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RESUMO

Para ampliar os conhecimentos acerca do uso de bioinseticidas botanicos, a
busca por produtos botanicos que apresentem mecanismos de acdo com
menores efeitos residuais e baixa toxicidade aos demais animais tém tido um
aumento consideravel. Na literatura ndo existem relatos acerca do potencial
inseticida do jenipapo (Genipa americana L.) para insetos pertencentes a ordem
coleoptera, especialmente para o besouro Tribolium castaneum, uma das
principais pragas de gréaos e produtos armazenados no mundo. Neste contexto,
o presente estudo objetivou avaliar os efeitos do extrato, da fracéo lectinica e da
lectina isolados da casca de G. americana sobre T. castaneum. Para isso, foi
preparado o extrato aquoso (Tris-HCI) da casca de G. americana a partir do qual
se obteve a fracdo proteica, oriunda do fracionamento salino com sulfato de
amonio, e a lectina (GaBL) isolada por cromatogafia de gel filtracdo. Foi realizada
analise fitoquimica do extrato e da fracdo proteica de G. americana. Os
bioensaios ‘“in vivo” foram realizados utilizando adultos de T. castaneum analisou
a sobreviéncia, acao deterrente, os efeitos sobre os parametros nutricionais e
bioquimicos e os efeitos sobre a reproducéo dos insetos mantidos ao longo de
28 dias com a metodologia da dieta artificial contendo o extrato, a fracdo ou
GaBL. Pode-se obsevar que o extrato aquoso de G. americana tem como
principais compostos secundarios as saponinas, taninos e esteodides, estes com
acao inseticida ja descrita para diferentes ordens de insetos. Observou-se, que
o extrato de G. americana apresentou maior efeito na sobrevivéncia de T.
castaneum na concentracdo de 250mg/g. O extrato também apresentou efeito
deterrente e interferéncia nos parametros nutricionais e bioquimicos
demonstrados pela reducédo do consumo alimentar e ineficiéncia na conversao
de alimento, ocasionando perda de biomassa. A fracao 20%, também exerceu
efeito inseticida em T. castaneum nas concentra¢des de 50 e 100mg/g, nao foi
observado efeito deterrente, entretanto, mesmo consumindo de forma
satisfatoria o alimento, os insetos ndo conseguiram converter este em biomassa,
e em reservas energéticas evidenciando o efeito antinutricional. GaBL é um dos
principios ativos da acéo inseticida, demonstrado pelo aumento consideravel nos
efeitos deterrentes e sobre a sobrevivéncia e todos os parametros nutricionais e
bioquimicos analisados nas concentracfes testadas. Com base nos dados
obtidos, este trabalho representa uma contribuicdo promissora para a busca por
métodos alternativos para o controle de insetos-pragas, sendo este o primeiro
relato sobre a acdo de G. americana sobre T. castaneum e um dos primeiros
utilizando uma frag&o proteica com potencial para uso no manejo de pragas.

Palavras-chave: proteina inseticida, manejo de pragas, bioquimica.



ABSTRACT

In order to increase knowledge about the use of botanical bioinsecticides, the
search for botanical products that have mechanisms of action with less residual
effects and low toxicity to other animals has increased considerably. There are
no reports in the literature about the insecticidal potential of genipap (Genipa
americana L.) for insects belonging to the order Coleoptera, especially for the
beetle Tribolium castaneum, one of the main pests of grains and products stored
in the world. In this context, the present study aimed to evaluate the effects of the
extract, lectin fraction and lectin isolated from the bark of G. americana on T.
castaneum. For this purpose, the aqueous extract (Tris-HCI) of the G. americana
bark was prepared from which the protein fraction was obtained, derived from the
saline fractionation with ammonium sulfate, and the lectin (GaBL) isolated by
filtration gel chromatography. Phytochemical analysis of the extract and protein
fraction of G. americana was performed. The “in vivo” bioassays were carried out
using adults of T. castaneum analyzed the survival, deterrent action, the effects
on the nutritional and biochemical parameters and the effects on the reproduction
of insects kept over 28 days with the artificial diet methodology containing the
extract, the fraction or GaBL. It can be observed that the aqueous extract of G.
americana has saponins, tannins and steroids as main secondary compounds,
these with insecticidal action already described for different orders of insects. It
was observed that the extract of G. americana had a greater effect on the survival
of T. castaneum at a concentration of 250mg / g. The extract also showed a
deterrent effect and interference in the nutritional and biochemical parameters
demonstrated by the reduction of food consumption and inefficiency in food
conversion, causing loss of biomass. The 20% fraction also exerted an
insecticidal effect on T. castaneum at concentrations of 50 and 100mg / g, but no
deterrent effect was observed, however, even though the food was satisfactorily
consumed, the insects were unable to convert it into biomass, and in reserves
energies showing the anti-nutritional effect. GaBL is one of the active principles
of the insecticidal action, demonstrated by the considerable increase in the
deterrent effects and on the survival and all the nutritional and biochemical
parameters analyzed in the tested concentrations. Based on the data obtained,
this work represents a promising contribution to the search for alternative
methods for the control of insect pests, this being the first report on the action of
G. americana on T. castaneum and one of the first using a protein fraction with
potential for use in pest management.

Key words: insecticidal protein, pest management, biochemistry.
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1. INTRODUCAO

Os insetos-praga configuram um problema relevante na agricultura, e
constituem o principal fator de perda de graos do cultivo ao armazenamento, em
especial, nas na¢Oes onde a agricultura tem maior relevancia para a economia,
e onde as praticas agricolas ainda ndo atingiram altos padrdes técnicos e
processuais (KUMAR;KALITA, 2017; LUNDSTROMA et al, 2017).

Estimativas sugerem que 251,9 milhGes de toneladas de graos foram
produzidos nas safras brasileiras em 2019 (CONAB, 2019). Entretanto, sendo o
Brasil um pais tropical, com o clima que favorece a proliferacdo de diversas
pragas, cerca de 10% da producdo de grdos/ano sao perdidas quantitativa e
qualitativamente nas safras nacionais (LORINI, et al., 2015). Estratégias de
controle destes insetos, sdo de interesse das industrias agricolas e alimenticias,
uma vez que se estima que 67000 espécies de pragas acomentem as culturas
de interesse socioecondmico e, que grande parte destas ja apresentam
resisténcia aos produtos disponiveis no mercado (CAMAROTI et al., 2017;
CHANDLER et al., 2011).

Os insetos da ordem Coleoptera, especificamente, pragas de produtos
armazenados e cereais, sdo um problema sob o aspecto de danos enconémicos
e comercializacéao. O Tribolium castaneum (Herbst) (Coleoptera:
Tenebrionidae), € uma dessas pragas e tem apresentado alta resisténcia a
pesticidas sintéticos, das classes dos organofosforados e piretréides (BOSSOU
et al., 2015; CABALLERO-GALLARDO, 2010).

Além do aumento da resisténcia aos inseticidas convencionais, a
expansao do mercado organico aumentou a busca por novos produtos botanicos
para controlar pragas, com enfoque em alternativas com modos de acao, que
nao apresentem efeito residual sobre o produto aplicavel, ao ambiente e a saude
humana (KIRAN; PRAKASH, 2015).

As plantas, em resposta ao ataque de insetos e microrganismos,
produzem varios metabdlitos que podem ser responsaveis pela resisténcia ou
tolerancia ao ataque destas pragas. Com relagéo aos produtos de origem natural
muitos extratos, 6leos essenciais e outros derivados de plantas tém sido testados
guanto ao seu potencial de combate a pragas (CABALLERO-GALLARDO et al.
2010; ISMAN, 2006). Estes produtos apresentam desde efeitos
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comportamentais (repeléncia, deterréncia alimentar, deterréncia de oviposi¢ao)
como efeitos toxicos, alteracdes bioquimicas e fisiologicas, inibicdo do
desenvolvimento e inibigdo do crescimento (ISMAN, 2017; NUNES et al., 2015).

Entre os produtos do metabolismo das plantas, a atividade inseticida de
proteinas tem sido descrita para diversas ordens de insetos, em especial, dos
inibidores de protease e lectinas. No entanto, os mecanismos pelos quais as
proteinas exercem seus efeitos sdo pouco conhecidos e tem despertado grande
interesse nos ultimos anos (PAIVA et al. 2011; WALSKI et al. 2014).

O jenipapo, Genipa americana L., uma arvore da familia Rubiaceae, é
considerado uma espécie de importancia econémica, seja pela sua esséncia ou
utilizacdo na producédo de alimentos, tais como o licores e geleias. Na medicina
popular, é descrito com atividades analgésica, antimalarica, antipirética e
inseticida (MOURA, et al., 2016; SILVA et al, 1998). Considerando a escassez
de relatos na literatura acerca do potencial inseticida desta planta para insetos
da ordem coleoptera, especificamente sobre o T. castaneum, a avaliacdo destes
efeitos pode contribuir para 0 avanco na busca de métodos alternativos de
controle de insetos praga de graos armazenados. Neste contexto, o presente
estudo objetivou avaliar os efeitos do extrato, da fragao lectinica e da lectina de

cascas de G. americana sobre adultos de T. castaneum.
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2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 Insetos Pragas

Os insetos sdo 0s organismos eucariotos mais abundantes, diversos e
adaptaveis na natureza, ocupando uma ampla variedade de habitats e nichos
ecolégicos. Devido ao habito herbivoro, em pelo menos uma fase do seu
desenvolvimento, apresentam um papel ecoldgico importante, podendo agir
como predadores, parasitoides, polinizadores, fit6fagos e outros (GALLO et al.,
2002). Por outro lado, essas mesmas caracteristicas aliadas aos habitos
alimentares e comportamentais levaram os insetos, ao longo da evolugao, a se
tornarem pragas devido aos prejuizos causados em diversas culturas, aos danos
estruturais nos ambientes rurais e urbanos, além de serem vetores de doencas
para humanos e outros animais (SAO JOAO; RAGA, 2016).

No contexto do Manejo Integrado de Pragas (MIP), para fins de controle,
0s insetos sdo classificados como praga quando atingem o nivel populacional
capaz de causar dano econémico (PICANCO, 2010). Os prejuizos, variam desde
a perda do valor comercial devido a alteragcdes no sabor, cheiro ou aspecto
visual, até a morte da planta (GALLO et al, 2002; GURU-PIRASANNA-PANDI et
al, 2018).

Estima-se que existam mais de um milhdo de espécies de insetos descritas
no mundo, das quais ao menos 10% ja sdo relatadas como pragas. Entre as
principais ordens de insetos que causam danos econOmicos, sociais e/ou
ambientais destacam-se: Coleoptera, Lepidoptera, Diptera, Orthoptera,
Heteroptera e Hemiptera. Desses, 40% sao insetos da ordem Coleoptera.
(GALLO et al, 2002; IMENES; IDE, 2002; LORINI et al, 2015).

Conhecida como uma das ordens de maior importancia econémica e de
interesse agricola, na ordem coleoptera ja foram descritas mais de 300.000
espécies de besouros, as quais estdo organizadas em seis subordens (LORINI
et al, 2015). Ela é constituida por insetos de tamanho e ecologia alimentar muito
variados, que apresentam desenvolvimento holometabdlico, e caracterizam-se
por possuir um par de asas endurecidas, denominadas élitros. Os adultos e as

larvas possuem aparelho bucal mastigador, apresentando grande variacao nos
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habitos alimentares que fazem deles importantes pragas, em especial de gréaos
e produtos armazenados (GALLO et al., 2002; IMENES; IDES, 2002).

2.1.1 Insetos-praga de grdos armazenados

O Brasil € um pais cujo grande potencial de producédo de graos ainda
nao foi plenamente explorado. Segundo a FAO (Food and Agriculture
Organization), 70% da producéo agricola € armazenada por agricultores para
diferentes fins (LORINI et al, 2015). Os insetos que se desenvolvem em produtos
armazenados (tabela 1), sejam eles, pragas primarias (atacam graos sadios e
inteiros) ou secundarias (atacam graos danificados), apresentam caracteristicas
de acordo com o ambiente em que se encontram, sendo geralmente pequenos
e adaptados a ambientes muito secos e escuros (LORINI, 2000; LORINI, 2002;
LORINI, 2008). Insetos e acaros sdo 0s principais responsaveis pela
deterioracdo dos alimentos armazenados, e causam perdas anuais estimadas
em cerca de 30% de 1. 800 milhdes de toneladas de grdos armazenados
(BOYER et al, 2012).

Tabela 1 — Os principais insetos-praga de graos e produtos armazenados e seu
status de praga (primaria ou secundaria) baseado no habito alimentar.

Espécie Ordem Familia Status da praga
Rhyzopertha dominica
(Fabricius, 1972) Coleoptera Bostrychidae Primaria

Sitophilus oryzae
(Linnaeus, 1763) Coleoptera  Curculionidae Primaria

Sitophilus zeamais
(Motschulsky, 1855) Coleoptera  Curculionidae Primaria

Tribolium castaneum
(Herbst, 1797) Coleoptera Tenebrionidae Secundaria

Tribolium confusum (Du
Val, 1863) Coleoptera Tenebrionidae Secundaria

Oryzaephilus
surinamensis (Linnaeus, Coleoptera Silvanidae Secundaria
1758)
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Cryptolestes ferrugineus
(Stephens, 1831) Coleoptera  Cucujidae Secundaria

Sitotroga cerealella
(Oliver, 1789) Lepidoptera Gelechiidae Primaria

Plodia interpunctella
(Hubner, 1813) Lepidoptera Pyralidae Primaria

Ephestia kuehniella
(Zeller, 1879) Lepidoptera Pyralidae Secundaria

Ephestia elutella (Hubner,
1796) Lepidoptera Pyralidae Secundaria

Lasioderma serricorne
(Fabricius, 1792) Coleoptera  Anobiidae Secundaria

Acanthoscelides obtectus
(Say, 1831) Coleoptera  Curculionidae Secundaria

Tenebrio molitor
(Linnaeus, 1758) Coleoptera Tenebrionidae Secundaria

Callosobruchus maculatus
(Fabricius, 1775) Coleoptera  Bruchinae Secundaria

Autor, 2019.

As pragas dos produtos armazenados podem ainda destruir materiais
(livros), seja a caminho de locais de pupacao (prédios historicos), ou porque 0s
materiais contém ingredientes adequados para o0 seu desenvolvimento, 0 que
favorece ainda mais a adaptabilidade destes insetos (SCHOLLER, 2010).

Existem dois importantes grupos de pragas que atacam 0S grédos e
sementes armazenadas, que sdo besouros e tragas, e estdo organizados em
duas ordens principalmente, os insetos da ordem Coleoptera e os da ordem
Lepidoptera. Os coledpteros, apresentam caracteristicas como alta resisténcia,
que lhes permite movimentar-se por reduzidos espacos entre 0s graos, e nas
grandes profundidades dos silos e graneleiros. Por sua vez, os lepiddpteros séo
frageis e, geralmente, localizam-se na superficie dos graos, provocando, assim,
menos prejuizos que os coledpteros (FARONI; SOUZA, 2006). Os danos
causados pelos lepidépteros estdo associados principalmente as larvas, o0s

coledpteros tanto larvas como adultos sédo responsaveis por graves danos. Por
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essas caracteristicas, os coledpteros tornaram-se ainda mais adaptaveis aos
ambientes de armazenagem, sendo entdo os principais insetos-praga dos graos
e produtos armazenados (BOYER et al, 2012; MOHAPATRA et al, 2015).

Pertencem a ordem coleoptera a maior parte dos besouros encontrados
no feijdo, no arroz, na soja, no trigo, e que sdo comumente chamados de
gorgulhos ou carunchos. Os relatérios da Organizacdo das Nacdes Unidas
(ONU) sugerem que os besouros das espécies Sitophilus oryzae (Linnaeus,
1763) (Coleoptera: Curculionidae) e Tribolium castaneum (Herbst, 1797)
(Coleoptera: Tenebrionidae), séo os dois principais insetos praga de arroz em
todo o mundo, sendo as pragas de grdos mais devastadoras, podendo causar
de 30 a 40% de perdas de peso dos materiais (GURU-PIRASANNA-PANDI et
al, 2018).

A familia Tenebrionidae, com mais de 10.000 espécies de insetos ja
descritas, apresenta 100 destas espécies associadas com o0s produtos
armazenados. Dentre as espécies mais representativas destacam-se duas
espécies de Tribolium, T. castaneum, T. confusum e duas espécies de Tenebrio,
T. molitor e T. obscurus, todas bem adaptadas a ambientes muito secos, sendo
consideradas as importantes pragas secundarias de produtos armazenados
(FARONI; SOUSA, 2012; LORINI et, al 2015).

