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MEDEIROS, A. L. A. Efeito do extrato aquoso de Couratari guianensis Aubl.
(Lecythidaceae) sobre Drosophila melanogaster (Diptera - Drosophilidae). 46f.

RESUMO

Este estudo é sobre o Couratari guianensis Aubl, uma arvore de interesse
madeireiro com uma gama de estudos voltados para sua conservacao pelo fato de
estar apontada como uma espécie vulneravel a extingdo e estudos a respeito de seus
metabdlitos secundarios, tdo como acao inseticida, ainda ndo foram realizados. O
objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial efeito inseticida dos extratos aquosos
das folhas e casca de C. guianensis sobre Drosophila melanogaster. Os extratos
foram obtidos através dos materiais seco e fresco das folhas e casca. Cada bioensaio
foi constituido pela mistura dos extratos a dieta das moscas em sete tratamentos:
grupo controle (2 mL de meio de cultivo para as moscas e agua destilada), trés
concentracdes para folha (25%, 50% e 100%) com meio de cultivo e trés
concentracdes da casca ((25%, 50% e 100%). Em cada tratamento foram utilizados
tubos de ensaio contendo 20 larvas de D. melanogaster como método da pesquisa.
Os parametros analisados em cada bioensaio foram a taxa de sobrevivéncia e
desenvolvimento. Os resultados obtidos nos testes foram submetidos a analises
estatisticas usando o método Shapiro-Wilk, para a analise do afastamento da
normalidade dos dados. Foi utilizado também o método de Levene, para medir a
homocedasticidade das variancias. Os dados que apresentaram distribuicédo
aproximadamente normal e homocedasticidade foram sujeito aos testes de hipoteses
usando analises de variancia (ANOVA), com testes de Tukey para as comparagdes
das médias pares a par. Medianas de Kruskal-Wallis foram tulizidas também nos
casos em que os pressupostos da ANOVA néo foram atendidos, assim como testes
de Mann-Whitney. ApOs 0s experimentos estatisticos, contatou-se que os extratos, de
material vegetal seco e fresco, da folha e da casca, ndo apresentaram efeito
significativo sobre a sobrevivéncia e desenvolvimento dos insetos em nenhum dos
bioensaios.

PALAVRAS-CHAVE: Tauari. Metabdlitos secundarios. Bioprospeccéo. Inseticida.



ABSTRACT

This work is based on a study about Couratari guianensis Aubl, a wood tree
of commercial interest with a range of studies aimed at its conservation by the fact that
it is considered a species vulnerable to extinction and studies on its secondary
metabolites, as well as its insecticidal action were not performed. The objective of this
work was to evaluate the insecticidal effect of aqueous extracts of leaves and bark of
C. guianensis on Drosophila melanogaster. The extracts were obtained through the
dry and fresh materials of the leaves and bark. Each bioassay was composed of the
mixture of dietary extracts of flies in seven treatments: control group (2 mL of culture
medium for flies and distilled water), three concentrations for leaf (25%, 50% and
100%) with medium culture and three bark concentrations (25%, 50% and 100%). In
each treatment, test tubes containing 20 larvae of D. melanogaster were used as the
research method. The parameters analyzed in each bioassay were the survival rate
and development. The results obtained in the tests were submitted to statistical
analysis using the Shapiro-Wilk method, for the analysis of diversion from normality of
the data. The Levene method was used to measure the homoscedasticity of variances.
The data that presented approximately normal distribution and homoscedasticity were
subjected to the hypothesis tests using analysis of variance (ANOVA), with Tukey's
tests for the pair-to-pair comparisons. Kruskal-Wallis medians were also used in cases
where ANOVA assumptions were not met, as were Mann-Whitney tests. After the
statistical experiments, extracts of dry and fresh plant material, leaf and bark were
found to have no significant effect on the survival and development of insects in any of
the bioassays.

KEYWORDS: Tauari. Secondary metabolites. Bioprospecting. Insecticide.
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1. INTRODUCAO

As plantas sempre foram muito utilizadas pelo homem, que vem extraindo
de varias formas seus recursos naturais para aumentar as suas chances de
sobrevivéncia e melhorar suas condi¢des de vida. A utilizag&o de vegetais varia desde
finalidades medicinais, aromaticas a alimentares. Parte da populagdo mundial utiliza

esses produtos como ferramentas na agricultura familiar (BALICK e COX, 1997).

A grande demanda por alimentos resulta na necessidade de ampliacao da
produtividade agricola, acarretando na busca de alternativas para impedir que fatores
biéticos, como os insetos, possam causar danos ao plantio. Dentre estes mecanismos

estdo os inseticidas sintéticos (JOBIM et al., 2010).

A aplicacdo de inseticidas quimicos € o método utilizado em grande
proporcao na agricultura, com a finalidade de proteger a producdo de alimentos dos
insetos considerados praga. Contudo, a utilizacdo indiscriminada destes pode
acarretar em maleficios a outros organismos, além das pragas, atuantes em diferentes
niveis troficos. De acordo com Peres et al., (2005) eles podem chegar a afetar toda
biota existente no local em que séo aplicados, afetando também indiretamente os

lencdis freaticos e a saude humana (RIGOTTO e ROCHA 2014).

Uma vez que, a utilizacdo de produtos quimicos causa desequilibrio
biolégico, torna-se necessario encontrar formas alternativas para o0 manejo integrado
de pragas agricolas. Os extratos vegetais sdo uma boa alternativa de manejo, por
apresentarem compostos naturais menos nocivos ao ambiente. O menor impacto
destes extratos se deve ao fato de serem mais rapidamente degradaveis do que os
compostos sintéticos, assim como, por poderem ser mais especificos, voltados para

afetar apenas o seu alvo (VENTUROSO et al., 2011).
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As espécies vegetais produzem compostos que auxiliam na sua
sobrevivéncia ao ambiente em que estdo inseridas, tendo metabdlitos secundarios
que atuam como defensivos quimicos (BOWLES, 1990; GOBBO-NETO e LOPES,
2007) contra agentes bioldgicos que sdo capazes de causar algum tipo de dano. Essas
substancias podem ter efeito inibitério sobre a alimenta¢cdo ou ovoposi¢do em plantas
cultivadas, ou podem ser prejudiciais ao desenvolvimento e crescimento larval de

insetos herbivoros. (ISMAN, 2006).

