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RESUMO

O estudo quimico biomonitorado dos componentes de plantas tem sido adotado como
ferramenta para obtencdo de principios ativos. O emprego de produtos naturais para controle
de pragas e tratamento de doengas ndo ¢ recente, sendo utilizado antes do advento dos
produtos sintéticos. A biodiversidade do Cerrado e Pantanal ¢ pouco conhecida e muitas
espécies sdo endémicas desses biomas. O presente estudo quimico biomonitorado relata os
resultados do teste biologico para a verificagdo da atividade larvicida frente a larva do
mosquito Aedes aegypti (Linneus 1762) dos extratos etandlicos da casca do caule de Ocotea
velloziana (Meisn.) Mez. ¢ dos frutos de Aiouea trinervis (Meisn.). O estudo fitoquimico
consistiu no isolamento, na identificacao e elucidacao estrutural dos metabolitos secundarios
responsaveis pela bio-atividade apresentada pelos extratos. Os extratos etanolicos das duas
espécies selecionadas através do ensaio bioldgico larvicida foram submetidos a técnicas
cromatograficas de separacao incluindo cromatografia em coluna de silica gel, silica gel 60
RP-18, de Sephadex LH-20 e cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa. As
determinagdes estruturais foram efetuadas com base nos dados espectroscopicos de RMN de
'H, *C e DEPT 135°, incluindo os experimentos bidimensionais HSQC, HMBC, a partir das
informacodes obtidas dos espectros de massas e infravermelho e através dos valores de rotagao
optica especifica. O estudo quimico biomonitorado dos extratos selecionados conduziu ao
isolamento de trés substancias responsaveis pela atividade larvicida: um alcaloide aporfinico
(S-dicentrina) da casca do caule de Ocotea velloziana e duas y-lactonas (isoobtusilactona A e

obtusilactona A) dos frutos de Aiouea trinervis.



ABSTRACT

The chemical bioassay-guided study of components of plants has been adopted as a tool for
obtaining active ingredients. The use of natural products for pest control and treatment of
diseases is not new, it has been used before the advent of synthetic products. The biodiversity
of the Cerrado and Pantanal is not well known and many species are endemic to these biomes.
This chemical biomonitored study reports the results of biological test to verify the activity
larvicide against mosquito larvae of Aedes aegypti (Linneus 1762) the ethanol extracts the
stem bark of Ocotea velloziana (Meisn.) Mez. and fruits Aiouea trinervis (Meisn.).
Phytochemical study consisted of the isolation, identification and elucidation structures of
secondary metabolites responsible for the bio-activity presented the extracts. The ethanol
extracts of the two species selected through the biologica larvicide test were subjected to
chromatographic separation techniques including column chromatography on silica gel, silica
gel 60 RP-18 of Sephadex LH-20 and high performance liquid chromatography reverse-phase
efficiency. Structural determinations were made on the basis of spectroscopic data 'H NMR,
C and DEPT 135°, including bidimensional HSQC, HMBC, from information obtained from
mass spectra and infrared and through the values specific optical rotation. Phytochemical
bioactivity of extracts selected led to the isolation of three substances responsible for the
activity larvicide: an alkaloid aporphine (S-dicentrine) of stem bark of Ocotea velloziana and

two y-lactone (isoobtusilactone A and obtusilactone A) of the fruits of Aiouea trinervis.
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6 CONCLUSAO

REFERENCIAS



1 INTRODUCAO

A dengue, doenga infecciosa transmitida pelo vetor Aedes aegypti, foi caracterizada no
século XVIII (GUBLER, 2002). Sua expansdo ocorreu no final do século XX atingindo
regides tropicais e subtropicais incluindo o Brasil. Em 1950, através de programas de combate
ao vetor chegou-se a sua erradicagdo, mas ap6s vinte anos sem registro da doenga ocorreu a
sua reincidéncia (TEIXEIRA, BARRETO e GUERRA, 1999; TEIXEIRA et al., 2001).

A doenca, em vista das epidemias ocorridas nos ultimos anos, tornou-se um problema
contemporaneo para o sistema sanitario brasileiro. A dengue tem como agente etiolégico um
arbovirus que apresenta quatro diferentes sorotipos (DEN-1, DEN-2, DEN-3 e DEN-4)
(PUGACHEY et al., 2003).

As pesquisas desenvolvidas na busca de vacinas para utilizagdo em populagdes
humanas, apesar de alguns avancos, ainda nido geraram resultados satisfatérios (GUZMAN,
1988). Sendo assim, a medida de controle disponivel para se evitar as infec¢des causadas pelo
virus da dengue é o combate ao seu principal vetor urbano, o mosquito Aedes aegypti
(TEIXEIRA e BARRETO, 1996).

O problema de descontrole da populagdo do mosquito ocorreu devido a progressiva
adaptagdo do mesmo & natureza e resisténcia aos inseticidas (ORGANIZACION MUNDIAL
DE LA SALUD-OMS, 1986).

As estratégias utilizadas para controle das larvas ¢ dos mosquitos Ae. aegypti sdo
baseadas no uso de varias técnicas disponiveis como: o emprego do bioinseticida Bacillus
thuringiensis H-14 (Bti), peixes larvofagos das espécies Gambusia afinis e Poecilia spp
(ORGANIZACION PANAMERICANA DE LA SALUD, 1995) ¢ dos inseticidas quimicos
piretroides, carbamatos e organofosforados, além da melhoria de saneamento (LEFREVE et
al., 2003).

Nesse contexto, a busca de novas substancias alternativas mais eficazes € menos
toxicas tanto ao homem quanto a natureza para combate a larva do Ae. aegypti ¢ necessaria. A
biota de Mato Grosso do Sul, representada principalmente pelo Cerrado e Pantanal, ¢ uma
fonte alternativa de novos protdtipos com atividade larvicida. Porém, a exploracdo econdmica
tem causado drastica reducao da populagdo de varias espécies vegetais tipicas da regido, além
de escassos dados descritos na literatura sobre a sua diversidade biologica.

Estes dados sdo preocupantes e por estas razdes, ¢ necessario ampliar o estudo

interdisciplinar destes biomas objetivando seu manejo sustentavel. Assim, a investigacdao



quimica de substancias bioativas em plantas de Mato Grosso do Sul requer urgéncia na sua

realiza¢ao em virtude do rapido avanco das mudangas ambientais causadas pelo homem.
Neste trabalho foi realizada triagem em cinquenta extratos de plantas oriundas do

Cerrado ou Pantanal de Mato Grosso do Sul objetivando a busca de substincia(s) com

atividade larvicida.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Consideracdes gerais sobre a dengue

A dengue ¢ considerada uma doenga reemergente, apresentando expansao mundial,
tendo as primeiras referéncias durante os séculos XVIII e XIX. Provavelmente a disseminacao
do vetor deu-se via navegacao, pois os mosquitos utilizavam como criadouro para deposi¢ao
dos ovos a agua que ficava armazenada nos navios durante longas viagens, € com isso
mantinha o seu ciclo de reprodugdo. Assim, os insetos e virus eram introduzidos nas regioes e,
devido o modo lento de transporte, as epidemias ndo eram frequentes (GUBLER, 2002).

O reconhecimento do Ae. aegypti como sendo vetor da febre amarela ocorreu no ano
de 1881, por Carlos J. Finlay (RODRIGUEZ ¢ FINLAY, 1971; BISSET, 2002). Porém, s6 no
século seguinte, em 1906, Brancroft constatou as primeiras evidéncias de que o mosquito
também era o vetor da dengue, o que foi posteriormente confirmado por outros pesquisadores
(HALSTEAD, 1974).

Um grande niimero de pessoas tem seus domicilios em areas onde ha possibilidade da
transmissao do virus do dengue, principalmente as que residem em regides com clima tropical
e subtropical. A cada ano ocorre novos casos de infec¢des incluindo o aumento das
notificagdes da dengue hemorragica, esta podendo evoluir para a forma mais severa, a
sindrome do choque, fazendo dessa doenga um problema importante de satde publica
(LINDBACK et al., 2003; WORLD HEALTH ORGANIZATION-WHO, 1986; PAN
AMERICAN HEALTH ORGANIZATION - PAHO, 2004).

A dengue ¢ considerada a mais importante arbovirose que afeta o homem em termos
de morbidade e mortalidade (GUBLER, 1987). No Brasil, ja foi constatada a disseminagao
tanto do vetor quanto do virus nos 26 Estados e no Distrito Federal (SECRETARIA DE
VIGILANCIA EM SAUDE, 2003).

Virios fatores contribuiram para o aumento excessivo da dengue nos tltimos 50 anos
(GREGSON e EDELMAN, 2003), sendo que a maior ampliacdo ocorreu nos paises em
desenvolvimento devido ao crescimento desordenado ¢ a falta de servigcos basicos, como a
estrutura de fornecimento de 4dgua, esgoto e a coleta de lixo, os quais favoreceram a
proliferagio do Ae. aegypti (WORLD HEALTH ORGANIZATION-WHO, 1986; PAN
AMERICAN HEALTH ORGANIZATION - PAHO, 2004).



2.1.1 Os vetores do virus da dengue e ciclo de transmissao

O mais importante vetor da dengue ¢ o Aedes aegypti, inseto pertencente a familia
Culicidae, do subgénero Stegomyia. Apesar de varios trabalhos ja terem demonstrado a
possibilidade de outras espécies deste género (GUBLER, 1987), como Aedes albopictus e
Aedes polynesiensis também exercer esta fungdo (BANCROFT, 1906).

Este mosquito tem habitos domésticos apresentando a hematofagia, copula e
oviposicdo no periodo diurno (primeiras horas da manhd e ao anoitecer), e manifesta
preferéncia pelo sangue humano, mas se alimentam também em caes, roedores e aves.
Adapta-se facilmente ao ambiente urbano, onde encontra as condigdes necessarias para sua
reproducao. Tanto o macho quanto a fémea alimenta-se de néctar ou seiva vegetal, porém a
fémea, apos o acasalamento, faz hematofagia, devido a necessidade da albumina e proteinas
para maturagdo dos ovos. O intervalo entre o repasto e a oviposicao ¢ de dois a trés dias, com
igual periodo para eclosdo (ROZENDAAL, 1997a).

O mosquito adulto ¢ facilmente reconhecido por sua cor geralmente marrom,

apresentado uma nitida faixa curva, branco-prateada de cada lado do térax e outras duas

faixas mais finas, retas longitudinais, centrais, as quais formam a figura de uma lira

(LOZOVE]I, 2001) (Figura 1- a, b).

Figura 1- Aspectos da morfologia externa do adulto fémea do Aedes aegypti (Linnaeus,
1762); observar escudo adornado com escamas branco-prateadas formando um desenho em
forma de lira e listas nas patas. Fonte: a- b - http://www.eol.org/pages/740699. Acesso em:
01/10/09

O ciclo de vida do mosquito (Figura 2) ocorre por metamorfose completa
compreendendo: ovo, larvas (quatro estadios evolutivos), pupa e adulto (SILVA, SILVA e

LIRA, 1998).


http://eol.org/pages/740699�

Um dos principais fatores que contribui a distribui¢ao dos mosquitos nos criadouros ¢
a sele¢do do local da oviposi¢do. As fémeas de Ae. aegypti depositam seus ovos na parede
interna dos recipientes naturais ou artificiais, preferencialmente em locais fora do meio
liquido (para manutencdo da viabilidade dos ovos), mas proximos a reservatdrios com agua.
Geralmente sdo usados como locais para ovoposi¢do pneus, materiais plasticos descartaveis,
caixas d’agua descobertas, garrafas, pratos de vasos de plantas ou qualquer outro local que
possa armazenar agua, opc¢des de criadouros para a populagdo vetora (CHRISTOPHERS,
1960; NELSON, 1986;).

A deposi¢ao dos ovos ¢ realizada em pequenos grupos e, apdés completar o periodo
embrionario os ovos tornam-se resistentes a longos periodos de dessecagdo, podendo
prolongar-se por mais de um ano. Dessa forma, sobrevivem durante o periodo de estiagem e
com a chegada das chuvas, principalmente no verdo, obtém as condigdes ambientais

favoraveis para iniciar o ciclo (FORATTINI, 2002).

Adulto Pupa

Figura 2 - Representagdo esquematica do ciclo de vida do mosquito Aedes aegypti, mostrando
as fases ovo, larva, pupa e adulto. Fonte: Livro - Dinamica das Doengas Infecciosas e
Parasitarias (LOURENCO-DE-OLIVEIRA, 2005)

Outro vetor com grande potencial de transmissdo da dengue ¢ o Ae. albopictus. Nas

Américas ndo ha evidéncias de sua participagido na transmissdo do virus (IBANEZ-BERNAL



et al., 1997; SERUFO et al., 2003), entretanto, estudos laboratoriais comprovaram que esta
espécie ¢ capaz de ser infectada com o virus e transmiti-lo (MILLER e BALLIGER, 1988;
LOURENCO-DE-OLIVEIRA et al., 2003; CASTRO et al., 2004).

Aedes albopictus é considerado o vetor primario da dengue na Asia, sendo associada a
sua transmissao nos ambientes rurais, semi-rurais €, em menor extensao, urbanos (MILLER e
BALLIGER, 1988). Devido a sua biologia, ha grande preocupag¢dao com relacdo a este
mosquito, pois esta espécie pode representar um elo entre os ciclos urbano e silvestre da febre
amarela. O mosquito adulto apresenta um escudo com faixa longitudinal de escamas prateadas

(LOZOVEI, 2001) (Figura 3 - a, b).

Figura 3 - Aspectos da morfologia externa do adulto fémea do Aedes albopictus (Skuse,
1894), observar escudo com faixa longitudinal de escamas prateadas e listas nas patas. Fonte:
a- http://www.eol.org/pages; b - www.padil.gov.au/viewPestDiagnosticlmages. Acesso em:
01/10/09.

A transmissdo da doenca (Figura 4) ocorre a partir da picada da fémea do mosquito
infectado com um dos quatro sorotipos. O periodo de incubacdo no mosquito (periodo
extrinseco) varia de 12 a 14 dias, apds ter sugado sangue virémico de um hospedeiro,
circunstancia em que o mosquito se torna capaz de propagar a doenca, assim permanecendo
pelo resto da vida. Nao ha transmissdo por contato direto de um doente ou de suas secre¢des
para uma pessoa sadia, nem através de agua ou alimento (KUNO 1995 e 1997).

O virus também pode ser passado da fémea do mosquito para sua prole através da

transmissao transovariana (ROSEN, 1987).
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Figura 4 - Ciclo de transmissao do virus da dengue.

2.1.2 Patogenia do virus da dengue

Logo apds a picada do mosquito ocorre a inoculagdo do virus, que inicialmente
replica-se em lifonodos locais, células musculares estriadas, lisas e fibroblastos. Através dessa
multiplicagdo produz-se a viremia e a propagagdo do virus por todo o organismo, livre no
plasma ou no interior de monécitos/macréfagos (MONATH, 1986).

No homem o periodo de incubacdo (periodo intrinseco) varia de 3 a 14 dias,
geralmente em torno de cinco a seis dias. Ja o periodo de viremia apresenta seu estagio inicial
um dia antes do aparecimento da febre e permanece até o sexto dia da enfermidade. A
infeccdo por um dos sorotipos (DEN-1, DEN-2, DEN-3 ¢ DEN-4) s6 confere imunidade
permanente para aquele sorotipo, sendo possivel ocorrer imunidade cruzada transitéria, de
curta duragdo, entre os diferentes sorotipos (IBANEZ-BERNAL et al., 1997).

Clinicamente, a dengue pode evoluir para duas formas distintas; cldssica, considerada
benigna e hemorragica, de gravidade variavel podendo ser fatal MARCONDES, 2001).

A dengue classica manifesta-se de forma muito instavel, a maioria da vezes com
“febre alta (39° a 40°) de inicio repentino, seguida de cefaléia, prostracdo, astenia, mialgia,

artralgia, dor retro-orbitdria, anorexia, nauseas, vOmitos e exantema. Associada a sindrome



febril, em alguns casos pode ocorrer hepatomegalia dolorosa e, principalmente nas criangas,
dor abdominal generalizada. Os adultos podem apresentar manifestagdes hemorragicas, como
petéquias, epistaxe, gengivorragia, sangramento gastrintestinal, hematiria e metrorragia. Com
o desaparecimento da febre, ha regressdo dos sinais e sintomas, podendo ainda persistir a
fadiga” ( HARRIS et al., 2001; GUZMAN e KOURI, 2002).

Ja a dengue hemorragica, apresenta sintomas iniciais muito semelhantes a dengue
classica, mas estes podem progredir rapidamente para manifestacdes hemorragicas e choque.
Os casos tipicos da dengue hemorragica sdo caracterizados por “febre alta, fendmenos
hemorragicos, hepatomegalia e insuficiéncia circulatoria”. O caso mais grave, denominado
choque pode ocorrer entre o 3° e 7° dia de doenga, geralmente precedido por dores
abdominais. Esta manifestacdo tem curta durag¢do, podendo levar ao 6bito em 12 a 24 horas ou
a reabilitacdo rapida apos terapia apropriada. Uma importante andlise laboratorial para
diagnéstico da dengue hemorragica ¢é a determinagdo da trombocitopenia com
hemoconcentragdo (HARRIS et al., 2001; FIGUEIREDO e FONSECA, 2002; GUZMAN e
KOURI, 2002).