2.1.2 Tribolium castaneum (Herbst, 1797)

Junto as espécies de Tenebrio, as espécies do género Tribolium sdo
pragas bastante comuns de graos armazenados, farinha e outros produtos de
cereais. O T. castaneum, conhecido como o besouro vermelho da farinha,
classifica-se como uma das mais sérias pragas devido a sua abundancia nos
locais de estocagem, bem como sua capacidade de danificar os gréos tanto na
fase larval como na fase adulta, onde podem causar reducéo do peso dos graos
(DISSANAYAKA et al, 2018; KARANIKA et al, 2019; HU et al, 2019).

O T. castaneum é um inseto holometabolo, com metamorfose completa
(figura 1). Os adultos tém coloracéo castanho avermelhada, medem de 3 a 3,8
mm. As larvas sdo branco-amareladas, cilindricas, medindo 7 mm de
comprimento. Os ovos sdo pequenos e claros. As fémeas depositam de 300 a

500 ovos durante a sua vida, ovipositam nas fendas das paredes dos armazéns,
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na sacaria e sobre os graos. Em condicdes de temperatura (35 °C) e umidade
favoraveis (70%), o ciclo do ovo ao adulto se completa entre 30 e 40 dias. As
fases de ovo e pupa (estado intermediario entre larvas e fase adulta) apresentam
maior resisténcia a acao dos inseticidas, sendo uma das primeiras espécies a
reinfestar os graos apoés o tratamento (BELCHOL; TEIXEIRA, 2007; BROWN et
al, 2009; GALLO et al, 2002).

Figura 1 — representacdo do ciclo de vida holometdbolo do T. castaneum,
destacando as 4 fases principais do seu desenvolvimento: A: ovo; B: larva; C:

pupa e D: adulto.
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Fonte: Adaptada de KHAN et al., 2016; LEELAJA et al., 2007.

Ao longo do tempo, o controle de T. castaneum tem se baseado no uso
de produtos quimicos promovendo o surgimento e desenvolvimento de altos
niveis de resisténcia a inseticidas no género Tribolium. Dentre os inseticidas
quimicos ja existe relatos na literatura sobre a resiténcia a inseticidas
organofosforados e piretréides, tais como, malatiom, pirimifosmetil, fenitrotiona
para diferentes espécies entre elas, T. castaneum (BOSSOU et al, 2015; BOYER
et al, 2012).

Varios sdo os mecanismos associados a resisténcia aos inseticidas. A
desintoxicacdo mediada pelo citocromo P450 € um dos mecanismos mais
importantes  envolvidos. Por apresentar sequenciamento completo,

possibilitando assim o estudo mais especifico de novos alvos moleculares para
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acao dos agentes inseticidas, o T. castaneum tornou-se um organismo modelo
ideal para pesquisa sobre novos inseticidas e sobre a resisténcia aos inseticidas
ja descritos (ZHU et al, 2010).

2.2 Controle de pragas de produtos armazenados

O uso excessivo de agrotoxicos na agricultura brasileira tornou-se um
problema de saude publica, devido as contaminacdes no ambiente, aos
alimentos e as intoxicacdes causadas ao homem. As moléculas relativamente
simples do final da década de 1940 e inicio da década de 1950 como o DDT,
ciclodienos e o0s insecticidas organofosforados foram gradativamente
substituidas pelas quimicamente mais complexas, porém menos téxicas como
0s piretroides sintéticos que surgiram no final dos anos 1970, e eram oriundos
de plantas (LORINI; BECKEL, 2002; SPARKS; LORSBACH, 2016).

A continuidade no uso de inseticidas sintéticos levou ao aumento da
resisténcia aos inseticidas. Mais de 15.000 espécies jA demonstram resisténcia
a um ou mais ingredientes disponiveis no mercado (SPARKS; LORSBACH,
2016). Muitos insetos tais como T. castaneum, S. zeamais e S. oryzae, todos da
ordem Coleoptera e importantes pragas de graos armazenados, ja apresentam
racas resistentes, o que estimula a busca por novos agentes e a ado¢éao do MIP
para estes tipos de praga (SPARKS; NAUEN, 2015; PIGNATI et al, 2017).

O controle de insetos-praga visa reduzir as populacdes, a niveis que ndo
causem problemas aos demais animais e abaixo do nivel de dano econdémico.
Todos os fatores relativos as espécies em questdo devem ser consideradas,
mais especificamente, aspectos ecolégicos, comportamentais e climaticos
(ISMAN, 2006). O conhecimento do seu habito alimentar em especial constitui
um elemento importante para definir o0 manejo adequado a ser realizado
(LORINI, 2008).

Dentre os métodos empregados para o controle de pragas de graos e
produtos armazenados tém-se principalmente trés: os fisicos, quimicos e
bioldgicos. Os métodos fisicos incluem: temperatura, radiacdo, umidade do ar,
atmosfera, remocao fisica, luz e som. Em geral, envolvem a manipulacéo

dos fatores fisicos do ambiente para reduzir o nivel populacional da praga a um
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nivel toleravel ou elimina-la, podendo ser utilizados isoladamente ou combinados
a fim de obter um melhor resultado (CAMPANHOLA, 1990; LORINI et al, 2015).

Os métodos quimicos sdo ainda os métodos mais utilizados, podem ser
aplicados de forma preventiva, quando os inseticidas séo aplicados sobre os
gréos que serdo armazenados até 90 dias e que ndo apresentam insetos. Os
produtos mais utilizados sédo pirimiphos-methyl, fenitrothion, deltamethrin,
bifenthrin ou lambdacyhalothrin (LORINI et al, 2015; PICANCO, 2010). A forma
curativa, se baseia na fumigacéao principalmente de fosfina e brometo de metila,
gases altamente toxicos de acdo biocida geral. Entretanto, a resisténcia,
principalmente a fosfina € um problema global que tem alertado desde
agricultores até as grandes industrias (KARANIKA et al, 2019; LORINI, 2005;
RAJENDRAN; SRIRANJINI, 2008).

Os métodos bioldgicos consitem em estratégias de controle bioldgico, uso
de microrganismos e plantas. O controle biolégico em si € pouco eficiente em
locais de armazenagem, sendo mais comuns em ambientes de campo (LORINI
et al, 2015). De acordo com HANSEN (2007), h& trés perspectivas para o uso do
controle biolégico como componente do MIP para produtos armazenados. Estas
perspectivas incluem, tratamento de sala vazia; tratamento preventivo dos
produtos contra os gorgulhos (Sitophilus sp.) e os &caros; e na aplicacdo

preventiva de parasitoides de ovos contra mariposas.

Outros métodos de controle também tem sido utilizados e estudados ao
longo dos anos. Assim como para os demais insetos-pragas, estes incluem
taticas como o uso de insetos estéreis, o uso de feromdnios (ex. “serricornin’,
utilizado no controle de L. Serricorne em galpdes de fumo), reguladores de
crescimento (IGRs) e métodos genéticos (MOREIRA, et al 2006; PICANCO,
2010).

Os produtos botanicos sdo alternativas promissoras para protecdo de
graos armazenados devido a sua natureza “biodegradavel” ao ambiente. Os
produtos vegetais sdo abundantemente disponiveis e possuem amplo espectro
de acdo como agentes inseticidas, anti-alimentares, repelentes, larvicidas,
ovicidas e reguladores de crescimento de insetos (GURU-PIRASANNA-PANDI
et al, 2018). Extratos, 6leos essenciais, semioquimicos, proteinas, inidores de
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proteinas e outros tém sido bastante utilizados como fumigantes e repelentes
para produtos armazenados em todo o mundo. Para as espécies do género
Tribolium, estudos demonstraram que extratos botanicos e Oleos essenciais
funcionam como repelentes ou inseticidas naturais (LIU et al, 2011,
MOHAPATRA et al, 2015; STEFANAZZI et al, 2011).

2.3 Interagdao inseto-planta

Plantas e insetos coexistem a milhdes de anos, e desenvolveram uma
série de relacdes que afetam esses organismos a nivel, bioquimico, fisioldgico,
genético e ecolégico (SAO JOAQ; RAGA, 2016).

Os insetos sao 0s organismos mais diversos que existem, e quase metade
dos mais de um milhdo de espécies existentes sdo herbivoros, o que gerou ao
longo da evolucdo a necessidade das plantas desenvolverem mecanismos de
defesa para combater o ataque desses insetos (MACEDO et al, 2015). Esses
mecanismos sdo geralmente categorizados em dois grupos, 0s mecanismos pré-
formados, denominados defesas constitutivas e os mecanismos de defesa
induziveis (CHEN, 2008; PINTO et al, 2011). Na tabela 2, estdo representados
esses mecanismos e algumas caracteristicas associadas a eles .

Tabela 2 — Fatores de resisténcia constitutivos e fatores induziveis por herbivoria
em plantas.

Modo de Modo de acéo componentes
Tipo de mecanismo expressao
Espinhos,
Fisico Constitutivo Defesa direta tricoma,
metabdlitos
Metabdlitos
Quimico/Bioquimico Induzido Defesa indireta primarios e
secundarios

Defesa indireta
Ecolégico Induzido (interacao Semioquimicos
tritréfica)
Adaptado de: SCHALLER, 2008.
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A defesa constitutiva ou direta, é representada por caracteristicas das
plantas tais como espinhos, tricomas, metabdlitos priméarios e secundarios, que
por si j& interferem na susceptibilidade das plantas e reduzindo a interacéo
destas espécies com os herbivoros (KESSLER; BALDWIN, 2002). Essas
caracteristicas tornam-se fatores naturais de resisténcia uma vez que afetam
negativamente o comportamento, a preferéncia alimentar, a oviposicdo e o
desenvolvimento dos insetos (HOWE; SCHALLER, 2008).

A defesa induzivel ou indireta, relaciona-se com os metabdlitos que séo
produzidos em resposta ao ataque de insetos herbivoros. Esses metabolitos
foram relatados como mecanismo de resisténcia para os herbivoros, a partir de
interacdes tritréficas (KESSLER; BALDWIN, 2002). O reconhecimento do ataque
ocorre a partir de moléculas sinalizadoras semelhantes a eliciadores derivados
de herbivoros (HAMPS), que interagem com as plantas hospedeiras especificas
(ZAKIR, 2011). O mecanismo de expressdo é mediado por diferentes vias de
transducdo de sinais e podem envolver alteracbes transcricionais no
metabolismo primario e secundario dessas plantas (BRUINSMA; DICKE, 2008).

As interagbes planta-herbivoro s&o caracterizadas pela maior
independéncia fisiolégica de ambos. Muitos dos compostos que sdo gerados a
partir desta interacao atuam contra os insetos, desempenhando acéo repelente,
deterrente ou antimicrobiana. Entre os principais compostos cinco grupos
quimicos se destacam como produtos do metabolismo dos vegetais: 0s
terpendides, 0os compostos nitrogenados, os compostos fendlicos e o0s
poliacetatos do metabolismo secundario (figura 2) e as proteinas de defesa do
metabolismo priméario (BOICA JUNIOR et al, 2016; MIRESMAILLI; ISMAN,
2014).

Os terpenodides, sdo 0s mais representativos e um dos mais diversos
grupos de metabdlitos de origem vegetal e geralmente ocorrem em misturas
complexas (SCHOONHOVEN, 2005). Podem também existir constitutivamente,
mas sao sintetizados em maior quantidade de forma induzida. Estudos
bioquimicos e moleculares sugerem que 0S compostos terpénicos
(monoterpendides e sesquiterpendides), que participam dos mecanismos de
defesa de plantas coniferas, podem ser detoxificados e convertidos em

feromdnios com auxilio das enzimas P450, mecanismo descrito para Ips pini e
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Dendroctonus ponderosa e que caracteriza este como um importante
mecanismo de resisténcia a este tipo de composto (BOHLMANN, 2008; ZAKIR,
2011).

Figura 2 — Principais classes de metabolitos expressos em plantas estimulados
pela herbivoria.

Principais classes de compostos Modas de aplicagiio

vegetais importantes para interacoes
quimicas de plantas BExemplos de produtos boténicos para [ Contato

o controle de pragas

Compostos nitrogenados Ex.:

alcaloides, glicosinolato Nicotina, estricnina — Fumigante
v
Compostos fendlicos Ex.: . Repelente
flavonoides, fenois simples Rotenona

Terpenoides Ex.:
monoterpenos,

Antialimentar

I - P MNeem, piretrum, oleos
sesquiterpenos, limonoides

essenciais

Antimicrobiano
Poliacetatos Ex.:

Poliacetilenos

— Atrativo

Ex.: lectinas, Lectinas

"y

Adaptado de: MIRESMAILLI; ISMAN, 2014

Os compostos nitrogenados sao oriundos do metabolismo secundario a
partir de aminoacidos. Pertencem a este grupo, alcaloides, glicosideos e
aminoacidos nao proteicos. Exceto os glicosideos, que ndo possuem atividade
toxica descrita contra insetos, os demais compostos nitrogenados sao
amplamente associados a acdes toxicas diretas ou indiretas a insetos herbivoros
(HARTMANN; OBER, 2008; ZAKIR, 2011).

Com quase 10 mil moléculas descritas e classificadas, os compostos
fendlicos tém atividade herbicida conhecida. Entre os diversos componentes que
integram o grupo, encontram-se, cumarinas, taninos, ligninas e derivados do
acido benzoico (constituintes dos 6leos essenciais). Os mecanismos de acao
associados a eles incluem, deterréncia alimentar, interferéncia no
desenvolvimento, reducéo da eficiéncia de absorcao dos nutrientes, reducao da
oviposicéo e alteracdo nos parametros nutricionais (SIMMONDS, 2003; ZAKIR,
2011).
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As proteinas, produtos do metabolismo primario das plantas também tém
a capacidade de interferir na sobrevivéncia e desenvolvimento dos insetos.
Neste grupo de proteinas de defesa trés classes se destacam: os inibidores de
proteases, inibidores de amilases e lectinas. Existem ainda outras classes de
proteinas que tém sido estudadas sobre os seus efeitos toxicos, com énfase nos
mecanismos de acdo sobre os herbivoros (DANG; VAN DAME, 2015;
JONGSMA; BEEKWILDER, 2011; ZAKIR, 2011).

A interferéncia humana passou a ser um dos principais agentes de
selecdo de caracteristicas genéticas associadas as plantas, priorizando o0s
atributos relativos ao seu cultivo, com énfase nos fatores de crescimento rapido
e alta produtividade, subvalorizando assim as caracteristicas associadas a
resisténcia a insetos (BUSOLI et al, 2016; MOREIRA et al, 2012). A descoberta
de genes e produtos de genes que expressam caracteristicas de defesa em
cultivares de resisténcia é de fundamental importdncia para o Manejo de

Resisténcia de Insetos, e por consequéncia para o0 Manejo Integrado de Pragas.

2.4 Bioinseticidas no controle de pragas

Vérios fatores influenciam o nimero de produtos inseticidas que entram
no mercado. Principalmente, a necessidade de novos mecanismos de acao para
atender a crescente resisténcia dos organismos que tendem a excluir muitos dos
produtos, especialmente os quimicos, com modos de a¢cdo conhecidos e que
impactam a taxa de introducéo de novas ferramentas (SPARKS; LORSBACH,
2016). Por muito tempo a protecdo de plantas se baseou apenas no uso dos
pesticidas quimicos sintéticos, mas as mudancas na legislacado e os diversos
fatores associados a resistencia tém fortalecido a busca por novas alternativas
(CHANDLER et al, 2011).

As respostas metabdlicas ligadas a resisténcia, por exemplo, incluem
mecanismos de néo ingestdo de uma substancia tdoxica, o encerramento da
atividade ou o desenvolvimento da capacidade aumentada para desintoxicar ou
eliminar o agente toxico apds a absor¢cdo (BELL, 2014; BOYER et al, 2012).
Neste sentido, os produtos naturais, biosinseticidas, principalmente os

associados aos mecanismos de defesa das plantas, podem ser explorados direta
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ou indiretamente como uma alternativa ao uso dos inseticidas quimicos
(MOREIRA et al, 2008).

Os bioinseticidas, representam apenas 1% do total de agroquimicos
disponives no mercado, constituinfo agentes de controle baseados em
microrganismos ou produtos botanicos (KUMAR; SINGH, 2014). Os
bioinseticidas de microrganismos incluem os virus, fungos, bactérias, como
ingredientes ativos, ou produtos destes como as toxinas Bt. Dentre os botanicos,
estdo os produtos do metabolismo dos insetos, comumente chamados agentes
bioguimicos e os aleloquimicos como os horménios, enzimas, agentes
antinutricionais, entre outros, e 0s semioquimicos como os feromonios
(CHANDLER et al, 2011; KUMAR, 2012). A principal caracteristica destes
agentes € a seletividade a organismos-alvo, com baixa ou nenhuma toxicidade
a mamiferos (ZAKIR, 2011). Uma vez que ocorrem de forma natural, os

bioinseticidas geram menos danos ambientais e a saude humana.

