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Artigo

INSECTICIDAL ACTIVITY OF Trichilia claussenii (MELIACEAE) FRUITS AGAINST Spodoptera frugiperda. An evaluation of
the insecticidal activity of the fruits extracts of Trichilia claussenii was carried out and the methanol extract revealed to have strong
insecticidal activity. The fractionation of methanol extract of 7. claussenii seeds bioassay-guided against Spodoptera frugiperda

has led to the identification of the ®-phenylalkyl and alkenyl fatty acids as active compounds in this extract. The structures of the

compounds were proposed by spectroscopic analysis and comparison with literature data.
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INTRODUCAO

O milho representa um dos principais cereais em todo mundo
e € cultivado em pequenas, médias e grandes propriedades. No
Brasil € considerada como cultura de expressdo nacional, de grande
importancia social e econdmica, e estd presente de norte a sul do
Pais.! Sdo utilizados, durante o desenvolvimento da cultura, insu-
mos sintéticos como pesticidas que, além de aumentar os custos de
producio, poluem o ambiente e deixam residuos nos alimentos. O
controle de pragas ¢ uma das atividades de importancia econdomica
que deve ser bem planejada para a obtencio de maiores rendimentos
econdmicos.? A lagarta-do-cartucho, Spodoptera frugiperda (J. E.
Smith), destaca-se como importante praga do milho, tanto pela
reducdo da produtividade e da qualidade do produto final, quanto
pela dificuldade de controle.>?

Um dos primeiros relatos da atividade inseticida de Trichilia
spp. sobre S. frugiperda foi feito por Mikolajczak e Reed.* Expe-
rimentos realizados adicionando extratos aquosos de 7. casaretti,
T. catigua, T. claussenii, T. elegans e T. pallida a dieta artificial
afetaram o desenvolvimento das lagartas de S. frugiperda.’ Ex-
tratos organicos das folhas, ramos e frutos de 7. claussenii e dos
frutos de T catigua, T. elegans foram avaliados sobre S. frugiperda
em condicdes de laboratério.®” Os extratos hexanico e metandlico
de folhas e o hexanico de ramos de 7. claussenii foram os mais
eficientes, apresentando alta taxa de mortalidade larval (superior
a 60,0%).° Dentre os frutos, os melhores resultados foram apre-
sentados pelos extratos hexanico e metandlico de 7. elegans com
mortalidade larval de 100,0%.”

O estudo quimico das folhas de T. claussenii resultou no isola-
mento de um cicloartano, uma mistura de dcidos m-fenil alcanoicos
e alquenoicos, aminodcidos e um sesquiterpeno;® dos galhos foram
isolados esteroides pregnanos e sesquiterpenos’ e, dos frutos, novas
v-lactonas.'®

Em vista do exposto, desenvolveu-se este trabalho com o objetivo
de avaliar a bioatividade de extratos organicos e dos constituintes
quimicos dos frutos de 7. claussenii sobre S. frugiperda.

*e-mail: paulo@dq.ufscar.br

PARTE EXPERIMENTAL
Procedimentos experimentais gerais

Os espectros de RMN de 'H e *C foram obtidos em espectrometro
Bruker DRX operando a 400 MHz para 'H, utilizando-se CDCI, como
solvente e TMS como padrio interno.

As separacdes cromatograficas em colunas foram realizadas
utilizando-se gel de silica 60, 70-230, 230-400 mesh. As andlises cro-
matogréficas em camada fina foram realizadas em cromatoplacas de
silica gel F,,, sobre placa de aluminio Merck, de 0,2 mm de espessura,
empregando-se como revelador a solu¢io de vanilina/4cido sulftrico.

Para identificacdo dos ésteres metilicos do conjunto dos acidos
-fenil alcanoicos e alquenoicos foi utilizado cromatégrafo gasoso
acoplado ao espectrOmetro de massas, marca Shimadzu, modelo
QP-5000, com coluna capilar DB-5 (30 m x 0,25 mm x 0,15 pum),
utilizando as seguintes condicdes: temperatura do detector: 280 °C,
injetor: 250 °C, gds de arraste: He, temperatura inicial do forno:
70 °C por 2 min, velocidade de aquecimento a 10 °C/min até 290 °C,
permanecendo nessa temperatura por 20 min. O espectro de massas
foi obtido por impacto de elétrons a 70 eV.