2.1.3 Tratamento

Até o momento, ndo existe droga antiviral de uso clinico que apresente uma acao
eficaz contra o virus do dengue. O tratamento geralmente € realizado para os casos benignos
da doenca em funcdo dos sintomas: febre indiferenciada e febre da dengue cléssica com
tratamento sintomatico da febre, cefaléia, mialgias e artralgias, devendo-se evitar o uso de
salicilatos (FIGUEIREDO ¢ FONSECA, 2002). Por interferir no processo de coagulagdo, o
uso de acido acetil salicilico (AAS) e seus derivados devem ser evitados, pois estes reduzem a
adesdo das plaquetas e, na dengue, a diminuicdo do nimero de plaquetas (plaquetopenia) ¢
frequente.

Nos casos de Febre da dengue hemorragico (DHF) /Sindrome de choque da dengue
(DSS) medidas terapéuticas podem ser imprescindiveis, das quais dependerd a vida do
paciente. Quando hé indicios de casos suspeitos os pacientes deverdo ser mantidos em
observacdo, sendo necessario um controle através de exames clinicos para evitar o aumento
agudo da permeabilidade vascular com extravasamento de liquidos para o intersticio

(WORLD HEALTH ORGANIZATION - WHO, 1986; DIETZE, 1991).



2.1.4 Controle de vetores e resisténcia a inseticidas

As atividades de controle de insetos se constituem numa pratica antiga, havendo
registros relatados na China ha cerca de 2000 anos, sendo essas agdes conduzidas no combate
das pragas agricolas (ROZENDAAL, 1997b).

Pelo conhecimento técnico cientifico, sabe-se que para o controle de vetores sdo
utilizados varios métodos, devendo estes serem adequados a realidade de cada local para
serem executados de forma integrada e seletiva (ORGANIZACION PANAMERICANA DE
LA SALUD, 1995, 1999). Os procedimentos utilizados abrangem a vigilancia, reducao da
fonte (ou manejo ambiental), controle biologico, controle quimico com uso de inseticidas e
repelentes, armadilhas e manejo da resisténcia a inseticidas, agregados as agdes educativas
(ROSE, 2001).

A utilizagdo de produtos quimicos ainda constitui a técnica mais utilizada no controle
da transmissdo de dengue. O grande problema associado ao controle quimico ¢ a resisténcia.
Com o uso de maneira indiscriminada dos inseticidas, tanto na agricultura e agropecudaria
quanto na area de Saude Publica, ocorreu a selegdo de individuos menos susceptiveis aos
inseticidas, assim aumenta a frequéncia de individuos resistentes na populagdo, dificultando
ou mesmo inviabilizando programas de controle dos mosquitos, consequentemente ocorre a
re-emergéncia das doengas transmitidas por vetores (BROGDON e MCALLISTER, 1998).
Além da constatacdo da resisténcia ¢ importante salientar que, para as estratégias de controles
serem efetivas ¢ fundamental conhecer os seus mecanismos.

Segundo Miller (1998), a resisténcia pode ser classificada em: comportamental,
redu¢do da penetragdo do inseticida pela cuticula do inseto, alteragdes nos sitios alvos de acao
dos inseticidas e mudancas nos sistemas enzimaticos para uma rapida detoxificagao.

A resisténcia comportamental resulta da resposta a pressdo seletiva causada pelos
xenobidticos, esta consiste na selecdo de individuos com aptidao parcial ou total para evitar o
contato com o inseticida (ORGANIZACION MUNDIAL DE LA SALUD - OMS, 1986;
DONALISIO e GLASSER, 2002).

O mecanismo de redu¢do a penetracdo do inseticida pela cuticula ocorre devido as
alteracdes fisiologicas do inseto e na quimica da exocuticula, conferindo resisténcia
secundaria, entretanto, apresenta importancia quando associado a outros mecanismos de
resisténcia (BADII e ALMANZA, 2007).

A atuacdo dos inseticidas quimicos no organismo do inseto apresenta alta

especificidade pelo sitio ativo, consequentemente ocorrendo alteragdes nesses locais e
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incidindo no impedimento ou dificultando a interagdo com o praguicida acarretando a
resisténcia (KARUNARATNE e HEMINGWAY, 2001; SODERLUND e KNIPPLE, 2003).
O mecanismo mais estudado quanto a resisténcia dos insetos a inseticidas ¢ a
detoxificagdo (DAVID et al., 2005). Através desse processo o inseto converte o inseticida em
uma forma menos toxica ou inativa podendo ocorrer pela acdo de enzimas (BRAGA e
VALLE, 2007). Varias enzimas podem estar presentes nesse mecanismo principalmente
pertencentes as classes das Monooxigenases, Esterases e Glutationa-S-transferase

(OPPENOORTH, 1984; YU e NUGYEN, 1992; HEMINGWAY e RANSON, 2000).
2.1.5 Mecanismos de acio dos inseticidas quimicos e biolégico

A toxicidade de uma substancia quimica para insetos ndao a qualifica necessariamente
como praguicida. Para tal, devem estar associadas varias propriedades a atividade, tais como:
eficacia em pequenas concentragdes, baixa toxicidade para mamiferos e animais superiores,
auséncia de fitotoxicidade e ser biodegradavel. Estas propriedades sdo consideradas as ideais
para inseticidas, porém dificilmente serd encontrado um produto que agreguem todas elas
(NATH e KUMAR, 1999).

As plantas tém sido uma importante fonte de ativos com diferentes estruturas quimicas
e com diversas atividades contra insetos. Na década de 40 os inseticidas de origem natural
foram muito utilizados no combate as pragas agricolas. Dentre os inseticidas organicos, cujas
substancias ativas sdo provenientes de plantas destacam-se o alcaloide nicotina isolado de
espécies de Nicotiana, os piretroides piretrina ¢ aletrina extraidos das flores do
Chrisanthemum cinerariaefolium ¢ o rotenoide rotenona isolado de espécies do género Derris
e Lonchocarpus (SOLOWAY, 1976) (Figura 5).

\\\\\\
H
/ N w
S

—

N H
N
Nicotina
%0
o
Aletrina 0
Rotenona OCHj
OCH;

Figura 5 - Exemplos de substancias quimicas de origem vegetal com atividade inseticida.



11

No periodo de 1950 a 1970, os inseticidas de origem sintética substituiram os
inseticidas de origem natural. Passaram a serem utilizados os organoclorados DDT, BHC,
Aldrin, Dieldrin e Clordano (CORBETT, WRIGHT e BAILLE, 1984). O DDT (dicloro-
difenil-tricloroetano) foi o primeiro inseticida com efeito prolongado utilizado para o controle
de vetores e tinha um efeito continuado por varios meses quando aplicado em paredes ¢ tetos
de casa (ROZENDAAL, 1997b). Entretanto, a sua alta persisténcia e agdo indistinta atingindo
tanto os vetores quanto a fauna e flora da area, causava impacto negativo ao meio ambiente
(MATUO, LOPES e CASANOVA, 1990).

Na década seguinte (1980), devido ao uso indiscriminado dos organoclorados, houve a
necessidade de mudanga no combate as pragas agricolas, pois, simplesmente introduzir novos
agentes, cada vez mais toxicos, ndo garantia o controle. Surgem os inseticidas sintéticos, mais
seletivos, que atacavam as pragas especificas e ndo destruiam simultaneamente inimigos
naturais dos insetos-alvos. A estratégia de controle baseava-se na utilizagdo dos inseticidas
quimicos organofosforados e piretroides (SOAERES et al., 1996; LUNA et al., 2004).

A escolha dos inseticidas quimicos das classes dos organofosforados, carbamatos e
piretroides ¢ devido a sua forte atividade biologica, ligada a sua relativa instabilidade no meio
ambiente, tendo uma meia-vida curta (STORM, ROZMAN e DOULL, 2000).

Os organofosforados e carbamatos apresentam como mecanismo de agdo a inibicdo da
enzima acetilcolinesterase (AChE) presente no sistema nervoso de vertebrados e
invertebrados. Esses pesticidas atuam no sitio esterasico, formando um complexo enzima-
inibidor, cuja estabilidade estd relacionada com a estrutura quimica do inseticida. Os
organofosforados interagem no sitio ativo de modo irreversivel, enquanto os carbamatos, por
terem uma interacdo menos estavel, atuam de modo reversivel (FOURNIER ¢ MUTERO,
2001; JOKANOVIC, 2001).

A AChE tem como fun¢do hidrolisar a acetilcolina em 4cido acético e colina (Figura
6). A acetilcolina ¢ um mediador quimico, responsavel pela transmissao dos impulsos
nervosos nas sinapses dos neurdnios colinérgicos do sistema nervoso central e periférico.
Com a inibicdo da acetilcolinesterase aumenta o nivel de acetilcolina nas sinapses
ocasionando paralisia ¢ a morte do inseto (PADILHA, WILSON e BUSHNELL, 1994;
KARCZMAR, 1998).
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HyC CH; H;C CH; 0
-/ .
N Q AChE \N/ +
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Acetilcolina Colina Acido acético

Figura 6 - Reagdo de hidrolise da acetilcolina.

Os piretroides alteram a permeabilidade do s6dio na membrana do axonio impedindo a
repolarizacdo normal ap6s o impulso nervoso, levando o inseto a uma morte rapida
(CHAMBERS e CARR, 1995). De uma maneira abrangente esses praguicidas atuam em nivel
de sistema nervoso do inseto.

A utilizacdo do controle quimico continua sendo uma das principais taticas utilizadas
para o combate dos vetores, entretanto, devido a resisténcia a inseticidas dos culicideos e as
escassas opgoes de novos praguicidas a situacdo torna-se critica (PAUL, HARRINGTON e
SCOTT, 2006).

Devido ao intenso uso de praguicidas, muitas espécies t€ém desenvolvido varios
mecanismos de defesa para sua sobrevivéncia, consequentemente ocorre a reducdo da eficacia
do produto devido a morte de todos os individuos suscetiveis, restando apenas os imunes ao
produto (MACORIS et al., 1999), como ¢ o caso do mosquito Aedes aegypti, cuja populacdo
se adapta rapidamente as condi¢des de mudangas ambientais e apresenta rapida recuperagao
apos as intervengdes de controle (JAMAL, HANSEN e JULU, 2002).

A necessidade de mudanga periddica para atividade de controle desses insetos requer o
uso de novos inseticidas ou substituicdo de métodos fisicos e bioldgicos pelo maior tempo
possivel (ORGANIZACION MUNDIAL DE LA SALUD — OMS, 1992). Surge no mercado
inseticidas alternativos como toxinas de bactérias entomopatogénicas (Bt-Bacillus
thuringiensis e Bs-Bacillus sphaericus) e reguladores do crescimento de insetos (IGRs —
Insect Growth Regulators) (MELLON e GEORGHIOU, 1984; RATHBURN Jr, 1985;
FOURTNET, SANNIER ¢ MONTENY, 1993).

O biolarvicida obtido da bactéria entomopatogénica Bacillus thuringiensis var.
israelensis (Bti), ¢ utilizado como opc¢do de substancia ativa, apresentando como principal
componente um corpo paraesporal produzido durante a esporulacao, composto pelas proteinas
endotoxinas Cry (cristal toxico) e Cyt (toxina com atividade citolitica e hemolitica), as quais
atuam de modo sinérgico com outros pesticidas (DELECLUSE, PEREZ ¢ BERRY, 2000). A

bactéria libera estas toxinas na forma de protoxinas ainda inativas, que chegando ao intestino
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médio do inseto sdo ativadas por ag¢do de proteases causando lise do epitélio e/ou
interrompendo a secrecao normal e favorecendo a germinagdo dos esporos, o que leva a morte
do inseto (POLANCZYK, GARCIA e ALVES, 2003).

A acdo conjunta dessas toxinas, aliada a acdo de outros pesticidas, geralmente
organofosforados, reduz a possibilidade de resisténcia (BECKER, 2000; REGIS et al., 2001).
Apesar de ser um método de controle eficaz e com baixo efeito residual, esta toxina sofre
efeito de inativacdo com a exposicao direta a luz solar (BECKER et al., 1992; Yu-TIEN et al.,
1993; OBETA, 1996).

Na tentativa de superar o problema de resisténcia em insetos, uma nova geragao de
inseticida entra no mercado como alternativa em situa¢des onde ha indicios de resisténcia aos
piretroides e organofosforados (FLOORE, 2006; WORLD HEALTH ORGANIZATION -
WHO, 2006). Os reguladores de desenvolvimento de insetos (IGRs) compdem a terceira
geragdo de inseticidas apds os inorgdnicos e os organicos sintéticos (CONSOLI e
LOURENCO-de-OLIVEIRA, 1994; CASIDA e QUISTAD, 1998). Estes grupos de
compostos sdo quimicamente bastante heterogéneos incluindo os andlogos e antagonistas de
horménio juvenil, andlogos e antagonistas de ecdisona e inibidores de sintese de quitina
(GRAF, 1993; KOSTYUKPVSKY e TROSTANETSKY, 2006).

Dentre os inibidores da sintese de quitina, os derivados do benzoilfenil ureia
destacam-se por sua acdo inibidora na deposi¢do de quitina (COHEN, 2001). O 1-(4-
clorofenil)-3-(2,6-difluorobenzoil)-ureia, conhecido como Diflubenzuron, foi o primeiro
composto desse grupo a ser comercializado. Inicialmente seu uso era para controle de ervas
daninhas, porém exibiu pobre atividade herbicida (TUNAZ e UYGUN, 2004).

Pesquisadores observaram que os insetos alimentados com folhas tratadas com
Diflubenzuron tinham dificuldades em fazer a muda (EISLER, 1992). O inseticida atua
inibindo a sintese da quitina durante o estagio mais suscetivel do inseto, a fase jovem, em
virtude de suas sucessivas ecdises. Esses inseticidas possuem efeito pronunciado sobre as
larvas, que ndo conseguem sobreviver a muda devido a malformacdes da nova cuticula
(FOURTNET, SANNIER e MONTENY, 1993; GROSSCURT , HAAR ¢ JONGSMA, 1988).

A incessante busca por novos ativos inseticidas e o estimulo as pesquisas que visam a
utilizacao de plantas como uma alternativa para o controle de mosquitos vetores de doencas,
como a dengue, levam pesquisadores a investigagdo e ao isolamento de metabolitos
secundarios de plantas que possam atuar como larvicida ou adulticida de forma eficaz com

baixa toxicidade ao homem e a natureza.
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2.1.6 Produtos naturais com atividade larvicida

2.1.6.1 Substancias de origem natural (planta/microorganismo) com atividade
larvicida.

A maioria das células e dos organismos vivos possui rotas metabolicas designadas
como metabolismo primario, a qual pertencem os processos essenciais a vida e comuns aos
seres vivos, sendo incluidas as macromoléculas (carboidratos, lipideos, proteinas e acidos
nucléicos). Entretanto, muitas organelas sintetizam compostos organicos que ndo estdo
diretamente ligados ao crescimento e/ou desenvolvimento do organismo, porém conferem
vantagens relacionadas principalmente, a fecundidade e sobrevivéncia (DEWICK, 1997).
Estas vias metabolicas recebem o nome de metabolismo secundario e, diferentemente do
primdrio, ndo estdo distribuidas igualmente em todos os grupos taxondmicos, sendo algumas
delas exclusivas de poucos organismos (MANN et al., 1994).

Os metabolitos secundarios, antes considerados produtos de excreg¢do vegetal, sdo
compostos extremamente Uteis para defesa e protecdo, principalmente para plantas, que sao
organismos fixos, susceptiveis as mudangas e aspectos do ambiente. Algumas das fung¢des
relatadas sdo protecdes contra herbivoros e infeccdo microbiana, atragdo de polinizadores,
agentes alelopaticos, protecdo contra raios UV entre outras (SIMOES et al., 2000).

A pesquisa com metabolitos secundarios apresenta uma grande importancia por serem
considerados compostos altamente bioativos, visto que muitos medicamentos tém como
origem moléculas orgéanicas provenientes do metabolismo secundario, principalmente de
plantas (CROTEAU, KUTCHAN e LEWIS, 2000; SIMOES et al., 2000). Além do interesse
terapéutico, a pesquisa com esses bioativos estende-se a varias outras areas como: perfumaria,
alimenticia, agronomica, entre outras (BELL e CHARLWOOD, 1980; WINK, 1990).

A fitoquimica estuda os produtos provenientes do metabolismo secundério dos
vegetais compreendendo as etapas de isolamento, purificagdo e determinacao estrutural desses
metabolitos (BRAZ-FILHO, 1994). Este estudo, quando associado a ensaios especificos de
atividade bioldgica, permite identificar, analisar e caracterizar fragdes ou substincias
bioativas presentes em uma determinada espécie. Ressalta-se que nos extratos brutos os
constituintes ativos estdo normalmente em pequenas concentracdes (SCHENKEL

GOSMANN e PETROVICK, 2000).
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O estudo de produtos naturais obtidos de plantas e fungos com atividade larvicida ¢
recente. A partir da década de 80 sdo encontrados alguns trabalhos realizados (Tabela 1) com
o intuito de isolar tais substancias, enquanto nos trabalhos anteriores (QURESHI,
MOHIUDDIN e BADAR, 1986; MWANGI e REMBOLD, 1988) as pesquisas eram feitas
apenas com extratos. Estas substancias, algumas delas com CLsy < 100 pg/mL, pertencem a

diversas classes e suas estruturas sdo mostradas nas figuras de 7 a 21
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Tabela 1 - Substancias isoladas de espécies de plantas/fungos com atividade larvicida.