Esses produtos naturais, em especial os inseticidas botanicos, sé&o
empregados no controle de pragas de diferentes formas, entre elas, “in natura”,
na forma de po0, extratos, 6leos, formulacées comerciais e semicomerciais, em
plantas transgéncias, compostos isolados e purificados a partir da planta
(ISMAN, 2006; KHATER, 2012; MOREIRA et al, 2006). Os produtos botanicos,
como 0s extratos e 6leos sdo misturas de metabdlitos secundarios que podem
ou néo ter papel relevante na toxicidade da mistura. A toxicidade dessas misturas
pode ser alterada pela acdo sinérgica ou antagdnica a depender de como
interagem os seus componentes (MIRESMAILLI; ISMAN, 2014).

Os primeiros inseticidas botanicos introduzidos no mercado na década de
70 e que ainda sao utilizados, séo os piretrdides e 0s nicotendides. Os piretréides
sdo compostos obtidos do piretro ou sdo analogos sintéticos, como aletrina,
resmetrina, etc (MOREIRA et al, 2012), e os nicotenoides sédo extraidos da
nicotina, apresentam seletividade aumentada contra insetos, baixa toxicidade
para outras espécies e alta eficacia (ISMAN; GRIENEISEN, 2013). Atualmente
os produtos a base de Nim (Azadirachta indica) e azadiractina, Oleo, extrato, e
metabdlitos isolados como a azadiractina, elevaram a eficacia e reacenderam o
interesse e oportunidade de mercado dos produtos botanicos (ISMAN, 2015;
SARWAR, 2015).
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Extratos de plantas apresentam compostos que mostram efeitos ovicida,
repelente, antialimentar, antinutricional e efeitos tdéxicos em insetos, seja por
contato, ingestao ou por acdo fumigante (RAJENDRAN; SRIRANJINI, 2008).
Produtores da China e india, tém utilizado extratos vegetais para combater suas
principais pragas agricolas (LIU et al, 2006).

Embora, um nimero limitado de inseticidas botanicos estejam disponiveis
comercialmente, estudos afirmam que os biopesticidas, incluindo os inseticidas
botanicos estdo ganhando cada vez mais a preferéncia de produtores e
consumidores de alimentos e que a perspectiva é de grande crescimento na
venda desses produtos. Considerando as caracteristicas como seletividade,
pouco residuo toxico e baixo custo de desenvolvimento tornam os inseticidas
botanicos uma alternativa promissora para ser usado como componentes do MIP
(ISMAN, 2015; KUMAR, 2012; (KUMAR; SINGH, 2014; SARWAR, 2015).

2.5 Proteinas aplicadas a protecao de plantas

Além dos extratos brutos, Oleos volateis, e aleloquimicos as plantas
expressam varios tipos de proteinas vegetais que exercem efeitos toxicos ou
inibitérios sobre os insetos de importancia econdmica (CHAPMAN; HALL, 1996).
Entre as diversas classes de proteinas, os inibidores de proteases, as quitinases,
as ureases, as proteinas inativadoras de ribossomos (RIPs) e as proteinas de
ligagédo a carboidratos conhecidas como lectinas tém sido descritas na literatura
como potenciais bioinseticidas (DANG; VAN DAMME, 2015).

A maior parte dessas proteinas que apresentam potencial inseticida
tendem a se acumular nas partes vulneraveis da planta, como sementes e
tecidos de armazenamento. Isto pode ser comprovado pelo surgimento das
primeiras proteinas inseticidas que foram todas originadas de sementes
(CARLINI; GROSSI-DE-SA, 2002). Os inibidores de protease e as lectinas, séo
as duas classes melhor estudadas.

Os inibidores de proteases de plantas contra serina, cisteina e
proteases asparticas sdo a principal classe de proteinas descritas por causar alta
mortalidade em insetos susceptiveis. No entanto, muitos insetos estdo se
adaptando a ingestdo desses inibidores pela recorrente alimentacao,

aumentando a producdo de enzimas susceptiveis saturando assim o efeito
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inibitdrio e gerando proteases resistentes aos inibidores (CHAPMAN, 2013;
NAPOLEAO et al., 2018).

Para que uma proteina afete um inseto, ela precisa interagir com
moléculas-alvo. Para os insetos fitéfagos, € provavel que este alvo seja um
componente da dieta alimentar ou um componente do sistema de metabolizacao
dos alimentos. A proteina pode interagir diretamente com um nutriente e deter a
alimentagao por interagir com 0s receptores gustativos, interferir na digestado
através da interacdo com enzimas digestivas, ou interromper os tecidos
intestinais pela interacdo com os alvos das superficies celulares do intestino
médio. A molécula alvo pode ainda estar em regides mais internas do inseto, o
que requer que a proteina atravesse a parede do intestino sem ser inativada, e
neste sentido pouquissimas proteinas possuem essa capacidade (CHAPMAN;
HALL, 1996; FELTON; GATEHOUSE, 1996; KLOWDEN, 2013).

Embora sugira uma alta especificidade, a interferéncia direta com os
processos digestivos no intestino do inseto ainda configura a principal estratégia
para o uso de proteinas na defesa contra insetos (CHAPMAN; HALL, 1996). Uma
vez que o intestino dos insetos é rico em estruturas glicosiladas, e considerando
a capacidade das lectinas em interagir reversivelmente com os carboidratos, isto
faz das lectinas uma das proteinas mais promissoras para aplicacédo na protecao
de plantas (SILVA et al, 2012; PAIVA et al, 2012).

As técnicas de engenharia genética tém sido aplicadas em plantas para
introduzir genes que codificam proteinas téxicas derivadas de outra planta,
conferindo maior resisténcia aos fatores biéticos e também os abiodticos (DANG,
VAN DAMME, 2015). Nesta perspectiva Liu e colaboradores (2015), introduziram
uma proteina modificada, contendo um dominio de lectina obtido da aglutinina
Galanthus nivalus (GNA) ligada a um dominio de uma neurotoxina de escorpido
Androctonus australis (AalT). Os autores relatam que houve o aumento da
resisténcia tanto no tabaco, quanto no arroz transgénico, devido a
superexpressao da proteina fusionada. Com isso sugere-se que as proteinas,
em especial as lectinas, podem contribuir para o desencolvimento de estratégias
integradas para o manejo de pragas, configurando uma nova alternativa ao uso
dos inseticidas quimicos (AHMAD et al, 2012).
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2.6 Lectinas

As lectinas séo proteinas ou glicoproteinas globulares, de origem néo
imunolégica, que apresentam ao menos um sitio ndo catalitico de
reconhecimento e ligacdo reversivel a carboidratos, principalmente mono ou
oligossacarideos (SANTOS et al, 2014). Foram descobertas em plantas, mas
hoje ja se sabe que sdo amplamente distribuidas entre todas as espécies, como
virus, fungos, bactérias, algas, plantas e animais (CAMACHO, 2007; LIS;
SHARON, 1986). Nas plantas, as lectinas encontram-se em todas as partes,
concentrando-se principalmente nas sementes e em cascas (MACEDO et al,
2015).

Configuram um grupo heterogéneo de proteinas que se classificam de
acordo com sua estrutura, especificidade aos carboidratos e espécies onde séo
encontradas (VAN DAMME, 2014). Com base nas suas caracteristicas e
distribuicdo nos tecidos apresentam importantes funcfes biologicas, que ainda
n&o estdo completamente elucidadas (PROCOPIO et al, 2017).

Sua capacidade de interagir especificamente com glicoconjugados em
solucdo ou na superficie celular Ihes permite algutinar células e faz dessas
moléculas extretamente versateis e importantes ferramentas para diferentes
aplicacfes nas areas da biologia molecular e celular, imunologia, farmacologia,
medicina, analises clinicas, biotecnologia, nanotecnologia, ciéncias agrarias,
entre outras (CARLINI; GROSSI-DE-SA, 2002; VAN DRIESSCHE et al, 1996).

Desde a descoberta da primeira lectina de planta, a ricina, extraida de
Ricinus communis ha mais de 100 anos (1888) (DANG; VAN DAMME, 2015), um
namero crescente de lectinas de plantas tem sido relatado e varias propriedades
bioldgicas estdo sendo atribuidas a essas lectinas, entre elas antiinflamatoria,
imunomodulatoria, antitumoral, antimicrobiana, inseticida, entre outras
(MACEDO et al, 2015; PAIVA et al, 2012; PROCOPIO et al, 2017).

Com base na sua estrutura geral, e na constituicdo do seus
dominios de reconhecimento a carboidratos (DRC), as lectinas foram
classificadas (figura 3) de acordo com Peumans e Van Damme (1995) em:
merolectinas, as lectinas que possuem apenas um DRC, o qual se liga a
acucares simples, e ndo tem capacidade aglutinante e catalitica; hololectinas
(maioria das lectinas), que possuem dois DRCs com consideravel homologia e

capacidade de aglutinar células ou precipitar gliconjugados; as quimerolectinas,
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gue possuem ao menos um DRC, e outro dominio com atividade biologica
distinta, como dominio catalitico (atividade enzimatica); e as superlectinas
proteinas que tém pelo menos dois DRCs, entretanto, diferentemente das
hololectinas essas proteinas sdo habeis a reconhecer diferentes carboidratos
(REYES-MONTARNO; VEGA-CASTRO, 2018; VAN DAMME et al, 1998).

Figura 3 - Classificagcédo estrutural das lectinas de plantas, com énfase para os
DRC.

Merolectina Hololectina Quimerolectina Superlectina

L V——

@ orc @oRC sitio catalitico

Lectina de
Heveina - 1HEV DWL - 38H3 PPL2-2GSJ Musa acuminata - 3MIT

Fonte: OSTERNE, 2016, adaptada de VAN DAMME et al., 1998.

O ensaio de hemaglutinagéo é a forma mais simples e rapida de detectar
lectinas em uma amostra, isto por que as lectinas aglutinam eritrécitos por
reconhecer os carboidratos da superficie celular, formando uma rede reticulada
(figura 4A) (SANTOS, 2014). Uma vez que outras moléculas como 0os compostos
fendlicos também apresentam a capacidade de aglutinar células, através de
interacdes ndo especificas, a especificidade da lectina para um determinado
carboidrato assim como a confirmacao de sua presenca numa amostra biolégica
é definida pelo ensaio de inibicdo da atividade hemaglutinante na presenca de
carboidratos ou glicoproteinas em concentracdo determinada na solugcdo do
ensaio (figura 4B) (CORREIA; COELHO, 2008).
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Figura 4 — Representacdo dos ensaios de hemaglutinacdo. (A) deteccdo de
lectinas. (B) inibicdo da atividade hemaglutinante por carboidratos.
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Fonte: OLIVEIRA, 2018. (Adaptado de Santos et al., 2014).

2.6.1 Lectinas vegetais com potencial inseticida e seus mecanismos
de acao.

As lectinas vegetais sdo conhecidas por seus efeitos toxicos e
antinutricionais aos insetos. Seu potencial inseticida entre as diversas atividades
associadas as lectinas, tem sido apontado como um dos mais promissores
(MACEDO et al, 2015).

Uma das principais técnicas utilizadas para avaliar o potencial inseticida
das lectinas consiste na incorporacdo dessas moléculas em dietas artificiais,
método descrito por Xie e colaboradores em 1996, e adaptado e reproduzido por
pesquisadores desde entdo (CARLINI; GROSSI-DE-SA, 2002). A partir desta
técnica diversos autores ja constataram as propriedades téxicas de lectinas as
pragas pertencentes as diversas ordens, tais como, Coleoptera, Diptera,
Hemiptera e Lepidoptera (LIMA, et al, 2017; NAPOLEAO et al, 2011;
VANDENBORRE et al, 2011).
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Os mecanismos de acdo associados aos efeitos entomotoxicos das
lectinas ainda ndo estdo completamente elucidados (NAPOLEAO et al, 2013).
Os mecanismos mais provaveis envolvem interacdes com diferentes moléculas
glicosiladas em insetos, que podem interferir com uma série de processos

fisiolégicos como as vias de sinalizac&o e os processos de transporte (figura 5).

Figura 5 — Representacdo das principais estruturas e moléculas relatadas como
sitios de ligacdo das lectinas de plantas nos insetos.

: células células do
Hemolinfa ovarianas corpo gorduroso
@\ |
N\, )

Células colunares
do intestino
médio

Membrana
peritrofica

Microvilosidades
com glicocélice e
glicoproteinas

Tubulos de Malpighi

Legenda

Lectinas <> N-alanil-aminopeptidases I Sucrase & outras enzimas

Fonte: Adaptada de: MACEDO et al, 2015.

Sabe-se ainda, que as lectinas inseticidas sao geralmente resistentes a
degradacdo proteolitica pelas enzimas do trato digestivo dos insetos o que
favorece a sua interacdo com os seus alvo moleculares (COELHO et al., 2007).

Os insetos-praga de grdos armazenados, por exemplo, que vivem em
dieta rica em polissacarideos dependem de forma significativa da eficacia de
suas a-amilases para sobreviver (MACEDO et al, 2007). O aumento ou a
reducdo da atividade destas enzimas nos insetos gera desequilibrio da digestéo,
tornando assim estas enzimas alvos-moleculares para a acdo das lectinas
nestes insetos (BANDYOPADHYAY et al, 2001; LIMA et al, 2017).
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Nesta perspectiva muitos pesquisadores tém avaliado o potencial
inseticida das lectinas, e buscado elucidar os mecanismos de acao associados
a elas. Macedo e colaboradores (2007) demonstrou a atividade da lectina das
folhas de Bauhinia monandra (BmoLL) contra Anagasta kuehniella (Lepidoptera:
Pyralidae), Zabrotes subfasciatus e Callosobruchus maculatus (Coleoptera:
Bruchidae), enfatizando a ndo degracdo de BmoLL quando incubada com
enzimas proteoliticas destas espécies. OLIVEIRA et al (2011), mostrou o efeito
da lectina de sementes Moringa oleifera Lamarck (cMoL) contra larvas de
Anagasta kuehniella mostrando seus efeitos antinutricionais por reducdo da
eficiéncia de conversdo alimentar e do ganho de biomassa, o que afetou o
crescimento e a sobrevivéncia dos insetos. Roy e Das (2015) também
demonstraram os efeitos da lectina de Colocasia esculenta Tuber (CEA) contra
0 percevejo do algoddo Dysdercus cingulatus, da ordem hemiptera,
evidenciando a interacdo de CEA com o epitélio de revestimento do intestino do
inseto, fato que corrobora com os efeitos entomotdxicos que tém sido associados
as lectinas vegetais.

O uso das lectinas como estratégia para o controle de pragas € uma
possibilidade real tanto em relacdo a reducdo dos impactos ambientais e a salide
quanto ao desenvolvimento de resisténcia. Comparadas aos inibidores de
proteases, a outra classe de proteinas inseticidas bastante estudadas, as
lectinas sdo menos propensas a ter seus mecanismos superados, pois sua acao
envolve varios alvos moleculares (NAPOLEAO et al, 2018).

Os efeitos antinutricionais observados como resultados da ingestao de
lectinas afetam diferentes parametros biolégicos dos insetos (figura 6), tais como
alteracdes funcionais e morfolégicas das células e tecidos, alteracdes
metabodlicas que geram reducdo do peso larval, do desenvolvimento, da
fecundidade, da pupacéo e, por consequéncia, da sobrevivéncia (MACEDO et
al, 2015; OLIVEIRA et al, 2011; REYES-MONTANO; VEGA-CASTRO, 2018).
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Figura 6 — Esquema ilustrativo dos possiveis alvos moleculares e 0s mecanismos

de acdo associados as lectinas vegetais e seus efeitos antinutricionais.
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Fonte: Adaptado de: REYES-MONTANO; VEGA-CASTRO, 2018.

2.7 Nutricéo e digestéo nos insetos

A ecologia nutricional dos insetos envolve a integracdo de mecanismos
informacionais bioquimicos, fisiologicos e comportamentais dentro do contexto
da ecologia e da evolucdo (PANIZZI; PARRA, 2009). O desenvolvimento de
meios de controle baseados na bioecologia e nutricdo depende de um melhor
conhecimento do sistema digestério dos insetos. Isto porque, as funcdes
digestivas em insetos representam um modelo riquissimo de informac¢Bes que
possibilitam a exploracdo de novos alvos moleculares, uma vez que este é um
dos principais mecanismos de comunicacdo dos insetos com 0 seu meio
ambiente (SILVA et al, 2012).

Estudos relatam a importante relacdo entre os semioquimicos emitidos
por plantas hospedeiras e a producdo e funcdo dos feromdnios nos insetos
fitofagos, que atuam na fisiologia e comportamento dos insetos modificando as
estratégias de processos vitais tais como a alimentagdo, o acasalamento e a
reproducao (CERUTI, 2007; KLOWDEN, 2013).