Algumas espécies vegetais apresentam propriedades Uteis para o controle
alternativo de pragas. Nos argumentos de Quarles (2006), os extratos botanicos
manifestam vantagens sobre inseticidas sintéticos por apresentarem menor valor
téxico, por terem menor concentracdo, além de sofrerem rapida degradacéo, podendo
também exibir multiplos modos de acdo, o que resulta em menor probabilidade de
resisténcia dos mesmos. Além disto, podem ser mais seletivos quanto aos grupos de

insetos afetados (QUARLES, 1992).

Na concepcdo de Heimerdinger et al., (2006) o uso de plantas com
bioativos, além de desempenharem a¢Bes como a inibicdo, possuem vantagens nas
pesquisas como  suprimento sustentavel, de baixo custo e de maior

biodegradabilidade.

O Brasil contém a maior biodiversidade de espécies do mundo. De acordo
com Calixto (2003), o conhecimento a respeito da vasta diversidade genética e
biomolecular de nossos ecossistemas ainda esta em fase inicial. Esta caréncia de
informacdes é especialmente alarmante na regido Amazoénica (SOUSA et al., 2014).
Estudos a respeito dos efeitos de extratos de plantas nativas do Brasil sobre insetos

podem proporcionar a obtencdo de novas moléculas, que por sua vez poderiam tomar
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o lugar de compostos sintéticos utilizados para o manejo de pragas agricolas

(SANTOS et al., 2007).

A familia botanica Lecythidaceae apresentam metabdlitos secundarios
como alcaloides, taninos, saponinas, esteroides e flavonoides (ANDRADE e
MEDEIROS, 2015). Couratari guianensis Aubl € uma espécie do género Couratari que
é utilizado por comunidades tradicionais como repelente de insetos (SANTOS et al.,
2016). Entretanto, apesar de pertencer a um género que tem atraido atencao pelo seu
potencial madeireiro (ALVINO et al., 2005), ainda ndo foram realizados estudos
testando os efeitos de extratos desta planta sobre insetos, em condi¢cdes controladas.
Assim, torna-se importante a execu¢cao de bioensaio com insetos para averiguar tal

hipotese.

Drosophila melanogaster (MEIGEN, 1830), popularmente conhecida como
mosca-de-fruta, tém sido muito empregada em vérias areas, como na genética,
fisiologia, biologia comportamental (POWELL, 1997). Esta espécie também tem sido
utilizada para avaliacdo toxicologica de extratos botanicos (FRANCHI et al., 2008;
ALMEIDA et al.,2005), por ser sensivel a mudancas ambientais, de ciclo de vida
rapido, de facil manipulacao laboratorial, baixo custo de manutencéo, e bioindicadora
para atividades téxicas que metabdlitos secundéarios com acgéo inseticida que plantas

possam vir apresentar.

Assim, o objetivo desse trabalho foi verificar as possiveis contribuicdes dos
metabolitos secundarios com acbes com inseticida de C. guianensis sobre o

organismo alvo, D. melanogaster.
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1.1 INSETICIDAS AGRICOLAS SINTETICOS

O grande e o pequeno agricultor fazem o uso de compostos quimicos para
deter patdgenos agregados a sua producédo, visando evitar a sua perda e obter o
controle dos individuos que estdo em grande populacdo naquele determinado agro
ecossistema. Contudo, predomina-se na agricultura a aplicacdo de forma
desequilibrada desses agentes quimicos, afetando de maneira acumulativa e

degradatdria o ambiente que sofre com essa imposi¢cao (MOREIRA et al., 2006).

Os inseticidas podem ter origem quimica, biolégica, organica ou inorganica,
sendo classificados quanto a sua formula quimica e estrutural, como € o caso dos que
sdo de origens sintéticas mais utilizadas: Clorados, fosforados, carbonatos,
piretréides, fumigantes, entre outros. Tais mecanismos de controle variam também de
acordo com a finalidade, persisténcia, duracdo do tratamento (efeito residual ou
instantaneo) e toxicidade, podendo ser aplicados de formas distintas conforme a
penetracdo no inseto (contato, ingestdo e penetracdo sistémica) na busca pelo
controle da biota em questao resultando na morte ou invalidez do inseto, impedindo-o
de se prolifrerar na lavoura em que este inserido. (WARE e WHITACRE, 2004; MIDIO

e SILVA, 1995).

Os produtos quimicos sintéticos auxiliam na amplificacdo da produgéo
agricola, contudo, trazem consigo também muita nocividade. Corréa e Salgado (2011)
comentam que as praticas excessivas e indiscriminadas desses produtos resultam na
aglomeracao de residuos toxicos em alimentos, contaminando também a agua e o
solo, trazendo assim riscos a saude humana, além de fomentar o surgimento de

pragas resistentes ocasionado pela mortalidade de inimigos naturais.
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A acumulagdo dos produtos sintéticos acarreta na biomagnificacdo, que é
0 aumento das concentragdes de compostos ao longo da cadeia alimentar, de acordo
com o nivel trofico (BEGON et al., 1990), assim, estes constituintes quimicos

apresentam interferéncia sobre o aspectos fisicos, ambientais e a salude humana.

Os efeitos sobre a saude podem ser por efeitos agudos (quando ha a
intoxicacdo com a facil identificacdo de danos em um periodo de 24 horas) ou efeitos
cronicos (resultantes do contato continuo de pequenas dosagens). Varios disturbios,
como o0 acumulo nas células gordurosas, prejuizo ao sistema nervoso e efeitos
carcinogénicos em trabalhadores rurais foram associados a esses produtos toxicos

(PERES et al, 2003).

Tais agentes quimicos geralmente ndo sdo selecionados avaliando o seu
inimigo natural. Zotti et al (2010), sugerem que se dé preferéncia a produtos quimicos
seletivos aos seus devidos inimigos, evitando a origem de pragas com genes
resistentes que néo sofrem efeito ao entrarem em contato com inseticidas (CRUZ,

2002).

O uso exagerado de inseticidas quimicos pode oferecer riscos a natureza
e ao homem, contaminando espécies nao alvo que séo inofensivas a sua producao.
Suleiman et al (2012), afirmam que por conta da agressividade toxicoldgica de tais
substancias, a busca voltada para métodos alternativos e ecologicos de pragas
agricolas tem sido cada vez mais difundida, sendo uma dessas técnicas o uso de

plantas.