Parte da Classe das Tempo de
Espécies - plantas planta substincias Substancias larvicidas Doses exposicao Referéncias
utilizada larvicidas das larvas
Diplolophium huchanani Folhas Fenilpropanoides Elemicina + trans-isoelemicina CL o - 100,00ppm 24h MARSTON, HOSTETTMANN e
MSONTHI , 1995
Cordia alliodora Raiz Fenilpropanoides 1-(3’-metéxi-propanoil)-2.4,5- CLioo - 12,50pg/mL 24h [OSET et al., 2000a
trimetoxi-benzeno
Chamaecyparis obtusa Folhas Sesquiterpeno B-thujaplicina CLso - 2,91ppm 24h JANG, JEON e LEE, 2005
Myroxylon balsamum Casca secas Sesquiterpeno 6-E-nerolidol CLs - 17,00ppm 24h SIMAS et al., 2004
Mansonia gagei Drumm Cerne Sesquiterpeno Mansonona C CLg - 6,25ppm 24h TIEW et al., 2003
. . . . e MARSTON HOSTETTMANN e
Diplolophium buchanani Folhas Sesquiterpeno Miristicina CL - 25,00ppm 24h MSONTHL, 1995
Targionia lorbeeriana Cerne Sesquiterpeno lactona Desidrocostus lactona CL1q - 12,50ppm 24h NEVES et al., 1999
Poncirustrifoliata L. Raiz Cumarina Marmesina CLs - 0,08mg/L 24h RAJKUMARz(e)OJ? BANESAN,
. . . . . . MARSTON, HOSTETTMANN e
Diplolophium buchanani Folhas Cumarina Oxipeucedanina CL g9 - 25,00ppm 24h MSONTHI , 1995
Esenbeckia grandiflora Raiz Cumarina Pimpinelina + produto dimerizado CLsg - 45,77ppm 24h OLIVEIRA et al., 2005
Esenbeckia grandiflora Raiz Cumarina Pimpinelina + Swietenocoumarina B CLs, - 62,23ppm 24h OLIVEIRA et al., 2005
Lonchocarpus chiricanus Casca da raiz Estilbenos prenilados Chiricanina A CL o - 6,00ppm 24h IOSET et al., 2001
Lonchocarpus chiricanus Cascadaraiz  Estilbenos prenilados Chiricanina B CLsy > 50,00ppm 24h IOSET et al., 2001
Lonchocarpus chiricanus Casca da raiz Estilbenos prenilados Chiricanina C CLsp > 50,00ppm 24h IOSET et al., 2001
Lonchocarpus chiricanus Casca da raiz Estilbenos prenilados Chiricanina D CLs > 50,00ppm 24h IOSET et al., 2001
Lonchocarpus chiricanus Casca da raiz Estilbenos prenilados Longistilina C CLgo - 50,00ppm 24h IOSET et al., 2001
Lonchocarpus chiricanus Casca da raiz Estilbenos prenilados Longistilina D CL o - 6,00ppm 24h IOSET et al., 2001
Lonchocarpus chiricanus Casca da raiz Estilbenos prenilados 3,5-dimetoxi-estilbeno CL o - 3,00ppm 24h IOSET et al., 2001
Erythroxylum passerinum Folhas Diterpenos 14-O-metil-rianodanol CLs - 82,00 ppm 24 e 48h BARREIROS et al., 2007
Copaifera reticulata Ducke Resina-6leo Diterpenos Acetato do cido alepterolico CLs, - 0,80ppm 24h GERIS et al., 2008a
Copaifera reticulata Ducke Resina-6leo Diterpenos Acido alepterdlico CLs - 87,30ppm 24h GERIS et al., 2008a


http://apps.isiknowledge.com/DaisyOneClickSearch.do?product=WOS&search_mode=DaisyOneClickSearch&doc=8&db_id=&SID=W1NhAgN4p1CIo348ogG&name=Rajkumar%20S&ut=000260542300002&pos=1�
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Continuagao

Pterodon polygalaeflorus Sementes Diterpenos 6(1—h1dr0x1-V011;2i:(2)1rpl) :no - 7B, 17B- CLs - 50,08ug /mL 24h OMENA et al., 2006

Pterodon polygalaeflorus Sementes Diterpenos g‘zi? o.7 B-diidroxi-vouacapano-17- -y " 14 go.0 /mL 24h OMENA et al., 2006

Pterodon polygalaeflorus Sementes Diterpenos Metil 6a, 7B-diacetdxi-vouacapano- CLs - 21,76pg /mL 24h OMENA et al., 2006

17B-oato de metila ’ ’

Melicope subunifoliolata Folhas Flavonoides Meliternatina CLs - 0,47ug/mL 24h HO et al., 2003
Poncirustrifoliata L. Raiz Flavonoides Poncirina CLs - 0,10mg/L 24h RAJKUMARz(e)OJ;E BANESAN,
Poncirustrifoliata L. Raiz Flavonoides Rhoifolina CLso - 0,08mg/L 24h RAJKUMARZSOJZEBANESAN’
Poncirustrifoliata L. Raiz Flavonoides Naringina CLs,- 0,12mg/L 24h RAJKUMARZSOJE]; BANESAN,
Cryptomeria japonica Varias Quinonas Tectoquinona CLs - 3,30pg /mL 24h CHENG et al., 2008

Cassia obtusifolia Sementes Quinonas Emodina CLs - 1,90mg/L. ~ —=mmm- YANG, LIM e LEE, 2003
Cassia obtusifolia Sementes Quinonas Purpurina CLsp- 19,60mg/L. - YANG, LIM e LEE, 2003
Serculia guttata Sementes Quinona Bis (2-etil-exil) benzeno-1.2- oy 49 5050m 24h KATADE et al., 2006
dicarboxilato
Cordia curassavica Raiz Quinona Cordiaquinona A CL g - 12,50ppm 24h IOSET et al., 2000b
Cordia curassavica Raiz Quinona Cordiaquinona B CL g0 - 25,00ppm 24h IOSET et al., 2000b
Cordia linnaei Raiz Quinona Cordiaquinona E CL g - 12,50ppm 24h IOSET et al., 1998
Cordia linnaei Raiz Quinona Cordiaquinona G CL o - 50,00ppm 24h IOSET et al., 1998
Cordia linnaei Raiz Quinona Cordiaquinona H CL o - 25,00ppm 24h IOSET et al., 1998
Cordia curassavica Raiz Quinona Cordiaquinona J CL o - 25,00ppm 24h IOSET et al., 2000b
Cordia curassavica Raiz Quinona Cordiaquinona K CL o - 12,50ppm 24h IOSET et al., 2000b
Millettia dura Sementes Rotenoides Deguelina CLs - 1,60pg/mL 24h YENESEW et al., 2003
Millettia dura Sementes Rotenoides Tephrosina CLs - 1,40ug/mL 24h YENESEW et al., 2003
Derristrifoliate Sementes Rotenoides Rotenona CLs - 0,47pg/mL 24h YENESEW et al., 2006
Calodendrum capense Thunb ~ Casca da raiz Limonoides Limonina CLsy - 71,60ppm 24h KIPROP, RAJZ‘?)](?; WANJALA,
Azadirachta indica Folhas frescas Limonoides 6a-0-acetil-7-deacetilnimocinol CLso—21,00ppm 24h SIDDIQUI et al., 2000
Harrisonia abyssinica Casca da raiz Limonoides Pedonina CLs - 59,20uM 24h KIPROP et al., 2007
Harrisonia abyssinica Casca da raiz Limonoides Harrisonina CLs - 28,10uM 24h KIPROP et al., 2007
Azadirachta indica Folhas frescas Limonoides Nimocinol CLs - 83,00ppm 24h SIDDIQUI et al., 2000
Calodendrum capense Thunb Cas;;?ﬂiif:slz ¢ Limonoides Calodendrolida CLs - 13,10ppm 24h KIPROP, RAJZ/?)ISSG WANJALA,
Calodendrum capense Thunb Casca da raiz Limonoides Calodendrolida CLs - 13,20uM 24h KIPROP et al., 2007


http://apps.isiknowledge.com/DaisyOneClickSearch.do?product=WOS&search_mode=DaisyOneClickSearch&doc=8&db_id=&SID=W1NhAgN4p1CIo348ogG&name=Rajkumar%20S&ut=000260542300002&pos=1�
http://apps.isiknowledge.com/DaisyOneClickSearch.do?product=WOS&search_mode=DaisyOneClickSearch&doc=8&db_id=&SID=W1NhAgN4p1CIo348ogG&name=Rajkumar%20S&ut=000260542300002&pos=1�
http://apps.isiknowledge.com/DaisyOneClickSearch.do?product=WOS&search_mode=DaisyOneClickSearch&doc=8&db_id=&SID=W1NhAgN4p1CIo348ogG&name=Rajkumar%20S&ut=000260542300002&pos=1�
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Continuagio
Calodendrum capense Thunb Casca da raiz Limonoides Piroangolensolide (sintetizada) CLs - 16,60uM 24h KIPROP et al., 2007
Origem fungica* * Limonoides Desidroaustina CLs - 2,90ppm 24h GERIS et al., 2008b
Origem fungica * * Limonoides Acetoxi desidroaustina CLs - 7,30ppm 24h GERIS et al., 2008b
. . . RAHUMAN, VENKATESAN e
Ficusracemosa Linn. Folha e cascas Triterpeno Acetato guanol CLs - 14,55ppm 24h GOPALAKRISHNAN, 2008b
Abutilon indicum (Linn.) Sweet *ok Esteroide B-Sitosterol CLs, - 11,49ppm 24h ABDUL et al., 2008
Pentaclethra macroloba . .
(Wilcl) Kuntze Sementes Saponinas a-Hederina CLs - 18,60pg/mL 24h SANTIAGO et al., 2005
Pentaclethra macroloba . .
(Wilcl) Kuntze Casca dos galhos Saponinas Hederacolchisida A1l CLsg - 25,10pg/mL 24h SANTIAGO et al., 2005
Acido oleano-12-en-28-o0ico,3-[(O-B-
D-glucopiranosil-(1—4)-O-[O-B-D-
Pe”t?&ffgr)aKﬁg:'Oba Casca dos galhos Saponinas glucopiranosil-(1—3)-o-L- CLs - 27,90ug/mL 24h SANTIAGO et al., 2005
ramnopiranosil]- o -L-
arabinopiranosil)oxi]-, (3 B)- (9CI)
Piper fimbriulatum Folhas Lignana 7'-epi-sesartemina CL1go- 17,60pg/mL 24h SOLIS et al., 2005
Phryma |:P;i$isiichya var. Raiz Lignana Acetato leptostachiol CLs - 2,10ppm 24h PARK et al., 2005
Piper nigrumL Ffrutos secos Amida Pipyahyina CLs - 30,00ppm 24h SIDDIQUI et al., 2004
Piper nigrumL Ffrutos secos Amida Pipnoohina CLs, - 35,00ppm 24h SIDDIQUI et al., 2004
. . , . N-isobutil-2E,4E,8E,10Z-dodeca-
Soilanthes mauritiana Partes aéreas Amida 2.4.8.10-tetracnamida CLg - 10,50mg/mL 24h JONDIKO, 1986
Piper longumL. Frutos Amida Pipernonalina CLs - 0,25mg/L 24h YANG et al., 2002
Piper nigrum Frutos Amida Retrofractamida CLsp - 0,04ppm 48h PARK et al., 2002
Piper nigrum Frutos Amida Pelitorina CLs - 0,92ppm 48h PARK et al., 2002
Piper nigrum Frutos Amida Pipercida CLs - 0,10ppm 48h PARK et al., 2002
Piper nigrum Frutos Amida Guineensina CLso - 0,89 ppm 48h PARK et al., 2002
Piper nigrum Frutos Amida Piperina CLs - 5,10ppm 48h PARK et al., 2002
Hortonia floribunda H. 2(5H)-furanona, 3-(11-dodecin-1-il) -
anqustifdlia e H. ovalifolia Folhas Lactona 5-metil-, (5S) CLs - 0,41ppm 24 ¢ 48h RATNAYAKE et al., 2001
Hortonia floribunda, H. 2(5H)-furanona, 3-(11-dodecen-1-il) -
angustifolia e H. ovalifolia Folhas Lactona 5-metil-, (5S) CLs, - 0,47ppm 24 ¢ 48h RATNAYAKE et al., 2001
Derristrifoliate Sementes Cromanona 6,7-dimetoxi-4-cromanona CLs - 14,80pg/mL 24h YENESEW et al., 2006
Citrullus colocynthis (Linn.) L o O . RAHUMAN VENKATESAN e
Schrad Planta inteira Acido graxo Acido oleico CLs - 8,.80ppm 24h GOPALAKRISHNAN, 2008c
Citrullus colocynthis (Linn.) Planta inteira Acido graxo Acido linoleico CLs - 18,20ppm 24h RAHUMAN VENKATESAN e

Schrad

GOPALAKRISHNAN, 2008c
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Continuagao
Rollinia leptopetala Raiz Alcaloide Liriodenine CLs - 3,60ppm 24h ARRIAGA et al., 2008
Zingiber officinale Rizoma Alquilfenois 4-gingerol CLs - 4,25ppm 24h RAHUMAN et al., 2008a
Zingiber officinale Rizoma Alquilfenois (6)-desidrogingerdiona CLs-9,.80ppm 24h RAHUMAN et al., 2008a
Zingiber officinale Rizoma Alquilfenois (6)-disidrogingerdionol CLso- 18,20ppm 24h RAHUMAN et al., 2008a
. . . . . 2-(22)-(3-hidroxi-3,7-dimetilocta-2,6-
Cordia alliodora Casca da raiz Alquilfenois dienil)-1 4-benzenodiol CL g0 > 50,00ppm 24h IOSET et al., 2000a

Pothomorphe peltata Frutos Alquilfenois 4-nerolidil catecol CLso - 9,10pg/mL 24n  MONGELLL COUSIO e CICCIA,

2002

* Metabdlito 2° isolado do fungo Penicillium sp. da raiz de Melia azedarach.

** Varios extratos
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FENILPROPANOIDES OCH;
OCHs
Hacojij\/\ Haco:@v
HaCO X H3CO /\
Elemicina + trans-isoelemicina (CL |y, —100,00ppm)
(MARSTON, HOSTETTMANN e MSONTHI , 1995)

o)
H3CO. N
o)
:@i\)l\ocm >
HsCO OCHj3 o

OCH,

1-(3’-metéxi-propanoil)-2,4,5- trimetoxi-benzeno ’
(CL 199~ 12,50ug/mL) Miristicina (CL o, -25,00 ppm)
(IOSETet al., 2000a) MARSTON, HOSTETTMANN

e MSONTHI, 1995)

Figura 7 - Fenilpropanoides isolados de plantas com atividade larvicida.

SESQUITERPENOS

4y,
///
"OH

HO | |

B-thujaplicina (CLsq - 2,91ppm)

(JANG, JEON ¢ LEE, 2005) 6-E-nerolidol (CLs,-17,00 ppm)

(SIMAS et al., 2004)

o Mansonona C (CL (g - 6,25 ppm)

. (TIEW et al., 2003)
Desidrocostus lactona (CL - 12,50 ppm)

(NEVES et al., 1999)

Figura 8 - Sesquiterpenos isolados de plantas com atividade larvicida.
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oH CUMARINAS o
>/’/// \
////
x
(0]
O [¢] O.

Marmesin (CL5, - 0,08mg/L)
(RAJKUMAR e JEBANESAN, 2008)
o

Oxipeucedanina (CL,q,—25,00 ppm)
(MARSTON, HOSTETTMANN e MSONTHI, 1995)
OCH, OCH,
OCH; H300

A

o]

(¢] (¢]
Pimpinelina + produto dimerizado (CL;s, - 45,77 ppm)
(OLIVEIRA et al., 2005)

OCH3

OCH3
OCH3

Pimpinelina + Swietenocoumarina B (CLs,- 62,23 ppm)
(OLIVEIRA et al., 2005)

Figura 9 - Cumarinas isoladas de plantas com atividade larvicida e obtidas por
transformg¢des quimicas.
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DITERPENOS

O, OH

I

F

nnng

OH

) I/I'ﬂl

HO'

/' ?

