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Resumo: Dentre as espécies pertencentes ao género Bauhinia, destaca-se a espécie Bauhinia rufa
(Fabaceae) cuja atividade inseticida ja foi testada frente a alguns organismos, tais como larvas de
culex quinquefasciatus (espécie de mosquito), Rhopalosiphum maidis (espécie de pulgédo) e
Tetranichus Urticae Koch (espécie de acaro). Assim sendo, objetivou-se com este trabalho avaliar a
toxicidade “in vitro” de extratos da planta do cerrado Bauhinia rufa para operarias de Atta sexdens
rubropilosa. No teste de toxicidade foi utilizado o método de incorporacdo dos extratos em dieta
artificial, denominado “dry mix”, onde essas dietas preparadas foram oferecidas a cinquenta operarias
médias durante 25 dias para cada tratamento. Como dieta, foram utilizados os extratos metandlico,
diclorometénico, hexanico e acetato-etilico das folhas de B. rufa, todos na concentra¢do de 0.2, 1 e 2
mg/mL. Ao término dos ensaios observou-se que apenas um dos extratos testados apresentou

potencial inseticida significante, entretanto, em apenas uma das concentracdes testadas.

Palavras-chave: Bauhinia rufa, Atta sexdens rubropilosa, Fabaceae.

Introducéao

Desde os tempos primérdios os produtos naturais sao utilizados pela
humanidade, na busca de tentativas de cura e alivio de doencas utilizavam-se folhas
e ervas por ingestdo, sendo estas umas das primeiras formas de se utiliza-los
(VIEGAS JUNIOR et al., 2006).

No Brasil, a pesquisa em produtos naturais € uma das areas mais tradicionais
da Quimica, principalmente por ser um pais rico em peculiaridades e pluralidades
climaticas e geogréficas, o que faz com que tenha uma das maiores diversidades,

como por exemplo, a maior floresta equatorial e tropical umida do planeta, fatores



( Inovacdo: Indusdo Social e Direitos
19 a 21 de outubro de 2016

Pirendpolis - Goids
gue juntos acarretam em uma enorme quantidade de insetos e, sobretudo, de
plantas (PINTO et al.,2002; JUNIOR, 2003).

Dentre as espécies de plantas estudadas, destacam-se as espécies do
género Bauhinia, pertencentes a familia Fabaceae, as quais apresentam varias
atividades bioldgicas descritas na literatura, conforme exposto nos trabalhos de Silva
e Cechinel Filho (2002), Nogueira e Sabino (2012), e Martinez et al. (2011).

A espécie Bauhinia rufa, género Bauhinia, popularmente conhecida como
“Pata de vaca”, tem sido destacada por estudos realizados de avaliacdo citotoxica
(SANTOS, 2014; CARDOSO, 2014), e principalmente inseticidas, tais como: contra
Rhopalosiphum maidis (BICHUETTE et al., 1998), larvas de culex quinquefasciatus
(RIBEIRO NETO et al.,, 2013), e Tetranichus Urticae Koch (SILVA e CAMARA,
2014).

Deste modo, tendo em vista 0s Varios ensaios inseticidas descritos para a
espécie Bauhinia rufa, objetivou-se com o presente trabalho, avaliar o potencial
toxico dos extratos metandlico, diclorometanico, hexanico e acetato-etilico das folhas
desta espécie por meio de bioensaios por ingestdo, para operarias de Atta sexdens

rubropilosa.

Material e Métodos

1. Coleta e identificacdo do material botanico

As folhas da planta Bauhinia rufa (Fabaceae) foram coletadas na cidade de
Leopoldo de Bulhdes, no dia 11 de margco de 2016. Foram coletados 1,23 Kg de
folhas, sendo a referida espécie identificada pela Prof®. Dr®. Mirley Luciene dos
Santos. A exsicata do material vegetal foi depositada no Herbario da Universidade
Estadual de Goias “HUEG” sob o numero de tombo 11.061.

2. Obtencéao dos extratos

O material vegetal coletado foi secado em estufa (MAO35 — Marconi) com
circulacéo de ar a 45°C durante 48 horas, pulverizado em moinho Willey (tipo créton
MA-580) e acondicionado em dois erlenmeyers de 2 litros cada. Para que se
iniciasse 0 processo de obtencdo do extrato bruto, o material pulverizado foi

primeiramente submetido a um processo de maceracgéao a frio com hexano.
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Os produtos provenientes das extracdes foram entédo recolhidos e o solvente
organico evaporado em rotoevaporador (TECNAL-120), em temperaturas abaixo de
40°C, obtendo-se, assim, o extrato hexanico.
Apbés a obtencdo do extrato hexanico, o material vegetal sofreu novas
extracbes com diclorometano, acetato de etila e metanol, aplicando-se os mesmos

procedimentos descritos.