1.2 MANEJO ALTERNATIVO: BIOATIVOS INSETICIDAS EM EXTRATOS VEGETAIS

Ao longo da linhagem evolutiva, sempre existiu a associacao entre plantas

e insetos, 0 que incitou as plantas a sintetizarem metabdlitos secundarios, como



16

especificidades inseticidas, para uso defensivo de toxinas contra 0s insetos
herbivoros, causando sua mortalidade ou repeléncia. S&o inUmeras as espécies
botanicas que detém atividades inseticidas e precisam ser apresentadas aos
agricultores como forma alternativa de controle de pragas (MENEZES, 2005). As
plantas séo ricas em substancias bioativas, biodegradaveis e de baixa ou nenhuma
toxicidade a mamiferos. Segundo Wolf et al., (2015), métodos de manejo alternativos
proporcionam beneficios, reduzindo a utilizacdo de produtos sintéticos e a
probabilidade de desenvolvimento de populacbes resistentes, além de fomentar na

melhoria da salde humana e animal.

Os inseticidas botanicos sdo originados de partes diversas das plantas que
apresentam tal peculiaridade, podendo ser moido até ser reduzido a p6, extraido por
solucdo aquosa ou por solventes organicos, tais como alcool, éter, destilacdo e
ademais formas (WIESBROOK, 2004). Segundo Wolf et al., (2008), métodos de
controle proporcionam beneficios, reducdo do uso de produtos quimicos, menor
possibilidade de desenvolvimento de populacdes resistentes, melhoria da saude

humana e animal.

Os usos de extratos advindos de diferentes espécies de plantas tém sido
efetuados com o propdsito de encontrar mecanismos de defesa natural que afetem
varias ordens de insetos. Nicotiana tabacum L. (tabaco) tem efeito inseticida e
vermifugo, possui alcaloides pirimidinicos, como nicotina e anabasina, além de
esteroides, cumarinas e terpenos (HUNZIKER, 1979). Nim azadirachta indica A. Juss
e Melia azedarach L., o cinamomo (VENDRAMIM, 1997), séo plantas conhecidas por

conter compostos descritos como inseticidas inibitorios e regulador do crescimento.



17

A utilizacdo de extratos vegetais seletivos constitui uma importante
estratégia de manejo facil e acessivel ao pequeno produtor, sem deixar residuos
toxicos dispersos no meio ambiente, sendo o0 uso de plantas com a¢do inseticida uma

alternativa eficaz. (MARTINS et al., 2017).

1.3 MODELO BIOLOGICO EXPERIMENTAL: Drosophila melanogaster

D. melanogaster (ordem Diptera) comumente conhecida como mosca-de-
fruta, é referéncia de organismo modelo abundantemente utilizado em pesquisas
(STUART, 2007). Sua morfologia externa (Figura 1) se caracteriza pelo seu tamanho
pequeno (aproximadamente 3 mm), presenca olhos vermelhos, listras de coloracéo
amareladas, marrons ou pretas no abdémen (algumas com padrées coloridos do

dorso do toérax), asas claras, o abdome frequentemente possui faixas em todos os

tergitos e apresenta dimorfismo sexual (WHEELER, 1981).

Figura 1. Espécimes fémea e macho de Drosophila melanogaster (Fonte: Fresh
animalia)
Segundo Panchal e Tiwari (2017), sua utilizacdo se justifica pelo baixo
custo e praticidade de manutencéo, alimentacdo, assim como curto ciclo de vida e

geracdo ampla de descendentes.
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O género Drosophila é empregado como bioindicadora, conforme
mencionado e estudado por Almeida et al. (1999; 2001) que utilizaram individuos
desse género em bioensaios, colocando-os sobre efeitos inseticidas. D.
melanogaster, € um modelo animal com condicfes ideais para explorar principios
ativos, como em pesquisas feitas por Almeida et al., (2001), que analisaram a
sensibilidade de D. melanogaster ao carbofuran (inseticida e nematicida) e o

biomonitoramento de seus residuos em repolho.

Nos estudos de Hirata et al., (2003) também utilizaram D. melanogaster
para avaliar a degradacédo de inseticidas. Testes de inibicdo enzimatica também séo
feitas com este inseto, como em uma pesquisa realizada por Alves e Nepomuceno
(2012) que analisaram o efeito anticacinorgénico do latex do avelds (Euphorbia tirucalli
L.) mostram a versatilidade de experimentos que podem ser feitos com este organismo
padrdo. Conforme Snustad e Simmons (2006), se podem fazer estudos desde bases
moleculares de doencas humanas até mesmo para o estudo de toxicidade de

compostos.

1.4 Couratari spp.

Lecythidaceae é uma familia botanica que inclui grande diversidade de
arvores e arbustos anatomicamente parecidos, e algumas de suas espécies
apresentam compostos secundarios, como a sapucaia, Lecythis pisonis Cambess A.
Rich, onde Andrade e Medeiros (2015) avaliaram atividades bioldgicas, obtendo a
constatacao da presenca de alcaloides, taninos, saponinas, esteroides e flavonoides.
Freitas et al. (2006) constataram potencial alelopatico, antifingico e antibacteriano
nos extratos brutos de folhas de Eschweilera sp Mart. Ex DC. (Lecythidaceae) onde

mostram que ha a possibilidade de haver compostos ativos ainda néo conhecidos de
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diferentes aspectos nesta familia, sendo o caso de algumas espécies do género

Couratari Aubl.

Consoante a isso, Coimbra et al., (2018) descrevem as espécies de
Couratari como relativamente semelhantes, abordando a sua anatomia, cor e
densidade. As caracteristicas morfologicas da madeira da espécie mais pertinentes
sao a coloracdo branca amarelada e marrom amarelada claro, textura meédia, brilho

moderado, e gosto levemente amargo (AIMEX, 2018).

Tauari, Imbirema, Estopeiro, Toari, Tauari-Amarelo, Rauari-Morrdo sao
nomes vernaculares destinados a uma gama de espécies de arvores, sendo que no
Brasil sdo encontrados trés géneros que recebem esta denominacéo, Couratari spp,
Allantoma spp e Cariniana spp. O género Cariniana tem atualmente oito compostos
quimicos ja identificados a partir da entrecasca e Cariniana rubra Gardner ex Miers
tem sido foco de estudos fitos quimicos, alguns de seus compostos ja foram isolados
e identificados, sendo fendlicos e saponinas triterpenicas em grande proporcéo (LIMA,

1999; LIMA et al., 2002; SANTOS et al., 2010).