HO

MeO

14-O-metil-rianodanol
(CLs, - 82,00ppm)
(BARREIROS et al., 2007)

Acetato do acido alepteroélico
(CLs, - 0,80ppm)

(GERIS et al., 2008a)

3
2
Z
Z
Z
Z

Quunmn

W\
W
[e)

(@) OH

W

A
2,
2, H
2

Acido Alepterolico
(CL 5, - 87,3 ppm)

(GERIS et al., 2008a)

3
Z
Z
Z
2
z

Qunnn

Ac

60-hidréxi-vouacapano - 78, 17B-lactona  Acido 6 0,7 B-diidréxi-vouacapano Metil 60, 7B-diacetoxi-vouacapano

(CL 4, - 50,08pg /mL)

(OMENA et al., 2006) (OMENA et al., 2006)

-17 B-oico (CL 50 - 14,69g /mL)

17B-oato de metila (CL , - 21,76pg /mL)
(OMENA et al., 2006)

Figura 10 - Diterpenos isolados de plantas com atividade larvicida.
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ESTILBENOS PRENILADOS

“’” /O
AN

OH OH
Chiricanina A (CL,,, - 6,00ppm) Chiricanina B (CL,, > 50,00ppm)
(IOSET etal., 2001) (IOSET etal., 2001)

%

HO l 0
/ OH
HsCO /\© 7=
Chiricanina C (CLs, > 50,00ppm) O

(IOSET et al., 2001)

Chiricanina D (CL,, > 50,00ppm)
(IOSET etal., 2001)

OCH3

. ere 3,5-Dimetéxi-estilbeno
Longistilina C (CL,,, - 50,00ppm) (CL,,, - 3,00ppm)
(IOSET etal,, 2001) (IOSET etal., 2001)
Longistilina D (CL,y, - 6,00ppm)
(IOSET et al., 2001)

Figura 11 - Estilbenos prenilados isolados de plantas com atividade larvicida.
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QUINONAS

o}

OH [o}
HO l I l
[¢]

Tectoquinona (CL , - 3,30pg /mL) Emodina (CL - 1,90mg/L) Purpurina (CLs, - 19,60 mg/L)
(CHENG etal., 2008) (YANG et al., 2003) (YANG etal., 2003)
i :i :Oo/\i\/\
o

. o . . Cordiaquinona A CCoeriaq;xzinoOna E
Bis(2-etil-exil) benzeno-1,2-dicarboxilato (CL 100 - 12,50ppm) (CL g - 12,50ppm)
CL,, - 79,00ppm (0SB ot al., 20000) (IOSET etal., 1998)
(KATADE et al., 2006)

soanalles

(e}

Cordiaquinona H

Cordiaquinona B Cordiaquinona G (CL |4, -25,00ppm)
(CL y, - 25,00ppm) (CL 4 - 50,00ppm) (IOSET et al., 1998)
(IOSET et al., 2000b) (IOSET et al., 1998)
(I ° UO \
w |
[e]
Cordiaquinona J (CL ,y, - 25,00ppm) Cordiaquinona K (CL ,, - 12,50ppm)
(IOSET et al., 2000b) (IOSET et al., 2000b)

Figura 12 - Quinonas isoladas de plantas com atividade larvicida.
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7\

o
<O |O O
O OCH3

OCHg o

Meliternatina (CL s, - 0,47pg/mL)
(HOetal., 2003)

HO

HO
HO
OH

Rhoifolina - (CLs, - 0,08mg/L)
(RAJKUMAR e JEBANESAN, 2008)

N
WY
HO W

FLAVONOIDES

OCH3
OH

HO
HO

OH (¢]
HO
OH

Poncirina (CLs, - 0,10mg/L)
(RAJKUMAR e JEBANESAN, 2008)

OH

OH
O,
O
" o%/ \\\\\\\\\
HO o
(¢}
OH o

HO

OH

HO
OH
Naringina - (CL5,-0,12mg/L)
(RAJKUMAR ¢ JEBANESAN, 2008)

Figura 13 - Flavonoides isolados de plantas com atividade larvicida.
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OCHg3s

Deguelina (CL 5, - 1,60pg/mL)
(YENESEW etal., 2003)

N

Z
Z,
Z

ROTENOIDES

OCHj,

Tephrosina (CL 5, - 1,40pg/mL)
(YENESEW etal., 2003)

OCHj,

Rotenona (CL 5, - 0,47pg/mL)
(YENESEW et al., 2006)

Figura 14 - Rotenoides isolados de plantas com atividade larvicida.




LIMONOIDES

T

5

Ac

Limeonina (CL s, - 71,60ppm) 6a-O-acetil-7-deacetilnimocinol Pedonina (CL s - 59,20uM)
(KIPROP,RAJAB e WANJALA, 2005) (CL 59— 21,00ppm) (KIPROPet al., 2007)
(SIDDIQUI et al., 2000)

Calodendrolida (CL 5, - 13,10ppm)
(KIPROP, RAJAB e WANJALA,

Harrisonina (CL 5,- 28,10uM) Nimolicinol (CL 5, - 83,00ppm) 2005)
(KIPROP, etal., 2007) (SIDDIQUI, FAIZI e SIDDIQUI, 1984
) Calodendrolida (CL 5,-13,20uM)

(KIPROPet al., 2007)

iy,

i1y,

Piroangolensolida (CL s, - 16,60pM) Desidroaustina (CL 5, - 2,90ppm)  Acetoxi desidroaustina (CL 5, - 7,30ppm)
(KIPROPet al., 2007) (GERIS et al., 2008a) (GERIS et al., 2008a)

Figura 15 - Limonoides isolados de plantas com atividade larvicida.

TRITERPENO ESTEROIDE

HO

Acetato guanol (CL 5, - 14,55ppm) .
(RAHUMAN, VENKATESAN ¢ B-Sitosterol (CL 5, - 11,49ppm)
GOPALAKRISHNAN, 2008b) (ABDUL, et al., 2008 )

Figura 16 - Triterpeno e Esteroide isolados de plantas com atividade larvicida.
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LIGNANAS o
O
\ )
o HaCO
0.
CH,
OCHg W, ocH
Hunnn nnnny \\ ) W’OAc 3
W
\\\\\\‘\\\\\o) N o
H4CO OCH, o OCH3
\
OCH;
7'-epi-sesartemina (CL ,,,-17,60pg/mL) Acetato leptostachiol (CL 5, - 2,10ppm)
(SOLIS et al., 2005) (PARK et al., 2005)

Figura 17 - Lignanas isoladas de plantas com atividade larvicida.

SAPONINAS

HO
OH
HO
OH HO HO
o-Hederina (CL s, - 18,60ug/mL)
(SANTIAGO et al., 2005)

Hederacolchisida Al (CL s, - 25,10ug/mL)
(SANTIAGO et al., 2005)

HO
]
o
HO.
OH ,
0 Sy Acido oleano-12-en-28-o0ico,3-[(O-B-D-glucopiranosil-(1? 4)-O-
H [O-B-D-glucopiranosil-(1? 3)-o.-L-ramnopiranosil]- a. -L -
HO arabinopiranosil) éxi], (3 B) - 9CI)
HO (CL ,-27,90pug/mL)

(SANTIAGO et al., 2005)

Figura 18 - Saponinas isoladas de plantas com atividade larvicida.
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AMIDAS
N (CHy)
25 o
>/\/ Y\/\/ Pipyahyina (CL 5, - 30,00ppm)
8 (SIDDIQUI et al., 2004)
O
Pipnoohina (CL s, -35,00ppm) " (s H\( /‘\
(SIDDIQUI et al., 2004) \/\/Y CHaa

o

[o]
NN N ”/\( N-isobutil-2E 4E,8E,10Z-dodeca-2,4,8,10-

tetraenamida (CL ,,,— 10,50mg/mL)
Pipernonalina (CL 5, - 0,25mg/L) Q
(YANG et al., 2002)

(JONDIKO, 1986)
(CHy),
Y\/ Z oW
o o)
o]
O
\(\u ﬁ Retrofractamida (CL 5, - 0,04ppm)
J (PARK et al., 2002)
Pelitorina (CL 50 - 0,92ppm) ~_~(CH2) H\)\
(PARK et al., 2002) \/\/\H/
(o]
)\/H
N (CHY), 0] . .
x> = Pipercida (CL 5, - 0,10ppm)
(PARK et al., 2002)
(o]
Guineensina (CL , - 0,89ppm) )\/H (CH2)s o
50 >
(PARK et al., 2002) W\/ \/\OQ
(o]

o
o
N
Piperina (CL - 5,10ppm)
°© (PARK et al., 2002)

Figura 19 - Amidas isoladas de plantas com atividade larvicida.
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LACTONAS
uy, 0 (o] (6]
", ", o
1y,
(CHy) /\
2)10 \ (CHz)m/\
2(SH)-furanona, 3-(11-dodecin-1-il) 2(5H)-furanona, 3-(11-dodecen-1-il)
-5-metil-, (5S) (CL 5,-0,41ppm) -5-metil-, (5S) (CL ;- 0,47ppm)
(RATNAYAKE et al., 2001) (RATNAYAKE et al., 2001)
ALCALOIDE
CROMANONA
HsCO. )
HaCO
o
6,7-dimetoxi-4-cromanona (CL 5, - 14,80pug/mL) Liriodenine (CLsy—3,.60 ppm)
(YENESEW et al., 2006) (ARRIAGA et al., , 2008)
ACIDOS GRAXOS
(CHy)7 (CHo)7
(CHy), (CH>) / E/E/ \
~ Ne— . Co,H COH
Acido oleico (CLs, — 8,80ppm) Acido linoleico (CLs, 18,20ppm)
(RAHUMAN, VENKATESAN e (RAHUMAN, VENKATESAN e
GOPALAKRISHNAN, 2008¢) GOPALAKRISHNAN, 2008c¢)

Figura 20 - Lactonas, cromanona, alcaloide e acidos graxos isolados de plantas com
atividade larvicida.
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AQUILFENOIS
o] OH e e
\ (CH2)4 /
OH;,’ OH,
OCHjg OCHjg
4-gingerol (CLs,- 4,25ppm) (6)-desidrogingerdiona (CLs, - 9,80ppm)
(RAHUMAN et al., 2008a) (RAHUMAN et al., 2008a)
o OH
OH
(CH2)s -~ — N
OH,
OCH- OH
(6)-Disidrogingerdionol (CLs, - 18,20ppm) 2-(2Z)-(3-hidréxi-3,7-dimetilo cta-2,6-dienil)-1,4-benzenodiol
(RAHUMAN et al., 2008a) (CL 190 >50,00ppm)
(IOSETet al., 2000a)
—
F G
HO'
OH
4-nerolidil catecol (CL 5,-9,10ug/mL)
(MONGELLI, COUSIO e CICCIA, 2002)

Figura 21 - Alquilfenois isolados de plantas com atividade larvicida.

2.2 Cerrado e Pantanal

Considerado como o segundo maior bioma brasileiro, o Cerrado esta localizado no
Brasil Central e ocupa 21% do territorio nacional sendo denominado como a ltima fronteira
agricola do planeta (BORLAUG, 2002). A expressdo Cerrado ¢ empregada para determinar
o conjunto de ecossistemas que o compde: savanas, matas, campos ¢ matas de galeria
(EITEN, 1977; RIBEIRO, SANO e SILVA, 1981). Na sua exuberante flora encontram-se
plantas que sdo consideradas endémicas na regido, constando na lista dos biomas que
merecem atenc¢do especial (MYERS et al., 2000).

O Pantanal foi considerado pela Constituicdo Federal de 1988, como patrimdnio
nacional e, mais recentemente, designado como patrimonio da humanidade pelas Nagdes

Unidas, abrangendo uma éarea aproximada de 140 mil km?, incluindo a Bacia do Alto Rio
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Paraguai (BAP) e seus tributarios que drenam o Cerrado do Brasil Central (ADAMOLI,
1981). Apresenta vegetacdo heterogénea que ¢ influenciada pelos biomas da Floresta
Amazonica, Cerrado (predominante), Chaco e Floresta Atlantica (ADAMOLI, 1981); e
devido a essa diversidade possui riquissima biota terrestre ¢ aquéatica (POTT ¢ ADAMOLI,
1999).

Olson et al. (1998) ao se referirem quanto ao seu valor bioldgico e ao estado e
prioridade de conservacdo, concluiram que o Pantanal ¢ uma regido de “grande significancia

global, vulneravel e com altissima prioridade para a conserva¢ao em escala regional”.

2.3 Aspectos botanicos da familia Lauraceae, géneros Ocotea e Aiouea

A familia Lauraceae composta por cerca de 2.750 espécies distribuidas em 54
géneros apresenta prevaléncia nas regides tropicais das Américas e da Asia, apresentando
também grande niimero de espécies na Australia e Madagascar, porém com ndimero
insignificante de espécies na Africa (WERFF Van Der e RITCHER, 1996; MADRINAN,
2004).

Alguns géneros de lauraceas brasileiras merecem destaque especial, dentre estes se
notabiliza o género Ocotea. Para este, relata-se a ocorréncia de aproximadamente 350
espécies, estando a grande maioria na América Tropical e Subtropical (sul da Flérida e
Meéxico até Argentina) (ROHWER, 1986; BAITELLO et al., 2003), enquanto no Brasil a
estimativa ¢ de 120 a 160 espécies (BAITELLO, 2001).

O género Ocotea se sobressai pela sua ampla distribui¢do no territdrio nacional e
pela sua utilizagdo no comércio madeireiro. Como exemplo, refere-se as espécies Ocotea
porosa, a popular imbuia, ¢ Ocotea odorifera, o popular sassafras (LORENZI, 2002).

Os relatos do uso etnomedicinal das espécies deste género tem estimulado o interesse
dos fitoquimicos, visando o isolamento e a caracterizacdo de compostos quimicos. No que
concerne ao seu uso popular destacam-se alguns exemplos como: folhas de O. aciphylla
(Nees) Mez sdo utilizadas como tdnico e estomaquico e sua casca como anti-reumatica e
depurativa; casca e as folhas de O. pulchella Mart. foram relatadas como sendo
estomaquicas, emenagogas e tonicas do Utero; outro exemplo de uso popular de plantas deste
género ¢ a utilizagdo da casca de O. indecora Schott como sudorifica e anti-reumatica
(MARQUES, 2001).

Muitas outras espécies do género encontram-se na relacdo da flora brasileira

ameagadas de extingdo, visto que as ocoteas ndo possuem constancia na frutificacdo, o que
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dificulta sua propagacao, além do desmatamento que abrange grande parte dos biomas onde
essas estao localizadas (CARVALHO, 2003).

Estudos feitos com género Ocotea descrevem diversas atividades bioldgicas de
alcaloides da classe dos aporfinicos, como a nantenina (bloqueador de contragdo muscular,
translocacio de Ca’") (RIBEIRO et al., 2003), derivados da nantenina (antagonista al-
adrenoreceptor) (INDRA et al., 2002), glaucina (citotoxica) (HOET et al., 2004), derivados
halogenados da predicentrina (aumento da afinidade aos receptores dopaminérgicos D1)
(ASENCIO et al., 2005), dicentrina (antifiingica e anti-tripanossomal) (MORTEZA et al.,
2003; HOET et al., 2004), S-dicentrina (inibi¢do da topoisomerase II e agregacdo
plaquetaria (WOO et al. 1999; CHEN et al., 1997), R-dicentrina (atividade antineoplésica)
(HUANG et al., 1998), dicentrinona (inibi¢cao da topoisomerase I) (ZHOU et al., 2000).

Para o género Aiouea relata-se a ocorréncia de mais de trinta espécies conhecidas
quanto ao aspecto botanico, incluindo ecossistemas, anatomia e nomes populares (BASE DE
DADOS CNIP, 2009). O uso etnomedicinal do género refere-se as folhas de A. brasiliensis,
utilizadas para tratamento de ulceras. Ja A. guyanensis conhecida como ajuba ¢ utilizada na
carpintaria (CORREIA, 1926).

Na literatura ha apenas um relato de estudo quimico realizado com Aiouea trinervis
(raizes, caule subterraneo e folhas), com o isolamento de quatro metabdlitos secundarios
pertencentes a classe dos butanolideos [(y lactonas (-)-epilitsenolideos C1, y lactonas (-)-
epilitsenolideos C2, obtusilactona A, isoobtusilactona A)], duas lignanas [(+)-sesamina C,
(+)-metil piperitol] e um poliprenol [poliprenol-12] (MARTINS, 2004).

Estudos anteriores com laurdceas demonstraram que a isoobtusilactona A apresenta
atividade citotoxica em linhagens de células MCF-7 e MDA-MB-231 (cancer de mama em
humanos) Hep G2 (hepatoma humano) e P-388 (leucemia em ratos), bem como efeitos
genotoxicos em linhagens de células CHO-K1 (ovario de hamster) e HTC (hepatoma em
ratos) (TSAI et al., 2002; GARCEZ et al. 2005; KUO, CHEN e HSU 2007; CHEN et al.,
2007). Para obtusilactona A ndo foi encontrado relato na literatura referente a atividades

bioldgicas.
2.4 Espécie Ocotea velloziana
A espécie Ocotea velloziana (Meisn.) Mez. (Figura 22) tem como nome popular

canela-preta. E uma espécie arborea nativa, sendo descrita no Nordeste, Centro-Oeste e

Sudeste. Apresenta sua florescéncia com predomindncia nos meses de abril a agosto e
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frutificacdo de maio a outubro. A madeira ¢ geralmente destinada a fabricagao de moéveis e
construgdo de casas (MORAES, 2005).

O estudo fitoquimico dos frutos da espécie Ocotea velloziana foi realizado
(GARCEZ, 1991; GARCEZ , YOSHIDA e GOTTLIEB, 1995) sendo isoladas substancias
de varias classes: alcaloides aporfinicos e benziliquinolinicos, flavonol-glicosidios, flavonol-
glicosidios acilados, fenolglicosideo e diglicosideo acilado, porém nao foram realizados

ensaios bioldgicos com as mesmas.

Figura 22 - Ocotea velloziana — ampliacdo fruto e folhas. Fonte:
http://www.arbolesornamentales.com. Acesso em: 03/05/07

2.5 Espécie Aioueartrinervis

O género Aiouea encontra-se em sua maior parte na América do Sul, sendo
encontrado no Brasil 15 a 16 espécies sendo a espécie Aiouea trinervis ¢ limitada a regiao
neotropical (KUBITZKI e RENNER 1982; BAITELLO et al., 2003).

