientes em
causar letalidade significativa em baratas da espécie Phoetalia pallida, sendo a dose
de 10ug/uL a unica dose eficiente em causar letalidade em 75% dos animais (n=6,
p<0.05). Além das diferentes concentracdes do extrato metandlico de A. angustifolia
também foi utilizado quercetina como controle positivo de letalidade, esta mostrou-se

eficiente em causar morte em 100% dos animais ap6s um periodo de 24 horas.
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Figura 6. Dose letal minima (DL50). Solugdo salina, extrato metandlico de A. angustifolia (10ug/uL) e
quercetina (5ug/uL) injetados em um volume de 20uL/animal na 3° porgdo abdominal. A determinagéo

da dose letal minima foi determinada 24 horas apds os compostos serem injetados.
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4.3. Teste de atividade neurolocomotora

Em relacdo ao teste de atividade neurolocomotora para o grupo controle,
tratado apenas com solugéo fisiolégica, obteve-se uma atividade neurolocomotora de
9814 segundos de movimentagéo das pernas em 3 minutos. Quando injetados com a
maior dose (5ug/uL), observou-se um significativo bloqueio neurolocomotor, 45+2
segundos de movimentagao das pernas, este valor corresponde a 50+2% do valor
total do grupo controle (FIGURA 7). As doses de 1,5ug/uL e 2,5ug/pL nédo foram

efetivas em realizar bloqueio neromuscular em baratas.
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FIGURA 7. Atividade neurolocomotora de baratas da espécie P. pallida. Controle: solugéo salina.
Extrato de Araucaria angustifolia e solugdo salina injetados em um volume de 20uL/animal na 3°

porcéo abdominal. Note o significativo bloqueio de 56% na atividade motora dos animais tratados com
extrato A. angustifolia 5ug/uL.
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4.4. Neurotoxicidade central “grooming”

Para determinar a toxicidade central do extrato metandlico de A. angustifolia
foi realizado o teste de grooming, como descrito por Libersat (2003). Como resultado
obteve-se um significante aumento, dose e tempo dependente, no tempo total de
grooming realizado pelos individuos injetados com a maior concentragéo do extrato
de A. angustifolia (5ug/uL), 396+4s em 30 minutos de observagéo, 24 horas apds o
tratamento (p<0,05 “t” de student), quando comparados com individuos do grupo
controle, 60+2s em 30 min p<0,05 “t” de student (FIGURA 9). Quercetina Sug/uL
também foi utilizada e esta induziu um aumento no numero total de groomings, 30
minutos apds o inicio do tratamento, a quercetina mostrou-se letal para 100% dos

animais.
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FIGURA 8. Tempo total de grooming realizado pelo inseto. Controle: solugao salina. O tempo total de
groomings realizado pelo animal foi contabilizado apds a inje¢ao de: solugdo salina; extrato A.
angustifolia 5ug/uL; quercetina 5ug/UL e a observagédo teve duragdo de 30 minutos. Todos os

compostos foram injetados em um volume de 20uL/animal.
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FIGURA 9. Tempo total de grooming realizado pelo inseto. Controle: solugéo salina. A observacao do
tempo total de grooming, em um periodo de 30 minutos, teve inicio 24 hora apds os animais serem
injetados na 3° porgéo abdominal com 20uL/animal de solugéo salina; extrato metandlico de Araucaria
angustifolia 5ug/uL; quercetina 5ug/uL. Note que o numero total de groomings induzido pelo extrato de
A. angustifolia aumentou, significativamente, quando comparado ao numero de groomings induzidos
por este mesmo extrato 30 minutos apds a injecao. Note também que quercetina causou letalidade em
100% dos animais ap6s 24 horas.
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4.5. Preparagao Coracao Semi-isolado de Barata (CSIB)

O sistema Cardiovascular de insetos, assim como o de mamiferos, tem o seu
ritmo mediado pela liberacéo/recaptacdo de neurotransmissores como acetilcolina
(Ach). Na preparagao de coragcdo semi-isolado em baratas utilizando-se solugao
fisioldgica (controle) e extrato metandlico de A. angustifolia 5pg/uL, observou-se que
os componentes do extrato metandlico ndo sao eficientes em induzir alteragdes
significantes na frequéncia cardiaca de insetos (FIGURA10), possivelmente, devido
ao fato de os componentes do extrato ndo atuarem sobre os receptores de Ach no
musculo cardiaco ou sobre a enzima acetilcolinesterase, encarregada de recaptar a

acetilcolina na fenda sinaptica.
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FIGURA 10. Atividade do extrato metandlico de A. angustifolia sobre coragao semi-isolado de barata
P. pallida. Controle: solugdo salina. Extrato de A. angustifolia 5ug/uL e solugdo salina foram
adicionados sobre o coragédo semi-isolado do inseto em um volume de 200uL/animal e o niumero de

batimentos cardiacos foi contabilizado durante 30 minutos, com registro a cada minuto.
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5. Discussao