Segundo Procoépio e Secco (2008) somente seis espécies de Tauari
(Cariniana decandra Ducke, Cariniana micranta Ducke, Couratari guianensis,
Couratari oblangifolia Ducke e Kunth, Couratari stellata A. C.. Sm. e Couratari tauari
0O.Berg) séo encontradas na regido do Estado do Para. Essas espécies tem grande
visibilidade madeireira e possuem madeiras semelhantes, sendo também
comercializadas com o nome de Tauari, sem a especificacdo da espécie (AMIGO,

2007).

Os estudos sobre o género Couratari geralmente séo voltados para a sua

conservacgao e a sua distribuicdo por conta da sua importancia econémica, e estudos
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sobre seus compostos ativos sao escassos, onde foi encontrado apenas o relato de

atividade antibacteriana da espécie botanica Couratari stellata (ROVIRA, et al., 1999).

As arvores do género Couratari sao utilizadas pelo povo da etnia Xipaya
(aldeia Tukama, a margem esquerda do rio Iriri, no Sudoeste do Para) como repelente
contra insetos com a ingestéo das fibras da casca de Couratari spp (SANTOS et al.,
2016). Contudo, ainda ndo ha estudos que mostrem se Couratari, além de apresentar
efeito repelente, apresente também bioativos que causem letalidade em insetos-

praga.

1.5 Couratari guianensis Aubl.

Couratari guianensis Aubl que tem como sinénimo C. pulchra Sandwith,
popularmente conhecida como Mau e Tauari, € uma espécie de arvore que apresenta
distribuicdo no Brasil, especialmente na Amazobnia, mas abrangem os estados do
Acre, Amazonas, Amapa, Para, Rondbdnia e também paises como Peru, Colémbia,
Panama, Costa Rica, Venezuela, Suriname, Guiana e Guiana Francesa (MORI e

PRANCE, 1990).

E caracterizada por apresentar grande porte (25-50 m de altura), a base do
tronco com sapopemas tabulares retas, altas, casca com ritidoma marrom-escuro a
avermelhado, aspecto escamoso, desprendendo em pequenas placas papiraceas,
casca morta marrom-avermelhada, fina, possui também folhas alternas, coriaceas,
obovadas, é&pice agudo com base obtusa a arredondada, superficie abaxial
tomentosa, e com peciolo grosso e canaliculado variando de 1,0 a 1,5 centimetros
(Figura 2), deciduas durante a floragéo e frutificagéo e suas flores séo caracterizadas
pela coloracgéo rosa (PROCOPIO e SECCO, 2008) e esta espécie é também a Unica

do género Couratari a apresentar tricomas estrelados em suas folhas.
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Figura 2. Anatomia externa de Couratari guianensis: A e B — Folha coriacea, obovadas, apice agudo;
C - Folhas alternas com peciolo grosso e canaliculo; D- Sapopemas tubulares retas e altas; E-
Tronco com casca desprendendo em pequenas placas papiraceas, casca morta marromavermelhada;
F- Couratari guianensis. Fonte: Arquivo pessoal.

Ressalta-se que estudos a respeito desta espécie, tdo como do género que
é agregada, sdo voltados para manejo e conservacdo, (PROCOPIO, 2010; SANTOS,
2018), ndo havendo ainda pesquisas associadas a extratos vegetais com efeito
inseticida. Assim, este trabalho tem o intuito de analisar a possivel existéncia de
potencial inseticida de extratos aquosos de folha e casca de Couratari guianensis

sobre D. melanogaster.
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2. OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a existéncia de bioatividade de extratos aquosos de Couratari
guianensis sobre Drosophila melanogaster.
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

* Investigar a existéncia de efeitos de extratos agquosos de C. guianensis
sobre a sobrevivéncia de larvas de D. melanogaster.

*Analisar a existéncia de efeitos de extratos aquosos de C. guianensis

sobre o tempo de desenvolvimento de D. melanogaster.

*Averiguar o potencial de C. guianensis como fonte para novas alternativas

de inseticida
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3. PROCEDIMENTOS METODOLOGICOS
3.1 COLETAE IDENTIFICA(}AO DO MATERIAL BOTANICO

A coleta do material botanico (folhas e casca) de C. guianensis foi realizada
no Municipio de Altamira-PA, tendo como area de coleta o Centro de formacao

Bethania (3°09°2525”S, 52°1512,71” O).
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Figura 3. Area de coleta: Centro de formag&o Bethania, Altamira-PA, com indicac&o do individuo
amostrado (Tauari). Fonte: Google Earth, 2018.

A partir de informacgdes fornecidas por moradores da regido, constatou-se
que havia apenas um espécime de C. guianensis no local. A confirmacdo da
identificacdo a respeito da espécie foi possivel a partir de fotografias de partes da
planta, analisadas pelo taxonomista Carlos da Silva Rosério. A preparacdo de
exsicatas ainda néo foram realizadas, devido a auséncia de estruturas reprodutivas
da planta, mas deve ser feita no primeiro trimestre de 2019, quando ocorre a floracéo
anual desta espécie na regido e serdo depositadas no herbario do Museu Emilio

Goeldi.

A partir deste espécime, foram coletadas amostras de folhas e casca para

serem utilizadas nos experimentos. ApOs a coleta, o material foi armazenado em
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sacos plasticos e levado ao Laboratério de Microbiologia da Faculdade de Ciéncias
Biologicas, do Campus Universitario de Altamira, da Universidade Federal do Para.
Posteriormente, o material passou por um processo de higienizacéo, sendo lavado em

agua corrente, seco em papel toalha, pesado e etiquetado.

3.2 PREPARO DOS EXTRATOS

Foram utilizados extratos aquosos obtidos a partir de material vegetal seco

e fresco das folhas e das cascas de C. guianensis.