A nutricdo dos insetos pode ser observada sob dois aspectos, qualitativo

e guantitativo. A nutricdo qualitativa se baseia nos nutrientes exigidos numa
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perspectiva quimica. Neste sentido, independente do habito alimentar os insetos
tém necessidades nutricionais semelhantes, contendo aminoacidos, vitaminas e
sais minerais como nutrientes essenciais e carboidratos, lipideos e esterois
como nutrientes ndo essenciais. A perspectiva quantitativa considera a
proporcao de alimento ingerido, digerido, assimilado e convertido em tecidos de
crescimento, sendo totalmente influenciada pelos componentes nutritivos e nao-
nutritivos presentes no alimento ingerido (FELTON; GATEHOUSE, 1996;
KLOWDEN, 2007; PARRA et al, 2009).

Os aminoéacidos sdo necessarios para a producdo de proteinas que
serdo utilizadas para fins estruturais. Alguns aminoacidos estdo também
envolvidos na morfogénese e outros sdo usados como combustivel respiratorio,
como a prolina que pode ser uma fonte de energia importante para o vbo em
varios insetos (CHAPMAN, 2013; CHAPMAN; HALL, 1986; MARDANI-TALAEE
et al., 2017).

Carboidratos, incluindo aclUcares simples, amido e outros
polissacarideos, sdo componentes importantes da dieta para a maioria dos
insetos. Eles sdo usados como combustivel respiratério, podem ser convertidos
em lipidios e fornecer o esqueleto de carbono para a sintese de varios
aminoacidos. Além disso, a quitina € um dos carboidratos mais importantes
presentes em diversas estruturas de insetos. Todos o0s insetos podem sintetizar
glicose pela gliconeogénese, utilizando o glicerol oriundo de lipideos e alguns
cetoacidos oriundos de aminoécidos glicogénicos, de forma que insetos podem
crescer facilmente em dietas artificiais sem carboidrato (CHAPMAN, 2013;
CHAPMAN; HALL, 1986; CHOWN; NICOLSON, 2004). A utilizacdo de diferentes
carboidratos depende da capacidade do inseto de hidrolizar os polissacarideos,
o T.castaneum por exemplo, tem uma ampla capacidade digestiva o que |he
permite usar uma variedade de carboidratos como, amido, alcool manitol, o
trissacarideo rafinose, os dissacarideos sacarose, maltose e celobiose, entre
outros.

De maneira geral os insetos sdo capazes de sintetizar muitos acidos
graxos e fosfolipidios, assim, os lipideos ndo s&o nutrientes dietéticos
essenciais. No entanto, os insetos exigem uma fonte alimentar de acidos graxos
polinsaturados (PUFAS) e esterdis. Na auséncia destas moléculas os insetos

desenvolvem-se fracamente, morrem em ecdise ou exibem fecundidade
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reduzida. Os esterois além de serem componentes importantes das membranas
(colesterol nos animais) participam da sintese de hormdnios, o principal esterol
para muitas espeécies é o colesterol. Plantas e alimentos fungicos contém outros
esterdis (CHAPMAN; HALL, 1986). Como consequéncia disso, muitos insetos
fitofagos metabolizam os esterdis ingeridos em colesterol por meio de reacdes
de desalquilacdo ainda mal compreendidas. No organismo, os lipideos séo
transportados entre os diferentes 6rgdos associados a principal lipoproteina
hemolinfatica, a lipoforina (Lp) que nos insetos é 0 Unico transportador de
lipideos (CHAPMAN, 2013; ARRESE et al, 2001; ATELLA et al, 2012) .

Os alimentos ingeridos tornam-se as fontes de energia a serem
transformadas e incluem carboidratos complexos, gorduras e proteinas que sao
decompostas em componentes mais simples e absorvidos através da parede do
intestino médio, principal sitio de digestdo e absorcdo na maior parte das
espécies de insetos, sendo direcionados para a hemolinfa. O sistema circulatério
entdo transporta esses componentes para todas as células e demais 6rgaos do
corpo (KLOWDEN, 2013; SILVA et al, 2012). A maioria dos processos de
decomposicéo, utilizacdo e armazenamento de alimentos sdo semelhantes em
insetos e vertebrados, no entanto, existem alguns processos metabdlicos que
sdo especificos para insetos e que é dependente do seu héabito alimentar
(CHAPMAN, 2013).

O trato digestivo consiste de um tubo de células epiteliais que vao da
boca até o anus, e é subdividido em trés regies embriologica e funcionalmente
distintas: o intestino anterior, 0 médio e o posterior. No intestino anterior, ocorrem
a digestdo mecanica e a digestdo quimica por enzimas salivares secretadas na
cavidade bucal e/ou enzimas digestivas regurgitadas do intestino médio. O
intestino posterior, é o responsavel pela absor¢cado de substancias importantes,
como aminoacidos e agua, antes da eliminacdo (GULLAN et al, 2010; SOUSA
et al., 2013).

O intestino médio é o principal sitio de digestdo e absor¢gédo em insetos
na maior parte das espécies (TERRA et al, 2009). Ele é constituido por quatro
tipos celulares dispostos em uma Unica camada epitelial que inclui células
colunares, ceélulas regenerativas, células caliciformes e células endocrinas.
Essas células sdo rodeadas de musculos que geram 0s movimentos peristalticos

gue movem o alimento através do trato digestivo. As células colunares sédo as
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mais importantes para digestdo pois contem bordas voltadas para o lumen
intestinal com microvilosidades que aumentam a superficie para absor¢cdo de
alimentos e secrecdo de agua e enzimas digestivas. As células colunares é por
onde é absorvido a maior parte do alimento presente no limen. (KLOWDEN,
2007; KLOWDEN, 2013). A figura 7 tras uma visao geral das estruturas e dos

mecanismos envolvidos na digestao dos insetos.

Figura 7 — Estrutura do intestino dos insetos, onde estdo representados, A:
intestino anterior; B: intestino médio e C: intestino posterior. Onde destaca-se 1.
Células regenerativas; 2. Células enteroenddcrinas que separa o limen intestinal
em dois espacos 3: endoperitrofico e 4: ectoperitrofico, os destinos dos
nutrientes ingeridos, proteinas, lipideos e carboidratos.
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Fonte: Adaptada de NAPOLEAO et al, 2018.
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Na maioria dos insetos, o intestino médio contém uma membrana
chamada de matriz ou membrana peritrofica (MP) em substituicdo as células
colunares presentes no intestino anterior. Essa membrana envolve o alimento
ingerido, e separa o conteddo luminal em dois compartimentos, o espaco
endoperitrofico (dentro da membrana) e o espaco ectoperitrofico (fora da
membrana) (FELTON; GATEHOUSE, 1996; HEGEDUS et al, 2009). A MP é
composta por proteinas, proteoglicanos e quitina, e reveste o intestino médio
impedindo o contato direto com particulas de alimentos e tem funcédo semelhante
a mucosa intestinal dos vertebrados, participando de absorcdo do alimentoe
protecdo do inseto contra o ataque de microrganismos (CHAPMAN; HALL, 1986;
NAPOLEAO et al, 2018).

A variacao nutricional e no processo de digestao entre 0s insetos surge
de adaptacdes a dietas especificas ou da associacdo com microorganismos que
fornecem nutrientes especificos (CHAPMAN, 2013). De maneira geral, os
alimentos que séo ingeridos sdo misturados com secrecoes salivares e sofrem
digestao preliminar na regido anterior, posteriormente se movem para tras no
intestino médio para digestao e absorcéo. A digestdo de proteinas e a digestao
final dos carboidratos ocorre no intestino médio, devido ao seu pH que varia de
acido a neutro. A regiao anterior do intestino € adaptada para fermentacéo e é
em geral alcalina, com condicfes favoraveis a sobrevivéncia de populacdes de
microorganismos. Na regido posterior a agua € retirada das fezes e permite que
um pellet fecal seco seja entdo depositado (PARRA et al, 2009; SILVA et al.,
2012).

2.7.1 Agentes antinutricionais no controle de insetos-praga

Apesar das plantas representarem o maior percentual de biomassa,
apenas nove ordens de insetos tém nas plantas seu alimento principal (PANIZZI;
PARRA, 2009). Insetos herbivoros, comumente, ingerem niveis sub-6timos de
nutrientes e séo forcados a processar grandes volumes de alimento para obter
guantidades suficientes de nutrientes. Isto se deve as caracteristicas fisicas
como espinhos, dureza dos tecidos, mas principalmente as caracteristicas
quimicas, como a presenca de compostos antinutricionais (EDWARDS;
WRATTEN, 1981).
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Os inibidores alimentares estdo ganhando importancia como potenciais
agentes para as estratégias do MIP para os insetos. Existem inimeros relatos
sobre os deterrentes alimentares e toxicos para insetos-praga de produtos
armazenados (LIU et al, 2011), bem como repeléncia decorrente principalmente
do efeito de compostos terpendides e alcaldides, e que afetam indiretamente a
capacidade de alimentacgao dos insetos (OMAR et al, 2007).

Alguns dos grupos quimicos de carater antinutricional usados para
atividades inseticidas incluem taninos, flavonoides, alcaloides, terpendides,
proteinas e inibidores de proteinas. Como resultado disso, varios insetos
altamente fit6fagos que séo conhecidos por tolerar muitos compostos diferentes,
nao se alimentam das plantas que acumulam esses compostos o0 que resulta na
protecdo de tais plantas contra uma ampla variedade de pragas (CARLINI;
GROSSI-DE-SA; 2002; PAIVA et al, 2012; SHARMA; NORRIS, 1991; SOETAN,
2008).

Os antinutrientes caracterizam-se por diminuir a biodisponibilidade de
nutrientes modificando-os quimicamente, formando complexos menos ativos, ou
dificultando a absorcéo, digestdo, ou conversédo do nutriente. A tabela 3 retne
alguns dos nutrientes da dieta alimentar da maioria dos insetos e 0s
componentes que atuam como impedimentos da sua ingestdo, absorcdo ou
digestao (CHAPMAN; HALL, 1986).

Tabela 3 - Principais nutrientes e agentes antinutrientes derivados dos
mecanismos de defesa das plantas em resposta aos insetos fit6fagos.

Classe de nutrientes Potencial antinutriente

Agentes alquilantes (quinonas, epodxidos, aldeidos,
o lactonas sesquiterpénicas, etc.); inibidores de protease;

Aminoacidos S _ q benicas, . .)’. . prot j
tiaminase; transglutaminase; diamina oxidase, mirosinase;
peroxidase, polifenol oxidase

Carboidratos Inibidores de amilase, glicosidase

Lipideos Lipoxigenase, peroxidase

Minerais Oxalatos, fitato, fendlicos, Polifendis

Esterois Saponinas

Vitaminas Ascorbato oxidase, tiaminase, lipoxigenase, fendlicos,
quinonas

Agua Diuréticos

Fonte: Adaptada de (CHAPMAN; HALL, 1986).
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As proteinas de defesa, por exemplo, afetam os insetos interagindo com
uma molécula alvo que provavelmente € um componente dietético ou um
componente do sistema de alimentacéo dos insetos. A proteina pode interagir
diretamente com um nutriente, deter a alimentacdo interagindo com o0s
receptores do paladar, interferir na digestdo por interacdo com as enzimas
digestivas, ou interromper o0s tecidos intestinais pela interacdo com as
superficies de células do intestino médio, como a MP.

A presenca de microorganismos no intestino dos insetos herbivoros
podem exercer um papel nutricional importante ao fornecer enzimas e vitaminas,
gue melhoram a eficiéncia da digestdo e permitem uma melhor adaptacédo dos
insetos hospedeiros em dietas abaixo do ideal, como pode acontecer com 0s
insetos que se alimentam exclusivamente de plantas (KLOWDEM, 2007).

Os microrganismos presentes no intestino dos insetos além de atuar
auxiliando a absorcdo de nutrientes durante o processo alimentar, podem
também desintoxicar componentes vegetais tdxicos que sao ingeridos, como
alcaldides, taninos e proteinas antinutricionais (CEJA-NAVARRO et al, 2015;
KLOWDEM, 2007).

2.8 Genipa americana L.

O jenipapo, Genipa americana L. (1759), é uma &rvore nativa da
Amazobnia, pertencente a familia Rubiaceae. Distribui-se em regides de clima
tropical umido, em solos profundos e bem drenados, em varias formacdes
florestais de varzeas encharcadas encontradas em varias regides brasileiras.
Seu nome cientifico e 0 nome popular vém do Tupiguarani, jandipap, que
significa fruto que serve para pintar (LORENZI, 1998).

E uma arvore alta que pode atingir até 15 m e seu didmetro chega a 90
cm (figura 8), tem caule reto, possui copa grande e arredondada com ramos
numerosos, as folhas sédo verde escuro, as flores sdo grandes, vistosas,
hermafroditas amarelo-ouro contendo 5 pétalas, brancas-amareladas, de aroma
leve, reunidas em inflorescéncia e o fruto é do tipo baga ovéide, de cor escura
com casca rugosa e murcha, possui polpa marrom clara, doce e acida, suculenta,
de aroma forte que envolve numerosas sementes no centro, as quais sao pardas,
chatas e polidas (ANDRADE et al, 2007; MOURA et al, 2016).
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Figura 8 — Genipa americana L. (A): planta adulta; (B) flor e fruto.

(A) (B) Fonte: Melo, 2019.

A casca e os frutos contém uma substancia de coloragao violeta ou azul,
denominada de genipina. Devido a presenca dessa substancia e sua aplicacédo
na industria de alimentos € considerada uma espécie de importancia econdémica
e cientifica (DA SILVA et al, 1998). O fruto maduro € usado em diversas
preparacdes como sucos, geleias, xaropes, sendo utilizados como diuréticos,
digestivo, laxante e contra anemia (DICKSON et al, 2018). Tem sido relatada
como uma promissora fonte de novas substancias bioativas para o
desenvolvimento de produtos (MARTINS; NUNEZ, 2015).

O jenipapo apresenta varios compostos bioativos, entretanto os
iridoides sdo o grupo de compostos mais encontrados no jenipapo. Ha na
literatura relatos da identificacdo de genipina, geniposideo, &cido genpinico,
entre outros iridoides extraidos do fruto (ONO et al, 2007) aos quais tem sido
atribuido os efeitos antibacteriano, antitumoral, anti-inflamatério e antioxidante.
Sao encontrados também em menor quantidade compostos fendlicos
metabolitos de grande interesse devido as variadas aplicacdes bioldgicas
(NATHIA-NEVES et al, 2017).

Na medicina popular o extrato das folhas € comumente utilizado para
tratar sifilis e doencas do figado. Na literatura existem apenas dois relatos sobre
a atividade dos extratos etandlico e hexanico aos quais foram atribuidos os
efeitos antidiabetes e antihelminto (ALVES et al, 2017).

Costa et al (2018) isolou e purificou uma lectina da casca de G.

americana (GaBL) com elevada resisténcia a temperatura e maxima atividade
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em pH 5,0, além de permanecer ativiva na presenca de agente quelante. A
elevada resisténcia de GaBL, e a méxima atividade dela no mesmo pH
encontrado no intestino médio de insetos e os diversos relatos na literatura de
atividade inseticida de lectinas e metabdlitos secundarios de plantas estimularam
a investigacdo da acao inseticida do extrato, da fracao pré-purificada e de GaBL

contra T. castaneum.
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3. OBJETIVOS

3.1 Geral

e Avaliar o potencial inseticida do extrato, da fracdo e da lectina de Genipa
americana contra Tribolium castaneum, bem como conhecer os principais

mecanismos de a¢ao associados.

3.2 Especificos

e Obter o extrato aquoso da casca de G. americana preparado em Tris-HCI,

e Determinar a composicdo quimica do extrato aquoso da casca de G.
americana;

e Extrair e preparar a fragdo lectinica a partir do extrato da casca de G.
americana,

e |solar GaBL a partir de protocolo pré-estabelecido utilizando
cromatografia de gel filtracéo;

e Avaliar atavés de bioensaio o efeito do extrato aquoso de G. americana
sobre a sobrevivéncia de adultos de T. castaneum;

e Avaliar a toxicidade por ingestdo do extrato aquoso, fracdo lectinica e
GaBL isolada sobre os adultos de T. castaneum;

e Avaliar os efeitos sobre parametros nutricionais da ingestdo do extrato
aqguoso, fracdo lectinica e GaBL isolada sobre os adultos de T.
castaneum;

e Determinar os efeitos de G. americana sobre o perfil bioguimico

(proteinas, TAG, colesterol e glicose) de T. castaneum
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Insetos e Material vegetal
Em todos os experimentos foram utilizados adultos de Tribolium castaneum
(Coleoptera: Tenebronidae) oriundos da criagdo mantida pelo Laboratério de
Bioquimica Metabdlica (LBM) - UFAL Campus A.C Simdes, sob orientacdo do
Professor Dr. Luciano Grillo, em condi¢cdes controladas de temperatura + 30°,
com umidade relativa entre 70 e 80% e fotoperiodo claro/escuro de 12h em BOD.
Para realizagdo deste trabalho, as cascas de Genipa americana L.
(Familia: Rubiaceae) foram coletadas de diferentes espécimes encontrados em
Coruripe, Alagoas, armazenadas em sacos plasticos transparentes e conduzidas
até o laboratorio de Prote6mica e Metabologia (LAMP) onde foram higienizadas,
processadas e armazenadas. O po resultante foi acondicionado no freezer a -
20°C. Exsicatas botanicas contendo exemplares de G. americana foram
identificadas e depositadas junto ao Herbario MAC do Instituto de Meio Ambiente

de Alagoas — IMA (numero de referéncia 64576).