Aiouea trinervis Meisn. (Figura 23) tem como nomes populares: brinco-de-princesa,
louro-de-goias, uridol, urinosa, vergateza. E espécie arbustiva encontrada no Planalto

Central brasileiro. Seu florescimento ocorre entre os meses de maio e junho e sua

frutificagdo no periodo de agosto e setembro (BASE DE DADOS TROPICAL, 2009).


http://www.arbolesornamentales.com/�

35

Figura 23 - Aiouea trinervis - amplia¢do dos frutos. Foto — Lilliam May — 02/12/07

2.6 Consideracdes gerais sobre ensaios biologicos

2.6.1 Atividade de toxicidade sobre Artemia salina

O trabalho de investigagdo fitoquimica quando associado ao monitoramento com
bioensaios, confere aquele uma dimensdo complementar. Sendo assim, muitos laboratorios
de produtos naturais t€m inserido em suas rotinas os ensaios bioldgicos, com a finalidade de
monitorar a pesquisa com extratos de plantas a procura de substancias bioativas. Neste item,
dentre os ensaios realizados, encontra-se o de toxicidade sobre Artemia salina (TAS)
considerado um ensaio preliminar por apresentar correlacdes com atividades antitumoral,
inseticida e outras (MICHAEL, THOMPSON e ABRAMOVITZ, 1956; McLAUGHLIN e
GROWN-GALL, 1991) e caracteriza-se por ser de baixo custo e de consideravel

sensibilidade.
2.6.2 Atividade larvicida

Devido a existéncia de populagdes resistentes do Ae. aegypti aos inseticidas
convencionais empregados na atualidade e aos insucessos no controle desses vetores, a
busca por alternativas efetivas e baixa toxicidade para o meio ambiente no combate ao
mosquito adulto e/ou a larva, inclui a investigacao de extratos vegetais e substancias naturais

com atividade larvicida (HEMINGWAY e RANSON, 2000).
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3 OBJETIVOS

3.1 Gerais

e Preparar extratos de plantas nativas coletadas em MS e avaliar suas atividades

biologicas.
3.2 Especificos

e Avaliar os extratos de plantas de Mato Grosso do Sul a ensaios de atividade
larvicida (larvas de Ae. Aegypti) ¢ toxicidade sobre Artemia salina;

e Selecionar duas espécies vegetais que apresentarem resultados significativos
no ensaio realizado com atividade larvicida e submeté-las a um estudo
quimico biomonitorado;

e Isolar e identificar os constituintes bioativos das espécies vegetais
selecionadas;

e Realizar bioensaio com larvas (cepa Rockefeller) das substancias isoladas.
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4 EXPERIMENTAL

4.1 Material e métodos
4.1.1 Solventes

Os solventes utilizados foram destilados no Laboratério LP-1 do Departamento de
Quimica da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, a partir de solventes de grau PA
adquiridos da Merck, VETEC, QM, Synth. Os solventes de grau HPLC e deuterado foram

adquiridos da Tedia e Merck, respectivamente.
4.1.2 Cromatografia classica em coluna e em camada delgada (CCD)

As separagdes cromatograficas foram realizadas utilizando-se como suportes, silica
gel (70-230 e 230-400 mesh, Merck) e silica gel 60 RP-18 (40-63um, Merck), Sephadex
LH-20 (100 um, Sigma).

As andlises comparativas foram realizadas através de cromatografia em camada
delgada (CCD) utilizando-se placas cromatografica silica G TLC-UV 254 (200 pm, Sorbent

Technologies).
4.1.3 Cromatografia liquida de alta eficiéncia — CLAE

As analises qualitativas foram realizadas em aparelho Shimadzu, com bomba ternaria
Shimadzu LC-6AD e detector UV/VIS (254 nm) Shimadzu SPDV-6AV, coluna de fase
reversa C-18 (base silica derivatizada com octadecilsilano - 4,6 mm/ 25 cm; Luna C-18 (2)
5u - Phenomenex) fluxo 0,5 mL/min com eluente ACN/H,0 90:10.

Para as separagdes preparativas utilizou-se aparelho marca Shimadzu, com bomba
ternaria Shimadzu LC-6AD e detector UV/VIS (254 nm) Shimadzu SPDV-6AV, coluna
semi-preparativa fase reversa C-18 (base silica derivatizada com octadecilsilano - 21,2 mm/

25 cm; Luna C-18 100° 5pu - Phenomenex) fluxo 10 mL/min, com eluente ACN/H,O 90:10.
4.1.4 Reagentes reveladores

As placas cromatograficas foram visualizadas por irradiacdo de luz ultravioleta
(Monitor UV de mao, modelo UVGL — 25, UVP com lampada Black Ray de 254 e 365 nm),
apo6s borrifagdo com solucao acida de Sulfato Cérico (solugdo a 2% de sulfato de cério em

H,SO4 2N) ou vanilina (1% em EtOH) /acido sulfirico (5% em EtOH). As placas
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cromatograficas foram aquecidas em placas de aquecimento (Fisaton) a 100°C até o

aparecimento das manchas.
4.1.5 Espectros de RMN

Os espectros de RMN unidimensionais 'H, °C e DEPT 135° ¢ bidimensionais HSQC
e HMBC foram registrados no espectrometro Bruker, modelo DPX-300, operando a 300
MHz para hidrogénio e a 75 MHz para carbono-13. As amostras foram solubilizadas em
solvente deuterado DMSO-d¢ e/ou CDCl;. Como referéncia interna foram utilizados os

. . . A s . 1
sinais relativos ao hidrogénio residual do solvente para o RMN 'H e do solvente e/ou ao

tetrametilsilano (TMS) para o RMN de "*C.
4.1.6 Espectros no Infravermelho

Os espectros na regido do infravermelho (IV) foram registrados em espectrofotdmetro
Bomem-Hartmann & Braum, modelo Michelson MB Series, FT-IR, utilizando pastilhas de
KBr ou filme, utilizando janela de NaCl. A frequéncia de absor¢ao foi medida em unidade

de namero de onda (cm™).
4.1.7 Determinacao da rotagao optica especifica

As medidas de rotagdo dptica especifica, [a]p?, foram feitas em polarimetro digital

Perkin-Elmer 341 EM, filtro de s6dio (589) e cela 1 dm.
4.1.8 Espectros de Massas

Os espectros de massas foram obtidos na Universidade Federal do Rio de Janeiro,

por experimento de impacto eletronico.
4.1.9 Material bioldgico

Os ovos de Ae aegypti da linhagem Rockfeller foram fornecidos pelo
IBEX/Entomologia/LAFICAVE/IOC/FIOCRUZ - Rio de Janeiro-RJ; essa cepa foi
estabelecida no Rockefeller Institute (Nova York, NY) por DW Jenkins em 1959 sendo
utilizada como padrdo de susceptibidade a inseticida para a espécic Aedes aegypti

(HARTBERG e CRAIG-Ir, 1970).
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4.1.10 Ensaios biologicos

Para a incubagdo dos ovos ¢ Ae. aegypti e para o bioensaio com larvas foi utilizado
estufa BOD marca TECNAL com temperatura (T = 27 + 2 °C), umidade relativa (UR = 70 +
5%). A dieta das larvas consistiu de ra¢do de peixe (aldon basic, MEP 200 complex) do,
periodo de eclosdo até o 3° estagio larval.

Soluc¢ao aquosa de DMSO 0,5% foi utilizada como controle negativo.

Temephos pestanal (Fluka) — 31526 foi utilizado como controle positivo.

No ensaio de toxicidade sobre Artemia salina foi utilizado: sal marinho (38g/L), ovos

de Artemia salina (Maramar-alta eclosao), sulfato de quinidina, DMSO (0,5%).

4.2 Coleta e identificacio do material botanico

O material botanico foi coletado em Mato Grosso do Sul, nas regides de Cerrado e
no Pantanal. As coletas foram efetuadas com a colaboragdo dos botanicos da UFMS
Ubirazilda Rezende, Arnildo Pott e Valli J. Pott, os quais foram responsaveis pela
identificacdo das plantas. As exsicatas encontram-se depositadas no Herbario
CG/MS/UFMS, Campo Grande — MS, sendo que as espécies Ocotea velloziana e Aiouea
trinervis correspondem as exsicatas n® 15427 e n® 8810, respectivamente.

A coleta do material vegetal foi conduzida visando exemplares mais abundantes na
regido de coleta, privilegiando aqueles pertencentes as familias que sdo ricas em metabolitos
secundarios ou fornecedores de substincias bioativas e/ou pertencentes a familias, géneros,
espécies pouco ou ndo investigadas quanto a sua composi¢cao quimica (Tabela 2).

As espécies de plantas selecionadas para estudo tiveram como critério de selecao o
teste biologico de atividade de toxicidade sobre Artemia salina. Foram selecionados para o

teste 50 extratos etandlicos de diferentes 6rgaos de 35 espécies.

4.2.1 Preparo dos extratos

As partes selecionadas de cada planta foram separadas, secas ao ar livre e trituradas a
p6 em moinho de laboratério. O material depois de pulverizado (3,4Kg da casca do caule de
Ocotea velloziana; 609,57g dos frutos maduros de Aiouea trinervis e 500g das demais
espécies) foi submetido a extragdo com etanol P.A. (2L de alcool/ 500g de material vegetal)
a temperatura ambiente por trés dias e filtrado. O residuo foi extraido mais duas vezes da

mesma maneira e apos foi descartado.
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O filtrado foi concentrado por destilagao a pressao reduzida em evaporador rotatério

a temperatura de 40°C, obtendo-se os respectivos extratos brutos (Tabela 2). Esses extratos

foram mantidos em “freezer” a - 20°C até a realizagdo dos bioensaios.

Tabela 2 - Material vegetal de plantas de Mato Grosso do Sul (folhas, cascas, galhos, frutos,
ramos ou flores), selecionadas para avaliagdo em ensaios biologicos.

Caodigo Espécies Familia Parte estudada
WG 64 Tapirira guianensis Aubl. Anacardiaceae Folhas
WG 61 Dendropanax cuneatus (DC.) Decne. & Planch. Araliaceae Caule
WG 61 Dendropanax cuneatus (DC.) Decne. & Planch Araliaceae Folhas
WGIS1 Tabebuia avellanedae Lorentz ex Griseb. Bignoniaceae Cascas do caule
WGI150 Tabebuia avellanedae Lorentz ex Griseb. Bignoniaceae Cascas do caule
WG 84 Arrabidaea brachypoda (DC.) Bur. Bignoniaceae Folhas
WG 49 Protium spruceanum (Benth.) Engl. Burseraceae Folhas
WG 59 Buchenavia tomentosa Eichler Combretaceae Fruto
WG 178 Terminalia fagifolia Mart. & Zucc. Combretaceae Caule
WG 56 Erythroxylum sp. Erythroxylaceae Folhas
WG 167 Sebastiania hispida (Mart.) Pax Euphorbiaceae Folhas
WG 88 Copaifera langsdorffii Desf. Fabaceae Folhas
WG 88 Copaifera langsdorffii Desf. Fabaceae Parte aérea
WG 25 Diptychandra aurantiaca Tul. Fabaceae Caule
WG 170 Inga uruguensis Hook. & Arn. Fabaceae Folhas
WG 85 Andira cubensis Benth. Fabaceae Folhas
WG 18 Indigofera hirsuta Linnaeus Fabaceae Frutos
WG 62 Lacistema hasslerianum Chodat. Lacistemataceae Ramos
WG 42 Aiouea trinervis Meisn. Lauraceae Caule
WG 42 Aiouea trinervis Meisn. Lauraceae Folhas
WG 42 Aiouea trinervis Meisn. Lauraceae Frutos
11467 Ocotea minarum (Nees & C. Mart.) Mez Lauraceae Folhas
11467 Ocotea minarum (Nees & C. Mart.) Mez Lauraceae Frutos
11467 Ocotea minarum (Nees & C. Mart.) Mez Lauraceae Casca do caule
15427 Ocotea velloziana (Meisn.)Mez Lauraceae Casca do caule
WG 172 Ocotea suaveolens (Meissn.)Hassler Lauraceae Galho
WG 172 Ocotea suaveolens (Meissn.)Hassler Lauraceae Folha
WG 21 Lafoensia densiflora Pohl. Lythraceae Casca do caule
WG 21 Lafoensia densiflora Pohl. Lythraceae Flores


http://florabrasiliensis.cria.org.br/search?taxon_id=22372�
http://www.cnip.org.br/bdpn/busca_geral.php?pagina=1&init=0&tipo=gen&id=1101&desc=Sebastiania�
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Continuagio
WG 204 Peixotoa cordistipula AE. Juss. Malpighiaceae Folhas
WG 171 Trichilia catigua AE. Juss. Meliaceae Folhas
WG 171 Trichilia catigua AE. Juss. Meliaceae Galho
WG154 Albizia polyantha (Spreng.f.) G.P.Lewis Mimosaceae Folha
WG 154 Albizia polyantha (Spreng.f.) G.P.Lewis Mimosaceae Galho
WG 96 Virola sebifera Aubl. Myristicaceae Partes aéreas
WG 24 Rapanea guianensis Aubl. Myristicaceae Frutos
WG 78 Neea hermaphrodita sp. Moore Nyctaginaceae Frutos
WG 54 Piper angustifolium Lam. Piperaceae Partes aéreas
WG 157 Psychotria carthagenensis Jacq. Rubiaceae Folhas
WG 164 Zanthoxylum sp Rutaceae Caule
WG 164 Zanthoxylum sp Rutaceae Folhas
WG 165 Zanthoxylum sp Rutaceae Folhas
WG 160 Melochia parvifolia Kunth. Sterculiaceae Caule
WG 160 Melochia parvifolia Kunth. Sterculiaceae Casca
WG 95 Lantana camara L. Verbenaceae Folhas
WG 95 Lantana camara L. Verbenaceae Caule
WG 173 Vitex cymosa Bertero ex Spreng. Verbenaceae Folhas
WG 173 Vitex cymosa Bertero ex Spreng. Verbenaceae Galho
WG 87 Callisthene fasciculata Mart. Vochysiaceae Folhas
WG 34 Qualea parviflora Mart. Vochysiaceae Caule

4.2.2 Avaliacao bioldgica dos extratos

4.2.2.1 - Toxicidade sobre Artemia salina

A uma solu¢do de sal marinho sintético (38g/L, pH=8-9) foram adicionados os ovos

(80mg) de Artemia salina. Apds 24h, as larvas eclodidas atingiram o estagio de nauplio e

foram transferidas para frasco contendo solugdes teste (extratos) e controles (branco e

sulfato de quinidina); 24h apo6s esta operacdo foi realizada a leitura. As diluicdes das

amostras e do controle positivo (sulfato de quinidina nas concentragdes de 1000, 500, 250 e

125pg/mL) foram feitas pelo método de diluigdo aritmética em solugcdo aquosa de sal

marinho sintético (38g/L de H,O) com DMSO (0,5%). Em cada frasco foram adicionadas 10

larvas, 3 mL de solucdo (amostra teste e controles), sendo que as concentracdes foram


http://www.cnip.org.br/bdpn/busca_geral.php?pagina=1&init=0&tipo=gen&id=30&desc=Albizia�
http://www.cnip.org.br/bdpn/busca_geral.php?tipo=fam&id=109&desc=Mimosaceae&pagina=1&init=0�
http://www.cnip.org.br/bdpn/busca_geral.php?pagina=1&init=0&tipo=gen&id=30&desc=Albizia�
http://www.cnip.org.br/bdpn/busca_geral.php?tipo=fam&id=109&desc=Mimosaceae&pagina=1&init=0�
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testadas sempre em triplicatas. Para a analise dos dados, obtencao das CLsg, foi utilizado o

método de andlise Probit (FINNEY, 1974).
4.2.2.3 Atividade larvicida contra a larva do Aedes aegypti

Este ensaio foi realizado de acordo com metodologia descrita na literatura (WORLD
HEALTH ORGANIZATION - WHO, 1981) com modificagdes.

No bioensaio, os ovos de Ae. aegypti foram deixados em um copo plastico contendo
20 mL de 4gua isenta de cloro, por uma hora, para a eclosdo, sob condi¢des controladas de
temperatura (T = 27 + 2°C) e umidade relativa (UR = 70 + 5%). Nessas condi¢cdes 0s ovos
embrionados deram origem as larvas do mosquito. As larvas (1000 espécimes) foram
colocadas em uma bandeja plastica e alimentadas com racao de peixe (I1g/L) e apos
atingirem o terceiro estddio de desenvolvimento (GADELHA e TODA, 1985) foram
utilizadas no presente estudo.

As amostras a serem testadas (extratos brutos, fracdes e substincias puras) foram
pesadas, dissolvidas em dimetilsulfoxido (DMSO) a 0,5% sob agitacdo em ultra-som e,
posteriormente foi acrescentado dgua (volume de 20 mL) isenta de cloro, e distribuidos em 5
mL por copo plastico, a temperatura ambiente. Foram utilizadas, em cada ensaio, sete
concentragdes, sendo que, para cada uma destas eram preparados quatro copos. Grupos de
10 larvas de terceiro estagio foram separados e transferidos para copos plasticos com 5 mL
da amostra.

Apobs 24h de exposicio das larvas aos tratamentos, a temperatura 27 (+ 2°C), foi
registrado o numero de larvas mortas, sendo consideradas mortas aquelas que ndo
apresentavam movimento ou nao respondiam aos estimulos com a pipeta Pasteur. Para a
analise dos dados, obtengao das CLsg, utilizou-se o método de analise Probit (FINNEY,
1974). Todos os ensaios foram repetidos duas a trés vezes, em dias diferentes.

Paralelamente, todos os experimentos foram acompanhados de uma série controle,

utilizando solucao aquosa de DMSO 0,5% (controle negativo).