Material vegetal

Os frutos de 7. claussenii foram coletados em Piracicaba/SP no
Campus da Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”/USP,
e identificados pelo botanico Dr. R. R. Rodrigues. Uma exsicata foi
depositada no herbdrio da Escola Superior de Agricultura “Luiz de
Queiroz” sob o nimero 7395.

Preparacio dos extratos

Os frutos de T. claussenii foram secos em estufa de circulacdo de
ar a 40 °C, por aproximadamente 7 dias e posteriormente separados
em cascas do fruto (pericarpo, TCCF, 56,8 g), cascas da semente
(arilo, TCCS, 7,90 g), semente (TCS, 35,1 g). A extracdo das partes
dos frutos de T. claussenii foi realizada por maceragdo a tempera-
tura ambiente e em repouso, com solventes em ordem crescente de
polaridade (hexano, MeOH e MeOH/4gua 1:1). As solucdes obtidas
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foram concentradas por destilagdo do solvente em evaporador rotati-
vo, fornecendo os extratos hexanico, metandlico e hidrometandlico,
respectivamente. Os extratos foram submetidos a ensaios de toxici-
dade sobre a lagarta-do-cartucho do milho, S. frugiperda, e os que
apresentaram atividade foram fracionados.

Ensaio de toxicidade

Os ensaios bioldgicos sobre S. frugiperda foram realizados no
Laboratério de Bioensaios do Departamento de Quimica da UFSCar,
a25+1°C,URde 70 = 5% e fotofase de 12 h. Para realiza¢ao dos
testes, a criac@o de S. frugiperda (J. E. Smith) foi mantida em labo-
ratdrio, sendo as lagartas alimentadas com dieta artificial e os adultos
com solugdo de mel a 10%."

Os ensaios de toxicidade basearam-se na metodologia descrita por
Paula et al.." Para realiza¢do dos bioensaios, foram preparadas solu-
¢oes das amostras em acetona e/ou dgua. Foram utilizados grupos de
10 larvas de S. frugiperda no segundo instar (5 dias), onde cada grupo
foi transferido para placas de Petri. As médias dos pesos dos grupos de
insetos foram obtidas pelas medidas realizadas em balanga analitica.
Em cada inseto, 1 uL da solucdo em acetona ou dgua foi aplicado
topicamente, via uma microsseringa. Para evitar a possivel morte do
inseto, em cada grupo de larvas foi colocada pequena porcao (300,0
mg) da dieta artificial. Este processo foi realizado 1 h ap6s a aplicagio
da solug@o. O controle consistiu na aplicacdo de 1 pL de acetona ou
dgua em cada inseto e foi realizado utilizando as mesmas condi¢des
descritas anteriormente. Todos os experimentos e o respectivo controle
foram realizados em triplicata. Todos os ensaios foram realizados na
concentracdo de 10 mg/mL e a mortalidade dos insetos foi verificada
apds 48 h. Os resultados foram expressos em média da porcentagem da
mortalidade e analisados utilizando-se a andlise de varidncia (ANOVA),
sendo usado P < 0,05 como nivel de significancia.