4.2. Obtencao das amostras utilizadas nos bioensaios

A fim de obter o extrato aquoso, a fracdo enriquecida de lectinas e a
lectina isolada (GaBL) das cascas de G. americana seguiu-se 0 protocolo
descrito por Costa e colaboradores, 2018. Onde, exemplares saudaveis foram
coletados, secos a temperatura ambiente, triturados e acondicionados sob
refrigeracdo no freezer a -20°C. As coletas do material vegetal foram
realizadas sob autoriza¢cdes (numero de processo 61847-2) do Instituto Chico
Mendes (ICMBIO).

O extrato bruto (25% m/v) foi preparado em tampéao Tris-HCI 50mM pH
8,0 submetido a agitacdo constante por 12h a 4°C a fim de preservar a
estabilidade da proteina de interesse. Posteriormente a solucéo foi filtrada com
gaze, centrifugada durante cinco minutos a 15.000 g, sob temperatura de 4°C.
mantida sob refrigeracdo. O sobrenadante foi armazenado em tubo falcon e
denominado como extrato bruto.

Para a obtencdo da fracdo enriquecida de lectinas, o extrato bruto foi
submetido ao fracionamento salino com sulfato de aménio ((NH,),SO,). A fracéao

de interesse, que foi a fracdo que a fragdo que apresentou a maior atividade
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hemaglutinante especifica (20% - HAE 1280), conforme descrito por Costa e
colaboradores (2018), foi entdo utilizada para a obtencao da lectina isolada de
G. americana (GaBL).

GaBL, foi isolada a partir de 0,3mL da fracdo 20% por meio de
cromatografia de gel filtracdo em matriz Sephacryl S-100HR (16 mm x 60 cm)
acoplada ao sistema AKTA Pure M1 (GE 115 Healthcare Life Sciences, Suécia)
e equilibrada com Tris-HCI 0,05 M, pH 8,0. A cromatografia foi realizada no
mesmo tampdo a uma taxa de fluxo de 0,1 mL / min. Foram coletadas fracGes
de 2,0 mL. As fracbBes eluidas foram avaliadas quanto a concentracdo de
proteinas e atividade hemaglutinante. Os picos ativos foram reunidos e
denominados G. americana bark lectin (GaBL). Todas as amostras foram
mantidas sob refrigeracdo até o momento do uso, conforme descrito por Costa
et al., 2018.

4.3 Dosagem de proteinas

Para determinar a concentracao de proteinas nas amostras em avaliacao
foi utilizado o método de Bradford (1976), usando albumina de soro bovino como
padrao (250- 0,009 ug/mL). Para isso, 10 yL das amostras (extrato bruto, fracdo
20% e GaBL) diluidas (1: 10), e 190 uL do reagente de Bradford. As amostras
foram incubadas por 5 min, e posteriormente medida a absorbancia a 595 nm.

As unidades correspondentes sdo (mg/mL) de proteina.

4.4 Atividade Hemaglutinante

Foi realizada para todas as amostras, a fim de detectar a presenca de
lectinas, o ensaio de atividade hemaglutinante (AH), caracteristico dessas
moléculas. O ensaio foi realizado em placas de 96 pocos de microtitulacéo, de
acordo com a metodologia descrita por Paiva e Coelho (1992), onde aliquotas
de 50 uL das amostras foram diluidas serialmente em NaCl 0,15 M antes da
adicao de 50 pL de suspenséao (2,5 % v/v) de eritrocitos de coelho. A AH foi
expressa como o inverso da maior diluicAo da amostra que promoveu
hemaglutinagdo. AH especifica (AHE) foi definida pela razdo entre o titulo e a

concentracéo proteica (mg/mL).
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4.5 Anadlise fitoquimica

Para identificar os principais compostos do extrato aquoso e da fracao
proteica (F 20%) de G. americana foi realizada analise fitoquimica utilizando a
analise qualitativa descrita por Matos (1988).

Com base na metodologia adotada foi possivel realizar a prospecc¢éo de
compostos fendlicos, taninos, antocianinas e antocianidinas, flavonas, flavonais,
xantonas, chalconas, auronas, flavonondis, leconantocianidinas, catequinas,
flavononas, esteroides, triterpenoides e saponinas. As reac¢des qualitativas sao
avaliadas por meio da mudanca de coloracdo decorrente da presenca ou
auséncia dos compostos supracitados.

As analises foram realizadas no Laboratério de Ensino de Quimica da
Universidade Estadual de Alagoas, sob supervisdo da Profa. Dra. Aldenir Feitosa

dos Santos.

4.5.1 Testes para fendis, taninos pirogalicos e taninos flobaténicos

No tubo de ensaio adiciou-se trés gotas de solucéo alcodlica de cloreto
férrico (FeCls), apOs agitacdo foi observada a ocorréncia de alteracao
colorimétrica ou formacao de precipitado abundante escuro. A coloracdo entre o
azul e o vermelho é indicativa de fendis, precipitado escuro de tonalidade azul €
indicativo da presenca de taninos pirogalicos (taninos hidrolisaveis) e verde da
presenca de taninos flobafénicos (taninos condensados ou catéquicos). Para
comparacao foi realizado teste em branco utilizando apenas agua e o cloreto

férrico.

45.2 Testes para para antocianina e antocianidina, flavonas,

flavonois e xantonas, chalconas e auronas, flavononoéis

Para estas analises foram adicionados compostos acidos ou basicos a fim
de se observar por meio da alteracdo de cor a presenca ou auséncia dos
referidos compostos. Para tal, foi adicionado acido cloridrico (HCI) ou hidroxido
de sédio (NaOH) para a obtencédo da solugdo em pH pré-determinado. A variagdo

de cor indicou a presencga ou auséncia dos compostos.
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4.5.3 Teste para leucoantonocianidinas, catequinas e flavanonas

Foram preparadas duas solucfes, uma ajustada a pH 2 com adicdo de
HCI (0,1M) e o outra foi alcalinizada a Ph 11 pela adicdo de NaOH (0,1M).
Ambas, foram aquecidas com o auxilio de uma lamparina de alcool durante 3
minutos, onde posteriormente foi observada a variagdo de cor, indicativa da

presenca ou auséncia dos compostos secundarios.

4.5.4 Testes para flavondis, flavanonas, flavanonoéis e xantonas

Foi adicionado uma fita de magnésio e 1,0 mL de HCI concentrado. ApGs
o término da reacéo, indicada pela efervescéncia, esta aliquota foi comparada
com a aliquota acidulada do teste anterior (4.5.3). O surgimento ou a
intensificacdo de cor vermelha indica a presenca de flavondis, flavononas,

flavononodis e/ou xantonas, livres ou seus heterosideos.

455 Teste para esteroides e triterpenoides

O residuo seco do béquer foi ressuspendido em 2,0 mL de cloroférmio e
homogeneizado. A solucéo foi filtrada e adicionado 1ml de sulfato de sédio
anidrido (Na2S0a4), para um tubo de ensaio. Foi adicionado 1,0 mL de anidro
acético, em seguida agitado suavemente e adicionadas 3 gotas de &cido
sulfarico concentrado (H2SO4). Agitado novamente e observada a projecao de
cores indicando: coloracdo azul evanescente seguida de verde permanente &
indicativa da presenca de esteroides livres. A coloracdo parda até vermelha

indica triterpenoides pentaciclicos livres.

4.5.6 Teste para saponinas

O residuo insoltuvel em cloroférmio, separado no procedimento anterior
(4.5.5), foi ressuspendido em 8,0 mL de agua destilada e a solucéo filtrada para
um tubo de ensaio. Agitou-se o tubo com a soluc¢éo por 3 minutos e observou-se
a formacdo de espuma, a qual se for persistente e abundante (colarinho) é

indicativa da presenca de saponinas (heterosideos saponinicos).

Todas as analises foram realizadas em triplicata, tanto para o extrato

como para a F 20%.
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4.6 Bioensaios

Os insetos utilizados para os bioensaios foram mantidos sob condi¢des
controladas conforme descrito no item 4.1.

Os bioensaios foram realizados no laboratério de Bioquimica Metabdlica
da UFAL, através de uma adaptacédo do método descrito por Xie e colaboradores
(1996) e reproduzido por Napoledo e colaboradores (2013), onde 5mL da
amostra em tampéao Tris-HCI 50mM foi misturado a 2g de farinha e agitada por
5 min. Posteriormente, 5 aliquotas de 200uL da suspensédo foram colocadas na
placa de Petri e incubado a 56 °C por 16 horas (figura 9). Apés este periodo
foram adicionados 20 insetos adultos de T. castaneum. O peso das larvas e dos
discos foram acompanhados semanalmente até o final do experimento. O ensaio

foi realizado em quadruplicata com Tris-HClI 50mM pH 8,0 como controle

negativo.

Figura 9 — Dieta artificial utilizada nos bioensaios destacando cada unidade
experimental com as 5 aliquotas contendo a dieta.

Autor, 2019.

4.6.1 Analise da sobrevivéncia

Foi realizada apos a ingestdo da dieta artificial contendo 100, 250 e
500mg/g do extrato, da fracdo ou GaBL de G. americana. Onde, foi observado e
contabilizado diariamente, durante 28 dias ou até a morte de 100% dos

individuos, o nimero de insetos sobreviventes em cada unidade experimental.
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Os insetos foram considerados mortos quando nao respondiam aos estimulos
tateis. Todos os testes foram realizados em quadruplicata, com 15 insetos
adultos em cada repetigéo.

4.6.2 Avaliacdo dos efeitos de G. americana sobre a alimentacéo e
indices nutricionais de T. castaneum

Apos 28 dias em dieta artificial com os discos de farinha contendo ou néo
as preparacdes de G. americana, foi possivel avaliar o indice de deterréncia ou
dissuasao alimentar (IDA) que foi calculado por meio da féormula: IDA (%) = 100
X (A-B)/(A), onde A é a massa de alimento ingerida pelo inseto no ensaio
controle, e B é a massa de alimento ingerida pelo inseto no ensaio com a
amostra. As amostras com base na deterréncia alimentar classificam-se em: sem
deterréncia alimentar (IDA <20%), fraca deterréncia alimentar (50%> IDA >
20%), moderada deterréncia alimentar (70%> IDA > 50%), ou forte deterréncia
alimentar (IDA > 70%) (Liu et al., 2007).

Foram também avaliados os indices nutricionais: (1) taxa de consumo
relativo (RCR) = C/(D x dias), onde C € a massa do alimento ingerido em mg e
D corresponde a biomassa inicial do inseto em mg; (2) taxa de crescimento
relativo (RGR) = E/(D x dias) em que E corresponde a biomassa obtida em mg;

(3) eficiéncia de conversao do alimento ingerido (ECI) = E/(C x 100).

4.7 Efeitos bioquimicos

Para conhecer os possiveis efeitos da ingestdo do extrato de G.
americana sobre o0s niveis de proteinas, glicose, colesterol e triglicerideos totais
dos insetos apés o término do bioensaio, 10 insetos foram macerados em 600uL
de tampé&o Tris-HCI 50mM, centrifugado por 15min a 10.000 rpm a 4°C e o
sobrenadante foi coletado. As amostras foram quantificadas pelo método de
Bradford (1976) padréo para quantificacdo de proteinas. Para glicose, colesterol
e triglicerideos foi utilizada a metodologia padrdo dos kit's comerciais (Labtest
Diagnéstica, Lagoa Santa, BR) utilizou-se a quantificacdo de proteinas para

padronizar as analises.
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4.8 Efeito sobre areproducéo
A capacidade de se reproduzir apds os 28 dias expostos a dieta artificial
contendo o extrato, a fracdo e a lectina de G. americana foi avaliada através do

namero de larvas emergidas ao longo do bioensaio.

4.9 Analise estatistica
Os dados foram analisados pela ANOVA seguida de teste de Tukey para
deteccao de diferenca significativa e comparacao entre tratamentos utilizando o
Os dados da mortalidade ao longo dos 28 dias foram utilizados para tracar a
curva de sobrevivéncia de Kaplan-Meier. Todas as andlises foram realizadas
utilizando o software GraphPad Prism verséo 6.0.
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5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Andlise fitoquimica do extrato aguoso e fracdo proteica de G.

americana

Com base na metodologia descrita por Matos (1988) , o extrato e a fracao
proteica da casca de G. americana foram analisados quanto a presenca de
metabdlitos secundarios. Foi observado no extrato as presencas de taninos,
esteroides e saponinas entre os compostos fitoquimicos analisados (tabela 4).
Dados semelhantes e que destacam a auséncia de flavonoides, alcaloides e
outros compostos comuns em plantas também foram descritos em outros
trabalhos com Allium oschaninii, Chenopodium album e Lippia geminata
(ALAGARSAMY et al, 2018; SAMANTA; DE, 2015). Souza et al (2018) também
descreve a presenca de taninos e esteroides com o extrato das folhas de G.

americana.

Tabela 4 - Andlise qualitativa dos principais componentes fitoquimicos do extrato
aguoso e da fracdo proteica de G. americana.

Fitoquimico Extrato de G. americana  Fracao 20%?2
Fenois - -
Taninos + -

Antocianina e antocianidina - -
Flavonas, flavonéis e xantonas - -
Chalconas e auronas - -
Flavononois - -
Leucoantocianidinas - -
Catequinas - -
Flavononas - -
Esteroides + -
Triterpendides - -

Saponinas + -

a(+): detectado; (-): ndo detectado Autor, 2019
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As plantas produzem uma grande variedade de metabdlitos que muitas
vezes ndo tém funcédo relevante nos processos fisioldgicos ou bioquimicos do
vegetal, mas sao cada vez mais relatados como importantes mediadores das
interacdes entre plantas e outros organismos (CESPEDES et al, 2013; BORGES
et al, 2019). Sabe-se que muitos dos efeitos medicinais atribuidos as plantas séo
decorrentes desses metabdlitos que atuam de forma isolada ou por acgdo
sinérgica (JADON; DIXIT, 2014) n&o estando o efeito associado a apenas um

componente.

Esses metabdlitos apresentam diferentes efeitos sobre o0s insetos
herbivoros. Quando ingeridos, podem induzir danos por diferentes mecanismos,
entre esses, modulacdo agonista ou antagonista de neurotransmissores e
interferéncia na estrutura ou metabolismo de DNA (alcaloides), alteracdo
estrutural e funcional de proteinas (taninos, fendis) e interacdo e modificacao da
permeabilidade das membranas celulares (saponinas) (PAIVA et al, 2012).

Sao relatados na literatura diversas propriedades medicinais atribuidas
aos taninos, saponinas e esteroides como acdo anticarcinogénico, inseticida,
antioxidantes, anticancer, citotoxicos e antimicrobianos (CARVALHO et al, 2013;
ROSSI et al, 2012; SAMANTA,; DE, 2015; SOETAN, 2008).

Além dos metabdlitos secundérios, compostos do metabolismo primério
como as lectinas possuem um papel fisiolégico importante na defesa contra
microorganismos e insetos (NAPOLEAO et al., 2011; CAMAROTI et al., 2017;
PROCOPIO et al., 2017). Na analise fitoquimica realizada com a frag&o proteica,
ndo foi detectada a presenca de nenhum dos compostos caracteristicos do
metabolismo secundarios das plantas (tabela 4). A auséncia desses metabdlitos
demonstra a eficacia do processo de fracionamento salino na obtencdo de uma

fracdo enriquecida de lectina.

5.2 Efeitos de Genipa americana sobre adultos de Tribolium

castaneum

A fim de conhecer a acao do extrato bruto, da fracéo proteica e da lectina

isolada obtidas das cascas G. americana contra adultos de T. castaneum foram
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avaliados o0s seguintes parametros: sobrevivéncia, deterréncia, parametros
nutricionais, bioquimicos e sobre a fertilidade. Os resultados obtidos estéo

organizados descritos abaixo com base nos ensaios realizados.

5.2.1 Avaliagao da sobrevivéncia de T. castaneum mantidos em dieta
artificial com o extrato, a fracao proteica e a lectina de G. americana.