4.3 Estudo quimico biomonitorado por bioensaio com larvas Aedes aegypti das

espécies Ocotea velloziana (Meisn.) Mez. e Aiouea trinervis (Meisn.).
4.3.1 Estudo quimico biomonitorado da casca do caule de Ocotea velloziana.

O extrato bruto etanolico seco da casca do caule de Ocotea velloziana (345,80g) foi

submetido a partigdo com ButOH/H,O (1:1), originando duas fases distintas: fase ButOH
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(135,00g) e fase aquosa (210,00g). Apos a concentracdo destas fases, em evaporador
rotatorio a baixa pressdo, foi realizado o bioensaio com larvas para avaliar a atividade
larvicida. A fase butanolica foi selecionada para o estudo. Esta fase foi submetida (130,00g)
a uma filtracdo em funil de vidro sinterizado (¢ -13,5cm) sobre uma camada (7,0cm) de
silica gel 60 RP-18 (40-63um). A eluigdo foi realizada utilizando-se 1920 mL dos seguintes
eluentes: H,O-(F-1), H,O:MeOH-8:2-(F-2), H,O:MeOH-6:4-(F-3) ¢ MeOH-(F-4) (Tabela
3), coletadas separadamente e codificadas: F-1; F-2; F-3 e F-4 respectivamente. Apds a

concentragdo das fragdes foi realizado o bioensaio com larvas.

Tabela 3 - Fracionamento em silica RP-18 (40-63um) da fase butanolica do extrato de
Ocotea velloziana e suas correspondentes massas.

Fracoes Propor¢io do eluente Massa (g)
F-1 H,0 (1920 mL) 94.50
F-2 H,0: MeOH (8:2) - (1536:384 mL) 9,86
F-3 H,0: MeOH (6:4) - (1152:768 mL) 19,08
F-4 MeOH (1920 mL) 2,33

A fragdo F-4 foi selecionada para o estudo. Parte dessa fragao (1,04g) foi dissolvida
em 5 mL de metanol e incorporada em silica gel (70-230 mesh); apds a remog¢ao do metanol
por ventilagdo forgcada, o material foi submetido a um processo de filtragdo em coluna de
silica gel (230-400mesh). A elui¢do foi realizada utilizando os seguintes solventes:
AcOEt:MeOH (7:3) — 180 mL ¢ MeOH — 150 mL perfazendo um total de 23 fragdes (+
10mL cada) (Tabela 4). A analise comparativa através de cromatografia em camada delgada,
utilizando como eluente CHCIl;:MeOH (10%) permitiu reuni-las em quatro grupos: F4.1;
F4.2; F4.3 e F4.4. As fragdes foram colocadas na capela para evaporacao do solvente e apos
cinco minutos observou-se a formagdo de cristais brancos, os quais foram recolhidos com
pipeta Pasteur e colocados em frascos separados denominados, S-D.1c; S-D.2c e S-D.3c.

Os frascos com os sobrenadantes (F4.1; F4.2; F4.3) e F4.4 foram deixados na capela
para evaporacdo do solvente. A figura 24 monstra as etapas realizadas no estudo
biomonitorado com a casca do caule de Ocotea velloziana. Apos a remogdo do solvente as

fragdes foram submetidas ao bioensaio com larvas.
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As fragdes que continham os cristais (S-D.1c; S-D.2¢ e S-D.3c) foram selecionadas
para o estudo e submetidas as técnicas de ressonancia magnética nuclear uni e

bidimensional, rotacdo Optica especifica e infravermelho.

Tabela 4 - Fracionamento da fracdo MeOH (coluna de silica gel-230-400mesh) do extrato da
casca do caule de Ocotea velloziana e suas correspondentes massas.

Fracdes reunidas Massa (mg)

F4.1 (sobrenadante) 10,14
F4.2(sobrenadante) 13,68
F4.3(sobrenadante) 12,65
F4.4 56,10

S-D.1c (cristais) 30,09
S-D.2¢ (cristais) 56,67

S-D.3c (cristais) 10,05
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(345,80g)

Extrato etandlico H

| Parti¢dio (4 x 400 mL) ButOH:H,0 (1:1)
I |

Fracao aquosa Fracio Butanolica
(210g) (135g)

Fragao ButOH 130,00g silica gel 60 RP -18 (40-63 pm)
[ [ |

F1-H,0 F2 - H,0:MeOH (8:2) F3 - H,0:MeOH (6:4) F4 - MeOH
(94,50g) (9,86g) (19,08g) (2,33g)
I

F4 - MeOH
(1,04¢)

Fracionamento em coluna de silica gel (230400 mesch)
Sistema de eluigao:

1— AcOEt:MeOH (7:3) — 180 mL

2—-MeOH - 150 mL

23 fracoes H

- Fragdes reunidas por CCD 4 grupos: F4.1; F4.2; F4.3 e F4.4
- Analise RMN

F4.1 (10,14mg)sobrenadante H F4.2 (13,68mg) sobrenadante H F4.3 (12,65mg) sobrenadante H F4.4 (56,10mg) H

Separagdo dos cristais com pipeta Pasteur

S-D.1c (30,09mg) H S-D.2¢ (56,67Tmg) H S-D.3c (10,05mg) H

Figura 24 - Fracionamento biomonitorado por ensaio com larvas (Aedes aegypti) de O.
velloziana para obtengdo da substancia ativa larvicida.

4.3.2 Estudo quimico biomonitorado dos frutos de Aioueatrinervis

O extrato etanolico dos frutos (44,70g) da espécie Aiouea trinervis, foi submetido a
particdo com ButOH/H,O (1:1) (4x400mL), originando duas fases distintas: fase ButOH
(20,94¢) e fase aquosa (20,44g). Apds a concentragdo destas fases em evaporador rotatdrio a
baixa pressdo, foi realizado o bioensaio com larvas. A fase butandlica foi selecionada para o
estudo. Esta fase foi submetida (20,50g) a uma filtragdo em funil de vidro sinterizado (¢ -
6cm) sobre uma camada (7,0cm) de silica gel 60 RP-18 (40-63um). A elui¢do foi realizada
utilizando-se 243 mL dos seguintes eluentes: H,O:MeOH-8:2, H,O:MeOH-6:4,
H,0:MeOH-4:6, H,0:MeOH-2:8, MeOH ¢ AcOEt (Tabela 5); as fragcdes foram coletadas
separadamente e codificadas: B.1; B.2; B.3; B.4; B.5 e B.6 respectivamente. Apds a
concentragdo em evaporador rotatorio a baixa pressdo, foi realizado o bioensaio com larvas.

A fragdo (B.4)-H,O:MeOH-2:8 foi selecionada para o estudo.
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Tabela 5 - Fracionamento em silica RP-18 da fase butandlica do extrato dos frutos de
Aioueia trinervis e suas correspondentes massas.

Fracoes Propor¢ao do eluente Massa (g)
B.1 H,0-MeOH (8:2) 0,48
B.2 H,0-MeOH (6:4) 0,25
B.3 H,0-MeOH (4:6) 0,44
B.4 H,0-MeOH (2:8) 4,80
B.5 MeOH 10,11
B.6 AcOEt 3,75

A fracdo B.4-H,O-MeOH (2:8) (4,70g), foi dissolvida em 8 mL de hexano e
incorporada em silica gel (70-230 mesh); apds a remog¢do do hexano por ventilagao forcada,
o material foi submetido a um processo de filtracdo em coluna de silica gel (230-400mesh-
40g). A eluicdo foi realizada utilizando 450 mL dos respectivos solventes: Hexano;
Hexano:AcOEt (95:5); Hexano:AcOEt (90:10); Hexano:AcOEt (80:20); Hexano:AcOEt
(60:40); Hexano:AcOEt (40:60); Hexano:AcOEt (20:80); AcOEt e MeOH (Tabela 6).
Foram coletadas nove fracdes com um volume médio de 430 mL cada e codificadas: B4.1;
B4.2; B4.3; B4.5; B4.6; B4.7; B4.8 ¢ B4.9 respectivamente. Apds a concentracdo em
evaporador rotatdrio a baixa pressdo, estas fracdes foram submetidas ao bioensaio com

larvas.
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Tabela 6 - Fragdes obtidas da filtracdo em coluna de silica gel (230-400mesh) em gradiente
de polaridade crescente: Hex.; AcOEt e MeOH da fracdo B.4-H,O-MeOH (2:8) do extrato
dos frutos de Aioueia trinervis e suas correspondentes massas.

—tacles  Propor¢iodocluente  Masa@
B4.1 Hexano 0,68
B4.2 Hexano: AcOEt- (95:5) 0,23
B4.3 Hexano: AcOEt- (90:10) 0,17
B4.4 Hexano: AcOEt- (80:20) 2,97
B4.5 Hexano: AcOEt- (60:40) 0,58
B4.6 Hexano: AcOEt- (40:60) 0,32
B4.7 Hexano: AcOEt- (20:80) 0,17
B4.8 AcOEt 0,87
B4.9 MeOH 0,44

A fragdo B.4.4-Hexano: AcOEt-(80:20), material oleoso, foi selecionada para o
estudo. Inicialmente foi feita uma analise espectroscopica no RMN 'H e "°C para a obtengdo
do perfil da fracdo e apds essa andlise foi observado que esta apresentava uma mistura
complexa que dificilmente seria isolada por cromatografia em silica gel ou fase reversa.
Feita esta constatagdo, o passo seguinte foi fazer andlise em cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC) em coluna analitica [4,6 mm/ 25 cm; Luna C-18 (2) 5u - Phenomenex, ],
fluxo 0,5 mL/min: no eluente ACN/H,0 90:10; detector UV, 254 nm, com aliquotas de 5 pL
cada injecao para determinar a condi¢ao de separagao em coluna semi-preparativa.

Apos determinar a condi¢do mais adequada para separagdo das substincias, 1,50g da
fragdo B.4.4-Hexano:AcOEFEt-(80:20) foi submetida a HPLC em coluna semi-preparativa
[21,2 mm/25 cm; Luna C-18 100° 5p - Phenomenex] fluxo 10 mL/min com eluente
ACN/H;0 90:10; detector UV, 254 nm, com aliquotas de 1 mL cada inje¢do, obtendo-se as
fragoes B4.4.1 a B4.4.4 (Tabela 7), que ap6s a remogdo do solvente foram submetidas ao

bioensaio com larvas, e a fragdo B4.4.4 foi selecionada para o estudo.
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Tabela 7 - Fragdes obtidas da separacdo em HPCL, coluna semi-preparativa; fracdo B.4.4-
Hexano:AcOEt- (80:20) do extrato dos frutos de Aioueia trinervis e suas correspondentes
massas.

Fracoes obtidas (Eicos) Massa (mg)
B4.4.1 (pico 1) 75,10
B4.4.2 (pico 2) 319,30
B4.4.3 (pico 3) 10,10
B4.4.4 (pico 4) 768,10

A fragdo B4.4.4 (400,00mg) foi submetida 8 HPLC em coluna semi-preparativa [21,2
mm/ 25 cm; Luna C-18 100° 5u - Phenomenex] fluxo 10 mL/min com eluente ACN/H,O
90:10. detector UV, 254 nm, com aliquotas de um mL cada inje¢do, com intuito de separar
as substancias do pico 4 (B4.4.4) que estavam em mistura. Da fracdo B4.4.4 foram obtidos
dois compostos codificados como: IOL.1 (45,23mg) e outro OL (20,06 mg). As duas
substancias isoladas (IOL.1 e OL) foram submetidas ao bioensaio com larvas.

A figura 25 demonstra as etapas realizadas no estudo biomonitorado com os frutos

de Aiouea trinervis.



Extrato etanélico (44,70g)

49

| Particio com ButOH/H,0 (1:1) (4x 400 mL)
|

Fase aquosa (20,44g)

| Fase butanolica (20,94g)

B.1 - H,0:MeOH (8:2)-0,48g

B.3 - H,0:MeOH (4:6)-0,44g |

Fragdo ButOH 130,00g silica gel 60 RP -18 (40-63 pm)
I

B.5 — MeOH-10,1 lgl

B.2 - H,0:MeOH (6:4)-0,25g l

B.4 - H,0:MeOH (2:8)-4,70g l

B.6 — AcOEt-3,75g |

B.4 - H,0:MeOH (2:8)-1,50g l

Cromatogréfica de silica gel (230-400 mesh)
Gradiente de polaridade crescente:Hex; AcOEt e MeOH

B4.1 (0,68¢)

| B4.3 (0,17g)

B4.5 (0,58g)

| B4.7 (0,17g) B4.9 (0,44g)

| B4.2 (023g)

B4.4 (2,97g)

| B4.6 (0,32g)

B4.8 (0,87¢)

B4.4 (1,50g)

| HPLC - coluna semi-preparativa fase reversa C-18

| B4.4.1 (75.10mg)

| B4.4.2 (319.30mg)

| B4.4.3 (10,10mg)

| B4.4.4 (768.10mg)

I
| B4.4.4 (400,00mg)

| HPLC - coluna semi-preparativa fase reversa C-18

IOL.1 (45,23mg)

| OL (20,06mg)

Figura 25 - Fracionamento biomonitorado por bioensaio com larvas (Aedes aegypti) de
Aiouea trinervis para obtengdo das substancias puras.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Avaliacdo da toxicidade sobre Artemia salina e atividade larvicida das
plantas selecionadas para estudos bioldgicos e escolha das plantas para estudo quimico
biomonitorado.

Os resultados dos valores das concentragdes letais para atividade da toxicidade sobre

A. salina e atividade larvicida contra larvas do mosquito Ae. aegypti estdo apresentados na

tabela 8.

Tabela 8 - Valores das concentragdes letais para atividade contra toxicidade sobre A. salina
e atividade larvicida contra Ae. aegypti (cepa Rockefeller) dos 50 extratos das plantas
selecionadas .

Codigo Espécies coletadas para o estudo ( Cﬁs(;a”r/]ilL ( CLE;;’iCi;l;L
WG 64 Tapirira guianensis Aubl. >1000 >1000
WG 61 Dendropanax cuneatus (DC.) Decne. & Planch. 751,22 >1000
WG 61 Dendropanax cuneatus (DC.) Decne. & Planch 108,58 >1000
WGISs1 Tabebuia avellanedae Lorentz ex Griseb. >1000 >1000
WG150 Tabebuia avellanedae Lorentz ex Griseb. >1000 441,95
WG 84 Arrabidaea brachypoda (DC.) Bur. 442,63 >1000
WG 49 Protium spruceanum (Benth.) Engl. >1000 >1000
WG 59 Buchenavia tomentosa Eichler 821,41 >1000
WG 178 Terminalia fagifolia Mart. & Zucc. 300,95 373,14
WG 56 Erythroxylum sp. 922,18 >1000
WG 167 Sebastiania hispida (Mart.) Pax >1000 >1000
WG 88 Copaifera langsdorffii Desf. 527,98 >1000
WG 88 Copaifera langsdorffii Desf. >1000 >1000
WG 25 Diptychandra aurantiaca Tul. >1000 >1000
WG 170 Inga uruguensis Hook. & Arn. >1000 >1000
WG 85 Andira cubensis Benth. >1000 >1000
WG 18 Indigofera hirsuta Linnaeus >1000 >1000
WG 62 Lacistema hasslerianum Chodat. 240,55 >1000
WG 42 Aiouea trinervis Meisn. 51,93 180,00
WG 42 Aiouea trinervis Meisn. 896,28 >1000

WG 42 Aiouea trinervis Meisn. 31,67 150,17


http://florabrasiliensis.cria.org.br/search?taxon_id=22372�
http://www.cnip.org.br/bdpn/busca_geral.php?pagina=1&init=0&tipo=gen&id=1101&desc=Sebastiania�
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11467 Ocotea minarum (Nees & C. Mart.) Mez >1000 >1000
11467 Ocotea minarum (Nees & C. Mart.) Mez 263,53 >1000
11467 Ocotea minarum (Nees & C. Mart.) Mez >1000 >1000
15427 Ocotea velloziana (Meisn.)Mez 555,94 213,70
WG 172 Ocotea suaveolens (Meissn.)Hassler >1000 >1000
WG 172 Ocotea suaveolens (Meissn.)Hassler >1000 >1000
WG 21 Lafoensia densiflora Pohl. >1000 >1000
WG 21 Lafoensia densiflora Pohl. >1000 >1000
WG 204 Peixotoa cordistipula AE. Juss. >1000 >1000
WG 171 Trichilia catigua AE. Juss. 288,43 >1000
WG 171 Trichilia catigua AE. Juss. >1000 >1000
WG154 Albizia polyantha (Spreng.f.) G.P.Lewis 847,14 >1000
WG 154 Albizia polyantha (Spreng.f.) G.P.Lewis 504,56 547,76
WG 96 Virola sebifera Aubl. >1000 >1000
WG 24 Rapanea guianensis Aubl. 302,95 >1000
WG 78 Neea hermaphrodita sp. Moore 431,67 >1000
WG 54 Piper angustifolium Lam. 459,19 >1000
WG 157 Psychotria carthagenensis Jacq. >1000 >1000
WG 164 Zanthoxylum sp 298,42 537,60
WG 164 Zanthoxylum sp 824,56 >1000
WG 165 Zanthoxylum sp 783,52 435,29
WG 160 Melochia parvifolia Kunth. 400,00 >1000
WG 160 Melochia parvifolia Kunth. 216,97 >1000
WG 95 Lantana camara L. 251,83 >1000
WG 95 Lantana camara L. 862,74 >1000
WG 173 Vitex cymosa Bertero ex Spreng. >1000 >1000
WG 173 Vitex cymosa Bertero ex Spreng. 464,92 875,38
WG 87 Callisthene fascicul ata Mart. 509,25 >1000

WG 34 Qualea parviflora Mart. 953,89 >1000



http://www.cnip.org.br/bdpn/busca_geral.php?pagina=1&init=0&tipo=gen&id=30&desc=Albizia�
http://www.cnip.org.br/bdpn/busca_geral.php?pagina=1&init=0&tipo=gen&id=30&desc=Albizia�
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Apos analise dos resultados, os extratos da casca do caule de Ocotea velloziana
(CLso= 213,70ug/mL) e frutos Aiouea trinervis (CLsp= 150,17ug/mL) foram selecionados

para o estudo quimico biomonitorado.