Isolamento e identificaciio dos constituintes quimicos de 7.
claussenii

O extrato metandlico das sementes de 7. claussenii (TCSM,
4,54 g) foi suspenso em uma mistura MeOH/H,O (7:3) e particio-
nado sucessivamente com hexano, CH,Cl,, AcOEt e MeOH/H,0,
obtendo-se apds a evaporagdo dos solventes as fracdes: TCSM1
=0,37 g; TCSM2 = 0,06 g ; TCSM3 = 1,00 ge TCSM4 =3,10 g,
respectivamente. As fracdes obtidas foram submetidas ao ensaio de
toxicidade sobre S. frugiperda. A fragdo bioativa TCSM1 (0,37 g) foi
fracionada em coluna de gel de silica (70-230 mesh) empregando-se
como eluentes: hexano 100%, hexano/AcOEt (99:1/98:2/95:5/9:1/8:
2/7:3/1:1), AcOEt 100%, AcOEt/MeOH (99:1/98:2/95:5/9:1/8:2/7:3
/1:1) e MeOH 100%; as fra¢des obtidas foram reunidas em 6 fracoes
(TCSM1-1 a TCSM1-6) com base na semelhanca revelada pela ana-
lise por cromatografia em camada fina e, posteriormente, submetidas
ao ensaio de toxicidade. As sub-fracdes bioativas TCSM1-3 (0,05
g) e TCSM1-4 (0,20 g) foram fracionadas em gel de silica (70-230
mesh), utilizando como eluente hexano/AcOEt/MeOH (hexano/
AcOEt (8:2/7:3/1:1), AcOEt 100%, AcOEt/MeOH (99:1/98:2/95:5/9:
1/8:2/7:3/1:1) e MeOH 100%) em gradiente de polaridade crescente.
Através das similaridades cromatogréficas as fracdes foram reuni-
das e submetidas ao ensaio de toxicidade. As sub-fracdes biotivas
TCSM1-3-2 (0,006 g) e TCSM1-4-4 (0,01 g) foram identificadas
como mistura dos dcidos w-fenil alcanoicos e alquenoicos através da
andlise dos espectros de RMN de 'H e por comparacdo com os dados
da literatura. Para identificagdo do tamanho das cadeias metilénicas
dos acidos, uma pequena aliquota das amostras foi esterificada com
diazometano como descrito por Leonard et al.,” fornecendo os ésteres
metilicos identificados via CG/EM e por comparacéo com a literatura.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Inicialmente, os extratos organicos das cascas dos frutos (TCCF,
pericarpo), cascas das sementes (TCCS, arilo) e sementes (TCS) de T.
claussenii foram submetidos a ensaios de toxicidade sobre S. frugi-
perda. Os resultados iniciais mostraram que o extrato metanélico das
sementes de 7. claussenii (TCSM) provocou a mais alta porcentagem
de mortalidade (64,0%, Figura 1).
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Figura 1. Ensaio de toxicidade realizado com os extratos dos frutos de T.
claussenii sobre S. frugiperda na concentragdo de 10,0 mg/mL

O extrato TCSM foi entdo fracionado, fornecendo as fracdes he-
xano (TCSM-1), diclorometano (TCSM-2), acetato de etila (TCSM-3)
e hidrometanolico (TCSM-4). Entretanto, somente a fragdo TCSM-1
apresentou atividade relevante com 70,0% de mortalidade sobre a
lagarta-do-cartucho (Tabela 1).

Tabela 1. Resultados dos ensaios de toxicidade sobre S. frugiperda do ex-
trato, fragdes e do conjunto dos dcidos ®-fenil alcanoicos e alquenoicos de

T. claussenii

Extrato % Mortalidade
TCSM 64,0 a
Fracdes

TCSM-1 70,0 a
TCSM-2 24,8 be
TCSM-3 26,7 bc
TCSM-4 43,3 ab
Substancias

Conjunto dos Acidos ®-fenil alcanoicos e 73,3 a
alquenoicos da fragdo TCSM-1-4-4

Controle 6,60 ¢

*Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo Teste de
Tukey (P < 0,05).

O fracionamento biomonitorado da fragdo TCSM-1 levou as sub-
fragdes bioativas TCSM-1-3-2 (59,0% de mortalidade) e TCSM-1-4-4
(73,3% de mortalidade) (Tabela 1).

Os espectros de RMN de 'H das fragdes TCSM-1-4-4 e TCSM-
1-3-2 evidenciaram a presenga de dcidos w-fenil alcanoicos e alque-
noicos nestas fragdes através dos sinais observados entre 8H7,15—7,28
(m) indicativos de hidrogénios ligados aos anéis aromadticos; dois
tripletos em §,,2,59 ¢ ;2,24 referente aos hidrogénios das posicdes
benzilicas e o-carbonilicos, respectivamente; sinais em SH 1,20-2,00
(m) caracteristicos de hidrogénios de cadeia metilénica e um sinal
em 0, 5,34 (t) referente aos hidrogénios ligados as ligagdes duplas.
A auséncia de sinais entre 3, 3,50 e §,, 4,50 indica que ndo estdo
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presentes nestas fragdes ésteres metilicos e/ou ésteres graxo. Esses
dados para os 4cidos m-fenil alcanoicos e alquenoicos sdo equivalentes
aos relatados anteriormente.®'