Os efeitos na sobrevivéncia de T. castaneum mantidos na dieta artificial
contendo G. americana sao apresentados na figura 10. A adicdo do extrato bruto
de G. americana afetou a sobrevivéncia de adultos de T. castaneum quando
estes foram submetidos a dieta alimentar contendo 100mg, 250mg e 500mg do
extrato durante 28 dias. Houve reducado significativa na sobrevivéncia dos
insetos tratados com o extrato de G. americana quando comparados ao grupo
nao-tratado. A dose de 250mg foi a que apresentou a melhor resposta com 72%
de mortalidade apds os 28 dias de consumo seguida da dose de 100mg com
48% (figura 10A).

Para a fragdo proteica, ocasionalmente chamada de fragcdo lectinica
(F20% do fracionamento salino), uma vez que se trata de uma solucao
enriquecida de lectinas (AHE 1219), foram testadas as doses de 25mg, 50mg,
100mg e 250mg. ApoOs 28 dias de analise, foi possivel observar que as
concentracdes de 50mg e 100mg apresentaram maior efeito na sobrevivéncia
de T. castaneum, tendo proporcionado aproximadamente 40% de mortalidade

em ambas as doses como observado na figura 10B.

Para avaliar se a lectina € um dos componentes responsaveis pelos
efeitos deletérios provocados pela ingestdo de G. americana, GaBL foi inserida
na dieta artificial nas concentragdes de 500ug, 1mg, 2mg e 4mg (figura 10C).
Pode-se observar que a sobrevivéncia de T. castaneum reduziu até 55% nos
insetos mantidos sob dieta alimentar contendo 2mg e 4mg de GaBL, sendo estas
as concentragdes que causaram a maior mortalidade. As demais concentragdes
nao tiveram diferenca em relacdo a mortalidade do grupo controle, que reduziu

menos que 20% da populacao de insetos.
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Figura 10 - curva de sobrevivéncia de Kaplan-Meier dos adultos de T. castaneum
mantidos em dieta artificial com: A: extrato aquoso, B: frac&o proteicae C: GaBL
isolada de cascas de G. americana.
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Muitos trabalhos descrevem a toxicidade dos extratos aquosos como
baixa ou moderada em comparacao a extratos etandlicos, metandlicos, e outros,
0 que pode estar associado a grupos de compostos, tais como alcaloides e
flavonoides que séo extraidos diferencialmente com solventes mais apolares
(GOUVEA et al, 2019). Entretanto os dados aqui apresentados para extrato
aquoso descrevem valores considerados significativos para o uso como extrato
inseticida no que se refere a concentracdes e efeito na sobrevivéncia
(CAMAROTI et al, 2018; PAZ et al, 2018).

Quanto a fragéo proteica, pode-se observar que houve uma reducéo dos
efeitos sobre a sobrevivéncia em comparacéo aos dados obtidos com o extrato,
0 que pode ser justificado pela eliminacdo de metabolitos secundarios em
decorréncia do processo de fracionamento salino, uma vez que este tipo de
técnica permite a eliminacdo dos metabdlitos e por consequéncia permite uma

maior concentracao de proteinas com base na sua solubilidade pela adi¢cdo de
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sal. Esses metabdlitos secundarios, de forma isolada ou sinérgica, podem ser
importantes componentes responsaveis pela maior redu¢do na sobrevivéncia
dos insetos tratados com a fragcdo em comparagcdo com o0 extrato. Existem
poucos relatos na literatura que descrevam os efeitos de fracGes proteicas sobre
a sobrevivéncia de insetos (SALLES et al, 2014). Assim como nao ha relatos
sobre os efeitos de G. americana sobre insetos da ordem Coleoptera e nenhum

para T. castaneum, para estas amostras.

Os dados obtidos com a lectina, por sua vez, confirmam que GaBL é um
dos principios ativos associados a acao inseticida presente no extrato de G.
americana e na fracdo proteica, uma vez que de forma isolada mostrou efeito
consideravel na sobrevivéncia de T. castaneum em menores concentracdes do
gue o extrato e fracdo. A atividade defensiva de lectinas de plantas contra insetos
pragas tem sido amplamente avaliada ao longo da ultima década, e evidéncias
quanto a nao toxicidade destas moléculas a humanos tem possibilitado o
aumento significativo da aplicacdo das lectinas enquanto agentes inseticidas
contra insetos sugadores. Seus efeitos entomotdxicos ja foram descritos contra
insetos das ordens Lepidoptera, Diptera, Isoptera, Hemiptera, Hymenoptera,
Homoptera, Coleoptera, entre outras (MACEDO et al, 2015; NAPOLEAO et al,
2011; OLIVEIRA et al, 2017; REYES-MONTANO; VEGA-CASTRO, 2018; ROY;
DAS, 2015; SA et al, 2009).

5.2.2 Efeitos de G. americana sobre a alimentagc&o de T. castaneum

Visto que sdo muitos os mecanismos pelos quais 0s agentes botanicos
podem interferir na sobrevivéncia dos insetos se faz necessario conhecer os
mecanismos pelos quais o extrato de G. americana causou a reducao da
sobrevivéncia dos insetos nos tratamentos avaliados. Neste sentido, o indice de
deterréncia alimentar (dissuasao alimentar - IDA) e os parametros nutricionais

dos insetos foram calculados apds os 28 dias de ingestéo da dieta.

Foi observado que houve reducdo de maneira dose-dependente na
alimentacdo dos insetos nos tratamentos contendo o extrato de G. americana
em todas as concentracdes testadas, 100mg, 250mg e 500mg (figura 11A).

Tendo a concentracdo de 500mg do extrato de G. americana apresentado
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deterréncia de aproximadamente 63%, valor considerado como deterréncia

moderada de acordo com Liu et al (2007).

N&o foi observado efeito deterrente da fracdo proteica sobre T.
castaneum, conforme disposto na figura 16, uma vez que somente a maior dose
(250mg) apresentou taxa de inibicdo alimentar (< 20%), que ndo chega a ser
classificada como efeito deterrente com base na classificacdo de Liu e
colaboradores (figura 11B). No entanto, para GaBL, a figura 11C mostra que as
doses de 500ug, 1Tmg, 2mg da lectina apresentaram moderado efeito deterrente

alimentar.

Figura 11 - Efeito deterrente de G. americana sobre adultos de T. castaneum. A:

extrato aquoso, B: fracdo proteica e C: GaBL.
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Com os dados descritos para 0 extrato € possivel verificar que, nas

concentracdes testadas, os tratamentos de 100mg e 250mg tiveram niveis mais
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baixos de deterréncia, indicando que 0s insetos conseguiram se alimentar da
dieta, e que estes foram os tratamentos que mais afetaram a sobrevivéncia dos
insetos, sugerindo-se assim que a agdo toxica do extrato pode estar associada
a um ou mais de seus metabdlitos, que ao serem ingeridos na dieta promoveram
a mortalidade de até 72% da populacdo. Na concentracdo de 500 mg, existe
deterréncia moderada (63%), 0 que ainda leva o inseto a ingerir a dieta contendo
0 extrato, resultando na mortalidade observada.

Napoledo e colaboradores (2013) descreveram o efeito deterrente
moderado do extrato das folhas de Myracrodruon urundeuva em adultos de S.
zeamais. Behmer e colaboradores em 2002, mostraram o efeito deterrente de
taninos sobre Locusta mantidos em dieta artificial, corroborando com nossos
resultados como demonstrado neste trabalho (item 5.1), uma vez que 0s taninos

estdo presentes na composi¢ao quimica do extrato de G. americana.

Sendo o fracionamento salino uma técnica de pré-purificacdo, a fracao
proteica é uma amostra que foi enriquecida de proteinas de interesse, onde
eliminou-se a maior parte dos metabdlitos secundarios presentes no extrato e
gue podem estar associados ao efeito deterrente do extrato, uma vez que apés

o fracionamento este efeito ndo foi observado nos ensaios com a fracao proteica.

GaBL por sua vez, de maneira isolada também apresentou efeito
deterrente assim como o extrato de G. americana, sugerindo assim que quando
a lectina encontra-se separada de outras proteinas da fracdo, esta exibe efeito
anti-alimentar. Napoledo e colaboradores (2013), também descreve o
impedimento alimentar provocado pela ingestdo da lectina da folha de
Myracrodruon urundeuva em adultos de Sitophilus zeamais, semelhante ao
efeito deterrente do extrato, fato que também foi observado ao longo deste
trabalho. Na concentracdo mais alta avaliada, 4mg, foi observada reducédo na

deterréncia, passando a ser considerada fraca.

Outras lectinas como a de Galanthus nivalis e Canavalia ensiformis (Con
A), também apresentaram efeito deterrente sobre Nilaparvata lugens e
Acyrthosiphon pisum, respectivamente (GATEHOUSE et al, 1998; SAUVION et

al, 2004). GaBL nas concentracdes testadas pode ser utilizada como um agente
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deterrente de grande interesse com potencial aplicacdo no MIP de grdos e
produtos armazenados.

O uso de mecanismos nao-tdxicos, como produtos deterrentes ou
repelentes, tém despertado cada vez mais interesse no controle de pragas. O
conceito ganhou forca apos a demonstracéo dos efeitos deterrentes dos extratos
de nim e azadiractina na década de 1980 (ISMAN, 2006). Esses agentes
juntamente aos semioquimicos, enzimas, reguladores de crescimento e outros,
integram um novo grupo de agentes pesticidas, chamados pesticidas
bioquimicos. Definicdo que se encaixa aos produtos de origem natural e que

controlam pragas por rotas nao-téxicas (SARWAR, 2015).

Alguns autores sugerem que a deterréncia alimentar por si s6 pode néo
ser o fator principal da mortalidade de insetos submetidos a dietas artificiais
contendo extrato ou outros produtos de origem botanica, mas que a privacéo
alimentar ou mesmo o consumo reduzido promove estresse de fome em insetos
prejudicando assim o comportamento, a fisiologia, o desenvolvimento, a
reproducdo e a sobrevivéncia, podendo resultar em efeitos a longo prazo
(NAPOLEAO et al, 2013; PAIVA et al, 2012).

Esses efeitos explicam-se pelo fato de, antes de comecar a se alimentar
0s insetos exibem comportamentos que podem levar a aceitacdo ou rejeicdo da
comida. Esses comportamentos permite o monitoramento dos produtos quimicos
na superficie do alimento, inclusive do odor o que pode levar o inseto a rejeitar
o alimento sem investigacdo adicional ou leva-lo a uma mordida exploratéria
(CHAPMAN, 2013). Outra caracteristica a ser considerada além da prevencao
comportamental, é que os insetos podem lidar com os aleloquimicos (taninos,
terpendides) desintoxicando e os excretando (CHOWN; NICOLSON, 2004).

5.2.3 Efeitos de G. americana sobre 0s parametros nutricionais de

T. castaneum
Considerando a deterréncia alimentar e a reducao da sobrevivéncia de T.
castaneum decorrente da ingestdo do extrato de G. americana, 0s parametros
nutricionais, taxa de consumo relativo (RCR), taxa de crescimento relativo (RGR)

e eficiéncia da conversdo do alimento ingerido (ECI) dos insetos foram
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calculados, a fim de, determinar se a morte do inseto esta diretamente associada

ao seu efeito anti-alimentar e/ou anti-nutricional.

As analises dos parametros nutricionais corroboram em geral com os
dados do IDA para todas as amostras. As reducdes nas taxas foram detectadas
em todos os tratamentos revelando que os insetos ndo apenas tiveram menor

ganho de peso, mas que também perderam biomassa.

Neste sentido, pode-se observar que houve redugcéo no consumo relativo
da dieta nas doses de 250mg e 500mg (figura 12) e que, em todas as
concentracdes testadas, ndo houve crescimento relativo em biomassa (mg) para
0s insetos quando comparadas ao teste controle, até mesmo no tratamento de
100mg, que nao havia apresentado diferencga significativa em relagéo ao controle
para o consumo relativo da dieta. Isto confirma que o extrato além de ser anti-
alimentar, ja que apresentou deterréncia moderada em 500mg, é anti-nutricional
por ndo haver crescimento relativo em biomassa mesmo nas concentracdes

mais baixas, onde ndo ha deterréncia.

A converséo de alimentos consumidos em biomassa também foi afetada
pelo extrato. A figura 12 mostra que em todos os tratamentos houve diferenca
significativa (P <0,05) quando comparados ao grupo controle. De acordo com os
valores de ECI e RCR exibidos em relacé@o ao tratamento de 100mg, é possivel
afirmar que os insetos se alimentaram do extrato, mas ndo converteram este
alimento ingerido em biomassa, sugerindo-se haver um requerimento de uma
guantidade ainda maior de alimento para ganhar o mesmo peso em comparacao
com os insetos do grupo controle.
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Figura 12 - Parametros nutricionais de adultos de T. castaneum mantidos em dieta
artificial contendo ou néo extrato de G. americana. A: RCR = Taxa de consumo de
alimento (mg); B: RGR = Taxa de biomassa relativa do inseto (mg); C. ECI =
eficiéncia de converséo do alimento ingerido (mg).
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Para a fracao proteica, em relacdo aos parametros nutricionais, os dados
da RCR corroboram com o IDA (figura 11) uma vez que houve consumo da dieta
em todos os tratamentos, sendo observado ainda que nas doses de 25mg, 50mg
e 100mg o consumo alimentar foi maior do que o grupo controle. Embora o
consumo da dieta ndo tenha sido interrompido (figura 13A), os insetos néo
conseguiram converter o alimento em biomassa conforme demonstrado pelos
dados do crescimento relativo (mg) (figura 13B) e da taxa de conversao do
alimento (figura 13C). Portanto, a fracdo ndo foi anti-alimentar, mas foi anti-
nutricional. Estes dados sugerem que ha na fragcdo um componente, de origem
proteica, que atua como agente anti-nutricional, visto que, a fracao interferiu na
absorcdo e conversao do alimento em biomassa em todos os tratamentos

analisados.
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Figura 13 - Parametros nutricionais de adultos de T. castaneum mantidos em dieta
artificial contendo uma fragdo proteica de G. americana. A: RCR = Taxa de
consumo de alimento (mg); B: RGR = Taxa de crescimento relativo (mg); C: ECl=
eficiéncia de converséo do alimento ingerido (mg).
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A figura 14 mostra os parametros nutricionais dos adultos de T.
castaneum calculados apés os 28 dias mantidos na dieta artificial contendo
GaBL. Houve redugcdo no consumo alimentar nas concentragbes com
deterréncia moderada (500ug, 1mg e 2mg) porém nao para a concentracao de
4mg (com deterréncia fraca), o que corrobora com o resultado do IDA (figura
11C). Contudo, embora os insetos do tratamento com 4mg de GaBL tenham
consumido mais a dieta, os dados de RGR mostram que estes foram o0s que
menos ganharam biomassa (figura 14B), tendo ocorrido em todos os tratamentos
a perda de biomassa, devido a ineficiéncia na conversao do alimento ingerido
(figura 14C) que esta evidenciada pelos valores negativos de RGR e ECI
apresentado em todos os tratamentos com a lectina. Desta forma, GaBL exibe
acdo anti-alimentar, principalmente em menores concentracbes, e

antinutricionais.



67

Figura 14 - Parametros nutricionais de adultos de T. castaneum mantidos em
dieta artificial contendo GaBL (500pug, 1mg, 2mg ou 4mg). A: RCR = Taxa de
consumo de alimento (mg); B: RGR = Taxa de biomassa relativa do inseto (mg);
C: ECI = eficiéncia de converséo do alimento ingerido (mg).
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Sugere-se que a perda de biomassa seja uma consequéncia da
auséncia de atividade alimentar adequada. Napole&o e colaboradores (2013), ao
testar os efeitos do extrato de Myracrodruon urundeuva em Sitophilus zeamais
encontrou resultados semelhantes aos aqui apresentados, inferindo que a
ingestao de altos niveis de extrato pode interferir nos processos de digestao e
absorcao de nutrientes fazendo com que os insetos metabolizem suas reservas
corporais para sobreviver.

Com base nos dados pode-se constatar que o extrato de G. americana
exerce efeito sobre a sobrevivéncia e o0s parametros nutricionais de T.
castaneum mantidos em dieta artificial. Considerando que houve efeitos
relevantes na eficiéncia de converséo do alimento e por consequéncia no ganho

de biomassa destes insetos, surge a hipétese de que o extrato possa interferir
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de forma indireta no metabolismo do T. castaneum. Ha dados na literatura que
apoiam as observacbes aqui descritas. Rossi e colaboradores (2012)
descreveram os efeitos do extrato aquoso de folhas de mamona sobre larvas de
Spodoptera frugiperda, com enfoque nas altera¢des nos indices nutricionais e
sobrevivéncia destes insetos em dieta alimentar contendo diferentes
concentracdes do extrato.