5.2 Estudo fitoquimico e avaliacdo da atividade larvicida das fracées obtidas
pelo fracionamento quimico biomonitorado do extrato da casca do caule O. velloziana.

Apoés ter sido feita a triagem com os 50 extratos, iniciou-se a investigagdo
fitoquimica monitorada pelo bioensaio com larvas do mosquito Ae. aegypti com extrato
etanolico da casca do caule de Ocotea velloziana utilizando ButOH/H,O (1:1), que resultou
duas fases distintas: fase ButOH(CLsp= 193,00ng/mL) e fase aquosa(CLsy= >1000ug/mL)
sendo utilizada apenas a fase butandlica.

A fase butanolica foi submetida ao fracionamento, obtendo-se quatro fragdes: F-1-
H,0, F-2-H,0:MeOH-8:2, F-3-H,0:MeOH-6:4 e F-4-MeOH, que foram submetidas ao

bioensaio com larvas (Tabela 9).

Tabela 9 - Valores das concentracdes letais para atividade larvicida com larvas do mosquito
Ae. aegypti (cepa Rockefeller) do fracionamento da fase butanolica em silica RP-18, do
extrato de Ocotea velloziana

Fracio: Proporcio do solvente CLso pg/mL (cepa Rockefeller)

F-1- H,O >1000
F-2-H,0:MeOH-8:2 >1000
F-3-H,0:MeOH-6:4 >1000

F-4-MeOH 181,70

Apbs a obtencdo dos resultados com as fracdes da fase butandlica (Tabela 9),
observou-se que a fracdo MeOH (CLso= 181,70pug/mL) poderia conter substancias
promissoras quanto a atividade larvicida. Essa fracdo foi submetida a uma filtragdo em silica
e forneceu ao final 23 fragdes que foram reunidas em quatro grupos, e, apds andlise em
cromatografia de camada delgada, codificadas como: F4.1 (40,23mg); F4.2 (70,35mg); F4.3
(22,70mg) e F4.4 (56,10mg). As fragdes foram submetidas ao bioensaio com larvas do

mosquito Ae. Aegypti (cepa Rockefeller) para avaliar a a¢éo larvicida.
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Tabela 10 - Valores das concentragdes letais para atividade larvicida contra larvas do
mosquito Ae. Aegypti (cepa Rockefeller) obtidas do fracionamento da fragdo MeOH (coluna
de silica gel-230-400mesh), do extrato de Ocotea velloziana.

N } CLso ng/mL
Fracao reunidas (cepa Rockefeller)

F4.1 (sobrenadante)

>1000

F4.2 (sobrenadante) ~1000
F4.3 (sobrenadante) ~1000
F4.4 >1000

S-D.1c (cristais) 30,02
S-D.2¢ (cristais) 33,61
S-D.3c (cristais) 98,57
Controle DMSO 0,5% Inativo

Os resultados do bioensaio com larvas (cepa Rockefeller) evidenciaram que a
substancia com atividade larvicida estava presente nas fragdes que continham os cristais,
pois os frascos com o sobrenadante apresentaram resultados CLsy= >1000png/mL (Tabela
10).

Tendo em vista os resultados obtidos, pode-se sugerir que a substancia (cristais)
isolada da casca do caule de Ocotea velloziana ¢ um promissor agente larvicida, pois de
acordo com a literatura (CHENG et al., 2003), substancias com valores de CLsy menores que

100pg/mL sdo consideradas bons agentes larvicidas.

5.3 Estudo fitoquimico e avaliacido da atividade larvicida das fracdes obtidas
pelo fracionamento quimico biomonitorado do extrato dos frutos de Aiouea trinervis.

O fracionamento fitoquimico monitorado pelo bioensaio com larvas do mosquito Ae.
aegypti com extrato etandlico dos frutos de Aiouea trinervis (CLsy= 150,17pg/mL)
utilizando ButOH/H,O (1:1), resultou em duas fases distintas: fase ButOH (CLsp=
110,25ug/mL) e fase aquosa (CLsy= >1000ug/mL). Segundo Sukumar, Perich e Boobar
(1991), a obtencao de extratos ou substancias em solventes especificos podera influenciar na

bioatividade, possivelmente pelo fato do constituinte responsavel pela atividade ser extraido
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em grande quantidade somente com solventes adequados, fato que justifica a atividade
concentrada na fase ButOH.

A fase butandlica apos ser submetida a filtragdo forneceu seis fracdes. Apos realizar
o teste larvicida com todas as fragdes observou-se que houve acimulo de substancias

bioativas na fragao B.4-H,O:MeOH (2:8) - (Tabelall).

Tabela 11 - Valores das concentragdes letais para atividade larvicida contra larvas do
mosquito Ae. aegypti (cepa Rockefeller) obtidas do fracionamento da fase butandlica em
silica RP-18 do extrato dos frutos de Aioueia trinervis

CLso ng/mL

Fracao-Proporcao do solvente (cepa Rockefeller)

B.1- H,O-MeOH (8:2) >1000
B.2- H,O-MeOH (6:4) 113,40
B.3- H,O-MeOH (4:6) >1000
B.4- H,0-MeOH (2:8) 52,18
B.5- MeOH >1000
B.6- AcOEt 181,70

A fracdo selecionada, B.4-H,O-MeOH (2:8), por ter sido a mais ativa (CLsy=
52,18pug/mL) e pela quantidade de material obtido (4,80g) foi submetida a filtragdo em silica

e forneceu nove fragdes, essas foram submetidas ao bioensaio com larvas (Tabela 12).
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Tabela 12 - Valores das concentragdes letais para atividade larvicida contra larvas do
mosquito Ae. aegypti (cepa Rockefeller) obtidas do fracionamento da fragdo B.4-H,O-
MeOH (2:8) do extrato dos frutos de Aioueia trinervis.

~ ~ CLs() ],lg/ mL
Fracao-Proporcao do solvente (cepa Rockefeller)

B.4.1- Hexano >1000
B.4.2- Hexano-AcOEt-(95:5) >1000
B.4.3- Hexano-AcOEt-(90:10) >1000
B.4.4- Hexano-AcOEt-(80:20) 47,67
B.4.5- Hexano-AcOEt-(60:40) 168,56
B.4.6- Hexano-AcOEt-(40:60) 119,70
B.4.7- Hexano-AcOEt-(20:80) 343,96
B.1.8- AcOEt >1000
B.1.9- MeOH 170,80

As fracdes B.4.4-Hexano-AcOEt-(80:20)-CLso= 47,67ug/mL; B.4.5-Hexano-AcOEt-
(60:40)-CLsy= 168,56ug/mL; B.4.6-Hexano-AcOEt-(40:60)-CLs;= 119,70ug/mL; B.4.7-
Hexano-AcOEt-(20:80)-CLsp= 343,96ug/mL B.1.9- MeOH-CLs= 170,80ug/mL, foram
enviadas a RMN 'H para analise do perfil das amostras, notou-se misturas complexas e
todas as fragdes apresentavam no espectro grupos de sinais semelhantes,sugerindo que a
substancia ativa est4 presente em diferentes concentracdes nas fragdes em que apresentaram
CLsp >1000, corroborando os resultados obtidos, mas devido ao pouco rendimento do
material ndo foram utilizadas para o estudo. Dentre as fragdes testadas, a fracdo B.4.4-
Hexano:AcOEt 80:20 (CLsy= 47,67ug/mL) foi a mais ativa.

Apbs analise de RMN 'H da fragio B.4.4- Hexano:AcOEt 80:20 observou-se que a
fracdo nao estava pura, sendo submetida a HPLC para separacao das substancias.

No cromatograma analitico (Figura 26) observou-se a presenca de quatro grupos,
com tempo de retencdo a: 18 (B4.4.1 - 75,10mg), 30 (B4.4.2 - 319,30 mg), 40 (B4.4.3 -
10,10mg) e 55 (B4.4.4 - 768,10mg) minutos.
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B4.44

R B4.4.2

B4.4.1

Figura 26 - Cromatograma analitico HPLC obtido da fragao B4.4-Hexano: AcOEt-(80:20)
do extrato dos frutos de Aioueia trinervis. Condi¢des analiticas: coluna [4,6 mm/ 25 cm;
Luna C-18 (2) 5u - Phenomenex] fluxo 0,5 mL/min.; no eluente ACN/H,O 90:10 (210 nm);

detector UV, 254 nm, com tempo de retengdo a: 18 (B4.4.1), 30 (B4.4.2), 40 (B4.4.3) e 55
(B4.4.4) minutos.

Ap6s analise do cromatograma analitico foi possivel observar que a amostra continha
mistura, sendo necessario purificad-las em coluna semi-preparativa. Apos a purificacdo as

fragdes em grupos foram submetidas ao bioensaio com larvas (Tabela 13).

Tabela 13 - Valores das concentragdes letais para atividade larvicida contra larvas do
mosquito Ae. aegypti (cepa Rockefeller) dos grupos obtidos em HPLC (coluna semi-
preparativa) da fracdo B.4.4-Hex:AcOEt 80:20 do extrato dos frutos de Aioueia trinervis.

CL5p pg/mL
— Tragbes obtidas (grupos) ________ (cepaRockefeller)
B4.4.1 (pico 1) >1000
B4.4.2 (pico 2) 56,13
B4.4.3 (pico 3) 67,98
B4.4.4 (pico 4) 19,82

Controle DMSO 0,5% Inativo
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O grupo com atividade mais pronunciada foi B4.4.4 (pico 4) (CLsp= 19,82ug/mL),
sendo este submetido a HPLC em coluna semi-preparativa, pois estava em mistura,
conforme observado na figura 27. Ap6s a purificagdo (B4.4.4 (pico 4) foram obtidas duas
substancias codificadas como: IOL.1 (45,23mg) e outra OL (20,06 mg), observadas no

cromatograma (Figura 27).

[=F-TR1 3 B o

T 5.6 2 X 3 B
1EMPT nind bt .8

Figura 27 - Cromatograma semi-preparativo obtido do HPCL da fracdo B4.4.4(pico 4), com
tempo de retengdo a: 29 (IOL.1) e 33 (OL) minutos do extrato dos frutos de Aioueia
trinervis. Condig¢des semi-preparativas: 21,2 mm/ 25 cm; Luna C-18 100° 5u - Phenomenex,
fluxo 10 mL/min com eluente ACN/H,0 90:10. detector UV, 254 nm.

No ensaio realizado com as duas substancias (OIL.1 e OL) observou-se que ambas
apresentaram resultados significativos para atividade larvicida, sendo que OIL.1 foi menos
ativa (CLso= 3,20png/mL) que sua forma isomérica OL (CLsp= 0,50ug/mL).

Os valores da CLs, obtidos em laboratério com as larvas (cepa Rockfeller) diante do
larvicida Temefoés (CLso 0,0094pg/mL) demonstraram que essas larvas sdo susceptiveis ao

inseticida.

5.4 Identificacao estrutural das substincias isoladas com atividade larvicida

A investigacdo fitoquimica monitorada pelo bioensaio com larvas dos extratos da
casca do caule de Ocotea velloziana e frutos de Aiouea trinervis conduziu ao isolamento de
trés substancias, as quais foram denominadas por letras referentes a substancia isolada: S-D -
isolada de Ocotea velloziana e OL e IOL.1 - isoladas de Aiouea trinervis (Figura 28). A

identificacao estrutural dessas substancias foi efetuada com base na analise de dados de: 1V,
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rotagdo Optica especifica, RMN unidimensionais 'H, *C ¢ DEPT 135° ¢ bidimensionais

HSQC e HMBC, massa impacto eletronico e comparacao com dados da literatura.

7 8 19
CH,-CH,-(CH3)10-CH3

OCH3

S-D OL IOL.1

Figura 28 - Estruturas quimicas isolados da casca do caule Ocotea velloziana (S-D) e frutos
de Aioueatrinervis (OL e IOL.1).

5.4.1 Substincia isolada do extrato etanolico da casca do caule de Ocotea
velloziana.

Das fragdes F1.1, F4.2 e F4.3 (casca do caule) foram isolados cristais brancos
soluveis em DMSO-dg, designados: S-D.1c, S-D.2¢, S-D.3c.

O espectro de RMN 'H (Figura 29, Tabela 9) apresentou trés grupos de sinais. O
primeiro grupo (hidrogénios mais protegidos) localiza-se na regido em o 2,32 e 2,88,
referentes a trés grupos metilénicos e um singleto em 6 2,41 proporcional a trés hidrogénios
de uma metila ligada a nitrogénio (N-CHs).

Um segundo grupo corresponde a singletos referentes a hidrogénios aromaticos em 6
7,53, 6,93 e 6,56, e a sinais de metileno diéxido em & 6,01 e 5,87, e o terceiro grupo
referente a duas metoxilas aromaticas em 6 3,95 € 3,66.

No espectro de RMN "°C (Figura 31, Tabela 14) foram observados sinais para 20
carbonos. Com auxilio das informagdes obtidas do espectro DEPT 135° (Figura 32), estes
sinais foram atribuidos a trés carbonos metilicos (6 56,2, 56,9 e 44,7) este ultimo referente a
uma metila ligada a nitrogénio. Também foram observados trés sinais referentes a carbonos
metilénicos em d 29,2; 53,4 ¢ 34,3 e em 6 101,0 referente a um grupo metileno dioxilico.
Observaram-se também sinais de quatro carbonos metinicos em & 111,1; 112,5; 107,0; 62,4

e a nove carbonos tetrassubstituidos.
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Os dados obtidos na determinagdo estrutural s3o compativeis com a estrutura de um
alcaloide aporfinico contendo grupos metileno diéxido, N-Me e duas OMe, além de trés CH
de anéis aromaticos.

O espectro na regido IV (Figura 33) revelou a presenca de banda caracteristica de
grupo N (3.448 cm™) e banda indicativa da presenca do grupo metilenodioxido (1.589 cm™).

Comparando estas possibilidades com as substancias anteriormente isoladas de O.
velloziana (GARCEZ et al., 1995) foi possivel constatar que os dados de RMN 'H e "°C dos
cristais codificados S-D.lc, S-D.2¢ e S-D.3¢ mostravam boa correlacdo com o alcaloide
aporfinico S-dicentrina (Tabela 9 - RMN 'H e C). A estereoquimica do C6a foi
estabelecida através de sua rotacdo oOptica especifica ([o]p™’= + 61,05) que por ser
dextrdgira, permite concluir que o mesmo pertence a série S, portanto tem configuracio
relativa do C6a como indicada na estrutura (Figura 30).

Os resultados das CLsy mostraram que os cristais eram ativos, mas estavam em

concentragdes diferentes, sendo os cristais S-D.1c (CLsp = 30,02pg/mL) o mais puro.

CH:

Figura 29 - Estrutura quimica da substincia S-dicentrina isolada da casca do caule Ocotea
velloziana.
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Tabela 14 - Dados de deslocamentos quimicos (8) de RMN 'H (300 MHz), "*C (75 MHz)
em DMSO-ds da substincia S-dicentrina, obtida do extrato de Ocotea velloziana e do
alcaloide citado na literatura (GARCEZ, YOSHIDA e GOTTLIEB, 1995) (75 MHz,
CDCly).

Posicao o HJ (Hz) Literatura d H 0C Literatura d C
1 - - 166,64 166,7
2 - - 127,29 127,2
3 5,23 sl 522dI(J=6,3) 66,43 66,4
3 - - 157,68 157,5
4 4,93(dd J=2,5/1,5) 4,92 (dd J=2,8/1,4) 91,32 91,4
5 4,70 dd (dd 3=2,7/1,3) 4,70 (dd J=2,9/1,7) 91,32 91,4
6* 7,06 (dt J = 8,0/2,0) 7,05 (td J=8,0/2,1) 150,19 150,2
7 - - 128,3 128,3
7 2,88 (dd, J=15,3; 3,1) - 34,3 34,3
8 6,93 sl - 112,5 110,5
9 - - 148,7 148,2
10 - - 147,7 147,6
11 7,53 sl - 111,1 111,2
11? - - 123,1 123,4
11b - - 116,3 116,6
llc - - 127,2 126,4
N-CH; 241s - 44,7 44,0
O-CH; 395s - 56,2 55,9
O-CH; 3,66 - 56,9 56,1

0O-CH,-O 5,87 sl, 6,01sl - 101,0 100,2
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Figura 30 - Espectro de RMN 'H (300 MHz — DMSO-ds) da substancia S-dicentrina.
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Figura 31 - Espectro de RMN "°C (75 MHz- DMSO-dg) da substancia S-dicentrina.
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Figura 32 - Espectro de DEPT 135° (75 MHz- DMSO-ds) da substancia S-dicentrina.
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Figura 33 - Espectro na regido do infravermelho da substancia S-dicentrina em KBr.
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5.4.2 Substincia isolada (IOL.1) do extrato etandlico dos frutos Aiouea
trinervis.