Extrato seco: O preparo dos extratos secos foi realizado segundo a
metodologia proposta por Ambrés (2003), com adaptagdes. O processo de secagem
foi realizado em uma estufa de ventilagéo forgcada a 50°C, onde o material foi mantido,
e pesado diariamente até a obtencdo de um peso constante, o que ocorreu apos seis
dias. Tanto as folhas quanto as cascas foram trituradas isoladamente, peneiradas para
atingir menor granulometria e armazenados em sacos plasticos (em temperatura

ambiente), devidamente identificados e lacrados.

Para o preparo das solucfes estoque, obtidas a partir das folhas e da casca,
houve a mistura do material vegetal em liquidificador com agua destilada por
aproximadamente um minuto, numa proporcao de 1g de material vegetal para 5mL de
agua (16,5%). As misturas ficaram em repouso por 24 horas, e em seguida foram

filtradas com auxilio de papel filtro e gaze.

Extrato fresco: Para a obtencdo dos extratos frescos foi utilizada a
metodologia proposta por Andrade (2013) com adaptacdes. O material fresco foi
armazenado em freezer (-20°C) até sua utilizacdo. Para o preparo das solucdes
estoque, obtidas a partir das folhas e da casca, o material vegetal foi triturado (em

liquidificador) com &gua destilada, numa proporcao de 1g de material vegetal para 5
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ml de agua destilada (16,5%) durante aproximadamente cinco minutos. As misturas
ficaram em repouso por 24 horas, e em seguida foram filtradas com auxilio de papel

filtro e gaze.

Salienta-se que o emprego deste tipo de extrato foi adotado com o
proposito de descartar a hipétese de que moléculas hidrossoluveis bioativas
estivessem sendo perdidas por efeitos de temperaturas elevadas, por longos

periodos, durante a secagem do material botanico.

Diluicbes: Com os procedimentos descritos acima, foram obtidos quatro
tipos de extratos, extratos aquosos de material seco das folhas e cascas, e extratos
aquosos de material fresco das folhas e cascas. Os extratos assim obtidos foram
estabelecidos como concentragbes estoque, denominadas 100%, as quais foram
submetidas a sucessivas diluicbes em agua destilada, resultando nas concentracdes

de 50% e 25%.

3.3 OBTENCAO E CRIACAO DE D. melanogaster

Espécimes adultos de D. melanogaster foram coletados sobre frutas
deixadas como isca, com o auxilio de uma rede entomolégica, no Campus de Altamira
da UFPA. A partir dos espécimes coletados foram produzidas linhagens isofémeas
(cada linhagem resultante de apenas uma fémea ja fertilizada coletada em campo) de
espécies de Drosophilidae, as quais foram identificadas a partir da analise da genitalia

masculina (MARKOW; O'GRADY, 2005).

Foram obtidas nove linhagens de D. melanogaster, as quais foram
amplificadas e misturadas de forma a reestabelecer a variabilidade genética perdida
durante a fundacao de cada (DAVID et al. 2005). As linhagens obtidas foram mantidas

com um grande numero de individuos (aproximadamente 450) os quais foram
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acondicionados em garrafas de 275 mL, contendo 20 mL de meio de cultivo a cada

semana.

Para a manutencgéo das linhagens foi utilizado um meio simples proposto
por D’Avila, (2012) com as devidas alteracdes, obtido a partir da mistura de banana
(Musa spp) macerada (1 kg), farinha de aveia (100 g) e Nipagin (06 g), com fermento
biol6gico seco (Saccharomyces cerevisiae) pulverizado na superficie do meio.
Somente as larvas provenientes das linhagens com heterozigose de D. melanogaster

foram submetidas aos bioensaios com extratos aquosos de C. guianensis.

3.4 MEIO DE CULTIVO UTILIZADO NOS BIOENSAIOS

Para os bioensaios foi utilizado o meio de cultura proposto por David (1962),
com alteracdes (Tabela 1). Este meio foi desenvolvido com o objetivo de oferecer uma
dieta suficientemente nutritiva e adequado para D. melanogaster, sem necessidade
de que haja desenvolvimento de micro-organismos (que normalmente sdo a principal
base para a nutricdo destes insetos) (DAVID, 1962). Com isto, possiveis efeitos dos
extratos sobre 0s micro-organismos presentes no meio ndo devem causar efeito

relevante sobre os resultados dos bioensaios.

Tabela 1: Materiais da dieta artificial.

__Ingredientes Quantidades

Agua destilada 1000mL
Fermento biol6gico seco 100g
Glicose de milho (Mel karo) 100g
Agar 129
Nipagin 064

O preparo da dieta baseou-se em misturar e aguecer os materiais, com

apenas metade da agua da receita, até o ponto de fervura por quinze minutos. Apenas
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no primeiro bioensaio, 0 meio de cultivo foi autoclavado. Apéds a preparagdo e
diminuicdo da temperatura do meio obtido até cerca de 50°C, foram adicionados os
extratos aquosos, na proporgao de 50% de meio para 50% de extrato. Considerando
que os extratos estavam a temperatura ambiente do laboratério (de 22°C a 25°C). No
momento da mistura as moléculas contidas no extrato ndo foram submetidas a
temperaturas superiores a 40°C. Para a obtencdo do grupo controle dos

experimentos, o extrato foi substituido por agua destilada.

Os meios de cultivo diferem nos trés bioensaios que foram realizados
guanto aspectos metodoldgicos empregados na sua preparacdo, que foram com ou
sem autoclavagem, A utilizacdo do meio de cultivo ndo autoclavado, ocorreu devido
ao meio autoclavado nao ter apresentado uma boa textura para a manutencao das

moscas. Ja 0s extratos se diferiram em seco ou fresco, conforme a tabela 2.

Tabela 2. Diferencas metodolégicas

) Bioensaio
Aspecto da metodologia
1° 20 3°
Autoclavagem do meio de cultivo | Sim N&o N&o
Extrato Seco Seco Fresco

3.5 BIOENSAIOS

Foram realizados sete tratamentos em cada um dos trés bioensaios, sendo
trés para as concentracfes de folha (25%,50% e 100%), trés para as concentracdes
de casca (25%,50% e 100%), além do grupo controle. Os meios de cultivo contendo
os extratos foram distribuidos em tubos de ensaio (150 x 10 mm), com 2 mL da dieta
por tubo (Figura 4). Posteriormente a adi¢cado da dieta aos tubos, foram inseridas 20

larvas de D. melanogaster com aproximadamente um dia de vida em cada tubo.
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Figura 4. Tubos de ensaio contendo 2 mL de meio com exirato

Primeiro bioensaio (extrato seco): Devido a dificuldade na obtencédo do
material vegetal e a escassez do extrato para esta andlise, a quantidade de tubos
diferiu do segundo e terceiro experimento, sendo utilizados somente 10 tubos para
cada concentracdo das ambas as partes vegetais, contendo ainda a mesma
guantidade de larvas por tubo descrito anteriormente, com um namero total de 1.400

larvas (7 tratamentos x 10 tubos x 20 larvas= 1.400 larvas).