Aminas biogénicas sao responsaveis por induzir uma variedade de
comportamentos motores ritmicos em insetos e outros invertebrados (Bicker &
Menzel, 1989; Selverston, 1993). Grooming, em insetos, tem como fung¢ao a limpeza
da superficie do corpo, principalmente de antenas e pernas dianteiras, utilizando
para isso o aparelho bucal (Libersat, 2003). Este comportamento esta associado a
liberacdo de monoaminas no sistema nervoso central de insetos, principalmente
Dopamina (Weisel-Eichler, 199). A reserpina, um composto vegetal obtido a partir das
raizes de Rauwolfia serpentina € conhecida por causar uma massiva liberagcao de
monoaminas no sistema nervoso central (Oates, 1996), tal atividade deve-se ao fato
de que a reserpina é capaz de atravessar a barreira hemolinfa-cérebro e afetar os
niveis de monoaminas no glanglio subesofagico de insetos (Sloley & Owen, 1982).
Em invertebrados, certos moduladores, particularmente as monoaminas, possuem a
capacidade de ativar circuitos neurais especificos e, com isso, induzir certos tipos de
comportamentos, como morder, em sanguessugas (Lent et al., 1989), atividade
gastrica em lagostas (Heinzel, 1988), comportamento agressivo em lagostas (Kravitz,
1988). Yellman et al. (1997), trabalhando com moscas decapitadas, observou que o
comportamento de grooming pode ser induzido aplicando-se dopamina ou seus
agonistas, D1 e D2 no corddo nervoso de moscas. Weisel-Eichler (1999) observou
que a dopamina, quando injetada na hemocele de baratas, induz um tempo total de
grooming maior do que quando comparado com outras monoaminas como
octopamina e serotinina ou solugao salina. A eficiéncia do extrato metandlico de A.
angustifolia em induzir comportamento de grooming em baratas da espécie P. pallida
pode estar associada a possibilidade de que o flavondide quercetina, que esta
presente nas folhas de A. angustifolia e possui atividade inseticida comprovada
(Gazzoni et al., 1999), esteja atuando sobre aos recptores ou niveis de Dopamina
(DA) no sistema nervoso central da barata e, assim, induzindo um elevado numero
de grooming no inseto. O teste com Coragéo-semi Isolado de Barata (CSIB) mostrou
que néo ocorreram significantes alteragées no ritmo dos batimentos cardiacos em
baratas, contribuindo para a hipotese de que o sitio ativo do extrato de A. angustifolia
nao esta localizado nos receptores do coragdo, mas sim nos receptores do sistema

nervoso central do inseto.
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6. Conclusoes

Os ensaios de cromatografia em camada delgada realizados com o extrato
metandlico das folhas de Araucaria angustifolia, bem como os testes de dose letal
minima, atividade neurolocomotora, neurotoxicidade central e em preparacdo de

coracao semi-isolado de baratas permitem concluir que:

1- O extrato metandlico de A. angustifolia apresenta o flavonodide quercetina em sua
Ccomposicao.

2- Tanto a quercetina, quanto o extrato metandlico de A. angustifolia tiveram sua
atividade inseticida comprovada através do teste de dose letal minima.

3- O extrato de A. angustifolia nao atua significativamente sobre a preparacdo de
coracao semi-isolado de baratas da espécie Phoetalia pallida, possivelmente por ndo
atuar sobre os receptores colinérgicos localizados no coragdo do inseto ou sobre a
enzima acetilcolinesterase (AChE).

4- A capacidade do extrato de A. angustifolia em bloquear significativamente a
atividade neurolocomotora e induzir um numero total elevado de grooming em
baratas, contribui para a hipétese deste extrato atuar sobre o sistema nervoso central

do inseto, possivelmente sobre os receptores de dopanima (DA).
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