O efeito deterrente alimentar do extrato de Melicope subunifoliolata
também interferiu no crescimento, no consumo de alimentos e na eficiéncia de
conversdo alimentar de S. zeamais (HO et al, 2003), assim como 0 extrato
aguoso de Schinus terebinthifolius afetou a sobrevivéncia e parametros
nutricionais de Sitophilus zeamais (CAMAROTI et al, 2018), o que também foi
observado nos ensaios dos presente trabalho.

Como citado anteriormente, saponinas, flavonoides, taninos e lectinas sao
0S componentes comumente relatados como agentes antinutricionais presentes
em amostras vegetais (ROSSI et al, 2012; SHANTIBALA et al, 2014), e como
demonstrado pela andlise fitoquimica, na fragdo 20% utilizada nos bioensaios
nao foi detectada a presenca de taninos e saponinas, que haviam sido
encontrados no extrato conforme descrito na tabela 3. Em contrapartida, a
fracdo em andlise teve atividade especifica (AHE 1219) determinada pelo teste
de hemaglutinacdo comumente realizado para deteccdo de lectinas, o que
corrobora com a hipétese de que sejam as lectinas o principal componente
responsavel pelo efeito antinutricional, fato comprovado no presente estudo,
uma vez que a lectina GaBL apresentou efeitos ainda mais pronunciados sobre
0S parametros nutricionais de T. castaneum e em menores concentragdes do

gue extrato e fracao.

Entre os produtos de origem vegetal aos quais tem sido atribuido o
potencial inseticida as proteinas, em especial os inibidores de proteases,
ureases, as lectinas tém tido cada vez mais destaque (DANG; VAN DAMME,
2015; MACEDO, 2015). Muitos ja sao os trabalhos que descrevem os efeitos de
lectinas na reducéo da sobrevivéncia de insetos de diferentes ordens, porém o0s
mecanismos de acdo parecem ser bastante variados. Insetos das ordens
Coleoptera (MACEDO et al, 2007; WALSKI et al, 2014), Lepidoptera (OLIVEIRA
et al, 2017; TAJNE et al, 2014), Isoptera (SILVA et al, 2009; LIMA et al, 2017)
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entre outras ja tiveram sua sobrevivéncia ou alteracdes fisiolégicas modificadas

devido a acdo de proteinas inseticidas de plantas.

5.2.4 Parametros bioquimicos de T. castaneum mantidos em dieta

artificial contendo G. americana

O conhecimento sobre o consumo e utilizacdo de alimentos € de grande
importancia na gestao de insetos pragas e para a compreencédo do mecanismo
de acdo de compostos inseticidas. Entdo, para investigar as possiveis alteracdes
metabdlicas oriundas da ingestao do extrato de G. americana, 0s niveis totais de
proteinas, triacilglicerdis, colesterol e glicose foram avaliados.

As informacfes sobre o metabolismo e os parametros bioquimicos em
insetos ainda vém sendo investigadas e 0s requisitos nutricionais variam
bastante. A hemolinfa pode fornecer uma leitura continua das caracteristicas
nutricionais e do estado metabdlico dos insetos, e as principais fontes de energia
incluem o alimento ingerido, que contém diversos macronutrientes e 0s proprios
nutrientes que ficam armazenados, estes incluem carboidratos complexos,
proteinas que sdo quebradas no trato alimentar e com menor relevancia a nivel
nutricional, as gorduras (KERKUT; GILBERT, 1985; SILVA et al, 2012) .

De maneira geral, as proteinas, quando estdo presentes em altas
concentracbes sdo decompostas em aminoacidos por enzimas proteoliticas,
principalmente endo e exopeptidases, e sdo absorvidas passivamente através
da parede do intestino médio, sendo as cisteino proteases as enzimas
dominantes em Coleopteras. Tanto enzimas como proteinas estruturais,
participam das reacfes de mudanca de estagio, desde a embriogénese até a
reproducdo. Sabe-se ainda que, em dietas com baixo valor nutricional ou
situacOes de baixo consumo alimentar ocorre a diminuicdo da secrecédo de
enzimas digestivas e por consequéncia a diminuigdo da absor¢do dos produtos
oriundos da hidrélise (CHOWN; NICOLSON, 2004; MARDANI-TALAEE et al,
2017).

Os carboidratos, sdo componentes importantes da dieta para a maioria
dos insetos. Eles sao utilizados como combustivel respiratério, e podem ser
convertidos em lipidios, moléculas utilizadas pelos insetos como reserva

energética bem como na sintese de varios aminoacidose através do
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fornecimento de esqueleto de carbono (CHAPMAN, 2013). Além disso, a cuticula
dos insetos contém caracteristicamente o polissacarideo quitina. Os carboidratos
oriundos da dieta sdo absorvidos rapidamente e de forma completa, e sé&o
estocados no musculo de véo ou no corpo gorduroso, o glicogénio e a trealose
Sao as principais reservas nos tecidos e sao sintetizados quando a ingestao de
carboidratos é maior do que o que é imediatamente necesséario, como na dieta
utilizada neste trabalho. Ambos podem ser facilmente convertido em glicose
qguando as reservas precisam ser mobilizadas (KLOWDEN, 2013; PIMENTEL et
al, 2018).

Os lipideos séo facilmente sintetizados pelos insetos ndo sendo
constituintes dietéticos geralmente essenciais, mas ainda assim 0s insetos
exigem uma fonte alimentar de acidos graxos polinsaturados (PUFAS), e todos
0S insetos requerem esterois, que em geral € o colesterol, para sintese de
feromonios, principalmente (ATELLA et al, 2012; CHOWN; NICOLSON, 2004).
ApOs absorcgdo, os &cidos graxos sdo convertidos a diacilglicerois (DAG) nas
células do intestino e retornam a hemolinfa como lipoforina. No corpo gorduroso
os DAG sdo convertidos a TAG para estocagem. A lipolise ocorre
predominantemente no intestino médio, com participacdo de diversas lipases.
Para os insetos que se alimentam de sementes, tais como o T. castaneum, ainda
nao se tem exatiddo sobre as lipases responsaveis pela digestdo dos TAG.
(CHAPMAN, 2013; KLOWDEN, 2013).

Pode-se observar, na figura 15, que houve alteracdo significativa (p <
0,05) nos niveis de todos os metabdlitos avaliados dos insetos alimentados com
dieta contendo extrato em comparacédo ao controle. O nivel de proteinas diminuiu
nos adultos mantidos na dieta a 250mg. O nivel de colesterol foi reduzido nos
tratamentos de 100mg e 250mg. O nivel de glicose foi alterado em todos os
tratamentos. A dieta de 500mg aumentou significativamente os niveis de TAG e

de glicose.
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Figura 15 — Perfil bioquimico total de adultos de T. castaneum mantidos em dieta
artificial contendo ou néo extrato de G. americana. A: proteinas totais; B: glicose
total; C: TAG total; D: colesterol total.
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Na presenca de aleloquimicos tais como taninos e compostos fendlicos,
pode ocorrer falhas na digestibilidade de proteinas bem como efeito deterrente
(BEHMER et al, 2002). Os taninos, podem ainda interferir na estrutura de
proteinas causando perda funcional (PAIVA et al, 2012). Estes fatos podem
justificar tanto a maior mortalidade na dose de 250mg (figura 10) como a reducéo
observada nos niveis de proteinas (figura 13) dos insetos tratados com o extrato
de G. americana. As saponinas, presentes no extrato de G. americana, em
especifico, podem reduzir os niveis de proteinas e aminoacidos livres, e ja foram
descritas por interferir na atividade de proteinases intestinais de T. castaneum,
Tenebrio molitor e Dermestes maculatus, tendo relevante papel no controle de
pragas, pois além de serem toxicas sao destacados agentes antinutricionais para
insetos (CHAPMAN; HALL, 1996).

Considerando os dados obtidos na analise dos niveis de glicose pode-se

inferir que nos tratamentos de 100mg e 250mg houve o consumo da dieta rica
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em carboidratos havendo uma reducdo nos niveis de glicose pois esta
possivelmente esta sendo armazenada na forma de glicogénio no corpo
gorduroso ou trealose na hemolinfa. No bioensaio com o tratamento com 500mg
houve aumento na concentracao de glicose, sendo esta a dose mais deterrente
(menor consumo pelos insetos) sugerindo que estes podem estar utilizando as

reservas energeéticas para a producéo de glicose (figura 13).

Os niveis totais de proteinas, glicose, TAG e colesterol também foram
analisados, a fim de elucidar a interferéncia da fracdo proteica originada a partir
do extrato aquoso de G. americana sobre T. castaneum (figura 16). Os dados
mostram que em todos os tratamentos houve diferenca significativa, quando
comparados ao grupo controle, na absor¢cdo ou metabolizacdo dos nutrientes

acima citados.

O nivel de proteinas reduziu em todos os tratamentos, sendo a reducao
mais acentuada na dose de 25mg (Figura 16A), sugerindo assim uma ma
digestibilidade destas moléculas. Partindo-se da hipétese de que sejam as
lectinas os agentes responsaveis pelo efeito antinutricional da F20%, a ma
digestibilidade de proteinas também tem sido atribuida a elas em testes com
dietas artificiais (LIMA et al, 2017; NUNES et al, 2015).

A glicose também foi reduzida nos tratamentos contendo 25mg, 50mg e
100mg e no tratamento de 250mg nao houve diferenca significativa quando
comparado ao controle (figura 16B). Embora tenham consumido a dieta de modo
satisfatorio é possivel observar que os insetos ndo conseguem absorver e
metabolizar esses nutrientes, podendo interferir assim até na estocagem e

posterior utilizacdo das reservas energéticas (CHAPMAN, 2013).

Com relacédo aos lipideos, os TAG, importantes reservas energeéticas para
0S insetos, assim como ocorreu para a glicose, teve seus niveis totais reduzidos
nos tratamentos de 25mg, 50mg e 100mg, mas nao houve diferengca em relacéo
ao controle na dose de 250mg (figura 16C). Informagles precisas sobre os
efeitos desta reducdo precisam ser melhor investigadas, ja que os TAG sao
geralmente digeridos e absorvidos pelo epitélio intestinal e transportados para
outros tecidos, em especial para o corpo gorduroso onde serao estocados, e na

corrente investigacdo ainda ndo foram realizadas analises em tecidos
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especificos, que permitiriam obter maiores consideracdes sobre 0s processos de
digestdo, absor¢cdo, metabolizacdo e transporte de TAG, que possam estar
sendo afetados.

Figura 16 — Perfil bioquimico total de adultos de T. castaneum mantidos em dieta
artificial contendo ou ndo F20% de G. americana. A: proteinas totais; B: glicose
total; C: TAG total; D: colesterol total.
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Uma das hipéteses que surgem relaciona-se com a interacdo dos
componentes da fracdo com proteinas e lipoproteinas de transporte de lipideos,
uma vez que estas moléculas ja foram descritas na literatura como alvos-
moleculares das lectinas (LIMA et al, 2017; NAPOLEAO et al, 2018). J& para o
colesterol (figura 16D), todos os tratamentos reduziram consideravelmente os
niveis de colesterol em comparacao ao controle, visto ser esta uma molécula de
grande relevancia para a sintese de hormdnios como ecdisteréides e feroménios
pode ser este um importante mecanismo de acdo de G. americana sobre T.

castaneum. A reducdao e disponibilidade de nutrientes pode envolver modificacéo
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quimica do nutriente, formacdo de complexos com ele, ou interferéncia na sua
digestdo ou absorcédo (PARRA et al, 2009).

A fim de, confirmar a hipotese da metabolizacdo das reservas
energéticas que pode ter sido umas das consequéncias da redu¢do do consumo
alimentar e da taxa de biomassa observada nos insetos mantidos na dieta com
GaBL, bem como ratificar o papel de GaBL como um dos compostos
responsaveis pelo efeito antinutricional observado ao longo do ensaio com todas
as amostras analisadas, foram avaliados também os niveis totais de proteinas,
glicose, TAG e colesterol (figura 17).

Foi observado que, para proteinas, houve aumento no nivel total na
menor dose (500ug) e na maior dose (4mg) e os demais tratamentos nao
diferiram do controle (figura 17A). Para a glicose (figura 17B) o aumento seguiu
0 padrao dose-dependéncia em relacao a deterréncia alimentar. Os niveis foram
aumentando conforme reduzia o efeito deterrente, ou seja, a dose mais
deterrente (500ug) teve o nivel de glicose reduzido em relagédo ao controle, a de
1mg néo diferiu do controle, a de 2mg foi maior que o controle. Quando
aumentou ainda mais a concentragéo da lectina na dieta (4mg), ocorreu uma
reducao nos niveis de glicose a um nivel semelhante a dose de 500ug, a que o
inseto menos se alimentou. Essa reducdo sugere que a glicose tenha sido
consumida devido a privacdo alimentar, e que diante disso ndo seria possivel a
sintese de trealose, principal molécula de armazenamento de glicose na
hemolinfa, e que é comumente requerida em casos de privacdo alimentar e de
baixas concentracdes de lipideos.

Os niveis de TAG também foram alterados pelo tratamento com a
lectina em todas as concentragdes, havendo reducao consideravel dos niveis em
todas as doses testadas (figura 23C). Este é um efeito bastante significativo do
ponto de vista da bioquimica de insetos assim como para o controle de pragas.
Os lipideos sao a principal fonte de energia utilizada pelos insetos, de grande
relevancia nos estados de alta demanda energética como durante o voo e
oviposicdo (ATELLA et al, 2012), em especial nas situacdes de privacao
alimentar. Além disso, o acumulo e mobilizacdo de lipidios é particularmente
importante para a reconstrucdo e bioquimica do corpo nos insetos
holometabolos (CHAPMAN, 2013).
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Figura 17 — Perfil bioquimico total de adultos de T. castaneum mantidos em dieta
artificial contendo ou GaBL. A: proteinas totais; B: glicose total; C: TAG total; D:
colesterol total.
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Sabe-se que os carboidratos da dieta de T. castaneum séo facilmente
metabolizados em TAG para serem armazenados no corpo gorduroso, 0 que
corrobora com a hipétese que GaBL interfere na absorcédo de nutrientes ja que
mesmo no tratamento onde houve maior consumo alimentar (4mg) ainda assim
os niveis de TAG permaneceram negativos (figura 23C), indicando reducédo nas
concentracdes deste metabdlito livre no inseto. KIKUTA, 2018 também descreve
a reducdo nos niveis de TAG devido a privacéo alimentar.

A figura 23D, mostra o perfil de colesterol dos insetos apds os 28 dias
mantidos em dieta artificial com GaBL. Assim como para a fracdo proteica, a
lectina isolada de G. americana reduziu a valores negativos o nivel de colesterol
dos insetos, que do ponto de vista do controle de pragas é bastante importante,

uma vez que o colesterol € um dos principais precursores dos feromonios.
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Considerando que lectinas sdo capazes de interagir com a porcéo
glicosilada da membrana peritrofica, de grande relevancia nos processos de
absorcdo dos nutrientes dos insetos, é possivel que a reducdo no nivel de
moléculas energéticas possa também estar ocorrendo por uma perturbacao
nessa membrana (COELHO et al., 2009).

5.3 Inibicdo da oviposicdo de T. castaneum mantido em dieta artificial

contendo G. americana

Considerando que a literatura atribui a muitos extratos vegetais e seus
constituintes a interferéncia na biologia e no ciclo reprodutivo de insetos de
diferentes ordens, no corrente estudo também foi avaliado o efeito sobre a
reproducdo de T.castaneum mantidos em dieta artificial com G. americana. A
figura 18, traz o resultado da avaliacdo do percentual de larvas eclodidas ao
longo dos 28 dias nos quais ocorreu o experimento (BERNARDI et al, 2017,
BORGES et al, 2019; SEIFI et al, 2018).

Houve reducéo significativa no percentual de larvas eclodidas em todas
as doses e em todos as amostras analisadas em relacdo ao controle, tendo a
fracdo conseguido inibir até 100% a ecloséo de larvas ao longo dos 28 dias do

bioensaio.

Para o extrato a maior dose (500mg) foi responsavel pela reducao de
96,3% da ecloséo de larvas ao longo dos 28 dias. Isso pode ser justificado devido
a atividade deterrente atribuida ao extrato de G.americana (63% de deterréncia
alimentar figura 11A). A reducdo na ingestao a privacdo de alimento causam
estresse de fome em insetos interferindo entre outros aspectos no seu
comportamento, reproducao e sobrevivéncia (PARK, 2009).