Segundo bioensaio (extrato seco): Foi definida a utilizacdo de 20 tubos
por tratamento, resultando em 140 tubos (7 tratamentos x 20 tubos= 140 tubos). Sendo
1.200 larvas para as trés concentracdes, tanto para folha, casca e grupo controle (7

tratamentos x 20 larvas x 20 tubos= 2.800 larvas.).

Terceiro bioensaio (extrato fresco): Utilizou-se também 20 tubos por
tratamento, resultando em 140 tubos (7 tratamentos x 20 tubos= 140 tubos). Sendo
1.200 larvas para as trés concentragdes, tanto para folha, casca e grupo controle (7

concentracdes x 20 larvas x 20 tubos= 2.800 larvas).

O numero total de larvas utilizadas nesta pesquisa, somando as trés
andlises de tratamentos estoque, 50% e 25%, de folha, casca e testemunha, foram de

7.000 larvas de D. melanogaster (1.400+2.800+2800= 7.000).
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Os tubos contendo as larvas foram enumerados, dispostos em B.O. D a 25
°C com fotoperiodo de 12 h e inspecionados apés o intervalo de 5 dias, considerando
o periodo da emergéncia das larvas (ASHBURNER, 2005). Os adultos emergidos
foram retirados dos tubos e contados diariamente até o final da emergéncia, sendo
conservados no interior de Eppendorfs contendo alcool 90%. Posteriormente os dados

passaram por analise estatistica.
3.6 ANALISE ESTATISTICA

As andlises estatisticas foram realizadas usando o método Shapiro-Wilk,
para a analise do afastamento da normalidade dos dados, separadamente por
experimento e tratamento. A homocedasticidade das variancias, entre os conjuntos de
dados a serem comparados quanto as medidas de tendéncia central, foi testada
usando o método de Levene’s. Para os conjuntos de dados que apresentaram
distribuicdo aproximadamente normal e homocedasticidade, os testes de hipoteses
foram realizados usando andlises de variancia (ANOVA), com testes de Tukey para
as comparagfes das médias par a par, quando necessério. Nos casos em que 0S
pressupostos da ANOVA néo foram atendidos foram aplicados testes de comparagéo
de medianas de Kruskal-Wallis, com correcdo para empates, assim como testes de
Dunn para comparacdo par a par. Estas andlises foram realizadas utilizando o

programa Past 2.17 (HAMMER et al., 2001).
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4. RESULTADOS

4.1 TAXA DE SOBREVIVENCIA

Os resultados foram analisados considerando todos os tratamentos e 0s
trés bioensaios. Os resultados obtidos nos trés experimentos estdo sumarizados na
tabela 3 para sobrevivéncia. Em geral, foram observadas altas porcentagens de

sobrevivéncia em todos os tratamentos, com valores médios variando entre 68 e 85%.

Tabela 3. Médias e intervalos de confianga (5%) por experimento, tratamento e variavel.

Sobrevivéncia
Tecido Concentragao Bioensaio  Bioensaio  Bioensaio

1 2 3
Controle 74 + 11% 82 + 6% 77 + 5%
25% 68 + 7% 85+ 6% 83+ 4%
Folhas 50% 82+ 7% 83 + 5% 79 + 5%
100% 80 + 6% 84 + 4% 80+ 7%
25% 81+ 6% 84 + 5% 83+ 4%
Cascas 50% 74 + 7% 81+ 4% 82 +5%
100% 71+ 7% 80 + 6% 76 + 6%

Nos dados de sobrevivéncia, a hipotese de ajuste a distribuicdo normal foi
descartada para apenas quatro dos 21 testes (considerando os sete tratamentos e 0s
trés bioensaios), sendo dois do segundo e dois do terceiro bioensaios. Nao foi
detectado afastamento da homogeneidade na comparacao das variancias, pelo teste
de Levene (p=0,740).

Com base nestes resultados, foi feita a opcdo pela utilizacdo de ANOVA

para testar as diferencas entre as médias (tabela 4).
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Tabela 4. Resultados da ANOVA testando as diferencas entre experimentos e concentracdes de
extratos sobre a sobrevivéncia das larvas de D. melanogaster.

Efeito G.l. F P
Bioensaio 2 9,42 0,0001*
Concentracéo dos 6 1,5333 0,1666
extratos
Interacéo 12 0,9802 0,4675
Residuo 326

“*” indica resultado significativo a 5% de probabilidade
Em uma analise incluindo os resultados dos trés bioensaios, foi detectada
diferenca entre os bioensaios, mas ndo houve efeito significativo para os extratos, ou
para a interacdo entre extratos e bioensaios. Na comparacdo dos experimentos por
testes de Tukey, foram detectadas diferencas significativas entre o bioensaio 1 e os
demais (bioensaios 1 e 2: p<0,0001; bioensaios 1 e 3: p=0,0219; bioensaio 2 e 3
p=0,1101). Como pode ser visto a tabela 3, no bioensaio 1 houve menor

sobrevivéncia.

Considerando a grande diferenca entre experimentos, que pode ser
atribuida a varidveis ambientais, como temperatura ou varia¢gdes do meio de cultura
(as quais puderam ser bem padronizadas entre tratamentos de um mesmo
experimento, mas nao entre experimentos diferentes), seria possivel que este grande
efeito diminuisse a sensibilidade para a deteccao de efeitos de menor magnitude. Por
esta razdo, foram realizados testes dos efeitos dos extratos, separadamente por
experimento e por tecido vegetal, os quais sdo apresentados na tabela 5. Os
resultados destas analises nao resultaram na detec¢cdo em nenhum efeito significativo,
0 que confirma a auséncia de efeitos relevantes dos extratos testados sobre a

sobrevivéncia de D. melanogaster.
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Tabela 5. Resultados das ANOVAs testando as diferencas de concentracfes de extratos sobre a

sobrevivéncia das larvas de D. melanogaster.