Da fracdo Hexano:AcOEt-(80:20) dos frutos Aiouea trinervis foi isolada uma
substancia oleosa, designada por IOL.1(Figura 35).

O espectro de RMN 'H (Figura 36, Tabela 10) de IOL.1 apresentou um conjunto de
sinais que inclui um sinal intenso a § 1,23 ppm (singleto largo) e um tripleto (J = 6,3 Hz) a 6
0,86, demonstrando a presenga de uma cadeia alquilica linear e longa na estrutura do
composto. O espectro de RMN 'H mostrou também sinais referentes a um par de
hidrogénios metilénicos de ligagao dupla (6 4,70 e 4,93 ppm) € a um metino em posicao f de
uma liga¢do dupla conjugada (3 7,06; dt J =8,0/2,1 Hz). Além destes sinais observou-se um
singleto largo a & 5,23 ppm e sinais de hidrogénios alilicos a 6 2,55-2,33 ppm e sinais a o
1,44- 1,49 ppm, pertencentes a cadeia alquilica longa (Tabela 15).

O espectro de RMN "°C (Figura 37) de IOL.1 apresentou quatro sinais com valores
de 6 acima de 100 (166,64 — C; 157,68 — CH; 150,19 - C e 127,29 — C), um sinal a 6 91,32 —
CH; e outro a 6 66,43 — CH, além dos sinais correspondentes a cadeia alquilica longa
(Tabela 10).

Os sinais obtidos pelo espectro de RMN '*C sdo indicativos de que a substancia
IOL.1 possui uma estrutura tipo lactona de cinco membros com um metileno exociclico, do
tipo ja isolado anteriormente das folhas e raizes da planta (MARTINS, 2004).

A geometria da ligagcdo dupla trissubstituida exociclica ao anel y-lactonico pode ser
definida como (E), com base no valor do deslocamento quimico do hidrogénio olefinico (H-
6), observado a & 7,06 ppm, enquanto que no caso de estereoquimica (Z) apresenta-se mais
protegido, sendo observado na regido do espectro a & 6,65 ppm. Também sdo observadas
diferencas no espectro de RMN "°C que, quando a ligagio dupla apresenta geometria (E), a
ressonancia de C-7 ¢ observada na regido de 29 ppm enquanto que o isémero (Z) o sinal
para este carbono ¢ observado na regido de 27 ppm.

A substancia designada como IOL.1, possui um centro quiral, indicando a

possibilidade de duas formas configuracionais (enantidmeros), representadas na figura 34.
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Figura 34 - Estruturas quimicas possiveis para a substancia IOL.1 isolada dos frutos Aiouea
trinervis.

De acordo com a literatura, butanolideos com configuragdo I sdo levorrotatorios, e os
de configuracao II dextrorrotatérios (CHENG et al., 2001; TSAI et al., 2002).

Com base no valor negativo da rotacdo 6ptica apresentado por IOL.1, [a]p’= - 38,0°
(0,425; CHCI;) conclui-se que a hidroxila possui em C-3 orientagdo [3 (Estrutura I),
configuracdo absoluta de C-3 ¢ S.

O experimento HSQC (Figura 38) mostrou o correlacionamento dos sinais entre
hidrogénios olefinicos a 64,70 e 4,93 e o carbono metilénico a §91,32.

A extensao da cadeia alquilica em C-6 presente na estrutura de IOL.1 pode ser
determinada com base nos dados obtidos através da espectrometria de massas por impacto
eletronico (Figura 39). O pico observado neste espectro a mVz 290 foi atribuido ao ion
pseudo molecular [M-H,0] " compativel com a férmula molecular C;9H3,05 (PM 308).

O espectro na regido do IV (Figura 40) apresentou bandas de absor¢do em 3413cm™,
caracteristica de deformacéo axial de grupo hidroxila e 1770,5cm™ ¢ 1681,8cm™ atribuidas
ao anel y-lactonico-a, B’-insaturado.

A comparagio dos dados de RMN 'H e "°C, além dos experimentos de RMN
bidimensionais mostrou tratar-se de uma estrutura semelhante a isoobtusilactona A

(MARTINS, 2004).

Figura 35 - Estrutura quimica da substancia isoobtusilactona A isolada dos frutos Aiouea
trinervis.
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Tabela 15 - Dados de deslocamentos quimicos (8) de RMN 'H (300 MHz), "*C (75 MHz)
em CDCl; da substincia isoobtusilactona A, obtidos de Aiouea trinervis e do butanolideo
citado na literatura (ANDERSON et al., 1992) (60MHz, CDCl5).

Posicio 6 HJ (Hz) Literatura 6 H 0C Literatura o6 C
1 - - 166,64 166,7
2 - - 127,29 127,2
3 5,23 sl 5,22dl (3=6,3) 66,43 66,4
4 - - 157,68 157,5
5° 4,93(dd J=2,5/1,5) 4,92 (dd J=2,8/1,4) 91,32 91,4
5b 4,70 dd (dd J=2,7/1,3) 4,70 (dd J=2,9/1,7) 91,32 91,4
6 7,06 (dt J= 8,0/2,0) 7,05 (dt J=8,0/2,1) 150,19 150,2
2,40 (dddt J=
7 14/8,0/1,0/7,5)
2,33-2,55m 29,10 29,7
7’ 2,46 (dddt J=
14/8,0/1,0/7,5)
8 1,44 -1,49 1,50 m 28,29 29,7
9-16 1,23 sl 1,23 s 29,20 29,6 — 28,3
29,20
17 - - 31,90 31,9
18 - - 22,67 22,7
19 0,85t(J=06,3) 0,85 (tJ=06,5) 14,10 14,2
OH 2,26m 2,46 (dl J=6,1) - -
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Figura 36 - Espectro de RMN 'H (300 MHz - CDCls) da substancia isoobtusilactona A.
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Figura 37- Espectro de RMN °C (75 MHz- CDCl;) da substancia isoobtusilactona A.
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Figura 40 - Espectro na regido do infravermelho da substincia isoobtusilactona A em KBr.
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5.4.3 Substancia isolada (OL) do extrato etanolico dos frutos Aiouea trinervis

A substancia codificada como OL (Figura 41) obtida do fracionamento
Hexano:AcOEt- (80:20) dos frutos Aiouea trinervis teve sua estrutura identificada com base
na andlise dos dados obtidos dos espectros de RMN IH, e , HSQC (Figuras 42, 43, 44).

A comparagido dos dados espectrais de RMN 'H e ">C (Figuras 42 e 43) com os
dados de IOL1 indicaram que suas estruturas eram bastante semelhantes, sendo possivel
propor para OL a estrutura de um sistema isomérico y-lactona de IOL1.

No espectro de RMN 'H de OL, as diferengas observadas com relacdo ao IOL1, sdo
referentes aos valores de deslocamento quimico do hidrogénio olefinico 6 H-6 (6,65 ppm -
dt J =7,8/1,9 Hz), sendo mais protegido em OL, pela influéncia da carbonila no carbono
vicinal (C-1).

A sugestdo para a proposta estrutural entre IOLI e OL situava-se na geometria da
ligagdo dupla trissubstituida, sendo esta fortalecida pelos dados espectrais de RMN '°C,
particularmente pelo valor de deslocamento quimico de C-3 (8 68,76 ppm), ao qual se
encontra mais protegido no isomero Z (OL) pelo efeito y exercido pelo substituinte em C-6.
Estes e os demais dados espectrais de OL apresentaram uma boa correlagdo com os relatados
para os 3-hidroxi-4-metileno butanolideos apresentando estereoquimica (Z) para a ligagao
trissubstituida.

Através da andlise no espectro HSQC (Figura 44) foi possivel observar as
correlagdes entre os hidrogénios olefinicos a 6 4,64 e 8 4,84 ppm e o carbono metilénico a 6
90,05 ppm (Tabela 16).

O ion [M-H,0] " a m/z 290, presente no espectro de massas por impacto eletronico
de OL (Figura 45) estabeleceram o peso molecular 308 para OL. O espectro na regido do
infravermelho (Figura 46) apresentou bandas de absor¢ido em 3390,6cm™, caracteristica de
deformagio axial de grupo hidroxila e 1785,9cm™ ¢ 1677,9cm™ atribuidas ao anel y-
lactonico-a,f’-insaturado.

A andlise conjunta dos dados espectrais discutidos, bem como a compara¢do com o0s
dados do composto correspondente descrito da literatura (MARTINS, 2004) permitiram

propor para OL a denominacao de obtusilactona A (Figura 41).
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Figura 41 - Estrutura quimica da substincia obtusilactona A isolada dos frutos Aiouea

trinervis.,

Tabela 16 - Dados de deslocamentos quimicos (8) de RMN 'H (300 MHz), °C (75 MHz)
em CDCI; da substancia obtusilactona A, obtidos de Aiouea trinervis e do butanolideo
citado na literatura (ANDERSON et al., 1992) (60MHz, CDCls).

Literatura &

Posicao 0 HJ (Hz) Literaturad H 0C c
1 - - 165,33 166,1
2 - - 126,93 126,7
3 5,07 sl 5,09 sl 68,76 68,9
4 - - 157,68 157,4
5a 484(ddJ=2,9/1,8)  4,87(ddJ=2,8/2,0) 90,05 90,3
5b 4,64 dd {ad J 4,65(ddJ=2,8/1,7) 90,05 90,3
=2,9/1,5)
6 6,65 (dt J=7,8/1,9) 6,67 (dtJ=7,8/1,9) 151,08 151,3
7 2,68-2,76 m 2,75 (ddde-)= 28,28 29,7
15/7,8/1,6/7,5)
8 1,44 -1,49 1,46 m 28,69 29,7
9-16 1,23 sl 1,23 s - 29,68-28.36
17 - - 31,09 31,9
18 - - 22,66 22,7
19 0,85t (J=6,0) 0,86 (tJ=6,9) 13,91 14,2
OH 1,98 m - - -
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Figura 42 - Espectro de RMN 'H (300 MHz - CDCls) da substancia obtusilactona A.

DRI B e 55 Current Data Parameters
! £  HAME AIO-picoZ
3

EXPHO
I AN 7778 B |
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20080908
Tirme 14.02
INSTRUM spect
PROBHD S mm Dual 13C/
ULPROG z ]

SOLVENT €DC12

NS 2133

Ds 2

SWH 18832.393 Hz

FIDRES 0.574719 Hz

AQ 0.8700404 sec

RG 13004

oW 26.550 usec

DE 6.00 usec
7 8 19 TE 300.0 K

D1 0.15000001 sec
CH2'CH2'(CH2)10'CH3 dll 0.03000000 sec

DELTA 0.05000000 sec

DO 1

........ CHANNEL fl =mm=m=e=

HUC1 13C

Pl 8.50 usec

PL1 3.00 dB

SFO1 75.4768036 MHz

CHANNEL £2

CPDPRG2 waltzlé

HUC2 1H

PCPD2 100.00 usec

PLZ -4 .00 dB

PL12 12.83 dB

PLL3 12.83 dB

SFO2 300.1312005 MHz

F2Z - Processing parameters

51 32768

SF 75.4677498 MHz

WOW Ei

SS5B o

LB 1.00 Hz

GB o

PC 1.40

T T T T
200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppm

Figura 43 - Espectro de RMN "’C (75 MHz- CDCl5) da substéncia obtusilactona A
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Figura 45 - Espectro de massas por impacto eletronico da substancia obtusilactona A.
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Figura 46 - Espectro na regido do infravermelho da substancia obtusilactona A em KBr.
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5.5 Dados de concentracgio letal (CL) e “slope” (coeficiente angular) para as larvas de
Ae. Aegypti (cepa Rockefeller) expostos a temefos, S-dicentrina isoobtusilactona A e
obtusilactona A.

Os dados obtidos com os extratos das duas espécies selecionadas mostraram-se
satisfatorios visto que muitos estudos (SHARMA, RANGASWAMI e SHARMA, 1978)
utilizam para investigacao extratos com CLsy bem maiores que 250ug/mL ou estadio larval
mais susceptivel.

A substancia S-dicentrina foi isolada anteriormente de outras espécies do género
Ocotea (CAVA et al., 1968; VECCHIETTI et al., 1977, 1979; GARCEZ, YOSHIDA ¢
GOTTLIEB, 1995), mas néo ha relatos de bioensaio com larvas Ae. aegypti.

Existe apenas um relato na literatura (RATNAYAKE et al., 2001) sobre atividade
inseticida de butanolideos, mas com estruturas diferentes das encontradas em A. trinervis.

Os valores de coeficiente angular “slope” obtidos pela andlise da curva de
mortalidade (Tabela 17) indicam que as substancias avaliadas apresentam maior

heterogeneidade que o inseticida temefos para a cepa Rockefeller.

Tabela 17 - Dados de concentracdo letal (CL) e slope (coeficiente angular) para as larvas de
Ae. Aegypti (cepa Rockefeller) expostos a temefos, S-dicentrina isoobtusilactona A e
obtusilactona A. As concentracdes estdo indicadas em pg/mL.

Substancias CLs CLy SLOPE
Temefos 0,0094 0,0175 7,68+0,43
S-dicentrina 30,0222 50,4048 6,27£1,40
Isoobtusilactona A 3,1979 9,4087 2,73+0,24
Obtusilactona A 0,4978 1,6783 2,43+0,60

O grafico mortalidade em log-probit para a populacdo Rockefeller com Temefos e
substancias isoladas (Figura 47) expressam mais claramente os valores das concentragdes
utilizadas para o bioensaio com larvas. Quanto mais distante (a direita) da curva de
Rockefeller, maior ¢ a concentragdo das substancias a ser utilizada para mortalidade das
larvas. A substancia S-dicentrina ¢ a mais distante da curva de Rockefeller em relacdo as
outras substancias testadas, portanto, ¢ a substancia menos ativa em relagdo as outras

substancias (isoobtusilactona A e obtusilactona A).
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Figura 47 - Comparacdo das concentragdes utilizadas para mortalidade das larvas entre o

larvicida temefos e substincias isoladas S-dicentrina, obtusilactona A e obtusilactona A.
Curvas de regressao linear. Dose-log (ng/mL).

As substancias isoladas S-dicentrina, isoobtusilactona A e obtusilactona A podem ser
uteis para controlar populagdes larvas Ae. aegypti. No entanto, novas investigagdes para o
modo de acdo do inseticida, os seus efeitos nos organismos nado-alvo, modificagdes
estruturais, avaliagdo de campo, para o ambiente, poténcia e estabilidade sdo necessarios

para a sua utilizagdo na pratica como um agente natural de controle de larvas do mosquito.

5.6 Hipdteses para o mecanismo de acio das substincias isoladas

Embora existam muitos relatos na literatura (IOSET et al., 2001; RATNAYAKE et
al., 2001; HO et al., 2003; JANG, JEON e LEE, 2005; YENESEW et al., 2006; GERIS et
al., 2008a;) mostrando a atividade inseticida de metabdlitos secundarios, poucos discutem a
relagdo estrutura / atividade biologica de seus constituintes. Os inseticidas organonaturais ou
botdnicos que foram utilizados no passado como as piretrinas provenientes de
Chrysanthemum cinerariaefolium, causavam nas larvas depressdo e paralisia do sistema
nervoso vegetativo (DEWICK, 1997).

Estudo realizado com a isoobtusilactona A (GARCEZ, 2005) com o ensaio Cometa e

o teste SMART sugere atividade genotoxica e citotoxica. De acordo com Liu et al.(2008), as
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lactonas levam a apoptose, morte celular programada. A atividade larvicida para as lactonas
(isoobtusilactona A e obtusilactona A), provavelmente estd relacionada com eventos
genotoxicos e de indu¢do de apoptose. Considerando que as larvas estdo em crescimento,
através do processo de divisdo celular (mitose), compostos que interferem com os processos
de divisao celular, podem impedir o desenvolvimento do inseto.

O alcaloide S-dicentrina também apresentou atividade larvicida e uma hipotese para
explicar o mecanismo de acdo pode estar relacionada com a inibi¢do das enzimas
Topoisomerase I e II, favorecendo eventos recombinacionais e genotoxicos. Verificou-se
que a S-dicentrina atua como agente intercalante, uma vez que apresenta uma conformagao
planar, ideal para se ligar entre as fitas de DNA (WOO et al., 1997, 1999). A S-dicentrina
comprovadamente inibe a enzima topoisomerase II, sendo, portanto, genotoxica (HOET et
al., 2004). Este fato ¢ compativel com a atividade recombinogénica observada para a S-
dicentrina com o SMART. Portanto, a S-dicentrina, favorece os eventos genotdxicos e

recombinacionais, impedindo as divisoes celulares durante o desenvolvimento da larva.
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6 CONCLUSAO

o Foi avaliada a acdo larvicida de 50 extratos vegetais sobre larvas de 3°
estadio larval de Ae. aegypti, em condi¢des de laboratorio;

e Os dados obtidos para o ensaio com larvas revelaram que 82 % dos extratos
brutos (41 extratos) testados foram inativos;

e Dentre os extratos testados, a casca do caule de Ocotea velloziana e os frutos
de Aiouea trinervis foram selecionados para o estudo por apresentarem CLsg
significativas;

e Foram isolados da casca do caule de Ocotea velloziana S-dicentrina e dos
frutos de Aiouea trinervis isoobtusilactona A ¢ obtusilactona A as quais
apresentaram atividades larvicidas promissoras;

e Sdo relatadas pela primeira vez as atividades larvicidas das substincias S-

dicentrina, isoobtusilactona A e obtusilactona A.
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