3. Testes “in vitro” de toxicidade de extratos de Bauhinia rufa em operarias de

Atta sexdens rubropilosa

3.1. Coleta e manutencao das formigas utilizadas nos bioensaios

As operarias de Atta sexdens rubropilosa, com massa corpoOrea variando de
15 a 25 mg, foram coletadas de formigueiros mantidos em laboratério no Centro de
Estudos de Insetos Sociais - UNESP - Campus Rio Claro. Para a manutencao
desses formigueiros diariamente foram oferecidos folhas de Eucaliptussp. e flocos
de aveia e, ocasionalmente, outras plantas palataveis as sauvas como Hibiscus sp.,
Ligustrum sp. ou folhas e pétalas de roseiras.

Para a manutencao das formigas isoladas do formigueiro, consequentemente
na auséncia do fungo simbionte e de folhas considerados seus alimentos, foi
utilizada uma dieta artificial sélida, preparada com 1,25g de glicose, 0,25g de
peptona bacteriologica, 0,025g de extrato de levedura e 0,259 de &gar
bacteriol6gico, dissolvidos em 25 mL de agua destilada. Ap6s a mistura das
substéancias, a dieta foi levada ao forno de microondas para melhor solubilizacdo dos
ingredientes e, posteriormente autoclavada a 120°C e latm por 15 minutos. Em
seguida foi vertida ainda quente em placas de Petri de 10 cm de diametro,
previamente esterilizadas em estufa a 180° C e, apdés o resfriamento e a
solidificagéo, foi embrulhada em filme de PVC e mantida em geladeira, sendo
utilizada nos dias subsequentes, durante o periodo do experimento (BUENO et al.,
1997).

3.2. Bioensaios para determinagéo da toxicidade
Em todos os bioensaios as formigas foram retiradas dos formigueiros e

distribuidas em lotes de 50 operarias para cada concentragcao testada, divididas em
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grupos de 10 formigas e mantidas em 5 placas de Petri de 10 cm de diametro
forradas com papel filtro. Essas placas foram colocadas em estufa para BOD com
temperatura de 24°C + 1°C e umidade relativa acima de 70%. Os bioensaios foram
examinados diariamente, para a retirada e anotacdo do numero de formigas mortas,
durante um periodo de 25 dias.

A dieta para manutencdo das formigas (controle) ou dieta acrescida dos
ingredientes ativos (tratamentos) foi colocada em papel aluminio na quantidade
aproximada de 0.4 a 0.5 g/placa. A cada 24 horas a dieta foi renovada e sempre que
necessario, os papéis filtro (que geralmente sdo cortados pelas formigas) foram
trocados, a fim de se evitar o desenvolvimento de fungos contaminantes bem como
manter o ambiente limpo para as formigas.

Foi estipulado um periodo maximo de 25 dias para a realizacdo dos
experimentos de toxicidade, levando-se em conta o periodo normal de sobrevivéncia

das formigas mantidas com dieta artificial (BUENO et al., 1997).

3.3. Incorporacao em dieta artificial

Os extratos Bauhinia rufa foram incorporados na dieta utilizando o método
“dry-mix”, que consiste em acrescentar o principio ativo a glicose e aos demais
ingredientes secos da dieta e, posteriormente, a agua destilada. Neste caso, ndo é
utilizado solvente. O extrato de Bauhinia rufa foi incorporado na dieta por diluicdo e
depois foi autoclavado com todo o material. Cada extrato utilizado foi testado nas

concentracfes de 0.2, 1 e 2 mg/mL.

3.4. Analise dos dados de toxicidade

A andlise gréafica foi realizada através das determinacdes das porcentagens
acumuladas de formigas vivas por dia para cada tratamento. Posteriormente, o
tempo de sobrevivéncia mediana foi determinado e as curvas de sobrevivéncia
foram comparadas por meio do teste ndo paramétrico “log rank”, com nivel de
significancia de 5% (ELANDT-JOHNSON & JOHNSON et al., 1980), utilizando-se o
software Graph-Pad, aplicativo Prisma 3.0.