Bioensaio Tecido Gl | F p
Folha Tratamentos | 3 2,263 | 0,0977
Seco Residuo 36
Casca Tratamentos | 3 1,025 | 0,3925
Residuo 37
Folha Tratamentos | 3 | 0,2821  0,8382
Seco Residuo 81
Casca Tratamentos | 3 0,3559 | 0,785
Residuo 79
Folha Tratamentos | 3 | 0,38 0,77
Fresco Residuo 85
Casca Tratamentos | 3 1,841 | 0,1477
Residuo 70

4.2 TAXA DE DESENVOLVIMENTO

Os resultados da taxa de desenvolvimento foram analisados considerando

apenas o0 segundo e o terceiros bioensaio, pelo fato da emergéncia das moscas do

primeiro bioensaio nédo ter sido acompanhada. Os

sumarizados na tabela 6.

resultados obtidos esta

Tabela 6. Médias e intervalos de confianca (5%) por experimento (bioensaio 2 e 3), tratamento

e variavel

Taxa de desenvolvimento

Tecido Concentracéo
Bioensaio 2 Bioensaio 3
Controle 11,09+ 0,2% 11,0+ 0,1%
25% 11,9+0,2% 11,1+0,1%
Folhas 50% 11,9+0,1% 11,0+£0,1%
100% 11,6 £+0,2% 10,8+0,1%
25% 11,9+0,2% 11,2+0,1%
Cascas 50% 11,8+0,2% 11,2+0,1%
100% 11,9+0,2% 10,8+0,1%
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Nos dados de desenvolvimento do segundo e do terceiro bioensaio, néo foi
detectado afastamento da normalidade em nenhum dos sete tratamentos. Por outro
lado, foi descartada hipotese de homogeneidade das variancias (teste de Levene: p =
0,0029), considerando todos os testes. Por esta razéo, estes dados foram analisados
pelo método ndo paramétrico, Kruscal-Wallis, os quais ndo resultaram na detec¢éo de

efeitos significativos (tabela 7 e 8).

Tabela 7. Bioensaio 2. Resultados das andlises testando os efeitos dos extratos sobre as taxas de

desenvolvimento de D. melanogaster.

Tecido H P
Folha 2,71 0,1303
Casca 0,1469 0,9462

Tabela 8. Bioensaio 3. Resultados das andlises testando os efeitos dos extratos sobre as taxas de
desenvolvimento de D. melanogaster.

Tecido H P
Folha 5,395 0,145
Casca 6,729 0,08103
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5. DISCUSSAO

Os resultados obtidos a partir dos bioensaios dos extratos aquosos das
folhas e da casca de C. guianensis sobre D. melanogaster, ndo apresentaram efeito
significativo quanto a sobrevivéncia e o desenvolvimento destes individuos (quanto as
varidveis analisadas das diferentes concentragcbes da planta seca e fresca

comparadas ao tratamento controle).

Apesar dos efeitos negativos aferidos neste trabalho, ndo se pode afirmar
gue C. guianensis ndo tenha compostos secundarios que agreguem propriedades
inseticidas. E necessario ressaltar que diferentes metabdlitos sdo extraidos por
solventes de diferentes polaridades e o solvente utilizado neste trabalho (agua
destilada) pode néo ter sido capaz de extrair o0s compostos que apresentariam
potencial inseticida. Segundo Gongalves et al., (2011) e Rockenbach et al., (2008)
solventes distintos e métodos de extracdo diferentes podem agregar elétrons que
sejam capazes de atrair e de expressar metabdlitos secundarios, o que acarreta
diretamente na acdo que o extrato vai apresentar devido o solvente, tdo como a
metodologia utilizada, que pode ser crucial na expressdo de mecanismos quimicos

com acdes almejadas.

Ha& também a variabilidade do conjunto de compostos distribuidas nas
partes das plantas. Guimaraes et al., (2014) fizeram andlises de ac¢do inseticida de
extratos de polpa e fruto de Capsicum baccatum L. (Solanaceae), a pimenta dedo-
de-moca, que também ndo provocaram mortalidade significativa sobre Sitophilus
zeamais Mots., (Coleoptera - Curculionidae), o gorgulho-do-milho, porém houve efeito
inseticida em relacdo as sementes da mesma, 0 que pode estar relacionado nao

somente a concentracdo que foi estipulada para as extragcdes, mas também a
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ocorréncia dos compostos que atuam nas atividades biol6gicas atribuidas

distintamente a cada parte da espécie vegetal.

A sintese de compostos € diretamente atrelada a diversos fatores como a
parte da planta, o tempo de desenvolvimento da planta, temperatura, disponibilidade
de agua, nutrientes e também quando ha o ataque de patdgenos, alterando a
guantidade desses fitoquimicos nas plantas (GOBBO-NETO e LOPES, 2007), que
refutam ao estresse de fatores ambientes com respostas que servirdo de subsidio,

fomentando na sua sobrevivéncia durante periodos adversos.

A sazonalidade também é um fator agregado na mudanca da expressao
dos compostos disponiveis em plantas, pois esta condicionada a fatores ambientais
muito distintos, o que interfere diretamente na producdo e na concentracdo de
metabdlitos, como no caso do paclitaxel (usado no tratamento contra cancer), onde
ocorrem alteragcdes desse composto e sua concentracdo durante o ano, e tais
mudancas foram analisadas no contetdo vegetal do teixo do Pacifico, Taxus brevifolia
Linnaeus (Wheeler et al.,1992). Assim, pode ser que o perfil de metabdlitos produzidos
por C. guianensis, durante 0 ano, seja variavel, levando em consideracdo que esta
uma espécie de arvore caducifélia, acarretando na diminuicdo do metabolismo durante
certo periodo durante a queda da sua folhagem e, pode ser que tenha sido feito a

coleta quando estes compostos estivessem em menor concentracao.

Considera-se também a hipétese que a planta em questdo podera
apresentar efeito significativo no manejo de insetos de ordens diferentes a abordada
nesta pesquisa (ISMAN,2006). Como o exemplo do 6leo de Azadirachta indica, onde
nao foi observado efeito sobre adultos de Alphitobius diaperinus Panzer

(Coleoptera, Tenebrionidae) (MARCOMINI et al., 2009), mas se mostrou muito toxico
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para todos os estagios da mosca doméstica, Musca domestica L. (Diptera-Muscidae)

(SHAKIR et al., 2015).