Para identifica¢@o dos constituintes minoritdrios (4dcidos graxos),
do tamanho das cadeias metilénicas dos dcidos w-fenil alcanoicos e
alquenoicos e localizagdo da posi¢do da ligacdo dupla dos tltimos, uma
pequena aliquota das fracdes TCSM-1-4-4 e TCSM-1-3-2 foi esterifica-
da com diazometano'®e, posteriormente, analisada via CG-EM. Através
da comparagao dos espectros de massas com os dados da biblioteca do
CG-EM e da literatura,*!* foi possivel propor os tamanhos das cadeias
metilénicas desses dcidos que variaram entre 10 a 15 carbonos (Figura
2, Tabela 2). Foi possivel propor também a localiza¢do da ligagdo dupla
dos 4cidos w-fenil alquenoicos entre os carbonos d-¢ em relagdo ao
grupo fenila. Os dcidos w-fenil alquenoicos apresentaram como pico
base m/z 104, oriundo da fragmentagdo do tipo McLafferty da ligagdo
dupla (Esquema 1). O cromatograma da fragdo bioativa TCSM-1-4-4
apresentou 39 picos, cujos espectros de massas foram comparados
aos da biblioteca de dados do CG-EM e literatura,®'* resultando na
identificagdo de 18 dcidos que correspondem a 88,9% da porcentagem
relativa dos mesmos na fragdo, sendo 74,8% acidos w-fenil alcanoicos
e alquenoicos e 14,1% 4cidos graxos (Tabela 2).
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Figura 2. Acidos ®-fenil alcanoicos e alquenoicos identificados nas sementes
de T. claussenii
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Esquema 1. Proposta de fragmentagdo do tipo McLafferty para ligagcoes
duplas em dcidos w-fenil alquenoicos
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Tabela 2. Percentagem dos ésteres metilicos dos dcidos w-fenil alcanoicos,
alquenoicos e graxos presentes na fragao bioativa TCSM-1-4-4

Esteres Tempo(?:i ;;:tengﬁo Perc?;;z)igem
Octanodioato de metila 12,361 0,66
Nonanodioato de metila 13,713 0,86
Tetradecanoato de metila 15,948 0,60
Pentadecanoato de metila 17,107 1,48
Hexadecenoato de metila 17,949 0,27
Hexadecanoato de metila 18,217 5,95
Heptadecenoato de metila 19,017 2,50
o-fenil decanoato de metila 19,242 1,24
Octadecenoato de metila 20,029 1,17
o-fenil undecanoato de metila 20,295 4,20
o-fenil dodecanoato de metila 21,348 }g:;?
o-fenil tridecanoato de metila 22,317 18,51
m-fenil tetradecenoato de metila 22,953 3,37
m-fenil tetradecanoato de metila 23,222 12,84
o-fenil pentadecenoato de metila 23,848 5,18
Docosanoato de metila 23913 0,27
o-fenil pentadecanoato de metila 24,131 15,30
Tetracosanoato de metila 25,755 0,34
Total - 88,9

A ocorréncia dos dcidos w-fenil alcanoicos e alquenoicos jé foi
relatada anteriormente em folhas de 7. claussenii,® porém ainda nao
havia relatos da associacdo dos mesmos com a atividade inseticida
encontrada nesta espécie.

Vanderherchen et al." sintetizaram substéncias da classe de dcidos
-fenil alcanoicos e demonstraram a atividade dos mesmos em outras
espécies de insetos. Ensaios por aplicag@o tépica foram realizados
com os dcidos 7-fenileptanoico e 7-fenilept-4-enoico na dose de 50,0
ug/inseto em lagartas de 4° instar de Manduca sexta (Lepdoptera:
Sphingidae), Heliothis virescens (Lepdoptera: Noctuidae) e Helico-
verpa zea (Lepdoptera: Noctuidae) e foram observados mortalidades
na faixa de 55,0 a 70,0%. O modo de acdo dos dcidos m-fenil alca-
noicos e alquenoicos em lepddpteras ainda € desconhecido.

Através do biomonitoramento realizado dos extratos e fragdes dos
frutos de 7. claussenii, pdde-se constatar que as substancias ativas
sobre S. frugiperda eram o conjunto dos dcidos ®-fenil alcanoicos e
alquenoicos. Esse conjunto de 4cidos apresenta-se como uma nova
classe quimica de potenciais agentes inseticidas, assim como 0s
limonoides encontrados em melidceas.'®
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