Em seguida, procedeu-se a comparacdo das curvas de sobrevivéncia de
formigas submetidas aos tratamentos com extratos Bauhinia rufa e a curva do

controle dieta pura.
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Resultados e Discussao

1. Obtencé&o dos extratos

A obtencédo dos extratos hexanico (BHFH), diclorometanico (BHFD), acetato-
etilico (BHFA) e metandlico (BHFM) partiu de uma massa inicial de 1,23 Kg de
material fresco, que ao término da secagem e pulverizagéo resultou em 0,96 Kg de
material vegetal. Este, por sua vez, ao ser submetido a extragdo com o0s solventes
mencionados perfez uma massa final de 21,38 g de extrato hexanico, 8,9 g de
extrato diclorometanico, 15,03 g de extrato acetato-etilico e 99,05 g de extrato

metanolico.

2. Toxicidade para operérias de Atta sexdens rubropilosa

Os resultados obtidos para cada bioensaio estdo apresentados através das
andlises gréficas das curvas de sobrevivéncia (Gréficos 1, 2, 3 e 4) e da Tabela 1
que resume as porcentagens acumuladas de mortalidade diaria, o tempo de
sobrevivéncia mediana (Md) e a interpretagdo do teste “log rank”, conforme exposto

abaixo.

Gréfico 1. Curvas de sobrevivéncia de operarias de Atta sexdens rubropilosa
submetidas ao bioensaio de incorporagao em dieta artificial com extrato de Bauhinia
rufa — folha metanol (BHFM) nas concentracdes de 0,2 mg/mL, 1Img/mL e 2 mg/mL.
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Gréafico 2. Curvas de sobrevivéncia de operarias de Atta sexdens rubropilosa
submetidas ao bioensaio de incorporacdo em dieta artificial com extrato de Bauhinia
rufa — folha diclorometano (BHFD) nas concentragbes de 0,2 mg/mL, 1mg/mL e 2
mg/mL.
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Gréafico 3. Curvas de sobrevivéncia de operarias de Atta sexdens rubropilosa
submetidas ao bioensaio de incorporagao em dieta artificial com extrato de Bauhinia
rufa — folha hexano (BHFH) nas concentracdes de 0,2 mg/mL, 1Img/mL e 2 mg/mL.
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Gréafico 4. Curvas de sobrevivéncia de operarias de Atta sexdens rubropilosa
submetidas ao bioensaio de incorporacdo em dieta artificial com extrato de Bauhinia
rufa — folha acetato (BHFA) nas concentrac¢des de 0,2 mg/mL, 1mg/mL e 2 mg/mL.
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Tabela 01. Mortalidade acumulada e sobrevivéncia mediana (Md) de operarias de
Atta sexdens rubropilosa submetidas ao bioensaio de incorporacdo em dieta artificial
com extratos de Bauhinia rufa folha metanol (BHFM), folha diclorometano (BHFD),
folha hexano (BHFH) e folha acetato (BHFA) nas concentracfes de 0,2 mg/mL,
1mg/mL e 2 mg/mL.

% acumulada de mortalidade por dia

Tratamento Md *

1 2 3 6 8 10 14 17 21 25

Dieta Pura 0 0 0 6 6 14 28 34 44 48 >2ba
BHFM 0,2mg/mL O 0 2 34 38 38 40 46 58 62 19a
BHFM 1mg/mL 0 2 4 24 32 34 38 46 54 60 20a
BHFM 2mg/mL 0 0 12 26 34 36 48 62 72 80 15b
BHFD 0,2mg/mL O 0 0 28 30 32 34 34 42 42 >25a
BHFD 1mg/mL 2 2 4 16 18 22 32 34 42 62 22a
BHFD 2mg/mL 0 6 12 14 30 30 40 42 60 62 19a
BHFH 0,2mg/mL O 0 0 14 16 22 26 30 32 34 >25a
BHFH 1mg/mL 0 0 2 10 12 12 16 16 22 26 >25a
BHFH 2mg/mL 2 2 2 24 26 26 34 34 38 40 >25a
BHFA 0,2mg/mL O 2 4 22 32 32 36 36 38 40 >25a
BHFA 1mg/mL 0 2 4 20 22 24 24 24 30 34 >25a
BHFA 2mg/mL 0 0 2 18 28 30 32 40 48 56 22a

Legenda: * Letras distintas em relagdo ao controle indicam diferenca significativa de acordo com o
teste “log rank” (p< 0,05).
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Consideracbes Finais

A analise estatistica revelou que apenas o extrato BHFM (folha metanol) na
concentracdo de 2 mg/mL apresentou valores significativos quando comparados
com o controle dieta pura, tendo uma mortalidade de 80% e a mediana no 15° dia. O
controle dieta pura apresentou mediana superior a 25 dias. Os demais extratos de
Bauhinia rufa ndo apresentaram mortalidade significativa até o término do
experimento, considerando que ndo houve diferencas significativas entre o controle

€ 0s tratamentos.
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