Consoante a isto, também agrega-se como uma das hipoteses a respeito
da discordancia entre os relatos aferidos aos indios da aldeia Xipaya (que atribuem
efeito repelente ao Tauari) e os resultados obtidos neste trabalho, que foi a auséncia
de efeito inseticida, que pode ser devido a existéncia de varias espécies comumente
denominadas de Tauari, e a espécie coletada para obtencdo dos extratos pode néo

corresponder a utilizada por esta populacao tradicional.

Apesar do uso por determinados povos, ainda ndo ha comprovacao
cientifica do uso de extratos ou fitocomplexos vegetais do género Couratari a respeito
de acgédo inseticida, entretanto, foi encontrado apenas um relato de agcao do género
contra patégenos, sendo o extrato de Couratari stellata utilizado como antimicrobiano
sobre a bactéria Staphylococcus aureus, com efeitos positivos sobre este organismo
(ROVIRA, et al.,1999). Contudo, a escassez de pesquisas sobre alguns géneros

dificulta a contextualizacdo dos resultados, como o da espécie analisada.

Espécies do género Cariniana, da mesma familia do Couratari, ja tem sido
estudada como alternativas de manejo de alguns organismos, mas ndo tendo
resultados positivos. Cariniana estrellensis (Raddi) Kuntze, o jequitiba-branco, foi
testado entre varias outras espécies vegetais como antifungico, onde seu extrato
apresentou pequeno nivel de mortalidade (SOUZA et. al., 2011). A mesma espécie foi
analisada por Torres et al. (2013) quanto a sua acdo em formigas cortadeiras,
expressando baixo nivel de eficiéncia sobre esses insetos. Santa-Cecilia et al. (2011)
submeteram o extrato de folhas e cascas de Cariniana estrellensis e somente folhas

do jequitib4 rosa, Cariniana legalis Kuntze a testes de ac¢do inseticida sobre
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Planococcus citri (cochonilha), porém também ndo tiveram efeitos significativos

quanto a letalidade.

Estudos biologicos sobre a familia Lecythidaceae demonstram acdes
antiartritica, antifngica, antipruritica, bacteriana e ademais acfes (FRANCO;
BARROS, 2006; HUSSIN et al., 2009; PATIL et al., 2011), havendo escassos relatos
de acdo inseticida e repeléncia de insetos comparados as familias botanicas
Annonaceae, Asteraceae, Canellaceae, Euphobiaceae, Fabaceae, Laniaceae,
Meliaceae e Rutaceae (FERNANDES et al., 2005), o que dificulta a comparacéo a luz

de outras pesquisas de bioinseticidas sobre a familia.

Contudo, pesquisas em diferentes aspectos investigam a existéncia de
bioativos em diferentes espécies de Lecythidaceae como em extratos aquosos de
ramos de Eschweilera pedicellata Rich, que mostraram atividade repelente sobre

Sitophilus zeamais (OLIVEIRA,2010).

Entretanto, alguns estudos apontam também efeitos negativos, como 0s
extratos obtidos a frio e a quente de Lecythis lurida (Miers) S.S. Mori, conhecida como
Sapucail, que nao apresentam eficiéncia sobre larvas do carrapato de boi,

Rhipicephalus microplus Boophilus (PEREIRA et al. 2015).

Apesar de algumas plantas ndo serem letais sobre alguns organismos,
podem apresentar modificagdo em seu ciclo de vida ou desenvolvimento, como no
caso dos extratos do residuo seco e residuo fresco de Agave sisalana Perrine
(Agavaceae), o sisal, que afetaram diretamente o desenvolvimento de D.

melanogaster, quando adicionados a sua dieta (FARIAS,2016).

O extrato da bisnagueira, Spathodea campanulata P. Beauv.

(Bignoniaceae) (extracdo feita a partir de hexano), foi avaliado quanto aos efeitos
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inseticidas que poderiam ter sobre a mariposa-do-café Leucoptera coffeella Guérin-
Meneville e Perrottet, dentre outras plantas, porém nao teve o resultado esperado
quanto a esta acdo. Resultados que ndo confirmam, contradizem hipdteses ou néo
apresentam efeito estatisticamente significantes, sdo de extrema relevancia para o
progresso do mundo cientifico, que por sua vez so é possivel gracas a um conhecido
coletivo dos processos (BROWMAN 1999; KNIGHT 2003). No entanto, a falta de
resultados nulos e negativos tem sido observada em diversas areas de pesquisa
(SONG ET AL. 2010; GERBER E MALHOTRA 2008; HOWARD ET AL. 2009; DWAN

ET AL. 2008).

Com isso, apesar dos extratos terem apresentado efeito negativo, € de
suma importancia cientifica a sua divulgacéo, transmitindo informacdes a respeito da
falta de atividade inseticida (nos aspectos analisados) evitando a perda e desperdicios
de recursos replicando a pesquisa, impedindo o investimento errbneo quanto as
metodologias j4 analisadas desta planta (ISMAN, 2006; IOANNIDIS 2005, 2008;

FEIGENBAUM E LEVY 1996; SONG et al., 2010).
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6.CONSIDERACOES FINAIS
Os extratos aquosos do material vegetal seco e fresco das folhas e casca
de Couratari guianensis ndo demonstraram nenhuma acéo inseticida sobre os insetos

alvos, nos aspectos analisados nesta pesquisa.

Apesar de haver diferengca entre os tratamentos, ndo houve efeito
significativo para os extratos em sua totalidade, podendo indicar que os espécimes
sofreram ndo somente a acdo dos extratos, mas também a acao de fatores abidticos,
como temperatura, e condicbes ambientais em geral que interferiram quanto a sua

sobrevivéncia e taxa de desenvolvimento.

Estudos posteriores com outras metodologias serdo necessarios para a
realizacdo de extracdo de possiveis compostos com acéo inseticida presentes no
Tauari, perante aos fitoquimicos com potencial alelopatico, antifugico e antibacteriano
encontrados na familia a qual esta espécie é agregada, 0 que acarretara em

informagdes sobre os metabdlitos secundarios da mesma.
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