Elimam e colaboradores (2009) mostraram o forte efeito inibidor da
oviposicdo de Ricinus communis L. contra Anopheles arabiensis e Culex
quinquefasciatus com indices de até 100% de inibicdo. O extrato aquoso de
Ammi visnaga Linn. também teve efeito sobre a oviposicdo de fémeas de
Tetranychus urticae Koch (PAVELA, 2015).
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Figura 18 - Ecloséo de larvas de T. castaneum mantidos 28 dias em dieta artificial

contendo ou ndo G. americana. A: extrato aquoso, B: fracéo proteica e C: GaBL.
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Assim como para o extrato, os possiveis efeitos sobre a ecloséo de larvas
de T. castaneum mantidos em dieta artificial contendo a fracao proteica de G.
americana também demonstrou reduc¢do significativa em todos os tratamentos,
em especial nas doses de 50mg e 100mg, nas quais houve 100% de reducédo do
namero de larvas eclodidas (figura 18B). Fracfes proteicas enriquecidas de
lectina de Crotalaria spectabilis e Moringa oleifera interferiram na eclosao de

ovos de nematoides gastrointestinais de ruminantes (SALLES et al, 2014).

Embora com reducao significativa em relacdo ao controle a dose de
250mg conseguiu se reproduzir quando comparada a doses menores como
50mg e 100mg onde n&o foram observadas eclosdes de larvas. Isso sugere que
0s insetos deste tratamento, que tiveram seus niveis de glicose e TAG néo

divergindo do controle, conseguiram manter niveis energeéticos suficientes para
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reproducdo, 0 que ndo aconteceu com 0S que tiveram esses mMesmos

parametros reduzidos.

Do ponto de vista metabdlico, sabe-se que os TAG podem representar até
40% do peso seco de ovos e sdo as principais reservas energéticas para o
embrido em desenvolvimento. Com base nos dados aqui apresentados, a
reducdo dos niveis de TAG provocado pela ingestédo da fracdo de G. americana,
pode estar associado a reducédo significativa de larvas eclodidas ao longo do
ensaio. Além disso, outras fontes energéticas tais como colesterol e
carboidratos, que também poderiam suprir as necessidades dos novos embrides
na auséncia de TAG, foram igualmente reduzidos. Uma vez que, néo foi avaliado
a oviposicao propriamente dita, ndo se pode afirmar que este foi o mecanismo
gue gerou a reducao das larvas ao longo do teste, outras hipéteses também sao
aceitas, tais como esterilidade por deficiéncia energética e hormonal e a
alteracdo na atividade das lipoforinas, que poderiam direta ou indiretamente
reduzir o potencial reprodutivo destes insetos (KLOWDEN, 2013; CHAPMAN,
2013).

Embora pouco se saiba sobre a capacidade que as lectinas tem de
interferir na oviposicado ou eclosédo dos ovos, muitos autores tém atribuido esta
atividade as lectinas (MACEDO et al, 2007). Neste trabalho, houve reducao
significativa na ecloséo de larvas em todos os tratamentos contendo GaBL em

comparacao ao controle (figura 18C).

Sabe-se que a funcao principal dos adultos é relacionada a reproducao e
essa funcdo depende da interacao e integracao de processos comportamentais
e fisiol6gicos que estdo correlacionados ao consumo, conversao e utilizagdo do
alimento. A producao de ovos depende do acumulo de energia e nutrientes pela
fémea, 0 que faz com que elas precisem consumir mais e ganhar mais peso
(PARRA et al, 2009). Algumas das hipoteses que podem ser levantadas a fim de
justificar a reducéo na eclosao de larvas de T. castaneum com a utilizacao de G.
americana considera a reducao nos niveis de reserva energética e moléculas de
importancia no processo de reproducdo e oviposigdo, tais como os TAG e o

colesterol.
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O potencial das lectinas enquanto molécula inseticida a ser utilizada nos
sistemas de manejo de pragas tem sido cada vez estabelecido. Entre os
mecanismos de acdo associados a esta atividade das lectinas vegetais sugere-
se a associacdo com estruturas glicosiladas presente nas membranas, em
especial na membrana peritréfica que reveste o0 intestino dos insetos,
provocando a desorganizacdo da estrutura do epitélio da membrana peritréfica
afetando assim a alimentacéo, por meio da reducao da digestao e absorgéo dos
nutrientes; interferéncia nas vias de sinalizacéo e transporte, uma vez que tem
muitas estruturas de transporte entre seus alvos-moleculares, como a lipoforina;
e modulacéo de atividades enzimaticas que reflete diretamente na organizacéo
e eficiéncia do processo de digestdao (LARGADA-DIAZ et al, 2016; LIMA et al,
2018; MACEDO et al, 2014; NAPOLEAO et al, 2018; ROY;DAS, 2015;
SPRAWKA et al, 2014).

As funcdes digestivas em insetos representam um modelo riquissimo
de informacdes tanto para a fisiologia e bioquimica de insetos, como para as
técnicas de controle de pragas, que tem hoje o conhecimento sobre o sistema
digestorio dos insetos como um dos maiores métodos de desenvolvimento de
novos inseticidas biorracionais. Esses agentes racionais permitem um controle
seletivo, que tem como alvo caracteristicas fisiolégicas do inseto, e que
preferencialmente ndo seja encontrada em plantas e mamiferos hospedeiros.
Neste sentido, os componentes bioquimicos ou vias bioquimicas que
apresentam caracteristicas bem diferenciais em insetos sao considerados bons
alvos para isso (MACEDO et al, 2014; MOREIRA et al, 2012; SILVA et al, 2012).

No presente trabalho, algumas analises ndo apresentaram efeito dose-

e

dependéncia, efeito que € bastante comum para a maioria dos agentes
inseticidas conhecidos. No entanto, este € um mecanismo que pode ser
justificado pelo potencial de resisténcia, cada vez mais observado entre os
insetos. Entre os diferentes mecanismos que tem sido atribuido a resisténcia dos
insetos as substancias inseticidas, quatro deles poderiam justificar a ndo dose-
dependéncia apresentada. Primeiro, a alteracdo comportamental, que permite
gue o inseto evite 0 contato com o agente por reconhecer a presenca dele no
ambiente, o que pode ser observado a partir da analise do efeito deterrente do

extrato, onde na maior dose (500mg), o inseto, mesmo com a oferta alimentar,
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ndo consumiu a dieta. O segundo mecanismo, € a resisténcia metabodlica,
caracterizada pelo aumento na capacidade de metabolizacdo dos agentes
inseticidas, através ou de enzimas de detoxificacdo ou de microrganismos
simbiontes que também sdo capazes de metabolizar e eliminar substancias
toxicas. Neste trabalho, esta pode estar associada ao aumento nos niveis de
proteinas apresentado em algumas concentragfes (500mg do extrato; 500ug de
GaBL), quando comparadas ao controle, mas que n&do pode ser confirmada pois
nao foram realizadas analises especificas a fim de identificar quais proteinas
estdo diferencialmente concentradas nos insetos. O terceiro € o fendbmeno da
saturacdo que é descrito por por Dettner e colaboradores (1992). Segundo esses
autores, devido ao volume geralmente pequeno de glandulas, inseticidas
naturais ativos funcionam em concentracfes particularmente baixas,
principalmente se estiverem em uma mistura de compostos. Este fenbmeno
pode ter ocorrido, por exemplo, no ensaio de deterréncia da lectina, onde a
amostra mais concentrada, a 4mg, apresentou deterréncia fraca comparada com
concentracbes menores, onde houve deterréncia moderada. O quarto
mecanismo, é a reducao na penetracdo cuticular, por meio da modificacdo da
composi¢cdo molecular que pode interferir nos alvos moleculares dos inseticidas
nos insetos em avaliacdo. Este mecanismo nao pode ser relacionado, ou
observado neste trabalho (BOSHE; WELTE, 2016; BOYER et al, 2012; LORINI;
BECKEL, 2002; MOREIRA et al, 2012; ZHU et al, 2010).
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6. CONSIDERACOES FINAIS

No presente trabalho, o extrato aquoso, a fracdo proteica e a lectina
iIsolada da casca de Genipa americana foram avaliadas quanto ao seu potencial

inseticida contra adultos de Tribolium castaneum.

A analise fitoquimica mostrou que no extrato foram encontrados taninos,
saponinas e esteroides. Ja na fracdo, ndo foi encontrado nenhum componente
caracteristico do metabolismo secundério das plantas, mas elevado contetdo
protéico, incluindo a lectina GaBL.

Os resultados com os bioensaios mostram que o0 extrato apresentou
maior atividade inseticida contra T. castaneum mantido na concentracdo de
250mg/g. O extrato também apresentou relevante efeito deterrente e
interferéncia nos parametros nutricionais e bioquimicos demonstrados pela
reducdo do consumo alimentar e ineficiéncia na conversdo de alimento,

ocasionando perda de biomassa.

A fracdo 20%, também exerceu efeito inseticida em T. castaneum nas
concentracfes de 50 e 100mg/g. Diferente do extrato, ndo foi observado efeito
deterrente em decorréncia da dieta contendo a fragdo 20%. Entretanto, mesmo
consumindo de forma satisfatéria o alimento, os insetos ndo conseguiram

converter este em biomassa, e em reservas energéticas.

A lectina isolada (GaBL) € um dos principios ativos da ac¢éo inseticida.
Além disso, houve consideraveis efeitos deterrentes e sobre todos os

parametros nutricionais e bioquimicos analisados.

Todas as preparacOes avaliadas (extrato, fracdo e GaBL) mostraram
efeito sobre a capacidade reprodutiva (reducdo na ecloséo de ovos), tendo a
fracdo reduzido a zero o numero de novos insetos gerados em alguns
tratamentos, constituindo assim biomateriais de elevado potencial como método

alternativo para o controle de insetos-praga.

Este € o primeiro relato de investigacdo do potencial inseticida de cascas
de G. americana contra T. castaneum e um dos primeiros trabalhos a abordar o

uso de fracGes proteicas pré-purificadas como agente inseticida.
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7. PRODUGOES CIENTIFICAS

Apresentacdo de trabalho na forma de banner durante a XIV Reunido
regional da SBB(q realizada em Salvador em 2018. (Anexo A)

Prémio SBBq de melhores cartazes apresentados durante a XIV Reunido
regional da SBBq realizada em Salvador em 2018. (Anexo B)

Patente oriunda da atividade inseticida de GaBL sobre T. castaneum
depositada no INPI (BR 10 2020 005977 7). (Anexo C)

Artigo submetido ao periddico Industrial Crops and Products intitulado:
“Biotoxicity of aqueous extract of Genipa americana bark on red flour
beetle Tribolium castaneum (Herbst)”.

Participacdo como co-inventora de duas patentes depositadas no INPI
(BR 10 2019 017475 7 e BR 10 2020 006006 6). (Anexos D e E)
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ANEXO A - producdo referente a tese

Apresentacao de trabalho na forma de banner durante a XIV Reuni&o
regional da SBBq realizada em Salvador em 2018.
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EXTRACT AGAINST TRIBOLIUM CASTANEUM de autoria de
CHICUTA,C.P. L., LIMA, J. K. A,, SANTOS, M. L. 5., COSTA,R. B,
BARROS, A.C. A, GRILLO, L. A. M., GOMES, F. S. durante a 14?
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Salvador, 25 de novembro de 2018.

Ramon dos Santos El-Bacha

Presidente do Comité Organizador da XIV Reunido Regional da SBBq
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ANEXO B - producdo referente a tese

Prémio SBBq de melhores cartazes apresentados durante a XIV Reuni&o
regional da SBBq realizada em Salvador em 2018.
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ANEXO C - producéao referente a tese

Patente oriunda da atividade inseticida de GaBL sobre T. castaneum
depositada no INPI (BR 10 2020 005977 7).
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Titulo da Invenglio ou Modelo de Lecting de cascas de jenipapo (Genipa americana L) com atividade
Utilidade (54): inseticida contra adultos do bescuro Tribolium castaneum (Herbst

Resumo:

1797) (Coleoptera: Tenebrionidas)

Estratégias de controle de insstos-prage de gréos armazenados s8o
de interesse das indistrias agricolas e alimenticias. O Tribolium
castaneum, uma das mais relevanies, economicamente, pragas de
produtos armazenados, em apresentado alta resisténcia contra
pesticidas sintéficos. Meste sentido, a busca por produtos botinicos
que apresentem mecanismos de agio com menores efeitos residuais
e baixa toxicidade aos demais animais tém aumentado
consideravelmente. Entre esses, as moléculas orundas do
metabolismo das plantas que geram efeitos ndo toxicos, em especial
as proteinas, tém recebido maior atengo. A Genipa americana L,
reconhecida devido a8 sua importéncia econdmica & uso na culinania
tradicional, ndo apresenta na literatura trabalhos que descrevam seu
potencial inseticida a insetos da ordem coledptera, & nenhum contra
o T. castaneum. Assim, na presente invengio a lectina isolada de G.
americana inibiu a alimentagdo dos insetos, além de interferir na
sobrevivéncia e reprodugio destes, quando inserida na dieta
alimentar, tendo a concantragio de 2mg reunido as melhores
caracteristicas. |sso sugere que a lectina de G. americana & uma
importante malécula para o controle de T. castaneum seja por meio
da incorporagéo em iscas tdxicas, ou aplicagio em técnicas de
recombinagio génica para melhoramento genético de plantas.

Figura a publicar: 1
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ANEXO D - producdo nao referente a tese

Preparagbes com atividade inseticida contra insetos adultos do besouro
Tribolium castaneum (Herbst 1797) (Coleoptera:
Tenebrionidae)
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Dados do Pedido

MNatureza Palerle: 10 - Patenie de Invengdo (PI)

Thtulo da Invenglio ou Modelo de Preparagies com atividade inseticida contra insetos adulios do
Utilidade (54): besouro Tribolium castaneum (Herbst 1787) (Coleoptera:

Tensbrionidae)

O besouro castanho avermelhado, Tribolium castaneum (Coleoptera:
Tensbrionidae). & um dos insetos praga de gréos armazenados que
mais gera danos & indistria de produtes de armazenamanto. Para
controlar esta praga, utiliza-se, principalments, agrotdxicos.
Entretanto, a resisténcia adquirida por insetos & a elevada toxicidade
desses compostios sobre o ambients & organismos n&o-alvos tBm
levado a um aumenio na busca por produtos naturais isentos de
toicidade e efetivos no controle de insetos praga. Uma poderosa
farramenta para o mansjo integrado desta praga & a utilizagio de
extratos & fragio concentrada de lectinas (proteinas ou
glicoproteinas que reconhecem carboidratos & aglutinam c2lulas) da
plantas tém apresentado atividade inseticida e por esse motivo tém
sido bastante estudados. Dentre elas, Crotalaria stipularia,
pertencents & familia Fabaceas, apresenta ampla distribuigdo em
ambientes de Mata Atlantica sendo importante na alimentagéo
bowina. Foram preparados o extrato & a fragio de C. stipularia e
foram avaliados a atividade inseticida & os efeitos na reprodugéo dos
insetos adultos de T. castaneum, resultando na mortalidade e
interferindo na reprodugio dos insetos fratados. Desta forma, a
preparagio do extrato e fragho das sementes de C. stipularia
constituem um biomaterial (isca tdxica) com potencial para ser
utilizado no controle de T. castaneum.

Flgura & publicar: 01
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ANEXO E - producéo néo referente a tese

Obtencdo de inseticida a partir do colmo de Guadua angustifélia Kunth
(Poaceae: Bambusoideae) contra o] besouro Tribolium
castaneum (Herbst 1797) (Coleoptera: Tenebrionidae)
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Dados do Pedido

MNatureza Palerle: 10 - Patenie de Invengdo (PI)

Thulo da Invenglio ou Modelo de Cbiencio de inseticida a partir do colmo de Guadua angustifolia
Utilidade (54): Kunth (Foaceas: Bambusoidess ) confra o besouro Tribolium

castaneum (Herbst 1797) (Codeoptera: Tenebrionidae)

O besouro castanho avermelhado, Tribolium castaneum (Coleoptera:
Tensbrionidse). atualments & um importante inssto praga causador
die grandes prejuizos econdmicos em grio armazenados na América
div Sul. Dentre os diversos métodos altemativos explorados com a
finalidade de controlar pragas de grios, os extratos de plantas vem
ganhando espago por ser de faci obtengdo e manuseio, sendo uma
importante alternativa para o plano de agdes voltadas ao manejo
integrado de pragas (MIP) & a redugio do consumo de agrotxicos.
A Guedua angustifolia & uma espécie de bambu bastante utilizada
pelo homem em diversas atividades, tais como fonte de alimenio,
medicamento & material de construgde civil. Ma presente invengdo
foram preparados o extrato do colmo pulverizado da Guadua
angustifolia e foram submetidas 8 avaliagio da atividade inseticida
dos insetos adultos de Tribolium castaneum, resultando na
interferéncia nos efeitos na sobrevivéncia (50% de mortalidade) e
deterréncia alimentar dos insetos tratados. Desta forma, a8
preparagio do extrato do colmo da Guadua angustifolia apresenta
ser uma importante ferramenta, funcionando como isca com
potencial tdeico para utilizagdo no controle de Tribolium castaneum.
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